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Dr. John Bernard Henry: um tributo 





Diagnósticos clínicos e tratamento por métodos laboratoriais é um 
livro bastante aclamado no campo da patologia clínica e tem servi- 
do como uma das principais fontes de consulta para profissionais de 
todas as áreas da medicina. O livro relata as mudanças dramáticas e 
revolucionárias pelas quais a medicina diagnóstica tem passado ao 
longo de quase um século. Foi escrito pela primeira vez em 1908, sob 
o título A Manual of Clinical Diagnosis (Manual de Diagnóstico Cli- 
nico), pelo legendário James C. Todd MD, que editou as primeiras 
seis edições e que, na sexta edição, uniu-se ao Dr. Arthur H. Sanford 
MD. Por conta própria, o Dr. Sanford deu continuidade a mais qua- 
tro edições da obra, contando com o Dr. George G. Stillwell na 11 
edição e com o Dr. Benjamin B. Wells na 12º edição. A 13º edição foi 
realizada pelo Dr. Israel Davidsohn, um pioneiro no campo da imu- 
nologia clínica e diagnóstica, sendo renomeado com o título Clinical 
Diagnosis by Laboratory Methods (Diagnósticos Clínicos por Métodos 
Laboratoriais). Essa mudança refletiu a ocorrência de uma alteração 
importante nos testes de medicina diagnóstica, até então realizados 
por diferentes laboratórios, muitos dos quais empregando metodo- 
logias arcaicas, que passaram a ser executados em laboratórios diag- 
nósticos centrais, utilizando testes padronizados com a apropriada 
verificação de métodos. 

Em 1969, o Dr. John Bernard Henry uniu-se ao Dr. Davidsohn na 
produção da 14º edição do livro. Essa edição apresentou o melhor 
nível de desenvolvimento. O Dr. Henry, como professor de pato- 
logia no State University of New York Upstate Medical Center, em 
Siracusa (EUA), e diretor do departamento de patologia clínica des- 
se centro médico, foi pioneiro na organização dos laboratórios de 
patologia clínica e inovou ao introduzir métodos de última geração 
no laboratório diagnóstico centralizado. O Dr. Henry foi, e continua 
sendo, um professor notável que exerce papel central no treinamento 
de múltiplas gerações de líderes no campo da medicina laboratorial. 
Seu foco principal sempre esteve voltado ao paciente e foi ele quem 
estabeleceu o princípio de que a verificação final da validade de um 
resultado de qualquer teste consiste em sua capacidade de conduzir a 
uma intervenção terapêutica apropriada e eficiente. Esse princípio re- 
quer interações estreitas entre o patologista clínico e o médico clínico. 
Assim, como editor deste livro, além de promover discussões acerca 
dos empolgantes avanços recentes nas metodologias dos testes, abran- 
gendo um vasto panorama desde a espectrofotometria ao diagnóstico 


microscópico e à abordagem por biologia molecular, como a reação 
em cadeia da polimerase, o Dr. Henry também enfatizou os aspec- 
tos clínicos das doenças passíveis de serem diagnosticadas por meio 
de testes. Essa síntese e a ampla cobertura da vasta área que abarca o 
campo da patologia clínica garantiram ao livro o sucesso como obra 
principal de referência para laboratoristas e médicos clínicos. 

O Dr. Davidsohn e o Dr. Henry editaram a 15º edição deste livro, 
publicada em 1974. Com a morte do Dr. Davidsohn em 1979, aos 84 
anos de idade, o Dr. Henry tornou-se o editor da 162 até a 202 edi- 
ção. Na 16º edição, refletindo sua ênfase na assistência ao paciente e a 
emergente importância da utilização de testes laboratoriais no segui- 
mento da progressão da doença e da eficácia terapêutica, o Dr. Hen- 
ry deu ao livro seu título atual. Sob sua orientação, este livro-texto 
continua mantendo e expandindo a tradição de informar ao leitor os 
avanços mais recentes dos testes laboratoriais para diagnóstico e tra- 
tamento de doenças, bem como de descrever o modo como os testes 
devem ser empregados, seja para triagem da ocorrência de doenças, 
seja para monitoramento do progresso durante a supervisão delas. 

É uma grande honra para nós herdar o manto de um estudioso mé- 
dico tão prolífico e distinto como o Dr. John Bernard Henry. Fomos 
imensamente beneficiados pela estreita associação que mantivemos 
com ele no decorrer das últimas décadas. É com grande humildade 
e respeito que assumimos a edição deste livro-texto, que é o mais im- 
portante em sua área e que foi moldado por ele e por todos os demais 
líderes notáveis do campo da medicina diagnóstica. Nós nos sentimos 
ainda mais privilegiados por termos conseguido continuar a nossa 
interação com o Dr. Henry. Nós estamos (e para sempre estaremos) 
profundamente endividados com ele por suas massivas contribuições 
aos campos da patologia clínica e da medicina diagnóstica, por seu ex- 
traordinário exemplo como médico e professor, e por suas preciosas 
contribuições como editor deste livro, as quais têm garantido a per- 
manência desta obra entre os livros-texto de maior valia na medicina 
moderna. 

Em seu tributo e à sua liderança ao longo das últimas sete edições, 
este livro doravante passará a intitular-se permanentemente Diagnós- 
ticos clínicos e tratamento por métodos laboratoriais de Henry. 


Richard A. McPherson MD 
Matthew R. Pincus MD PhD 
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Prefácio 


O papel da patologia clínica e da medicina laboratorial continua 
crescendo, no sentido de ser o único e maior componente de dados 
científicos objetivos junto ao registro médico de pacientes. A facilida- 
de cada vez maior com que as análises laboratoriais podem ser forne- 
cidas e a ampliação da diversidade das medidas obtidas com ensaios, 
contribuem para a supervisão clínica desde os dias de pré-natal ao 
nascimento de um bebê, seguindo com a triagem durante a infância, 
a idade adulta e até a idade avançada. Essa trilha de observações mé- 
dicas e resultados de testes laboratoriais produzida ao longo da vida 
atualmente é organizada em um registro médico eletrônico contínuo 
e atual. O desafio da medicina do futuro consiste em encontrar um 
modo de utilizar da melhor forma todas essas informações para orien- 
tar os pacientes sobre como mudar de comportamento para prevenir 
doenças, baseando-se em uma ampla gama de dados médicos com 
um núcleo de testes genéticos em expansão, além dos procedimen- 
tos tradicionais de função de órgãos e metabolismo desenvolvidos por 
meio de disciplinas laboratoriais químicas, hematológicas e microbio- 
lógicas, entre outras. 

A expansão do conhecimento acerca do genoma humano e de 
sua conversão nos fenótipos proteômicos do corpo humano ofere- 
ce oportunidades sem precedentes para a exploração da saúde e da 
doença. Os métodos para examinar tanto os ácidos nucleicos como 
a expressão dos genes em proteínas certamente transformarão o mo- 
do como os laboratórios prestam os serviços de diagnóstico clínico 
nas próximas décadas. Inúmeras aplicações em testes clínicos já estão 
sendo conduzidas em microbiologia, coagulação, tipagem histológica, 
doenças genéticas, câncer e malignidades hematológicas. O ambiente 
proporcionado pelos laboratórios clínicos, que requer rigor nas aná- 
lises, controle de qualidade, competências profissionais e operações 
custo-efetivas, também impulsionará a aplicação dessa nova tecnolo- 
gia e desses novos métodos ao padrão de prática aceito atualmente. 
Devemos esperar que os futuros profissionais mais bem-sucedidos da 
medicina laboratorial sejam bem versados e preparados para buscar 
avanços na informática, em métodos analíticos básicos, na comuni- 
cação com colegas da clínica, na participação em esforços nacionais 
e internacionais de padronização e na implementação de mudanças 
complexas em nossa profissão. A atuação do laboratório pode se dar 
em múltiplos níveis da sociedade, desde o teste no paciente individual 
até iniciativas de saúde pública para prevenção de doenças, estenden- 
do-se para a indústria e as políticas governamentais de assistência à 
saúde, bem como sua reforma para apoiar práticas melhores e promo- 
ver saúde e bem-estar num cenário de recursos financeiros limitados. 

A 21º edição deste livro surge um século depois de sua criação, com 
a primeira publicação em 1908. Com o passar do tempo, Diagnósticos 
clínicos e tratamento por métodos laboratoriais continuou sendo uma 
autoridade como fonte de informação para residentes, estudantes e 
outros estagiários da disciplina de patologia clínica e medicina labo- 
ratorial, bem como para os médicos e laboratoristas envolvidos em 
sua prática. A 21º edição incorpora novas descobertas e aplicações em 
todos os seus capítulos com o intuito de cumprir a missão de ser um 
livro-texto abrangente, ao mesmo tempo atualizado e de leitura agra- 
dável. O aspecto mais notável no formato desta edição é o uso de cores 
ao longo de todo o livro, com a inclusão de um número bem maior de 
imagens e figuras contendo gráficos, em comparação às edições ante- 
riores. Uma de nossas metas foi apresentar os achados laboratoriais 
em uma versão que fosse a mais próxima possível da prática real. Es- 
sa abordagem proporcionou a cada um dos autores a oportunidade 


de incorporar figuras ilustrativas dos princípios e das interpretações 
diagnósticas. 

A Parte I, “O laboratório clínico”, trata da organização, dos pro- 
pósitos e das práticas de análise, interpretação e administração junto 
ao laboratório clínico. De modo geral, nós reorganizamos essa seção 
em busca de maior clareza, considerando ordenadamente os aspectos 
pré-analíticos, analíticos e pós-analíticos dos testes laboratoriais. As 
questões relativas à organização administrativa e operacional são es- 
pecificamente discutidas nos Capítulos 1 e 2. A abordagem da manei- 
ra correta de coletar, transportar e manusear as amostras, bem como 
de outras variáveis pré-analíticas, é descrita no Capítulo 3. Princípios 
de análises, instrumentação e automação são tratados nos Capítulos 4 
e 5. A extensão dos serviços laboratoriais além daqueles prestados por 
um laboratório central hospitalar para pacientes externos, além das 
regulamentações que governam os serviços prestados próximo ao pa- 
ciente e o avanço das novas tecnologias que os apoiam são o assunto 
do Capítulo 6. Os processos pós-analíticos de comunicação, tomada 
de decisão médica e interpretação de resultados são cruciais à utili- 
dade dos testes (Cap. 7). A seleção e a interpretação de informações 
e resultados laboratoriais com o objetivo de alcançar soluções mais 
custo-efetivas e eficazes para os problemas médicos por meio de testes 
clínicos são exploradas no Capítulo 8. A análise estatística (Cap. 9) 
é imensamente importante em todas as fases do monitoramento dos 
processos laboratoriais e de tomada de decisão, sendo que algumas de 
suas aplicações mais explícitas se dão na área de controle de qualidade 
(Cap. 10). O montante de resultados laboratoriais e sua comunicação 
somente podem ser administrados por meio de sistemas de informa- 
ção sofisticados, os quais são parte essencial de qualquer laboratório 
clínico (Cap. 11) e têm ganhado importância como ferramentas por 
meio das quais a integração de informações clínicas em múltiplos ní- 
veis pode ser disponibilizada ao cliente médico. A opção por instru- 
mentação, automação do laboratório clínico e instalação de sistemas 
computadorizados num laboratório determina em grande parte a sua 
produtividade (maior volume/variedade de quantificações/exames 
complexos), bem como a seleção dos serviços laboratoriais mais rápi- 
dos no atendimento às necessidades de provedores e pacientes em ter- 
mos de acesso, custo e qualidade. O impacto financeiro e as soluções 
aos desafios que se apresentam aos patologistas e a todos os laborato- 
ristas, a partir da assistência administrada por meio de reembolso por 
capitação e/ou contratos de serviços com desconto, é fundamental à 
sobrevivência dos próprios laboratórios e também da instituição na 
qual atuam (Cap. 12). Um desafio relativamente novo com o qual os 
laboratórios estão se deparando é a necessidade de estarem prepara- 
dos e produzirem respostas adequadas às ameaças de bioterrorismo a 
nível local, regional e nacional (Cap. 13). Esses são os temas aborda- 
dos ao longo dos atuais 76 capítulos — novos, atualizados e/ou expan- 
didos e reforçados — que incluem cada um dos tópicos de forma atra- 
ente, desde a coleta e o processamento da amostra obtidos do paciente 
até a comunicação dos resultados. 

A Parte II, “Química clínica”, foi sistematicamente organizada de 
modo a apresentar os exames laboratoriais conforme as doenças que 
acometem os sistemas orgânicos. Ela começa com a avaliação da fun- 
ção renal, da água, dos eletrólitos, dos intermediários metabólicos e da 
troca de moléculas de nitrogênio, além do equilíbrio acidobásico, que 
são tão importantes no monitoramento dos pacientes para cuidados 
intensivos, bem como na supervisão de pacientes com distúrbios renais 
e pulmonares (Cap. 14). Esse assunto conduz à (cada vez mais impor- 
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tante) avaliação laboratorial do metabolismo ósseo e da perda óssea 
(Cap. 15). Uma ênfase ainda maior é dispensada aos carboidratos no 
diagnóstico laboratorial e na supervisão do diabetes melito e de outras 
doenças (Cap. 16). O Capítulo 17 consiste em uma nova apresentação 
de estudos sobre lipídeos e suas anomalias, tão importantes na avalia- 
ção do risco de doença cardiovascular, enquanto o Capítulo 18 trata da 
avaliação imediata de doença e lesão cardíacas. O papel de proteínas 
sanguíneas específicas e as interpretações eletroforéticas são destacadas 
no Capítulo 19, enquanto a enzimologia clínica é abordada no Capítu- 
lo 20. A avaliação da função hepática é apresentada no Capítulo 21, e 
a dos distúrbios gastrintestinal e pancreático consta no Capítulo 22. A 
análise toxicológica e o monitoramento de fármacos terapêuticos são 
discutidos no Capítulo 23, enquanto os métodos complementares de 
avaliação da função endócrina são discutidos no Capítulo 24. O Capí- 
tulo 25, sobre testes de reprodução e gravidez, e o Capítulo 26, sobre 
vitaminas e oligoelementos, completam a Parte II. 

A Parte III, “Urina e outros líquidos corporais”, abrange o exame 
básico de urina (Cap. 27). Uma área que merece consideração especial 
é a análise de líquidos corporais, como de líquidos cerebrospinal, si- 
novial e seroso (Cap. 28). 

A Parte IV, “Hematologia”, traz atualizações sobre exames de san- 
gue e medula óssea (Cap. 29), hematopoese (Cap. 30) e distúrbios eri- 
trocíticos (Cap. 31) e leucocíticos (Cap. 32). Em rápida expansão, a 
área da análise por citometria de fluxo em hematologia foi também 
enfatizada (Cap. 33). A imunoematologia (Cap. 34) e a medicina de 
transfusão (Cap. 35) tratam dos testes pré-transfusionais e da solução 
dos problemas causados por reações inconvenientes ou inesperadas, 
bem como da terapia com produtos do sangue (componentes e deri- 
vados). Os Capítulos 36 e 37 abrangem as aplicações terapêuticas da 
aférese, incluindo coleta, processamento e distribuição de células pro- 
genitoras/tronco provenientes da medula óssea, do sangue periférico 
e do sangue de cordão umbilical, acopladas ao banco de tecidos. 

Em reconhecimento aos avanços recentes que mais contribuíram 
para a nossa compreensão acerca dos fenômenos tromboembolíticos, 
resultando em novos protocolos de tratamento efetivos, adicionamos 
uma nova seção: a Parte V, Hemostasia e trombose”. Essa seção for- 
nece uma maior abrangência do crescente corpo de conhecimentos nas 
áreas de coagulação e fibrinólise (Cap. 38), e também da função plaque- 
tária com ênfase na doença do fator de von Willebrand (Cap. 39). Na 
última década, os principais avanços na área da coagulação levaram ao 
tratamento efetivo de muitas condições patológicas diferentes, incluin- 
do infarto do miocárdio e derrame, com a criação de muitos fatores 
anticoagulantes novos e bastante eficazes. O uso desses novos agentes 
requer monitoramento cuidadoso de muitos aspectos do sistema de 
coagulação. Assim, essa seção discute não apenas os fundamentos da 
hemostasia, mas também os novos agentes empregados no tratamento 
de doenças trombóticas, seus mecanismos de ação e os métodos para 
monitorar seus efeitos. A avaliação do risco de trombose é discutida no 
Capítulo 40, e o papel desempenhado pelo laboratório na orientação 
da terapia antitrombótica é detalhado no Capítulo 41. 

A Parte VI, “Imunologia e imunopatologia”, foi atualizada e expan- 
dida em todos os seus capítulos, quanto à descrição das funções do 
sistema imune e os distúrbios imunológicos (Cap. 42), trazendo ainda 
informações abrangentes sobre os diferentes tipos de imunoensaios 
realizados na prática ao redor do mundo (Cap. 43). Explicações deta- 
lhadas e avaliações laboratoriais são fornecidas para o sistema imune 
celular (Cap. 44), a imunidade humoral (Cap. 45), o complemento 
e os mediadores inflamatórios (Cap. 46) e o complexo principal de 
histocompatibilidade (Cap. 47) e seu papel no transplante e em doen- 
ças específicas (Cap. 48). Os distúrbios de imunodeficiência requerem 
abordagens diagnósticas especiais que são destacadas no Capítulo 49. 
A autoimunidade é apontada nas explicações acerca das doenças reu- 
máticas sistêmicas (Cap. 50), da vasculite (Cap. 51) e das doenças ór- 
gão-específicas (Cap. 52). Essa seção é completada por uma discussão 
sobre doenças alérgicas, envolvendo estreita correlação entre testes 
laboratoriais e diagnóstico (Cap. 53). 

A Parte VII, “Microbiologia médica”, trata dos agentes infecciosos, 
desde as infecções virais (Cap. 54) até as causadas por clamídia, ri- 
quétsia e micoplasma (Cap. 55), estendendo-se até os testes da bac- 
teriologia médica clássica (Cap. 56) para determinação da suscetibi- 
lidade antimicrobiana (Cap. 57) e as infecções por espiroqueta (Cap. 


58). A discussão sobre micobactérias (Cap. 59) destaca a tuberculose 
com emergente resistência a fármacos e infecção disseminada entre 
pacientes imunossuprimidos. As doenças micóticas (Cap. 60) e a pa- 
rasitologia médica (Cap. 61) são considerações igualmente essenciais 
na medicina internacional. As técnicas clássicas de cultura de micro- 
-organismos com identificação e teste de suscetibilidade antimicro- 
biana por meio de bioensaios funcionais estão mudando rapidamen- 
te, dada a evolução de novos métodos de diagnóstico molecular, que 
aumentarão e substituirão os métodos convencionais (Cap. 62). Dada 
a sua importância para que paciente e médico obtenham o máximo 
benefício proporcionado pelo laboratório, a coleta e o manuseio da 
amostra para diagnóstico de doenças infecciosas (Cap. 63) são espe- 
cialmente importantes. Novas ilustrações e fotografias de organismos 
e métodos são particularmente proeminentes nessa parte do livro. Por 
fim, um novo capítulo sobre os aspectos microbiológicos do bioterro- 
rismo (Cap. 64) encerra a seção. 

A Parte VIII, “Patologia molecular”, foi reorganizada com explica- 
ções aprofundadas sobre os princípios básicos da química de ácidos 
nucleicos e sua análise (Caps. 65 e 66), enfatizando métodos bastante 
importantes de amplificação de ácidos nucleicos (Cap. 67) e tecno- 
logias de hibridização (Cap. 68). Foram incluídas as aplicações e os 
métodos de citogenética (Cap. 69) com modernas técnicas de cario- 
tipagem. Esses capítulos abrangem os princípios e as técnicas básicas, 
bem como os procedimentos para estabelecer um laboratório de diag- 
nóstico molecular (Cap. 70). Incluem também as aplicações especiais 
aos neoplasmas hematopoéticos (Cap. 71), o diagnóstico molecular 
de doenças genéticas (Cap. 72) e as técnicas de diagnóstico molecular 
utilizadas na identificação forense, bem como nos testes de paternida- 
de abrangentes empregando DNA fingerprinting (Cap. 73). 

A Parte IX, “Patologia clínica do câncer”, é uma nova seção que des- 
taca o papel significativo que o laboratório exerce no diagnóstico e mo- 
nitoramento das malignidades e seus tratamentos. É vital que todos os 
patologistas tenham consciência da revolução ocorrida no campo da 
biologia molecular e celular, a qual resultou no sequenciamento inte- 
gral do genoma humano. Tais descobertas agora permitem a identifica- 
ção não apenas da existência mas também da suscetibilidade a doenças, 
principalmente do câncer. Do mesmo modo, levaram ao surgimento 
de novas técnicas, incluindo microarranjos de genes e proteômica, que 
permitem a rápida avaliação da expressão de genes e proteínas. A abor- 
dagem proteômica desenvolveu-se ao ponto de permitir a descoberta 
de que os padrões de proteínas componentes presentes no soro caracte- 
rizam estados cancerosos específicos, bem como a existência de outras 
doenças. Ambos, marcadores tumorais convencionais quantificados no 
soro (Cap. 74) e oncoproteínas marcadoras recém-descobertas, são dis- 
cutidos paralelamente a suas aplicações na emergente área da proteô- 
mica (Cap. 75). Finalmente, despontam claramente no horizonte ex- 
pectativas quanto à detecção precoce, ao prognóstico e ao planejamento 
de regimes de tratamento para o câncer por meio do conhecimento 
detalhado das alterações ocorridas no genoma humano. Diante disso, 
incluímos as novas abordagens baseadas na genômica, como aplicações 
para detecção e monitoramento do câncer em estágios iniciais, no úl- 
timo capítulo dessa seção sobre diagnóstico molecular de neoplasias 
(Cap. 76). Consideramos essa informação essencial, uma vez que, num 
futuro próximo, o laboratório clínico deverá ser solicitado a analisar 
amostras para avaliação genômica no diagnóstico de doenças, susceti- 
bilidade a doenças e até mesmo avaliação de tratamentos mais efetivos 
para elas, como atualmente já ocorre no tratamento ideal de doenças 
virais, como hepatite e AIDS. Sendo assim, os patologistas estão incum- 
bidos de compreender as bases do diagnóstico molecular e do modo 
como o genoma humano foi sequenciado. 

Após alcançar uma sólida compreensão dos princípios analíticos e de 
interpretação de exames laboratoriais, bem como das armadilhas cau- 
sadas por interferências, estado fisiológico ou interações farmacológi- 
cas, também é necessário dispor de estratégias para oferecer os testes, a 
fim de proporcionar o nível apropriado de assistência para triagem de 
doenças, confirmação de diagnósticos, estabelecimento de prognóstico 
e monitoramento dos efeitos do tratamento. Durante várias décadas, 
tem sido prática popular entre os médicos a requisição de painéis de 
múltiplos testes individuais para triagem de anomalias de vários órgãos 
diferentes que, de outro modo, não seriam suspeitas. Essa prática foi 
padronizada há vários anos pela ação conjunta da American Medical 


Association e do United States Department of Health and Human Ser- 
vices, com o estabelecimento de um grupo de painéis de testes múlti- 
plos, como o painel metabólico básico e o painel metabólico completo 
(no verso da capa frontal). Duas forças predominantes conduziram o 
projeto desses painéis. Uma delas foi a simplicidade tecnológica com 
que os analisadores químicos multicanais conseguem gerar muitos re- 
sultados de forma rápida e relativamente barata. A outra força foi a res- 
trição da quantidade de reembolsos concedidos para a realização dos 
testes e a definição da necessidade médica de orientar a utilização da re- 
quisição do teste com base no diagnóstico clínico inicial, em vez de rea- 
lizar uma ampla triagem na ausência de sintomas. Um equilíbrio entre 
capacidades tecnológicas e limitações de reembolso está previsto com o 
remanejamento que deve ocorrer nos próximos anos, à medida que as 
capacidades tecnológicas superarem as atuais e abrirem as comportas de 
testes de analitos baratos em números significativamente maiores. Os 
setores nos quais essa mudança mais provavelmente ocorrerá incluem 
vários tipos diferentes de testes genéticos. Particularmente, o uso de es- 
pectrometria de massa em tandem detecta simultaneamente múltiplas 
doenças genéticas possíveis em triagens de recém-nascidos. Em março 
de 2006, o estado de Virginia (EUA) aumentou de 9 para 28 o número 
de testes de triagem efetivos para crianças com menos de 6 meses de ida- 
de. Até então, a triagem de doenças metabólicas individuais era dirigida 
em grande parte pelo impacto financeiro da detecção e tratamento dos 
casos para prevenção de doenças e, assim, economia da receita estadual 
para institucionalizações vitalícias. As tecnologias modernas mudaram 
drasticamente essa equação, de modo que o custo tornou-se um fator 


bem menos importante, enquanto os propósitos humanitários passa- 
ram a ter peso bem maior na decisão sobre o que deve ser testado. 

Esse modelo de teste de mega-analito atualmente está sendo explo- 
rado nos arranjos de expressão genética, que pode também ser previs- 
to para os estudos de proteínas (proteômica). Estaremos profissional- 
mente equipados para interpretar as centenas a dezenas de milhares 
de resultados individuais de um único paciente? Provavelmente não, 
se não contarmos com os avanços nas análises estatísticas e tomada de 
decisões para distinguir resultados positivos verdadeiros de resultados 
aleatoriamente falso-positivos em meio a tantas interrogações sobre o 
corpo humano. Também será necessário haver meios eficientes e cla- 
ros para comunicar esses resultados complexos e suas interpretações 
aos médicos e seus pacientes. 

Esses são desafios maravilhosos para um laboratório clínico. Eles re- 
fletem a vitalidade de poder participar da medicina do futuro e o papel 
integral que a medicina laboratorial sempre exercerá na assistência à saú- 
de. Nós tentamos destacar as áreas da medicina laboratorial que neces- 
sitam de trabalho investigativo, bem como estimular o leitor a realizar 
pesquisas nessas áreas (p. ex., arranjos de proteína contendo múltiplos 
anticorpos contra diferentes proteínas séricas, envolvidas na transdução 
de sinal, para detecção do câncer). Assim, esperamos que um dos efeitos 
produzidos por este livro seja o de estimular estudos investigativos que 
promovam avanços na eficácia diagnóstica. É com grande entusiasmo 
que acolhemos quaisquer comentários, reações ou sugestões referentes a 
este livro, que contribuam para tornar a próxima edição ainda melhor. 

É um privilégio e uma honra para nós sermos os editores desta 21º edição. 


Richard A. McPherson MD 
Matthew R. Pincus MD PhD 
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e A administração efetiva de um laboratório requer 

líderes para proporcionar direção e gerentes para 
garantir que as a sejam cumpridas. Planejamento estratégico, 
marketing, administração de recursos humanos e de qualidade são 
elementos fundamentais na organização de um laboratório. 
e A maioria dos erros laboratoriais ocorre nos estágios pré e 
pós-analítico. O Six Sigma é uma ferramenta que pode ser utilizada 
para reduzir a incidência de erros laboratoriais. 
e Os serviços prestados pelo laboratório são disponibilizados de 
muitos modos e podem ser considerados em continuidade a partir 
dos testes rápidos, produzindo respostas imediatas, até os testes 
realizados para laboratórios de referência sofisticados, que podem 
demorar dias ou semanas para ficarem prontos. 
e Laboratórios clínicos são estabelecimentos altamente 
regulamentados; muitas práticas laboratoriais são resultado 
direto da legislação federal ou estadual/local. No nível federal, as 
atividades laboratoriais são regulamentadas pelo Clinical Laboratory 
Improvement Amendments de 1988. 
e Riscos biológicos, químicos, ergonômicos e incendiários não 
podem ser completamente eliminados do laboratório, porém podem 
ser contidos para evitar a exposição dos funcionários ao perigo. As 
estratégias de segurança incluem controles de engenharia (p. ex., 
implantação de itens de segurança no planejamento geral de um 
determinado produto), uso de equipamentos de segurança pessoal e 
controles da prática de trabalho (como a lavagem das mãos). 


O laboratório exerce papel fundamental no serviço de saúde. Até 
que ponto o laboratório é essencial? Segundo estimativas, 70% de 
todas as decisões médicas baseiam-se em resultados laboratoriais (Sil- 
verstein, 2003), embora os gastos com testes laboratoriais respondam 
apenas por 3,5% do total de dólares direcionados ao serviço de saúde 
(IOM, 2000). O laboratório é uma indústria que movimenta 30 a 35 
bilhões de dólares e oferece bens clínicos de alto valor a custos relati- 
vamente baixos. 

O objetivo do laboratório é fornecer a médicos e demais profissio- 
nais da saúde informações para: (1) detectar doenças ou predisposição 
a doenças; (2) confirmar ou rejeitar diagnósticos; (3) estabelecer prog- 
nósticos; (4) orientar a supervisão do paciente; e (5) monitorar a efi- 
cácia da terapia (Kurec, 2000). O laboratório também exerce papel de 
liderança na educação e na pesquisa, no planejamento e na implemen- 
tação de tecnologia da informação e no aprimoramento da qualidade. 
Para alcançar seus objetivos, um laboratório deve dispor de (1) conhe- 
cimentos médicos, científicos e técnicos; (2) recursos, tais como pes- 
soal, equipamentos laboratoriais e de processamento de dados, supri- 
mentos e instalações; e (3) capacidade de organização, administração e 
comunicação. O objetivo deste capítulo é proporcionar a compreensão 
fundamental dos conceitos gerais e das questões administrativas que 
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compõem a base de práticas laboratoriais sólidas. Nigon (2000) e Sny- 
der (1998) discutem esses tópicos com mais detalhes. 


Liderança e administração 


Uma organização somente pode ser tão boa quanto seu pessoal, 
e este é conduzido por líderes e gerentes. Os termos “liderança” e 
“administração” muitas vezes são empregados de forma intercambiá- 
vel, porém representam qualidades diferentes (Tab. 1.1). 

A liderança direciona o rumo que alguém (ou uma organização) 
segue, enquanto a administração é o “caminho” que se percorre. O 
velho adágio que diz “Quando não se sabe para onde se vai, qualquer 
caminho serve” ilustra por que a liderança deve estabelecer metas 
claras e objetivos estratégicos. Uma administração efetiva emprega 
certas habilidades para trabalhar com e por meio de outras pessoas, 
a fim de cumprir tarefas. Para tanto, requer uma mistura ótima de 
pessoas dedicadas e líderes voltados ao cumprimento de tarefas. Essas 
habilidades recaem sobre quatro funções administrativas primárias: 
(1) planejamento e tomada de decisão imediata, (2) organização, (3) 
liderança e (4) controle. 

A liderança é um padrão de comportamento utilizado para enga- 
jar outras pessoas na realização de tarefas, dentro de um determinado 
prazo e de modo produtivo. Os estilos de liderança são: direciona- 
mento, treinamento, suporte e delegação (CareerTrack, 1988). Um 
líder incentivador proporciona recursos físicos e humanos para que 
o pessoal possa desempenhar suas funções. Um líder direcionador 
designa papéis, faz solicitações ou apresenta outras instruções defi- 
nidas ao pessoal. O primeiro tipo de abordagem proporciona flexi- 
bilidade e encoraja a resolução de problemas produtivos, enquanto 
a outra abordagem oferece instruções concisas e detalhadas de como 
realizar tarefas. Os outros estilos também são definidos por essas qua- 
lidades: a delegação proporciona pouco apoio e direcionamento, ao 
contrário do treinamento. Um líder pode adotar qualquer estilo de 
comportamento periodicamente, de acordo com a situação, mas em 
geral um dos estilos é preponderante. 

A administração utiliza os recursos humanos, financeiros, físicos 
e informativos de que dispõe uma organização da maneira mais efi- 
ciente e efetiva possível (Griffin, 1987). Algumas responsabilidades 
administrativas básicas são listadas na Tab. 1.2. Os gerentes podem 
ser classificados em gerentes de primeira linha (supervisores, líderes 
de equipe, tecnólogos-chefes), gerentes de nível intermediário (geren- 
te operacional, líder de divisão) e gerentes de nível superior (diretor 
geral, diretor executivo, diretor financeiro). Cada nível administrativo 
determina as atividades diárias e o conjunto de habilidades necessá- 
rios para a posição. Os gerentes de nível superior concentram-se na 
estratégia e planejamento para os próximos 1 a 5 anos, enquanto os 
gerentes de primeira linha preocupam-se mais com o cumprimento 
das metas de trabalho diárias. Um gerente de nível superior pode ou 





des administrativas 


onceitos gerais e quest 


= 


Q 
A 4 





Tabela 1.1 Caracteristicas do lider versus do gerente 


Lider Gerente 


Administrador 
Organizador e desenvolvedor 


Implementador 
Mantém o controle 
Responde pelos riscos Pensa a curto prazo 
Inspira Pergunta “como” e “onde” 
Presta atenção no lucro final 
Aceita O status quo 


Pensa a longo prazo 
Pergunta “o quê” e “por quê” 
Contesta o status quo É um bom soldado 
Faz o que tem de ser feito Acerta no que faz 


Adaptado de Ali, 2001. 


Tabela 1.2 Responsabilidades administrativas basicas 


Administração operacional 

Garantia da qualidade 

Políticas e procedimentos 
Planejamento estratégico 
Benchmarking 

Avaliação da produtividade 
Legislação/regulamentações/concordância com HIPPA 
Questões médico-legais 

Educação continuada 

Reuniões com a equipe de funcionários 
Administração de recursos humanos 
Descrições de trabalho 
Recrutamento e formação da equipe 
Orientação 

Avaliação de competências 
Registros de pessoal 
Avaliação/apreciação de desempenho 
Disciplina e demissões 
Administração financeira 
Orçamentos departamentais 
Faturamento 

Codificação CPT 

Codificação ICD-9 

Regulamentações de conformidade 
Análise de custo dos testes 
Manutenção do esquema de taxas 
Administração de marketing 

Serviço ao consumidor 

Marketing de expansão 

Propaganda 

Desenvolvimento de site 

Informação ao cliente 


não possuir as habilidades técnicas que um gerente de primeira linha 
utiliza no dia a dia. Os gerentes de nível intermediário engajam-se em 
várias atividades técnicas e não técnicas. 


Planejamento estratégico 


Para sobreviver e até mesmo prosperar em um ambiente competi- 
tivo, um laboratório deve reavaliar com frequência suas metas e seus 
serviços e adaptá-los às forças de mercado (i. e., número menor de 
funcionários qualificados, redução orçamentária, ordens regulatórias 
rigorosas, redução de reembolsos e novas tecnologias sofisticadas). 
Para tanto, é necessário que o líder tome decisões estratégicas. Por 
exemplo, um laboratório autônomo pode considerar duas estratégias 
totalmente distintas; pode crescer reposicionando-se como um “cen- 
tro” que presta serviços de referência a pequenos laboratórios locais, 


ou pode reduzir seu tamanho e tornar-se um estabelecimento “stat”. 
A primeira estratégia busca aumentar a receita líquida, enquanto a 
outra tenta reduzir os custos. O processo por meio do qual se toma 
essas decisões é chamado de planejamento estratégico e pode ser defi- 
nido como: (1) decisões acerca dos objetivos de uma organização e 
mudanças ou alterações de objetivos preexistentes; (2) alocação de 
recursos empregados para alcançar metas; e (3) estabelecimento de 
políticas que governam a aquisição, o uso e a disponibilização de 
tais recursos (Lifshitz, 1996). O planejamento estratégico, em geral, 
baseia-se nas projeções de longo prazo e no panorama global que 
pode causar impacto em todos os níveis operacionais do laboratório. 
Difere do planejamento tático, que é detalhado e muitas vezes envol- 
ve as operações realizadas no dia a dia para atingir metas estratégicas 
preestabelecidas. Por exemplo, a necessidade global de desenvolver 
um negócio de expansão pode levar a outras questões, como: “Deverí- 
amos prestar mais serviços de referência internamente? Precisamos de 
mais instrumentos e/ou automação laboratorial? Nossas ferramentas 
de tecnologia da informação são adequadas? Nosso quadro de funcio- 
nários é apropriado para satisfazer as expectativas de serviço?”. Há, 
portanto, um risco associado à determinação da estratégia. Uma deci- 
são errada pode sobrecarregar o laboratório com custos, sistemas ou 
equipamentos desnecessários, dificultando ainda mais a mudança de 
curso em resposta às forças de mercado futuras ou às novas estratégias 
organizacionais. 

Diversas técnicas podem ser utilizadas para facilitar o processo de pla- 
nejamento estratégico; estas incluem histogramas/gráficos/diagramas 
de dispersão, brainstorming, diagramas de causa e efeito (fishbone), his- 
tória em quadrinhos, análise de Pareto e análise Delphi (Kurec, 2004a). 
Outro modo de avaliar os riscos associados a novas estratégias é a análise 
SWOT (Strenghts, Weaknesses, Opportunities and Threats). Em geral, os 
fatores ambientais internos do laboratório são classificados como stren- 
ghts (pontos fortes) e weaknesses (deficiências), e os fatores ambientais 
externos são opportunities (oportunidades) e threats (ameaças). Esse 
processo é uma ferramenta particularmente útil para o desenvolvimen- 
to de uma estratégia de marketing (Tab. 1.3) e deve ser empregado para 
ajudar a desenvolver um programa de marketing (Tab. 1.4). 


Tabela 1.3 Análise SWOT para um novo programa de expansão 
hospitalar 


Pontos fortes (strengths) 

1. Uso de tecnologia/instrumentação atual 

. Capacidade técnica em excesso 

. O maior volume de testes permite reduzir os custos de cada teste 
. Forte suporte da liderança 

. Disponibilidade de recursos financeiros 
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Oportunidades (opportunities) 

1. Abertura de um novo estabelecimento de assistência à saúde por médicos 

2. Ordens do Ministério da Saúde para realização de testes laboratoriais em todas 
as crianças com menos de 2 anos de idade 

3. Acesso ao departamento de marketing do hospital 

4. O hospital “X” está falido; o laboratório fechará as portas 

Deficiências (weakenesses) 

1. Pequena equipe de funcionários 

. Questões de cunho moral 

. Sistema de comunicação inadequado 

. Necessidade de mais um patologista 
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. Experiência limitada na prestação de serviços de SIL a múltiplos hospitais/ 
clientes 

6. Prazos de entrega insatisfatórios 

Ameaças (threats) 

1. Concorrência com outros laboratórios de hospitais locais 

. Concorrência com laboratórios de referência nacional 

. Diminuição do reembolso 

. Três hospitais locais consolidaram seus serviços, incluindo laboratórios 

. Surgimento de vários centros de atendimento a pacientes novos 
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Tabela 1.4 Exemplos de questões a serem consideradas no 
estabelecimento de um programa de marketing 


Avaliação Lembre-se dos quatro “Ps” de marketing: 
® produto 
® preço 
e posição (local) 
® promoção 
Quais são as necessidades do consumidor? 
Quem são os concorrentes? 
Você conta com as melhores opções de testes, equipamentos 
e instalações? 
Você tem funcionários o suficiente? 
Você dispõe de recursos financeiros adequados? 
Você sabe quanto custa realizar um teste laboratorial (análise 
teste-custo)? 
Defina o Médicos, enfermeiros, dentistas, outros prestadores de 


assistência à saúde 

Outros laboratórios hospitalares, laboratórios de consultório 
médico (LCMs) 

Companhias seguradoras 

Identifique grupos socioeconômicos/étnicos únicos 


segmento de 
seus clientes 


Atente-se para mudanças na população e na localização 
(urbana, rural, suburbana) 

Escolas, universidades e outras instituições de ensino 

Casas de repouso, agências de assistência domiciliar à saúde 
e clínicas 

Clínicas veterinárias e outros estabelecimentos de assistência 
à saúde animal 

Pesquisadores, empresas farmacêuticas, estudos clínicos 
Desenvolva um plano e uma equipe de vendas/marketing 
Estabeleça metas 

Garanta a adequação da infraestrutura (serviços de 
comunicação, capacidades de SIL, pessoal de atendimento 
ao consumidor etc.) 

Desenvolva itens adicionais para as opções de testes 
disponíveis 

Eduque os funcionários para atender ao consumidor 

Dê suporte e preserve os serviços já disponíveis aos clientes 
Propaganda/relações públicas 


Processo 


Como 
comercializar? 


Reveja as opções de testes quanto à abrangência dos serviços 
prestados (testes de nicho, testes esotéricos, outros serviços 
únicos que podem ser prestados a um grupo eclético) 
Anuncie 
Crie folhetos, manuais sobre coleta de amostra e outros mate- 
riais relacionados ao consumidor 
Crie um site 
Compareça/participe de fóruns relacionados à saúde na comu- 
nidade 
Identifique consumidores-alvo específicos: 
Outros laboratórios hospitalares, laboratórios independentes, 
laboratórios de referência 
Enfermarias de escolas/universidades, clínicas de saúde, 
instalações laboratoriais municipais, instalações industriais/ 
ocupacionais (pré-emprego, triagem de drogas) 
Casas de repouso, estabelecimentos de assistência continuada 
Centros de reabilitação de dependentes de álcool/drogas, 
estabelecimentos correcionais 
Consultórios médicos (LCMs), grupos e especialistas (pedia- 
tras, dermatologistas, medicina familiar etc.) 


Administração de sistemas de qualidade 


Uma meta administrativa essencial consiste em garantir a qualida- 
de dos serviços laboratoriais prestados, que, por sua vez, depende da 
disponibilidade de equipamentos modernos, equipe de funcionários 
bem treinada, ambiente fisicamente bem planejado e uma boa equipe 
administrativa. Nos últimos tempos, as questões envolvendo qualida- 


de e incidência de erros médicos tornaram-se foco de grande atenção. 
Um estudo realizado em 1999 pelo Institute of Medicine (IM), cons- 
tatou que dentre 98 mil americanos, 44 mil indivíduos morrem todo 
ano vitimados por erros médicos (Silverstein, 2003; Kohn, 1999). 
Entre esses erros, 50% consistem em falha na utilização de testes labo- 
ratoriais apropriados, e destes, 32% foram devidos à incapacidade de 
agir em resposta aos achados dos testes, e 55% decorreram da demora 
(evitável) em estabelecer um diagnóstico. A frequência de erros labo- 
ratoriais varia de 0,05 a 0,061%, embora a distribuição de erros entre 
os estágios dos testes seja similar, com a maior parte (32 a 75%) ocor- 
rendo na fase pré-analítica e uma incidência bem menor (13 a 32%) 
na fase analítica (Bonini, 2002). Os erros pré-analíticos incluem amos- 
tras hemolisadas, insuficientes ou coaguladas, amostras com identifi- 
cação errada ou sem identificação, coleta realizada com tubo coletor 
errado e armazenamento inadequado da amostra; os erros analíticos 
incluem erros de calibração e mal funcionamento de equipamentos; 
os erros pós-analíticos consistem em relatórios enviados ao médico 
errado, tempo de ida e volta longo e extravio de relatórios. Assim, fica 
claro que há oportunidades para aprimorar a qualidade dos serviços 
laboratoriais. 

A Total Quality Management (TQM) e a Continuous Quality 
Improvement (CQI) são abordagens úteis para uma liderança e uma 
administração de qualidade (Juran, 1988; Deming, 1986). A TQM 
constitui uma abordagem de sistemas focada em equipes, processos, 
estatísticas e prestação de serviços/entrega de produtos, que atende ou 
supera as expectativas do consumidor (Brue, 2002). A CQI é um ele- 
mento da TQM, que se empenha em aprimorar as práticas continua- 
mente, e não apenas atender aos padrões de qualidade já estabelecidos. 
A Tabela 1.5 compara o modo de pensar tradicional sobre qualidade 
com o da TQM. O racional da TQM consiste em empenhar-se na bus- 
ca contínua de maneiras de reduzir os erros ( prevenção de defeitos”) 
e, para tanto, confere aos funcionários o poder de auxiliar na resolução 
dos problemas, levando-os a compreender seu papel integral no con- 
texto de um sistema maior (“responsabilidade universal”). 

Outra ferramenta de qualidade — o Six Sigma — é popular no mundo 
dos negócios e foi adaptada ao laboratório (Brue, 2002). Trata-se de 
um processo de participação ativa, cujo único mantra é “aprimorar”: 
aprimorar o desempenho, aprimorar a qualidade, aprimorar o lucro 
final, aprimorar a satisfação do cliente e aprimorar a satisfação do fun- 
cionário. No Six Sigma, mede-se o número de defeitos por milhão de 
oportunidades (DPMO, defects per million opportunities). Um defei- 
to é qualquer coisa que não atenda às exigências do consumidor; por 
exemplo, um erro de resultado de teste laboratorial, o atraso na comu- 
nicação do resultado ou um problema no controle de qualidade. Assim, 
se um laboratório analisa 1.000 relatórios e encontra 10 que foram 
transmitidos com atraso, isso significa que há uma taxa de defeitos de 
1% ou o equivalente a 10.000 DPMO. O Six Sigma tem como meta 
reduzir a incidência de defeitos a aproximadamente zero. O desvio 
sigma, ou desvio-padrão, expressa a quantidade de variabilidade exis- 
tente em produtos ou serviços prestados. Reduzindo a variabilidade é 
possível reduzir os defeitos. Dessa forma, 1 sigma representa 691.463 
DPMO ou um rendimento (i. e., porcentual de produtos isentos de 
defeito) de apenas 30,854%, enquanto a meta do Six Sigma é alcançar 


Tabela 1.5 Gestão da qualidade: pensamento tradicional versus TQM 


Pensamento tradicional Pensamento do TQM 


Qualidade isenta de erros 
Enfoque na organização 


Qualidade aceitável 
Enfoque no departamento 
A qualidade reduz os custos 
Defeitos causados pelo sistema 

A administração controla o funcionário Delegação de poder ao funcionário 
Status quo COI 

Administração intuitiva Administração baseada em fatos 
Qualidade intangível Definição pela qualidade 
Relacionamento “nós-eles” Relacionamento “nós” 

Processo do sistema 


A qualidade é cara 
Defeitos causados por funcionários 


Enfoque no processo final 


Sistemas reativos Sistemas proativos 
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6 3,4 DPMO ou um rendimento de 99,9997% (Brue, 2002). A maioria 


das organizações opera dentro ou próximo a 4 sigma (6.210 DPMO). 
Colocando em perspectiva, de acordo com as diretrizes do CLIA'88, 
a maioria dos testes de proficiência (TP) requer uma taxa de acurácia 
de 80%. Isso significa 200.000 defeitos por milhão de testes ou 2,4 sig- 
ma. A taxa de acurácia relatada do TP para os laboratórios que aderi- 
ram ao CLIA foi de 97% ou 3,4 sigma (Garber, 2004). As práticas do 
Six Sigma podem ser aplicadas à assistência ao paciente e à segurança 
(Berte, 2004). Exemplos baseados nos programas Q-Probes e Q-Tracks 
do College of American Pathologists (CAP) mostraram uma relação 
com a aplicação do Six Sigma a alguns indicadores de qualidade de 
desempenho comuns. Nesses estudos, a variação média (50º percentil) 
para testar o grau de acurácia foi de 2,3% ou 23.000 DPMO; o erro de 
pulseira de identificação do paciente foi de 3,13% ou 31.000 DPMO; o 
porcentual de contaminação de cultura sanguínea foi igual a 2,83% ou 
28.300 DPMO; e a taxa de discrepância foi de 5,1% ou 51.000 DPMO 
(Berte, 2004). A redução dos defeitos permite melhorar a qualidade da 
assistência, e a redução dos custos ocorre por meio da eliminação de 
desperdícios (p. ex., reutilização de suprimentos e materiais), etapas 
desnecessárias e/ou horários de funcionários (Sunyog, 2004). Segun- 
do algumas estimativas, os gastos da empresa são reduzidos em 25 a 
40% quando se obtém uma mudança de desempenho de 3 sigma para 
6 sigma. À Tabela 1.6 apresenta um exemplo do Six Sigma. 


Administração de recursos humanos (RH) 


Recrutar, contratar, treinar e preservar funcionários qualificados têm 
se tornado um importante desafio para o gerente dos dias atuais. Nos 
últimos 20 a 30 anos, quase 70% dos cursos de tecnologia médica cre- 
denciados fecharam as portas, resultando em uma redução de 22% no 
número de estudantes de graduação. Em 2002, a taxa média de vagas 
para tecnólogos médicos era de cerca de 7% (Ward-Cook, 2003). Algu- 
mas das razões mais comuns que explicam a dificuldade de contratar 
e/ou preservar funcionários são salários baixos, percepção de ambiente 
de trabalho perigoso, carência de oportunidades, falta de reconheci- 
mento público e profissional e estresse. Todos esses fatores dificulta- 
ram ainda mais a seleção de profissionais e criaram a necessidade da 


Tabela 1.6 Etapas do Six Sigma 


Etapa do Six Sigma Exemplo 


Defina as metas do projeto ou outros Os resultados do departamento de 

itens passíveis de serem fornecidos emergências devem estar prontos em 
que sejam cruciais à qualidade menos de 30 minutos contados a partir da 
solicitação 

Desempenho basal: 50% dos resultados 
ficam prontos dentro de 30 min, 70% em 
1h, 80% em 2 h etc. 

Variáveis: contratação de funcionários a 
cada turno, tempo decorrido desde a 
requisição até o recebimento no 
laboratório, tempo decorrido desde o 
recebimento até a liberação do 

resultado etc. 


Quantifique o desempenho basal e 
as variáveis relacionadas 


Analise os dados empregando O tempo decorrido desde a requisição até 

estatística e gráficos para identificar o recebimento varia bastante, pois as 

e quantificar a causa original amostras não são colocadas imediatamente 
no sistema de transporte de amostras e 
chegam ao laboratório sem estarem 
sinalizadas de modo adequado, como 
emergenciais 

Melhore o desempenho 

desenvolvendo e implementando 

uma solução 


As amostras provenientes do departamento 
de emergências são marcadas com cores 
exclusivas para facilitar sua identificação 
entre as amostras da rotina 

Controle os fatores relacionados ao Novo desempenho: 90% dos resultados 
aprimoramento, verifique o impacto, disponíveis dentro de 30 minutos 

valide os benefícios e monitore 

ao longo do tempo 


implantação de incentivos mais criativos para o recrutamento, bem 
como salários competitivos, benefícios abrangentes e ambiente de tra- 
balho acolhedor. O mercado de trabalho atual é internacional, por isso 
é necessário que haja um nível maior de compreensão cultural, étnica 
e dos aspectos relacionados ao gênero, a fim de se conseguir reunir um 
grupo seleto de candidatos a vagas de emprego (Kurec, 2004b). 

A mão de obra é responsável por 50 a 70% dos gastos de um laborató- 
rio, de modo que uma nova contratação ou uma substituição na equipe 
de funcionários, ou o equivalente a tempo integral (ETI), precisa ser bem 
justificada. Recomenda-se rever o nível, a experiência, a formação e as 
responsabilidades do trabalho referente a um determinado cargo, con- 
frontando com quaisquer alterações relacionadas que envolvam tecno- 
logia, habilidade requeridas ou outros fatores ambientais. O objetivo 
dessa medida é assegurar-se da existência de uma real necessidade do 
cargo em questão, como também de que as obrigações são essenciais 
e atuais. Outra questão a ser considerada é se a existência de uma vaga 
desocupada exerceria impacto negativo sobre o departamento ou o hos- 
pital. Por exemplo, uma vaga de flebotomista não ocupada pode atrasar 
a coleta de sangue matinal e a disponibilidade de resultados. 

Uma vez completa a justificativa da revisão, deve ser elaborada uma 
descrição criteriosa do trabalho (Kurec, 1998). Essa descrição deve focar 
os papéis do profissional procurado, e não tarefas específicas, pois estas 
com frequência podem sofrer alterações dependendo das operações do 
laboratório. Uma descrição criteriosa do trabalho não apenas inclui o 
título, o nível e as qualificações, mas também uma clara identificação 
das responsabilidades, das obrigações e dos relacionamentos internos e 
externos. Com ela, tem-se uma orientação clara acerca das expectativas 
tanto do candidato à vaga oferecida quanto do empregador. 


Planejamento laboratorial e modelos de serviço 


Os serviços laboratoriais são prestados de diversos modos, desde 
a continuação dos testes rápidos com produção de resultados ime- 
diatos, até a realização de testes altamente sofisticados de laborató- 
rios de referência, que demoram dias ou semanas para ficar prontos. 
Mudanças radicais na assistência à saúde têm forçado os laboratórios 
a reavaliar os serviços a serem oferecidos e o modo como devem ser 
prestados. Em consequência, surgiram vários modelos de serviços de 
testes laboratoriais (Tab. 1.7). Em alguns casos, pressões financeiras 
têm levado os hospitais a estabelecer relações externas, como as redes 
de trabalho nas quais os recursos laboratoriais são centralizados. De 
modo similar, os laboratórios também têm mudado seu planejamento 
interno em uma tentativa de consolidar setores e/ou serviços. Os testes 
laboratoriais também têm sido forçados a se tornarem testes rápidos 
(TR) para reduzir o tempo de ida e volta de resultados críticos e para 
se tornarem mais convenientes ao paciente. Tais tipos de modificação 
têm estimulado mudanças organizacionais no ambiente laboratorial 
e em suas relações externas com outros departamentos hospitalares, 
provedores de assistência à saúde e à comunidade em que atua. 

O planejamento funcional de um laboratório e sua relação com outros 
setores nos quais também são realizados testes em um dado estabele- 
cimento têm se desenvolvido com o passar do tempo. O laboratório 
hospitalar tradicional foi planejado para contar com seções discretas de 
hematologia, bioquímica, microbiologia e banco de sangue. Entretanto, 
nos últimos tempos as fronteiras entre essas áreas têm se tornado obs- 
curas. Em uma tentativa de reduzir os custos e responder de maneira 
mais rápida às necessidades clínicas, tem ocorrido um realinhamento 
dos serviços intralaboratoriais em paralelo a linhas altamente automati- 
zadas, estabelecimentos “centrais” de respostas rápidas, processamento 
de testes manual ou semiautomatizado e laboratórios stat periféricos e/ 
ou setores de testes rápidos. No passado, os locais que realizavam testes 
eram definidos por disciplina (p. ex., o teste para hepatite era realizado 
sempre no setor de sorologia); hoje em dia, os laboratórios passaram 
a definir o local onde os testes são realizados com base na tecnologia 
(os testes para hepatite são realizados em plataformas automatizadas 
com outros imunoensaios no setor de bioquímica). Essas tendências 
têm sido possíveis graças aos avanços tecnológicos no manuseio das 
amostras durante a fase pré-analítica (p. ex., código de barras, centri- 
fugas automáticas, abridores), nos analisadores (p. ex., consolidação de 
múltiplas modalidades de análise em uma plataforma única e integra- 
da) e na fase pós-analítica (p. ex., comunicação de resultados por meio 


Tabela 1.7 Planejamento laboratorial e exemplos de modelos de serviços 


Laboratório O laboratório hospitalar tradicional possui seções discretas, 

“fechado” as quais correspondem a hematologia, bioquímica, 

tradicional microbiologia e banco de sangue, estando geralmente 
separadas em salas ou divisões 

Laboratório Os diferentes serviços funcionam em uma sala grande com 

“aberto” paredes móveis que podem ser ajustadas conforme a neces- 
sidade, com base no volume 

Laboratório central Um tipo comum de consolidação tem sido os laboratórios 


de hematologia e bioquímica (“bioquímica hematológica”) 
(Bush, 1998). As vantagens incluem lidar com solicitações 
stat, melhorar o fluxo de trabalho na troca de turno e preve- 
nir problemas de recrutamento crônico 

Laboratório regional Pequeno volume de serviços laboratoriais específicos ou 
caros atualmente prestados por mais de um laboratório hos- 
pitalar regional, os quais estão consolidados em um único 
laboratório hospitalar. Por exemplo, consolidação de todos 
os testes virológicos ou de PCR em um laboratório hospitalar 


Laboratório de Serviço laboratorial integral tradicional que lida com todos 

referência os tipos de teste, em especial testes esotéricos 

Teste rápido Teste laboratorial que é levado à cabeceira do leito do 
paciente. As opções de testes em geral são limitadas a poucos 
testes bioquímicos e hematológicos básicos (p. ex., glicose, 
gravidez, tempo de coagulação ativada, gases sanguíneos) 

Laboratório stat Laboratório de resposta rápida que por vezes se localiza 


no ou próximo ao departamento de emergências ou à sala 
cirúrgica. Fornece testes laboratoriais críticos, tais como 
hematócritos e gases sanguíneos 

Laboratório que fornece opções limitadas de rotina (como 
CCS, painel químico, tempo de protrombina) e/ou serviços 
especializados (como testes de fertilidade) em modo stat 
ou não stat, Inclui laboratórios hospitalares pequenos que 
retêm stats e alguns testes de rotina, mas enviam a maior 
parte do trabalho a um laboratório central distante 


Serviços limitados 


de sistemas computadorizados de rede de trabalho, internet, autofax). 
Esses avanços resultaram na criação de três abordagens distintas de 
testes do laboratório central: plataforma única (um único analisador), 
célula de trabalho (dois ou mais instrumentos conectados) e automa- 
tização laboratorial total (célula de trabalho com processamento pré e 
pós-analítico). Essas configurações serão discutidas nos Capítulos 2 e 5. 

A regionalização é um processo de consolidação em grande escala. 
Nesse modelo “centro-radial” (hub and spoke), um único laborató- 
rio central atua como centro e um ou mais laboratórios constituem 
os raios. Há necessidade de uma quantidade significativa de recursos 
de antemão para iniciar um laboratório regionalizado, requerimentos 
consideráveis de espaço, comprometimento de funcionários experien- 
tes e educação continuada da equipe de funcionários a longo prazo 
para lidar com essa mudança. Esse tipo de plano requer um ambiente 
altamente cooperativo entre todas as partes envolvidas e pode demorar 
anos para ser implantado por completo. Nesse modelo, dois ou mais 
laboratórios hospitalares estabelecem uma aliança interlaboratorial e 
concordam quanto a localização dos laboratórios, retenção da equipe 
de funcionários, instrumentos utilizados e sistemas de administração 
de informações. Com frequência, há um grande estabelecimento cen- 
tral que acomoda tanto os testes de rotina quanto os testes mais esoté- 
ricos. Os laboratórios stat ou de resposta rápida localizam-se em hos- 
pitais individuais para lidar com solicitações de testes urgentes. Esse 
modelo funciona particularmente bem em lugares onde já existe um 
laboratório grande e abrangente em meio a vários laboratórios meno- 
res instalados em hospitais da comunidade. Uma variação consiste no 
modelo que enfoca especialização e perícia laboratorial. Por exemplo, 
um laboratório hospitalar pode ter laboratórios de microbiologia/ 
virologia/micologia bem estabelecidos, com funcionários experientes 
que sejam capazes de lidar com testes de rotina e com testes altamente 
específicos. Enviar todos os testes, com exceção dos testes microbioló- 


gicos mais básicos, para o “laboratório de microbiologia central” pode 
ter a vantagem de contar com as habilidades e os equipamentos dis- 
poníveis no laboratório. Pode haver oportunidades semelhantes para 
outras seções do laboratório, como citogenética, diagnóstico molecu- 
lar, citologia ou histocompatibilidade. As vantagens proporcionadas 
por uma consolidação como esta são a padronização dos procedimen- 
tos, os equipamentos, os programas de controle de qualidade e as for- 
mas de transmissão de resultados (Zeiger, 1997). É possível obter uma 
redução significativa dos gastos reduzindo equipamentos redundan- 
tes, maximizando o rendimento da amostra e utilizando a equipe de 
modo mais efetivo. Uma consolidação laboratorial de serviços permi- 
tiu uma redução de 25% na mão de obra (Szumski, 1999); a aquisição 
em massa de suprimentos comuns reduz os gastos, e o estabelecimen- 
to de múltiplos acordos de compra pode ser consolidado. Os desafios 
para implementação e obtenção de sucesso com esse modelo incluem 
transporte da amostra, resistência a mudanças, questões referentes aos 
funcionários e questões morais, “perda de identidade” do laboratório 
e problemas de união, de modo que se faz necessária uma cuidadosa 
consideração durante o processo de planejamento. 

Considerações sobre planejamento físico são importantes quer seja 
o tipo de laboratório. Deve ser considerada a localização da área de 
processamento de amostras, de registro de pacientes e entrada de 
dados, de fluxo de trabalho para realização dos testes de amostras e de 
armazenamento a curto e longo prazo, bem como os requerimentos 
de conectividade do sistema de informação do laboratório (SIL). As 
necessidades relativas ao espaço físico no relacionamento com outros 
serviços hospitalares (proximidade do departamento de emergência, 
unidades de tratamento intensivo e sala de operações) devem ser enca- 
radas como um processo multidisciplinar. Robótica, tubos pneumáti- 
cos, computadores, incluindo acessos à intranet e à internet, e apare- 
lhos de fax são ferramentas novas utilizadas em laboratórios modernos 
e devem ser consideradas no planejamento. As questões relacionadas 
a energia elétrica, controladores de temperatura/umidade, fontes de 
água e drenagem e circulação/ventilação de ar devem ser levadas em 
conta em termos de localização e quantidade suficiente. Códigos de 
conformidade regulamentadores devem ser cuidadosamente revistos e 
implementados de forma apropriada para garantir o atendimento às 
necessidades de segurança, ergonomia e conforto (Tab. 1.8). Para estar 
de acordo com as regras locais, estaduais e federais, deve-se consultar 
um arquiteto que tenha experiência em planejamento de laboratórios 
clínicos, ao considerar a transferência ou a renovação do planejamento 
laboratorial. Essa medida também minimiza os gastos com requisições 
de mudança e maximiza a funcionalidade e o fluxo de trabalho. 


Regulamentação, acreditação e legislação 


Os laboratórios clínicos estão entre as entidades de assistência à saú- 
de mais rigorosamente regulamentadas; muitas práticas laboratoriais 
são resultado direto da legislação federal ou estadual/local (Tab. 1.9). 
É necessário compreender essas leis para evitar repercussões legais ou 
administrativas que possam limitar as operações de um laboratório ou 
mesmo inativá-lo por completo. Para operar (e receber reembolso pelos 
serviços prestados), os laboratórios devem estar licenciados, e também 
é possível que precisem ser credenciados. É obrigatório ter uma licença; 
trata-se de uma exigência federal e/ou estadual para que um laboratório 
possa funcionar. A acreditação é voluntária, embora em alguns estados 
seja um dos requisitos para obtenção da licença de funcionamento. 

No âmbito federal, as atividades laboratoriais estão regulamentadas 
pela Clinical Laboratory Improvement Amendments de 1988 (CLIA) 
(CLIA'88, registro federal, 55, 1990; http://www.cms.hhs.gov/clia/). 
Anteriormente à CLIA’88, não havia padrões federais de regulamenta- 
ção consistentes, mas apenas iniciativas estaduais esporádicas que deti- 
nham vários níveis de autoridade. A CLIA'88 foi decretada em resposta 
a relatos de resultados incorretos de esfregaços de PAP e preocupações 
gerais acerca dos padrões de qualidade laboratoriais. A CLIA'88 fornece 
padrões mínimos que são impostos pelo governo federal ou por repre- 
sentantes (Tab. 1.10) que possuem padrões “julgados” equivalentes 
ou mais rigorosos que os da CLIA. Para testar amostras humanas, um 
laboratório deve ser certificado pela CLIA, indicando que está de acor- 
do com os padrões de pessoal, operacionais, de segurança e de qualida- 
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Tabela 1.8 Considerações sobre o planejamento físico do laboratório 
(Painter, 1993; Mortland, 1997) 


1. Ao fazer uma avaliação das necessidades, determine espaço para escritórios, 
instalações de funcionários, armazenamento, área de reuniões/biblioteca e 
área para estudantes 

2. Revise rotineiramente todas as áreas planas e elevações do piso para uma uti- 
lização adequada e para garantir que o espaço esteja associado à função que 
nele será desempenhada. Pode ser necessário implantar áreas de acesso para 
deficientes 

3. Crie e utilize um organizador de horários 
Exaustores e cabines de segurança biológica devem ser instalados longe das 
áreas de tráfego intenso e passagens de portas 

5. Móveis modulares proporcionam flexibilidade de movimentação e permitem 
a reconfiguração do laboratório de acordo com as necessidades atuais ou 
previstas 

6. Itens laboratoriais convencionais fixos podem desvalorizar o imóvel, ao con- 
trário dos móveis modulares 

7. Armários baixos (que ficam abaixo dos balcões do laboratório) proporcio- 
nam 20 a 30% mais espaço para armazenamento que armários suspensos 

8. O controle de barulho em laboratórios abertos pode ser obtido com a instala- 
ção de um forro. A instalação de utilitários acima do forro proporciona maior 
flexibilidade na sua disposição 

9. O espaço geralmente necessário é de 14 a 18,5 mí livres (excluindo-se corre- 
dores, paredes, closets privativos etc.) por FTE, ou 2,5 a 3,7 mí livres por leito 
de hospital 

10. Recintos maiores que 9,3 mé devem ter duas saídas; os corredores utilizados 
pelos pacientes devem ter 2,4 m de largura, enquanto aqueles que não são 
utilizados por pacientes devem ter 1,1 m de largura 

11. Deve haver uma unidade emergencial de lavagem dos olhos a 30,5 m das 
áreas de trabalho 

12. Dimensões-padrão sugeridas para o planejamento e delineamento de um 
laboratório 
Largura do balcão do laboratório = 61 cm 
Distância do balcão do laboratório até a parede = 1,2 m 
Distancia entre balcões de laboratório = 2,1 m 
Altura do balcão = 76,2 cm 
Altura da prateleira do teclado = 63,5 a 68,6 cm 
Corpo humano em pé = 0,37 m” 

Corpo humano sentado = 0,56 m“ 
Espaço ocupado pelo balcão = 0,28 m? 


de estabelecidos pelo governo. Um aspecto da CLIA consiste na aplica- 
ção de vários padrões que se baseiam na complexidade dos testes (Tab. 
1.11). Orientações detalhadas e atualizadas podem ser encontradas no 
site: http://www.phppo.cdc.gov/ clia/regs/toc.aspx. 

Existem várias agências governamentais e organizações não gover- 
namentais que influenciam de forma direta ou indireta as opera- 
ções laboratoriais. As Tabelas 1.12 e 1.13 fornecem alguns exemplos 
comuns, mas que não são de modo algum inclusivos. As responsa- 
bilidades assumidas por essas agências representam diretrizes e/ou 
mandatos federais, estaduais e profissionais destinados a proteger o 
público de práticas de testes laboratoriais de baixa qualidade ou da 
exposição desnecessária a elementos biológicos, químicos ou radioa- 
tivos. Elas também garantem a qualidade de produtos do sangue e o 
acesso a testes laboratoriais conforme a necessidade e proporcionam 
um ambiente de trabalho seguro para os funcionários. As associações 
profissionais fornecem diretrizes que muitas vezes são aceitas como 
padrões de atenção da prática por agências governamentais. Por 
exemplo, a Tabela 1.14 mostra os limites de tempo sugeridos para rea- 
lização do registro e da retenção de amostras com base nas diretrizes 
do CAP. 


Segurança 


O laboratório clínico pode potencialmente expor a equipe de funcio- 
nários a uma variedade de riscos por meio do contato com pacientes, 


Tabela 1.9 Várias regulamentações laboratoriais e seus significados 


1983 Prospective Payment System (PPS, Sistema de Pagamento Prospectivo): 
para pagamentos estabelecidos de pacientes do Medicare, baseado em 
grupos relacionados ao diagnóstico (GRDs). Os hospitais recebem uma 
quantia fixa por GRD, independentemente do custo real, sendo incenti- 
vados a liberar o paciente assim que for possível do ponto de vista médi- 
co. Com relação aos pacientes internos, os laboratórios tornaram-se cen- 
tros de custo, em vez de centros de receita (Social Security Amendments 
Pl. 98-21) 

1984 Deficit Reduction Act (Ato de Redução de Déficit) (P.1., 93-369): estabe- 
leceu o esquema de taxas para pacientes externos, a fim de controlar os 
gastos; congelou o esquema de taxas da Parte B 


1988 Clinical Laboratory Improvement Act de 1988 (CLIA 88, Ato de Aprimo- 
ramento dos Laboratórios Clínicos de 1988): recebeu emendas em 1990 
e 1992; estabeleceu que todos os laboratórios devem ser certificados pelo 
governo federal, apresentando garantia de qualidade, pessoal e padrões 
de prova de proficiência conforme as exigências, com base no grau de 
complexidade dos testes. Até então, o governo federal apenas havia regula- 
mentado alguns poucos laboratórios que realizavam comércio interestadual 
ou independente ou laboratórios hospitalares que queriam reembolso do 
Medicare. A CLIA aplica-se a todos os estabelecimentos nos quais os testes 
são realizados, incluindo consultórios médicos e clínicas 

1989 Physician Self-referral Ban (Proibição da autorrecomendação médica) 
(Stark |; PL 101-239): impede que os médicos indiquem seus próprios labo- 
ratórios aos pacientes do Medicare 
Ergonomic Safety and Health Program Management Guidelines (Diretrizes 
Administrativas do Programa de Saúde e Segurança Ergonômica): estabele- 
ceu as diretrizes da OSHA para segurança do trabalhador 

1990 Three-Day Rule (Regra de Três Dias): foi estabelecida pelo CMS. Determi- 
na que o pagamento por qualquer teste laboratorial realizado em até 3 dias 
úteis antes da admissão como paciente interno não será reembolsado, uma 
vez que é considerado parte da estadia hospitalar. (Omnibus Reconcilia- 
tion Act); dirige o HHS para desenvolver um sistema de GRD de pacientes 
externos 
Occupational Exposure to Hazardous Chemicals in Laboratories (Exposi- 
ção Ocupacional a Riscos Químicos em Laboratórios): estabelece as dire- 
trizes da OSHA para limitar a exposição desnecessária a riscos químicos 

1992 Occupational Exposure to Blood Borne Pathogens (Exposição Ocupacional 
a Patógenos Transmitidos pelo Sangue): estabelece as diretrizes da OSHA 
para limitar a exposição desnecessária a riscos biológicos 

1996 Health Insurance Portability and Accountability Act (HIPPA, Ato de Res- 
ponsabilidade e Portabilidade do Seguro Saúde): determina o modo como 
a informação sobre assistência à saúde é administrada. Essa lei protege os 
pacientes da dispersão inadequada (oral, escrita ou eletrônica) de informa- 
ções pessoais e é a base de muitos padrões de privacidade atualmente em 
prática 

1997 OIG Compliance Guidelines (Diretrizes de Concordância com a OIG): 
destinada a laboratórios clínicos, ajuda os laboratórios a desenvolver pro- 
gramas que promovam uma conduta altamente ética e legal, em especial 
no que se refere a práticas de cobrança e fraude e abuso 

2001 CMS National Coverage Determinations (NCDs, Determinações de Cober- 
tura Nacional do CMS): substituiu a maioria das políticas de revisão médi- 
ca locais (PRMLs) utilizadas para determinar se determinados testes labora- 
toriais são necessários do ponto de vista médico e, portanto, reembolsáveis. 
Antes dele, cada intermediário Medicare tinha suas próprias diretrizes de 
importância médica 

2003 Hazardous Material Regulations (Regulamentações de Materiais Perigo- 
sos): trata do transporte de sangue e outros produtos que oferecem poten- 
cial biorrisco (DOT) 


amostras, equipamentos e tarefas da rotina diária. Tais riscos podem ser 
biológicos, químicos, ergonômicos e incendiários. Embora os poten- 
ciais riscos não possam ser eliminados por completo, podem ser con- 
tidos para evitar danos aos funcionários. Os laboratórios são obrigados 
a identificar esses riscos, implantar estratégias de segurança para contê- 
los e avaliar continuamente as práticas existentes para determinar se 
há necessidade de implantar novas práticas. As revisões de segurança 


Tabela 1.10 “Reconhecimento da acreditação” pela CLIA Tabela 1.11 Categorias incluídas e excluídas pela CLIA (Slirva, 2003) 
Estados Categorias de testes (com base no analista/operador e na complexidade da reali- 
Nova York zação do teste) 
Washington Cedido (p. ex., glicose sanguínea, urina para gravidez) 
Organizações Complexidade moderada 
College of American Pathologists Complexidade elevada 
Joint Commission on Accreditation of Health Care Organizations Não classificado (por não gerar resultados) 
American Association of Blood Banks Materiais de controle de qualidade 
American Society for Histocompatibility and Immunogenetics Calibradores 
Commission on Office Laboratory Accreditation Kits de coleta (para HIV, drogas de abuso etc.) 
American Osteopathic Association Não regulamentados atualmente (pela CLIA) 


Testes não invasivos (p. ex., bilirrubina) 
Testes respiratórios (p. ex., álcool, H. pylori) 
Testes para detecção de drogas de abuso no local de trabalho 


frequentes, o treinamento antidesastres e o permanente estado de alerta Dispositivos de monitoramento/infusão contínua (p. ex., glicose/insulina) 


geral dos funcionários ajudam a manter o ambiente de trabalho seguro. 

Boas práticas de segurança beneficiam tanto o laboratório quan- 
to os funcionários que nele trabalham. Lesões afetam o moral da 
equipe e ameaçam a saúde física e emocional da parte envolvida. As e remunerações, equipamentos avariados e tratamento médico. Um 
lesões são também onerosas em termos de perda de dias de trabalho indivíduo que sofreu uma lesão pode ter de ausentar-se do trabalho 


Tabela 1.12 Várias agências governamentais relacionadas a laboratórios 


CMS Os Centers for Medicare and Medicaid Services, anteriormente conhecidos como HCFA, supervisionam o maior programa de assistência à saúde dos EUA, 
processando mais de 1 bilhão de reivindicações por ano. O Medicare (ver Cap. 12) fornece cobertura a cerca de 40 milhões de americanos com mais de 65 
anos de idade, alguns com deficiências, bem como pacientes com doença renal em estágio terminal (DRET), contando com um orçamento de 309 bilhões de 
dólares (2004). O Medicaid cobre aproximadamente 50 milhões de indivíduos que possuem baixa renda, por meio de uma parceria estadual-federal que custeia 
277 bilhões de dólares (2004). O CMS estabelece os padrões de qualidade e as taxas de reembolso a serem aplicadas aos laboratórios e que muitas vezes são 
utilizados por outros contribuintes de terceiros (www.cms.hhs.gov/) 

DOT O Department of Transportation tem a responsabilidade de regulamentar os materiais que oferecem biorrisco, incluindo sangue e outros produtos de origem 
humana. Amostras de laboratório enviadas a laboratórios de referência devem ser acondicionadas de acordo com as diretrizes estabelecidas por esse ministério 
(www. dot.gov/) 

EPA À Environmental Protection Agency estabelece e faz cumprir os padrões de descarte de materiais laboratoriais de risco, tais como formalina, xilol e outros agentes 
potencialmente carcinogênicos (www .epa.gov) 

EEOC A Equal Employment Opportunity Commission supervisiona e faz cumprir o título VIII, que trata das práticas de trabalho justas referentes ao Civil Rights Act de 
1964, e ao Equal Employment Opportunity Act de 1972. A contratação de funcionários para o laboratório obedece às mesmas regras seguidas pela maioria das 
empresas (www .eeoc.gov/) 

FDA A Food and Drug Administration faz parte do HHS e regulamenta a produção de materiais biológicos (como testes para doadores de sangue e preparo de com- 
ponentes), dispositivos de uso médico (como analisadores de laboratório) e kits de testes pelo Office of In-Vitro Diagnostic Device Evaluation and Safety. A FDA 
inspeciona doadores de sangue e/ou estabelecimentos produtores de componentes, independentemente de outras agências regulamentadoras e/ou organizações 
de acreditação (www.fda.gov/) 

HHS OUS Department of Health and Human Services supervisiona o CMS, o OIG e a FDA 

NARA O National Archives and Records Administration disponibiliza inúmeros bancos de dados, incluindo acesso ao registro federal, em que as regulamentações refe- 
rentes aos laboratórios são publicadas (www.gpoaccess.gov/fr/index.html) 





NRC A Nuclear Regulatory Commission cria e faz cumprir diretrizes federais que asseguram o uso e a operação adequados de instalações nucleares não militares. 
Os testes laboratoriais que empregam materiais radioativos (como os radioimunoensaios) devem estar de acordo com as regras estabelecidas por essa agência 
(www.nrc.gov/) 

NIDA O National Institute on Drug Abuse regula rigorosamente os padrões para realização e manutenção do controle de qualidade adequado dos testes de drogas de 
abuso (www.nida.nih.gov/) 

NIOSH O National Institute of Occupational Safety and Health integra o Department of Health and Human Services, fornecendo pesquisa, informação, educação e trei- 
namento no setor de segurança ocupacional e saúde. O NIOSH faz recomendações referentes aos riscos de segurança, porém não tem autoridade para torná-las 
obrigatórias (www.cdc.gov/niosh/homepage.html) 

NIH O National Institute of Health é uma agência do Department of Health and Human Services (HHS) e é o líder mundial da pesquisa na área médica. Publica 
vários manuais de prática clínica, alguns dos quais são aplicáveis ao laboratório, como os manuais para diabetes e testes lipídicos (www.nih.gov) 

NIST O National Institute of Standards and Technology é um ramo do Commerce Department e tem contribuído para o desenvolvimento de muitos produtos na área 
de assistência à saúde. Além disso, ambas as instituições têm desenvolvido padrões para calibrações, pesagens e quantificações, bem como unidades do SI 
(www .nist.gov) 

OIG O Office of the Inspector General faz parte do HHS e responde por auditoria, inspeção e identificação de fraudes e abuso em programas do CMS, como os testes 
laboratoriais. O enfoque do OIG usualmente é o não atendimento às regulamentações de reembolso de acordo com a necessidade médica 

OSHA A Occupational Safety and Health Administration integra o Department of Labor, desenvolvendo e impondo padrões no local de trabalho para proteger a segu- 
rança e a saúde dos funcionários. As recomendações da OSHA incluem diretrizes que tratam de patógenos transmitidos pelo sangue, segurança química, fleboto- 
mias, luvas de látex, ergonomia e qualquer outra situação de potencial risco que possa ocorrer no local de trabalho (www .osha.gov) 

State O State Department of Health varia na medida em que regulamenta os laboratórios 

DOH Alguns estados, como Nova York, concedem licença a todos os laboratórios e contam com testes de proficiência obrigatórios e programas de inspeção de labora- 
tório; outros não possuem nada disso. Nova York e Washington possuem “reconhecimento de acreditação” da CLIA 
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Tabela 1.13 Várias agências não governamentais relacionadas a 
laboratórios 


AABB Anteriormente conhecida como American Association of Blood Banks, 
a AABB é um grupo de profissionais que oferece um programa de acre- 
ditação para bancos de sangue, o qual pode substituir (contanto que 
sendo coordenado com) a inspeção do CAP. Possui “reconhecimento 
de acreditação” da CLIA (www.aabb.org) 

ASCP A American Society of Clinical Pathology é uma organização profissio- 
nal e é também a maior organização de profissionais de laboratório a 
conceder certificação para várias especialidades (www.ascp.org) 

CAP O College of American Pathologists oferece o maior programa de exa- 
mes de proficiência dos EUA, possuindo um programa de acreditação 
de laboratórios avaliado por pares com “reconhecimento de acredita- 
ção” da CLIA. A acreditação concedida pelo CAP é reconhecida pela 
JCAHO, seguindo seus padrões laboratoriais (www.cap.org) 

CLS] O Clinical and Laboratory Standards Institute, antigo NCCLS, é um gru- 
po de profissionais que desenvolve critérios padronizados relacionados 
às praticas laboratoriais; as entidades de acreditação e licenciamento 
frequentemente adotam seus padrões, por exemplo, o formato do 
manual de procedimentos (www.clsi.org) 


COLA O COLA, originalmente Commission on Office Laboratory Accredita- 
tion, é uma organização sem fins lucrativos patrocinada pela American 
Academy of Family Physicians, American College of Physicians, Ameri- 
can Medical Association, American Osteopathic Association e College 
of American Pathologists. Possui “reconhecimento de acreditação” da 
CLIA, e sua acreditação é reconhecida pela JCAHO. Foi originalmente 
organizada para prestar assistência aos laboratórios de consultório 
médico (LCMs), porém recentemente expandiu sua linha de atuação 
para a prestação de outros serviços (www.cola.org) 

JCAHO A Joint Commision on Accreditation of Healthcare Organization é uma 
entidade independente e sem fins lucrativos, que concede acreditação 
a aproximadamente 16.000 organizações e programas de assistência à 
saúde nos EUA, segundo um conjunto abrangente de padrões de qua- 
lidade. Possui “reconhecimento de acreditação” da CLIA e pode subs- 
tituir exames federais da Medicare e da Medicaid; do mesmo modo, 
preenche os requisitos para licenciamento em vigor em alguns estados, 
bem como os requisitos gerais de muitas seguradoras. À JCAHO costu- 
ma avaliar laboratórios, como parte de avaliações gerais de estabeleci- 
mentos de assistência à saúde (www.jcaho.orgy/) 


por tempo indeterminado e com frequência ficar impossibilitado de 
trabalhar com o máximo de sua eficiência até curar-se. Se a inexperi- 
ência pode ser a causa de alguns acidentes, estes também podem ser 
decorrentes de desatenção com riscos conhecidos, pressa, falta de cui- 
dado, cansaço ou preocupação mental (incapacidade de direcionar a 
atenção ou concentrar-se no que faz). 

Existem várias estratégias para conter tais riscos (Tab. 1.15). Os con- 
troles de engenharia são itens de segurança implantados no planeja- 
mento geral de um produto; por exemplo, um interruptor de circuito 
elétrico ou uma bainha de proteção cobrindo uma agulha de fleboto- 
mia. Equipamentos de proteção pessoal (EPP) e barreiras, como luvas e 
protetores de rosto, isolam fisicamente o usuário de uma fonte de ris- 
co. Os controles da prática de trabalho incluem procedimentos gerais 
e medidas preventivas que reduzem ou eliminam a exposição aos ris- 
cos, tais como o descarte separado de resíduos biológicos e a lavagem 
das mãos. Os programas de segurança mais efetivos empregam essas 
três estratégias. 


Tabela 1.14 Diretrizes sugeridas para registro e retenção de amostras” 


Tipo de registro/amostra Retenção 
Registros 

Requisições 2 anos 
Controle de qualidade 2 anos 
Manutenção de instrumentos 2 anos 


Registros de doador/receptor de banco de sangue indefinidamente 
Assinaturas/iniciais de funcionários de banco de sangue 10 anos 
Controle de qualidade do banco de sangue 5 anos 
Relatórios 

Relatórios do laboratório de patologia clínica 


Relatórios de autópsia forense 


2 anos 
indefinidamente 


Relatórios de patologia cirúrgica (e medula óssea) 10 anos 

Relatórios de citogenética 20 anos 

Amostras 

Soro/outros líquidos corporais 48 horas 

Esfregaços sanguíneos — rotina 7 dias 

Lâminas de patologia/medula óssea 10 anos 

Blocos de patologia 10 anos 

Esfregaços microbiológicos 7 dias 

Amostras de doador/receptor de banco de sangue 7 dias após a transfusão 
Lâminas de citogenética 3 anos 


Imagens diagnósticas de citogenética 20 anos 
* College of American Pathologists (CAP), Northfield, IL (março, 2001) e/ou Diretrizes da 
CLIA'88 (registro federal 55, 1990; 57, 1992); verifique com outras organizações (como a 


AABB) ou agências regulamentadoras locais quais são os requerimentos atuais que podem 
diferir dos citados na tabela. 


Tabela 1.15 Estratégias de prevenção de riscos no laboratório 


Controles da prática 
de trabalho 


Lavar as mãos após o contato com cada paciente 
Limpar as superfícies com desinfetante 

Evitar o uso desnecessário de agulhas e materiais perfu- 
rocortantes, bem como não os recobrir 

Descartar resíduos em saco de lixo vermelho 

Imunizar contra hepatite 

Realizar rodízios de trabalho, para minimização de tare- 
fas repetitivas 

Fornecer orientação, treinamento e educação continuada 
Não comer, beber ou fumar dentro do laboratório 
Colocar sinalização preventiva 


Controles de 
engenharia 


Recipientes resistentes a objetos pontiagudos para 
descarte e transporte de agulhas e material perfurocortante 
Uso de agulhas seguras, com retração automática após a 
remoção 

Sacos de lixo para descarte de agentes de biorrisco 
Protetores contra espirros 

Transportadores para líquidos voláteis 

Baldes de segurança para centrifugas 

Cabines de segurança biológica e exaustores 
Dispositivos de pipetagem mecânica 

Almofadas de apoio para punho/braço para uso no 
computador 

Pias controladas por sensores ou torneiras controladas 
por pé/joelho/cotovelo 

Barreiras e Luvas isentas de látex 

equipamentos de Jalecos e roupões para uso no laboratório 

proteção pessoal (EPP) Máscaras com filtro de partículas 

Protetores para o rosto 

Equipamentos de proteção ocular (óculos de proteção) 
Estação de lavagem dos olhos 

Luvas resistentes a agentes químicos; luvas resistentes a 
temperaturas inferiores a 0°C (para uso em congelado- 
res): luvas térmicas 


Riscos biológicos 


Os riscos biológicos expõem o indivíduo desprotegido a bactérias, 
vírus, parasitas ou outras entidades biológicas, resultando em infec- 
ção. À exposição ocorre a partir de ingestão, inoculação, contami- 
nação por contato ou inalação de material infeccioso proveniente 
de pacientes ou de seus líquidos/tecidos corporais, suprimentos ou 
materiais com os quais entraram em contato, agulhas contamina- 
das ou partículas de aerossol dispersas. Há ainda a possibilidade de 
exposição inconsciente em meio ao público, pelo contato direto ou 
indireto com líquidos ou tecidos corporais infectados, equipamen- 
tos de laboratório contaminados, produtos do sangue processados de 
modo inadequado e resíduos inapropriadamente descartados. 

A disseminação do vírus da hepatite B (HBV), do vírus da imuno- 
deficiência humana (HIV) e da tuberculose (TB) tem destacado a res- 
ponsabilidade de cada organização de assistência à saúde quanto à pro- 
teção de seus funcionários, dos pacientes e do público em geral contra 
infecções. Em 1987, a preocupação em torno do HIV levou os Centers 
for Disease Control (CDC) a atualizar suas 1.983 “Diretrizes para Pre- 
cauções de Isolamento em Hospitais” (Garner, 1983), com a criação 
das precauções universais, que recomendam a tomada de precauções 
consistentes com relação ao manuseio de sangue e líquidos corporais, 
para todos os pacientes, quer haja ou não infecção transmitida pelo 
sangue (Recomendações e Relatórios dos CDC, 1989). Tais diretrizes 
destinam-se a minimizar o grau de exposição ocupacional. A Occupa- 
tional Safety and Health Administration (OSHA) define a exposição 
ocupacional como “o contato razoavelmente antecipado de pele, olhos, 
membranas mucosas ou contato percutâneo com sangue ou outros 
materiais infecciosos em potencial, que pode resultar do exercício das 
obrigações de um funcionário” (registro federal, 29CFR, 1910.1030, 
1992). O sangue e a maioria dos demais fluídos corporais de pacien- 
tes, entre eles sêmen, secreções vaginais, líquido pericárdico, líquido 
peritoneal, líquido sinovial, líquido pleural, líquido amniótico, saliva, 
lágrimas, líquido cerebrospinal, urina e leite, podem ser considerados 
potencialmente infecciosos quanto à presença de HIV, HBV, HCV e 
demais patógenos transmitidos pelo sangue. O mesmo vale para quais- 
quer amostras não fixadas, órgãos ou esfregaços sanguíneos. Antes 
dessas exigências entrarem em vigor, as infecções associadas ao labora- 
tório ocorriam a partir de pipetagens realizadas com a boca, consumo 
de alimentos no interior do laboratório, derramamento ou espirro de 
material sobre a pele, membranas ou ferimentos desprotegidos e agu- 
lhas. A contaminação por meio de aerossóis estava associada a alças de 
inoculação (durante a flambagem da alça), derramamentos em conta- 
dores de laboratório, expulsão de jatos de seringas e centrifugação de 
líquidos infectados (Sewell, 1995). 

Enquanto muitos laboratórios exigem o uso de luvas apenas para a 
realização de flebotomias, a OSHA insiste em recomendar que é preci- 
so usar luvas na prática rotineira como barreira de proteção, em espe- 
cial quando o prestador de assistência de saúde apresenta ferimentos 
ou outros cortes abertos na pele, quando o funcionário prevê a pos- 
sibilidade de contaminação, ao realizar punções na pele ou durante o 
treinamento de flebotomia (correspondência da OSHA, 1991). Todos 
os demais procedimentos de acesso de flebotomia podem requerer o 
uso de luvas, de acordo com a política local. Os funcionários devem 
lavar as mãos após a remoção das luvas, após o contato com sangue 
ou líquidos corporais ou entre o contato com os pacientes. As luvas 
não devem ser lavadas e reutilizadas, uma vez que os microrganismos 
que aderem às luvas são difíceis de remover (Doebbeling, 1988). Más- 
caras, óculos de proteção ou protetores da face devem ser utilizados 
para evitar a exposição a espirros de secreções na boca, nos olhos ou 
no nariz. Todos os equipamentos de proteção apresentam o potencial 
de entrar em contato com material infectado, inclusive os jalecos de 
uso laboratorial, e por isso devem ser removidos antes de o funcioná- 
rio deixar o laboratório e jamais devem ser levados para casa ou para 
fora do laboratório (como na hora do almoço ou nas pausas que o 
funcionário faz ao longo do dia). Os jalecos utilizados no laboratório 
devem ser limpos no local ou manuseados profissionalmente. Comer, 
beber, fumar, aplicar cosméticos ou tocar lentes de contato são práti- 
cas proibidas nas áreas de trabalho do laboratório. É útil que todos os 
funcionários saibam que lugares (escritórios, salas de reunião, áreas 
de descanso) e quais equipamentos (telefones, teclados, copiadoras 


etc.) são considerados áreas de trabalho, visto que podem estar poten- 
cialmente contaminados. 

A Tabela 1.16 destaca alguns dos materiais que podem ser utiliza- 
dos para descontaminação. Uma solução a 10% (volume/volume com 
água de torneira, preparada diariamente) de alvejante comum de uso 
doméstico é um desinfetante muito eficaz e econômico, inativando 
o vírus da hepatite B (HBV) em 10 minutos e o HIV em 2 minutos 
(CLSI M29-A3, 2005). A pré-lavagem remove concentrações signifi- 
cativas de proteínas, sendo essa remoção necessária antes da realização 
da descontaminação propriamente dita. Além disso, todas as super- 
fícies do laboratório devem ser constituídas de material não poroso, 
que pode ser limpo e descontaminado de modo fácil. 

Estima-se que cerca de 600.000 a 800.000 lesões causadas por agu- 
lhas e outras lesões percutâneas ocorram a cada ano (Bachman, 2003). 
A OSHA fez uma revisão dos padrões de patógenos transmitidos pelo 
sangue para refletir a necessidade de que os prestadores de assistência 
de saúde (trabalhando em laboratórios) avaliem e usem dispositivos 
de segurança médica que proporcionem uma barreira entre o usuá- 
rios e a agulha contaminada. O Needlestick Safety and Prevention 
Act, de 2000 (Pub. L. 106-430, 2000), revisa os padrões de patógenos 
de transmissão sanguínea (registro federal 29CFR 1910.1030, 1992), e 
solicita aos empregadores que identifiquem, avaliem e implementem 
dispositivos pontiagudos de uso médico mais seguros. Também proí- 
be a remoção de agulhas diretamente do suporte do tubo de coleta de 
sangue após a punção venosa, além de solicitar a manutenção de um 
registro de acidentes causados por dispositivos pontiagudos. A Tabela 
1.17 fornece ao prestador de assistência à saúde informações referentes 
a lesões por picada de agulhas de seringas. 


Riscos químicos 


A OSHA constatou que existem mais de 32 milhões de trabalhadores 
expostos a 575.000 riscos químicos em potencial no ambiente de traba- 
lho ao redor do mundo (OSHA, 1994; registro federal 29CFR 1910.1030, 
1983). Estima-se que 40.000 a 50.000 operários de indústrias e 38.000 
operários não industriais sofrem doenças relacionadas à exposição qui- 
mica a cada ano. Outros 14.000 trabalhadores não industriais sofrem 
lesões, e o número de ocorrências fatais é de 102 casos. A taxa de doenças 
crônicas relacionadas a agentes químicos é de cerca de 17.000, com mais 
de 25.000 casos de câncer e quase 13.000 mortes por câncer anualmente. 
Para minimizar a incidência de doenças e lesões ocupacionais associadas 
à exposição química no local de trabalho, a OSHA publicou o “Padrão 
de Informação sobre Riscos” (registro federal 29CFR 1910.1200, 1983) 
e o Plano de Higiene Química” (registro federal 29CFR 1910.1450, 
1993), solicitando que os fabricantes de produtos químicos avaliem os 
riscos associados aos agentes químicos que produzem e desenvolvam 
programas de informação para seus funcionários e demais usuários que 
se expõem aos riscos químicos (Tab. 1.18). Tais padrões criados pelo 
OSHA baseiam-se na premissa de que os trabalhadores têm o direito de 
saber quais são os riscos que estão correndo quando potencialmente se 
expõem aos agentes químicos, bem como quais são as medidas de pro- 
teção que seus empregadores devem adotar para minimizar essa exposi- 
ção. Muitos estados também têm desenvolvido diretrizes e regulamen- 
tações individuais determinando que os empregadores desenvolvam e 


Tabela 1.16 Agentes de descontaminação comuns 


Calor (250°C por 15 minutos) 

Óxido de etileno (450-500 mg/L a 55-60°C) 
Glutaraldeido a 2% 

Peróxido de hidrogênio a 10% 
Formalina a 10% 

Hipoclorito a 5,25% (alvejante a 10%) 
Formaldeído 

Detergentes 

Fenóis 

Radiação ultravioleta 

Radiação ionizante 

Foto-oxidação 
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Tabela 1.17 Risco de infecção: informações que os prestadores de 
assistência à saúde devem saber 


O risco de infecção 
depende: 


Do patógeno envolvido 

Do tipo de exposição 

Do volume de sangue envolvido 

Da quantidade de vírus no sangue ao qual se foi exposto 


Lavar o local com água e sabão 

Enxaguar abundantemente o nariz, a boca ou a pele com 
água 

Lavar os olhos com água limpa, solução salina ou soluções 
de lavagem estéreis 

Estar vacinado contra a hepatite B (HBV): não há riscos; 
indivíduos não vacinados possuem um fator de risco de 

6 a 30% 

Exposição ao sangue contaminado com hepatite C (HCV): 
o risco é de 1,8% 

Exposição à agulha/cortes com HIV 0,3%. 

Exposição de olhos, nariz ou boca ao HIV: 0,1% 
Exposição da pele não intacta ao HIV: 0,1%; pele intacta: 
não há risco. 

HBV: todos os prestadores de assistência à saúde devem 
receber vacina 

HCV: não há nenhuma vacina disponível nem tratamento 
para prevenir a infecção 

HIV: não há vacina disponível. Há fármacos antivirais 
disponíveis, caso seja apropriado utilizá-los. O tratamento 
pós-exposição (se recomendado) deve ter início dentro de 
24 horas e antes de 7 dias 


Diante da exposição 
ao sangue, deve-se 
imediatamente: 


Qual é o risco após 
a exposição, 
em caso de: 


Tratamento: 


Adaptado de Exposure to blood. CDC, Julho, 2003. 


executem programas de informação sobre segurança e agentes químicos 
tóxicos destinados a seus trabalhadores, que sejam revistos com todos 
eles anualmente (p. ex., a Right-to-Know Law, no estado de Nova York 
[Cap. 551, Art. 48, 12 NYCRR Parte 820]). 


Riscos ergonômicos 


A OSHA apresentou suas diretrizes (registro federal 54, 29CFR 
1910, 1989) para tratar dos riscos ergonômicos no ambiente de tra- 
balho e auxiliar os empregadores no desenvolvimento de um progra- 
ma de prevenção a problemas associados ao trabalho. Os distúrbios 
traumáticos cumulativos constituem um grupo de lesões envolvendo 
os sistemas musculoesquelético e/ou nervoso em resposta à realiza- 
ção de movimentos repetitivos, como torções, flexões, elevações ou 
à permanência prolongada em postura estática (Riggle, 1991). Essas 
lesões podem surgir a partir de fatores ambientais, tais como ações 


Tabela 1.18 Plano de informação sobre riscos químicos 


1. Programa de informação sobre riscos escrito 

2. Manter um inventário de todos os agentes químicos, com os respectivos 
nomes químico e popular, caso seja apropriado 

3. O fabricante deve acessar e fornecer informações sobre riscos químicos ou 
físicos (inflamabilidade, explosivos, aerossóis, ponto de fulgor etc.) 

4. Os empregadores devem ter Fichas de Informação de Segurança de Materiais 
(MSDS, Material Safety Data Sheets) 

5. As MSDS devem listar todos os componentes de uma substância com con- 
centração superior a 1%, exceto os carcinógenos conhecidos, que devem 
constar quando sua concentração exceder 0,1% 

6. Os empregadores devem possibilitar aos funcionários o acesso aos MSDS, 
mediante solicitação 

7. Os empregadores devem garantir que os rótulos não estejam desfigurados e 
que alertas adequados sejam colocados nos locais devidos 

8. Os empregadores devem fornecer informação e treinamento (“direito de 
saber”) 

9. Devem constar o limite de exposição permitido pela OSHA, o limiar ou 
outros valores limitantes de exposição 


10. Deve ser designado um ou mais responsáveis pelo programa 


constantes ou excessivamente repetitivas, pressão mecânica, vibrações 
ou forças compressivas sobre braços, mãos, pulsos, pescoço ou costas. 
O erro humano também pode ser um dos fatores causadores, quando 
o indivíduo ultrapassa muito além os seus limites ou quando tais limi- 
tes são estabelecidos em um patamar muito elevado. 

Entre os funcionários de um laboratório, os distúrbios traumáti- 
cos cumulativos em geral estão associados a movimentos repetiti- 
vos de pipetagem e uso de teclados ou descanso de punho/braços 
sobre superfícies pontiagudas, tais como o contador de laboratório. 
Essas ações podem levar à síndrome do túnel do carpo (compressão 
e aprisionamento do nervo desde o punho até a mão), à tendinite 
(inflamação do tendão) ou à tenossinovite (inflamação ou lesão da 
bainha sinovial) (Gile, 1994). Consciência e prevenção são elemen- 
tos-chave na supervisão desses distúrbios. A prática do trabalho e os 
controles de engenharia, além da realização de vários exercícios com 
as mãos, os braços, as pernas, as costas e o pescoço podem redu- 
zir a ocorrência desses problemas (Prinz-Lubbert, 1996). O custo 
para implementação de programas que ajudem os trabalhadores a 
compreender e evitar os riscos ergonômicos pode ser justificado em 
termos financeiros. Lesões nas costas constituem a segunda causa 
mais comum de abstenção de funcionários ao trabalho, seguido do 
resfriado comum, e pode significar a seus empregadores um gasto de 
mais de 16.000 dólares por episódio (Printz-Lubbert, 1996). 
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Otimização do fluxo de trabalho e do 
desempenho do laboratório 
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Compreensão do fluxo de trabalho 
Técnicas de coleta de dados 
Análise do fluxo de trabalho 


Compreensão da tecnologia 


CTY PONTOS-CHAVE 
e Um processo de realização de testes requer a 


integração das etapas pré-analítica, analítica e pós- 
analítica. 
e A compreensão do fluxo de trabalho é um pré-requisito 
fundamental para qualquer estratégia de otimização de desempenho. 


e Várias técnicas devem ser utilizadas para coletar dados do fluxo de 
trabalho. Elas incluem: mapeamento de amostras e exames, análise 
do tubo, análise da estação de trabalho, entrevistas com a equipe e 
mapeamento das tarefas (processos). 


e Embora a tecnologia seja um componente crítico em qualquer 
laboratório, ela é apenas uma ferramenta para se atingir um 
objetivo. À tecnologia em si não melhora o desempenho nem o 
fluxo de trabalho. O seu sucesso ou fracasso depende de como ela é 
implementada e se ela é realmente necessária. 

e A consolidação, a padronização e a integração são estratégias 
fundamentais que podem otimizar o fluxo de trabalho. O 
gerenciamento da utilização do exame também pode mudar as 
necessidades operacionais globais e os padrões do fluxo de trabalho. 


O laboratório clínico é uma operação complexa que deve integrar 
facilmente as três fases do processo de realização de testes: pré-análise, 
análise e pós-análise. A pré-análise refere-se a todas as atividades que 
são realizadas antes do exame (p. ex., solicitação do exame e coleta de 
amostra). O estágio de análise inclui as atividades laboratoriais que de 
fato produzem um resultado (p. ex., processar uma amostra em um 
analisador automatizado). A pós-análise inclui a liberação do laudo ao 
paciente e a interpretação do resultado. Coletivamente, todas as etapas 
laboratoriais inter-relacionadas no processo de testes descrevem seu 
fluxo de trabalho. Por sua vez, ele ocorre dentro de um design global de 
uma operação laboratorial descrita em suas políticas e procedimentos. 

As etapas do processo de realização de testes, em geral, podem ser 
categorizadas de acordo com a fase de testes, papel (responsabilidade) 
e tecnologia laboratorial (Fig. 2.1). Observe que o processo de testes 
e o agrupamento de etapas variam um pouco de um serviço a outro. 
Dependendo do modelo do serviço laboratorial e da tecnologia uti- 
lizada, algumas etapas podem ser classificadas em uma categoria ou 
outra. Por exemplo, a centrifugação pode ser realizada em um con- 
sultório médico (pré-análise) ou no laboratório como parte de uma 
célula de trabalho totalmente automatizada (análise). Dependendo da 
tecnologia selecionada, um laboratório pode automatizar algumas ou 
muitas das etapas identificadas na Figura 2.1. A tecnologia de infor- 
mação é uma “cola” essencial que une essas etapas. Uma discussão 
mais detalhada de cada fase de testes é apresentada nos Capítulos 3 a 
8. Este capítulo explorará a inter-relação entre o fluxo de trabalho, a 
tecnologia e o desempenho no laboratório. 


Compreensão do fluxo de trabalho 


Para compreender por completo o fluxo de trabalho de um laborató- 
rio, todas as fases do processo de realização de testes devem ser audita- 
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das. Somente então é possível determinar como otimizar o desempenho 
e até qual grau de soluções tecnológicas e não tecnológicas é necessário. A 
Tabela 2.1 apresenta algumas das questões que devem ser consideradas. 

Os dados são de importância fundamental em qualquer análise de 
fluxo de trabalho. Embora seja bem fácil produzir dados laboratoriais, 
uma vez que eles são prontamente disponibilizados pelos analisadores 
automatizados e sistemas de informação, podem estar incompletos, 
inválidos ou podem não estar apresentados no formato requerido. 
Como os dados laboratoriais têm um papel fundamental na tomada 
de decisão (p. ex., determinação de qual analisador adquirir), eles têm 
de ser acurados. Caso contrário, tomadas de decisões errôneas podem 
ter um impacto negativo sobre as operações. É preciso compreender 
como os dados são coletados por cada um dos sistemas e saber se eles 
são válidos. Por exemplo, as estatísticas de um exame obtidas por meio 
de um analisador fornecem informações sobre quantos exames são 
liberados para os pacientes ou sobre o total de exames que foram rea- 
lizados (com controle de qualidade, repetições etc.)? Os constituintes 
do painel são contados individualmente, apenas o painel é contado ou 
ambos são contados? Os horários de “coleta” nos relatórios que mensu- 
ram “coleta até o resultado” são precisos? Ou as amostras são marcadas 
como “coletadas” antes de a coleta realmente ser realizada, fazendo, em 
consequência, que o período entre a coleta e o resultado pareça mais 
longo que o real? Por fim, não existe substituto para a revisão cuida- 
dosa dos dados para determinar se eles fazem sentido. Algumas vezes, 
isso requer a verificação manual de dados coletados de forma eletrôni- 
ca ou a observação direta de uma área de trabalho. Por exemplo, pode 
ser necessário observar quando as amostras chegam ao laboratório para 
determinar qual o tempo decorrido até que um empregado registre o 
horário de recepção no computador. Ao fazer isso, pode-se determinar 
a acurácia do horário de recepção da amostra. 


Técnicas de coleta de dados 


Existem muitos tipos de dados que podem ser utilizados para a ava- 
liação do fluxo de trabalho. Embora algumas técnicas fundamentais de 
análise de dados sejam descritas a seguir, elas podem ter de ser suple- 
mentadas por coletas adicionais de dados para se analisar caracteris- 
ticas específicas de uma operação laboratorial. Sempre é útil (alguns 
diriam imperativo) certificar-se de que os dados coletados reflitam a 
experiência real do laboratório e não anomalias criadas por padrões 
incomuns do fluxo de trabalho ou dos programas ou definições do 
sistema de informação laboratorial (SIL). 


Mapeamento da amostra e do exame 

Uma técnica fundamental de coleta de dados é analisar a distribuição 
de amostras e exames ao longo do tempo (Figura 2.2). Dependendo 
do que for mapeado, o intervalo de tempo pode ser de um dia (p. 
ex. incrementos de horas para exames solicitados com frequência, 
como os de bioquímica) ou de uma semana (p. ex., incrementos de 
dias para exames processados algumas vezes por semana). O objeti- 
vo é identificar padrões globais de carga de trabalho para avaliar se os 
recursos são adequados às necessidades e se o tempo de resposta ou 
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Figura 2.1 Processo de teste laboratorial. Notar que as etapas podem ser classificadas de acordo com a fase do teste, o papel (responsabilidade) ou a tecnologia laboratorial, 


conforme indicado pelo sombreado. ALT = automação laboratorial total. 


Tabela 2.1 Questões a considerar em operações de auditoria 


Solicitação de exame 


Onde as solicitações são colocadas — no laboratório, na unidade de paciente ou no consultório? As requisições de pacientes internados e de 


pacientes ambulatoriais são manipuladas de forma diferente? O formato da solicitação é em papel ou eletrônico? 


Coleta da amostra 


Quem coleta as amostras — o laboratório ou o médico? Quando as amostras são obtidas — a qualquer hora ou só de manhã? As amostras são iden- 


tificadas com código de barras no local de coleta ou no laboratório? Como as identificações são geradas? Há um sistema positivo de identificação 
de pacientes? A identificação contém toda a informação necessária para processar a amostra? 


Transporte 


Como as amostras são levadas — por mensageiro, meio de transmissão automática ou uma combinação de ambos? Todos os laboratórios partici- 


pam? Todas as áreas de cuidados com os pacientes são servidas? Como as estatísticas são manipuladas? Qual é o impacto das estatísticas? Há um 
sistema separado para o setor de emergência e as unidades de terapia intensiva? 


Recepção da amostra 


Há uma área central de recepção? Como as amostras são distribuídas para cada laboratório? O planejamento físico das instalações proporciona 


um fluxo eficiente de amostras? Como são distinguidas as amostras de estatística das de rotina? Como amostras problemáticas são manipuladas? 
As amostras são distribuídas por estação de trabalho ou departamento? 


Processamento 
da amostra 


Testes 


As amostras são centrifugadas centralmente ou em locais distribuídos? As estatísticas são manipuladas de forma diferente? As amostras são 
divididas em alíquotas? Caso afirmativo, onde? É separada uma amostra para cada estação de trabalho? 


Quantas estações de trabalho são utilizadas? De que forma a capacidade está relacionada às necessidades? Como as amostras são armazenadas 


e recuperadas? Por quanto tempo as amostras são mantidas? Quando e por que as amostras são repetidas? Os critérios para repetição de amostras 


são apropriados? 
Relatório 


Como os resultados são reportados? Por meio eletrônico? Impressão remota? Como a estatística e os valores críticos são registrados? E os critérios 


para esse registro, são apropriados? Quantas chamadas de solicitação de relatórios o laboratório recebe e por quê? Como os testes rápidos são 


reportados? 


outros indicadores de desempenho podem ser melhorados. É impor- 
tante que a carga de trabalho mensurada reflita a experiência real. Por 
exemplo, se os flebotomistas marcam remotamente as amostras como 
“recebidas” ou se o laboratório na realidade solicita os exames no SIL, 
a distribuição mensurada da carga de trabalho pode não refletir com 
exatidão os processos subjacentes. Como parte do exercício, é impor- 
tante também mapear amostras de rotina versus amostras de emer- 
gência e locais que podem ter necessidades especiais (p. ex., depar- 
tamento de emergência). Além do mapeamento da amostra, devem 
ser mapeados exames-chave e o número ou “densidade” de exames 
por amostra. Isso é especialmente interessante no setor de bioquímica. 
Amostras de pacientes ambulatoriais em geral apresentam uma den- 
sidade maior de exames que as de pacientes internados, de modo que 
números iguais de amostras de pacientes ambulatoriais e internados 


podem estar associados a diferentes cargas de trabalho. Na bioquímica 
automatizada, o mapeamento de amostra reflete com mais fidelidade 
as necessidades de pessoal porque grande parte do trabalho está mais 
associada à manipulação e processamento de tubos do que à realização 
do exame propriamente dito. Em contraste, o mapeamento de exame 
reflete com mais fidelidade as necessidades de instrumentos, isto é, o 
ritmo de trabalho necessário para completar a carga de trabalho den- 
tro de um período de tempo adequado. Ao mapear amostras e exa- 
mes, relacionando-os ao tempo de resposta e à equipe, um laboratório 
pode identificar obstáculos de produção e alterar o fluxo de trabalho 
para obter um melhor resultado. Com frequência, os laboratórios 
descobrem que os atrasos estão mais relacionados a padrões de fluxo 
de trabalho não adequados às capacidades dos instrumentos do que a 
questões relativas a instrumentos. 
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Figura 2.2 Mapeamento de amostras e do teste. Observar que o volume maximo matinal se deve aos pacientes internados, e a densidade aproximada é de 4 testes por amos- 
tra. O pico noturno deve-se em grande parte aos pacientes ambulatoriais e a densidade é um pouco maior, de cerca de 10 testes por amostra. A densidade dos testes flutua 
durante o dia, por isso tanto a amostra como o mapeamento do teste são necessários para avaliar com acurácia a carga de trabalho. 


Análise em tubo 

Parte do trabalho diário em um laboratório está relacionada ao pro- 
cessamento de tubos de coleta ou recipientes. Esse trabalho com tubos 
inclui selecionar e centrifugar, aliquotar, colocar na estante, retirar da 
estante, colocar e remover amostras de um analisador, recuperar tubos 
para exames adicionais, realizar diluições manuais ou repetições (depen- 
dendo do instrumento) e armazenar tubos. Embora o tempo para rea- 
lizar uma tarefa com um tubo possa parecer insignificante, ele tem de 
ser repetido muitas vezes por dia, e isso pode aumentar a quantidade de 
tempo substancial. Por exemplo, com uma média de 10 segundos por 
tubo, serão necessárias 3,3 horas para selecionar 1.200 tubos por dia. 
Embora a automação comumente possa reduzir esse trabalho, rede- 
senhar o fluxo de trabalho pode ser uma alternativa mais eficiente e 
menos onerosa. Quando um laboratório reduz o número de tubos e/ 
ou o número de tarefas associado a cada tubo, o trabalho com tubos 
é reduzido, causando um impacto positivo sobre o fluxo de trabalho 
e as necessidades do pessoal. Reduzir o trabalho com tubos é um dos 
objetivos principais da consolidação de exames bioquímicos e de imu- 
nodiagnóstico em um único analisador ou célula de trabalho. Apesar de 
o mapeamento de amostra indicar quantos recipientes foram recebidos 
em um intervalo de tempo especificado, a análise de tubo ajuda a ana- 
lisar com mais profundidade quantas tarefas adicionais “relacionadas 
ao tubo” devem ser realizadas. Isso inclui a quantidade de recipientes 
além dos tubos (p. ex., materiais coletados por meio de punção de pol- 
pa digital que podem exigir processamento especial ou aliquotagem) e 
o número de repetições de exames devidas à sinalização do instrumento 
e/ou normativas do laboratório (Tab. 2.2). 


Análise em estação de trabalho 

Um laboratório típico é dividido em estações para organizar o tra- 
balho e o pessoal. Algumas estações de trabalho consistem em uma 
variedade de tarefas ou exames que são agrupados com o objetivo de 
organizar o trabalho para uma ou mais equipes. Por exemplo, todos o 
exames bioquímicos manuais ou semiautomatizados podem ser agru- 
pados em uma estação de trabalho, embora os testes possam realmen- 
te ser realizados em diferentes locais ou equipamentos no laboratório. 


Tabela 2.2 Análise química em tubo 


Analisador A Analisador B 


Total de tubos analisados 500 500 
Erro mecânico 13 15 
Diluição f 20 
Coágulo/baixo volume 20 30 


Total de corridas repetidas 
relacionadas ao instrumento 


Verificação A 
Valor de alerta 
Total de corridas repetidas 


40 (32% do total de 
corridas repetidas) 


62 
23 
85 (68% do total de 


65 (65% do total de 
corridas repetidas) 


21 
14 
35 (35% do total de 


relacionadas aos critérios corridas repetidas) corridas repetidas) 


laboratoriais 
Total de corridas repetidas 125 100 
% de corridas repetidas 25% 20% 


As “repetições” das análises químicas são causadas por fatores diferentes e podem ser fonte 
de perda de tempo para o técnico e/ou de atraso dos tempos de resposta. À maioria das 
corridas repetidas no Analisador À está relacionada aos limites excessivamente estreitos das 
verificações A, bem como a valores de alerta que sinalizam resultados de testes numerosos 
demais para serem revisados e repetidos pelos técnico. A maioria das corridas repetidas no 
Analisador B está relacionada a sinalizações dos instrumentos que se devem a uma estreita 
faixa linear para muitos métodos, bem como ao requisito de um grande volume de amostra 
por teste. Uma solução não tecnológica (1. e., alteração dos critérios laboratoriais para 
repetições/revisões com o intuito de diminuir o número de tubos sinalizados para repetição 
da corrida) beneficia o Analisador A; no entanto, apenas uma solução tecnológica (i. e. um 
novo analisador) pode diminuir o número de repetições de corrida no Analisador B. 


Em geral, uma estação de trabalho é um local (p. ex., um analisador 
totalmente automatizado ou um grupo de analisadores como os con- 
tadores de células sanguíneas ou uma célula de trabalho de bioqui- 
mica). Independentemente de como um laboratório é organizado, é 
importante saber onde, quando e como o trabalho é realizado. Esse é 
o objetivo de uma análise de estação de trabalho. 


Auditoria de instrumentos. Um componente fundamental de qual- 
quer estação de trabalho são os equipamentos. Ao realizar uma audi- 
toria de instrumentos (Tabela 2.3), pode-se compreender melhor 
como cada analisador é utilizado, seus custos associados e quais são as 
possíveis oportunidades existentes para melhorar o desempenho. As 
características de operação de cada instrumento devem ser detalhadas 
como parte desse processo. Os exemplos incluem o número máxi- 
mo de amostras que podem ser processadas por hora, o número de 
amostras que podem ser carregadas ao mesmo tempo e o número de 
recipientes de reagentes e ensaios que podem ser armazenados pron- 
tos. A capacidade de processamento (exames/hora) também deve ser 
estudada pela realização de estudos de timing e revisão de vários rela- 
tórios estatísticos que podem ser extraídos do instrumento e do SIL. 
A maioria dos analisadores bioquímicos trata-se de sistemas baseados 
no exame, isto é, eles realizam um número específico de exames por 
hora independentemente de quantos exames foram solicitados em 
cada amostra. Por outro lado, alguns desses sistemas são afetados pelo 
test mix (p. ex., a proporção relativa de eletrólitos, bioquímica geral e 
imunoensaios), e essa é a principal razão pela qual o processamento 
real de um laboratório pode ser mais baixo do que o anunciado pelo 
fabricante. Este pode supor um test mix ideal que não pode ser obti- 
do por um determinado laboratório. É importante saber como o test 
mix afeta a capacidade de processamento de um analisador e se existe 
uma maneira de redistribuir o trabalho para aumentar o processamen- 
to. Um instrumento considerado adequado ao ser adquirido para o 
test mix e o volume de um laboratório pode se tornar inadequado por 
causa de uma alteração no test mix. Por fim, considerações relativas 
ao trabalho não devem ser ignoradas — o instrumento deve ser sempre 
supervisionado ao ser utilizado ou ele possui capacidade de funcionar 
sem supervisão? Essa informação pode ser muito útil na identificação 
de obstáculos do processamento e pode auxiliar na reformulação do 
fluxo de trabalho. 

Exames realizados. Uma revisão cuidadosa de exames realizados pelo 
laboratório deve ser feita durante a análise da estação de trabalho. 
Os exames realizados são adequados para o serviço considerando-se 
o volume e a frequência de análise? O fato de um laboratório poder 
realizar um exame não significa que ele deva fazê-lo. Por exemplo, se 
um exame for realizado apenas uma vez por semana e exigir consi- 
deravelmente o uso de equipamento, treinamento ou trabalho, pode 
ser mais sensato enviá-lo para um laboratório de referência onde ele 
é realizado com mais frequência. Algumas vezes, a melhor maneira 
de otimizar o tempo de resposta e reduzir o custo de um exame é não 
realizá-lo. Infelizmente, essa opção pode ser ignorada com facilidade 
quando a atenção é focada apenas sobre como melhorar a maneira 
como os exames existentes são realizados em vez de analisar como 
fornecer informações laboratoriais aos médicos em um período de 
tempo mais adequado. 

Modo de processamento e equilíbrio da carga. Eles podem afetar 
tanto o custo quanto o cronograma de testes. As amostras podem ser 
processadas em lote ou podem ser processadas de forma contínua na 
medida em que elas chegam ao laboratório. Quando agrupadas em 
lotes, as amostras são processadas em intervalos específicos (p. ex., 
uma vez por turno, uma vez por dia, uma vez a cada dois dias) ou 
sempre que o lote atingir um determinado tamanho (p. ex., a cada 20 
amostras). O processamento do lote é menos oneroso que o processa- 
mento contínuo porque os custos do preparo (controle de qualidade, 
trabalho etc.) são dispersos entre várias amostras (ver Tab. 12.2). No 
entanto, o processamento de lote retarda a liberação de resultados. 
Algumas vezes, o processamento de lote é uma limitação apresenta- 
da pelo equipamento utilizado. Um analisador de lote não pode ser 
interrompido durante a operação e, por essa razão, uma amostra que 
acabou de chegar não pode ser processada imediatamente se o equi- 
pamento já estiver sendo utilizado. Os analisadores mais comuns dis- 
poníveis para exames de bioquímica e imunoensaios são analisadores 
de acesso aleatório que processam amostras de modo contínuo. Esses 
analisadores podem acessar amostras e reagentes de modo aleatório e 
podem acomodar uma amostra para ser analisada com emergência a 
qualquer momento. As características desses analisadores são aborda- 
das de modo mais amplo no Capítulo 5. O processamento contínuo 
é facilitado pelo equilíbrio de carga, uma técnica de distribuição de 
testes ao longo de um período mais extenso para se adequar melhor 


Tabela 2.3 Auditoria dos instrumentos 


Modelo do instrumento 
Fornecedor 
Data de aquisição 
Método de aquisição 
Comprado 
Arrendado 
Aluguel de reagente 
Custo anual do serviço 
Custo anual dos suprimentos 
Reagentes 
Controles, calibradores 
Consumíveis 
Volume total de testes por ano 
Amostras de pacientes 
Controles e calibradores 
Opções de teste 
Horas operacionais 
Dias 
Turnos 
Número de equipes treinadas 
Modo operacional 
Lotes versus contínuo 
Sistema primário versus backup 


ao processamento do equipamento. Por exemplo, o processamento 
de exames ambulatoriais, os quais não exigem um tempo de respos- 
ta rápido, pode ser sequenciado no fluxo de trabalho fora do horá- 
rio comercial. Isso melhora a eficiência dos testes, reduz o trabalho 
de testes individuais e reduz os requerimentos do processamento (e o 
custo financeiro) dos equipamentos. A possibilidade de realização do 
equilíbrio de carga somente pode ser avaliada se forem realizados um 
mapeamento de teste e uma análise de tubo adequados. 


Entrevistas 

A coleta de dados só é completa se a equipe for entrevistada. Esse 
exercício provê uma oportunidade para a equipe participar da aná- 
lise do fluxo de trabalho e da melhoria do desempenho. Ele também 
identifica questões que não são tão aparentes a partir da coleta de 
dados isolada. Por exemplo, muitos hospitais exigem uma solicitação 
eletrônica das unidades de tratamento. Embora isso possa eliminar 
as solicitações em papel, membros da equipe do laboratório ainda 
podem ter de adicionar exames solicitados diretamente ao laboratório 
(ou adicionados de modo eletrônico), processar solicitações especiais 
e corrigir solicitações incorretas, identificar amostras inaceitáveis ou 
etiquetas de código de barra colocadas inadequadamente por funcio- 
nários que não pertencem ao laboratório durante a coleta de amostras. 
Esse trabalho residual pode não ser transparente porque é provável 
que não apareça nos relatórios, registros ou documentos impressos. 
Portanto, “solicitações eletrônicas ainda podem estar associadas a 
um considerável trabalho manual no laboratório que somente pode 
ser identificado por meio de entrevistas. 

As entrevistas são particularmente valiosas para se compreender o 
que ocorre fora do laboratório. Padrões ou hábitos de solicitação de 
exames podem ter um impacto significativo sobre a capacidade de 
um laboratório de suprir as necessidades médicas. Visitas às unida- 
des de tratamento e discussões com as equipes de enfermagem podem 
identificar melhorias no pré-processamento, que custam pouco para 
serem implementadas e produzem uma economia considerável. 

A alta precoce do paciente pode ser uma tarefa desafiadora para os 
hospitais que estão tentando diminuir o período de permanência. Uma 
compreensão total do processo de alta exige a intervenção de todos os 
funcionários envolvidos. Uma questão que algumas vezes emerge é o 
tempo de coleta de amostra de pacientes que estão dependendo de um 
resultado laboratorial para receber alta. Para evitar atrasos na liberação 
de resultados para a alta de pacientes, alguns serviços desenvolvem sis- 
temas de “emergência” elaborados para coletar, identificar e processar 
essas amostras, e liberar resultados nos momentos mais movimentados 
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18 do dia- o início da manhã. Algumas vezes, uma tecnologia adequada 


(instrumento de emergência) ou nova (dispositivo para ser utilizado 
no local onde o paciente é atendido) é utilizada com esse propósito. No 
entanto, para garantir que os resultados estejam disponíveis no pron- 
tuário médico no início da manhã, as amostras laboratoriais de pacien- 
tes podem ser coletadas na noite anterior à alta. Portanto, nem todas 
as soluções exigem tecnologia. Uma associação cuidadosa de reestru- 
turação do fluxo de trabalho e de tecnologia adequada usualmente é a 
abordagem correta e a solução mais econômica e eficaz. 


Mapeamento de tarefa 


Nenhum estudo de fluxo de trabalho estará completo sem o mape- 
amento das tarefas ou processos envolvidos na realização de um exa- 
me (Middleton, 1996). Uma revisão rigorosa detalhará cada etapa 
de manipulação de uma amostra, cada ponto de decisão e atividades 
redundantes. O mapeamento de tarefa pode ser aplicado a qualquer 
segmento de um fluxo de trabalho de um laboratório, seja ele técnico 
ou leigo. Um conhecimento total das tarefas usualmente exige entre- 
vistas com o pessoal, como foi analisado acima. O mapeamento de 
tarefa deve ser uma atividade contínua e também deve ser realizado 
sempre que ocorrer a adição de uma estação de trabalho, de um exa- 
me, de novas tecnologias ou quando ocorrer qualquer alteração sig- 
nificativa no processo laboratorial. Ao implementar uma alteração, é 
importante evitar etapas desnecessárias ou adicionais que são adicio- 
nadas inadvertidamente em nome da “eficiência”. O mapeamento de 
tarefa ajuda a identificar essas etapas. O mapeamento também ajuda a 
comparar processos antes e após alterações (Figs. 2.3 e 2.4). 


Análise do fluxo de trabalho 


A análise do fluxo de trabalho assimila todos os dados discutidos 
previamente e os transforma em informações úteis. Essa etapa pode 
ser realizada de forma manual ou, como será descrito a seguir, utili- 
zando um software disponível no mercado para parte da análise. Uma 
análise global de uma estação de trabalho deve identificar obstáculos e 
áreas onde são necessárias melhorias. 

Como isso é feito? A maneira mais fácil e que não requer suporte 
de computador é seguir o caminho traçado por uma amostra ou de 
um grupo de amostras durante todo o processo. Isso deve ser iniciado 
no local onde o paciente é atendido ou próximo a ele para ver como 
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Figura 2.4 Mapeamento das tarefas: fluxo de trabalho aprimorado para a contagem 
celular em hematologia subsequente à implementação da célula de trabalho. Note a 
redução do número de etapas, em comparação ao observado na Figura 2.3. 
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Figura 2.3 Mapeamento das tarefas: fluxo de trabalho original para contagem celular em hematologia. 


os médicos solicitam exames e como se comportam desse ponto até 
o momento da coleta e envio de amostras ao laboratório. Um fluxo- 
grama deve ser criado para acompanhar a amostra desde a solicitação 
inicial até a sua chegada ao laboratório. Uma força-tarefa separada, 
em geral, é designada para a fase pré-laboratório porque comumente 
existem muitos departamentos e pessoal envolvidos. Com frequência, 
o laboratório não tem ou tem pouco controle sobre essa parte crítica 
do fluxo de trabalho, em especial quando as amostras são coletadas 
por pessoas que não são funcionárias do laboratório. 

Em seguida, o trânsito da amostra no laboratório deve ser docu- 
mentado, indicando as áreas onde o processamento do lote ocorre. 
Por exemplo, devem ser identificados os tempos mínimo e máximo 
de centrifugação para amostras adequadas (como aquelas que devem 
ser aliquotadas). Se forem necessários 10 minutos para carga e centri- 
fugação das amostras, não significa que esse seja o tempo de respos- 
ta, porque uma fila de amostras pode se formar durante períodos de 
pico. Utilizando o mapeamento de chegada de amostra realizado na 
coleta de dados, um tempo de resposta pode ser designado por perío- 
do do dia. Se isso for realizado de forma manual, o melhor é selecio- 
nar uma quantidade de horários principais e calcular a média, quando 
possível. Da mesma maneira, deve ser anotado se houve atraso no car- 
regamento de amostras no analisador. Existem muitos outros exem- 
plos de obstáculos físicos que devem ser identificados e quantificados. 
Embora nem sempre seja possível eliminar por completo os obstácu- 
los, é possível diminuir o seu impacto por meio de novas tecnologias, 
modos alternativos de processamento (p. ex., acesso aleatório versus 
processamento em lote) e reestruturação do fluxo de trabalho. 

Os obstáculos que não são físicos também devem ser identificados 
e quantificados. Um exemplo clássico é o modo de verificação de 
resultado. Resultados em lote para um tecnólogo revisar e aceitar é 
um tipo de obstáculo da mesma forma que é a espera necessária para 
que uma centrífuga processe uma amostra. Em contraste, a autoveri- 
ficação do SIL (onde os resultados são liberados de forma automáti- 
ca baseados em critérios preestabelecidos) pode reduzir o tempo de 
resposta sem exigir uma reorganização importante do laboratório. 
Contudo, o grau com que a autoverificação melhora o fluxo de traba- 
lho depende da maneira como ela é implementada e dos algoritmos 
definidos para qualificar um resultado. Por sua vez, isso pode depen- 
der do SIL utilizado. Essas questões são discutidas com mais detalhes 
no Capítulo 11. 


Formulação do fluxo de trabalho 

Embora as análises acima sejam críticas para se compreender o dese- 
nho do fluxo de trabalho atual e do fluxo de trabalho proposto, em 
geral elas fornecem um quadro um pouco estático, isto é, cada uma 
descreve um único elemento de dado e, com frequência, como ele se 
modifica ao longo do tempo. Contudo, na prática, o fluxo de trabalho 
é composto por muitas variáveis inter-relacionadas, e é difícil compre- 
ender (ou avaliar no laboratório) como uma alteração de uma variá- 
vel afeta outra. Além disso, apesar de os estudos do fluxo de trabalho 
poderem ser muito benéficos, eles também fazem uso de recursos que 
nem todos os laboratórios possuem. Para enfrentar essa necessidade, o 
mercado de tecnologia desenvolveu simuladores de fluxo de trabalho. 
Utilizando softwares sofisticados de formulação de fluxo de trabalho, é 
possível analisar essas inter-relações complexas para prever melhor o 
resultado de um determinado desenho de fluxo de trabalho (Tab. 2.4). 
A formulação do fluxo de trabalho pode ajudar a identificar obstáculos 
e o impacto de alterações da equipe ou de diferentes configurações de 
equipamentos sobre o custo e o tempo de resposta. Ela também pode 
ser utilizada para compreender melhor como um determinado anali- 
sador responde a alterações no volume de exames e no test mix. Por 
exemplo, pode-se simular o impacto do aumento de volume de exames 
de rotina sobre um tempo de resposta de um instrumento para amos- 
tras de emergência (Mohammad, 2004). Entretanto, como em todas as 
análises de fluxo de trabalho, a formulação realizada pelo software deve 
se basear em técnicas acuradas de coleta de dados. 

Como a maioria dos programas de simulação são produtos paten- 
teados, eles podem não permitir a formulação de todos os instrumen- 
tos disponíveis. Apesar de isso ser uma desvantagem, a simulação 
do fluxo de trabalho ainda é uma ferramenta poderosa, e podem ser 
extraídas inferências sobre o processamento e os testes mais eficazes, 


Tabela 2.4 Variáveis interrelacionadas simuladas por modelos de 
software de fluxo de trabalho 


Configuração do equipamento 

Projeto das instalações 

Trabalho por turno e dia 

Throughput 

Manutenção de rotina 

Inatividade 

Volume de amostra (distribuição e pico de demanda) 
Tipo de frasco de amostra 

Política de revisão e taxas de repetição de corrida 
Tamanho do lote 


independentemente do instrumento modelo utilizado. Mais impor- 
tante, esses programas indicam de imediato as deficiências das opera- 
ções em curso de um laboratório e podem apontar para áreas especifi- 
cas onde podem ser realizadas as maiores melhorias. 


Compreensão da tecnologia 


Nenhuma discussão sobre o fluxo de trabalho é completa sem o 
exame do papel da tecnologia (De Cresce, 1988). A tecnologia labo- 
ratorial refere-se amplamente a três áreas funcionais: equipamento de 
realização de testes (1. e., analisadores), processadores pré-analíticos e 
tecnologia de informação (TI). Enquanto as duas primeiras áreas são 
específicas ao laboratório, a tecnologia de informação não o é, e seu 
desenho e papel são em geral determinados por fatores externos ao 
laboratório. Por exemplo, a maneira como um SIL é utilizado para a 
recuperação de dados e elaboração de laudos (1. e., se os médicos aces- 
sam diretamente ou não o SIL para verificar os resultados) depende 
da existência de um sistema de informação hospitalar (SIH) que sirva 
a esse propósito (ver Cap. 11). Nesse caso, os dados laboratoriais são 
acessados por meio de um sistema secundário. Além disso, o sistema 
laboratorial pode ser parte de uma abordagem mais ampla ou pode 
ser uma solução oferecida pelo fornecedor de TI dentro de um centro 
de saúde e não um produto isolado a ser selecionado pelo laboratório. 
Sob essas circunstâncias, a tecnologia selecionada, apesar de ideal para 
a instituição em geral, pode não ser ideal para o laboratório. Em raros 
casos, alterações nos sistemas hospitalares são feitas para favorecer a 
eficiência de serviços auxiliares como o laboratório. Esses sistemas 
são direcionados principalmente ao fácil acesso a informações clíni- 
cas pelos profissionais da saúde e ao faturamento acurado pelo serviço 
financeiro do hospital. 


O papel da tecnologia: princípios e armadilhas 

A tecnologia modificou radicalmente o laboratório clínico nos últi- 
mos 20 anos e continua a ser a força impulsora por trás de muitos 
novos desenvolvimentos. De tempos em tempos, uma tecnologia de 
ponta é introduzida e revoluciona a medicina laboratorial (Tabela 
2.5). Os exemplos incluem o analisador bioquímico de acesso aleató- 
rio, sistemas automatizados de imunodiagnóstico, célula de trabalho 
integrada de bioquímica e imunodiagnóstico, e diagnóstico molecular. 
Cada alteração alterou muito a maneira de funcionar dos laboratórios 
e o tipo de informações fornecidas aos médicos. Embora tecnologias 
revolucionárias ofereçam um grande benefício potencial, elas também 
custam mais. Ao longo do tempo, uma tecnologia revolucionária é 


Tabela 2.5 Inovação tecnológica 


Modifica o fluxo de trabalho fundamental 
Consolida as estações de trabalho 

Poupa trabalho 

Melhora o serviço 

Estabelece um novo padrão de desempenho 
Compensa o custo 
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adotada por múltiplas empresas, e passa a existir competição, os preços 
diminuem e o seu uso torna-se disseminado entre os laboratórios. Em 
outras palavras, ela se torna uma tecnologia corrente ou secundária. Os 
serviços que primeiro adotam uma tecnologia de ponta, com frequên- 
cia pagam mais e recebem menos benefício que aqueles que aguardam 
até ela se tornar uma tecnologia corrente. Compreendendo bem o 
papel da tecnologia, é possível determinar como melhor utilizá-la no 
laboratório clínico. As questões a seguir devem ser consideradas ao se 
avaliar uma tecnologia. 

Ela é necessária? Embora a tecnologia seja parte fundamental de um 
laboratório moderno, ela não é a solução para todos os problemas. 
Com frequência, uma solução não tecnológica resulta em um fluxo de 
trabalho mais rápido, melhor e menos oneroso do que uma solução 
tecnológica. Saber quando introduzir uma solução não tecnológica no 
lugar de uma tecnológica pode ser a diferença entre uma solução eficaz 
e econômica e uma solução cara que não soluciona o problema inicial 
por completo, oferece uma funcionalidade desnecessária ou oferece 
uma funcionalidade necessária mas a um custo desnecessário. Por 
exemplo, um laboratório pode apresentar um grande movimento de 
coletas no período da manhã e, como consequência, criar uma reserva 
de fluxo de trabalho (Figura 2.5). Em vez de adquirir mais equipa- 
mentos para aumentar a capacidade durante os períodos de pico, o 
laboratório deveria buscar maneiras de distribuir o trabalho de forma 
mais homogênea durante o turno. O fundamental é evitar a liberação 
de grandes lotes de amostras para o laboratório. Uma solução poderia 
ser a reorganização do horário de coletas de sangue venoso de modo 
que elas sejam iniciadas mais cedo e sejam realizadas durante um perí- 
odo mais longo (Sunyog, 2004). Uma outra alternativa seria os flebo- 
tomistas enviarem aos poucos as amostras ao laboratório, em vez de 
aguardarem a coleta de um grande lote de uma ala inteira. Portanto, 
devem-se analisar e remodelar processos no maior grau possível antes 
de buscar uma solução tecnológica. Essa abordagem pode produzir 
uma solução barata que é mais rápida e mais fácil de ser implemen- 
tada. Algumas vezes, soluções não tecnológicas, embora preferíveis, 
encontram-se fora do controle direto da equipe laboratorial e, como 
consequência, não recebem a atenção merecida. Nesse caso, uma 
solução tecnológica é selecionada porque ela pode ser implementada 
sem o suporte de outros departamentos. 

Tecnologia é um meio para um fim e não um fim. A tecnologia sozinha 
não melhora o desempenho nem o fluxo de trabalho. Trata-se apenas 
de uma ferramenta para se atingir um objetivo. Em última instância, 
uma nova tecnologia tem sucesso ou fracassa de acordo com a maneira 
como ela é implementada. Por sua vez, isso depende de pessoas e da 
capacidade de analisar claramente como a tecnologia e o fluxo de traba- 
lho podem ser integrados de maneira desejável em seu ambiente. O que 
funciona em um local pode não funcionar em outro. Algumas vezes, 
isso significa a modificação de práticas antigas ou horários dos funcio- 
nários. Por exemplo, se quatro analisadores bioquímicos são conso- 
lidados em dois, os funcionários terão de ser recolocados, levando-se 
em conta o menor número de estações de trabalho e/ou os horários de 
pico de testes. De modo similar, agrupar determinados exames em um 
novo analisador de alto processamento não aproveita toda a vantagem 
de sua capacidade de processamento contínuo e, em alguns casos, pode 
apresentar um índice de processamento menor do que o analisador que 
ele substituiu. Por fim, a transcrição manual de solicitações médicas de 
requisições de papel para um sistema de informação hospitalar ou labo- 
ratorial é menos funcional e apresenta maior possibilidade de erro que 
a solicitação eletrônica direta feita pelos médicos. Como a tecnologia 
tem de ser “customizada” para cada local, os laboratórios implemen- 
tam a mesma tecnologia de diferentes maneiras e apresentam diferentes 
resultados. Nunca suponha que melhorias e resultados obtidos em um 
outro serviço ocorrerão automaticamente no seu. As implementações 
mais bem-sucedidas sofrem uma reavaliação total do fluxo de trabalho 
para avaliar qual a melhor forma de integrar a tecnologia. Ao se ava- 
liar de modo crítico práticas existentes, pode-se evitar a perpetuação de 
processos ineficientes mesmo com novos equipamentos. 

Compra exagerada — o pecado capital. Mais do que tudo, a compra 
exagerada aumenta custos que sobrecarregam uma operação sobre a 
vida da tecnologia. Embora seja tentador comprar em excesso “para 
o caso de” a capacidade aumentar (p. ex., um novo trabalho exceden- 
te), essas necessidades podem não se materializar ou podem ocorrer 
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Figura 2.5 Demanda de testes versus capacidade instrumental. Observe que a 
demanda excede a capacidade durante os períodos de pico, gerando acúmulos. Em 
muitos estabelecimentos, os acúmulos de teste são aceitáveis. Caso não sejam clini- 
camente aceitáveis, o laboratório deve explorar formas de compatibilizar capaci- 
dade e demanda de modo mais uniforme (p. ex., alterando os esquemas de coleta de 
sangue). A nova tecnologia deve ser a última abordagem a ser considerada. 


de maneira lenta ao longo do tempo e permitir uma abordagem incre- 
mental, mais efetiva e menos onerosa. Um novo instrumento no labo- 
ratório quase nunca se traduz diretamente em um maior volume de 
exames. A demanda do mercado para testes, em geral, é independente 
da capacidade de testes do laboratório, embora uma maior capacida- 
de possa permitir um marketing mais agressivo dos serviços. Há dife- 
rentes tipos de compra exagerada. Por exemplo, um laboratório pode 
comprar três analisadores em vez de dois ou um analisador que realiza 
1.000 exames por hora em vez de um dispositivo que processa 500 exa- 
mes por hora. Como alternativa, uma solução de automação total do 
laboratório pode ser implementada em vez de uma solução baseada 
em várias células de trabalho menores ou analisadores automatiza- 
dos. Em todos os casos, a compra exagerada aumenta custos. Todos os 
exemplos acima aumentam custos de depreciação, exigem mais serviço 
e manutenção, além de poder levar a uma utilização ineficaz da mão 
de obra e um fluxo de trabalho abaixo do desejável. Comprar mais 
analisadores do que o necessário também pode aumentar os gastos 
com reagentes porque cada analisador deve ser calibrado, controlado e 
correlacionado com outros dispositivos que processam o mesmo exa- 
me. O desperdício de reagentes (em razão do vencimento da data de 
validade) também pode aumentar se pequenas quantidades de exames 
forem realizadas em cada um dos analisadores. 

A compra exagerada não deve ser confundida com a capacidade 
excessiva que é algumas vezes inevitável ao se implementar sistemas de 
backup necessários. Em última instância, é o modelo do serviço labora- 
torial que determina se o backup é necessário. Para alguns exames (p. 
ex. marcadores cardíacos), o laboratório pode necessitar de um sis- 
tema de backup, enquanto para outros (p. ex., marcadores tumorais), 
ele pode não necessitar. Além disso, as necessidades de um backup de 
um laboratório de emergência são diferentes das de um laboratório 
de referência. Um fluxo de trabalho bem desenhado pode equilibrar 
a necessidade de algum backup de um laboratório sem compra exage- 
rada. Para um laboratório que necessita de uma capacidade de 1.000 
exames/hora, isso pode significar a escolha de dois analisadores que rea- 
lizam 500 exames/hora em vez de dois que processam 1.000 exames/ 
hora. Alternativamente, pode significar a seleção de um analisador que 
processa 1.000 exames/hora e a utilização de um laboratório vizinho 
(com interface com o primeiro SIL) para backup. Por fim, pode signi- 
ficar a seleção de dois analisadores que processam 1.000 exames/hora, 
mas com a utilização de apenas um por vez. Em raros casos essa últi- 
ma solução é bem-sucedida, visto que ela duplica uma tecnologia cara 
e aumenta os custos de manutenção. Uma analogia simples com um 
veículo familiar é em geral instrutiva — raramente as pessoas adquirem 
dois automóveis para fazer o que um consegue fazer na maior parte do 
tempo. Em vez disso, elas confiam em alternativas como aluguel, trans- 
porte público ou táxis para suprir necessidades ocasionais. Em última 
instância, o objetivo é “comprar certo”, isto é, evitar a compra exagera- 
da ou insuficiente de tecnologia. 

Você sabe o que está comprando? Existe uma diferença entre tecnolo- 
gia “comprada” e tecnologia “vendida” por fornecedores. A primeira 


abordagem exige uma análise pelo laboratório para identificar o que 
é necessário e uma compreensão geral da tecnologia que está sendo 
considerada, enquanto a segunda depende mais do fato de o forne- 
cedor oferecer uma solução para o laboratório. O risco da tecnologia 
“vendida” é que ela pode não ser a solução ideal. A maioria dos ins- 
trumentos funciona e faz o que foi anunciado. Infelizmente, “o que 
eles fazem” pode não ser o que é necessário. 

O tipo de tecnologia também é importante. A tecnologia atual, 
em geral, é mais fácil de ser compreendida e é uma estratégia menos 
arriscada que uma tecnologia de ponta, embora ela também possa ser 
menos recompensadora. Tecnologia de ponta é, por definição, uma 
nova tecnologia e pode ser difícil compreender totalmente se ela é 
adequada para um determinado laboratório, qual a melhor forma de 
implementá-la ou quão importante é o seu impacto financeiro. 
Outras questões que devem ser levadas em conta estão relacionadas 
com a tecnologia em si e se ela oferece no momento todas as carac- 
terísticas exigidas por um laboratório. Um fornecedor pode promo- 
ver certas melhorias ou capacidades programadas para o futuro, em 
especial ao comercializar analisadores. Elas podem incluir exames em 
desenvolvimento, melhorias do instrumento ou do hardware de com- 
putador, novas versões do software ou upgrades automáticos para um 
sistema da geração seguinte. Embora essas futuras melhorias pareçam 
atraentes, elas podem não se concretizar. Por essa razão, elas não 
devem ser uma razão primária na escolha de tecnologia. Uma tática 
melhor é retardar a aquisição do sistema até que ele possa oferecer ao 
laboratório todas as capacidades necessárias. Um outro erro potencial 
é superestimar a vida ou a utilidade de uma tecnologia, uma vez que 
isso subestimará o seu custo real. Por fim, a questão que cada labora- 
tório deve levantar não é “a tecnologia funciona?” e sim “essa tecnolo- 
gia funciona para mim?”. 


Otimização do desempenho 


Otimizar o desempenho é o processo por meio do qual o fluxo de 
trabalho (incluindo o design do laboratório) e a tecnologia são inte- 
grados para produzir uma operação que satisfaça melhor as necessi- 
dades clínicas e os objetivos financeiros da organização: alta qualidade 
a baixo custo. Na prática, existem momentos em que alterações do 
fluxo de trabalho melhoram os níveis do serviço e reduzem custo. Por 
exemplo, a consolidação dos sistemas de bioquímica podem reduzir 
custos de capital e operacionais, e também melhorar o tempo médio. 
Outras vezes, existe um equilíbrio entre custo e qualidade. Por exem- 
plo, apesar de a redução da equipe de flebotomistas reduzir custos, 
ela pode aumentar o tempo necessário para a realização da coleta de 
sangue no período matinal. Por sua vez, isso pode atrasar a liberação 
de resultados dos exames, mas pode não ser importante se os resulta- 
dos não forem necessários até o final do dia. Por outro lado, se a alta 
de um paciente depender do resultado pela manhã, o atraso de um 
exame poderia aumentar o período de estadia. Em última instância, 
essas decisões devem ser analisadas dentro do quadro de toda a ins- 
tituição, levando em conta o impacto dessas ações e seus efeitos em 
outros departamentos. 

A otimização do desempenho é um processo contínuo que exige a 
avaliação e reavaliação constante do fluxo de trabalho e das necessi- 
dades. Isso requer coleta e análise de dados. A Tabela 2.6 apresenta 
exemplos de medidas do fluxo de trabalho cuja monitoração é útil. 
Em última instância, o grau com que qualquer um desses relatórios 
é útil depende da acurácia dos dados. Embora existam muitas abor- 
dagens diferentes para otimizar o desempenho, algumas das mais 
comuns são discutidas aqui e na Tabela 2.7. 

Consolidação, integração e padronização são três estratégias funda- 
mentais inter-relacionadas que assumiram uma importância crescen- 
te nos últimos anos, na medida em que os laboratórios se afiliaram 
por meio de uma ampla rede de serviços de saúde. Esses conceitos 
também são relevantes para um serviço único. 

Consolidação. A realização de testes pode ser consolidada a partir de 
múltiplos locais ou estações de trabalhos em um único serviço, ou exa- 
mes selecionados de muitos serviços podem ser centralizados em um 
ou mais locais. A consolidação cria maiores lotes ou processamentos 
de amostras; isso melhora a eficiência dos testes porque os custos fixos 
de controle de qualidade e calibração são distribuídos em um número 
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Métrica Comentários 


Estudos de tempo de resposta (TAT, do inglês turnaround time) 

Da coleta à recepção O tempo de coleta está correto? As amostras levam quanto 
tempo para chegar ao laboratório? O sistema de transporte 
de tubos funciona adequadamente? Os responsáveis pela 
captação das amostras são confiáveis? 

Da recepção aos Quanto tempo o laboratório gasta para executar o teste, a 

resultados partir do momento em que recebe uma amostra? Ela é 
mantida em uma área de recepção central antes de ser 
entregue ao técnico? 

Da solicitação (ou É considerado pelo médico como tempo total de resposta. 

coleta) ao resultado É acurado? Quanto tempo é necessário para que um resul- 
tado liberado pelo laboratório apareça no sistema de infor- 
mação do hospital? Existem questões de rede de trabalho 
que sejam externas ao laboratório e estejam atrasando o 
aparecimento dos resultados? 

State TAT de O TAT stat é mais demorado pela manhã, quando 

rotina por hora chegam as amostras de rotina da coleta desse período? 
Qual a diferença entre o TAT de rotina e o stat? Alguns 
testes são mais afetados que outros? 

Estatísticas do volume mensal 

Testes “faturáveis” Quantos testes solicitados são realizados? Qual a tendên- 
cia? O volume total ou o volume de um teste específico 
mudou o bastante para justificar uma reavaliação do 
fluxo de trabalho ou da capacidade de teste? Alguns testes 
devem ser enviados para um laboratório de referência, em 
vez de serem feitos no local? 

Testes “estourados” Painéis químicos estourados em componentes individuais 
proporcionam uma avaliação mais acurada da “carga” 
geral de testes nos analisadores e do uso de reagentes, 
em comparação aos testes solicitados apenas. O volume 
mudou? Está relacionado com uma localização específica 
ou novo serviço? 

Por localização O volume de testes mudou nas unidades de enferma- 
gem específicas ou ambulatórios? O volume de testes de 
pacientes internados e de pacientes ambulatoriais mudou? 

Testes de laboratório O volume de certos testes tem aumentado? Se a resposta 

de referência for afirmativa, por que e quanto? Os custos totais mensais 
estão mudando? (Os testes com maior custo anual nem 
sempre são os de maior volume.) O grau de adequação de 
certos testes deve ser avaliado? Faz sentido realizar qual- 
quer desses testes no local (decisão de “comprar pronto 





versus fazer”)? 
Mapeamento de amostras e testes 
Tubos por hora Na química, a manipulação dos tubos exerce impacto dire- 


to sobre a equipe de funcionários e inclui centrifugação, 
separação de alíquotas e armazenamento 
Testes por hora por Essa métrica é necessária para comparar a “demanda de 
departamento ou testes” versus a “capacidade do instrumento” e pode 
estação de trabalho ajudar a determinar a configuração ótima dos equipamentos 














maior de amostras. Por sua vez, isso reduz o custo por unidade. A con- 
solidação pode fornecer um maior volume de exames do laboratório 
de referência. Uma análise “fazer versus comprar” pode determinar se, 
em termos econômicos, é factível realizar no local exames previamente 
enviados a um laboratório de referência (Kisner, 2003). Para melhorar 
o tempo de resposta, a consolidação pode fazer que seja econômica e 
eficaz a realização de exames com mais frequência ou a utilização de 
uma tecnologia mais automatizada. A consolidação de alguns exames 
pode não ser adequada. Por exemplo, a gasometria e outros testes rápi- 
dos no local de atendimento podem ter de ser realizados em múltiplos 
locais de um hospital para prover o tempo de resposta necessário para 
a liberação dos resultados solicitado pelos médicos. De modo similar, 
pode ser pouco benéfica a realização de hemograma de rotina em um 
laboratório central fora do local de coleta em vez de ele ser realizado 
no laboratório hospitalar que fornece rapidamente o resultado. Em 
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Tabela 2.7 Estratégias para otimizar o desempenho 


Estratégia 


Consolidar 


Padronizar 


Integrar 


Aquisição 
estratégica 
Remarcação rápida 
de preços 
“Produzir versus 
comprar pronto” 


Revisão das políticas 
e tarefas do 
laboratório 


Utilizar ao máximo as 
soluções de TI simples 
e/ou existentes 
Treinamento cruzado 
Adaptar a diversidade 
de habilidades 

Ajustar os horários 

da equipe 

Modificar o projeto 


Exemplo 


Uma instalação: correr as amostras de stat e de rotina juntas no mesmo analisador, executar os testes de rotina e de especialidade na 

mesma plataforma; reduzir o número de analisadores e estações de trabalho e usar célula de trabalho, quando for conveniente. À consolidação 
pode reduzir o “trabalho com tubos” 

Múltiplas instalações: centralizar testes/serviços de alto custo e baixo volume selecionados em um único local (p. ex., diagnóstico molecular 
[carga viral do HIV], coleta de sangue de doador) 

Equipamento: todo equipamento adquirido de um fornecedor gera descontos por volumes maiores, redução dos custos de reagentes e 
analisadores, em especial nas áreas de química e imunodiagnóstico 

Método: faixas de referência uniformes para todos os laboratórios proporcionam um ambiente de testes íntegro para pacientes internados e 
ambulatoriais, com comparabilidade de dados e resultados que seguem tendências entre os laboratórios. Também proporciona um sistema de 
backup sem excesso de redundância 

Políticas: simplificar manuais de procedimento e documentos em conformidade, de modo a poderem ser compartilhados 

Equipe: operações padronizadas facilitam o compartilhamento das equipes entre as instalações 

LIS: o gerenciamento do banco de dados é simplificado 

Computador: disponibilizar o sistema LIS em rede com outros sistemas de dados para promover um fluxo contínuo (p. ex., envio de resultados de 
testes rápidos dentro do LIS) 

Expedição: uso de um único serviço para distribuir amostras entre diversos locais 

Estratégia de longo prazo: licitações competitivas para aquisição de equipamentos, suprimentos, serviços de laboratórios de referência etc., 
considerando as condições de pagamento, taxas de entrega, serviços com custo adicional e custo de produtos 

Estratégia de curto prazo: renegociar preços com os fornecedores existentes 


Rever todos os testes enviados e o baixo volume de testes executados no local, para identificar quais devem ser “adquiridos” (i. e., enviados ou 
terceirados para outros laboratórios) e quais devem ser “feitos” (i. e., executados internamente), com base no custo e no tempo de resposta. 
Rever também os serviços, como a expedição 

Rever criticamente as políticas e procedimentos do laboratório com o objetivo de determinar sua relevância e o grau de adequação: os limites de 
verificação A podem ser estreitados ou eliminados para reduzir o número de testes repetidos e verificações, sem comprometer a qualidade? Os 
valores estabelecidos para as chamadas urgentes são clinicamente apropriados ou geram chamadas desnecessárias para os médicos? Os testes 
onerosos não urgentes podem ser agrupados em lotes para serem realizados duas vezes por semana, em vez de serem realizados diariamente? Os 
clínicos precisam contar diariamente com certos testes que só são disponibilizados algumas vezes por semana? O controle de qualidade e os 
procedimentos de manutenção são excessivos? 

O processo de autoverificação baseada em regras elimina a necessidade de o técnico liberar manualmente cada resultado (Crolla, 2003) 

O sistema de armazenamento de amostras em estantes elimina a maior parte do tempo gasto à procura das amostras 


Treinar técnicos para executar testes bioquímicos e hematológicos automatizados, em vez de apenas um ou outro 

Ajustar o nível de habilidade (e a compensação) da equipe para compatibilizar as tarefas executadas: em vez de técnicos, usar auxiliares de 
laboratório para centrifugar amostras ou colocá-las nos analisadores 

Contratar flebotomistas para trabalhar por meio período na complementação da coleta de sangue durante os horários de pico, em vez de 
contratá-los por tempo integral e subutilizá-los quando a coleta da manhã termina 

Projetar um laboratório aberto, que permita a realização de todos os testes automatizados em um mesmo local e promova o treinamento cruzado 


do laboratório 
Administrar a 
utilização 


da equipe 


testes exclusivamente a especialistas 


contraste, pode ser benéfico consolidar entre os serviços aqueles exa- 
mes que são menos sensíveis ao tempo (p. ex., marcadores tumorais) 
ou que exigem habilidades especiais e/ou equipamentos dedicados em 
cada local (p. ex., serviços de microbiologia). Para consolidar exames 
de múltiplos serviços com sucesso, um local central deve controlar 
novos custos (minimizando o número adicional de funcionários ou 
equipamentos para realizar os exames) e oferecer uma qualidade e um 
serviço comparável ou melhor que o provido (Carter, 2004). Ele tam- 
bém deve promover uma abordagem colaborativa para garantir que 
todas as necessidades dos serviços que enviam exames sejam atendidas, 
incluindo preocupações comuns dos médicos, por exemplo, tempo de 
resposta maior e capacidade limitada de acesso a informações ou de 
interação com um laboratório remoto. Uma consolidação bem-suce- 
dida deve ser transparente para o médico. 

Padronização. Diretivas, métodos e equipamentos padronizados 
beneficiam os laboratórios de várias maneiras. Benefícios diretos 
(p. ex., custos mais baixos) podem ser obtidos quando o laborató- 
rio negocia agressivamente com um fornecedor para suprir todos os 
equipamentos ou reagentes de bioquímica ou hematologia. Benefícios 
indiretos são consequentes de operações simplificadas resultantes da 
padronização que tornam mais fácil treinar os funcionários ou imple- 
mentar diretivas e procedimentos. A padronização é um processo 
gradual que pode levar vários anos para ser completada. A transição 


Requerer autorização do patologista ou diretor para solicitar testes onerosos seletos de laboratórios de referência e/ou restringir o uso de vários 


rápida, em geral, não é possível por causa de cláusulas contratuais. 
A ruptura de um contrato existente, geralmente é muito onerosa e 
pode anular parcial ou completamente qualquer economia preten- 
dida com um novo contrato. Algumas vezes, as exigências específicas 
de um local podem impedir a padronização com outros laboratórios, 
ou um único fornecedor não pode oferecer uma linha de produto 
que seja adequada para cada serviço. Nesses casos, ainda é possível 
reduzir os custos de forma significativa e/ou melhorar o desempenho 
apesar do uso de uma abordagem mais variada ou limitada. 
Integração. É o processo por meio do qual serviços de um local são 
coordenados, compartilhados e/ou conectados àqueles de um outro 
local para oferecer uma operação consistente. Embora a integração 
seja frequentemente um subproduto da consolidação e padronização, 
essas duas estratégias não são um pré-requisito para uma integração 
bem-sucedida. Por exemplo, considere um SIL que liga vários servi- 
ços. Embora uma única operação consistente possa ser criada com 
um único sistema do fornecedor, a sua criação também é possível por 
meio de sistemas de rede de diferentes fornecedores, apesar da maior 
dificuldade e, possivelmente, menor funcionalidade. Outros exemplos 
de integração incluem o treinamento de funcionários entre diferentes 
seções laboratoriais ou serviços e a criação de uma interface entre os 
dados do laboratório de coleta de exames no local de atendimento e o 
sistema laboratorial principal. 


Gerenciamento da utilização. Até agora, estratégias para otimizar o 
desempenho foram centradas em maneiras de realizar melhor o tra- 
balho e com menor custo. Embora isso seja importante, não aborda a 
questão mais básica — o trabalho (1. e., o exame) é necessário? Afinal, 
o exame mais barato é aquele não realizado. A diminuição do volu- 
me de exames também pode alterar necessidades operacionais globais 
e padrões de fluxo de trabalho. Tenha em mente que o laboratório 
hospitalar em geral não é reembolsado (ver Cap. 12) e, como conse- 
quência, cada exame laboratorial é um custo adicional para o hospital. 
Portanto, a redução da utilização hospitalar tem um impacto direto 
sobre os custos. Em contraste, exames realizados no âmbito ambula- 
torial, em geral, são reembolsados pelo seguro saúde ou pelo pacien- 
te. Apesar disso, a quantia reembolsada pode não ser suficiente para 
cobrir o custo do exame. Isso é particularmente verdadeiro para os 
novos exames laboratoriais onerosos realizados por laboratórios de 
referência, em que o laboratório pode receber apenas US$ 0,20 a 0,30 
para cada dólar despendido. Portanto, o controle seletivo de utiliza- 
ção ambulatorial também pode produzir um benefício financeiro. A 
utilização adequada de exames não significa apenas redução de utili- 
zação. Em alguns casos, exames que deveriam ser solicitados podem 
não sê-lo, e isso poderia ter um impacto no tratamento do paciente e 
no tempo de permanência. 

Existem diferentes estratégias que um laboratório pode utilizar 
dependendo do tipo de exame (Lewandrowski, 2003). Ao longo dos 
anos, os laboratórios obtiveram grandes economias por meio de 
melhorias da produtividade. Como resultado, é muito mais fácil e 
menos oneroso processar um exame que custa US$ 0,10 do que deter- 
minar se cada um é adequado. Embora isso seja verdadeiro para mui- 
tos exames de alto volume (p. ex., hemograma e painéis metabólicos 
básicos), não é verdadeiro para muitos exames laboratoriais novos, 
complexos e caros realizados por laboratórios de referência (p. ex., 


diagnóstico do câncer e genotipagem viral). Por essa razão, é necessá- 
ria uma estratégia diferente para gerenciar a utilização de exames caros 
realizados por laboratórios de referência da utilizada para gerenciar a 
realização de hemograma. Por exemplo, a utilização de um laborató- 
rio de referência pode ser gerenciada pela revisão de cada solicitação 
(para determinados exames) e seu custo com o médico, baseando- 
se em diretivas elaboradas pelos serviços médicos. Essa estratégia de 
evitação de gasto não apenas garante que as indicações clínicas sejam 
satisfeitas, mas ela também educa os médicos sobre os custos e desafia 
cada um a avaliar o custo-benefício de seu uso. Em contraste, exa- 
mes de alto volume (p. ex., hemograma) exigem uma estratégia mais 
ampla que restringe ou orienta a frequência de solicitação eletronica- 
mente por meio de várias vias clínicas ou sistemas de suporte de deci- 
são baseada em diretivas (van Wijk, 2002). Por exemplo, um painel 
metabólico amplo ou básico poderia ser limitado a uma solicitação 
por admissão se o paciente estiver estável. Pouco pode ser economiza- 
do com a eliminação de um exame laboratorial de baixo custo de um 
painel de cinco outros exames. A economia mais importante ocorre 
quando a flebotomia é concomitantemente eliminada. Em geral, isso 
requer a reavaliação da frequência de solicitações de todos os serviços 
clínicos e modificação dos padrões da prática para reduzir o número 
de vezes que o sangue de um paciente é coletado. A repetição de um 
exame é um componente comum de sua utilização global e é onerosa 
(van Walraven, 2003). 

Um algoritmo diagnóstico baseado no laboratório pode ajudar na 
tomada de decisão médica e reduzir a utilização de um exame. Com 
essa abordagem, um médico solicita ao laboratório que realize um 
perfil diagnóstico (p. ex., avaliação da função tireoidiana) em vez de 
solicitar exames específicos. Em consequência, o laboratório deter- 
mina os exames adequados a serem processados e em qual ordem 
(Yang, 1996). 
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mp) PONTOS-CHAVE 

2 e Erros e variáveis no estágio de pré-análise podem afe- 

tar os resultados de exames. 

e As variáveis do paciente incluem atividade física, dieta, idade, 
sexo, variações circadianas, postura, estresse, obesidade, tabagismo 
e medicação. 
e A adesão estrita à técnica adequada e a seleção do local podem 
minimizar variáveis da coleta, como hemólise, hemoconcentração, 
coágulos e outras causas de rejeição de amostra ou de resultados 
errôneos. 
e Os recipientes de coleta de sangue são baseados em código de 
cor relativo ao aditivo ou preservativo, e cada recipiente é adequado 
apenas para exames específicos. O uso de tubos inadequados ou o 
enchimento de tubos na sequência incorreta podem produzir resul- 
tados errôneos. 
e A equipe de coleta de sangue deve ser treinada de forma adequa- 
da em relação às questões de segurança e de confidencialidade. 
e Constituintes do sangue, urina e outros líquidos corporais 
podem se alterar durante o transporte e o armazenamento. 
A extensão dessas alterações varia por composto químico. 


A pré-análise refere-se a todas as etapas que devem ser realizadas 
antes que uma amostra possa ser analisada. Ao longo dos anos, avan- 
ços tecnológicos e procedimentos de garantia de qualidade reduziram 
significativamente o número de erros baseados na análise. Isso expôs 
o estágio de pré-análise como uma fonte importante de “erro” residu- 
al e/ou variáveis que podem afetar o resultado de exames. Os fatores 
pré-analíticos incluem variáveis relacionadas ao paciente (dieta, ida- 
de, sexo etc.), técnicas de coleta de amostra, preservativos de amos- 
tra e anticoagulantes, transporte, processamento e armazenamento 
de amostra. As fontes potenciais de erro, ou falhas nesse processo, 
incluem identificação errônea da amostra, momento inadequado de 
coleta, jejum inadequado, relação anticoagulante/sangue inadequada, 
mistura inadequada, solicitação ou coleta incorreta e amostras hemo- 
lisadas ou lipêmicas. A Tabela 3.1 apresenta uma lista dos 10 erros 
mais comuns associados à coleta de amostra. 

As questões pré-analíticas causam um impacto sobre os recursos 
laboratoriais, os custos hospitalares e a qualidade global. Segundo algu- 
mas estimativas, erros de coleta de amostras custam aproximadamente 
US$ 200.000 por ano em custos de nova coleta para um hospital com 
cerca de 400 leitos. A técnica adequada de coleta é também essencial 
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para diminuir a ocorrência de lesões tanto para o flebotomista quanto 
para o paciente. Um único tratamento pós-lesão por agulha pode custar 
de US$ 500 a 3.000, e a má técnica pode causar lesão no paciente (p. ex., 
lesão nervosa ou arterial). O CDC estima que ocorrem 385.000 lesões 
por agulha por ano (CDC, 2004). Muitas delas não são notificadas. Este 
capítulo discute o processo pré-analítico com ênfase especial sobre o 
impacto clínico de variáveis e causas de fracasso. 


Variáveis pré-coleta 


Ao preparar um paciente para flebotomia, deve-se ter cuidado para 
reduzir fatores relacionados a atividades que poderiam influenciar deter- 
minações laboratoriais. Eles incluem variação diurna, exercício, jejum, 
dieta, consumo de álcool, tabagismo, ingestão de droga e postura. 
Variação diurna. Pode ser verificada ao se realizar dosagens de hormô- 
nios, ferro, fosfatase ácida e excreção urinária da maioria dos eletrólitos 
(p. ex., sódio, potássio e fosfato) (Dufour, 2003). A Tabela 3.2 apresenta 
vários exames afetados por variações diurnas, postura e estresse. 
Exercício. A atividade física tem efeitos transitórios e de longa dura- 
ção sobre determinações laboratoriais. Alterações transitórias podem 
incluir uma diminuição inicial seguida por um aumento de ácidos gra- 
xos livres. A alanina pode aumentar até 180% e o lactato, até 300%. 
O exercício pode elevar a creatina fosfoquinase (CPK), a transaminase 
glutâmico oxalacética (TGO) e a lactato desidrogenase (LDH) e pode 
ativar a coagulação, a fibrinólise e as plaquetas (Garza, 1989), Essas 
alterações estão relacionadas ao aumento das atividades metabólicas 
com objetivo energético e, em geral, retornam aos níveis pré-exercício 
assim que o exercício é interrompido. Os efeitos de longa duração do 
exercício podem aumentar os valores de CPK, aldolase, TGO e LDH. 
O exercício aeróbio crônico está associado à diminuição da concentra- 
ção plasmática de enzimas musculares como CPK, TGO, ALT e LDH. 
Diminuições da concentração sérica de gonadotrofina e de hormônios 
esteroides sexuais são observadas em corredores de longa distância, e o 
nível de prolactina encontra-se aumentado (Dufour, 2003). 

Dieta. A dieta de um indivíduo pode afetar muito os resultados de 
exames laboratoriais. O efeito é transitório e facilmente controlado. A 
glicose e os triglicerídeos, absorvidos do alimento, aumentam após a 
refeição (Dufour, 2003). Após 48 horas de jejum, a concentração séri- 
ca de bilirrubinas pode aumentar. O jejum de 72 horas diminui a con- 
centração plasmática de glicose em mulheres saudáveis para 45 mg/dL 
(2,5 mmol/L), enquanto os homens apresentam um aumento da con- 
centração plasmática de triglicerídeos, glicerol e ácidos graxos livres, 


Tabela 3.1 Dez erros comuns na coleta de amostra 


Identificação errônea do paciente 

Identificação errônea da amostra 

Coleta de pequena quantidade/relação anticoagulante/sangue incorreta 
Problemas de mistura/coágulos 

Tubos errados/anticoagulante errado 

Hemólise/lipemia 

Hemoconcentração 

Exposição a luz/temperaturas extremas 

Amostras coletadas em horários inadequados/atraso no envio ao laboratório 


SS Ep ae ES AMD e A 


-— 


Erros de processamento: centrifugação incompleta, /og-in incorreto, armaze- 
namento incorreto 


Tabela 3.2 Exames afetados por variação diurna, postura e estresse 


Nivel máximo: entre 4 e 6 horas; nível mínimo: entre 20 
e 12 horas; nível 50% mais baixo às 20 horas do que às 8 
horas; aumenta com o estresse 


Cortisol 


Hormônio adenocor- Nivel mais baixo a noite; aumenta com o estresse 


ticotrófico (ACTH) 

Atividade da renina Nível mais baixo à noite; nível maior na posição em pé em 
plasmática comparação com a posição deitada 

Aldosterona Nível mais baixo à noite 

Insulina Nível mais baixo à noite 


Hormônio do Nivel mais alto à tarde e a noite 
crescimento 


Fosfatase ácida Nível mais alto à tarde e à noite 


Tiroxina (T,) Aumenta com o exercício 

Prolactina Aumenta com o estresse; nível mais elevado entre 4 e 8 
horas e entre 20 e 22 horas 

Ferro Nivel máximo no final da manhã; diminui até 30% durante 
o dia 

Cálcio Diminuição de 4% na posição deitada 


sem alteração significativa na concentração plasmática de colesterol. 
Ao determinarem-se constituintes sanguíneos (p. ex., glicose, trigli- 
cerídeos, colesterol e eletrólitos), a coleta deve ser realizada no estado 
basal (Garza, 1989). A ingestão de um alimento, dependendo de seu 
conteúdo de gordura, pode elevar a concentração plasmática de potás- 
sio, triglicerídeos, fosfatase alcalina e ácido indolacético (5-HIAA). A 
pesquisa de sangue oculto nas fezes, que detecta o heme, é afetada pela 
ingestão de carne vermelha, peixe, ferro e raiz-forte, uma fonte de 
peroxidase que causa um resultado falso-positivo na reação de sangue 
oculto (Dufour, 2003). Alterações fisiológicas podem incluir a hiper- 
quilomicronemia, aumentando a opacidade do soro ou do plasma e 
podendo interferir na leitura do equipamento. 

Certos alimentos ou regimes dietéticos podem afetar os constituintes 
do soro ou da urina. Foi relatado que dietas vegetarianas prolongadas 
provocam diminuição de lipoproteínas de baixa densidade (LDL), 
lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL), lipídeos totais, fosfo- 
lipídeos, colesterol e triglicerídeos. A deficiência de vitamina B,, tam- 
bém pode ocorrer, exceto se forem utilizados suplementos (Young, 
2001). Uma dieta rica em carne vermelha ou rica em outras fontes pro- 
teicas pode aumentar a concentração sérica de ureia, amônia e urato. 
Dietas ricas em proteínas e pobres em carboidratos (p. ex., dieta do Dr. 
Atkins) aumentam a concentração de cetonas na urina e a concentra- 
ção sérica de nitrogênio ureico sanguíneo (BUN). Alimentos com uma 
alta relação ácidos graxos insaturados/ácidos graxos saturados podem 
causar diminuição do colesterol sérico, enquanto uma dieta rica em 
purinas causará aumento da concentração de urato. Alimentos como 
banana, abacaxi, tomate e abacate são ricos em serotonina. Quando 
ingeridos, pode ser observado um aumento da excreção urinária de 
ácido hidróxi-indolacético. Bebidas ricas em cafeína causam o aumen- 
to da concentração plasmática de ácidos graxos livres e a liberação de 


catecolaminas da medula suprarrenal e do tecido encefálico. A ingestão 
de álcool aumenta a concentração plasmática de lactato, urato e trigli- 
cerídeos. Elevações da lipoproteina de alta densidade (HDL), coleste- 
rol, Á-glutamil transferase (Á-GT), urato e volume corpuscular médio 
(VCM) foram associadas ao alcoolismo crônico. 

Aumentos da concentração sérica de colesterol, triglicerídeos e apo- 
lipoproteínas B estão correlacionados com a obesidade. A atividade 
da lactato desidrogenase sérica, a produção de colesterol e a glicose 
aumentam na obesidade. A concentração plasmática de insulina tam- 
bém aumenta, mas a tolerância à glicose diminui. Em homens obesos, 
a concentração de testosterona diminui (Young, 2001). 

Tabagismo. Tabagistas apresentam níveis séricos elevados de carbo- 
xihemoglobina, catecolaminas e cortisol. Alterações desses hormônios 
geralmente acarretam diminuição do número de eosinófilos, enquanto 
neutrófilos, monócitos e ácido graxos livres plasmáticos aumentam. 
Efeitos crônicos do tabagismo causam aumentos da concentração de 
hemoglobina, da contagem eritrocitária, do VCM e da contagem leuco- 
citária. Também são observados aumentos da concentração plasmática 
de lactato, insulina, adrenalina, hormônio do crescimento e secreção 
urinária de ácido 5-hidróxi indolacético. O nível de vitamina B,, pode 
diminuir de modo substancial, e foi relatado que ele é inversamente 
proporcional à concentração sérica de tiocianato. O tabagismo tam- 
bém afeta a resposta imune do organismo. Tabagistas apresentam 
diminuição das imunoglobulinas A, G e M e aumento da imunoglo- 
bulina G. Existem relatos de diminuição da contagem e da motilidade 
espermática e aumento de espermatozoides com morfologia anormal 
em tabagistas em comparação com não tabagistas (Young, 2001). 
Estresse. O estresse mental e físico induz a produção de hormônio 
adrenocorticotrófico (ACTH), cortisol e catecolaminas. Foi relatado 
que a concentração sérica de colesterol total aumenta com o estres- 
se leve, enquanto o HDL-colesterol diminui em até 15% (Dufour, 
2003). A hiperventilação afeta o equilíbrio acidobásico e aumenta a 
contagem leucocitária, a concentração sérica de lactato ou de ácidos 
graxos livres. 

Postura. A postura do paciente durante a flebotomia pode ter efeito sobre 
vários resultados laboratoriais. A posição ortostática aumenta a pressão 
hidrostática, provocando redução do volume plasmático e aumento da 
concentração de proteínas. As concentrações séricas de albumina e cálcio 
podem aumentar quando um indivíduo passa da posição deitada para a 
posição em pé. Os elementos que são afetados por alterações posturais 
são albumina, proteínas totais, enzimas, cálcio, bilirrubina, colesterol, 
triglicerídeos e fármacos ligados a proteínas. A aplicação incorreta do 
garrote e do exercício de punho pode resultar em resultados errôneos 
de exames. O uso de garrote na coleta de sangue para determinar a con- 
centração de lactato pode resultar em um valor falsamente elevado. A 
aplicação prolongada do garrote também pode aumentar a concentra- 
ção sérica de enzimas, proteínas e substâncias ligadas a proteínas, 
incluindo colesterol, cálcio e triglicerídeos, em razão da hemoconcentra- 
ção. Após o repouso ao leito no hospital, o nível de hemoglobina de um 
paciente pode ser inferior ao valor obtido no momento da admissão, o 
suficiente para levar falsamente um médico a suspeitar de hemorragia 
interna ou hemólise (Dufour, 2003). Os pacientes devem ser orientados 
a evitar modificações na dieta, consumo de álcool e realização de exerci- 
cios extenuantes 24 horas antes de submeterem-se a uma coleta de san- 
gue para a realização de exames laboratoriais. 

Idade. A idade dos pacientes tem um efeito sobre os constituintes do 
soro. Young define quatro grupos etários: recém-nascido, infância à 
puberdade, adulto e idoso (Young, 2001). No recém-nascido, grande 
parte da hemoglobina é tipo F, e não A, como é observado no adulto. 
A concentração de bilirrubinas aumenta após o nascimento e atinge o 
pico em aproximadamente 5 dias. Em caso de doença hemolítica do 
recém-nascido, o nível de bilirrubinas continua a aumentar. Isso, em 
geral, provoca dificuldade na diferenciação entre a icterícia fisiológica e 
a doença hemolítica do recém-nascido. Lactentes apresentam uma gli- 
cemia mais baixa que os adultos por causa de sua baixa reserva de glico- 
gênio. Com o crescimento esquelético e o desenvolvimento muscular, 
os níveis de fosfatase alcalina sérica e creatinina também aumentam 
respectivamente. O nível alto de ácido úrico observado no recém-nas- 
cido diminui nos primeiros 10 anos de vida e, em seguida, aumenta, em 
especial nos meninos, até os 16 anos de vida (Young, 2001). A maioria 
dos constituintes séricos permanece constante durante a vida adulta 
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26 até o inicio da menopausa nas mulheres e a idade média nos homens. 


Um aumento de aproximadamente 2 mg/dL (0,02 mmol/L) por ano 
no colesterol total e no triglicerideos até a meia-idade foi relatado. O 
aumento de colesterol observado em mulheres na pós-menopausa foi 
atribuído a uma diminuição do nivel de estrogênios. O nível de ácido 
úrico atinge o pico em torno dos 20 anos, mas somente atinge o pico 
nas mulheres na meia-idade. O idoso secreta menos tri-iodotironina, 
paratormônio, aldosterona e cortisol. Após os 50 anos, os homens 
apresentam uma diminuição da taxa de secreção e da concentração de 
testosterona, e as mulheres apresentam um aumento de gonadotropi- 
nas hipofisárias, em especial de FSH (Young, 2001). 

Sexo. Após a puberdade, em geral os homens apresentam níveis mais 
elevados de fosfatase alcalina, aminotransferase, creatina quinase e 
aldolase que as mulheres. Isso se deve à maior massa muscular dos 
homens. As mulheres apresentam níveis séricos mais baixos de magné- 
sio, cálcio, albumina, hemoglobina, ferro e ferritina. À perda sanguínea 
menstrual contribui para o valor mais baixo de ferro (Young, 2001). 


Coleta de amostras 


A solicitação do exame 


Em geral, exames laboratoriais são solicitados eletronicamente (p. 
ex., pelo computador) ou por escrito (p. ex., requisição em papel). Essa 
informação é comunicada por meio de uma solicitação por escrito ou 
por um computador. A solicitação computadorizada online é o meio 
com menor risco de erros para a solicitação de exames laboratoriais. 
O médico inicia a solicitação de um exame laboratorial preenchendo 
uma requisição escrita dos exames laboratoriais desejados no prontuá- 
rio médico do paciente. Solicitações verbais são realizadas em situações 
de emergência e devem ser documentadas em uma forma padrão; após 
a coleta de sangue, deve ser preenchida uma solicitação laboratorial 
oficial ou computadorizada (Garza, 2002). À solicitação direta por par- 
te do médico e a consulta de resultados por meio de computadores em 
rede com interface cooperativa são abordagens realistas que permitem 
um cuidado imediato e acurado do paciente. Os dados demográficos 
do paciente incluem nome, sexo, idade, data de nascimento, data de 
admissão, data de solicitação de exames, número de registro hospitalar, 
número do quarto, médico e número de código de farmácia do médi- 
co. Sistemas de informação laboratorial computadorizados comuns 
atualmente nos laboratórios são utilizados para gerarem requisições e 
identificação de amostras. Alguns sistemas também geram requisições 
com o número de tubos e tipos de tubos necessários para a coleta. 

A maioria dos laboratórios facilita a solicitação de exames oferecen- 
do um sistema de informação médica escrito ou computadorizado que 
lista exames disponíveis, tipo de amostra exigido, método de coleta, 
cor do tubo de coleta de sangue utilizado, quantidade de sangue/líqui- 
do corporal exigida, tempo de resposta, intervalos de referência, códi- 
gos do exame, custos, informações diagnósticas etc. Todas as amostras 
devem ser identificadas claramente. Etiquetas de código de barra pré- 
impressas aplicadas após a identificação adequada do paciente e após 
a coleta da amostra evitam erros pré-analíticos de transcrição. Com 
frequência, o laboratório recebe solicitações de “adições”. São exames 
adicionais solicitados que devem ser realizados em uma amostra pre- 
viamente coletada. Ocorrem problemas quando a amostra não é do 
tipo adequado para a realização dos exames adicionais. Em geral, isso 
se deve à presença ou à ausência de um determinado anticoagulante ou 
aditivo. Todas as solicitações adicionais devem ser documentadas. 

Questões médico-legais incluem identificação adequada do pacien- 
te, identificação adequada da amostra e questões relativas ao consen- 
timento do paciente, à privacidade do paciente e à cadeia de custódia. 
Os laboratórios devem ter diretivas impressas claras sobre as questões 
acima. Além disso, deve haver diretivas sobre o que fazer quando um 
paciente recusa se submeter à coleta de sangue, o que fazer se a cole- 
ta de sangue for impossível, o que fazer se um paciente não estiver 
disponível e como agir diante de um paciente beligerante. O Health 
Insurance Portability and Accountability Act (HIPAA) aborda a segu- 
rança e a privacidade dos dados relativos à saúde e protege a confiden- 
cialidade de todas as informações contidas no prontuário dos pacien- 
tes, incluindo todos os dados laboratoriais. Os funcionários devem ser 
treinados a respeitar as normas do HIPAA. 


Horário de coleta 


Algumas vezes, as amostras devem ser coletadas em um horário espe- 
cífico. O não seguimento do horário programado pode levar a resul- 
tados e interpretação errados da condição do paciente. Os testes mais 
comuns dessa categoria referem-se às coletas ASAP e stat. Em inglês, 
ASAP significa “as soon as possible” (o mais breve possível) e stat signi- 
fica “imediatamente” (do latim statim). As definições exatas desses ter- 
mos variam de um laboratório a outro. Amostras stat devem ser coleta- 
das e analisadas de imediato. Elas têm a prioridade mais alta e em geral 
são solicitadas em departamentos de emergência e unidades de terapia 
intensiva (Strasinger, 2003). Coletas de amostras com horário progra- 
mado são solicitadas por várias razões, seja para monitorar alterações da 
condição de um paciente, para determinar o nível de um medicamento 
ou para mensurar quão bem uma substância é metabolizada. Por exem- 
plo, um médico pode desejar monitorar um marcador cardíaco para 
verificar se ele está aumentando ou diminuindo. Na monitoração tera- 
pêutica de um medicamento, podem ser solicitados seus níveis mínimo 
e máximo. À amostra para o nível mínimo reflete o nível mais baixo 
do medicamento no sangue e em geral é coletada 30 minutos antes da 
sua administração; a amostra para o nível máximo é coletada logo após 
a administração. O momento da coleta varia de acordo com o medi- 
camento. Fabricantes de medicamentos informam o período de tem- 
po que deve ser respeitado entre os horários de coleta para dosagens 
dos níveis mínimo e máximo. A mensuração de quão bem o organismo 
metaboliza a glicose inclui uma amostra pós-prandial (2 horas após a 
refeição) e/ou um teste de tolerância à glicose. Os resultados são com- 
parados com os obtidos com o paciente em jejum. Em um teste de tole- 
rância à glicose, múltiplas amostras são coletadas ao longo do tempo, 
uma amostra antes e várias após a administração de uma solução glico- 
sada padronizada. Esse exame é utilizado para o diagnóstico do diabetes 
melito, determinando quão bem o organismo metaboliza a glicose ao 
longo de um determinado período de tempo. 


Variáveis associadas à coleta 


Em caso de dificuldade de encontrar uma veia para flebotomia ou 
quando uma veia é transfixada, a amostra pode hemolisar. A hemólise 
também pode ser causada pelo uso de uma agulha muito pequena, pelo 
ato de puxar o êmbolo da seringa muito rapidamente, pela transferên- 
cia vigorosa do sangue para um tubo, pela agitação ou mistura vigorosa 
de tubos ou pela realização da coleta de sangue antes de o álcool secar 
no local de coleta. A hemólise esta presente quando a camada de soro 
ou de plasma torna-se rosa. Ela pode falsamente aumentar os consti- 
tuintes séricos como potássio, magnésio, ferro, lactato desidrogenase, 
fósforo, amônio e proteínas totais (Garza, 2002). A Tabela 3.3 apresen- 
ta alterações na concentração sérica (ou atividades) de determinados 
constituintes em decorrência da hemólise. 

Para evitar problemas de hemoconcentração e hemodiluição, o 
paciente deve sentar-se em posição supina por 15 a 20 minutos antes 
da coleta do sangue (Young, 2001). A aplicação prolongada do garro- 
te pode causar hemoconcentração, a qual aumenta a concentração das 
substâncias analisadas e dos componentes celulares. Ao utilizar tubos 
de coleta de sangue que contêm vários anticoagulantes/aditivos, é 
importante seguir a orientação adequada de coleta e misturar bem um 
tubo de sangue com anticoagulante após ele ser cheio. O erro na mis- 
tura de um tubo com um anticoagulante implicará a não coagulação 
de toda a amostra de sangue, e pequenos coágulos podem se formar. 
Isso pode acarretar contagem errônea de células. Se um coágulo estiver 
presente, ele também pode obstruir ou interferir no funcionamento de 
um analisador automatizado. É muito importante que o anticoagulan- 
te adequado para o exame solicitado seja utilizado. O uso de um anti- 
coagulante errado afetará muito os resultados dos exames. 

Cada tubo de coleta com um anticoagulante possui um código de cor 
específico do fabricante. O soro ictérico ou leitoso apresenta outros desa- 
fios na análise laboratorial. Quando o nível sérico de bilirrubinas apro- 
xima-se de 430 mmol/L (25 mg/L), podem-se observar interferências 
em dosagens de albumina (procedimento com ácido 4-hidroxiazoben- 
zeno-2-carboxilico [HABA]), colesterol (utilizando reagentes de cloreto 
de ferro) e proteínas totais (procedimento com biureto). Valores artifi- 
cialmente induzidos ocorrem em algumas determinações laboratoriais 


Tabela 3.3 Alterações nas concentrações séricas (ou nas atividades) de 
determinados constituintes em razão da lise de eritrócitos 


especiais e o tipo de recipiente. O não cumprimento de procedimen- 
tos específicos pode levar à rejeição da amostra. Tipo inadequado de 
amostra, preservativo errado, hemólise, lipemia, coágulos etc. são 


Constituinte Relação entre a Alteração da razões de rejeição. Além de ser onerosa e consumir tempo, a rejeição 
concentração (ou concentração (ou da amostra pode causar prejuízo ao paciente. Por essa razão, é essen- 
a atividade) nos da atividade) no aro cial treinar bem a equipe em todos os aspectos da coleta, do transpor- 
ertirócitos e a após lise de 1% de te e do processamento de amostras. A Tabela 3.4 apresenta uma lista 
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quando o nível de triglicerídeos (opacidade) está elevado por causa da 
absorvência luminosa de várias partículas lipídicas. O aspecto leitoso 
ocorre quando o nível sérico de triglicerídeos é superior a 4,6 mmol/L 
(400 mg/dL). A inibição de ensaios para amilase, urato, ureia, creatina 
quinase, bilirrubinas e proteínas totais pode ser observada. Para corrigir 
leituras artificiais de absorvência, procedimentos de “neutralização” (a 
amostra neutra contém soro, mas não apresenta um elemento crucial 
para completar o exame) ou métodos de dois comprimentos de onda 
podem ser utilizados. Um processo de neutralização pode não ser efetivo 
em alguns casos de turvação, e a ultracentrifugação pode ser necessária. 


Rejeição de amostra 


Todas as amostras devem ser coletadas, rotuladas, transporta- 
das e processadas de acordo com os procedimentos estabelecidos, 
que incluem o volume da amostra, a necessidade de manipulações 


mo sistema é recomendado para limitar a exposição do flebotomista a 
picadas de agulha acidentais. 

As tampas possuem um código de cor para diferenciar se o tubo 
contém um anticoagulante ou aditivo específico ou se ele é um 
tubo especial quimicamente limpo (p. ex., para determinações de 
chumbo ou ferro) ou um tubo simples sem aditivos. A Tabela 3.5 
apresenta uma lista dos anticoagulantes/aditivos mais utilizados 


Tabela 3.4 Razões para rejeição de amostra 


Hemólise/lipemia 

Coágulos presentes em uma amostra anticoagulada 

Amostra coletada com o paciente não estando em jejum quando o jejum para o 
exame é obrigatório 

Tubo de coleta de sangue inadequado 

Coleta de quantidade inadequada, volume incorreto 

Condições inadequadas de transporte (gelo para gasometria) 

Discrepâncias entre a requisição e a etiqueta da amostra 

Amostra sem identificação ou identificada erroneamente 

Amostra contaminada/recipiente com vazamento 
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Tabela 3.5 Cor do tubo e anticoagulante/aditivo 


Cor da tampa Anticoagulante/aditivo Tipo de amostra/uso Mecanismo de ação 





Vermelho (vidro) Nenhum Indisponível 
Vermelho (plástico/Hemogard) 


Lavanda (vidro) 


Soro/bioquimica e sorologia 
Ativador da coagulação de sílica 
Quelação (ligação) do cálcio 


Soro/bioquímica e sorologia 
Plasma/hematologia 


Ativador da coagulação 
K,EDTA na forma líquida 


Lavanda (plástico) K,EDTA/seco com spray Plasma/hematologia Quelação (ligação) do cálcio 

Rosa K,EDTA /seco com spray Plasma/banco de sangue Quelação (ligação) do cálcio 

Branco EDTA e gel Plasma/biologia molecular Quelação (ligação) do cálcio 

Azul-claro Citrato de sódio Plasma/coagulação Quelação (ligação) do cálcio 

Azul-claro Trombina e inibidor da tripsina de soja Plasma/coagulação Bom para produtos da degradação da fibrina 

Preto Citrato de sódio Plasma/VHS — hematologia Quelação (ligação) do cálcio 

Verde-claro/preto Heparina lítica e gel Plasma/bioquímica Inibe a formação de trombina 

Verde Heparina sódica, heparina lítica Plasma/bioquímica Inibe a formação de trombina 

Azul royal Heparina sódica, Na;EDTA Plasma/bioquimica/toxicologia A heparina inibe a formação de trombina 
Na,EDTA liga o cálcio 

Cinza Fluoreto de sódio e iodoacetato de lítio Plasma/glicemia Inibe a glicólise 

Amarelo Estéril com polianetolesulfonato de sódio (SPS) | Soro/cultura de microbiologia Ajuda na recuperação bacteriana inibindo 
complemento, fagócitos e certos antibióticos 

Amarelo Ácido dextrose acetato (ACD) Soro/banco de sangue, fenotipagem Preservativo de eritrócitos 


HLA e teste de paternidade 
Plasma/dosagem de chumbo 
Plasma/dosagem de chumbo 
Soro/bioquimica 
Soro/bioquímica 


Marrom (vidro) 
Marrom (plástico) 


Inibe a formação de trombina 
Quelação (ligação) do cálcio 


Heparina sódica 

K,EDTA 

Trombina 

Gel separador do ativador da coagulação 


Ativador da coágulo 
Ativador de coágulo de sílica 


Amarelo/cinza e laranja 
Vermelho/cinza e dourado 


lise 


* 


# 


a") 
Cc 
i 
£ 
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com base no código de cor das tampas dos tubos. Os tubos apre- 
sentam vários tamanhos, por exemplo, 2, 5, 7 ou 10 mL. O uso de 
anticoagulantes permite a análise de amostras de sangue total ou de 
constituintes do plasma obtidos por centrifugação e separação do 
plasma. O plasma contém fibrinogênio, o qual não está presente no 
soro. Muitos laboratórios substituíram tubos de vidro por tubos de 
plástico para minimizar a exposição a riscos biológicos (p. ex., san- 
gue) e vidro quebrado; diminuir o custo de descarte de resíduos 
com risco biológico; e cumprir as políticas da Occupational Safety 
and Health Administration (OSHA), que exigem a substituição. Essa 
troca do vidro pelo plástico levou a uma modificação na ordem da 
coleta. Historicamente, tubos com aditivos, incluindo aqueles com 
gel, eram coletados após o tubo citrato (tampa azul), para evitar a 
interferência nas mensurações da coagulação. A ordem da coleta 
era: tubos de hemocultura, tubos com tampa vermelha sem aditivos, 
tubos de coagulação (citrato) e, sequencialmente, tubos aditivos com 
gel, heparina, ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e oxalato/ 
fluoreto. Agora que tubos de coleta de sangue são utilizados, a ordem 
de coleta foi revisada (Tab. 3.6). Tubos de soro de plástico, com ou 
sem um ativador de coagulação ou separador gel, são coletados após 
o tubo citrato e antes de outros tubos com aditivos, embora uma dis- 
posição nas políticas do National Committee for Clinical Laboratory 
Standards (NCCLS) (H3-A5) permita a opção de coletar em tubos de 
vidro de soro sem aditivo antes do tubo citrato (Ernst, 2004). 


Anticoagulantes e aditivos 


O EDTA é o anticoagulante de escolha para a contagem de células 
sanguíneas e para a morfologia celular. Ele está disponível nos tubos 
com tampa lavanda como um líquido ou uma forma de sal di ou 
tripotássico seco com spray (K,EDTA em plástico, seco com spray e 
K;EDTA na forma líquida em tubos de vidro). O K,EDTA é um liqui- 
do e diluirá a amostra a ~1 a 2%. O K;EDTA é seco com spray sobre as 
paredes do tubo e não dilui a amostra. Tubos com tampa rosa também 
contêm EDTA. O EDTA é K,EDTA seco com spray. Os tubos rosas 
são utilizados na imuno-hematologia para a tipagem ABO, tipagem 
Rh e detecção de anticorpos. Esses tubos possuem um rótulo especial 
de crossmatch para informações exigidas pela American Association of 
Blood Banks (AABB) e aprovada pela FDA para as coletas de banco de 
sangue. Tubos com tampa branca também contêm EDTA e gel. Eles 
são mais utilizados para exames de biologia molecular. Para exames de 
coagulação, um tubo com tampa azul claro, contendo 0,105 ou 0,129 
M (3,2 e 3,8%) de citrato de sódio, é comumente utilizado porque ele 
preserva os fatores de coagulação lábeis. Tubos com tampa preta tam- 
bém contêm citrato de sódio tamponado e, em geral, são utilizados 
para a velocidade de hemossedimentação (VHS) Westergren. Eles dife- 
rem dos tubos com tampa azul-clara na relação sangue:anticoagulante. 
Nos tubos com tampa preta, a relação é de 4:1, enquanto nos tubos 
com tampa azul-clara ela é de 9:1. 

A heparina, um ácido mucoitina polissulfúrico, é um anticoagulante 
efetivo em pequenas quantidades e sem efeito significativo sobre muitas 
determinações. A heparina foi originalmente isolada de células hepá- 
ticas por cientistas que buscavam um anticoagulante que poderia agir 
com segurança em humanos. A heparina está disponível como heparina 
lítio (LiHep) e heparina sódica (NaHep) em tubos com tampa verde. A 
heparina acelera a ação da antitrombina III, neutralizando a trombina e 
prevenindo a formação de fibrina. A heparina apresenta uma vantagem 
em relação ao EDTA como anticoagulante: ela não afeta os níveis de 
ions (p. ex., cálcio). No entanto, ela pode interferir em alguns imunoen- 
saios. A heparina não deve ser utilizada para exames de coagulação ou 
hematológicos. O plasma heparinizado é preferido para a dosagem de 
potássio para se evitar uma elevação decorrente da liberação de potássio 
das plaquetas quando o sangue coagula (Garza, 2002). A heparina lítio 
pode ser utilizada para a maioria dos exames bioquímicos, exceto para 
a dosagem de lítio e folato. Para o lítio, pode ser usado um tubo com 
heparina sódica com tampa azul real, Na,EDTA. A heparina sódica não 
pode ser utilizada para a dosagem de sódio, mas ela é recomendada para 
a dosagem de oligoelementos e chumbo e para exames toxicológicos. A 
heparina sódica é a forma injetável usada para a terapia anticoagulante. 

Tubos com tampa cinza em geral são utilizados para a dosagem de 
glicose porque eles contêm um preservativo ou agente antiglicolítico 


Tabela 3.6 Ordem de coleta: tubo evacuado e seringa 


. Tubos de sangue-cultura (amarelo) 

. Tubo de sódio-citrato (tampa azul) 

. Tubos de soro com ou sem ativador de coágulo ou gel separador 
. Tubos com heparina com ou sem gel (tampa verde) 

. Tubos com EDTA (tampa lavanda) 

. Tubos com inibidor glicolítico (tampa cinza) 
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(p. ex., fluoreto de sódio e iodoacetato de lítio). O fluoreto de sódio 
previne a glicólise por 3 dias, e o iodoacetato a previne por 24 horas 
(Strasinger, 2003). Na septicemia bacteriana, a inibição da glicólise 
pelo fluoreto não é adequada nem eficaz na preservação da concen- 
tração de glicose. 

Tubos com tampa vermelha não possuem aditivo, por isso o sangue 
coletado neles coagula. Os tubos com tampa vermelha são utilizados 
para a maioria dos exames bioquímicos, banco de sangue e imu- 
nologia. Tubos com separador de soro integrado estão disponíveis 
para isolamento do soro do sangue total. Durante a centrifugação, o 
sangue é forçado para o interior de um gel tixotrópico localizado na 
base do tubo. O gel sofre uma alteração temporária da viscosidade 
durante a centrifugação e aloja-se entre as células concentradas e a 
camada superior de soro (Strasinger, 2003). Tubos de tamanho pedi- 
átrico também estão disponíveis. As vantagens dos tubos com sepa- 
rador de soro são: (1) facilidade de uso, (2) menor tempo de pro- 
cessamento por meio da ativação do coágulo, (3) maior produção de 
soro, (4) liberação mínima de aerossóis potencialmente perigosos, 
(5) apenas uma etapa de centrifugação, (6) uso do mesmo tubo no 
qual a amostra do paciente foi coletada e (7) facilidade de uma única 
identificação. Uma vantagem única é que as amostras centrifugadas 
podem ser transportadas sem prejudicar a separação. Alguns tubos 
com separador de soro com sílica gel podem dar origem a partículas 
minúsculas, que podem causar problemas de fluxo durante a análise. 
A filtração do soro resolve o problema. 

Existem alguns tubos especializados. Tubos com tampa de cor ver- 
melha/cinza e dourada contêm um ativador de coágulo e gel separa- 
dor. Esses tubos são denominados tubos separador de soro e são usa- 
dos sobretudo em exames bioquímicos. 

Amostras para monitoração de medicamentos não devem ser 
coletadas em tubos que contêm gel separador, porque alguns géis 
absorvem certos fármacos, provocando resultados falsamente baixos. 
Diminuições significativas de níveis de fenitoína, fenobarbital, lido- 
caína, quinidina e carbamazepina foram relatadas durante a coleta 
de amostras em tubos Vacutainer SST, enquanto não foram obser- 
vadas alterações nos níveis de teofilina e salicilato. O armazenamen- 
to em tubos de coleta padrão Vacutainer com tampa vermelha sem 
gel separador não afetou a mensuração do nível dos medicamentos 
acima citados (Dasgupta, 1994). Estudos indicam que essa absorção é 
dependente do tempo e, por essa razão, a velocidade de processamen- 
to minimiza a absorção. Os géis de acrílico não apresentam problemas 
de absorção associados aos géis de silicone e poliéster (Garza, 2002). 
Estudos de tubos Vacutainer SST II indicam que a maior parte dos 
medicamentos mantém-se estável por 24 horas com o novo gel. Os 
tubos SSt II relatam que eles são efetivos na coleta de sangue para a 
monitoração de fármacos (Bush, 2001). 

Tubos com géis não são utilizados para exames de banco de san- 
gue ou exames imunológicos porque o gel pode interferir nas reações 
imunológicas (Strasinger, 2003). O tempo de coagulação para tubos 
que usam separador gel é de aproximadamente 30 minutos, enquanto 
os tubos que possuem dois ativadores de coágulo (p. ex., trombina) 
coagularão em 5 minutos. Tubos simples sem aditivos com tampa 
vermelha levam aproximadamente 60 minutos para coagular por 
completo (Strasinger, 2003). 

Anticoagulantes podem afetar o transporte de água entre as células e 
o plasma e, como consequência, podem alterar o tamanho das células 
e a concentração de constituintes plasmáticos. Anticoagulantes oxala- 
to podem reduzir o tamanho de eritrócitos e, por essa razão, o sangue 
anticoagulado com oxalato não pode ser utilizado para se mensurar 


o hematócrito. A combinação amônio/oxalato de potássio não tem o 
mesmo efeito. O EDTA, o citrato e o cálcio causam quelação do oxalato 
e, como consequência, reduzem o nível de cálcio. O fluoreto, utilizado 
para a determinação da glicose, previne a glicólise formando um com- 
plexo iônico com o Mg** e, dessa forma, inibe a enzima enolase que 
depende do Mg** (Young, 2001). A Tabela 3.7 apresenta uma lista de 
anticoagulantes/aditivos e seus efeitos sobre vários exames de sangue. 


Dispositivos de coleta de sangue 


O sistema de coleta de sangue mais comum utiliza um vácuo para 
coletar sangue em um recipiente. Ele consiste em um tubo de coleta a 
vácuo com código de cor, uma agulha com duas pontas e um adapta- 
dor/mandril. Tubos pequenos estão disponíveis para coleta de amostras 
de pacientes pediátricos e geriátricos. O recipiente de coleta de sangue 
suporta vários tamanhos (gauge) de agulhas para coleta de sangue. O 
tamanho das agulhas varia de grande (16 gauge) a pequeno (23 gauge). 
Existem vários tipos de mandril destinados a ejetar a agulha após o uso. 
Políticas recentes da OSHA exigem que os adaptadores sejam descarta- 
dos com a agulha utilizada (OSHA: Needlestick Safety Prevention Act, 
2002). Existem introdutores pediátricos para adaptadores; eles aco- 
modam o menor diâmetro dos tubos de coleta de sangue pediátricos. 
Também existe uma variedade de agulhas de segurança que cobrem a 
agulha após o uso ou retraem-na antes de ser descartada. 

Agulhas do tipo butterfly podem ser utilizadas para coletar sangue de 
veias muito pequenas. Os tamanhos das agulhas butterfly são 21, 23 e 25 
gauge. Essas agulhas possuem asas plásticas fixadas na extremidade que 
ajudam na sua inserção em uma veia pequena. O tubo é fixado à extre- 
midade proximal da agulha, que termina com um adaptador para cone- 
xão a uma seringa ou a um recipiente de coleta a vácuo. Todo esforço 
deve ser feito para proteger o flebotomista contra uma picada causada 
por uma agulha usada ao fazer uso de uma do tipo butterfly. 

O sangue coletado em uma seringa pode ser transferido para um 
tubo a vácuo. Existem dispositivos especiais de segurança para serin- 
ga com o objetivo de evitar o contato desnecessário com a amostra 
de sangue. Se o sangue necessitar de anticoagulação, a velocidade 
torna-se um fator importante, e o sangue deve ser transferido antes 
que comece a formação de coágulo. Após o sangue ser transferido, a 
amostra deve ser bem misturada no tubo com anticoagulante para 
evitar a formação de pequenos coágulos. 

Várias peças adicionais são necessárias para o equipamento de fle- 
botomia. Um garrote, usualmente uma faixa de látex ou um pedaço 
de tubo, é utilizado para ocluir a veia antes da coleta de sangue, e 
ele é descartado após cada flebotomia. As políticas da OSHA orien- 
tam que luvas sejam utilizadas para a realização de uma flebotomia e 
que sejam descartadas após o atendimento a cada paciente. As luvas 
estão disponíveis em vários tamanhos e são feitas de vários materiais 
para evitar a sensibilidade ao látex apresentada por alguns indiví- 
duos. Outros suprimentos incluem gazes, lenços umedecidos com 
álcool ou iodo para desinfecção do local de punção e um Band-Aid 
para prevenir o sangramento após a flebotomia. 


Armazenamento e preservação do sangue 


Durante o armazenamento, a concentração de um constituinte san- 
guíneo na amostra pode mudar em decorrência de vários processos, 
incluindo a adsorção aos tubos de vidro ou plástico, a desnaturação 
proteica, a evaporação de compostos voláteis, o movimento de água 
para o interior das células, resultando em hemoconcentração do soro 
e do plasma, e a atividade metabólica contínua de leucócitos e eritró- 
citos. Essas alterações ocorrem, em graus variados, na temperatura 
ambiente e durante a refrigeração ou o congelamento. As exigências 
de armazenamento variam muito de acordo com a substância que 
deverá ser analisada. 

Estudos da estabilidade demonstraram que ocorrem alterações clini- 
camente importantes do analito quando o soro ou o plasma permanece 
em contato prolongado com as células sanguíneas. Após a separação das 
células sanguíneas, os analitos apresentam a mesma estabilidade no plas- 
ma e no soro quando armazenados sob as mesmas condições. A concen- 
tração de glicose no soro e no plasma não separado diminui rapidamen- 
te nas primeiras 24 horas e de forma mais lenta a seguir. Essa diminuição 
é mais pronunciada no plasma. O nível de lactato eleva-se quando um 


Tabela 3.7 Efeito de anticoagulante/aditivo sobre vários testes 


sanguíneos 
Aditivo Teste Efeitos 
EDTA Fosfatase alcalina Inibe 
Creatina quinase Inibe 
Leucina aminopeptidase Inibe 
Calcio e ferro Diminuem 
TPeTIP Aumentam 
Sódio e potássio Aumentam 
Agregação plaquetária Previne 
Oxalato Fosfatase ácida Inibe 
Fosfatase alcalina Inibe 
Amilase Inibe 
LDH Inibe 
Cálcio Diminui 
Sódio e potássio Aumentam 
Morfologia celular Distorce 
Citrato ALT, AST Inibe 
Fosfatase alcalina Inibe 
Fosfatase ácida Estimula 
Amilase Diminui 
Cálcio Diminui 
Sódio e potássio Aumentam 
Fatores da coagulação lábeis Preservam 
Heparina Tri-iodotironina Aumenta 
Tiroxina Aumenta 
TReTIP Aumentam 
Corante de Wright Causa fundo azul 
Lítio (somente tubos LiHep) Aumenta 
Sódio (somente tubos NaHep) Aumenta 
Fluoretos Fosfatase ácida Diminui 
Fosfatase alcalina Diminui 
Amilase Diminui 
Creatina quinase Diminui 
ALT e AST Diminuem 
Morfologia celular Distorce 


aumento maior é observado no plasma em relação ao soro. O nivel de 
cloreto e a concentração de dióxido de carbono total (tCO,) mostram 
uma diminuição constante ao longo de 56 horas, com o grau de altera- 
ção mais pronunciado no plasma. Foi relatado que o K” é estável por até 
24 horas e, em seguida, ocorre um aumento rápido. O grau de alteração 
é discretamente mais pronunciado no plasma. Considerando-se os para- 
metros clínicos, o soro e o plasma não separados produzem aumentos 
significativos nos níveis de bilirrubinas totais, sódio, ureia, nitrogênio, 
albumina, cálcio, magnésio e proteínas totais. Essas alterações são atri- 
buídas ao movimento de água para o interior das células após 24 horas, 
resultando em hemoconcentração (Boyanton, 2002). Outros estudos 
observaram que o potássio, o fósforo e a glicose são os analitos menos 
estáveis no soro não removido do coágulo em 30 minutos. Foi observada 
a instabilidade após 6 horas de albumina, bicarbonato, cloreto, peptídeo 
C, HDL-colesterol, ferro, LDL-colesterol e proteínas totais quando o 
soro não foi separado do coágulo (Zhang, 1998). 

Quando o soro e o plasma não são removidos das células, lipídeos 
(p. ex., colesterol) e algumas enzimas aumentam ao longo do tempo, 
com uma alteração mais pronunciada no plasma que no soro. A ati- 
vidade da lactato desidrogenase aumenta continuamente ao longo de 
56 horas. Foi observado que transaminases e creatina quinase perma- 
necem estáveis ao longo de 56 horas. Foi observado que a atividade 
da y-GT no plasma, com ou sem contato prolongado com células, é 
27% menor que no soro na primeira meia hora. No entanto, a ativida- 
de plasmática da y-GT sofre um aumento constante com a exposição 
prolongada às células. A creatinina aumenta 110% no plasma e 60% 
no soro após 24 horas (Boyanton, 2002). 

O soro e o plasma podem produzir resultados significativamente 
diferentes de uma análise. Por exemplo, quando os resultados da dosa- 
gem de paratormônio no soro e no plasma com EDTA de amostras 
congeladas em 30 minutos após a coleta são comparados, os resultados 
do plasma com EDTA são significativamente mais altos (> 19%) que 
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aqueles obtidos no soro (Omar, 2001). O efeito dos ciclos de congela- 
mento-descongelamento sobre a estabilidade dos constituintes é uma 
consideração importante. Em amostras de plasma ou soro, os cristais 
de gelo formados causam efeitos de cisalhamento que destroem a 
estrutura molecular, em particular de grandes moléculas proteicas. O 
congelamento lento permite a formação de cristais maiores, produzin- 
do efeitos de degradação mais sérios. Portanto, o congelamento rápido 
é recomendado para a estabilidade ideal. 


Importância de políticas e procedimentos 


É essencial que sejam estabelecidas políticas relativas à flebotomia 
e procedimentos específicos para a instituição e que incluem: padrões 
de pessoal com qualificações, código de vestimenta e procedimentos de 
avaliação; protocolos de segurança incluindo recomendações de imuni- 
zação, precauções universais, informações sobre acidentes com agulha 
e objetos pontiagudos, equipamentos de proteção individual; procedi- 
mentos de solicitação de exames; identificação, confidencialidade e pre- 
paro do paciente e registro de problemas encontrados durante a coleta 
de sangue; seleção do local de punção e áreas que devem ser evitadas 
(lado de uma mastectomia, área edematosa, área queimada ou com cica- 
triz etc.); anticoagulante e cor do tubo; ordem da coleta; requerimen- 
tos especiais para pacientes em isolamento; e transporte de amostras. O 
laboratório deve ter todas as políticas do CDC, CAP, NCCLS, OSHA e 
JCAHO, assim como outras regulamentações governamentais pertinen- 
tes a testes laboratoriais. Todos os funcionários devem ser treinados em 
relação aos procedimentos de segurança, e um plano de controle escrito 
de exposição a agentes hematógenos deve estar disponível. No Capítulo 
1 há uma análise mais completa sobre a segurança. A OSHA (OSHA: 
Bloodborne Pathogens Standard) concluiu que a melhor prática para 
a prevenção de lesões por agulha após uma flebotomia é o uso de um 
dispositivo com proteção contra lesão conectado ao mandril do tubo de 
coleta de sangue e o descarte imediato de todo o sistema após a coleta de 
sangue de cada paciente (OSHA, 2001). Informações sobre a prevenção 
da exposição podem ser encontradas na Exposure Prevention Informa- 
tion Network (EPINet), uma base de dados coordenada pelo Interna- 
tional Healthcare Worker Safety Center da Universidade de Virgínia 
(http://www healthsystem.virginia.edu/Internet/epinet/). Além disso, a 
OSHA exige que os empregadores disponibilizem recipientes resistentes 
à perfuração e ao vazamento, que podem ser fechados e identificados e 
com código de cor. Os recipientes devem possuir uma abertura que seja 
grande o suficiente para que o conjunto inteiro de coleta de sangue (1. 
e. tubo de sangue, mandril e agulha) consiga passar. Esses recipientes 
devem ser de fácil acesso para os funcionários, na área próxima à área de 
uso e, se os funcionários passam de um local a outro (p. ex., de um quar- 
to a outro), eles devem ter à disposição um recipiente para objetos per- 
furantes convenientemente colocado em cada local/instalação. Os fun- 
cionários devem manter um registro de lesões por objetos pontiagudos 
para registrar lesões percutâneas com objetos perfurantes contaminados 
e, ao mesmo tempo, proteger a confidencialidade do funcionário lesado. 


Técnicas de coleta de sangue 


A Tabela 3.8 apresenta um sumário da técnica de coleta de sangue 
venoso (CLSI H3-A5, 2003). 


Punção arterial 


Punções arteriais são tecnicamente mais difíceis de serem reali- 
zadas que punções venosas. A maior pressão nas artérias dificulta 
a interrupção do sangramento, com o desenvolvimento indesejado 
de um hematoma. Em ordem de preferência, as artérias radial, bra- 
quial e femoral podem ser selecionadas. Locais inaceitáveis são as 
áreas irritadas, edematosas, próximas a uma ferida ou em uma área 
em que existe um shunt ou uma fistula arteriovenosa (AV) (McCall, 
1993). O espasmo arterial é uma constrição reflexa que restringe o 
fluxo sanguíneo com possíveis consequências graves sobre a circula- 
ção e a perfusão tissular. A punção da artéria radial pode ser dolorosa 
e associada a sintomas como dor, latejamento, sensibilidade, sensa- 
ção de picada e caimbra. Algumas vezes, não é prático ou possível a 
obtenção de sangue arterial de um paciente para a realização de uma 
gasometria. Nessas circunstâncias, uma outra fonte de sangue deve 


Tabela 3.8 Técnica de punção venosa 


1. Verificar se as etiquetas impressas estão de acordo com as requisições. 
Checar a pulseira de identificação do paciente e compará-la com as etiquetas 
e os formulários de requisição. Perguntar ao paciente o seu nome completo 
2. Quando a amostra deve ser coletada em jejum, confirmar se a solicitação de 
jejum foi seguida 
3. Posicionar o paciente adequadamente. Reunir equipamentos e suprimentos 
4. Pedir ao paciente que cerre o punho. Selecionar uma veia adequada para 
punção. Limpar o local da punção venosa. Permitir a secagem da área. Apli- 
car um torniquete vários centímetros acima do local de punção 
5. Fixar firmemente a veia 
6. Penetrar a agulha na pele em um ângulo de aproximadamente 15 graus em 
relação ao membro superior, com o bisel da agulha virado para cima 
a. Seguir o trajeto da veia com a agulha 
b. Inserir a agulha suave e rapidamente para minimizar o desconforto do 
paciente | 
c. Se for utilizar uma seringa, recuar o êmbolo lentamente com uma tensão 
homogênea enquanto o sangue flui para o interior da seringa. Não recuar 
o êmbolo muito rapidamente para evitar a hemólise ou o colapso da veia 
d. Se for utilizar um sistema evacuado, assim que a agulha estiver na veia, 
liberar o tubo ao máximo para a frente no suporte, segurando firmemente 
o suporte da agulha no local. Quando o tubo estiver cheio, removê-lo 
segurando a sua extremidade e tracionando-o delicadamente 
7. Liberar o torniquete quando o sangue começar a fluir. Nunca remover a 
agulha sem antes remover o torniquete 
8. Remover a agulha e, em seguida, aplicar uma pressão sobre o local. Sobre 
uma bola de algodão ou uma gaze, aplicar uma fita adesiva para interromper 
o sangramento e evitar a formação de hematoma 
9, Misturar e inverter tubos com anticoagulante. Não sacudir o tubo. Verificar 
a condição do paciente. Descartar materiais contaminados em recipientes 
adequados (recipiente para materiais cortantes) utilizando as Precauções 
Universais 
10. Rubricar as etiquetas e registrar o horário de coleta das amostras 
11. Encaminhar tubos de sangue para a seção adequada do laboratório ou para a 
área central de recepção e processamento 


ser obtida, reconhecendo-se que o sangue arterial provê um resulta- 
do mais acurado. Embora seja mais fácil obter o sangue venoso, ele 
em geral reflete a condição ácido-básica de uma extremidade, e não 
do corpo como um todo. 

Antes de o sangue ser coletado de uma artéria radial (no punho), 
deve-se realizar o teste de Allen modificado (Tab. 3.9) para determi- 
nar se a artéria ulnar pode prover uma circulação colateral para a mão 
após a punção da artéria radial. 

As artérias radial e braquial são as preferidas para punção arterial. A 
artéria femoral é relativamente grande e fácil de ser puncionada, mas 
deve-se ter um cuidado especial em indivíduos mais velhos porque ela 
pode sangrar de maneira mais fácil que a artéria radial ou braquial. 
Como o local de sangramento é escondido pelas cobertas, ele pode 
passar desapercebido até o sangramento ser maciço. 

A artéria radial é mais difícil de ser puncionada, mas a ocorrência 
de complicações é menos frequente. As principais complicações da 
punção arterial incluem a trombose, hemorragia e possível infecção. 
Quando realizada de modo correto, não são relatadas complicações 
importantes, com exceção de possíveis hematomas. 


Técnica de punção arterial 


A artéria a ser puncionada é identificada por sua pulsação e lim- 
pa com solução aquosa de isopropanol a 70% seguida por iodo. Uma 
punção arterial sem anestesia permite a mensuração adequada do PH 
e da PCO, em repouso, apesar de ser possível a ocorrência de um erro 
teórico decorrente da hiperventilação do paciente por causa da dor da 
punção arterial. O uso de agulha tipo butterfly não é recomendado. O 
uso de uma agulha 19 gauge em vez de uma 25 gauge não causa varia- 
ção superior a | mmHg na PCO, nem na PO,. A quantidade de antico- 
agulante deve ser de 0,05 mL de heparina líquida (1.000 Ul/mL) para 
cada mililitro de sangue. O uso de muita heparina é provavelmente 


Tabela 3.9 Teste de Allen modificado 


1. Solicitar ao paciente que cerre o punho e ocluir as artérias ulnar (oposta ao 
lado do polegar) e radial (mais próxima do polegar), comprimindo-as com dois 
dedos 

2. Pedir ao paciente que abra a mão e observar se a palma da mão tornou-se 
pálida 

3. Liberar a pressão apenas sobre a artéria ulnar (mais distante do polegar) e obser- 
var se ocorre retorno do sangue. A palma deve se tornar perfundida com sangue. 
A perfusão adequada é um teste positivo que indica que o sangue arterial pode 
ser coletado da artéria radial. O sangue não deve ser coletado em caso de teste 
negativo. Consequências graves podem ocorrer se esse procedimento não for 
realizado e pode acarretar perda da mão ou de sua função 


o erro pré-analítico mais comum na realização da gasometria (Gar- 
za, 2002). A Tabela 3.10 apresenta o procedimento de punção arterial 
(CLSI H11-A4, 2004). 


Punção cutânea 


A punção cutânea é o método de escolha para pacientes pediátricos, 
em especial para os lactentes. A grande quantidade de sangue necessá- 
ria por meio de repetidas punções venosas pode causar anemia iatrogê- 
nica, especialmente em prematuros. A punção de veias profundas em 
pacientes pediátricos também pode causar, em raros casos, (1) parada 
cardíaca, (2) hemorragia, (3) trombose, (4) venoconstrição seguida 
por gangrena de uma extremidade, (5) lesão de órgãos ou tecidos pun- 
cionados acidentalmente e (6) infecção. Veias acessíveis em crianças 
doentes devem ser reservadas com exclusividade para a terapia paren- 
teral. A punção cutânea é útil em adultos com (1) obesidade extrema, 
(2) queimaduras graves e (3) tendência à trombose. A punção cutânea 
é, com frequência, preferida em pacientes geriátricos, porque a pele é 
mais fina e menos elástica. Como resultado, é maior a possibilidade de 
ocorrer um hematoma em decorrência de uma punção venosa. 

Em recém-nascidos, a punção cutânea é utilizada com frequência 
para a coleta de uma amostra para a dosagem de bilirrubinas. Exames 
de investigação de erros inatos do metabolismo e de tempo de sangra- 
mento também são realizados com sangue coletado por meio de pun- 
ção venosa. A normalização do procedimento de tempo de sangramen- 
to que controla a pressão arterial e a profundidade do stick é essencial 
para obter informações úteis. Punções do calcanhar são mais utilizadas 
para a investigação de doenças metabólicas. Em populações pediátri- 
cas mais velhas, é possível coletar sangue do lobo da orelha, mas em 
recém-nascidos e lactentes, não é prático coletar sangue dessa região 
e, por essa razão, o sangue do calcanhar é mais utilizado. Uma picada 
profunda no calcanhar é feita na extremidade distal da eminência cal- 
canear após um período de exposição de 5 a 10 minutos à água morna. 
O melhor método para a coleta de sangue para gasometria no recém- 
nascido ainda é o cateter de demora de artéria umbilical. A Tabela 3.11 
apresenta as etapas de uma punção cutânea (CLSI H4-A5, 2004). 


Dispositivos de acesso venoso central 


Dispositivos de acesso venoso central permitem o acesso imediato à 
circulação do paciente, eliminando múltiplas flebotomias, e são parti- 
cularmente úteis na terapia intensiva e em condições cirúrgicas. Cate- 
teres de demora são inseridos de maneira cirúrgica na veia cefálica ou 
nas veias jugular interna, subclávia ou femoral e podem ser utilizados 
para coleta de sangue, administração de medicamentos, hemoderiva- 
dos e nutrição parenteral total. A monitoração intra-arterial contínua 
e em tempo real dos gases sanguíneos e da condição acidobásica tem 
sido realizada com canais de fibra óptica contendo analitos químicos 
fluorescentes e absorventes (Smith, 1992). 


Técnica de coleta por meio de 
acesso venoso central 

Amostras de sangue coletadas por meio de cateteres podem ser con- 
taminadas com qualquer coisa que tenha sido administrada ou infun- 
dida via cateter. A solução (em geral heparina) utilizada para manter a 
permeabilidade da veia também deve ser eliminada antes da coleta de 


Tabela 3.10 Procedimento de punção arterial 


1, Preparar a seringa para gasometria arterial de acordo com os procedimentos 
estabelecidos. A agulha (18-20 gauge para a artéria braquial) deve perfurar a 
pele em um ângulo de aproximadamente 45 a 60 graus (90 graus para a artéria 
femoral) de maneira lenta e deliberada. É necessário um certo grau de dorsi- 
flexão do punho em relação à artéria radial, para a qual é utilizada uma agulha 
23 a 25 gauge. À pulsação do sangue na seringa confirma que ela encherá 
somente pela pressão arterial. Quando o êmbolo for recuado e o ar for aspi- 
rado, remover a seringa de imediato 

2. Após a coleta de amostra de sangue, rodar a seringa delicadamente, mistu- 
rando o sangue e a heparina. Colocar em água gelada (ou outro agente refrige- 
rante que manterá uma temperatura de 1-5ºC) para minimizar o consumo de 
oxigênio dos leucócitos. Após a punção arterial, deve-se realizar uma com- 
pressão com gaze estéril sobre o local da punção durante no mínimo 2 minu- 
tos e preferivelmente 5 minutos (cronometrados). Aplicar um curativo adesivo 


Tabela 3.11 Técnica de punção cutânea 


1. Selecionar um local adequado para punção. Para lactentes, o mais comum é 
a superfície lateral ou medial do calcanhar. Em crianças maiores, a superfície 
palmar da extremidade do segundo, do terceiro ou do quarto dedo da mão 
pode ser utilizada. Outros locais de punção cutânea são a superfície plantar do 
hálux, a face lateral de um dedo (adjacente à unha) e o lobo da orelha. O local 
de punção não deve apresentar edema nem deve ter sido puncionado anterior- 
mente 

2. Aquecer o local da punção com uma toalha aquecida e úmida. A temperatura 
deve ser inferior a 42°C. Isso aumenta o fluxo sanguíneo através das arteríolas 
e capilares e resulta em um sangue arterial enriquecido 

3. Limpar o local da punção com uma solução aquosa de isopropanol a 70%. 
Permitir a secagem da área. Não tocar a área limpa com qualquer objeto não 
estéril 

4. Realizar a punção com uma lanceta estéril ou outro dispositivo de punção 
cutânea, utilizando um único movimento intencional quase perpendicular à 
superfície cutânea. Para a punção calcanear, segurar o calcanhar com o dedo 
indicador no arco e o polegar no tornozelo, próximo ao local da punção. Se 
utilizar uma lanceta, a lâmina não deve ser maior do que 2,4 mm para evitar a 
lesão do calcâneo 

5. Descartar a primeira gota de sangue, removendo-a com uma gaze estéril. 
Regular o fluxo sanguíneo por meio de uma pressão delicada com o polegar. 
Não “ordenhar” o local, porque isso pode causar hemólise e introduzir líquido 
tissular em excesso | 

6. Coletar a amostra em um recipiente adequado por meio da ação capilar. 
Existem sistemas fechados para coleta de sangue não anticoagulado e com 
aditivos para análise de sangue total. Micropipetas descartáveis de extremidade 
aberta e orifício estreito são mais utilizadas para volumes de 200 pL. Existem 
micropipetas heparinizadas e não heparinizadas. Utilizar o anticoagulante 
adequado para o exame solicitado. Misturar a amostra quando for necessário 

7. Aplicar pressão e descartar o dispositivo de punção 

8. Identificar o recipiente de amostra, indicando a data, o horário de coleta e os 
dados do paciente 


9. Indicar no relatório que os resultados dos exames provêm de punção cutânea 


sangue para análise. Uma quantidade suficiente de sangue (mínimo de 
2 a 5 mL) deve ser coletada para limpar o cateter, de modo que os dados 
laboratoriais sejam confiáveis. Portanto, é necessário um treinamento 
especializado antes de utilizar um cateter para a coleta de amostras de 
sangue. Para se obter uma amostra de sangue por meio de um cateter 
de demora, primeiramente são coletados e descartados 5 mL de líquido 
intravenoso. Em uma seringa separada, é coletada a quantidade necessá- 
ria de sangue para os exames laboratoriais solicitados. Uma técnica rigo- 
rosa de assepsia deve ser seguida para se evitar a contaminação do local 
e/ou do cateter. Mensurações da coagulação, por exemplo, tempo de 
protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA) e 
tempo de trombina (TT) são muito sensíveis à interferência da heparina. 
Por isso, volumes ainda maiores de sangue pré-coleta devem ser remo- 
vidos para que os resultados desses exames sejam aceitáveis. O volume 
adequado a ser descartado deve ser estabelecido por cada laboratório. 


31 





lise 


* 


# 


a") 
Cc 
i 
£ 


32 





Algumas vezes, é solicitado ao laboratório que realize hemocultura em 
sangue coletado de cateteres de demora. Como os cateteres de demora 
ficam no local alguns dias, esse procedimento não é recomendado por- 
que microrganismos que crescem nas paredes do cateter podem conta- 
minar a amostra de sangue. Cateteres, como cateteres venosos centrais, 
são utilizados para a infusão imediata de hemoderivados e apresentam 
uma menor probabilidade de serem contaminados. A determinação da 
contaminação do cateter exige uma manipulação especial e uma análi- 
se cuidadosa de múltiplas amostras do cateter e do sangue periférico. A 
Tabela 3.12 apresenta a ordem de coleta por meio de cateteres. 


Coleta de urina e outros líquidos corporais 


Urina 


A coleta e a preservação de urina para exame analítico devem seguir 
um procedimento cuidadosamente prescrito para garantir resultados 
válidos. Os testes laboratoriais de urina em geral está incluída em três 
categorias: exame bioquímico, bacteriológico e microscópico. Tam- 
bém existem vários tipos de coleta de amostras de urina: aleatório, 
jato médio, tempo marcado, 24 horas e por meio de sondagem. Amos- 
tras aleatórias podem ser coletadas em qualquer momento, mas uma 
amostra da primeira urina da manhã é ideal para a concentração de 
constituintes, porque ela em geral é mais concentrada e apresenta um 
pH mais baixo por causa da diminuição da respiração durante o sono. 
Amostras aleatórias de urina devem ser coletadas em um recipiente 
quimicamente limpo, seja de vidro ou de plástico. Uma amostra de 
segundo jato é mais desejável para exames bacteriológicos. A coleta 
adequada de uma amostra de jato médio exige que o paciente limpe, 
em primeiro lugar, a sua genitália externa com um lenço antisséptico. 
Em seguida, ele inicia a micção, interrompe o jato médio e descarta 
a primeira porção de urina. Depois, ele coleta a urina remanescente 
em um recipiente estéril. Este é hermeticamente fechado, identificado 
com o nome do paciente e a data de coleta e enviado para análise. 
Um kit de amostras de jato médio (BD Vacutainer Systems) pode ser 
utilizado para remover uma alíquota do recipiente de coleta estéril e 
transportá-la ao laboratório. O sistema consiste em um adaptador que 
é conectado a um tubo estéril a vácuo amarelo. O vácuo aspira a urina 
para o interior do tubo estéril. O adaptador deve ser tratado como um 
sistema de montagem de agulha e deve ser descartado em um reci- 
piente de materiais com risco biológico. Existe um produto similar 
para culturas: ele usa um tubo estéril com tampa cinza contendo 6,7 
mg/L de ácido bórico e 3,335 mg/L de formiato de sódio e o dispositi- 
vo adaptador descrito acima (BD Vacutainer Systems). 

Amostras de tempo marcado são obtidas em intervalos designados, 
iniciado do “horário zero”. O horário de coleta é anotado em cada 
recipiente subsequente. Amostras de urina para uma coleta de 24 horas 
são mais difíceis de serem obtidas e exigem a cooperação do paciente. 
A coleta incompleta é o problema mais frequente. Em alguns casos, 
uma quantidade excessiva de amostras é coletada. A coleta hospita- 
lar em geral é supervisionada por enfermeiros e comumente é mais 
confiável que as coletas ambulatoriais. Coletas pediátricas exigem 
uma atenção especial para evitar a contaminação por fezes. Para evitar 
problemas na coleta de amostras de 24 horas, podem ser fornecidas 
instruções escritas e verbais ao paciente com um aviso de que o exa- 
me pode ser invalidado pela técnica incorreta de coleta. O recipien- 
te preferido é inquebrável, de cerca de 4 L, plástico e quimicamente 
limpo com o preservativo correto já adicionado. É preciso lembrar o 
paciente que ele deve descartar a primeira amostra da manhã, anotar 
o horário e coletar toda micção subsequente nas 24 horas seguintes. 
Uma abordagem simples é instruir o paciente a iniciar e terminar com 
a bexiga vazia. A coleta demasiada ocorre quando a primeira amostra 
matinal é incluída nessa rotina. O volume total é mensurado e regis- 
trado na solicitação, a amostra inteira de 24 horas é bem misturada, e 
uma alíquota de 40 mL é enviada para análise. 

E difícil determinar se uma coleta é completa. Se os resultados pare- 
cerem inválidos em termos clínicos, isso é causa de suspeita. Como a 
excreção de creatinina é baseada na massa muscular e como a mas- 
sa muscular de um paciente é relativamente constante, a excreção de 
creatinina também é razoavelmente constante. Por essa razão, pode-se 
mensurar a creatinina em várias coletas em um período de 24 horas, 


Tabela 3.12 Ordem de coleta de cateteres 


1. Coletar de 3 a 5 mL em uma seringa e descartar 

2. Sangue para hemocultura 

3. Sangue para tubos anticoagulados (lavanda, verde, azul-claro etc.) 
4. Sangue para tubos com ativador da coagulação (vermelho, SST etc.) 


para avaliar se a amostra coletada é adequada e manter isso como 
parte do prontuário médico. Em alguns casos, a coleta de amostras 
de tempo marcado (1 e 2 horas) pode ser suficiente dependendo do 
analito que estiver sendo mensurado. O urobilinogênio está sujeito 
à variação diurna com o nível mais elevado, sendo atingido à tarde. 
Em geral, quando a dosagem de urobilinogênio é solicitada, a urina é 
coletada entre as 14 e 16 horas. 


Técnicas especiais de coleta de urina 

A sondagem uretral e vesical pode causar infecção, mas ela é neces- 
sária em alguns pacientes (p. ex., para coleta de urina quando o 
paciente é incapaz de urinar ou de controlar a micção). A aspiração 
suprapúbica é realizada com seringa e agulha acima da sínfise púbica, 
através da parede abdominal, atingindo a bexiga cheia. Esse método é 
utilizado para a realização de culturas anaeróbias problemáticas. Son- 
das ureterais também podem ser inseridas no ureter com o auxílio de 
um cistoscópio. A urina da bexiga é coletada em primeiro lugar e, em 
seguida, é realizada uma lavagem da bexiga. Amostras de urina urete- 
ral são úteis na diferenciação entre infecção vesical e infecção renal ou 
para a análise ureteral diferencial, e podem ser obtidas separadamente 
de cada pelve renal (identificada como direita e esquerda). À primeira 
urina da manhã é ideal para o exame citológico. 


Armazenamento e preservação da urina 


A preservação de uma amostra de urina é essencial para a manu- 
tenção da sua integridade. Amostras de urina não preservadas estão 
sujeitas à decomposição microbiológica e às alterações químicas 
inerentes. A Tabela 3.13 apresenta uma lista de alterações comuns que 
ocorrem quando a urina se decompõe. Para prevenir o crescimento de 
microrganismos, a amostra deve ser refrigerada imediatamente após a 
coleta e, quando necessário, deve conter o preservativo químico indica- 
do. Para algumas determinações, a adição de um preservativo químico 
pode afetar o resultado do exame. Por essa razão, a refrigeração pode 


Tabela 3.13 Alterações na urina em razão do retardo dos testes 


Resultado Razão 


Alteração de cor Degradação ou alteração de cromogênio ou outro 
constituinte da urina (p. ex., hemoglobina, melanina, 
ácido homogentísico, porfirinas) 

Crescimento bacteriano, decomposição 

Aumento de bactérias, formação de cristais, precipi- 


tação de material amorfo 


Alteração do odor 
Aumento da opacidade 


Falso pH baixo Glicose convertida em ácidos e alcoóis por bactérias 
que produzem amônia. Perda de CO, 
Falso pH alto Degradação da ureia por bactérias formando amônia 


Falso-negativo para glicose Utilização por bactérias (glicólise) 


Falso-negativo para cetonas Volatilização da acetona. Degradação de acetoace- 


tato por bactérias 


Falso-negativo para Destruição pela luz. Oxidação em biliverdina 


bilirrubinas 
Falso-negativo para Destruição pela luz 
urobilinogênio 
Falso-positivo para nitrito Nitrito produzido por bactérias após a coleta da 
amostra 

Falso-negativo para nitrito Nitrito é convertido em nitrogênio e evapora 


Aumento da bacteriúria Bactérias multiplicam-se na amostra antes da análise 


Desintegração de células! Ambiente instável, em especial na urina alcalina 


cilindros e/ou na urina hipotônica 


ser mais adequada. Quando um preservativo é adicionado a um frasco 
de coleta vazio, uma etiqueta de advertência deve ser colada no frasco. 
Advertências são necessárias (p. ex., queimaduras genitais causadas por 
ácido é uma ocorrência conhecida com o uso de ácidos concentrados 
como preservativos). Compostos sensíveis à luz são protegidos em fras- 
cos de plástico âmbar. Somente não ocorre precipitação de cálcio e fos- 
fatos quando a urina é acidificada de forma adequada antes da análise. 

É particularmente importante usar urina concentrada e recém- 
coletada para identificar cilindros, eritrócitos e leucócitos, uma vez 
que eles sofrem decomposição quando armazenados em temperatu- 
ra ambiente ou com a concentração diminuída (densidade específica < 
1,015). Eles desaparecem rapidamente na urina hipotônica e alcalina. 
As bilirrubinas e o urobilinogênio diminuem, em especial após a expo- 
sição à luz. À glicose e as cetonas podem ser consumidas, enquanto 
a contaminação bacteriana e a diminuição de CO, aumentam o pH. 
A turvação precipita, e a cor muda. Idealmente, amostras devem ser 
enviadas ao laboratório e analisadas em 1 hora após a coleta. 

A urina pode ser congelada em alíquotas que serão examinadas em 
uma data posterior, apenas para análise química. Quando a repetição 
do exame é prevista, a amostra deve ser armazenada em múltiplas alí- 
quotas para evitar a degradação da amostra como resultado de repeti- 
dos congelamentos-aquecimentos de uma única amostra. Preservativos 
também podem ser adicionados, dependendo da substância a ser testa- 
da. O fluoreto de sódio pode ser adicionado à urina de 24 horas para a 
determinação de glicose com a finalidade de inibir o crescimento bacte- 
riano e a glicólise celular, mas não o crescimento de fungos. Aproxima- 
damente 0,5 g de fluoreto de sódio é adicionado em um recipiente de 
3 a 4 L. O fluoreto de sódio pode inibir o reagente (enzima embutida) 
de glicofitas. Comprimidos contendo formaldeído, mercúrio e benzo- 
ato (comprimido de 95 mg/20 mL de urina) também têm sido utiliza- 
dos. No entanto, esses preservativos aumentam a densidade específica 
(0,002/um comprimido/20 mL). O ácido bórico em uma concentração 
de 1 g/dL preserva elementos urinários (p. ex., estriol e estrogênios) por 
até 7 dias. O ácido bórico mantém o pH em aproximadamente 6,0 e 
preserva bem proteínas e elementos figurados sem interferir nos exa- 
mes de rotina, exceto o pH. O ácido bórico é bacteriostático, não bac- 
tericida, e não inibe o crescimento de fungos. Foi relatado que o ácido 
bórico interfere na análise de fármacos e hormônios (Strasinger, 2001). 
Para a coleta de amostra para dosagem de catecolaminas, ácido vanil- 
mandélico (VMA) ou ácido 5-hidróxi indolacético (5-HIAA), 10 mL 
de HCI 6N são adicionados a um recipiente de 3 a 4 L. O HCl estabelece 
um pH de aproximadamente < 3,0 que é bom para os testes químicos. 
Contudo, o baixo pH destrói elementos figurados e aumenta a precipi- 
tação de ácido úrico. O ácido concentrado também aumenta o risco de 
possíveis queimaduras químicas; o paciente deve ser advertido sobre o 
perigo potencial, e o recipiente deve ser rotulado de maneira adequada. 
A Tabela 3.14 apresenta uma lista de preservativos comumente utiliza- 
dos para a coleta de amostra de 24 horas. O NCCLS para urinálise, cole- 
ta, transporte e preservação de amostras de urina aprovou políticas que 
fornecem informações úteis sobre vários preservativos recomendados 
para a coleta de amostra de urina de 24 horas (NCCLS, 2001). 


Outros líquidos corporais 


Líquido cerebrospinal 

Punções lombares são realizadas para a coleta de líquido cerebros- 
pinal (LCE) para a avaliação laboratorial, a fim de estabelecer-se um 
diagnóstico de infecção (meningite bacteriana, fúngica, micobacteriana 
ou amebiana), processos malignos, hemorragia subaracnoide, esclerose 
múltipla ou doenças desmielinizantes. O local mais comum de punção 
lombar é entre a terceira e a quarta ou entre a quarta e a quinta vérte- 
bra lombar. Uma complicação séria da punção lombar é a herniação da 
amígdala cerebelar em pacientes com hipertensão intracraniana, e ela 
deve ser evitada, exceto quando se espera que achados no LCE possam 
melhorar o tratamento ou o resultado. Pacientes com tumores medula- 
res e paresia podem evoluir para a paralisia após uma punção lombar. 
Pacientes com sépsis na região lombar (infecção cutânea, celulite ou 
abscesso epidural) não devem ser submetidos à punção lombar, para se 
evitar a introdução da infecção. Outras complicações da punção lom- 
bar incluem asfixia em lactentes por causa da hiperextensão da cabeça 


Tabela 3.14 Preservativos para coleta de urina de 24 horas 


Preservativo Exames 


Aminoácidos, amilase, cloreto, cobre, creatinina, 
ácido delta-aminolevulínico, glicose, metais pesados 
(arsênico, chumbo, mercúrio), histamina, imuno- 
eletroforese, lisozima, ácido metilmalônico, microal- 
bumina, mucopolissacarídeos, porfobilinogênio, 
porfirinas, potássio, proteínas, eletroforese de proteí- 
nas, sódio, ureia, ácido úrico, tolerância à xilose 


Nenhum (refrigerar) 


Aldosterona, cortisol 

Cálcio, catecolaminas, citrato, cistina, 5-HIAA, ácido 
homovanílico, hidroxiprolina, magnésio, metanefri- 
nas, oxalato, fósforo, ácido vanilmandélico 


10 g de ácido bórico 
10mL de HCL 6N 


0,5 g de fluoreto de sódio Glicose 


Quantidades iguais de 
álcool a 50%, fixador de 
Saccomanno, SurePath 
ou Preserve CT 


Exame citológico 


para a frente com consequente oclusão da traqueia, parestesia, cefaleia 
e, raramente, hematomas. O LCE também é coletado por meio da pun- 
ção cisternal. Uma agulha é inserida na subaracnoide cisternal, que ser- 
ve como reservatório de LCE entre o atlas e o osso occipital na região 
posterior da cabeça, ou por punção cervical lateral (Kjeldsberg, 1993). 
Amostras também podem ser coletadas por meio de cânula ventricular 
(shunt), quando presente. 

Antes da coleta do LCE, a pressão deve ser de 90 a 180 mmHg. Ela 
é mensurada permitindo-se que o líquido suba em um manômetro 
graduado estéril. A pressão pode aumentar (> 180 mmHg) com a sus- 
pensão da respiração, compressão abdominal, insuficiência cardíaca 
congestiva, inflamação meníngea, obstrução de seios venosos intra- 
cranianos, massas tumorais ou edema cerebral. Quando a pressão é 
normal, pode ser coletada uma amostra de 20 mL. No final, a pressão 
deve ser de 10 a 30 mmHg. Uma diminuição acentuada da pressão após 
esse procedimento sugere herniação cerebelar ou compressão medu- 
lar. Como consequência, não se deve coletar uma quantidade adicional 
de LCE. Pacientes com bloqueio medular parcial ou completo podem 
apresentar uma pressão baixa (< 80 mmHg), a qual pode cair para zero 
após a remoção de apenas 1 mL. Mais uma vez, não deve ser coletada 
uma quantidade adicional de LCE. Não mais do que 2 mL podem ser 
coletados quando a pressão for superior a 200 mmHg. Em geral, são 
coletadas três alíquotas em tubos estéreis separados rotulados adequa- 
damente com nome, data e número sequencial de coleta. As políticas 
hospitalares indicam qual tubo deve ser enviado para qual laboratório 
para análise. Em geral, recomenda-se que o Tubo 1 seja enviado para 
o laboratório de bioquímica para dosagem de glicose e proteínas ou 
para o laboratório de sorologia/imunologia. O Tubo 2 é enviado para 
o laboratório de microbiologia para a realização de cultura e coloração 
de Gram. O Tubo 3 é enviado para o laboratório de hematologia para 
a contagem celular; ele é o que apresenta menor probabilidade de ser 
contaminado por uma punção hemorrágica na coleta. 


Líquido sinovial 


O líquido sinovial encontrado nas cavidades articulares é um ultrafil- 
trado do plasma que passa através de fenestrações do endotélio capilar 
subsinovial para o interior da cavidade sinovial. Uma vez na cavida- 
de, ele combina-se com o ácido hialurônico, um glicosaminoglicano 
secretado pelas células de revestimento sinovial. O líquido sinovial 
difere dos outros líquidos serosos, pelo fato de conter ácido hialurôni- 
co (mucina) e poder conter cristais. O líquido sinovial é coletado pela 
artrocentese, uma aspiração articular utilizando uma seringa revestida 
com anticoagulante, usualmente 25 unidades de heparina sódica por 
mL de líquido sinovial. Oxalato, EDTA em pó e heparina lítio não 
devem ser utilizados porque eles podem produzir estruturas cristali- 
nas semelhantes a cristais de urato monossódico. Após ser coletado, o 
líquido sinovial é geralmente transferido para três tubos — um estéril, 
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34 um contendo EDTA ou heparina e um tubo com tampa vermelha. 


Cinco a 10 mL de líquido são adicionados a cada um. O tubo estéril é 
enviado para o laboratório de microbiologia, o tubo anticoagula- 
do é enviado para o laboratório de hematologia, e o tubo com tampa 
vermelha, após centrifugação, é utilizado para análise química. Alguns 
hospitais transferem o líquido sinovial para um frasco DIFCO ESP 
para microrganismos aeróbios e anaeróbios para exame microbiológico. 


Liquido pleural, líquido pericárdico e líquido peritoneal 

O líquido pleural é um ultrafiltrado do plasma sanguíneo. Ele é for- 
mado continuamente na cavidade pleural. Essa cavidade, que em geral 
contém de 1 a 10 mL de líquido, é formada pela pleura parietal (revesti- 
mento da parede torácica) e pela pleura visceral (revestimento dos pul- 
mões). Cada pulmão é envolvido por essa dupla membrana de cama- 
das mesoteliais contíguas. O líquido pleural atua como um lubrificante 
natural para contração e expansão dos pulmões durante a respiração. Ele 
é reabsorvido pelos vasos linfáticos e vênulas da pleura (Millet, 1999). 

A toracocentese é um procedimento cirúrgico para drenar líquido 
(derrames) da cavidade torácica e é útil no diagnóstico de inflamação 
ou doença neoplásica pulmonar ou pleural. Pericardiocentese e peri- 
toneocentese referem-se à coleta de líquido da cavidade pericárdica 
(derrame) e da cavidade peritoneal (ascite), respectivamente. Com 
frequência, essas cavidades contêm menos que 50 mL de líquido. 

Na posição sentada ereta, com os membros superiores e a cabeça 
em extensão, sobre uma mesa colocada acima do leito, o paciente é 
preparado com um anestésico local após a limpeza adequada do sítio 
cirúrgico. Uma seringa de 50 mL é conectada a uma torneira e um 
tubo de borracha para ajudar no processo de coleta asséptica. Amos- 
tras são obtidas para exames bioquímicos, microbiológicos e citológi- 
cos e são transferidas para tubos de coleta com os aditivos adequados. 
Para a maioria dos exames bioquímicos, nenhum aditivo é utilizado, e 
é permitido que a amostra coagule. Amostras para exames bacterioló- 
gicos e citológicos podem ser coletadas em recipientes com EDTA ou 
heparina sódica estéril (sem preservativos). Estudos especiais para o 
Mycobacterium, bactérias anaeróbias ou vírus podem exigir processos 
de manipulação especiais. Procedimentos de manipulação especiais 
devem ser revistos antes da coleta. 


Transporte de amostra 


O transporte de sangue, urina, líquidos corporais e tecidos do local 
de coleta para o laboratório é um componente importante do proces- 
samento. Para amostras de sangue, ele representa aproximadamente 
um terço do tempo de resposta total (Howanitz, 1992). A agitação 
excessiva de amostras de sangue deve ser evitada para minimizar a 
hemólise. Amostras devem ser protegidas contra a exposição direta à 
luz, a qual causa a degradação de determinados analitos (p. ex., bilirru- 
binas). Para a análise de constituintes instáveis (p. ex., amônia, ativida- 
de da renina plasmática e fosfatase ácida), as amostras devem ser man- 
tidas a 4°C imediatamente após a coleta, e devem ser transportadas em 
gelo. A coleta rotineira de urina é realizada em um recipiente plástico 
estéril e descartável de 200 mL. Coletores de urina pediátricos são bol- 
sas de polietileno flexíveis, as quais podem ser seladas para o transpor- 
te. Todas as amostras laboratoriais devem ser transportadas de uma 
maneira segura e conveniente para prevenir a exposição a riscos bio- 
lógicos ou a contaminação da amostra. Amostras quebradas ou com 
vazamento representam um risco biológico para aqueles que podem 
entrar em contato com elas e exigem a coleta de uma nova amostra. 
Isso pode retardar o tratamento do paciente e aumentar o custo. 

A estabilidade dos constituintes deve ser determinada antes do trans- 
porte das amostras. Em geral, o laboratório fornece essa informação com 
instruções de preparo e expedição de amostras. Recipientes de poliestire- 
no ou de outro plástico resistente a alto impacto são utilizados com fre- 
quência. Amostras que exigem refrigeração devem ser mantidas em tem- 
peratura entre 2 e 10°C e podem ser transportadas de modo adequado 
em um recipiente isolado. Amostras de grande volume de urina devem 
ser coletadas em um recipiente à prova de vazamento de 3 a 4 L. Amos- 
tras de fezes são transportadas em um recipiente de cartão e colocadas 
em um saco de polietileno. Para enviar uma amostra congelada, ela pode 
ser embalada em um recipiente de poliestireno com gelo seco e pode ser 
mantida congelada em temperaturas baixas, de até -70°C. 


O padrão da OSHA relativo a patógenos hematogênicos (OSHA: 
1910.1030) exige que amostras de sangue ou de qualquer outro material 
potencialmente infeccioso sejam colocadas em um recipiente que pre- 
vine o vazamento durante coleta, manipulação, processamento, arma- 
zenamento, transporte e/ou expedição. Esse recipiente deve ser rotula- 
do ou com código de cor de acordo com padrões específicos (OSHA: 
1910.1030 (g) (1) (1)). Além disso, de acordo com o padrão, se ocorrer 
contaminação do exterior do recipiente principal ou se a amostra puder 
perfurar o recipiente principal, este deve ser colocado em um segundo 
recipiente resistente à perfuração com as mesmas características citadas 
anteriormente (OSHA: 1910.1030 (d) (2) (xii). 

A rotulagem é exigida em todos os recipientes utilizados para arma- 
zenamento, transporte, expedição ou descarte de sangue ou de outros 
materiais potencialmente infecciosos, exceto quando indicado no 
padrão da OSHA. Por exemplo, se recipientes individuais de sangue 
ou de outros materiais potencialmente infecciosos forem colocados 
em um recipiente maior durante armazenamento, transporte, expe- 
dição ou descarte, e se esse recipiente maior estiver rotulado com a 
etiqueta “RISCO BIOLÓGICO” ou com código de cor, os recipientes 
individuais são isentados da exigência de rotulagem. A OSHA aceita 
o rótulo “SUBSTÂNCIA INFECCIOSA” do Departamento de Trans- 
porte (DOT) no lugar de “RISCO BIOLÓGICO” em embalagens em 
que o DOT exige seu rótulo em recipientes expedidos, mas exige o 
rótulo “RISCO BIOLÓGICO” em que a OSHA regula um material e 
o DOT não. Se o rótulo exigido pelo DOT for o único utilizado no 
exterior do recipiente de transporte, o rótulo exigido pela OSHA deve 
ser aplicado em todos os recipientes internos que contêm sangue ou 
outro material potencialmente infeccioso. O rótulo “RISCO BIOLO- 
GICO” aceito é laranja fluorescente. 

Para o transporte local, sistemas de tubo pneumático são uma 
maneira rápida, eficiente, econômica e eficaz de transportar amostras 
laboratoriais até um local específico. Para uso laboratorial, amostras 
de sangue são colocadas em um transportador com cobertura para 
prevenir vazamento e coxins para garantir que elas permaneçam intac- 
tas. As vantagens de um sistema de tubo pneumático são melhoria do 
tempo de resposta, confiabilidade, treinamento mínimo, manutenção 
baixa, disponibilidade de 24 horas/dia e 7 dias/semana e melhoria da 
utilização do pessoal. Estudos mostraram que a maioria dos exames 
bioquímicos e hematológicos de rotina não é afetada substancialmen- 
te pelo transporte rápido, incluindo resultados de gasometria e da lac- 
tato desidrogenase (Hardin, 1990; Keshgegian , 1992). 


Processamento de amostra 


O processamento de amostras inclui três fases distintas: pré-cen- 
trifugação, centrifugação e pós-centrifugação. A apreciação contínua 
de todas as atividades de manipulação de amostras é um componen- 
te pré-analítico importante do controle de qualidade total. Políticas 
adequadas devem ser estabelecidas, e o pessoal do laboratório deve 
segui-las em cada fase de manipulação de amostras para garantir a 
geração de resultados de exames e mensurações confiáveis e clinica- 
mente significativas. 


Fase pré-centrifugação 


O ideal é que todas as mensurações sejam realizadas em 45 minu- 
tos a 1 hora após a coleta. Quando isso não for possível, as amostras 
devem ser processadas até um ponto em que elas possam ser armaze- 
nadas para evitar alterações dos constituintes que devem ser mensu- 
rados. Com exceção da gasometria e da dosagem de amônia, o plasma 
ou o soro são preferidos para a maioria das determinações. Na bioqui- 
mica clínica, soro e plasma são termos intercambiáveis, exceto para 
algumas poucas mensurações. O soro é necessário para a eletroforese 
de proteínas e ensaios de imunofixação, assim como o plasma é neces- 
sário para a dosagem de fibrinogênio e outros exames da coagulação. 
O soro é, em geral, a amostra de escolha por causa da simplicidade de 
sua coleta e manipulação. Além disso, a interferência de anticoagu- 
lantes é evitada. O plasma pode ser utilizado em emergências médi- 
cas porque as amostras não têm que coagular antes da centrifugação. 
Com frequência, um maior volume de plasma que de soro é obtido de 
um determinado volume de sangue total em decorrência do processo 
de formação de coágulo. 


O sangue deve ser mantido fechado no recipiente original até estar 
pronto para a separação. Para a preparação de plasma, deve-se centrifu- 
gar o sangue em 1 hora após a coleta, durante 10 minutos em uma força 
centrífuga relativa de 850 a 1.000 x gravidade (g), mantendo o recipiente 
fechado para prevenir a evaporação da água do plasma ou do soro. Deve 
ser dado um tempo adequado para a coagulação a fim de prevenir a for- 
mação latente de fibrina, o que pode causar obstrução de analisadores 
químicos automatizados. O afrouxamento do coágulo por “agitação” 
ou “rotação” do tubo pode causar hemólise e deve ser evitado. Quan- 
do tubos de vidro são utilizados, eles devem ser centrifugados em um 
receptáculo que evita a emissão de aerossol. O soro ou o plasma deve 
ser armazenado a 4 a 6°C se a análise tiver que ser retardada por mais 
de 4 horas. Um estudo recente sugere que isso pode não ser necessário 
(Melanson, 2004). Muitos laboratórios armazenam amostras por 7 dias 
para o caso de adição de um exame. 


Fase de centrifugação 


Uma centrífuga utiliza força centrífuga para separar fases de suspen- 
sões por densidades diferentes. Ela é mais utilizada no processamento 
de sangue para produzir frações de plasma ou soro. À urina e os outros 
líquidos corporais podem ser centrifugados para concentrar matéria 
particulada como sedimento para ser examinado e para minimizar a 
interferência em outras determinações a partir do mesmo material. As 
condições de centrifugação devem especificar o tempo e a força cen- 
trífuga. Ao selecionar uma centrífuga, deve-se buscar a maior força 
centrífuga possível e não a velocidade de rotação. A força centrifuga 
relativa (FCR) em unidades gravidade (g), isto é, múltiplos da força 
gravitacional, pode ser calculada pelo uso da seguinte fórmula: 

FCR = 1,118x 10° x rx (rom)? 

Nessa fórmula, 1,118 x 10” é uma constante; r é o raio, expresso em 
centímetros, entre o eixo de rotação e o centro do tubo da centrífuga; 
e rpm é a velocidade em rotações por minuto. 

A FCR também pode ser obtida a partir de um nomograma, que 
fornece o valor sem a necessidade de calcular a fórmula acima. 

Vários princípios devem ser observados para evitar danos à centrífu- 
ga, à amostra ou ao pessoal. Tubos, transportadores ou escudos de peso, 
forma e tamanho iguais devem ser colocados nas posições opostas na 


cabeça da centrífuga para obter o equilíbrio adequado. Os tubos devem 
ser balanceados pelo centro de rotação, e cada balde deve ser balancea- 
do em relação ao eixo de rotação (Seamonds, 2001). As amostras devem 
ser posicionadas levando em conta um arranjo geometricamente simé- 
trico, utilizando tubos cheios de água para obter o equilíbrio. 


Equipamento 

Existe uma ampla variedade de centrifugas e acessórios para suprir 
necessidades específicas do laboratório clínico. Elas incluem centrí- 
fugas laboratoriais gerais de mesa; centrífugas de cabeça horizontal, 
angular ou de ângulo fixo; centrífugas de alta velocidade; modelos de 
chão portáteis, modelos que ficam sob o balcão; tipos refrigerados e não 
refrigerados; e ultracentrífugas. As ultracentrífugas são de alta veloci- 
dade e são capazes de atingir uma força centrífuga de 165.000 g. Essas 
centrífugas exigem câmaras de refrigeração para compensar a produção 
considerável de calor. As ultracentrífugas são utilizadas para eliminar 
quilomicrons do soro, o que é necessário para evitar a interferência em 
exames clínicos (Bermes, 2001). Um exemplo de centrífuga projetada 
para alta velocidade e tempo de resposta curto é a StatSpin Express 3 
(StatSpin, 2005), uma centrífuga de mesa de alta velocidade e controla- 
da por microprocessador destinada a separar de modo rápido o sangue 
em tubos a vácuo. Essa centrífuga acelera e trava muito rapidamente, 
diminuindo o tempo de processamento de amostras. À centrífuga ope- 
ra com uma velocidade fixa de 8.500 rpm, produz uma FCR de 4.440 g e 
pode ser operada com um segundo ciclo rotatório de 120 ou 180. 

A capacidade da centrífuga varia de acordo com o modelo e a cabeça 
da centrífuga. O volume da amostra (por tubo), o número de tubos 
que serão centrifugados, a velocidade necessária para a separação ade- 
quada e a durabilidade do equipamento devem ser levados em consi- 
deração. Para cada procedimento laboratorial que requer a operação 
de centrifugação, é necessária uma especificação escrita identificando o 
tipo de centrífuga, a temperatura, as forças g necessárias e a duração da 
centrifugação. A calibração da centrífuga deve ser parte do processo de 
garantia de qualidade. Os ajustes de velocidade devem ser calibrados 
usando rotações por minuto, e as FCRs devem ser calculadas utilizando 
a fórmula acima ou um nomograma. Qualquer alteração significativa 
indicará efeitos da deterioração (p. ex., uso de escovas ou problemas de 
sustentação). A acurácia dos timers também deve ser checada. 
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Espectrometria de luminescéncia molecular 
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PONTOS-CHAVE 
o e Muitas determinações analíticas feitas em laborató- 
rios clínicos são baseadas em mensurações de energia 
radiante, que é absorvida ou transmitida. Os dispositivos utilizados 
para a mensuração de energia luminosa absorvida ou transmitida 
são os fotômetros e espectrofotômetros. 





* Os componentes básicos dos espectrofotômetros incluem: fonte 
de energia radiante, seletor de comprimento de onda, cuvet holder, 
fotodetector, processadores de sinal e dispositivos de leitura. 


e Um refletômetro é utilizado para mensurar analitos por intermédio 
de medida de quantidade de luz refletida por uma amostra líquida 
que foi colocada sobre um suporte sólido granuloso ou fibroso. 


e Nefelômetros são utilizados para detectar a luz, que é dispersa em 
vários ângulos, enquanto a turbidimetria mensura uma redução da 
transmissão de luz em razão da formação de partículas. 


* Um citômetro de fluxo mensura padrões luminosos produzidos, 
quando partículas passam em fila única por uma fonte laser. O citô- 
metro de fluxo é utilizado para contar e identificar células. Ele é um 
componente-chave de analisadores da hematologia e também se 
apresenta como a tecnologia utilizada para diferenciar leucócitos. 


* Princípios eletroquimicos são utilizados para mensurar numerosos 
analitos em líquidos biológicos. As técnicas eletroquímicas especifi- 
cas incluem: potenciometria, amperometria, coulometria, condutivi- 
dade e voltametria de redissolução anddica. 


e Os analitos mensurados por meio de técnicas eletroquimicas 
incluem eletrólitos, gases sanguíneos, pH, metabólitos como, por 
exemplo, glicose e nitrogênio ureico, cálcio ionizado, chumbo e 
cloro no suor. 


e A cromatografia é uma técnica de separação baseada em dife- 
rentes interações de compostos da amostra com uma fase móvel e 
outra estacionária, em que o composto desloca-se sobre um meio de 
suporte. 


e Espectrômetros de massa tornaram-se instrumentos clínicos impor- 
tantes, especialmente em áreas emergentes (p.ex., proteômica). 

A espectrometria de massa (EM) baseia-se na fragmentação e na 
ionização de moléculas. A abundância relativa de cada um dos íons 
produz um espectro de massa característico da molécula-mãe. Os 
componentes básicos de um espectrômetro de massa incluem: uma 
fonte iônica, um analisador de massa e um detector de íon. 
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Um conhecimento básico dos princípios de instrumentação utili- 
zados em laboratórios clínicos é essencial. Esses instrumentos devem 
fornecer ao médico os melhores dados possíveis e úteis do paciente. 
Sem um conhecimento completo dos princípios necessários associa- 
dos a um analisador, os operadores não estarão bem equipados para 
realizar procedimentos de manutenção, calibrações nem para solucio- 
nar possíveis problemas. 

O objetivo deste capítulo é apresentar ao leitor uma descrição breve 
e ampla dos princípios essenciais de instrumentos analíticos presen- 
tes em um laboratório clínico. Para uma revisão mais detalhada deste 
tópico, o leitor é aconselhado a consultar as referências relativas à ins- 
trumentação clínica no final deste capítulo. 


Princípios de instrumentação 


Espectrofotometria 


À espectroscopia de absorção proveu aos cientistas um meio de rea- 
lizar métodos qualitativos e quantitativos para mensurar analitos em 
líquidos corporais. Bouguer desenvolveu os princípios da espectros- 
copia de absorção no início do século 18. Dois outros cientistas, Lam- 
bert e Beer, continuaram a expandir os estudos dos princípios funda- 
mentais da espectroscopia de absorção, conhecidos como lei de Beer. 
Antes de revisarmos as leis da espectroscopia, é prudente termos um 
conhecimento da luz e dos efeitos de sua interação com a matéria. 

Muitos métodos espectrofotométricos utilizam ressonância mag- 
nética eletrônica (RME), a qual pode assumir várias formas, sendo 
que as mais reconhecíveis são a luz e o calor radiante. Outras mani- 
festações da RME incluem raios y e raios x, assim como micro-ondas, 
radiação de radiofrequência e de ultravioleta. As energias envolvidas 
com as regiões específicas do espectro eletromagnético e seus compri- 
mentos de onda correspondentes mudam dramaticamente das ondas 
de rádio para a radiação 7. 

Algumas propriedades da RME podem ser descritas por meio de um 
modelo de onda sinusoidal clássica. Os parâmetros associados a esse 
tipo de onda incluem comprimento, frequência, velocidade e ampli- 
tude, como é mostrado na Figura 4.1A. A radiação eletromagnética 
não exige meio de suporte para a sua transmissão e passa imediata- 
mente através do vácuo. 
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Figura 4.1 Diagrama de um feixe monocromático, plano-luz polarizada. A, vetores 
do campo magnético (eixo y) e elétrico (eixo x) em ângulo reto entre si. B, visão bidi- 
mensional do vetor elétrico. 


O modelo de onda sinusoidal não fornece o retrato completo ao se 
analisar a absorção e a emissão de energia radiante. A radiação eletro- 
magnética também existe como uma corrente de partículas distintas 
ou maços (feixes) de energia chamados fótons. A energia dos fótons é 
proporcional à frequência da radiação. Essa natureza dual da RME 
é considerada complementar e aplica-se ao comportamento de cor- 
rentes de elétrons, prótons e outras partículas elementares. 

O modelo de onda permite que representemos a RME tanto como 
campo elétrico quanto como magnético e pode sofrer oscilação sinu- 
soidal em ângulos retos tanto entre si, quanto em relação à direção de 
propagação em ângulos. Os campos elétricos e magnéticos de um feixe 
monocromático de luz plana polarizada (com oscilação dos campos 
magnéticos ou elétricos em um único plano )* em uma direção especí- 
fica de propagação são mostrados na Figura 4.1B (Skoog, 1998). 

O vetor ou o componente elétrico da onda é mostrado em formato 
bidimensional. Lembre-se que um vetor possui magnitude e direção. 
O vetor campo elétrico em certo ponto, no tempo e no espaço, é pro- 
porcional à sua própria magnitude. 

O tempo ou a distância de propagação de onda é colocado na abs- 
cissa. A maioria dos princípios do instrumento amplamente utiliza- 
dos em laboratório envolve o componente elétrico de radiação e será 
o foco de discussão ao longo deste capítulo. Uma exceção é a resso- 
nância magnética nuclear (RMN). Nessa técnica, o componente mag- 
nético produz o efeito desejado. 

Vários parâmetros de onda serão descritos. A amplitude da onda 
sinusoidal é mostrada como comprimento do vetor eletrônico na altu- 
ra máxima. Um período, p, é definido como o tempo, em segundos, 
necessário para a passagem da máxima ou da mínima sucessiva por um 
ponto fixo no espaço. O número de oscilações de onda em um segun- 
do é denominado frequência (v). A unidade de frequência é hertz (Hz). 
Um comprimento de onda (I) é a distância linear entre qualquer dos dois 
pontos equivalentes em uma onda sucessiva. Uma unidade muito uti- 
lizada para o comprimento de onda do espectro visível é o nanômetro 
(nm, 10? m). A radiação eletromagnética do raio x ou da região Yy pode 
ser expressa em termos de Angstrom (A, 107° m). Por fim, devido ao 
seu comprimento de onda ser muito longo, a RME na região infraver- 
melha pode ter unidades correspondentes ao micrômetro (um, 10 m). 


* A radiação não polarizada possui ondas em muitos planos. 


Exemplo 4.1. Inm = 10°m = 107/cm. Outras unidades, algumas 
vezes utilizadas, incluem: 

1 um = 10m = 10cm 

LA=10-" m= 10cm: 


Velocidade de propagação 

A velocidade de propagação (v;), em metros por segundo, é deter- 
minada pela multiplicação da frequência pelo comprimento de onda. 
Portanto: 

¥,= VA; (4.1) 

A frequência da luz é determinada pela fonte e não muda, enquanto 
a velocidade depende da composição do meio por onde ela passa. Por 
essa razão, a equação 4.1 indica que o comprimento de onda também 
depende do meio. 

A velocidade da luz percorrendo o vácuo independe do compri- 
mento de onda e encontra-se no seu máximo. Essa velocidade é repre- 
sentada pelo símbolo c e equivale a 2,99792 x 10º m/s. A equação 4.1 
pode ser reescrita da seguinte maneira: 

C=vAÃ=3,0x 10’ m/s = 3,0 x 10 ms! = 3,0 x 10" cm/s (4.2) 
Exemplo 4.2. Qual é o comprimento de onda em nm para a RME com 
uma frequência de 1,58 x 10!º Hz? 


Solução 

A=cv o. 

a 3,00 x 10º m/s 
1,58 x 10" Hz 

À (nm) = 190 


Em qualquer meio contendo matéria, a propagação da radiação é 
reduzida pela interação entre o campo de RME da radiação e os elé- 
trons ligados a átomos daquela matéria. Como a frequência radiante 
não varia e é fixada pela fonte, o comprimento de onda deve diminuir 
na medida em que a radiação passa do ar para um meio mais lento. 


Energia da RME 

Devemos ter atenção à seguinte preocupação relativa à segurança: 
dispositivos ópticos que emitem RME de alta frequência geram nível 
alto de energia e podem causar danos aos olhos. Os exemplos incluem 
as lâmpadas de deutério e xenônio. 

O comprimento de onda e a frequência estão relacionados com a 
energia de um fóton, E, pela constante de Planck* h, 6,626 x 10] s, e 
c, a velocidade da luz no vácuo (3,00 x 10º ms“): 

E=hv=hela (4.3) 
em que: 

E = energia de um fóton em Joules ou eV 

h = constante de Planck (6,626 x 107] s) 

v = frequéncia em Hz (ciclos/s) 

Frequentemente, as energias dos fótons são apresentadas em termos 
de um elétron-volt (eV). Um eV é definido como a energia adquirida 
por um elétron que foi acelerado por um potencial de 1 volt. Os fato- 
res de conversão entre Joules e eV são: 

1]=6,24x 10% eV 

leV = 1,602 x 10-7] 

Para ilustrar a diferença em energias de fótons da RME, compare a 
energia de fótons da região ultravioleta (UV) versus a região visível da 
Exemplo 4.3. Qual a energia em Joules e eV do equivalente da RME 
para (a) 190 nm? (b) 520 nm? 


Solução 
(a) 
E = hclv 


F- (6,626 x 10º] s) (3,0 x 10º m/s) 
190 nm (10° m/nm) 


E = 1,046 x 10°J 


Ou para converter para eV, utilize a conversão de 1 J = 6,24 x 10 eV. 


* Também expresso em unidades 6,626x10-27ergs 


Logo, o número de eVs é 6,53. 
(b) 
E = helv 
_ (6,626 x 10] s) (3,0 x 10° m/s) 
o 520 nm (10º m/nm) 


E=3,82x 10!Jou2,38eV 

A relação entre frequência, comprimento de onda e energia do 
fóton por intermédio da RME pode ser vista na Figura 4.2. Esse gráfi- 
co ilustra, por exemplo, que fótons com energia y muito alta apresen- 
tam comprimentos de onda muito curtos e frequências muito altas 
(Rubinson, 2000). O contrário ocorre em parâmetros de ondas de 
televisão e rádio. 


Dispersão de radiação 

A transmissão da radiação na matéria pode ser vista como uma 
retenção momentânea da energia radiante por átomos, íons ou molé- 
culas após a reemissão da radiação em todas as direções, quando as 
partículas retornam ao estado original. A interferência destrutiva 
remove a maior parte, mas não toda, da radiação reemitida envolven- 
do partículas atômicas ou moleculares, que são pequenas em relação 
ao comprimento de onda da radiação. A exceção é a radiação que per- 
corre em direção original ao feixe. O trajeto do feixe parece inalterado 
por causa da interação. Foi demonstrado que uma fração muito peque- 
na da radiação é transmitida a todos os ângulos do trajeto original e 
que a intensidade dispersa dela aumenta com o tamanho da partícula. 


Dispersão de Rayleigh 

A dispersão por moléculas, ou agregados de moléculas, com dimen- 
sões significativamente menor que o comprimento de onda da radia- 
ção é denominada dispersão de Rayleigh. A intensidade é proporcional 
ao inverso da quarta potência do comprimento de onda, ao quadra- 
do da polarizabilidade das partículas e às dimensões das partículas 
dispersas. Na dispersão de Rayleigh, os comprimentos de onda dos 
fótons absorvidos e emitidos são iguais. Um exemplo da dispersão de 
Rayleigh é a cor azul do céu, que é resultado do aumento da dispersão 
do comprimento de onda mais curto do espectro visível. 


Efeito Tyndall 

O efeito Tyndall ocorre em partículas com dimensões coloidais e 
pode ser observado a olho nu. Mensurações da radiação dispersa são 
utilizadas para se determinar o tamanho e a forma de moléculas polí- 
meras e partículas coloidais. 


Dispersão Raman 

A dispersão Raman envolve a absorção de fótons produzindo estí- 
mulo vibratório. Ocorre emissão ou dispersão em comprimentos de 
onda mais longos. A dispersão Raman sempre varia da energia de 
excitação por uma diferença de energia constante. 


Lei de Beer-Lambert 

Se a RME monocromática (P,) for direcionada a uma cubeta con- 
tendo amostras absorventes, a quantidade de luz (P) transmitida (T) 
é igual a: 

T= PIP, 

e a transmitância percentual é igual a 100T. 

Lambert provou que para a radiação monocromática, que passa por 
um absorvedor de concentração constante, existe uma diminuição 
logarítmica na potência radiante, quando o comprimento do trajeto 
aumenta aritmeticamente. Foi determinado que a absorbância (A) de 
uma solução equivale a: 

A = log P/P (4.5) 

A relação entre transmitância, T ou transmitância percentual (P/ 
P, x 100), e absorbância é mostrada na Figura 4.3. A absorbância e a 
transmitância percentual apresentam uma relação inversa: 

A=2-log %T (4.6) 
Exemplo 4.4. Qual é a absorbância de uma solução cuja transmitância 
é 10%? 

Solução 

A=2-log%T 

A=2-log 10%T =2-1=1 

Beer seguiu com estudos sobre a relação entre potência radiante e 
concentração. Sua abordagem foi manter o trajeto e o comprimento 
da onda constantes, enquanto determinava a relação entre potência 


(4.4) 
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Figura 4.3 Atenuação da luz monocromática por uma solução absorvente. 


radiante (P) e concentração das amostras absorventes. Baseado em 
trabalho prévio de Lambert, Beer descobriu que, para que haja a 
radiação monocromática, a absorbância é diretamente proporcional 
ao comprimento do trajeto (b) pelo meio e a concentração (c) das 
amostras absorventes. O trabalho culminou na lei de Beer-Lambert, 
ou simplesmente lei de Beer. 

Os princípios estabelecidos são representados por: 

A=-log T = log P/P= abc (4.7) 
Em que a é a absortividade em L/g/cm, b é o comprimento do trajeto 
de 1 cm, e c éa concentração em g/L. 

Quando a concentração na equação 4.7 for expressa em moles por litro 
e o comprimento do trajeto em centímetros, o termo aplicado é absor- 
tividade molar e seu símbolo é e(épsilon) e equivale ao coeficiente de 
extinção (“a”) vezes o peso molecular em gramas das amostras absor- 
vidas. 

A=ebc (4.8) 
Em que as unidades para € é L/mol/cm. 

O gráfico de absorbância versus concentração mostra a intercepção 
em zero e um traçado linear com uma inclinação a “ab”. A espectros- 
copia de absorção é mais bem utilizada em soluções cujos valores de 
absorbância são inferiores a 2,0. Valores de absorbância superiores 
a 2,0 podem produzir resultados errôneos, por causa de outras inte- 
rações da luz com a matéria (p. ex., variações do índice de refração 
de uma solução). Isso pode causar um desvio da lei de Beer acarre- 
tando uma curva no traçado linear, como é mostrado na Figura 4.4. 

Desvios da lei de Beer podem ser causados por alterações em funções 
do instrumento ou em reações químicas. O desvio do instrumento é 
resultante da faixa de passagem finita do filtro ou monocromador. A 
lei de Beer supõe a radiação monocromática, mas essa radiação real 
é obtida de uma forma melhor se utilizar fontes de emissão de linha 
única. Se a absortividade for constante na faixa de passagem do instru- 
mento, a lei de Beer é, então, seguida dentro de limites estritos. 

Desvios à lei de Beer tornam-se aparentes em concentração mais 
elevada, isto é, em absorbância mais alta. Na Figura 4.4, a linha curva- 
da inclina-se em direção ao eixo de concentração, quando a opacidade 
é aproximada. A falta de aderência à lei de Beer, em direção negativa é 
indesejável por causa do relativo aumento de erro de concentração. 

O desvio da lei de Beer pode ocorrer com desvios ou alterações do equi- 
líbrio químico ou físico envolvendo as amostras absorvidas. Alterações 
do pH, força iônica e temperatura da solução podem causar tais desvios. 


Componentes de um espectrofotômetro 

Um fotômetro ou um espectrofotômetro típico possui seis compo- 
nentes básicos, seja em uma configuração de feixe único ou duplo. Os 
seis componentes são: (1) uma fonte estável de energia radiante; (2) 
um filtro que isola uma região específica do espectro eletromagnético; 
(3) um recipiente de amostra; (4) um detector de radiação; (5) um 
processador de sinal; e (6) um dispositivo de leitura. Cada componen- 
te de um fotômetro típico é mostrado na Figura 4.5. 

As etapas a seguir descrevem a função de cada componente em 
qualquer fotômetro de absorção, que, ao detectar luz, apresenta infor- 
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Figura 4.4 Gráfico de absorbância versus concentração ilustrando desvio da lei de Beer. 
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Figura 4.5 Componentes de um espectrofotômetro de feixe único. A, lâmpada 
excitante; B, fenda de entrada; C, monocromador; D, fenda de saída; E, cubeta; F, 
fotodetector; G, display LED. 


mações ao operador. 

1. A fonte luminosa provê a energia que a amostra modificará ou 
atenuará por absorção. A luz é policromática, isto é, todos os 
comprimentos de onda estão presentes. 

2. Um seletor ou um filtro de comprimento de onda isola uma por- 
ção do espectro emitido pela fonte e a foca sobre a amostra. 

3. A amostra em um recipiente adequado (p. ex., cubeta) absorve 
uma fração da luz incidente e transmite o restante. 

4. A luz que passa através da cubeta e da amostra atinge o cátodo de 
um fotodetector e gera um sinal elétrico. 

5. O sinal elétrico é processado eletronicamente (p. ex., amplificado, 
digitalizado). 

6. O sinal processado é eletronicamente acoplado a uma unidade de 
exibição (p. ex., LED, gravador de gráfico X-Y, medidor). 


Fontes de energia radiante 

Fontes de energia radiante ou lâmpadas fornecem luz policromá- 
tica e devem gerar energia ou potência radiante suficiente para men- 
surar o analito de interesse. Um suprimento de energia regulado é 
necessário para prover uma fonte estável e constante de voltagem 
para a lâmpada. As fontes de energia radiante são de dois tipos: con- 
tínua e em linha. Uma fonte continua emite radiação que, muito 
lentamente, muda de intensidade em função do comprimento de 
onda. Fontes em linha emitem um número limitado de linhas ou 
faixas de radiação distintas, cada uma provendo uma faixa limitada 
de comprimentos de onda. 

Fontes contínuas têm uma grande aplicação nos laboratórios. Exem- 
plos incluem o tungstênio, o deutério e o xenônio. Para testagens na 
região visível de RME, lâmpadas de tungstênio ou tungstênio-halogê- 
nio são muito utilizadas. O filamento da lâmpada de tungstênio-halo- 
gênio é mantido à temperatura mais alta que na lâmpada normal de 
tungstênio. Isso aproveita a relação de Wien e Sefan para prover uma 
fonte com um comprimento de onda máximo próximo do centro 
do espectro visível (mais branco) e com um débito de energia maior 
(mais brilhante). A introdução do gás halogênio no envelope da lâm- 
pada neutraliza o problema de maior vaporização atômica causado 


pela alta temperatura do filamento. 

A lâmpada de deutério é rotineiramente utilizada para prover radia- 
ção ultravioleta (UV) em espectrômetros analíticos. À voltagem aplica- 
da, geralmente, é de aproximadamente 100 volts, a qual fornece aos elé- 
trons energia suficiente para excitar os átomos de deutério em um gás 
de baixa pressão para emitir fótons por meio da faixa UV completa. 

A forte interação atômica em uma lâmpada de descarga de xenônio 
de alta pressão produz uma fonte de radiação constante, a qual cobre 
tanto a faixa UV, quanto a faixa visível. A descarga luminosa, normal- 
mente, é pulsada durante curtos períodos com uma frequência que 
determina a intensidade média da luz da fonte e também o seu tempo 
de vida. 

Em fontes de emissão atômica em linha, os elétrons movem-se entre 
níveis de energia atômica. Se o átomo estiver livre de qualquer inte- 
ração com outros átomos, a quantidade de energia liberada pode ser 
muito precisa e todos os fótons compartilham um comprimento de 
onda claramente definido. Essa é a característica da emissão em linha 
cortante de uma descarga eletrônica em um gás de baixa pressão. 
Fontes em linha que emitem poucas linhas distintas têm um amplo 
uso na absorção atômica e na espectroscopia molecular e fluorescen- 
te. Lâmpadas de vapor de mercúrio e sódio produzem linhas nítidas 
nas regiões ultravioleta e visível e são utilizadas em vários espectro- 
fotômetros. Para aplicações da espectroscopia de absorção atômica, a 
lâmpada de cátodo oco provê emissão de átomos de metal livres usan- 
do o calor de uma descarga gasosa (p. ex., no néon) para vaporizar os 
átomos de metal na descarga. Tipicamente, cada lâmpada é específica 
para determinado metal. No entanto, algumas utilizam dois, três ou 
mais metais, embora a emissão de cada um deles seja reduzida. 

Uma fonte laser é muito útil na instrumentação analítica em virtude 
da alta intensidade, da largura de banda estreita e da natureza coeren- 
te de seus débitos. Os seus vários usos específicos incluem a espectros- 
copia de alta resolução, em estudos cinéticos de processos com tempo 
de vida na faixa de 10? a 10! s, na detecção e na determinação de 
concentrações extremamente pequenas de espécies na atmosfera e na 
indução de reações isotopicamente seletivas. 


Seletores de comprimento de onda 

Um componente crítico de todos os espectrômetros é o dispositi- 
vo utilizado para selecionar o comprimento de onda adequado. Exis- 
tem vários tipos de seletores de comprimento de onda, incluindo fil- 
tros, prismas, monocromadores de rede de difração e, recentemente, 
monocromadores de rede de difração holográfica. A qualidade desses 
seletores é descrita pelo comprimento de onda nominal, pelas larguras 
e pelas passagens de banda espectral. O comprimento de onda nominal 
representa a dimensão de uma onda em nanômetros, em transmitân- 
cia máxima. A banda espectral é a faixa de comprimentos de onda 
50% acima da transmitância máxima. Algumas vezes, ela é chamada 
de full width at half peak maximum (FWHM). A faixa total de com- 
primentos de onda transmitidos é a passagem de banda. A Figura 4.6 
apresenta essas características de seletores de comprimento de onda. 
Essa figura também mostra a diferença de seletividade de comprimen- 
to de onda entre filtros de interferência (esquerda) e de absorbância 
(direita), que será discutida a seguir. 


Filtros 

Um componente importante do espectrofotômetro é o filtro de com- 
primento de onda. Seu objetivo é liberar luz monocromática ou, pelo 
menos, uma faixa de comprimento de onda luminosa, a mais estreita 
possível, para a amostra ou para o fotodetector. Lembre-se, o objetivo 
da espectroscopia de absorção é detectar a quantidade de luz absorvi- 
da pela amostra. Isso é mensurado como absorbância e é diretamente 
proporcional à concentração da amostra (ver Lei de Beer-Lambert”). 
A transmitância percentual é a relação entre a quantidade de luz trans- 
mitida pela amostra e a quantidade transmitida na ausência dela (p. ex., 
tampão ou solvente sem a amostra). Teoricamente, seria possível deter- 
minar essa relação sem qualquer filtro. No entanto, sob essas circuns- 
tâncias, a maior parte da luz que entra na amostra contida na cubeta não 
será absorvida. Por isso, para se determinar a absorbância, seria neces- 
sário mensurar uma pequena diferença entre dois valores altos, isto é, a 
quantidade de luz transmitida na ausência (controle) e na presença da 
amostra. Por essa razão, torna-se necessário filtrar o máximo possível a 
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Figura 4.6 Comparação das características espectrais de dois tipos de filtro: A, filtro 
de interferência e B, filtro de absorção. O comprimento da faixa espectral do filtro 
A é muito menor que o do filtro B e, por essa razão, ele permite a passagem de um 
menor número de comprimentos de onda luminosa. 


luz “alheia”, para permitir mensurações acuradas de absorbância. 

Existem dois métodos para se filtrar ondas luminosas. A primeira 
é limitar os comprimentos de onda luminosa, que entram na amos- 
tra com filtros adequados, chamados filtros pré-amostra. A segunda 
é permitir que a luz de vários comprimentos passe pela amostra e, em 
seguida, desmembrar essa luz nos comprimentos de onda que a com- 
põem, utilizando um prisma de alta resolução, focando cada um des- 
ses comprimentos de onda em detectores específicos, essencialmente 
um para cada comprimento de onda que compõe a luz. Quando uma 
amostra absorve luz em um comprimento de onda, a relação entre a 
transmitância luminosa desse comprimento de onda da amostra e o de 
controle pode ser utilizada para se calcular a transmitância percentual 
e a absorbância. Esse arranjo é denominado filtragem pós-amostra. 
Filtros pré-amostra (Bender, 1987). Existe, basicamente, dois tipos 
desses filtros: filtros de absorção e filtros de interferência. Filtros de 
absorção simplesmente absorvem regiões do espectro eletromagnéti- 
co e permitem apenas que um domínio limitado do espectro passe 
pela cubeta de amostra. O tipo mais simples de filtro de absorção con- 
siste em diferentes formas de vidro. Um tipo de vidro permite apenas 
a transmissão de comprimentos de onda luminosa acima de 400 nm, 
enquanto outro permite a transmissão apenas de luz com comprimen- 
to de onda abaixo de 600 nm. Se ambos os vidros forem dispostos em 
série, eles permitem a transmissão de luz com comprimentos de onda 
entre 400 e 600 nm, com um pico em 500 nm. Como um refinamento 
dessa abordagem, os espectrofotômetros mais antigos utilizam vidro 
colorido ou plástico transparente. Essas cores são dispostas em um 
círculo ou uma roda, de modo que a luz de uma faixa relativamente 
estreita de comprimento de onda seja transmitida quando cada setor 
colorido estiver no trajeto luminoso. Por exemplo, se a luz na porção 
verde do espectro visível for desejada, a roda é girada de modo que o 
filtro verde seja colocado no trajeto da luz. A banda espectral desses 
filtros de absorção varia de aproximadamente 30 a 50 nm (Fig. 4.6). 

A banda é bem larga, mas adequada para a determinação da con- 
centração de compostos em solução. Filtros de absorbância são 
menos indicados para varredura do espectro de absorção de compos- 
tos e macromoléculas individuais ou para a determinação acurada 
de baixas concentrações de moléculas. Para atingir esses objetivos, 
torna-se necessário utilizar filtros de interferência. 

No filtro de interferência mais simples, a luz sobre o trajeto até a 
cubeta de amostra entra em uma câmara de fluoreto de magnésio 
revestido com microespelhos em seu interior. Como mostra a Figura 
4.7A, a luz entra homogeneamente por portas ou fendas espaçadas na 
esquerda. Somente a luz que entra por cada fenda pode continuar; o 
resto é absorvido pela câmara. A luz que atravessa a fenda, em um 
ângulo em relação à horizontal, percorre a câmara e é refletida de volta 
para a parede oposta. Na Figura 4.7A, se o comprimento do trajeto ab 
for igual a bc e, ao mesmo tempo, não diferenciar o comprimento de 
onda luminosa desejado, demonstra-se por meio da teoria da óptica 
que a luz, cujo comprimento de onda é igual ao do trajeto ou de inte- 
grais múltiplas desse comprimento, sofrerá interferência construtiva 
(i. e., as ondas irão adicionar-se umas às outras exatamente) com a 
luz que chega nas fendas acima. Por exemplo, na Figura 4.74, a luz 
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Figura 4.7 A, uma interferência de filtro MgF,. A luz entra no filtro por aberturas 
regularmente espaçadas no mesmo ângulo de incidência em cada abertura. Indo da 
base da figura, a luz que entra em a vai até b, onde existe um espelho que a reflete 
até c. Comprimento do trajeto ab = bc. Por outro lado, quando os comprimentos são 
iguais ao comprimento de onda desejado (ou integrais múltiplas dele), a luz do com- 
primento de onda desejado que chega em c estará exatamente em fase com a luz 

da fonte luminosa daquele comprimento de onda e resultará em uma interferência 
construtiva. Ele estará fora de fase com outros comprimentos de onda e, consequen- 
temente, interagirá de forma destrutiva com os mesmos. Esse processo de somação 
ocorre múltiplas vezes até que somente a luz do comprimento de onda desejado 
escape pelas aberturas de saída como em fe h (segundo Bender, 1987). B, um filtro 
de difração. Quando a luz entra por múltiplas aberturas, como na parte A, cada uma 
sendo equidistante de suas duas vizinhas, a luz de cada um dos comprimentos de 
onda interfere construtivamente e destrutivamente consigo mesma, dando origem 

a faixas de luz clara (amarelo) e escura (azul) ou bandas que podem ser observadas 
em uma tela. A posição e o espaçamento dessas bandas dependem somente do 
comprimento de onda e do ângulo de incidência. Como é mostrado na figura, quan- 
do aberturas são posicionadas, somente os pontos em que franjas claras (amarelo) 
ocorrem, a luz de um comprimento de onda específico passará por ela na saída. 


com comprimento de onda C = ab, refletida de b a c, estará exata- 
mente em fase com a luz de comprimento C ou integrais múltiplos 
de C, entrando na fenda em c; todos os outros comprimentos de onda 
interferirão, de modo destrutivo, na luz que entra na fenda c. À seguir, 
a luz é refletida novamente de c para d e mais uma vez para e onde, 
outra vez, ela irá unir-se (interferir de forma construtiva) apenas às 
ondas luminosas com o mesmo comprimento ou integrais múltiplas. 
Por fim, somente a luz com o comprimento de onda desejado será 
transmitida por intermédio da parede oposta das fendas fe h. 

É importante observar que, como os integrais múltiplos de compri- 
mentos de onda de luz incidente interferirão construtivamente na luz 
transmitida na câmara, mais de um comprimento de onda luminosa 
pode ser transmitido pela camara. A relação quantitativa real entre 
os comprimentos de onda (C) transmitidos pela câmara, o ângulo de 
incidência (q) da luz que entra na fenda, o índice de refração (R) do 
MgF, (1.38) e a distância (d) por meio da câmara é: 


ML = 2dRsen(q) (4.9A) 


M é qualquer integral. Observe que a equação prevê que para qual- 
quer distância (d), muitos comprimentos, de integrais múltiplas do 
comprimento de onda fundamental em que M = 1, podem ser trans- 
mitidos. Na prática, muitos desses comprimentos de onda podem ser 
excluídos com o uso de técnicas como, por exemplo, a colocação de 
filtros de vidro adequados em série na câmara de interferência. 

O arranjo acima transmite com sucesso a luz monocromática em 
um determinado comprimento de onda. Contudo, ele não permite a 
varredura de comprimentos de onda para se obter o espectro de absor- 
ção de diferentes amostras. Para isso, outro arranjo similar é utilizado. 
Nesse caso, porém, a vantagem é tirada de outro princípio da teoria 
da óptica: o princípio da difração da luz. Como mostra a Figura 4.7B, 
quando é permitido que a luz monocromática entre em duas fendas 
sobre uma superfície da câmara, de modo bem parecido com o mos- 
trado na Figura 4.74, exceto pelo fato de não haver material (MgF,) 
na câmara, as duas ondas luminosas interferem entre si, de modo que 
uma tela é colocada na superfície oposta da câmara, ocorrerá regiões 
distintas de faixas claras e escuras (Bender, 1987). As faixas luminosas 
são de comprimentos de onda adicionados construtivamente um ao 
outro e são transmitidos, enquanto as faixas escuras são decorrentes da 
interferência destrutiva das ondas luminosas e nenhuma delas é trans- 
mitida. A posição das faixas e a distância entre elas dependem do com- 
primento da onda luminosa que entra nas duas aberturas e do ângulo 
de incidência de ambos os feixes. Como, para um determinado ângu- 
lo de incidência, a posição de faixas claras de luz monocromática trans- 
mitida depende exclusivamente do comprimento da onda luminosa, 
se fendas de saída forem colocadas na superfície oposta, onde existem 
faixas claras de luz do comprimento de onda desejado, somente a luz 
desse comprimento de onda será emitido da câmara. O efeito pode ser 
aumentado colocando-se múltiplas aberturas de entrada em uma dis- 
tância fixa (d) entre uma e outra como é mostrado na Figura 4.7B. 

Agora, a luz policromática é composta por múltiplos comprimentos 
de onda de luz monocromática diferentes. Quando é permitido que a 
luz policromática passe por duas aberturas, como na Figura 4.7B, cada 
um dos comprimentos de onda interferirá de modo construtivo e des- 
trutivo como foi descrito acima. Dois comprimentos de onda luminosa 
diferentes interferirão apenas destrutivamente entre si, exceto se houver 
integrais múltiplas de outra, como discutido acima, no caso da câmara 
de MgF;. Isso permite que “aprisionemos” a luz do comprimento de 
onda luminosa desejado, colocando as aberturas de saída onde sabida- 
mente as faixas claras ocorrem na superfície oposta para aquele com- 
primento de onda luminosa monocromática. Um fator limitador da 
seleção da luz verdadeiramente monocromática é o tamanho da aber- 
tura, a qual pode permitir que alguma luz “dispersa” das faixas claras 
adjacentes de comprimentos de onda muito próximos saia. 

Como com a câmara de interferência de MgF, descrita acima, outra 
fonte de luz contaminante pode ocorrer devido à luz de comprimen- 
tos de onda que são integrais múltiplos do comprimento desejado. A 
relação que descreve o comprimento de onda como função da distân- 
cia é similar à da câmara de MgF.: 

ML = dsen(q) (4.9B) 

No entanto, aqui d é a distancia entre duas fendas de entrada adja- 


centes situadas na superfície próxima (em direção à fonte luminosa) 
e não a distância da câmara, como na câmara de MgF,. Observe que, 
para uma determinada distância (d) e um ângulo de incidência (q), 
existem múltiplas soluções para essa equação. Por exemplo, se o com- 
primento de onda desejado for 800 nm, dsen(q) = 800. Mas, isso é 
para M = 1, C= 800 nm. Outras soluções são M = 2, C= 400 nm; eM 
= 3, C = 266,67 nm; e assim por diante. Como foi discutido em rela- 
ção à câmara de MgF,, esses outros comprimentos de onda podem ser 
filtrados com o uso de filtros de vidro ou outros filtros adequados. 
Observe que o sistema apresentado na Figura 4.7B permite a varre- 
dura contínua do espectro de absorção de qualquer analito. Compri- 
mentos de onda podem ser alterados de forma contínua, mas comu- 
mente fazendo uso de dispositivos eletrônicos, que alteram a posição 
da abertura no lado da saída da câmara ou o ângulo de incidência da 
luz, que entra por meio da alteração do ângulo da superfície próxi- 
ma da câmara. Filtros que possuem essa capacidade são denominados 
monocromadores. Ambos os sistemas de interferência da Figura 4.7 
apresentam faixas de banda espectral de aproximadamente 1,5% do 
comprimento de onda na transmitância máxima, muito menores que 
as dos filtros de absorção ilustrados na Figura 4.6. 
Filtros pós-amostra. Uma abordagem diferente para se obter luz 
monocromática e uma determinação exata da absorbância é simples- 
mente permitir que a luz passe através da amostra não filtrada. A seguir, 
a luz atravessa um prisma, onde é decomposta nos comprimentos de 
onda que a constituem. A ação de um prisma depende da refração de 
radiação de seu material. O poder de dispersão depende da variação do 
índice de refração no comprimento de onda. Um raio de radiação que 
entra no prisma em um ângulo de incidência é inclinado em direção à 
normal (vertical à face do prisma) e, na interface prisma-ar, ele é incli- 
nado para longe da vertical. Conforme descrito na seção sobre foto- 
multiplicadores abaixo, cada comprimento de onda é focado em um 
conjunto de fotodiodos, de modo que cada fotodiodo responde uni- 
camente a um conjunto específico de comprimentos de onda. A quan- 
tidade de luz transmitida em presença da amostra é comparada com a 
observada na ausência dela. Conjuntos de fotodiodo são exemplos de 
dispositivos que convertem energia fotônica em corrente elétrica, em 
um sistema em que os fótons excitam os elétrons externos em metais 
para se mover na chamada faixa de condução, gerando uma corrente. 


Recipientes de amostra (cubetas) 

Recipientes de amostras, isto é, células ou cubetas, são utilizados e 
devem ser feitos de material transparente à radiação da região espectral 
de interesse. Para a região ultravioleta (abaixo de 350 nm), cubetas são 
feitas de sílica ou quartzo fundido. Vidros de silicato podem ser utiliza- 
dos para a região entre 350 e 2.000 nm. Recipientes plásticos também 
têm utilidade para a região visível. Em geral, o comprimento de trajeto 
até as cubetas é de 1 cm, embora os comprimentos mais curtos sejam 
utilizados em sistemas automatizados. Contudo, para aumentar a sen- 
sibilidade, algumas cubetas são projetadas para terem comprimentos 
de trajeto mais longos (de 10 cm), aumentando a absorbância para 
uma determinada solução por um fator 10 (lei de Beer; equação 4.7). 

Muitos espectrômetros com feixe duplo são projetados com dois 
receptáculos de cubetas; um para a amostra e outro para o solvente. 
Para a obtenção de resultados mais acurados, quando duas cubetas 
forem utilizadas, elas devem ser iguais opticamente. O fabricante for- 
nece pares correspondentes, mas seu desempenho deve ser verificado 
antes da utilização no processamento de amostras idênticas em cada 
célula. Uma célula deve ser reservada para a solução da amostra e a 
outra para o solvente. As células devem ser rigorosamente limpas 
antes e após cada utilização. 


Fotodetectores 

É necessário determinar quanta luz passa pela da amostra na cubeta. 
Para realizar essa tarefa, é tirada vantagem do efeito fotoelétrico, que é 
a base da teoria quântica. Fótons com comprimento de onda específico 
excitam os elétrons da camada externa de metais em suas frequências 
de ressonância para estados de alta energia, nos quais eles se movem 
pela chamada “faixa de condução”, na qual os elétrons se movem pelas 
camadas externas do metal e, consequentemente, produzem uma cor- 
rente. Essa corrente, cuja magnitude está diretamente relacionada à 
intensidade da luz incidente, pode então ser detectada e digitalizada. 


Tubos fotomultiplicadores. Talvez o tipo mais comum de detector 
de fótons seja o fotomultiplicador. Tubos fotomultiplicadores são uti- 
lizados quando a energia radiante é muito baixa, o que é característico 
de baixas concentrações de analito. O princípio operacional é similar 
ao do fototubo, com uma diferença importante: um tubo fotomul- 
tiplicador possui múltiplos dinodos, que resultam na passagem de 
10º a 10’ elétrons pelo ânodo. A resposta do tubo fotomultiplicador 
começa quando os fótons atingem um fotocátodo. Elétrons são eje- 
tados da superfície do fotocátodo. Um tubo fotomultiplicador possui 
vários eletrodos adicionais chamados dinodos, cada qual possuindo 
um potencial que é aproximadamente 90 V mais alto que o anterior. 
Ao atingir um dinodo, cada fotoelétron provoca a emissão de vários 
outros elétrons. Por sua vez, estes aceleram em direção a um segun- 
do dinodo, o qual é 90 V mais positivo que o anterior, o que ampli- 
fica mais o sinal incidente. Esse processo, mostrado na Figura 4.8, 
continua no tubo fotomultiplicador até que todos os elétrons sejam 
coletados no ânodo, no qual a corrente resultante é passada para um 
amplificador eletrônico. 

Tubos fotomultiplicadores são altamente sensíveis a radiações ultra- 

violeta e visível. Eles também possuem um tempo de resposta muito 
rápido. Esses tubos apresentam limitações para mensurar radiação de 
baixa potência, porque a luz intensa produz dano irreversível à super- 
fície fotoelétrica. 
Célula fotovoltaica. Um método diferente de detecção de corren- 
te fotoinduzida é a célula fotovoltaica. Trata-se de um fototransdu- 
tor básico que é utilizado para detecção e mensuração da radiação na 
região visível. Tipicamente, a célula possui uma sensibilidade máxima a 
aproximadamente 550 nm e a resposta cai para aproximadamente 10% 
do máximo a 350 nm e 750 nm. Ela consiste em um eletrodo chato de 
cobre ou de ferro, sobre o qual é depositada uma camada de material 
semicondutor (p. ex., selênio). A superfície externa do semicondutor 
é revestida por uma película metálica fina e transparente de ouro ou 
prata, que serve como segundo eletrodo ou eletrodo condutor. Quan- 
do a radiação de energia suficiente atinge o semicondutor, ligações 
covalentes são rompidas, com consequente condução de elétrons e for- 
mação de buracos. Os elétrons migram em direção à película metálica 
e os buracos em direção à base sobre a qual o semicondutor é deposita- 
do. Os elétrons liberados ficam livres para migrar pelo circuito externo 
e interagir com aqueles buracos. O resultado é uma corrente elétrica 
com uma magnitude proporcional ao número de fótons que atingem a 
superfície do semicondutor e uma corrente fotônica que é diretamente 
proporcional à intensidade da radiação que atinge as células. 

Esses tipos de fotodetectores são rústicos, de baixo custo e não exi- 
gem fonte externa de energia elétrica. A baixa sensibilidade e a fadiga 
são duas desvantagens distintas dessas células. Para análises de rotina 
em comprimentos de onda ideais, essas células fotovoltaicas fornecem 
dados analíticos confiáveis. 

Fototubos a vácuo. Um fototubo a vácuo possui um cátodo semicilin- 
drico e um fio metálico conectado ao ânodo selado a vácuo no interior 
de um envelope transparente. A superfície côncava do eletrodo supor- 
ta uma camada de material fotoemissor, que tende a emitir elétrons, 
quando irradiada. Quando um potencial é aplicado no eletrodo, os elé- 
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Figura 4.8 Esquema de um tubo fotomultiplicador. Neste diagrama, uma amplifica- 
ção de dez vezes do sinal inicial é produzida no ânodo. (Reproduzido de Simonson 
MG: In Kaplan LA, Pesce AJ [Eds]: Nonisotopic Alternatives to Radioimmunoassay. 
New York, Marcel Dekker, 1981.) 
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44 trons emitidos fluem para o fio metálico conectado ao ânodo, gerando 


uma fotocorrente associada a células fotovoltaicas em uma determina- 
da intensidade. Vários tipos de superfícies fotoemissoras são utilizados 
em produtos comerciais. Eles incluem: (1) materiais bialcalinos alta- 
mente sensíveis feitos de potássio, césio e antimônio, (2) material sen- 
sível vermelho, utilizando multiálcalis (p. ex., Na/K/Cs/Sb), (3) janelas 
transparentes sensíveis ao ultravioleta, e (4) substâncias com resposta 
sem desvio utilizando composições de Ga/As. 

Transdutores com diodo de silício. Eles são mais sensíveis que os 
fototubos a vácuo, mas menos sensíveis que os tubos fotomulti- 
plicadores descritos acima. Fotodiodos possuem faixas espectrais de 
aproximadamente 190 a 1.100 nm. Esses dispositivos contêm materiais 
semicondutores carregados positivamente (p) e negativamente (n), 
contíguos, em um chip de silício. Uma fonte de energia é conectada a 
esse arranjo, de modo que o seu polo positivo conecta-se ao material 
tipo n e o polo negativo ao tipo p. Esse arranjo resulta em uma cama- 
da de depleção, que reduz a condutância da junção para próximo de 
zero. Se for permitido que a radiação atinja o chip, buracos e elétrons 
formados na camada de depleção são varridos pelo dispositivo, para 
produzir uma corrente que é proporcional à energia radiante (Skoog, 
1998). Esse processo é mostrado na Figura 4.9. 

Transdutor fotoelétrico multicanal. Na discussão sobre filtros pós-amos- 
tra, foi observado que a luz não filtrada, que emerge da amostra, poderia 
ser decomposta em seus comprimentos de onda constituintes usando pris- 
mas. Esses diferentes comprimentos são, então, direcionados a detectores 
eletrônicos, de modo que a intensidade luminosa de cada comprimento de 
onda constituinte possa ser quantificada. Aqui, descreveremos alguns des- 
ses fotodetectores de comprimentos de onda múltiplos. 

Um transdutor multicanal consiste em um conjunto de pequenos 
elementos fotoelétricos sensíveis dispostos linearmente ou em um 
padrão bidimensional em um único chip semicondutor. O chip, geral- 
mente de silício e com dimensões de alguns poucos milímetros de lar- 
gura, também contém um circuito eletrônico que torna possível a 
determinação do sinal de débito elétrico de cada um dos elementos 
fotossensíveis sequencial ou simultaneamente. O alinhamento de um 
transdutor multicanal ocorre, em geral, no plano focal de um espectrô- 
metro, de modo que vários elementos do espectro disperso possam 
ser convertidos e mensurados de forma simultânea. Vários tipos de 
transdutores multicanais são utilizados atualmente e eles incluem: (1) 
conjuntos de fotodiodo (PDAs), (2) dispositivos de injeção de carga 
(CIDs) e (3) dispositivos de carga acoplada (CCDs). 

Conjuntos de fotodiodos. Utilizando técnicas modernas de fabrica- 
ção de microeletrônicos, atualmente é possível produzir um conjunto 
linear (unidimensional) de várias centenas de fotodiodos alinhados 
lado a lado em um único circuito integrado ou “chip” (Fig. 4.10). 
Cada diodo é capaz de registrar a intensidade em um ponto ao longo 
da linha e, em conjunto, eles fornecem um perfil linear da variação 
luminosa ao longo do conjunto. 

Um método multiplex é utilizado para ordenar todos os sinais rece- 
bidos do PDA (photodiode arrays). Ele registra cada sinal individual- 
mente e, a seguir, alimenta os sinais de maneira sequencial em um 
único amplificador. O resultado do PDA é um perfil de histograma, 
ao longo do conjunto, da carga escoada por cada fotodiodo. Ele reflete 
a variação da intensidade luminosa através do conjunto. Portanto, a 
detecção do PDA ocorre em três estágios principais: 

1. inicialização; 

2. acúmulo de carga em cada pixel-tempo de integração; 

3. sinais de leitura. 

Em comparação com os tubos fotomultiplicadores, o PDA possui 
uma faixa dinâmica mais baixa e um ruído maior. Ele é mais útil como 
detector multicanal simultâneo (Skoog, 1998). 

Dispositivos de transferência de carga. Desenvolvimentos de téc- 
nicas de detecção de estado sólido recentes produziram detectores 
bidimensionais muito eficazes, que operam por meio de um processo de 
transferência de carga, uma alternativa aos fotodiodos. O termo “dispo- 
sitivo de transferência de carga” (CTD, charge-transfer device) é genérico, 
descreve um sistema de detecção no qual um fóton, ao atingir o material 
semicondutor do circuito integrado, libera elétrons de seu estado liga- 
do para o móvel. A carga liberada, que consiste em elétrons negativos e 


buracos positivos, dirige-se e acumula-se nos eletrodos de superfície. Um 


conjunto desses eletrodos divide o detector em “pixels” sensíveis à luz 
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Figura 4.9 Esquema de um fotodiodo semicondutor utilizado como detector em 
muitos espectrômetros. 





Figura 4.10 Conjunto de fotodiodo. A, lâmpada; B, lente; C, obturador; D, célula; E, 
lente; F, fenda; G, grade; H, conjunto de fotodiodo. 


separados. A carga acumalada em cada eletrodo é proporcional à intensi- 
dade luminosa integrada que incide sobre aquele pixel em particular. 

Existem duas classes distintas de CTDs: dispositivos de injeção de 
carga (CIDs, charge-injection devices) e dispositivos de carga acoplada 
(CCDs, charge-couple devices). Em um CCD, todos os pacotes de carga 
são movidos, “em etapas , ao longo da linha do conjunto, de um pixel 
a outro, como em uma “cadeia de baldes”. No final da linha, os paco- 
tes de carga são alimentados de forma sequencial em um amplificador 
de baixo ruído on-chip, que converte a carga em um sinal de voltagem. 
O perfil global do sinal pelo conjunto bidimensional é registrado uma 
linha por vez e, consequentemente, fornece uma série de sinais de vol- 
tagem correspondentes a todos os pixels da área de detecção. 

Em um CID, a carga acumulada em cada pixel pode ser mensurada 
de modo independente e não destrutivo com o uso de uma rede de 
eletrodos “detectores”, os quais podem monitorar a presença da carga 
acumulada. Isso é um importante fator que diferencia sistemas CID 
dos sistemas PDA e CCD, nos quais toda a área de detecção é “lida” 
destrutivamente em um único processo. 


Processadores de sinal e leitura 

O processamento de um sinal elétrico recebido de um transdutor 
é realizado por um dispositivo que amplifica, corrige AC em DC (ou 
o inverso), altera a fase do sinal e o filtra para remover componentes 
indesejados. Além disso, o processador de sinal pode ter de realizar 
operações matemáticas (p. ex., cálculos diferenciais, integração ou 
conversão em um algoritmo). Vários dispositivos de leitura têm sido 
utilizados e incluem medidores digitais, medidores de Arsoval, grava- 
dores, diodos emissores de luz (LEDs), tubos de raios catódicos (CRTs) 
e telas de cristal líquido (LCDs). 


Garantia de qualidade na espectrofotometria 


Existem vários parâmetros fotométricos que devem ser monitora- 
dos periodicamente pelos usuários. A monitoração desses parâmetros 
é considerada obrigatória pela maioria das organizações e agências 
reguladoras . Os parâmetros rotineiramente incluem: 


* comprimento de onda ou acurácia fotométrica; 
* checagem da absorbância; 

* linearidade; 

* dispersão luminosa. 

Acurácia é a proximidade de uma mensuração de seu valor real. A 
acurácia do comprimento de onda implica no fotômetro mensurar o 
comprimento de onda ao qual ele foi ajustado. A acurácia fotométri- 
ca pode ser avaliada com muita facilidade, utilizando filtros ópticos 
de vidro. Dois exemplos de filtros utilizados incluem didímio e óxido 
de hólmio. O vidro de didímio apresenta múltiplos picos de absorção 
com um pico acentuado ocorrendo a 360 nm. 

A checagem da absorbância é realizada utilizando filtros de vidro ou 
soluções que possuam valores de absorbância conhecidos para um com- 
primento de onda específico. O operador simplesmente mede a absorbân- 
cia de cada solução em um comprimento de onda especificado e compara 
os resultados com os valores estabelecidos. Cada usuário deve estabelecer 
uma tolerância, baseada em critérios aceitos, para as mensurações. 

Linearidade é definida como a capacidade de um sistema fotométrico 
produzir uma relação linear entre a energia radiante, que incide sobre o 
seu detector, e a concentração, isto é, a lei de Beer. A linearidade de um 
espectrômetro pode ser determinada utilizando filtros ópticos ou solu- 
ções que possuam valores de absorbância conhecidos para um determi- 
nado comprimento de onda. Mensurações da linearidade devem avaliar 
tanto a inclinação quanto o intercepto. 

A luz dispersa é descrita como qualquer luz que incide no detector e 
que não é originária da fonte de luz policromática. A luz dispersa pode 
ter um impacto significativo sobre qualquer mensuração realizada. O 
efeito da luz dispersa pode ser avaliado utilizando filtros especiais de 
corte. 


Tipos de instrumentos fotométricos 


Há vários desenhos e configurações de instrumentos utilizados para 
a fotometria de absorção. Cada um possui uma terminologia exclusiva 
associada ao seu desenho. A terminologia não é universal entre os usuá- 
rios, mas é apresentada aqui como um guia. Um espectroscópio é um ins- 
trumento óptico utilizado para identificação visual de linhas de emissão 
atômica. Ele possui um monocromador, usualmente um prisma ou uma 
rede de difração, no qual a fenda de saída é substituída por uma ocular, 
que pode ser movida ao longo do plano focal. O comprimento de onda 
de uma linha de emissão pode então ser determinado a partir do ângulo 
entre o feixe incidente e o disperso, quando a linha é centrada na ocular. 
Um colorímetro utiliza o olho humano como detector. O usuário com- 
para a cor observada da amostra desconhecida com um padrão ou com 
uma série de padrões coloridos de concentrações conhecidas. Fotômetros 
são compostos por uma fonte luminosa, um filtro e um transdutor foto- 
elétrico, assim como um processador de sinal e um leitor. Alguns fabri- 
cantes utilizam os termos colorímetro ou colorímetro fotoelétrico para o 
fotômetro. Esses fotômetros utilizam filtros para isolamento de compri- 
mentos de onda específicos e em vez de redes de difração ou prismas. 
Um espectrômetro é um instrumento que proporciona informa- 
ções sobre a intensidade da radiação como função do comprimento 
de onda ou da frequência. Espectrofotômetros são espectrômetros 
equipados com uma ou mais fendas de saída e transdutores fotoe- 
letrônicos, que permitem a determinação da relação entre a potên- 
cia dos dois feixes como função do comprimento de onda, como na 
espectroscopia de absorção. A maioria dos espectrofotômetros utiliza 
um monocromador de rede de difração para decompor a luz em um 
espectro, como já discutido na seção sobre filtros pré-amostra. 
Espectrômetros de feixe único são os tipos mais simples de espectrô- 
metro de absorção. Esses instrumentos são destinados a realizar uma 
mensuração por vez, em um comprimento de onda especificado. Ao 
utilizar um instrumento de feixe único, a absorção máxima do analito 
deve ser conhecida previamente. Em seguida, o comprimento de onda é 
ajustado a esse valor. O material de referência (solvente incolor) é posi- 
cionado no trajeto da radiação e o instrumento é ajustado para ler O%T, 


quando um obturador for colocado de modo a bloquear toda a radiação 
do detector, e para ler 100%T, quando o obturador for removido. Após 
esses ajustes, a amostra é colocada no trajeto, a absorbância é mensurada 
e a concentração é determinada usando a lei de Beer, uma curva de cali- 
bração para o material ou os métodos algébricos adequados. 

Um espectrofotômetro de feixe duplo divide ou corta o feixe mono- 
cromático de radiação em dois componentes. Um feixe passa atra- 
vés da amostra e o outro passa através de uma solução de referência. 
Nessa ilustração, a energia radiante do feixe de referência varia con- 
forme a fonte de energia, a transmissão do monocromador, a trans- 
missão do material de referência e a resposta do detector, fazendo a 
diferença entre o feixe da amostra e o da referência uma função da 
amostra. O débito do feixe de referência pode ser mantido constante 
e a absorbância da amostra pode ser registrada diretamente como o 
débito elétrico do feixe da amostra. 

Existem dois modelos fundamentais de espectrofotômetros de 
feixe duplo: (1) feixe duplo no espaço e (2) feixe duplo no tempo. 
Um feixe duplo no espaço utiliza dois fotodetectores, um para o feixe 
da amostra e outro para o feixe de referência. Os dois sinais gerados 
são direcionados para um amplificador diferencial, que transmite a 
diferença entre os sinais para o dispositivo de leitura. Um esquema do 
sistema de feixe duplo no espaço é mostrado na Figura 4.11. 

Um instrumento de feixe duplo no tempo utiliza um fotodetector e, 
alternativamente, transmite a radiação monocromática através da cube- 
ta de amostra e, a seguir, através da cubeta de referência utilizando um 
obturador eletromecânico (chopper). Obturador eletromecânico é um 
termo utilizado para designar um dispositivo como um espelho de setor 
rotatório que dissocia ou roda os feixes de radiação. Cada feixe, consis- 
tindo em um pulso de radiação separado no tempo por um intervalo 
escuro, é então direcionado para um detector adequado. Um esquema 
do sistema de feixe duplo no tempo é mostrado na Figura 4.12. 

Um sistema de varredura de feixe duplo inclui um espectrofotôme- 
tro de feixe duplo e um gravador que pode fornecer um gráfico X-Y 
da absorbância versus comprimento de onda para uma determinada 
amostra de exame. Esse tipo de configuração é ideal para a determina- 
ção do espectro de comprimento de onda de um analito em solução. 
O espectrofotômetro possui uma câmara de comprimento de onda 
impulsionada automaticamente que pode rodar a uma velocidade pre- 
determinada. O gravador pode ser ajustado ao comprimento de onda 
do monocromador para facilitar a identificação de cada pico máximo. 


Reflectometria 


Mensurações de analitos em líquidos biológicos utilizando a reflec- 
tometria têm sido utilizadas há décadas. Duas aplicações clínicas 
incluem a análise urinária com dipstick e a química com lâmina seca. 
Um reflectômetro é um fotômetro de filtro que mensura a quantidade 
de luz refletida por uma amostra líquida colocada sobre um suporte 
sólido granuloso ou fibroso. 

Há dois tipos de reflectância: (1) especular e (2) difusa. A reflectân- 
cia especular ocorre sobre uma superfície polida, na qual o ângulo de 
incidência da energia radiante é igual ao ângulo de reflexão. Superfícies 





Figura 4.11 Feixe duplo no desenho espacial do espectrofotômetro. A, lâmpada exci- 
tadora; B, espelho; C, fendas de entrada; D, monocromadores; E, fendas de saída; F, 
cubetas; F, fotodetectores; H, diodo emissor de luz (LED, light-emitting diode). 
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polidas (p. ex., um espelho) são utilizadas para direcionar e controlar 
a energia radiante, mas não para determinar a concentração. A reflec- 
tância difusa ocorre sobre superfícies não polidas (p. ex., superfícies 
granulosas ou fibrosas). A energia radiante refletida tende a ir para 
muitas direções. A reflexão difusa ocorre nas camadas e depende das 
propriedades e das características das camadas em si. Uma substância 
colorida absorve o comprimento de onda de sua cor e reflete todos os 
outros comprimentos de onda em diferentes ângulos. Por essa razão, 
a quantidade de uma substância presente pode ser mensurada como 
função indireta da luz refletida. 

Um reflectômetro típico, utilizado em um laboratório clínico, 
detecta apenas uma fração constante da luz refletida difusa. Por isso, a 
reflectância de uma amostra é representada por: 


> 
EA = R (fração da reflectância difusa da amostra) — (4.104) 


a 
R (fração da reflectância difusa de um padrão) 
A quantidade de luz refletida por uma solução colocada sobre uma 


superfície granulosa branca está inversamente relacionada com a con- 
centração das amostras: 


R densidade = —log Ramostra— Rpreto | x Rian (4.10B) 








padrão 
Em que: 

R gensidade é à densidade da reflectância corrigida da; amostra; 
R mostra é à reflectância mensurada da amostra; 
Roreto é à reflectância de uma referência preta; 
Ranco é à reflectância de uma referência branca; 
Rpadrão é à reflectância de uma solução padrão. 

O valor ideal da reflectância de um padrão branco puro de material 
cerâmico é um, isto é, toda a luz é refletida. Ao contrário, o valor ideal 
da reflectância de um padrão preto é zero, isto é, toda a luz é absorvida. 

A relação entre a reflectância percentual e a concentração de um 
analito é não linear. Vários algoritmos foram desenvolvidos para a 
linearização dessa relação. O algoritmo específico utilizado dependerá 
das características da reflexão do material que compõe o coxim ou a 


película, da natureza da eliminação e da geometria do instrumento. 


Reflectômetros 


Os componentes de um reflectômetro são muito similares aos de 
um fotômetro como o mostrado na Figura 4.13. Uma lâmpada de 
halogênio/tungstênio-quartzo serve como fonte de radiação policro- 
mática. Um monocromador (p. ex., filtro estacionário ou roda de fil- 
tro para múltiplos analitos) é utilizado para isolar o comprimento de 
onda de interesse. A seguir, a luz monocromática passa por uma fenda 
e é direcionada sobre a superfície do coxim do dipstick de urina ou 
da lâmina seca dependendo de qual instrumentação que estiver sendo 
utilizada. Fotodiodos de estado sólido são em geral utilizados para a 
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Figura 4.13 Componentes de um refletômetro típico utilizado para mensurar anali- 
tos em fitas reagentes de urina. Os diferentes blocos coloridos representam diferentes 
exames realizados na urinálise; o azul representa a quantificação do analito utilizan- 
do a reflectância, isto é, a reflectância da luz focada sobre a amostra e refletida em 
um ângulo (feixe amarelo), onde ela é detectada. 


detecção da energia radiante refletida. Dispositivos ópticos especiais 
(p. ex., fibras ópticas ou espelhos elipsoidais) podem ser utilizados 
para direcionar a energia radiante para o detector. Um computador 
ou um microprocessador é utilizado para converter sinais de reflec- 
tância não lineares em unidades de concentração de leitura direta. 


Espectrometria de luminescéncia molecular 
(fluorometria) 


Principio. A luminescéncia baseia-se no processo de troca de ener- 
gia que ocorre quando certos compostos absorvem radiação eletro- 
magnética, agitam-se e retornam para um nível energético inferior ou 
igual ao do seu nível original. Como, no estado de agitação, ocorreu 
uma perda de energia antes da emissão em decorrência da colisão com 
o solvente ou outras moléculas, o comprimento de onda da luz emi- 
tida é mais longo que o da luz excitante. A maioria das moléculas não 
carregadas contém números iguais de elétrons no estado fundamen- 
tal. Os elétrons preenchem órbitas moleculares em pares com suas 
rotações em direções opostas. Nenhuma energia eletrônica pode ser 
detectada pela aplicação de um campo magnético nesse padrão de 
rotação e esse estado eletrônico é chamado estado singlete. Similar- 
mente, se um elétron se tornar excitado pela radiação eletromagnética 
e sua rotação permanecer pareada com o estado fundamental, ele cria 
um estado singlete excitado. O tempo de duração do estado excitado é 
o tempo médio que a molécula permanece excitada antes da emissão 


de luz. Para um estado singlete excitado, o tempo do estado excitado 
é da ordem de 10? a 10° s. A emissão de luz de um estado singlete 
excitado é denominado fluorescência. Quando as rotações dos elétrons 
no estado excitado não são pareadas, o nível de energia dos elétrons 
será cindido ao aplicar um campo magnético. Esse estado eletrônico 
é denominado estado triplete. O tempo de duração do estado triplete 
varia de 10“ a 10 s (Willard, 1988). A emissão de luz de um estado 
triplete excitado é denominada fosforescência. 

A luminescência é muito utilizada por causa de sua alta sensibili- 

dade. A relação sinal—ruido é muito alta, isto é, o sinal pode ser com- 
parado a um ruído de fundo próximo de zero. A alta especificidade é 
uma função do uso de dois espectros, os de excitação e os de emissão, 
e a possibilidade de se mensurar o tempo de duração do estado fluo- 
rescente. Dois compostos que são excitados no mesmo comprimento 
de onda e, no entanto, emitem em diferentes comprimentos de onda, 
são prontamente diferenciados com essa técnica. 
Componentes de fluorômetros e espectrofotofluorômetros. Instru- 
mentos destinados a mensurar a fluorescência apresentam os seguintes 
componentes básicos: uma fonte de luz, um monocromador de exci- 
tação (primário), uma cubeta, um monocromador de emissão (secun- 
dário) e um fotodetector (Fig. 4.14). A lâmpada excitante é uma fonte 
de luz de alta intensidade (p. ex., lâmpada de vapor de mercúrio ou 
lâmpada de arco de xenônio). Instrumentos simples utilizam lâmpa- 
das de vapor de mercúrio, que não requerem qualquer suprimento de 
energia especial. Lâmpadas de vapor de mercúrio produzem linhas de 
ressonância distintas e intensas que não são ideais para compostos com 
faixas de absorção em comprimentos de onda que não coincidem com 
essas faixas de emissão. Para tais compostos, lâmpadas de arco de xené- 
nio, que produzem um espectro contínuo intenso entre 300 e 1.300 nm, 
são as mais adequadas. Essas lâmpadas são utilizadas em quase todos 
espectrofluorômetros comerciais. Em mensurações da fluorescência, a 
luz emitida é detectada em um ângulo reto em relação à luz inciden- 
te, para eliminar a possível interferência do sinal de excitação. Foto- 
tubos ou tubos fotomultiplicadores são necessários para mensurações 
da fluorescência, porque os sinais, em geral, são de baixa intensidade. 
Fluorômetros mais novos disponíveis no mercado utilizam arranjo de 
diodos e CTDs, que permite o registro rápido dos espectros de excita- 
ção e emissão, e são muito úteis na cromatografia e na eletroforese. 

Ensaios de fluorescência resolvida no tempo minimizam problemas 
inerentes a outros ensaios fluorescentes como, por exemplo, a sobre- 
posição dos espectros de excitação ou a emissão de compostos presen- 
tes na amostra com o fluoróforo. Em geral, o marcador mais utiliza- 
do é um quelato de európio (Eu**). A energia é absorvida pelo ligante 
orgânico, levando a um estado excitado na medida em que os elétrons 
migram do estado singlete fundamental para o estado singlete excita- 
do. A excitação pode levar a qualquer multiplete vibracional do estado 
excitado (S,). Rapidamente, a molécula retorna a seu nível energético 
mais baixo em $, por um processo não radioativo. A energia é transfe- 
rida para o íon metal, que se excita e, por conseguinte, emite radiação 
característica. A transição radioativa do Eu**, após uma transferência 
de energia do estado triplete, acarreta a emissão de um comprimen- 
to de onda de 613 nm. O tempo de vida da fluorescência do quelato 
Eu*t é de 10 a 1.000 ms em comparação com nanossegundos para os 
fluoróforos mais comumente utilizados. Portanto, o tempo de emissão 
mais longo do Eu** torna o seu uso mais atrativo que o de um fluoró- 
foro, como a fluoresceína que possui um tempo de vida de 4,5 ns. Ins- 
trumentos de fluorescência resolvida no tempo são similares ao fluo- 
rômetro típico, exceto pelo fato de utilizarem uma medida controlada 
pelo tempo apenas sobre uma porção dos espectros de emissão total. 

Aplicações de quimioluminescéncia aumentaram dramaticamen- 
te por causa de sua maior sensibilidade em comparação com a flu- 
orescência. A aplicação primária foi na área de imunoensaios, na 
qual vários compostos quimioluminescentes foram utilizados como 
marcadores de antígenos. À quimioluminescência difere da fluores- 
cência e da fosforescência pelo fato da emissão de luz ser criada a 
partir de uma substância química ou de uma reação eletroquímica e 
não da absorção de energia eletromagnética. A reação química produz 
um composto excitado eletronicamente que emite luz, enquanto ele 
retorna ao seu estado fundamental ou que transfere sua energia para 
outro composto, o qual então produz emissão. A quimioluminescên- 
cia envolve a oxidação de um composto orgânico (p. ex., dioxetano, 
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Figura 4.14 Componentes de um fluorômetro. (De Bishop ML, Duben-Engelkirk JL, 
Fody EP: Clinical Chemistry: Principles, Procedures, Correlations. Philadelphia, JB 
Lippincott Company, 1992, com autorizacao). 


luminol ou éster de acridinio) por um oxidante (peróxido de hidro- 
gênio, hipoclorito ou oxigênio). Essas reações de oxidação podem 
ocorrer em presença de catalisadores como, por exemplo, enzimas 
(fosfatase alcalina, horseradish peroxidase ou microperoxidase), íons 
metais (complexo ftalocianina-Cu** ou Fe**) e hemina. Os produtos 
excitados formados na reação de oxidação produzem quimiolumi- 
nescência no retorno ao estado singlete. Um luminômetro é utilizado 
para detectar a quimioluminescência. Ele contém um tubo fotomul- 
tiplicador, que produz um sinal de débito elétrico muito forte. Um 
sinal típico de um composto quimioluminescente aumenta rapida- 
mente no tempo e atinge um máximo quando o reagente e o analito 
estão completamente misturados. A seguir, ocorre uma diminuição 
exponencial do sinal até o valor basal ser atingido. 


Nefelometria e turbidimetria 


A nefelometria e a turbidimetria são utilizadas para mensurar a con- 
centração de partículas grandes (p. ex., complexos antigeno-anticor- 
po, pré-albumina e outras proteínas séricas), porque o seu tamanho 
não pode ser mensurado por meio da espectroscopia de absorção. A 
nefelometria detecta a luz dispersa em vários ângulos. A luz dispersa 
produz um pequeno sinal, que deve ser amplificado. Em contraste, 
a turbidimetria mensura uma redução da transmissão de luz devida à 
formação de partículas. Consequentemente, ela detecta uma diminui- 
ção pequena em um grande sinal (Fig. 4.15). 

Princípio. A nefelometria e a turbidimetria baseiam-se na dispersão 
de partículas em suspensão. Quando um feixe de luz colimado atinge 
uma partícula em suspensão, porções da luz são absorvidas, refletidas 
ou dispersas pela solução particulada. Ocorrem três tipos de disper- 
são de luz com base no tamanho relativo do comprimento da onda 
luminosa (Gauldie, 1981). Se o comprimento de onda (A) da luz for 
muito maior que o diâmetro (d) da partícula (d < 0,1 À), a luz dis- 
persa é simétrica em torno da partícula. A dispersão luminosa mini- 
ma ocorre a 90 graus em relação ao feixe incidente e foi descrita por 
Rayleigh (Rayleigh, 1885). Se o comprimento de onda luminosa for 
muito menor que o diâmetro da partícula (d > 0,1 À), a luz dispersa 
frontalmente em razão do backscatter fora de fase destrutivo, como 
foi descrito pela teoria de Mie. Se o comprimento de onda lumino- 
sa for aproximadamente o mesmo que o tamanho da partícula, a luz 
dispersará mais na direção frontal que em outras direções, como foi 
definido pela teoria de Rayleigh-Debye. Uma aplicação comum da 
nefelometria é a mensuração de reações antígeno-anticorpo. Como 
a maioria dos complexos antígeno-anticorpo possui um diâmetro de 
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Figura 4.15 Arranjo óptico de nefelometria e turbidimetria. Observe que a nefelo- 
metria detecta (ângulo reto ou anterior) a luz difusa e a turbidimetria mensura uma 
redução da luz transmitida na direção anterior. (Modificado de Bishop ML, Duben- 
Engelkirk JL, Fody EP: Clinical Chemistry: Principles, Procedures, Correlations. Phila- 
delphia, JB Lippincott Company, 1992, com autorização). 


250 a 1.500 nm e os comprimentos de onda utilizados são de 320 a 
650 nm, a luz é dispersa frontal (tipo Rayleigh-Debye). 

Nefelômetro. Um nefelômetro típico é constituído por uma fonte 
luminosa, um colimador, um monocromador, uma cubeta de amos- 
tra, uma armadilha para a luz dispersa e um fotodetector. A luz dis- 
persa por partículas é mensurada em um ângulo, em geral de 15 a 90 
graus em relação ao feixe incidente sobre a cubeta (Fig. 4.15). A disper- 
são luminosa depende do comprimento da onda luminosa e do tama- 
nho da partícula. Para macromoléculas com um tamanho próximo 
ou maior do que o comprimento da onda luminosa, a mensuração da 
luz dispersa frontal aumenta a sensibilidade da nefelometria. Fontes 
luminosas incluem: lâmpada de arco de mercúrio, lâmpada com fila- 
mento de tungstênio, diodo emissor de luz e laser. 

Lasers produzem uma luz monocromática quase ideal com faixa 
estreita e emitem energia radiante que é coerente, paralela e polariza- 
da. Um feixe de laser pode ser mantido como um cilindro muito fino 
com um diâmetro de apenas alguns micrometros. Uma lâmpada de 
laser de hélio-néon típica é composta por um eletrodo bombeador 
de hélio (cátodo) e um núcleo de laser de vidro oco circundado por 
um tubo de plasma de laser (ânodo). Tanto o tubo de plasma quanto 
o núcleo são preenchidos com os gases hélio e néon livres. A descarga 
elétrica entre o cátodo e o ânodo é confinada no núcleo de vidro oco, 
para que se mantenha concentrada para a transferência máxima de 
energia. Dois espelhos são posicionados nas extremidades do tubo 
de laser. Um deles é totalmente refletivo e o outro é parcialmente 
transparente. Quando o eletrodo é carregado, os átomos de hélio são 
excitados até um estado de maior energia e, a seguir, transferem essa 
energia para os átomos de néon por meio de colisões. Por sua vez, os 
átomos de néon excitados emitem fótons. Os fótons movem-se para 
frente e para trás entre os dois espelhos, estimulando outros átomos 
a emitir mais fótons, acarretando um processo de amplificação. A 
luz amplificada acaba emergindo como um feixe de laser através do 
espelho parcialmente transparente. Com o feixe monocromático de 
alta intensidade, foi observado um aumento substancial da sensibi- 
lidade com lasers em comparação com fontes luminosas convencio- 
nais. As desvantagens de fontes de laser incluem o custo, a segurança, 
a necessidade de resfriamento e a disponibilidade limitada de com- 
primentos de onda. 

Turbidimetria. A mensuração da redução da transmissão de luz 
causada pela formação de partículas é denominada turbidimetria. A 
luz transmitida na direção frontal é detectada. A quantidade de luz 
absorvida por uma suspensão de partículas depende da concentração 
da amostra e do tamanho das partículas. Soluções que exigem quan- 
tificação por turbidimetria são mensuradas utilizando fotômetros ou 
espectrofotômetros de região visível. A maior sensibilidade foi obtida 


utilizando-se fotodetectores, que conseguem detectar pequenas alte- 
rações nos sinais fotônicos. A sensibilidade, comparável à da nefelo- 
metria, pode ser obtida com o uso de comprimentos de onda curtos 
e espectrofotômetros de alta qualidade. A turbidimetria tem muitas 
aplicações clínicas. Vários analisadores microbiológicos mensuram a 
turvação de amostras para detectar crescimento bacteriano em cultu- 
ras de caldo. A turbidimetria é rotineiramente utilizada para mensurar 
a sensibilidade a antibióticos nessas culturas. Em analisadores da coa- 
gulação, mensurações turbidimétricas detectam a formação de coágulo 
nas cubetas de amostras. Ensaios turbidimétricos estão disponíveis há 
muito tempo para quantificar a concentração de proteínas em líquidos 
biológicos como, por exemplo, urina e líquido cerebrospinal (LCE). 


Refratometria 


A refratometria baseia-se na refração da luz. Quando a luz passa de 
um meio a outro, o feixe de luz muda sua direção na superfície limite 
se a sua velocidade no segundo meio for diferente da velocidade do 
primeiro. O ângulo criado pelo encurvamento da luz é denomi- 
nado ângulo crítico. À capacidade de uma substância de curvar a luz é 
denominada refratividade. A refratividade de um líquido depende do 
comprimento de onda da luz incidente, da temperatura, da natureza 
do meio líquido e da concentração do soluto dissolvido no meio. Se os 
três primeiros fatores forem constantes, a refratividade de uma solu- 
ção é uma medida indireta da concentração total do soluto. A refra- 
trometria pode ser utilizada para mensurar a concentração de prote- 
inas, a densidade específica da urina e a análise da coluna efluente da 
cromatografia líquida de alto desempenho. 


Osmometria 


fa 


Osmometria é a mensuração da osmolalidade de uma solução 

aquosa como, por exemplo, soro, plasma ou urina. Quando partículas 
osmoticamente ativas (p. ex., glicose, nitrogênio ureico e sódio) são 
adicionadas a uma solução provocando aumento de sua osmolalida- 
de, quatro outras propriedades da solução também são afetadas. Essas 
propriedades são a pressão osmótica, o ponto de ebulição e de con- 
gelamento e a pressão de vapor. Elas são denominadas propriedades 
coligativas da solução, porque podem ser relacionadas entre si e com 
a osmolalidade. Quando a osmolalidade de uma solução aumenta: (1) 
a pressão osmótica aumenta, (2) o ponto de ebulição é elevado, (3) o 
ponto de congelamento diminui e (4) a pressão de vapor diminui. À 
osmometria baseia-se em alterações da mensuração das propriedades 
coligativas de soluções, que ocorrem em razão de variações da concen- 
tração da partícula. É comum a osmometria da depressão do ponto de 
congelamento consistir no método mais utilizado para se mensurar as 
alterações das propriedades coligativas de uma solução. Ela baseia-se 
no princípio de que a adição de moléculas de soluto diminui a tempe- 
ratura de congelamento da solução. 
Princípio da osmometria do ponto de congelamento. O ponto de 
congelamento é a temperatura em que a água e o gelo estão em equi- 
líbrio e está relacionado à concentração do soluto. Ele é descrito pela 
seguinte equação: 


pl,=Kam 
Em que: 
pT,= a alteração da temperatura do ponto de congelamento 
K.= a constante do ponto de congelamento do solvente 
m = a molalidade 


(4.11) 


Uma solução 1,0 mOsm apresenta uma depressão do ponto de con- 
gelamento de 0,00186°C, quando comparada ao solvente puro (em 
geral, a água). Por essa razão, a osmolalidade do sangue (aproximada- 
mente 285 mOs/kg) possui um ponto de congelamento de -0,53°C. 
Osmômetro de ponto de congelamento. Um osmômetro de ponto 
de congelamento é constituído por uma câmara de amostra, que con- 
tém um agitador e um termistor (dispositivo que detecta a temperatu- 
ra) conectados a um dispositivo de leitura. A amostra é rapidamente 
super-resfriada, a vários graus abaixo do seu ponto de congelamento, 
em uma câmara de refrigeração contendo, por exemplo, etileno glicol. 
Em seguida, a amostra é agitada com o agitador para iniciar o congela- 
mento. Quando ocorre a formação de cristais de gelo, a solução libera 
calor; isso aumenta a temperatura da amostra. A velocidade com que 


esse calor de fusão é liberado do gelo formado rapidamente atinge um 
equilíbrio com a velocidade do calor removido pela temperatura mais 
baixa da câmara de amostra. Essa temperatura de equilíbrio, conhe- 
cida como ponto de congelamento da solução, permanece constan- 
te por vários minutos após ser atingida. O ponto de congelamento é 
detectado pelo termistor e a osmolalidade da amostra é convertida em 
miliosmoles por quilo de água. 


Citometria de fluxo 


Um citômetro de fluxo mensura múltiplas propriedades de células 
suspensas em um meio líquido em movimento. Quando uma par- 
tícula passa em fila única através de uma fonte de laser, ela produz 
um padrão luminoso característico que é mensurado por múltiplos 
detectores de luz dispersa (adiante e a 90 graus) e luz fluorescente (se a 
célula tiver sido corada com um fluorocromo). A citometria de fluxo é 
utilizada para contar e classificar células, assim como partículas virais, 
fragmentos de DNA, bactérias e contas de látex. Ela é um componente 
central dos contadores de células sanguíneas e a tecnologia utilizada 
para diferenciar leucócitos. 
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Na citometria de fluxo, o termo partícula descreve qualquer objeto 
que flui através do instrumento. Um evento é qualquer coisa interpre- 
tada pelo instrumento como sendo uma partícula. Um evento pode 
ser determinado correta ou incorretamente por um citômetro de 
fluxo. Foram desenvolvidos métodos para compensar a mensuração 
de eventos indesejados. Um exemplo é a correção da mensuração da 
passagem simultânea de suas partículas. Para serem analisadas, par- 
tículas devem estar em suspensão, como células individuais. Quando 
não, elas podem ser adequadas para a realização da citometria de fluxo 
utilizando o desmembramento mecânico ou de digestão enzimática. 
Restrições de tamanho também são aplicadas; células ou partículas 
devem possuir entre 1 e 30 u. Citômetros de fluxo especializados são 
projetados para manipular partículas menores como, por exemplo, 
fragmentos de DNA ou bactérias. 

Componentes do instrumento. O sistema mostrado na Figura 4.16 
possui todas as características de um citômetro de fluxo com capa- 
cidade de classificar células. As alíquotas de suspensão celular são 
introduzidas na câmara de fluxo utilizando pressão de ar. Quando as 
células passam pela câmara de fluxo, um invólucro de baixa pressão 
líquido as circunda. A corrente líquida externa cria um fluxo laminar 


Figura 4.16 Componentes de um 
citômetro de fluxo e um separador 
de células. (Reproduzido de Ward 
KM, Lehman CA, Leiken AM: Clini- 
cal Laboratory Instrumentation and 
Automation; Principles, Applica- 
tions, and Selection. Philadelphia, 
WB Saunders Company, 1994, com 
autorização). 
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50 forçando a amostra para o centro e produz um alinhamento em fila 


única das células. Esse processo é denominado focagem hidrodiná- 
mica. Um feixe de laser passa por cada célula, enquanto ela flui pela 
câmara. A luz dispersa frontal é proporcional ao tamanho da célula e 
a dispersão a 90 graus ou em ângulo reto está relacionada à granulari- 
dade celular e à irregularidade nuclear. Quando as células são marca- 
das com fluorocromos adequados, sinais fluorescentes proporcionais 
à quantidade do marcador ligado podem ser mensurados. A fluores- 
cência verde, em geral, significa que o corante fluoresceína foi usado 
como marcador. À fluorescência vermelha comumente significa que 
um corante (p. ex., ficoeritrina) foi utilizado como marcador. Esses 
corantes, usualmente, fixam-se a anticorpos para identificar determi- 
nados antígenos em células ou partículas. 

A luz dispersa frontal é direcionada para o fotodetector de dispersão 
frontal. Em ângulos retos em relação ao feixe de laser, existem espe- 
lhos que dividem a luz dispersa de ângulo reto entre os fotodetectores 
remanescentes (p. ex., um detector de dispersão de ângulo reto e dois 
detectores fluorescentes). Na lente frontal, existe uma barra de obscu- 
recimento, que bloqueia o feixe de laser após ele passar pela corrente. 
Somente a luz do laser, que sofre refração ou dispersão quando atinge 
uma partícula na corrente, é desviada o suficiente de sua direção origi- 
nal para evitar a barra de obscurecimento e atinge a lente posicionada 
à frente e o fotodiodo posicionado atrás. Granulócitos, monócitos e 
linfócitos são separados de acordo com o tamanho e o padrão de gra- 
nularidade. São determinados pela análise simultânea da luz dispersa 
frontal e em ângulo reto. Por exemplo, granulócitos com núcleos irre- 
gulares dispersam mais luz para a lateral que os linfócitos com seus 
núcleos esféricos. Subpopulações celulares podem ser identificadas 
com o uso de controle eletrônico e padrões de análise da fluorescência 
(baseados em marcadores utilizados para células específicas). 

FACS, acrônimo de fluorescent-activated cell sorter, descreve a capa- 
cidade de um citômetro de fluxo para classificar células fisicamente 
em uma suspensão líquida. Para isso, o desenho do instrumento deve 
ser modificado para carregar eletricamente as células de interesse. A 
corrente de gotas flui pelas duas placas de carga (alta voltagem), nas 
quais as células de interesse são eletricamente carregadas com um 
pulso de voltagem. Em seguida, a corrente do fluxo entra em um 
campo elétrico, no qual as células carregadas são defletidas para reci- 
pientes de coleta adequados. Células indesejadas não são carregadas e 
nem defletidas ao passarem pelo campo. 


Eletroquímica 
A eletroquímica envolve a mensuração da corrente ou da voltagem 


gerada pela atividade de íons específicos. Técnicas analíticas incluem 
potenciometria, coulometria, voltametria e amperometria. 


Potenciometria 

A mensuração do potencial (voltagem) entre dois eletrodos em uma 
solução é a base de vários procedimentos de medição de concentração 
de analitos. Potenciais elétricos são produzidos na interface entre um 
metal e seus ions em uma solução. Esses potenciais também existem 
quando uma membrana semipermeável ao íon separa diferentes con- 
centrações do mesmo. Para mensurar o potencial do eletrodo, uma 
fonte de voltagem constante é necessária como potencial de referên- 
cia. O eletrodo com uma voltagem constante é denominado eletrodo 
de referência, enquanto o de mensuração é denominado eletrodo indi- 
cador. A concentração de ions em uma solução pode ser calculada a 
partir da diferença de potencial mensurada entre os dois eletrodos. 
O potencial celular mensurado está relacionado com a concentração 
molar pela equação de Nernst: 


E= E°—RT/nF In alado = E° — 2,302 RT/nF log a cal Ao 


Em que: 
E= potencial celular mensurado 
Eº = potencial de redução padrão 
n = número de elétrons envolvidos na reação 
Aq = atividade de espécies reduzidas 
a, = atividade de espécies oxidadas 
F = faraday (96.485 C/mol) 
T = temperatura absoluta 
R = constante molar do gás 


(4.12) 


Substituindo a concentração molar pela atividade e o logaritmo 
comum pelo log natural: 
E = Eº — (0,0592/n) log C,,.4/C,, 
Em que: 
Crea = concentração de espécies reduzidas 
Cox = concentração de espécies oxidadas 


(4.13) 


A equação de Nernst é útil para a previsão do potencial celular ele- 

troquímico, considerando as concentrações de espécies oxidadas e 
reduzidas para um determinado sistema de eletrodos. 
Eletrodos de referência. Em muitas aplicações eletroanalíticas, por 
exemplo, medição do pH, é desejável que o potencial de meia-célula 
de um eletrodo seja conhecido, constante e completamente insensí- 
vel à composição da solução sob estudo. Um eletrodo que se encaixa 
nessa descrição recebe o nome de eletrodo de referência. 

Um eletrodo de referência ideal deve: (1) ser reversível e obedecer à 
equação de Nernst; (2) exibir um potencial que permanece constante 
com o passar do tempo; (3) retornar a seu potencial original após ser sub- 
metido a pequenas correntes; e (4) exibir pouca histerese, ou seja, atraso 
com ciclagem de temperatura. O elétron padrão de hidrogênio exibe inú- 
meras dessas qualidades, mas não é prático para uso em instrumentação 
de laboratório clínico. Assim, os eletrodos de referência calomelano e 
prata-cloreto de prata são amplamente utilizados para medições clínicas. 

O eletrodo de calomelano (eletrodo de calomelano saturado) con- 
siste em mercúrio em contato com uma solução que se encontra satu- 
rada com cloreto (I) de mercúrio calomelano e também contém uma 
concentração conhecida de cloreto de potássio. O eletrodo de prata- 
cloreto de prata consiste em um eletrodo de prata imerso em uma 
solução de cloreto de potássio que foi saturada com cloreto de prata. 
Os eletrodos de prata-cloreto de prata têm a vantagem de poderem ser 
utilizados em temperaturas superiores a 60°C, enquanto os eletrodos 
de calomelano, não. Por outro lado, os ions (II) de mercúrio reagem 
com um número menor de componentes das amostras em relação aos 
íons de prata (que podem reagir com proteínas, por exemplo); tais 
reações podem levar ao entupimento da junção entre o eletrodo e a 
solução do analito. 

Eletrodos íon-seletivos. Um eletrodo íon-seletivo é um transdutor 
eletroquímico capaz de responder a um íon específico. Um eletrodo 
ion-seletivo é muito sensível e seletivo para o íon que ele mensura. 
Ele é composto por uma membrana ou outra barreira que separa uma 
solução e um eletrodo de referência da solução a ser analisada. A com- 
plexidade do desenho do eletrodo íon-seletivo depende da composi- 
ção da membrana/barreira que determina a sua seletividade iônica. 
Muitos tipos de eletrodo íon-seletivo estão disponíveis, incluindo ele- 
trodo de vidro, de membrana líquida, de membrana impregnada de 
precipitado, de estado sólido, de gás e de enzima. 

Eletrodo de pH. Eletrodos de vidro foram os primeiros, e ainda são os 
mais comuns, utilizados na mensuração da atividade do íon hidrogê- 
nio (pH ou log negativo da concentração de íon hidrogênio). Um ele- 
trodo de pH consiste em um pequeno bulbo feito de camadas de vidro 
hidratado e não hidratado, que contém uma solução de tampão íon 
cloreto. O tampão possui uma concentração conhecida de íon hidro- 
gênio. Um eletrodo interno, usualmente de prata/cloreto de prata, 
serve como eletrodo de referência interno. Um eletrodo de calomel 
saturado é utilizado como eletro de referência externo. Uma teoria 
sugere que os íons sódio, na camada de vidro hidratado, são impelidos 
para fora. Ions sódio apresentam um grande raio iônico. Amostras 
contendo íons hidrogênio, os quais possuem um menor raio iôni- 
co, substituem íons sódio. O resultado é um aumento do potencial 
de membrana externo. Esse potencial propaga-se pela membrana 
fina e seca para a superfície interna hidratada do vidro. Íons cloreto 
da solução tampão interna respondem migrando para a camada de 
vidro interna. Os potenciais gerados no eletrodo de pH são reportados 
ao eletrodo de referência externo (de calomel saturado) e a diferença 
ou alteração é mostrada em unidades de pH. 

Eletrodo de Pco,. O eletrodo de Pco, é um eletrodo de pH conti- 
do em um invólucro plástico. Esse invólucro é preenchido com um 
tampão de bicarbonato de sódio e possui uma membrana permeá- 
vel a gases (Teflon ou silicone) em sua abertura. Quando o sangue 
total contendo CO, entra em contato com a membrana de Teflon, o 
CO, do sangue passa por ela e mistura-se com o tampão. Ocorre uma 


reação química, mostrada a seguir, que causa uma diminuição do pH. 
A atividade do íon hidrogênio é mensurada por um sistema indicador 
de pH potenciométrico. 

CO, + HO —— HCO, + H* (4.14) 


Coulometria 


A coulometria mensura a quantidade de eletricidade (em coulombs) 
necessária para converter um analito em um estado de oxidação dife- 
rente. Por definição, um coulomb é a quantidade de eletricidade ou 
carga que é transportada em 1 segundo por uma corrente constante 
de 1 ampere. Para uma corrente constante de I amperes em t segundos, 
o número de coulombs (Q) é fornecido pela expressão: 

Q=It (4.15) 

Um Faraday é a carga (em coulombs) associada a um mol de elétrons. 
A carga dos elétrons é de 1,6018 x 107°C. Portanto, 1 Faraday é igual a 
96.485 C/mol. 

A coulometria é utilizada para mensurar íon cloreto em amostras de 
soro, plasma, LCR e suor. Na mensuração de cloreto com coulometria, 
uma corrente constante é aplicada por meio de dois eletrodos de prata, 
os quais liberam íons prata na amostra a uma taxa constante. Ions clo- 
reto da amostra combinam com íons prata liberados para produzir clo- 
reto de prato insolúvel. Um par de eletrodos indicador e de referência 
detecta o excesso de íons prata e interrompe a titulação. O número de 
íons prata liberados por ionização é exatamente igual ao de íons cloreto 
na amostra e pode ser calculado por meio da lei de Faraday: 

Q= It= znF 
Em que: 

z = número de elétrons envolvidos na reação 

n = número de moles de analito na amostra 

F = constante de Faraday (96.485 C/mol de elétrons) 


(4.16) 


Amperometria 

Amperometria é a mensuração do fluxo de corrente produzido por 

uma reação de oxidação-redução. Vários eletrodos de enzima imobi- 
lizados utilizam esse principio, assim como eletrodos de Po, (discu- 
tidos abaixo) e tituladores de cloreto. A mensuração de cloreto em 
amostras envolve o uso de dois métodos eletroquímicos: coulometria 
(discutida acima) e amperometria. No titulador de cloreto, um par 
de eletrodos de prata serve como eletrodo indicador. Quando todo 
o cloreto for consumido, a prata aparece em excesso, causando um 
aumento de corrente. Isso é denominado detecção amperométrica de 
ponto final. 
Eletrodo de Po, detector de gás. O eletrodo detector de oxigênio mais 
amplamente utilizado (para determinar a pressão parcial de oxigênio 
no sangue) emprega uma célula amperométrica ou eletrolítica detec- 
tora de corrente como sistema indicador. 

O eletrodo de Po, utiliza uma membrana permeável a gases, em 
geral de polipropileno, que possibilita a passagem do oxigênio dis- 
solvido. Essa membrana também impede a passagem de outros cons- 
tituintes do sangue (que podem interferir no eletrodo). Após o oxi- 
gênio atravessar a membrana, ele reage com o cátodo polarizado de 
platina e é reduzido conforme a reação a seguir: 


O, + 4H* + 4e ——> 2H,0 (4.17) 


Por sua vez, isso produz uma alteração da corrente na célula. Essa 
alteração é diretamente proporcional à pressão parcial de oxigênio 
presente na amostra. 


Voltametria 

A voltametria é um método no qual um potencial é aplicado a uma 
célula eletroquímica e a corrente resultante é mensurada. As vantagens 
mais importantes da voltametria são a sensibilidade e a capacidade de 
mensurações de múltiplos elementos. Analitos podem ser detectados 
na faixa de partes por bilhão. Com a seleção cuidadosa de condições 
e métodos de realização de testes, vários analitos podem ser mensura- 
dos simultaneamente em um único estudo voltamétrico. A voltametria 
consome o mínimo de analito, ao contrário da coulometria que conver- 
te todo o analito em outro estado. A voltametria de dissolução anódica é 
uma técnica eletroquímica utilizada para mensurar metais pesados (p. 
ex., chumbo). Ela permite que a amostra seja pré-concentrada no ele- 
trodo e isso permite ao método detectar níveis muito baixos de analito. 


Condutância 


Os princípios de condutância têm várias aplicações associadas a 
procedimentos laboratoriais clínicos. Os exemplos incluem a moni- 
toração da pureza da água, a mensuração de analitos no sangue (p. 
ex., nitrogênio ureico) como componentes de detectores utilizados 
na cromatografia líquida de alta performance (HPLC), cromatografia 
gasosa, contadores celulares e eletroforese capilar. 

A condutividade eletrolítica é uma medida da capacidade de uma 
solução de transportar uma corrente elétrica. Soluções de eletrólitos 
conduzem uma corrente elétrica pela migração de íons sob a influên- 
cia de um gradiente de potencial. Os ions movem-se a uma velocida- 
de dependente de sua carga e tamanho, da viscosidade microscópica 
do meio e da magnitude do gradiente de potencial. Portanto, para um 
potencial aplicado (E) mantido constante, mas com um valor que ultra- 
passa o potencial de deposição do eletrólito, a corrente (1) que flui entre 
os eletrodos imersos no eletrólito varia inversamente com a resistência 
da solução eletrolítica (R). A recíproca da resistência (1/R) é denomina- 
da condutância (G) e é expressa em ohms recíprocos ou mhos. 


Impedância 


A mensuração por impedância elétrica baseia-se na alteração da 
resistência elétrica por uma abertura, quando uma partícula de líqui- 
do condutor passa por ela. A impedância elétrica é utilizada principal- 
mente no laboratório de hematologia para contagem de leucócitos, 
eritrócitos e plaquetas. Em um instrumento de impedância elétrica de 
Coulter, o sangue aspirado é dividido em dois volumes separados para 
mensurações. Um volume é misturado com diluente e liberado para o 
banho celular, no qual é realizada a contagem de eritrócitos e plaque- 
tas. Quando o sangue passa pela abertura, a corrente elétrica entre os 
eletrodos muda cada vez que uma célula passa. Isso produz um pulso 
de voltagem, cuja magnitude é proporcional ao tamanho da célula. 
O número de pulsos está diretamente relacionado com a contagem 
celular. Partículas medindo entre 2 e 20 fentolitros (fL) são contadas 
como plaquetas, enquanto as que medem mais de 36 fL são conta- 
das como eritrócitos. O outro volume de sangue é misturado com um 
diluente e um reagente citoquímico-lítico, que produz a lise apenas de 
eritrócitos. Uma contagem leucocitária é realizada quando as células 
restantes passam por uma abertura. Partículas maiores do que 35 fL 
são consideradas leucócitos. 


Eletroforese e densitometria 


Eletroforese é a separação de compostos carregados baseada em sua 
carga elétrica. Quando uma voltagem é aplicada a uma solução sali- 
na (usualmente, cloreto de sódio), uma corrente elétrica é produzida 
pelo fluxo de íons: cátions em direção ao cátodo e ânions em dire- 
ção ao ânodo. A condutividade de uma solução aumenta com a sua 
concentração iônica total. Quanto maior for a quantidade de cargas 
de um composto dissolvido, mais rápido ele se moverá pela solução 
em direção ao eletrodo com carga oposta. Por sua vez, a carga de um 
composto depende do pH da solução. Separações por eletroforese, 
em geral, exigem altas voltagens (50-200 V DC). Por essa razão, o 
suprimento deve ser uma voltagem DC constante nesses níveis. A 
solução tampão deve ter uma força iônica cuidadosamente contro- 
lada. Um tampão diluído faz com que calor seja gerado na célula, 
enquanto uma força iônica alta não permite uma boa separação das 
frações. Meios de suporte comuns para eletroforese em laboratórios 
clínicos incluem géis de acetato de celulose, agarose e poliacrilami- 
da. O volume total aplicado da amostra depende da sensibilidade do 
método de detecção. Para o trabalho clínico, 1 uL de soro pode ser 
aplicado. Após o término da eletroforese, o meio de suporte é tratado 
com um corante para identificar as frações separadas. Os corantes 
mais comuns utilizados na etapa de visualização incluem o Amido 
Black, Ponceau S, Fat Red 7B e Sudan Black B. Para obter um perfil 
quantitativo das frações separadas, a densitometria é realizada sobre 
um meio de suporte corado. 

Um densitômetro mensura a absorbância do corante sobre um meio 
de suporte. Os componentes básicos de um densitômetro incluem 
uma fonte luminosa, um monocromador, um carreto móvel para 
varrer o meio ao longo de toda a sua área, um sistema óptico e um 
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52 fotodetector. Sinais detectados pelo fotodetector são relacionados à 


absorbância do corante da amostra sobre o suporte, a qual é propor- 
cional à concentração da amostra. O meio de suporte é movido pelo 
feixe luminoso a uma velocidade fixa de modo que possa ser constru- 
ído um gráfico representando leituras múltiplas da densidade obtidas 
em diferentes pontos. A maioria dos densitômetros possui um inte- 
grador incorporado para encontrar a área sob a curva de modo que 
todas as frações da amostra possam ser quantificadas. 


Focagem isoelétrica 


Proteínas são polímeros de aminoácidos que podem ser ânions ou 
cátions, dependendo do pH. Em um pH específico, uma proteína 
apresentará uma carga zero, quando a carga positiva e a negativa de 
seus aminoácidos se neutralizam. Nesse valor de pH, conhecido como 
ponto isoelétrico da proteína (pI), a proteína é isoelétrica. Técnicas de 
focagem isoelétrica são realizadas de modo similar ao de outros méto- 
dos de eletroforese, exceto pelo fato de que as moléculas separadas 
migram por um gradiente de pH. Esse gradiente de pH é criado pela 
adição de ácido na área anódica da célula de eletrólito e pela adição de 
base na área catódica (Fig. 4.17). Uma solução de anfóteros (misturas 
de pequenos íons anfotéricos com pls diferentes) é colocada entre os 
dois eletrodos. Esses anfóteros possuem alta capacidade de tampona- 
mento em seus pontos isoelétricos restropectivos. Os anfóteros próxi- 
mos do ânodo carregam uma carga positiva, e os próximos ao cátodo, 
uma carga negativa. Quando uma voltagem elétrica é aplicada, cada 
anfótero migrará rapidamente para a área em que o pH é igual ao 
seu ponto isoelétrico. Com sua alta capacidade de tamponamento, 
os anfóteros criam zonas de pH estável para a migração mais lenta 
de proteínas. A vantagem das técnicas de focagem isoelétrica repousa 
em sua capacidade de determinar misturas de proteínas. Utilizando 
anfóteros de faixa estreita, poderão ser identificadas macromoléculas 
com pontos isoelétricos com diferença de apenas 0,02 unidades de 
pH. A focagem isoelétrica tem sido útil na mensuração de isoenzimas 
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da fosfatase ácida no soro. A sua aplicação também foi estendida para 
a detecção de bandas de imunoglobulina monoclonal no LCR e isoen- 
zimas da creatina quinase e fosfatase alcalina no soro. 


Cromatografia 


Cromatografia é um método de separação baseado nas diferentes 
interações de compostos da amostra na fase móvel e na estacionária 
enquanto os compostos percorrem um meio de suporte. Os compos- 
tos que interagem mais fortemente na fase estacionária são retidos 
mais tempo no meio que aqueles que favorecem a fase móvel. Técni- 
cas cromatográficas podem ser classificadas de acordo com a sua fase 
móvel: cromatografia gasosa e cromatografia líquida. A Figura 4.18 
mostra um cromatograma típico mostrando a concentração de cada 
composto detectável removido da coluna como função do tempo. 
O tempo de retenção (tp) é o tempo que um composto leva para ser 
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Figura 4.18 Cromatograma da separação de dois componentes. Observe que o 
tempo de retenção não corrigido (tg; € tgz) é o do momento da injeção (Inj) até o 
pico; o tempo corrigido (tg; € tgz) leva em conta o tempo de retenção de um com- 
posto não retido (ty). (Reproduzido de Ravindranath B: Principles and Practice of 
Chromatography. New York, John Wiley & Sons, 1989, com autorização). 


Figura 4.17 Focagem isoelétrica (ver texto). (Repro- 
duzido de Schoeff LE, Williams RH: Principles of 
Laboratory Instruments. St Louis, Mosby, 1993, 
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separado. Esse valor é característico de um composto e está relaciona- 
do à força de sua interação na fase estacionária e na fase móvel. Con- 
sequentemente, o tempo de retenção pode ser utilizado para se deter- 
minar a identidade de um composto. Nesse exemplo, dois compostos 
são separados e seus tempos de retenção são representados por (tgi) 
e (fr2). Eles são tempos de retenção não corrigidos e são mensurados 
a partir do tempo de injeção (t = 0). A capacidade de uma coluna de 
separar dois compostos depende de vários fatores que incluem: (1) a 
diferença de retenção dos compostos ou o fator de capacidade (k), 
(2) fator de seletividade (a) e (3) número de placas teóricas. 

O valor de k’ pode ser calculado pela seguinte equação: 

k = (tri = Ein i Éi ou tri Ém 
Em que: 

tm = tempo de retenção de um composto não retido 

try = tempo de retenção corrigido 

Outra mensuração derivada do fator de capacidade calculado é o fator 
de seletividade (ot) ou a retenção relativa de dois solutos. Uma relação 
entre ambos os fatores de capacidade é utilizada para se calcular o fator 
de seletividade. Para mensurar a amplitude de cada pico, traçar tangentes 
ao longo das laterais do pico até a linha de base. W, representa a distancia 
entre as duas linhas intersectadas. Um outro conceito útil é o de placas 
teóricas. Ele descreve o processo pelo qual a amostra é transportada para 
baixo na coluna. Em cada “placa”, a amostra equilibra-se entre a fase esta- 
cionária e a fase móvel. O analito move-se para baixo na coluna quando a 
fase móvel equilibrada transfere amostra de uma placa a outra. Para cal- 
cular o número de placas teóricas (N), utilizar a seguinte equação: 

N= 16(t/W,)* (4.19) 

Um número de placas não possui unidades e quanto maior for o 
valor de N para uma coluna, maior é a eficiência da separação. Os 
efeitos combinados da eficiência do solvente e da eficiência da coluna 
são expressos na resolução (R,) da coluna: 

R, = (tro — tr: )/0,5( Wi + Who) (4.20) 

A concentração de um composto desconhecido pode ser obtida 
pela integração de áreas de pico ou utilizando o método de padro- 
nização interna. 


(4.18) 


Cromatografia gasosa 


A cromatografia gasosa é útil para compostos que são naturalmen- 
te voláteis ou que podem ser convertidos com facilidade para uma 
forma volátil. A cromatografia gasosa foi um método muito utiliza- 
do por décadas, em virtude de alta resolução, baixos limites de detec- 
ção, acurácia e tempo analítico curto. As aplicações incluem várias 
moléculas orgânicas, incluindo diversos fármacos (ver Cap. 23). A 
retenção de um composto na cromatografia gasosa é determinada 
por sua pressão de vapor e volatilidade, o que, por sua vez, depende 
de sua interação na fase estacionária. Dois tipos de fase estacionária 
são utilizados na cromatografia gasosa: absorvente sólida (cromato- 
grafia gás-sólido [GSC]) e líquidos revestidos em suportes sólidos 
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(cromatografia gás-líquido [GLC]). Na GSC, o mesmo material 
(geralmente, albumina, silica ou carvão ativado) atua na fase esta- 
cionária e na de suporte. Embora esse tenha sido o primeiro tipo 
de fase estacionária desenvolvido, ele não é muito utilizado como 
outros tipos, principalmente por causa da forte retenção de solutos 
polares e pouco voláteis pela coluna (Ravindranath, 1989). A GLC 
utiliza fases líquidas (p. ex., polímeros, hidrocarbonetos, fluorocar- 
bonetos, cristais líquidos e sais orgânicos) para revestir o material 
de suporte sólido. A terra diatomácea calcinada graduada em faixas 
de tamanho adequadas é utilizada com frequência como fase esta- 
cionária, por se tratar de uma substância inorgânica estável. O uso 
de colunas capilares de sílica fundida onde a fase estacionária liga- 
se quimicamente na superfície interna da coluna tornou-se muito 
popular nos cromatógrafos. A vantagem desse tipo de coluna é que 
a fase estacionária não deixa o suporte sólido e escoa no detector. 
Uma camada monomolecular da fase estacionária é obtida por meio 
de procedimento de ligação. 

Componentes de um sistema típico de cromatografia gasosa são ilustra- 
dos na Figura 4.19. O seu desenho básico consiste em cinco componentes: 
um cilindro de gás como uma fonte de fase móvel, um injetor de amostra, 
uma coluna, um detector e um computador para a coleta de dados. Esses 
sistemas podem ser automatizados para oferecer ao usuário uma sepa- 
ração mais precisa e eficiente. Gases transportadores (fase móvel), que 
devem ser quimicamente inertes, incluem hélio, hidrogênio e nitrogênio. 
Outras substâncias utilizadas como fases móveis incluem vapor e líqui- 
dos muito perigosos. São exemplos dióxido de carbono, óxido nitroso e 
amônia. O gás transportador deve apresentar um alto grau de pureza e o 
fluxo ser rigorosamente controlado, para garantir uma eficiência ideal da 
coluna e a reprodutibilidade dos resultados dos exames. Na cromatogra- 
fia gasosa, amostras são introduzidas com o auxílio de uma seringa hipo- 
dérmica ou um verificador de amostras automatizado. Uma agulha per- 
fura um septo elástico contido na porta injetora. Cada porta injetora é 
aquecida a temperaturas muito altas. Amostras são vaporizadas e varridas 
na coluna. Se a molécula de interesse não for suficientemente volátil para 
injeção direta, é necessário transformá-la em uma forma mais volátil. 
A maioria das reações de derivatização pertence a três grupos: sililação, 
alquilação e acilação. A sililação é a técnica mais comum, que substitui 
hidrogênios ativos nos compostos por grupos alquilsilil. Essa substitu- 
ição resulta em uma forma mais volátil que também é menos polar e 
mais estável do ponto de vista térmico. 

A retenção de compostos em uma coluna de gasometria gasosa tam- 
bém pode ser ajustada pela alteração da temperatura da coluna, que 
afeta a volatilidade dos compostos e, consequentemente, o grau de sua 
interação na fase estacionária. Por meio da seleção adequada da tem- 
peratura inicial e do gradiente de temperatura durante o procedimen- 
to, pode-se obter uma boa resolução de compostos fraca e fortemente 
retidos. Colunas de embalagem costumam apresentar um comprimen- 
to de 1 a 5 m e um diâmetro de 2 a 4 mm e são preenchidas na fase esta- 
cionária. Colunas capilares apresentam um comprimento de 5 a 100m 


Figura 4.19 Componentes de um sistema cromato- 
gráfico. G, cilindro de gás; RP1 e RP2, reguladores; 
CP, controlador de pressão; V, válvula para ajuste da 
taxa de fluxo do gás. (Reproduzido de Ravindranath 
B: Principles and Practice of Cromatography. New 
York, John Wiley & Sons, com autorização). 


AGG ISTAGOF 










Sistema de dados 


53 








“Análise: princípios de instrumentação 


54 


e um diâmetro de 0,1 a 0,8 mm e têm uma fase estacionária localizada 
em sua superfície interna (Bartle, 1993). Em geral, colunas capilares 
apresentam maior eficiência e melhor limite de detecção. Contudo, 
colunas de embalagem apresentam maior capacidade de amostra, o 
que as torna mais úteis no trabalho de purificação. Exemplos de detec- 
tores utilizados na cromatografia gasosa incluem o de ionização de 
chama, o de condutividade térmica e o de espectrométrico de massa. 
Detectores de ionização de chama são amplamente utilizados e são 
capazes de detectar quase todos os compostos orgânicos, bem como 
muitos inorgânicos. Esse tipo de detector mensura os íons produzidos 
pelos compostos quando queimados em uma chama de hidrogênio-ar. 
Um eletrodo que produz uma corrente elétrica coleta os íons. O sinal 
análogo do detector é, então, convertido em resultado (Tipler, 1993). 


Cromatografia líquida 

A cromatografia gasosa, como técnica de separação, apresenta algu- 
mas restrições que a tornam uma alternativa adequada. Muitos com- 
postos orgânicos são muito instáveis ou insuficientemente voláteis 
para serem analisados pela cromatografia gasosa sem uma derivatiza- 
ção química prévia. Técnicas de cromatografia líquida utilizam tem- 
peraturas mais baixas para separação e, consequentemente, produzem 
uma melhor separação de compostos termolábeis. Esses dois fatores 
permitem que a cromatografia líquida separe compostos que não 
podem ser separados pela cromatografia gasosa. Finalmente, é mais 
fácil recuperar uma amostra na cromatografia líquida que na gasosa. 
A fase móvel pode ser removida e a amostra pode ser mais processada 
e reanalisada sob diferentes condições. 

Há muitas formas disponíveis de cromatografia líquida e a seleção de 
uma forma adequada depende de vários fatores. Esses fatores incluem 
tempo de análise, tipo de composto e limites de detecção. Cromato- 
grafias de papel, camada fina, troca iônica e exclusão frequentemente 
resultam em má eficiência e tempo de análise muito longo, por causa 
da baixa velocidade do fluxo na fase móvel. A cromatografia líquida 
de alta performance (HPLC) surgiu no final da década de 1960, como 
uma forma viável e que oferecia vantagens se comparada a outras for- 
mas de cromatografia líquida e gasosa. A HPLC utiliza suportes rígi- 
dos pequenos e bombas mecânicas especiais, que produzem alta pres- 
são para passar a fase móvel pela coluna. Colunas de HPLC podem 
ser utilizadas muitas vezes sem recuperação. A resolução obtida com 
colunas de HPLC é superior à das outras formas de cromatografia 
líquida. O tempo de análise, em geral, é muito menor e a reprodu- 
tibilidade é notavelmente melhor. Todos esses atributos da HPLC a 
tornam um método melhor de separação em comparação com outras 
formas de cromatografia líquida. 

Há cinco técnicas de separação comumente utilizadas na cromato- 
grafia líquida. Elas incluem adsorção, partição, troca iônica, afinidade 
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e exclusão por tamanho. Cada uma delas é caracterizada por uma 
combinação única das fases estacionária e móvel. Na cromatografia por 
adsorção (líquido-sólido), os compostos são adsorvidos em um supor- 
te sólido (p. ex., sílica ou alumina). Embora esse tenha sido o primeiro 
tipo de cromatografia líquida de coluna, ele não é muito utilizado, em 
razão da forte retenção de muitos compostos pelo suporte, tornando 
difícil removê-los da coluna. A cromatografia por partição (liquido- 
líquido) separa compostos baseando-se na partição entre uma fase 
móvel líquida e outra estacionária líquida revestida sobre um suporte 
sólido. A cromatografia por partição inclui a cromatografia líquida de 
fase normal, a qual utiliza uma fase estacionária líquida polar, e a cro- 
matografia líquida de fase reversa, a qual utiliza uma fase estacionária 
não polar. A cromatografia por troca iônica utiliza colunas de embala- 
gem que possuem grupos funcionais com carga ligados a uma matriz 
de polímero. O mecanismo, nesse tipo de cromatografia, é a troca de 
íons da amostra e íons da fase móvel com o grupo com carga da fase 
estacionária. A cromatografia por afinidade utiliza ligantes bioquimi- 
cos imobilizados como fase estacionária para separar alguns solutos 
de outros não retidos. Esse tipo de separação utiliza a chamada liga- 
ção de chave e fechadura, presente nos sistemas biológicos. A croma- 
tografia por exclusão de tamanho separa moléculas de acordo com a 
diferença de seu tamanho. O material de suporte apresenta certa gama 
de tamanhos de poro. Quando o soluto passa por ele, as moléculas 
pequenas podem entrar nos poros, enquanto as maiores não e serão 
removidas primeiro da coluna. 

Em muitos aspectos, a cromatografia líquida é similar à gasosa e, 
por essa razão, a instrumentação também o é. Um sistema típico de 
cromatografia líquida consiste em uma fase móvel líquida, um injetor 
simples (manual ou automático), uma bomba mecânica, uma coluna, 
um detector e um gravador de dados (Fig. 4.20). A fase móvel líquida 
é bombeada de um reservatório de solvente pela coluna. Uma bomba 
mecânica deve prover um fluxo preciso e acurado, geralmente funcio- 
nando em altas pressões (tipicamente, até 6.000 PSI). A bomba deve 
possuir um volume interno baixo e ser de material que não reaja com o 
solvente. A injeção da amostra é conseguida com o uso de uma seringa 
e o depósito da amostra em uma alça. A injeção pode ser feita manu- 
al ou automaticamente com o auxílio de um mostrador automático 
controlado por microprocessador. A maioria das separações analíticas 
é realizada por coluna de embalagem. Há muitos tipos de material de 
embalagem disponíveis. A seleção do material adequado depende, em 
grande parte, do tipo de composto ou de compostos que deverão ser 
separados. Na cromatografia líquida, as propriedades físicas da amos- 
tra e da fase móvel são, em geral, similares. Uma é baseada na mensu- 
ração diferencial de uma propriedade física comum à amostra e à fase 
móvel. Os exemplos incluem detectores de índice de refração, condu- 
tividade e eletroquímicos. A outra é baseada na mensuração de uma 


Figura 4.20 Componentes de um cromató- 
grafo líquido de alto desempenho. 
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propriedade física específica à amostra, com ou sem a fase móvel. Os 
exemplos incluem detectores da absorbância e fluorescentes. 

Uma aplicação muito utilizada da HPLC é a separação e a quan- 
tificação da hemoglobina, em particular da HbA,. Os sistemas dis- 
poníveis para esse tipo de análise são automatizados e completam a 
análise em menos de 5 minutos. 


Espectrometria de massa 


A espectrometria de massa baseia-se na fragmentação e na ionização 
de moléculas utilizando uma fonte de energia adequada. As massas de 
fragmentos resultantes e sua relativa abundância produzem um espec- 
tro de massa característico da molécula-mãe. Antes de um composto ser 
detectado e quantificado por espectrometria de massa, ele deve ser iso- 
lado por outro método, cromatografia de massa ou HPLC. Tipicamen- 
te, a espectrometria de massa envolve as seguintes etapas principais: (1) 
conversão da molécula-mãe em uma corrente de íons (usualmente íons 
positivos de carga única); (2) separação de íons pela relação massa/carga 
(m/z) em que m é a massa do íon em unidades de massa atômica e z é 
a sua carga; e (3) contagem do número de íons de cada tipo ou mensu- 
ração da corrente produzida quando os íons atingirem um transdutor. 
Como a maioria dos íons formados possui carga única, a m/z em geral 
é simplesmente a massa do íon. A espectrometria de massa também é 
descrita no Capítulo 23 (ver especialmente as Figs. 23.5 e 23.6). 


Pesos atômicos (uma ou Da) 


Os pesos atômico e molecular geralmente são expressos em termos 
de unidades de massa atômica (uma) ou daltons (Da). As unidades 
uma ou Da baseiam-se em uma escala relativa, em que a referência é o 
isótopo de carbono !,C, o qual apresenta uma massa de exatamente 
12 Da. Por essa razão, a unidade Da é definida como 1/12 da massa de 
um átomo !,C neutro. A partir dessa definição, temos: 

1 uma = 1 Da = 1,66054 x 10 kg/átomo *C 

Além disso, 1 mol de **;C pesa 12,0000 g. 

Exemplo 4.5. Quais são as massas em Da de C'H, e °C'H,? 

Solução 
2C!H, 

m = 12,000 x 1 + 1,007825 x 4 = 16,031 Da 
“CH, 

m = 13,00335 x 1 + 1,007825 x 4 = 17,035 Da 


Relação massa/carga 

A relação massa/carga (m/z) é obtida dividindo-se a massa atômica ou 
molecular de anion (m) pelo número de cargas (z) que o íon carrega. 
Exemplo 4.6. 
“CH; 

m/z = 16,035/1 = 16,035 
C 

m/z = 17,035/2 = 8,518 

Muitos íons produzidos em espectrômetros de massa possuem 
carga única. Por essa razão, o termo relação massa/carga é comumen- 
te abreviado para o termo mais conveniente massa. Do ponto de vista 
do rigor, essa abreviação é incorreta, mas ela é amplamente utilizada 
na literatura sobre espectrometria de massa. Além disso, esse termo 
representa o eixo x de espectros da espectrometria de massa de molé- 
culas plotadas contra sua abundância relativa (eixo y). 


Componentes básicos 


Todos os espectrômetros possuem três componentes básicos: uma 
fonte iônica, um analisador de massa e um detector iônico. A unidade 
de entrada admite amostras para o espectrômetro de massa. Quando 
o instrumento faz parte de um conjunto gasometria gasosa/espectro- 
metria de massa, a unidade de entrada deve ser aquecida para manter 
os compostos voláteis no estado de vapor ao chegarem à unidade de 
fonte iônica. Ela também deve eliminar a maior parte do gás trans- 
portador, para se adaptar à condição de alto vácuo necessária para a 
operação da espectrometria de massa. 


Unidade de fonte iônica. A unidade de fonte iônica é mantida em alta 
temperatura e vácuo para prover condições adequadas de ionização de 
moléculas de amostra vaporizadas. Existem disponíveis vários tipos de 
fontes energéticas para ionizar moléculas da amostra na espectrometria 
de massa. Uma fonte comumente utilizada é o feixe de elétrons produ- 
zido por um filamento aquecido. O processo de bombardeamento de 
uma amostra com elétrons é chamado ionização por impacto de elétrons. 
Outros processos de ionização incluem a ionização química, no qual 
moléculas da amostra são ionizados por um gás reagente que foi ioniza- 
do por um feixe de elétrons, e o bombardeamento atômico rápido, no qual 
uma amostra sólida é ionizada por um feixe de átomos (p. ex., argônio). 

A maioria dos laboratoristas está familiarizada com o uso de espec- 
trômetros de massa para a análise de drogas e outros compostos com 
peso molecular baixo. Dois exemplos são a confirmação de investigação 
positiva de drogas e a análise de aminoácidos. Essas técnicas requerem 
a união da cromatografia gasosa e a espectrometria de massa (GCMS). 
A abordagem convencional possui vários fatores limitantes associados. 
Essas limitações incluem a necessidade de separar o analito da matriz 
da amostra e de tornar estáveis derivados voláteis, propícios à ioniza- 
ção por meio do impacto de elétrons ou da ionização química. Embora 
essas técnicas convencionais produzam análises altamente específicas 
e sensíveis, elas também são tecnicamente exigentes e não apresentam 
a aspereza requerida pelo laboratório clínico. Contudo, o maior foco 
sobre análise de proteínas, diagnóstico molecular e exames genéticos fez 
com que ocorresse uma nova onda de espectrômetros de massa com 
capacidade de avaliar compostos complexos (p. ex., proteinas). 

A fonte de ionização por dessorção a laser assistida por matriz (MALDI, 
matrix-assisted laser desorption ionization) consiste em uma mistura 
sólida de analito e matriz (incluindo cromóforo orgânico) em uma 
placa de amostra, juntamente com uma luz laser e óptica de íons (Fig. 
4.214). Essa técnica é descrita com mais detalhe no Capítulo 76. Quan- 
do o cromatóforo absorve a luz laser, ele vaporiza e levanta os íons do 
analito da superfície em uma fase gasosa diretamente acima da placa 
alvo e para o interior do analisador. A técnica MALDI é considerada 
uma técnica de ionização offline, porque a amostra é purificada, depo- 
sitada e seca sobre a placa de amostra antes da análise (Skoog, 1998). 
A ionização por dessorção a laser de superfície melhorada (SELDI, sur- 
face-enhanced laser desorption ionization) é uma técnica que mensura 
proteínas de amostras biológicas complexas como soro, plasma, líqui- 
dos intestinais, urina, lisados celulares e produtos de secreção celular 
(ver também Cap. 76). Proteínas são capturadas por adsorção, parti- 
ção, interação eletrostática ou cromatografia por afinidade em uma 
superfície com chip proteico de fase sólida. Um laser ioniza amostras 
que foram cocristalizadas com uma matriz sobre uma superfície alvo. 
Superfícies cromatográficas com chip proteico na SELDI são projetadas 
exclusivamente para reter proteínas de misturas complexas de acordo 
com suas propriedades específicas. Após a adição de uma solução de 
matriz, proteínas podem ser ionizadas com um laser de nitrogênio 
e suas massas moleculares podem ser mensuradas por espectroscopia 
de massa por tempo de voo (TOF MS, time-of-flight mass spectrosco- 
by) (Fig. 4.21B) (ver também a Fig. 23.5). Os arranjos do chip pro- 
teico são o coração da tecnologia SELDI-TOF MS e distinguem-na de 
outros sistemas baseados na espectroscopia de massa. Cada arranjo é 
composto por diferentes superfícies cromatográficas que, ao contrário 
da HPLC ou da cromatografia gasosa, são projetadas para reter e não 
remover as proteínas de interesse. Os arranjos do chip proteico pos- 
suem uma base de alumínio com vários pontos compostos por uma 
superfície ativa química (aniônica, catiônica, hidrofóbica, hidrofílica 
ou íon metal) ou bioquímica (anticorpo imobilizado, receptor, DNA, 
enzimas etc.). Cada superfície é destinada a reter proteínas de acordo 
com uma propriedade fisioquímica geral ou específica das proteínas. 
Superfícies quimicamente ativas retêm classes completas de proteínas 
e a superfície sobre a qual um agente bioquímico (p. ex., anticorpo ou 
outro tipo de reagente de afinidade) é acoplado é projetada para inte- 
ragir especificamente com uma única proteína alvo (Skoog, 1998). 
Unidade analisadora do espectrômetro de massa. O débito de uma 
fonte iônica é uma corrente de íons gasosos positivos e negativos que 
são, então, acelerados no analisador de massa que classifica os íons da 
molécula mãe e os íons de seus fragmentos para a sua relação massa/ 
carga. Isso é realizado de várias maneiras diferentes. O analisador 
de tempo de voo (TOF, time-of-flight) consiste em um tubo de voo 
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Figura 4.21 Diagrama de dois sistemas amplamente 
utilizados para pesquisa protônica. A, espectr6metro de 
massa por tempo de voo MALDI, e B, espectrômetro de 
massa por tempo de voo SELDI. 
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metálico e as relações m/z dos ions são determinadas pela mensuração 
acurada e precisa do tempo que os íons levam para percorrer a distân- 
cia entre a fonte MALDI ou SELDI até o detector. Considerando que 
todos os íons de m/z diferente recebem a mesma energia cinética, íons 
com m/z baixa atingirão o detector mais rápido que fons com m/z alta. 
No espectrômetro de massa quádruplo (Fig. 4.22A e Fig. 23.5), a corren- 
te elétrica direta e as voltagens de radiofrequência de magnitudes sele- 
cionadas são aplicadas a dois pares de bastões metálicos. Apenas íons 
de uma relação massa/carga específica podem passar, sem sofrer defle- 
xão, até a extremidade dos bastões, na qual serão detectados. Todos os 
outros íons apresentam trajetórias instáveis ao longo do percurso e são 
defletidos em direção aos bastões, nunca atingindo o detector. Uma 
vantagem desse desenho é que esse sistema pode realizar varredura da 
espectrometria de massa em tandem no mesmo analisador. O espectrô- 
metro de massa por aprisionamento de íons (Fig. 4.22B) funciona como 
um analisador de massa e como uma unidade de fonte iônica. Três ele- 
trodos, em formato de anel, e duas tampas nas extremidades produzem 
íons na cavidade até ejetar seletivamente para o detector de íons quan- 
do a voltagem da radiofrequência de varredura do eletrodo em anel 
varia. Uma vantagem importante do analisador de aprisionamento de 
íons é a sua capacidade de obter um espectro de massa completo com 
concentrações muito baixas de amostra (Karasek, 1988). No espectrô- 
metro de massa de setor magnético, uma voltagem muito alta acelera 
os íons para fora da unidade de fonte iônica e para o interior de um 
campo magnético. A curvatura do trajeto de saída de um íon depende 
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da relação massa/carga, da força do campo magnético e da voltagem 
aplicada. O campo magnético ou a voltagem pode ser variados, para 
permitir que íons selecionados saiam do campo magnético. 

Detector de íons. O detector de íons em espectrômetros de massa 
comumente é um multiplicador de elétrons ou um detector de con- 
versão de íons/fótons. Em um multiplicador de elétrons, os íons atin- 
gem o primeiro dinodo do detector, o qual dispara a liberação de elé- 
trons secundários. Uma cascata de elétrons ocorre de modo similar ao 
do tubo fotomultiplicador, resultando em uma amplificação de apro- 
ximadamente 1 milhão de vezes. Em um detector de conversão de ions- 
fótons, os íons atingem um fósforo que emite um fóton para cada íon 
correspondente. A seguir, um tubo fotomultiplicador convencional 
amplifica o sinal da maneira usual. A unidade de dados computadori- 
zada controla os múltiplos parâmetros de operação dos componentes 
do instrumento, armazena e analisa uma vasta quantidade de dados 
adquiridos. As bibliotecas de referência de espectro de massa embu- 
tidas de compostos conhecidos podem ser buscadas pelo computador 
e comparadas com o espectro da amostra para identificação. Como é 
enfatizado no Capítulo 23, cada composto ou macromolécula possui um 
espectro de massa exclusivo, uma “impressão digital” da molécula. 
Um espectro de massa típico é apresentado na Figura 23.6. 


Contador de cintilação 


Cintilações são flashes luminosos que ocorrem quando raios Y ou 
partículas carregadas interagem com a matéria. Substâncias químicas 
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utilizadas para converter sua energia em energia luminosa são denomi- 
nadas cintiladores. Se raios y ou partículas ionizantes forem absorvidos 
em um cintilador, alguma energia absorvida por ele é emitida como um 
pulso de luz visível ou uma radiação próxima da UV. Um tubo foto- 
multiplicador detecta a luz diretamente ou por meio de uma fibra ópti- 
ca de reflexão interna. Um contador de cintilação é um instrumento 
que detecta cintilações, utilizando um tubo fotomultiplicador, e conta 
os impulsos elétricos produzidos pelas cintilações. Uma aplicação para 
a contagem de cintilação é o radioimunoensaio (RIE). Existem dois 
métodos de cintilação: cintilação de cristal e cintilação líquida. 

A cintilação de cristal, em geral, é utilizada para a detecção de radiação 
Y- Quando um raio Y penetra o cristal de iodeto de sódio (Nal), o qual 
contém 1% de tálio, ele excita os elétrons dos átomos de iodeto e eleva- 
-os a estados energéticos mais altos. Quando os elétrons retornam ao 
estado inicial, a energia é emitida como radiação UV. A radiação UV 
é prontamente absorvida pelos átomos de tálio e emitida como fótons 
na faixa visível ou próxima da UV. Os fótons passam pelo cristal e são 
detectados por um tubo fotomultiplicador. Um analisador de altura do 
pulso classifica os sinais do pulso do tubo fotomultiplicador de acordo 
com a altura do seu pulso e permite apenas que aqueles dentro de uma 
faixa restrita atinjam o medidor para contagem. 

A cintilação líquida é usada principalmente para contar radionu- 
clídeos, que emitem partículas B. Uma amostra é suspensa em uma 
solução ou “coquetel” que consiste em um solvente (p. ex., tolueno), 
um cintilador primário (p. ex., 2-5-difeniloxazol [PPO]) e um cinti- 
lador secundário (p. ex., 2,2 -p-fenilenebis; 5-feniloxazol; [POPOP]). 
Partículas B da amostra radioativa ionizam o cintilador primário do 


Figura 4.22 Espectr6metro de massa: A, 
tipo quadrupolo; B, tipo aprisionamento de 
íon. (Reproduzido de Schoeff LE, Williams 
RH: Principles of Laboratory Instruments. St 
Louis, Mosby, 1993, com autorização). 
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solvente. Um cintilador secundário absorve os fótons emitidos pelo 
cintilador primário e reemite-os em um comprimento de onda mais 
longo. O cintilador secundário facilita a transmissão mais efetiva de 
energia das partículas 3, especialmente quando uma grande quanti- 
dade de arrefecimento estiver presente. Arrefecimento é um proces- 
so que resulta em uma redução do débito de fótons da amostra. Esse 
fenômeno pode ser devido ao arrefecimento químico, em que impu- 
rezas da amostra competem com os cintiladores para transferência 
de energia, ou ao arrefecimento de cor, no qual substâncias coloridas 
(p. ex., hemoglobina) absorvem os fótons luminosos produzidos pela 
cintilação. Os fótons luminosos produzidos na amostra são detecta- 
dos e amplificados pelos tubos fotomultiplicadores da mesma manei- 
ra que no contador de cintilação de cristal. 


Eletroforese capilar 


A eletroforese capilar representa uma alternativa para técnicas de sepa- 
ração. Um sistema típico de eletroforese capilar, como mostra a Figura 
4.23, consiste em um capilar de sílica fundida, dois reservatórios de tam- 
pão eletrolítico, uma fonte de energia de alta voltagem e um detector 
ligado a uma unidade de captura de dados. A amostra é introduzida na 
entrada capilar. Quando uma alta voltagem é aplicada pelas extremida- 
des do capilar, as moléculas da amostra são separadas por fluxo eletro- 
osmótico, resultando um fluxo volumoso dos íons positivos em excesso 
na superfície capilar interna em direção ao cátodo. Os íons positivos 
da amostra emergem precocemente na saída do capilar, porque o fluxo 
eletro-osmótico e o movimento iônico apresentam a mesma direção. 
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Figura 4.23 Sistema de eletroforese capilar. AV, fonte de alta voltagem. (Reproduzido 
de Ward KM, Lehmann CA, Leiken AM: Clinical Laboratory Instrumentation and 
Automation: Principles, Applications, and Selection. Philadelphia, WB Sauders Com- 
pany, 1994, com autorização). 


Ions negativos da amostra também se movem em direção à saída do 
capilar, mas a uma velocidade menor. Quando íons da amostra migram 
em direção à saída do capilar, diferentes tipos de detector são utilizados 
para detectá-los, incluindo o óptico, de condutividade, o eletroquími- 
co, de espectroscopia de massa ou de radioatividade. As vantagens da 
eletroforese capilar sobre a eletroforese convencional e a HPLC são o 
tempo analítico curto, o poder de resolução e os volumes de microa- 
mostras (Love, 1994). Utilizando nanolitros de amostra, misturas com- 
plexas de moléculas podem ser separadas com um número teórico por 
placa próximo de um milhão. Separações podem ser completadas em 
menos de 10 minutos com a aplicação de uma alta voltagem. A apli- 
cação de alta voltagem torna-se possível pela alta relação superficie/ 
volume do capilar, a qual permite a eficiente transferência de calor por 
meio da parede capilar. As aplicações da eletroforese capilar incluem a 
separação de proteínas séricas e de variantes da hemoglobina. 


Espectroscopia por ressonância magnética nuclear 


A espectroscopia por ressonância magnética nuclear é uma técnica 
utilizada para a determinação da estrutura de compostos orgânicos. 
Diferente da espectroscopia de massa, a espectroscopia por ressonância 
magnética nuclear é não destrutiva. Contudo, ela exige uma amostra 
de maior volume que a espectometria de massa. Embora a espectros- 
copia por ressonância magnética nuclear seja muito utilizada como 
uma técnica de diagnóstico por imagem, ela foi adaptada para apenas 
um número limitado de análises laboratoriais clínicas, a mais popular 
sendo as mensurações de partículas lipoproteicas (ver Cap. 17). 

A ressonância magnética nuclear é um fenômeno que ocorre quan- 
do os núcleos de certos átomos são imersos em um campo magnético 
estático e expostos a um segundo campo magnético oscilante, isto é, O 
componente magnético da radiação eletromagnética. Alguns núcleos 
apresentam esse fenômeno e outros não, dependendo se eles possuem 
uma propriedade denominada spin. O spin de um próton produz um 
sinal de ressonância magnética nuclear. O núcleo de um átomo de 
hidrogênio possui spin e, como átomos de hidrogênio ocorrem fre- 
quentemente, eles são úteis na determinação da estrutura. 

Quando a ressonância magnética nuclear é utilizada para bombar- 
dear moléculas, os átomos de hidrogênio absorvem fótons de dife- 
rentes energias dependendo da localização do átomo de hidrogênio. 
Por exemplo, em compostos contendo hidrogênio e cloreto, o próton 
próximo de dois átomos de cloreto produz uma ressonância magnéti- 
ca nuclear diferente da do próton localizado próximo de um átomo de 
cloreto e um átomo de hidrogênio. A energia absorvida pelos núcleos 


que rodam em torno do eixo pode ser plotada contra a frequência da 
ressonância magnética nuclear aplicada para se obter um espectro de 
ressonância magnética nuclear da molécula. 

Em mensurações de subclasses de lipoproteínas, o sinal de ressonân- 
cia magnética nuclear origina nos prótons dos grupos metil terminais do 
lipídeo transportado nas partículas (principalmente éster de colesterol e 
triglicerídeos do núcleo da partícula e fosfolipídeos da camada externa 
da partícula). Os sinais dos diferentes lipídeos combinam-se para pro- 
duzir um sinal com frequência e forma características relacionadas ao 
tamanho da partícula, isto é, o diâmetro da carapaça de fosfolipídeos, 
excluindo a influência da apolipoproteína ligada à partícula. 

Os componentes de um espectrômetro por ressonância magnéti- 
ca nuclear são o ímã utilizado para separar o estado energético do spin 
nuclear e um transmissor, o qual fornece as radiofrequéncias (rf) ou a 
energia irradiante. Uma sonda contendo bobinas para acoplar a amostra 
com o campo de rf (s) e computador é utilizada para avaliar os dados. 


Métodos analíticos gerais e problemas 


Talvez o aspecto mais fundamental do processo analítico seja a pre- 
paração de reagentes de alta qualidade, que serão utilizados no proce- 
dimento analítico. Nesse processo, a qualidade da água, a pureza da 
substância química, a seleção de vidraria ou plásticos e a preparação 
correta de reagentes são importantes para a operação adequada do 
equipamento laboratorial e da performance dos procedimentos de 
testes. Nesta seção, vários tópicos serão apresentados. Eles estão rela- 
cionados ao processo analítico e, em última instância, terão impacto 
sobre os resultados do exame realizado na amostra de um paciente. 


Substâncias químicas 


As substâncias químicas utilizadas para preparar agentes para os 
testes apresentam vários graus de pureza. A seleção adequada das 
substâncias químicas é importante, para que os resultados desejados 
sejam obtidos. A gradação de qualquer substância química é altamen- 
te influenciada por sua pureza. O tipo e a quantidade de impurezas, 
em geral, são declarados no rótulo afixado no recipiente da substân- 
cia química. Graus menos puros incluem o grau prático, o técnico 
e o comercial. Esses graus de substâncias químicas são inadequados 
para o uso na maioria dos exames quantitativos realizados em um 
laboratório clínico. 

A maioria dos procedimentos qualitativos e quantitativos realizados 
em um laboratório clínico exige o uso de substâncias químicas que 
satisfaçam as especificações da American Chemical Society (ACS). 
Essas substâncias químicas são classificadas como de grau analítico ou 
grau do reagente. Os exemplos de outras designações de substâncias 
químicas para satisfazer padrões elevados de pureza incluem: grau do 
espectro, nano grau e grau de HPLC. 

As substâncias químicas são produzidas para satisfazer as especifica- 
ções definidas em The United States Parmacopoeia (USP), The Natio- 
nal Formulary e The Food Chemical Index. As especificações definem 
tolerâncias a impurezas não nocivas à saúde. 

A International Union for Pure and Applied Chemistry (IUPAC) 
desenvolveu padrões e níveis de pureza para certas substâncias quimi- 
cas. Eles incluem o padrão de peso atômico (grau À), padrão definiti- 
vo (grau B), padrão primário (grau C), padrão de trabalho (grau D) e 
substâncias secundárias (grau E). 

Uma fonte muito boa de substâncias químicas altamente purifica- 
das, especialmente materiais de referência, é o National Institute of 
Standard and Testing (NIST) (Gaithesrburg, MD). O NIST define as 
propriedades fisioquímicas de cada composto e fornece um certifi- 
cado documentando suas mensurações. Além disso, o NIST fornece 
Standard Reference Material (SRMs) na forma sólida, líquida ou 
gasosa. Os sólidos podem ser cristalinos, em pó ou liofilizados. 

Existem duas organizações profissionais que podem fornecer diretivas 
às equipes laboratoriais sobre a seleção adequada de substâncias quími- 
cas e a preparação de reagentes. Elas são o College of American Patholo- 
gists (CAP, Northfield, IL 60093) e o Clinical and Laboratory Standard 
Institute (CLSI), antigamente denominado National Committee for Cli- 
nical Laboratory Standard (NCCLS) (Wayne, PA 19087-1898). 


Agua 

A água tem numerosos usos em um laboratório clínico. Ela é 
utilizada para preparar reagentes, como diluente para controles e 
calibradores, para enxaguar e limpar componentes internos de 
analisadores, para servir como banho de aquecimento de cubetas e 
para lavar e enxaguar vidraria de laboratório. Para a maioria de seus 
usos, a fonte de água deve ser da maior pureza possível, enquanto 
a água necessária para o enxágue de vidraria pode apresentar uma 
pureza menor. 


Tipos de pureza de água 


O CLSI e o CAP definiram três graus de pureza de agua: I, II e III. Os 
critérios para cada tipo são delineados nas diretivas do CLSI (NCCLS, 
1997). Ao selecionar um sistema de purificação de água, o comprador 
deve dar atenção rigorosa a esses critérios, de modo que sejam incluí- 
dos todos os filtros adequados e componentes necessários para produ- 
zir água do tipo I. Além disso, deve-se dar atenção especial à “agua de 
alimentação”, que em geral é a água corrente do laboratório. A água 
de alimentação pode conter contaminantes raros ou apresentar alto 
conteúdo de minerais (dureza), o que comumente requer a inclusão 
de componentes adicionais no sistema de processamento de água. 


Purificação 

Muitos laboratórios produzem ou purificam a própria água. Há vários 
meios disponíveis para a produção de água grau reagente. A maioria 
dos sistemas de filtração de água utiliza um pré-filtro para iniciar o pro- 
cesso. A água passa por esse pré-filtro, que aprisiona qualquer partícula 
de matéria, antes de enviar a água para o componente seguinte. Nesse 
ponto da filtração, a água pode ser destilada ou pode passar por um fil- 
tro de osmose reversa. A destilação é o processo pelo qual um líquido é 
vaporizado e condensado; ela é utilizada para purificar ou concentrar 
uma substância ou para separar uma substância volátil de outra menos 
volátil. A água que foi destilada não satisfaz as exigências específicas da 
água tipo I do CAP. A osmose reversa é um processo no qual a água 
é forçada por uma membrana semipermeável que atua como um fil- 
tro de moléculas. O filtro de osmose reversa remove entre 95 e 99% de 
compostos orgânicos, bactérias e outras matérias particuladas e aproxi- 
madamente 95% de todos os minerais ionizados. No entanto, ele não 
remove uma porcentagem tão grande de impurezas gasosas. A osmose 
reversa isoladamente não produz água do tipo I, mas se forem adiciona- 
dos filtros ao sistema (p. ex., filtros de troca iônica e de particulados de 
carbono) como na destilação, pode-se produzir a água do tipo I. 

Filtros de troca iônica removem ions para produzir água desionizada 
sem minerais. A desionização é conseguida por meio da passagem da 
água por polímeros de resina insolúveis que contêm resinas de troca 
aniônica ou catiônica. Essas resinas de troca substituem íons H* e OH” 
por impurezas presentes na forma ionizada da água. Outro tipo de mate- 
rial utilizado é uma resina mista, que contém materiais de troca aniônica 
e catiônica. Os desionizadores são capazes de produzir água que possui 
uma resistência específica superior a 1 a 10 Mohm + cm (MQcm). 

Filtros de carbono, que contêm carvão ativado, podem ser adicio- 
nados ao sistema de purificação de água para ajudar a remover vários 
tipos de compostos orgânicos que ainda podem estar presentes na 
água. Quando esses filtros são utilizados, o CLSI/CAP considera que o 
produto final contém uma quantidade mínima de material orgânico. 

Um filtro de matéria particulada pode ser adicionado no final do sistema. 
Esse filtro com um tamanho médio de poro inferior a aproximadamente 
0,22 um servirá para aprisionar qualquer matéria particulada remanes- 
cente de tamanho igual ou superior ao tamanho do poro. 


Monitoração da pureza da água 

Como a água é parte integrante importante da análise laborato- 
rial, a sua pureza deve ser monitorada de maneira consistente. A 
frequência dos testes da água depende de muitos fatores, incluin- 
do composição da água de alimentação, disponibilidade de pessoal 
para realizar os testes de água e quantidade de água que o laborató- 
rio utiliza durante um determinado período de tempo. No mínimo, 
a resistividade e o conteúdo bacteriano da água devem ser moni- 
torados regularmente. Além disso, o pH, o conteúdo de sílica e as 
contaminações orgânicas podem ser determinadas. Dependendo 


dos recursos do laboratório, alguns ou todos esses parâmetros 
devem ser checados periodicamente. 

A maioria dos sistemas de filtração de água possui disponível um 
medidor de resistividade em linha. Mensurações da resistividade são 
utilizadas para a avaliação do conteúdo iônico da água purificada. 
Quanto maior for a concentração iônica na água, menor o valor da 
resistividade. O CLSI/CAP exige que a água do tipo I possui maior 
resistividade do que 10 MQ « cm. 

A monitoração da contaminação bacteriana pode ser feita muito 
facilmente. Deve-se permitir que a água corra por no mínimo um 
minuto para limpar o sistema. A seguir, uma alíquota de água é cole- 
tada dependendo do procedimento utilizado e deve ser colocada em 
um meio adequado. Após um tempo de incubação apropriado, deter- 
minar o número de unidades formadoras de colônias presentes na 
placa de ágar. Os microrganismos mais encontrados na água após o 
término do processo de purificação são bastões Gram-negativos. 


Após a instalação do sistema 

A maioria dos sistemas de purificação de água destina-se ao acesso 
fácil à água do tipo I. Por essa razão, é aconselhável utilizar apenas 
água do tipo I para a maioria das aplicações de um laboratório. A água 
do tipo II ou III poderia ser utilizada para o enxágue de vidraria e a 
limpeza de superfícies exteriores. Por exemplo, a detecção de metal 
pesado ou a HPLC exige o uso de água especialmente preparada e, 
consequentemente, a água do tipo I não deve ser utilizada. A água 
ultrapura pode ser adquirida da NERL Diagnostics Corporation (East 
Providence, RI 02914). 


Quantificação de massa 


Massa é a quantidade de matéria contida em um objeto. O peso de 
um corpo é a aceleração gravitacional exercida sobre ele e, ao contrá- 
rio da massa, varia com a altitude. O peso é igual à massa multiplicada 
pela gravidade. No laboratório, mensuramos a massa de um objeto. 


Tipos de balanças 


Há vários tipos diferentes disponíveis, dependendo do que deve ser 
pesado. Por exemplo, para pesar uma amostra de gordura fecal, uma 
balança adequada é a de precisão de carga máxima capaz de pesar com 
exatidão quantidades em quilogramas. A preparação de padrões para 
exames toxicológicos exige quantidades em microgramas e, por essa 
razão, uma microbalança de prato único é adequada. 


Balanças de substituição com braço desigual 


As balanças de substituição com braço desigual são de prato único. 
Elas são utilizadas com frequência em laboratórios, embora quase 
todas estejam sendo substituídas por balanças eletrônicas. A balança 
de braço desigual mecânica de prato único opera com base no prin- 
cípio da remoção de pesos e não em sua adição. Um contrapeso de 
massa fixa é utilizado para equilibrar a massa combinada do prato e 
dos pesos removíveis por dois braços de peso desigual. Quando uma 
amostra é colocada sobre um prato de pesagem, os pesos internos em 
incrementos de 1 g ou 10 g são movidos um por vez pelo operador 
pelo giro de um conjunto de maçanetas. Isso é continuado até o siste- 
ma retornar ao equilíbrio. Nesse momento, a soma dos pesos removi- 
dos é igual ao peso do objeto. 


Balança de restauração de força magnética 

Outra balança muito utilizada é a balança com prato único que 
depende da restauração da força magnética. A força de restauração 
é a força necessária para colocar a balança de volta em equilíbrio. A 
massa desconhecida é colocada sobre o prato e o sistema fica fora de 
equilíbrio. O operador que ajusta os pesos internos restaura um equi- 
líbrio parcial. O motor óptico do detector de zero indica quando o 
equilíbrio está próximo e produz um sinal ao motor do sensor para 
gerar uma corrente de restauração até o equilíbrio ser atingido. 


Balanças de carga máxima 


Balanças de carga máxima de prato único operam no mesmo princípio 
que as analíticas de prato único (i. e., pesagem por substituição). O 
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60 amortecimento é obtido por mecanismo magnético e não por libera- 


ção de ar. Essas balanças são especialmente adequadas para a pesagem 
rápida de grandes massas (até 10.000 g) que não exigem muita precisão 
analítica (p. ex., preparação de grande volume de reagente). 


Balanças eletrônicas 

Há vários modelos de balança eletrônica. Um deles utiliza uma célula 
de carga com medidor de distensão. Trata-se de um dispositivo pequeno 
e fino, que altera a resistência elétrica, quando distendido ou comprimi- 
do. Geralmente, vários medidores de distensão são utilizados em arranjos 
tipo ponte Wheatstone. Eles são colados sobre a célula de carga em um 
local protegido. Com grande frequência, uma célula de carga tem o for- 
mato de um feijão ou prato. Quando o feijão ou prato é deslocado, ele 
encurva um pouco e esse movimento mínimo é detectado por medidores 
de distensão. A magnitude do encurvamento pode ser de um milésimo de 
polegada, mas é o suficiente para o medidor de distensão mensurar. 

Outro modelo de balança eletrônica opera no princípio de compen- 
sação da força eletromagnética. Uma bobina, colocada entre os polos 
de um eletroima cilíndrico, é mecanicamente conectada a um prato 
de pesagem. A massa colocada sobre o prato produz uma força que 
desloca a bobina no campo magnético. Um regulador gera corrente 
de compensação suficiente apenas para retornar a bobina à sua posi- 
ção original. Quanto mais massa for colocada sobre o prato, maior 
a força de deflexão e mais forte é a corrente requerida para corrigir 
a deflexão da bobina. O princípio de mensuração baseia-se em uma 
relação linear estrita entre a corrente de compensação e a força produ- 
zida pela carga colocada sobre o prato. 

Há várias características adicionais que podem estar disponíveis em 
alguns modelos de balanças eletrônicas. Por exemplo, algumas balanças 
eletrônicas incluem um amortecedor de vibração eletrônico. Qualquer 
vibração excessiva pode ser detectada quando uma variação do pontei- 
ro ou da oscilação do número na última decimal do mostrador digital 
é observada. Outra característica disponível em alguns modelos é a tara 
embutida. Isso permite que o peso do recipiente de pesagem seja “zera- 
do”. Além disso, balanças eletrônicas podem ter uma interface com 
computadores para fornecer cálculos como, por exemplo, média de 
peso e análise estatística de múltiplas pesagens. O design fundamental 
das balanças eletrônicas permite a pesagem mais rápida, o qual é vanta- 
joso ao se realizar múltiplas leituras (p. ex., calibração de pipetas). 


Calibração 

Balanças laboratoriais exigem a calibração em intervalos regulares. O 
NIST afirma que não existe intervalo fixo de calibração para aplicações 
científicas. Intervalos de calibração devem coincidir com os requeri- 
mentos de organizações de licenciamento e acreditação laboratorial. 

As classes de padrões de massa e de verificação da acurácia do peso 
utilizadas na calibração de balanças foram atualizadas e substituem as 
exigências mais antigas especificadas para pesos das classes S e S1 do 
National Bureau of Standards (NBS). As novas classes adequadas de 
padrões de massa e verificação da acurácia do peso para balanças labo- 
ratoriais incluem as classes 1 e 2 da American Society for Testing and 
Materials (ASTM). Consultar o ASTM E617-97 para informações espe- 
cíficas sobre faixa, legibilidade e incertezas aplicáveis a essas classes. 

Os pesos da classe I do NIST (acurácia extrafina) estão disponíveis até 
250 mg e podem ser utilizados para balanças de alta precisão (p. ex., de 
prato único e eletrônica) que são precisas até quatro decimais. A faixa de 
peso para balanças da classe II pode apresentar um excesso de 1.000 g. 


Manipulação de pesos utilizados no teste da acurácia 

Deve-se ter um cuidado meticuloso ao se manipular pesos das 
classes 1 e 2. O operador deve evitar o contato direto com os pesos 
utilizando luvas limpas ou ferramentas especiais de levantamento 
(p. ex., fórceps). O contato manual com os pesos pode causar cor- 
rosão. Os pesos não devem ser arrastados sobre qualquer superfi- 
cie, incluindo o prato de pesagem de aço inoxidável. Usualmente, os 
pesos são enviados em uma caixa fechada e devem sempre ser arma- 
zenados nela. 


Preocupações ambientais para a melhor acurácia 
da pesagem 

Vários aspectos do meio ambiente podem impactar o desempenho 
de uma balança laboratorial. Eles incluem temperatura, correntes de 


ar, vibrações do solo, instabilidade da mesa e eletricidade estática. A 
minimização dos efeitos do meio ambiente sobre os procedimentos 
de pesagem, em geral, pode ser feita muito facilmente. Por exemplo, 
se houver correntes de ar no aposento, uma proteção ou uma cober- 
tura pode ser colocada em torno da balança. Uma mesa de mármore 
pode ser utilizada para reduzir vibração ou instabilidade. 


Especificações da balança 
Existem várias especificações importantes que um operador deve 
conhecer sobre balanças. Elas incluem: 
* capacidade — a qual representa a carga máxima que a balança pode 
pesar; 


* acurácia — depende da menor massa que será pesada; 


* “linearidade — capacidade de uma balança de fornecer um resulta- 
do acurado em toda a sua faixa; 


> resolução (legibilidade) — o menor incremento de peso que pode 
ser discernível. 


Agências de acreditação laboratorial exigem a verificação da acurá- 
cia de balanças em vários intervalos de tempo. Há várias fontes dispo- 
níveis para guiar o laboratório em relação a essa exigência. 


Vidraria e materiais plásticos de uso laboratorial 


Tipos de vidraria 


O tipo de vidraria mais comumente encontrado em mensurações 
de volume é o de silicato de boro. Esse vidro é caracterizado por alto 
grau de resistência térmica, baixo teor alcalino e ausência do grupo de 
elementos magnésio-cal-zinco, metais pesados, arsênico e antimônio. 
São nomes comerciais conhecidos: Pyrex (Corning; Corning, NY) e 
Kimax (Kimble; Vineland, NJ). As condições cáusticas no armazena- 
mento de soluções alcalinas concentradas em vidro de silicato de boro 
irão causticar ou dissolver o vidro e destruirão a calibração. Vidra- 
ria de silicato de boro com paredes espessas (p. ex., garrafas, jarras 
ou provetas maiores) não devem ser aquecidos com chama direta 
nem placa de aquecimento. O vidro não deve ser aquecido acima de 
seu ponto de distorção (o do Pyrex é 515ºC), porque o resfriamento 
rápido deforma e quebra o vidro facilmente, quando ele é novamen- 
te aquecido. No caso de vidrarias volumétricas, o aquecimento pode 
destruir a calibração. 

Corex (Corning, NY)*, uma marca comercial, é uma vidraria espe- 
cial de alumina-silicato reforçado de modo químico e não termica- 
mente. O Corex é seis vezes mais forte que o vidro de silicato de boro 
(p. ex., as pipetas de Corex possuem uma força típica de 30.000 psi, 
enquanto as de silicato de boro possuem uma força de 2.000 a 5.000 
psi) e tem uma duração 10 vezes superior à da vidraria convencional. 
O Corex também resiste melhor à turvação e aos riscos. 

A vidraria com baixo teor actínico é um vidro de alta resistência tér- 
mica com uma cor âmbar ou vermelha adicionada como parte inte- 
gral do vidro. A densidade da cor vermelha é ajustada para permitir a 
visibilidade adequada do conteúdo, mas ainda confere proteção máxi- 
ma aos materiais sensíveis à luz (p. ex., bilirrubinas). O vidro com 
baixo teor actínico é comumente utilizado para armazenar material 
de controle e reagentes. 


Tipos de plásticos 

Vários tipos de plásticos são utilizados em laboratórios clínicos 
(p. ex., pontas de pipetas, provetas, frascos, cilindros e cubetas). São 
exemplos de tipos de plásticos de uso laboratorial: polipropileno, 
polietileno, Teflon, policarbonato e poliestireno. 

Pontas de pipeta de plástico são feitas principalmente de polipro- 
pileno. Esse tipo de plástico, flexível ou rígido, é quimicamente resis- 
tente e pode ser autoclavado. Essas pontas de pipeta são translúcidas e 
apresentam vários tamanhos. O polipropileno também é utilizado em 
diferentes tipos de tubos, incluindo o de amostras e o de ensaio. Um 
polipropileno especialmente formulado é utilizado para procedimen- 
tos criogênicos e podem suportar temperaturas de até —190°C. 

O polietileno é também amplamente utilizado na produção de plás- 
ticos, incluindo tubos de ensaio, garrafas, tubos graduados, tampas, 


* Corning Glass não fabrica mais a vidraria Corex. 


pipetas de transferência descartáveis, pipetas volumétricas e pratelei- 
ras para tubos de ensaio. O polietileno pode se ligar a ou absorver pro- 
teínas, corantes e ácido pícrico. 

O policarbonato é utilizado em tubos para centrifugação, cilindros e 
frasco graduados. À faixa de temperatura em que ele pode ser utilizado 
é ampla (—100°C a +160°C). Trata-se de um plástico muito forte, mas 
ele não é adequado para uso com ácidos, bases e agentes oxidantes 
fortes. O policarbonato pode ser autoclavado, mas com limitações 
(consultar as instruções fornecidas pelo fabricante). 

O poliestireno é um tipo de plástico rígido e transparente, que não 
deve ser autoclavado. Ele é utilizado em vários tipos de tubos, inclu- 
indo os graduados com tampa e os de ensaio. Tubos de poliestireno 
quebram e estilhaçam quando esmagados. Esse tipo de plástico não 
resiste à maioria de hidrocarbonetos, cetonas e alcoóis. 

O Teflon é amplamente utilizado para a fabricação de barras de agi- 
tação, tubulações, frascos criogênicos e revestimento de tampa de gar- 
rafas. O Teflon é quase inerte quimicamente e é adequado para uso 
em temperaturas que variam de —270°C a +255°C. Esse tipo de plás- 
tico é resistente a uma grande faixa de classes de substâncias químicas, 
incluindo ácidos, bases, alcoóis e hidrocarbonetos. 


Material volumétrico de uso laboratorial 


Pipetas 

Existem muitos tipos de pipetas disponíveis para uso em um laborató- 
rio clínico, cada uma com uma função específica. Elas são utilizadas para 
a reconstituição de controles e calibradores, a preparação de diluições de 
soro ou plasma e a aliquotagem de amostras. Por essa razão, é necessário 
um alto grau de acurácia e precisão. Existem duas categorias gerais de 
pipetas manuais: de transferência (volumétrica) e de mensuração. Exis- 
tem três subclasses: de contenção, de liberação e de liberação/sopro. 


Designação classe A 

Vidrarias de Classe A, incluindo pipetas, são produzidos e cali- 
brados para liberar o volume de líquido mais acurado. Especifica- 
ções da Classe À são definidas pelo NIST. O CAP especifica que as 
pipetas volumétricas devem ter a acurácia certificada (Classe A) ou 
o volume das pipetas deve ser verificado por técnicas de calibração 
(p. ex., gravimétrica ou fotométrica). A letra “A” aparece em todas 
as pipetas que estão em conformidade com os padrões da vidraria de 
Classe A. As vidrarias volumétricas designadas como Classe A têm 
sido produzidas dentro das tolerâncias dessa classe conforme o esta- 
belecido pela ASTM E694 (West Conshohocken, Pensilvânia) para 
aparelhos volumétricos. Outros padrões incluem o ASTME 542 para 
calibração de aparelhos volumétricos e o ASTME 288 para frascos 
volumétricos. 


Tipos de pipetas 

Pipetas destinadas à contenção são frequentemente denominadas 
pipetas de lavagem, porque elas devem ser cheias ou lavadas com 
solvente adequado após o líquido inicial ter sido drenado. Pipetas 
de contenção contêm uma quantidade exata de líquido, que deve ser 
completamente transferido para a mensuração adequada. São exem- 
plos de pipetas de contenção: as pipetas para hemoglobina de Sahli e 
a de Long-Levy. Elas não satisfazem os critérios de certificação para 
serem classificadas como Classe A. 

Pipetas de liberação são destinadas a drenar pela gravidade. Elas 
devem ser mantidas verticalmente e a sua ponta deve ser colocada 
contra a lateral do recipiente e não deve tocar o líquido presente em 
seu interior. O volume especificado é obtido quando a drenagem cessa. 
São exemplos de pipeta de liberação as pipetas de Mohr, sorológicas 
e de transferência volumétrica. Elas são projetadas para satisfazer as 
exigências para as pipetas do tipo Classe A. 

Pipetas volumétricas de liberação possuem um bulbo com extremidade 
aberta, o qual retém o volume do líquido. Em um lado da pipeta, existe 
um tubo longo de vidro com uma linha indicando até onde a pipeta deve 
ser preenchida. A outra extremidade é cônica para a liberação suave do 
líquido. Essas pipetas devem drenar livremente e não podem ser agitadas 
ou batidas contra o recipiente. Qualquer perturbação do fluxo livre do 
líquido pode resultar em uma liberação inexata do líquido. 

Algumas pipetas de liberação são desenhadas de modo que a 
maioria do conteúdo consiga drenar livremente. A seguir, o líquido 


remanescente é soprado. Essas pipetas não são enxaguadas. São exem- 
plos de pipetas de sopro: a pipeta de Ostwald-Folin e as sorológicas. 
Pipetas de liberação/sopro são identificadas pela presença de uma ou 
duas bandas foscas próximas à embocadura. É vital lembrar que nunca 
se deve pipetar ou soprar pipetas com a boca. É sempre necessário 
usar um dispositivo auxiliar de pipetagem (p. ex., bulbo). 

Pipetas sorológicas de vidro ou plástico são tubos longos com 
diâmetros uniformes. Eles possuem graduações de volume que vão até 
a ponta de liberação da pipeta. O último volume de líquido soprado 
é incluído no volume liberado. O desenho da pipeta de liberação de 
Mohr é diferente do da pipeta sorológica. Pipetas de Mohr não apre- 
sentam graduação na ponta. A acurácia das pipetas de Mohr é válida 
somente quando a pipeta é cheia. Se volumes menores forem dis- 
pensados, a acurácia diminui proporcionalmente. 


Micropipetas 

Os dois tipos de pipetas mais utilizados são as de deslocamento de 
ar e as de deslocamento positivo. Essas pipetas são capazes de liberar 
volumes líquidos de 1 a 1.000 uL. Algumas micropipetas são desti- 
nadas para liberar um volume fixo, enquanto outras podem liberar 
quantidades variáveis de amostra. 

Pipetas de deslocamento de ar são dispositivos operados por pistão. 
Uma ponta de polipropileno de uso único e descartável é conectada 
ao tambor da pipeta. A ponta da pipeta é colocada no líquido a ser 
aspirado. Ele é aspirado e liberado por essa ponta. 

Pipetas de deslocamento positivo utilizam uma ponta capilar que 
pode ser de vidro siliconado, vidro ou plástico. Esse tipo de pipeta é 
útil quando um reagente reage a plásticos. Pipetas de deslocamento 
positivo usam um êmbolo com ponta de Teflon que se encaixa her- 
meticamente no interior do capilar. Essas pontas capilares são reuti- 
lizáveis e o material remanescente é desprezível quando a pipeta é 
mantida adequadamente. Alguns procedimentos exigem uma etapa 
de lavagem ou enxágue entre amostras. 


Calibração da pipeta 

A monitoração do desempenho de dispositivos de pipetagem não 
somente é obrigatória na maioria dos estados que licenciam labora- 
tórios que realizam exames diagnósticos como também é uma atitude 
sensata. À acurácia e a precisão das micropipetas devem ser verifica- 
das antes delas serem colocadas em uso e devem ser monitoradas ao 
longo do ano. A frequência de verificação depende em parte da mag- 
nitude do uso e das exigências da agência de licenciamento e/ou acre- 
ditação. A manutenção adequada de pipetas de deslocamento de ar é 
muito importante. Esse tipo de pipeta tem um comprimento fixo de 
golpe, que deve ser mantido. Essas pipetas também possuem lacres, 
que impedem o vazamento de ar para o seu interior quando o pistão 
é movido. Esses lacres exigem lubrificação periódica para que a sua 
integridade seja mantida. 

Micropipetas de deslocamento positivo devem ter sua mola checada 
e a ponta de Teflon substituída periodicamente. Um fio deslizante é 
utilizado para checar rapidamente o ajuste do êmbolo. Essa checagem 
não substitui aquelas programadas de precisão e acurácia. 

Há vários procedimentos utilizados pelos laboratórios para a verifi- 
cação da precisão e da acurácia de micropipetas. A maioria deles con- 
some tempo, especialmente os procedimentos que requerem a pesa- 
gem de água. De qualquer modo, esse procedimento de verificação 
deve ser feito para se assegurar o funcionamento adequado de micro- 
pipetas laboratoriais. 

O CLSI apresentou um procedimento aceitável para a determinação 
da acurácia e da precisão da pipeta (18-P, NCCLS, 1984). Esse pro- 
cedimento gravimétrico é trabalhoso, mas é um meio de baixo custo 
para se respeitar as regulações estabelecidas pelas várias agências de 
acreditação. 

Procedimentos mais caros de calibração de micropipetas incluem: 

* produtos comerciais de calibração fotométrica de pipetas; 
* fornecedores de serviços de calibração; 
* Pipet Tracker (Labtronics Inc., Canadá). 


Uma das maiores preocupações ao se considerar o custo atribuído a 
procedimentos de calibração de pipetas é o tempo despendido pelo téc- 
nico. Esse tempo requerido para procedimentos fotométricos gira em 
torno de 50 a 60% inferior ao das técnicas de pesagem manual baratas. 
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62 Frascos volumétricos 


Frascos volumétricos representam um tipo especial de vidraria no 
laboratório. Esses frascos, geralmente, são utilizados para preparar 
padrões para procedimentos quantitativos. Por essa razão, a acurácia 
deve ser ótima. Frascos volumétricos utilizados para a preparação de 
padrões e outras soluções, que exigem ótima acurácia, devem satisfazer às 
especificações da Classe A definida pelo NIST. Essas especificações estão 
impressas nos frascos. Frascos volumétricos são utilizados para conter 
um volume exato quando o frasco é cheio até a marca. Uma tampa de 
Teflon ou vidro fosco deve ser utilizada para selar o frasco. Frascos volu- 
métricos não devem ser utilizados para armazenar reagentes. 


Calibração de vidraria volumétrica 

Segundo os padrões mais rigorosos, cada vidraria volumétrica no 
laboratório clínico deve ser codificada e há a necessidade de manter um 
registro de sua calibração. Qualquer vidraria que não estiver de acor- 
do com a tolerância da Classe A deve ser rejeitada. Para preparar uma 
vidraria para calibração, lavá-la e secá-la cuidadosamente utilizando 
procedimentos de limpeza adequados. O CLSI pode fornecer ao labora- 
tório um procedimento adequado para calibrar frascos volumétricos. 


Termometria 


Termômetros e outros tipos de dispositivos detectores de tempe- 
ratura são utilizados no laboratório para monitorar as temperaturas 
em refrigeradores, freezers, banhos de água, blocos de aquecimento e 
incubadoras. As aplicações especiais da termometria incluem osmo- 
metria, centrífugas refrigeradas, reagentes refrigerados, compartimen- 
tos de analisadores automatizados, compartimentos de aquecimento 
de analisadores automatizados e banhos de água circulante para com- 
partimentos de cubetas de analisadores automatizados. Todas essas 
aplicações de monitoração de temperatura apresentam as mesmas 
exigências: mensurações adequadas e temperatura constante. 

Procedimentos adequados de controle de qualidade devem ser rea- 
lizados e documentados rotineiramente para todos os dispositivos de 
monitoração da temperatura. Qualquer dispositivo de detecção da 
temperatura cujo funcionamento não estiver dentro das tolerâncias 
estabelecidas deve ser substituído. Como muitos ensaios realizados no 
laboratório são enzimáticos, mesmo o mínimo desvio da temperatura 
ideal exigida para a sua realização pode acarretar resultados errados. 


Tipos de termômetros 


Os dois tipos de termômetros de líquido em vidro mais amplamente 
utilizados são o de imersão total e o de parcial. Um termômetro de 
imersão total requer que o bulbo e a coluna inteira de líquido sejam 
imersos no meio mensurado. Esses termômetros são utilizados para 
monitorar freezers e refrigeradores. Termômetros de imersão parcial 
devem ter o bulbo e a coluna imersos até a linha de imersão ou a pro- 
fundidade definida no termômetro. Esse tipo de termômetro é com 
frequência utilizado para banhos de água e blocos de aquecimento. 


Aplicações especiais de dispositivos detectores 
de temperatura 

Termistores são utilizados em vários tipos de instrumentos encontra- 
dos em um laboratório, incluindo osmômetros de depressão do ponto 
de congelação. Um termistor é um transdutor que converte alterações 
da temperatura (calor) em resistência. Ele consiste em uma pequena 
esfera composta por uma mistura de óxidos metálicos fundidos, a qual 
é conectada a dois condutores e encapsulada em vidro. A mistura de 
óxidos metálicos fundidos possui um alto coeficiente de resistência à 
temperatura negativa. Por isso, uma pequena diminuição temperatural 
provoca um aumento relativamente grande na resistência do termistor. 

Um termopar é um detector composto por dois materiais diferentes 
unidos em uma extremidade. Quando a junção dos dois metais é aque- 
cida ou resfriada, uma voltagem é produzida e ela pode ser correlacio- 
nada com a temperatura. Há vários modelos de termopares, incluindo 
de fio frisado, sondas e sondas de superfície. Uma característica impor- 
tante da maioria dos termopares utilizados em analisadores laboratori- 
ais é o seu tempo de resposta rápido. O tempo de resposta de um ter- 
mopar é definido como o tempo requerido por um detector para atingir 
63,2% de uma alteração da temperatura sob um conjunto especificado 


de condições. Cinco constantes de tempo são necessárias para o detec- 
tor se aproximar de 100% da etapa de alteração do valor. 

As aplicações laboratoriais do termopar incluem cromatografia gas- 
osa e líquida, mensurações de temperatura de superficie em compar- 
timentos aquecidos de analisadores automatizados, cubetas térmicas e 
banhos de água circulante em analisadores químicos. 


Laboratórios sem mercúrio 

Há diversas iniciativas para tornar os laboratórios livres de mercúrio. 
Por exemplo, em junho de 1998, um acordo importante foi estabele- 
cido entre a American Hospital Association (AHA) e a US Environ- 
mental Protection Agency (EPA) (JCAHO, 2002). Um memorando de 
concordância foi assinado entre as duas organizações em um esforço 
para diminuir ou eliminar práticas hospitalares poluidoras no perío- 
do de 5 a 10 anos. Um dos objetivos é eliminar restos de mercúrio. 

O mercúrio está contido em numerosos reagentes químicos utiliza- 
dos pelo laboratório e, evidentemente, em termômetros de mercúrio. 
O custo associado ao descarte adequado de mercúrio e o impacto deste 
no meio ambiente torna a substituição de termômetros de mercúrio 
uma ideia razoável. Existem várias alternativas para a substituição de 
termômetros que oferecem a necessária acurácia para procedimentos 
laboratoriais. Elas incluem: 


* termômetros contendo líquido vermelho orgânico e pressurizado 
com gás nitrogênio; 

* termômetros contendo líquido azul biodegradável (isoamil ben- 
zoato e corante); 


* termômetro com líquido vermelho enchido com querosene; 
* termômetros digitais com dois metais; 
* termômetros digitais com colunas de aço inoxidável. 


Calibração de termômetro 

A monitoração da acurácia dos termômetros é necessária para se 
assegurar a confiabilidade dos procedimentos que exigem regulação 
da temperatura. Termômetros podem ser adquiridos com um certifi- 
cado para indicar a rastreabilidade de padrões fornecidos pelo NIST. 
Além disso, muitos termômetros disponíveis no comércio satisfazem 
ou excedem a tolerância da acurácia estabelecida pelo NIST e Ame- 
rican National Standards Institutes (NY, NY)/Scientific Apparatus 
Makers Association (UK) (ANSI/SAMA). 

Termômetros não certificados podem ser calibrados utilizando um 
termômetro NIST SRM ou uma célula de ponto de fusão de gálio NIST 
SRM 1968. O termômetro de laboratório clínico SRM 934 é calibrado 
para especificações da International Temperature Scale 1990 (ITS-90) 
a 0, 25, 30 e 37°C. Uma célula de ponto de fusão de gálio consiste em 
aproximadamente 25 g de gálio muito puro (99,99999%), que possui 
um único ponto de fusão fixo a 29,7646ºC (conforme definição da 
ITS-90). O gálio é selado em um crucifixo inerte de plástico e envolto 
por um envelope de aço inoxidável (Strouse, 1997). 

A acurácia de dispositivos de monitoração de temperatura deve ser 
verificada em intervalos de 6 ou 12 meses. Existem disponíveis dire- 
tivas e procedimentos para a monitoração adequada e tolerâncias 
(NCCLS padrão aprovado 12-A2, 1990). 


Banhos de água 


Para uso geral em laboratórios clínicos, banhos de água com tempe- 
ratura constante devem oferecer um controle de temperatura variável 
de 5ºC acima da temperatura ambiente até 100°C com controle acu- 
rado (+0,2ºC). Banhos de água podem ser circulantes ou não circu- 
lantes. Os banhos de água circulantes provêm o melhor controle de 
temperatura. Outra consideração importante na seleção de uma tem- 
peratura constante é que o modelo seja suficientemente grande para 
acomodar o volume de trabalho desejado. 


Manutenção 

A manutenção de um banho de água com temperatura constante é 
melhorada com o uso de água tipo II (ou tipo 1). Isso impede o acú- 
mulo de depósitos minerais da água corrente, a qual pode afetar os 
elementos de detecção da temperatura e, em geral, acarreta uma má 
transferência de calor. Contudo, quando ocorre um acúmulo desses 
minerais, uma solução fraca de ácido clorídrico dissolverá os depósitos. 


A limpeza frequente e a água fresca impedirão o crescimento excessivo 
de bactérias e algas. Além disso, uma solução de timerosal (Merthio- 
late) 1:1.000 pode ser adicionada para ajudar na prevenção do cres- 
cimento bacteriano. O aquecimento excessivo e o dano subsequente 
podem ocorrer quando o aparelho seca. Em temperaturas mais eleva- 
das, o banho deve ser coberto tanto para manter um controle adequa- 
do da temperatura quanto para impedir a evaporação rápida. 


Controle de qualidade 

Um termômetro calibrado em comparação a outro certificado pelo 
NIST deve ser um componente em qualquer banho de água. A tempe- 
ratura em cada exame deve ser observada e registrada. Essa atividade 
do operador garante que a temperatura do banho é de fato igual à da 
leitura do termômetro. 


Blocos de aquecimento, incubadoras 
a seco e fornos 


Blocos de aquecimento e incubadoras a seco são geralmente uti- 
lizados para a incubação de líquidos em temperaturas mais altas. A 
maioria das incubadoras é construída por uma liga de alumínio capaz 
de distribuir o calor de maneira uniforme. Sua eficiência de aqueci- 
mento é inferior à do banho de água circulante, mas elas mantêm uma 
temperatura constante com uma variação de +0,5°C. Um termôme- 
tro certificado ou um calibrado NIST deve estar presente no bloco de 
aquecimento para monitorar a temperatura. 

Fornos de aquecimento são utilizados em procedimentos cromato- 
gráficos para secar substâncias químicas e ajudar na extração e são uti- 
lizados para secar membrana ou géis na temperatura desejada e para 
o objetivo desejado. Os modelos de fornos incluem: programável, a 
vácuo ou laboratorial padrão. O controle da temperatura usualmente 
apresenta uma variação de +1°C. O forno deve possuir um termôme- 
tro certificado ou um termômetro calibrado NIST disponível para 
monitorar a temperatura interior. 


Agitação 


A agitação é uma operação destinada a formar uma massa homogênea 
ou criar um sistema heterogêneo uniforme. A agitação é utilizada para 
tornar sólidos em solução; para fazer com que fases fiquem em contato 
íntimo (p. ex., procedimentos de extração); para eliminar sólidos suspen- 
sos; para homogeneizar fases líquidas; e para realizar muitas outras ope- 
rações. Uma consequência séria da agitação inadequada pode ser a falha 
em novamente suspender completamente as proteínas que depositam 
durante o armazenamento de longo prazo em congelador de controles de 
soro, acarretando dados inválidos. Em alguns casos, a agitação excessiva 
causa desnaturação proteica ou hemólise. Ocorre uma fase de separação 
quando amostras de soro (ou plasma) aguardam um período de tempo 
e devem ser cuidadosamente misturadas antes da análise. A concentração 
de moléculas pequenas uniformes nesse sistema será heterogênea quando 
as proteínas depositam e tornam-se mais concentradas e, por essa razão, a 
concentração hídrica efetiva diminui nessa camada. Isso produz um gra- 
diente de concentração hídrica por meio do sistema e, consequentemente, 
produz um gradiente de concentração de todos os componentes. 


Agitadores de tubo único 

Um agitador vórtex é capaz de produzir uma oscilação com velo- 
cidade variável, que resulta em um movimento de turbilhão do con- 
teúdo líquido de um tubo de ensaio ou de ou outro recipiente. O 
ângulo de contato e o grau de pressão podem ser regulados para a 
agitação ideal. Uma agitação muito efetiva é criada pela sequência de 
múltiplos toques (i. e., toque e retirada do tubo do cálice oscilante de 
neoprene do agitador). O operador deve ter cuidado de não encher 
muito o recipiente ou misturar o conteúdo líquido muito rápido, 
porque pode ocorrer derramamento. 


Agitadores de tubos múltiplos 

Há vários agitadores disponíveis que manipulam quantidades variá- 
veis de tubos e tubos com tamanhos diferentes, que apresentam diferen- 
tes tipos de movimento de mistura. Um Thermolyne Maxi-Mix (Sybron 
Corporation, Dubuque, IA) pode ser utilizado convenientemente para 
misturar um ou vários tubos de uma só vez. A alteração da pressão do 
recipiente contra a tampa substituível de espuma de borracha varia a 


agitação. O movimento circular sobre um disco inclinado causa a inver- 
são contínua do conteúdo nos tubos, os quais são montados com clips 
na circunferência do disco rotatório. Agitadores de tubos que atuam 
inclinando para frente e para trás em velocidades variáveis produzem 
uma mistura perfeita de amostras de sangue total. 


Solução aquosa 


À concentração de uma solução pode ser expressa como molaridade 
(M), normalidade (N) e, menos frequentemente, molalidade (m). A 
preparação acurada de reagentes exige o conhecimento básico da qui- 
mica da solução, da matemática básica e das técnicas. 


Molaridade 


A molaridade (M) é igual ao número de moles de soluto por litro de 
solução (solvente). Um mol de uma substância é o número de gramas 
igual ao peso atômico ou molecular da substância. O peso atômico 
ou molecular de uma substância é a massa real da partícula química 
(átomo ou molécula) em relação à massa do átomo de carbono. Um 
mol de qualquer substância contém aproximadamente 6,02 x 10% 
partículas (constante de Avogrado). Por essa razão, uma solução um 
molar contém 1 mol de soluto por litro de solução. 

Exemplo 4.7. Quantos gramas de NaCl são necessários para preparar 1 
litro de uma solução 0,5 M? O peso molecular (PM) do NaCl é 58,5? 

Solução 

PM xM = g/L 

58,5 X 0,5 = 29,25 g/L 

Portanto, pesar 29,25 g de NaCl e transferi-lo para um frasco volu- 
métrico de 1 litro. Adicionar água até a marca de 1 litro no frasco. 


Milimoles 

Quando pequenas concentrações são utilizadas, elas são frequente- 
mente expressas em milimoles por litro (1.000 mmol = 1 mol). Por 
exemplo, para preparar 10 mL de uma solução de NaOH de 10 mmol 
(0,01 mol), 4 mg de NaOH são diluídos em 10 mL. 


Normalidade 

A normalidade (N) é igual ao número de equivalentes grama de 
soluto por litro de solução e depende do tipo de reação envolvida (p. 
ex., acidobásica, oxidação). Um peso equivalente de um elemento 
ou um composto é igual ao peso molecular dividido pelo número de 
hidrogênios ou grupos hidroxilas substituíveis (também valência): 

Peso equivalente = PM/número de hidrogênios, hidroxilas ou 

valência substituíveis 

1 N = número de equivalentes grama do soluto/L de solução 
Exemplo 4.8. Qual é o peso equivalente do Ca(OH), (PM= 74)? 

Solução 


Peso equivalente = 74/2 = 37 
1 mol = 2 equivalentes 


Exemplo 4.9. Qual é o peso equivalente de H,SO, (PM= 98)? 
Solução 
Peso equivalente = 98/2 = 49 
1 mol = 2 equivalentes 


Exemplo 4.10. Quantos mililitros de H,SO, concentrado (densidade 
específica: 1.84; percentual de pureza: 96,2%) são necessários para 
preparar 1 litro de uma solução 1 normal? 
Solução 
Etapa 1: calcular o PM do H,SO, = 98/2 = 49 
Etapa 2: calcular o número de gramas de H,SO, em 1 litro = 98 g/L 
Etapa 3: calcular o número de gramas de H,SO, por mililitro de 
solução: SG x % do ensaio = 1, 84 x 96,2 = 1,77 
Etapa 4: calcular o número de mililitros de H,SO, necessários para 
preparar 1 litro de uma solução 1 normal: 
1,77g 49g 
ImL ` XmL 
X= 27,6 mL 
Molalidade 


No laboratório, algumas vezes mensuramos as propriedades físicas 
de soluções (p. ex., quando mensuramos a osmolalidade do soro ou da 





63 








ão 


de instrumentaç 


princípios 


“Análise 


64 urina). Em vez da molaridade, é determinada a molalidade da solução. 


Uma solução molal é um mol de soluto em um quilograma de solven- 
te. Soluções molais são baseadas no peso e não no volume. Como a 
densidade da água na temperatura ambiente é de aproximadamente 1 
grama por mililitro, 1.000 gramas de água ocupam aproximadamente 
1 litro. Portanto, uma solução aquosa 1 molal é aproximadamente a 
mesma que uma solução 1 molar. 


Exemplo 4.11. Quantos gramas de NaOH são necessários para prepa- 
rar uma solução 2,00 molal? 
Solução 
Etapa 1: determinar o PM do NaOH = 40 g 
Etapa 2: calcular o número de gramas de NaOH necessários para pre- 
parar a solução utilizando a seguinte fórmula: 
gramas de soluto/PM do soluto 


Molalidade = 1 kg de solvente 


X g de NaOH/40,00 g 
1 kg de solvente 
X = 80 g de NaOH 


2 Molal = 


Diluições 

Procedimentos de diluição não são tão realizados como no passado 
em razão das melhorias dos computadores e dos instrumentos em que 
o sistema realiza a diluição automaticamente. Contudo, há ocasiões 
em que uma diluição tem que ser preparada. A seguir, apresentare- 
mos uma breve revisão. 

Um procedimento laboratorial pode envolver a adição de uma subs- 
tância em outra, para reduzir a concentração de uma das substâncias. 
Essa mistura é denominada diluição. Geralmente, a equipe laborato- 
rial fica confusa com a terminologia associada a diluições e relações. O 
termo relação é mais geral e refere-se à quantidade de uma coisa em 
relação a uma quantidade de outra coisa sem mais implicações. Como o 
termo é utilizado no laboratório, a diluição é mais específica. Ela refere- 
se ao número de partes de uma substância no número total de partes de 
mistura que a contém. A questão é como a mistura foi feita ou como ela 
deve ser feita. A seguir, exemplos de relações seguidas por diluições: 
Relações 

1. A relação soro/soro fisiológico é de 1:9. 

2. A relação soro fisiológico/soro é de 9:1. 

3. A relação soro/volume total é de 1:10. 

Observe que o símbolo da relação é dois pontos (:). 

Diluições 
l. Preparar uma diluição de 1 para 10 de soro em soro fisiológico. 
2. Preparar uma diluição de 1 em 10 de soro em soro fisiológico. 


3. Preparar uma diluição de 1/10 de soro com soro fisiológico. 
Exemplo 4.12. Preparar uma diluição de 1 mL para 10 mL de uma 
amostra de soro. 

SoLuGAO. Pipetar 1 mL de soro e adicionar 9mL de soro fisiológico 
para um volume total de 10 mL. 

Uma aplicação clínica pode envolver a diluição de uma amostra de 
soro, porque o resultado das bilirrubinas excede o limite superior de line- 
aridade. O técnico decide preparar uma diluição de 1 para 2 da amostra e 
examinar a amostra diluída. Para preparar a diluição, o técnico pipeta 100 
uL de soro do paciente e adiciona 100 uL de água para um volume total 
de 200 uL. As bilirrubinas são dosadas e um analisador imprime um valor 
de 12 mg/dL. Antes de liberar o resultado das bilirrubinas ao paciente, o 
técnico deve multiplicar por 2 (fator de diluição) o valor fornecido pelo 
analisador e, a seguir, fornecer o laudo com um valor de 24 mg/dL. 


Ácidos, álcalis e pH 

Uma molécula de ácido produz íons hidrogênio (prótons) em 
soluções aquosas; um álcali os aceita. Na temperatura ambiente em 
água pura: 

[H+] = [OH] = 1 x 107 molar 
Em todas as soluções aquosas, tanto ácidas quanto alcalinas: 

Ke~ [EF] x [OH ]=10" 

Em uma solução ácida, [H+] é maior que 1.010. Em uma solução 
alcalina, [H*] é inferior a 1.0107”. pH é o expoente que deve ser aplica- 
do a 10 para se obter o valor de 1/H”, isto é: 

pH = log, 1/H* 


Quando o pHé 1 Ht é 107 eOH' € 107º 
2 o” 107} 
4 10% 10-10 
6 10% 10% 
o T a 104 
13 TO 107 


Uma solução de uma unidade de pH indica uma alteração de 10 
vezes na concentração de H+. 


Solução tampão 

A teoria dos tampões e sua preparação poderão ser encontradas no 
Apêndice 1. Para os tampões mais utilizados, as quantidades de sais 
de ácidos e bases foram predeterminadas e podem ser encontradas 
em textos de referência como, por exemplo, Bates (1973), que contém 
uma excelente análise dos aspectos teóricos dos tampões e informa- 
ções detalhadas sobre como preparar várias soluções tampões. 
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Outras características exclusivas localizadas em 
novos instrumentos automatizados 


[O PONTOS-CHAVE 
| e Os testes laboratoriais sofreram alterações revolu- 


cionárias na última década. Atualmente, todas as testa- 
gens bioquímicas e hematológicas de rotina são automatizadas. 
e Isso inclui o processamento de amostras. Todos os tubos apre- 
sentam códigos de barra. Eles podem ser colocados diretamente 
em autoanalisadores, que não apenas leem quais exames devem 
ser realizados, como podem analisar diretamente as amostras dos 
tubos e enviar os resultados para o sistema computadorizado do 
laboratório, o qual é ligado diretamente ao sistema de informação 
hospitalar (SIH). 
e Os três estágios da realização de testes laboratoriais são: pré- 
analítico, analítico e pós-analítico. Vários exemplos de como esses 
estágios foram automatizados serão apresentados neste capítulo. 


e Os fabricantes de instrumentos tentam projetar sistemas que elimi- 
nem a escassez de pessoal, ofereçam um ambiente de trabalho mais 

seguro para os técnicos e forneçam os menus de exames e os resulta- 
dos solicitados pelos médicos. 


Introdução 


A automação nos laboratórios clínicos tornou-se disponível desde 
a metade da década de 1950, com a introdução do Technicon Auto- 
Analyzer para uso laboratorial. O principal estímulo para a automação 
foi a necessidade de criar sistemas automatizados capazes de reduzir ou 
eliminar as muitas tarefas manuais necessárias para a realização de pro- 
cedimentos analíticos. No início, o desenvolvimento contínuo levou à 
consolidação da maioria das dosagens bioquímicas de alto volume em 
plataformas únicas e, recentemente, à sistematização bioquímica e de 
imunoensaio em plataformas únicas. Ao eliminar etapas manuais, a 
oportunidade de reduzir o erro aumentou por causa da diminuição do 
potencial de erro devido à fadiga ou à identificação errônea de amostras. 

Na década de 1960, em paralelo a essas etapas de automação bio- 
química, ocorreu um crescimento notável nos laboratórios de hema- 
tologia com a introdução de instrumentos eletrônicos automatizados 
de contagem celular, que modificaram drasticamente mensurações 
previamente realizadas com pipetas, hemocitômetros e microscópios. 
Após melhorar inicialmente a acurácia e a precisão na medição de eri- 
trócitos, o desenvolvimento e as adaptações subsequentes permitiram 
a automação da contagem diferencial de leucócitos e a classificação de 
neoplasias hematopoéticas mais baseadas na citometria de fluxo. 
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A década de 1970 presenciou a introdução e a implantação de siste- 
mas de informação laboratorial, automatizando o processo de fluxo de 
informação e eliminando a taxa de erro de transcrição de 5% esperada 
quando os resultados laboratoriais eram transcritos manualmente em 
vários formatos de registro médico. A década de 1990 testemunhou 
a introdução de sistemas de transporte interlaboratorial, incluindo o 
transporte de amostras — um transferidor que desloca amostras entre 
instrumentos e estações de processamento (p. ex, centrifugação, 
destampamento/tampamento e armazenamento), que conduziu ao 
conceito de automação laboratorial total. 

No momento da última publicação deste livro, a indústria americana 
de automação laboratorial incluiu três companhias independentes de 
automação (LAB-InterLink Inc., Labotix Automation Inc. e AutoMed 
Inc.). Desde então, a AutoMed fornece suporte principalmente para 
a sua mais importante companhia, a MDS Inc., que controla mais de 
30% do mercado laboratorial canadense. A LAB-InterLink adquiriu 
primeiramente a Labotix e, a seguir, declarou falência, deixando 
muitos clientes com sistemas caros sem suporte. Como resultado, os 
administradores hospitalares ficaram cada vez mais cautelosos, tor- 
nando mais difícil justificar a aquisição de novos sistemas. 

Os vendedores de sistemas do mercado norte-americano estão bem 
alinhados com os principais fabricantes de instrumentos de diag- 
nóstico in vitro ou fornecem produtos modulares, que mecanizam 
apenas uma porção da solução da automação. Apesar dessa falta de 
vendedores independentes, a necessidade de reduzir o tempo entre a 
coleta e o resultado, subtrair a taxa de erro e aplacar a dependência 
do trabalho manual torna a necessidade de automação mais forte do 
que nunca. 

De modo geral, a extensão e a magnitude das necessidades de auto- 
mação tomaram uma direção similar à de todas as outras tecnologias. 
Uma lista de fatores utilizada para impelir a automação é apresentada 
na Tabela 5.1. Neste capítulo, várias justificativas para a automação 
serão analisadas no contexto de como ela mudou ao longo do tempo 
para tornar-se o que é atualmente. Vários sistemas analíticos serão 
selecionados como exemplos de como os fabricantes responderam às 
demandas laboratoriais. A causa e o impacto das alterações nos três 
estágios da realização de testes laboratoriais serão apresentados. As 
demandas dos laboratórios são ritmadas, em parte, pela necessidade 
de médicos e pacientes. Isso proveu a maioria das justificativas que 
forçaram as alterações vistas atualmente na automação laboratorial. 
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Tabela 5.1 Fatores que servem para direcionar a automação laboratorial 


Demandas do tempo entre a coleta e o resultado 
Integridade da amostra 

Escassez de pessoal 

Fatores econômicos 

Menos manutenção 

Menos calibração 

Menos tempo de inatividade 

Tempo de inicialização mais rápido 

Tempo de atividade ininterrupto 

Capacidade de processamento 

Tecnologia do computador e do software 

Amostragem do tubo principal 

Aumento do número de diferentes analitos em um sistema 
Aumento do número de diferentes métodos em um sistema 
Redução de erros laboratoriais 

Número de amostras 

Tipo de líquidos 

Segurança 

Questões ambientais (i. e., riscos biológicos) 


Análise automatizada 


A mensuração de amostras usando instrumentação automatizada 
sofreu um processo evolutivo desde o Technicon AutoAnalyzer. Ele 
começou com um aparelho de um canal, utilizando a análise de fluxo 
contínuo que mensurava um analito em um lote de amostras, isto 
é, uma amostra, um teste. Essas amostras eram analisadas de forma 
sequencial, ou seja, uma após a outra. A velocidade de processamento 
das amostras era de, aproximadamente, 40 a 60 por hora. A Technicon 
continuou a desenvolver seus sistemas, evoluindo para instrumentos 
de múltiplos canais (p. ex., SMAC II) com alta taxa de processamento 
(até 150 amostras por hora) com a produção de até 3.750 exames por 
hora, dependendo da configuração do exame. A grande desvantagem 
desse tipo de configuração de instrumento é o fato de que todos os 
exames eram realizados de maneira paralela. Isso resultava na men- 
suração de cada analito configurado no sistema de cada amostra. A 
inflexibilidade dos testes levou ao desenvolvimento de analisadores 
que permitiam testes “distintos”, isto é, realizavam apenas os exames 
solicitados em uma amostra. 

A geração seguinte incluiu as configurações de analisadores centrí- 
fugos e modulares. Analisadores centrífugos eram sistemas do tipo de 
lote e de testes distintos. Uma limitação importante na época era a 
taxa de processamento. Como os analisadores eram configurados para 
mensurar um analito por vez, a única maneira de melhorar o proces- 
samento era adquirir sistemas múltiplos, de modo que vários exames 
poderiam ser realizados simultaneamente, dependendo de quantos 
sistemas o laboratório havia adquirido. 

A solução dos inconvenientes associados à análise centrífuga era ela- 
borar um sistema modular que pudesse ser configurado para mensurar 
vários analitos em múltiplas amostras e para o processo ser controla- 
do por computador e não por humanos. Esta é a essência dos testes de 
acesso aleatório. Instrumentos modulares permitem que o usuário adi- 
cione unidades (p. ex. módulos de ISE — íon selective electrode — e/ou de 
imunoensaio). 

O resultado final da combinação do desenho modular com testes de 
acesso aleatório foi o aumento da taxa de processamento de amostras 
para centenas por hora e da taxa de processamento de exames para 
milhares por hora. 


Estágio pré-analítico 


Os três estágios da realização de testes laboratoriais são: pré-analíti- 
co, analítico e pós-analítico. A melhoria da eficiência e da produtivi- 
dade durante o estágio pré-analítico dos testes laboratoriais não foi, ini- 
cialmente, o principal foco da equipe laboratorial. Da mesma forma, 


o estágio pós-analítico recebeu pouca atenção. Essa falta de preocupa- 
ção com melhorias nesses dois estágios deveu-se, em parte, à falta de 
tecnologias, que foram desenvolvidas posteriormente e serviram para 
alterar o escopo de cada um desses estágios. Além disso, atualmente, 
muitas justificativas utilizadas para a automação não eram considera- 
das prioridades nos primórdios dos laboratórios clínicos. 

O estágio pré-analítico preocupa-se, principalmente, com o proces- 
samento da amostra. Por décadas, amostras coletadas em um serviço 
eram enviadas ao laboratório, geralmente, por coletores de sangue. 
Quando colhidas fora do laboratório, o serviço de mensageiro era 
frequentemente utilizado. Esse serviço é um processo de carga, que 
exige o agendamento de um determinado ponto de retirada. Esses 
indivíduos representavam a primeira ligação entre o paciente e o labo- 
ratório, além de ser uma fonte de problemas que resultaram, poste- 
riormente, em algumas alterações e inovações notáveis no processo 
de testes laboratoriais como um todo. Um exemplo de solução inicial 
para a substituição de humanos como transportadores de amostra foi 
a introdução dos tubos pneumáticos. 

Sistemas de liberação com tubos pneumáticos foram instalados para 
permitir a liberação de amostras, ponto a ponto, ao laboratório e ofe- 
reciam várias vantagens quando comparados ao transporte humano. 
Os tubos eram enviados muito rapidamente ao laboratório e guarda- 
dos em um transportador revestido por espuma, para reduzir o risco 
de quebra. Sistemas de tubos pneumáticos são projetados para pre- 
venir a hemólise e evitar elevações importantes de forças g durante a 
aceleração e a desaceleração. 

Os veículos elétricos de trilho podem transportar um número maior 
de amostras que os tubos pneumáticos. Os trilhos elétricos exigem 
uma estação de carga e descarga de amostras, o que pode representar 
um problema em locais com espaço limitado. Como os serviços de 
mensageiro, os trilhos elétricos permitem o agrupamento de amostras. 

Posteriormente, robôs ou robôs móveis de muitos modelos foram 
utilizados pelos laboratórios para o transporte de amostras para den- 
tro e fora do serviço. Usualmente, amostras são agrupadas para a reti- 
rada, e foram notificados atrasos nessa etapa. 

Sistemas de manipulação mecânica ou de trilhos são utilizados em 
alguns serviços laboratoriais, especialmente naqueles que recebem um 
número muito grande de amostras. Eles são projetados para transpor- 
tar amostras de forma horizontal e vertical (para outro andar). 

Após a chegada das amostras à estação de processamento do labo- 
ratório, várias tarefas devem ser realizadas. Essas tarefas estão listadas 
na Tabela 5.2. Várias novas abordagens foram utilizadas e culminaram 
nos denominados “módulos pré-analíticos”. Esses módulos foram 
disponibilizados por vários fabricantes de instrumentos. Houve várias 
tentativas de processar amostras com o mínimo envolvimento huma- 
no, antes do desenvolvimento dos módulos pré-analíticos. Muitos 
desses dispositivos ainda são utilizados. 

A identificação manual de amostras exige uma quantidade substan- 
cial de tempo e provou ser uma grande fonte de erros laboratoriais. A 
identificação ultrapassou o tubo de amostra e incluiu tubos de drena- 
gem, cálices de amostra e de diluição e recipientes de envio. O uso de 
rótulos com código de barra impresso facilitou tremendamente esse 
processo. Posteriormente, os computadores tornaram-se mais sofisti- 
cados e a comunicação entre eles melhorou. O sistema de rotulação 
com código de barra aperfeiçoou-se e o tempo de processamento 
reduziu os erros pré-analíticos. 

A classificação ou a separação manual de amostras era necessária 
por causa dos diversos tipos de testes realizados. Tubos de amostras, 
de todos tipos e tamanhos, deveriam ser recebidos na área de proces- 
samento de um laboratório clínico e o técnico tinha de classificá-los 


Tabela 5.2 Exemplos de tarefas de processamento de amostra 


Identificação/etiquetagem 

Classificação 

Centrifugação 

Abertura de amostra 

Aliquotagem 
Fechamento/armazenamento/recuperação de amostra 


pela cor da tampa, pelo tamanho, pelos exames solicitados, pelos 
instrumentos necessários e pela destinação. 

Nos primórdios dos laboratórios clínicos, cada tubo com tampa 
vermelha era centrifugado duas vezes para que a remoção do coágulo 
fosse ideal. Essa etapa exigia o destampamento manual dos tubos de 
amostras. À invenção do tubo separador de soro eliminou a necessi- 
dade dessa técnica e, nesse estágio, o destampamento deixou de ser 
necessário. Uma amostra teria de ser destampada para processamento 
de alíquotas ou drenagem em cálices, ou para ser introduzida no anali- 
sador. O destampamento de tubos apresentava riscos à saúde do técni- 
co via dispersão de aerossol dos tubos e contato direto com o sangue. 

A centrifugação do sangue em tubos de coleta exigia que o técnico 
carregasse manualmente transportadores de tubos e colocasse-os na 
centrífuga. Em seguida, os tubos seriam removidos e novamente clas- 
sificados, alíquotas seriam processadas e amostras distribuídas para 
os seus destinos ou suas áreas-alvo. Todo esse processo era cheio de 
riscos à segurança, favorecia possíveis erros e, por vezes, aumentava o 
tempo de processamento da amostra. 

Muitas amostras exigiam a divisão em alíquotas, também conhecida 
como divisão das amostras. As alíquotas eram utilizadas pelos ope- 
radores de instrumento e enviadas a outras seções do laboratório ou 
para laboratórios de referência e utilizadas em diluições. Como outras 
etapas do processamento manual, a aliquotagem das amostras de san- 
gue era uma fonte potencial de riscos de erros e de aumento do tempo 
de processamento para a equipe laboratorial. 

Quando as amostras não eram mais necessárias para testes, eram 
armazenadas em refrigerador ou freezer. Todas elas eram guardadas 
de modo organizado, para o caso de serem novamente necessárias 
para a repetição de exames. O armazenamento manual e a recupera- 
ção de amostras criavam grandes problemas para alguns laboratórios. 
Frequentemente, amostras eram perdidas, não armazenadas adequa- 
damente ou tornavam-se difíceis de serem encontradas. 


Abordagens automatizadas do 
processamento de amostras 


Dois objetivos para a automatização do processamento de amostras 
são: (1) minimizar etapas, sem acrescentar valor ao processo laborato- 
rial (p. ex., classificação de tubos) e (2) aumentar o tempo disponível 
das etapas que agreguem valor às tarefas executadas pelos técnicos, o 
que faz diferença na qualidade do resultado do exame e, em última 
instância, no diagnóstico. 

As vantagens da automação dos testes laboratoriais incluem: 

aumento da qualidade das etapas pré-analíticas; 

redução da taxa de erro; 

redução da exposição do operador a material biológico potencial- 
mente perigoso; 

eliminação de lesões por esforço repetitivo. 

Há vários sistemas de processamento de amostra inicial disponíveis 
para preencher todas as lacunas associadas ao processamento manual. 
Os sistemas podem ser integrados ao processamento de amostra ou 
modulares. Alguns sistemas modulares são projetados como proces- 
sadores iniciais autossuficientes. 

Sistemas integrados de processamento de amostras permitem ao 
usuário realizar, parcial ou totalmente, as tarefas de manipulação do 
material. Esses sistemas processam apenas alguns tipos de amostras 
e seus recipientes. Essa inflexibilidade em relação aos recipientes de 
amostras fez com que muitos laboratórios, especialmente os hospita- 
lares, adquirissem sistemas modulares de processamento. Cada módu- 
lo possui seu próprio computador interno, que é ligado a um sistema 
controlador máster. Além disso, sistemas modulares podem acomodar 
diferentes tipos de amostras (p. ex., sangue total, soro e plasma) com 
seus respectivos recipientes. 

Qualquer que seja a configuração, cada sistema pré-analítico 
automatizado tenta fornecer ao usuário algumas ou todas as tarefas 
necessárias para preparar amostras para testes. Essas tarefas incluem: 

*  pré-classificação; 
centrifugação; 
checagem de volume; 
detecção de coágulo; 


destampamento; 
rotulação secundária de tubos; 
> aliquotagem; 
- classificação do destino em estantes do analisador. 


O sistema autossuficiente automatiza uma porção do processamen- 
to inicial. Sistemas isolados mecanizam a classificação, o destampa- 
mento e as funções de alíquota do processamento de amostra inicial. 
Nesse modelo, a centrífuga não foi incluída. Quando houver neces- 
sidade de soro ou plasma, a amostra deverá ser levada à centrífuga 
pelo técnico. Exemplos de unidades automatizadas autossuficientes 
são o Roche Diagnostic PSD1, que destampa e classifica, e o Roche 
Diagnostic VSII, que faz aliquotagem e classifica (Roche Diagnostics, 
Indianápolis, IN). Essas unidades são classificadas como automação 
dirigida à tarefa, um conceito que é caracterizado pela automação de 
última geração em etapas pré e pós-analíticas. Amostras são proces- 
sadas por essas unidades e, a seguir, transportadas manualmente para 
suas respectivas estações de trabalho ou alvos. O PSD1 e o VSII foram 
projetados para aumentar a qualidade das etapas pré-analíticas, redu- 
zir a exposição do operador a material biológico perigoso e eliminar 
lesões por esforço repetitivo. 
O arquivamento e a recuperação de amostras de forma automa- 
tizada também estão disponíveis nos modelos autossuficientes. 
Sistemas de arquivamento de amostras automatizados utilizam códi- 
gos de barra, que são escaneados e colocados em posições e estantes 
numeradas. À recuperação de amostras é iniciada com a alimentação 
do número de acesso do paciente ou do prontuário médico na base 
de dados do sistema de arquivo. O número da estante e a posição 
ocupada são determinados e mostrados ao usuário. Alguns sistemas 
incluem um refrigerador para o armazenamento de amostras e o des- 
carte automático em datas predeterminadas. 
A Olympus (Olympus American Inc., Diagnostic System Group, 
Melville, NY) projetou um sistema de manipulação pré e pós-analítico 
totalmente automatizado, que pode servir como uma unidade autos- 
suficiente ou modular a ser utilizada em configurações que sejam ade- 
quadas aos padrões de volume e fluxo de trabalho do laboratório. O 
OLA 2500 Lab Automation System (Fig. 5.1) apresenta várias caracte- 
rísticas exclusivas. Elas incluem: 
uma estação com câmera que reconhece tipos e tamanhos de 
tubos e pode ser utilizada para o reconhecimento do material das 
amostras e também para o cálculo do volume; 

> a unidade de aliquotagem utiliza pontas descartáveis para eliminar 
qualquer carry-over (contaminação) indesejado. Ela também pode 
gerar até seis tubos secundários a partir de um original; 

* O arquivamento pode ser realizado paralelamente à classificação 
ou como um lote. 


Sistemas modulares são projetados para automatizar o processo 
inteiro. O sistema modular automatizado destampa amostras, prepara 
alíquotas, classifica amostras mãe e filhas e transporta-as por meio de 
um sistema de trilhos. Um detector de amostra, ou transdutor, detec- 
ta níveis líquidos, géis separadores e amostras pequenas. O MODU- 
LAR PRE-ANALYTICS da Roche (Fig. 5.2) combina muitas etapas 
pré-analíticas, as quais são coordenadas utilizando um componente 
de gerenciamento inteligente do processo. 


Estágio analítico 

O estágio analítico dos testes evoluiu para um nível muito sofistica- 
do, em razão do progresso tecnológico, das melhorias nas áreas tec- 
nológicas e de informática e como resultado das causas de automação 
listadas anteriormente. As tarefas do estágio analítico dos testes labo- 
ratoriais estão listadas na Tabela 5.3. 


Introdução de amostra 


A amostragem automática pode ser conseguida por intermédio do 
uso de diferentes mecanismos físicos. Bombas peristálticas e pipe- 
tas de deslocamento líquido positivo são dois exemplos. As bombas 
peristálticas são um exemplo de tecnologia mais antiga, mas que ainda 
é utilizada em alguns instrumentos (p. ex., dosagem de eletrólitos). 
As pipetas de deslocamento líquido positivo, geralmente, são pipetas 
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Figura 5.1 Olympus OLA 2500 Lab Automation 
System. Este sistema consiste em um destampador, 
um classificador, um arquivador e um fracionador 
com capacidade de processamento de 650 tubos 
por hora. (Com autorização da Olympus.) 











Figura 5.2 Roche MODULAR PRE-ANALYTICS com “gerenciamento inteligente do processo” e módulos que produzem etiquetas com código de barra, 
centrifugam, destampam, fracionam, tampam e classificam. (Com autorização da Roche.) 


simples, que transferem amostras de cálices ou tubos para o processo 
analítico seguinte. A maioria delas funciona: (1) liberando amostras 
aspiradas no recipiente de reação ou (2) expulsando amostras junta- 
mente com o diluente. 

O movimento da amostra do cálice ou do tubo de amostra até o seu 
destino por intermédio de uma sonda é conseguido de várias manei- 
ras. Alguns analisadores utilizam um braço robótico que se movimen- 
ta para trás e para a frente, pegando uma amostra e depositando-a 
em um reservatório de reação ou sobre uma superfície de um coxim 
poroso. Outras estruturas podem utilizar um sistema de engrenagem 
que leva a sonda de amostra de um ponto a outro. 

Na maioria dos analisadores, amostras são pipetadas utilizando-se 
uma sonda fina de aço inoxidável. A sonda pode ser necessária para 
perfurar uma tampa de borracha ou passar diretamente para o inte- 
rior do tubo de ensaio ou do copo. Uma determinada quantidade 
de amostra é aspirada para o interior da sonda e esta é movida em 


Tabela 5.3 Tarefas incluídas no estágio analítico dos testes 
laboratorial 


Introdução de amostra e transporte para a cubeta ou o copo de diluição 
Adição de reagente 

Mistura da amostra e do reagente 

incubação 

Detecção 

Cálculo 

Leitura e transmissão do resultado 


direção de um recipiente adequado para liberação. Uma fonte poten- 
cial de problemas com esse tipo de sonda de amostra é a formação 
de coágulo, que subsequentemente se fixa ao aparelho. Esses coágulos 
podem obstruir a sonda, tornando o uso contínuo impossível. Além 
disso, o coágulo pode ocupar o volume da amostra e, consequente- 
mente, causar um erro na mensuração. Por causa da natureza pegajo- 
sa do soro ou do plasma, o coágulo pode aderir à sonda de amostra e 
quando esta se movimenta para o destino seguinte, o coágulo inteiro e 
o receptáculo podem mover-se junto. Isso possibilita um mau funcio- 
namento do instrumento e/ou um alinhamento inadequado da sonda 
de amostra. Vários tipos de sonda de amostra possuem um detector 
de coágulo e rejeitam uma amostra coagulada. Outra característica 
associada à amostragem é a capacidade da sonda detectar a presença 
de líquido. Esses detectores de nível líquido detectam a presença de 
uma amostra pequena e não permitem que o analisador continue a 
processá-la. A pipeta e o detector de nível líquido percorrem uma dis- 
tância especificada no recipiente de amostra para determinar se existe 
ou não presença de líquido. 

Outro problema associado às sondas de pipeta reutilizáveis é o 
carry-over. O carry-over é a contaminação de uma amostra pela 
amostra anterior. Essa contaminação pode causar variações graves 
nos resultados dos exames subsequentes. Várias modificações de 
instrumentos foram utilizadas para reduzir o carry-over. Um méto- 
do utilizado é aspirar uma solução de lavagem entre cada pipeta- 
gem. Outra técnica utilizada é o fluxo retrógrado da sonda utilizan- 
do uma solução de lavagem. A solução de lavagem flui pela sonda 
em direção oposta à da aspiração, para dentro de um recipiente de 
refugo. Essa técnica tende também a minimizar o risco de empurrar 
ainda mais um pequeno coágulo para o interior do sistema. 


Muitos analisadores de amostras utilizam pontas de pipeta descartá- 
veis de plástico para transferir amostras. Elas apresentam a vantagem 
de eliminar o carry-over associado à contaminação em uma sonda e de 
uma amostra a outra. Um inconveniente do uso de pontas descartá- 
veis é o maior custo associado à realização de exames. 


Reagentes 


Os reagentes utilizados em analisadores automatizados exigem a 
atenção a várias preocupações que incluem: 

manipulação, preparação e armazenamento; 
proporção; 
distribuição. 

A maioria dos laboratórios utiliza reagentes não embalados, prontos 
para uso e com pouca ou nenhuma preparação. Quando o reagente 
é liofilizado, a maioria dos analisadores distribui o diluente adequado 
para dissolver os reagentes em pó. Analisadores químicos, que utilizam 
reagentes de exame unitários (1. e., nos quais há reagente suficiente para 
a realização de um único exame), podem exigir algumas preparações. 
Para a análise em lâmina seca, em que uma fina película é impregnada 
com o reagente adequado, a preparação consiste em umidificá-lo com 
água, tampão ou amostra. Outro tipo de reagente de exame unitário é 
um recipiente ou um tubo de ensaio, que contém material líquido ou 
em pó pré-mensurado, ao qual se adiciona água, tampão ou amostra. 

Reagentes em apresentação líquida ou seca são mantidos no com- 
partimento de reagentes e um inventário completo é conservado em 
tempo real no computador. A maioria das metodologias utilizadas no 
laboratório utiliza apenas um reagente, apesar de existir vários que 
requerem mais de um. Quando o reagente começa a ser esgotado, o 
computador sinaliza ao operador que o recipiente do reagente está 
vazio e que um novo deve ser adicionado. A magnitude do inventário 
de reagentes que devem estar disponíveis no analisador depende do 
volume de exames realizados para um determinado analito. Compar- 
timentos de armazenamento de reagentes on board são refrigerados 
para que se mantenha a estabilidade do produto. 

A identificação de reagentes e os processos de inventário são realiza- 
dos com o uso de etiquetas com código de barra. O rótulo com código 
de barra também pode conter informações adicionais como, por exem- 
plo, data de expiração, número de lote e de exames que o conteúdo do 
recipiente pode realizar. Alguns analisadores podem acoplar um detec- 
tor de nível líquido na sonda do reagente, o qual alertará o operador se 
existe uma quantidade suficiente de reagente para completar os exames. 

Para exames de imunoensaio, o rótulo do reagente com código de 
barra contém informações importantes sobre calibradores. Os exem- 
plos de informações armazenadas incluem concentração dos calibrado- 
res, respostas esperadas do detector, algoritmos da curva de calibração 
e tolerâncias de aceitabilidade da calibração. As informações frequen- 
temente são designadas como calibração máster. 

Uma categoria de classificação importante para todos os analisadores 
automatizados baseia-se nos reagentes. Analisadores são classificados 
como sistemas de reagentes abertos ou fechados. Geralmente, a distin- 
ção é uma determinante fundamental para o laboratório selecionar um 
analisador ou não. Um sistema de reagentes aberto é descrito como 
uma estrutura organizada em que podem ser utilizados reagentes que 
não são os fornecidos pelo fabricante do instrumento. Além disso, em 
um sistema de reagentes aberto, o operador pode alterar os parâmetros 
necessários para processar determinado exame. Esses sistemas confe- 
rem uma maior flexibilidade aos usuários e adaptam-se facilmente a 
novos métodos e analitos. Um sistema de reagentes fechado é descrito 
como uma estrutura em que o operador pode utilizar apenas os rea- 
gentes do fabricante. Usualmente, reagentes para sistemas de reagentes 
fechados são mais caros, mas esses sistemas podem economizar cus- 
tos, porque a reconstituição ou a preparação utilizada não consomem 
tempo do técnico. Além disso, a possibilidade de aumento da impreci- 
são associada à reconstituição de reagentes em um sistema aberto não 
ocorre no fechado. Um problema associado ao sistema fechado é que 
pode não ser possível introduzir novos exames desejados. 

A proporção correta de reagente(s) e de amostra deve ser constan- 
te para se obter resultados precisos e acurados. Para a realização de 
exame unitário, os reagentes já são repartidos em quantidades ade- 
quadas e, consequentemente, somente a amostra deve ser adiciona- 


da. Métodos que exigem a adição de reagentes não embalados podem 
aumentar a imprecisão, pois quando esses reagentes são utilizados, a 
proporção é obtida por meio de adição volumétrica. 

A liberação de reagentes não embalados exige dispositivos de distri- 
buição volumétrica automatizados. Para analisadores de acesso aleató- 
rio, dispositivos de seringa ou de overflow volumétrico são utilizados. 
Esses dispositivos tornam proporcionais reagentes e amostra em um 
tubo de ensaio ou em outro tipo de recipiente. 

Outro mecanismo utilizado para fazer a proporção entre reagentes 
e amostras é a técnica de fluxo contínuo. A amostra e os reagentes são 
fracionados por suas taxas de fluxo relativas. Dispositivos que utilizam 
o fluxo contínuo incluem as bombas peristálticas. Muitos instrumentos 
utilizam válvulas eletrônicas para controlar o tempo de fluxo dos reagen- 
tes. A taxa de fluxo é controlada pela pressão de ar aplicada ao recipiente 
de reagente e pela resistência de fluxo no tubo conectado ao reservatório 
de reação. 

Reagentes líquidos são aspirados, liberados e distribuídos em câma- 
ras de mistura ou reservatórios de reação por bombas ou seringas de 
deslocamento positivo. Essas bombas são conectadas aos recipientes 
de reagentes utilizando tubos plásticos. Sob o comando do computa- 
dor, cada bomba retira uma determinada quantidade de reagente ou 
de diluente do recipiente e transporta-o pelo tubo até o seu destino, 
no qual ele é liberado. 

Dispositivos de seringa são amplamente utilizados em sistemas 
automatizados para a liberação de reagente e amostra. A maioria dos 
dispositivos é de deslocamento positivo e o volume do reagente libe- 
rado é controlado por computador. Quando a seringa é utilizada para 
mais de um reagente, o enxágue adequado entre os usos é essencial 
para reduzir o carry-over do reagente. 


Agitação 


Existem muitos exemplos de dispositivos únicos de agitação e de 
técnicas utilizados em sistemas automatizados. Eles incluem: 
* agitação magnética; 
* pás rotatórias; 
distribuição forçada; 
- uso de energia ultrassônica; 
- deslocamento lateral vigoroso. 


Analisadores de lâmina seca não exigem a agitação de amostra e 
reagentes. É permitido que a amostra flua pelas camadas que contêm 
reagentes. 


Incubação 


O aquecimento de componentes ou soluções em analisadores auto- 
matizados é realizado por meio de elevação da temperatura de ar, 
água ou metal. Esse processo deve ser constante e acurado. Termopa- 
res e termistores eletrônicos são utilizados para monitorar e manter 
as temperaturas exigidas nos analisadores. Banhos de água circulante 
são utilizados em vários instrumentos como mecanismos de aqueci- 
mento. Por essa razão, esses analisadores requerem uma purificação 
de água e o sistema de liberação, geralmente externo ao analisador, 
representa um custo adicional que deve ser levado em consideração. 
Em alguns analisadores, é permitido que as cubetas ou os reservatórios 
de reação incubem em uma câmara contendo ar circulante. Blocos de 
metal aquecidos são dispositivos amplamente utilizados na incubação 
de soluções em cubetas, tubos de ensaio ou bolsas plásticas. O tempo 
de cada período de incubação é monitorado pelo sistema computado- 
rizado do instrumento e representa um processo extremamente com- 
plexo, considerando-se o processamento desses sistemas. 

Duas novas técnicas de incubação de misturas de reação foram desen- 
volvidas e são usadas nos analisadores químicos automatizados atuais. 
A Bayer Diagnostics (Tarrytown, NY) utiliza um trajeto maior até a 
cubeta e um banho de incubação de óleo e fluorocarbono para maxi- 
mizar a acurácia do resultado, aumentando os valores da absorbância e 
utilizando a tecnologia de microvolume para amostras e reagentes. Essa 
característica é encontrada nos sistemas de bioquímica modelo ADVIA. 

Beckman Coulter utiliza um módulo termelétrico Peltier em forma de 
anel para manter a temperatura constante durante a análise. Módulos de 
Peltier são pequenos dispositivos sólidos que funcionam como bombas 
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70 de calor. O anel térmico Peltier consiste em 125 cubetas de vidro de 


quartzo e é feito de cobre. Cada cubeta é circundada por cobre em três 
lados. A temperatura é mantida pelo uso de elementos de aquecimen- 
to e detecção em contato físico com o núcleo de cobre cheio de Freon 
134A e é monitorada pelo conjunto de placas controladoras de reação ao 
aquecedor, montado na manivela da roda. A informação sobre a calibra- 
ção é armazenada em dois circuitos integrados de memória apenas de 
leitura programável e possibilita apagar eletricamente (EPPROM, elec- 
trically erasable programmable read-only memory) a placa controladora 
de reação ao aquecedor e a placa do aquecedor/ detector. 


Detecção 


A espectroscopia de absorção tem sido o principal meio de mensura- 
ção em analisadores automatizados para medir uma ampla variedade de 
compostos. A fotometria de reflectância foi adaptada para a análise de 
lâmina seca e tem sido utilizada em laboratórios químicos há décadas. 
Compostos fluorescentes (p. ex., fluorosceina) têm sido utilizados como 
geradores de sinal para mensuração de drogas, hormônios e vitaminas 
em vários analisadores de imunoensaio. Na última década, compostos 
quimioluminescentes (p. ex., acridina) substituíram os fluorescentes por 
causa do aumento de sensibilidade. Métodos eletroquimioluminescen- 
tes também foram incorporados em sistemas automatizados. Dosagens 
automatizadas de eletrólitos são realizadas utilizando eletrodos fon-sele- 
tivos. Todos esses meios de detecção serão discutidos em outras partes 
deste livro. Nesta seção, nós centraremos a atenção nas novas técnicas de 
dosagem de compostos com analisadores automatizados. 

As novas técnicas de dosagem incluem não apenas a adição de 
novos princípios de mensuração, mas também dois ou mais detec- 
tores exclusivos em um sistema analítico. A maioria dos analisadores 
químicos integrados comercializados atualmente incorpora várias 
plataformas de mensuração. Cada plataforma requer um detector dis- 
tinto. O Roche COBAS Integra 800 incorpora fotômetro, ISE, óptica 
FPIA (fluorescência polarizada) e óptica turbidimétrica. 

O Beckman Coulter SYNCHRON LX Clinical System inclui luminô- 
metro, fotômetro, detectores eletroquímicos e detector de infravermelho 
próximo (Fig. 5.3). A detecção de infravermelho é utilizada para imunoen- 
saio de partícula de infravermelho próximo (NIPIA, near infrared particle 
immunoassay), método para mensurar a proteína C reativa (PCR) de alta 
sensibilidade. Um diodo que emite luz de 940 nm, que é direcionada para 
uma cubeta para mensurar a PCR de alta sensibilidade. 


Outras características exclusivas localizadas em 
novos instrumentos automatizados 


A maioria dos analisadores químicos utiliza uma fonte de luz 
policromática de alta intensidade, usualmente lâmpada de quartzo/ 





halogênio. Alguns utilizam uma fonte luminosa de xenônio; essa lâm- 
pada dura mais (vida média de 5 anos), porque a sua voltagem é man- 
tida em um nível mais baixo do que o das outras lâmpadas. A lâmpada 
de xenônio produz uma luz policromática muito intensa que é útil 
para muitas e variadas análises. 

Todos os analisadores químicos gerais totalmente automatizados 
são capazes de realizar a amostragem diretamente do tubo de coleta. 
A amostragem direta do tubo, juntamente com a leitura do código 
de barra eliminaram a necessidade de transferência de amostras para 
outro recipiente, reduziram erros e minimizaram a exposição do téc- 
nico a materiais biológicos potencialmente perigosos. Geralmente, 
os tubos são destampados antes da amostragem. No entanto, alguns 
sistemas (p. ex., Beckman Coulter SYNCHRON LX Clinical System) 
possuem uma tecnologia de penetração de tampa. O analisador utiliza 
uma lâmina para fazer uma incisão na tampa e a sonda de amostra a 
atravessa, para retirar uma alíquota de amostra. Observe que a tecno- 
logia de penetração de tampa está disponível em todos os analisadores 
hematológicos de alto processamento. 

A automação laboratorial pode consolidar múltiplas estações de tra- 
balho em uma única unidade. O sistema integrado de análise química 
Dade Behring Dimension Xpand Plus combina o teste bioquímico 
abrangente e de imunoensaio de emergência em um sistema com- 
pacto único com a menor dimensão para um instrumento com suas 
capacidades. O Dimension Xpand Plus apresenta amplo menu com 
vários ensaios, fornece primeiros resultados em um curto período de 
tempo, possui capacidade de interrupção para a realização de exame 
de emergência, processa aproximadamente 400 exames por hora e é 
flexível em relação aos reagentes. 

O Beckman Coulter SYNCHRON LX Clinical System é diferente 
do Dimension Xpand Plus. O sistema SYNCHRON LXi725 (Fig. 5.3) 
foi projetado como um sistema modular integrado autossuficiente. 
As amostras são colocadas em uma área de carga e lançadas para a 
unidade de alíquota de tubo fechado, similar a uma pequena esteira. 
Uma alíquota de cada amostra é colocada na unidade analítica de 
imunoensaio, para ser processada. À estante e os tubos principais são, 
então, liberados para exames bioquímicos gerais. 


Estágio pós-analítico 


O sinal elétrico gerado pelo detector, representando a concentração 
do analito, é direcionado para o microprocessador do analisador ou 
para o computador. O computador do instrumento representa um 
meio de realização de várias tarefas, o qual inclui o processamento do 
sinal, a manipulação de dados e o controle do processo. 

O processamento de sinal envolve a conversão de um sinal analógi- 
co produzido pelo detector em um sinal digital, utilizável por todos 
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Figura 5.3 O sistema clínico Beckman Coulter SYNCHRON LXi725 possui um grande menu de exames (146 exames) e aceita análises bioquímicas definidas pelo 


usuário. (Com autorização de Beckman Coulter Brea CA). 


os dispositivos de comunicação. O processamento de dados permi- 
tiu a automação de imunoensaios não isotópicos, porque algoritmos 
computadorizados podem transformar sinais padrões de entrada não 
lineares em gráficos de calibração linear. 

O processamento de dados inclui aquisição de dados, cálculos, moni- 
toramento e exibição de dados. Além de transformar dados em gráficos 
de calibração linear, os computadores podem realizar estatísticas sobre 
pacientes e valores de controle, correções de dados, subtrair resultados 
em branco e determinar regressão linear de primeira ordem da curva 
e da interceptação. Computadores podem monitorar os resultados 
do paciente comparando valores de referência. Eles também podem 
testar dados de controle contra protocolos de controle de qualidade 
estabelecidos. Monitores de computador podem exibir todos os tipos 
de informação, incluindo resultados do paciente, dados de controle de 
qualidade, checagem da manutenção e instrumentação da operação. 

O computador teve um profundo impacto em todo o processo de 
instrumentos laboratoriais automatizados. No analisador, o computa- 
dor comanda e controla o tempo de operações eletromecânicas, de 
modo que elas possam ser realizadas uniformemente, e repetidas e pro- 
duzidas em sequência correta. Essas operações incluem, nomeando 
apenas algumas, ativação de dispositivos de pipetagem, movimen- 
tação de cubetas de um ponto a outro, movimentação de tubos de 
amostra e distribuição de reagentes. 

O computador oferece um meio de comunicação entre o analisador 
e o operador. Computadores de instrumentos podem exibir informa- 
ções possíveis de serem utilizadas pelo operador (p. ex., alertas de que 
algo não está funcionando corretamente ou de que uma reação espe- 
cífica excedeu os parâmetros definidos pelo método). 

Computadores de analisadores químicos podem exibir informações 
gráficas, como gráficos de controle de qualidade de Levey-Jennings e 
curvas de calibração. Eles também podem sinalizar dados que não satis- 
fazem alguns critérios predefinidos. O operador pode reprogramar o 
computador para suprir uma necessidade específica (p. ex., adição de 
um novo exame ou alteração de um parâmetro de operação). 

Um computador tem a capacidade de ser interligado a outros, o que 
melhora drasticamente os esforços de automação. Computadores de 
instrumentos podem ser interligados via interfaces (p. ex., RS232) a 
sistemas de informação laboratorial, provendo um meio de transmis- 
são de informação uni ou bidirecional. Atualmente, os computado- 
res de instrumentos são equipados com um meio de ligação com a 
internet via TCP/IP (transmission control protocol/internet protocol). 
Os fabricantes de instrumentos projetaram-nos para interligar o com- 
putador do laboratório ao site do fabricante. Essa conexão ocorre em 
tempo real e serve para monitorar continuamente o desempenho do 
instrumento. Quando ocorre um problema com o analisador, o fabri- 
cante pode ver dados em tempo real, para ajudar o laboratório a resol- 
ver o problema no menor espaço de tempo possível. 

Existem outras várias características disponíveis nos instrumen- 
tos mais novos que merecem ser mencionadas. Muitos sistemas pos- 
suem soluções disponíveis on-board no computador do analisador. 
Caso ocorra um problema, os técnicos podem acessar os protocolos 
de ajuda dos sistemas, os quais os orientam por intermédio de um pro- 
cedimento passo a passo, em um esforço para solucionar o problema. 
Alguns desses programas de solução de problemas on-board são bem 
sofisticados e incluem vídeos e gráficos. Outra característica disponível 
on-board em alguns sistemas é um programa de treinamento. Trata- 
se de uma característica efetiva que serve para aumentar o treina- 
mento de novos usuários do sistema. 


Tipos de sistemas automatizados 
disponíveis para laboratórios 


Automação laboratorial total (ALT) 


A ideia de automatização total de um laboratório clínico teve sua 
origem no Japão e sua primeira tentativa de aplicação ocorreu no iní- 
cio da década de 1980. Os primeiros projetos utilizavam robôs de um 
braço, esteiras transportadoras e modificações dos analisadores quími- 
cos existentes para a realização do máximo de tarefas pré-analíticas e 
analíticas possíveis, sem intervenção humana. Cada estação de trabalho 


do laboratório foi acoplada a esteiras transportadoras de modo que 
amostras podiam ser movidas de uma estação de trabalho a outra. A 
pesquisa contínua e modificações desses sistemas antigos levaram ao 
desenvolvimento de sistemas comerciais de automação laboratorial 
total (ALT), destinados aos laboratórios localizados em hospitais. 

Uma técnica de automação laboratorial total pode ser descrita como 
a combinação de vários instrumentos: consolidados, células de tra- 
balho, células de trabalho integradas ou modulares integradas, que são 
acopladas a um gerenciador de amostras, a um sistema de transporte e 
também a um software de controle de processo, para automatizar uma 
grande porcentagem de trabalho laboratorial. 

Um exemplo de ALT é o sistema da Roche Diagnostics, que inclui 
uma pré-análise medular e uma plataforma C (i. e., o analisador quimi- 
co). A ALT da Roche é um dispositivo de trato integrado, que conecta 
todas as estações de trabalho do laboratório, incluindo processamento 
inicial, instrumentação e arquivamento, e cria uma rede inclusiva 
contínua, que serve para automatizar quase todas as etapas envolvidas 
no teste de cada amostra. A ALT pode incorporar amostras de testes 
para bioquímica, hematologia, coagulação e imunoquímica. 

A vantagem da ALT inclui diminuição de erros de rotulação e do 
tempo entre coleta e resultado, e redução dos equivalentes de tempo 
integral. Portanto, laboratórios com alto grau de automação têm a 
capacidade de realizar novos exames usando parte da equipe que se 
tornou desnecessária com os testes automáticos. 

Os maiores inconvenientes da ALT são a necessidade de investi- 
mento financeiro substancial e de aumento do espaço (Wilson, 2003). 
O investimento inicial pode atingir milhões de dólares e a necessi- 
dade de espaço pode ser superior a 1.220 m*. Outro fator que requer 
atenção dos planejadores, por causa da natureza complexa da ALT, é 
a necessidade de pessoal altamente técnico para operar e solucionar 
problemas do sistema. Outros desafios da ALT incluem remodelação 
da infraestrutura, formação de equipe e interfaceamento de softwares. 
Além disso, vários desses sistemas não permitem a interrupção do fluxo 
de trabalho para analisar amostras de emergência (Battisto, 2004). 


Sistemas modulares integrados 


Nos Estados Unidos, apenas 7% dos laboratórios são considerados 
capazes de se beneficiar com a implantação da ALT. Um hospital com 
menos de 600 leitos pode não ser adequado para esse procedimento. Por 
essa razão, a automação modular representa uma abordagem mais atra- 
tiva para os laboratórios hospitalares e para os especializados. Por pos- 
suírem sistemas menores, exigem menor investimento de capital inicial 
e menos planejamento que a ALT (Sarkozi, 2003). Sistemas modulares 
podem ser configurados para incluirem diferentes plataformas (p. ex., 
hematologia e imunoquímica). Além disso, a combinação de módulos 
pode incluir múltiplos modelos idênticos de analisadores, módulos pré e 
pós-analíticos. Esses módulos são ligados a uma única plataforma de tes- 
tes que faz a ligação por meio de uma esteira ou outro dispositivo conec- 
tor. Módulos individuais podem ser adicionados ao sistema inteiro para 
refletir alterações na carga de trabalho ou nos padrões de testes. 


Configurações de módulos automatizados 


Consolidação da estação de trabalho 


Estações de trabalho representam um ambiente único em um ser- 
viço laboratorial dedicado a um tipo de teste (p. ex., hematologia e 
imunoensaios). Todos os estágios de testes das amostras são realiza- 
dos por uma determinada disciplina em sua respectiva estação de tra- 
balho. Uma abordagem adotada para melhorar o fluxo de trabalho 
tem sido a consolidação do gerenciamento de dados da estação de tra- 
balho. Esse desenho permite ao técnico monitorar vários analisadores 
(tipicamente do mesmo fabricante) de uma estação de trabalho. 


Células de trabalho 


Uma célula de trabalho é descrita como a combinação de um geren- 
ciador de amostras com instrumentos ou de instrumentos consoli- 
dados de bioquímica e reagentes de imunoensaio, que oferecem um 
amplo espectro de exames analíticos. Células de trabalho modulares 
são aquelas em que os instrumentos utilizados são configurados para 
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formarem interface diretamente com o gerenciador de amostras. 
O Dade Behring StreamLAB (Fig. 5.4) é um exemplo desse tipo de 
célula de trabalho. O StreamLAB integra um componente pré-analí- 
tico e múltiplos componentes analíticos como, por exemplo, sistemas 
Dimension por intermédio de uma interface com o operador. O Dade 
Behring oferece um módulo opcional de centrifugação. 


Sistemas totalmente integrados 


A tendência dos modelos de automação é integrar vários módulos 
em um sistema contínuo, que permitirá ao usuário realizar exames 
bioquímicos fotométricos e imunoensaios, tanto homogêneos quanto 
heterogêneos, e exames eletroquímicos. O menu de exames de sistemas 
totalmente integrados ultrapassa 100 exames e inclui imunoensaios, 
exames bioquímicos de rotina e eletrodos íon-seletivos. Todos os sis- 
temas modulares integrados utilizam a tecnologia de acesso aleatório, 
que permite a análise de diferentes tipos de exames bioquímicos. 

O analisador Olympus AU5400 Integrated Chemistry-Immunoassay 
(Fig. 5.5) é um exemplo dessa tendência em direção à combinação de 
plataformas de instrumentos. Esse sistema é um verdadeiro analisador 


de acesso aleatório, com taxas de processamento que ultrapassam 300 
exames fotométricos/hora. Para mensurações com eletrodo ion-sele- 
tivo, a taxa de processamento é de aproximadamente 600 amostras/ 
hora. Uma vantagem distinta desses sistemas modulares é a capacida- 
de de interligação entre dois ou mais módulos e, consequentemente, 
aumentar o processamento. 

O ADVIA 1650 Chemistry System, sistema modular da Bayer, possui 
um modo de integração total com outros módulos de testes por meio 
do sistema de transporte de amostras automatizado ADVIA Workcell 
ou do ADVIA LabCell. O sistema de processamento envia, automatica- 
mente, amostras para exames bioquímicos para o analisador bioquími- 
co ADVIA 1650, e para imunoensaios para o ADVIA Centaur. 

Outra abordagem para a automação modular integrada é exempli- 
ficada pelo MODULAR ANALYTICS da Roche (Fig. 5.6). O MODU- 
LAR ANALYTICS incorpora a maioria dos exames que outros sistemas 
integrados oferecem, mas ele pode aumentar o menu interligando mais 
um módulo (p. ex., Roche Diagnostic E170). O módulo E170 oferece 
25 imunoensaios heterogêneos. Por essa razão, se o laboratório tiver 
integrado todos os módulos disponíveis, incluindo uma unidade de 
controle e a de carga central, o MODULAR ANALYTICS pode oferecer 





Figura 5.4 O Dade Behring StreamLab Analytical Workcell liga um sistema de múltiplas dimensões por meio de uma única interface operadora e apresenta função 
pré e pós-analítica automatizada. (Com autorização de Dade Behring Inc, Newark Del). 





Figura 5.5 O sistema Olympus AU5400 totalmente integrado e automatizado está disponível em versões com duas ou três unidades fotométricas, incluindo uma 
unidade com uma ou duas células ISE. A capacidade de processamento é de 300 a 800 amostras por hora, dependendo da configuração. (Com autorização da 


Olympus). 


um menu de exames muito grande e taxas muito altas de processa- 
mento de amostras e exames. 


Outras melhorias dos sistemas integrados auto- 
matizados 


Conectores de instrumento 

A Olympus desenvolveu uma unidade chamada AU-Connector, que 
permite que as análises bioquímicas e de imunoensaio sejam consoli- 
dadas em uma única estação de trabalho, sem comprometer a função 
ou o desempenho dos sistemas conectados. O AU-Connector utiliza o 
gerenciamento inteligente de amostras e a capacidade de classificação de 
tubos para manter os analisadores trabalhando com todo o potencial. 
O AU-Connector não utiliza dispositivo de esteira, o qual pode criar 
engarrafamentos adicionais no processamento e aumentar o tempo 
entre a coleta e o resultado. 


Mediador (middleware) 


O mediador permite aos laboratórios conectarem os seus sistemas de 
informação laboratorial existentes e a instrumentação, para facilitar o 
processamento automático de informações e executar tarefas não rea- 
lizadas atualmente com os hardwares e softwares existentes. Pacotes de 
mediadores oferecem várias características e funcionalidades, incluindo: 
- verificação automática de resultados de exames por meio do pro- 
cessamento de decisão baseada em regras; 

- automação e customização do trabalho e das informações basea- 
das nas necessidades específicas do laboratório; 

- rastreamento automático de dados e localização de amostras que 
requerem armazenamento; 


- testes e detecção automáticas de interferência de amostras; 
* provisão para testes reflexiva em tempo real; 


* comparação automática dos resultados atuais com os prévios do 
exame de um paciente (checagem delta). 


Perspectivas futuras 


As necessidades de automação listadas anteriormente estão mudan- 
do continuamente, e evoluindo, e isso levará a novos modos de pres- 
tação de cuidados à saúde. 

O menu de exames aumentará mais e novas tecnologias serão neces- 
sárias para dosar esses analitos. Essas novas tecnologias devem ser 
incorporadas aos sistemas existentes. Outra demanda que os fabrican- 
tes de sistemas devem visar é a capacidade de ligar diferentes instru- 


mentos ou módulos a seus sistemas. Uma interface padronizada será | 


necessária para a realização dessa ligação e o SIL também deverá ajus- 
tar seus processadores. A maior ênfase sobre a segurança do emprega- 
do e o suporte por esforços legislativos farão com que os fabricantes de 
instrumentos continuem a desenvolver seus produtos para reduzir a 
exposição do técnico. À medida que o campo da proteômica evoluir, 
os métodos e os instrumentos necessários para a mensuração tam- 
bém evoluirão. Sistemas proteômicos estão chegando ao mercado e, 
no momento adequado, esses tipos de testes encontrarão seu lugar 
nos laboratórios clínicos. Fabricantes comercializam atualmente sis- 
temas automatizados de processamento de amostras (p. ex., Roche 
Diagnostic) para análise por PCR. O processamento automatizado de 
amostras é realizado com a utilização do MagNa Pure LC (MP, Roche 
Applied Science, Indianapolis, Ind). O ensaio é completado utilizando 
o analisador Roche COBAS. Esse analisador pode funcionar isolada- 
mente ou ligado ao Roche Preanalytics. 





Figura 5.6 Roche MODULAR ANALYTICS apresenta cinco módulos analisadores diferentes e 197 aplicações, produzindo uma capacidade de processamento que 
varia de 170 a 10.000 exames/hora. (Com autorização da Roche Diagnostics) 
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TO PONTOS-CHAVE 
l e O teste rápido refere-se ao escopo de testes laborato- 


riais que são realizados no local onde o paciente recebe 
a assistência. Incluem os realizados tanto no próprio consultório 
médico como em diversos locais situados fora do laboratório, tais 
como no setor de emergência, na sala de cirurgias e na unidade de 
tratamento intensivo. 
e Quando realizados no consultório médico, testes simples (como 
o teste de urina com vareta medidora de nível e o de glicose em 
sangue total com medidores) são isentos de regulamentações envol- 
vendo funcionários, testes de proficiência e exigências de garantia 
de qualidade rigorosas. Tais testes, segundo o Clinical Laboratories 
Improvement Act (CLIA), são considerados “dispensados”. Nos hos- 
pitais, para a realização desses testes, há a exigência de certificação, 
a qual é emitida pelo hospital de origem ou pelo estabelecimento de 
assistência à saúde; além disso, os testes geralmente estão sujeitos a 
exigências mais rigorosas. 
e Há exigências especiais relativas a funcionários (incluindo o dire- 
tor-geral do laboratório) nos casos em que testes de complexidade 
moderada são realizados por um laboratório no consultório médico. 
* Os componentes essenciais de um programa hospitalar de testes 
rápidos incluem validação do método, treinamento de pessoal que 
não faz parte da equipe de funcionários do laboratório e políticas e 
procedimentos bem definidos para o estabelecimento de quem é o 
responsável por cada parte do programa. A supervisão laboratorial é 
obrigatória. 


O teste rápido (POCT, point-of-care test, também conhecido como 
teste realizado onde o paciente está, ou teste realizado em local alter- 
nativo, ou ainda teste centralizado no paciente) é executado em vários 
cenários, tais como no setor de emergências, nas salas de cirurgia, nas 
clínicas, nas organizações mantenedoras de saúde (HMOS, health 
maintenance organizations), nos consultórios médicos ou nas casas de 
repouso (Kurec, 1993). O POCT leva o teste laboratorial ao local onde 
o paciente se encontra, em vez de simplesmente coletar amostras e 
enviá-las ao laboratório. Quantificações em tempo real de indicadores 
do estado do paciente podem ser obtidas em pouco tempo, permitindo 
ao prestador de assistência à saúde atender às necessidades agudas do 
paciente (Zagola, 1991; Woo, 1993). A “meia-vida biológica” dos dados 
laboratoriais para pacientes com doença crônica geralmente apresenta 
variações mínimas, enquanto as condições clínicas de pacientes com 
doença aguda são mais instáveis (Geyer, 1992). O POCT é reconhecido 
pela Joint Commission on Accreditation of Healthcare Organizations 
e pelo Clinical Laboratories Improvement Act de 1988 (CLIA’88; regis- 
tro federal 55, 42 CFR, 1990; 57, 42 CFR, 1992; 68, 42 CFR, 2003). 

Nas edições anteriores deste livro, este capitulo era destinado aos 
laboratórios de consultório médico (LCMs). Conforme mostra 
a Figura 6.14, o número de LCMs registrados em agosto de 2004 
aumentou para 103.378, comparado aos 95.000 laboratórios mostra- 
dos por uma figura semelhante na 20º edição. Entretanto, a Figura 
6.1B, também obtida no banco de dados do CMS CLIA, disponível 
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no site http://www.cms.hhs.gov/clia, mostra que, atualmente, 80% 
dos laboratórios registrados são do tipo “dispensados de certificação” 
ou do tipo que possui certificado de procedimentos de microscopia 
realizados pelo prestador (PPMP, provider-performed microscopy pro- 
cedures). LCMs de grande porte têm mais probabilidade de possuírem 
registro tanto nas classificações de aderência como nas de acreditação, 
de modo semelhante aos hospitais e laboratórios comerciais, estando 
submetidos aos mesmos padrões, regulamentações, protocolos e pro- 
cedimentos (ver Cap. 1). Este capítulo enfocará as regulamentações e 
os procedimentos recomendados para LCMs menores e locais em que 
realizam testes rápidos, onde espera-se que seja realizado um número 
maior de testes “dispensados” e PPMP. 

Em sua análise do mercado de equipamentos para laboratórios clíni- 
cos, Breindel relata que o mercado de instrumentos para laboratórios 
de bioquímica provavelmente sofrerá uma queda de 2,7% na taxa de 
crescimento anual ajustada (AAGR, adjusted annual growth rate), em 
decorrência da contenção de gastos e da consolidação nos laboratórios 
centrais. Por outro lado, espera-se que os equipamentos para a realiza- 
ção de POCT apresentem uma AAGR de 8,1% (Breindel, 2003). Avan- 
ços tecnológicos na área médica, como os sistemas de reagentes pré- 
embalados, as reações e calibrações controladas por microprocessador 
e a miniaturização de componentes, estão conduzindo a uma moderna 
geração de instrumentos de laboratório, que exigem menos habilida- 
des técnicas por parte do operador. Entre 2002 e 2003, o FDA conce- 
deu status de “dispensado” a 994 sistemas de testes (CMS, 2003), sendo 
que atualmente há mais de 40 ensaios que podem ser incluídos nessa 
categoria, os quais detectam desde glicose até o antígeno tumoral do 
câncer de bexiga. Novos sistemas como esses funcionarão a seu modo, 
tanto em laboratórios de POCT como em LCMs, obscurecendo suas 
diferenças tecnológicas. Contudo, ainda restarão diferenças em termos 
de exigências regulamentadoras que deverão ser respeitadas. 


Regulamentação do laboratório 


Clinical Laboratories Improvement Act (CLIA) 


Segundo o CLIA, um laboratório é “um estabelecimento para... aná- 
lise de materiais provenientes do corpo humano, com o propósito de 
fornecer informações para o diagnóstico, a prevenção ou o tratamen- 
to de qualquer doença ou comprometimento, ou para a avaliação da 
saúde de seres humanos. Esses exames também incluem procedimen- 
tos para determinar, quantificar ou descrever a presença ou ausência 
de várias substâncias ou organismos no corpo” (registro federal 57, 42 
CFR, 1992). Essa definição inclui prestadores de assistência à saúde que 
utilizem equipamentos, como varetas medidoras de nível de urina ou 
monitoras de glicose de cabeceira. Atualmente, dispositivos de monito- 
ramento in vivo ou que permanecem externamente presos ao paciente, 
como, por exemplo, os de oximetria de pulso, cateteres de artéria pul- 
monar S,O, e capnógrafos, não estão sujeitos ao CLIA. Se essa questão 
tiver que ser resolvida depois de encaminhada ao CLIA, haverá adequa- 
da notificação e oportunidade para o público fazer seus comentários. 


Total de laboratórios do CLIA registrados 
(tipos de laboratório autosselecionados) 
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Sob essa definição, os “laboratórios” estão proibidos de solicitar ou 
aceitar amostras humanas para análise, a menos que a Secretary of the 
Departament of Health and Human Resources (HHS) emita um cer- 
tificado para cada um dos procedimentos a serem realizados. Todos 
os laboratórios são obrigados a ter um registro junto ao governo fede- 
ral e a pagar taxas de licença bianuais para ter um número válido de 
identificação do CLIA antes de realizar quaisquer análises laborato- 
riais empregadas na assistência aos pacientes. Com a evolução tecno- 
lógica, a diferença básica entre os testes realizados por laboratórios 
de TR e LCMs será que, no LCM, essa certificação será concedida ao 
laboratório, enquanto, no laboratório de TR, os testes serão conduzi- 
dos mediante certificado do hospital de origem ou do estabelecimento 
de prestação de assistência à saúde. 


Requisitos para certificação e licenciamento 


A certificação do CLIA baseia-se em padrões laboratoriais que 
variam de acordo com o grau de complexidade das medidas a serem 
realizadas. Os testes simples, estabelecidos pelos Centers for Disease 
Control and Prevention (CDC) como sendo aqueles que oferecem 
baixo risco ao paciente, mesmo quando realizados de modo errado, 
estão dispensados da maioria das regulamentações. Tais tipos de pro- 
cedimento incluem aqueles que foram aprovados pelo Food and Drug 
Administration (FDA) para uso doméstico, ou que sejam tão simples 
e acurados a ponto de apresentar probabilidade de erros não signifi- 
cativa. Todos os laboratórios devem ser certificados com base em um 
dos cinco tipos de certificação concedidos pelo CLIA, os quais estão 
listados na Tabela 6.1. 

Uma abordagem de três níveis foi inicialmente implantada para 
classificar todos os testes laboratoriais, considerando o grau de com- 
plexidade. As três categorias são certificadas de isenção ou de testes 
dispensados, testes de complexidade moderada e testes de alta com- 
plexidade. Os laboratórios que realizassem apenas testes dispensados 
estariam isentos da obrigação de realizar testes de proficiência para 
seus funcionários, bem como das exigências mais rigorosas de garan- 
tia de qualidade a que estão submetidos os testes mais complexos. 





Hospital Agência de assistência Clínica 


à saúde domiciliar 


Figura 6.1 4, Número de 
LCMs, em agosto de 2004, rela- 
tivo a hospitais, casas de repou- 
so e laboratórios independentes 
(dados do CMS CLIA Database, 
agosto, 2004, em http:/Avww. 
cms.hhs.gov/clia/ statregi. 

pdf). B, Proporgao relativa de 
laboratórios registrados por tipo 
de certificação (dados do CMS 
CLIA Database, agosto, 2004, 
em hitp://www.cms.hhs.gov/ 
clia/ statcer.pdf). 








Outros 
comunitária 


O HHS tem o direito de conduzir inspeções, a fim de assegurar que 
esses laboratórios estejam realizando apenas testes dispensados. Os 
testes originalmente isentos são análise de pH por urinálise com vare- 
ta medidora de nível ou reagentes em pastilha, gravidade específica, 
glicose, proteína, bilirrubina, hemoglobina, cetona, leucócitos, nitrito 
e urobilinogênio. Também estavam isentos o teste de glicose em san- 
gue total utilizando dispositivos aprovados pelo FDA especificamente 
para uso doméstico; micro-hematócritos por centrifugação, teste de 
hemoglobina por meio do método de sulfato de cobre ou utilizan- 


Tabela 6.1 Tipos de certificado do CLIA 


Certificate of Waiver 
Certificado concedido a um laboratório para realizar apenas testes dispensados. 


Certificate of Provider-Performed Microscopy Procedures (PPMP) 

Certificado concedido a um laboratório em que um médico, profissional de nível 
intermediário ou dentista realizam unicamente procedimentos de microscopia. 
Esse certificado permite que o laboratório também realize testes dispensados. 


Certificate of Registration 
Certificado concedido a um laboratório para permitir à entidade conduzir testes 
laboratoriais de complexidade moderada ou alta (ou ambos), até que a mesma 


seja reconhecida, por meio de inspeção, e esteja de acordo com as regulamenta- 
ções do CLIA. 


Certificate of Compliance 
Certificado concedido ao laboratório que passou por inspeção, em que foi consta- 
tada sua conformidade com todas as exigências aplicáveis do CLIA. 


Certificate of Accreditation 
Certificado concedido a um laboratório com base na acreditação do mesmo por 
uma organização responsável aprovada pelo HCFA. 


Obtida no site: http://www.cms.hhs.gov/clia/downloads/types of clia certificates.pdf 
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/6 do instrumentos automáticos de analito único para quantificação e 


leitura diretas (p. ex., HemoCue), sangue oculto nas fezes, testes de 
urina para gravidez empregando comparação visual de cores, testes de 
ovulação por visualização de cor para hormônio luteinizante huma- 
no, e taxa de sedimentação eritrocitária. Os laboratórios que realizam 
somente testes dispensados devem ser registrados e pagar uma taxa 
bianual. 

E importante compreender que a lista original de testes dispensados, 
especificada pelo Congresso, incluía apenas os testes genéricos lista- 
dos anteriormente. Adicionalmente, foi estabelecida uma cláusula que 
permitiu aos fabricantes adicionarem métodos precisos a essa lista, 
por meio de um processo de certificação mantido pelo CDC e pelo 
FDA. O incentivo aos fabricantes, além de atrair um mercado maior, 
tem levado a um rápido influxo de dispositivos e métodos que atual- 
mente são classificados como dispensados. A lista de testes dispensados 
aprovada é atualizada regularmente e pode ser acessada no site http:// 
www.cms.hhs.gov/clia/downloads/cr4136.waivetbl.pdf. Há uma lista de 
testes dispensados em ordem alfabética no site http://www .accessdata. 
fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfClia/analyteswaived.cfm. Os laboratórios 
de consultório parecem estar mudando dos testes de complexidade 
moderada para os testes dispensados, principalmente por causa desse 
rápido aumento do número de opções de testes (Roussel, 1996; Binns, 
1998; LaBeau, 1998), e as mesmas medidas são apropriadas ao campo 
de atuação dos LCMs. 

Uma quarta categoria, de procedimentos de microscopia realizados 
pelo prestador (PPMP, provider-performed microscopy procedures), foi 
criada em 1993 e expandida em 1995. Essa categoria inclui os seguintes 
procedimentos: todos os exames de sedimento urinário; preparações a 
fresco para exame direto quanto a presença ou ausência de bactérias, 
fungos, parasitas e elementos celulares humanos; todas as preparações 
com hidróxido potássio (KOH); exames de oxiúros; teste da samambaia; 
teste direto pós-coito, exames qualitativos vaginais ou de muco cervical; 
esfregaços nasais para pesquisa de granulócitos; exames de fezes para 
pesquisa de leucócitos; e análise qualitativa de sêmen (limitada a pre- 
sença ou ausência de espermatozoides e detecção de motilidade). 

Apenas alguns profissionais têm permissão para realizar os proce- 
dimentos sob certificação PPMP, caso seja retida a isenção da desig- 
nação de complexidade moderada. Ela inclui médicos licenciados, 
dentistas e profissionais de nível intermediário, como enfermeiros, 
enfermeiros obstetras e médicos assistentes sob supervisão de um 
médico; ou em clínica independente, apenas se autorizados pelo 
Estado em que a clínica se localiza. Com o PPMP, a amostra deve ser 
examinada, durante a visita do paciente, a partir de material obtido, 
seja do próprio paciente do prestador, seja de um paciente prove- 
niente de um grupo de prática médica do qual o prestador faz parte, 
seja de um funcionário. 

O instrumento primário para realizar os testes com certificação 
PPMP é o microscópio, seja restrito à microscopia de campo lumi- 
noso ou de contraste de fase. A amostra precisa ser lábil, caso contrá- 
rio um atraso na realização do teste pode comprometer a acurácia do 
resultado obtido. De forma geral, não há controles disponíveis para 
monitorar todo o processo de realização do teste, sendo necessário 
limitar a manipulação ou o processamento da amostra. 

Quando se trata de complexidade de grau moderado, um laborató- 
rio somente realiza testes dispensados e um ou mais testes classificados 
pelo FDA como sendo de complexidade moderada. Para determinar 
qual o nível de complexidade no qual está classificado um dado méto- 
do, deve-se consultar o site da Divisão de Sistemas Laboratoriais do 
CDC (http://www.phppo.cdc.gov/dls/clia/testcat.asp). Os fabricantes 
de testes de complexidade moderada devem submeter seus sistemas de 
teste ao FDA para fins de classificação. Por isso, essa lista será continu- 
amente atualizada paralelamente à lista de testes dispensados. 

Os laboratórios devem submeter um formulário de requerimento 
ao HHS ou a seu designado detalhando o número, o tipo e as meto- 
dologias empregadas em cada quantificação ou exame, bem como as 
qualificações dos dirigentes, supervisores e executores de tais pro- 
cedimentos. Para cada locação de laboratório deve ser preenchido 
um requerimento separado, exceto quando se tratar de localizações 
móveis, bem como agências sem fins lucrativos ou governamentais. 
Os certificados têm validade de 2 anos e quaisquer alterações das infor- 
mações constantes no formulário devem ser comunicadas ao HHS 


ou entidade por ele designada, dentro do prazo de 30 dias contados 
a partir de qualquer mudança referente à propriedade, nome, loca- 
lização ou administração. Alterações da complexidade metodológica 
devem ser comunicadas dentro de 6 meses contados a partir da alte- 
ração. Esse requerimento pode passar por um corpo de profissionais 
responsáveis aprovado ou por agência estadual, caso os padrões de 
confiabilidade da instituição sejam tão ou mais rigorosos quanto os 
do HHS e se a agência for autorizada a inspecionar o laboratório sem- 
pre que ela requerer, submetendo os registros e as informações devi- 
das ao HHS. 


Diretoria do laboratório 


Laboratórios que funcionam com certificação de dispensa ou 
PPMP podem realizar testes dispensados sem ter que arcar com as 
despesas gerais de contratação de funcionários que atendam às exi- 
gências de qualificação em termos de experiência de treinamento, 
desempenho profissional e competência. Entretanto, se o laboratório 
realiza testes ou quantificações de complexidade moderada, a CLIA 
exige que ele seja administrado por um diretor-geral e/ou por um 
consultor, que tenha, ao menos, as credenciais de diretor listadas na 
Tabela 6.2. Esse diretor deve ser o responsável pela determinação das 
qualificações dos funcionários que irão realizar os testes e comuni- 
car os resultados, bem como deverá garantir a concordância com 
todas as regulamentações cabíveis. Ele também é o responsável pelo 
desempenho analítico de todos os ensaios, devendo monitorar o grau 
vigente de proficiência, acurácia e precisão. Se houver na clínica mais 
de um indivíduo qualificado para o cargo de diretor, o laboratório é 
solicitado a designar um deles para ser o responsável. Deve ser com- 
provado que o diretor do laboratório tenha exercido a direção efe- 
tiva das operações laboratoriais e, se a direção não foi realizada no 
local, os responsáveis devem fazer consultoria por telefone ou dele- 
gar responsabilidades específicas ao pessoal qualificado, conforme as 
regulamentações. Existem cursos on-line disponíveis, que proporcio- 
nam a médicos a qualificação ao cargo de diretor de laboratórios de 


Tabela 6.2 Requisitos para funcionários de um laboratório que realiza 
testes de complexidade moderada 

Diretor Responsável pela administração geral e direção do labo- 
ratório, mas sem a obrigação de permanecer no local 
em período integral. Experiência e formação amplas são 
requisitos desejáveis. Por exemplo, considera-se quali- 
ficado para o cargo um médico com experiência de 1 
ano na administração ou supervisão de um laboratório 
não dispensado, ou 20 créditos de educação médica 
continuada em prática laboratorial. Do mesmo modo, é 
considerado qualificado alguém que tenha diploma de 
bacharelado e 2 anos de treinamento/experiência em 
laboratório, mais 2 anos de experiência em supervisão 
de testes não dispensados. O diretor, dependendo de 
sua formação e experiência, também pode estar qualifi- 
cado para todos os demais cargos. 


Responsável pelo processamento de amostras, 
pelo desempenho dos testes e pela comunicação de 


Funcionários 
que realizam 


os testes resultados. O requisito mínimo para esse profissional é o 
diploma de segundo grau ou equivalente e treinamento 
nos testes realizados no laboratório. 

Consultor Responsável pela fiscalização técnica e científica dos 

técnico testes. O requisito mínimo para essa função é um diplo- 
ma de bacharelado e 2 anos de treinamento 
em laboratório ou experiência com testes não dispen- 
sados. 

Consultor Presta consultoria clínica. O requisito mínimo para essa 

clínico função é um certificado de doutorado. 


Dados do CDC Moderate Complexity Testing Overview, disponíveis no site http:// 
www.phppo.cdc.gov/clia/moderate.aspx. 


complexidade moderada, por meio da obtenção de um crédito de 20 
horas de educação continuada. Tais cursos podem ser acessados no 
site do CMS (http://www.cms.hhs.gov/clia). 

No caso dos testes rápidos, normalmente não há necessidade de uma 
certificação isolada, quando os ensaios são realizados sob a supervisão 
do diretor responsável pelos serviços prestados pelo laboratório em 
um estabelecimento de assistência à saúde. Os testes rápidos realiza- 
dos em locais que prestam assistência à saúde, em instalações situa- 
das em prédios contíguos de um mesmo campus e sob direção comum 
podem ser realizados mediante certificação da organização de origem. 
Quando ensaios e procedimentos são conduzidos em uma situação 
como essa, os termos dispensado e complexidade perdem o significa- 
do. O leque de opções dos testes deixa de ser restrito apenas aos testes 
dispensados; contudo, as inspeções tornam-se mais frequentes e, em 
troca, são recebidos exames mais minuciosos. Como a instituição de 
origem tipicamente possui um certificado que permite realizar testes 
de todos os níveis de complexidade, recai sobre o diretor do laborató- 
rio a responsabilidade de garantir que a metodologia utilizada no local 
de teste rápido esteja de acordo com as habilidades e o treinamento 
recebido pelos funcionários que conduzem os ensaios. Um aspecto que 
não é tolerado pelos inspetores consiste no que chamam “rogue tes- 
ting”. Isso ocorre quando uma clínica ou serviço estabelece um teste 
sem o conhecimento e a supervisão do diretor do laboratório. Com a 
nova metodologia investigativa utilizada pelas agências de acreditação, 
como a JCAHO, se um inspetor descobrir um resultado laboratorial 
irregular e decidir investigar, devolvendo-o ao laboratório que não está 
sendo adequadamente supervisionado por seu diretor, pode ser emiti- 
da uma citação para que o estabelecimento perca a credibilidade. 


Protocolo de teste rápido recomendado 


A Tabela 6.3 mostra as etapas que se recomenda seguir quando os 
testes rápidos são estabelecidos. Na primeira etapa, deve-se obter e 
avaliar os equipamentos. Os laboratoristas profissionais costumam ter 
uma boa noção das opções disponíveis no mercado. À instrumenta- 
ção para testes rápidos tende a ser portátil, ter unidades duráveis com 
análises de fácil execução, controle de qualidade (CQ) simples, vários 
métodos de apresentar relatórios, baixo rendimento e maior custo 
por unidade. As análises fáceis e a simplicidade do CQ tornam esses 
métodos mais propensos a serem classificados como dispensados, 
sem muita necessidade de treinamento dos operadores. A intervalos 
regulares, é preciso realizar uma análise de correlação cruzada entre 
os métodos de LCM e os do laboratório central, para assegurar que as 
diferenças existentes entre os dispositivos do LCM e os resultados do 
laboratório central sejam minimizadas e não sejam confundidas com 
alterações no estado do paciente. 

Na segunda etapa, os funcionários encarregados de realizar o teste 
devem ser treinados e passar por uma avaliação de competências, sendo 


Tabela 6.3 Lista de checagem do teste rápido 


1. Os equipamentos, quando necessários, devem ser avaliados. 

2. Os funcionários que realizam os testes devem ser treinados, suas com- 
petências devem ser avaliadas e documentadas. 

3. Deve haver um manual de procedimentos sob a forma escrita, o qual 
deve permanecer disponível e ser seguido. 

4. Amostras para calibração e controle de qualidade devem ser executa- 
das regularmente. 

5. Todos os resultados sobre os pacientes devem ser documentados, e deve 
ser clara a sua correlação com medidas de controle de qualidade. 

6. As devidas ações devem ser executadas e registradas para todos os 
resultados que estiverem fora dos limites estabelecidos pelo CQ. 

7. As devidas ações devem ser executadas e registradas para todos os 
resultados anormais sobre os pacientes. 


Pela lei estabelecida pelo congresso — o CLIA'88 —, um teste regulamentado é 
qualquer medida utilizada no diagnóstico, no tratamento e na supervisão de um 
paciente. 


esses processos obrigatoriamente documentados. A documentação do 
treinamento deve incluir tanto a data do treinamento inicial, como 
quaisquer avaliações adicionais em serviço e de competência. Essa 
documentação pode incluir o desempenho de controles e/ou amos- 
tras de proficiência como medida de avaliação de competência. 

Por fim, deve-se escrever um manual com os procedimentos e as nor- 
mas que deve ser disponibilizado e seguido. Tais procedimentos devem 
ser aderentes às etapas recomendadas pelo fabricante; devendo ser sim- 
ples, fáceis de acompanhar e funcionais, não se assemelhando a uma 
coleção de artigos e adendos de instruções e protocolos sobre o uso de 
instrumentos, os quais são complexos demais para um operador inexpe- 
riente. É necessário que o manual de procedimentos contenha exemplos 
de requerimentos, procedimentos para coleta, identificação e proces- 
samento de amostras, metodologia de ensaio, intervalos de referência, 
controle de qualidade e métodos de apresentar os relatórios. Como 
padrão de prática laboratorial, sua função é facilitar o planejamento de 
um procedimento pela equipe de funcionários do laboratório. 

As mostras de calibrações e o controle de qualidade devem ser exe- 
cutados a intervalos regulares. Essa tarefa frequentemente é a mais 
difícil de implementar para as equipes que não pertencem ao labo- 
ratório e que, portanto, não foram treinadas acerca da importância 
dos controles e das calibrações. Por esse motivo, muitos instrumen- 
tos destinados à área de testes rápidos apresentam características que 
bloqueiam a saída de resultados quando as calibrações e os controles 
não são devidamente realizados. Alguns equipamentos até mesmo 
bloqueiam o acesso de operadores que não receberam treinamento 
adequado, atribuindo-lhes um código reconhecido pelo aparelho. 

Todos os resultados sobre os pacientes devem ser documentados, 
e as correlações com as medidas de controle de qualidade devem ser 
claras. Os inspetores não ficam nem um pouco satisfeitos quando 
encontram evidências de resultados de testes sendo utilizados 7 dias 
por semana e de controles sendo executados de segunda a sexta-feira 
apenas por uma parte da equipe. Além disso, se os analisadores do 
laboratório estão em uso, devem ser mantidos os registros de manu- 
tenção preventiva e qualquer outro tipo de manutenção corretiva 
dos mesmos. Por fim, se o LCM está funcionando sob certificação de 
um laboratório central, exige-se que esses testes rápidos estejam ins- 
critos em um programa de testes de proficiência, como o do College 
of American Pathologists (CAP), no qual os resultados de proficiên- 
cia das amostras são enviados periodicamente ao serviço de testes de 
proficiência. Tais resultados são comparados com os de um grupo de 
pares para verificar a acurácia de testes específicos. 

Ações apropriadas devem ser executadas e documentadas em rela- 
ção a toda a gama de resultados de CQ. Muitas vezes é melhor que a 
equipe de funcionários do LCM procure o laboratório central quando 
os controles falham, pois essa atitude cria a oportunidade de rever as 
etapas do procedimento e de ter a equipe de funcionários do LCM 
mais bem treinada. Buscar a qualidade significa mais gastos, porém a 
falta dela custa ainda mais caro. 

Ações adequadas também devem ser documentadas com relação a 
todos os resultados anormais sobre os pacientes. Nesta era de redes 
sem fio, é preferível que os resultados do LCM sejam transmitidos ao 
computador e incluídos com os resultados gerados e acoplados a uma 
única central de dados para serem comparados. Se isso não for pos- 
sível, os resultados devem ao menos ser anotados em uma tabela, em 
vez de deixados sem registro apropriado. 

A experiência tem mostrado que um estabelecimento de testes rápi- 
dos funciona mais eficientemente quando alguém com autoridade 
suficiente é designado para ser o responsável pelo local. Desse modo, 
esse funcionário irá comunicar mais rapidamente quaisquer suspei- 
tas de mal funcionamento de equipamentos, os controles serão mais 
confiáveis e haverá menor probabilidade de indivíduos não treinados 
tentarem realizar os testes. 


Aderência 
Além do CLIA, existem procedimentos regulamentadores adicionais 
que devem ser seguidos por todos os laboratórios, particularmente no 


cenário de pacientes externos. Em primeiro lugar, todos os testes pagos 
pelo Medicare devem constituir uma necessidade médica real. Testes de 
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78 triagem e outras medidas de bem-estar geralmente não são cobertas. A 


determinação da necessidade médica é imposta pelo Medicare, Medi- 
caid e outras companhias seguradoras por meio do uso dos códigos 
da Terminologia de Procedimentos Vigente (CPT, Current Procedural 
Terminology), os quais são empregados em conjunto com outros códi- 
gos da International Classification of Desease (ICD). Nos casos em que 
o código CID-9 não garante o código CPT-4, o pagamento é negado. E, 
ainda pior, se for determinado que um laboratório adicionou códigos 
deliberadamente para receber um pagamento maior que o merecido 
ou por serviços não prestados, o estabelecimento pode ser responsa- 
bilizado por fraude, acusado de felonia e submetido ao pagamento de 


multas. Considera-se que os erros são cometidos deliberadamente, a 
menos que exista um programa de aderência no local que busque ati- 
vamente revelar erros de cobrança. 

Outra armadilha em potencial são as regulamentações de Stark. As 
leis de Stark são assim chamadas em homenagem a seu patrocinador 
original, o representante Fortney Pete Stark (D-CA), e foram criadas 
para prevenir autopromoções desnecessárias que visem à obtenção 
de lucros. Pelas leis de Stark, o médico está proibido de encaminhar 
pacientes do Medicare para os laboratórios nos quais ele próprio (ou 
seus parentes próximos) tenha interesses financeiros. Uma vez que tal 
proibição prejudica a maioria dos LCMs, é importante distinguir quais 
são “os portos seguros” que admitem a legitimação da autopromoção. 
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Pós-análise: tomada de decisão médica 





Rohan John mp, Mark S. Lifshitz MD, Jeffrey Jhang Mb, Daniel Fink MD 


Intervalos de referéncia 


Acurácia do diagnóstico 
Sensibilidade e especificidade no teste diagnóstico 
Probabilidade da doença 
Curva característica de operação do receptor (ROC) 
Eficiência de um teste 


PONTOS-CHAVE 
e Os intervalos de referência distinguem as populações 


de pacientes normais das de pacientes anormais. 


Resultados falso-positivos e falso-negativos ocorrem quando há 
sobreposição entre essas duas populações. 





e A habilidade de um teste em discriminar os estados de doença 
daqueles de ausência de doença (acurácia) é determinada pela 
sensibilidade e pela especificidade do teste. A sensibilidade é a 
probabilidade de obter resultado positivo de um individuo doente 
(taxa de resultados positivos verdadeiros). A especificidade é a 
probabilidade de obter resultado negativo de um individuo sadio 
(taxa de resultados negativos verdadeiros). 


e Os testes de triagem requerem sensibilidade elevada para que 
todos os casos sejam detectados. Os testes de confirmação precisam 
ser altamente específicos para confirmar os diagnósticos. 


e A alteração do cutoff do teste exerce um profundo efeito recíproco 
na sensibilidade e na especificidade. Um cutoff pode ser abaixado 
para incluir todos os casos (100% de sensibilidade), porém isso 
causará a redução da especificidade do teste (i. e., haverá aumento 
na incidência de resultados falso-positivos). 

e As curvas características de operação do receptor (ROC, receiver 
operating characteristic) confrontam a taxa de resultados positivos- 
-verdadeiros com a de resultados falso-positivos e representam 
graficamente a gama de sensibilidade e especificidade de todos os 
cutoffs do teste. Na comparação entre dois testes, o mais acurado é 
aquele que estiver mais próximo do quadrante esquerdo superior da 
curva ROL. 


e A razão de probabilidade de um teste correlaciona a taxa de 
resultados positivos-verdadeiros à de resultados falso-positivos. 
Consiste na probabilidade de obter um dado resultado quando há 
doença, em relação às chances de obter esse mesmo resultado na 
ausência da doença. 

e O valor preditivo representa a probabilidade de haver doença 

ou ausência de doença em caso de resultado positivo ou negativo, 
respectivamente. O valor preditivo de um teste positivo aumenta 
com a prevalência da doença. 

e A medicina baseada em evidência consiste em um processo por 
meio do qual as decisões médicas podem ser tomadas com auxílio 
do máximo de ferramentas objetivas possível; integra as melhores e 
as mais modernas evidências médicas existentes nas especialidades 
clínicas e nas preferências do paciente. 


Os testes laboratoriais são requisitados para a detecção, o diagnós- 
tico ou o monitoramento de doenças ou de predisposição às doenças. 
Indivíduos assintomáticos passam por uma triagem para a detecção de 
doença insuspeita, enquanto pacientes sintomáticos são testados para 
confirmar ou identificar a doença. Depois que o laboratório gera um 
resultado, este deve ser interpretado de modo a possibilitar a tomada 
de decisão médica. Os resultados podem ser interpretados como nor- 
mais ou anormais e estes, por sua vez, influenciam a decisão do médico 
de não interferir, se o paciente for considerado sadio, ou de submeter 
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o paciente a mais testes para o acompanhamento ou tratamento, em 
caso de suspeita ou confirmação de uma doença. O Capítulo 8 discu- 
te o modo como devem ser interpretadas determinadas anormalidades 
laboratoriais e o significado delas em várias doenças. Entretanto, uma 
questão de caráter geral e mais básico com a qual se deparam os clínicos 
consiste em saber se um resultado “anormal” verdadeiramente refle- 
te uma doença, bem como se um resultado “normal” necessariamente 
indica um estado livre de doença. Muitos clínicos usam de sua experiên- 
cia para decidir intuitivamente como interpretar o resultado de um teste 
e se devem ou não interferir. Até certo ponto, essa decisão é guiada pelo 
grau de suspeita clínica da doença. Contudo, devem-se considerar tam- 
bém diversos outros fatores, incluindo alguns pouco compreendidos, 
para interpretar os resultados de forma correta e tomar decisões eficazes. 
Tais fatores abrangem variáveis pré-analíticas (Cap. 3), erros analíticos, 
variabilidade analítica e variabilidade inerente ao próprio teste, a fim de 
discriminar indivíduos com e sem doença. O propósito deste capítulo é 
discutir, de modo geral, a utilidade diagnóstica dos testes laboratoriais 
para a tomada de decisão médica, bem como a importância da objetivi- 
dade na interpretação dos resultados nesse processo. 


Intervalos de referência 


Para interpretar um teste, deve-se primeiro comparar o resultado de 
intervalo de referência ( normal”). Embora o procedimento para esta- 
belecer intervalos de referência seja discutido mais adiante (Cap. 9), é 
importante saber como eles afetam a interpretação dos testes clínicos. 
Um intervalo de referência costuma ser definido como a gama de valo- 
res que representa a tendência central de 95% das medidas obtidas de 
uma população de indivíduos sadios ou “normais”. 

Perceba que um intervalo de referência é uma tentativa do laboratório 
de isolar as populações de indivíduos “normais” e “anormais”, com o 
objetivo de ajudar o clínico na interpretação de resultados e na toma- 
da de decisões. Para os propósitos da discussão que se segue, os termos 
normal, negativo, sadio e sem doença serão considerados sinônimos, do 
mesmo modo que os termos anormal, positivo e com doença. Há casos 
em que somente um limite do intervalo de referência deve ser conside- 
rado, sendo utilizado um único cutoff para separar os pacientes normais 
dos anormais. Por exemplo, um nível de 4 ng/mL de antígeno prostáti- 
co específico (PSA) poderia ser utilizado para distinguir pacientes que 
não necessitam mais de acompanhamento (“normais”) daqueles que 
requerem uma biópsia (“anormais”). Em outra situação, um nível de 
0,1 ng/mL de troponina I (cTnL) poderia ser empregado para distinguir 
pacientes com dor torácica não cardíaca, que podem ser liberados do 
departamento de emergências (“sem doença”), daqueles que apresen- 
tam dano miocárdico (“com doença”) e devem ser hospitalizados. Note 
que, nessa discussão, os termos “com doença” e “sem doença” não se 
referem a qualquer doença, mas apenas a doença suspeita de ser identifi- 
cada por meio de um determinado teste; por exemplo, o câncer de prós- 
tata, no caso do PSA, ou a lesão do miocárdio, no caso da troponina. 
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Em outras situações, um intervalo de referência apresenta dois 

cutofjs — um no limite inferior e outro no limite superior. Esse inter- 
valo de referência distingue três populações de pacientes: pacientes 
anormais com valores baixos, pacientes normais e pacientes anormais 
com valores elevados. A maioria dos intervalos de referência cai nessa 
categoria. Por exemplo, o hormônio estimulante da tireoide (TSH) 
é utilizado para diferenciar pacientes com hipotireoidismo (valores 
de TSH elevados) e pacientes com hipertireoidismo (valores de TSH 
baixos) daqueles que apresentam funcionamento normal da tireoide 
(eutireoidismo). 
Variabilidade aleatória. Qual é o fator que por vezes observado con- 
tribui para a ampliação do intervalo de referência ou para a diferença 
entre os valores obtidos consecutivamente de um mesmo paciente? Na 
maioria dos casos, isso se deve à variabilidade aleatória de fatores ana- 
líticos e biológicos. Ela é uma função da falta de precisão ou da repro- 
dutibilidade do ensaio. Se a mesma amostra for analisada várias vezes, 
espera-se encontrar alguma variação nos resultados. Essa variabilidade é 
expressa através de um coeficiente de variação (CV). Existe variabilida- 
de biológica entre indivíduos, bem como em um mesmo indivíduo. As 
variações interindividuais ocorrem porque cada indivíduo usualmente 
possui um único “valor definido” que corresponde ao seu valor normal. 
Por exemplo, o nível de creatina quinase (CK) está relacionado à massa 
muscular. Dessa forma, uma população inteira de indivíduos expressa- 
rá intervalos de valores de CK de acordo com a massa muscular de cada 
um. Na prática, não se conhece individualmente cada “ponto de ajuste”, 
porém é possível determinar qual é a gama de valores para a população 
e usar essa informação como guia para interpretar o resultado de um 
paciente em particular. A variação intraindividual é consequência das 
alterações biológicas que provocam a flutuação dos níveis de analito no 
decorrer do tempo. Por exemplo, os níveis séricos de estrógeno podem 
variar de um dia para o outro, dependendo do ciclo menstrual; o corti- 
sol sérico apresenta variação diurna, com elevação pela manhã e queda 
posterior no decorrer do dia; e a vitamina D apresenta variação sazonal, 
com valores mais baixos durante o inverno. A maioria dos demais ana- 
litos mostra alguma variação dos níveis fisiológicos, incluindo as alte- 
rações relacionadas ao exercício ou à ingestão de alimentos. A Tabela 
7.1 fornece estimativas de variações biológicas inter e intraindividuais 
para analitos comuns. Como esperado, a variação intraindividual geral- 
mente é menor que a interindividual. O índice de individualidade é a 
razão existente entre o CV intraindividual e o CV interindividual. Um 
índice baixo (< 0,6) significa que os resultados obtidos de um indivíduo 
flutuam dentro de uma faixa estreita do intervalo de referência. Em tais 
casos, as alterações seriadas envolvendo um dos analitos do indivíduo 
podem ser mais úteis à detecção de uma doença, do que a comparação 
de cada uma das medidas com o intervalo de referência (Lacher, 2005). 
A Tabela 7.1 também mostra que o método do CV, ou grau de varia- 
bilidade analítica, usualmente é bem inferior à variabilidade biológica 
e, por esse motivo, afeta bem menos a variabilidade aleatória geral das 
medidas. 

A variação aleatória também é evidente nas quantificações repetida- 
mente realizadas a partir de um mesmo paciente, em que se observa 
mais variabilidade entre amostras consecutivas, do que em repetições 
da análise de uma única amostra. Enquanto a variação que ocorre junto 
à amostra é determinada pela variabilidade analítica, a variação obser- 
vada entre amostras inclui variabilidade analítica e biológica. Assim, o 
CV inter é sempre maior que o CV ea É importante entender esse con- 
ceito quando se solicita ao laboratório a repetição (duplicação) de uma 
quantificação da amostra (1. e., variabilidade intra-amostra), ou quando 
se tenta determinar se duas medidas consecutivas de uma amostra dife- 
rem entre si (i. e., variabilidade interamostras). A Tabela 7.1 mostra o 
CV interamostras para alguns dos analitos comumente quantificados, 
que também é conhecido como CV intraindividual. Observe que esse 
grau de variabilidade aleatória é bem maior para alguns analitos (p. ex., 
ALT) do que para outros (p. ex., sódio). Tenha em mente que alterações 
envolvendo alguns analitos podem ser clinicamente mais significativas 
que aquelas que afetam outros analitos. Por exemplo, uma mudança 
nos níveis séricos de potássio de um paciente hospitalizado pode justi- 
ficar o início imediato de um tratamento. Por outro lado, até mesmo 
um aumento moderado nos níveis séricos de colesterol pode dispensar 
qualquer alteração terapêutica até a repetição do teste, na próxima visi- 
ta agendada para o paciente. Para alguns analitos têm sido publicadas 


Tabela 7.1 Variabilidade biológica inter e intraindividual de analitos 


comuns 
Analito CV inter- CV intra- Indice CV do 
individual individual de indivi- método 
(%) (%) dualidade (%) 
Acido úrico 27,1 9,0 0,33 0,7 
Alanina aminotransferase 50,2 23,7 0,47 3,2 
Albumina 8,9 2,8 0,31 3,4 
Anticorpo para varicela 43,2 ia? 0,32 6,7 
Apolipoproteina A 17,8 7,0 0,39 4,8 
Apolipoproteína B 27,6 9,5 0,34 2,7 
Aspartato aminotransferase 29,1 15,1 0,52 3,4 
B-caroteno 6/,4 24,2 0,36 7,4 
Bicarbonato 13,3 11,0 0,83 2,4 
Bilirrubina total 43,9 24,6 0,56 3,0 
Cálcio ionizado 3,6 2,4 0,67 1,4 
Cálcio total 4,7 3,3 0,/0 2,2 
Capacidade de ligação 15,5 6,9 0,45 3,3 
ao ferro total 
Cloreto 3,1 1,9 0,61 1,0 
Colesterol total 22,3 8,2 0,37 Pas 
Creatinina 18,7 6,8 0,36 1,0 
Creatinina urinária 61,3 43,0 0,70 2,2 
Ferro 41,6 29,0 0,70 3,2 
Fibrinogênio plasmático 25,6 16,2 0,63 3,9 
Folato 64,3 22,6 0,35 3,6 
Fosfatase alcalina 33,4 4,4 0,13 6,5 
Fósforo 15,8 9,2 0,58 2,0 
y-glutamil transferase 59,8 16,2 0,27 1,7 
Glicoemoglobina 9,6 1,5 0,16 a1 
sanguinea 
Glicose plasmatica 12.5 8,3 0,66 Ly 
HDL-colesterol 28,3 12,4 0,44 2,5 
Homocisteina 36,6 18,0 0,49 6,0 
Insulina plasmatica 55,9 25,2 0,45 13,0 
Lactato desidrogenase 21,6 7,9 0,37 6,0 
Nitrogênio ureico 32,1 18,0 0,56 3,7 
Peptídeo C 65,/ 28,4 0,43 / 2 
Potassio fot 5,4 0,70 0,5 
Proteína total 6,2 3,5 0,56 0,9 
Selênio 13,2 5,1 0,39 4,6 
Sódio 1,6 1,3 0,81 0,7 
Triglicerídeos 56,8 28,8 0,51 4,7 
Vitamina À 30,7 9,5 0,31 2,9 
Vitamina B,; 41,6 13,4 0,32 6,2 
Vitamina E 35,1 11,3 0,32 2,9 


De: Lacher, 2005. 


orientações sobre o que constitui uma diferença clinicamente significa- 
tiva entre dois resultados consecutivos de amostra de paciente. Como 
exemplo, a Tabela 7.2 fornece essa informação para vários testes de fun- 
ção da tireoide (Baloch, 2003). 

De modo geral, como é decidido se duas medidas consecutivas de um 
mesmo paciente diferem estatisticamente? Para tanto, a diferença exis- 
tente entre as duas medidas deve ser maior que a variabilidade aleatória 
(ou variância) esperada delas. Para cada quantificação, a variabilidade 
aleatória rende resultados que estão dentro de 4 variâncias ou 2 des- 
vios-padrão (DP) da média, em 95% dos casos (DP = raiz quadrada da 
variância). Para duas quantificações, isso equivale a 2,83 DP e é calcula- 
do adicionando-se a variância máxima (variância = DP?) das medidas, 
seguida da derivação do DP. (A variância máxima combinada a partir 
de duas quantificações [em 95% dos casos] é [2 DP*] + [2 DP?], ou 4 
variâncias + 4 variâncias = 8 variâncias; o número correspondente de 


Tabela 7.2 Diferença clinicamente significativa entre dois resultados 
de paciente consecutivos 


Analito Alteração 
T, total 2,2 ug/dL 
T, livre 0,5 ng/dL 
T; total 35 ng/dL 

T; livre 0,1 ng/dL 
TSH 0,75 mIU/L 
Tiroglobulina 1,5 ng/mL 


De: Baloch, 2003. 


DPs é a raiz quadrada de 8 ou 2,83 DP). Note que isso é válido somente 
quando a repetição do teste é realizada sob as mesmas condições labo- 
ratoriais (e somente se considera o erro aleatório por causa da variabili- 
dade analítica, e não da variabilidade biológica). 

Classificação dos pacientes na tabela da verdade. Idealmente, a dis- 
tribuição dos resultados de um teste realizado em pacientes normais 
(“sem doença”) deveria ser completamente diferente da distribuição 
dos resultados feita com pacientes anormais (“com doença”). Nesse 
caso (Fig. 7.1), qualquer ponto de cutoff de referência entre duas dis- 
tribuições poderia ser perfeitamente discriminado entre ambas as 
populações de pacientes, de modo que um resultado de teste refletiria 
com segurança a presença ou a ausência de doença. Infelizmente, tes- 
tes quase perfeitos são extremamente raros. Em geral, eles não geram 
populações distintas de resultados de pacientes com e sem doença. 
Em vez disso, geram uma sequência de resultados e alguma sobreposi- 
ção de valores entre pacientes com e sem doença (Fig. 7.2). Nessa área 
de sobreposição (em ambos os cutoffs, baixo e alto), o teste é incapaz de 
discriminar a existência ou a ausência de doença. Essa limitação é ine- 
rente a quase todos os testes laboratoriais. 

Com base nos resultados obtidos dessas populações com sobreposição, 
os pacientes podem ser classificados em quatro grupos (Fig. 7.2 e Tab. 7.3). 
Pacientes corretamente classificados como “anormais” são denominados 
positivos-verdadeiros (PV), enquanto aqueles corretamente classificados 
como “normais” correspondem aos negativos-verdadeiros (NV). Observe 
que esses resultados verdadeiros constituem áreas não sobrepostas de 
ambas as populações de pacientes. Aqueles incorretamente classificados 
como “normais” são denominados falso-negativos (FN), e os incorreta- 
mente classificados como “anormais” são os chamados falso-positivos 
(FP). Os resultados falsos ocorrem por causa da sobreposição das duas 
populações, isto é, porque um teste é incapaz de discriminar completa- 
mente todos os pacientes anormais dos normais. Como mostra a Figura 
7.3, em que um único cutoff é utilizado (para facilitar a ilustração) para 
discriminar populações com doença daquelas sem doença, variar o cutoff 
irá alterar o número de resultados verdadeiros e falsos de uma dada popu- 
lação. Quando um intervalo de referência possui dois cutoffs, como no 
exemplo do TSH, a sobreposição das populações em ambos os cutoffs 
(baixo e alto) produz resultados falsos. Mudar a proporção de resultados 
falsos, por sua vez, afetará o poder de discriminação ou a acurácia do teste. 


Acurácia do diagnóstico 


Acurácia é a capacidade de um teste de discriminar entre dois estados, 
isto é, existência e ausência de doença, sendo descrita por meio de dois 
parâmetros essenciais: sensibilidade e especificidade (Galen, 1975). 

Sensibilidade é a capacidade do teste de detectar uma doença, sendo 
expressada como a proporção de indivíduos com doença para os quais 
o teste resulta positivo (Tab. 7.4). Assim, um dado teste que apre- 
senta sensibilidade de 90% produzirá resultados positivos para 90% 
dos pacientes com doença (PV) e negativos para 10% desses mesmos 
pacientes (FN). 

Especificidade é a capacidade do teste de detectar a ausência de uma 
doença, sendo definido como a proporção de indivíduos sem doença 
aos quais o teste resulta negativo (Tab. 7.4). Desse modo, um teste 
com 90% de especificidade produzirá resultados negativos para 90% 
dos pacientes que não apresentam doença (NV), bem como resulta- 
dos positivos para 10% desses pacientes (FP). 


Cutoff 


Cutoff 





Doença Doença 
(valor baixo) (valor alto) 


Figura 7.1 Distribuição de resultados de um teste a partir de populações não 
sobrepostas de pacientes com e sem doença (ver a Tab. 7.3). 


Sem doença 


Cutoff 


Cutoff 





Doença 


Sem doença 
Figura 7.2 Distribuição de resultados de um teste a partir de populações sobrepostas 
de pacientes com e sem doença (ver a Tab. 7.3). 


Doença 


Tabela 7.3 Tabela-verdade: classificação de pacientes 


Resultado Doença Sem doença Total 


Positivo Positivo-verdadeiro (PV) Falso-positivo (FP) 
PV + FP 

Negativo Falso-negativo (FN) Negativo-verdadeiro (NV) FN + NV 
Total PV + FN FP + NV PV +FP+EN+NV 


Cutoffs do teste 


AME 


Sem doença Doença 


Figura 7.3 Efeito da variação do cutoff sobre palio me sobrepostas de pacientes 
com e sem doença. 


Um teste com mais sensibilidade identifica uma proporção maior 
de indivíduos com doença, enquanto um mais específico exclui uma 
proporção maior de indivíduos sem doença. A sensibilidade também 
corresponde à taxa de PV, cujo inverso (1 — sensibilidade), é a taxa 
de FN. Se a sensibilidade do teste for de 95%, 5 entre 100 indivíduos 
com doença apresentarão resultados negativos. A especificidade cor- 
responde à taxa de NV e seu inverso (1 — especificidade) é a taxa de 
FP. Se a especificidade do teste for de 95%, 5 entre 100 indivíduos sem 
doença apresentarão resultados positivos. 


Sensibilidade e especificidade 
no teste diagnóstico 


Efeito da alteração do cutoff do teste. A sensibilidade e a especificida- 
de medem até que ponto o teste identifica corretamente os indivíduos 
com e sem doença. Enquanto aos testes são atribuídas uma sensibili- 
dade e uma especificidade, tais medidas variam dependendo do nível 
de analito (cutoff) estabelecido para distinguir os resultados positivos 
dos negativos. É importante ter isso em mente, pois com frequência a 
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Tabela 7.4 Sensibilidade, especificidade, valor preditivo e eficiência 


Definição Exemplo 
Sensibilidade (%) = [PV/(PV O teste de marcador cardíaco fornece 
+ FN)] x 100 resultados positivos em 196 pacientes dentre 


200 indivíduos com IMA. 
PV = 196; FN =4 
Sensibilidade (%) = 196/(196 + 4) = 98% 


O teste de marcador cardiaco fornece 
resultados negativos em 180 pacientes dentre 
200 indivíduos sadios. NV = 180; FP = 20 
Especificidade (%) = 180/(180 + 20) = 90% 


Especificidade (%) = [NV/ 
(NV + FP)] x 100 


VP IMA Em uma população de 1.000 pacientes de um 
hospital, 50 apresentam IMA (prevalência = 
50/1.000). Isto significa que 950 pacientes não 
sofrem de IMA. Com base nas determinações 


de sensibilidade e especificidade acima: 


PV = 50 (pacientes IMA) x 0,98 (sensibilidade) 
= 49 

FN=50-49=1 

NV = 950 (pacientes sem IMA) x 0,90 
(especificidade) = 855 

FP = 950-855 = 95 


VP de teste positivo 
(%) = [PV/(PV + FP)] x 100 


VP (marcador cardiaco positivo) = 49/(49 + 95) 
= 34% 


VP de teste negativo 
(%) = [NV/(NV + FN)] x 100 


VP (marcador cardiaco negativo) = 855/ 
(855 + 1) = 100% 

Eficiência (%) = [(PV + NV) 
(PV + NV + FP + FN) ] x 100 


(49 + 855)(49 + 1 + 855 + 95) = 90% 


PV = positivo-verdadeiro; NV = negativo-verdadeiro; FP = falso-positivo; FN = falso-negativo; 
VP = valor preditivo; IM = infarto do miocárdio; IMA = infarto do miocárdio agudo. 


sensibilidade e a especificidade são consideradas características fixas do 
teste, embora não as sejam. A Figura 7.3 ilustra por que alterar o cutoff 
muda a sensibilidade e a especificidade do teste, uma vez que tal alte- 
ração está relacionada à sobreposição das populações de pacientes nor- 
mais e anormais. Observe que, quando o cutoff é abaixado (1. e., a linha 
do cutoff é movida para a esquerda), um número maior de pacientes 
com doença é classificado como “anormal”. Assim, mover o cutoff de C 
para B aumentará a sensibilidade. Se o cutoff for movido para A, então, 
todos os indivíduos com doença apresentarão resultado de teste posi- 
tivo e a sensibilidade será de 100%. Embora isso sugira que pode ser 
muito útil dispor de um teste cuja sensibilidade é de 100%, a maior 
sensibilidade tem um preço: a menor especificidade. Dessa forma, o 
número de indivíduos sem doença com resultado de teste positivo (fal- 
so-positivos) aumenta gradativamente de C para B e desse para A. Por 
outro lado, se o cutoff é elevado (i. e., a linha do cutoff é movida para 
a direita), um número maior de pacientes sem doença é classificado 
como “normal”. Assim, mover o cutoff de C para D aumentará a espe- 
cificidade. Se o cutoff for movido para E, então, todos os indivíduos 
sem doença apresentarão resultado de teste negativo e a especificidade 
será de 100%. A maior especificidade também tem um preço: a menor 
sensibilidade e um número maior de resultados falso-negativos. Assim, 
quando o cutoff é alterado, é estabelecida uma relação inversa entre 
sensibilidade e especificidade, resultando em uma compensação entre 
o número de resultados falso-positivos e falso-negativos. Logicamente, 
isso só ocorre porque há uma sobreposição das distribuições de resul- 
tados de indivíduos com e sem doença. Se não existissem sobreposi- 
ções, não haveria resultados falsos. 

Necessidade de alta sensibilidade versus alta especificidade. 
Resultados falso-positivos e falso-negativos podem conduzir a erro de 
diagnóstico e despesas desnecessárias com clínicas. Por exemplo, um 
resultado falso-positivo pode levar à hospitalização indevida de um 
paciente. Similarmente, um resultado falso-negativo pode resultar 


na alta de um paciente internado no departamento de emergências, 
mesmo que ele apresente um distúrbio grave. Os fabricantes tentam 
constantemente desenvolver novos testes que sejam capazes de discri- 
minar melhor entre populações normais e anormais, apresentando, 
assim, mais sensibilidade e especificidade. Por exemplo, a cTnI é um 
indicador mais sensível do que a CK-MB (fração MB da CK) para dis- 
tinguir pacientes normais daqueles que apresentam lesão miocárdica. 
A troponina também é bem mais específica que a CK-MB, uma vez 
que é encontrada apenas no músculo cardíaco e difere da CK-MB, que 
pode conferir resultados falso-positivos por causa de lesões no músculo 
esquelético. Entretanto, é quase impossível eliminar completamente os 
resultados falso-positivos de um dado teste, uma vez que há sempre 
alguma sobreposição do processo biológico entre indivíduos com e 
sem doença. Desse modo, nem sempre é possível melhorar a sensibi- 
lidade ou a especificidade de um teste sem que haja perda da especifi- 
cidade ou da sensibilidade, respectivamente. Na maioria das situações, 
o custo de um resultado falso-positivo ou falso-negativo suplanta o de 
outro, e o cutoff que distingue o “normal” do “anormal” pode ser alte- 
rado para reduzir o mais significativo dentre os dois custos. Quando 
é necessário que a sensibilidade seja elevada, como no caso em que 
o PSA é utilizado na triagem do câncer de próstata, o cutoff poderia 
ser abaixado para incluir todos os casos em potencial. Entretanto, 
deve haver certo grau de equilíbrio, pois muitos indivíduos que não 
têm câncer (incluindo alguns casos de prostatite e hiperplasia nodu- 
lar) também apresentarão resultado positivo. O cutoff atual de 4 ng/ 
mL inclui a maioria dos indivíduos que têm câncer de próstata (PSA 
positivo-verdadeiro). Por isso, várias biópsias desnecessárias terão que 
ser realizadas (custo de falso-positivo) para confirmar os poucos casos 
de câncer. Em geral, uma sensibilidade elevada é requerida quando é 
extremamente importante não deixar passar nenhum caso de doença. 
Por outro lado, o teste precisa ter sensibilidade elevada quando se 
quer confirmar um diagnóstico, ainda que a doença não admita tra- 
tamento. À suspeita clínica pode ser alta ou baixa, porém é suplantada 
pelo grau de seriedade da doença e requer um diagnóstico absoluta- 
mente correto. Um teste altamente específico exclui indivíduos que não 
apresentam doença (elimina falso-positivos). Apenas elevando o cutoff 
torna-se possível excluir indivíduos sem doença (aumentar a especi- 
ficidade), embora também possa haver exclusão de alguns indivíduos 
com doença (Fig. 7.3). Testes altamente específicos são com frequência 
utilizados em combinação com os de alta sensibilidade, de modo que 
a menor sensibilidade que ocorre em razão da melhora da especifici- 
dade evita perder casos (falso-negativos). Assim, uma elevada sensibi- 
lidade é aplicada após a inclusão de todos aqueles que potencialmente 
poderiam estar doentes (bem como alguns indivíduos sem doença). 
Por exemplo, para detectar infecção por HIV, um teste inicial adequa- 
do seria um ELISA (ensaio de imunoadsorção enzimática), para pes- 
quisa de anticorpos contra antígenos do HIV com amplo espectro de 
reatividade. Contudo, alguns indivíduos não portadores de HIV, que 
têm anticorpos com reatividade cruzada, podem apresentar resultado 
positivo (falso-positivos). Desse modo, um teste altamente específico, 
como o Western blot, pode ser utilizado em seguida para confirmar a 
infecção por HIV e excluir os indivíduos não portadores de HIV que 
inicialmente apresentaram resultado positivo, isso é, falso-positivo. Em 
diversas circunstâncias, como no caso dos testes confirmatórios, além 
da alta especificidade, também a sensibilidade é elevada. Entretanto, 
como são mais inconvenientes ou caros, não são empregados com os 
testes de triagem. A triagem de fármacos constitui outro exemplo em 
que são utilizados testes altamente sensíveis para a escolha dos fárma- 
cos e, em seguida, para a confirmação dos resultados positivos são rea- 
lizados testes altamente específicos (como o CG/EM)). 
Declínio da acurácia. A acurácia diagnóstica de um teste tende a 
diminuir, à medida que o teste se torna mais amplamente aplicado a 
uma dada população. Estudos de validação iniciais são realizados com 
frequência em um pequeno grupo de indivíduos, em que a doença está 
claramente ausente ou presente. Aqueles que não têm doença muitas 
vezes são selecionados a partir de uma população de indivíduos que 
apresenta bom estado geral de saúde. Na prática, contudo, os pacien- 
tes exibem um espectro de doenças, como as precoces ou as brandas 
que se sobrepõem aos indivíduos sem doença, incluindo aqueles com 
doenças diversas, algumas das quais podem gerar resultados de teste 
anormais. Assim, a proporção de resultados de teste falsos muitas vezes 


é maior na prática clínica do que alega o fabricante, baseado em estu- 
dos limitados realizados em indivíduos sadios. 


Probabilidade da doença 


Na avaliação da capacidade diagnóstica de um teste, tanto a sensibi- 
lidade como a especificidade são importantes. Por exemplo, um teste 
pode apresentar sensibilidade de 100% e mesmo assim não servir para 
discriminar pacientes com doença daqueles sem doença, isto é, pode 
resultar positivo em todos os casos. Um teste como esse apresenta- 
ria uma especificidade de 0%. Embora esse exemplo seja exagerado, 
demonstra que um resultado positivo (ou negativo) nem sempre indica 
a presença ou ausência de doença em um paciente. Portanto, o clínico 
deve estar muito bem informado sobre o teste, ou seja, quando o resul- 
tado for positivo, qual será a probabilidade de o paciente ter a doença; 
e quando for negativo, qual será a probabilidade de o paciente não ter 
a doença. Isto é o que comumente se chama de valor preditivo de um 
teste. Por exemplo, qual é a probabilidade de um paciente com resul- 
tado positivo de PSA estar com câncer? Ou, quais são as chances de a 
não detecção de cTnl excluir a possibilidade de uma lesão miocárdica? 
Seja qual for o resultado do teste, há sempre algum grau de incerteza 
em relação ao real estado do paciente. A incerteza diagnóstica é objeti- 
vamente expressada como probabilidade quantitativa da doença (Sox, 
1986), uma medida da probabilidade de o paciente ter ou não a doença. 
Para determinar essa informação, é preciso considerar a teoria do valor 
preditivo, também conhecida como teorema de Bayes. 

O teorema de Bayes aplica dados da população obtidos com o teste 
diretamente a um paciente individual, e calcula a probabilidade de 
haver doença diante de um determinado resultado de teste. A informa- 
ção proveniente do resultado é incorporada à probabilidade da doença 
pré-teste para gerar uma probabilidade da doença pós-teste. 

A probabilidade da doença pré-teste, ou a probabilidade a priori, 
consiste na prevalência da doença no cenário clínico do paciente. 
Por exemplo, a prevalência de lesão miocárdica entre indivíduos que 
apresentam dor torácica é maior na unidade de atendimento cardíaco 
(UAC) do que no departamento de emergências. 

A probabilidade da doença pós-teste, ou a probabilidade a posteriori, 
é a probabilidade da doença após a realização do teste, sendo comu- 
mente referida como valor preditivo do teste. 

Dessa forma, o teorema de Bayes descreve a relação entre as pro- 
babilidades de pré e pós-teste de haver ou não doença, utilizando a 
sensibilidade e a especificidade do teste. A probabilidade (pós-teste) 
de haver ou não doença é calculada conforme mostra a Tabela 7.4. 

O valor preditivo de um teste positivo (algumas vezes, ainda que 
incorretamente, referido como valor preditivo do teste positivo) pode 
ser entendido como a probabilidade de um teste positivo indicar a 
doença. Trata-se da proporção de indivíduos com teste positivo que 
verdadeiramente apresentam a doença (Tab. 7.4). O valor preditivo de 
um teste negativo (algumas vezes, ainda que incorretamente, referido 
como valor preditivo do teste negativo) é a probabilidade de um teste 
negativo indicar a ausência da doença. Representa a proporção de 
indivíduos com teste negativo que verdadeiramente não apresentam 
a doença (Tab. 7.4). 

É preciso compreender que, enquanto a sensibilidade e a especifici- 
dade descrevem um teste (p. ex., qual o percentual de pacientes doen- 
tes que apresentam resultados anormais?), o valor preditivo descreve o 
estado do paciente (p. ex., quais são as chances de um resultado positivo 
do paciente indicar que ele tem a doença?). O valor preditivo depen- 
de da sensibilidade, da especificidade e da prevalência da doença que 
está sendo testada. As Tabelas 7.5 e 7.6 ilustram como a prevalência da 
doença, a acurácia e o valor preditivo de um teste estão inter-relacio- 
nados (teorema de Bayes). 

Valor preditivo e prevalência. O valor preditivo de um teste positivo 
é altamente dependente da prevalência da doença que está sendo tes- 
tada. Quanto maior for a prevalência (ou a probabilidade pré-teste), 
maior será o valor preditivo de um teste positivo (ou probabilidade 
pós-teste). Considere um teste com sensibilidade de 90% e especifici- 
dade de 90% para uma doença, cuja prevalência é de 0,1%. Com base 
na fórmula, o valor preditivo de um resultado positivo (PV+) seria de 
0,9%. Se a prevalência se elevar para 5%, o PV+ aumentará para 32%. 
Assim, o valor preditivo de um teste positivo eleva-se à medida que a 


Tabela 7.5 Probabilidade pós-teste (valor preditivo) do Teorema de Bayes 


A probabilidade pós-teste (valor preditivo ou VP) depende da acurácia 
diagnóstica e da prevalência da doença 

Probabilidade pós-teste da doença 
(VP de um teste positivo) = 
(prevalência x sensibilidade) 
[(prevalência x sensibilidade) + 

(1 — especificidade) 


1 — prevalência)] 


Um teste para fator reumatoide (FR) resultou 
positivo em 95 pacientes dentre 100 
indivíduos com artrite reumatoide (AR) 
(sensibilidade de 95%), porém também 
resultou positivo em 10 pacientes dentre 100 
indivíduos sem AR (especificidade de 90%). 
Na prática de reumatologia, a probabilidade 
pré-teste para AR (prevalência) é de 5% 


Probabilidade pós-teste da doença = (0,05 x 

0,95)/1(0,05 x 0,95) + (1 — 0,90) (1 — 0,05)] 

= 0,0475/(0,0475 + 0,095) = 0,33 ou 33% 
Probabilidade pós-teste de Para as mesmas condições de teste 
ausência de doença (VP de um 
teste negativo) = [(1 - prevalência) 
(especificidade)|/[(1 — prevalência) 
(especificidade) + 
(1- sensibilidade) (prevalência)] 


Probabilidade pós-teste de ausência de 
doença = [(1 — 0,05) x 0,9]/[(1 — 0,05) x 
0,9 + (1 — 0,95) x (0,05)] = 0,855/(0,855 + 
0,0025) = 0,997 ou 99,7% 


Tabela 7.6 Valor preditivo de um teste positivo: efeito da prevalência 
e da acurácia 
Valor preditivo de teste positivo (%) 


Prevalência (%) Sensibilidade (90%) Sensibilidade (99%) 


Especificidade (90%) Especificidade (99%) 
0,01 0,09 0,9 
0,1 0,9 9 
5 32,1 83,9 
50 90,0 99 


prevaléncia aumenta. O efeito da prevaléncia sobre o valor preditivo 
é mostrado na Tabela 7.6. A teoria do valor preditivo quantifica um 
conceito que é intuitivamente óbvio: um resultado positivo apresen- 
ta mais probabilidade de refletir verdadeiramente a doença quando é 
proveniente de uma população de pacientes com elevada prevalência 
da doença. 

O impacto da prevalência sobre a teoria do valor preditivo tem uma 
aplicação prática que permite derivar um valor preditivo maior a partir 
do resultado de um teste realizado sob condições de alta prevalência, 
comparado à situação em que a prevalência é baixa. Por exemplo, con- 
sidere a quantificação dos níveis séricos de CK-MB para um pacien- 
te internado no departamento de emergências. O valor preditivo de 
CK-MB anormal poderia ser de apenas 10%. Por outro lado, diante de 
uma forte suspeita de lesão miocárdica, o paciente poderia ser trans- 
ferido à UAC, na qual a repetição do teste mostraria níveis séricos de 
CK-MB elevados com um valor preditivo bem maior. Sob as con- 
dições limitadas da UAC, a prevalência de um infarto do miocárdio 
agudo (IMA) é maior. Também é possível examinar essa situação a 
partir da perspectiva de probabilidade pré-teste. Para que o paciente 
seja transferido para a UAC (em vez de permanecer no departamento 
de emergências), a suspeita clínica de lesão miocárdica deve ser signi- 
ficativamente alta. Uma vez que a probabilidade pré-teste determina a 
probabilidade pós-teste, a maior suspeita pré-teste traduz-se em uma 
maior predição da doença. 

Para uma doença de baixa prevalência, até mesmo um teste alta- 
mente sensível e específico renderá um baixo valor preditivo, pois a 
maioria de seus resultados positivos será de falso-positivos. Por exem- 
plo, considere uma doença, cuja prevalência é de 1 em 10.000, e um 
teste com sensibilidade e especificidade de 99%. O PV+ será de apenas 
1%, uma vez que 99 entre 100 resultados positivos são falso-positivos. 
É possível notar que a acurácia dos testes para condições raras deve ser 
bastante alta, a fim de predizer a doença com segurança. Assim, além 
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64 de requerer uma sensibilidade quase perfeita, os testes utilizados na 


triagem de doenças raras são mais úteis em casos de populações sele- 
tas, que oferecem mais probabilidade pré-teste. 

Por outro lado, o valor preditivo de um teste negativo diminui à 

medida que a prevalência da doença aumenta. Entretanto, o efeito é 
pequeno, especialmente quando a sensibilidade e a especificidade são 
altas. A prevalência influencia extensivamente o valor preditivo de um 
teste negativo somente quando a prevalência inicial é elevada. 
Valor preditivo e acurácia. Tenha em mente que uma melhor acurá- 
cia (i. e., sensibilidade e especificidade) aumenta o valor preditivo 
de um teste. A fórmula para o valor preditivo (Tab. 7.5) do teorema 
de Bayes mostra que a sensibilidade e a especificidade influenciam o 
valor preditivo. Além disso, conforme mostra a Tabela 7.6, o valor 
preditivo de um teste positivo aumenta com o aumento da prevalência 
e uma melhor acurácia. A especificidade exerce impacto maior sobre 
o valor preditivo de um teste positivo, enquanto a sensibilidade é o 
fator determinante do valor preditivo de um teste negativo. Também 
é possível apreciar essa relação na Tabela 7.4, em que se observa que 
o número de falso-positivos influencia diretamente o valor preditivo 
de um teste positivo, enquanto o número de falso-negativos exerce o 
mesmo efeito sobre um teste negativo. 

Quando se muda o cutoff, a acurácia (i. e., a proporção de resulta- 
dos falsos) e o valor preditivo também mudam. Considere um teste do 
D-dímero para exclusão de trombose venosa em pacientes que chegam 
ao departamento de urgências. Na população de referência, um valor 
maior que 400 U/mL é considerado anormal e indicativo de trombose. 
Para um paciente do departamento de emergências, que esteja apre- 
sentando sintomas sugestivos de trombose, um valor de D-dímero 
ainda menor será tão preditivo quanto um valor > 400 U/mL em uma 
população geral. (Lembre-se de que a probabilidade pós-teste depen- 
de da probabilidade pré-teste). Considere que um cutoff de 400 U/mL 
não corresponde a uma sensibilidade de 100% e exclui alguns pacien- 
tes que apresentam trombose, rendendo, assim, falso-negativos. Como 
não se pode arriscar negligenciar um possível caso de trombose, pode- 
ria ser estabelecido um valor de 200 U/mL para diminuir a proporção 
de falso-negativos e aumentar consideravelmente o valor preditivo de 
um teste negativo. Um teste negativo poderia, então, ser utilizado para 
excluir a possibilidade de trombose e destacar a necessidade de estudos 
adicionais mais caros, como um ultrassom da perna. 


Curva característica de operação 
do receptor (ROC) 


Com base na discussão anterior, fica claro que a sensibilidade e a 
especificidade estão inversamente correlacionadas e que são alteradas 
pelo cutoff de um teste. Assim, a pergunta óbvia com a qual se depara 
o laboratorista é “Que cutoff deve ser utilizado e há alguma preferên- 
cia?”. A ROC ajuda a responder a essa questão. 

A análise ROC baseia-se na teoria de detecção de sinal, desenvolvida 
no contexto da detecção de sinal eletrônico ou de radar, para discriminar 
um sinal de um ruído. Os operadores de radar utilizavam certas caracte- 
rísticas para decifrar o significado das imagens recebidas na tela do radar. 
Curvas eram, então, criadas para representar a acurácia do sinal gerado. 

A representação gráfica de ROC é uma medida completa da acurácia 
de um teste, a capacidade do teste de discriminar entre duas respostas 
alternativas — com doença e sem doença (Zweig, 1993). Como exten- 
são da sensibilidade e da especificidade, a curva é uma representação 
gráfica das sensibilidades e das especificidades variáveis que podem 
resultar da variação do cutoff de um teste. Uma única sensibilidade e 
especificidade proporcionam apenas uma única visão (com base em 
um determinado cutoff) da capacidade do teste de discriminar entre 
ausência e presença de doença. Por meio da simples alteração do 
cutoff, é possível determinar muitas combinações diferentes de sensi- 
bilidade e especificidade para um teste em particular. Em alguns casos, 
uma sensibilidade maior poderia ser preferível e poderia se saber a 
especificidade no novo cutoff. Por outro lado, o cutoff poderia ser ele- 
vado para reduzir o número de falso-positivos e poderia se conhecer a 
nova sensibilidade do teste. A vantagem da curva de ROC consiste na 
representação de todo o espectro de pares sensibilidade-especificidade 
empregando todas as possibilidades de cutoff. Repare que cada valor de 
sensibilidade está acoplado a um único valor de especificidade. 


A curva ROC é gerada pela representação da sensibilidade (eixo y) ver- 
sus 1 — especificidade (eixo x), ou da taxa de positivo-verdadeiros versus 
taxa de falso-positivos, respectivamente (Fig. 7.4). Cada ponto da curva 
ROC representa a sensibilidade e a especificidade para um possível 
cutoff diagnóstico. A curva mostra claramente a inevitável compensação 
observada entre a sensibilidade e a especificidade, à medida que se varia 
o cutoff. Quando a sensibilidade aumenta, a especificidade diminui. Na 
Figura 7.4, o ponto À tem maior sensibilidade, porém menor especi- 
ficidade, enquanto o ponto E apresenta maior especificidade e menor 
sensibilidade. Esses valores correspondem às mudanças de cutoff obser- 
vadas na Figura 7.3. O ponto E na curva ROC corresponde ao cutoff 
mais alto observado na Figura 7.3, enquanto o ponto A corresponde ao 
cutoff mais baixo. O ponto central (C) fornece a melhor combinação de 
sensibilidade e especificidade na curva ROC. 

Um teste que discrimina perfeitamente entre a presença e a ausência 
de doença estará localizado no quadrante esquerdo superior. Nesse 
ponto, a taxa de positivos-verdadeiros (ou sensibilidade) é de 100%, 
e a taxa de falso-positivos é igual a zero (ou 100% de especificidade). 
Um teste sem capacidade de discriminação localiza-se na linha dia- 
gonal (45º). As curvas ROC da maioria dos testes localizam-se entre 
essas duas linhas. Quanto mais elevado estiver o ponto Y, menor será 
o número de falso-negativos; e quanto mais afastado estiver o ponto 
X, maior será o número de falso-positivos. As curvas ROC constituem 
um meio de comparar facilmente o desempenho de dois ou mais 
testes. Assim, uma curva situada mais proximamente ao quadrante 
esquerdo superior está associada a um teste mais acurado. Na Figura 
7.5, 0 Teste 1 proporciona maior acurácia diagnóstica do que o Teste 
2, uma vez que o Teste 1 apresenta sensibilidade maior que o Teste 2 
em cada um dos pontos da curva. Visualmente, dois testes podem ser 
facilmente contrastados por suas posições relativas. 

Em uma curva isolada, o ponto que está mais próximo do quadran- 
te esquerdo superior representa o cutoff de maior acurácia diagnós- 
tica. A seleção de um cutoff depende da opção mais desejável: uma 
sensibilidade maior ou uma especificidade maior. Na prática, o cutoff 
com sensibilidade e especificidade máximas geralmente é selecionado 
como limite da decisão. Como ocorre com outras medidas da acurá- 
cia diagnóstica, a prevalência da doença não afeta a curva. 

Algumas vezes, as curvas de dois testes se cruzam (Fig. 7.6), indi- 
cando que um deles é superior a altas sensibilidades e que o outro é 
superior a especificidades elevadas. O melhor teste, então, é aquele 
que está mais de acordo com as necessidades clínicas. Os testes de tria- 
gem devem ter sensibilidade muito alta. No exemplo (Fig. 7.6), o Teste 
B é o melhor teste de triagem. A uma sensibilidade de 97%, ele apre- 
senta uma taxa de falso-positivos menor do que o Teste A (28% contra 
40%). Testes de confirmação (diagnósticos definitivos) precisam ter 
alta especificidade. O A é o melhor teste de confirmação. A uma taxa 
de falso-positivos de 2% (especificidade de 98%), o Teste A apresenta 
maior sensibilidade que o B (59% contra 47%). 
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Figura 7.4 Curva ROC: efeito da variação do valor de cutoff no isolamento das 
condições de doença e de ausência de doença (ver também a Fig. 7.3). 
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Figura 7.5 Curvas ROC para dois testes. Note que o Teste 1 é sempre superior ao 


Teste 2, visto que apresenta mais sensibilidade que esse (i. e., esta sempre acima e a 
esquerda do Teste 2). 


A área abaixo da curva ROC representa um número único que descre- 
ve a acurácia geral de um teste. Trata-se de uma descrição quantitativa 
do grau de proximidade entre a curva e o quadrante esquerdo superior 
e representa a acurácia de um teste ao longo de toda a amplitude de 
sensibilidade e especificidade, não apenas para um determinado cutoff 
ou parte do gráfico. Uma área igual a 1 representa um teste perfeito, 
enquanto uma área igual a 0,5 (em que a curva é a diagonal de 45º) 
representa um teste sem capacidade de discriminação. O valor matemá- 
tico da área é fornecido por programas de computador que empregam 
métodos estatísticos para comparar dois testes. 

A curva ROC deve ser estudada visualmente, para determinar o 
ponto que fornece o grau de sensibilidade e especificidade mais ade- 
quado às decisões clínicas. Quando as curvas se cruzam (Fig. 7.6), 
considera-se que ambas apresentam acurácias diferentes em regiões 
distintas do gráfico. 

A área sob a curva tem implicações preditivas diretas. Um valor de 
0,9 significa que, em 90% dos casos, dois indivíduos tomados ao acaso 
(um sadio e outro doente) são corretamente classificados pelo teste. 
Com relação à acurácia do teste, uma área > 0,9 é considerada exce- 
lente, uma área < 0,7 é considerada insatisfatória e um valor interme- 
diário é considerado bom ou regular. 


Eficiência de um teste 


A eficiência é a capacidade do teste identificar corretamente um resul- 
tado verdadeiro, em outras palavras, positivos-verdadeiros e negativos- 
verdadeiros. É expressada como percentual de resultados verdadeiros 
(Tab. 7.4), ou como a proporção de positivos-verdadeiros e negativos- 
verdadeiros entre todos os resultados. Enquanto a sensibilidade e a espe- 
cificidade referem-se à capacidade do teste de distinguir entre presença 
e ausência de doença, a eficiência mede a capacidade de detectar todos 
os resultados verdadeiros. Assim, positivos-verdadeiros e negativos- 
verdadeiros são tratados da mesma forma, exatamente como os falso- 
positivos e falso-negativos recebem o mesmo peso. Na prática, um dos 
resultados falsos (FP ou FN) frequentemente é mais importante do que 
outro, do ponto de vista clínico, e a eficiência não considera esse aspec- 
to. Desse modo, um teste introduzido para identificar todos os pacien- 
tes com uma determinada doença pode ser altamente eficiente, contudo 
é possível que não atenda a todas as necessidades clínicas, uma vez que a 
taxa de falso-negativos é muito alta. 

Há casos em que é preferível selecionar um cutoff que corresponda 
à maior eficiência, e essa relação pode ser visualizada em um gráfico 
de eficiência versus cutoff. Repare que o cutoff pode ser escolhido com 
o objetivo de reduzir o número de falso-positivos ou falso-negativos, 
dependendo de qual seja o mais importante. 

Assim com o valor preditivo, a eficiência do teste é influenciada pela 
prevalência da doença. Por essa razão, a eficiência deve ser interpretada 
com cautela quando a prevalência é muito baixa ou muito alta. Diante 






Teste B 


0,5 


Sensibilidade 


00 OB 1,0 
1 — Especificidade 


Figura 7.6 Curvas ROC para dois testes. Note que as curvas se cruzam. Leia o texto 
para a interpretação do grafico. 


de prevaléncias extremas (muito superior ou muito inferior a 50%), 
mas principalmente quando a prevalência é muito baixa, o cutoff pode 
ser mudado para que não haja nenhum resultado falso em nenhuma 
categoria. Dessa forma, um teste considerado altamente eficiente pode 
ser pouco sensível ou pouco específico. 


Razões prováveis 


Ao interpretar resultados, o clínico não só considera se o resultado 
de um teste é normal ou anormal, como também quão alto ou baixo 
é o seu valor em relação ao limite de referência. Por exemplo, uma 
concentração de ALT igual a 60 U/L (com um limite superior de 55 
U/L) geralmente recebe tratamento diferente daquele dispensado a 
uma concentração de ALT de 2.000 U/L, visto que o primeiro caso é 
bem menos indicativo de doença hepática que o segundo. A taxa de 
probabilidade quantifica o que o clínico talvez saiba intuitivamente 
— quanto mais distante estiver um resultado do limite de referência, 
maior é a probabilidade de uma indicação de doença. 

A taxa de probabilidade (TP) é a razão entre duas probabilidades: a 
de ocorrer um resultado de teste quando a doença existe (verdadeiro- 
positivo) dividida pela probabilidade de ocorrer o mesmo resultado na 
ausência de doença (falso-positivo). Em outras palavras, o cálculo infor- 
ma quais são as chances (ou a probabilidade) de ocorrer um resulta- 
do de teste para um paciente com doença, em oposição a um paciente 
sadio. Quanto maior for a taxa de probabilidade de um teste positivo, 
mais útil é a informação fornecida pelo teste positivo. Por exemplo, 
considere a quantificação dos níveis séricos de lipase na detecção de 
pancreatite aguda. Os valores de lipase poderiam estar elevados (acima 
do cutoff de 200 U/L) em 90 pacientes de um total de 100 indivíduos 
com pancreatite aguda, porém, de modo semelhante, também poderia 
estar elevado em 10 pacientes de um total de 100 indivíduos apresentan- 
do dor abdominal de causas diversas. A taxa de probabilidade seria igual 
a 9, indicando uma probabilidade 9 vezes maior de encontrar níveis de 
lipase anormais em indivíduos com pancreatite, em comparação aos 
indivíduos sem a doença; ou uma probabilidade de um número 9 vezes 
maior de indivíduos com pancreatite apresentarem aumento dos níveis 
de lipase, comparado ao número de indivíduos com outras doenças 
abdominais. A taxa de probabilidade refere-se à possibilidade de ocor- 
rer um dado resultado de teste, quando se considera uma determinada 
doença. Isso não é o mesmo que uma probabilidade 9 vezes maior de 
pancreatite mediante níveis de lipase anormais. Esse último seria o valor 
preditivo de um teste lipase-positivo. 

A TP pode ser derivada a partir da sensibilidade e especificidade 
(Tab. 7.7). Assim como as demais medidas de acurácia de um teste, a 
TP é uma avaliação do status do teste ou de seu desempenho, e não do 
estado da doença no paciente submetido ao teste. A TP também não é 
influenciada pela prevalência da doença, podendo ser calculada para 
múltiplos níveis de resultados de teste. Assim, o grau de anormalidade 
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Tabela 7.7 Taxa de probabilidade (TP) 


Definição 
Probabilidade de ocorrer um resultado de teste em indivíduos com doença/ 
probabilidade de ocorrer o mesmo resultado de teste em indivíduos sem doença 


Exemplo 
TP de teste positivo = Considerando a Tabela 7.5, utilizando o teste 
sensibilidade/ de FR, que resulta positivo em 95 pacientes 


dos 100 indivíduos com AR (sensibilidade de 
95%), e também em 10 pacientes dos 100 
indivíduos sem AR (especificidade de 90%) 
TP de teste positivo = (95/100)/(10/100) = 9,5 
O mesmo teste de FR, que resulta negativo 
em 90 pacientes dos 100 indivíduos sem AR 
e também em 5 pacientes dos 100 indivíduos 
com AR 

TP de teste negativo = (5/100)/(90/100) = 0,06 


(1 — especificidade) 


TP de teste negativo = 
(1 —sensibilidade)/ 
especificidade 


de um resultado pode ser considerado e as decisões médicas podem 
ser tomadas em um ponto em que há um número menor de resulta- 
dos falso-negativos e positivos. 

A TP também pode ser derivada a partir da curva ROC. A inclina- 
ção da curva ROC — sensibilidade/ (1 — especificidade) — em qualquer 
valor de cutoff gera a TP de um teste positivo naquele valor. Na Tabela 
7.7, observa-se que a TP corresponde à divisão da taxa de positivos- 
verdadeiros (sensibilidade) pela taxa de falso-positivos (1 — especifici- 
dade). Ao longo de uma extensão maior da curva, a TP corresponde 
à mudança da sensibilidade dividida pela mudança da especificidade. 
Como ocorre com a área abaixo da curva, o uso da TP derivada sem a 
apreciação da curva real pode conduzir ao erro. Uma TP elevada pode 
não implicar necessariamente um teste útil, pois um teste pode apre- 
sentar TP elevada ainda que seja muito pouco sensível. 

Outro modo mais prático de entender a TP é a partir do ponto de 
vista da probabilidade pré e pós-teste. A TP e a probabilidade pré- 
teste (prevalência) podem ser utilizadas para calcular a probabilidade 
pós-teste (valor preditivo). Isso é ilustrado pelos exemplos da Tabela 
7.8. Para um teste positivo, qualquer TP > 1 aumentará a probabili- 
dade pós-teste. Quanto maior for a TP, maior será a diferença exis- 
tente entre as probabilidades pré e pós-teste. Independentemente da 
prevalência, uma TP elevada aumenta a possibilidade de um resul- 
tado de teste positivo predizer uma doença. Ocorre o contrário com 
um resultado de teste negativo, para o qual uma TP < 1 diminui- 
rá a probabilidade pós-teste. Quanto menor for a TP, maior será a 
diferença existente entre as probabilidades pré e pós-teste. Assim, os 
testes que podem ser úteis à prática clínica são aqueles em que um 
resultado positivo apresenta uma TP elevada e um resultado negati- 
vo, uma TP baixa. 


Acurácia diagnóstica e necessidade clínica 


Para ajudar os clínicos a predizer doenças, o laboratório clínico deve 
fornecer testes com acurácia diagnóstica adequada. Um teste que não 
discrimina satisfatoriamente entre presença e ausência de doença pro- 
vavelmente não apresenta poder preditivo. O laboratório pode alterar 
a sensibilidade ou a especificidade de um teste para atingir metas clí- 
nicas. De um modo geral, testes de triagem devem ser altamente sen- 
síveis para evitar a exclusão de indivíduos com doença. É o que ocorre 
na avaliação de bebês para detecção de hipotireoidismo neonatal, ou 
no exame para infarto do miocárdio realizado em indivíduos adul- 
tos com dor torácica, no departamento de emergências. Em ambas as 
situações, a suspeita da doença talvez não seja forte, porém seu grau 
de seriedade e a disponibilidade de intervenções terapêuticas determi- 
nam que nenhum caso deve ser perdido. Essa abordagem pode gerar 
muitos gastos com resultados falso-positivos desnecessários, ainda 
que inevitavelmente. Um teste com alta sensibilidade também é uti- 
lizado para excluir doenças, uma vez que possui alto valor preditivo 
para um teste negativo. 

Os testes de confirmação, como os de HIV, devem ser altamente 
específicos. Isso é particularmente válido quando há pouca evidência 


Tabela 7.8 Taxa de probabilidade (TP) e probabilidade da doença 


A TP e a probabilidade pré-teste (prevalência) podem ser utilizadas para calcular 
a probabilidade pós-teste (valor preditivo). Isso pode ser melhor compreendido 
quando se expressa a probabilidade em termos de chances 


Definições 
Chances = probabilidade/ 
(1 — probabilidade) 


Etapa 1: a probabilidade pré-teste é convertida em 
chances de pré-teste para calcular as chances de 
pós-teste da doença ou da ausência de doença (ver 
exemplos) 

Etapa 2: calculam-se as chances de pós-teste. Note 
que a TP de um resultado positivo ou negativo 
aumenta, de mesmo modo que as chances de o 
resultado predizer doença ou ausência de doença, 
respectivamente 


Chances de pós-teste = 
chances de pré-teste x TP 


Probabilidade = chances/ 
(1 + chances) 


Etapa 3: as chances são convertidas novamente em 
probabilidade para calcular a probabilidade pós-teste 
(valor preditivo) de um teste positivo ou negativo 
Exemplo 1 

Considerando a Tabela 7.5, a probabilidade pré-teste para AR é igual a 5% em 
uma dada clínica de reumatologia. A partir da Tabela 7.7, observa-se que a TP de 
um teste de FR positivo é 9,5. Repare que a probabilidade da doença aumenta de 
5% (pré-teste) para 33% (pós-teste) por causa do resultado de teste positivo 
Chances de pré-teste da doença = 
probabilidade pré-teste/ 

(1 — probabilidade pré-teste) 
Chances de pós-teste da doença = 
probabilidade pré-teste x 

TP de teste positivo 

Probabilidade pós-teste = 
chances/(1 — chances) 


Chances de pré-teste = 
0,05/0,95 = 0,053 a 1 


Chances de pós-teste = 0,053 x 
99=0,5a1 


Probabilidade pós-teste = 0,5/1,5 
= 0,33 ou 33% 

Exemplo 2 

Considerando a Tabela 7.7, a TP de um teste de FR negativo é igual a 0,06. 
Enquanto a probabilidade de doença aumenta de 5% (pré-teste) para 33% 
(pós-teste), devido ao resultado de teste positivo (exemplo 1), a probabilidade de 
doença diminui de 5% (pré-teste) para 0,3% (pós-teste) por causa do resultado 
de teste negativo 

Chances de pré-teste da doença = 
probabilidade pré-teste/ 

(1 — probabilidade pré-teste) 
Chances de pós-teste da doença = 
probabilidade pré-teste x 

TP de teste negativo 
Probabilidade pós-teste = 
chances/(1 — chances) 


Chances de pré-teste = 0,05/0,95 
= 0,053 a 1 


Chances de pós-teste = 0,053 x 
0,06 = 0,003 a 1 


Probabilidade pós-teste = 
0,003/1,003 = 0,003 ou 0,3% 


clínica para sustentar a presença de uma doença, ou quando é neces- 
sário garantir um diagnóstico, por tratar-se de uma doença séria e 
porque um resultado falso-positivo teria um alto custo. 

A acurácia diagnóstica do teste aliada à prevalência determinam a 
probabilidade da doença (valor preditivo de um teste positivo). Uma 
melhor acurácia diagnóstica leva a um melhor poder preditivo. Além 
disso, o valor preditivo de um teste positivo melhora quando a preva- 
lência (ou probabilidade pré-teste) é alta. A elevação dos níveis de PSA 
em um paciente idoso do sexo masculino, que apresenta aumento do 
tamanho da próstata, reflete uma probabilidade de câncer maior do 
que na população masculina em geral. Como consequência, no caso 
de uma doença rara, a maioria dos resultados positivos será de falso- 
positivos. 

A probabilidade pré-teste da doença (prevalência) afeta a proba- 
bilidade pós-teste, mas também influencia a interpretação do teste. 
Assim, um teste positivo exerce efeito maior quando a probabilida- 
de pré-teste é baixa, enquanto o efeito de um teste negativo é maior 
quando a probabilidade pré-teste é alta. Se há forte suspeita em rela- 
ção a um dado diagnóstico clínico, um teste positivo não acrescentará 
muitas informações à avaliação clínica. Além disso, se a probabilida- 
de pré-teste for muito alta, até mesmo um teste negativo poderá ter 


pouco efeito sobre a supervisão do paciente, a menos que a sensibi- 
lidade do teste seja de 100%. O maior benefício que um teste pode 
proporcionar é obtido nos casos de incerteza moderada em relação à 
doença, isso é, quando a probabilidade pré-teste é intermediária. Um 
benefício semelhante também é obtido quando a probabilidade pré- 
teste se aproxima do ponto de decisão médica, de tal modo que o teste 
influenciará consideravelmente o curso da ação. 


Medicina baseada em evidência 


Historicamente, as decisões médicas têm se apoiado fortemente na 
experiência clínica, na opinião de especialistas, bem como em outras 
fontes de informação subjetivas ou não controladas. Essa realidade 
também se aplica à medicina laboratorial, em que com frequência há 
uma fundamentação inadequada das evidências que sustentam as prá- 
ticas existentes (Price, 2000, 2003). Por exemplo, o motivo pelo qual 
um teste é requisitado pode não ser claramente compreendido — isso 
é, que pergunta clínica o teste tenta responder? De maneira alternati- 
va, talvez não haja nenhuma informação sobre a possibilidade de ou 
quando um teste influencia o resultado do paciente, como morbida- 
de, mortalidade, relação custo-benefício, satisfação do paciente, risco 
e desconforto (Bruns, 2001). Por exemplo, o teste rápido melhora o 
diagnóstico e a liberação do paciente do departamento de emergên- 
cias? (Kendall, 1998; Price, 2003; Bruns, 2001; Westgard, 2004; Trenti, 
2003). Estudos sobre efetividade clínica no laboratório são difíceis de 
encontrar, pois são caros e de planejamento complicado (McQueen, 
2001; Price, 2003). Além disso, a consulta laboratorial muitas vezes 
baseia-se na tradição de experiência clínica e laboratorial, conside- 
rando bem menos uma abordagem sistemática para determinação da 
melhor evidência disponível (Price, 2003; Gyatt, 1992). 

Contrastando com as abordagens tradicionais, a medicina baseada em 
evidência (MBE) é um processo por meio do qual as decisões médicas 
podem ser tomadas utilizando-se o máximo de ferramentas objetivas 
possível. A MBE é uma prática sistemática que integra a mais moderna 
e a melhor das evidências ao conhecimento clínico e às preferências do 
paciente durante a tomada de decisão médica (Sackett, 2000). A MBE 
enfatiza a análise crítica de informações provenientes da literatura, 
bem como o desenvolvimento de conhecimento para a prática médi- 
ca (Sackett, 1983; Elstein, 2004, 1980; Sackett, 1991; Ludmerer, 2004). 
A MBE incentiva o cultivo do aprendizado contínuo e o compartilha- 
mento do conhecimento médico em todos os níveis de treinamento, do 
estudante de medicina ao médico profissional (Ludmerer, 2004). Desde 
a sua introdução, a MBE tem crescido para se tornar uma ferramenta 
essencial disponível a todos os prestadores de assistência à saúde. 

A prática da medicina baseada em evidência tem cinco etapas (Price, 
2000, 2003; Sackett, 2000): (1) elaborar uma pergunta clínica com base 
no encontro com um paciente; (2) adquirir informação buscando recur- 
sos; (3) analisar e avaliar criticamente a informação e buscar uma conclu- 
são que responda à pergunta clínica; (4) aplicar a informação aos pacien- 
tes individualmente; (5) verificar a efetividade e monitorar a literatura. 

O encontro clínico de um paciente com um prestador de assistência 
à saúde geralmente resulta em um questionamento que necessita da 
realização de um ou mais testes laboratoriais — seja para triagem, diag- 
nóstico, prognóstico ou monitoramento de tratamento (McQueen, 


2001). A pergunta desenvolvida deve ser específica a uma decisão que 
deve ser tomada para o paciente envolvido. Essa pergunta compara 
uma intervenção, como a requisição de um teste diagnóstico, com a 
prática aceita. A pergunta clinica pode ser descrita em quatro partes 
e resumida pela sigla PICO (Elstein, 2004; Sackett, 2000): problema 
(P, problem): qual é o problema de interesse especificamente para o 
paciente?; intervenção (I, intervention): que intervenção está sendo 
considerada?; comparação (C, comparison): a que alternativas é possí- 
vel comparar a intervenção?; resultado (O, outcome): existe um resul- 
tado clínico quantificável que possa ser medido? 

Por exemplo, um homem de 55 anos de idade, que voltou recente- 
mente de uma viagem da Europa, queixa-se de um inchaço na perna 
direita. No exame constatou-se que a região estava quente, averme- 
lhada e inchada. A pergunta clínica pode ser resumida da seguinte 
forma: problema: o teste de D-dímero é um bom “teste de exclusão” 
para trombose de veia profunda, considerando-se que o paciente é 
um homem de meia-idade que apresenta fator de risco para trombose 
(como a duração da viagem)?; intervenção: teste de D-dímero; com- 
paração: ultrassom venoso ou venografia como método de referên- 
cia; resultado: valor preditivo do teste de D-dímero na “exclusão” de 
trombose de veia profunda. 

Um segundo exemplo poderia ser: um homem de 58 anos de idade, 
que apresenta fibrilação atrial, chega ao departamento de emergências 
com sangramento gastrintestinal por overdose de warfarina. Problema: 
a vitamina K é efetiva na correção de coagulopatias causadas por over- 
dose de warfarina; intervenção: administração de vitamina K; compara- 
ção: plasma fresco congelado pode ser um tratamento alternativo; resul- 
tado: correção do sangramento e do tempo de protrombina. 

A estratégia utilizada para responder a essas perguntas deve ser 
determinada antes de iniciar a busca de recursos, a fim de evitar a 
introdução de viés de seleção. As fontes de informação incluem livros- 
texto, periódicos, livros-texto eletrônicos e resumos de periódicos. Os 
livros-texto, embora possam fornecer uma introdução à patofisiologia 
da doença, não contêm as melhores evidências em voga. Os artigos de 
periódicos fornecem informação mais atualizada que os livros-texto, 
porém tornam-se igualmente ultrapassados com o tempo, depois de 
terem sido escritos, aceitos e publicados. Os estudos clínicos rando- 
mizados com controle (RCTs, Randomized Clinical Controlled Trials) 
com duplo-cego constituem a informação mais valiosa dos artigos de 
periódicos, pois são menos tendenciosos. Entretanto, os RCTs são 
muito dependentes dos métodos empregados na realização do duplo- 
cego e no tratamento dos indivíduos (Lijmer, 1999). 

Artigos secundários e metanálises (uma técnica estatística para inte- 
grar resultados de múltiplos estudos) resumem as melhores evidên- 
cias atuais, além de fornecer orientações sobre a prática. O Centre for 
Evidence-Based Medicine (Centro de Medicina Baseada em Evidência; 
http://www.uptodate.com/) e o Best Clinical Evidence (Godlee, 2004) 
são fontes de informações resumidas. A série de periódicos Evidence- 
Based Medicine (ebm.bmjjournals.com) também é uma excelente fonte 
de resumos atualizados. Apesar de conveniente, um resumo de artigo 
deve ser avaliado com cautela, visto que um “especialista” pode intro- 
duzir distorções relacionadas a quais estudos são acessados e ao valor 
atribuído a determinados artigos em particular. As ferramentas para 
tomada de decisão médica ajudam a analisar, de forma crítica, e a resu- 
mir cada uma das etapas do processo (Guyatt, 2002). 
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PONTOS-CHAVE 
— «Na grande maioria dos casos, diagnósticos diferenciais 


acurados podem ser estabelecidos a partir de um estudo 
sistemático dos perfis laboratoriais de pacientes. 


e Existem, basicamente, quatro tipos de anemia: anemia ferropriva, 
anemia de doenças crônicas, anemia hemolítica e anemia macro- 
cítica/por deficiência nutricional. Elas podem ser prontamente dife- 
renciadas entre si tanto pelo perfil hematológico como por exames 
laboratoriais simples. 


e As dosagens de sódio e potássio e a osmolaridade urinários per- 
mitem que as causas de hipo ou hipernatremia sejam imediatamente 
determinadas. 


e Provas de função hepática podem diferenciar seis hepatopatias 
diferentes: hepatite, cirrose, doença biliar, lesões expansivas do 
fígado, congestão passiva e insuficiência hepática fulminante. 

e A insuficiência renal pode ser prontamente diagnosticada a partir 
da observação do aumento do nitrogênio ureico sanguíneo (BUN, 
blood urea nitrogen) e da creatinina. É possível identificar o local da 
insuficiência renal (i. e., glomerular ou tubular) a partir da relação 
osmolalidade sérica/osmolalidade urinária. 


e Os gases do sangue permitem determinar as causas de acidose ou 
alcalose metabólica versus acidose ou alcalose respiratória. Existe 
uma importante relação entre a pressão parcial de oxigênio e o 
dióxido de carbono, de modo que, em doenças respiratórias, altos 
níveis de dióxido de carbono bloqueiam a oxigenação do sangue 
venoso, levando a uma crise respiratória. 


e A elevação dos níveis séricos da troponina conduz ao diagnóstico 
de infarto do miocárdio (IM), ou, mais raramente, de angina instável. 


e Elevações de vários analitos séricos, como a proteína C-reativa 
(PCR), indicam doença inflamatória. Elevações da amilase e da 
lipase séricas indicam pancreatite aguda. 


e Dois tipos de endocrinopatias são discutidos: da tireoide e das 
adrenais. Níveis séricos de T4 (ou melhor, de T4 livre) e do hormô- 
nio tireoestimulante (TSH) podem ser utilizados para o diagnóstico 
do hipo ou hipertireoidismo primário ou secundário. Níveis séricos 
de cortisol e de hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) podem ser 
utilizados para o diagnóstico do hipo ou hiperadrenalismo primário 
ou secundário. 
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Interpretação e correlação de valores 
laboratoriais anormais 


Considerações gerais 


O principal objetivo da realização de determinações de analitos 
no laboratório clínico é auxiliar no diagnóstico e no tratamento de 
pacientes com doenças e de indivíduos sob avaliação da saúde. A esse 
respeito, frequentemente recorre-se ao patologista clínico, tendo-o 
como consultor, para explicar valores laboratoriais anormais, espe- 
cialmente aqueles que parecem não estar correlacionados, e reco- 
mendar, ou mesmo solicitar, exames laboratoriais que possam levar 
ao diagnóstico correto no work-up de pacientes, para determinados 
problemas médicos. Além disso, a avaliação de resultados de exames 
laboratoriais pelo patologista clínico pode não apenas revelar a ocor- 
rência (infrequente) de erros laboratoriais, mas também ajudar na 
seleção de exames adequados e custo efetivos de uma ampla variedade 
de opções de exames cada vez mais complexos (Witte, 1997; Dighe, 
2001; Bonini, 2002). 

Para a avaliação de resultados de exames, o computador do labo- 
ratório constitui um auxílio valioso. Virtualmente, todos os sistemas 
realizam checagem diária de valores que estejam significativamente 
fora dos intervalos de referência estabelecidos ao paciente, ou que 
apresentem alterações importantes em um período de 24 horas. Em 
geral, eles são relatados como “checagem delta falha”. Assim, pacien- 
tes com achados laboratoriais significativamente anormais podem ser 
identificados. 

Este capítulo apresenta uma abordagem para a interpretação de 
valores laboratoriais que permite aos laboratoristas ajudar no estabe- 
lecimento de diagnósticos clínicos e auxiliar no seu tratamento. Esta 
é uma discussão abrangente e que, possivelmente, não cobrirá todas 
as doenças imagináveis que o paciente possa apresentar. Em vez disso, 
esta apresentação preocupa-se com as maneiras gerais de interpretar 
valores anormais e analisa as causas mais comuns desses achados, de 
modo que o leitor tenha base para interpretar valores anormais. 

Talvez o leitor prefira ler as seções Bioquímica (parte II) e Hemato- 
logia (parte IV) deste livro antes desta, a qual fornece uma visão geral 
dessas duas áreas diagnósticas vitais. Alternativamente, o leitor pode 
decidir ler este capítulo primeiro para ter uma visão geral, antes dos 
vários capítulos sobre Bioquímica e Hematologia, nas partes II e IV, 
respectivamente. 








nterpretação de resultados laboratoriais 


90 Princípios fundamentais 


da interpretação de valores 


Antes de embarcar em uma discussão sobre condições específicas 
que dão origem a valores anormais, certos preceitos devem ser sempre 
seguidos, sumariados da seguinte maneira: 

1. nunca confiar em um único valor (fora da faixa de referência) 
para estabelecer um diagnóstico. É fundamental que seja estabe- 
lecida uma tendência de valores. Por exemplo, um valor de sódio 
de 130 mEq/L não indica, necessariamente, hiponatremia. Esse 
valor anormal, de forma isolada, pode ser espúrio e refletir fatores 
como uma técnica de flebotomia inadequada, variabilidade labo- 
ratorial etc. Entretanto, uma série de valores baixos de sódio em 
amostras sucessivas de soro de um determinado paciente indica 
essa condição. Por isso, é fundamental acompanhar as tendências 
de determinados valores; 

2. regra de Osler. Especialmente quando o paciente tem menos de 
60 anos, tentar atribuir todos os achados laboratoriais anormais a 
uma única causa. Somente quando não for possível correlacionar 
todos os achados anormais, a possibilidade de múltiplos diagnós- 
ticos deve ser cogitada. 


Anormalidades no perfil hematológico 


Frequentemente, em relatórios laboratoriais, a primeira seção con- 
tém o perfil hematológico, incluindo a contagem celular (CBC). Dis- 
cussões abrangentes sobre a hematopatologia clínica são apresentadas 
na parte IV. Aqui, discutiremos padrões muito básicos de anormalida- 
des para fornecer uma base de referência global para a interpretação de 
valores e para a solicitação de exames adicionais. Embora esta parte do 
livro se ocupe da bioquímica ou patologia química, discutimos o perfil 
hematológico porque a interpretação de resultados hematopatológicos 
depende de resultados de determinações quantitativas realizadas na 
bioquímica. 


Anemias 


A anemia, um distúrbio hematológico comum, é definida fisiopa- 
tologicamente como uma diminuição da capacidade de transporte 
de oxigênio do sangue. Toda a capacidade de transporte de oxigênio 
deve-se à ligação do oxigênio à hemoglobina contida unicamente nos 
eritrócitos. Como a anemia pode causar hipóxia tissular, ela comu- 
mente produz sintomas como desmaio, fadiga, palidez e dificuldade 
respiratória. 

Na prática, o melhor indicador para essa condição é a contagem ou 
número baixo de eritrócitos por volume de sangue total. Embora a 
faixa de referência para a contagem eritrocitária varie com a idade, o 
sexo e a população, ela engloba valores de aproximadamente 4 a 6 x 
10º eritrócitos por milímetro cúbico (mm) ou microlitro. Essa faixa 
pode mudar um pouco de acordo com população. A contagem eri- 
trocitária abaixo do limite inferior da faixa de referência é um indi- 
cativo de anemia. Além disso, os eritrócitos ocupam uma faixa bem 
definida em termos de porcentagem do volume que eles ocupam 
no sangue total ou hematócrito. Geralmente, a faixa de valores nor- 
mais do hematócrito para adultos é de 36 a 45% (os valores normais 
para as mulheres, em geral, são ligeiramente mais baixos que para os 
homens). Ademais, a concentração total de hemoglobina no sangue 
é de aproximadamente 12 a 15 g/dL, ou aproximadamente 33 a 36 g/ 
dL nos eritrócitos (concentração de hemoglobina corpuscular média). 
Os valores normais também dependem da idade do paciente e da alti- 
tude de sua residência. Normalmente, o hematócrito é cerca de três 
vezes o valor da concentração de hemoglobina, a qual, por sua vez, é 
cerca de três vezes o valor da contagem eritrocitária. 

Quando a anemia é diagnosticada, é obrigatório que a sua causa 
seja determinada. Uma anamnese e um exame físico excelentes são 
necessários para a seleção adequada do exame, diagnóstico, o melhor 
tratamento e o cuidado para o paciente. Além disso, uma revisão da 
lâmina de esfregaço de sangue periférico para verificação da morfolo- 
gia dos eritrócitos e leucócitos geralmente é útil. 

Para estreitar ainda mais o diagnóstico diferencial e facilitar a sele- 
ção adequada de exames, alguns esquemas de classificação de anemia 


foram desenvolvidos, não existindo um único esquema ideal disponí- 
vel. Uma abordagem particularmente útil usa o Volume Corpuscular 
Médio (VCM) associado à amplitude da distribuição de eritrócitos 
(RDW, Red cell Distribution Width) e a contagem de reticulócitos 
(reticulocitose percentual) ou Índice de Produção de Reticulócitos 
(IPR). Em conjunto, esses índices ajudam a formar uma hipótese de 
trabalho para a causa subjacente da anemia. 

A determinação eletrônica do VCM, diretamente dos dados de dis- 
tribuição de eritrócitos, permite a classificação com base no tama- 
nho dos eritrócitos, como macrocíticos (VCM geralmente > 100 pm’ 
[100 fL]), microcíticos (VCM geralmente < 80 um [80 fL]) ou nor- 
mocíticos (VCM geralmente entre 80 a 100 um” [fL]). A RDW (por 
cento) é um parâmetro que também ajuda a classificar uma anemia 
e reflete a variação do tamanho dos eritrócitos (anisocitose). Geral- 
mente, a RDW varia entre 12 e 17 e depende da idade, do sexo e do 
grupo étnico do paciente. Ela pode ser útil na diferenciação de causas 
de microcitose, uma vez que a anemia ferropriva de moderada a gra- 
ve está associada a um aumento da RDW, enquanto a talassemia e a 
anemia de doença crônica estão associadas a uma RDW normal. 

A reticulocitose no sangue periférico é uma medida da resposta da 
medula óssea frente a uma anemia. Uma mensuração similar, o IPR, cor- 
rige a contagem de reticulócitos em relação à: (1) proporção de reticuló- 
citos presentes em um paciente sem anemia; (2) liberação prematura de 
reticulócitos na circulação periférica. A resposta da medula óssea à ane- 
mia pode ser adequada (hiperproliferativa) com um IPR > 3, geralmente 
indicando a hiperproliferação de eritrócitos na medula. No entanto, a 
anemia pode decorrer da produção defeituosa de eritrócitos ou de insu- 
ficiência medular (hipoproliferativa), geralmente indicada por um IPR < 
2. Por essa razão, embora esses índices eritrocitários não sejam patogno- 
mônicos da causa de um tipo particular de anemia, a combinação do 
VCM, RDW e IPR, examinados em conjunto, geralmente estreitam de 
modo significativo o diagnóstico diferencial e facilitam a seleção dos exa- 
mes. A Tabela 8.1 apresenta exemplos comuns de anemia e seu diagnós- 
tico usando esses índices eritrocitários, bem como outras anormalidades 
analíticas úteis. 


Anemia microcitica 

Anemias microcíticas comuns incluem a anemia ferropriva e as talas- 
semias. Algumas hemoglobinopatias e a anemia de doença crônica tam- 
bém podem ser microcíticas. Em nossa discussão, centraremos a aten- 
ção na anemia ferropriva e na anemia de doença crônica, um diagnóstico 
diferencial comum para pacientes com anemia microcítica. Ambas as 
anemias parecem ser distúrbios envolvendo o metabolismo do ferro. 

Na anemia ferropriva ocorre uma deficiência primária de ferro dispo- 
nível para os eritrócitos (geralmente em razão da perda sanguínea, mas 
outras causas incluem a deficiência dietética, a má absorção e a gesta- 
ção). A perda crônica de sangue sempre deve ser muito bem investigada, 
porque está comumente associada a processos malignos. No entanto, a 
anemia de doença crônica parece resultar de um defeito da utilização/ 
metabolismo do ferro, e está associada a distúrbios crônicos não hema- 
tológicos, como infecções crônicas, distúrbios do tecido conjuntivo, 
processos malignos e distúrbios renais, tireoidianos e hipofisários. 

Para diferenciar a anemia ferropriva da anemia de doença crônica, 
junto da RDW, várias mensurações laboratoriais diferentes são mui- 
to úteis. O diagnóstico geralmente é estabelecido com a realização de 
exames laboratoriais adicionais do soro ou sangue total. Entretanto, 
como a anemia ferropriva é sempre acompanhada de perda de fer- 
ro, que é armazenado ligado à proteína ferritina nos macrófagos da 
medula óssea, o diagnóstico, em princípio, sempre pode ser feito por 
meio de uma biópsia da medula óssea com um corante de ferro que 
mostra a ausência de ferro medular. Evidentemente, esse procedimen- 
to é invasivo e deve ser realizado somente como último recurso. 
Níveis séricos de ferritina. Normalmente, existe um equilíbrio entre 
a ferritina intracelular e a extracelular. Quanto mais baixa for a quan- 
tidade de ferro armazenada, mais baixa será a concentração intrace- 
lular de ferritina e, consequentemente, mais baixa será a concentra- 
ção extracelular de ferritina. O nível de ferritina extracelular pode ser 
mensurado diretamente determinando-se o nível sérico de ferritina, 
que é feito de maneira rápida e acurada em alíquotas de soro, usan- 
do o método ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), descrito 
no Capítulo 43. Portanto, de maneira geral, o nível sérico de ferritina 


Tabela 8.1 Tipos comuns de anemias e work-ups diagnósticos* 


Anemia Causa Anormalidade comum 
de analitos 

1. Hipoproliferativa, Deficiência Ferritina baixa 

microcítica de ferro Aumento da IBC 

Ferro sérico diminuído 
Proporção Fe/TIBC diminuída 
Geralmente, RDW aumentada 

2. Hipoproliferativa, Anemia de Geralmente, ferritina normal 


IBC normal 

Ferro sérico diminuído 
Relação Fe/TIBC normal 
Geralmente, RDW normal 
Esquizocitose 

Aumento de reticulócitos 
Haptoglobina baixa 
Carboxi-hemoglobina elevada 
LDH elevada 

Bilirrubina indireta elevada 
Geralmente, RDW aumentado 
Leucopenia 

Trombocitopenia 

Medula óssea hipocelular 
Geralmente, RDW normal 
Aumento de BUN e creatinina 
Eritropoetina baixa 

Células espiculadas podem estar 
presentes 

Geralmente, RDW normal 


microcítica doença crônica 


Anemia 
hemolítica 


3. Hiperproliferativa, 
normocítica 


4. Hipoproliferativa, 
normocítica 


Anemia aplástica 


Insuficiência 
renal 


5. Hipoproliferativa, 
normocítica 


6. Hipoproliferativa, 
macrocítica 
A. Megaloblástica B, e/ou folato baixo 


Leucócitos polimorfonucleares 


Deficiência de 
B,, e/ou folato 


hiperlobulados 

Macro-ovalócitos 

RDW aumentada 
B. Não Hipotireoidismo TSH elevado 
megaloblástica RDW normal 


* Ferritina, haptoglobina, LDH, bilirrubinas, BUN, creatinina, eritropoetina, TSH e T; são 
expressos em concentrações. Todos esses analitos são mensurados no soro. 


IBC = capacidade de ligação de ferro; TIBC = capacidade total de ligação de ferro; RDW = 
amplitude da distribuição de eritrócitos; Fe = ferro; LDH = lactato desidrogenase; BUN = 
nitrogênio ureico sanguíneo; TSH = hormônio tireoestimulante. 


fornece uma excelente mensuração não invasiva dos estoques de ferro 
disponíveis. Como na anemia de doença crônica os estoques de ferro 
são abundantes, o nível sérico de ferritina é caracteristicamente nor- 
mal a elevado. Em contraste, na anemia ferropriva, na qual os estoques 
de ferro estão esgotados, o nível sérico de ferritina caracteristicamente 
diminui. Portanto, o nível sérico de ferritina é um ensaio que pode 
ser utilizado na diferenciação entre a anemia ferropriva e a anemia de 
doença crônica. 

Uma advertência em relação ao uso de valores de ferritina sérica para 
obter esta diferenciação é o fato de ela também ser um reagente da fase 
aguda. Reagentes da fase aguda são proteínas (discutidas no Cap. 19) 
que aumentam em resposta a um processo agudo, usualmente uma 
condição inflamatória aguda. Então, se um paciente apresenta uma 
infecção aguda, o nível sérico de ferritina pode estar falsamente eleva- 
do. O resultado pode ser um nível de ferritina no intervalo de referên- 
cia. Geralmente, na anemia ferropriva acompanhada por um processo 
agudo, esse nível encontra-se no limite inferior da faixa de referência. 
Uso de ferro sérico e capacidade de ligação do ferro. Além do nível de 
ferritina, pode ser realizada a mensuração de ferro sérico e da capaci- 
dade de ligação do ferro. Em média, o ferro sérico está, evidentemen- 
te, reduzido na anemia ferropriva e normal, ou algumas vezes baixo, 
na anemia de doença crônica. A capacidade de ligação do ferro é uma 


mensuração direta da proteína transferrina, a qual transporta o ferro 
como Fe** do intestino para os locais de armazenamento na medula 
óssea. Na anemia ferropriva, o ferro sérico está reduzido e a capacidade 
de ligação do ferro aumenta. 

Contudo, tanto o ferro sérico como a transferrina estão sujeitos a 

grandes flutuações por causa de fatores como uma dieta e nem sempre 
refletem de maneira confiável os estoques de ferro. Além disso, a trans- 
ferrina é uma betaproteina, isto é, ela migra na região þ da eletroforese 
de proteínas séricas e é um reagente da fase aguda. Portanto seu nível 
sérico pode se alterar (geralmente diminui, como um “reagente negati- 
vo da fase aguda”) em condições inflamatórias. Existe uma considerá- 
vel sobreposição entre o nível sérico de ferro e a capacidade de ligação 
do ferro na anemia ferropriva e na anemia de doença crônica. Uma 
mensuração um pouco mais confiável da anemia ferropriva é a relação 
entre ferro sérico e capacidade total de ligação de ferro (TIBC, Total 
Iron-Binding Capacity). Essa relação é de aproximadamente 1:3 para 
os indivíduos normais, enquanto na anemia ferropriva, ela diminui 
significativamente para valores em torno de 1:5, ou menos. Novamen- 
te, existe uma sobreposição considerável nessa relação para pacientes 
com anemia ferropriva e na anemia de doença crônica, de modo que 
os valores devem ser sempre interpretados com cuidado. 
Uso da amplitude da distribuição de eritrócitos. Finalmente, o uso 
de procedimentos automatizados para a determinação de contagens 
e índices celulares permite-nos obter o tamanho médio dos eritróci- 
tos e as distribuições de tamanho. Na anemia ferropriva, existe uma 
dispersão acentuada de volumes (tamanhos) celulares de modo que a 
RDW aumenta, enquanto ela comumente permanece nos limites nor- 
mais na anemia de doença crônica. À faixa normal da RDW é de 12 a 
17%. Infelizmente, os desvios-padrão para indivíduos normais e para 
pacientes com anemia ferropriva ou anemia de doença crônica podem 
se sobrepor de maneira significativa, tendendo a limitar a validade do 
uso da RDW exclusivamente para distinguir essas duas condições. 

Os principais achados laboratoriais que distinguem a anemia ferro- 
priva da anemia de doença crônica estão resumidos nas entradas 1 e 
2 da Tabela 8.1. Observe que a maioria dos principais exames utiliza- 
dos para diferenciar essas duas condições é realizada no laboratório de 
bioquímica. Isso enfatiza a forte interdependência desses dois serviços 
na obtenção de um diagnóstico definitivo por meio de mensurações 
laboratoriais. 


Anemia normocitica 


Causas comuns de anemia normocítica incluem hemorragia aguda, 
anemia hemolítica, hipoplasia medular, nefropatia e anemia de doen- 
ça crônica. Pode parecer paradoxal que a hemorragia aguda se mani- 
feste como uma anemia normocítica, já que ela envolve uma grande 
perda de sangue, associada à perda de reservas de ferro. No entanto, a 
depleção de ferro leva tempo para ocorrer. Em um quadro agudo, uma 
importante perda sanguínea manifesta-se como anemia normocítica. 


Anemias normocíticas hiperproliferativas 

Anemias normociticas hiperproliferativas, associadas a um aumento 
da contagem de reticulócitos, incluem a anemia hemolítica e a ane- 
mia associada à perda sanguínea aguda, enquanto anemias hipoproli- 
ferativas, associadas a uma diminuição da contagem de reticulócitos, 
incluem causas como a aplasia / hipoplasia de medula óssea, nefropa- 
tia e anemia de doença crônica. Como mencionado anteriormente, a 
anamnese, o exame físico e o exame de lâmina de esfregaço de sangue 
periférico do paciente são úteis no estabelecimento de um diagnósti- 
co diferencial. Nesta seção, centralizaremos a atenção sobre as cau- 
sas mais comuns de anemia normocítica: anemia hemolítica, anemia 
aplástica e anemia associada à nefropatia. 
Anemia hemolítica. A hemólise é definida como a destruição da 
membrana dos eritrócitos, provocando liberação de hemoglobina. 
Isso pode ocorrer lentamente, como um processo fisiológico nor- 
mal, ou pode ser acelerado em condições patológicas. Existem muitas 
causas subjacentes diversos para a diminuição da sobrevida/aumento 
da destruição dos eritrócitos. Elas incluem defeitos da membrana (p. 
ex., esferocitose hereditária), defeitos enzimáticos (p. ex., deficiência 
de glicose-6-fosfato desidrogenase [G6PD]), hemoglobinopatias (p. 
ex., doença falciforme ou [-talassemia), destruição imune (p. ex., 
anemia hemolítica autoimune ou reação transfusional hemolítica) e 
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92 destruição não imune. Esta inclui a destruição decorrente de agentes 


infecciosos, agentes/drogas tóxicos, agentes físicos, hiperesplenismo e 
aquelas anemias classificadas como anemias hemolíticas microangio- 
páticas — um grupo de anemias resultantes da destruição mecânica de 
eritrócitos, causada por fatores como a deposição de fibrina no inte- 
rior dos vasos sanguíneos, próteses valvares cardíacas etc. 

Mensurações laboratoriais específicas, que confirmam imediata- 
mente o diagnóstico de anemia hemolítica, são baseadas nos eventos 
naturais subsequentes à hemólise. Após a ruptura da membrana do 
eritrócito, a hemoglobina é expulsa e liga-se à porção a@-2 da proteína 
haptoglobina. O complexo hemoglobina-haptoglobina é catabolizado 
por macrófagos que engolfam tais complexos por meio da endocito- 
se mediada por receptor. Portanto, um excelente exame laboratorial 
para a anemia hemolítica é o baixo valor da haptoglobina. Para esse 
propósito, existem disponíveis ensaios ELISA extremamente sensíveis 
e rápidos para a haptoglobina. 

Quando a hemoglobina é expulsa, grandes quantidades dela são oxida- 
das em meta-hemoglobina. A porção heme dissocia-se e, posteriormen- 
te, é oxidada em bilirrubina. A primeira etapa desse processo é a abertura 
oxidativa do anel de porfirina do heme com a liberação concomitante de 
monóxido de carbono (CO). O CO pode ser facilmente mensurado por 
meio de técnicas de cromatografia gasosa ou, mais convenientemente, 
pela cooximetria, baseada na espectrofotometria (Cap. 4), como carbo- 
xiemoglobina. Níveis elevados de CO em anemias normocrômicas nor- 
mocíticas são um excelente indicador de anemia hemolítica. 

Como há um aumento da produção de bilirrubina, a qual não é 
conjugada (Cap. 21), ocorrerá pelo menos uma elevação transitória 
do nível sérico de bilirrubina indireta. Essa elevação, em presença de 
função hepática normal, será modesta, em geral na faixa de aproxima- 
damente 2 a 2,5 mg/dL. (O limite superior da faixa normal é em torno 
de 1,2 mg/dL). 

Como mencionado anteriormente, a contagem de reticulócitos sera 
elevada (aumento da policromasia na lâmina de esfregaço de sangue) 
com hiperplasia eritroide presente na medula óssea, indicativa do 
aumento de produção de eritrócitos. A lâmina de esfregaço de sangue 
periférico pode apresentar evidências do tipo particular de lesão eri- 
trocitária com o tipo particular de anemia hemolítica (p. ex., células 
falciformes na doença falciforme ou esquizócitos/células em forma 
de capacete na anemia hemolítica microangiopática). Também ocor- 
re uma diferença significativa no tamanho (anisocitose) e na forma 
(poiquilocitose) dos eritrócitos em decorrência da presença de células 
lesadas e/ou jovens. Por causa das alterações comumente acentuadas 
do tamanho e/ou forma, a RDW usualmente está elevada. Alguns eri- 
trócitos nucleados também podem ser identificados. 

O plasma e a urina podem conter hemoglobina livre ou seus pro- 
dutos de degradação. A hemoglobina livre pode estar agudamente 
presente no plasma (hemoglobinemia) ou na urina (hemoglobinú- 
ria), enquanto a hemossiderina pode estar presente na urina (hemos- 
siderinúria) em episódios mais crônicos de hemólise. A lactato desi- 
drogenase (LDH), uma enzima presente no interior do eritrócito, em 
geral aumenta, e é um achado relativamente sensível, embora inespe- 
cífico. Além disso, por ser o principal íon intracelular, o íon potássio 
aumenta no soro. Finalmente, um teste de antiglobulina direto/teste 
de Coombs direto pode ser utilizado para detectar imunoglobulina 
ligada à superfície do eritrócito. Um teste positivo sugere que um 
autoanticorpo ou um aloanticorpo pode ser responsável pela anemia. 
O diagnóstico final dependerá, em última instância, dos resultados 
de exames específicos para etiologias específicas (p. ex., teste de anti- 
globulina direto positivo para um mecanismo imune, ou pesquisa de 
G6PD positiva para a deficiência de G6PD). A seleção desses exames 
dependerá da avaliação clínica e dos dados laboratoriais preliminares. 

A entrada 3 da Tabela 8.1 apresenta um resumo dos achados labo- 
ratoriais que são diagnósticos de anemia hemolítica. Observe que 
praticamente todos os exames diagnósticos quantitativos para ane- 
mia hemolítica (i. e. hemoglobina sérica e urinária, haptoglobina, 
carboxiemoglobina, bilirrubina indireta e LDH) são realizados no 
laboratório de bioquímica, enfatizando novamente a forte interde- 
pendência entre ele e o laboratório de hematologia. 

Anemia hemolítica microangiopática. Como previamente mencio- 
nado, fragmentos de eritrócitos (esquizócitos) podem estar presen- 
tes em lâminas de esfregaço de sangue periférico em decorrência da 


destruição mecânica (prótese valvar cardíaca) ou térmica (queimadu- 
ras graves). À ruptura mecânica de eritrócitos no interior da micro- 
vasculatura também pode ocorrer por dano físico aos eritrócitos na 
microvasculatura da medula óssea. Isso pode ocorrer em razão das 
lesões expansivas (p. ex., tumores metastáticos, leucemia ou linfoma), 
da mielofibrose ou do depósito intravascular de filamentos de fibri- 
na sobre a superfície das células endoteliais. Como os eritrócitos são 
lesados e destruídos, esse processo leva à chamada anemia hemolítica 
microangiopática (i. e., lesões na microvasculatura). 

Além de lesões expansivas, outras causas desse tipo de anemia 
incluem doenças nas quais ocorre depósito de fibrina sobre a superfi- 
cie endotelial, provocando o cisalhamento e a fragmentação de eritró- 
citos recém-sintetizados, como na Coagulação Intravascular Dissemi- 
nada (CIVD). A anemia hemolítica microangiopática também pode 
ser causada por outras doenças que possuem um componente imuno- 
lógico, isto é, anticorpos contra componentes das células endoteliais 
ou contra outras estruturas da microvasculatura, resultando na depo- 
sição de complexos imunes com ou sem depósito de fibrina. Essas 
condições incluem a púrpura trombocitopênica trombótica (PTT) ea 
síndrome hemolítico-urêmica. Como essas duas condições envolvem 
a microvasculatura em geral, outros tecidos são frequentemente afe- 
tados. Dessa forma, tanto na síndrome hemolítico-urêmica como na 
PTT, ocorre lesão da microvasculatura renal, acarretando insuficiên- 
cia renal, que está associada ao aumento do nitrogênio ureico sanguí- 
neo (BUN, blood urea nitrogen) e da creatinina, como será descrito na 
seção Anormalidades bioquímicas. Na PTT também há o envolvimen- 
to da circulação cerebral, dando origem a alterações comportamentais 
e outras sequelas neurológicas, e além disso, as plaquetas também são 
afetadas, dando origem à trombocitopenia. 

A anemia hemolítica microangiopática também pode ocorrer com 
outros distúrbios imunes como, por exemplo, distúrbios do tecido 
conjuntivo como o lúpus eritematoso sistêmico, no qual, novamente, 
a lesão endotelial causada pela ligação de complexos imunes e com- 
plemento produz depósito de fibrina sobre a superfície endotelial. 

É importante notar que, como a anemia hemolítica microangiopáti- 
ca é resultado da destruição traumática de eritrócitos recém-formados 
na microvasculatura onde precursores de eritrócitos e leucócitos estão 
sendo formados, frequentemente esses precursores são liberados na 
circulação. Por essa razão, todos os achados de anemia hemolítica 
estão presentes, além de ser observado um número significante de 
células precursoras no sangue periférico (p. ex., eritrócitos nuclea- 
dos, mielócitos e metamielócitos), um padrão denominado quadro 
leucoeritroblastico. 

Como será discutido a seguir, na CIVD e, ocasionalmente, na PTT, 
os achados laboratoriais incluem trombocitopenia, aumentos do tem- 
po de protrombina (TP), do tempo de tromboplastina parcial ativada 
(TTPA), do tempo de trombina (TT), dos produtos de degradação da 
fibrina e dos níveis de dímero D, mas diminuição dos níveis de fibri- 
nogênio; também estão elevados os níveis do BUN e de creatinina. 


Anemias normociticas hipoproliferativas 

Hipoplasia da medula óssea/anemia aplástica. É uma anemia hipo- 
proliferativa com VCM e RDW, em geral, dentro dos limites normais 
e que afeta tipicamente todos os elementos do sangue periférico (eri- 
trócitos, leucócitos e plaquetas — ver abaixo). Leucócitos e eritrócitos 
imaturos geralmente não estão presentes em lâminas de esfregaço de 
sangue periférico. É comum realizar biópsia de medula óssea para se 
obter o diagnóstico e ela normalmente mostra uma medula óssea hipo- 
plásica/aplástica com depleção severa de todos os precursores hemato- 
poéticos medulares. A anemia aplástica pode ser primária/herdada ou 
secundária/adquirida; esta pode ser decorrente de substâncias tóxicas, 
infecção, radiação ou disfunção imune. O ferro sérico pode estar ele- 
vado em razão da ausência de eritropoiese. Os achados hematológicos 
típicos nessa condição estão sumariados na entrada 4 da Tabela 8.1. 
É importante observar que nenhum dos exames séricos quantitativos 
diagnósticos para anemia hemolítica (p. ex., aumento de haptoglobina, 
carboxiemoglobina e bilirrubina indireta) é positivo nessa condição. 
Síndrome mielodisplásica. Outra condição menos comum, mas, de 
qualquer modo, importante causa de anemia normocítica hipoproli- 
ferativa, é a síndrome mielodisplásica (SMD). Esta síndrome, que com 
frequência manifesta-se como uma anemia normocítica, embora possa 


se manifestar ocasionalmente como anemia moderadamente macro- 
cítica ou microcítica, é refratária ao tratamento (p. ex., transfusões 
de concentrado de eritrócitos). Ela pode se manifestar simplesmente 
como uma anemia refratária, em seus estágios iniciais, e considera-se 
que ela evolui para a anemia refratária com sideroblastos em anel e, 
em última instância, para os chamados estágios “pré-leucêmicos”, em 
particular uma anemia refratária com um excesso de blastos (geral- 
mente nas linhagens mieloide e linfoide) e um excesso de blastos 
em transformação. A SMD, a princípio, também pode se apresentar 
como uma citopenia refratária que envolve as três linhagens de célu- 
las hematopoéticas (eritroide, granulocítica e megacariocítica). Como 
pode ser deduzido desta última observação, a SMD parece ser um dis- 
túrbio clonal de célula-tronco que é caracterizado pela hematopoiese 
ineficaz. Uma discussão mais detalhada sobre essa doença fascinante 
pode ser encontrada no Capítulo 32. 

Anemia da insuficiência renal. Outra anemia normocítica hipoproli- 
ferativa é a anemia da insuficiência renal crônica. A perda da função 
excretora renal produz um aumento de BUN e creatinina (discuti- 
do a seguir) e também um aumento de subprodutos metabólicos. A 
uremia resultante parece ser responsável por alterações na forma do 
eritrócito, com células espiculadas (equinócitos) e células elipsoides 
comumente presentes em lâminas de esfregaço de sangue periférico. 
A identificação de células espiculadas em lâminas de esfregaço de san- 
gue periférico durante a evolução da doença pode indicar o desenvol- 
vimento de disfunção renal. Além da diminuição da função excretora, 
ocorre uma diminuição da capacidade renal de produzir eritropoe- 
tina, acarretando um comprometimento da eritropoiese, de modo 
que a resposta medular à hipóxia torna-se inadequada. O que dife- 
rencia essa condição da anemia aplástica (entrada 4 da Tab. 8.1) é que 
as contagens leucocitária e plaquetária usualmente permanecem nos 
limites normais. Os achados típicos nessa condição são apresentados 
na entrada 5 da Tabela 8.1. Novamente, como na hipoplasia medular/ 
anemia aplástica (entrada 4, Tab. 8.1), nenhum dos exames séricos 
quantitativos diagnósticos para anemia hemolítica (p. ex., aumentos 
de haptoglobina, carboxiemoglobina e bilirrubina indireta) é positivo 
nessa condição. 


Anemia macrocítica 

A anemia macrocítica pode ser diagnosticada por meio do hemogra- 
ma com baixa contagem eritrocitária e alto volume corpuscular médio 
(VCM), frequentemente excedendo 100 fL. De longe, a causa mais 
comum de anemia macrocítica é a deficiência nutricional, isto é, defi- 
ciência de vitamina B,, e/ou de folato. Acredita-se que a falta de um 
desses fatores altera a síntese de DNA, mas não a de RNA, de modo que 
o núcleo e o citoplasma da célula não amadurecem mais em sincro- 
nia. Morfologicamente, o citoplasma da célula amadurece enquanto o 
núcleo permanece imaturo e a célula parece megaloblástica. Essa falta 
de sincronia produz neutrófilos hipersegmentados (núcleos com cinco 
lobos em mais de 5% dos neutrófilos ou qualquer neutrófilo com seis 
ou mais lobos) e células ovais grandes, chamadas macro-ovalócitos, 
ambos estão presentes em lâminas de esfregaço de sangue de pacien- 
tes com anemia megaloblástica. Além disso, a RDW geralmente está 
aumentada e a contagem de reticulócitos está diminuída. 

Quando uma anemia macrocítica é diagnosticada, os primeiros 
analitos séricos cujas concentrações devem ser determinadas são a 
vitamina B,, e o folato. São realizados ensaios ELISA, que são rápidos 
e acurados. Quando ambos estiverem na faixa de referência, devem 
ser realizados exames da função tireoidiana porque o hipotireoidis- 
mo é uma causa de macrocitose. Como será discutido na seção sobre 
provas de função endócrina, a elevação do hormônio tireoestimulante 
(TSH) com nível sérico baixo ou normal de tiroxina (T,) confirma 
o diagnóstico de hipotireoidismo primário. Como determinados fár- 
macos, particularmente a azatimidina (AZT), utilizada no tratamento 
da síndrome de imunodeficiência adquirida (AIDS), são sabidamente 
indutores da anemia macrocítica, é importante verificar se o paciente 
está sendo tratado com esse tipo de medicamento. 

Nessa fase da contagem sanguínea completa automatizada, também 
é possível que as formas precursoras de eritrócitos (p. ex., eritrócitos 
nucleados) sejam contadas como eritrócitos maduros. Por essa razão, 
em um paciente com anemia “macrocítica”, com níveis normais de 
vitamina B,,, folato e hormônios tireoidianos, é importante checar as 


contagens de reticulócitos e de eritrócitos nucleados para determinar 
se eles estão significativamente elevados. Em caso positivo, a possibi- 
lidade de uma anemia hemolítica deve ser considerada. Consequente- 
mente, o work-up diagnóstico de anemia hemolítica descrita na seção 
anterior deve ser instituído. 

Outras possíveis causas de anemia macrocítica incluem condições 
pós-hemorrágicas (diferenciadas pela elevação da contagem de reti- 
culócitos e policromasia); alcoolismo (associado à deficiência de fola- 
to), hepatopatia e mielodisplasia. Observe novamente que os exames 
definitivos para determinação da causa da anemia macrocítica, isto é, 
dosagens de vitamina B,, e folato e provas de função tireoidiana, são 
geralmente realizados na seção de bioquímica. 

Os principais achados laboratoriais para a anemia macrocítica estão 
resumidos nas entradas 6A e 6B da Tabela 8.1. Observe que as anemias 
macrocíticas estão divididas em megaloblástica (entrada 6A; típica da 
deficiência de vitamina B,, e folato) e não megaloblástica (entrada 6B; 
típica do hipotireoidismo). Se a anemia é megaloblástica ou não, só 
pode ser determinado pela biópsia de medula óssea. Esse procedimento 
não é necessário na maioria dos casos porque a causa da macrocitose 
pode ser determinada pelos exames descritos acima. 

A Tabela 8.1 resume alguns dos achados pertinentes e determinações 
específicas utilizadas para diferenciar e diagnosticar anemias comuns 
previamente discutidas. Observe que essa tabela é um guia sobre quais 
exames específicos devem ser solicitados e, consequentemente, quais não 
devem sê-lo. Por exemplo, deve-se investigar em uma anemia microci- 
tica o nível de ferritina, TIBC e relação Fe/TIBC, mas geralmente não há 
necessidade de serem solicitados os níveis de vitamina B,, e de folato. 
Por outro lado, não há necessidade de solicitar a dosagem de ferritina, 
TIBC etc., para uma anemia macrocítica; ao contrário, devem ser solici- 
tados os níveis de vitamina B,, e de folato. 


Anormalidades quantitativas de leucócitos 


A contagem leucocitária inclui vários tipos de células nucleadas 
comumente circulantes: granulócitos (principalmente neutrófilos, 
basófilos e eosinófilos maduros), linfócitos e monócitos. Deve-se 
observar que as concentrações absolutas (não as porcentagens) des- 
sas células são importantes na interpretação da contagem leucocitária. 
Um aumento acima do nível fisiológico normal na contagem leuco- 
citária, denominado leucocitose, pode envolver primariamente qual- 
quer uma dessas células, dependendo de qual tipo delas estiver prin- 
cipalmente elevada (i. e., neutrofilia, basofilia, eosinofilia, monocitose 
e linfocitose). Da mesma maneira, uma diminuição na contagem leu- 
cocitária, denominada leucopenia, pode ser decorrente de uma úni- 
ca série celular (i. e., neutropenia, monocitopenia e linfocitopenia). 
Diminuições absolutas de eosinófilos e basófilos são difíceis de serem 
identificadas, por causa do pequeno número normalmente presen- 
te. Certos diagnósticos diferenciais estão comumente associados a 
determinadas alterações da contagem leucocitária (p. ex., infecção e/ 
ou inflamação com neutrofilia; reações alérgicas e infecções parasi- 
tárias com eosinofilia). Além disso, elevações podem ser decorrentes 
de um processo benigno (p. ex., infecção) ou maligno (p. ex., leuce- 
mia). Ocasionalmente, células plasmáticas podem ser encontradas no 
sangue periférico. Aqui, observaremos vários padrões quantitativos e 
suas correlações com achados bioquímicos anormais. 

Novamente, a anamnese e os achados físicos são importantes no 
diagnóstico e tratamento do paciente. Além disso, o hemograma e a 
contagem leucocitária diferencial são achados laboratoriais importan- 
tes utilizados, em conjunção à impressão clínica, para a formulação do 
diagnóstico diferencial. Em adultos, a faixa de referência para a conta- 
gem leucocitária é de aproximadamente 4.000 a 7.000 leucócitos/mm) 
cerca de dois terços dos leucócitos são neutrófilos e um pouco menos 
de um terço são linfócitos. 


Infecção: a causa mais comum 
de contagem leucocitária elevada 


Uma contagem leucocitária elevada, entre 10.000 a 20.000 uL, comu- 
mente indica um processo infeccioso/reativo. Em geral, a neutrofilia 
está associada à infecção (bacteriana, fúngica, viral), condições infla- 
matórias (trauma, cirurgia), certos fármacos (p. ex., corticosteroides) 
e também condições mieloproliferativas. Exceções à neutrofilia obser- 
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94 vada em infecções bacterianas são a tuberculose, a brucelose e a coque- 


luche, em que as células predominantes são linfócitos, e infecções, 
principalmente em neonatos, por Listeria monocytogenes, nas quais a 
resposta monocítica é predominante. 

A eosinofilia está comumente associada a reações alérgicas, infec- 
ções parasitárias e processos hematológicos malignos (Brigden, 1997; 
Rothenberg, 1998; Brito-Babapulle, 2003). A basofilia também está 
comumente associada a processos hematológicos malignos (p. ex., 
leucemia mieloide crônica ou LMC), mas pode ser vista em algumas 
condições inflamatórias e reações alérgicas. A linfocitose está comu- 
mente associada a infecções virais agudas (p. ex., mononucleose infec- 
ciosa), infecções crônicas (p. ex., tuberculose, brucelose e coqueluche) 
e também a doenças hematológicas e à estimulação imune. A monoci- 
tose está comumente associada a doenças hematológicas (p. ex., leuce- 
mia mielomonocítica aguda) e também a alguns processos infecciosos 
(p. ex., tuberculose, riquetsiose e listeriose). 


Contagem leucocitária elevada 
decorrente de reação leucemoide 

Em pacientes que não apresentam leucemia, contagens leucocitá- 
rias muito altas (geralmente superiores a 50 x 10°/L) podem produzir 
uma lâmina de esfregaço de sangue periférico com aparência similar 
à da leucemia. Isso é denominado reação leucemoide, cujo tipo mais 
comum de reação é o granulocítico, embora também possam ocor- 
rer reações linfocíticas. O tipo granulocítico geralmente revela a pre- 
sença de neutrófilos reativos no sangue periférico, com um desvio à 
esquerda (i. e., formas imaturas como bastonetes, metamielócitos e 
mielócitos). Nor-malmente, alterações do aspecto citoplasmático 
das células (p. ex., granulações tóxicas e produção de corpúsculos de 
Déhle) (Cap. 32) também estão presentes. As causas de reação do tipo 
granulocítico incluem infecções bacterianas (p. ex., difteria), proces- 
sos malignos (p. ex., doença de Hodgkin) e condições reativas (p. ex., 
granulocitose de rebote). 

Embora essas alterações sejam úteis, a proteína C reativa (PCR), 
uma proteína plasmática da fase aguda, aumenta e diminui rapida- 
mente no início e na resolução da inflamação. A PCR parece ser um 
indicador mais precoce e mais sensível da inflamação e da infecção 
agudas (Seebach, 1997) e, atualmente, pode ser rapidamente mensu- 
rada pelos analisadores atuais. 

A reação leucemoide deve ser diferenciada da LMC e de outras con- 
dições mieloproliferativas. É importante notar que a enzima fosfatase 
alcalina do neutrófilo estará normal ou elevada na reação leucemoide 
granulocítica, mas baixa na LMC. 


Contagem leucocitária elevada em razão 
da leucemia mieloide crônica (LMC) 

Atualmente, o diagnóstico definitivo da LMC baseia-se na demons- 
tração do cromossomo Philadelphia (i. e., translocação BCR/c-abl 
entre os cromossomos 9 e 22) por meio da citogenética ou de técnicas 
moleculares (p. ex., ver Silver, 2003; George, 2003; Sattler, 2003). A 
detecção de anormalidades moleculares ou citogenéticas também tem 
importância diagnóstica (e pode ser prognóstica) em outras doenças 
hematológicas, incluindo a leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblás- 
tica aguda, leucemia de célula T/linfoma e mielodisplasia (Glassman, 
1997). Hoje em dia é corrente o uso de técnicas moleculares para a 
detecção de estágios muito iniciais da doença, assim como para detec- 
tar doença residual mínima, isto é, a doença que pode estar aparente 
apenas no nível molecular. Por exemplo, a reação em cadeia de poli- 
merase quantitativa pode ser utilizada para monitorar os níveis de 


translocação BCR/c-abl em pacientes com LMC sendo tratados com 
o inibidor de cinase Gleevec (Hughes, 2003). 


Contagem leucocitária elevada em razão 
da leucemia linfocítica crônica (LLC) 


Quando os linfócitos parecem normais, mas em quantidade signi- 
ficativamente elevada em um paciente mais velho, a possibilidade de 
LLC deve ser considerada. Mais uma vez, técnicas moleculares como, 
por exemplo, citometria de fluxo e análise citogenética/hibridização 
1n situ por fluorescência (Oscier, 2004; Shanafelt, 2004) podem aju- 
dar no estabelecimento do diagnóstico. Na LLC, linfócitos B neoplá- 
sicos serão encontrados para expressar um antígeno de diferenciação 


do leucócito humano incomum (mas característico), designado CDS, 
que é típico desta doença. Outros antígenos CD também podem ser 
detectados pela citometria de fluxo e tornarem-se úteis para a resolu- 
ção de outros problemas diagnósticos hematológicos. 


Leucocitose em razão de leucemias agudas 


Tanto a leucemia mieloide aguda como a linfoide apresentam, em 
geral, uma contagem leucocitária acentuadamente elevada. Na leuce- 
mia linfoblástica, numerosos linfoblastos são observados no esfregaço 
de sangue periférico. As leucemias mieloides podem apresentar-se sob 
várias formas, incluindo mieloblástica, promielocítica, monoblásti- 
ca/monocítica, mielomonocítica, eritroblástica e megacarioblástica. 
Novamente, a citometria de fluxo, imunofenotipagem, a cariotipagem 
e a análise molecular podem ajudar no estabelecimento do diagnósti- 
co, assim como na definição do prognóstico (Winton, 2004). Essas téc- 
nicas são analisadas de maneira mais detalhada no Capítulo 32. Aqui, é 
indicado que blastos de qualquer tipo em um esfregaço de sangue peri- 
férico levantam uma forte possibilidade diagnóstica de leucemia aguda. 


Contagem leucocitária baixa 

Anemia aplástica. A contagem leucocitária baixa, quando acompa- 
nhada por hipoplasia medular e dois ou três dos seguintes achados 
— anemia (com contagem de reticulócitos corrigida < 1%), neutro- 
penia (contagem de neutrófilos < 500/uL) e trombocitopenia (conta- 
gem de plaquetas < 20.000/uL) — pode ser parte de uma pancitopenia 
generalizada secundária à insuficiência medular (Guinan, 1997; Mar- 
sh, 2003). Também conhecida como anemia aplástica, essa condição 
pode ser primária/herdada ou adquirida/secundária. As causas conhe- 
cidas do tipo adquirido incluem drogas/toxinas, infecções (incluin- 
do hepatite), radiação e disfunção imune (Gordon-Smith, 2002). O 
estudo citogenético pode ser utilizado para descartar a mielodisplasia; 
quando não ele for bem-sucedido, técnicas moleculares como, por 
exemplo, a hibridização in situ por fluorescência (FISH, Fluorescent 
in Situ Hybridization), podem ser necessárias para a análise cromos- 
sômica (Guinan,1997). Os tipos primários/herdados podem não estar 
presentes ao nascimento (i. e., congênitos) e o diagnóstico desse tipo 
de insuficiência medular depende muito da avaliação clínica em con- 
junto com a avaliação laboratorial adequada (Alter, 1999, 2002). 
Sépsis por Gram-negativo como causa de leucopenia. À leucopenia 
também pode ser observada em outras condições, incluindo a sépsis 
por Gram-negativo. Curiosamente, a sépsis por Gram-negativo com 
baixa contagem leucocitária é frequentemente acompanhada por um 
padrão colestático do fígado (i. e., uma alteração leve de bilirrubinas e 


de fosfatase alcalina). 


Distúrbios da coagulação 


Este tópico, vasto e complexo, é discutido na parte V. Para nossa 
revisão, centramos a atenção em quatro parâmetros hematológicos 
que podem ser importantes em correlação aos resultados de exames 
em determinações químicas: contagem de plaquetas, tempo de san- 
gramento (TS), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), 
que reflete a função do sistema de coagulação intrínseco, e o tempo 
de protrombina (TP), que reflete a função do sistema de coagulação 
extrínseco. Diminuições da contagem de plaquetas e/ou alterações da 
agregação plaquetária podem levar a tempos de sangramento anor- 
mais. Aumentos do TP e/ou do TTPA geralmente não estão associa- 
dos a tempos de sangramento anormais, exceto, principalmente, na 
deficiência de fator VIII, com deficiência concomitante do fator de 
von Willebrand, que é necessário para a agregação plaquetária. 

Historicamente, o TS era utilizado como teste de investigação da fun- 
ção plaquetária. Atualmente, deve-se observar que o TS não é encarado 
como marcador da exatidão ou da predição do sangramento (DeCa- 
terina, 1994; Gerwitz, 1996), e é raramente utilizado para work-up de 
alterações da função plaquetária (Kottke-Marchant, 2002). 

É preciso lembrar que o anticoagulante heparina, que acelera a ina- 
tivação da trombina e de outros fatores da coagulação (como o fator 
Xa), bloqueia preferencialmente o sistema intrínseco, acarretando prolon- 
gamento do TTPA, mas não aumentos importantes do TP. Por outro 
lado, o antagonista da vitamina K, coumadin, preferencialmente blo- 
queia o fator VII no sistema extrínseco, acarretando aumento do TP, 
mas não do TTPA. 


Quando o TP ou o TTPA aumenta, na ausência de tratamento com 
heparina ou coumadin, e a contagem de plaquetas é normal, é impor- 
tante realizar estudos mistos do plasma do paciente com plasma nor- 
mal para determinar se o tempo de coagulação normaliza, isto é, se 
existe deficiência de um fator. Uma causa frequente de deficiência de 
fator é a insuficiência hepática, discutida a seguir e no Capítulo 21. Por 
essa razão, provas de função hepática devem ser checadas nesses casos. 
Se estudos mistos não corrigirem completamente o tempo de coagula- 
ção prolongado, deve-se suspeitar da presença de inibidores da coagu- 
lação (p. ex., anticoagulante lúpico ou anticorpos antifator). 

Quando a contagem de plaquetas diminui e o TTPA e o TP aumen- 
tam, o diagnóstico de coagulação intravascular disseminada (CIVD) 
deve ser aventado. Esse diagnóstico é confirmado pela elevação dos 
produtos de degradação da fibrina e, mais especificamente, do dímero 
D, analisado no Capítulo 39, o fragmento D-D da fibrina, resultante da 
ação proteolítica da plasmina sobre o coágulo de fibrina que se forma 
durante a coagulação intravascular. O dímero D é detectado em um 
ensaio que utiliza um anticorpo monoclonal muito específico para esse 
produto reticulado de degradação da fibrina. A CIVD é uma condição 
extremamente perigosa e deve ser rapidamente diagnosticada. 

Nessa condição, ocorre uma ativação anormal de ambas as cascatas da 
coagulação e um consumo de plaquetas. Essa ativação pode ser causada 
pela sépsis por Gram-negativo (endotoxinas bacterianas podem causar 
a ativação das cascatas), câncer, condições inflamatórias crônicas (p. 
ex., colagenoses), leucemia (especialmente a leucemia promielocítica 
aguda), complicações gestacionais, complicações de transfusão sangui- 
nea, insuficiência hepática e traumas (p. ex., queimaduras, afogamen- 
to, lesões do SNC etc.). A CIVD provoca a formação de microêmbolos, 
que podem resultar em infarto ou em isquemia tissular disseminada 
com alterações concomitantes de exames como, por exemplo, aumen- 
to de enzimas hepáticas, aumento do BUN e de creatinina (sugestivos 
de insuficiência renal) e mesmo aumento de enzimas cardíacas (p. ex., 
creatina fosfoquinase — CK) e fração MB específica do coração) indi- 
cativas de lesão miocárdica. Portanto, a contagem de plaquetas baixa, 
o aumento do TTPA e do TP, junto de anormalidades bioquímicas 
sugestivas de disfunção multissistêmica, sugerem fortemente a CIVD. 
A terapia com anticoagulante deve ser rapidamente instituída para 
bloquear o avanço da embolização e da destruição tissular. 


Anormalidades em bioquímica clínica: patologia 
bioquímica 


Anormalidades eletrolíticas 


A Figura 8.1 resume os mecanismos básicos por meio dos quais os 
rins controlam o equilíbrio hidroeletrolítico. Do ponto de vista fun- 
cional, deve-se ter em mente que o objetivo dos rins é conservar líquidos 
ou concentrar a urina. O mecanismo por meio do qual se dá a conser- 
vação de líquidos é o aumento do alto gradiente de cloreto de sódio 
no espaço intersticial entre os ramos ascendente e descendente da alça 
de Henle, utilizando o mecanismo multiplicador de contracorrente. 
Nesse mecanismo, o cloreto de sódio é expulso para o espaço intersti- 
cial, de modo que a concentração de NaCl torna-se maior em direção 
à ponta da alça de Henle. O ramo ascendente da alça é impermeável à 
água, assim como os túbulos contornados distais e os ductos coletores. 
No entanto, sob o efeito do hormônio antidiurético (ADH), os ductos 
coletores tornam-se permeáveis à água, permitindo que ela flua para 
o espaço intersticial e penetre na vasa recta. Toda a força impulsiona- 
dora para esse processo é a alta concentração de NaCl no interstício. 
Qualquer interferência no multiplicador de contracorrente bloqueará 
a reabsorção de água, porque os gradientes iônicos são eliminados. 

Como também mostra a Figura 8.1, o íon sódio, do qual 70% são 
reabsorvidos nos túbulos contornados proximais, pode ser ainda mais 
reabsorvido nos túbulos contornados distais e ductos coletores sob 
o efeito da aldosterona da zona glomerulosa do córtex adrenal. Esse 
hormônio promove a troca de sódio 1:1 por íon potássio ou de hidro- 
gênio. Os níveis de sódio no soro dependem quase completamente da 
interação entre a aldosterona e o ADH. Com essas considerações sim- 
ples em mente, as causas mais comuns de hiponatremia e de hiperna- 
tremia serão resumidas com uma explicação de como identificá-las. 
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Figura 8.1 Representação esquemática de um néfron mostrando o mecanismo fundamen- 
tal de conservação de água e sal pelos rins. A filtração ocorre no glomérulo (lado superior 
esquerdo, mostrando capilares em vermelho) e o filtrado passa através do túbulo contornado 
proximal (TCP), onde aproximadamente 70% do sódio total filtrado é reabsorvido. Na alça 
de Henle, o mecanismo multiplicador de contracorrente é ativo. O fon cloreto (CI) é expulso 
do ramo ascendente para o espaço intersticial (mostrado na parte média superior da figura). 
O fon sódio acompanha passivamente. As células do ramo ascendente da alça de Henle são 
impermeáveis à água e as células do ramo descendente são impermeáveis aos fons cloreto. 

O resultado desse sistema é que uma alta concentração de NaCl é produzida na ponta da 
alça. Os números ao lado da alça de Henle representam a osmolalidade em diferentes níveis 
ao longo dela. Nos humanos, ela atinge um maximo de 1.200 mOsm, como é mostrado na 
figura. No alto da alça (onde ocorre a marca de 300 mOsm), o filtrado torna-se isotônico e, a 
seguir, hipotônico, em razão da expulsão contínua de fon cloreto. O interstício hipertônico 
permite que a água se difunda dos ductos coletores desde que o hormônio antidiurético 
(ADH, identificado e destacado na figura) seja secretado. Uma quantidade maior de íon sódio 
pode ser conservada no tubo contornado distal (TCD) desde que a aldosterona (identificada e 
destacada) seja secretada, resultando em uma troca de um para um de Na’ por K* e Hº. 


Hiponatremia 

As quatro causas mais comuns de hiponatremia são apresentadas na 
Tabela 8.2, junto de a uma quinta e rara causa, a síndrome de Bartter. 
Uma sexta causa, metabólica, o diabetes melito, também é apresenta- 
da nessa tabela. Em todas as formas de hiponatremia, a concentração 
de íon cloreto geralmente também está baixa, porque o cloreto é o 
principal contra-íon do sódio. 


Princípio básico 

Todas as anormalidades do sódio sérico devem ser acompanhadas 
pela urinálise no paciente submetido à restrição líquida. Essa uriná- 
lise deve incluir a dosagem de sódio e a osmolalidade urinárias. Para 
as condições 1 e 2 na Tabela 8.2, o sódio sérico tende a se corrigir ao 
longo de um período de 24 horas quando o paciente é submetido à 
restrição líquida. 
Hiper-hidratação. Nessa condição, cuja causa mais comum é o con- 
sumo de grandes quantidades de água ou líquidos hipotônicos (p. ex., 
polidipsia psicogênica), o nível sérico de sódio diminui para menos 
de 135 mEq/L. Como a água consumida é excretada pelos rins, a uri- 
na também dilui esse íon. De fato, a osmolalidade urinária será baixa, 
isto é, < 300 mOsm. Frequentemente, acompanhando a hiponatremia 
na hiper-hidratação, encontramos valores baixos do hematócrito e do 
BUN, discutidos na sequência. Essa tríade de achados sugere fortemen- 
te a hiper-hidratação como causa. À urinálise em pacientes submetidos 
à restrição líquida revelará um nível de sódio urinário < 25 mEq/L e 
osmolalidade baixa. O potássio também pode estar baixo, apesar de ele 


95 


| 








p 
Aldosterona l 


d 
d 





96 


Tabela 8.2 Causas comuns de hiponatremia e padrões eletrolíticos séricos e urinários com função renal normal* 


Causa Na sérico Na urinário Osmolalidade urinária K sérico Na urinário em 24 horas 
1. Hiper-hidratação Baixo Baixo Baixa Normal ou baixo Baixo 

2. Diureticos Baixo Baixo Baixa Baixo Alto 

3. SIADH' Baixo Alto Alta Normal ou baixo Alto 

4. Insuficiência adrenal Baixo Levemente elevado Normal Alto Alto 

5. Síndrome de Bartter Baixo Baixo Baixa Baixo Alto 

6. Hiperosmolaridade diabética” Baixo Normal Normal Alto Normal 
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* Todos os valores de Na e K são concentrações, exceto para o Na urinário de 24 horas, o qual corresponde ao número total de miliequivalentes de Na excretados em 24 horas na urina. 


' Secreção de niveis inadequados de ADH. 


* Nesta condição, a glicemia é acentuadamente elevada. 


comumente permanecer na faixa de referência. Como, nessa condição, 
a água é excretada principalmente na urina, a excreção total de sódio 
em 24 horas será baixa (causa número 1 na Tabela 8.2). 

Uso e/ou abuso de diuréticos. Diuréticos de alça bloqueiam a bomba 
de cloreto na alça de Henle e, consequentemente, bloqueiam a forma- 
ção de gradientes iônicos via multiplicador de contracorrente, necessá- 
rio para a conservação de água, ocorrendo, assim, perda de água. Além 
disso, como o sódio não é mais retido por acompanhar o cloreto na 
alça, ele também é eliminado do soro. Ao contrário do que ocorre na 
hiper-hidratação (entrada 2 da Tab. 8.2), a excreção de sódio em 24 
horas é alta. O padrão assemelha-se ao da hiper-hidratação (diluição 
sérica e urinária), exceto pelo fato de os diuréticos de alça provocarem 
uma depleção severa de potássio, a não ser que o diurético seja com- 
binado a um diurético poupador de potássio como o triantereno. A 
combinação de hiponatremia e hipocalemia com uma alta excreção de 
sódio e de potássio em 24 horas indica o uso de diurético. Evidente- 
mente, a anamnese geralmente também revelará o uso de diuréticos. 
Síndrome da secreção inadequada de ADH (SIADH) (entrada 3 da 
Tab. 8.2). Nesta condição, secundária a trauma craniano, convulsões, 
outras doenças do SNC e a neoplasias (principalmente os cânceres de 
pulmão, mama e ovário) que secretam hormônios similares ao ADH, 
o sódio sérico diminui por causa da retenção excessiva de água nos 
ductos coletores. Isso acarreta depleção de água nos túbulos renais e, 
consequentemente, concentração da urina. Por essa razão, embora o 
soro apresente diluição de sódio (hipotônico), a urina é concentrada 
a níveis > 40 mEq/L e a osmolalidade urinária ultrapassa 300 mOsm 
enquanto a osmolalidade sérica é < 280 mOsm. Esse padrão é clara- 
mente diagnóstico de SIADH. 

Déficit de aldosterona (entrada 4 da Tab. 8.2). Essa condição é secun- 
dária à doença de Addison e ao hipoadrenalismo relacionado à AIDS. 
Sem aldosterona, a troca Nat-K* e Na*-H’* nos túbulos contornados 
distais e nos ductos coletores não ocorre. Por essa razão, a concentra- 
ção sérica de sódio diminui, enquanto a de potássio aumenta, e ocorre 
uma acidose metabólica leve. O sódio urinário aumenta, mas não a 
níveis tão altos como os observados na SIADH e a osmolalidade uri- 
nária também não é tão elevada como na SIADH. 

Síndrome de Bartter (entrada 5 da Tab. 8.2). Essa condição asseme- 
lha-se ao uso de diurético, exceto pelo fato de a hiponatremia não 
ser corrigida com a restrição líquida. A causa dessa condição rara é 
desconhecida, mas gradientes de cloreto de sódio não conseguem se 
formar na alça de Henle. Isso resulta na retenção do íon cloreto que 
não fica disponível para o mecanismo de contracorrente. Portanto, os 
gradientes iônicos que normalmente se formam na alça de Henle não 
existem. Nessa condição, há uma hiponatremia persistente, hipocale- 
mia e uma alta excreção de sódio e potássio em 24 horas. 

Estado hiperosmolar diabético. Em pacientes com diabetes melito, 
quando apresentam um estado hiperosmolar (i. e., glicemia acentuada- 
mente elevada, em torno de 700 mg/dL), a hiperosmolaridade do soro 
provoca efluxo de água celular, com consequente diluição osmótica do 
sódio sérico. Grosso modo, para cada aumento de 100 mg/dL da glice- 
mia, ocorre uma diminuição de 1,6 mEg/L na concentração sérica de Na”. 
Como o transporte de glicose para o interior das células é acompanha- 
do pelo transporte concomitante de potássio para o interior das células, 


níveis baixos de insulina também causam aumento do potássio sérico. 
Portanto, o efeito do estado hiperosmolar diabético é um baixo nível sérico 
de sódio e um alto nível sérico de potássio. Ele assemelha-se ao hipoaldoste- 
ronismo (causa 4 na Tab. 8.1), mas a presença de níveis anormalmente 
altos de glicose indica a possibilidade de diabetes melito como causa. 


Pseudo-hiponatremia 

Esta condição geralmente é causada pela presença de lipídeos em 
excesso no soro. Os íons sódio são dissolvidos em lipídeos, os quais 
podem ocupar um volume considerável do soro. Quando a quanti- 
dade absoluta de sódio em um determinado volume de soro é deter- 
minada, usando-se métodos de determinação de sódio como a foto- 
metria de chama, esse valor é dividido pelo volume da amostra para 
se obter a concentração. No entanto, parte desse volume é de lipídeos 
que não contêm sódio. Por essa razão, um valor falsamente baixo de 
sódio pode ser obtido. Esse artefato foi eliminado com o uso de ele- 
trodos ion-seletivos que determinam diretamente a concentração de 
sódio e não dependem do conhecimento do volume do soro. 


Hipernatremia 


A Tabela 8.3 apresenta as três causas básicas de hipernatremia. 
Observe que cada uma delas é a contraparte de uma causa de hipo- 
natremia. São elas: 

Desidratação. Pode ser causada pelo excesso de perda renal com uma 
depuração positiva alta de água livre (i. e., perda de água maior que 
de NaCl), sudorese excessiva e baixa ingestão hídrica. O sódio sérico 
encontra-se elevado, assim como o hematócrito (podendo mascarar 
uma anemia verdadeira), e o sódio urinário também está alto por cau- 
sa do aumento da excreção renal de NaCl. 

Diabetes insípido. O diabetes insípido pode ser central (neurogênico) 
(i. e., em razão da diminuição de secreção de vasopressina) ou nefro- 
génico (i. e., decorrente da diminuição de resposta renal). Funcional- 
mente, essa condição é o inverso da SIADH, ou seja, a retenção hídrica 
nos túbulos não é adequada. Embora esta condição não seja totalmen- 
te compreendida, podendo ser multifatorial, a pesquisa atual sugere 


Tabela 8.3 Causas comuns de hipernatremia e padrões eletrolíticos 
séricos e urinários com função renal normal” 


Causa Na Na Osmolalidade K sérico Na urinário 
sérico urinário urinária em 24 horas 

1. Desidratação Alto Alto Alta Normal Varia 

2. Diabetes Alto Baixo Baixa Normal Baixo 
insípido 

3. Doença ou Alto Baixo Normal Baixo Baixo 
síndrome 
de Cushing 


* Todos os valores de Na e K são concentrações, exceto para o Na urinário de 24 horas, o 
qual corresponde ao número total de miliequivalentes de Na excretados em 24 horas na 
urina. 


que mutações e/ou alterações da expressão proteica de “moléculas do 
canal de água” (aquaporinas renais) e/ou do receptor de vasopressi- 
na V2 dos túbulos coletores renais podem estar envolvidos tanto na 
perda patológica de água — como no diabetes insípido nefrogênico 
— quanto na retenção patológica de água, como na SIADH (Schrier, 
2003; Brown, 2003; Nguyen, 2003; Nielsen, 2002). O padrão é o nível 
sérico de sódio elevado e diluição do sódio urinário em razão dos 
níveis funcionalmente inadequados de ADH. 

Hiperaldosteronismo. Esta condição pode ser decorrente da hiper- 
plasia adrenal, síndrome de Cushing e doença de Cushing. O nível de 
aldosterona circulante é inadequadamente alto, causando reabsorção 
excessiva de sódio e excreção de íons K* e H”. O paciente apresentará 
hipernatremia e hipocalemia e exibirá uma alcalose metabólica leve. 


Hipocalemia 
Muitas das causas de hipocalemia sobrepõem-se às da hiponatre- 
mia, incluindo a hiper-hidratação, uso de diuréticos de alça, SIADH 

e síndrome de Bartter, como foi discutido anteriormente. Além des- 

sas causas, que se sobrepõem às da hiponatremia, existem as seguintes 

condições que levam unicamente à hipocalemia: 

1. infusão de insulina em diabéticos. Causa grandes influxos de 
potássio para o interior das células, reduzindo sua concentração 
no soro; 

2. alcalose. Os eritrócitos são excelentes tampões; são capazes de 
trocar íon potássio por ion hidrogênio, portanto, na acidose, ions 
H* entram nos eritrócitos em troca de íons K*, por outro lado, na 
alcalose, ions H* deixam os eritrócitos (para neutralizar o excesso de 
base) enquanto ions K* entram nos eritrócitos; 

3. vômito. A Principal perda é de H* e K* do estômago. 


Hipercalemia 

Entre as principais causas estão as que também acarretam hiperna- 
tremia como desidratação e diabetes insípido, e, também, as seguintes: 
acidose e diabetes melito (como discutido anteriormente) e hemólise. 
Qualquer tipo de lesão celular (p. ex., rabdomidlise) e especialmente a 
hemólise de eritrócitos podem causar hipercalemia. Na hemólise, todo 
K” intracelular é liberado no plasma. Outro analito, que está concen- 
trado nos eritrócitos, que aumenta com o K* na hemólise é a LDH. 
Elevações concomitantes de potássio e LDH no soro devem ser consi- 
deradas indicadores de hemólise, seja artificialmente, após uma amos- 
tra de sangue ter sido coletada do paciente, ou, menos comumente, a 
hemólise ser causada por uma condição hemolítica subjacente. 


Doença renal (Schnerman, 1998) 


Existem quatro analitos que auxiliam no diagnóstico dessa condi- 
ção: BUN, creatinina, cálcio e fosfato. É curioso que nem o BUN nem 
a creatinina têm qualquer relação inerente com a função renal, mas 
ambos, fortuitamente, são ótimos indicadores da condição renal. 


BUN 


BUN significa nitrogênio ureico sanguíneo. A fórmula da ureia é 
H,N-CO-NH,. Existem dois moles de nitrogênio por mol de ureia. 
Este é o produto final do metabolismo de NH; no fígado, como é dis- 
cutido no Capítulo 21. A ureia excretada pelos túbulos renais em uma 
taxa que é aproximadamente proporcional à taxa de filtração glome- 
rular (TFG). Observe que a ureia retida, ou seja, a ureia plasmática ou 
sérica ou BUN, é quase inversamente proporcional a TFG, isto é: 

BUN œ 1/TFG (8.1) 


Creatinina 


A creatinina é secretada, mas também é reabsorvida em uma exten- 
são aproximadamente igual, de maneira que o efeito final é que a 
quantidade filtrada é a quantidade excretada. A quantidade total de 
creatinina filtrada é sua concentração urinária, U,, x volume de uri- 
na, V, durante um determinado tempo. O plasma total que liberou 
essa quantidade de creatinina para os glomérulos é a quantidade total 
de creatinina filtrada dividida pela concentração plasmática, P,,. Essa 
quantidade também é a depuração de creatinina, Ca- Assim, a TFG é: 


TFG = C= U_x VIP, (8.2) 


Suponhamos que o BUN está anormalmente alto (faixa de referên- 
cia = 10 mg/mL a 20 mg/mL). Existem duas razões possíveis para isso. 
A primeira é pré-renal, na qual o fluxo plasmático renal está diminu- 
ido por causa de lesões como, por exemplo, estenose da artéria renal, 
trombose de veia renal etc. Isso causa uma redução da TFG. Pela equa- 
ção 8.1, o BUN aumentará. No entanto, o nível sérico de creatinina 
(P„ na equação 8.2), faixa de referência 0,5 mg/dL a 1 mg/dL, geral- 
mente permanece nos limites normais, ou pode estar levemente eleva- 
do porque, conforme a equação 8.2, a TFG baixa causa diminuição do 
fluxo urinário (V na equação 8.2). Geralmente, P,, e U,, permanecem 
nos limites normais. Portanto, haverá um aumento desproporcional 
de BUN em relação à creatinina. A relação BUN/creatinina é de 10 a 
20:1, e na doença pré-renal ela aumenta bem acima de 20:1. 

A segunda causa de elevação do BUN é a doença renal verdadei- 

ra, na qual também haverá um aumento do BUN em razão da baixa 
TEG. No entanto, aqui, a filtração de creatinina será comprometida, 
de modo que ocorrerá um aumento correspondente no nível sérico. 
Logo, na doença renal verdadeira, o BUN e a creatinina aumentam 
juntos, mantendo a relação BUN/creatinina em 10-20:1 (Newman, 
1999). Esse padrão também ocorre na chamada doença pós-renal, 
isto é, uropatia obstrutiva em decorrência da litíase renal ou urete- 
ral (nefro ou urolitiase), aumento da próstata em razão da hipertrofia 
prostática benigna ou do câncer de próstata, infecção do trato uriná- 
rio, estase vesical, carcinomas uroteliais etc. 
Identificação da lesão. Suponha que um paciente apresente um BUN de, 
digamos, 60 mg/dL e uma creatinina de 3,5 mg/dL. A insuficiência renal 
verdadeira pode, consequentemente, ser diagnosticada. Considere, agora, 
que o rim possui dois compartimentos, um de filtração (glomérulos) e 
um de concentração (túbulos renais). Se há insuficiência renal, onde está 
a lesão: no compartimento de filtração ou no de concentração? 

Como discutido anteriormente, a função renal é conservar líquidos 
ou concentrar a urina. Por essa razão, se o paciente estiver submetido 
a uma dieta com restrição líquida, a osmolalidade da urina (Uosm) 
deve ser significativamente mais alta que a osmolalidade do plasma 
(Posm). De fato, Uosm/Posm é > 1,2 nos indivíduos normais. Se uma 
amostra de urina de 24 horas for coletada do paciente mencionado 
(submetido a uma dieta com restrição líquida) para medir a Uosm, 
podemos determinar o local da lesão. Se a Uosm/Posm for < 1,2, a 
urina não está sendo concentrada e, consequentemente, deve haver 
lesão tubular. Por outro lado, se a relação for normal, por exclusão, a 
lesão deve ser glomerular. As causas de lesão glomerular são muitas, 
e entre elas estão: glomerulonefrite, pielonefrite, diabetes e infarto. 
Lesões tubulares também apresentam muitas causas, incluindo pielo- 
nefrite, diabetes, necrose papilar, necrose tubular aguda (NTA), infar- 
to, choque, isquemia etc. É notável que, de uma amostra de sangue 
de apenas 100 uL e de várias alíquotas de urina, podemos não apenas 
determinar a presença de insuficiência renal, mas também localizar a 
lesão, e de maneira praticamente não invasiva. 


Cálcio e fosfato 


Os rins têm um papel importante na regulação do nível de cálcio. 
Na insuficiência renal, o nível de cálcio tende a cair, enquanto, em 
correspondência, o nível de fosfato tende a aumentar. O tópico sobre 
o metabolismo de cálcio e fósforo é analisado detalhadamente no con- 
texto da avaliação da função endócrina (Cap. 24). Aqui, analisamos 
dois analitos com objetivos diagnósticos. 

Lembre-se de que o cálcio é o cátion mais abundante no corpo, e sua 
maior parte está armazenada nos ossos como hidroxifosfato de cálcio 
em hidroxiapatita. O cálcio forma complexos com fosfato em várias for- 
mas diferentes, dependendo do estado de ionização do fosfato, isto é: 


H.PO, —— H,PO,; + H+ (8.3) 
H,PO, —— HPO,’ +Ht (8.4) 
HPO,2- ——  PO,*+ H+ (8.5) 


As formas de fosfato de cálcio mais insolúveis são aquelas com mais 
fosfato básico (1. e., aquelas da equação 8.5). Desse modo, condições 
alcalinas promovem o depósito de cálcio nos ossos, enquanto condi- 
ções ácidas promovem a liberação de cálcio dos ossos. Consequente- 
mente, a alcalose promove a hipocalcemia enquanto a acidose pro- 
move a hipercalcemia. 
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Observe, também, que existe um equilibrio entre o fosfato de calcio 
solúvel e o fosfato de cálcio insolúvel nos ossos. Esse equilíbrio pode 
ser representado como: 

Ca + P —— (CaP) insolúvel (8.6) 


O lado esquerdo são todos os sais de fosfato de cálcio solúveis, e 
o direito, as formas insolúveis do sal. A constante de equilíbrio, Ky» 
para esse equilibrio é: 

K,, = (Ca) x (P)/(CaP) insolúvel (8.7) 

Como o (CaP) insolúvel está em concentração constante, o pro- 
duto do Ca solúvel x P solúvel é uma constante, chamada constante 
de solubilidade. Desse modo, há uma relação inversa entre o Cae o 
P. Condições de hipocalcemia quase sempre são acompanhadas por 
hiperfosfatemia e vice-versa. 

Do cálcio solúvel, no numerador da equação 8.7, existem duas formas, 
o cálcio ligado à albumina e globulina na forma de quelato e o chamado 
cálcio ionizado ou não quelado. Biologicamente, o cálcio ativo encontra- 
se na forma ionizada. Por essa razão, o nível sérico de cálcio ionizado é 
considerado a melhor mensuração de hipo, normo ou hipercalcemia. 

Os rins são vitais no metabolismo do cálcio e regulam seu nível de 
duas maneiras: o paratormônio estimula os túbulos renais a excreta- 
rem fosfato. Pela equação 8.7, o nível sérico de cálcio deve aumentar. 
Além disso, os rins são vitais para a formação de vitamina D ativa na 
síntese de 1,25-di-hidroxi-colecalciferol, necessário para a absorção 
de cálcio nos intestinos. 

Na doença renal, em que há insuficiência tubular, a excreção de fos- 
fato é inibida por causa da não responsividade dos túbulos ao para- 
tormônio. Por essa razão, o nível de fosfato aumenta, enquanto o de 
cálcio diminui. Além disso, a produção de vitamina D ativa cai, dimi- 
nuindo o cálcio absorvido. A hipocalcemia e a hiperfosfatemia, frente a 
elevações do BUN e creatinina, indicativas de doença renal, são fortes 
indícios de insuficiência tubular. 

Outras causas de hipocalcemia. Além da alcalose e da insuficiência 
renal, a hipocalcemia pode ser causada pelo hipoparatireoidismo, 
levando também à hiperfosfatemia. Raramente, como nos carcinomas 
medulares de tireoide e em outros tumores de células APUD (sigla em 
inglês que significa captação e descarboxilação de precursor de amina), a 
elaboração de calcitonina, um hormônio bem conhecido que reduz o 
cálcio, pode levar à diminuição do nível sérico de cálcio. Essas causas 
podem ser englobadas no acrônimo CHAR (Calcitonina, Hipoparat- 
ireoidismo, Alcalose, insuficiência Renal). 

Causas de hipercalcemia. Além da acidose, as possíveis causas dessa 
condição podem ser resumidas pelo acrônimo CHIMPS de Bakerman 
(Bakerman, 1994). CHIMPS indica: Câncer, Hipertireoidismo, causas 
latrogênicas, Mieloma múltiplo, hiperParatireoidismo, Sarcoidose. 


Anormalidades nos gases do sangue 


Discutimos os efeitos da acidose e da alcalose sobre o nível sérico de 
cálcio. Contudo, o diagnóstico real de acidose ou da alcalose depende 
da mensuração do pH do sangue arterial. O tópico gases do sangue 
é discutido no Capítulo 14. Aqui, centramos a atenção sobre como 
interpretar resultados anormais e como correlacioná-los a outros 
achados laboratoriais. 

As determinações de gases do sangue são mensurações quantitativas 
do pH do sangue arterial, Pco,, bicarbonato, Po, saturação de oxigê- 
nio e excesso de base. Três dessas mensurações são interdependentes, 
isto é, a Pco,» O bicarbonato e o pH, segundo a equação de Hender- 
son-Hasselbach: 

pH = 6,1 +log[(HCO;)/(H,CO.)] (8.8) 

Como a concentração de H,CO, no sangue é diretamente propor- 
cional à Poco, isto é, em temperatura ambiente H,CO, = 0,03 x Pco, a 
equação 8.8 pode ser escrita como: 

pH = 6,1 + log((HCO;)/(0,03 x Pco,)] (8.9) 

Observe que, se o bicarbonato, no numerador da equação 8.9, for 
consumido como na acidose metabólica, a frequência respiratória 
aumentará e, consequentemente, ocorrerá diminuição da Peo, pro- 
vocando diminuição do denominador, resultando em compensa- 
ção. Quando a Pco, aumenta na acidose respiratória, os rins retém 
bicarbonato de modo que tanto o numerador como o denominador 
aumentam para manter a relação relativamente constante. 


Na interpretação dos resultados gases do sangue, o primeiro valor a 
ser observado é o do pH. Independentemente dos valores do bicarbo- 
nato e da Pco, se o pH é inferior a 7,4, o paciente apresenta acidose; 
se é superior a 7,4, alcalose; se igual a 7,4, não apresenta nem acidose 
nem alcalose. Após o diagnóstico de acidose ou alcalose ser estabeleci- 
do, o bicarbonato ou a Poco, podem ser utilizados para decidir se ela é 
de origem metabólica ou respiratória. 

A Tabela 8.4 apresenta um resumo das quatro condições básicas 
anormais: acidose metabólica e respiratória e alcalose metabólica e 
respiratória. Na acidose metabólica, o problema primário é a produ- 
ção de ácido como, por exemplo, na cetoacidose diabética, a acidose 
lática (p. ex., sépsis por Gram-negativo) e insuficiência renal. Esse áci- 
do é tamponado pelo bicarbonato, que é consequentemente consumi- 
do. Para compensar a perda de bicarbonato, a frequência respiratória 
aumenta para diminuir a Pco,- Portanto, um pH baixo, combinado 
a um bicarbonato baixo e a uma Pco, baixa indicam acidose meta- 
bólica, como é mostrado na condição 1 da tabela. Como é mostrado 
na condição 2, condição oposta, alcalose metabólica acarreta reversão 
dos níveis mostrados na condição 1. A causa mais comum de alcalose 
metabólica é o vômito, com perda de HCl do estômago e aumento 
concomitante de bicarbonato. 

Quando o CO, é retido anormalmente pelos pulmões, como na 
doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), o denominador da 
equação 8.9 aumenta, provocando queda do pH sanguíneo. Para 
compensar, os rins retêm bicarbonato e, consequentemente, provo- 
cam aumento do numerador dessa equação. Quando o pH sanguíneo 
encontra-se abaixo de 7,4 e o CO, e o bicarbonato estão aumentados 
(condição 3 na Tab. 8.4), a acidose é de origem respiratória. Observe 
a condição oposta à alcalose respiratória, na condição 4 dessa Tabela. 
Além da DPOC, as principais causas de acidose respiratória incluem 
doenças, como a miastenia grave, nas quais há paralisia parcial dos 
músculos acessórios da respiração; pneumonia; e doenças do sistema 
nervoso central, que afetam áreas do tronco encefálico, envolvidas no 
controle respiratório. A alcalose respiratória é causada principalmente 
por hiperventilação, frequentemente de origem psicogênica. Aqui, a 
Poo, é reduzida por causa da velocidade da respiração. 

O pH sanguíneo pode afetar os níveis de eletrólitos no soro. Na aci- 
dose, além do tamponamento pelo bicarbonato, os eritrócitos tam- 
bém podem tamponar íons H* em excesso, trocando-os por íons 
K* intracelulares. O efeito final é uma hipercalemia leve. Uma hipo- 
calemia concomitante ocorre na alcalose. É preciso lembrar também 
que a acidose pode causar hipercalcemia leve, já a alcalose pode causar 
hipocalcemia leve e afeta especialmente a fração de cálcio ionizado. 


Hiato aniônico 

Todos os íons sódio devem ser neutralizados por contraíons, a maior 
parte dos quais está presente no sangue, sendo constituídos por íons 
cloreto e bicarbonato e, em menor grau, pelos grupos fosfato, sulfato 
e carboxilato de proteínas. O nível sérico normal de sódio é de apro- 
ximadamente 140 mEq/L, o de cloreto é de cerca de 100 mEq/L e o 
de bicarbonato é de aproximadamente 24 mEq/L. O hiato aniônico é 
definido como Na* — (Cl + HCO,>), sendo, nos indivíduos normais, 
em torno de 16. Esses 16 mEq/L realmente incluem outros contraíons 
que neutralizam o sódio, mas que não são mensurados no soro. 


Tabela 8.4 Padrões de pH, P.o, e bicarbonato em diferentes condições 


Condição pH Bicarbonato Po, Causas comuns 

1. Acidose < 7,40 Baixo Baixo Cetoacidose diabética; 
metabólica acidose lática 

2. Alcalose > 7,40 Alto Alto Vômito 
metabólica 

3. Acidose <7,40 Alto Alto DPOC; paralisia de 
respiratória músculos respiratórios 

4. Alcalose > 7,40 Baixo Baixo Ansiedade; dor aguda 


respiratória 











DPOC = doença pulmonar obstrutiva crônica. 


Quando um indivíduo apresenta acidose metabólica, na qual o 

aumento da concentração de ion H* é acompanhado por um aumen- 
to correspondente de íons CI, o ácido será tamponado pelo bicarbo- 
nato (convertido em H,CO,). O valor do bicarbonato consequente- 
mente diminui, mas haverá um aumento de 1:1 de íon cloreto. Por 
essa razão, não haverá alteração no hiato aniônico. Quando a acidose 
metabólica é decorrente da presença de um ácido cujo contraíon não é 
CH, como o ácido acetoacético (na acidose diabética) ou o ácido lático 
(na sépsis ou na hipoperfusão), o bicarbonato diminui, como acima, 
mas não ocorre aumento correspondente de Cl”. Consequentemente, 
ocorre um aumento do hiato aniénico que pode atingir valores de 25 
mEq/L a 30 mEq/L. A presença de um hiato aniônico maior significa 
a presença de acidose metabólica, em razão de um ácido que não con- 
tém cloreto. 
Hiatos aniônicos baixos. Hiatos aniônicos baixos consistentes, geral- 
mente na faixa de 1 mEq/L a 3 mEq/L, indicam a presença de altos 
níveis de proteína básica, frequentemente uma proteína de mieloma. 
A proteína básica contém íons amônio, cujo contraíon é o cloreto. 
Atualmente, o fon invisível” é o amônio, embora haja um aumento 
mensurável de íon cloreto. Isso tende a diminuir o hiato aniônico. 
Hiatos aniônicos persistentemente baixos representam um sinal sério 
de possível processo maligno, isto é, mieloma. 


Oxigenação 

Os gases do sangue também fornecem uma excelente mensuração da 
perfusão tissular por meio da mensuração da Po, e da saturação de oxi- 
gênio da hemoglobina. Os valores normais da Po, devem estar entre 90 
mmHg e 100 mmHg, enquanto a saturação de O, deve ser de 100%. 
Valores baixos de um ou de ambos os parâmetros indicam uma patolo- 
gia subjacente. As principais causas de valores baixos desses parâmetros 
são infarto do miocárdio, embolia pulmonar, doença intersticial pul- 
monar grave (p. ex., pneumonia intersticial) e anoxia tissular secun- 
dária à hipoperfusão, como na septicemia e na insuficiência cardíaca 
congestiva grave. Na embolia pulmonar, ocorre bloqueio da circulação 
pulmonar pelo êmbolo, apesar da ventilação adequada, dando origem a 
desigualdades ventilação/perfusão. 
Hipercarbia como causa de hipóxia. Outra causa importante de hipó- 
xia no sangue arterial é a retenção de CO, como, por exemplo, na 
DPOC. Isso ocorre porque, na medida em que o CO; aumenta nos alvé- 
olos, reduz o volume de O, no espaço aéreo. Em valores de Peo, acima 
de 50 mmHg, o efeito da Po, alveolar, representado como P,o,, torna- 
se importante, como é ilustrado na Figura 8.2. O oxigênio, ao contrá- 
rio do CO; não é solúvel em água ou nas membranas, de modo que há 
uma diferença de pressão de aproximadamente 10 mmHg a 15 mmHg 
entre o O, alveolar e o arterial (representado como P_,,), chamado gra- 
diente A-a. Portanto a P o, é ainda mais baixa que a P 10, diminuída. 
É importante lembrar que o oxigênio total inspirado, chamado Po» é 
particionado entre o saco alveolar e o sangue arterial. Essa relação pode 
ser expressa da seguinte forma: 

Po = Po; + P 0, (8.10) 

Para cada mol de O, consumido, aproximadamente 0,8 mol de CO, 
é produzido. A relação entre o CO, produzido e o O, consumido é 
chamada de quociente respiratório, ou QR. À P_o, pode ser expressa 
como P.CO,/QR. De modo geral, a equação 8.10 pode ser reescrita 
cômoda seguinte maneira: 


P.o, = Po; — P,co,/RQ (8.11) 
Para um RQ de 0,8: 


Essa equação afirma que, para cada incremento na P «o» haverá 
uma redução maior que um para um na P o». Isso resulta em um défi- 
cit severo de oxigênio. 

A figura 8.3 mostra a curva de dissociação oxigênio-hemoglobina. 
Observe que é uma curva sigmoidal, por causa da natureza alostérica 
da ligação do oxigênio à hemoglobina. Para valores de Po, entre 70 
mmHg e 100 mmHg, a saturação da hemoglobina é próxima de 100%. 
No entanto, para valores de Po, < 70 mmHg, ocorre uma queda acen- 
tuada na fração de saturação, de modo que pequenas quedas da Po, 
levam a grandes diminuições do percentual de saturação. Compõe 
esse efeito a diminuição desproporcional da Po, sempre que a Po, 
aumenta, como foi descrito previamente. 
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Figura 8.2 Efeito do aumento da Peo, sobre a Po, no alvéolo e no sangue arterial. A figura 
demonstra que, quando a Peo, aumenta, ocorre uma diminuição maior que um para um da Po. 


Embora esses eventos deletérios ocorram, a perfusão tissular dimi- 
nui severamente por causa da diminuição da saturação de oxigênio do 
sangue arterial. O resultado é a acidose tissular (principalmente em 
decorrência do ácido lático, resultado do metabolismo anaeróbio). 
A acidose desvia a dissociação oxigênio-hemoglobina para a direita, 
como mostra a Figura 8.3, causando uma saturação ainda menor para 
determinada Po, provocando maior diminuição da perfusão tissular e 
maior acidose tissular. Esse ciclo vicioso pode ser corrigido colocando- 
se o paciente em um respirador, para aumentar a expiração de CO). 

O padrão de gases do sangue para esse tipo de paciente será um bai- 
xo pH do sangue arterial, PO, baixa, saturação de oxigênio baixa, Poo» 
alta e bicarbonato baixo. Esse padrão não é típico dos quatro padrões 
básicos apresentados na Tabela 8.4 porque, no topo de uma acido- 
se respiratória básica (alta Pco,), há uma acidose lática metabólica 
tissular sobreposta, que causa um nível baixo de bicarbonato. Esses 
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Figura 8.3 Efeitos da diminuição da Po, na zona alostérica da curva de dissociação oxigê- 
nio-hemoglobina. Na curva do pH 7,4 (média), quando a Po, cai de 80 para 60 mmHg, o 
efeito sobre a saturação de oxigênio é pequeno. Contudo, uma queda de 40 para 20 mmHg 
acarreta uma queda maior da saturação de oxigênio, de aproximadamente 80% para 30% 
(seta 1 na figura). Com essa saturação de oxigênio baixa, ocorre uma acidose lática tissular 
acentuada em razão do metabolismo anaeróbio. A acidose maior causa uma queda no pH 
sanguíneo, para 7,2, desviando a dissociação oxigênio-hemoglobina para a direita (curva do 
pH 7,2). Agora, para uma Po, de 20 mmHg, a saturação de oxigênio cai ainda mais (seta 2 na 
figura), para aproximadamente 20%, estabelecendo um ciclo vicioso. 
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achados, junto da Po, baixa, indicam a necessidade imediata de venti- 
lação assistida para o paciente. 

Ao contrário das duas condições, infarto do miocárdio e embolia pul- 
monar, o tratamento do estado de hipercarbia aguda não é administrar 
oxigênio, exceto se o paciente estiver sendo ventilado adequadamente. A 
hipercarbia leva à inibição induzida pelo CO, dos centros respiratórios 
localizados na ponte e na medula oblonga do tronco encefálico. De fato, o 
único impulso respiratório é a hipóxia, induzida pela hipercarbia, fazendo 
com que os quimiorreceptores, localizados no arco aórtico, enviem sinais 
para o centro respiratório do encéfalo, para a manutenção da respiração. 
A administração de oxigênio aos pacientes nesse estado, sem ventilação, pode 
causar interrupção da respiração e morte súbita do paciente. 


Anormalidades na glicose 


O intervalo de referência para a glicemia de jejum é geralmente entre 
70 a 100 mg/dL. Como descrito no Capítulo 16, as duas anormalidades 
básicas que podem ocorrer com o nível sérico de glicose são a hipergli- 
cemia, quase sempre associada ao diabetes melito e à hipoglicemia, em 
decorrência de causas iatrogênicas (overdose de insulina no paciente 
diabético) ou de outras causas subjacentes (p. ex., hipoglicemia rea- 
cional decorrente da “hipersensibilidade” à insulina, insulinoma etc.). 
Para diagnosticar hiperglicemia é vital determinar se o paciente apre- 
senta (1) glicemia de jejum superior ou igual a 126 mg/dL, ou (2) gli- 
cemia superior ou igual a 200 mg/dL e sintomas clássicos de diabetes, 
ou (3) glicemia superior ou igual a 200 mg/dL, duas horas após carga 
durante um teste oral de tolerância à glicose, (Sacks, 1999). Qualquer 
um dos achados acima é diagnóstico, se puder ser confirmado com a 
repetição do exame no dia posterior (Sacks, 1999). 

No teste de tolerância à glicose, descrito no Capítulo 16, são acom- 
panhados os níveis de glicose no sangue e na urina de um paciente 
após administração de uma quantidade bem definida de glicose, via 
oral, depois de jejum noturno de 12 horas. Normalmente, a glicemia 
aumenta e, em seguida, cai em aproximadamente duas horas. Entre- 
tanto, quando a glicemia permanece elevada, o diagnóstico de diabe- 
tes melito pode ser feito. Além disso, se for detectada glicose na urina, 
em qualquer ponto, uma evidência dessa condição também é obtida, 
embora a ausência de glicose na urina não descarte o diabetes melito. 

Glicemias elevadas também causam glicosilação da hemoglobina. O 
nível de hemoglobina glicosilada muda lentamente ao longo do tempo e, 
por essa razão, constitui um indicador estável e confiável da glicemia em 
um período de 2 a 3 meses. O nível de hemoglobina glicosilada superior 
a 7% é considerado indicativo de diabetes melito e a eficácia do trata- 
mento é aferida pela redução do nível sérico para menos de 7. De todos 
os métodos diagnósticos e, especialmente, para monitoração do trata- 
mento do diabetes melito, a dosagem da hemoglobina glicosilada talvez 
seja o mais acurado, e deve ser mensurado em conjunto com a dosagem 
da glicemia (Blincko, 2001; Krishnamurti, 2001; Kilpatrick, 2004). 


Outros achados laboratoriais anormais 
no diabetes melito 


Como discutido anteriormente, na seção sobre eletrólitos, sob a influ- 
ência da insulina, sempre que a glicose é transportada para o interior 


Tabela 8.5 Seis padrões básicos das provas de função hepática 


da célula, ela é acompanhada por potássio. No diabetes, na ausência de 
insulina, a glicose sanguínea se eleva, assim como o potássio. Em razão 
do aumento do metabolismo de gorduras, ocorre um aumento de ácido 
acetoacético, levando a uma acidose metabólica. No diabetes, em que a 
glicemia é excepcionalmente elevada (i. e., > 300 mg/dL), a osmolalida- 
de sérica torna-se perigosamente alta e pode causar coma hiperosmolar 
não cetótico. Nessa condição, a água dos eritrócitos (e leucócitos) saem 
das células para o espaço intravascular, tendendo a diluir os analitos, 
como o sódio. Por essa razão, o paciente com coma hiperosmolar não 
cetótico pode apresentar soro hiperosmolar, hiperglicemia, hipercale- 
mia e hiponatremia. Em condições de cetose, o paciente apresentará, 
também, acidose metabólica e um grande hiato aniônico. 

Na hipoglicemia, o nível sérico de glicose < 60 mg/dL em uma série 
de amostras aleatórias de soro em jejum indica essa condição. O teste 
de tolerância à glicose revela que, após um aumento acentuado inicial 
da glicemia, ocorre uma queda anormalmente rápida para níveis subs- 
tancialmente inferiores a 60 mg/dL. Quando houver suspeita de hipo- 
glicemia, é aconselhável submeter o paciente a um teste de tolerância 
à glicose de 5 horas, porque o “declive” hipoglicêmico é comumente 
observado somente após 3 horas. O teste de tolerância à glicose em 
pacientes com suspeita de hipoglicemia deve ser realizado com grande 
cautela, pois o procedimento pode causar uma hipoglicemia reacional 
grave, acarretando perda da consciência, ou mesmo choque. 


Provas de função hepática 


A função hepática é discutida detalhadamente no Capítulo 21, no 
qual é apresentada uma descrição detalhada dos diferentes padrões 
das provas de função hepática. O leitor achará praticamente impossi- 
vel memorizar esses padrões sem um conhecimento básico dos prin- 
cípios subjacentes. Podemos reduzir as anormalidades mais comuns 
dos exames de função hepática a um conjunto de seis condições 
apresentadas resumidamente na Tabela 8.5. Os princípios para esses 
padrões são explicados a seguir. 

1. Todas as lesões agudas e/ou necróticas do fígado causam, primaria- 
mente, um aumento acentuado nos níveis de aminotransferases, 
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase 
(ALT). A lesão celular e a necrose também podem aumentar 
outras enzimas, como a lactato desidrogenase (LDH). Elas 
incluem a hepatite aguda (p. ex., infecciosa ou induzida por 
substâncias químicas), infarto e trauma. O trato biliar sempre é 
afetado, de modo que a bilirrubina direta aumenta em razão da 
interferência no fluxo biliar. Por causa da lesão do trato biliar, a 
enzima fosfatase alcalina aumenta juntamente com a Y-glutamil- 
-transferase (‘y-GT) e a 5’-nucleotidase < (5’-N). A lesão dos 
hepatócitos provoca perda da conjugação da bilirrubina trans- 
portada, de modo que a bilirrubina indireta (não conjugada) 
também aumenta. 

Como, geralmente, na hepatite, muito menos de 80% do fígado é 
destruído, ocorrerá regeneração total, restando tecido suficiente 
para garantir níveis adequados de síntese proteica e fixação da 
amônia como ureia. Por esse motivo, os níveis totais de proteína, 
albumina e amônia permanecem normais. Esses resultados típi- 
cos estão resumidos na condição 1 da Tabela 8.5. 


Condição AST ALT LDH FA PT Albumina _ Bilirrubinas Amônia 
Hepatite Alta Alta Alto Alta Normal Normal Altas Normal 

2. Cirrose Normal Normal Normal Normal ou Baixa Baixa Altas Alta 

discretamente alta 

3. Obstrução biliar Normal Normal Normal Alta Normal Normal Altas Normal 
Lesão expansiva Normal ou alta Normaloualta Alto Alta Normal Normal Normais ou altas Normal 

5. Congestão passiva Discretamente Discretamente Discretamente Normal ou Normal Normal Normais ou Normal 

alta alta alto discretamente alta discretamente altas 
6. Insuficiência fulminante Muito alta Alta Alto Alta Baixa Baixa Altas Alta 


AST = aspartato aminotransferase; ALT = alanina aminotransferase; LDH = lactato desidrogenase; FA = fosfatase alcalina; PT = proteína total. 


2. Acirrose hepática apresenta duas características principais: fibro- 
se, que impede a regeneração do tecido hepático, não impor- 
tando onde tenha ocorrido; e nódulos de tecido de regeneração 
hepática, os quais são as únicas fontes de qualquer tipo de 
função hepatocítica. Por essa razão, na cirrose, ocorre o padrão 
quase reverso daquele observado na condição 1, na Tabela 8.5, 
para a hepatite. Como na cirrose pan-hepática ocorre destruição 
de mais de 80% do tecido hepático, sem regeneração do tecido 
lesado, os níveis das aminotransferases AST/ALT e do LDH 
(todos dos nódulos de regeneração) tendem a ser normais ou 
baixos, ou, ocasionalmente, levemente elevados. No entanto, 
as proteínas totais e a albumina são anormalmente baixas e o 
nível de amônia é elevado. Como há quantidade insuficiente de 
tecido hepático viável remanescente, e porque a fibrose destrói 
os colangíolos, tanto a bilirrubina indireta como a direta tendem 
a aumentar. Esses achados estão resumidos na condição 2 da 
Tabela 8.5. 

3. A obstrução biliar aguda, causada por cálculos na árvore biliar 
ou por neoplasias que bloqueiam a excreção de bile, provoca 
aumento da bilirrubina direta e da fosfatase alcalina do trato 
biliar, assim como das enzimas y-GT e 5'-N (ver Tabela). Todas 
as outras provas de função hepática são normais. Consequente- 
mente, para a obstrução biliar simples, o padrão é o mostrado na 
condição 3 da Tabela 8.5. 

4. Lesões expansivas do fígado são caracterizadas, por razões não bem 
compreendidas, por elevações isoladas das enzimas fosfatase alca- 
lina e LDH. Esse padrão é mostrado na condição 4 da Tabela 8.5. 
Sua causa mais comum é o carcinoma metastático do fígado. 

5. À congestão passiva do fígado é caracterizada pela elevação discreta 
de aminotransferases (AST/ALT) e LDH e, em casos mais graves, 
por aumentos de bilirrubina total e fosfatase alcalina. Esse padrão 
também é observado na mononucleose infecciosa, em que o 
aumento de bilirrubina pode ser acentuado. O padrão geral da 
congestão passiva é mostrado na condição 5 da Tabela 8.5. 

6. A insuficiência hepática aguda fulminante, discutida no Capítulo 21, 
pode decorrer de várias causas, incluindo a síndrome de Reye e a 
hepatite C (Gill, 2001; Shiodt, 2003). Essa condição é a insuficiência 
hepática total, cujo padrão global (Sunheimer, 1994) é mostrado 
na condição 6 da Tabela 8.5, e aparece como uma combinação de 
hepatite e cirrose. Aqui, a AST e a ALT atingem valores excepcio- 
nalmente altos, com frequência superiores a 10.000 UI/L. Ao mes- 
mo tempo, as proteínas totais e a albumina diminuem de maneira 
acentuada, e o nível de amônia é anormalmente elevado, causando 
encefalopatia hepática. Também estão elevadas a LDH, a fosfatase 
alcalina e as bilirrubinas. Além do aumento acentuado da AST e da 
ALT, combinado à hiperamonemia, ocorre um aumento despro- 
porcional característico de AST em relação à ALT, confirmando 
ainda mais o diagnóstico. É vital reconhecer esse padrão porque a 
condição subjacente é uma emergência médica, que deve ser trata- 
da imediatamente. 


Correlações entre as provas de função hepática 
e outros achados laboratoriais 

Na insuficiência hepática grave, secundária à cirrose ou à insufici- 
ência hepática fulminante, não é incomum observarmos anormalida- 
des eletrolíticas nas provas de função renal e no perfil da coagulação. 
Pacientes com as condições 2 ou 6 da Tabela 8.5 geralmente apresen- 
tam ascite com acentuada perda de líquido do terceiro espaço. Isso 
acarreta aumento dos níveis de ADH e aldosterona para reter água 
intravascular. Dependendo de qual nível “vencer”, o paciente pode 
apresentar hipo ou hipernatremia. 

A insuficiência hepática grave também pode causar síndrome hepa- 
torrenal, isto é, disfunção renal secundária à insuficiência hepática. 
Essa doença é caracterizada pelos padrões típicos, mostrados nas con- 
dições 2 e 6 da Tabela 8.5. Como discutido anteriormente, a insufici- 
ência renal causa aumento do BUN e da creatinina com uma relação 
de 10-20:1, que são os indicadores da insuficiência . A relação Uosm/ 
Posm é < 1,2:1, indicando disfunção tubular. 

Coagulopatias graves com aumento do TTPA e do TP podem ser 
observadas por causa da ausência de produção de fatores da coagula- 
ção. Não raramente, a CIVD acompanha a insuficiência hepática. Essa 


condição deve ser diferenciada da baixa produção de fatores da coagu- 
lação combinada à hepatoesplenomegalia decorrente da hipertensão 
portal, como na cirrose. A esplenomegalia pode causar sequestro de 
plaquetas, de modo que o padrão global pode assemelhar-se à CIVD, 
mas não ser uma CIVD verdadeira. Para estabelecer o diagnóstico de 
CIVD, deve haver aumento nos níveis de dímero D e de produtos de 
degradação da fibrina. Além disso, na insuficiência hepática grave, 
eritrócitos anormais, chamados células-alvo, podem ser observados 
no esfregaço de sangue periférico. 

Pacientes com cirrose e insuficiência hepática aguda fulminante 
tendem a ser imunocomprometidos. Muitos deles apresentam função 
defeituosa das células T, mas produzem excesso de imunoglobulina 
(não eficaz). Por essa razão, tais pacientes tendem a apresentar um 
nível sérico baixo de albumina, em decorrência da diminuição de sua 
síntese, mas aumento de imunoglobulinas séricas. 


Provas de função cardíaca 


Diagnóstico de infarto do miocárdio 
(IM) e de síndrome coronariana aguda 

Esse tópico será discutido ao longo do Capítulo 18. Como o infar- 
to agudo do miocárdio (IAM) exige um diagnóstico rápido e acura- 
do, especialmente agora que existem novas opções terapêuticas com 
agentes trombolíticos, o laboratório clínico tem sido requisitado para 
fornecer exames séricos que possibilitem o diagnóstico em um estágio 
inicial. Até recentemente, o diagnóstico laboratorial baseava-se em 
determinações seriadas da fração MB da creatina fosfoquinase (CK- 
MB). A confirmação do diagnóstico era obtida pela chamada “relação 
inversa” (flipped ratio) das isoenzimas da lactato desidrogenase (LDH) 
24 a 36 horas após o evento agudo inicial e/ou pela observação da evo- 
lução característica de elevações das três enzimas: creatina fosfoqui- 
nase (CK), aspartato aminotransferase (AST) e LDH. 

Essas abordagens foram substituídas, principalmente, por dois 
outros analitos, a mioglobina e, especialmente, a troponina, que pos- 
suem capacidades diagnósticas mais rápidas e específicas. A mioglobi- 
na é uma proteína de ligação/transporte de oxigênio encontrada nos 
músculos cardíaco e esquelético. Seu tamanho, relativamente peque- 
no, e sua função permitem a liberação precoce das células irreversi- 
velmente lesadas. No entanto, os métodos atuais de mensuração não 
conseguem distinguir o tecido de origem da mioglobina e, por essa 
razão, seu uso está limitado à investigação de possível IAM. Um resul- 
tado positivo sugere a necessidade de mais work-up para IAM. 

A troponina é um complexo proteico regulador no tecido muscular. 
Ela compreende três subunidades denominadas troponina I, troponi- 
na Tetroponina C. Diferentes genes codificam a troponina I no mús- 
culo esquelético e no músculo cardíaco, dando origem a isoformas 
que apresentam sequências significativamente diferentes. Além disso, 
a troponina I cardíaca contém um resíduo adicional do aminoácido 
31 em seu terminal N. Imunoensaios rápidos e acurados para troponi- 
na Te troponina I cardíaca foram desenvolvidos (Moss, 1999; Apple, 
1999). No IAM, a troponina I cardíaca aumenta em 4 a 8 horas após o 
início da dor torácica, atingindo um pico em aproximadamente 12 a 
16 horas, e permanece elevada por 5 a 9 dias. Valores iguais ou supe- 
riores a 1,5 ng/dL são considerados sugestivos de IAM. 

Como o nível de troponina aumenta de maneira relativamente rápi- 
da e permanece elevado durante um tempo prolongado, a determi- 
nação de troponina substituiu a chamada “relação inversa” das duas 
isoenzimas de LDH, LDH1 e LDH2. A relação LDH1:LDH2 aumenta 
para mais de 0,75 e, com frequência, ultrapassa 1, ocorrendo apenas 
cerca de 36 horas após o início dos sintomas. 

A troponina T não possui diferenças de sequência tecido-especifi- 
cas. Contudo, provou-se que ela é eficaz no diagnóstico do IAM. Um 
problema com o uso da troponina T é que ela pode estar elevada em 
pacientes com doença renal (Diris, 2004) embora isso não afete o uso 
da troponina T na previsão do prognóstico de pacientes com síndro- 
me coronariana aguda (Aviles, 2002). De modo geral, ambas as deter- 
minações de troponina apresentam sensibilidade e especificidade 
superiores a 90%, e o nível sérico elevado de troponina, 12 horas após 
o início da dor torácica, apresenta 100% de sensibilidade no diagnós- 
tico do IAM. 
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Deve-se observar que a CK-MB continua sendo útil no diagnóstico 
do IAM. Trata-se de uma isozima da CK, a qual possui três isoenzimas 
compostas por duas cadeias (chamadas M e B): MM, MB e BB. A fração 
MB é, predominantemente, encontrada no músculo cardíaco (Roberts, 
1997). Para diagnosticar o IAM a partir do nível sérico da CK-MB, é 
importante que seja demonstrada uma elevação na concentração de CK- 
MB e na relação CK-MB/CK total (também chamada índice cardíaco) 
(Thompson, 1988; Woo, 1992). Como existe uma pequena quantidade 
de CK-MB no músculo esquelético, doenças do músculo esquelético 
que provocam grande aumento do nível de CK-MM também causam 
um aumento muito elevado da concentração sérica absoluta, o que 
pode levar a resultados falso-positivos para a CK-MB. Além disso, para 
aumentar a sensibilidade e a especificidade da CK-MB no diagnóstico 
do IAM, observou-se que é necessária a realização de determinações 
seriadas da fração MB (em intervalos de 3-4 horas ao longo de um perío- 
do de 12 a 16 horas), que mostram uma elevação progressiva que atinge 
um pico e é seguida por uma queda a níveis baixos. Esse padrão é prati- 
camente 100% diagnóstico de IM (Lott, 1984; Wu, 1999). É importante 
notar que a CK-MB geralmente aumenta em 4-6 horas e, algumas vezes, 
apenas 2 horas após o início da dor torácica, atingindo um pico em 12 
horas. Por essa razão, as dosagens de mioglobina e de CK-MB têm sido 
recomendadas (Wu, 1999; Alpert, 2000; Fromm, 2001; Lewandrowski, 
2002) como marcadores precoces do IAM, porque ambas são liberadas 
logo após um IAM, com a mioglobina e, algumas vezes, com aumento 
da CK-MB em 1 a 2 horas após o início do quadro. 

Contudo, o aumento dos níveis de troponina T e, especialmente, 
da troponina I é mais específico para a lesão cardíaca que a elevação 
do nível de CK-MB. Assim como a CK-MB, elas aumentam em 4 a 6 
horas e, algumas vezes, em 2 horas após o início da dor torácica. Além 
disso, níveis elevados de troponina isolados são diagnóstico de IAM e 
de angina instável, e não exigem determinações de acompanhamento 
ou cálculo de índices cardíacos para confirmar esses diagnósticos, O 
que torna a troponina mais efetiva do ponto de vista diagnóstico e 
mais custo-efetiva que a CK-MB. Como um bônus adicional, a tro- 
ponina, ao contrário da CK-MB, também serve como marcador para 
a angina instável. Por isso, muitos centros médicos a utilizam como o 
marcador preferido para o IM. 

Os protocolos atuais para o diagnóstico laboratorial de IAM variam. 
Em alguns centros médicos, a troponina I, ou a troponina T, é utili- 
zada de maneira exclusiva, enquanto, em outros, tanto a troponina 
como a CK-MB são utilizadas em conjunto. Baseados nas recomenda- 
ções iniciais de uma conferência sobre padrões na prática laboratorial 
(Wu, 1999), relativas ao diagnóstico laboratorial do IAM para pacien- 
tes com dor torácica e alterações eletrocardiográficas não diagnósticas, 
muitos centros utilizam um marcador precoce de lesão miocárdica (p. 
ex., CK-MB ou mioglobina) junto a um marcador definitivo, isto é, 
a troponina (alta especificidade e sensibilidade) para a lesão cardíaca. 
Para pacientes com achados clínicos diagnósticos de IAM antes de o 
tratamento ter sido iniciado, a troponina e/ou a CK-MB podem ser 
solicitadas para documentar o infarto, monitorar a extensão da doen- 
ça, detectar possível reinfarto e monitorar a eficácia terapêutica. Além 
disso, a troponina e/ou a CK-MB podem ser utilizadas para a detecção 
perioperatória de IAM durante procedimentos cirúrgicos. 


Diagnóstico de insuficiência cardíaca congestiva 

Até recentemente, esta condição era diagnosticada exclusivamente 
com base na sintomatologia e/ou como resultado de procedimentos, 
como a ecocardiografia. No entanto, um novo biomarcador foi desco- 
berto, o peptídeo natriurético tipo B (BNP), o qual foi aprovado como 
teste definitivo para essa condição e parece ser um excelente marcador 
para a insuficiência cardíaca no estágio inicial. Esse exame também 
pode ser importante do ponto de vista diagnóstico e prognóstico em 
pacientes com dispneia aguda e dor torácica. O diagnóstico diferencial 
nesses pacientes inclui a dispneia causada por insuficiência cardíaca 
crônica (cujos sinais e sintomas geralmente são inespecíficos) versus 
outras causas de dispneia aguda (p. ex., pneumonia, carcinoma, efusão, 
asma). O nível normal (1. e., um valor preditivo alto negativo para esse 
exame) parece ser útil para a exclusão de uma etiologia cardíaca nesses 
pacientes. O nível de BNP também pode ser um preditor independente 
de arritmia, acidente vascular cerebral (AVC) e morte (Clerico, 2004; 
Ishii, 2003; Mueller, 2004; Prahash, 2004; Winter, 2004). 


Provas de função pancreática 


Elevações da amilase e da lipase pancreáticas séricas são marcado- 
res definitivos de doença pancreática. A causa mais comum de tais 
aumentos no nível sérico dessas enzimas é a pancreatite. Na pancre- 
atite aguda, ambas as enzimas estão elevadas. Como a amilase tam- 
bém é produzida pelas glândulas salivares, ela é ligeiramente menos 
específica que a lipase como marcador de pancreatite. Elevações desta 
última são definitivas para a doença pancreática. 


Marcadores de condições inflamatórias 


Como foi discutido anteriormente, na seção de hematologia, aumen- 
tos da contagem leucocitária, especialmente com predominância de 
neutrófilos, indicam infecção aguda. Na maioria das condições infla- 
matórias agudas, como observado previamente, proteínas reagentes da 
fase aguda também estão aumentadas. Essas proteínas manifestam-se 
nas regiões O (incluindo a ot-1-antitripsina e a &-2-macroglobulina) e 
B (incluindo a ferritina e a PCR) da eletroforese de proteínas séricas. A 
esse respeito, determinações quantitativas de PCR são muito úteis no 
reconhecimento de condições inflamatórias agudas. 

Recentemente, anticorpos específicos contra a PCR permitiram 
mensurações altamente sensíveis da PCR (denominada PCR de alta 
sensibilidade) em concentrações menores que as previamente men- 
suráveis (Roberts, 2000). Atualmente, níveis elevados de PCR de alta 
sensibilidade parecem servir como um marcador precoce de inflama- 
ção e podem ser úteis na avaliação do risco cardiovascular de AVC e 
IM (Abrams, 2003; Ridker, 2003; Libby, 2004). 

O fibrinogênio, também um reagente da fase aguda, pode aumentar. 
Frequentemente, a contagem de plaquetas tende a aumentar e as pla- 
quetas, em si, têm sido consideradas “reagentes da fase aguda”. Além 
disso, tanto em condições inflamatórias agudas como crônicas, os eri- 
trócitos podem apresentar um aumento de mobilidade. Por essa razão, 
ocorre um aumento na velocidade de hemossedimentação (VHS). 

Finalmente, uma causa comum de inflamação aguda é a gota, ou 
seja, hiperuricemia ou elevação do nível sérico de ácido úrico. Cristais 
de ácido úrico causam uma condição de artrite aguda grave (gota). 
Níveis séricos de ácido úrico > 7,5 mg/dL são indicativos dessa condi- 
ção. Achados menos constantes são a presença de cristais de ácido úri- 
co no sedimento urinário (Cap. 27) ou no líquido sinovial (Cap. 28). 


Provas de função endócrina 


Observamos que o funcionamento anormal da tireoide e do córtex 
adrenal pode dar origem a achados laboratoriais anormais impor- 
tantes. Por exemplo, o hipotireoidismo pode dar origem à anemia 
macrocítica, enquanto o hipoadrenalismo origina distúrbios eletrolí- 
ticos, isto é, hiponatremia, hipercalemia e acidose. O hiperadrenalis- 
mo produz o efeito oposto, isto é, hipernatremia, hipocalemia e alca- 
lose. Portanto, é importante confirmar a disfunção dessas glândulas 
endócrinas. O tópico importante das provas de função endócrina é 
discutido no Capítulo 24. Aqui, apresentaremos princípios simples 
para o diagnóstico laboratorial e a identificação do local de origem das 
disfunções tireoidiana e adrenal. 

Função tireoidiana 

As provas de função de tireoidiana são os exames mais comumente 
solicitados para avaliação da função endócrina. É importante observar 
que em uma população hospitalar (em oposição à população ambula- 
torial), exames de avaliação da função tireoidiana podem ser engano- 
sos do ponto de vista diagnóstico. Isso se deve a respostas ao estresse 
endócrino (assim como a medicamentos), que podem afetar os níveis 
hormonais (Van den Berghe, 2003). A glândula tireoide sintetiza hor- 
mônio tireoidiano (tetraiodotironina ou T,, com quatro iodos), o qual 
exige a captação de iodo pela glândula. Essa atividade é fortemen- 
te estimulada pelo hormônio peptídeo hipofisário TSH (hormônio 
tireoestimulante). Na periferia, o T, é convertido em T; (três iodos). 
De importância primordial, o nível elevado de T, leva à inibição da 
secreção de TSH, enquanto o nível baixo de T, provoca elevação de TSH. 
No hipertireoidismo primário (doença tireoidiana primária), o excesso 
de T, é secretado pela glândula tireoide, a fonte do problema. Como 
consequência, o TSH diminui e o T, aumenta. Contudo, se houver 
uma lesão primária hipofisária, como hiperplasia ou adenoma, o TSH 


é hipersecretado. Como o TSH encontra-se elevado, a secreção de T, 
é elevada. Isso é denominado hipertireoidismo secundário (secundário 
à doença hipofisária). 

Por outro lado, quando o TSH hipofisário está reduzindo (problema 
hipofisário), o T, diminui, sendo denominado hipotireoidismo secun- 
dário. Quando a secreção de T, pela tireoide está baixa, causando 
hipotireoidismo primário, o TSH aumenta. O mais importante é que, 
frequentemente, no hipotireoidismo subclínico, o T, pode se encon- 
trar na faixa de referência, mas o TSH, elevado. Em pacientes ambula- 
toriais, o TSH elevado em presença de baixo nível de T, é diagnóstico 
de hipotireoidismo primário. 


Função adrenal 

Conforme discutido em profundidade no Capítulo 24, a glândula 
adrenal é anatomicamente subdividida em duas glândulas endócrinas: 
o córtex adrenal e a medula adrenal. Hormônios corticais adrenais são 
hormônios esteroides de três tipos básicos: mineralocorticoides, como a 
aldosterona, que regula os íons sódio e potássio nos túbulos contorna- 
dos distais (discutido anteriormente); os glicocorticoides, como o corti- 
sol, que são neoglicogênicos; e os hormônios sexuais, isto é, os estrogê- 
nios e androgênios. A medula adrenal é uma glândula neuroendócrina 
que secreta epinefrina e norepinefrina, que atuam sobre o sistema ner- 
voso simpático. A dosagem mais comumente solicitada para a mensura- 
ção da função adrenal cortical é a de cortisol. A secreção de cortisol pelo 
córtex adrenal é estimulada pelo hormônio hipofisário ACTH (hor- 
mônio adrenocorticotrópico). A secreção de ACTH é estimulada pelo 
hormônio hipotalâmico CRH (hormônio liberador de corticotrofina). 
Seu nível sérico encontra-se sob controle diurno, de modo que o nível 
sérico máximo de ACTH atingido é de 200 pg/mL, pela manhã (em tor- 
no de 7 horas da manhã), enquanto ele declina ao valor mais baixo (em 
torno de 100 pg/mL) à meia-noite. A secreção de cortisol acompanha 
a secreção de ACTH, de modo que seu nível sérico máximo é atingido 
entre 8 e 9 horas da manhã. O cortisol inibe a secreção de ACTH pela 
hipófise, tanto por meio do bloqueio direto da secreção hipofisária de 
ACTH como pela inibição da secreção hipotalâmica de CRH. 

Por essa razão, quando o córtex adrenal hipersecreta cortisol, em 
decorrência de condições como hiperplasia, adenoma ou carcinoma 
adrenal, o nível sérico de cortisol aumenta e bloqueia a secreção de 
ACTH. Essa condição é denominada hiperadrenalismo primário. O 
nível sérico de cortisol é elevado, mas o nível de ACTH diminui. 

Por outro lado, assim como na secreção do hormônio tireoidia- 
no, quando o nível de ACTH está elevado por um tumor hipofisário 
secretor de ACTH (doença de Cushing) ou uma secreção ectópica de 
ACTH, como em um tumor não hipofisário (síndrome de Cushing), 
o nível de cortisol também aumenta e dá origem ao hiperadrenalis- 
mo secundário. Tanto o cortisol como o ACTH estão elevados nessa 
condição; nos casos de doença ou síndrome de Cushing, a variação 
diurna do ACTH sérico está ausente. 

Além da dosagem do cortisol sérico, é frequentemente desejável que 
seja dosado o nível do cortisol livre urinário em casos de hipercortiso- 
lemia. Em geral, quase todo o cortisol está ligado a proteínas séricas, 
principalmente à transcortina, enquanto, nos estados de hipercortiso- 
lemia, o cortisol excede a capacidade da transcortina de ligar-se a ele 
e, consequentemente, de ser filtrado pelos rins. A faixa de referência 
para o cortisol sérico matinal é de cerca de 10 a 25 ug/dL, e a para o 
cortisol livre urinário está em torno de 24 a 108 ug por 24 horas, para 
homens saudáveis. 

Em casos de hipercortisolismo, especialmente quando o nível de 
ACTH pode permanecer na faixa de referência ou cujo valor é alto, mas 
limítrofe, ou baixo, a realização do teste de supressão com dexametasona 
é normalmente desejável. A dexametasona é um potente glicocorticoide 
que suprime fortemente a secreção hipofisária normal de ACTH. Isso 
pode ser conseguido com uma baixa dose de dexametasona, se ela cau- 
sar diminuição do nível sérico de cortisol e baixo valor do nível de corti- 
sol livre urinário, é mais provável que a função hipofisária esteja normal 
e que as adrenais estejam hipersecretando cortisol, isto é, hiperadrena- 
lismo primário. Esse teste também pode ser utilizado para diferenciar a 
possível causa do hiperadrenalismo primário, isto é, hiperplasia versus 
adenoma ou carcinoma. Uma dose alta de dexametasona geralmente 
reduz o nível sérico de cortisol na hiperplasia adrenal, enquanto não 
tem efeito em casos de adenoma ou carcinoma adrenal. 


Por outro lado, na insuficiência hipofisária o nível sérico de ACTH 
diminui, assim como o nível sérico de cortisol, porque a secreção de 
ACTH pelas adrenais diminui. Essa condição é denominada hipoa- 
drenalismo secundário. Quando a função adrenal está comprometida 
(insuficiência adrenal primária), o nível sérico de cortisol diminui, 
resultando em menor inibição da secreção hipofisária de ACTH e, 
consequentemente, em elevação do nível sérico de ACTH. Essa condi- 
ção é denominada hipoadrenalismo primário ou doença de Addison. 


Exemplos de casos clínicos com 
correlações clinicopatológicas 


Considerando o panorama já apresentado de muitas características 

proeminentes das causas dos achados laboratoriais anormais mais 
comuns, os resultados laboratoriais de diversos pacientes são, agora, 
apresentados para ilustrar como os níveis de analitos mudam em dife- 
rentes doenças, e como essas concentrações de analitos são utilizadas 
para diagnosticar essas condições. 
Caso A. Homem branco, 64 anos, foi encontrado inconsciente em sua 
casa após sofrer um AVC e foi levado a um serviço de emergência. Seu 
hematócrito era de 44%, mas a contagem eritrocitária era de 4,3 milhões/ 
uL (abaixo do limite normal de 4,6 milhões/uL) com um VCM de 104 
fL. Uma série de dosagens do sódio sérico apresentou valores entre 164 
e 175 mEq/L. O BUN, no momento da admissão, era de 33 mg/dL e 
a creatinina era de 1,5 mg/dL. A osmolalidade sérica total era de 357 
mOsm (limite superior ao normal de 290 mOsm) enquanto a osmola- 
lidade urinária era de 1.008 mOsm (limite superior ao normal de 1.000 
mOsm) e a dosagem aleatória do sódio urinário era de 228 mEq/L. 

As provas de função hepática revelaram uma AST ligeiramente ele- 
vada, de 41 UI/L (limite superior ao normal de 39 UI/L); LDH eleva- 
da, mas diminuindo continuamente (valor no momento da admissão 
de 426 UI/L; acima do limite normal de 200 IU/L); g-GT de 72 UI/L 
(limite superior ao normal de 43 UI/L); proteínas totais de 7,8 g/dL 
(normal), mas um valor baixo de albumina de 2,8 g/dL (normal de 
3,5-5 g/dL). A lipase estava moderadamente elevada, 127 UI/L (limite 
superior ao normal de 60 UI/L). As pesquisas de sangue oculto nas 
fezes e de Clostridium difficile foram positivas, a urina foi positiva para 
nitrito (indicativo de bacteriúria) e acentuadamente positiva para a 
hemoglobina, eritrócitos e leucócitos. 

Após a infusão de solução salina hipotônica, o hematócrito dimi- 

nuiu para 34%, mas subiu em seguida para 38% com um VCM persis- 
tentemente elevado. O sódio e o BUN diminuíram, mas permanece- 
ram na faixa de referência. 
Avaliação. O diagnóstico básico da condição desse paciente é a hiper- 
natremia. Ele estava desidratado, como mostrou a concentração séri- 
ca de sódio, acentuadamente elevada (valor médio de 169 mEq/L), 
hematócrito normal alto e BUN elevado. Observe que o diagnóstico 
de desidratação foi confirmado pelo achado de altas concentrações 
sérica e urinária (228 mEq/L) de sódio e uma osmolalidade urinária 
alta de 1.008 mOsm (Tabela 8.3). 

A contagem eritrocitária estava baixa, o que parece contradizer o 
hematócrito normal alto. Essa aparente discrepância pode ser expli- 
cada pela macrocitose, fazendo com que cada eritrócito ocupe um 
volume maior que o normal. No entanto, o número total de células 
estava diminuído. A baixa contagem eritrocitária indica uma anemia 
verdadeira. A macrocitose foi causada por uma deficiência nutricional 
(vitamina B,,). Todos esses achados podem ser atribuídos à má nutri- 
ção e ao consumo insuficiente de líquidos, um achado comum entre 
idosos, especialmente nessa vítima de AVC. 

Observe que o BUN e a creatinina encontravam-se levemente eleva- 
dos, em um padrão com uma relação > 20:1, sugerindo etiologia pré-re- 
nal (baixa perfusão). Os túbulos renais certamente estavam funcionando 
bem, o que foi evidenciado pela alta relação entre osmolalidade urinária/ 
osmolalidade sérica (1.008/357 = 2,8, superior a 1,2:1). A hipoperfusão 
também pode ter causado as anormalidades leves encontradas em algu- 
mas das provas de função hepática e a elevada lipase pancreática. 

Note também que as proteínas totais estavam normais apesar de a 
albumina, a proteína sérica mais abundante, estar baixa. Possivelmen- 
te, por causa de duas doenças infecciosas identificadas nos exames de 
urina e fezes, o paciente pode ter produzido níveis elevados de imu- 
noglobulinas. 
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Acompanhando o AVC, o paciente apresentou uma úlcera péptica, 
denominada úlcera de Cushing, sabidamente associada a essa condi- 
ção. Daí a presença de sangue oculto nas fezes do paciente. Sabe-se 
que o C. difficile infecta pacientes com doença debilitante crônica. A 
infecção do trato urinário foi responsável pela alta contagem eritroci- 
tária na urina do paciente. 

O caso seguinte ilustra um distúrbio eletrolítico mais complexo. 

Caso B. Homem branco, 31 anos, com diabetes melito tipo I confir- 
mado, doença renal em estágio final secundária a nefropatia diabética 
e história de alcoolismo. Foi admitido com dor abdominal aguda na 
região média do epigástrio, com glicemia de 736 mg/dL, que subiu 
até 933 mg/dL; sódio sérico de 134 mEq/L, que diminuiu para 124 
mEq/L; potássio de 7,1 mEq/L; BUN de 64 mg/dL; e creatinina de 
18 mg/dL. Esses valores foram confirmados e foi observado que eles 
seguiam uma tendência consistente. A osmolalidade sérica era de 316 
mOsm. Os resultados de gases do sangue foram: pH de 7,58, Po, de 
121 mmHg, saturação de O, de 99%, Poo, de 20 mmHg e bicarbonato 
de 20 mEq/L. O hiato aniônico subiu em um dia de 13 (limite supe- 
rior ao normal) para 20. A lipase sérica era de 469 UI/L (limite máxi- 
mo normal de 60 UI/L). O paciente não apresentava débito urinário e 
foi submetido a diálise peritoneal. 
Avaliação. O paciente diabético, evidentemente, encontrava-se em 
estado hiperosmolar em razão da glicemia anormalmente elevada. 
O baixo nível de sódio e o alto nível de potássio séricos pareciam ser 
decorrentes da baixa concentração de aldosterona circulante ou da 
insuficiência tubular renal. Contudo, o paciente não apresentava débi- 
to urinário, de modo que não estava ocorrendo filtração. A doença 
renal em estágio final é refletida nos valores do BUN e, especialmente, 
da creatinina (18 mg/dL). A relação BUN/creatinina de aproximada- 
mente 4 confirmou o diagnóstico de insuficiência renal verdadeira. 

Como observado na discussão sobre glicose, no diabetes melito com 
glicemia elevada ocorre efluxo de água celular que provoca diluição 
dos analitos séricos, como o sódio. Sempre que a glicose é transportada 
para o interior das células sob influência da insulina, ela é acompanha- 
da por potássio. Consequentemente, o nível baixo de insulina acarreta 
hipercalemia. Esse mecanismo foi eficaz nesse paciente, embora o hia- 
to aniônico tenha aumentado após a admissão, o qual, no momento 
da admissão, era normal. Portanto, o paciente apresentava um estado 
hiperosmolar não cetótico, porém tornou-se cetótico posteriormente. 

A admissão do quadro inicial de gases no sangue sugeria alcalose 
respiratória, pois o pH do sangue arterial era de 7,57 (alcalose), mas a 
Peo estava baixa (20 mmHg), assim como o bicarbonato (20 mEq/L) 
(condição 4 na Tabela 8.4). Esse é um achado incomum em um 
paciente com diabetes melito, no qual, frequentemente acidose meta- 
bólica é mais observada. 

Uma explicação para esse achado pode ser encontrada na lipase sérica, 
que estava acentuadamente elevada, indicando pancreatite, um acha- 
do comum em pacientes com história de alcoolismo. A dor epigástrica 
intensa provocou aumento da frequência respiratória (no momento 
da admissão era de 25/min) desencadeando uma diminuição da Poo, a 
qual foi parcialmente compensada por uma redução do bicarbonato. 

O tratamento desse paciente com diálise, hidratação e insulina cor- 
rigiu os achados laboratoriais anormais e o paciente foi retirado da 
diálise crônica. 

O caso seguinte apresenta distúrbios múltiplos, incluindo os eletro- 
líticos, todos relacionados à insuficiência hepática. 

Caso C. Mulher branca, 38 anos, com antecedente de múltiplos pro- 
cedimentos cirúrgicos abdominais ao longo de um período de sete 
anos, consumo abusivo esporádico de álcool, pancreatite e uma his- 
tória de tabagismo com consumo de 30 maços por ano. Foi levada 
ao serviço de emergência em choque e com dor abdominal aguda. Os 
valores laboratoriais importantes incluíam: contagem leucocitária de 
12,1 x 10*/uL, contagem eritrocitária de 3,07 x 10º/uL, hematócrito 
de 34,6% e índices eritrocitários que revelaram macrocitose e hipo- 
cromia (concentração de hemoglobina corpuscular média baixa). Os 
níveis de vitamina B,, e o folato estavam normais. O esfregaco de san- 
gue periférico demonstrou um padrão leucoeritroblástico. A glicemia 


estava baixa (38 mg/dL); o valor das proteínas totais era de 4,3 g/dL 
e o da albumina, de 1,5 g/dL. O nível de lactato estava elevado, assim 
como a fosfatase alcalina a 241 UI/L (superior ao limite normal de 129 
IU/L); a bilirrubina estava moderadamente elevada a 1,6 mg/dL (aci- 
ma do limite normal de 1,2 mg/dL). A amônia sérica estava elevada, 
146 micromolares (superior ao limite normal, de 30 micromolares). 
A investigação para hepatite A, B e C foi negativa. Múltiplas culturas 
de sangue, urina e orofaringe foram negativas. À laparotomia explo- 
radora revelou aderências abdominais e coléstase. No período pós- 
“operatório, a paciente apresentou encefalopatia. A função hepática se 
deteriorou, conforme evidenciado por elevações drásticas da AST e da 
ALT dos níveis normais para 1.660 UI/L e 545 UI/L, respectivamen- 
te; da LDH para 2.190 UI/L; das bilirrubinas para 14,5 mg/dL; e da 
amônia para 177 micromolares. Uma cintilografia do baço e do figa- 
do realizada no quinto dia de hospitalização não revelou captação do 
radiofármaco no fígado, consistente com insuficiência hepática fun- 
cional. O sódio sérico, normal na admissão, aumentou, em 5 dias, para 
166 mEq/L, junto do nível de cloreto, que subiu para 123 mEq/L, um 
padrão que persistiu durante a internação, apesar da infusão intrave- 
nosa agressiva de solução salina hipotônica. O potássio sérico perma- 
neceu constante, < 3,5 mEq/L. O BUN e a creatinina aumentaram e 
atingiram níveis anormalmente altos, com uma relação < 20:1, suge- 
rindo insuficiência renal. A aldosterona plasmática estava elevada, 
com 13,2 ng/dL (superior ao limite normal de 8,5 ng/dL). A contagem 
de plaquetas caiu rapidamente, ao passo que o TTPA e o TP aumen- 
taram e atingiram valores de pelo menos duas vezes os controles cor- 
respondentes normais, enquanto o nível de produtos de degradação 
da fibrina tornou-se anormalmente elevado. A condição da paciente 
piorou e ela faleceu no oitavo dia de internação. 

Avaliação. Apesar do quadro complexo da paciente, seu problema 
fundamental eram as provas de função hepática, dramaticamente 
anormais. Observe como houve uma elevação aguda de aminotrans- 
ferases (transaminases) com a relação AST/ALT significativamente 
acima de 1. Houve elevação concomitante de bilirrubinas e LDH. Ao 
mesmo tempo, os níveis de proteínas totais e albumina estavam anor- 
malmente baixos. O nível de amônia aumentou rapidamente (apesar 
das altas doses de lactulose). O padrão é o de insuficiência hepática 
fulminante, mostrado na condição 6 da Tabela 8.5. Essa condição é 
uma emergência médica e está associada à encefalopatia fatal e à coa- 
gulação intravascular disseminada (CIVD) grave, evidenciada pela 
baixa contagem de plaquetas, aumento dos níveis de TP, TTPA e 
produtos de degradação da fibrina. Tal condição pode causar infartos 
multissistêmicos, resultando em falência múltipla de órgãos. 

O sangue periférico da paciente apresentou macrocitose, mas, con- 
comitantemente, um quadro leucoeritroblástico. Esse padrão sugere 
que a macrocitose tenha sido causada por um aumento do número de 
formas precursoras de eritrócitos. Essa condição, provavelmente, foi 
causada pela CIVD, que causa anemia hemolítica microangiopática 
com um quadro leucoeritroblástico. É possível que, com uma conta- 
gem leucocitária persistentemente elevada e um alto nível de lactato, 
a sépsis por Gram-negativo, afetando a medula óssea, também possa 
ter contribuído para o quadro leucoeritroblástico. Embora as culturas 
tenham sido consistentemente negativas, a paciente foi tratada com 
antibióticos de amplo espectro, cujos efeitos podem ter bloqueado o 
crescimento de microrganismos na cultura. Como observado previa- 
mente, pacientes com insuficiência hepática decorrente de cirrose ou 
insuficiência hepática fulminante aguda geralmente apresentam imu- 
nocomprometimento. 

Tanto na cirrose generalizada como na insuficiência hepática ful- 
minante ocorre perda grave de líquido do terceiro espaço com, inva- 
riavelmente, ocorrência de ascite. Observamos previamente que, para 
reter volume vascular, tanto a aldosterona como o ADH aumentam. 
Parece que a aldosterona aumenta até níveis acentuadamente eleva- 
dos, provocando retenção anormal de sódio e perda de potássio. 

À insuficiência renal quase sempre acompanha a cirrose e a insufi- 
ciência hepática fulminante aguda, geralmente manifestando-se pela 
síndrome hepatorrenal. Na insuficiência hepática fulminante, uma 
outra causa possível é a neurose tubular aguda (NTA). 
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CO PONTOS-CHAVE 
e Para a análise estatística, as variáveis nominais 


podem assumir apenas um número limitado de valores 
(categorias), enquanto as variáveis contínuas são empregadas para 
descrever dados quantitativos. 


e As variáveis independentes são consideradas “dados de entrada” 
(causa), enquanto as variáveis dependentes constituem “dados de 
saída” (efeito). 

e As distribuições de dados contínuos são descritas por meio de uma 
medida de tendência central (p. ex., média ou mediana) e de dispersão 
(desvio-padrão). As distribuições gaussianas derivam de uma fórmula 
matemática e, portanto, são paramétricas. Uma aplicação comum da 
estatística descritiva é a determinação dos limites de referência. 

e Testes estatísticos, como aqueles que comparam diferentes grupos 
de pontos de dados, podem ser paramétricos (i. e., podem assumir 
distribuições gaussianas, a exemplo do Teste t-Student) ou não 
paramétricos (i. e., quando não fazem suposição de distribuições; 
um exemplo é o teste baseado na ordem de postos). 

e Intervalos de confiança são preferíveis à estimativa por ponto 
para expressar o grau de certeza do cálculo de qualquer parâmetro 
estatístico. 

e Os dados nominais são convenientemente analisados com 
proporções, utilizando-se o teste do Qui-quadrado. 

e O efeito de múltiplos fatores em um sistema-modelo pode ser 
avaliado por meio da análise de variância (ANOVA). 

e A análise de regressão entre duas variáveis contínuas usualmente 
é realizada por meio do ajuste de quadrados mínimos a uma 

linha reta. As análises de regressão são comumente aplicadas na 
comparação de diferentes métodos analíticos para validação em 
laboratórios clínicos. 


Introdução 


A quantificação de informações em resumos e comparações signi- 
ficativas constitui o domínio da análise estatística. Em uma análise, a 
primeira tarefa consiste em fornecer uma descrição da magnitude das 
observações e do grau de proximidade existente entre as diferentes quan- 
tificações. A estatística descritiva fornece um quadro consistente para 
cálculos ou estimativas da tendência central de dados contínuos expres- 
sa familiarmente em média, mediana e moda. A variação apresentada 
pelos dados geralmente é descrita por meio do cálculo matemático de 


variâncias e desvios-padrão (DP), ou por intermédio da simples locali- 
zação de pontos de dados dentro de uma faixa de percentis (p. ex.; limite 
interquartil). Essas abordagens representam um fenômeno que faz parte 
do dia a dia dos laboratórios clínicos, no monitoramento de todos os 
ensaios quantitativos. Os limites de referência são inicialmente estabe- 
lecidos com essas técnicas. Os métodos de controle de qualidade para 
os testes de acurácia de precisão e proficiência são igualmente baseados 
nesses princípios. Para dados que não são contínuos, mas que assumem 
apenas dois ou poucos valores discretos (p. ex., positivo ou negativo), 
a análise pode ser realizada contando-se o número em cada categoria e 
verificando-se a proporção de todos os valores por categoria. 

Ao comparar dados, a típica pergunta que surge é se um grupo dife- 
re do outro. Tais comparações geralmente são realizadas empregando- 
se o teste t-Student ou a análise de variância, conforme sejam com- 
parados dois ou mais grupos de dados contínuos. Se os dados forem 
discretos, a comparação será realizada empregando a análise de Qui- 
quadrado. Quando os dados podem assumir uma gama de valores 
distintos, torna-se conveniente estabelecer uma correlação entre dois 
conjuntos de dados diferentes com um ajuste em linha reta. Iniciantes 
em análise estatística frequentemente perguntam: “Que teste estatís- 
tico é o melhor?”. A escolha do teste a ser utilizado depende bastan- 
te de os dados serem contínuos ou discretos, bem como de os dados 
contínuos seguirem determinadas distribuições. Contudo, a estatística 
baseia-se na conversão, de modo que o investigador deve tentar dili- 
gentemente entender a importância das diferenças existentes entre os 
testes, como também se as possíveis descobertas e conclusões refletem, 
de forma satisfatória, a natureza e a importância da pergunta que está 
sendo levantada. Em contraste com o investigador, que está interessa- 
do em encontrar o teste certo para os dados que já coletou, o estatístico 
preocupa-se mais em ajudar o investigador a planejar o experimento e 
a coleta de dados, de modo que os testes estatísticos apresentem maior 
validade. Este capítulo apresenta uma carga significativa de exemplos 
comuns de laboratório clínico, aos quais são aplicados testes estatísti- 
cos específicos para demonstrar algumas opções úteis. 


Definições 


Variáveis: tudo o que se mede, conta ou delineia de algum modo 
é denominado variável porque assume valores que variam. 
Usualmente, considera-se que as variáveis podem ser classificadas 
em uma das seguintes escalas: 


* Escala nominal: em que a variável pode assumir apenas um 
número limitado de valores, geralmente chamados de cate- 
gorias (ou caracteres). São exemplos de variáveis nominais o 
gênero (masculino ou feminino), os fatores de risco (fumante 
ou não fumante) etc. 


* Escala ordinal: em que a variável assume valores específicos que 
apresentam algum grau de ordem inerente, como magnitude, 
sem que haja, contudo, distâncias equivalentes entre as catego- 
rias (p. ex., traços 1+, 2+ etc. de proteínas na urina). 


* Escala intervalar: em que uma variável assume valores dentro 
de uma faixa quantitativa com diferenças definidas entre os 
pontos. Por convenção, trata-se a maioria das medidas labora- 
toriais numéricas como variáveis contínuas, ainda que sejam 
reportadas como variáveis discretas (p. ex., valores de glicose 
de 123 ou 124 mg/dL, e não 123,857... mg/dL). 


Coeficiente de variação (CV): é o DP de um conjunto de pontos de 
dados dividido pela média do resultado, expresso tanto em per- 
centual como em fração decimal. 

Intervalo de confiança (IC): intervalo computado para incluir um 
parâmetro, como a média com uma determinada probabilidade 
(p. ex., 90, 95 ou 99%). 

Graus de liberdade (gl): é um parâmetro relacionado ao tamanho 
da amostra (n). O gl indica o número de quantidades livres pas- 
sivel de variação, sendo usualmente igual a n — 1 para aplicações 
como o teste t. Para o teste do Qui-quadrado, é igual ao número 
de linhas subtraído uma vez do número de colunas menos um. O 
gl é empregado no cálculo de p para um teste estatístico. 
Distribuição gaussiana normal: trata-se de uma dispersão de dados 
em que os elementos são distribuídos de forma simétrica ao redor 
da média, com a maioria dos valores próxima ao centro. É expli- 
citamente descrita por uma equação matemática e, desse modo, 
constitui uma distribuição paramétrica. A dispersão aleatória ou 
a seleção ao acaso de uma população, com frequência, resulta em 
uma distribuição gaussiana normal. Esse tipo de distribuição, 
muitas vezes, é um critério para a aplicação inteiramente válida 
de muitos testes paramétricos. 

Regressão linear: é o processo matemático utilizado para calcular a 
reta que melhor se ajusta à relação observada entre duas variáveis 
medidas a partir dos mesmos itens. A regressão linear simples ou 
de quadrados mínimos fornece o melhor ajuste para conjuntos 
de dados x e y, minimizando a somatória das diferenças ao qua- 
drado do eixo y (distância vertical) existentes entre cada ponto de 
dados (x,y) e a reta. Essa abordagem assume que os dados do eixo 
x são praticamente perfeitos ou isentos de erro. Uma distribui- 
ção irregular dos pontos de dados ao longo de uma faixa inteira 
pode alterar significativamente a segurança da regressão linear. A 
regressão linear de Deming não considera que os dados do eixo 

x estejam livres de erro e, em vez disso, utiliza a soma ponderada 
do quadrado das diferenças entre os pontos de dados dos eixos x 
e y em relação à reta. O coeficiente de correlação (r) descreve o 
grau de adequação da reta aos dados (r varia de-l a 1). 

ZMédia: é a soma de todos os resultados dividida pelo número de 
resultados. Também relacionada à média, a mediana corresponde 
ao valor situado exatamente no meio da distribuição de pontos 
de dados, que a divide nas metades superior e inferior (também 
denominada 50º percentil); a moda é outra medida relacionada 

à média, que corresponde ao valor mais comum. À média, a 
mediana e a moda são medidas de tendência central. 

Estatística paramétrica: representa as medidas estatísticas que são 
calculadas considerando-se que os pontos de dados seguem uma 
distribuição gaussiana. Incluem parâmetros como média, variân- 
cia e desvio-padrão. 

Estatística não paramétrica: baseia-se em postos ou na ordem dos 
dados. 

Hipótese nula (H,): propõe que não serão encontradas diferenças 
a partir de uma comparação. A hipótese alternativa, ao contrário, 
afirma que há diferenças. Quando o valor crítico de uma estatís- 
tica é excedido, a hipótese nula é rejeitada e, assim, a aceitação da 
hipótese alternativa é favorecida. 

Nivel de significância (p ou a): é a probabilidade de que a 


diferença existente entre os grupos ocorra unicamente ao acaso e, 
por convenção, deve ser inferior a 0,05. 

Poder estatístico (1 — B): é a probabilidade de que uma diferença 
existente entre os grupos seja detectada pelo estudo e, em geral, 
deve ser maior ou igual a 80%. 

Desvio-padrão: é a raiz quadrada da soma das diferenças entre 
cada um dos pontos de dados e a média, elevada ao quadrado, 
dividida por n — 1 para as amostras (no caso das populações, a 
soma é dividida por n). O DP é uma medida preditiva da dis- 
persão dos dados em relação à média, segundo uma distribuição 
gaussiana normal. 

Índice de desvio padrão (IDP): é a diferença existente entre o valor 
de um ponto de dado e o valor da média, dividida pelo DP do 
grupo. À transformação z consiste na expressão de um resultado 
a partir da média em unidades de DP. O valor Z é a probabilidade 
de um resultado ser z DPs em relação à média. O IDP costuma 
ser utilizado para descrever o desempenho em um teste de pro- 
ficiência para um laboratório individual, comparado à avaliação 
por pares. 

Teste t-Student: constitui um teste estatístico empregado para 
comparar as médias entre dois grupos amostrais. O teste pode ser 
pareado (p. ex., duas medidas separadas dos mesmos indivíduos 
realizadas antes e após uma determinada intervenção) ou não 
pareado. Os valores t e gl geram um nível de significância estatís- 
tica (p). 

Erro de tipo I (erro alfa, a): consiste no erro de rejeitar indevida- 
mente a hipótese nula e considerar que dois grupos são estatisti- 
camente diferentes, sem que o sejam de fato. 

Erro de tipo II (erro beta, B): consiste em aceitar de forma indevi- 
da a hipótese nula e considerar que dois grupos, estatisticamente 
distintos, não difiram entre si. 


Variáveis 


As perguntas estatísticas frequentemente são apresentadas em ter- 
mos de dados de entrada versus dados de saída, causa e efeito ou cor- 
relação existente entre duas ou mais variáveis. Os dados de entrada, 
ou causas, são considerados variáveis independentes, visto que já foram 
determinados e não são influenciados por outros fatores. São exem- 
plos de variáveis independentes o gênero, a temperatura, o tempo etc. 
Em contraste, as variáveis dependentes são aquelas que podem sofrer 
alteração em resposta à variável independente. Alguns exemplos de 
variáveis dependentes são a concentração de glicose no sangue, as 
atividades enzimáticas, a presença ou a ausência de malignidade etc. 
Obviamente, é possível mudar de ideia e trocar aquilo que se considera 
variável dependente e o que seria uma variável independente, caso a 
pergunta do experimento seja modificada. Para fins de representação 
gráfica, a variável independente é representada no eixo horizontal (x), 
ou eixo das abcissas, enquanto as variáveis independentes são repre- 
sentadas ao longo do eixo vertical (y), ou eixo das ordenadas. Com 
uma única variável independente (p. ex., tempo) no eixo x, é possível 
assinalar mais de uma variável dependente no eixo y para demonstrar a 
existência de diferentes relações simultaneamente. A relação observada 
entre uma variável independente e as variáveis dependentes é utiliza- 
da para prever resultados futuros associados às variáveis dependentes, 
com base nos valores assumidos pela variável independente. 


Preparo para análise de dados 


Atualmente, a maioria dos cálculos estatísticos é realizada de manei- 
ra automática por programas de computador, os quais contam com 
inúmeras opções sofisticadas de análise e de representação gráfica dos 
dados. Preparar os dados para submetê-los a essas análises automáticas 
sempre requer convertê-los a um formato que seja legível para o pro- 
grama. Esse processo pode implicar tanto a transferência automática 
de um conjunto de dados eletrônicos para o software estatístico como 
a entrada manual dos dados a partir de planilhas. A entrada manual 
dos dados obviamente apresenta muitas oportunidades para se cometer 
error tipográficos, contudo, até a transferência automática dos dados 
está sujeita à inserção de dados errados, especialmente quando se tra- 
duzem conjuntos de dados mais antigos armazenados em um meio que 
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pode ter sido corrompido (p. ex., fitas magnéticas que são reexaminadas 
depois de décadas). Mesmo a conversão de dados enfileirados a colunas 
ou linhas de pontos de dados pode resultar no posicionamento errado 
de alguns valores. Consequentemente, recomenda-se sempre examinar 
a acurácia do conjunto de dados antes de iniciar a análise estatística. Esse 
exame pode ser feito por meio da revisão comparada de cada entrada 
ou entrada dupla de cada um dos valores acompanhada da comparação 
automática das discrepâncias, embora ambas as abordagens sejam invi- 
áveis nos casos em que o conjunto de dados é composto por centenas, 
milhares ou um número ainda maior de valores. Por último, o exame 
visual dos valores representados graficamente fornece uma ideia da 
possível existência de erros de entrada de dados. Por exemplo, a entrada 
incorreta de um valor igual a 50,0 para a concentração de potássio (em 
vez de 5,0) poderá ser identificada imediatamente por intermédio da 
varredura de todos os valores de um gráfico. O indivíduo que se prepara 
para realizar análises estatísticas deve executar esse teste visual, a fim de 
identificar e corrigir os erros mais óbvios, bem como procurar quais- 
quer erros sistemáticos que também possam advir da transferência e da 
entrada de dados. 


Estatística descritiva 


Quando múltiplos pontos de dados são obtidos, é útil providenciar 
um resumo que facilite a sua compreensão, em vez de simplesmente 
listar todos os valores. Os métodos empregados para resumir dados são 
denominados estatística descritiva, visto que descrevem a magnitude dos 
resultados e o modo como os pontos de dados diferem entre si. No caso 
das variáveis categóricas, essa descrição pode ser uma simples contagem 
de valores discretos (p. ex., quantos homens e mulheres tiraram sangue 
em uma clínica). Para as variáveis contínuas, é convencional empre- 
gar alguma medida de tendência central em torno da qual os pontos de 
dados se agrupam e medir o quanto esses pontos estão dispersos entre si 
(p. ex., qual é a idade dos pacientes que tiraram sangue). 


Tendência central 


A medida de tendência central mais conhecida é, talvez, a média, ou 
o valor médio, que é calculada somando-se todos os pontos de dados 
individuais e dividindo-se a soma resultante pelo número total de 
pontos de dados, sendo expressa como: 


Média =x = (x, Fi + .«%)+n= L 3x, (9.1) 


I 
Como essa técnica deriva a média 

a partir de uma fórmula definida, é denominada um método paramé- 
trico. Uma medida alternativa da tendência central é a mediana, que 
divide todos os pontos de dados exatamente na metade, sendo uma 
das metades superior e a outra inferior. A mediana é também chamada 
de 50º percentil. Como não é calculada a partir de uma fórmula, uma 
vez que é obtida por meio da contagem direta dos pontos de dados, é 
denominada um método não paramétrico. A terceira medida de ten- 
dência central mais utilizada é a moda, que é o valor mais comum, isso 
é, o valor da variável que corresponde ao maior número de pontos de 
dados. A moda não é uma medida muito útil para descrever ou compa- 
rar conjuntos de dados, entretanto possibilita compreender quando um 
determinado conjunto de dados consiste de duas ou mais populações 
diferentes, caso em que há mais de uma moda. Se existirem duas popu- 
lações separadas, diz-se que a população é bimodal, e assim por diante. 
Em geral, os métodos paramétricos constituem boas opções de cálculos 
para aplicação de diversos testes estatísticos que utilizam fórmulas espe- 
cíficas. A vantagem dos métodos não paramétricos, por sua vez, consis- 
te no fato de sua aplicação não assumir nem requerer que os pontos de 
dados sigam uma determinada distribuição. Os métodos paramétricos 
podem ser aplicados a conjuntos de dados que se desviam das distribui- 
ções escolhidas; contudo, se tais desvios forem extremos, os cálculos e as 
conclusões obtidas talvez não sejam totalmente confiáveis. 


Distribuição gaussiana (normal) 


A distribuição gaussiana (também chamada normal) consiste de 
uma curva simétrica, em forma de sino, centralizada em torno da 
média (Fig. 9.1). É descrita pela seguinte fórmula matemática: 





—f (x— xy 
P(x) = ( 20° ) (9.2) 
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Em que o é o desvio-padrão da população gaussiana ideal (Dawson- 
Saunders, 1994). Corresponde à distância da média ao valor de x em 
que a curva apresenta um ponto de inflexão. 

A área localizada abaixo dessa curva, junto a +10 em torno da 
média, é aproximadamente 68,2% da área total, de modo que 68,2% 
dos pontos de dados em uma distribuição gaussiana devem estar den- 
tro de um intervalo de + 1 o ao redor da média. Similarmente, 95,5% 
dos pontos de dados estarão junto a + 2 0 em torno da média, e 99,7% 
estarão dentro de um intervalo de + 3 o ao redor da média. 


Dispersão 


Uma medida paramétrica comum (baseada na distribuição gaus- 
siana) da dispersão dos pontos de dados em torno da média de uma 
população, observando-se o desvio padrão, pode ser matematicamen- 
te calculada como: 


Desvio padrão = DP = 4 (9.3) 


|$ (ex) 
i= 

A grandeza no interior da raiz quadrada é denominada variância. 
O uso do desvio-padrão considera que os dados estão distribuídos 
segundo uma curva em forma de sino, a qual pode ser descrita mate- 
maticamente por meio da fórmula da distribuição gaussiana normal. 
Enquanto os dados apresentarem distribuição normal, o desvio padrão 
poderá ser considerado uma boa estimativa do grau de dispersão. 

Dois termos adicionais derivam do desvio-padrão. Um deles é o 
coeficiente de variação (CV), que é calculado dividindo-se o DP pela 
média. O CV frequentemente é expresso em percentual, embora tam- 
bém possa ser expresso como fração decimal menor que 1. Assim, em 
uma situação em que a média é iguala 25 e o DP vale 5, o CV será igual 
a 20% ou 0,20. O outro termo é o índice de desvio-padrão (IDP), que 
representa a distância de um ponto de dados individual em relação à 
média dividida pelo DP. O principal emprego do IDP ocorre em apli- 
cações semelhantes aos testes de proficiência, nas quais o desempenho 
de qualquer laboratório é padronizado de acordo com a dispersão dos 
dados no desempenho de todos os laboratórios. 

Uma aplicação laboratorial clínica comum da distribuição normal é 
o cálculo dos 95% de valores centrais obtidos a partir de uma popu- 
lação sadia, quando se tenta estabelecer um limite de referência para 
dado analito. Esse limite certamente pode ser calculado com facilida- 
de, como sendo a média + 2 DP para uma população que segue uma 
distribuição gaussiana normal. Um exemplo seria o cálculo dos 95% 
de valores centrais da contagem de leucócitos sanguíneos (LS) em um 
grupo composto por 85 estudantes de medicina sadios (Fig. 9.2). A 
representação em gráfico de barras, a grosso modo, segue um padrão 
em forma de sino e é simétrica, embora exista uma discreta assimetria 
que provavelmente pode ser desprezada. A média é igual a 6,60 x 10º 
células/L, com um DP de 1,457 x 10º células/L, sendo que o limite de 
95% é igual a 3,69 — 9,52 x 10º células/L. Trata-se de um grupo de indi- 
víduos pequeno, se comparado ao que poderia ser utilizado para calcu- 
lar os limites de referência na situação real, contudo é capaz de mostrar 
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Figura 9.1 Distribuição gaussiana (normal) idealizada, mostrando as áreas abaixo da 
curva que correspondem à média + 1,2 e 3 desvios-padrão. 
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Figura 9.2 Distribuição de leucócitos no sangue de 85 indivíduos sadios. 
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alguns individuos apresentando contagem de LS acima do limite de 
referéncia, bem como individuos com contagens abaixo desse limite. 
Desse modo, essa estimativa dos 95% centrais parece ser adequada. 

Outra forma de raciocinar acerca desses cálculos seria considerar que 
os indivíduos testados representam apenas uma amostra de todos os 
indivíduos em relação aos quais se pretende generalizar esses achados 
(Daniel, 1999). A média realmente observada provavelmente seria algo 
diferente se outro grupo de 85 indivíduos sadios fosse testado. Com 
base nos valores observados e na sua dispersão, é possível estabelecer 
um intervalo de confiança ao redor da média, de modo a permitir que 
se tenha um percentual de certeza desejado de que a verdadeira média 
de LSs de todos os indivíduos sadios esteja situada dentro desse limite. 
O intervalo de confiança é calculado pela seguinte fórmula: 


Intervalo de confiança = x + z SD. (9.4) 


Jn 


Em que o fator crítico z deriva da transformação do problema em uma 
distribuição normal padrão. A grandeza SD é denominada erro pa- 
in 


drão da média. No exemplo, considere que o intervalo de confiança 

seja de 95%, para o qual z = 1,96. O intervalo de confiança ao redor da 

média será de 6,60 + 1,96 x 1,457 ou 6,295 — 6,914 x 10º células/L. 
'85 


Observe que esse limite é o intervalo de confiança de 95% unica- 
mente para a média, enquanto os cálculos anteriores geraram os 
95% centrais de todos os pontos de dados. Os intervalos de confian- 
ça são utilizados para dar uma noção da amplitude da estimativa de 
algum parâmetro. É possível aumentar a acurácia, utilizando-se 
intervalos de confiança de 99% (1. e., para ter uma certeza de 99% de 
que a média verdadeira estará contida no intervalo). Nesse caso, 
considerar-se-ia que z = 2,575 e o intervalo de confiança de 99% 
seria maior: 6,60 + 2,575 x 1,457 ou 6,193 — 7,007 x 10º células/L. 
J85 


Medidas não paramétricas 


A mediana da contagem de LSs para esse grupo de indivídu- 
os sadios é igual a 6,4 x 10° células/L, a qual, grosso modo, tem o 
mesmo valor da média. Para que uma distribuição seja perfeitamen- 
te gaussiana normal, os valores da média, da mediana e da moda 
devem ser exatamente os mesmos. Delinear o limite a partir do 
percentil 2,5 até o percentil 97,5 também é uma forma de estimar 
o limite central de 95% (no exemplo da contagem de LSs, é igual a 
3,94 — 9,89 x 10º células/L, que é o limite exato específico para essa 
população). Trata-se de uma estimativa não paramétrica do limi- 
te, visto que não emprega um cálculo e somente separa os pontos 
de dados de acordo com sua ordem. Muitas aplicações da mediana 
utilizam pontos de dados do limite central de 50%, partindo do per- 
centil de 25% até o percentil de 75% (também denominado limi- 
te interquartil) para descrever a tendência central por meio de um 
método não paramétrico. 


Em certos casos, o método paramétrico da média + 2 DP gera uma 
estimativa errada do intervalo central de 95%. Um exemplo de situ- 
ação em que isso ocorre seria a distribuição da atividade de alanina 
aminotransferase (ALT) no sangue de indivíduos aparentemente 
sadios (Fig. 9.3). Nessa população, a média é igual a 30,1 U, o DP 
é igual a 12,69 U e o limite de referência calculado (média + 2 DP) 
corresponde ao intervalo 4,73-55,48 U. Esse limite não é adequado 
porque o menor valor que realmente se observou no grupo era muito 
maior (12 U). A estimativa do limite inferior (4,73 U) é baixa demais. 
De modo semelhante, a estimativa do limite superior (55,48 U) tam- 
bém é muito baixa e exclui cerca de 10% dos pontos de dados, em 
vez de apenas 2,5%. Outra evidência de que o método paramétrico 
não funciona nessa situação é o valor da mediana (27 U), que difere 
um pouco da média. O motivo dessa discrepância torna-se aparen- 
te quando se observa a distribuição, a qual é desviada para a direi- 
ta, apresentando muitos valores fora do limite superior. Nesse caso, 
uma estimativa muito mais útil do limite central de 95% pode ser 
obtida simplesmente a partir do intervalo que vai do percentil 2,5 ao 
97,5, o qual corresponde a 15,2 a 68,0 U. Essa forma de distribuição 
da ALT por vezes é denominada logarítmica-normal, visto que pode 
ser convertida em distribuição normal por meio do emprego de valo- 
res logarítmicos da ALT. A média geométrica é calculada a partir dos 
dados após a transformação logarítmica. 


Estatística comparativa 


Uma das perguntas que mais se tenta responder por métodos esta- 
tísticos é se um grupo difere de outro quanto a uma determinada 
característica. A questão é resumida a uma comparação da tendên- 
cia central de um grupo versus a do outro grupo, bem como da 
dispersão que cada grupo apresenta em torno de valores centrais. Se 
a dispersão dos dados for extrema, as diferenças calculadas entre os 
valores das médias dos dois grupos talvez não sejam importantes, mas 
sim o resultado da adição dos valores extremos. De outra perspectiva, 
essas comparações podem ser consideradas quanto à proporção sinal/ 
ruído. Havendo pouco ruído (dispersão dos dados), a diferença de 
sinal de cada grupo é mais confiável. 


Teste t-Student 


O método mais comumente utilizado para comparar variáveis 
contínuas entre grupos é provavelmente o teste t-Student (Dawson- 
Saunders, 1994). O pseudônimo “Student” foi adotado por William 
Gosset, um estaticista que trabalhava na Cervejaria Guinness, o qual 
desejava manter escondido das empresas concorrentes o trabalho que 
desenvolvera para otimizar a produtividade. O teste t baseia-se no cál- 
culo paramétrico da estatística t, segundo a fórmula: 
fou TL (9.5) 
SD; |) + À 
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Figura 9.3 Distribuigao de alanina aminotransferase no soro de 86 individuos 
sadios. 
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Em que: x, é a média do grupo 1 
n é o número de valores do grupo 1 
X, é a média do grupo 2 
n, é o número de valores do grupo 2 
DP, é o desvio-padrão dos grupos 1 e 2 combinados 

Felizmente, com o atual avanço tecnológico, o cálculo da estatística 
t é feito por computador, de modo que o analista tem a responsabilida- 
de de garantir a acurácia da entrada de dados e a correta escolha dos 
testes estatísticos, bem como sua validade para a situação em análise. 

Existem algumas considerações específicas sobre os conjuntos de 
dados que também são necessárias à aplicabilidade. Por exemplo, cada 
grupo deve ter números de pontos de dados suficientes, que permitam 
estabelecer comparações válidas de números aproximadamente iguais 
em cada grupo. O espalhamento dos pontos de dados deve ser equi- 
valente (sendo em geral avaliado quanto ao grau de equivalência das 
variâncias entre os grupos). A escolha dos pontos de dados deve ser rea- 
lizada de modo independente; por exemplo, seria inadequado incluir o 
mesmo paciente duas vezes no mesmo grupo. A questão da indepen- 
dência normalmente é tratada de modo experimental, por meio da sele- 
ção aleatória dos tópicos ou dos pacientes. A aleatorização dos trata- 
mentos é um processo rigoroso para pesquisas importantes, como as 
triagens clínicas. Para o uso laboratorial, é mais provável que os dados 
sejam obtidos de pacientes que comparecem pessoalmente ao hospital 
ou à clínica para submeterem-se a testes que de uma amostragem feita 
ao acaso a partir de toda a população de uma cidade ou de um país. 
Quanto mais aleatório for o processo de seleção, maior será a probabi- 
lidade de os resultados serem generalizados a uma população-alvo mais 
ampla, para a qual se deseja fazer a inferência. 

A pergunta estatística considerada é reduzida a duas hipóteses 
mutuamente exclusivas, que incluem todas as situações possíveis. A 
hipótese nula (H,) estabelece que não há diferença significativa entre 
as médias. A hipótese alternativa (H+), ao contrário, afirma que há 
diferença significativa entre as médias. Se a estatística t assume um 
valor suficientemente alto, pode-se rejeitar a hipótese nula e, como 
consequência, deve-se aceitar a hipótese alternativa de que as médias 
diferem de modo significativo entre si. Se o valor de t for baixo, não 
se pode rejeitar a hipótese nula, mas também não é possível aceitá- 
la. Essa decisão assemelha-se ao veredito de uma triagem, em que 
os possíveis resultados são “culpado” ou “inocente”. A inocência do 
réu jamais será provada, assim como a hipótese nula nunca será esta- 
belecida. Ao final, a hipótese nula pode acabar sendo considerada a 
opção correta (em particular, se a hipótese alternativa passar a pare- 
cer improvável), contudo, o teste realizado rigorosamente não leva à 
mesma conclusão. 

Considere a distribuição dos valores de hemoglobina no sangue total 
de 36 homens sadios e 49 mulheres sadias (Fig. 9.4A e B). A inspeção 
visual dos gráficos de barra que representam os dados da hemoglobi- 
na (Hb) mostra que as mulheres geralmente apresentam valores mais 
baixos (média = 13,2 g/dL, DP = 0,80 g/dL) que os homens (média 
= 15,1 g/dL, DP = 0,96 g/dL). Apenas uma parcela dos homens e das 
mulheres apresenta sobreposição quanto aos valores de hemoglobina. 
Nesse exemplo, t = 9,898. Um outro fator que deve ser considerado são 
os graus de liberdade, que são obtidos subtraindo-se o número total de 
pontos de dados de 2, ou seja, gl = n; + n,-2 = 36 + 49-2 = 83. 
Significancia 

O valor da estatística t é avaliado quanto à significância de acordo 
com o número de graus de liberdade. Uma abordagem da avaliação 
consiste em consultar o valor de t para o qual determinado grau de 
liberdade produz uma probabilidade (p), que é adotada como signi- 
ficância, utilizando-se uma tabela de valores. Frequentemente, isso é 
calculado de forma automática por um software de computador. Em 
geral, p deve ser menor ou igual a 0,05 para que haja significância esta- 
tística. Quando p é igual a 0,05 (também denominado aq), significa 
que a diferença observada entre os dois grupos pode ter ocorrido uma 
vez em 20 oportunidades, com um determinado grau de espalhamen- 
to dos dados. O valor de a também é considerado como o risco de 
considerar-se falsamente a existência de uma diferença significativa, 
quando esta de fato inexiste (erro de tipo I). Embora adotar um valor 
de a = 0,05 seja meramente uma convenção arbitrária, trata-se de 
uma prática já costumeira dos revisores e dos protocolos de estudos 
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Figura 9.4 Distribuição da hemoglobina no sangue de A, homens sadios, e B, 
mulheres sadias. 


de avaliação. Logicamente, se p for muito inferior a este valor, como 
0,01 ou 0,001, a significância estatística de uma diferença entre as 
médias dos grupos é muito mais confiável. 

Mesmo que a diferença observada entre os grupos possa apresentar 
um p extraordinariamente impressionante (p = 0,001 significa que o 
resultado ocorreu uma vez em 1.000 oportunidades), cabe ao inves- 
tigador concluir se a observação é clinicamente significativa. A signi- 
ficância estatística de qualquer diferença sempre pode ser amplifica- 
da, não importa o quanto seja irrelevante para a tomada de decisão, 
simplesmente aumentando-se um número de pontos de dados (ver a 
fórmula para o cálculo de t: equação 9.5). 

Um problema em potencial apresenta-se quando um grande núme- 
ro de comparações é realizado em estudos que não estabelecem cla- 
ramente uma hipótese e, em vez disso, exploram os dados quaisquer 
que sejam os motivos que levaram ao exame. Nesse caso, o nível de 
significância mínimo deve ser ajustado para refletir o grande núme- 
ro de testes que teoricamente poderiam revelar “resultados signifi- 
cativos” ao acaso. Afinal, se for adotado p = 0,05, então, ao realizar 
20 comparações diferentes, em média uma delas deve encontrar de 
modo regular uma diferença estatisticamente significativa. A correção 
de Bonferroni é realizada para diminuir o risco de que a descoberta 
seja falsa. O processo consiste em dividir o valor de p usualmente acei- 
to pelo número de comparações realizadas. Assim, para cinco com- 
parações distintas, a correção seria p = 0,05/5 = 0,01, como limiar de 
aceitação para a significância. 

No exemplo particular em que os valores de hemoglobina são com- 
parados entre homens e mulheres, o p é menor que 0,0001. Desse 
modo, a hipótese nula pode ser rejeitada e conclui-se que há uma 
diferença significativa entre os grupos. A maioria dos estaticistas não 
reporta esse nível de significância, contentando-se em revelar que o 
valor de p adotado era menor que 0,001. Outra condição a ser indica- 
da é se o teste realizado era bi ou unilateral, ou seja, se a pergunta do 
teste consistia em saber se um grupo simplesmente diferia do outro 
(bilateral) ou se um dos grupos era apenas superior ao outro (unila- 
teral). A maioria dos periódicos exige o emprego de testes t bilaterais, 
por serem mais rigorosos. 


Tamanho da amostra 

Suponha que dois grupos submetidos à comparação apresentaram 
uma diferença que não foi considerada estatisticamente significativa, 
por apresentarem p = 0,06. Um modo de alcançar a significância esta- 
tística é aumentar o número de indivíduos estudados. Este deve ser 
o procedimento a ser adotado, se a diferença permanecer a mesma, 
pois o valor de t aumentará com um n maior. Um estudo-piloto pode 
ser realizado em uma triagem clínica, com o objetivo de estabelecer, 
grosso modo, qual é a diferença existente entre os grupos e qual é o 
grau de dispersão dos dados. Essas informações são, então, aplicadas 
a uma fórmula para calcular o tamanho da amostra necessário para 
trazer os resultados à significância estatística. O cálculo do tamanho 
da amostra também considera outro fator, denominado fator B, que 
representa o risco de perder um efeito verdadeiro ao acaso (erro de 
tipo II). O poder do estudo é igual a 1 — B. Quando se estabelece que B 
= 0,20, o poder do estudo é igual a 0,80, significando que o número de 
indivíduos calculado para ser utilizado produzirá um resultado esta- 
tisticamente significante em 80% dos casos, com a diferença entre os 
grupos e a dispersão de dados especificadas. 

O teste t utilizado nesse exemplo era não pareado, uma vez que a 
comparação foi realizada entre diferentes indivíduos. Se o delineamen- 
to experimental tivesse incluído uma comparação de valores obtidos 
dos mesmos indivíduos antes e após um determinado tratamento, 
então, teria sido apropriado empregar um teste t pareado. Um teste 
pareado é uma ferramenta matemática potencialmente mais podero- 
sa, porque considera somente as alterações que ocorrem entre os valo- 
res obtidos de cada indivíduo, sem ser influenciada pela variação dos 
valores de fundo observada entre indivíduos diferentes. 


Testes não paramétricos 


Se o pressuposto acerca da normalidade dos dados não é válido, 
outros testes não paramétricos podem ser utilizados para comparar as 
distribuições entre os grupos. O teste de Wilcoxon de postos com sinais 
é uma dessas opções. Por meio desse método, a cada um dos valores 
de ambos os grupos é atribuído um posto numérico, de acordo com 
sua magnitude. Em caso de vínculos com um mesmo valor, a ambos 
é atribuído o mesmo posto intermediário (p. ex., sea 42 e a 5º posi- 
ções estiverem vinculadas, a ambas será atribuído o posto 4,5). Em 
cada um dos grupos, todos os postos são somados e divididos pelo 
número de pontos de dados existentes em cada grupo. Em seguida, 
a diferença existente entre as pontuações dos postos é correlacionada 
a uma probabilidade. Essa técnica é facilmente realizada por softwa- 
res de computador e pode ser bastante útil quando um conjunto de 
dados não atende aos pressupostos necessários para que um método 
paramétrico possa ser empregado. 


Análise de dados discretos: testes de proporções 


A análise de dados discretos assume uma forma diferente da análise 
de variáveis contínuas, que podem ser expressas como distribuições. 
Quando se trata de dados discretos, as respostas são tipicamente dico- 
tômicas: algo que tanto pode estar presente como ausente, o sexo do 
paciente pode ser masculino ou feminino, o paciente viveu ou mor- 
reu. Considere o exemplo fictício de uma intervenção apresentando 
baixa taxa de contaminação na coleta para culturas sanguíneas (trata- 
-se de um problema universal encontrado em todos os laboratórios, 
contudo esses dados são apenas hipotéticos). Antes da intervenção, 
informações basais obtidas ao longo de um período de 2 meses mos- 
traram que 53 culturas estavam contaminadas e 978 não apresenta- 
vam contaminação. Após um treinamento e a implementação de 
um novo processo de coleta, as informações obtidas ao longo de um 
segundo período de 2 meses revelaram que 32 culturas estavam conta- 
minadas e 891 culturas não apresentavam contaminação. Esses dados 
nominais foram convenientemente organizados em uma tabela 2 x 2, 
denominada tabela de contingência dos valores observados (Tab. 9.1). 
Os dados representavam contagens simples de uma ou outra catego- 
ria. À pergunta formulada consistia em saber se a proporção de cultu- 
ras contaminadas diferiu significativamente nos dois períodos em que 
os dados foram obtidos. 


Teste de Qui-quadrado 


Nesse caso, o teste estatístico a ser empregado é o teste de Qui- 
quadrado que utiliza a seguinte fórmula: 


(Observado — Esperado)? 
x =2 Esperado (9.6) 
Em que os valores observados são listados acima e os valores espera- 
dos são calculados a partir da ordenação geral das contagens (Dawson- 
Saunders, 1994). Nesse exemplo, o número esperado de culturas 
contaminadas durante o período basal é igual ao número total de cul- 
turas realizadas durante o período (53 + 978 = 1031), multiplicado 
pela proporção de culturas contaminadas em ambos os períodos juntos 
(proporção calculada como: [53 + 32]/[53 + 978 + 32 + 891] = 0,0435), 
ou 1031 x 0,0435 = 44,8. O cálculo dos demais valores esperados é rea- 
lizado de modo semelhante, resultando na tabela de contingência dos 
valores esperados (Tab. 9.2). Em seguida, o cálculo do valor de x“ é feito 
somando-se os quadrados das diferenças (este procedimento conver- 
te todas as diferenças em valores positivos) existentes entre os valores 
esperados e observados e dividindo-se o resultado pelo valor esperado 
em cada célula da tabela. Neste exemplo: 


»_ (53 — 44,8)? 
44,8 


(978 - 986,2)? | 
986,2 


(32-40,2)? | 
40,2 


(891 — 882,8)? 
882,8 


3,3 (9.6A) 

Com um grau de liberdade ([número de linhas — 1] [ número de 
colunas — 1]), o valor de p é igual a 0,07, o que não está de acordo 
com o limiar universal mínimo de 0,05 para significância estatística. 
Pode-se afirmar que foi observada uma tendência à redução da conta- 
minação após a intervenção, embora não tenha sido estatisticamente 
significativa. É importante lembrar que, para um teste de yº ser váli- 
do, cada célula da tabela deve ter no mínimo 5 observações. 


Avaliação de tendência e estatística 
de correlação 


A relação existente entre uma variável independente e uma variável 
dependente é demonstrada por meio da representação gráfica des- 
sas variáveis em um diagrama ou um gráfico de dispersão, em que 
a variável independente (entrada) é distribuída ao longo do eixo x e 
a variável dependente (saída), no eixo y. Se não houver relação entre 
ambas, os dados dispersam-se aleatoriamente sobre o gráfico. Por 
outro lado, se houver uma relação, ela poderá ser descrita matemati- 
camente encontrando-se a reta que melhor se ajusta a todos os pontos 
de dados. Essa reta pode ser calculada por meio da abordagem dos 
quadrados mínimos, na qual as distâncias verticais de cada ponto até 
a reta calculada são minimizadas para a população de valores inteira. 
Esse método estatístico é conhecido como regressão linear (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003). 


Regressão linear 


A equação geral da reta é: 


y=a+bx (9.7) 


Tabela 9.1 Valores de contaminação observados em culturas sanguíneas 


Resultado Periodo basal Pós-treinamento 
Número de culturas contaminadas 53 32 
Número de culturas não contaminadas 978 891 


Tabela 9.2 Valores de contaminação esperados em culturas sanguíneas 


Resultado Período basal Pés-treinamento 
Numero de culturas eae 44 8 40,2 
Número de culturas não contaminadas 986,2 882,8 
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Em que o declive b indica o modo como o valor de y muda quando 
x muda. Quando b = 1, a relação de troca existente entre x e y é de um 
para um. À posição de interceptação a indica o grau de deslocamen- 
to ou de inclinação da relação existente entre x e y por ação de um 
fator constante. O cálculo é facilmente realizado por qualquer um dos 
vários softwares estatísticos disponíveis, além de fornecer informação 
sobre a adequação da reta. Essa abordagem é comumente utilizada 
quando se pretende comparar um método (A) com um novo método 
(B) em relação a um mesmo analito (Fig. 9.54). Esse exemplo mostra 
a existência de uma forte correlação entre os métodos À e B, visto que 
os pontos de dados encontram-se muito próximos da reta, a qual 
é descrita pela equação: método B = 0,62 + 0,99 x método A. O declive 
de 0,99 é quase perfeito, enquanto a posição de interceptação em 0,62 
é bem pequena na escala de valores possíveis. De fato, os limites do 
intervalo de confiança de 95% de b são -0,47 e 1,72. Portanto, o valor 
0 está incluído, indicando que a posição de interceptação não difere 
significativamente de 0. 

As distâncias verticais (eixo y) de cada ponto de dados até a reta 
que melhor se adequa ao caso são chamadas de resíduos. Os melho- 
res ajustes de reta estão associados a valores relativamente constantes 
de resíduos ao longo de todo o intervalo de valores. Se os resíduos 
se tornarem maiores em uma das extremidades do gráfico, então o 
grau de adequação da reta será menor nessa parte do intervalo. O erro 
padrão da regressão (também chamado de erro padrão da estimativa), 
denotado por S,» é utilizado para estimar a variação esperada quan- 
do a regressão é repetida com outra amostra de pontos de dados. O 
S,x é calculado por meio da raiz quadrada da soma dos resíduos ao 
quadrado, dividida por n — 2. É importante que os pontos de dados 
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Figura 9.5 A: análise de regressão entre os métodos A e B; forte correlação; 
B: análise de regressão entre os métodos A e C; correlação mais fraca. 


das amostras do paciente estejam distribuídos ao longo de todo o 
intervalo analítico, para que a comparação mais válida dos métodos 
seja imparcial, com representação de valores superiores e inferiores 
em qualquer região do intervalo (National Committee for Clinical 
Laboratory Standards, 2002). 

Na prática laboratorial, a análise de regressão ou correlação é fre- 
quentemente utilizada para comparar o desempenho de um novo 
método com o de um método antigo. Nessa situação, o método anti- 
go pode apresentar uma precisão inferior à do método novo e, por 
isso, não seria apropriado fundamentar o julgamento apenas na com- 
paração do novo método com o antigo, em termos de definição do 
“padrão-ouro”. Uma abordagem comum, nesse caso, é a análise de 
regressão de Deming, assim nomeada em homenagem a W. Edwards 
Deming (1900-1993), um matemático que influenciou os princípios 
de aprimoramento da qualidade. Na regressão de Deming, a melhor 
reta é obtida por meio da minimização da soma dos quadrados de 
ambas as distâncias x e y, dos pontos de dados até a reta (Cornbleet, 
1979). Além disso, a regressão de Deming aplica um fator de peso (A) 
que incorpora as variâncias relativas dos dados z e y. O resultado pesa 
mais a favor do conjunto de dados, apresentando maior precisão. 

A relação existente entre o método A e o método B pode ser descrita 
ainda pelo coeficiente de correlação (r), cujo valor varia de —1 a +1. Um 
valor igual a 0 indica inexistência de relação, enquanto um valor igual 
a l aponta a existência de uma relação perfeita (o valor —1 também 
indica uma relação perfeita, porém inversa). Os demais valores situ- 
ados entre —1 e +1 indicam relações intermediárias. O quadrado do 
coeficiente de correlação é denominado coeficiente de determinação 
(r°), o qual descreve o grau de variação observado na variável depen- 
dente que é devido à relação existente entre as duas variáveis. Neste 
exemplo, r = 0,9976 e r° = 0,9952, sendo ambos valores muito altos 
que indicam a existência de uma relação extremamente forte entre os 
métodos A e B, a qual é responsável por 99,52% de toda a variação 
observada. O valor de p nessa correlação é inferior a 0,0001. 

Em contraste com a ótima correlação entre os métodos A e B, o 
desempenho do método C versus o do método A (Fig. 9.5B) não é 
nem um pouco bom. Por meio de um simples exame visual, observa- 
-se que os pontos de dados estão mais dispersos em relação à reta, a 
qual está mais deslocada para cima. Com r = 0,8757, um valor um 
pouco inferior ao encontrado na comparação entre os métodos A e 
B, há ainda uma forte correlação, com p menor que 0,0001. Sendo r? 
= 0,7668, 76,68% da variação observada pode ser atribuída à relação 
existente entre os métodos C e A. A equação para essa reta é: método C 
= 10,2 + 0,84 x método A, de modo que a alteração dos valores obser- 
vada quando se utiliza o método C, em comparação ao método A, é 
discretamente menor (declive de 0,84). Há também, com o método C, 
um significativo resíduo para cima (interceptação em 10,2 com limi- 
tes de intervalo de confiança de 95% em 2,8 e 17,6). 


Comparações de métodos 


Esses dois exemplos mostram relações um pouco diferentes, embo- 
ra ambas sejam estatisticamente significativas. É uma decisão pessoal 
avaliar se o desempenho de um método permite sua aplicação. A 
comparação entre os métodos A e B é notavelmente forte, tanto em 
termos de análise visual como de análise estatística, de modo que se 
pode afirmar com segurança que ambos os métodos são equivalen- 
tes para fins de substituição de um pelo outro na prática clínica. Por 
outro lado, a comparação entre os métodos A e C é mais confusa, pois 
há um número maior de dados dispersos. A menor curva sugere que 
os dois métodos não se comportam de modo equivalente em relação 
ao analito e, além disso, indica a existência de resíduo positivo com 
o método C. Diante das expectativas de excelente precisão e acurá- 
cia dos aparelhos modernos, o método C provavelmente seria rejeita- 
do, caso o método B fosse uma alternativa disponível. Ainda assim, o 
nível de correlação observado entre os métodos A e C pode ser muito 
apreciado por pesquisadores que estejam tentando fazer uma pergun- 
ta diferente ao relacionar causa e efeito entre processos biológicos, 
que apresentem elevados níveis de variação inerentes. 

Um exemplo especial de análise de regressão, denominado regressão 
logística, é empregado quando o resultado é uma variável dicotômica 
ou binária para variáveis contínuas independentes (preditivas). 


Análise de variância 


Quando se deseja comparar as médias de mais de dois grupos 
diferentes, o processo é denominado análise de variância (ANOVA) 
(Dawson-Saunders, 1994). Essa análise pode ser considerada uma 
extensão do teste t para um número de amostras independentes supe- 
rior a três. A hipótese nula, nessa situação, é a de que as médias de 
todos os grupos são iguais. Já a hipótese alternativa afirma que nem 
todas as médias são iguais (algumas podem ser, mas há outras que 
são diferentes). O teste estatístico é a razão F das médias ao quadrado 
entre todos os grupos (MS,) e a média de erro ao quadrado (MSp): 


(9.8) 





Essa análise compara a variância das médias do grupo com a média 
de todos os dados (numerador) e a variância individual dos pontos 
de dados junto a cada um dos grupos (denominador). Se as médias 
do grupo diferirem entre si (sinal) mais do que a variação junto aos 
grupos (ruído), então a razão F excederá um valor crítico de signifi- 
cância. 

Um exemplo de ANOVA consiste na comparação dos valores de 
albumina sérica de pacientes provenientes de dois locais de internação 
diferentes, uma clínica de ambulatórios e uma clínica de saúde univer- 
sitária (Fig. 9.6). Foram registradas 100 amostras consecutivas prove- 
nientes de cada local. A linha horizontal mostra a média geral de todos 
os 400 valores (3,17 g/dL). Em cada grupo, os losangos indicam as 
médias dos grupos (linha média) e os intervalos de confiança de 95% 
para essas médias (vértices superior e inferior). A razão F é igual a 279, 
e p é menor que 0,0001. Portanto, a hipótese nula pode ser rejeitada, 
concluindo-se que ao menos uma das médias é diferente. Essa abor- 
dagem é mais conservativa e realista que a comparação de cada grupo 
com cada um dos demais por meio da utilização de uma série de testes 
t distintos (com 4 grupos, poderiam ser realizadas 6 comparações). O 
problema de um número tão grande de comparações é a possibilidade 
de “acidentalmente encontrar uma significância” que não é verdadei- 
ra. Estendendo-se a ANOVA, podem ser realizadas comparações das 
médias dos grupos por meio de procedimentos como o teste de Tukey 
para diferenças verdadeiramente significativas (HSD, honestly signifi- 
cant difference). Neste exemplo, o teste de Tukey HSD indica que IP1 
e IP2 não diferem significativamente entre si, mas CA e CU diferem 
dos demais grupos. Nessa etapa, o investigador é livre para elaborar as 
potenciais causas das diferenças observadas, sem acrescentar signifi- 
cância estatística às diferenças individuais. 

Para que a ANOVA seja matematicamente válida, algumas exigên- 
cias devem ser atendidas: 

* os dados devem ser coletados por amostragem aleatória, sendo que 
todas as observações devem ser independentes umas das outras; 


* os dados de cada grupo devem seguir uma distribuição normal; 
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Figura 9.6 Análise de variância. Albumina sérica em pacientes de diferentes 
localidades (IP1, IP2, estabelecimentos de internação 1 e 2; CA, clínica ambulatorial; 
CU, clínica de saúde universitária). 


* cada grupo deve ter o mesmo número de pontos de dados; 
* OS grupos apresentam variâncias iguais. 


Se esse conjunto de requisitos não puder ser atendido, existem 
outros métodos disponíveis para realizar comparações. O teste de 
Mann-Whitney pode ser empregado para comparação de medianas. 
Os testes de Wilcoxon e Kruskal-Wallis para soma de postos consti- 
tuem alternativas não paramétricas. Esse exemplo, utilizando valo- 
res de albumina sérica, apresenta variâncias maiores nos grupos de 
pacientes internados do que no grupo de pacientes de ambulatório. 
Desse modo, uma análise não paramétrica seria mais adequada (o 
teste de Wilcoxon também demonstrou a existência de diferenças sig- 
nificativas entre os grupos, no exemplo). Esse caso trata de uma única 
variável, do mesmo modo como as análises de one-way ANOVA. 
Para os casos que lidam com duas variáveis, o procedimento pode ser 
estendido para two-way ANOVA. 


Análise de covariância 


Em algumas situações, o modo como a comparação é estabelecida, 
por seleção de indivíduos em grupos distintos, pode criar um efeito 
confuso a partir de outra variável, além da variável de interesse pri- 
mário. Nesse caso, é elucidante realizar uma análise de covariância 
(ANCOVA) para considerar a potencial influência de uma covariável. 

Como um exemplo de ANCOVA, considere a comparação de quanti- 
ficações da concentração sérica de cálcio em 61 homens e 41 mulheres, 
todos adultos sadios, para estabelecer a necessidade de limites de referên- 
cia de cálcio diferentes para homens e mulheres. Uma simples one-way 
ANOVA, similar à da Figura 9.6, apontou uma diferença estatisticamen- 
te significativa (p = 0,0045) entre as médias da concentração de cálcio 
entre os grupos (homens = 9,3 mg/dL e mulheres = 9,1 mg/dL). (Essa 
ANOVA com apenas dois grupos equivale a um teste t não pareado.) 
Essa descoberta, bem como estudos anteriores, mostrou-se consistente, 
concluindo-se, portanto, que provavelmente é adequado ter limites de 
referência de cálcio sérico específicos para cada sexo. Contudo, do ponto 
de vista fisiológico, essa conclusão faria algum sentido? Sabe-se também 
que a concentração sérica de albumina influencia os níveis de cálcio 
totais, uma vez que a albumina se liga ao cálcio. Uma análise de regressão 
linear desses indivíduos confirmou essa relação. Os efeitos do gênero e da 
covariável albumina sobre os níveis séricos de cálcio foram, então, sepa- 
rados por uma ANCOVA. Nesse exemplo, o efeito do gênero sobre o 
cálcio foi totalmente representado pelo efeito da albumina sérica sobre o 
cálcio e pela diferente distribuição da albumina em homens e mulheres. 
A ANCOVA pode ser esclarecedora para descobrir e eliminar, por meio 
de análise estatística, as covariáveis que talvez não sejam conhecidas nem 
planejadas durante o delineamento experimental. A ANCOVA é discu- 
tida em maior profundidade em textos mais avançados sobre estatística 
(Matthews, 1988). 


Validação de método e controle de processo 


A análise estatística integra a validação de novos métodos laborato- 
riais, bem como o monitoramento de processos analíticos e de fluxo 
de trabalho em laboratórios clínicos (Lott, 1998). 


Limites de referência 


Os exemplos ilustrados nas Figuras 9.2, 9.3 e 9.4 mostram algu- 
mas das questões com as quais nos deparamos ao estabelecer limites 
de referência empregando estatística descritiva. O objetivo básico é 
determinar um intervalo de valores, no qual a maioria dos indivídu- 
os sadios esteja situada e que, ao mesmo tempo, exclua os indivíduos 
com doença. A abordagem mais simples é utilizar os 95% de pontos de 
dados centrais obtidos de indivíduos sadios, calculando-se a média + 2 
DP, independentemente de a distribuição ser normal ou em forma de 
sino, como ocorre na contagem de LSs da Figura 9.2. Essa abordagem 
paramétrica não é capaz de fornecer um limite de referência completo 
quando os dados estão distorcidos, como ocorre com ALT da Figura 
9.3. Nesse caso, os 95% centrais podem ser determinados de modo não 
paramétrico, empregando-se a faixa de percentis 2,5 a 97,5. Essa faixa 
de percentis exclui cerca de 2,5% dos valores nas extremidades supe- 
rior e inferior. Na verdade, a distribuição da ALT nos indivíduos sadios 
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114 parece ser composta de duas subpopulações. Como consequência, 


basear o limite de referência apenas nas faixas de valores observados em 
indivíduos aparentemente sadios talvez não seja a melhor abordagem. 
De fato, algumas novas recomendações referentes à ALT estabelecem 
um limite superior bem mais baixo que aquele sugerido pelos estudos 
populacionais amplos. As novas diretrizes tentam eliminar indivídu- 
os que possam ter alterações hepáticas assintomáticas discretas, como 
esteatose (Prati, 2002). Essa abordagem é similar à estratégia utilizada 
para determinar os níveis desejáveis ou saudáveis de colesterol e fra- 
ções lipídicas (National Cholesterol Education Program, 2002), bem 
como de glicose (Report of the Expert Committee on Diagnosis and 
Classification of Diabetes Mellitus, 2003). Futuramente, as recomen- 
dações de outros grupos de consenso ou de organizações profissionais 
provavelmente serão ainda mais ativas, no que diz respeito ao estabele- 
cimento dos limites desejáveis de outros analitos, em substituição dos 
limites de referência baseados na população. 

Por fim, subgrupos de indivíduos sadios devem ser reconhecidos 
por limites de referência separados sempre que as principais diferen- 
ças estiverem associadas a fatores como idade ou gênero (Fig. 9.4). 
Acurácia 

O desempenho de um novo método pode ser avaliado quanto à acu- 
rácia (p. ex., a capacidade de detectar e quantificar corretamente um 
analito) por meio da experimentação de amostras obtidas de paciente 
ou de material de inspeção interlaboratorial com valores conhecidos. 
O exemplo em que foi encontrada uma forte correlação entre métodos 
(Fig. 9.54) indica que o analito apresenta uma reação de quase um para 
um para cada método (declive ~1), essencialmente sem resíduos (inter- 
ceptação ~0). Ao contrário, a correlação descrita na Figura 9.5B apre- 
senta um declive diferente de 1, indicando que o analito se comporta 
de modo diferente em relação a cada um dos métodos. Uma explicação 
para a ocorrência desse tipo de discrepância é observada quando mar- 
cadores tumorais são quantificados por meio de dois imunoensaios, 
empregando diferentes anticorpos para epitopos potencialmente dis- 
tintos. Um resíduo, como aquele encontrado na comparação entre os 
métodos Ce A (Fig. 9.5B), também sugere a existência de uma diferença 
metodológica básica, a qual influencia a acurácia, ainda que possa ser 
compensada, de forma previsível, com um ajuste de calibração. 

A acurácia de qualquer ensaio depende consideravelmente dos cali- 
bradores, da constituição original destes, da sua estabilidade no decorrer 
do tempo e da comparação com calibradores de outras marcas comer- 
ciais (ver Cap. 10). O ideal é que um ensaio seja calibrado com padrões 
internacionais, como os padrões da Organização Mundial da Saúde ou 
de outros grupos profissionais. Quando se utiliza calibradores com tal 
rastreabilidade e unidades de medida padronizadas, torna-se possível uti- 
lizar valores de diferentes ensaios de modo intercambiante para o mesmo 
paciente, ou para comparar resultados em diferentes grupos de pacientes 
que estejam sendo monitorados com métodos distintos. 

Após a implantação de um método, inspeções de proficiência perió- 
dicas que testam amostras desconhecidas costumam ser reportadas em 
termos de IDP fora da média para todos os laboratórios. Por exemplo, 
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se a média das quantificações de creatinina é 11 mg/dL para todos os 
participantes, com um DP igual a 2 mg/dL, um laboratório que reporte 
um valor de 8 mg/dL teria um IDP igual a—1,5 [(8 — 11)/2]. 


Precisao 


E 


A reprodutibilidade de um ensaio é convenientemente expressa 
pelo CV. O CV permite que o DP observado seja normatizado pela 
magnitude do sinal que está sendo medido. É preciso lembrar que 
os ensaios tipicamente apresentam CVs diferentes para as diferentes 
faixas de valores dos analitos. Portanto, uma boa prática consiste em 
determinar os CVs do ensaio em valores de analito altos, baixos e de 
faixa intermediária. 


Sensibilidade analítica 


O valor mais baixo que um ensaio é capaz de detectar com seguran- 
ça é denominado sensibilidade analítica. Uma abordagem comum para 
fazer esse julgamento consiste em medir um padrão zero várias vezes 
(p. ex., 10 vezes) e calcular o DP do sinal detectado, ou ruído. Em segui- 
da, deve ser estabelecido o limiar de detecção mais baixo e seguro entre 
3 e 4 vezes o DP. Essa abordagem frequentemente é individualizada 
para cada laboratório. Essa característica é também chamada de limite 
de detecção. O outro uso do termo sensibilidade analítica refere-se à 
mudança na resposta de um ensaio em relação a uma determinada alte- 
ração na quantidade ou na concentração do analito (Giacomo, 1984). 
Nesse sentido, um ensaio altamente sensível possui a característica de 
detectar prontamente pequenas alterações de um analito em concentra- 
ções situadas na faixa intermediária de quantificações. 


Especificidade analítica 


Os principais interferentes das quantificações laboratoriais são 
hemólise, icterícia e lipemia, devidas tanto à interferência nas absor- 
ções óticas (ou dispersão da luz), como às interações químicas reais 
(p. ex., atividade de peroxidase da hemoglobina em muitos imuno- 
ensaios que utilizam peroxidase de raiz forte como indicador). Além 
desses interferentes endógenos, fármacos também podem interagir 
em vários ensaios químicos ou imunológicos. A magnitude dessas 
interações (ou a falta delas) é tipicamente registrada pela adição de 
grandes quantidades de substâncias conhecidas a amostras de soro 
que são testadas para recuperação de um dado analito sérico. 


Aceitabilidade de um método 


A decisão final de aceitar a validade de um determinado método 
depende de uma combinação de fatores. Os testes estatísticos mos- 
tram que o novo método apresenta o desempenho analítico necessá- 
rio, com boa acurácia e precisão? O novo método fornece informação 
médica útil que não poderia ser obtida de outro modo? A execução do 
novo método é viável (fácil de realizar, baixo custo, rapidez)? O erro 
máximo do método novo está dentro dos limites de aceitação médi- 
ca? À decisão final é um julgamento profissional que deve considerar 
todos esses aspectos. 


National Committee for Clinical Laboratory Standards: 
Evaluation of the Linearity of Quantitative 
Measurement Procedures: À Statistical Approach; 
Approved Guideline. Document EP6-A [ISBN 1-56238- 
498-8] Wayne, PA, NCCLS, 2003. 

O presente texto, assim como as diretrizes da NCCLS, foi desen- 
volvido por meio de um processo de consenso envolvendo repre- 
sentantes internacionais da industria, do governo e usudrios de 
laboratório, com o objetivo de gerar recomendações aplicáveis 
ao nível mundial. A partir de 10 de janeiro de 2005, a NCCLS 
foi renomeada e passou a se chamar Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI). 

Prati D, Taioli E, Zanella A, et al: Updated definitions 
of healthy ranges for serum alanine aminotransferase 
levels. Ann Inn Med 2002; 137:1-10. 

Report of the Expert Committee on the Diagnosis and 
Classification of Diabetes Mellitus. Diabetes Care 2003; 
26(Suppl 1):55-S20. 
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PONTOS-CHAVE 
e Amostras de controle de qualidade são analisadas 


segundo um esquema regular, para verificar se o 


procedimento está sendo adequadamente realizado pelo laboratório. 





e A interpretação dos resultados do controle de qualidade baseia-se 
em critérios que são sensíveis a distorções, imprecisões e tendências. 


e Diante de um evento de erro de resultado de controle qualidade, 
toma-se uma medida corretiva para resolver o problema 
metodológico e repetem-se todos os resultados de pacientes, emitidos 
desde o tempo em que vigorava o último resultado de CQ aceitável. 
* Devido às limitações de comutabilidade, as amostras de CQ não 
devem ser utilizadas para verificar se dois métodos produzem os 
mesmos resultados para as amostras dos pacientes. 

e O teste de proficiência comprova, por meio de avaliação externa, 
que o laboratório está realizando adequadamente um dado método, 
em conformidade com as especificações do fabricante. 


Introdução 


O propósito de um teste de laboratório clínico é avaliar a condição 
patofisiológica de cada paciente, de modo a auxiliar o diagnóstico e/ 
ou monitorar a terapia. A fim de ser válido para a tomada de decisão 
clínica, um resultado de teste laboratorial deve apresentar erro total 
suficientemente insignificante que lhe permita refletir a condição bio- 
lógica em questão. O erro total de um resultado é influenciado pelos 
seguintes fatores: 

* variabilidade biológica/fisiológica do indivíduo; 
variabilidade pré-analítica na coleta, no transporte, no processa- 
mento e no armazenamento da amostra; 


variabilidade analítica do desempenho do teste; 


substâncias interferentes, como fármacos ou compostos metabó- 
licos. 

Este capítulo trata do controle de qualidade do processo de quanti- 
ficação analítica, o qual garante que a variabilidade analítica atenda às 
exigências de acurácia e precisão estabelecidas para os procedimentos 
de quantificação e consideradas adequadas à assistência prestada ao 
paciente. O controle de qualidade (também chamado de controle do 
processo estatístico) é um processo de amostragem estatística de um 
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método quantitativo, com o intuito de verificar se este está sendo exe- 
cutado de acordo com as especificações preestabelecidas. 


Variabilidade analítica e calibração 


A Figura 10.1 ilustra o significado de acurácia e imprecisão de uma 
quantificação. Nessa figura, o eixo horizontal representa o valor 
numérico de um resultado individual, enquanto o eixo vertical repre- 
senta o número de repetições de quantificação da mesma amostra. À 
linha vermelha mostra a dispersão dos resultados individuais de repe- 
tições de um ensaio realizado com a mesma amostra, que consiste na 
imprecisão (ou distorção ao acaso) da quantificação. A impressão fre- 
quentemente segue uma distribuição gaussiana (normal) e é descrita 
pelo desvio-padrão (DP). Note que os resultados próximos ao valor 
médio (média) são mais frequentes do que aqueles que se distanciam 
mais da média. A diferença entre o valor médio e o valor que verda- 
deiramente representa um analito na amostra é a distorção sistemática 
(ou acurácia) do método. A acurácia é estabelecida por meio da cali- 
bração e pode ser afetada por interferências devidas à inespecificidade 
do método para o analito. 

A Figura 10.2 mostra que o método de calibração pode reduzir a dis- 
torção sistemática a zero (dentro dos limites de tolerância). Observe 
que a calibração não afeta a imprecisão. Todos os métodos possuem 
um grau de imprecisão inerente. Os resultados individuais de pacien- 
tes, obtidos a partir de um método corretamente calibrado, apresen- 
tarão variabilidade de acordo com o grau de imprecisão inerente ao 
método. O principal propósito do controle de qualidade é amostrar 
estatisticamente o processo de quantificação para verificar se o méto- 
do continua dentro das especificações consistentes com as distorções 
e imprecisões aceitáveis. 


Visão geral do controle do processo estatístico 


O controle do processo estatístico amostra o procedimento de quan- 
tificação, testando materiais de CQ para os quais o resultado correto 
já é conhecido. Se o resultado obtido para um dado material de CQ 
estiver dentro dos limites aceitáveis do valor conhecido, considera-se 
que o procedimento quantitativo analisado está operando conforme 
o esperado e que os resultados gerados para as amostras de pacien- 
tes apresentam grande probabilidade de estarem corretos. Se, por 
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116 outro lado, os resultados de CQ estiverem fora dos limites aceitáveis, 


os resultados de pacientes não são comunicados e torna-se necessário 
adotar medidas corretivas. Boas práticas de laboratório requerem a 
verificação de que o método esteja operando corretamente ao quanti- 
ficar amostras e gerar resultados de pacientes. 

A Figura 10.3 resume o controle do processo estatístico e enfatiza 
seu papel como componente de um sistema integrado de gestão da 
qualidade. Os elementos essenciais do controle do processo estatístico 
consistem na amostragem do sistema quantitativo utilizando amos- 
tras de CQ para as quais se conhece o resultado esperado. Se os resul- 
tados de CQ indicam um processo quantitativo estável, os resultados 
de pacientes apresentam uma boa probabilidade de estarem corretos. 
Se os resultados de CQ não são aprovados pelos critérios de avaliação, 
os resultados de pacientes não são confiáveis para o uso clínico. Nesse 
caso, medidas corretivas devem ser tomadas com relação ao ensaio 
realizado com as amostras de pacientes. 

O controle do processo estatístico é parte do componente analítico 
do sistema geral de gestão de qualidade. Esse sistema integra as boas 
práticas laboratoriais, visando garantir resultados corretos para a assis- 
tência ao paciente. Funcionários bem treinados e competentes são 
indispensáveis em todos os aspectos da medicina laboratorial, incluin- 
do o controle de qualidade. Procedimentos operacionais padronizados 
(POP) por escrito são necessários a todos os aspectos operacionais do 
laboratório, incluindo os componentes pré-analíticos, analíticos e pós- 
analíticos. Para o controle do processo estatístico, o POP deve tratar 
de todos os pontos relacionados ao programa, incluindo a seleção de 
materiais de CQ, a frequência com que um processo quantitativo deve 
ser amostrado, como determinar parâmetros estatísticos para des- 
crever o desempenho metodológico, os critérios de aceitação para os 
resultados de CQ, as ações corretivas a serem tomadas diante de pro- 
blemas, bem como a documentação e revisão de processos. No POP 
deve constar quem é o funcionário autorizado a estabelecer limites 
aceitáveis para o controle do processo, como também as regras inter- 
pretativas para liberação de resultados, quem deve revisar os parâme- 
tros de desempenho, incluindo os resultados de estatística de controle 
de qualidade, e quem pode autorizar exceções ou modificar a política 
ou os procedimentos do controle de qualidade. 

A Figura 10.4 apresenta um gráfico de Levey-Jennings (Levey, 1950), 
também conhecido como gráfico de Shewhart (Shewhart, 1931). 
Trata-se da representação mais comum para fins de avaliação de 
resultados de CQ. Esse formato mostra sequencialmente cada um dos 
resultados de CQ ao longo do tempo e permite uma rápida avaliação 
visual do desempenho do método. A média representa o valor-alvo 
de um resultado, enquanto as linhas de DP representam a imprecisão 
esperada para o método. Considerando-se uma distribuição gaussiana 
(normal) da imprecisão, os resultados seguem a distribuição espera- 
da, estando dispersos de maneira uniforme em torno da média e tam- 
bém mais frequentemente próximos desse valor médio que dos extre- 
mos da distribuição. Entretanto, um pequeno número de resultados é 
maior que 2 DP, sendo que dois resultados excedem discretamente 3 
DP. Para muitos ensaios repetidos, o número de resultados esperados 
pelos intervalos de DP são: 

* + 1 SD = 68,3% das observações; 
* +2 SD = 95,4% das observações; 
* £35D-= 

A interpretação de um resultado de CQ individual baseia-se na pro- 
babilidade de que esse resultado faça parte da distribuição esperada 
de resultados para o método, quando este é corretamente executado. 


Posteriormente, serão discutidas com mais detalhes as regras inter- 
pretativas para avaliação dos resultados de CQ. 


99,7% das observações. 


Implantação do controle do processo estatístico 


Seleção dos materiais de controle de qualidade (CQ) 


Geralmente, são necessárias duas concentrações para adequação do 
controle de um processo. Para métodos quantitativos, deve-se optar 
pelo fornecimento das concentrações do analito pelos materiais de 
CQ, as quais monitoram a faixa de quantificação analítica do méto- 
do. É importante assegurar que o desempenho do método seja estável 
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Figura 10.3 Visão geral do controle do processo estatístico (CQ) e sua integração a 
um sistema de gestão da qualidade (GQ). (Reproduzido com permissão de Miller, 
W.G.: Quality control. In Clarke W.A., Dufour D.R.: (eds): Contemporary practice in 
clinical chemistry, Washington DC, AACC Press, 2006.) 
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Figura 10.4 Representação gráfica de Levey-Jennings (Shewhart) dos resultados de 
CQ (N = 199) para um único lote de material de CQ utilizado ao longo de 49 dias. 


próximo aos limites do ensaio. A maioria dos ensaios quantitativos 
apresenta uma resposta linear ao longo do intervalo de quantificação 
analítica, permitindo confiar que o desempenho será aceitável ao longo 
desse intervalo se os resultados próximos aos limites do ensaio forem 
igualmente aceitáveis. No caso de uma resposta metodológica não line- 
ar, talvez seja necessário utilizar controles adicionais em concentrações 
intermediárias. Concentrações fundamentais para decisões clínicas, 
como fármacos terapêuticos, TSH, PSA, podem também assegurar o 
monitoramento do CQ. No caso dos analitos que apresentam precisão 
insatisfatória a concentrações baixas/normais, como a troponina I ou a 
bilirrubina, a concentração deve ser escolhida de modo a proporcionar 
um DP adequado à avaliação prática. Para procedimentos de extração 
ou pré-tratamento, ao menos um controle deve ser capaz de detectar 
defeitos que ocorram na etapa de extração ou de pré-tratamento. 

O presente capítulo focaliza principalmente os procedimentos de CQ 
para métodos quantitativos. Contudo, os princípios podem ser adapta- 
dos para métodos mais qualitativos por meio de subsídios para a falta 
de resultados numéricos. Para testes que se baseiam na interpretação 
qualitativa de medidas quantitativas (p. ex., drogas de abuso), é dese- 
jável monitorar de perto as concentrações limiares, a fim de garan- 
tir uma discriminação adequada das respostas positivas e negativas. 
Similarmente, para outros testes qualitativos (p. ex., gonadotrofina 
coriônica humana), também é necessário dispor de controles positivo 
e negativo. É uma boa prática usar um controle positivo que esteja rela- 
tivamente próximo ao limiar, para exercer um controle adequado e dis- 
criminar entre positivos e negativos. Para procedimentos qualitativos 
com respostas classificatórias (p. ex., urinálise com vareta medidora de 
nível), são necessários um controle negativo e, ao menos, um positivo, 
cujo valor pertença à região de respostas classificadas como intermedi- 
árias. No caso dos testes qualitativos que se baseiam em outras proprie- 
dades (p. ex., procedimentos eletroforéticos), para garantir que o pro- 
cedimento de CQ discriminará apropriadamente as condições normais 
das patológicas, é necessária a adequação da coloração, imunofluores- 
cência, identificação do organismo etc. 

Os materiais de CQ selecionados devem ser industrializados, asse- 
gurando um produto estável que possa ser utilizado por mais tempo, 
de preferência por 1 ano ou mais, no caso de analitos estáveis. O uso 
de um único lote por período prolongado proporciona critérios de 
interpretação confiáveis que permitirão identificar com eficácia qual- 
quer problema pertinente ao ensaio, evitando falsos alertas decorren- 
tes da definição insatisfatória dos limites esperados para os resultados 
de CQ, bem como minimizar as limitações da interpretação dos resul- 
tados após mudanças de lote de reagentes e calibradores. 

Existem limitações inerentes aos materiais de CQ atualmente dispo- 
níveis para uso. Uma dessas limitações é a de que o material de CQ não 
costuma ser comutável com amostras clínicas puras. Um material de 
CQ comutável (ou outro material de referência, como um calibrador 
de método ou material de TP) é aquele que reage em um sistema quan- 
titativo para gerar um resultado que seria comparável ao esperado para 
uma amostra de paciente pura, contendo a mesma quantidade de ana- 
lito. Em geral, os materiais de CQ não são comutáveis com amostras 
de pacientes puras, uma vez que a matriz do soro ou de outros líquidos 
biológicos costuma estar alterada em relação à amostra pura do pacien- 
te (Miller, 2003). A alteração de matriz se deve ao processamento do 
líquido biológico durante a fabricação do produto e ao uso de produtos 
humanos parcialmente purificados e de analitos aditivos não huma- 
nos para alcançar as concentrações desejadas, além de diversos pro- 
cessos de estabilização que provocam alterações em proteínas, células 
e outros componentes. Não se pode prever o impacto da alteração de 
matriz sobre a recuperação de um analito num sistema de ensaio, sendo 
diferente em cada lote de materiais de CQ cada método analítico e em 
diversos lotes de reagente utilizados em um mesmo método analítico. 

Uma segunda limitação dos materiais de CQ é a deterioração do ana- 
lito durante o armazenamento. A estabilidade do analito costuma ser 
excelente durante o tempo em que permanece guardado sem ser vio- 
lado, sob refrigeração ou congelado. Entretanto, uma lenta deteriora- 
ção eventualmente limita a vida de prateleira de um produto, podendo 
introduzir gradualmente uma flutuação nos dados de monitoramento. 
Após a reconstituição ou abertura do frasco e exposição ao ar, a estabi- 
lidade do analito pode ser uma importante fonte de variabilidade nos 


resultados de CQ, podendo variar substancialmente entre os analitos 
existentes em um mesmo frasco. As variáveis relacionadas ao usuário e 
que devem ser controladas são o tempo de permanência à temperatura 
ambiente e o tempo de permanência sem a tampa com potencial de 
evaporação. Após a abertura, deve ser determinado um prazo de vali- 
dade para cada material de CQ, o qual deve ser diferente para os diver- 
sos analitos empregados no mesmo controle. No caso de materiais 
de CQ reconstituídos com diluente, a variabilidade de frasco a frasco 
pode ser minimizada pela padronização do procedimento de pipeta- 
gem; por exemplo, sempre que for prático, estabeleça a utilização da 
mesma pipeta ou do dispositivo de adição de diluente (de preferência, 
um dispositivo automático) e designe o mesmo funcionário para o 
preparo dos controles. 

Outra limitação reside na possibilidade de as concentrações de ana- 
litos nos controles de constituintes múltiplos não alcançarem níveis 
excelentes em todos os ensaios. Essa limitação se deve a considerações 
acerca da solubilidade e potenciais interações entre diferentes consti- 
tuintes, particularmente em concentrações maiores. Pode ser necessá- 
rio empregar material de CQ suplementar para monitorar adequada- 
mente a faixa de quantificação analítica. 


Frequência da avaliação dos materiais de CQ 


A frequência com que as amostras de CQ devem ser analisadas é 
uma função de vários parâmetros: 
- estabilidade analítica do método; 


o limite de tolerância de erros em que a assistência do paciente 
não é afetada; 


o número de amostras de paciente quantificado em um determi- 
nado período; 


a necessidade de verificar e documentar o grau de confiabilidade 
dos resultados clínicos no momento em que são. 


A estabilidade do sistema de quantificações é fundamental para a fre- 
quência com que uma amostra de CQ precisa ser testada. Quanto mais 
estável for o sistema, menor será a frequência com que a avaliação do 
controle de processo estatístico deve ser realizada. A mínima prática 
laboratorial, de acordo com a seção 493.1256 de regulamentações do 
CLIA-EUA (Department of Health and Human Services, 2003), consis- 
te em testar os controles pelo menos uma vez a cada 24 horas, ou mais 
frequentemente se for especificado pelo fabricante do método, ou se o 
laboratório determinar a necessidade de ensaios de CQ mais frequentes 
para assegurar as características de desempenho de um método. Alguns 
tipos de testes apresentam exigências mais rigorosas. Por exemplo, a 
seção 493.1267 do CLIA-EUA estabelece para o ensaio de quantificação 
de gases sanguíneos que analise no mínimo um controle a cada 8 horas, 
incluindo os níveis elevado e baixo no decorrer de 24 horas; adicional- 
mente, um controle deve ser analisado com cada amostra de paciente, 
a menos que o instrumento faça uma calibração automática a cada 30 
minutos (no mínimo). Os métodos que possuem procedimentos de 
controle automáticos internos (autônomos) podem realizar testes de 
materiais de CQ externos com menor frequência. 

A necessidade de verificar a aceitabilidade clínica dos resultados 
pode sustentar uma amostragem mais frequente do controle de pro- 
cesso do que se basear estritamente nas características de estabilidade 
do método ou nas exigências regulatórias mínimas. A amostragem 
mais frequente do CQ é adequada para evitar a descoberta de um 
problema metodológico depois de o médico ter tomado uma atitude 
com base nos resultados laboratoriais que recebeu. Por exemplo, uma 
amostragem de CQ que é realizada a cada 24 horas e seria executada às 
9 horas todas as manhãs. Se os resultados de CQ apresentarem algum 
problema metodológico, a condição de erro deve ter surgido em um 
momento qualquer durante as últimas 24 horas. Assim, se o problema 
ocorreu às 15 horas do dia anterior, isso significa que resultados fora 
de controle foram reportados durante as 18 horas subsequentes e é 
necessário considerar as implicações médicas da emissão de tais resul- 
tados. O custo de um erro médico, ou simplesmente da repetição da 
análise das amostras duvidosas do paciente, talvez seja mais caro que 
um esquema de amostragem de CQ frequente, pois este poderia ter 
detectado prontamente a condição problemática. 
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que representam condição operacional para 
quantificações estáveis 


Os valores-alvo de CQ e os limites de desempenho aceitáveis são 
estabelecidos para otimizar a probabilidade de detectar um defeito 
quantitativo, que pode ser grande o bastante para afetar a assistência 
clínica e, ao mesmo tempo, minimizar a frequência de “falsos alertas” 
decorrentes das limitações estatísticas dos critérios utilizados para 
avaliar os resultados de CQ. O sistema quantitativo deve ser correta- 
mente calibrado e operar dentro das especificações de desempenho 
aceitáveis, antes da determinação dos paråmetros estatísticos a serem 
empregados para estabelecer as regras interpretativas do CQ. Algumas 
fontes de variabilidade quantitativa estão listadas na Tabela 10.1. A 
variabilidade quantitativa inclui fontes com frequências de intervalos 
curtos, muitas das quais podem ser descritas com distribuições de erro 
gaussianas, bem como fontes intermitentes e de intervalo mais longo, 
as quais podem causar flutuações cíclicas ao longo de vários dias ou 
semanas, distorções graduais durante semanas ou meses e mudanças 
mais bruscas nos resultados. Os critérios de aceitação para os resul- 
tados de CQ devem considerar adequadamente todas as fontes de 
variabilidade dos resultados esperados, quando o sistema quantitativo 
opera dentro das especificações. 

Um material de CQ deve contar com um valor-alvo confiável para 
um dado analito. Para tanto, é necessário realizar uma amostra- 
gem estatística adequada tanto do material de CQ como das típicas 
fontes de variabilidade quantitativa durante um determinado perí- 
odo, quando o método está corretamente calibrado e exibe o grau 
de imprecisão esperado associado a uma condição de quantificação 
estável. O objetivo de planejamento experimental é incluir todas as 
fontes de variabilidade no processo quantitativo, a fim de garantir 
que a média seja representativa. Essa meta, contudo, raramente é 
alcançada, devido aos componentes da variabilidade a longo prazo e 
à incapacidade prática de considerar todas as influências no momen- 
to da atribuição do valor-alvo. O protocolo mínimo geralmente 
aceito para a atribuição do valor-alvo consiste em utilizar a média 
obtida na realização de, no mínimo, 20 ensaios com o material de 
CQ, em 20 dias diferentes (CLSI, 2006). Observe que é preferível 
utilizar apenas uma unidade do material de CQ pelo periodo em que 
se espera que ainda vá durar um frasco já aberto, a fim de considerar 
os efeitos exercidos pela estabilidade do analito a abrir uma unida- 
de nova para cada dia de teste. Se um protocolo de 20 dias não for 
viável, é possível estabelecer valores-alvo temporários utilizando um 
número menor de dados. Contudo, é necessário atualizá-los assim 
que mais repetições de resultados estiverem disponíveis. Quando 
couber, mais de um método de calibração deve ser representado na 
amostragem de 20 dias, a fim de incluir adequadamente a variabili- 
dade associada ao processo de calibração. 


Tabela 10.1 Fontes comuns de variabilidade quantitativa 


Fonte Intervalo de tempo 
para que ocorra flutuação 


Volume pipetado Curto 


Controle de temperatura do instrumento 


Ruído eletrônico no sistema de quantificação Curto 


Ciclos de calibração 


Deterioração do reagente durante o armazenamento Longo 


Deterioração do reagente após a abertura 


Deterioração do calibrador durante o armazenamento Longo 


Deterioração do calibrador após a abertura 


Deterioração do material de controle durante o armazenamento Longo 
Intermediário 


Deterioração do material de controle após a abertura 
Temperatura e umidade do ambiente 

Alterações do reagente 

Alterações do calibrador 


Curto ou longo 
Curto ou longo 
Intermediário 
Intermediário 
Variável 


Intermediário a longo 
Intermediário a longo 


Alguns materiais de CQ são fornecidos pelo fabricante do método, 
com valores-alvo e limites preestabelecidos que podem ser utilizados 
para confirmar se o método está de acordo com as especificações do 
fabricante. Tais valores podem ser inicialmente utilizados pelo labora- 
tório. Recomenda-se que tanto o valor-alvo como o DP sejam reavalia- 
dos e ajustados pelo laboratório, depois que um número apropriado de 
repetições de resultado for obtido, uma vez que as regras interpretati- 
vas do CQ empregadas no laboratório devem refletir o desempenho do 
método no próprio laboratório. Os limites de aceitabilidade sugeridos 
pelo fabricante podem refletir fontes de variabilidade, tais como a varia- 
ção entre instrumentos, lotes de reagentes e lotes de calibradores, as 
quais podem ser maiores que a variabilidade esperada para um método 
utilizado em um laboratório individual. Os materiais de CQ com valo- 
res-alvo estabelecidos são disponibilizados por fabricantes de terceiros 
(i. e., fabricantes não afiliados ao fabricante do método). É preciso ter 
cautela com materiais de CQ produzidos por fabricantes de terceiros 
que apresentam valores-alvo preestabelecidos, pois tais valores, assim 
como o DP, podem ter sido atribuídos por meio da utilização de pro- 
tocolos que não refletem adequadamente o desempenho do método, 
de modo que a não comutabilidade pode limitar a aplicabilidade desses 
valores para alguns métodos. 

Uma vez que o valor-alvo tenha sido atribuído a um dado material 
de CQ, deve ser estabelecido um desvio-padrão (DP) que represente a 
imprecisão típica do método, quando este opera dentro de suas espe- 
cificações. Um DP é um modo convencional de expressar a variabili- 
dade do método, mesmo que os componentes da variabilidade dos 
resultados de CQ não sigam uma distribuição gaussiana, uma vez que 
os pacotes estatísticos que acompanham os instrumentos e os sistemas 
computadorizados são destinados a analisar os dados de CQ com base 
na média e no DP. Um DP baseado nos dados de atribuição de valor- 
alvo obtidos ao longo de 20 dias, ou em um resumo mensal de 30 dias, 
apresenta elevado grau de incerteza (tipicamente, igual a 30% para N = 
20; CLSI, 2006), sendo muito pouco provável que inclua todas as fon- 
tes de variabilidade que se espera observar ao longo de um intervalo de 
tempo maior. 

Nos casos em que o método é conhecido por experiência anterior, 
recomenda-se determinar o DP para um desempenho da quantifica- 
ção estável a partir de um DP cumulativo sobre um período de 6 a 12 
meses, a fim de garantir a representação de todas as fontes de variação. 
A Figura 10.5 ilustra a flutuação em DP, quando calculada para inter- 
valos mensais, em comparação ao valor relativamente estável observa- 
do para o DP cumulativo após um período de 6 meses. Observe que o 
DP cumulativo não é uma média de valores mensais. Diferentes fontes 
de variabilidade a longo prazo, as quais se manifestam em diferentes 
momentos durante o uso de método, podem não estar representadas 
em um DP mensal. Entretanto, o DP cumulativo inclui as contribui- 
ções de todas as fontes de variabilidade, à medida em que ocorrem e 
são refletidas nos resultados de CQ individuais. Consequentemente, o 


Provável distribuição 
estatística 

Gaussiana 

Gaussiana ou outra 

Gaussiana 

Gaussiana ou deslocamento (etapa periddica) 
Flutuação 

Cíclica; flutuação/etapa periódica 
Flutuação 

Cíclica; flutuação/etapa periódica 
Flutuação 

Cíclica; flutuação/etapa periódica 
Variável 

Deslocamento (etapa aleatória) 
Deslocamento (etapa aleatória) 


Variável 
Variável 


Manutenção do instrumento 
Deterioração dos componentes do instrumento 


Gaussiana, cíclica ou deslocamento (etapa periódica) 
Variável 
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Figura 10.5 DP cumulativo versus valores isolados mensais calculados a partir dos 
dados da Figura 10.7. 


DP cumulativo geralmente sera maior que os valores mensais e deve 
representar melhor o grau de variabilidade metodológica real. Se 
for subestimada a imprecisão que se espera observar durante a ope- 
ração normal estável, o intervalo aceitável para os resultados de CQ 
será pequeno demais e a taxa de alertas falsos será inaceitavelmente 
alta. Havendo superestimação do grau de imprecisão para condições 
estáveis, então o intervalo será grande demais e um considerável erro 
quantitativo pode não ser detectado. 

É importante incluir todos os resultados de CQ no cálculo do DP. 
Um resultado de CQ válido é aquele que foi, ou deveria ter sido, utiliza- 
do para verificar o desempenho aceitável de um ensaio e reportar resul- 
tados de pacientes. Somente os resultados de CQ que foram, ou deve- 
riam ter sido, responsáveis pela não liberação de resultados de pacientes 
devem ser excluídos (com registro) dos cálculos de resumos. Se houver 
edição seletiva de resultados de CQ, o método do DP será inadequada- 
mente pequeno, podendo gerar também pequenos limites de avaliação 
inadequados e aumento do número de alertas falsos, com concomitante 
redução da efetividade do controle do processo estatístico. 

Quando um método é estabelecido em um dado laboratório e um 
novo lote de material de CQ está sendo introduzido, o valor-alvo para 
esse novo lote é utilizado com o DP cumulativo do lote anterior, a fim 
de estabelecer limites aceitáveis para o novo lote de material de CQ. 
Essa prática é inadequada, pois na maioria dos casos a imprecisão 
quantitativa é uma propriedade do método e o instrumento utilizado 
provavelmente não muda com um lote diferente de material de CQ. Se 
os valores-alvo de ambos os lotes, antigo e novo, diferirem substancial- 
mente, um grau de imprecisão diferente poderá ser observado, tornan- 
do-se necessário um ajuste no DP à medida que forem se acumulando 
mais experiências realizadas com o novo lote de material. 

Se for introduzido um novo método para o qual não há nenhuma 
informação histórica acerca do desempenho, o DP para um desempe- 
nho estável deve ser estabelecido utilizando-se os dados disponíveis 
do método de validação e da atribuição do valor-alvo para materiais 





de CQ. O fabricante do método pode fornecer informação adicional 
sobre o desempenho metodológico esperado. Outra fonte de infor- 
mações adicionais são os programas de teste de desempenho metodo- 
lógico no CQ interlaboratorial e/ou testes de proficiência. Nesse caso, 
o DP inicial e os critérios de avaliação deverão ser monitorados de 
perto, como também será necessário fazer ajustes, à medida que novas 
experiências forem permitindo ao desvio cumulativo refletir a impre- 
cisão de todas as fontes que é inerente às quantificações. 


Estabelecimento de regras para avaliação 
de resultados de CQ 


A escolha dos critérios para interpretação dos resultados de CQ 
baseia-se na probabilidade de detectar uma condição de erro analítico 
importante com uma taxa aceitável de alertas falsos. As características 
de desempenho do controle de processo desejado devem ser estabele- 
cidas para cada analito, antes da escolha das regras adequadas para a 
avaliação de CQ. 

O modo convencional de expressar as regras interpretativas de CQ é 
por meio da abreviação da nomenclatura popularizada entre os labo- 
ratórios clínicos por Westgard (Westgard, 1981), a qual é resumida na 
Tabela 10.2. Repare que os intervalos de DP fracional são permissivos, 
como no exemplo 2, ss. Outras técnicas, como a soma cumulativa ou 
as médias móveis ponderadas exponencialmente, também são utili- 
zadas para monitorar tendências de distorção no decorrer de longos 
períodos (Ryan, 1989). 

Os gráficos da função poder foram desenvolvidos (Westgard, 1979) 
para expressar a probabilidade de uma regra interpretativa de CQ 
detectar um erro analítico. O modelo estatístico de Westgard conside- 
ra que os erros seguem distribuições gaussianas (normais) e, embora 
existam distribuições não gaussianas de erros nos sistemas quantitati- 
vos, tem fornecido diretrizes úteis para selecionar as regras de inter- 
pretação dos resultados de CQ. Outros relatos na literatura, que tam- 
bém tratam dos critérios de seleção dessas regras, utilizaram modelos 
estatísticos e considerações diferentes acerca da distribuição dos erros 
(Parvin, 1997 a,b; Westgard, 1992; Linnet, 1989). 

A Figura 10.6 mostra um gráfico da função poder que representa 
a probabilidade de detectar um erro quantitativo (eixo y), o qual é 
a probabilidade de que uma determinada regra interpretativa seja 
violada versus uma distorção sistemática de magnitude desconhecida 
apresentada por um resultado (eixo x). Quando se avalia regras inter- 
pretativas, uma prática comum consiste em expressar a magnitude de 
um erro em múltiplos de DP para o método (i. e., intervalos de DP 
— IDP). Por exemplo, a regra 1, é violada se um único resultado de 
CQ for > 2 DP do valor-alvo. A Figura 10.6 mostra que, para a regra 
l- um resultado que apresenta distorção sistemática de 1 DP (eixo 
x) possui uma probabilidade de 0,35 (eixo y) de exceder um total de 2 
DP do valor-alvo (1 DP da distorção + 1 DP da imprecisão dos resul- 
tados). Assim, a regra interpretativa 1,, apresenta uma probabilidade 
de 35% de detectar um erro sistemático da ordem de 1 DP de mag- 
nitude. As três linhas observadas na Figura 10.6 representam as pro- 
babilidades de diferentes regras interpretativas detectarem distorções 
sistemáticas de várias ordens de magnitude. Gráficos similares podem 
ser determinados para outras regras interpretativas, tanto para distor- 
ção sistemática como para erros de imprecisão. 


Tabela 10.2 Abreviação da nomenclatura para expressar as regras de CQ baseadas na distribuição gaussiana (normal) da imprecisão 


Regra Significado 

los Uma observação excede 2 DP do valor-alvo 

145 Uma observação excede 3 DP do valor-alvo 

255 Duas observações sequenciais, ou observações para duas amostras de CQ 
na mesma análise, excedem 2 DP do valor-alvo, na mesma direção 

2555 Duas observações sequenciais, ou observações para duas amostras de CQ 
na mesma análise, excedem 2,5 DP do valor-alvo, na mesma direção 

Ras A faixa entre duas observações na mesma análise excede 4 DP 

10m 10 observações sequenciais estão no mesmo lado do valor-alvo (média) 


Bis 8 observações sequenciais para o mesmo material excedem 1 DP na mesma direção do valor-alvo 


Falha que detecta 

Imprecisão ou distorção sistemática 
Imprecisão ou distorção sistemática 
Distorção sistemática 


Distorção sistemática 
imprecisão 


Distorção sistemática, tendência 
Distorção sistemática, tendência 
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Figura 10.6 Gráfico da função poder da capacidade de detecção de erro sistemático 
de diferentes regras interpretativas de CQ, utilizando dois controles na mesma 


análise. O erro sistemático é expresso em número de DP do valor-alvo. (Após 
Westgard, 1979; com permissão.) 


Observe, ainda na Figura 10.6, que nenhuma dessas regras interpreta- 
tivas apresenta uma probabilidade de 100% de detectar uma distorção 
sistemática, até que o erro se torne relativamente grande. A regra 1,s 
apresenta uma boa probabilidade de detectar erros (p. ex., uma pro- 
babilidade de quase 90% de detectar uma distorção de 2,5 DP), porém 
uma elevada taxa de alertas falsos é indicada pela interceptação do eixo 
y (note que a linha indicativa mostra que, devido à imprecisão, há uma 
probabilidade de 10% de indicar uma condição de erro quando a dis- 
torção é igual a zero). Por causa dessa elevada taxa de alertas falsos, o 
uso da regra 1, não é recomendado. A regra 135 apresenta uma baixa 
taxa de alertas falsos, mas também possui uma probabilidade menor 
de detectar um erro (p. ex., probabilidade de 55% de detectar uma dis- 
torção de 2,5 DP). Sendo assim, recomenda-se aprimorar a eficiência 
das regras interpretativas de CQ por meio da combinação de duas ou 
mais regras, as quais devem ser aplicadas simultaneamente como cri- 
tério multirregras. Por exemplo, a multirregra 1;5/2,, identifica uma 
condição de erro se um controle exceder + 3 DP do valor-alvo, ou se 
dois controles excederem + 2 DP na mesma direção, a partir do valor- 
alvo. Segundo a Figura 10.6, a multirregra 1;s/2,s apresenta uma taxa de 
alertas falsos semelhante à da regra 1,<, porém exibe maior probabilida- 
de de detectar um erro (p. ex., probabilidade de 65% de detectar uma 
distorção de 2,5 DP e probabilidade de 90% de detectar uma distorção 
de 3,2 DP). Nesse exemplo de multirregra, o componente 1,, é sensível 
à imprecisão ou a grandes distorções sistemáticas, enquanto o compo- 
nente 2,, é sensível à distorção sistemática. 

Um dos desafios que se apresenta à seleção de regras interpretativas 
para resultados de CQ é que diferentes tipos de variabilidade (listados 
na Tabela 10.1) ocorrem na maioria dos sistemas de testes automatiza- 
dos e introduzem flutuações duradouras cíclicas e graduais no desem- 
penho. Tais tipos de variabilidade não são adequadamente descritos 
pelos modelos gaussianos de seleção de regras. Como quase todos os 
softwares de CQ utilizados nos instrumentos e sistemas computadori- 
zados do laboratório baseiam-se na interpretação de IDP, é necessário 
estimar um DP que aproxime a variabilidade a longo prazo, tanto das 
influências gaussianas como das não gaussianas. Dessa forma, os dados 
coletados ao longo de um período de tempo significativo são importan- 
tes na determinação de um DP que represente uma variabilidade típica, 
quando o método apresenta estabilidade e opera corretamente. 

A Figura 10.7 mostra os resultados de um único lote de material de 
CQ utilizado durante 10 meses para um método de glicose automati- 
zado. À estabilidade e o desempenho do método da glicose ao longo 
dos 10 meses foram considerados aceitáveis para uso clínico. Os dados 
para os primeiros 49 dias são os mesmos da Figura 10.5 e representam 
a experiência inicial com este lote de material de CQ. O exame desses 
dados mostra várias flutuações que não podem ser descritas por um 
modelo estatístico gaussiano. A primeira mudança de lote de reagen- 
te causou uma alteração gradual para valores mais altos. A segunda 
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Figura 10.7 Representação gráfica de Levey-Jennings (Shewhart) dos resultados 

de CQ (N = 1232) para um único lote de material de CQ utilizado ao longo de 10 
meses. (Reproduzido com permissão de Miller, W.G.: Quality control. In Clarke 
W.A., Dufour D.R.: (eds): Contemporary practice in clinical chemistry, Washington 
DC, AACC Press, 2006.) 


mudança de lote de reagentes não afetou os resultados de CQ. Entre os 
meses de março e abril, houve uma transição para valores inferiores, a 
qual não se deveu a nenhum evento de manutenção ou calibração. Ao 
longo de todo o período, houve intervalos com duração de meses em 
que a imprecisão ora melhorou, ora piorou em relação a outros perío- 
dos (Fig. 10.5). Se os critérios de aceitação se baseassem no DP do perí- 
odo inicial, as flutuações a longo prazo subsequentes teriam produzido 
um grande número de alertas falsos e levado à necessidade de grande 
quantidade de esforços e recursos para resolução de problemas que 
seriam, na realidade, a variabilidade inerente à tecnologia do método, 
quando este estivesse estável e operando conforme as expectativas. 
Frequentemente, utiliza-se uma abordagem empírica para estabele- 
cer as regras interpretativas que englobam adequadamente a variabi- 
lidade metodológica observada e permitem ao diretor do laboratório 
fundamentar os critérios nas exigências clínicas relativas ao desem- 
penho do teste. A Tabela 10.3 fornece um exemplo de multirregra 
desenvolvida empiricamente com base nos dados da Figura 10.7. Essa 
multirregra foi selecionada com base na decisão de que o desempe- 
nho metodológico a longo prazo era aceitável em termos de exigên- 
cias clínicas e os critérios de aceitação combinados devem identificar 
potenciais problemas do método com uma taxa de alertas falsos < 1%. 
Essa multirregra apresentou 0,6% de alertas falsos ao ser aplicada aos 
dados apresentados na Figura 10.7, utilizando a média calculada para o 
período de novembro a janeiro como valor-alvo e o DP cumulativo do 
período de 10 meses para representar a imprecisão geral. Se uma regra 
22, tivesse sido utilizada, em vez da regra 2, ss (no exemplo, por meio 
das análises), a taxa de alertas falsos teria aumentado de 0,6% para 
1,8%. Uma regra 8, ss foi empregada para proporcionar a detecção de 
tendências de distorção, por não ter apresentado nenhum alerta falso, 
em comparação à taxa de 0,5% apresentada pela regra 8,., e porque seu 
DP foi suficientemente pequeno para considerar que uma tendência 
de distorção dessa magnitude, para a duração desse período, não afeta- 
ria adversamente a interpretação clínica dos resultados dos pacientes. 
Uma regra que avalia resultados sequenciais de um lado da média pode 
apresentar uma elevada taxa de alertas falsos, quando as distribuições 
de erros do método não são gaussianas. Por exemplo, a aplicação de 
uma regra 10,, para os dados exibidos na Figura 10.7 teria resultado em 
uma taxa de alertas falsos igual a 10,6%. Muitos analisadores modernos 


Tabela 10.3 Multirregras empíricas para os dados de CQ da Figura 10.7 


Componentes multirregras Tipo de variabilidade detectada 


las Imprecisão ou distorção 
25 sg Distorção 

Ras Imprecisao 

8,55 Tendências de distorção 


são bastante estáveis e podem produzir resultados de CQ localizados 
em um dos lados da média no decorrer de longos períodos; contudo, a 
magnitude da diferença do valor-alvo é pequena e talvez não implique 
problemas metodológicos nem problemas de interpretação clínica de 
resultados de pacientes. 

Na prática, é frequentemente necessário empregar o julgamento 
empírico para estabelecer as regras de CQ que melhor se adequam aos 
dados observados no decorrer de um período suficientemente longo 
para proporcionar a representação apropriada da variabilidade obser- 
vada, quando o método opera de forma correta. É preciso ter cautela ao 
selecionar regras interpretativas de CQ baseadas somente em modelos 
gaussianos de imprecisão, uma vez que tais regras podem não acomodar 
todos os tipos de variabilidade observados em muitos sistemas analíti- 
cos. Seja qual for a abordagem estatística adotada, a utilização combi- 
nada de múltiplas regras permite aprimorar o equilíbrio entre alertas 
falsos e probabilidade de detectar um erro. Ao estabelecer regras para 
interpretar resultados de CQ, é importante lembrar que o controle do 
processo estatístico é capaz apenas de verificar se um sistema quantitati- 
vo está produzindo resultados consoantes com a variabilidade esperada 
de um sistema corretamente calibrado, que esteja operando de modo 
estável. As regras de CQ se destinam a detectar alterações na calibração 
e na imprecisão, que sejam significativas o bastante, a ponto de requere- 
rem correção antes da transmissão dos resultados do paciente. 

No processo de revisão de parâmetros estatísticos para CQ, é pos- 
sível especificar que a variabilidade de um método é demasiada para 
atender às exigências médicas. Caso o método apresente estabilidade 
operacional, a variabilidade observada é uma limitação inerente à tec- 
nologia em uso. Sendo assim, as únicas soluções disponíveis são apri- 
morar o desempenho do método ou utilizar outro. Se o desempenho 
de um método não puder ser aprimorado e não houver outro melhor 
disponível, o laboratório deve aceitar as limitações metodológicas 
e comunicá-las aos prestadores de assistência de saúde que atendem 
aos pacientes. É importante, nessa circunstância, não tornar os limi- 
tes ou as regras interpretativas de CQ artificialmente rigorosos. Tal 
abordagem incorreta, em vez de aprimorar o desempenho do método, 
aumentará a taxa de alertas falsos, diminuindo a eficiência e a pratici- 
dade do processo de CQ estatístico. 


Ação corretiva diante de resultado de CQ 
que indica problema de quantificação 


Um alerta de CQ ocorre quando um resultado não segue uma regra 
de avaliação, que indica a existência de um problema analítico. Um 
alerta de CQ significa que há grande probabilidade de que um ensaio 
esteja produzindo resultados não confiáveis na assistência ao paciente. 
Quando essa condição ocorre, é necessário tomar medidas corretivas 
para investigar a causa do alerta de CQ. A Figura 10.8 mostra uma 
sequência de resolução de problemas generalizada. Não se recomen- 
da repetir a quantificação de CQ, visto que, com as regras de controle 
designadas de forma apropriada, é mais provável que se trate de um 
problema no sistema quantitativo que de um resultado de CQ estatisti- 
camente estranho. Contudo, materiais de CQ podem sofrer deteriora- 
ção depois de abertos, seja por causa do manuseio ou armazenamento 
inadequado, seja porque os analitos são instáveis. Assim, a repetição da 
quantificação de uma nova amostra de material de CQ pode estabelecer 
que o alerta foi causado pela deterioração desse material, e não por um 
problema metodológico. Nessa situação, se o alerta de CQ for resolvi- 
do, o teste das amostras do paciente pode ser abreviado. Uma medida 
cautelosa consiste em considerar uma tendência em desenvolvimento. 
Se o resultado da repetição estiver muito próximo aos limites de aceita- 
bilidade, isso pode significar a existência de um impediente que precisa 
ser investigado o quanto antes. É muito importante incluir uma regra 
de CQ que detecte tendências, como a regra 8, ss (no exemplo da Tab. 
10.3), uma média móvel ponderada exponencialmente ou uma soma 
cumulativa na sequência multirregra. 

Quando a repetição de uma nova amostra de CQ não resolver a situ- 
ação de alerta, o instrumento e os regentes utilizados devem ser inspe- 
cionados quanto à deterioração de componentes, problemas mecânicos 
etc. Depois que o problema for identificado e corrigido, os controles 
devem ser testados quanto ao grau de correção e devem ser repetidas 
quaisquer amostras de pacientes que tenham sido afetadas. Em muitos 
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Figura 10.8 Sequência generalizada de resolução de problemas após um alerta de 
CQ. (Reimpresso com permissão de Miller, W.G.: Quality control. In Clarke W.A., 
Dufour D.R.: (eds): Contemporary practice in clinical chemistry, Washington DC, 
AACC Press, 2006.) 


casos, será necessário fazer uma recalibração (ou verificação da calibra- 
ção), confirmar se o desempenho do método está correto por meio do 
teste dos controles e, então, repetir as amostras de pacientes. 

Em alguns casos, o volume da amostra de paciente pode ser inadequa- 
do (quantidade não suficiente — QNS) para repetir o teste. Diante dessa 
situação, não se pode comunicar nenhum resultado, a menos que seja 
registrado que o impacto do defeito metodológico sobre os resultados 
originais foi pequeno o bastante para afetar a interpretação clínica. Um 
protocolo para avaliação do impacto clínico do problema metodológico 
consiste em repetir aquelas amostras que apresentam volume adequado. 
As amostras repetidas devem representar a faixa de concentração das 
amostras QNS e o tempo decorrido desde a obtenção dos últimos resul- 
tados aceitáveis, além de incluir um número significativo de amostras que 
foram originalmente testadas enquanto o método operava sob condições 
instáveis. Se a repetição dos resultados desse grupo de amostras estiver de 
acordo com os critérios exigidos para a repetição de amostras de pacien- 
tes, os resultados originais das amostras QNS poderão ser reportados. 
Caso contrário, os resultados originais das amostras QNS serão conside- 
rados errados e não será possível reportar nenhum resultado. O diretor 
geral do laboratório deve estabelecer critérios aceitáveis para determinar 
se dois conjuntos de resultados concordam adequadamente, a ponto de 
permitir a comunicação dos resultados originais de tais amostras, cujo 
volume era inadequado para repetir os testes. Como exemplo, a Tabela 
10.4 lista os critérios empíricos utilizados com essa finalidade no labora- 
tório do autor. Os critérios de aceitabilidade de testes repetidos baseiam- 
se nas características do método, na população atendida e nas exigências 
clínicas dos serviços médicos. 


Verificação dos parâmetros de avaliação de CQ 
diante da mudança de lote de reagentes 


A mudança dos lotes de reagentes pode exercer um impacto inespera- 
do sobre os resultados de CQ. É necessário realizar uma cuidadosa ava- 
liação dos valores-alvo de CQ da passagem de lotes. Como a interação 
de matriz entre um material de CQ e um reagente pode mudar com um 
lote de reagentes diferente, os resultados de CQ podem não constituir 
um indicador confiável do desempenho de um método para amostras 
de pacientes, após a mudança de lote de um dado reagente. No exemplo 
da Figura 10.9, os valores de CQ para um controle de alto nível foram 
alterados após a mudança para um novo lote de reagentes; contudo não 
houve alteração nos resultados para o controle de baixo nível. 

Está bem documentado que os materiais de CQ, bem como os mate- 
riais de testes de proficiência preparados de modo semelhante, apresen- 
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Tabela 10.4 Exemplos de critérios empíricos para concordância de 
resultado de teste de paciente entre ensaios repetidos e para 
concordância de uma única amostra de paciente quantificada em 
diversos instrumentos (para analitos bioquímicos selecionados) 


Analito Critério de aceitação (diferença entre resultados) 
Ácido úrico 0,4 mg/dL 
Albumina 0,4 g/dL 

ALP 10 U/L ou 10%" 
ALT 10 U/L ou 10%* 
Amilase 15 U/L ou 10% 

AST 10 U/L ou 10%* 
Bilirrubina, total 0,3 mg/dL ou 10%* 
Cálcio, total 0,5 mg/dL 

CK 10 U/L ou 10% 
Cloreto 4 mmol/L 

CO; 4 mmol/L 
Colesterol 5% 

Creatinina 0,2 mg/dL ou 10%" 
Ferro 10Rg/dL ou 10% 
Fósforo 0,4 mg/dL 

GGT 10 U/L ou 10% 
Glicose 6 mg/dL ou 5%” 
Lactato 0,32 mmol/L 

LDH 10 U/L ou 10% 
Magnésio 0,3 mg/dL 
Nitrogênio ureico (BUN) 3 mg/dL ou 10%* 
Potássio 0,3 mmol/L 
Proteina, total 0,4 g/dL 

Sddio 4 mmol/L 
Triglicérides 10% 


* O que for maior. 


tam interações de matriz imprevisíveis quando métodos diferentes são 
empregados e, potencialmente, com o uso de lotes distintos de reagentes 
para um mesmo método (Miller, 2003). Por essa razão, não é possível 
determinar se a alteração de CQ observada na Figura 10.9 foi causada 
por um erro de calibração com o novo lote de reagentes utilizado, ou 
se foi devida a uma diferença na interação de matriz entre o material 
de CQ eo lote de reagentes novo versus o lote de reagentes antigo. Note 
que a concordância dos resultados de CQ diante de outras concentra- 
ções de material de CQ também pode ter sido um artefato causado por 
uma interação de matriz diferente, mascarando um potencial erro de 
calibração (“falso-negativo”). Consequentemente, recomenda-se utili- 
zar amostras de pacientes puras para verificar a consistência dos resulta- 
dos entre lotes de reagentes novos e antigos. 

A Figura 10.10 mostra os resultados de ensaios realizados com amos- 
tras de pacientes puras, empregando tanto lotes de reagentes antigos 
como lotes de reagentes novos, representados na Figura 10.9, ambos 
calibrados de acordo com as especificações do fabricante do método. 
Os resultados de pacientes se estendem sobre a faixa de quantifica- 
ções analíticas e apresentam valores quase idênticos, conforme indi- 
cado pelo declive igual a 1 e pela pequena interceptação de —3 mg/dL, 
segundo a análise de regressão de Deming (Cornbleet, 1979; Linnet, 
1993). A análise de regressão é comumente utilizada para comparar 
resultados obtidos com o uso de dois lotes de reagentes distintos para 
o mesmo método, ou com o emprego de dois métodos diferentes. 
Esses dados verificam se a calibração do novo lote de reagentes con- 
corda com a do lote anterior, e se os resultados de pacientes atuais 
podem ser diretamente comparados com os resultados anteriores. Os 
dados também confirmam se a troca de valor-alvo de CQ (observada 
na Fig. 10.9) foi devida a uma diferença na interação de matriz do 
novo lote de reagentes. 

Não há diretrizes bem estabelecidas para o número de amostras de 
pacientes a ser utilizado nesse tipo de comparação, quando os lotes de 
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Figura 10.9 Representação gráfica de Levey-Jennings (Shewhart) mostrando o 
impacto de uma mudança de lote de reagente na interação de matriz com materiais 
de CQ. (Reimpresso com permissão de Miller, W.G.: Quality control. In Clarke 
W.A., Dufour D.R.: (eds): Contemporary practice in clinical chemistry, Washington 
DC, AACC Press, 2006.) 
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Figura 10.10 Análise de regressão de Deming dos resultados de uma amostra de 
paciente, comparando o novo lote de reagente com o antigo. 


reagentes mudam. À diretriz EP9 do Clinical and Laboratory Standards 
Institute, anteriormente conhecido como NCCLS, recomenda um 
mínimo de 40 amostras de pacientes para comparação do desempenho 
de dois métodos (CLSI, 2002a). Este número se destina à validação de 
um novo método, e não à verificação prática das mudanças de lotes 
de reagentes. O laboratório deve utilizar um número de amostras de 
pacientes que seja suficiente para representar a faixa quantitativa ana- 
lítica do ensaio e estabelecer critérios de aceitação consistentes com o 
número de amostras empregado e as exigências clínicas para o méto- 
do. A Tabela 10.5 lista os critérios de aceitação empírica utilizados pelo 
laboratório do autor para avaliar a concordância entre os resultados de 
10 amostras de pacientes ensaiadas tanto com o lote de reagentes novo 
como com o lote de reagente antigo. De forma ideal, o declive deveria 


Tabela 10.5 Exemplo de critérios empíricos de aceitação para 
parâmetros da regressão de Deming para concordância entre resultados 
de aproximadamente 10 amostras de pacientes 


Analito % de declive (diferença de 1) Interceptação y (+) 
Ácido úrico 5% 0,3 mg/dL 
Albumina 5% 0,3 g/dL 
ALP 6% 20 U/L 

ALT 6% 10 U/L 
Amilase 6% 20 U/L 

AST 6% 10 U/L 
Bilirrubina, total 7% 0,2 mg/dL 
Cálcio, total 10% 1 mg/dL 
CK 6% 25 U/L 
Cloreto 10% 15 mmol/L 
CO, 10% 3 mmol/L 
Colesterol 3% 10 mg/dL 
Creatinina 5% 0,15 mg/dL 
Ferro 5% 7 ug/dL 
Fósforo 5% 0,4 mg/dL 
GGT 6% 10 U/L 
Glicose 5% 5 mg/dL 
Lactato 5% 0,3 mg/dL 
LDH 6% 25 U/L 
Magnésio 10% 0,2 mg/dL 
Nitrogénio ureico (BUN) 5% 2 mg/dL 
Potassio 6% 0,3 mmol/L 
Proteína, total 5% 0,3 g/dL 
Sódio 10% 15 mmol/L 
Triglicérides 10% 25 mg/dL 


ser igual a 1 e a interceptação, zero. Entretanto, os critérios precisam 
refletir intervalos de confiança relativamente amplos, associados a um 
pequeno número de observações. 

A Figura 10.11 ilustra o procedimento recomendado para verificar 
o desempenho metodológico diante da mudança de lotes de reagen- 
tes e para confirmar ou ajustar o valor-alvo para um material de CQ 
quando se observa uma interação de matriz diferente com um novo 
lote de reagentes. A primeira etapa consiste em verificar se a calibra- 
ção de um novo lote de reagentes produz resultados para amostras 
de pacientes puras que sejam consistentes com os resultados obtidos 
com o lote antigo. Se um problema for identificado, a calibração desse 
lote novo deve ser investigada e corrigida. Uma vez que os resultados 
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dos pacientes sejam aceitáveis, a segunda etapa é iniciada, avalian- 
do-se os resultados do material de CQ para determinar se o valor-alvo 
está correto para ser utilizado com o novo lote de reagente(s). Se o 
valor-alvo tiver mudado, deve ser ajustado para refletir o valor correto 
a ser utilizado com o novo lote. Ao realizar esse ajuste, o laboratório 
compensará a interação de matriz alterada do material de CQ com um 
lote diferente de reagente(s). Os resultados das amostras de paciente 
puras, e não os resultados de CQ, constituem a base para verificar se a 
calibração atual do método está consistente com a que foi feita com o 
lote de reagentes anterior. 

O DP utilizado para avaliar os resultados de CQ dificilmente muda- 
rão, quando um novo lote de reagente(s) for posto em uso. O DP repre- 
senta a variabilidade esperada quando um método é estável e opera de 
acordo com as especificações. Na maioria dos casos, a variabilidade de 
um método se mantém a mesma, seja qual for o lote de reagente(s); 
contudo, pode haver exceções ocasionais que irão requerer o ajuste 
do DP. O material de CQ não costuma mudar; entretanto, a distorção 
de matriz entre o material de CQ e o(s) novo(s) reagente(s) pode ser 
diferente daquela observada com o lote de reagente(s) anterior. Sendo 
assim, quando necessário, o ajuste do valor-alvo de CQ mantém a varia- 
bilidade esperada centralizada ao redor do novo valor-alvo de CQ, de 


modo que as regras interpretativas de CQ continuarão sendo válidas. 


Verificação do desempenho do método diante do 
uso de um novo lote de calibrador de métodos 


No exemplo ilustrado pela Figura 10.12, um novo lote de calibrador de 
métodos causou um aumento de 20% nos valores dos resultados de CQ. 
Quando um novo lote de calibradores é utilizado, sem que os reagen- 
tes sejam mudados, não ocorre alteração na interação de matriz entre o 
material de CQ e os reagentes. Nesse caso, os resultados de CQ fornecem 
uma indicação segura do status da calibração com o novo calibrador. Se 
os resultados de CQ indicarem o aparecimento de uma distorção após a 
adoção do novo lote de calibradores, o problema terá de ser corrigido a 
fim de garantir resultados consistentes para as amostras de pacientes. 

Alguns métodos são empacotados sob a forma de kits, que incluem 
reagentes, calibradores e materiais de CQ. Nesse caso, os resultados 
de CQ podem falhar na identificação de uma alteração de calibração, 
sendo necessário ensaiar amostras de pacientes puras com ambos os 
kits, o antigo e o novo, a fim de verificar a consistência dos resultados 
de pacientes. Recomenda-se evitar, sempre que possível, a mudança 
de lotes de material de CQ concomitantemente à mudança de lotes de 
reagentes ou calibradores. 


Aspectos da calibração no controle de qualidade 


A calibração do sistema quantitativo analítico é um componente 
essencial à obtenção de resultados de qualidade. O principal moti- 
vo para se executar o controle do processo estatístico é verificar se a 
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Figura 10.11 Estratégia para avaliação do potencial impacto da matriz sobre os materiais de CQ após uma mudança de lote de reagente. 
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Figura 10.12 Gráfico de Levey-Jennings (Shewhart) mostrando o impacto de uma 
mudança de lote de calibrador sobre os resultados de CQ. 


calibração e a variabilidade do sistema analítico permanecem dentro 
dos limites esperados para um desempenho metodológico estável. 
Técnicas específicas de calibração são diferentes para cada método e 
não serão abordadas nesta seção. Contudo, alguns princípios gerais 
para a implantação de procedimentos de calibração, bem como para 
verificação da uniformidade da calibração entre múltiplos métodos, 
podem contribuir para a estabilidade e a confiabilidade dos resultados 
laboratoriais. 

A calibração dos métodos é mais frequentemente realizada pelo 
laboratório, utilizando materiais de calibração fornecidos pelo fabri- 
cante do método ou do instrumento. Em alguns casos (p. ex., dispo- 
sitivos de teste rápido), os métodos são calibrados durante o processo 
de fabricação, e o laboratório apenas verifica essa calibração. Seja qual 
for a situação, a rastreabilidade da acurácia de resultados à ordem mais 
elevada de sistema de referência é fornecida pelo fabricante do méto- 
do. O material de calibração do fabricante do método e os valores- 
alvo atribuídos são destinados a produzir resultados acurados para as 
amostras de pacientes puras que são ensaiadas utilizando-se o méto- 
do do fabricante. Um calibrador de um produto do fabricante não é 
comutável com outros métodos, sendo que os laboratórios não devem 
utilizar materiais de calibração destinados a um determinado método 
para nenhum outro método diferente. O uso de um calibrador para 
um método ao qual ele não foi especificamente projetado pode levar a 
erros de calibração e gerar resultados de paciente incorretos. 

Em alguns casos, materiais de referência nacional e internacional 
podem ser utilizados para calibração de métodos de rotina. Porém, na 
maioria das vezes, tais materiais de referência se destinam ao uso em 
procedimentos quantitativos de referência de ordem elevada e podem 
não ser adequados ao uso direto para métodos de rotina. Os labora- 
tórios não devem utilizar esse tipo de material diretamente para cali- 
brar um método (ou verificar a calibração de um método de rotina), 
a menos que tenha sido verificada a comutabilidade especificamente 
desse método com amostras de pacientes puras. Se o material de refe- 
rência não for comutável, o método de rotina poderá ser incorreta- 
mente calibrado e gerar resultados falsos de pacientes (Koch, 1988; 
Naito, 1993; Thienpont, 2003; Miller, 2003). 

A boa estabilidade de longa duração para os resultados de pacientes é 
alcançada se a recalibração for realizada somente quando houver alte- 
ração da relação entre a resposta do sistema quantitativo e a concentra- 
ção da amostra. Quando a resposta do sistema analítico não apresenta 
mudanças, executar uma recalibração introduz imprecisão ao desem- 
penho geral do método a longo prazo. Essa imprecisão ocorre porque a 
nova calibração produzirá uma relação discretamente diferente entre a 
resposta do sistema analítico e a concentração da amostra. À dimensão 
da alteração será governada pelo ônus do erro inerente ao sistema de 
teste. A seção 493.1255 de regulamentações do CLIA-EUA estabelece 
que a calibração ou a verificação da calibração seja realizada no mínimo 
a cada 6 meses, podendo ser realizada com maior frequência median- 
te recomendação do fabricante do método (Department of Health and 


Human Services, 2003). A recalibração deve ser realizada de acordo com 
a necessidade imposta pela flutuação da estabilidade do método, a qual 
pode ser detectada por meio dos resultados de CQ ou de outros pará- 
metros de monitoramento, mudanças de lotes de reagente ou após um 
procedimento significativo de manutenção do instrumento. Quando 
não for observada nenhuma alteração dos parâmetros de desempenho 
metodológico, recomenda-se verificar a validade da calibração em uso, 
em vez de executar uma recalibração. 

A Figura 10.134 mostra a calibração de um método que estabele- 
ce uma relação entre o sinal de quantificação e o valor quantitativo 
do analito nos materiais de calibração. Essa relação é utilizada para 
converter o sinal de quantificação da amostra de um paciente em um 
valor que possa ser expresso para o analito. À Figura 10.13B mostra 
que a verificação da calibração de um método pode ser realizada com 
o intuito de confirmar se a calibração não sofreu alteração. Um pro- 
cedimento comum para verificação da calibração consiste em testar 
os materiais de calibração do método, considerando-os “desconhe- 
cidos”. A recuperação dos valores-alvo indica que a calibração do 
sistema quantitativo não mudou, e que não se justifica realizar uma 
recalibração, uma vez que a mesma relação existente entre o sinal e o 
valor quantitativo do analito nos calibradores acabaria sendo restabe- 
lecida. Cabe ao laboratório estabelecer critérios de concordância com 
o valor-alvo do calibrador. Devem ser considerados critérios conser- 
vativos de concordância, tais como + 1 DP ou + 1,5 DP do valor-alvo, 
para evitar uma interpretação equivocada do status da calibração. 

Outra abordagem para verificar a calibração é testar os materiais 
fornecidos por alguns fabricantes de métodos de rotina, que são espe- 
cificamente destinados a tal propósito. É importante reconhecer que 
os materiais desses fabricantes de métodos geralmente apresentam 
características de matriz e valores-alvo que restringem seu uso ape- 
nas aos métodos especificamente referidos nas instruções que acom- 
panham o kit, portanto, não podendo ser utilizados com nenhum 
outro método do fabricante. Os materiais de verificação de calibração 
podem ter valores-alvo que lhes foram atribuídos, os quais são espe- 
cíficos para os lotes de reagentes mencionados, ou podem apresentar 
valores que foram certificados pelo fabricante como sendo adequados 
a todos os lotes de reagentes. Como discutido anteriormente, mate- 
riais de referência nacional ou internacional somente podem ser utili- 
zados para verificar a calibração se forem comprovadamente comutá- 
veis com amostras clínicas puras para os métodos de campo de rotina 
de interesse. O certificado de análise do material de referência deve ser 
revisado quanto à documentação de comutabilidade. 

Materiais de CQ de terceiros não costumam ser apropriados para 
verificação da calibração. Tais materiais não costumam ser validados 
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Figura 10.13 A, calibração, e B, verificação da calibração, utilizando a recuperação 
dos calibradores do método ou outros materiais do sistema específico certificados 
para verificação da calibração, respectivamente. 
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para comutabilidade entre diferentes métodos de rotina, portanto, 
não possuem valores-alvo rastreáveis para sistemas de referência. 
Outra abordagem para verificar a calibração consiste em realizar a 
comparação de um método, empregando amostras de pacientes puras 
quantificadas por outro método calibrado de forma correta. 


Utilização de dados do paciente em procedi- 
mentos de controle de qualidade 


Os resultados obtidos a partir das amostras de pacientes são utili- 
zados de quatro modos principais, com o intuito de dar suporte aos 
processos de CQ realizados no laboratório: 

para checagem delta, com um resultado de paciente anterior; 


para verificar a consistência dos resultados de pacientes, diante da 
mudança de lotes de reagente ou de calibrador para um método; 


para verificar a consistência dos resultados de pacientes, quando 
um analito é quantificado utilizando-se mais de um instrumento 
ou método no sistema de assistência à saúde; 


no esquema de controle do processo estatístico, que emprega a 
média (ou mediana) dos resultados do paciente para monitorar o 
desempenho metodológico. 


O segundo item foi descrito nas seções anteriores, que trataram 
da mudança de lotes de reagentes ou calibradores. Devido à falta de 
comutabilidade da maioria dos materiais de CQ, é altamente reco- 
mendável analisar amostras de pacientes específicas, a fim de determi- 
nar se são obtidos os mesmos resultados observados antes da mudan- 
ça de lote de reagentes. 


Checagem delta com resultado prévio 
para o paciente 


Alguns tipos de erros de laboratório podem ser identificados quando 
se compara o resultado de um teste de paciente atual a um resultado 
anterior para quantificação de um mesmo analito. Essa comparação é 
chamada “checagem delta”. Confusões de amostras e amostras altera- 
das por meio de diluições com líquido i.v. são exemplos de erros que 
podem ser detectados por uma checagem delta. O resultado anterior 
deve pertencer a uma época específica no passado, de modo a não ter 
sofrido alterações fisiológicas com o passar do tempo. Essa limitação 
restringe os analitos que podem ser monitorados efetivamente pela 
checagem delta. A diferença entre os resultados deve ser suficientemen- 
te grande para evitar um número excessivo de alertas falsos; entretanto, 
à medida que o limiar de diferença se torna maior, também aumenta 
o número de potenciais problemas que acabam escapando à detecção. 
Kazmierczak (2003) revisou a checagem delta e outros procedimentos 
de controle de qualidade baseados em dados de paciente. 


Verificação da consistência entre 
mais de um instrumento ou método 


Outro uso comum dos resultados de paciente em um processo de CQ 
consiste na verificação da consistência desses resultados, quando um 
analito é quantificado utilizando mais de um instrumento ou método 
no mesmo sistema de prestação de assistência à saúde. A boa medici- 
na laboratorial exige que vários instrumentos ou métodos empregados 
na análise de um único analito sejam calibrados, de modo a produzir 
os mesmos resultados para o paciente sempre que possível. Para tanto, 
pode ser necessário modificar as definições da calibração de um sistema 
de quantificação para concordar com os resultados de outro sistema. 
Esta estratégia permite a utilização de um limite de referência comum, 
confere continuidade aos resultados obtidos nos encontros em dife- 
rentes locais e evita confusão clínica com relação à interpretação dos 
resultados laboratoriais. A seção 493.1281 do CLIA-EUA estabelece que 
a relação entre os resultados dos testes executados com diferentes méto- 
dos, ou realizados em diversos locais, seja avaliada duas vezes por ano 
(Department of Health and Human Services, 2003). 

Conforme ilustra a Figura 10.14, alíquotas de amostras de pacien- 
te puras são quantificadas utilizando-se dois ou mais métodos (ou 
instrumentos) para confirmar a concordância, ou para ajustar a 
calibração de diferentes métodos visando alcançar a concordância 
de resultados das amostras de pacientes. Um planejamento analítico 
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Figura 10.14 Processo de avaliação da concordância entre métodos e de ajuste de 
calibração (quando necessário) para obtenção de resultados equivalentes com o uso 
de métodos distintos. 


como este costuma ser chamado de round robin (escalonamento). Um 
método/instrumento é escolhido para representar o método primário 
em relação ao qual os demais serão ajustados para alcançar resulta- 
dos equivalentes. O método primário deve ser escolhido com base na 
qualidade e no grau de confiabilidade dos resultados, considerando- 
se: a rastreabilidade de sua calibração por padrões nacionais ou inter- 
nacionais; a estabilidade de seu desempenho; a especificidade para o 
analito; e a suscetibilidade a substâncias interferentes. Uma aborda- 
gem alternativa para avaliar a concordância entre um número maior 
de métodos/instrumentos em um grupo de round robin consiste em 
utilizar a média de todos os métodos. Cada método é avaliado quanto 
à concordância com a média e são também realizados ajustes de cali- 
bração a quaisquer métodos/instrumentos, conforme a necessidade, 
para produzir resultados equivalentes entre os grupos. 

Como já mencionado, para avaliar a consistência após uma mudan- 
ça de lotes, não existem diretrizes bem estabelecidas determinando o 
número de amostras a ser utilizado para verificar a consistência dos 
resultados obtidos com as amostras de pacientes. O laboratório terá 
que determinar a frequência da avaliação e o número de amostras com 
base na estabilidade dos métodos, bem como a frequência das trocas 
de lotes de calibradores e reagentes e as exigências clínicas para o siste- 
ma de prestação de assistência à saúde. Algumas práticas comuns são 
dividir uma ou mais amostras de pacientes individuais, ou um peque- 
no grupo de várias amostras, semanalmente para métodos que traba- 
lham com grandes volumes, mensal ou trimestralmente para métodos 
que lidam com volumes menores ou que sejam bastante estáveis, ou 
ainda o mínimo regulatório de 6 meses. Recomenda-se utilizar um 
número maior de amostras, caso o monitoramento seja realizado 
menos frequentemente. Ao estabelecer os critérios de interpretação, 
o laboratório deve considerar que o poder estatístico é limitado para a 
quantidade de resultados disponíveis e utilizar técnicas de monitora- 
mento de tendências. Por exemplo, se uma amostra de paciente é tes- 
tada semanalmente, o critério de avaliação da concordância terá que 
aceitar a imprecisão esperada dos métodos utilizados e apoiar-se mais 
na persistência de uma tendência para identificar um método que seja 
realizado de modo diferente dos demais métodos empregados para o 
grupo. A Tabela 10.4 fornece exemplos dos critérios empíricos utiliza- 
dos no laboratório do autor para avaliação de concordância, com base 
em uma única amostra de paciente testada semanalmente com vários 
instrumentos. Um resultado que não atenda aos critérios não é ensaia- 
do, a menos que a situação persista por 2 semanas ou mais, ou que a 
diferença observada seja grande. 

Os resultados dos materiais de CQ não devem ser utilizados com 
o propósito de verificar a consistência dos resultados de amostras de 
pacientes que foram testadas com diferentes instrumentos ou méto- 
dos. Esta limitação se deve a ocorrência da falta de comutabilidade 
apresentada pelos materiais de CQ entre métodos distintos. Mesmo 
quando são utilizados mais de um instrumento/método que provêm 
do mesmo fabricante, os resultados de CQ devem ser empregados com 
cautela, pois pode haver diferenças quanto aos valores quantificados 
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para os materiais de CQ com o uso de diferentes lotes de reagente, ou 
por causa das diferenças de detalhes das quantificações entre modelos 
instrumentais distintos. Portanto, para a verificação da concordân- 
cia entre muitos instrumentos, recomenda-se utilizar amostras de 
paciente. 


Utilização de dados do paciente 
para controle do processo estatístico 


Um uso adicional dos resultados de pacientes no processo de CQ 
estatístico consiste em empregar a média (ou mediana) dos resultados 
de pacientes para monitorar o desempenho metodológico. Para um 
número suficientemente grande de resultados, o valor médio (ou a 
mediana) costuma ser estável o bastante para ser utilizado como indi- 
cador da consistência de método ao longo do tempo. Essa abordagem 
pode ser empregada periodicamente, extraindo-se dados no decorrer 
de um determinado período (p. ex., 3 a 12 meses), calculando-se a 
média e o DP para a distribuição dos resultados, e comparando-se um 
período a outro para determinar se houve alguma mudança. Esse tipo 
de avaliação periódica é capaz de identificar alterações na estabilidade 
da calibração ou a imprecisão geral de um método. A média e o DP 
podem também ser comparados quanto à consistência entre vários 
métodos para um mesmo analito. 

A seleção de populações de pacientes para amostragem deve conside- 
rar a homogeneidade fisiológica dos resultados. Os fatores importantes 
a serem considerados são parâmetros que provavelmente influenciam 
o limite de referência: condição de doença, paciente pediátrico versus 
adulto, gênero e diferenças étnicas. A Figura 10.15 mostra um exemplo 
do potencial impacto de uma amostra não homogênea de pacientes uti- 
lizada para distribuição dos resultados de albumina de internos de um 
hospital de clínica geral, em comparação aos dados obtidos de pacien- 
tes ambulatoriais de uma clínica de saúde universitária. Os histogramas 
diferem bastante, uma vez que ambos os grupos são diferentes quanto 
ao grau de severidade da doença e também quanto ao posicionamento 
para coleta de sangue (decúbito versus supino), o qual influencia o volu- 
me de água vascular e a concentração de albumina. 

Têm sido descritas abordagens automatizadas para determinar a 
média (ou mediana) de grupos de resultados de paciente sequenciais 
para uso como parâmetro de controle de processo contínuo. Tais 
métodos são chamados de técnica da “média de normais” (MDN) 
ou técnica da “média móvel”, sendo apropriados para o uso com 
ensaios de grandes volumes, tanto na bioquímica como na hemato- 
logia (Westgard, 1996; Smith, 1996; Cembrowski, 1984; Ye, 2000; 
Kazmierczak, 2003). Em geral, tais abordagens avaliam resultados de 
paciente sequenciais ao longo de intervalos de tempo, que podem ser 
desde várias horas até um ou mais dias. Tipicamente, os pacientes são 
agrupados segundo a idade, o gênero e a raça com o propósito de obter 
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Figura 10.15 Histograma da distribuição de resultados de paciente sequenciais de 
albumina, provenientes de uma clínica ambulatorial universitária e da unidade de 
internação de um hospital geral. 


subgrupos homogêneos, além disso, os resultados podem sofrer cortes 
para remoção de valores extremos, de modo que os resultados rema- 
nescentes reflitam mais verdadeiramente os pacientes sem a influência 
de condições patológicas sobre um analito em particular. A média (ou 
o parâmetro estatístico adotado) de um grupo de resultados é rastre- 
ada para monitorar o desempenho do método. Procedimentos esta- 
tísticos, como a soma cumulativa ou a média móvel ponderada expo- 
nencialmente, são utilizados para monitorar as tendências no status 
da calibração do método (Ryan, 1989). Essas abordagens podem ser 
muito úteis para suplementar as tradicionais técnicas de amostragem 
de CQ empregadas no monitoramento da estabilidade metodológica e 
monitorar a uniformidade da calibração entre múltiplos métodos em 
um sistema laboratorial. Os algoritmos de controle de processo que se 
baseiam no resultado do paciente são úteis para condições de grande 
volume, porém não têm sido amplamente adotados, devido à falta de 
consenso para sua utilização, bem como à falta de suporte informati- 
zado por parte dos fabricantes de instrumentos e dos representantes de 
sistemas de informação laboratorial. 


Teste de proficiência 


O processo de avaliação externa do desempenho de um método é 
referido como teste de proficiência (TP) ou avaliação de qualidade 
externa (AQE). O TP permite ao laboratório verificar se seus resulta- 
dos estão consistentes com os de outros laboratórios que utilizam os 
mesmos métodos (ou métodos similares) para analisar um determi- 
nado analito e, assim, confirmar se está empregando o método corre- 
tamente. Os prestadores de TP fazem circular um conjunto de amos- 
tras entre um grupo de laboratórios. Cada laboratório deve incluir as 
amostras do TP às amostras de pacientes no processo de testes usual. 
Os resultados obtidos para as mostras do TP são transmitidos ao pres- 
tador de TP para avaliação. 

A Tabela 10.6 exemplifica um típico relatório de avaliação enviado a 
um laboratório participante. Cada resultado informado é comparado 
com a média dos resultados de todos os laboratórios, empregando-se 
o mesmo método (denominado grupo de pares). O relatório também 
inclui o DP para a distribuição dos resultados por grupo de pares, o 
número de laboratórios no grupo de pares e o IDP, que expressa o 
resultado informado como sendo o número de DP da média. Os limi- 
tes de aceitabilidade são estabelecidos por meio de regulamentação 
em diversos países, ou também podem ser estabelecidos pelo presta- 
dor do TP para os testes que não apresentam critérios regulamentares. 
Os critérios de avaliação podem ser um número de DP da média, um 
percentual fixo da média ou uma concentração fixa a partir do valor 
médio. Na Tabela 10.6, os critérios de aceitabilidade do cálcio são + 1 
mg/dL em torno da média, enquanto os critérios estabelecidos para o 
ferro são + 20% da média. 


Tabela 10.6 Relatório de avaliação de participante de um teste de 
proficiência 


Data da expedição: 13/10/2003 
Data da avaliação: 21/11/2003 


Limite de 


aceitabilidade 
Método de Amostra Resultado Média DP Nde IDP Infe- Supe- 
unidades informado labs rior rior 
do teste 
Calcio 1 9,6 9,92 023 587 -14 8,9 11,0 
mg/dL 2 8,0 8,86 026 592 -02 7,8 9,9 
Arsenazo 3 Fig 7,65 0,23 587 -07 6,6 8,7 
Coloração 4 8,2 8,43 023 590 -1,0 74 9,5 
Vitros 950 5 10,8 18,87 0,25 589 -03 9,8 11,9 
Ferro 1 190 192,5 7,0 397 -04 154 232 
ug/dL 2 65 65,0 3,4 394 00 51 78 
Piridil 3 74 69,2 3,2 395 +1,5 55 83 
Corantes azo 4 124 107,9 4,6 395 +3,5 86 130 
Vitros 950 5 2/7 260,9 88 396 +1,8 208 314 


A avaliação por grupo de pares permite ao laboratório verificar se 
está utilizando um método em conformidade com as especificações 
do fabricante e produzindo resultados de paciente consistentes com 
os de outros laboratórios que estejam utilizando o mesmo método. 
Na Tabela 10.6, os resultados referentes ao cálcio apresentam boa con- 
cordância com a média estabelecida pelo grupo de pares (IDP varia 
de —0,2 a —1,4). Entretanto, os resultados referentes ao ferro apre- 
sentam maior variabilidade, inclusive com um dos resultados sendo 
+ 3,5 IDP. Embora esse resultado da concentração de ferro atenda 
aos critérios de aceitabilidade, recomenda-se que o método utilizado 
seja investigado, visto que seu IDP indica uma elevada probabilidade 
de haver um problema metodológico precisando de correção (ver 
Interpretação dos resultados do TP a seguir). 

Muitos fabricantes de materiais de CQ também fornecem um ser- 
viço de análise de dados com métodos de grupo de pares e calculam 
estatísticas de grupo para avaliação de desempenho. Assim como na 
avaliação do TP, esse tipo de análise de dados de CQ interlaborato- 
rial permite que o laboratório verifique se está gerando resultados de 
paciente consistentes com aqueles fornecidos por outros laboratórios 
que estejam utilizando o mesmo método. 

O TP é um importante componente do programa de gestão da qua- 

lidade. Em muitos países, existem regulamentações que exigem a reali- 
zação do TP e especificam critérios de avaliação para um desempenho 
aceitável. Os critérios de avaliação do TP são projetados para avaliar 
o erro total de uma única quantificação. Os limites de aceitabilidade 
para o TP incluem os componentes de distorção e imprecisão espera- 
dos em um dado laboratório, somados a outros componentes de erro 
que são únicos às amostras do TP, tais como: variação na calibração 
entre laboratórios; imprecisão de preenchimento dos frascos do mate- 
rial de TP; variação da estabilidade do material de TP, seja durante 
o armazenamento/transporte, seja após a reconstituição ou abertura 
no laboratório; e interação de matriz diferente com diversos lotes de 
reagente junto a um grupo de pares. Como consequência, os limites 
de aceitabilidade para as amostras de TP tendem a ser maiores do que 
seria esperado para um erro total clinicamente aceitável de amostras 
puras de pacientes. 
“Não há TP para alguns analitos, ou porque o teste é novo no labora- 
tório clínico, ou porque a estabilidade do analito dificulta sua inclusão 
no material do TP. Em tais situações, o laboratório deve utilizar uma 
abordagem alternativa para verificar periodicamente se o método 
está apresentando desempenho aceitável. O Clinical and Laboratory 
Standards Institute possui um arquivo de diretrizes que fornece várias 
abordagens para verificar o desempenho metodológico quando não 
há um TP disponível (CLSI, 2002 b). 


Ausência de comutabilidade de materiais de TP 
e gradação de grupos por pares 


A avaliação por grupo de pares é utilizada no TP, devido às limita- 
ções provocadas pela falta de comutabilidade dos materiais geralmen- 
te empregados como amostras de TP. Como discutido anteriormen- 
te, nas seções de Seleção dos materiais de controle de qualidade” e 
“Verificação dos parâmetros de avaliação de CQ diante da mudança 
de lote de reagentes”, o processo de fabricação dos materiais de CQ e 
TP frequentemente introduz alterações no soro ou nos constituintes 
de matriz de outros líquidos, de tal modo que a quantificação de uma 
resposta se torna diferente daquela que se observa com uma amostra 
de paciente pura (Miller, 2003). A interferência de matriz é única para 
cada combinação de método e materiais de TP (ou CQ, ou referên- 
cia) processada, podendo diferir quantitativamente para diferentes 
combinações de método/materiais utilizadas para um mesmo anali- 
to. Vários investigadores relataram uma incidência superior a 60% de 
materiais não comutáveis para muitos analitos diferentes (Ross, 1998; 
Miller, 1993, 2003, 2005). 

A Figura 10.16 ilustra o efeito de materiais não comutáveis na inter- 
pretação dos resultados de TP. Nesse exemplo, um pool de soros de 
pacientes puros e as amostras de TP foram ensaiados em um analisador 
duPont Dimension, utilizando método de referência de Abell-Kendall 
para determinação de colesterol (Naito, 1993). O método de Abell- 
Kendall é conhecido por não ser afetado por alterações induzidas pela 
matriz nas amostras do TP (Ellerbe, 1990). As amostras de paciente 
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Figura 10.16 Exemplo de falta de comutabilidade entre materiais de TP e amostras 
de paciente puras para um método específico. (Após Naito, 1993; com permissão.) 


mostraram excelente concordância entre os dois métodos (distorção 
média = 0,2%). Entretanto, os materiais de TP apresentaram um dis- 
torção negativa maior (-9,5%) frente a esse método. Essa distorção 
aparente observada nas amostras de TP foi devida à falta de comutabi- 
lidade dessas amostras entre o método de duPont e o método de refe- 
rência. Se a acurácia do método de rotina versus método de referência 
fosse erroneamente avaliada, e a calibração fosse ajustada de modo 
incorreto com base nos resultados do TP, os resultados obtidos com as 
amostras de paciente puras seriam falsos. Os resultados do TP continu- 
aram válidos para o julgamento do desempenho dos laboratórios que 
utilizaram o método de duPont, uma vez que a interferência de matriz 
foi uniforme nesse grupo de pares. Dessa forma, se um único resultado 
de laboratório concordar com os resultados do grupo de pares, esse 
laboratório pode concluir que seu método está operando conforme as 
expectativas. Contudo, a acurácia do método de duPont para amostras 
de paciente não poderia ser avaliada com base nos resultados do TP. 
Seria necessário realizar uma avaliação separada, dividindo as amostras 
de paciente puras entre o método de campo e o método de referência, a 
fim de avaliar a acurácia para as amostras de pacientes. 


Relatório de resultados de TP quando o método 
é ajustado para concordar com outro 


Uma boa prática laboratorial (de acordo com a seção 493.1281 de 
regulamentações do CLIA-EUA; Department of Health and Human 
Services, 2003) consiste em ajustar a calibração de diferentes métodos 
para um mesmo analito, utilizado em um dado sistema de prestação de 
assistência à saúde, de modo que os resultados das amostras de pacien- 
tes sejam sempre os mesmos, independente do método empregado. 
Nessa situação, é importante informar corretamente os resultados do 
TP, permitindo que sejam avaliados de forma adequada em relação ao 
valor-alvo do grupo de pares. Este valor-alvo reflete a calibração meto- 
dológica estabelecida pelo fabricante do método. Para que o resultado 
individual do TP de um laboratório seja avaliado em relação à média 
do grupo de pares, esse resultado deve ser comunicado ao prestador de 
TP, isento de qualquer ajuste de calibração efetuado por usuários, de 
modo que o resultado informado seja consistente com a calibração ori- 
ginalmente feita pelo fabricante. O modo mais conveniente de remo- 
ver um ajuste de calibração é primeiro ensaiar as amostras do TP com 
o ajuste do método de calibração no sistema de quantificações, como 
seria o processo de teste usual das amostras de paciente. Depois do 
ensaio, os resultados de TP são ajustados “ao contrário” por meio da 
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remoção matemática dos ajustes de calibração. Para os propósitos do 
ensaio, o instrumento não deve ser recalibrado com um novo conjun- 
to de calibradores, visto que essa prática violaria as regulamentações 
que exigem que o material de TP seja testado no mesmo modo que as 
amostras de paciente. 

Por exemplo, um laboratório comparou os resultados da quantifica- 
ção de glicose de uma amostra de paciente pura, obtidos empregando-se 
o método A, no laboratório principal, ou o método B, em um laborató- 
rio-satélite. O método B, que forneceu resultados consistentemente 10% 
mais altos, foi ajustado para concordar com o método A. Para tanto, 
introduziu-se um fator de 0,9 ao instrumento operante com o método B, 
de modo que esse fator foi automaticamente multiplicado a cada resulta- 
do obtido. Como consequência, tais resultados sofreram uma diminui- 
ção de 10% em seu valor. Ao reportar os resultados de TP gerados com o 
método B, será necessário remover o fator 0,9 para compará-los à média 
dos resultados do grupo de pares, que foram obtidos por todos os labo- 
ratórios usando o mesmo método B. Para remover esse fator, o resulta- 
do de TP informado deve ser multiplicado por 1,1. Em consequência, 
seu valor numérico aumenta em 10% e retorna ao valor inicialmente 
quantificado pelo instrumento, cuja calibração foi feita de acordo com 
o procedimento definido pelo fabricante. Esse processo permite que o 
resultado de TP quantificado através do método B seja adequadamente 
avaliado por meio da comparação com seu grupo de pares. Ele permi- 
te que a amostra de TP seja ensaiada do mesmo modo que as amostras 
de paciente, e que o resultado numérico informado ao prestador de TP 
reflita o resultado verdadeiramente quantificado quando são emprega- 
das as condições de calibração recomendadas pelo fabricante. 


Interpretação dos resultados de TP 


Os resultados de TP de um laboratório individual podem confir- 
mar se os resultados do método estão de acordo com os de outros 
laboratórios, que estejam utilizando o mesmo método ou princípio 
de quantificação. Esta condição verifica se o laboratório está utilizan- 
do um método corretamente e em conformidade com as especifica- 
ções do fabricante. 

Se um resultado de TP inaceitável for identificado, torna-se necessá- 
rio investigar as possíveis causas que levaram a sua produção e tomar 
as devidas medidas corretivas. Mesmo quando um resultado de TP 
obedece aos critérios de aceitabilidade, uma boa prática laboratorial é 
verificar os resultados de TP maiores que aproximadamente 2,5 IDP 
da média do grupo de pares. Quando o IDP é igual a 2,5, há uma pro- 
babilidade de apenas 0,6% de que o resultado siga a esperada distri- 
buição do grupo de pares; consequentemente, há grandes chances de 
haver um problema metodológico que precisa de correção. Além disso, 
resultado(s) de TP que se aproxima(m) do limite de falha em mais 
de um evento de TP, ainda que tenha(m) passado pelos critérios de 
aceitabilidade, deve(m) dar início a uma revisão à procura de proble- 
mas sistemáticos apresentados pelo método. Essas práticas permitem 
a identificação de potenciais problemas, antes que a situação se torne 
mais séria. 

A Tabela 10.7 lista causas comuns de falhas do TP. O manuseio e a 
informação realizados de modo incorreto são potencialmente únicos 
aos eventos de TP, e podem não refletir o mesmo processo utilizado 
para os resultados de pacientes no laboratório. Todavia, tais situações 
refletem o grau de atenção aos detalhes que é necessário dispensar, a 
fim de realizar testes laboratoriais de boa qualidade. Ocasionalmente, 
o material de TP pode apresentar defeitos que levam ao desempenho 
inadequado de todos ou apenas de alguns subgrupos de métodos. 
Nesse caso, o prestador do TP deverá identificar a situação e não ava- 
liar os participantes quanto à amostra em questão. 

A investigação de resultados de TP inaceitáveis, bem como qualquer 
medida corretiva adotada, devem ser documentadas e revistas pelo 
supervisor adequado (usualmente, o diretor geral do laboratório). Os 
resultados do TP são sempre recebidos após várias semanas da exe- 
cução dos testes. Consequentemente, é necessário revisar o controle 
de qualidade, as anotações referentes aos reagentes e os registros de 
calibração e manutenção relativos à data do teste e às semanas ou aos 
meses anteriores dele. Se a revisão desses registros indicar condições 
operacionais estáveis, e se a revisão do manuseio e da documentação 
dos materiais de TP não identificarem uma causa para o resultado de 


Tabela 10.7 Exemplos de causas de falhas de TP 


Condição Exemplos 


Problema técnico 
com o método 


Problema de calibração 

Manutenção inadequada, causando aumento da 
imprecisão 

Deterioração dos reagentes 

Deterioração de outros componentes 

Controle inadequado do ambiente no laboratório 
Processo de diluição incorreto 

Cálculo de resultado incorreto 

Evaporação da amostra 


Procedimento incorreto 


Manuseio incorreto 
da amostra de TP 


Reconstituição incorreta 

Mistura incorreta 

Condições de armazenamento inadequadas 
Falha ao converter as unidades de medida nas 
unidades de medida exigidas para o relatório 
de TP 

Falha ao identificar corretamente o método utilizado 
Transcrição de erro para o relatório 

Analito instável no material de TP 

Substância interferente no material de TP 
Amostra indevidamente manuseada durante 

o transporte para o laboratório 


Relatório inadequado 
do resultado de TP 


Problema com o 
material de TP 


Depois de Hoeltge, 1987. 


TP falso, é possível concluir que a falha do TP foi um evento devido 
ao acaso. As etapas investigativas, a revisão dos dados e as conclusões 
dessa revisão devem ser documentadas por escrito no relatório refe- 
rente ao resultado de TP considerado inaceitável. 

Os prestadores de TP devem igualmente incluir um resumo de rela- 
tório, contendo a média e o DP de todos os grupos de pares repre- 
sentados pelos resultados dos participantes, sendo que relatórios simi- 
lares são disponibilizados por programas de CQ interlaboratoriais. 
Embora os resumos de relatório sejam bastante úteis, devem ser inter- 
pretados sabendo-se das limitações apresentadas pelas amostras não 
comutáveis. A média e o DP dos grupos de pares são úteis para avaliar 
a uniformidade dos resultados entre os laboratórios que pertencem 
a um mesmo grupo de pares, a fim de confirmar se um laboratório 
individual está utilizando corretamente um dado método, conforme 
as especificações do fabricante e também para avaliar a consistência 
do desempenho metodológico de um laboratório em relação ao grupo 
de pares no decorrer de longos períodos de tempo, desde um evento 
de TP até o próximo (monitoramento de tendência). A informação 
dos resumos igualmente permite avaliar a imprecisão de vários gru- 
pos de métodos, sendo que o número de usuários de cada um desses 
grupos identifica quais são os métodos em uso comum. 

A falta de comutabilidade frequentemente observada nos materiais 
de TP torna incorreto o uso dos resumos de relatório de TP na com- 
paração de um resultado de um determinado laboratório individual à 
média do grupo de pares de um grupo de métodos diferente, na com- 
paração dos valores médios de um grupo de pares do método entre si, 
ou ainda para comparar um valor individual de um grupo de pares do 
método a um valor atribuído por um procedimento quantitativo de 
referência. À limitação imposta pela falta de comutabilidade também 
impede a avaliação da acurácia (fidelidade) de um grupo de pares do 
método para amostras de paciente, e invalida o uso dos resultados do 
TP (ou do CQ) para inferir concordância aos resultados de paciente 
entre diferentes métodos com relação a um mesmo analito. 


Programas de TP baseados na acurácia 


Em casos especiais, os prestadores de TP utilizam amostras comutá- 
veis nos programas de TP. Essas amostras tipicamente têm sido prepa- 
radas com pools de amostras clínicas puras com mínimo processamento 
e conteúdo de aditivos, a fim de evitar alterações de matriz nas amos- 
tras. Para obter amostras contendo níveis anormais de analitos, podem 


ser identificados doadores com condições patológicas conhecidas, ou as 
unidades de sangue e soro obtidas a partir de uma população generali- 
zada podem ser submetidas a uma pré-triagem em busca de determina- 
dos analitos. Quando é possível preparar amostras de TP comutáveis, 
então os resultados de todos os laboratórios passam a refletir os resulta- 
dos que se esperaria encontrar se as amostras de pacientes puras fossem 
enviadas a cada um dos diferentes laboratórios. Desse modo, a concor- 
dância entre os laboratórios (chamada de harmonização) e entre méto- 
dos diferentes pode ser corretamente avaliada. A concordância entre o 
resultado individual de um laboratório e o resultado de uma quantifi- 
cação de referência (acurácia), bem como a concordância entre a média 
de um grupo do método e o resultado da quantificação de referência 
(denominada fidelidade) podem ser avaliadas quando há um procedi- 
mento quantitativo de referência disponível para o analito. 

Por exemplo, a investigação da glicoemoglobina realizada pelo 
College of American Pathologists, adota, há muitos anos, um pool de 
sangue total recém-coletado tanto de doadores normais como de doa- 
dores diabéticos. Os valores-alvo para o sangue total são atribuídos 


por procedimentos quantitativos de referência para hemoglobina Arc. 
Nessa investigação, é possível avaliar a acurácia dos resultados labora- 
toriais individuais e a fidelidade das médias do grupo do método, por- 
que os materiais de TP são comutáveis com as amostras de paciente 
puras. A fidelidade do grupo do método pode ser utilizada pelos res- 
pectivos fabricantes do método para monitorar a efetividade de seus 
processos de calibração. 

Os programas de TP ocasionalmente incluem uma amostra comu- 
tável para avaliar laboratórios individuais e grupos de método quan- 
to à concordância com os procedimentos quantitativos de referência 
e para harmonização dos resultados entre laboratórios e grupos de 
método (Miller, 2003, 2005; Palmer-Toy, 2005; Steele, 2005). Tem 
sido desafiador preparar materiais comutáveis para uso em amplos 
programas de TP. O Clinical and Laboratory Standards Institute pos- 
sui protocolos de consenso para validar a comutabilidade (CLSI, 2001, 
2005) e também foram publicadas outras abordagens para validação 
(Baadenhuijsen, 2002; Franzini, 1993; Rej, 1993; Bretaudiere, 1981). 
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CTY PONTOS-CHAVE 
e O sistema de informação laboratorial (SIL) é 


tipicamente parte de uma rede de sistema hospitalar 
ou de cuidados da saúde de gerenciamento clínico, de registro e de 
pacientes e sistemas financeiros que trocam informações entre si. 
e Um registro eletrônico abrangente de um paciente deve englobar 
várias questões, incluindo como estabelecer identificação positiva 
do paciente, manter a confidencialidade e sincronizar dados entre 
sistemas disparates. 
e O sistema de informação laboratorial suporta fluxo de trabalho e 
fluxo de informação em todas as etapas do processo de realização 
de testes laboratoriais, incluindo registro do paciente, solicitação de 
exames, coleta de amostras, testes e relatórios. 
e A informatica tem um papel fundamental no auxílio aos médicos 
para gerenciar solicitações de exames (p. ex., diretivas clínicas e 
sistemas de suporte a decisões) e resultados (p. ex., alertas clínicos, 
relatórios interpretativos e testes reflexos). Juntas, essas abordagens 
maximizam a utilidade do laboratório para os médicos. 


e Protocolos de comunicação têm sido desenvolvidos para 
padronizar trocas de dados entre várias aplicações. O Health 
Level Seven (HL7) é o padrão de comunicação mais prevalente 
nos cuidados à saúde. O Logical Observation Identifier Names 
and Codes (LOINC) é um padrão de nomenclatura que fornece 
um conjunto de nomes universais e códigos para a identificação 
de resultados de exames laboratoriais. Ele pode ser utilizado para 
identificar um exame numa mensagem HL7. 


A informática laboratorial clínica foi definida como “o aspecto da 
prática da patologia com foco no gerenciamento (geração, coleta, 
organização, comunicação e apresentação) de informações e sistemas 
no suporte da tomada de decisão relativa aos cuidados do paciente, 
à educação e à pesquisa (Balis, 1993). Ela constitui uma porção em 
contínuo crescimento da prática da patologia clínica. A informática 
permeia cada aspecto da operação laboratorial clínica e todas as eta- 
pas dos estágios pré-analítico, analítico e pós-analítico. 

O laboratório clínico sempre foi uma das áreas que mais manipu- 
lam dados de um hospital e, por essa razão, foi um dos primeiros 
departamentos a informatizar a manipulação e a geração de exames. 
Durante anos, os laboratórios utilizaram sistemas de informação para 
se comunicar com analisadores laboratoriais e sistemas externos ao 
laboratório (p. ex., sistema de informação hospitalar [SIH] ou sistemas 
de faturamento). Em algumas situações, o sistema de informática labo- 
ratorial era o único sistema clínico utilizado para os médicos solicita- 
rem exames e consultarem resultados. Nos últimos anos, ocorreram 
alterações radicais. O sistema de informática laboratorial não é mais 
um sistema autônomo ou um sistema que se comunica com um ou 
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dois sistemas externos. Atualmente, o sistema de informática laborato- 
rial faz parte de uma rede hospitalar ou de empresa (sistema de cuida- 
dos da saúde) de sistemas clínicos, de registro, de gerenciamento de 
pacientes e de faturamento. O laboratório troca informações com esses 
sistemas e deve se apoiar neles para enviar informações acuradas sobre 
os pacientes (p. ex., solicitações de exames). Como retorno, o sistema 
de informação laboratorial (SIL) fornece resultados laboratoriais aos 
médicos. A capacidade de satisfazer às necessidades clínicas depende 
de quão bem o sistema de informática laboratorial está integrado com 
outros sistemas de informações (p. ex., quão rápido o laboratório pode 
produzir um resultado). Por sua vez, isso depende de dois elementos: 
hardware, isto é, o suporte principal de comunicação e a velocidade de 
transmissão de dados; e software, isto é, o sistema de informática labo- 
ratorial e aplicações externas, em especial como os arquivos de bases de 
dados são construídos e quão acuradamente eles trocam informações. 
A Tabela 11.1 resume as funções fundamentais de muitos dos sistemas 
externos que trocam dados com o sistema de informática laboratorial, 
e a Figura 11.1 apresenta uma visão geral dos serviços e dos locais que 
interagem com o sistema de informática laboratorial. 

A informática clínica inclui todos os aspectos da tecnologia de 
informação, incluindo hardware, software e comunicação. Uma 
revisão detalhada de cada faceta da informática foge do objetivo desta 
discussão. O objetivo deste capítulo é analisar como a informática é 
aplicada no laboratório clínico, com uma ênfase especial no fluxo de 
informações, nos desenvolvimentos e nas tendências fundamentais. 


Fluxo de informação 


No mundo ideal, todas as informações de um paciente deveriam ser 
mantidas num formato eletrônico e circular sem interrupção de um 
sistema a outro. Embora a informática esteja se dirigindo para um 
prontuário médico eletrônico abrangente (nacional), muitas questões 
devem ser resolvidas para que esse objetivo seja atingido. Em primeiro 
lugar, uma convenção para identificação de um paciente, a qual garan- 
ta que todas as informações sejam corretamente associadas a ele. Isso é 
uma questão fundamental de segurança do paciente. Outras questões 
referem-se à confidencialidade do paciente (com a permissão do pacien- 
te para acessar registros médicos) e à sincronização de informações entre 
diferentes sistemas dentro de uma empresa de saúde (Aller, 2001). 

A seguir, apresentamos uma visão geral do fluxo de informação: 
as várias etapas do processamento e da troca de informações e as 
questões fundamentais pertinentes a cada uma delas. Observe que o 
fluxo de informação e o fluxo de trabalho estão intimamente relacio- 
nados — um tem impacto sobre o outro. A principal função do sistema 
de informática laboratorial é suportar essas duas atividades inter- 
conectadas. A Tabela 11.2 fornece um exemplo de como o sistema de 


Tabela 11.1 Sistemas de informação e aplicações que se comunicam com o laboratório 


Sistema Função 


Sistema de 
informação hospitalar 
Prontuário médico 
eletrônico 
Repositório de 

dados da empresa 


Sistema clínico que contém informações de pacientes (laboratório, radiologia, medicamentos etc.) de uma ou mais admissões. Frequentemente 
utilizado em conjunção com documentos em papel (anamnese e gráficos), embora ele possa ser integrado com o prontuário médico eletrônico 
Popular em serviços ambulatoriais. O prontuário eletrônico é utilizado para registrar histórico, achados físicos e outros, agendamento de 
consultas ou de acompanhamento e revisão clínica de dados (p. ex., resultados laboratoriais) 

Ferramenta clínica que contém informações longitudinais dos pacientes coletadas de todos os sistemas para pacientes hospitalares e 
ambulatoriais. Utilizado para a visualização de dados de pacientes, e não para gerenciar pacientes ou solicitar exames 

Trata-se de uma ferramenta de pesquisa, e não de uma ferramenta clínica. Fornece uma visão de muitos pacientes diferentes (em geral, de forma 


Depósito de dados 

da empresa anônima), permitindo o reconhecimento de padrões globais e, potencialmente, o desenvolvimento de novos conhecimentos sobre a doença 
Registro de pacientes Sistema de registro central empresarial (ou hospitalar) que designa um identificador master para o paciente e coleta informações demográficas 
da empresa 


dos pacientes que são enviadas automaticamente para vários sistemas a jusante (p. ex., SIH ou SIL). Essa abordagem garante que todos os dados 


de registro dos pacientes sejam padronizados entre aplicações (p. ex., o nome do paciente é escrito da mesma maneira e permite o acesso a 


informações longitudinais deste) 
Necessidade médica 
ambulatorial 

ou do sistema financeiro/de faturamento 
Financeiro/faturamento 

lote ou em tempo real 


Programa que checa a necessidade médica de solicitações de exames (ver Cap. 12). Ele pode ser um sistema autônomo com interface com um 
SIL ou com o sistema financeiro/de faturamento; ou ele pode ser uma característica criada na aplicação de entrada de solicitação do SIL 


O SIL pode transmitir valores de exames ou resultados de exames realizados (que são traduzidos em valores pelo sistema de faturamento) em 


Laboratório de referência Solicitações e resultados laboratoriais podem ser interfaceados com laboratórios não empresariais 


Agências 
governamentais 
nacional do bioterrorismo (ver Cap. 13) 


Outros links de 


comunicação sistema de saúde 


Hospital 1/ 
laboratório : | 
| Hospital 2/ 
laboratório 


Laboratório 
de referência 


Centro 


Hospital 3/ 
de serviço laboratório 


ao paciente 


Grupo grande 
de diversas 
especialidades 
médicas 


Departamento 


E de saúde 
Consultório 


médico 





Figura 11.1 Visão geral: exemplo de serviços e locais que interagem com o sistema 
de informação laboratorial (SIL) bidirecionalmente (para a troca de solicitações e 
resultados — sombreado em roxo) ou unidirecionalmente (apenas para a recepção de 
resultados — sombreado em amarelo). 


informática laboratorial é utilizado para prover serviços laboratoriais 
hospitalares. Lembre-se de que o fluxo de informação (Figs. 11.2 e 
11.3) varia de um serviço a outro e que as abordagens e questões dis- 
cutidas neste capítulo podem não ser aplicáveis a todos os cenários. 


Registro/identificação do paciente (ID) 


Um número permanente e único de identificação do paciente é o 
elemento organizacional básico em um sistema de informação clínica 
centrado no paciente. O processo de registro designa um identificador 





O sistema de resultado eletrônico de laboratório clínico utiliza o HL7/LOINC para transmitir automaticamente informações sobre doenças de 
notificação compulsória do SIL para os serviços estaduais ou federais de saúde. Esse é um componente importante do programa de vigilância 


Servidores que realizam testes rápidos, clientes comerciais (médicos e clínicas) e outros serviços laboratoriais da rede do 


único, cria um registro do paciente e define dados demográficos que 
são utilizados em cada comparecimento do paciente. Ele também 
inclui informações como médico, localização do paciente, diagnóstico 
e data do serviço, as quais podem variar a cada uso do laboratório (p. 
ex., cada vez que o sangue é coletado em um serviço ambulatorial ou 
hospitalar). O sistema de informática laboratorial designa uma dife- 
rente solicitação para cada uso laboratorial. 

Identificação do paciente. Os itens de identificação do paciente 
incluem nome do paciente, número do seguro social, idade, data de 
nascimento, sexo, etnia, endereço, número de telefone, número de 
registro médico, índice master de pacientes (ver abaixo) e informações 
de identificação de seguro e faturamento. Em geral, os itens em itáli- 
co são considerados identificadores fundamentais do paciente, que 
podem ser utilizados para identificar positivamente um paciente e 
diferenciá-lo de outro. Isso é especialmente importante ao se decidir 
se dois registros de paciente pertencem ao mesmo paciente (e devem 
ser unificados) ou a pacientes diferentes. A ligação do registro é de 
fundamental importância num banco de sangue (onde é necessário 
buscar exames anteriores e registros de transfusão), patologia cirúr- 
gica, hematopatologia e citologia. Nesses serviços, é particularmente 
importante coletar a data de nascimento e o sexo (e, sempre que 
possível, o número do seguro social), além do nome do paciente. A 
ligação acurada é frequentemente impossível de ser obtida apenas 
com o nome do paciente. 

Um número de identificação do paciente pode incluir o número do 
seguro social ou um único número indexado, gerado e exclusivo do 
sistema de registro. Deve ser feito o máximo de esforço a fim de man- 
ter uma referência comum para os registros de um paciente e reutili- 
zar o número de identificação para as visitas periódicas. Os sistemas 
de saúde com várias instituições estão buscando a introdução de um 
índice master de pacientes (ou master de empresa), um número gera- 
do para o sistema de saúde e utilizado em todos os módulos de sistema 
de informação clínica por todos os serviços associados. Um impor- 
tante benefício do índice master de pacientes é que ele pode unificar 
todos os registros de um paciente, mesmo quando cada um é identi- 
ficado por um número diferente de registro médico. Outro benefício 
de um índice master de pacientes é que ele pode ser utilizado em con- 
junção com um sistema de saúde front-end (de etapa inicial) — sistema 
de registro amplo para manter os dados dos pacientes centralizados 
para vários sistemas de informação e eliminar a necessidade de cada 
sistema (laboratório, radiologia e consultório) manter seus próprios 
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Tabela 11.2 Etapas fundamentais do fluxo de informação laboratorial para um paciente hospitalizado 


Etapa Descrição 


Registro do paciente O registro do paciente (p. ex., número de identificação, nome, sexo, idade, endereço etc.) deve ser criado no SIL antes de os exames serem 
solicitados. Em geral, o sistema recebe automaticamente esses dados do sistema de registro hospitalar (quando o paciente é admitido) 

Solicitação de exames O médico solicita que o sangue para exames de um paciente seja coletado como parte da rotina de coleta do período matinal. A solicitação é 
armazenada no SIH e enviada eletronicamente para o SIL 

Coleta de amostra Antes da coleta de sangue matinal, o SIL imprime uma lista de todos os pacientes que devem ter material coletado e o número adequado 
de etiquetas com código de barras para cada solicitação. Cada código de barras possui o número de identificação do paciente, o tipo de 
recipiente de amostra (p. ex., tubo com tampa vermelha) e a estação de trabalho do laboratório (que pode ser utilizada para a classificação do 
tubo quando ele chegar ao laboratório). Outra abordagem, cada vez mais popular, é a de que os cuidadores ou enfermeiros coletem a amostra 
de sangue. Imediatamente antes da coleta, etiquetas com código de barras podem ser impressas (sob demanda) no posto de enfermagem em 
uma impressora conectada ao SIH 

Recepção de amostra Quando amostras chegam ao laboratório, a sua condição deve ser atualizada no SIH, de “coletada” para “recebida”. Isso pode ser feito por 
meio da leitura do número de identificação no código de barras do recipiente de amostra. Após a amostra ser recebida, o SIL transmite a 
solicitação de exame para o analisador que irá realizá-lo 

Processamento de amostra À amostra é carregada no analisador, e o código de barras é lido. Ao receber a solicitação de exame do SIL, o analisador sabe quais exames 
deverão ser realizados. Não há necessidade de lista de trabalho. Para exames realizados manualmente, o técnico imprime uma lista de trabalho 
do sistema. A lista de trabalho contém uma lista de pacientes e os exames solicitados para cada um. Ao lado de cada exame existe um espaço 
para o registro do resultado 

Revisão de resultados O analisador produz os resultados e os envia para o SIL. Esses resultados somente são visíveis para o técnico porque eles ainda não foram 
liberados para que todos possam visualizá-los. O SIL pode ser programado para sinalizar certos resultados (p. ex., valores importantes), de 
modo que o técnico possa identificar facilmente quais devem ser repetidos ou avaliados mais profundamente 

Liberação de resultados O técnico libera os resultados. Resultados não sinalizados são revistos e liberados ao mesmo tempo. O SIL também pode ser programado para 
revisar e liberar automaticamente resultados normais ou aqueles que se encontram dentro de uma determinada faixa. Essa última abordagem 
reduz o número de exames que um técnico deve revisar. Na liberação, os resultados são enviados de forma automática para o SIH 


Relatório de resultados O médico pode visualizar os resultados no SIH. Quando necessário, relatórios são impressos do SIL 
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Figura 11.3 Papel do sistema de informagao laboratorial (SIL) no processamento de resultados. Observe as trés abordagens de processamento de resultados: entrada manual de 
dados, instrumentos interfaceados (online) e testes laboratoriais remotos. (As etapas do fluxo de trabalho sao numeradas para cada abordagem). 


dados de pacientes. Dessa maneira, os dados dos pacientes (p. ex., 
endereco ou seguro social) podem ser atualizados centralmente. Isso 
não somente elimina a repetição do trabalho, mas aumenta a acurá- 
cia pelo fato de o nome do paciente, por exemplo, aparecer da mesma 
maneira em cada sistema. O índice master de pacientes não evita que 
cada sistema a jusante utilize outro número identificador do paciente 
porque ele pode fazer automaticamente a ligação com cada um des- 
ses identificadores adicionais. Portanto, o laboratório pode designar 
ao paciente seu número próprio que está ligado ao índice master de 
pacientes. Embora haja a necessidade, não existe uma perspectiva 
imediata de um número de identificação nacional que poderia ligar os 
registros médicos de um paciente que estão atualmente dispersos em 
muitos médicos e serviços. 

Identificação positiva do paciente. Um número exclusivo designado 
para um paciente é de uso limitado se não conseguirmos identificar o 
paciente positivamente. Por essa razão, vários métodos (p. ex., pulseiras 
com código de barras) foram desenvolvidos para identificar pacientes 
em ambiente hospitalar. O sistema de Radiofrequency Identification 
(RFID) é uma nova tecnologia que provê uma identificação sem parti- 
cipação humana e isenta de erro. Ele consiste numa etiqueta de paciente 
e num leitor ou scanner computadorizado. O rótulo ou etiqueta “inteli- 
gente” contém informações legíveis, um código de barras e um chip de 
circuito integrado com memória. Uma pequena quantidade de energia 
de radiofrequência (“sinal de excitação”) é liberada do scanner, ener- 
gizando a etiqueta de RFID, a qual emite um sinal de radiofrequência 
(“sinal de retorno”), transmitindo a identidade do paciente. Embora 
várias questões (p. ex., criptografia de dados e padronização de proto- 
colo) não tenham sido solucionadas, a tecnologia RFID oferece vários 


benefícios: operação passiva e armazenamento dinâmico de dados, 
características que favorecem seu uso na coleta e no rastreamento de 
amostra, testes à beira do leito, gerenciamento de drogas e controle de 


infecção. 


Solicitação de exames 


Após a identificação do paciente, é procedida a geração de solici- 
tações de exames, indicando quando as amostras foram ou serão 
coletadas, quem coletou, horário da coleta, condição do paciente (posi- 
ção, peso e estado psicológico), tipo de amostra (fonte de uma cultura, 
como ferida ou escarro), exigências de notificação (p. ex., comunicado 
para repetição de exames) ou atributos de gerenciamento clínico 
(como dosagem de fármacos — nível máximo ou mínimo — e tempos 
para estudos de desafios fisiológicos). As solicitações devem ser gera- 
das (por meio eletrônico ou em papel) diretamente pelo médico. Caso 
contrário, solicitações devem ser transcritas por não médicos, e isso 
pode levar a erros de transcrição. 

Geração eletrônica de solicitação de exames. É ideal que o médico 
de testes rápidos faça as solicitações ao laboratório de modo eletrôni- 
co. O maior impacto disso é a redução de erros de solicitação (que 
poderiam ocorrer com o uso de solicitações em papel). Além disso, 
a interação em tempo real com um sistema de informação pode pro- 
mover a utilização adequada do exame através do uso de vias clínicas 
(conjunto de solicitações médicas ou algoritmos baseados no diag- 
nóstico do paciente). Os computadores são muito úteis e efetivos para 
algumas aplicações (recuperação de informações, cálculos e transmis- 
são de dados), enquanto os humanos são mais efetivos para outras 
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134 (julgamento e raciocínio a partir de dados incompletos). Sistemas de 


suporte a estruturas de decisão e previsão baseadas em regras podem 
aumentar a qualidade do tratamento, embora ainda dependam do jul- 
gamento humano. Por exemplo, quando é prescrito um fármaco que 
pode comprometer a função renal, o nível de BUN/creatinina pode 
ser exibido. Se os valores estiverem altos, outro medicamento pode ser 
considerado. O suporte de decisão (preditivo) durante as atividades de 
solicitação pode variar de anotações, lembrando à equipe quais ações 
devem ser implementadas em conjunção com a solicitação (p. ex.; O 
paciente deve estar em jejum ou a solicitação requer a aprovação do 
patologista) para bloquear uma solicitação inaceitável porque o exame 
está sendo solicitado com frequência. Solicitações também podem ser 
submetidas à referência cruzada com outros sistemas auxiliares (p. ex., 
farmácia) para identificar se a solicitação do nível de um fármaco é o 
máximo ou o mínimo baseado na última dosagem do paciente. No 
ambiente ambulatorial, o sistema pode realizar a checagem da necessi- 
dade médica (ver Cap. 12) e questionar o médico se existem ou não 
códigos diagnósticos adicionais aplicáveis ao paciente. Essas intera- 
ções eletrônicas somente são efetivas quando os médicos que podem 
responder em tempo real geram as solicitações. Solicitações em ambi- 
ente hospitalar são geradas com frequência no SIH e, em seguida, 
transmitidas para o laboratório. Solicitações ambulatoriais eletrônicas 
são geradas no computador do consultório médico que se comunica 
com o laboratório, ou são geradas via programa baseado na web, que 
envia a solicitação ao laboratório. 

Solicitações eletrônicas podem ser geradas individualmente a partir 
da seleção de exames de um menu suspenso de todos os exames ou de 
menus de conjuntos de solicitações comuns que podem ser customi- 
zados por especialidade médica. Um catálogo eletrônico de serviços 
pode fornecer exigências para coleta e informações sobre o método 
do exame, utilidade diagnóstica e interpretação. O catálogo eletrônico 
está evoluindo rapidamente para um documento eletrônico online. 
Geração manual de solicitação (requisição em papel). Em alguns hos- 
pitais e laboratórios próximos, exames laboratoriais são solicitados em 
requisições em papel, as quais são enviadas fisicamente para o labo- 
ratório. Solicitações de exames podem ser feitas através de abreviaturas 
(p. ex., CBC, CEA, Na) ou por códigos numéricos. Códigos alfabéticos 
tém um significado mais claro e podem ser mais faceis de serem lem- 
brados, mas os códigos numéricos são mais fáceis de serem preenchi- 
dos, menos ambíguos, podem incluir um dígito controlador e são mais 
fáceis de serem gerenciados nos sistemas de faturamento. As requisições 
em papel devem ser pré-impressas com o nome e o endereço do médico 
e devem conter os exames mais frequentemente solicitados. O objetivo 
é minimizar o número de exames que devem ser escritos à mão num 
formulário e, como consequência, que podem ser interpretados incor- 
retamente. 


Coleta e identificação de amostra 


Tipicamente, solicitações de exames são classificadas em duas cate- 
gorias: (1) solicitações ao laboratório para a obtenção de uma amos- 
tra e (2) solicitações acompanhadas por uma amostra. No hospital, 
solicitações de exames recebidas com antecedência são alimentadas 
no SIH e transmitidas para o SIL, no qual elas são agrupadas em lotes 
de flebotomia de rotina. Um pouco antes do horário programado de 
coleta, etiquetas são impressas. Elas identificam o paciente e as amostras 
(i. e., tipos de recipientes) a serem coletadas. Geralmente, são etique- 
tas com código de barras (ver abaixo) e também incluem volumes da 
amostra/alíquota e instruções especiais de manipulação. As etiquetas de 
coleta são impressas na ordem na qual o flebotomista deve realizar a 
coleta nos pacientes — primeiro, amostras de exames de urgência e, em 
seguida, as outras na sequência da localização (por andar e número do 
leito). Como alternativa, toda a sequência de trabalho do flebotomista 
pode ser armazenada num dispositivo portátil (ver abaixo), e etiquetas 
podem ser geradas à beira do leito quando uma amostra é coletada de 
cada paciente. A indicação de amostra coletada, não coletada ou parcial- 
mente coletada é alimentada no SIL. 

Quando solicitações forem recebidas com amostras (i. e., quando 
amostras não forem coletadas pelo laboratório), os recipientes de 
amostras podem ou não já estar identificados com um código de bar- 
ras do SIL, dependendo da disponibilidade da impressão do código de 


barras no local de atendimento dos pacientes. Tubos sem etiquetas do 
SIL devem ser reetiquetados no laboratório, e isso apresenta o risco de 
uma etiqueta errada ser aplicada em um tubo do paciente. 
Dispositivos portáteis de coleta. A tecnologia atual permite que pro- 
cedimentos de coleta sejam realizados à beira do leito. Usando a trans- 
missão por radiofrequência, pequenos dispositivos portáteis podem 
ser atualizados continuamente com solicitações de exames e mesmo 
impressão de etiquetas de código de barras do SIL em tempo real. 
Isso apresenta vários benefícios: controle do procedimento de coleta 
em tempo real, incluindo o horário da coleta e os comentários sobre 
ela (p. ex., dificuldade de coleta, coleta não realizada etc.); menos erros 
de etiquetagem porque as etiquetas somente são impressas conforme a 
necessidade à beira do leito; risco de confirmação positiva do paciente, 
como a leitura do código de barras da pulseira do paciente de modo 
que o dispositivo portátil possa imprimir etiquetas automaticamente; e 
a capacidade de modificar solicitações para o tempo de coleta real. Esta 
última elimina o problema de “exames adicionais”, uma circunstância 
na qual não existe etiqueta para uma amostra que foi adicionada após 
o laboratório já ter impresso e distribuído as etiquetas da solicitação de 
exames para aquele paciente. 

Identificação da amostra. Todas as amostras devem ser identificadas, 
preferivelmente com um código de barras que contenha o número 
da solicitação (o qual é geralmente o mesmo para todas as amostras 
de uma coleta de um determinado paciente). Um número adicional 
(denominado o número do recipiente ou de acesso, dependendo da 
nomenclatura utilizada pelo fabricante do SIL) também é impresso na 
etiqueta. Ele pode ser designado para um grupo de amostras (p. ex., 
todos os recipientes com amostras para exames bioquímicos solici- 
tados) ou para uma única amostra, dependendo de como a base de 
dados do SIL for definida. Na primeira abordagem, o SIL não conse- 
gue diferenciar dois tubos de bioquímica com tampa vermelha, apesar 
de um poder ser utilizado para um painel bioquímico e o outro para 
um exame a ser realizado por um laboratório de referência. Na segun- 
da abordagem, o SIL pode diferenciar os dois tubos e pode determinar 
se um ou ambos foram coletados. Para minimizar erros de etiqueta- 
gem, o código de barras deve ser afixado na amostra no local de coleta, 
não no laboratório. O formato do código de barras e a orientação da 
etiqueta determinam a compatibilidade com sistemas de manipulação 
automatizada de amostras. Além disso, sistemas robóticos exigem que 
cada amostra de um paciente possua um código exclusivo. Aplicações 
típicas na saúde utilizam a simbologia de código 39, mas exigências de 
um padrão nacional estão fazendo com que as organizações conver- 
tam para o código 128. A Tabela 11.3 apresenta uma lista de atributos 
de várias simbologias de código de barras encontradas em ambientes 
de cuidados da saúde. Detalhes do tamanho, da localização e da ori- 
entação da etiqueta em um tubo de amostra são discutidos no docu- 
mento AUTO2-A do National Committee for Clinical Laboratory 
Standards (NCCLS, 2000). 


Realização de exames e liberação de resultados 


A testagem em alto volume geralmente é realizada em analisa- 
dores que se comunicam de modo bidirecional com o SIL. Além de 
um número de acesso, a solicitação também pode incluir data/horá- 
rio da coleta e dados do paciente (p. ex., nome, data de nascimento 
e sexo). Quando as amostras passam a constar no SIL como “recebi- 
das, o computador automaticamente transmite as solicitações para 


Tabela 11.3 Simbologias do código de barras utilizadas na área da saúde 


Simbologia Atributos 


Código 128 Conjunto completo de caracteres de dígitos, letras (maiúsculas 
e minúsculas) e símbolos ASCII; dígito controlador inerente; 
pode ser lido bidirecionalmente 

Todos os dígitos e letras (somente maiúsculas), alguns 
símbolos; alta segurança; baixa densidade; pode ser lido 
bidirecionalmente 


Código 39 


Codabar Todos os dígitos, letras e símbolos limitados; baixa segurança 
Interleaved 2 of5 Somente dígitos 


o instrumento. Como alternativa, utilizando o modo host query, o 
instrumento lê o número de acesso no código de barras da amostra 
e pergunta ao SIL quais exames devem ser realizados naquela amos- 
tra. Periodicamente, uma “lista de exames pendentes” pode ser checa- 
da na tela da estação de trabalho para verificar se nenhuma amostra 
foi esquecida. Analisadores bioquímicos geralmente funcionam dessa 
maneira. 

Alguns analisadores comunicam-se de modo unidirecional com o SIL. 
Isso significa que eles não recebem automaticamente uma solicitação 
do SIL, mas enviam os resultados a ele. Nesse caso, um técnico gera as 
solicitações manualmente no analisador ou, no caso de um contador de 
células sanguíneas, uma solicitação não é necessária porque cada amos- 
tra é processada para o mesmo exame (p. ex., hemograma completo). 
Alguns instrumentos (como refratômetros) ou métodos manuais não 
possuem interface com o SIL. Nesses casos, deve ser preparada uma lista 
de tarefas que inclua controles e padrões, além das amostras. A lista de 
tarefas indica onde posicionar cada amostra e/ou quais exames realizar. 
Os resultados são alimentados manualmente no SIL. 

Quando resultados são alimentados no computador do laboratório, 
seja manualmente através do teclado ou automaticamente através da 
interface do instrumento, o computador realiza várias checagens de 
validação. Os resultados que devem ser numéricos são checados; o 
número exigido de decimais é verificado. Faixas de referência, especí- 
ficas para a idade e o sexo do paciente (e, quando disponíveis, outros 
fatores como medicamentos e diagnóstico), são comparadas com o 
resultado. Para laboratórios que realizam exames veterinários, faixas de 
referência específicas para cada espécie são necessárias. Valores essen- 
ciais (panic values) são sinalizados pelo SIL, identificando resultados 
que devem ser comunicados (usualmente por telefone) imediatamente 
ao médico e devem ser documentados como tal no SIL. Os resultados 
também são comparados com resultados anteriores do paciente para 
determinar se ocorreu uma alteração significativa (o chamado “delta 
check”). Um sinalizador de delta check pode ser a primeira indicação 
de uma mistura de amostra do paciente ou pode refletir uma altera- 
ção na condição fisiológica. Comentários codificados são checados 
para se assegurar que o código está listado no dicionário adequado. 
Alguns resultados são processados através de cálculos definidos pelo 
laboratório. Por exemplo, O LDL-colesterol é automaticamente calcu- 
lado a partir dos valores de colesterol, triglicerídeos e HLD-colesterol. 
Algoritmos podem ser utilizados para gerar comentários interpretati- 
vos. Por exemplo, o SIL pode produzir um comentário diferente depen- 
dendo de quais exames são positivos num painel de hepatite B. Certos 
resultados podem fazer com que um exame seja automaticamente soli- 
citado na mesma amostra (p. ex., um exame rápido de reagina plasmá- 
tica positivo pode gerar um exame de FTA-ABS confirmatório) para 
acelerar o processo diagnóstico, melhorar o tratamento do paciente e 
reduzir testagens desnecessárias (p. ex., fazer com que o computador 
solicite a dosagem de bilirrubina direta somente quando a bilirrubina 
total estiver elevada). 

Protocolos de autovalidação podem ser utilizados para a liberação 
(ou “postagem”) automática de resultados recebidos do analisador 
sem revisão do técnico. Por exemplo, o SIL pode ser programado 
para liberar todos os exames que estiverem dentro da faixa de refe- 
rência. Dessa maneira, o médico pode ver os resultados assim que o 
analisador completá-los. Valores de controle de qualidade são checa- 
dos contra limites definidos para cada método de exame, número de 
lote e nível de controle, e algoritmos complexos multirregras podem 
ser imediatamente aplicados (ver Cap. 10). Uma das vantagens mais 
importantes de um SIL é que ele fecha o circuito entre a solicitação 
do exame e a entrada do resultado. Uma solicitação sem um resulta- 
do correspondente aparece na lista de exames incompletos, levando o 
técnico a procurar a discrepância e resolvê-la. 


Relatório 


Avanços na tecnologia de comunicação forneceram muitos méto- 
dos inovadores para a comunicação de resultados laboratoriais ao 
médico, além do tradicional relatório impresso, incluindo termi- 
nais de busca/visualização, mensagem de voz, ativação de bip, fax, 
e-mail, aplicações baseadas na web e ligações sem fio com estações 
de trabalho portáteis. Relatórios impressos podem ser formatados 


de diferentes maneiras para apresentar apenas os resultados mais 
recentes, resultados de uma única amostra ou resultados cumulati- 
vos que incluem todos os resultados desde a admissão do paciente ou 
de outro intervalo de tempo. Os resultados laboratoriais podem ser 
transmitidos eletronicamente para vários sistemas clínicos, incluin- 
do o SIH, o repositório de dados da empresa ou o prontuário médico 
eletrônico (ver Tab. 11.1 e Fig. 11.5). Geralmente, esses sistemas per- 
mitem ao usuário personalizar a maneira com que os resultados são 
apresentados. Bases de dados fornecem uma visão entre diferentes 
pacientes e permitem o reconhecimento de padrões gerais e podem 
permitir o desenvolvimento de novos conhecimentos sobre doenças 
(Elevitch, 1999). O relatório laboratorial também possui um papel 
médico-legal e deve satisfazer a todas as regulamentações aplicáveis 
aos prontuários médicos. 

Relatórios interpretativos são um componente essencial da prática 
laboratorial e podem ser utilizados para transformar dados laborato- 
riais em informações úteis na clínica. O SIL pode ser utilizado para 
transmitir comentários do patologista; pode produzir automatica- 
mente interpretações nos relatórios baseadas num algoritmo predefi- 
nido; ou pode servir como um sistema especializado complexo, suge- 
rindo comentários interpretativos para o patologista. Todo o potencial 
desses sistemas na garantia da qualidade médica será percebido 
somente quando uma ação clínica for implementada e, em seguida, 
registrada em sistemas de informação, permitindo ao computador 
verificar se um resultado laboratorial patognomônico resultou verda- 
deiramente numa intervenção terapêutica adequada. Avanços recentes 
na tecnologia de navegação na web facilitam enormemente a visuali- 
zação de resultados laboratoriais no consultório médico ou em com- 
putadores pessoais, melhorando a eficiência. 

Outro benefício importante de um SIL é que ele pode ser utilizado, 

isoladamente ou em conjunção com outros sistemas (p. ex., SIH), para 
gerar alertas clínicos. Em sua forma mais básica, um alerta clínico é 
um valor laboratorial que é sinalizado como alto ou baixo no relatório. 
No entanto, um único conjunto de alertas clínicos não leva em conta 
a condição subjacente de um paciente, isto é, o que é “normal” pode 
diferir muito de um paciente a outro. Por essa razão, um nível elevado 
de creatinina num paciente com doença renal em estágio final pode ser 
qualificado como um “valor de alerta”, embora ele possa ser “normal” 
para aquele paciente. Para solucionar esse problema, alguns sistemas 
permitem que alertas clínicos sejam customizados pelo médico ou 
pela especialidade para identificar mais acuradamente pacientes que 
possam apresentar resultados que são graves devido às suas condições. 
Também foram elaborados algoritmos sofisticados para reconhecer 
alterações patológicas importantes ao longo do tempo em pacien- 
tes que normalmente apresentam resultados laboratoriais anormais 
(Fritsche, 2002). 
Acesso World Wide Web (www) aos resultados de pacientes. 
Intranets ou webs confidenciais privadas são ferramentas versáteis e 
poderosas para a disseminação de dados laboratoriais. Elas baseiam- 
-se no conteúdo dinâmico da web. Com a sua capacidade multimídia 
intrínseca, a tecnologia web pode formatar dados de várias maneiras, 
utilizando a linguagem de marcação de hipertexto (HTML, hypertext 
markup language). A HTML pode gerar novo conteúdo automati- 
camente em resposta a comandos do usuário e, portanto, é capaz 
de automatizar a geração de relatório e facilitar a customização de 
busca de dados (Yearworth, 1998; Lowe, 1996). Conteúdo dinâmico 
significa que relatórios clínicos customizados podem ser “criados 
automaticamente e em tempo real” e representa um padrão de cui- 
dado com valor agregado que o laboratório pode oferecer aos seus 
clientes. O desafio principal da tecnologia de intranet é como realizar 
a integração completa e segura com redes externas que servem aos 
médicos e a outros serviços. 


O sistema de informação laboratorial (SIL) 


O que é isso? 


Em sua essência, o SIL é um grupo de dados estruturado utilizan- 
do uma das várias arquiteturas de base de dados. Uma abordagem 
comum é a base de dados relacional, um grupo de dados organizados 
em um conjunto de tabelas a partir das quais dados podem ser aces- 
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sados e agrupados de muitas maneiras diferentes sem que as tabelas 
de base de dados tenham de ser reorganizadas. A interface padrão 
do usuário e do aplicativo de uma base de dados relacional é a lin- 
guagem de consulta estruturada (SQL, structured query language). 
Comunicações SQL são utilizadas tanto para pesquisas estruturadas 
para informações a partir de uma base de dados relacional quan- 
to para coleta de dados para relatórios. Além de ser relativamente 
fácil de ser criada e acessada, uma base de dados relacional apresenta 
uma importante vantagem: a de ser facilmente expandida. Após uma 
base de dados original ser criada, uma nova categoria de dados pode 
ser adicionada sem a necessidade de se modificar todas as aplicações 
existentes. 

Uma base de dados relacional é um conjunto de tabelas (conceitual- 
mente similar a uma planilha) contendo dados organizados em catego- 
rias predefinidas. Cada tabela (algumas vezes denominada relação) con- 
tém uma ou mais categorias de dados em colunas. Cada linha contém um 
único tipo de dado para as categorias definidas pelas colunas (Tab. 11.4). 
Por exemplo, a tabela “Registro do paciente” pode ter colunas separa- 
das para o número de identificação do paciente, o nome do paciente, o 
sobrenome do paciente, a data de nascimento etc. A tabela “Solicitação 
de exames” pode ter uma coluna para o número de identificação do paci- 
ente, a data da solicitação, o nome do médico e o número do exame para 
cada item solicitado. Uma terceira tabela pode ter uma lista de exames 
com colunas separadas para o número do exame, o nome do exame e 
o tipo de amostra. Observe que cada uma dessas tabelas contém, pelo 
menos, um elemento-chave de dados que o relaciona com outra tabela. 
Utilizando essa abordagem, dados de várias tabelas podem ser extraídos e 
visualizados de uma só vez. Por exemplo, a tela de entrada de solicitação 
pode apresentar dados do paciente juntamente com informações sobre a 
solicitação e o número de identificação do paciente. 

Ao criar uma base de dados relacional, pode-se definir a faixa de 
valores possíveis numa coluna de dados e aplicar restrições aos valores 
dos dados. Por exemplo, pode-se limitar o número de exames que 
podem ser solicitados por visita do paciente, exigir cinco caracteres 
no campo de código de endereçamento postal ou permitir apenas dois 
dígitos e um decimal no campo de resultado da dosagem de cálcio. 


Tabela 11.4 Estrutura de base de dados que podem ser relacionados 











Dados de registro do paciente 
Identificação 
do paciente Nome Sobrenome Idade Sexo 
P1234 John Smith 33 M 
P3456 Mary White 58 F 
Dados da solicitação do exame 
Solicitação Identificação 
do paciente Data Médico Exame 
034782 P1234 04/12/2005 Jones Hemoglobina 
034783 P3456 04/12/2005 White Hematócrito 
Dados do resultado do exame 
Solicitação 
034782 15 
034783 Hematócrito 33 
Dados da faixa de referência 
Exame Homem adulto Mulher adulta Criança Unidades 
Hemoglobina 14-18 12-16 11-16 g/dL 
Hematócrito 42-52 37—47 31-43 Yo 


Embora cada tabela apresente dados únicos, ela também contém, pelo menos, um item 
relacionado com a outra tabela. Dados combinados são sombreados com a mesma cor. 
Portanto, os dados das quatro tabelas podem ser extraídos para produzir um único 
relatório que contém nome e número de identificação do paciente, solicitação, médico, 
exame, resultados e faixas de referência. 


Ao criar essas limitações, pode-se assegurar se os dados inseridos são 
válidos. 

Uma base de dados típica do sistema de informação contém muitas 
tabelas inter-relacionadas diferentes que devem ser preenchidas pelo 
laboratorista. Por exemplo, existem tabelas para nomes de exames e 
faixas de referência, assim como existe uma para informações sobre os 
clientes. A funcionalidade de um SIL e seu impacto sobre o fluxo de 
trabalho estão diretamente relacionados com a maneira com que esses 
arquivos são criados. Portanto, é extremamente importante com- 
preender como essas tabelas estão inter-relacionadas para otimizar o 
fluxo de trabalho. 


Funções especiais do SIL 

Um SIL de um laboratório clínico típico consiste numa variedade de 
módulos: laboratório geral (p. ex., coleta e processamento de amos- 
tras, bioquímica, hematologia, sorologia), microbiologia e banco de 
sangue. Na prática, alguns laboratórios utilizam um sistema de banco 
de sangue separado. Um SIL serve para muitas funções, algumas das 
quais estão listadas na Tabela 11.5. Além de suporte às etapas do fluxo 
de informação delineadas acima, o SIL possui funções especializadas 
para gerenciamento e para certas seções laboratoriais. 


Microbiologia 

A seção de microbiologia do laboratório requer um gerenciamento 
de dados único. O microbiologista deve ter um método que seja efi- 
ciente para a entrada de nomes de organismos e sensibilidades anti- 
microbianas e que seja capaz de transmitir informações complexas 
através das interfaces do instrumento. Uma única amostra pode 
resultar no isolamento de diversos organismos, cada qual apresentan- 
do um ou mais conjuntos de características bioquímicas (para uso 
interno) e resultados de sensibilidade (para relatório externo). O rela- 
tório de sensibilidade é frequentemente formatado para influenciar a 
prática clínica. Por exemplo, antimicrobianos caros e tóxicos podem 
ser omitidos do relatório quando o organismo for sensível a agentes 
baratos e seguros ou, pelo menos, os fármacos eficazes baratas podem 
ser listadas em primeiro lugar. Relatórios epidemiológicos, padrões 
de sensibilidade antimicrobiana e outros sumários especializados 
também são necessários. O SIL pode ser utilizado automaticamente 
e transmite eletronicamente relatórios de doenças transmissíveis para 
os serviços de saúde pública (White, 1999) (ver “Padrões de comuni- 
cação e suas aplicações ). 


Tabela 11.5 Funções do SIL 


Pré-análise Registro do paciente (quando não recebido do sistema externo) 
Solicitação de exames 
Requisições personalizadas (p. ex., clientes fora do alcance) 
Listas de coleta através de flebotomia 
Etiquetas de coleta com código de barras e etiquetas de alíquotas 
Sistema de rastreamento/armazenamento de amostras 

Análise Lista de trabalho do instrumento (via interface e download 
automático) 
Lista manual de trabalho 
Entrada manual de resultados 
Entrada automatizada de resultados via interface 
Validação de resultados e liberação manual ou automática 
Controle de qualidade 

Pós-análise Relatórios do paciente baseados na requisição (final ou parcial) 


Relatórios cumulativos do paciente 

Relatório corrigido 

Resultados de pesquisa 

Relatório eletrônico para sistemas externos interfaceados 
(p. ex., SIH, faturamento) 

Lista pendente (incompleta) 

Relatórios do tempo despendido entre a coleta e o resultado 
Estatística da carga de trabalho 

Relatório ad hoc 

Ferramentas de monitoração da integridade do SIH 

e do instrumento 


Gerenciamento 


Controle de infecção. Ao correlacionar dados do paciente (incluin- 
do localização do hospital com resultados da microbiologia), o 
laboratório pode ajudar a detectar infecções nosocomiais (Wright, 
2004). A vigilância automatizada tem sido utilizada para detectar 
epidemias (Stern, 1999) e fornecer relatório de doenças aos serviços 
de saúde pública (Backer, 2001; Effler, 1999), e espera-se que ela 
tenha um papel fundamental na detecção de episódios de bioterro- 
rismo (Lazarus, 2001). A notificação em tempo real pode fornecer 
relatórios de pacientes que necessitam de isolamento, de organis- 
mos identificados e dos padrões de sua sensibilidade antimicrobiana 
ao pessoal da unidade onde o paciente se encontra e ao pessoal do 
controle de infecção. Um programa de vigilância estende-se através 
de sistemas de informação laboratorial de várias instituições, pro- 
move padrões consistentes de cuidados da saúde para pacientes que 
recebem serviços interinstitucionais, atenua a exposição na entrada 
em serviços correlatos e pode reduzir o tempo e a necessidade de 
análises de vigilância. 


Banco de sangue 

O SIL de banco de sangue especifica quais dispositivos necessitam 
de aprovação da Food and Drug Administration (FDA) para implan- 
tação, e uma atenção particular deve ser dada a qualquer alteração 
relacionada ao software, à validação do sistema e às exigências regu- 
latórias da FDA. Isso inclui interfaces com instrumentos das seções de 
bioquímica e de sorologia que processam exames de investigação de 
doadores (hepatite, vírus da imunodeficiência humana [HIV] e outros 
exames para doenças infecciosas). O banco de sangue deve rastrear 
não apenas amostras de pacientes, mas também hemocomponentes 
e a compatibilidade entre eles. Inventários de hemocomponentes e 
hemoderivados devem ser mantidos, com uma atenção especial para 
a data de validade e as características especiais de cada unidade (p. ex., 
tipagem especial de antígeno). Unidades especiais para determina- 
dos pacientes, incluindo unidades autólogas, dirigidas e fenotipadas, 
impuseram novas exigências de manutenção de registro e de checa- 
gem cruzada. Antes de o sangue ser liberado, uma etiqueta deve ser 
fixada à unidade, confirmando a identidade do paciente para o qual 
esse sangue será destinado. Na liberação, devem ser mantidos registros 
da reinspeção da unidade, quem ficou responsável pela unidade etc. 
O histórico do paciente deve ser mantido por longos períodos, parti- 
cularmente sobre pacientes com problemas, para se evitar infusão de 
sangue incompatível num paciente que apresenta anticorpos inespe- 
rados com concentração abaixo do nível de detecção. Os centros de 
doação apresentam exigências adicionais, incluindo a manutenção 
de uma base de dados de doadores e listas de suspensão permanen- 
te, o processamento e os testes de unidades do doador e a realização 
de inventários, entre outros. Como no laboratório de microbiologia, 
a equipe de patologia clínica do banco de sangue trabalha com um 
sistema de dados complexo e deve estar familiarizada com a maneira 
de o SIL suportar suas operações. 


Exames realizados no local de atendimento (testes rápidos) 

Os dados de testes rápidos (TR) podem ser transmitidos para um 
SIL via upload iniciado manualmente. Interfaces ponto a ponto entre 
o SIL e estações de trabalho são proibitivamente onerosas e de manu- 
tenção complicada. Uma alternativa com melhor relação qualidade/ 
preço utiliza uma única interface para um servidor localizado entre 
duas estações de trabalho diferentes de TRs de fabricantes distintos. 
Dispositivos podem comunicar-se com o servidor via conexão de rede 
com fio ou sem fio. Todas as trocas de dados com o SIL são mediadas 
através do servidor, e os custos do interfaceamento são reduzidos, uma 
vez que um número menor de interfaces é necessário para múltiplas 
conexões com os sistemas de TRs. Essa via comum de dados permite 
que um usuário tenha acesso a dados de múltiplos dispositivos e sim- 
plifica a supervisão laboratorial e a revisão do controle de qualida- 
de. Vários fabricantes oferecem soluções de informação que aceitam 
dados de diferentes tipos de dispositivos de TRs ou podem mesmo 
permitir que o usuário alimente resultados de TRs (p. ex., exames de 
urina com fita reagente). O objetivo é centralizar todos os TRs. 


Ferramentas de gerenciamento 
A base de dados do laboratório e outras bases de dados computa- 
dorizadas do hospital são ferramentas poderosas para a garantia da 


qualidade médica, uma vez que elas fornecem ao patologista ou ao 
administrador relatórios detalhados e acurados das atividades labora- 
toriais. O SIL pode realizar coletas de sua base de dados para fornecer 
informações sobre a sequência de eventos com o horário marcado, o 
que ocorreu em cada amostra e em cada etapa do processamento. Ele 
pode rastrear problemas médicos ou internos do laboratório e gerar 
dados referentes às etapas de realização do exame (por exame, turno, 
técnico e local da solicitação), à distribuição da carga de trabalho 
laboratorial (incluindo mapeamento de exames e amostras) e a várias 
outras atividades. Dados extraídos do SIL podem ser utilizados para 
se analisar o fluxo de trabalho e melhorar o desempenho (ver Cap. 
2). Registros da carga de trabalho, avaliação da produtividade e rela- 
tórios de indices de gerenciamento (p. ex., Laboratory Management 
Index Program, College of American Pathologists, Northfield, IL) são 
ferramentas de gerenciamento valiosas. Esses relatórios podem ser 
utilizados para rastreamento interno, tendências longitudinais e mar- 
cas de referência: comparação do desempenho fiscal do laboratório 
com outros laboratórios (ver Cap. 12). Ocasionalmente, a equipe do 
laboratório deverá elaborar relatórios ad hoc (p. ex., informar todos 
os pacientes com nível de sódio superior a 150, idade entre 62 e 75 
anos e que estejam internados no setor de oncologia). Essa capaci- 
dade de consulta ad hoc deve pesquisar todos os campos nos arqui- 
vos da base de dados e formatar o resultado para que seja carrega- 
do num computador pessoal. As funções do SIL garantem que cada 
membro da equipe tenha acesso apenas às funções adequadas para 
sua atividade, seu treinamento e nível de licenciamento. Além disso, 
elas fornecem uma sequência de eventos adequada para a documen- 
tação de questionamentos legais, incluindo cada indivíduo envol- 
vido na recepção, no processamento, nos resultados, nos relatórios, 
na investigação e no serviço de atendimento ao cliente. Softwares de 
garantia de qualidade foram desenvolvidos para avaliar a adequação 
do uso laboratorial e de seu custo, efetividade baseada na condição do 
paciente (gravidade), em resultados e dados detalhados no prontuá- 
rio médico eletrônico (Connelly, 1997). 


Faturamento 

Em muitas instituições, o SIL produz transações de faturamento 
para cada exame realizado. Elas podem ser geradas durante a solici- 
tação do exame, da coleta, da recepção da amostra ou da geração do 
resultado. Para garantir a observância regulatória, sistemas de fatu- 
ramento devem ser capazes de capturar acuradamente exames que 
forem adicionados ou removidos da solicitação inicial. Interfaces de 
faturamento operam em modo de lote (enviando um lote diário de 
todas as transações) ou de forma dinâmica, na medida em que a carga 
é qualificada. Esta última abordagem minimiza o atraso no processa- 
mento. Regulações de faturamento laboratorial são muito complexas 
(ver Cap. 12). Em alguns casos, a melhoria da acurácia do faturamento 
e da flexibilidade pode justificar a aquisição de um SIL. 


Seleção, implementação e gerenciamento 
do SIL 


A instalação de um novo SIL geralmente ocorre como parte da 
migração de um sistema hospitalar ou de saúde para uma plataforma 
de uma única empresa ou por causa de alterações antecipadas impor- 
tantes no volume de serviço ou na complexidade que não podem ser 
supridas pelo sistema atual. Em geral, atualizações do SIL estão rela- 
cionadas com novas versões de softwares ou nova tecnologia, e sua 
implementação pode ser tão desafiadora quanto a instalação de um 
sistema totalmente novo. 

Seleção. A seleção de um SIL pode ser um processo difícil. Uma manei- 
ra é começar com uma análise de lacunas, um estudo das diferenças 
entre as capacidades de um sistema existente. Numa análise de lacunas, 
as características do software do sistema são divididas em necessidades 
existentes, novas e futuras e, por sua vez, elas podem ser pesadas como 
suficientes ou insuficientes para suprir as demandas de flexibilidade e 
desempenho da organização. A avaliação requer uma abordagem mul- 
tidisciplinar, que envolva o laboratório, a tecnologia de informação e os 
departamentos de usuários finais. Embora a análise de lacunas possa 
identificar soluções aceitáveis, a decisão de implementar uma solução 
deverá levar em consideração o orçamento, o pessoal e os projetos 
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concorrentes. Tipicamente, a análise de lacunas é seguida por visitas 
aos locais, as quais fornecem mais informações para a linha de tempo 
do projeto e os recursos necessários previstos para a implantação. As 
visitas aos locais são a ferramenta mais valiosa no processo de seleção 
quando os locais espelham sua própria configuração ou o plano de 
negócio projetado. Elas devem explorar áreas fundamentais, como o 
desempenho do sistema, as despesas gerais da equipe, a flexibilidade 
do sistema, a estabilidade do sistema e a responsividade do vendedor. 
Implementação. A equipe laboratorial que gerencia a implementação 
do SIL deve ter um conhecimento prático de diretivas, procedimentos 
e fluxo de trabalho e saber como definir a base de dados do sistema 
para a obtenção de um desempenho ideal. A parte mais desafiadora 
de qualquer implementação é determinar como estruturar o SIL e 
seus muitos elementos de dados inter-relacionados. Algumas vezes, 
isso requer a experimentação de diferentes abordagens (e uma mini- 
base de dados de exames, clientes etc.) para apreciar completamente a 
implicação de um design comparado a outro. 

A seguir, dados são coletados, como nomes de exames, faixas de refe- 
rência, nome do médico e de outros clientes etc. Geralmente, a cole- 
ta de dados e a decisão de como criar a base de dados são processos 
mais demorados que a alimentação de dados. Após a base de dados ser 
construída e o novo fluxo de trabalho ter sido estabelecido, a equipe é 
treinada. Para minimizar a necessidade de equipe de suporte, o “trei- 
namento do treinador” funciona de forma efetiva. Nesse caso, super- 
visores ou técnicos líderes são treinados e instruem a equipe. O SIL é 
um componente fundamental do complexo de informação hospitalar 
e merece uma equipe de suporte dedicada e conhecedora da operação 
do laboratório para implantar e manter o serviço. 

Validação. O programa de gerenciamento de qualidade do laboratório 
exige que todos os processos novos e modificados sejam amplamente 
testados e documentados. Por essa razão, todas as alterações realizadas 
no SIL devem ser validadas, independentemente do fato de elas serem 
maiores (p.ex., novo sistema ou atualização do sistema existente, nova 
interface com o SIH) ou menores (p. ex., novo instrumento com 
interface com o SIL, novo exame codificado). As alterações devem 
ser migradas do desenvolvimento (“área de teste”) para a produção 
(Cárea ativa”) através de um procedimento de controle de alteração. 
Considerando o papel central do SIL no laboratório e os muitos pro- 
jetos de melhoria do processo que ocorrem no laboratório, o teste 
de validação tornou-se uma tarefa contínua e, algumas vezes, muito 
trabalhosa. Os auditores controlam alterações locais e exigências de 
documentação de órgãos de licenciamento. No entanto, não existe 
substituto para a revisão ativa da documentação, a fim de determinar 
se os critérios de desempenho foram satisfatórios. Por exemplo, quan- 
do uma nova interface é estabelecida a fim de transmitir resultados 
laboratoriais para o SIH, alguém deve analisar o relatório impresso 
deste sistema para validar se a informação é acurada, compreensível e 
aparece na seção adequada do relatório. 

Gerenciamento. O laboratório deve preparar, executar, atualizar roti- 
neiramente e testar um plano de recuperação de um desastre. A Figura 
11.4 compara várias estratégias de recuperação de desastre, no que diz 
respeito ao custo e à disponibilidade do sistema. Cada organização deve 
determinar até qual grau, se houver, ela pode tolerar o tempo de recu- 
peração (“downtime”) e elaborar uma estratégia para suprir as necessi- 
dades. Por exemplo, um laboratório hospitalar pode precisar de um 
sistema mais “seguro contra falhas” que um laboratório ambulatorial ou 
de referência especializado que não opera 24 horas por dia. Um plano de 
recuperação de falhas é necessário para documentar os procedimentos 
e as atividades associados à perda de potencial do SIL. Esse plano deve 
ser atualizado periodicamente e testado para assegurar que as operações 
laboratoriais possam continuar em caso de falha do SIL. 

O HIPAA (Health Insurance Portability and Accountability Act) 
exige confidencialidade rigorosa do paciente e, por sua vez, que O 
gerenciamento garanta a integridade e a segurança dos dados do SIL. 
Para atingir esses objetivos, deve-se controlar o acesso e manter a 
confidencialidade do paciente. Isso é conseguido de várias maneiras, 
incluindo a definição de proteção com senha, que restringe o acesso 
de um usuário apenas às funções do SIL relacionadas à sua atividade; 
o acesso para pesquisa de dados do paciente; a limitação do número 
de usuários autorizados para modificar a base de dados; e a manuten- 


ção de sistemas de segurança para proteger contra o acesso a linhas 
telefônicas e à rede por hackers. Uma alteração errônea da base de 
dados pode afetar significativamente a operação laboratorial (p. ex., 
tubo de coleta errado) ou a interpretação clínica de resultados de exa- 
mes (p. ex., faixa de referência incorreta). Por essa razão, deve existir 
um procedimento para revisar todas as modificações da base de dados 
antes e após elas serem movidas para a área de produção. Além disso, 
devem ser revisados periodicamente os relatórios laboratoriais para se 
detectar qualquer alteração não prevista. 


Padrões de comunicação e suas aplicações 


Sistemas de informação laboratorial devem trocar dados com muitos 
outros sistemas de informação. Cada sistema armazena suas informa- 
ções de um modo único que suporta sua função especial (p. ex., fatura- 
mento, registro, SIH etc.). Historicamente, cada vez que dados tiveram 
de ser trocados entre dois sistemas disparates, uma interface personali- 
zada separada teve de ser desenvolvida para cada um dos sistemas. Essa 
interface “ponto a ponto (p. ex., SIL— SIH) demandava tempo, era com- 
plexa e de manutenção cara. Para solucionar essa questão, protocolos de 
comunicação foram desenvolvidos para padronizar trocas de dados em 
vez de aplicações. Esses padrões apresentam dois benefícios importan- 
tes: (1) simplificam e diminuem o tempo para o desenvolvimento de 
interfaces; e (2) reduzem o número de interfaces ao eliminar a troca de 
dados “ponto a ponto” e ao substituí-la por um mecanismo de interface 
(Fig. 11.5). O mecanismo de interface é um “controlador de tráfego” de 
dados; é um sistema computadorizado eficiente que serve como uma 
central para trocar e rotear” dados entre vários sistemas de informação. 
Ele também pode manipular dados a fim de garantir que eles estejam 
no formato correto para cada sistema. Considere o exemplo a seguir. 
Sem padrões de comunicação e um mecanismo de interface, um hospi- 
tal teria de desenvolver várias interfaces para transmitir resultados labo- 
ratoriais: SIL — SIH, SIL — faturamento e SIL — EDR. Cada interface teria 
de ser desenvolvida e mantida separadamente, e cada novo sistema de 
informação exigiria uma outra interface. Com um mecanismo de inter- 
face, existe apenas uma interface com o laboratório: SIL — mecanismo 
de interface. Quando um novo sistema de informação é adicionado, ele 
também pode receber resultados laboratoriais do mecanismo de inter- 
face sem que haja necessidade, por parte do laboratório, de desenvolver 
uma nova interface. 

Existem diferentes padrões de comunicação para ajustar as várias 
etapas da transmissão de dados. Por exemplo, para que um técnico visu- 
alize dados no SIL que foram transferidos por um analisador, os dados 
devem ser movidos sequencialmente através de vários dispositivos que 
controlam a sua atividade: analisador, dispositivo servidor do termi- 
nal de rede, switch (ou hub) de rede, SIL, rede e computador pessoal. 
O desenvolvimento da transmissão de dados através dessas etapas seria 
muito laborioso sem protocolos-padrão de comunicação de dados. 

Usuários, vendedores e consultores adotam voluntariamente proto- 
colos-padrão de comunicação. Alguns dos protocolos mais populares 
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Figura 11.4 Estratégia de recuperação de desastres. 


incluem o HL7 (Health Level 7), utilizado para o interfaceamento de 
dados laboratoriais ao nível de aplicação (p. ex., SIH — SIL), o ASTM 
(American Society for Testing and Materials), frequentemente utiliza- 
do para o interfaceamento de dados laboratoriais entre analisadores 
e sistemas de informação laboratorial, e o TCP/IP (uma combinação 
de Transmission Control Protocol e Internet Protocol), utilizado 
para conectar sistemas de informações a dispositivos de rede, outros 
sistemas de informação, mecanismos de interface, analisadores, com- 
putadores pessoais e impressoras. Para o propósito de troca de dados, 
registros podem ser formatados numa variedade de estilos. Eles estão 
ilustrados na Tabela 11.6. 


Health Level Seven (HL7) 


A indústria da saúde criou vários padrões para facilitar a troca de 
informações entre aplicações computadorizadas para pacientes ambula- 
toriais e pacientes internados, como registro do paciente (p. ex., admis- 
são, alta e transferência), sistemas de informação clinica (p. ex., STH), 
faturamento, laboratório clínico e radiologia. O mais prevalente desses 
padrões é o Health Level Seven (HL7). Consulte o site http://www.hl7. 
org. Trata-se também do nome da organização que desenvolveu e con- 
tinua a modificar esse padrão. O modelo Open System Interconnection 
(OSI) da International Organization for Standardization (ISO) é um 
padrão de rede que define como os dados são movidos de uma apli- 
cação para outra num computador diferente. O OSI separa a troca de 
dados em sete etapas ou níveis, cada um deles relacionado ao software 
ou ao hardware. A última etapa ou nível mais alto é o sete (Level Seven), 
que aborda três questões relacionadas ao software: definição do dado a 
ser trocado, programação do momento das trocas e comunicação de 
erros entre aplicações. O HL7 define os padrões para a troca de dados 
nível 7 da saúde. O HL7 geralmente é utilizado para estabelecer uma 
interface entre o SIL e o SIH ou de um laboratório de referência. Ele 
também é utilizado com o LOINC (ver abaixo) para relatar eletronica- 
mente vários dados de doenças de notificação obrigatória para depar- 
tamentos estaduais e órgãos federais da saúde. 

Definição dos dados que serão trocados. O HL7 compila dados em 
mensagens que são construídas de acordo com padrões específicos. 
Existem dois tipos de mensagens. Uma mensagem exibida contém 
informações que o remetente formata somente para exibição ou 
impressão. Como a mensagem não é subdividida em campos dis- 
tintos, o sistema recebedor não consegue capturar a informação ou 
manipular os dados. Em contraste, uma mensagem orientada ao 
registro consiste em elementos distintos que podem ser capturados 
pelo sistema recebedor e manipulados em seus próprios relatóri- 
os. Cada mensagem é subdividida em segmentos, e cada segmento 
é dividido em campos. Cada transação ou evento é definido pelo 
formato de sua mensagem. Por exemplo, existem mensagens sepa- 
radas para solicitação de exames, resultados laboratoriais, consulta 
de resultados, admissão, alta e transferência. A Figura 11.6 mostra 
como uma mensagem de resultado laboratorial HL7 é dividida em 
segmentos e campos de dados. 

Programação da troca de dados e rastreamento de erros. Eventos 
disparadores determinam quando uma mensagem é enviada. Uma 
mensagem pode ser enviada ou agrupada com outras mensagens 
e enviada de uma só vez. Por exemplo, um resultado laboratori- 
al pode ser enviado para o SIL assim que ele se torna disponível. 
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Figura 11.5 O sistema de informação laboratorial (SIL) troca informações com 
outros sistemas através de um mecanismo de interface (ver texto). Observe que o 
sistema recebe dados sobre o paciente e a admissão/alta/transferência (do sistema de 
registro) e solicitações eletrônicas de exames de pacientes hospitalizados (do sistema 
de informação hospitalar [SIH]) e de pacientes ambulatoriais (do prontuário médico 
eletrônico). Ele também envia resultados para vários sistemas. 


Por outro lado, mensagens de faturamento de exames laboratori- 
ais podem ser agrupadas antes de serem enviadas para o sistema 
financeiro uma vez ao dia. O HL7 também pode definir se uma 
mensagem é uma resposta a uma consulta ou uma atualização não 
solicitada. Por exemplo, cada vez que um exame é solicitado no siste- 
ma clínico, uma mensagem de solicitação laboratorial (atualização 
não solicitada) pode ser enviada para o sistema laboratorial. O HL7 
também define como mensagens de erro são comunicadas. Quando 
a informação é trocada entre dois sistemas, o sistema receptor deve 
validar que ela possui todas as informações necessárias e enviar uma 
mensagem para o primeiro sistema, indicando que a transmissão foi 
bem-sucedida ou que ocorreu um erro e estão faltando dados. 
LOINC 

LOINC é o acrônimo de Logical Observation Identifier Names and 
Codes. Estritamente falando, não se trata de um padrão de comunica- 
ção, e sim de um padrão de nomenclatura (McDonald, 2003). A popu- 
laridade do LOINC vem aumentando, em particular onde existe uma 
necessidade de troca de dados em nível nacional. Ele foi adotado por 
grandes laboratórios de referência, hospitais e várias agências gover- 
namentais. Fornece um conjunto de nomes e códigos universais para 


identificação de resultados de exames laboratoriais e clínicos. O objeti- 
vo é facilitar a troca e o agrupamento de resultados, como hemoglobi- 


Tabela 11,6 Formatos de registro de dados comumente utilizados na transmissão de dados do sistema de informação laboratorial (SIL) 


Tipo de registro 
(formato flat file) 


Aplicação comum 


Comprimento fixo, tipo coluna 
Comprimento variável, 
delimitado por vírgula 
Centrado no registro 

hospitalar (HL7) 


Centrado no campo 
hospitalar (XML) 


Importação para processadores de texto ou planilhas 
Importação para processadores de texto ou planilhas 


Instrumento (ASTM) ou interface do sistema de informação 


Instrumento ou interface do sistema de informação 


Atributos 


Um registro por transação, conteúdo e solicitação fixos 

Um registro por transação, menor que o tipo coluna, conteúdo 

e solicitação fixos 

Diversos registros necessários para uma transação, inadequado 
para geração de relatórios ad hoc. Solicitação fixa em um registro 
Flexibilidade máxima no conteúdo da transação e na solicitação, 
inadequado para a geração de relatórios ad hoc 
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140 na sérica ou potássio sérico, para tratamento clínico, gerenciamento de 


resultados e pesquisa. Por exemplo, serviços estaduais de saúde podem 
compilar mais prontamente informações sobre doenças transmissíveis 
quando cada laboratório envia informações de forma eletrônica, uti- 
lizando o mesmo código LOINC em vez de muitos nomes ou códigos 
diferentes para descrever cada código. 

Existem mais de 25.000 códigos LOINC relacionados ao laborató- 
rio (http://www.regenstrief.org/loinc). Cada registro LOINC inclui 
campos para especificação de várias características (Tabs. 11.7 e 
11.8). Para auxiliar serviços locais no mapeamento de seus códigos 
locais de exames aos do LOINC, um programa de mapeamento cha- 
mado Regenstrief LOINC Mapping Assistant (RELMA) está dispo- 
nível gratuitamente (http://www.regenstrief.org/loinc). Embora os 
códigos LOINC tenham sido desenvolvidos, no início, para observa- 
ções de um único exame (p. ex., resultados do potássio sérico), eles 
também podem ser utilizados para a solicitação do exame. A base de 
dados do LOINC também contém vários painéis comuns padroniza- 
dos (p. ex., gasometria, hemograma e contagem diferencial). Alguns 
fabricantes de instrumentos começaram a fornecer códigos LOINC 
como parte do resultado que é enviado para o SIL. Isso diminui o 
trabalho de mapeamento que, caso contrário, teria de ser realizado 
pelo laboratório. 

O LOINC e o HL7 se complementam. A base de dados do LOINC 
destina-se a fornecer o código do exame para o campo identificador 
(OBX-3) das mensagens de resultado laboratorial do HL7 (Fig. 11.7) e 
mensagens DICOM (ver abaixo). 

Observe que a mensagem de resultado HL7 contém campos sepa- 
rados para o relatório de vários dados de resultados. Além do campo 
OBX-3, que identifica o exame, existem campos separados para o valor 


do resultado, da unidade de medida, dos sinalizadores etc. 


Outros padrões 


O padrão Clinical Context Object Workgroup (CCOW) (http://www. 
ccow-info.com), baseado na arquitetura de gerenciamento do contexto 
(CMA, context management architecture), permite que informações em 
aplicações da saúde separadas sejam sincronizadas, de modo que cada 
aplicação refira-se de modo automático e contínuo ao mesmo paciente, 
exame ou evento. Por essa razão, podemos ver os dados laboratoriais atu- 
ais de um paciente internado no SIL e, em seguida, alternar para o repo- 
sitório de dados eletrônicos para ver os dados laboratoriais ambulatoriais 
do ano anterior do mesmo paciente (sem ter de selecionar novamente o 
paciente). Esse padrão pode ser utilizado com um único procedimento 
de acesso que permite ao usuário acessar várias aplicações. Isso aumenta 
a segurança e a conveniência por causa da utilização de um único nome 
de usuário e de uma única senha. De modo geral, o CCOW é um meio 
seguro de se implantar a interoperabilidade entre tecnologias novas e 
antigas e diversos fabricantes. 

O Digital Image Communications in Medicine (DICOM) (http:// 
www.hl7.org/standards/dicom.htm) é o padrão mundial emergente 
para troca de imagens médicas e informações relacionadas através 
de plataformas. O Visible Light Supplement 15 é uma extensão do 
DICOM, destinado à patologia e à medicina laboratorial que especi- 


Tabela 11.7 Partes de um nome LOINC 


Parte Exemplo 


Componente (analito) 
Propriedade mensurada 
Tempo Período de tempo (p. ex., 24 horas) 

Sistema (amostra, órgão) Urina, soro, sangue total 

Escala Quantitativa, ordinal (1+, 2+), qualitativo (turva), 
nominal (E. coli) 

Radioimunoensaio (RIE) (somente utilizado para 
diferenciar métodos que produzem resultados 
diferentes clinicamente significativos) 


Potássio, hemoglobina, antígeno da hepatite C 
Concentração de massa, atividade enzimática 


Método 
(se necessário) 


Tabela 11.8 Exemplos de LOINC 


Código Componente Propriedade Tempo Amostra Escala 

2951-2 Sódio SCNC PT SER/PLAS QN 

3665-7 Nivel minimo de MCNC PT SER QN 
gentamicina 

Nome LOINC Siginificado do nome 


SODIUM:SCNC:PT:SER/PLAS:QN Sódio: concentração da substância: período 
aleatório: soro/plasma: quantitativo 

GENTAMICINATROUGH: 

MCNC:PT:SER:QN 


Nivel mínimo de gentamicina: concentração 
de massa: período aleatório: soro: 
quantitativo 


Nota: dois-pontos separam cada parte do nome LOINC e “ separa as subpartes. 


fica uma estrutura de codificação diagnóstica para imagens macro e 
microscópicas e dados associados. Um módulo adicional relacionado 
à patologia, Structured Reporting Supplement, incorpora a medicina 
laboratorial e os conceitos específicos da patologia, como números de 
acesso, faixas de referência e códigos internacionais da nomenclatura 
sistematizada da medicina (SNOMED) (http://www.snomed.at/) no 
repertório DICOM. Ele destina-se a complementar o padrão de luz 
visível, o qual codifica informações como especificações do dispositivo 
de captura, magnificação, descrições macro e microscópicas e informa- 
ções diagnósticas. Esses dois suplementos destinam-se a atuar juntos 
para fornecer um formato de dados completamente interoperáveis da 
troca contínua de informações entre sistemas de informação laborato- 
rial díspares. 

Um padrão de convergência da informática provê uma via para a 
verdadeira interoperabilidade do prontuário médico eletrônico do 
paciente. Por exemplo, o HL7, o DICOM e o LOINC são padrões 


MSH/|A~\&|LIS|HC 1|OCF|OCF|20040906000031\|ORU4RO1/13|P|2.2| 
PID |||12345678944AHC1|| PATIENT ANEW || 19561016|M/4\jI!|!/||000001269264249444HC 1|195529345| 
PV1 |IP|4G1G0422-06]||519004PHY SICIANAFIRSTMAMAMPACCOMM|15160ADOCTORASECONDAM 


Transação 


AMA MPACCOMMI!|IIIIIEP|1111[111111111[[11111/200409040000]] 
ORCIRE)|P286688)|||||||5 1900 AGOODADOMAMAMPACCOMMI||IN 

OBR |1|/12579528/GAS APAArterial Blood Gas(ICU) AGASAP!|/200409052355]|||||/200409052356/M 
[51900ADOCTORAORDERAMAMMPACCOMM!||X140041||PIIF||/AMMAR|A-A=A[512579528I|||| 


OBX|1INM|PHAPApH- Arterial APHAP!|1[7.39]/7.35-7.45]|/F|[200409052359/NICULANEW ICU LAB || 


OBX|6|NMIFIO2PFraction of Inspired 024FIO2P|1/100/%!|||F||/200409052357INICULANEW ICU LAB | 


Figura 11.6 Transação de resultado HL7 de uma solicitação de gasometria arterial. Observe que a mensagem é dividida em segmentos: Message Header (MSH); Patient 
Identification (PID); Patient Visit (PV1); Common Order (ORC); Order (OBR); e Result (OBX). A gasometria apresenta seis resultados. Cada um é incluído num OBX separado, 


embora somente o primeiro e o sexto sejam apresentados aqui. 


E 


O campo Observation ID (OBX3) 
contém o código do exame e o 
nome da base de dados LOINC 


(LN). Ele também contém um 
identificador alternativo do código 
do exame utilizado pelo SIL. 





Faixa de 
referência | 





OBX | 1 | NM |10839-94TROPONINALN | 4 | ng/ml | 0-0.4 | H | 20050110 


inter-relacionados para dados da saúde. Similarmente, para dados 
pesquisáveis, o XML (extensible markup language) apresenta uma 
grande promessa de se tornar o padrão, através do qual informa- 
ções textuais são codificadas num formato que pode ser pesquisado 
(Dolin, 1998; Sokolowski, 1999). O XML descreve os dados que o 
HTML mostra. Com a criação do prontuário médico eletrônico 
unificado, podemos atingir a capacidade de troca mundial de todas 
as categorias de informações médicas. O aplicativo que poderá 


permitir essa troca, o SNOMED-RT, um produto do College of 


American Pathologists, visa ser um dicionário multilínguas que 
abrange a terminologia médica. Como o vocabulário do SNOMED 
está sendo traduzido para muitos idiomas, talvez ele acabe sendo 
utilizado com os padrões acima para converter registros médicos 


/ \ 


| Valor do resultado | | Unidades | 


Indicador 
anormal 





Figura 11.7 Como o LOINC é utilizado em uma mensagem de resultado HL7. 
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C PONTOS-CHAVE 
e Os custos podem ser descritos de diferentes 

maneiras, dependendo de estarem diretamente 
relacionados às operações laboratoriais (diretas/indiretas), mudarem 
proporcionalmente com o volume de testes (variável/fixo), serem 
referentes aos funcionários (salariais/não salariais) ou estarem 
relacionados à vida útil de suprimentos ou equipamentos (operante/ 
capital). O custo por resultado comunicável é um indicador 
fundamental. 





e Nos Estados Unidos, o reembolso por serviços laboratoriais é 
concedido principalmente por pagadores terceirizados, como o 
Medicare (governo) e companhias prestadoras de assistência (não 
governamentais/seguradoras particulares), sendo que os pagamentos 
quase sempre são inferiores às despesas. 


e Os custos dos testes laboratoriais de pacientes internos 
geralmente não são reembolsados, pois considera-se que fazem 
parte da taxa de diária (i. e., taxa de reembolso de diária hospitalar) 
ou da taxa cobrada por grupo diagnóstico (DRG, diagnostic-group 
related; i. e., uma taxa catabelecida para a estadia hospitalar 
completa, independentemente de sua duração). Assim, o teste 
laboratorial para pacientes internos é considerado um “centro de 
custos”. Ao contrário, as taxas cobradas pelos testes laboratoriais 
de pacientes externos (ambulatoriais) são reembolsadas à parte, de 
modo que tais testes são considerados “centros de receita”. 


e Para fins de reembolso, os códigos CPT (Current Procedure 
Terminology) descrevem testes, enquanto os códigos do ICD-9 
(International Classification of Disease — 9" revision) descrevem 
diagnósticos clínicos. As exigências das necessidades médicas 
e a restringir o reembolso somente aos testes associados a 
diagnósticos pré-definidos específicos. 

e A realização da estimativa orçamentária é o processo de 
planejamento, previsão, controle e monitoramento dos recursos 
financeiros de uma organização. 


e Uma variedade de ferramentas financeiras é empregada na 
avaliação de um projeto orçamentário, como a aquisição de um 
analisador químico, por exemplo. Essas ferramentas estimam quanto 
tempo será necessário para recuperar o capital investido (payback), 
qual será o rendimento (em dólares correntes) proporcionado pelo 
investimento (valor atual líquido) e sua taxa de retorno (taxa interna 
de retorno). 


e Os equipamentos do laboratório podem ser adquiridos de diversas 
maneiras, incluindo compra e arrendamento. Cada caso apresenta 
vantagens e desvantagens. 


Toda organização, independentemente dos produtos ou serviços que 
fornece, deve preocupar-se com a administração, fiscalização e conta- 
bilidade de seus recursos financeiros. Para manter-se como entidade 
viável, uma organização não pode somente reaver os custos operacio- 
nais, mas deve também apresentar uma receita líquida positiva que lhe 
permita fazer novos investimentos em si mesma, a fim de permanecer 
competitiva. O laboratório não constitui exceção. Para obter sucesso 
na administração financeira de um laboratório, o diretor/gerente deve 
ser capaz de identificar e classificar os custos, compreender as relações 
existentes entre receita e reembolso, estar familiarizado com o pro- 
cesso de elaboração de orçamentos e utilizar indicadores financeiros 
e informações para tomar decisões de repercussão. A credibilidade de 
administradores e colegas demanda que o diretor/gerente deve estar 
confortável e confiante ao explicar questões financeiras ou justificar a 
necessidade de recursos extras. 


Visão geral da indústria 


A maioria das indústrias nos Estados Unidos está submetida à com- 
petição de mercado livre tradicional. Entretanto, este princípio não 
se aplica à assistência à saúde, uma vez que, entre os inúmeros usu- 
ários, são poucos os que pagam diretamente por esse tipo de serviço. 
A maioria possui benefício de algum seguro-saúde e isto, combina- 
do ao crescente número de indivíduos sem nenhum tipo de cobertu- 
ra ou precariamente assegurados, tem conduzido a um sistema que 
presta serviços mesmo sem remuneração adequada. A maioria dos 
direitos médicos é paga por um “terceiro”, como o governo (Medicare, 
Medicaid) ou uma companhia seguradora particular. Assim, há sem- 
pre mais alguém, além do paciente, pagando o médico (Snyder, 1998). 

A indústria da assistência à saúde é uma das maiores indústrias dos 
Estados Unidos, e continua sendo um setor em expansão do produto 
interno bruto (PIB), passando de 5,1% (27 bilhões de dólares) em 1960 
para 14,9% (1,5 trilhões de dólares) em 2002 (CMS, 2004). Os hospi- 
tais continuam sendo a força motriz por trás do aumento dos custos da 
assistência à saúde. A maioria dos hospitais americanos são entidades 
sem fins lucrativos, isentas da cobrança de impostos. Embora a classifi- 
cação sem fins lucrativos implique a inexistência de lucros, na verda- 
de significa que os rendimentos da instituição não são divididos entre 
seus donos ou acionistas; em vez disso, todo o saldo positivo é rein- 
vestido na própria organização. Historicamente, o status de “sem fins 
lucrativos” faz com que os administradores do hospital sejam menos 
conscientes em relação aos lucros, comparados aos colegas administra- 
dores de outros negócios. Contudo, os hospitais atuais têm atravessado 


um momento difícil apenas cobrindo os custos operacionais, devido 
ao encolhimento dos reembolsos e aos custos cada vez maiores dos 
suprimentos e da mão de obra. Contando com poucos recursos para 
reinvestir capital em equipamentos, construção de prédios, instalações 
e tecnologia, os hospitais têm procurado agressivamente novos meios 
de gerar lucros para investimentos futuros. 


Definição e identificação de despesas 


Uma despesa (custo) é o dinheiro empregado na aquisição de 
suprimentos, mão de obra e despesas gerais requeridas por um dado 
produto ou serviço. É importante conhecer os custos para estabele- 
cer adequadamente os preços dos testes e demais serviços prestados, 
determinar quando e como oferecer novos testes e optar pela expan- 
são do negócio ou a assinatura de contrato assistencial. As despesas 
podem ser classificadas de diversos modos (ver Tab. 12.1). 

Despesas diretas são as que podem ser facilmente projetadas de 
forma direta para um produto final. No cenário laboratorial, o pro- 
duto final corresponde a um teste passível de cobrança. São consi- 
derados os reagentes, material de consumo e horas de trabalho do 
tecnólogo. Por outro lado, as despesas indiretas não estão relacionadas 
a um teste cobrado, mas são necessárias para a sua execução. Muitas 
vezes, as despesas indiretas são referidas como despesas gerais. Alguns 
exemplos são o teste de proficiência e as despesas com serviços de uti- 
lidade pública. 

Despesas variáveis são aquelas que mudam proporcionalmente com 
o volume de testes. À medida que o volume de testes aumenta, as des- 
pesas com reagentes também sobem. Se um dado reagente representa 
um custo de 1 dólar por teste realizado, quando 1.000 testes forem 
realizados, o custo com o mesmo reagente será de 1.000 dólares; quan- 
do 20.000 testes forem realizados, os gastos com esse reagente subirão 
para 20.000 dólares. As despesas fixas são aquelas que, ao contrário, não 
sofrem alterações de acordo com o volume de testes realizados. Assim, 
se um dado laboratório paga 5.000 dólares pelo aluguel do estabeleci- 
mento, esta despesa permanecerá a mesma se forem realizados 1.000 
ou 20.000 testes em um mês (Fig. 12.1). Como as despesas fixas não 
variam com a atividade, a meta é alcançar a máxima produtividade 


Tabela 12.1 Classificação de despesas 


Direta Indireta Variável 


Reagentes 

Teste de proficiência 
Serviço de análise 
Analisador 

Equipe de testes 
Equipe administrativa 
Aluguel 


a partir das despesas fixas visando a obtenção de economias de esca- 
la. Quanto maior for a produção, menor será a despesa fixa por ativi- 
dade. No cenário anterior, se um dado laboratório tivesse produzido 
1.000 testes a um custo de 5 dólares o teste, ao produzir 20.000 testes, 
o custo por teste cairia para 0,25 centavos de dólar. Observe que até 
mesmo algumas despesas fixas possuem um componente variável. Por 
exemplo, se um instrumento tem capacidade para realizar 20.000 tes- 
tes por mês e a demanda ultrapassar esse limite, será necessário adqui- 
rir outro instrumento e, assim, as despesas fixas por teste aumentarão. 
As despesas fixas que mudam com incrementos de volume são deno- 
minadas despesas escalonadas. 

As despesas salariais devem ser consideradas de modo diferente das 
despesas não salariais. As despesas salariais estão associadas a benefícios 
extras. Os gastos com salários representam cerca de 50 a 70% do orça- 
mento do laboratório. Esses gastos geralmente são fixos e, portanto, é 
importante esforçar-se para obter economias de escala. Os proventos 
de um funcionário que recebe por hora ou que é assalariado não corres- 
pondem totalmente às despesas trabalhistas. Benefícios extras, como 
seguro social, seguro-saúde, reembolso de matrícula, planos de pensão 
e seguro de vida, podem representar uma despesa adicional de 16 a 28% 
acima da base salarial (Travers, 1997). Além disso, o custo trabalhista 
total não se limita apenas ao salário e aos benefícios extras. Existem des- 
pesas associadas à contratação, entrevista e processo seletivo. Uma vez 
contratado o funcionário, incorrem gastos com orientação, treinamento 
e crescimento/desenvolvimento contínuo. 

Despesas operacionais são gastos que decorrem da fabricação de um 
produto ou prestação de um serviço. Muitos itens são produzidos ou 
utilizados uma única vez e, em seguida, perdem seu valor. Exemplos 
de despesas operacionais com itens de utilização única são gastos com 
reagentes, eletricidade, pipetas descartáveis e despesas salariais com a 
realização de um determinado teste. Outros itens, como equipamento 
analítico, computadores e planta física do laboratório, possuem uma 
vida útil maior que apenas um único ciclo de produção, sendo consi- 
derados capitais. Para que um item seja classificado como capital, deve 
obedecer a três critérios: duração, preço e utilidade. Para atender ao 
critério da duração, o item precisa ter uma vida útil maior que 1 ano. 
Com relação ao quesito preço, a instituição deve designar uma quantia 
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Despesas fixas versus variáveis 
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Figura 12.1 Despesas fixas versus variáveis. Despesas fixas, como aluguel, permanecem constantes. Despesas variáveis, como reagentes, são proporcionais ao volume de testes. 
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excedida, qualifica um item como capital. Por fim, quanto à utilida- 
de da aquisição, um item considerado capital deve ser adquirido para 
substituir um equipamento não operacional, utilizando modelos mais 
seguros e eficientes, e para implantar novo equipamento de suporte a 
novos produtos ou serviços. O equipamento capital perde seu valor 
com o passar do tempo. À perda de valor anual de um item capital é 
chamada de depreciação e constitui um gasto anual, isto é, uma des- 
pesa com capital que é deduzida da receita da empresa. A depreciação 
não representa uma despesa em caixa, ou seja, não se “paga por ela” 
a cada ano, mas não deixa de ser uma despesa real, visto que repre- 
senta o “desgaste” de um ativo que foi adquirido com dinheiro e que 
eventualmente precisará ser substituído. Um analisador que ainda não 
foi totalmente depreciado, tem “valor contábil”. Note que as despesas 
operacionais e as despesas com capital são orçadas separadamente (ver 
a seguir). 

As despesas geradas pela realização de um teste podem ser deriva- 
das de diversas formas. O microcusteio estabelece quais serão os gastos 
totais com mão de obra direta e suprimentos necessários à realização 
do teste, sendo o ponto de partida para determinar a despesa total e o 
preço final a ser cobrado por teste realizado. A maioria dos testes do 
laboratório clínico é realizada em lotes ou “corridas” contínuas de mui- 
tas amostras em um ou mais turnos. Uma corrida pode ser composta 
por um grupo de testes realizados uma ou várias vezes a cada turno ou 
no decorrer de um período de 24 horas. Em uma corrida, estão inclu- 
sos todas as despesas com controle de qualidade e calibração neces- 
sárias à produção dos resultados de pacientes. Ao realizar o micro- 
custeio de um teste, é importante considerar o modo como esse teste 
é conduzido, visto que as despesas com mão de obra e suprimentos 
variam de acordo com o fluxo de trabalho e a política do laborató- 
rio referente ao controle de qualidade e repetição de testes. A despesa 
por resultado comunicável (DRC) distribui as despesas diretas totais de 
uma corrida aos resultados de paciente “comunicáveis” gerados por 
essa mesma corrida. O teste de eficiência é definido pela proporção 
número total de resultados de paciente comunicáveis/número total de 
resultados do teste. Assim, quanto mais repetições forem realizadas e 
mais controles forem adicionados, menor é a eficiência e maior é a 
DRC. À medida que a eficiência do teste aumenta, a DRC diminui. A 
despesa de incrementação representa o gasto gerado pela produção de 
um teste adicional que, tipicamente, não requer pagamento de salário 
nem capital extra. Por exemplo, a despesa de incrementação da reali- 
zação de um teste bioquímico usualmente refere-se ao gasto com rea- 
gentes utilizados no teste adicional, considerando que não há despesas 
geradas pela coleta da amostra. Outros gastos associados, como horas 
de trabalho do tecnólogo, equipamento, controle de qualidade etc., 
constituem despesas fixas que incorrem independentemente do teste 
adicional. A despesa de incrementação costuma ser o menor gasto 
possível que se tem com a produção de um resultado, sendo melhor 
empregada como parâmetro para avaliar o modo como se torna one- 
roso adicionar pequenos incrementos ao volume de testes. À medi- 
da que esse volume aumenta, o laboratório passa a necessitar de mais 
funcionários e equipamentos, de modo que estas despesas têm que ser 
incluídas na análise de custeio de incrementação. O custeio de incre- 
mentação é especialmente útil quando se tenta determinar se a expan- 
são do trabalho é ou não rentável. A despesa total acumulada gerada 
pela realização de um teste inclui todas as despesas diretas e indiretas. 
A alocação de despesas indiretas usualmente é feita com auxílio de 
uma fórmula, e objetiva aplicar tais despesas com base na correlação 
mais forte existente entre a despesa indireta e aquilo que está sendo 
aplicado. Por exemplo, os serviços de utilidade pública poderiam se 
basear na metragem quadrada departamental, enquanto as despesas 
de recursos humanos poderiam se basear no número de funcionários 
do departamento. Decisões do tipo produzir vs. comprar devem ser 
consideradas quando a despesa total acumulada de um teste for maior 
que o preço oferecido por um comerciante ou laboratório de referên- 
cia. Se for mais caro realizar um teste do que encomendá-lo a outro 
fornecedor, deve ser considerada a possibilidade de terceirizar esse 
teste. Ao analisar as decisões do tipo produzir vs. comprar, o custo é o 
único fator a ser considerado. O tempo de resposta, a metodologia e a 
confiabilidade de um potencial fornecedor alternativo também devem 
ser considerados. O preço cobrado por um teste tem de ser reajustado 


com base na despesa total acumulada para que gere lucros. À margem 
de contribuição é o equilíbrio remanescente depois que as despesas 
totais acumuladas são deduzidas do preço cobrado por um teste. A 
Tabela 12.2 lista vários modos de determinar o custo de um teste e de 
como estabelecer o preço a ser cobrado para realizá-lo. 

O custo total de propriedade (CTP) para um laboratório representa 
o custo do ciclo de vida dos ativos de seu capital. O CTP se concentra 
na soma de todas as despesas referentes à aquisição e manutenção de 
todos os ativos para um determinado serviço ou produto, em opo- 
sição ao capital inicial ou às despesas operacionais. No laboratório, 
o CTP inclui a aquisição, estabelecimento (construção, treinamento), 
suporte (pedidos de suprimentos, providenciar devoluções de pedi- 
dos), manutenção contínua (tempo ocioso programado ou não), 
atendimento e gastos operacionais (reagentes, controles, repetição de 
testes, controle de inventário, testes de proficiência, testes de pessoal, 
pessoal de supervisão) de uma bancada específica, bem como os tes- 
tes de instrumentação associados. Trata-se de uma ferramenta útil na 
determinação de decisões do tipo produzir vs. adquirir, mas estabele- 
cer um CTP preciso pode ser muito difícil. 


Receita 


A receita é o preço total dos serviços prestados ou dos produtos vendi- 
dos. É o dinheiro que um negócio deve receber pelos serviços e produ- 
tos que fornece. Na assistência à saúde, a receita não deve ser confundi- 
da com reembolso nem dinheiro arrecadado. A receita bruta advinda de 
pacientes representa os encargos totais diante das taxas determinadas pelo 


Tabela 12.2 Análise de custos dos testes” 


Teste: antígeno específico da próstata 

A. Microcusteio: corrida de um teste comunicável no instrumento 

Mão de obra direta 

Determinar o tempo total de “prática” (em minutos) necessário para executar 
uma “corrida” de teste de paciente. Considerar que a mão de obra custa 20 
dólares/hora 


Minutos Despesa 

Preparo da amostra 5 

Preparo de reagentes 10 

Preparo do instrumento 10 

Estabelecer os parâmetros no computador 5 

e/ou na planilha de trabalho 

Registro do resultado/CQ/manutenção 10 

Limpeza 10 

Total da mao de obra direta 50 $16,67 


Suprimentos diretos 

Listar todos os itens de material de consumo necessários à realização do teste. 
Observe que são necessários 4 testes (1 amostra e 3 controles) para produzir um 
único resultado de paciente comunicável. Os gastos com calibração devem ser 
adicionados, caso sejam necessários, a cada corrida 


Custo Unidades Despesa 

unitário 
Reagente ($ 700 o kit/100 testes) $7 4 $28,00 
Pipetas descartáveis ($ 10/100 pipetas) $0,10 4 $0,40 
Frascos de reagente descartáveis $0,05 4 $0,20 
($ 10/200 frascos) 
Material de controle baixo, intermediário $1 3 $3,00 
e alto (0,05 ml/teste a $ 20/ml) 
Total de suprimentos diretos $31,60 
Total de despesas diretas $48,27 
Custo por resultado comunicável (custo $48,27/1 $4827 
direto total/resultados comunicaveis) 
Eficiéncia do teste (resultados 1 resultado/ 25% 
comunicaveis de paciente/testes) 4 testes 

(continua) 


Tabela 12.2 Análise de custos dos testes” (continuação) 


Teste: antígeno específico da próstata 

B. Microcusteio: corrida de 15 testes comunicáveis no instrumento 

Mão de obra direta 

Para correr um grupo de testes nos analisadores automáticos, usar as despesas 

diretas de mão de obra do microcusteio. Para o teste manual do grupo, os custos 

de mão de obra devem ser aplicados a cada grupo; estudos de tempo de mão de 

obra adicionais podem ser necessários para produzir resultados corretos 
Minutos Despesas 


Total da mão de obra direta por grupo 50 $16,67 


(a mesma do microcusteio, neste exemplo) 


Suprimentos diretos 

Observação: 18 testes (15 amostras e 3 controles) são necessários para produzir 
15 resultados comunicáveis. As despesas fixas (controles) estão distribuídas por 
mais de uma amostra, ao contrário do primeiro exemplo 


Custo Unidades Despesa 
unitário 
Reagente ($ 700 o kit/100 testes) $7 18 $126,00 
Pipetas descartaveis ($ 10/100 pipetas) $0,10 18 $1,80 
Frascos de reagente descartáveis $0,05 18 $0,90 
($ 10/200 frascos) 
Material de controle baixo, intermediário $1 3 $3,00 
e alto (0,05 mi/teste a $ 20/ml) 
Total de suprimentos diretos $131,70 
Total de despesas diretas $148,37 
Custo por resultado comunicável (custo $148,37/15 $9,89 
direto total/resultados comunicáveis) 
Eficiência do teste (resultados de 15 resultados/ 83% 


paciente comunicaveis/testes) 18 testes 


C. Despesas de incrementação: custo de mais um teste 


Unidades Despesa 

Reagente ($ 700 o kit/100 testes) 1 $7 

Pipetas descartaveis ($ 10/100 pipetas) 1 $0,10 

Frascos de reagente descartáveis 1 $0,05 

($ 10/200 frascos) 

Total $7,15 
Custo Unidades Despesa 
unitário 


D. Despesa total acumulada 


Despesa direta (custo por resultado comunicável para uma corrida $9,89 
de tamanho padrão) obtida do exemplo B 

Despesa indireta (estimada por um hospital padrão como sendo $24,73 
de 2,5 despesas diretas) 

Despesa total acumulada $34.62 


E. Margem de contribuição 
Exemplo de cobrança de testes laboratoriais a preços com 20% de remarcação 


Despesa total acumulada + remarcação $34,62 x 1,2 $41,54 
de 20% (preço do teste tabelado) 

Despesa total acumulada obtida do exemplo D (934,62) 
Margem de contribuição $6,92 


* Esta análise destina-se apenas a fins ilustrativos. 


estabelecimento (preço tabelado) para prestação de assistência a pacien- 
tes internos e externos, antes das deduções na receita. A receita liquida 
advinda de pacientes é a receita bruta advinda de pacientes internos e 
externos subtraída de todas as devidas deduções. As deduções da receita 
incluem ajustes contratuais, providências para débitos indevidos, carida- 
de e outros ajustes e subsídios que reduzem a receita bruta de pacientes. 
Os ajustes contratuais representam a diferença entre o faturamento total 
a taxas estabelecidas e os valores recebidos ou a receber de pagadores 


terceirizados, de acordo com contratos formais. Por exemplo, se o preço 
tabelado de um teste é 10 dólares, porém a companhia de seguros com- 
promete-se a pagar apenas 6 dólares, o ajuste contratual é de 4 dólares 
(Harmening, 2003). Se todas as deduções e acordos contratuais estiverem 
corretos, a receita líquida de pacientes deve ser igual ao dinheiro arreca- 
dado (no exemplo citado, 6 dólares). 

Na assistência à saúde, é importante distinguir entre assistência ao 
paciente interno e assistência ao paciente externo, pois o reembolso é 
realizado de modo diferente em cada caso. As taxas cobradas pelos tes- 
tes laboratoriais de pacientes internos usualmente não são reembolsa- 
das separadamente; considera-se que essas taxas estão incluídas na taxa 
de diária (1. e., taxa de reembolso de diária hospitalar) ou na DRG (1. e., 
uma taxa estabelecida para a estadia hospitalar completa, independente- 
mente de sua duração). Assim, o teste laboratorial para pacientes inter- 
nos é considerado um “centro de custos”. Paga-se ao hospital a mesma 
taxa, independentemente do número de testes fornecidos. Ao contrá- 
rio, os testes laboratoriais de pacientes externos constituem centros 
de receita, pois cada teste é reembolsado separadamente, usualmente 
por um pagador terceirizado (Tab. 12.3). Dessa forma, observa-se uma 
falta de incentivo à realização de testes de pacientes internos, ao mesmo 
tempo em que os testes para pacientes externos são estimulados. 


Pagadores e reembolso 


Antigamente, na América do Norte, os hospitais serviam a um pro- 
pósito diferente do atual. O médico costumava ir até a casa do paciente 
para prestar-lhe assistência e os cuidados eram prestados por familia- 
res do paciente, parteiras e serviçais. Os hospitais antigos eram criados 
para abrigar adultos idosos, moribundos, órfãos, doentes mentais e 
mendigos, e também para proteger os cidadãos da comunidade contra 
doenças contagiosas e insanos perigosos. Muitos dos atuais hospitais 
de condados, municípios ou de ordem religiosa eram, no passado, uma 
combinação de asilo e hospitais de isolamento (Sultz, 2004). 

A transformação dos hospitais, de instituições de caridade a com- 
plexas organizações técnicas, deu-se em decorrência da aprovação 
do Hill-Burton Hospital Construction Act de 1946 e do crescimento 
do seguro hospitalar privado. O ato possibilitou que os estados pas- 
sassem a receber verba do governo federal para planejar e construir 
novas instalações. A primeira política de seguro-saúde privada foi 
criada por um grupo de professores e o Baylor Hospital, na cidade 
de Dallas, estado do Texas, com o objetivo de proporcionar a cober- 
tura de certas despesas hospitalares. O acordo criou o modelo para 
desenvolvimento daquilo que se tornou o Blue Cross Insurance. O 
desenvolvimento do seguro-saúde para promoção do reembolso da 
assistência médica de rotina teve implicações gigantescas. O conceito 
original de qualquer seguro consiste em assegurar proteção contra o 
baixo risco de uma ocorrência rara, como morte prematura ou aci- 
dentes. Os seguros-saúde dos dias de hoje proporcionam a cobertu- 
ra de serviços de rotina previsíveis, bem como de doenças e lesões 
imprevistas (Sultz, 2004). 


Seguro privado 


O seguro-saúde particular recai em duas categorias principais: inde- 
nizações e assistência. Os planos de indenização, também conhecidos 
como taxa por serviço, são planos de seguro tradicionais que dão ao 
paciente absoluta liberdade para escolher médicos e instalações de aten- 
dimento. As companhias de seguro exigem que os pacientes paguem 
uma franquia anual, usualmente de 300 a 500 dólares por pessoa. Após 
o pagamento dessa franquia, a seguradora paga uma taxa de cosseguro 
de uma taxa usual e costumeira (UCC, Usual and Customary Charge). A 
UCC é estabelecida pelo pagador e pode ser inferior ao valor cobrado, 
sendo que, nesse caso, cabe ao paciente pagar a diferença. Geralmente, 
o cosseguro representa 70/30% ou 80/20%; a seguradora paga o maior 
percentual e o segurado, o menor. Até a década de 1980, os planos 
de indenização eram o ponto de apoio do mundo do seguro-saúde. 
Atualmente, a prestação de assistência assumiu esse papel. Alguns 
empregadores ainda oferecem planos de indenização, apesar do paga- 
mento de elevados prêmios, para proporcionar a seus funcionários a 
liberdade de escolher os serviços médicos. 

Como alternativa ao seguro de indenização de saúde, a prestação 
de assistência foi introduzida em 1973, com a aprovação do Health 
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Tabela 12.3 Comparação de reembolso para PSA* por tipo de pagador 


Preço tabelado (US$) Termos de reembolso Quantia paga (US$) Subsídios contratuais (US$) 

Paciente interno 

Assistência (HMO) 41,54 Não há reembolso separado para testes laboratoriais, N/A 
uma vez que estão inclusos na contratação da taxa de diária 

Medicare 41,54 Não há reembolso separado para testes laboratoriais, 0 N/A 
uma vez que estão inclusos na taxa do DRG 

Paciente externo 

Indenização de 41,54 A taxa usual e costumeira (UCC) é de US$ 38,00; 30,40 11,14 

seguro o seguro paga 80% da UCC 

Assistência (PPO) 41,54 O contrato paga 110% do valor de tabela do Medicare 28,27 13,27 
($25,70 para PSA) 

Assistência (HMO) 41,54 Não há reembolso separado para testes laboratoriais, devido ao N/A N/A 


contrato de capitação; o laboratório recebe pagamento por mês 


independentemente do uso 


Medicare 41,54 Tabela de preços do Medicare 


25,70 15,84 


* Os valores de reembolso são meramente ilustrativos e não correspondem aos valores reembolsados pelo Medicare. 


Maintenance Organization Act. Essa lei incentivou e instituiu o desen- 
volvimento das organizações de manutenção da saúde (HMOs, Health 
Maintenance Organizations), como estratégia para conter as crescen- 
tes despesas com assistência à saúde. Os HMOs utilizaram aspectos da 
prestação de assistência que acoplavam o reembolso da assistência à 
saúde à prestação de serviços, e proporcionavam aos pagadores um sig- 
nificativo controle econômico sobre como, onde e quais serviços eram 
prestados. As características comumente observadas na prestação de 
assistência são: seleção de médicos e hospitais específicos para atender 
aos membros, necessidade de referências do supervisor de caso para a 
prestação dos serviços das especialidades ou de internação, e comparti- 
lhamento do risco financeiro por meio do estabelecimento de acordos 
de capitação e taxas de diária (Sultz, 2004). 

Os acordos de capitação custeiam o serviço do prestador (p. ex., 
médicos) mediante o pagamento de uma quantia fixa em dólares por 
membro por mês (PMPM). Por esse pagamento, o prestador concorda 
em cobrir totalmente o plano de assistência aos membros. Por exem- 
plo, se o laboratório assina um acordo de capitação aceitando o paga- 
mento de 1,50 dólares PMPM para atender às necessidades de teste 
de pacientes externos de 2.000 membros de HMO, este laboratório 
irá receber 3.000 dólares por mês ou 36.000 dólares ao ano. Se o custo 
da realização dos testes ultrapassar 36.000 dólares/ano, este laborató- 
rio terá prejuízo financeiro. À contrário, se os gastos para realizar os 
testes forem inferiores aos 36.000 dólares anuais, o laboratório terá 
lucros. Em um acordo de capitação para testes, o laboratório assume o 
risco de gastar mais do que tem a receber. Para administrar esse risco, 
é essencial garantir o acesso à utilização dos testes pelos membros do 
plano e avaliar corretamente as despesas laboratoriais. 

As taxas cobradas per diem ou diárias são negociadas com os hospi- 
tais, visando a proporcionar toda a assistência e serviços necessários 
aos membros supervisionados que requeiram cuidados de internação. 
O reembolso de qualquer teste laboratorial durante a internação está 
incluído na taxa de diária. Como ocorre na capitação, se os custos da 
prestação dos serviços de internação ultrapassarem o valor coberto 
pelas diárias, o hospital arca com o risco financeiro. 

Em alguns casos, os serviços prestados são negociados separada- 
mente, ou seja, não são incluídos como parte da capitação nem na 
taxa de diária. Esta prática é chamada de “carve out” (serviços não 
inclusos). Testes herméticos e caros (análise cromossômica, certos 
tipos de teste molecular) devem ser considerados como serviços não 
inclusos nos acordos de capitação de testes para pacientes externos. 
Para tais serviços é mais apropriado definir um preço específico. Além 
disso, ao excluir esses testes da capitação, evita-se enormes prejuízos 
em decorrência de uma alta demanda por serviços caros. 


Contribuintes do governo 


Medicare é o seguro-saúde federal para indivíduos com idade a partir 
de 65 anos, indivíduos permanentemente incapacitados e indivíduos 


que apresentam doença renal em estágio terminal, desde que cumpram 
um período de espera estabelecido. O Medicare foi fundado em 1965, 
pelo Título XVIII do Social Security Act. É administrado pelos Centers 
for Medicare and Medicaid Services (CMS), uma divisão do Ministério 
de Saúde e Serviços Humanos dos Estados Unidos (HHS). A cobertura 
é fornecida conforme suas Partes A, Be C, e as solicitações são proces- 
sadas pelos contratantes aprovados pelos CMS. Tais contratantes cos- 
tumam ser seguradoras particulares que atuam como intermediárias 
fiscais (em geral, processando solicitações referentes à Parte A) e por- 
tadoras (em geral, processando solicitações referentes à Parte B). Para 
qualificar-se para o recebimento de reembolso Medicare/Medicaid, o 
laboratório deve possuir uma certificação (Washington G-2, 2004) do 
CLIA (Clinical Laboratory Improvements Amendments de 1988). 

A Parte A do Medicare cobre a hospitalização de pacientes internos, 
cuidados paliativos, assistência de enfermaria especializada e assistên- 
cia à saúde domiciliar. A cobertura é automática para aqueles que são 
elegíveis. Anteriormente ao Tax Equity and Fiscal Responsability Act 
(TEFRA) de 1982, a hospitalização de pacientes internos era reem- 
bolsada segundo um sistema de custos retrospectivo. Este sistema 
ressarcia os hospitais por todos os gastos incorridos durante a esta- 
dia do paciente. Depois da aprovação do TEFRA, o sistema passou 
a ser um sistema de pagamento prospectivo (SPP), o qual efetua o 
reembolso do hospital com base no pagamento dos serviços prestados 
ao paciente para diagnósticos semelhantes. Com este sistema de paga- 
mento por grupo de diagnósticos relacionados (DRG), os hospitais 
são reembolsados pelo mesmo DRG, independentemente de quan- 
tas unidades de serviços sejam prestadas. Assim, os hospitais podem 
lucrar ou ter prejuízo por cada internação, conforme as despesas 
sejam inferiores ou superiores ao pagamento por DRG. O objetivo do 
TEFRA, ao estabelecer o reembolso por DRG, era forçar os hospitais 
a conter os custos, reduzindo o tempo de internação (TDI, tempo de 
internação) e eliminando serviços desnecessários e/ou utilizados em 
excesso (Washington G-2, 2004). 

A Parte B do Medicare cobre os testes laboratoriais de pacientes exter- 
nos, serviços de médicos profissionais, bem como outros serviços e dis- 
positivos de atendimento médico. Essa cobertura não é automática. Os 
beneficiários elegíveis devem se inscrever para ter direito à cobertura da 
Parte B e pagar prêmios. Os beneficiários devem pagar uma franquia 
anual e mais 20% de copagamento por todos os serviços cobertos pela 
Parte B, exceto pelos testes laboratoriais que já são integralmente cober- 
tos mediante a observância das exigências (ver a seguir). 

A tabela de taxas da Parte B é importante para o reembolso, uma vez 
que representa um valor basal utilizado por pagadores não governa- 
mentais para estabelecer suas próprias taxas. Por exemplo, uma agên- 
cia seguradora privada pode estabelecer que sua tabela de taxas seja 
equivalente a 110% da tabela de taxas da Parte B. 

A Parte C do Medicare é uma alternativa ao programa tradicional 
de taxa por serviços da Parte B. Destina-se a reduzir os “custos de 


prejuízo” do paciente, por meio do fornecimento de serviços pelas 
HMOs, entre outros modelos de serviços. A Parte C do Medicare é 
conhecida como Medicare+Choice e não se encontra disponível em 
todos os estados (Washington G-2, 2004). 

Medicaid é um programa do governo federal americano que oferece 
cobertura de assistência à saúde para famílias selecionadas que possuem 
baixa renda. Foi aprovado em 1965, como programa patrocinado pelo 
governo federal/estadual destinado a pagar as despesas médicas de 
famílias que dispunham de poucos recursos financeiros. Os indivíduos 
elegíveis incluem idosos, deficientes e aqueles que possuem crianças 
dependentes. Embora o Medicaid seja um programa federal, encon- 
tra-se sob a jurisdição individual de cada estado. Isto significa que cada 
estado determina quem é elegível, a gama de serviços oferecidos e como 
será realizado o reembolso. Um conceito errado comum é considerar 
que o Medicaid cobre as despesas de assistência à saúde de todos os 
indivíduos com baixa renda. O Medicaid não paga a assistência médica 
a todos os indivíduos dessa classe e, para receber essa assistência, o inte- 
ressado deve atender aos critérios de elegibilidade. 


Sistemas de codificação de reembolso 


Para ser paga, a solicitação médica deve descrever a condição clínica 
do paciente (ou diagnóstico) e listar os serviços (ou testes) que lhe 
foram prestados. Esta informação é transmitida por meio de um siste- 
ma de codificação padronizado, reconhecido por todos os pagadores, 
tanto do governo, como particulares: os códigos do Healthcare Finance 
Administration Common Procedural Coding System (HCPCS) des- 
crevem o teste ou serviço; e os códigos da International Classification 
of Disease — 9“ revision with Clinical Modifications (ICD-9-CM) des- 
crevem a condição ou o diagnóstico do paciente. Estes padrões per- 
mitem que os dados sejam corretamente transmitidos entre médicos, 
pacientes e pagadores terceirizados. 

O HCPCS foi desenvolvido em 1983 e consiste em dois níveis de 
códigos. O nível I corresponde ao sistema de codificação da Current 
Procedural Terminology (CPT) e é utilizado para identificar prati- 
camente todos os testes laboratoriais clínicos e a maioria dos servi- 
ços médicos. Os códigos CPT são atribuídos pela American Medical 
Association (AMA) e revisados e atualizados anualmente para man- 
ter-se em dia com as alterações ocorridas no campo tecnológico e da 
prática médica. Cada código CPT é composto por cinco dígitos e uma 
descrição do teste ou serviço (CPT, 2003). Por exemplo, o código CPT 
para o teste de antígeno específico da próstata (PSA) é 84153. 

O nível II é representado pelos HCPCS/National Codes (HCPCS) 
atribuídos pelo governo. O CPT não contém todos os códigos neces- 
sários para informar os serviços prestados ou descrever as circuns- 
tâncias especiais que se aplicam ao Medicare. O Healthcare Financing 
Administration (HCFA), predecessor do CMS, desenvolveu este segun- 
do nível de códigos exatamente para preencher essa lacuna. Os códigos 
do HCPCS de Nível II são iniciados por uma única letra (A a V) seguida 
de quatro dígitos. Estes códigos são atualizados anualmente pelo CMS. 
Um exemplo de código de nível II é o antígeno específico da próstata 
utilizado na triagem de câncer, G0103 (CMS, 2004). Observe que o CMS 
trata esse teste de modo diferente da codificação PSA CPT anterior- 
mente descrita, ainda que os testes sejam idênticos para o laboratório. 
Isto permite que o CMS atribua critérios diferentes para reembolso, de 
acordo com o motivo que justificou a solicitação do teste. 

A CID-9 foi originalmente desenvolvida pela Organização Mundial 
da Saúde (OMS), como um sistema de classificação para reportar esta- 
tísticas de mortalidade e morbidade aos médicos ao redor do mundo. A 
CID-9-CM é uma revisão clinicamente modificada da CID-9 da OMS 
realizada nos Estados Unidos. Esta modificação é mantida e atualizada 
pelo National Center for Health Statistics. Tais modificações auxiliam 
prestadores de assistência à saúde a indexar registros de pacientes, recu- 
perar dados de casos para estudos clínicos e submeter solicitações de 
serviços de assistência à saúde (Physician ICD-9-CM, 2001). 


A importância de um código correto acurado 


A correta codificação é importante por três motivos. Em primeiro 
lugar, porque é preciso pagar alguém pelos serviços prestados. Códigos 
insuficientes ou incorretos resultam em reembolsos indevidamente infe- 
riores. O segundo motivo consiste no fato de que não se deve receber um 


reembolso maior que o devido. A codificação por serviços não forneci- 
dos ou a atribuição de um código que assinala reembolso a mais (essa 
prática é conhecida como upcoding) é ilegal e, portanto, constitui fraude. 
Em terceiro lugar, é preciso estar de acordo com as regulamentações de 
Necessidade Médica estabelecidas pelo CMS para pacientes do Medicare. 
Estas políticas definem as circunstâncias em que um teste é considerado 
“necessário do ponto de vista médico” e, assim, reembolsável. Alguns 
testes somente são considerados “necessários do ponto de vista médico”, 
se estiverem associados a diagnósticos específicos. Assim, o reembolso 
depende de o código de diagnóstico ou condição médica (código CID-9) 
sustentar o código do teste (código HCPCS). Por exemplo, como um 
“neoplasma de próstata maligno” sustenta a necessidade médica de reali- 
zar um teste de PSA, então o Medicare certamente deve custear esse teste. 
Ao contrário, a “insuficiência congestiva cardíaca não é considerada 
uma justificativa de necessidade médica para realização de um teste de 
PSA e, consequentemente, esse teste não deve ser reembolsado. Repare 
que o médico (ou outro prestador de assistência) pode solicitar qualquer 
teste para um paciente, mesmo que não haja necessidade médica”, sendo 
que apenas não haverá reembolso. 

A maioria das tabelas de taxas é estabelecida por um contratante da 
Medicare (fiscal intermediário ou portador). Historicamente, cada 
contratante estabelece diretrizes separadas para determinar quais testes 
estão sujeitos aos códigos de necessidade médica. Estas políticas de revi- 
são médica locais (PRML) diferem de um portador a outro, dificultando 
bastante submeter e processar solicitações. Em alguns casos, um código 
de diagnóstico que um portador considera válido para um teste não é 
considerado necessário do ponto de vista médico por outro portador. 
Em uma tentativa de padronizar todas as diretrizes para reembolso uti- 
lizadas pelos portadores para testes laboratoriais de pacientes externos 
específicos, 23 testes receberam a denominação de decisões de cobertura 
nacional (NCD, national converage decisions). Essas diretrizes de neces- 
sidade médica aplicam-se a todos os portadores existentes no país. A 
Tabela 12.4 lista os testes NCD (CMS, 2004). 

A codificação, em qualquer nível, deve ser a mais específica possível. 
A National Correct Coding Initiative (NCCI) destaca práticas de 
codificação correta baseadas nos códigos definidos no manual CPT 
da AMA. A maioria das análises ou testes possui um código CPT espe- 
cífico, como no caso do PSA. Entretanto, há casos em que um novo 
teste não tem seu próprio código. Quando isso ocorre, o teste deve 
ser identificado pelo método utilizado para realizar a análise (como 
82486-Cromatografia, ou 83519-Imunoensaio, RIA). Um código de 
método usualmente é reembolsado a uma taxa inferior que o código 
de CPT específico de um teste. 

Testes que são realizados juntos, isto é, como um painel, devem ser 
codificados corretamente. Existem nove painéis aprovados pela AMA 
(ver Tab. 12.5). Quando um destes painéis é realizado, deve ser codifi- 
cado com um código de painel único, e não com os códigos CPT indi- 
viduais de cada teste que compõe o painel. O reembolso de painéis é 
bem menor do que a soma total de reembolsos de cada teste. A codi- 
ficação individual de cada teste componente, ao contrário do código 
do painel, é considerada uma “desvinculação” e constitui prática de 
cobrança fraudulenta (CMS, 2004). 

Os serviços de médicos patologistas profissionais (como interpre- 
tação de testes, revisão de lâminas etc.) não estão incluídos na tabela 
de taxas do laboratório. Estes serviços são pagos segundo a tabela de 
taxas para médicos do Medicare, a qual emprega uma escala de valores 
relativos baseada em recursos (EVRBR) para determinar o pagamento 
segundo a unidade de valor relativo (UVR) do serviço prestado. Essas 
quantias são ajustadas de modo a refletir fatores econômicos locais. 
Diferentemente da tabela de taxas do laboratório, estes serviços pro- 
fissionais estão sujeitos à franquia anual e ao copagamento de 20% 
(Washington G-2, 2004). 


Reembolso Medicare 


O Medicare é o maior programa de seguro dos Estados Unidos. Em 
muitos hospitais, esse programa responde por 25 a 40% de toda a 
receita. O reembolso dos serviços prestados aos pacientes externos é 
diferente dos serviços prestados aos pacientes internos. 

Medicare para pacientes internos. Os DRGs constituem um sistema 
de classificação utilizado para reembolsar as despesas hospitalares de 
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Tabela 12.4 NCD para testes laboratoriais (CMS, 2004) 


Categoria geral do teste Códigos CPT inclusos 
a.-fetoproteína 82105 

Antigeno carcinoembrionário 82378 

Antigeno específico da próstata 84153 

Antigeno tumoral por imunoensaio CA 125 86304 

Antigeno tumoral por imunoensaio CA 19-9 86301 

Antigeno tumoral por imunoensaio 86300 

CA 15-3/CA 27.29 

Contagens sanguineas 85004, 85007, 85008, 85013, 


85014, 85018, 85025, 85027, 
85032, 85045, 85049 


Cultura de urina, bacteriológica 87086, 87088, 87184, 87186 
Ensaio farmacológico terapêutico de digoxina 80162 
Estudos de ferro sérico 82728, 83540, 83550, 84466 
y-glutamil transferase 82977 
Gonadotrofina coriônica humana (GCH) 84702 


Hemoglobina glicosilada/proteina glicosilada 82985, 83036 
Ligações cruzadas de colágeno, qualquer método 82523 


Lipídeos 80061, 82465, 83715, 83716, 
83718, 83721, 84478 

Painel de hepatite/painel de hepatite aguda 80074 

Tempo de protrombina 85610 

Tempo de tromboplastina parcial 85730 

Teste da tireoide 84436, 84459, 84443, 84479 

Teste de glicose sanguinea 

Teste de sangue oculto nas fezes (TSPF) 82270 82947, 82948, 82962 

Teste (diagnóstico) para o vírus da 86689, 86701, 86702, 86703, 

imunodeficiência humana (HIV) 8/390, 87391, 87534, 87535, 


87037, 87538 
Teste (prognóstico, incluindo monitoramento) 87536, 87539 
para o vírus da imunodeficiência humana (HIV) 


Tabela 12.5 Painéis da AMA orientados de acordo com a doença ou o 
órgão (CPT, 2003) 


CPT Painel Componentes necessários 
$0048 Painel Calcio (82310) 
metabólico Dióxido de carbono (82374) 
básico Cloreto (82435) 
Creatinina (82565) 
Glicose (82947) 
Potassio (84132) 
Sódio (84295) 
Nitrogênio ureico (BUN) (84520) 
80050 Painel Painel metabólico completo (80053) 
geral de Contagem sanguínea completa (85025) ou 
saúde (CCS) (85027) e 
(85004) 
OU 
Contagem sanguínea completa (85027) e 
(CCS) (85007) ou 
(85009) 
Hormônio estimulador da tireoide (84443) 
80051 Painel de Didxido de carbono (82374) 
eletrólitos Cloreto (82435) 
Potássio (84132) 
Sódio (84295) 
(continua) 


pacientes internos (Parte A) para membros do Medicare. Enquanto 
os gastos associados aos testes laboratoriais de pacientes internos 
estão incluídos no DRG, os serviços médicos não são cobertos (Parte 


Tabela 12.5 Painéis da AMA orientados de acordo com a doença ou o 
órgão (CPT, 2003) (continuação) 


CPT Painel Componentes necessários 
80053 Painel Albumina (82040) 
metabólico Bilirrubina total (82247) 
abrangente Cálcio (82310) 
Dióxido de carbono (82374) 
Cloreto (82435) 
Creatinina (82565) 
Glicose (82947) 
Fosfatase alcalina (84075) 
Potássio (84132) 
Proteína total (84155) 
Sódio (84295) 
Alanina aminotransferase (84460) 
Aspartato aminotransferase (84450) 
Nitrogênio ureico (BUN) (84520) 
80055 Painel Contagem sanguínea completa (85025) ou 
obstétrico (CCS) (85027) e 
(85004) 
OU 
Contagem sanguínea completa (85027) e 
(CCS) (85007) ou 
(85009) 
Antígeno de superfície da hepatite B (87340) 
Anticorpo, rubéola (86762) 
Teste de sifilis, qualitativo (86592) 
Triagem de anticorpo, CSV eritrócito (86850) 
Tipagem sanguínea, ABO (86900) 
Tipagem sanguínea, Rh (86901) 
80061 Painel Colesterol total (85465) 
lipídico Colesterol HDL (83718) 
Triglicerídeos (84478) 
80069 Painel de Albumina (82040) 
função renal Cálcio (82310) 
Dióxido de carbono (82374) 
Cloreto (82435) 
Creatinina (82565) 
Glicose (82947) 
Fósforo inorgânico (84100) 
Potassio (84132) 
Sódio (84295) 
Nitrogênio ureico (BUN) (84520) 
80074 Painel de Anticorpos para hepatite A, IgM (86709) 
hepatite Anticorpos centrais para hepatite B, IgM (86705) 
aguda Antígeno de superfície da hepatite B (87340) 
Anticorpos para hepatite C (86803) 
80076 Painel de Albumina (82040) 
função Bilirrubina total (82247) 
hepática Bilirrubina direta (82248) 
Fosfatase alcalina (84075) 
Proteina total (84155) 
Alanina aminotransferase (84460) 
Aspartato aminotransferase (84450) 


B). Depois que um paciente do Medicare recebe alta do hospital, 
seus registros médicos são revisados pelos codificadores da admi- 
nistração de informações de saúde, e recebem os devidos códigos da 
ICD-9 e do HCPCS para um ou mais diagnósticos e procedimentos 
realizados durante o período de internação. Tais códigos, somados 
à informação demográfica do paciente, são agrupados por “árvores 
de decisão (este processo é informatizado) em um DRG específico. 
Atualmente, existem mais de 500 DRGs. O CMS atribui um peso a 
cada DRG, com base no grau de seriedade do diagnóstico, tipos de 
procedimentos realizados, número de testes laboratoriais, volume e 
tipos de fármacos administrados e a existência de complicações ou 
comorbidades. O CMS atribui a cada hospital uma taxa específica, 


calculada de acordo com o tipo de estabelecimento (hospital comu- 
nitário versus hospital-escola), cenário (região urbana versus meio 
rural) e localização (costa oeste versus centro-oeste). Para determi- 
nar o reembolso pela internação, multiplica-se a taxa estabelecida 
pelo CMS a ser paga para o DRG pela taxa atribuída pelo próprio 
hospital. Esse reembolso é pago integralmente pela hospitalização do 
paciente Medicare. Se as despesas hospitalares ultrapassarem o valor 
reembolsado, o hospital deve arcar com a diferença. O paciente não 
pode ser cobrado pelos serviços da Parte À que não foram reembol- 
sados (Washington G-2, 2004). 

Medicare para pacientes ambulatoriais. Após a sanção dos DRGs, 
o reembolso de cada um dos serviços prestados para pacientes exter- 
nos continuou sendo realizado individualmente por muitos anos 
(Harmening, 2003). Entretanto, o sistema de reembolsos mudou 
quando o CMS passou a implementar o sistema de pagamento pros- 
pectivo para pacientes externos (OPPS, outpatient prospective payment 
system), com a introdução da Ambulatory Payment Classification 
(APC), em 2000. Segundo esse sistema, virtualmente todos os serviços 
hospitalares para pacientes externos (como ED e visitas clínicas, trata- 
mento oncológico, cirurgias etc.) fornecidos aos pacientes filiados ao 
Medicare passaram a ser reembolsados prospectivamente, de acordo 
com uma taxa atualizada, semelhante aos DRGs. Os testes laborato- 
riais não estão incluídos na APC e ainda são reembolsados individu- 
almente, com base na tabela de taxas do CMS, exceto em alguns casos 
(Varnadoe, 1996). 

Há casos em que o Medicare não cobre testes laboratoriais (Tab. 
12.6). Nessa situação, se um laboratório não conta com o pagamento 
do Medicare por testes que não estão de acordo com as exigências de 
necessidade médica, deve informar o paciente antes de prestar o ser- 
viço. A notificação prévia do beneficiário (NPB) é utilizada para docu- 
mentar que o beneficiário foi advertido da possibilidade de o teste 
estar fora da cobertura do Medicare, a(s) razão(ões) de uma possível 
recusa e a decisão do paciente de pagar pelo teste, caso o Medicare não 
faça o reembolso, ou de recusar-se a fazer o teste. O uso da NPB tor- 
nou-se obrigatório em 1º de janeiro de 2003 (Washington G-2, 2004). 

A 72 hours rule (regra de 72 horas) é uma norma importante a ser 
considerada pelos hospitais, cujos laboratórios realizam testes para 
pacientes externos filiados ao Medicare. Esta regra estabelece que o 
hospital não pode cobrar uma solicitação de paciente externo (Parte 
B) por testes laboratoriais realizados dentro de um período de 72 
horas a partir da admissão do paciente para internação. Os testes para 
paciente externo realizados em até 72 horas antes da admissão devem 
ser incluídos na solicitação de paciente interno, de modo a serem 
reembolsados segundo o DRG designado para o caso da internação. 
Os laboratórios hospitalares devem identificar os serviços destinados 
a pacientes externos do Medicare que são afetados por esta regra, e 
certificarem-se de não cobrá-los separadamente. Um laboratório inde- 
pendente (não hospitalar) não está sujeito à regra de 72 horas (CMS, 
2004). Assim, os testes de pré-admissão realizados em até 2 dias antes 
da hospitalização somente são reembolsados se não forem fornecidos 
pelo laboratório do hospital onde o paciente está sendo internado, e 
sim por um laboratório independente. 


Tabela 12.6 National NCD para testes laboratoriais (CMS, 2004) 


Categoria Cobertura Medicare 


Testes de PMRL ou NCD 


Testes FDA ou testes “caseiros”, 
não incluídos anteriormente 


Testes de uso estritamente 
investigativo ou testes de 
pesquisa (i. e., não FDA) 


Não coberto, sem pagamento 


Triagem de saúde 
ou bem-estar 


Pago pelo prestador, de acordo com a tabela de preços para paciente 
externo, se for considerado necessidade médica 


Pago pelo prestador, de acordo com a tabela de preços para 
paciente externo, se for considerado necessidade médica 


Não coberto, exceto em raros casos: cobertura para esfregaços de PAP 
a cada 2 anos para todas as mulheres, e a cada ano para aquelas com risco 


Desempenho e monitoramento financeiro 


Estimativa orçamentária 


A estimativa orçamentária é o processo de planejamento, previsão, 
controle e monitoramento das reservas financeiras de uma organi- 
zação. O orçamento operacional fornece a meta de receita e despesas 
diárias a ser alcançada no próximo ano. 

Diferentes estratégias de planejamento orçamentário são utiliza- 
das com base no tipo e na sazonalidade do negócio; contudo, todas 
empregam um método para prever e projetar o que deverá ocorrer no 
próximo ciclo de orçamento. As projeções são elaboradas visando aos 
acréscimos e reduções que se espera observar na receita e nas despesas, 
baseando-se em informações históricas e ajustes inflacionários, perda 
de negócios, novos empreendimentos, novas linhas de produtos etc. 
O laboratório tipicamente utiliza uma pro forma orçamentária. É for- 
necida uma pro forma ou “conjunto de formulários predeterminado” 
da expectativa de receita e despesas anuais, considerando vários pro- 
jetos e suposições, incluindo o volume de testes. Utiliza-se cálculos de 
custos, proporções e percentuais reais para extrapolar os dados histó- 
ricos e prever o orçamento futuro. À Tabela 12.7 fornece um exemplo 
de uma pro forma orçamentária. 

Em contraste com a pro forma orçamentária, que emprega dados 
basais obtidos ao longo de um ano para desenvolver os dados sobre 
o ano seguinte, um orçamento base zero não conta com dados basais. 
Esse tipo de orçamento requer a avaliação anual da administração 
sobre todos os serviços e produtos para determinar quais devem ser 
financiados ou eliminados. O gerente de cada departamento deve jus- 
tificar seu orçamento como se todas as suas atividades fossem realiza- 
das pela primeira vez. O orçamento base zero considera que nenhum 
programa está autorizado a ter seu orçamento automaticamente 
aprovado, devendo comprovar o mérito financeiro frente aos demais 
programas da organização. Tais programas são classificados e finan- 
ciados de acordo com a prioridade do mérito, considerando os fundos 
disponíveis da organização. Os laboratórios utilizam a abordagem de 
base zero para propor novos serviços (p. ex., um programa de doa- 
ção de sangue, um centro de coleta de sangue de pacientes externos 
etc.), seções laboratoriais (p. ex., micologia) ou testes (ensaio de PCR) 
(Travers, 1997). 

O capital orçamentário é empregado para financiar projetos orça- 
mentários, tais como a aquisição de um instrumento ou de um siste- 
ma de informação, ou o remodelamento laboratorial. Estes projetos 
podem custar milhares ou milhões de dólares e demandam vários 
anos de planejamento e implementação. Os projetos propostos pelo 
laboratório competem por uma verba (em dólares) limitada com 
outros projetos propostos pelos demais departamentos do hospi- 
tal. Cada um é avaliado (ver a seguir) e classificado com base em 
uma variedade de fatores financeiros e clínicos. O orçamento ope- 
racional deve estar associado ao capital orçamentário, para o qual 
se destinam as receitas geradas pelas operações utilizadas no finan- 
ciamento dos itens e projetos orçamentários. Os orçamentos opera- 
cionais devem gerar um superávit de receitas para financiar projetos 


NPB necessária? 


Não, a menos que não seja considerado 
“necessário do ponto de vista médico” 


Não, a menos que não seja considerado 
“necessário do ponto de vista médico” 


Sim 


Sim, a menos que seja uma das exceções 
admissíveis 


de câncer elevado ou que apresentaram esfregaço anormal; cobertura anual 
de PSA para todos os homens com mais de 50 anos 
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Tabela 12.8 Centro de custos: microbiologia 


Mês corrente 


Número da conta Nome da conta “Real 
20100 Receita de paciente interno 1.414.245,00 
20200 Receita de paciente externo 906.343,00 
RECEITA TOTAL 2.320.588,00 
40100 Salário, administração 22.045,00 
40200 Salário, técnico 85.161,00 
40201 Horas extras 3.385,00 
Total de despesas salariais 110.591,00 
41580 Suprimentos de laboratório 109.961,00 
41590 Suprimentos médico-cirúrgicos 1.682,00 
41890 Contratos de serviço 75,00 
42010 Equipamento mínimo 1.112,00 
45300 Despesas de envio 14.973,00 
46300 Despesas de acreditação - 
Total de despesas 127.803,00 
não salariais 
TOTAL DE DESPESAS 238.394,00 


de verbas no período. O excesso de verbas em um dado período pode 
ser reinvestido na própria organização, empregado para pagar débitos 
adicionais ou para uso emergencial na liquidação facilitada de títulos. 
Se a verba líquida em caixa for negativa em um determinado período, a 
organização deve apenas quitar suas obrigações utilizando as verbas de 
reserva economizadas em períodos anteriores. Se essa tendência não for 
revertida, a organização eventualmente irá operar sem verbas. 


Medidas de benchmarking e produtividade 


O benchmarking (medida de desempenho) e as medidas de produti- 
vidade caminham de mãos dadas. Não é recomendável coletar dados 
de produtividade sem compará-los a um padrão e sem avaliá-los quan- 
to às tendências ao longo do tempo. O benchmarking é a quantificação 
dos produtos ou serviços da empresa contraposta a padrões específicos 
para comparação e aprimoramento (Wallace, 1998). O benchmarking 
pode ser interno ou externo. 

O benchmarking interno determina a tendência da produtividade da 
organização no decorrer do tempo. A produtividade consiste na relação 
existente entre insumos (mão de obra e suprimentos) e produção (pro- 
duto ou serviço) (Travers, 1997). Usualmente, é expresso como uma 
proporção entre o produto ou serviço e os vários insumos utilizados 
para a produção da mercadoria ou serviço. Ver na Tabela 12.9 as pro- 
porções de produtividade comumente empregadas em laboratórios. O 
objetivo de estabelecer uma tendência interna para a produtividade é 
determinar se os padrões internos estão sendo seguidos, excedidos ou 
ignorados. Se ajustes forem introduzidos ao fluxo de trabalho ou ao 
quadro de funcionários, os dados do próximo período de benchmarking 
podem ser utilizados para determinar se tais ajustes foram a provável 
causa de melhoras ou de uma queda na produtividade. 

O benchmarking externo compara a produtividade de um laborató- 
rio à de outros laboratórios. Seu objetivo consiste em identificar aqueles 
que apresentam os melhores desempenhos numa determinada área. Tais 
laboratórios podem ser contatados para descobrir quais processos ou 
recursos empregam para alcançar um nível elevado de produtividade. 
Esta informação pode guiar um laboratório no sentido de imple- 
mentar modificações semelhantes, que possam resultar em aumento 
da produtividade. Organizações profissionais, como o College of 
American Pathologists (CAP) ou o University Healthcare Consortium 
(UHC) oferecem programas de benchmarking externo específicos para 
laboratórios. É preciso sempre ter cautela ao interpretar as informações 


Acumulado no ano 


Receita (US$) 

Orçamento Variância Real Orçamento  Variância 
1.403.172,00 11.073,00 2.692.427,00 2.764.597,00 127.830,00 
894.405,00 11.938,00 1.699.418,00 1.748.169,00 (48.751,00) 
2.297.577,00 23.011,00 4.591.845,00 4.512.766,00 79.079,00 

Despesas (US$) 
21.811,00 234,00 43.310,00 43.022,00 (312,00) 
105.410,00 (20.249,00) 170.437,00 210.820,00 (40.383,00) 
3.907,00 (522,00) 6.713,00 7.814,00 (1.101,00) 
131.128,00 (20.537,00) 220.460,00 262.256,00 (41.796,00) 
96.114,00 13.547,00 193.102,00 188.461,00 4.641,00 
1.715,00 (33,00) 3.964,00 3.362,00 602,00 
355,00 (280,00) 150,00 710,00 (560,00) 
1.083,00 29,00 2.568,00 2.166,00 402,00 
13.750,00 1.223,00 28.812,00 27.500,00 1.312,00 
100,00 (100,00) — 200,00 (200,00) 
113.117,00 14.686,00 228.596,00 222.399,00 6.197,00 
244.245,00 (5.851,00) 449.056,00 484.655,00 (35.599,00) 


de um benchmarking externo. Embora os laboratórios clínicos sejam 
semelhantes, não existem dois laboratórios idênticos e, apesar dos 
melhores esforços, alguns dados são coletados e reportados de modo 
distinto. Fatores que fogem ao controle de um laboratório podem 
impedi-lo de alcançar uma produtividade tão elevada quanto a de seus 
pares. A disponibilidade de mão de obra, a combinação de doenças e 
acuidade dos pacientes, o acesso à tecnologia e a automação exercerão, 
cada um, seu efeito sobre o grau de produtividade do laboratório, bem 
como sobre o quanto essa produtividade ainda pode melhorar. 


Avaliação de um projeto orçamentário 


O hospital, por possuir orçamento limitado, não pode financiar todos 
os projetos. Desse modo, é preciso estabelecer prioridades com base em 
uma variedade de fatores, tais como a necessidade clínica e o impacto 
financeiro. Seja a verba emprestada ou não para o financiamento, esses 
projetos ou investimentos devem ser autossuficientes e até mesmo gerar 
superávits para financiar outros projetos. As próximas seções discutem 
diferentes formas de avaliar um projeto orçamentário, visando a res- 
ponder a pergunta: “Trata-se de um bom investimento?” A Tabela 12.10 
mostra uma comparação desses métodos. 


Tabela 12.9 Medidas de produtividade comuns para laboratório clínico 


Medida de produtividade Meta” 1º trimestre 2º trimestre 
Testes cobráveis/ ETI pago > 3.680 3.798 3.500 

Testes cobraveis/ ETI trabalhado > 4.000 4.128 4.080 

ETI trabalhado/ETI pago > 92% 95,2% 90% 

Custo de mão de obra/teste cobravel < US$ 5,00 US$ 4,68 US$ 5,01 
Custo de suprimento/teste cobravel < US$ 1,00 US$ 0,99 US$ 1,01 
Horas extras/tempo de trabalho < 3% 2,7% 3,5% 


continuo 


ETI = equivalente por tempo integral ou 2.080 horas pagas em 1 ano; ETI pago = 
todos os salários pagos (tempo de benefício + tempo trabalhado). 


* A meta é meramente ilustrativa. Não deve ser considerada como padrão 
laboratorial. 
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Tabela 12.10 Avaliação financeira de um novo analisador automático 


Fornecido 
Investimento (custo do analisador) US$ 200.000,00 
Taxa de desconto (taxa de inflação ou taxa de juros de empréstimo) 10% 
Vida útil do analisador 5 anos 
Despesa anual de depreciação US$ 200.000,00/5 anos US$ 40.000,00 


Receita anual 

Despesa anual de mão de obra 

Despesa anual com suprimentos 

Receita líquida anual (receita anual — despesa anual) 
Receita líquida por teste (receita do teste — despesa do teste) 


100.000 testes a US$ 5,00 o teste 
100.000 testes a US$ 2,50 o teste 
100.000 testes a US$ 2,00 o teste 


US$ 500.000,00 — (US$ 250.000,00 + US$ 200.000,00) 


US$ 500.000,00 
US$ 250.000,00 
US$ 200.000,00 
US$ 50.000,00 


US$ 5,00 - (US$ 2,50 + US$ 2,00) US$ 0,50 
Cálculos 
US$ 200.000,00/US$ 50.000,00 4 anos 


PERÍODO DE PAYBACK = investimento/receita líquida anual 
PONTO DE EQUILÍBRIO 

Por ano = depreciação/receita líquida por teste 

Vida do analisador = investimento/(receita líquida por teste) 
RETORNO DO INVESTIMENTO 

(RDI) = receita líquida anual/investimento 


US$ 40.000,00/US$ 0,50 
US$ 200.000,00/US$ 0,50 
US$ 50.000,00/US$ 200.000,00 


80.000 testes 
400.000 testes 
25% ao ano 


VALOR ATUAL LÍQUIDO (VAL) = valor atual da soma das receitas líquidas (fluxo de caixa) futuras menos o investimento. Note: os juros do valor atual (JVA) para cada 
ano, com base no desconto de 10%, são multiplicados pela receita líquida para determinar o valor atual. O JVA é disponibilizado por qualquer fonte de dados financeiros. 


O VAL também pode ser calculado com uma calculadora financeira 


Investimento do dia 

Receita líquida do ano 1 x JVA 

Receita líquida do ano 2 x JVA 

Receita líquida do ano 3 x JVA 

Receita líquida do ano 4 x JVA 

Receita líquida do ano 5 x JVA 

Valor atual da soma das futuras receitas líquidas 
VAL 


(US$ 200.000,00) 

US$ 50.000,00 x 0,9091 = US$ 45.455,00 
US$ 50.000,00 x 0,8264 = US$ 41.320,00 
US$ 50.000,00 x 0,7513 = US$ 37.565,00 
US$ 50.000,00 x 0,6830 = US$ 34.150,00 
US$ 50.000,00 x 0,6209 = US$ 31.045,00 
US$ 189.535,00 


(US$ 10.465,00) 


TAXA INTERNA DE RETORNO (TIR) = taxa de juros descontada com a qual o VAL = 0. Note: utilizando uma calculadora financeira para determinar a TIR, insere-se os 


dados de fluxo de caixa e subtrai-se a taxa de juros 
Investimento do dia 

Receita líquida do ano 1 x JVA 

Receita líquida do ano 2 x JVA 

Receita líquida do ano 3 x JVA 

Receita líquida do ano 4 x JVA 

Receita líquida do ano 5 x JVA 


(US$ 200.000,00) 

US$ 50.000,00 x 0,9265 = US$ 46.326,00 
US$ 50.000,00 x 0,8585 = US$ 42.923,00 
US$ 50.000,00 x 0,7954 = US$ 39.769,00 
US$ 50.000,00 x 0,7369 = US$ 36.847,00 
US$ 50.000,00 x 0,6828 = US$ 34.140,00 


Valor atual da soma das futuras receitas líquidas US$ 200.000,00 

VAL US$ 0,00 

TIR 8% 
Tempo de payback Retorno do investimento (RDI)* 


O período de payback costuma ser utilizado na avaliação de um pro- 
jeto orçamentário. O payback (recuperação de investimento) representa 
o tempo necessário para que a receita líquida de um investimento cubra 
os custos do investimento inicial (Brigham, 1998). 

Como os equipamentos ou a tecnologia do laboratório podem se 
tornar obsoletos em um espaço de tempo muito curto, é importante 
recuperar o quanto antes os gastos realizados com esse investimento. 
Uma vez que o investimento inicial tenha sido recuperado, a receita 
líquida (receita — despesas) obtida a partir do mesmo representa um 
saldo positivo para a organização. Quanto mais cedo for alcançado o 
período de payback de um projeto orçamentário, mais rapidamente a 
organização é beneficiada pelo investimento. 


Ponto de equilíbrio 


O ponto de equilíbrio do projeto orçamentário é alcançado quando 
o volume das vendas chega a um ponto em que a receita total se iguala 
às despesas totais (fixas e variáveis) e, portanto, o lucro é zero. Antes que 
o ponto de equilíbrio seja atingido, o projeto opera com perdas; depois 
que o ponto de equilíbrio é ultrapassado, o projeto passa a gerar lucros 
(Brigham, 1998). A exemplo do tempo de payback, quanto mais rapida- 
mente for atingido o ponto de equilíbrio, melhor será para a organização. 


A taxa de retorno de um projeto orçamentário é a proporção entre 
a renda líquida gerada e o investimento total dirigido ao projeto 
(Travers, 1997). O RDI é um padrão utilizado na avaliação da sabe- 
doria com que a administração emprega a verba de seu orçamento, 
seja das próprias reservas de caixa, seja de transações de empréstimos. 
Quanto maior a taxa de retorno, melhor é a forma como o orçamento 
é utilizado. O RDI é o modo formal de expressar a frase: “use melhor 
seu dinheiro”. 


Valor atual líquido (VAL)* 


O dinheiro sofre desvalorização no decorrer do tempo. Atualmente, 
10.000 dólares valem mais do que valerão daqui a 3 anos. Este conceito 
é conhecido como valor temporal do dinheiro. O período de payback e 
os cálculos de retorno de investimento não consideram o valor tempo- 
ral do dinheiro, partindo do princípio de que o valor do fluxo de caixa 
permanecerá sempre constante. Para tratar dessa falha, calcula-se o valor 


*Nota: calculadoras financeiras e pacotes de softwares financeiros são pro- 
gramados para calcular RDI, VAL e TIR. O VAL e o TIR são cálculos muito 
complexos, que requerem etapas múltiplas e uso de tabelas de desconto. 
Não é recomendado fazer esses cálculos manualmente. 


atual líquido para determinar se os fluxos de caixa de um projeto (i. e., a 
verba que será gerada futuramente) serão suficientes para compensar o 
investimento original, considerando que o dinheiro sofre desvalorização 
com o passar do tempo. Assim, as verbas recebidas no futuro deverão 
ser descontadas (i. e., deverão ter seu valor reduzido), para que se possa 
determinar quanto valem atualmente (em dólares). A taxa de descon- 
to usualmente corresponde à taxa de inflação (quando a verba não é 
emprestada para financiar o projeto) ou à taxa de juros do empréstimo 
contraído para bancar o projeto. O valor atual líquido (VAL) é defini- 
do como o valor atual dos fluxos de caixa futuros, do qual é desconta- 
da uma taxa de juros, e que é empregado no financiamento do projeto 
orçamentário (Brigham, 1998). 

Quando o VAL assume um valor positivo, isto significa que o pro- 
jeto irá gerar verba suficiente para pagar o investimento inicial. Ao 
contrário, se o VAL assumir um valor negativo, o custo do projeto 
não será recuperado e/ou os fluxos de caixa futuros serão insuficientes 
para cobrir os juros do empréstimo. 


Taxa interna de retorno* 


A taxa interna de retorno também implica descontos sobre o fluxo 
de caixa no valor atual. Essa taxa determina a taxa de retorno atual 
do investimento. A taxa interna de retorno (TIR) representa a taxa de 
desconto em que o valor atualmente esperado de entrada de verbas 
do projeto se iguala ao valor atual de suas despesas, ou seja, a taxa de 
desconto em que o VAL é igual a zero. 

É necessário identificar o TIR para garantir que seja maior do que 
os custos do empréstimo contraído para o financiamento do projeto. 
Quanto maior for o TIR, mais rapidamente o projeto irá alcançar 
independência financeira. Hospitais e corporações utilizam o TIR 
como forma de classificar projetos. 


Interpretação dos cálculos financeiros 


Enquanto os cálculos precedentes constituem ferramentas impor- 
tantes, uma organização deve tomar suas decisões orçamentárias 
baseando-se estritamente no resultado de equações. Assim como em 
todas as atividades de estimativa orçamentária, as suposições contam 
com o elemento desconhecido. Prever os fluxos de caixa futuros visan- 
do a reposição da instrumentação costuma ser mais confiável do que 
fazer essa previsão para a implantação de novas linhas de produtos ou 
tecnologias. Atribuir uma expectativa de vida útil a um componente 
de bens de capital é igualmente uma estimativa educada. Um bom 
conhecimento em relação aquilo que se pode prever com segurança 
determinará o crédito a ser dispensado aos cálculos. 

Ao avaliar o exemplo mostrado na Tabela 12.10, se forem considera- 
dos apenas o período de payback, a análise de ponto de equilíbrio e o 
RDI, o projeto poderá parecer aceitável. O VAL é desfavorável e o TIR 
é bem inferior ao RDI, uma vez que as despesas de orçamento são altas 
(10%). Será que isso implica não levar o projeto adiante? Não necessa- 
riamente. Dependendo de outros aspectos, talvez seja estabelecido que 
um dado analisador bioquímico novo é absolutamente essencial para 
dar suporte à missão da organização. 

Há ainda outros inconvenientes com relação a estes cálculos. Como 
já mencionado, alguns cálculos consideram o valor temporal do 
dinheiro e outros, não. É muito importante considerar o valor tem- 
poral do dinheiro quando as despesas orçamentárias são altas (como 
no exemplo da Tab. 12.10) ou durante os períodos de inflação alta. Os 
cálculos de taxa de retorno fornecem um percentual, porém a soma 
em dólares real representada não é imediatamente aparente. Um pro- 
jeto orçamentário que resulta em um RDI de 15% poderia inicialmen- 
te parecer melhor do que outro cujo RDI fosse igual a 10%. Contudo, 
o tamanho dos projetos pode diferir consideravelmente. Por exem- 
plo, no primeiro, um investimento inicial de 10.000 dólares poderia 
produzir uma receita líquida de 1.500 dólares, enquanto para o outro 
projeto, um investimento inicial de 200.000 dólares gera uma receita 
líquida de 20.000 dólares. Nenhum desses cálculos financeiros deve 


*Nota: calculadoras financeiras e pacotes de softwares financeiros são 
programados para calcular RDI, VAL e TIR. O VAL e o TIR são cálculos 
muito complexos, que requerem etapas múltiplas e uso de tabelas de 
desconto. Não é recomendado fazer esses cálculos manualmente. 


ser considerado isoladamente, mas sim utilizados conjuntamente para 
auxiliar a análise dos projetos orçamentários. 


Métodos de aquisição de capital 


Ao avaliar um projeto orçamentário, o método utilizado para aqui- 
sição de equipamentos é também uma importante consideração. A 
Tabela 12.11 mostra um resumo das vantagens e desvantagens dos 
métodos de aquisição: compra, arrendamento e locação. Exatamente 
porque não há um único cálculo financeiro que seja o melhor, ao ava- 
liar um projeto, também não há um único método de aquisição que 
seja o melhor. A escolha do método depende das necessidades indivi- 
duais, características e filosofia financeira da organização. 

E fácil compreender o conceito de comprar o equipamento neces- 
sário. Por outro lado, será este o melhor modo de empregar a verba da 
organização? Se a verba (dinheiro) necessária ao financiamento do pro- 
jeto atualmente está sendo empregada em uma seguridade que esteja 
rendendo juros superiores aos da taxa cobrada para contrair emprés- 
timos, faz sentido emprestar o dinheiro necessário, do ponto de vista 
financeiro. Ao contrário, se a verba rende juros inferiores aos juros de 
um empréstimo, faz sentido utilizar a verba da empresa. 

Uma vez comprado, o equipamento passa a fazer parte dos ativos da 
organização e está sujeito à depreciação por um método que seja ade- 
quado ao mesmo tipo de componente. As despesas de depreciação são 
notificadas na declaração de renda, porém provavelmente não serão 
incluídas nos relatórios orçamentários operacionais mensais (depen- 
de da organização listar a depreciação nos relatórios orçamentários 
mensais). Os custos operacionais do equipamento serão referentes aos 
suprimentos, manutenção e mão de obra de suporte. 

Existem muitas variações e termos contratuais diferentes que pode- 
riam ser associados a um acordo de arrendamento. Mais do nunca, 
é preciso certificar-se de ler atentamente todas as partes importantes 
do contrato do contrato de arrendamento de equipamentos. Todavia, 
não importa o quão complicado sejam os termos do contrato, há 
somente dois tipos de arrendamento. 

Um arrendamento operacional (também denominado arrendamento 
“verdadeiro”) concede à organização (arrendatário) o direito à plena uti- 
lização do equipamento por um período de tempo predeterminado. Esse 
período costuma ser de 1 a 3 anos, porém é sempre inferior ao tempo de 
vida útil do equipamento. Uma cláusula de rescisão deve estar incluída 
no contrato. A manutenção do equipamento faz parte do arrendamento 
operacional. O arrendatário não tem direito de propriedade durante ou 
após o período de arrendamento. Nenhuma equidade fica estabelecida 
durante a vigência do termo. O proprietário (arrendador) retém o direito 
de plena propriedade do equipamento e assume todas as responsabili- 
dades sobre o mesmo. O contrato de arrendamento pode ou não con- 
ter uma opção que permite ao arrendatário comprar o equipamento ao 
final do prazo. No entanto, trata-se apenas de uma opção e não deve ser 
interpretada erroneamente como estabelecimento de equidade durante a 
vigência do contrato. Caso haja uma opção de compra, usualmente ado- 
ta-se o valor de mercado do equipamento em vigor ao final do período de 
arrendamento. Se o arrendatário original decidir não consolidar a compra 
do equipamento, o arrendador poderá renovar seu arrendamento para o 
mesmo arrendatário original ou arrendá-lo para outra organização, visto 
que o equipamento ainda apresentará vida útil (Brigham, 1998). 


Tabela 12.11 Opções de aquisição de capital 





Vantagens Desvantagens 

Compra Propriedade Risco de obsoletismo; 
despesa oportunista 

Arrendamento Obsoletismo restrito; Sem propriedade; despesas 

operacional financiamento flexível; com juros/financiamento 

(verdadeiro) cancelável 

Arrendamento Propriedade; financiamento Não é cancelável; despesas 

financeiro flexível com juros/financiamento 

Aluguel Obsoletismo restrito; Custo elevado; sem 


flexibilidade da duração do 
tempo de uso 


propriedade 
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O outro tipo de arrendamento é o arrendamento financeiro 
(também denominado arrendamento de capital ou arrendamento- 
-compra). Nesse caso, o arrendatário eventualmente ganha a pro- 
priedade do equipamento. O período de arrendamento corresponde 
ao tempo de vida econômica do equipamento. Ao receber os paga- 
mentos do arrendamento, o arrendador recupera os custos que teve 
com o equipamento acrescidos do fator de juros, a fim de garan- 
tir retorno de seus investimentos. Um arrendamento financeiro 
não pode ser cancelado e a manutenção do equipamento não está 
incluída (Brigham, 1998). 

Alugar um equipamento não é o mesmo que arrendá-lo. As princi- 
pais diferenças são: o aluguel não oferece a opção de compra posterior; 
a duração do aluguel não é especificamente predeterminada; o acordo 
pode ser terminado a qualquer momento; a manutenção e os reparos 
são responsabilidades do proprietário do equipamento, e não do loca- 
tário (Travers, 1997). Um contrato de aluguel de reagente é um termo 
impróprio, pois trata-se de um arrendamento. Tais contratos exigem 
que o arrendatário compre os reagentes, que são específicos para um 
equipamento componente em particular. Cobra-se um preço equiva- 
lente à aquisição de uma determinada quantidade de reagentes, como 
forma de cobertura pelo “aluguel” do equipamento. A cobrança desse 
valor é um pagamento por arrendamento que cobre as despesas orça- 
mentárias. A possibilidade de comprar ou não o equipamento ao final 
do contrato de aluguel dos reagentes determina se tal contrato era refe- 
rente a um arrendamento financeiro. A recente legislação fiscal exige 
que os vendedores definam claramente a proporção de pagamentos 
anuais destinados ao capital de arrendamento. Esta medida simplifica 
a análise de contratos de arrendamento concorrentes. 


Criação de valor financeiro/conclusões 


Fiscalizar as finanças de qualquer organização não é tarefa fácil. No 
caso do laboratório clínico, esta fiscalização é especialmente dificil, pois 
a manutenção de sua competitividade necessita da oferta de tecnologias 
de última geração, que muitas vezes são complexas, caras e rapidamen- 
te tornam-se obsoletas. Aliado a isso, os rígidos critérios de codificação 
para submissão de solicitações que estão associadas a taxas fixas de 
reembolsos predeterminadas deixam pouca oportunidade para que o 
laboratório cubra suas despesas e gere muito menos lucros. 

A equação de lucros líquidos é definida pela diferença: receita 
menossubtraída pelas despesas. Portanto, o único modo de aumentar 


o lucro líquido é aumentar a receita líquida ou reduzir as despesas. 
Em um ambiente assistencial, aumentar o número de pacientes aten- 
didos (e a receita bruta) não contribui muito para aumentar o lucro 
líquido, uma vez que as despesas variáveis aumentam proporcional- 
mente ao aumento do volume de testes. Para que um aumento na 
receita bruta exerça um impacto positivo sobre o lucro líquido, a 
receita recém-gerada deve estar intimamente relacionada àquilo que 
é cobrado e coletado. A melhor forma de conseguir isso é fornecer 
aos clientes testes que sejam pagos com base em uma tabela de preços, 
em vez do DRG, APC, diárias ou capitação. Muitos laboratórios, na 
tentativa de seguir essa estratégia, oferecem programas de expansão 
comercial ou de referência. Os mercados-alvo do negócio da expansão 
são consultórios médicos, clínicas e outros laboratórios ou hospitais. 
Se um laboratório conta com capacidade excessiva para realização de 
testes e pode realizar testes adicionais sem incrementar as despesas 
fixas, o aumento gerado nessa receita deve aumentar o lucro líquido. 
Logicamente, também se considera que os preços cobrados cobrem 
os gastos decorrentes da expansão dos testes. Tendo em vista que a 
expansão do volume requer a adição de despesas fixas (mais mão de 
obra, equipamentos, espaço etc.), é preciso avaliar cuidadosamente 
esse novo volume de testes, a fim de garantir que o aumento da receita 
seja capaz de cobrir os novos gastos. 

A redução de despesas parece ser mais frequentemente a regra, quan- 
do se tenta aumentar os lucros líquidos em um ambiente de prestação 
de assistência. Cortar o máximo possível as despesas fixas é o modo 
mais efetivo para alcançar essa meta. Se por um lado é muito importan- 
te negociar preços favoráveis de suprimentos e reagentes, bem como de 
outros itens que representem despesas variáveis, por outro a redução do 
custo por unidade em vários centavos de dólar ou até em vários dólares 
não exercerá um impacto tão grande quanto a eliminação de despesas 
fixas desnecessárias ou subutilizadas. Para realizar reduções substanciais 
das despesas de uma organização, é essencial obter economias de escala 
por meio da eficiência e do aproveitamento máximo de tais gastos. 

Uma administração financeira eficaz requer um planejamento cui- 
dadoso, análise e pensamento crítico no momento de tomar decisões 
acerca do melhor modo de adquirir capital de equipamento, atribuir 
preços e reduzir despesas. Manter-se ao nível das exigências dos vários 
pagadores garante que o laboratório seja reembolsado adequadamente 
pelos serviços que presta. Quando aplicadas com senso comum, essas 
ferramentas e conhecimento de base promoverão o sucesso financeiro 
das operações do laboratório clínico. 
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PONTOS-CHAVE 
¿U e Os laboratórios de nível A, também conhecidos 

como laboratórios-sentinelas, podem ser os primeiros a 
identificar um organismo ou um grupo de isolados incomum capaz 
de indicar um evento de bioterrorismo. 
e À responsabilidade de um laboratório de nível A consiste em 
“excluir” agentes biológicos suspeitos, em vez de realizar uma 
identificação completa ou análises altamente complexas. 





e As amostras suspeitas devem ser manuseadas com segurança e nos 
termos da lei (considerando a cadeia de custódia). 

e Protocolos específicos (e critérios de identificação presumível) 
devem ser aplicados a cada agente biológico. 

eA rae de agentes biológicos A (o mais alto nivel de 
prioridade) compreende os agentes facilmente disseminados, 

que podem causar elevada mortalidade e desencadear pânico 

na população. Nessa categoria, estão bactérias (antraz, peste, 
tularemia), vírus (varíola, vírus da febre hemorrágica) e agentes que 
atuam por meio de toxinas (botulismo). 

e O principal papel dos laboratórios de nível A é dar suporte na 
supervisão dos pacientes hospitalizados, que foram vitimados por 
um ataque de terrorismo químico. 


Bioterrorismo 
Introdução 

No dia 11 de setembro de 2001, após os inimagináveis ataques 
terroristas às cidades de Nova York e Washington DC, o Centro de 
Controle e Prevenção de Doenças (Center for Disease Control and 
Prevention — CDC) recomendaram aos profissionais da saúde que 
aumentassem a vigilância com relação à ocorrência de quaisquer 
doenças (ou grupo de doenças) incomuns, alegando que estas pode- 
riam ser indicadores-sentinelas de um ataque de bioterrorismo. Como 
previsto, casos de antraz foram detectados em vários estados, justifi- 
cando, assim, as suspeitas dos CDCs de que um evento de bioterroris- 
mo ocorria livremente. Com o passar dos anos, tornou-se claro que a 
guerra bacteriológica é igualmente atraente a unidades subsidiárias e 
organizações terroristas, bem como a indivíduos descontentes com a 
situação do país. Esse tipo de terrorismo exerce o maior impacto pos- 
sível com o mínimo de dinheiro e sua execução é relativamente fácil. 
Além disso, oferece o bônus do dramático efeito psicológico sobre a 
população. Comparadas às armas nucleares ou armamentos con- 
vencionais, as armas biológicas são relativamente baratas e fáceis de 
produzir. Para qualquer indivíduo que possua conhecimentos rudi- 
mentares de microbiologia e os materiais necessários, produzir agen- 
tes biológicos mortais em quantidade suficiente exige técnicas pouco 
mais complexas que aquelas empregadas na fabricação de cerveja. 
Os microrganismos envolvidos, com frequência, podem ser obtidos 
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diretamente da natureza, como o bacilo do antraz, que é encontrado 
em abundância no solo na maior parte do planeta, ou que podem ser 
facilmente adquiridos de outras fontes, como as indústrias farmacêu- 
ticas e agrárias do pais ou as instituições acadêmicas. A ricina tóxica, 
por exemplo, que ataca o sistema nervoso central, pode ser extraída da 
mamona do mesmo modo como o óleo de rícino. 

O Ministério da Defesa dos Estados Unidos e o CDC publicaram 
uma lista das armas biológicas mais comuns (NATO, 1996). Elas são 
classificadas em três categorias: a primeira inclui bactérias mortais (p. 
ex., antraz e peste); a segunda engloba os vírus (p. ex., vírus causadores 
da varíola, encefalite e febres hemorrágicas, como Ebola, Lassa e febre 
do Vale de Rift); e, na terceira categoria, estão as toxinas que atacam o 
sistema nervoso central (p. ex., botulínica, toxinas de fungos e ricina). 

Uma estratégia nacional efetiva para detectar, prevenir e limitar o 
bioterrorismo deve considerar os seguintes aspectos: 

* há necessidade de um plano coordenado que conecte todos os 
programas antibioterrorismo federais, estaduais e municipais. 
Todos os serviços emergenciais devem ser treinados e equipados 
adequadamente para lidar com qualquer evento de guerra bacte- 
riológica ou bioterrorismo; 


* militares, fiscais do cumprimento da lei e profissionais da área 
médica/saúde, especialmente o pessoal de atendimento emer- 
gencial, devem ser vacinados sempre que possível, a fim de que 
possam desempenhar suas missões com eficácia; 


* é necessário pesquisar e desenvolver novas gerações de vacinas 
(subpartículas), agentes bloqueadores e anticorpos para prevenir e 
tratar as doenças causadas pelas armas biológicas; 


* programas de vacinação para o público em geral devem ser instituí- 
dos para proteger contra possíveis ameaças de armas biológicas; 

* o público deve ser mantido informado acerca da guerra bacterio- 
lógica, sendo necessário instruir as pessoas a comunicar às auto- 
ridades locais quaisquer atividades estranhas em andamento nas 
vizinhanças. Vigias contra bioterrorismo” poderiam ser introdu- 
zidos no modelo de “vigias de segurança de bairro; 


* todos os médicos e prestadores de assistência à saúde devem estar 
familiarizados com os sintomas e com as formas de tratamento de 
todas as doenças causadas pelos agentes da guerra bacteriológica. 
Todos os hospitais e estabelecimentos de atendimento médico 
devem desenvolver planos de prontidão emergenciais e estabelecer 
políticas para desastres, a fim de lidar com qualquer evento de bio- 
terrorismo ou outro tipo de desastre. Tais planos devem incluir o 
desenvolvimento de um plano de resposta e prontidão para labora- 
tório clínico; 

* um programa de vigilância epidemiológica nacional deve conec- 
tar todos os estabelecimentos médicos ao CDC ou outra agência 
federal, estadual ou local, de modo a identificar grupos de casos 
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(eventos-sentinelas). Grupos pequenos podem apontar uma 
prática terrorista antes que ocorra um acontecimento de propor- 
ções maiores. 


A tônica de todas essas ações é a vigilância. Cedo ou tarde, qualquer 
complacência ou excesso de confiança certamente se mostrará fatal. 
O mínimo necessário é que todos permaneçam alertas à possibilidade 
de epidemias animais ou humanas e continuem buscando melho- 
res meios para responder a tais situações, sejam elas naturais ou não 
(Tierno, 2004). 

Este capítulo explica como um laboratório de nível A responde 
a um evento de bioterrorismo, segundo um plano de prontidão 
emergencial mais amplo destinado a um estabelecimento de saúde. 
Foram excluídos alguns potenciais agentes de bioterrorismo, como 
Salmonella, Shigella, E. coli 0157, Campylobacter, Vibrio etc., pois tra- 
tam-se de agentes bem conhecidos e mantidos em cultura em labora- 
tórios de nivel A (ver parte VII, Microbiologia Médica). Em vez disso, 
o enfoque se volta a varios potenciais agentes de bioterrorismo que 
são menos familiares esses laboratórios. 


Papel do laboratório de nível A 


A Laboratory Response Network (LRN) é um novo sistema de testes 
e referência laboratorial que se formou como fruto da CDC's Health 
Alert Network (HAN). Seu propósito consiste em preparar e fornecer 
uma resposta coordenada e rápida ao bioterrorismo e outras emer- 
gências de saúde pública. A LRN engloba quatro tipos de laboratório, 
os quais são designados pelas letras A, B, Ce D. 


Questões envolvendo segurança 

Laboratórios de nível A devem sempre operar de acordo com as 
exigências de biossegurança de nível 2 (BSN-2), incluindo as regula- 
mentações, as políticas e os procedimentos para manuseio de pató- 
genos transmissíveis pelo sangue (Tab. 13.1). Ao lidar com qualquer 
potencial patógeno, todos os laboratórios de nível A devem utilizar 
práticas de BSN-3 para todas as manipulações de cultura que possam 
gerar aerossol. Os laboratórios de nível B operam segundo as exigên- 
cias de BSN-2 e sempre executam práticas de BSN-3. Os laboratórios 
de nível C seguem todas as normas de BSN-3 e são certificados como 
estabelecimentos de BSN-3. Seus funcionários são especialmente 
treinados para lidar com agentes altamente patogênicos e potencial- 
mente letais. 

É extremamente importante respeitar as boas práticas de seguran- 
ça laboratorial. Por exemplo, funcionários que processam culturas 
de células virais expõem-se ao risco de contaminação por agentes de 
bioterrorismo pouco suspeitos, como os vírus da varíola ou de febres 
hemorrágicas (agentes BSN-4). Para minimizar a exposição, os fun- 
cionários devem por em prática medidas de precaução universais e 
usar Cabines de Proteção Biológica (CPBs) ao trabalhar com as cultu- 
ras (Gilchrist, 2000; NCCLS, 2001; CDC, 2001). 


Designações laboratoriais 


Estabelecimentos de nível A, também chamados de laborató- 
rios-sentinelas, identificam organismos incomuns que podem ser 
altamente suspeitos e, portanto, os primeiros a indicar a ocorrên- 
cia de um evento bioterrorista. Alternativamente, o laboratório de 
nível À pode comunicar a existência de um grupo de isolados de um 
mesmo organismo em inúmeros pacientes e em circunstâncias pouco 
comuns, indicando, desse modo, um evento. A maioria dos labora- 
tórios clínicos pertence a essa categoria. A principal responsabilidade 
do laboratório de nível A consiste em “excluir” agentes suspeitos de 
bioterrorismo, em vez de realizar identificações completas ou análises 
altamente complexas. Uma vez que tenha comunicado uma desco- 
berta a um laboratório público estadual ou municipal, o laboratório 
de nível A deve receber instruções para enviar o microrganismo a um 
laboratório de nível B ou C, em que serão empregados métodos avan- 
çados de confirmação. Por exemplo, se há suspeita de que o agente 
encontrado é o Bacillus anthracis, mas o laboratório de nível A é inca- 
paz de excluir a hipótese, o microrganismo deve ser enviado para um 
laboratório de nível B ou C para ser investigado. 

Os laboratórios de nível D são ainda mais avançados e podem aju- 
dar a desenvolver e avaliar novos testes que serão futuramente utiliza- 
dos em laboratórios de níveis Be C. Os laboratórios de nível D podem 


Tabela 13.1 Práticas dos níveis de biossegurança (BSN) 


Práticas do BSN-1: para trabalho com agentes que representam risco mínimo 
Restrição ou limitação do acesso durante o trabalho 
É proibido comer, beber e fumar 
É proibido pipetar com a boca 
Cautela com agulhas e perfurocortantes 
Práticas do BSN-2: para agentes que representam risco moderado 
Práticas de BSN-1 adicionadas de: 
Uso de CPB de classe || 

Tipo A1: 30% de exaustão de ar no recinto 

Tipo A2: 30% de exaustão de ar para fora 

Tipo B1: 70% de exaustão de ar para fora 


Tipo B2: 100% de exaustão de ar para fora 
Uso de recipientes à prova de vazamento 


Práticas do BSN-3: para agentes que representam risco sério ou potencialmente 

letal 

Práticas de BSN-2 adicionadas de: 
Uso de CPB de classe Il com 100% de exaustão de ar para fora, utilizando 
dupla filtração HEPA ou HEPA com incineração. A cabine é hermeticamente 
fechada e vedada, e usam-se luvas de borracha para realizar as operações 
Uso de Equipamento de Proteção Pessoal (EPP) 


tipificar agentes de bioterrorismo já confirmados ou realizar testes 
moleculares mais sofisticados para analisar as cepas. Podem também 
arquivar esses organismos para serem utilizados em estudos futuros 
ou como referência (Gilchrist, 2000; NCCLS, 2001; CDC, 2001). 

Ao concluir que não pode “excluir” um dado agente, o laboratório 
de nível A costuma adotar a política de notificar o oficial de controle de 
infecções ou o epidemiologista do hospital que, por sua vez, transmitem 
a informação ao departamento de saúde local. O laboratório deve estar 
preparado para seguir as instruções de envio do agente suspeito, segun- 
do as Diretrizes para Materiais Infecciosos fornecidas pelo Ministério 
do Transporte ou pela International Air Transport Association. Não 
cabe ao laboratório de nível A declarar que um evento de bioterrorismo 
está em andamento. Essa é uma responsabilidade das autoridades esta- 
duais ou federais. 

Como usualmente tornam-se evidências em casos legais, as amos- 
tras ambientais requerem a supervisão de toda sua cadeia de custódia, 
sendo esta uma tarefa dos laboratórios de nível Be C. Tais amostras 
ambientais também podem representar uma ameaça aos pacientes 
no cenário hospitalar. Por isso, em hipótese nenhuma, o laboratório 
de nível A deve aceitar ou processar amostras provenientes do meio 
ambiente. Cabe ao FBI supervisionar a investigação de amostras 
ambientais que são encaminhadas aos laboratórios de nível Be C. 


Questões legais 

O laboratório de nível A pode atuar em investigações criminais. 
Diante da suspeita ou da certeza de que uma dada amostra representa 
ameaça biológica, é importante preservar material, placas, culturas etc. 
originais. Se o laboratório foi contatado pelo FBI ou por outras agências 
de fiscalização legal, deve comunicar as autoridades de saúde estaduais, 
bem como o oficial de controle de infecções ou o epidemiologista do 
hospital. Qualquer informação relevante à análise de potenciais evidên- 
cias não pode ser liberada à divulgação pública, devendo ser transmitida 
apenas aos fiscais da lei e às autoridades de saúde apropriadas. 

A cadeia de custódia é um documento legal que descreve o modo 
como a evidência é manuseada desde o momento em que foi adquiri- 
da e no decorrer de todos os exames e armazenamento subsequentes. 
O laboratório deve possuir um documento de política de custódia por 
escrito e deve designar um funcionário para ser o “zelador de evidên- 
cias”, cuja função é controlar o armazenamento de evidências e regis- 
trar o acesso às mesmas em um formulário de cadeia de custódia. Esse 
registro deve permanecer guardado a sete chaves. O LRN sugere que 
o laboratório emita um “recibo de propriedade” toda vez que receber 
uma evidência. Esse recibo deve conter um único identificador, a qua- 
lidade e a quantidade de cada item, uma descrição de cada item e o 
máximo de informação possível acerca do sujeito etc. (Gilchrist, 2000; 
CDC/NIH, 2001; NCCLS, 2001). 


Agentes biológicos/doenças 


O CDC e outras agências governamentais listam os agentes bioló- 
gicos/doenças em três categorias (A, B e C), de acordo com a priori- 
dade do risco e a capacidade de disseminação na população. Alguns 
exemplos representativos de cada categoria estão listados nas Tabelas 
13.2, 13.3 e 13.4 (Gilchrist, 2000; USAMRIID, 2001; Tierno, 2002). A 
Tabela 13.5 resume aspectos referentes ao diagnóstico e tratamento de 
doenças causadas por agentes de bioterrorismo discutidos anterior- 
mente. O papel do laboratório de nível A é descrito nas Tabelas 13.6 a 
13.14, para cada um dos agentes discutidos a seguir. 


Antraz (Tab. 13.6) 


História e conhecimentos teóricos 

O Bacillus anthracis, agente etiológico do antraz, é uma bactéria 
Gram-positiva com formato de bastonete que produz um esporo. 
Normalmente, essas bactérias crescem de forma vegetativa, porém 
esporulam diante de condições de crescimento adversas e conseguem 
sobreviver. As formas vegetativas são relativamente fáceis de matar 
com germicidas, como álcool ou peróxido, ou mesmo por aqueci- 
mento. No entanto, os esporos são muito resistentes, tanto a agentes 
químicos como ao calor, e sobrevivem por décadas. Essa característica 
é essencial, visto que são os esporos que causam infecção. Na nature- 
za, O antraz está usualmente associado a animais de pastoreio, como 
ovelhas, cabras e gado, bem como a animais selvagens, que adquirem 
os esporos ao se alimentarem da vegetação ou da carne de animais 
infectados. O B. anthracis está presente no solo por todo o planeta. 
Nos Estados Unidos, é encontrado principalmente nas antigas tri- 
lhas de gado do Texas, Louisiana, Mississipi, Arkansas, Novo México, 
Oklahoma e em alguns estados do Centro-oeste. Entretanto, o antraz 
é uma infecção rara nos EUA, em razão do controle das populações 
de animais por meio de programas de vacinação. Os esporos surgem 
quando o pH de um solo orgânico rico torna-se maior que 6 e as 
chuvas eliminam as condições de seca. Os animais herbívoros, ao se 
contaminarem, podem transmitir a infecção ao homem por meio do 
contato direto com suas partes, como pelos, lã, couro cru, ossos etc. 
Certas ocupações oferecem maior risco de infecção por antraz, como 
tratadores de animais, lavradores e veterinários. Cerca de 90% de 
todos os casos de antraz humano foram observados em trabalhadores 
de tecelagem, que lidavam com pelos de cabra importados. Existem 
três vias de infecção humana: (1) a pele (cutânea), por meio de arra- 
nhões ou escoriações; (2) pela inalação dos esporos; e (3) por meio da 
ingestão de carnes contaminadas mal cozidas ou de produtos deriva- 
dos delas. À origem do termo “antraz” é grega, que significa “carvão”, 
sendo que a doença foi assim nomeada por causa da formação de uma 
crosta negra (escara) na pele das vítimas infectadas pelo micróbio da 
forma cutânea de antraz. Pelo mesmo motivo, a doença por vezes é 
denominada “carbúnculo negro” (Tierno, 2002). 

O antraz é, isoladamente, a maior ameaça da guerra bacteriológica, 
dada a facilidade com que seus esporos são cultivados, ainda que a 
produção de esporos transformados em armas não seja tão simples. 
Algumas vezes, a mídia refere-se a categorias de antraz: antraz-arma” 
versus “antraz não arma’. Os critérios que distinguem essas catego- 
rias são o tamanho do esporo (pequeno; usualmente de 1 um a 3 um), 
ausência de aglutinação (usualmente obtida por meio da adição de um 
polímero que evita a tendência natural dos esporos à aglutinação), a 
quantidade de esporos e a entrega por meio de um sistema de distribui- 
ção eficiente. Segundo essa descrição, a onda de antraz que se espalhou 
pelos EUA no outono de 2001 apresentou classificação próxima à de 
“arma”, visto que atendia a dois dos quatro critérios de caracteriza- 
ção. Os esporos eram pequenos e apresentavam boa dispersão pelo ar, 
contudo suas partículas estavam presentes em quantidades limitadas e 
foram entregues via correio. Se uma quantidade suficiente do produto 
tivesse sido produzida e entregada de modo eficaz, teria sido considera- 
da “antraz-arma”. 

Na natureza, os esporos existentes no solo encontram-se aglutina- 
dos, e essa característica dificulta bastante a contaminação de um indi- 
víduo pela inalação natural do antraz. Um terrorista, para transformar 
os esporos do antraz em arma, tem que impedir a aglutinação das par- 
tículas e depois entregá-las transformadas em quantidade suficiente. 
Certamente, ambas as tarefas são muito difíceis. Mesmo um avião de 


Tabela 13.2 Agentes da categoria A 
Prioridade maior para agentes que representam risco de segurança nacional 
Características Agentes 


Antraz (Bacillus anthracis) 
Botulismo (Clostridium botulinum) 


Facilmente disseminados e/ou 
transmitidos de um indivíduo 

a outro 

Podem conduzir a taxas de 
mortalidade elevadas, causando 
grande impacto na saúde pública 
Pode causar pânico na população 


Peste (Yersinia pestis) 
Variola (Variola major) 


Tularemia (Francisella tularensis) 

Febres hemorrágicas virais — filovirus (i.e., 
Ebola, Marburg) e arenavirus (i.e., Lassa, 
Machupo) 


Tabela 13.3 Agentes da categoria B 


Caracteristicas Agentes 


Disseminação moderadamente fácil 
Morbidade moderada e mortalidade 
baixa 

Podem requerer capacidade 
diagnóstica aprimorada (CDC) 


Brucelose (espécies de Brucella) 
Toxina épsilon de Clostridium perfringens 


Riscos à segurança alimentar (i. e., 
Salmonella sp, Escherichia coli 0157:H7, 
Shigella sp) 

Mormo (Burkholderia malleri) 
Melioidose (Burkholderia pseudomallei) 
Psitacose (Chlamydia psittaci) 

Febre Q (Coxiella burnetii) 

Toxina ricina de (Ricinus communis) 
(mamona) 

Enterotoxina estafilocócica B 

Febre tifoide (Rickettsia prowazekii) 
Encefalite viral (alfavirus: encefalite 
equina venezuelana, encefalites equinas 
oriental e ocidental) 

Riscos à segurança da água (i. e., Vibrio 
cholerae, Cryptosporidium parvum) 


Tabela 13.4 Agentes da categoria C 


Características Agentes 
Disponibilidade Hantavírus 
Produção e disseminação fáceis Vírus Nipah 


Potencial de morbidade e de 
mortalidade elevado 


Outros patógenos emergentes que 
poderiam ser modificados por engenharia 
Potencial impacto significativo genética para disseminação em massa 


na saúde 


pulverização agrícola teria de ser consideravelmente adaptado para 
distribuir esporos de modo eficiente. Para constituírem armas eficazes, 
os esporos do antraz devem permanecer no ar em concentração eleva- 
da o suficiente para serem profundamente inalados para dentro dos 
pulmões. Com base nos dados disponíveis, aparentemente, o número 
de esporos necessários varia de 8 a 40 mil. Alguns poucos estudos suge- 
rem que a inalação de uma pequena concentração de esporos (cerca 
de 500, ao longo de 8 horas) não foi capaz de promover a doença em 
trabalhadores de tecelagem que lidavam com pelos de cabra. Embora 
existam três tipos de infecção causada pelo B. anthracis (cutânea, pul- 
monar e gastrintestinal [GI]), um terrorista deve interessar-se princi- 
palmente pela infecção adquirida pela inalação do micróbio, em razão 
da taxa de mortalidade elevada associada. Na natureza, contudo, apro- 
ximadamente 95% dos casos humanos de antraz consistem de infec- 
ções cutâneas (Lew, 2000; Tierno, 2002). 
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Tabela 13.5 Agentes de bioterrorismo: diagnóstico e tratamento 


Agente Diagnóstico Testes e amostras 
Antraz Avaliação clinica Cultura: sangue, líquido cerebrospinal (LCE), feridas (definitivas) 
e achados Cultura nasal: determina o grau de extensão da 
laboratoriais disseminação dos esporos na população 
Imuno-histoquímica (IHQ): tecido 
PCR: pode confirmar o diagnóstico, caso a cultura 
resulte negativa 
Sorologia: ELISA, IFA 
Peste Avaliação clínica Cultura: escarro, sangue, linfa 
e achados FA direta: secreções respiratórias 
laboratoriais Sorologia: teste para antígeno F1-V (proteína de fusão) 
Brucelose Dificuldade para realizar Cultura: nasal, escarro, amostras respiratórias (também 
diversas exclusões; pode-se utilizar PCR); a cultura de sangue é o teste definitivo 
necessidade da ajuda de Sorologia: IFA, ELISA e microaglutinação (padrão-ouro) 
um laboratório para detectar anticorpos 
Tularemia Dificuldade para realizar Os testes laboratoriais em geral não são úteis 
diversas exclusões; Cultura: a bactéria não cresce em meio comum e requer 
necessidade da ajuda de ágar sangue-cisteina ou ágar chocolate 
um laboratório. Detecção de AG capsular ou PCR: sangue total não coagulado 
Principais sintomas: FA direta e PCR: nasal, amostras respiratórias induzidas 
pneumonia com tosse IHQ: tecidos podem ser úteis em alguns casos 
não produtiva Sorologia: ELISA para Ac 
Botulismo Avaliação clínica; testes PCR e teste para toxina: usar secreções respiratórias 
laboratoriais de rotina não nasais induzidas e sangue 
têm valor; testes para a toxina 
podem ser úteis se ela 
estiver presente no soro 
Varíola Achados clínicos Cultura de células ou de embrião de galinha: lesões de 
(exantemas) pele são a fonte ideal; swabs nasais, secreções respiratórias 
e amostras de soro também podem ser cultivadas 
Microscopia eletrônica: identifica o vírus 
PCR: usar as mesmas amostras citadas para a cultura 
Precipitação em ágar gel: lesões da pele 
Sorologia: existem testes disponíveis 
EEV Dificuldade para realizar PCR ou cultura em células/camundongos lactentes: 
diversas exclusões; nasal, secreções respiratórias induzidas e soro 
necessidade da ajuda Sorologia: ELISA, IFA e inibição de hemaglutinação; 
de um laboratório detecção de Ac 
FHV Avaliação clínica; o principal Geral: leucopenia, trombocitopenia; elevação de AST 


achado é o comprometimento 
vascular, i. e., petéguias, 
sangramento, hipotensão 
postural, edema etc. 


Sorologia: ELISA, IFA e PCR; detecção de diferentes FHVs 


Tratamento 


Antibióticos, incluindo penicilina, quinolonas e 
tetraciclina. A inalação do antraz deve ser tratada por 
60 dias. Antibióticos (30 dias) e vacinas (3 doses em 0, 
14 e 28 dias) podem ser combinados. O regime de 
vacinação completo compreende 6 doses em 0,2 e 4 
semanas e 6, 12 e 18 meses, seguidas de reforços anuais 


Antibióticos, incluindo tetraciclina; quinolonas, 
estreptomicina, gentamicina e cloranfenicol por 10 a 
14 dias. Profilaxia: medicação durante 7 dias. Uma 
vacina contendo o microrganismo morto por formalina 
é administrada em 0, 1 e 4a 7 meses. Os reforços 
devem ser recebidos a cada 1 a 2 anos 

Combinação de antibióticos (6 semanas): doxiciclina e 
rifampina ou quinolona e rifampina. A profilaxia 
requer 3 semanas. Há inúmeras vacinas disponíveis 
(com microrganismos mortos ou atenuados) cuja 
eficácia ainda não foi comprovada 

Tratamento: antibióticos, como gentamicina, 
estreptomicina e ciprofloxacina. Profilaxia: doxiciclina. 
A vacina contém o microrganismo vivo atenuado 


Tratamento de suporte. É possível administrar a 
antitoxina em um período de até 24 horas após a 
exposição: antitoxinas trivalentes ou pentavalentes. 
Também há uma vacina constituída pelo toxoide 
pentavalente 

A imunoglobulina para vacínia (IGV) deve ser utilizada 
com a vacina de vacínia, caso a exposição tenha 
ocorrido há mais de 3 dias. Caso contrário, somente a 
vacina de vacínia deve ser administrada por meio de 
escarificação. O cidovir é uma promessa para O 
tratamento 


Alguns fármacos mostram-se promissores. No 
momento, não há terapia específica. O tratamento é 
orientado no sentido de aliviar os sintomas. Algumas 
vacinas mostram-se promissoras (i. e., TC-84) 
Supervisão da hipotensão e da perda de líquidos. São 
necessários cuidados de suporte agressivos. A 
ribavirina e a terapia com imunoglobulinas são 
promissoras. Várias vacinas estão sendo desenvolvidas 


Os esporos do antraz podem sobreviver no interior de macrófagos, 
eventualmente sob a forma vegetativa, e multiplicar-se a ponto de 
causar o rompimento da célula, com consequente liberação de baci- 
los na circulação sanguínea. Essas bactérias produzem quatro fatores 
de virulência, sendo que três deles são toxinas causadoras de sinto- 
mas sistêmicos: a toxina antigênica protetora, o fator letal e o fator de 
edema. Por fim, é produzida uma cápsula que as protege da ação des- 
trutiva dos leucócitos do corpo. A instalação dos sintomas sistêmicos 
configura a inutilização dos antibióticos, pois estes não exercem efeito 
sobre as toxinas circulantes (Tierno, 2002). 


Características clínicas 


Antraz inalatório. Trata-se da forma bifásica da doença. A fase inicial 
caracteriza-se pela manifestação de sintomas semelhantes aos de uma 
gripe moderada (p. ex., mal-estar, fadiga, febre baixa) seguida de um 
período de aparente bem-estar, que dura cerca de 1 dia. Logo em segui- 
da, instala-se uma fase aguda, que, eventualmente, conduz a sintomas 
mais graves (p. ex., angústia respiratória aguda). O período de incu- 
bação pode variar de 1 a 5 dias, dependendo do número de esporos 


inalado, mas também pode durar até 60 dias. Choque e morte costu- 
mam ocorrer em 24 a 36 horas após o inicio da angústia respiratória. A 
taxa de fatalidade da inalação do antraz aproxima-se dos 90%, mesmo 
com uma terapia antibiótica. Entretanto, esse quadro provavelmente 
mudará para melhor graças à disponibilidade de novos antibióticos e de 
melhores unidades de tratamento intensivo. O antraz pulmonar não é 
transmitido por contato, de um indivíduo a outro. 

Antraz cutâneo. A forma cutânea do antraz é observada depois que os 
esporos são introduzidos sob a pele por inoculação ou contaminação de 
uma lesão preexistente ou de uma ruptura na pele. O período de incuba- 
ção é de 2 a 7 dias (raramente, 1 dia), porém ocorre mais frequentemente 
em 2 a 5 dias. A lesão surge como uma espinha pequena e indolor sobre a 
pele exposta, progredindo para vesículas e eventual ulceração, que desen- 
volve, no centro, uma crosta (escara) enegrecida (dentro de 2 a 6 dias). 
Embora o antraz cutâneo não tratado possa estar associado a uma taxa de 
fatalidade de cerca de 20%, raramente resulta em morte (1%) se o pacien- 
te for adequadamente tratado com antibióticos. Enquanto o antraz não é 
transmitido de um indivíduo a outro, é possível que lesões secundárias se 
desenvolvam mediante exposição direta às secreções das vesículas. 


Tabela 13.6 Bacillus anthracis: papel do laboratório de nível A 


Identificar, por meio de suposições, com base nos critérios abaixo apresentados 

e, em seguida, encaminhar as culturas a laboratórios de nível B ou C para a 

identificação final 

Esfregaços diretos Amostras, como sangue, LCE e pele (escara), mostram 
bastonetes Gram-positivos isolados ou formando cadeias. Em 
geral, não se observam esporos 


Esfregaços de Grandes bacilos Gram-positivos (1-1,5 um x 3-5 um), que 
material de podem ser Gram-variáveis após 72 horas; os esporos podem ser 
cultura encontrados na cultura, especialmente sob atmosfera livre de 
CO,, porém não estão inchados e são terminais ou subterminais 
Colônias em Colônias que apresentam crescimento rápido, medem de 2 a 
placas de 5 mm (de uma dia para o outro, a 35°C), não hemolíticas, não 
ágar-sangue de  pigmentadas, superfície seca com aspecto de “vidro fosco” e 
ovelha (SBA) bordas irregulares, apresentando projeções em forma vírgula 


(“cabeça de medusa”). À colônia apresenta uma consistência 
pegajosa (firme) quando perturbada com uma alça 
Outros critérios Imobilidade, catalase positiva, urease negativa, nitrato 
positivo, bacilo encapsulado que pode ser lisado por 
bacteriófagos y (a tipagem com bacteriófagos y costuma ser 


feita em laboratórios de nivel B ou C) 


Antraz GI. Esta forma de antraz é observada quando o indivíduo ingere 
carne contaminada, particularmente se estiver crua ou mal cozida, pro- 
veniente de animais infectados; até o momento, entretanto, não foi 
descrito nenhum caso nos EUA. O período de incubação é de 2 a 7 dias. 
Existem dois tipos de antraz GI, os quais são caracterizados por diferen- 
tes sintomas: intestinal (p. ex., náusea, vômitos e diarreia) e orofaríngeo 
(p. ex., inchaço cervical e dificuldade para deglutir). Choque e toxemia 
podem caracterizar ambas as formas da doença, especialmente nos está- 
gios terminais. A taxa de fatalidade é de 25 a 60%. 

As três formas de antraz (pulmonar, cutânea e GI) podem ser 


complicadas por meningites, observadas em cerca de 5% dos casos 
(Lew, 2000). 


Considerações práticas 
* Lavar as mãos é a única medida protetora mais importante. Os 
esporos são efetivamente removidos com auxílio de água e sabão. 


* Qualquer produto suspeito de estar contaminado por esporos 
deve passar por um processo de higienização com uma solução 
de água sanitária diluída a 10%. O produto deve permanecer em 
contato com a solução por, pelo menos, 30 minutos e, em seguida, 
ser lavado. Se há suspeita de que a carga de esporos é grande, deve 
ser utilizada uma solução de água sanitária concentrada para fazer 
a descontaminação. 


* Máscaras respiratórias N95 protegem contra a inalação de esporos 
contidos em aerossol. 


* Qualquer área de corte, arranhão ou escoriação na pele deve ser 
coberta com um curativo contendo tintura de iodo a 1%. Se o 
corte (ou escoriação) não for muito extenso, aplique a tintura de 
iodo diretamente em sua superfície. O iodo possui uma incrível 
ação antisséptica e pode ser esporicida. Nenhum ferimento deve 
ser considerado tão pequeno que não requeira cuidados. 


* Casas que possuem condicionador de ar central com filtro de alta 
eficiência para particulados (HEPA, high efficiency particulated air) 
terão removidos mais de 99,97% das partículas com 0,3 um, ou 
maiores, presentes no ar. Como tendem a se aglutinar, os esporos 
do antraz costumam ser retidos por esses sistemas de filtro HEPA. 
Alternativamente, um purificador de ar adaptado com filtro HEPA 
também serve para manter o ambiente livre de esporos. 


Peste bubônica (Tab. 13.7) 
História e conhecimentos teóricos 

A “morte negra” ou “peste”, que assolou a Europa no século XIV, 
foi responsável pela morte de mais de 25 milhões de pessoas ou 25% 


Tabela 13.7 Yersinia pestis: papel do laboratório de nível A 


Identificar, por meio de suposições, com base nos critérios abaixo apresentados 
e, em seguida, encaminhar as culturas a laboratórios de nível B ou C para a 
identificação final 


Esfregaços diretos É mais provável observar um padrão de coloração 
bipolar (“pino de segurança”) para as amostras clínicas 
(sangue, escarro, aspirados etc.) do que para as culturas. À 
bipolaridade pode ser melhor visualizada utilizando-se as 
colorações de Wayson ou Wright-Giemsa. É preciso lembrar 
que o padrão de coloração bipolar nem sempre é observado e 
não é exclusivo da Y. pestis 

Esfregaços de Bastonetes Gram-negativos dilatados (1-2 um x 0,5 um) 

material de cultura isolados ou compondo pequenas cadeias 

Colônias Crescimento a 35°C (mais rápido à temperatura ambiente), 

em placas de SBA por 24 horas, sob a forma de colônias cinza-esbranquiçadas, 


não hemolíticas, transparentes e minúsculas. Contudo, as 
colônias incubadas por 48 horas apresentam diâmetro de 1 
a 2 um e tornam-se amareladas com o tempo de cultura. O 
crescimento é observado com ou sem CO, na atmosfera. As 
colônias podem apresentar uma superfície reluzente, com 
aspecto de “ovos fritos” ou “chapa de cobre martelada”. Em 
meio MacConkey, crescem como colônias diminutas que 
não fermentam lactose durante 24 horas de cultura; após 48 
horas, observa-se um discreto aumento de tamanho 
Outros critérios A bactéria não é móvel entre 35 e 37°C nem à temperatura 
ambiente (a Y. pestis é o único microrganismo da família 
Yersinia que não apresenta motilidade à temperatura 
ambiente). É oxidase e urease negativa; catalase positiva; 
cresce em meio floculento, sendo descrita como 
“estalactite”; e forma acúmulos localizados nas laterais e no 
fundo do tubo 


da população. Esse período é chamado de “a segunda pandemia. A 
primeira das três pandemias teve início no ano de 541 e perdurou até 
o século VIII, causando cerca de 40 milhões de mortes. A terceira e 
última pandemia iniciou-se na China, na década de 1860, e dissemi- 
nou-se para África, Europa e Américas. A peste é uma zoonose que 
infecta principalmente roedores e é causada pela bactéria Yersinia pes- 
tis, sendo transmitida pela pulga do rato (Xenopsylla cheopis, a pulga 
oriental, ou Pulex irritans, a pulga humana). No passado, as epide- 
mias surgiam em decorrência do contato do homem com as pulgas 
de roedores infectados. As grandes pragas eram transmitidas por ratos 
ao homem que vivia em áreas urbanas abarrotadas, cujas condições 
sanitárias eram extremamente precárias. O homem acaba entrando 
incidentalmente no ciclo usual (roedor-pulga-roedor). Nos EUA, os 
casos de peste humana que ocorrem de forma mais natural (cerca de 
12 por ano) concentram-se nos Estados do Centro-oeste e do Pacífico 
(Perry, 1997; Tierno, 2002). 

Em um cenário de guerra bacteriológica, o bacilo da peste pode 
ser transmitido por pulgas contaminadas, que atuam como veto- 
res e causam peste bubônica, ou, mais provavelmente, por meio de 
aerossol, causando a peste pneumônica. Na natureza, uma pulga de 
rato regurgita a bactéria ao morder seu hospedeiro. Gatos também 
são suscetíveis e podem transmitir a peste pneumônica ao homem. 
Diferentemente do antraz, que não é transmissível de um indivíduo a 
outro, a peste pneumônica pode ser transmitida pelas grandes partí- 
culas de aerossol produzidas quando um paciente tosse. 

A Yersinia pestis pode ser destruída pelos leucócitos polimor- 
fonucleares, mas são capazes de sobreviver nos monócitos, onde 
produzem uma cápsula para resistir à fagocitose. Essas bactérias 
podem alcançar rapidamente o sistema linfático e a circulação san- 
guínea, disseminando-se para todos os órgãos, causando hemorra- 
gia e necrose. 

São necessários menos de 100 microrganismos para produzir uma 
infecção em humano. Estudos mostram que as bactérias podem per- 
manecer vivas por até 1 ano no solo ou por até 270 dias em tecidos 
sadios. A bactéria é morta mediante exposição ao calor (15 minutos a 
72°C) e após várias horas de exposição à luz solar (Tierno, 2002). 
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Características clínicas 

A peste apresenta três formas clínicas: bubônica, caracterizada por 
inchaço dos linfonodos (bubos); pneumônica, com extenso envol- 
vimento dos pulmões; e septicêmica, na qual a corrente sanguínea é 
infectada pela Yersinia pestis. A taxa de mortalidade dos casos de peste 
pneumônica não tratados é de 100%, enquanto para os casos de peste 
bubônica essa taxa é de 50%. 
Peste bubônica. O período de incubação, de 2 a 10 dias, caracteriza-se 
por mal-estar, febre alta e sensibilidade dos linfonodos (bubos), que 
estão aumentados e, eventualmente, necrosados. Pode ocorrer septi- 
cemia e disseminação da bactéria para o sistema nervoso central, para 
os pulmões (levando à forma pneumônica da doença, que passa a ser 
transmissível de indivíduo a indivíduo) e, enfim, para o restante do 
corpo, podendo causar a morte do paciente. 
Peste pneumônica. O período de 1 a 3 dias de incubação é menor que 
o da peste bubônica. Os sintomas observados são febre alta, tosse, 
dor no peito e escarro sanguinolento; a pneumonia pode conduzir ao 
colapso respiratório e circulatório (Perry, 1997). 


Considerações práticas 

* Pacientes com peste pneumônica transmitem a infecção por meio 
de grandes partículas de aerossol (maiores que 5 um) geradas 
quando o indivíduo tosse, fala ou espirra. O uso de uma simples 
máscara cirúrgica pode proteger trabalhadores e familiares no 
convívio com o paciente. É necessário “precaver-se contra as 
partículas” durante os 3 dias inteiros da terapia antibiótica, sendo 
que, após esse período, o paciente deixa de ser contagioso. 


* Uma vez que as partículas alcançam uma distância aproximada 
de 1 a 1,5 ma partir do paciente, os sistemas de condicionamento 
de ar centrais não precisam ser adaptados com filtros HEPA, isto 
é, não há necessidade de manter o ar livre de bactérias e partículas. 


* Em caso de epidemia, é importante controlar a população de 
pulgas, ratos e outros animais, como gatos. Inseticidas e repelentes 
são amplamente disponibilizados. 


* Lavar as mãos constitui medida essencial da estratégia de 
prevenção. 


* Comoa Y. pestis não produz esporos, é possível descontaminar as 
superfícies com uma simples solução de água sanitária a 10%. A 
pele pode ser descontaminada utilizando-se qualquer produto à 
base de sabão com ação germicida. Álcoois higienizadores para as 
mãos (como o Purell) também podem ser eficazes. 


* As roupas devem ser lavadas com sabão germicida e água quente 
(68,3°C), mesmo quando é improvável a exposição a aerossol 
contendo bactérias a partir de roupas contaminadas. 


* Recomenda-se manter uma certa distância (1 a 1,5m) de 
indivíduos com crise de tosse ou que estejam produzindo escarro, 
com ou sem sangue. 


Brucelose (Tab. 13.8) 


História e conhecimentos teóricos 

A brucelose é uma zoonose cujos agentes etiológicos são Brucella 
melitensis, B. suis, B. abortus e B. canis. Essas bactérias normalmente 
causam doença em animais domésticos, como cabras, ovelhas e came- 
los (B. melitensis), gado bovino (B. abortus) e suínos (B. suis). O pató- 
geno primário de cães, B. canis, raramente causa doença no homem. 
A infecção natural humana ocorre por meio da inalação de aerossol 
contendo bactéria, ingestão de carne crua ou leite não pasteuriza- 
do que estejam contaminados, introdução direta da bactéria na pele 
(escoriações) ou, ainda, pelo contato com superfícies conjuntivas. A 
forma humana da doença ocorre a nível mundial e apresenta várias 
denominações: febre ondulante, febre de Malta, doença de Bang, febre 
de Gibraltar e febre do Mediterrâneo. Nos países desenvolvidos, a 
infecção humana está associada às indústrias frigoríficas e de laticínios. 
Diversos estudos relatam que a brucelose humana é subdiagnosticada 
e subnotificada. Segundo estimativas, para cada caso registrado, 25 a 
30 casos permanecem desconhecidos. Como agente de guerra bacte- 
riológica, as bactérias causadoras da brucelose provavelmente pode- 
riam ser disseminadas por meio de aerossol. Esses microrganismos são 
intracelulares e, como conseguem escapar da fagocitose, podem ser 


Tabela 13.8 Espécie de Brucella: papel do laboratório de nível A 


Identificar, por meio de suposições, com base nos critérios abaixo apresentados. 

Encaminhar as culturas a laboratórios de nivel B ou C para a identificação final 

e/ou confirmação, embora a maioria dos laboratórios de nível A seja capaz de 

identificar completamente as espécies de Brucella 

Esfregacos diretos Na maioria dos casos, são obtidas amostras de sangue e/ou 
medula óssea. Os microrganismos coram-se fracamente, sendo 
observados como pequenos cocobacilos Gram-negativos (0,5- 
0,7 pm x 0,6-1,5 um) principalmente isolados, com aspecto 
de grãos de “areia fina” 


Esfregaços de Igual à descrição anterior 

material de 

cultura 

Colônias em Usualmente, não são visíveis ou são minúsculos na cultura de 
placas de SBAe 24 horas; após 48 horas, as colônias são muito pequenas, não 
ágar-chocolate | pigmentadas, lisas e com borda integra. Não são hemolíticas 
(CA) em cultura de SBA. O crescimento de algumas variedades é 


intensificado pela tensão de CO,. Algumas variedades crescem 
em meio MacConkey, enquanto o meio Thayer-Martin pode 
ser utilizado como meio seletivo. As culturas sanguíneas são 
mantidas por 21 dias, quando se trata de caso suspeito 

Os cocobacilos são positivos para catalase, urease e 
oxidase (B. canis é variável). Não apresentam motilidade 

e não requerem fatores X nem V. A brucelose é uma das 
infecções adquiridas em laboratório mais comumente 
reportadas. Sistemas automatizados não são úteis nem 
recomendados para fazer a identificação. É preciso lembrar 
que cheirar uma cultura de bactérias de Brucella sp. pode 
resultar em infecção 


Outros critérios 


transportados do tecido linfoide para a circulação sanguínea e serem 
depositados em inúmeros órgãos. Dentro dos fagócitos, multipli- 
cam-se e, eventualmente, matam suas células hospedeiras, liberando 
uma nova safra de bactérias. O padrão de febre “ondulante” obser- 
vado nessa doença corresponde ao momento em que as bactérias são 
liberadas na circulação sanguínea e provocam o fenômeno. À medida 
que as bactérias são eliminadas, a febre regride e reaparece somente 
quando outra safra é liberada. É comum haver recaídas. As espécies 
de Brucella apresentam dois tipos de colônias morfologicamente dis- 
tintos: “liso” e “rugoso”. A forma lisa é mais patogênica, em razão da 
presença de uma cápsula que protege a bactéria contra a fagocitose e, 
consequentemente, a destruição. B. melitensis e B. suis são mais viru- 
lentas que as outras duas espécies, apresentando melhor sobrevida no 
meio intracelular. Por outro lado, B. abortus e B. canis promovem uma 
infecção de início insidioso, mas causam doença e complicações de 
febre mais brandas (Shapiro, 1998, 1999; Tierno, 2002). 


Características clínicas 

O período de incubação pode ser de 1 a 8 semanas, embora costu- 
me ser de 3 a 4 semanas. O início é insidioso e o paciente apresenta 
mal-estar, febre, calafrios, sudorese, dor de cabeça, fadiga, mialgias e 
artralgias. A febre usualmente sobe durante o período vespertino e cai 
à noite, sendo acompanhada de sudorese muito intensa (o paciente fica 
encharcado de suor). Os linfonodos, o baço e o fígado podem apresen- 
tar inchaço. A febre “ondulante” pode se estender ao longo de sema- 
nas, meses ou até anos. Contudo, há muitos dias em que o paciente 
não apresenta febre e sente-se relativamente bem, com apenas mais um 
ciclo de subida e descida da febre. Por vezes, os pacientes são diagnosti- 
cados como apresentando uma febre de origem desconhecida. A tosse 
é observada em 20% dos casos, enquanto o exame de raios X resulta 
normal. À taxa de mortalidade é de cerca de 6% na infecção por B. meli- 
tensis, sendo igual a 1% com as demais espécies. A maioria das mortes 
está associada à endocardite ou à meningite. Sintomas GI ocorrem em 
adultos em até 70% dos casos, sendo menos frequentes em crianças. 


Considerações práticas 

* Embora as espécies de Brucella apresentem período de incuba- 
ção longo e início lento da doença, a típica síndrome da “febre 
ondulante” ajuda a determinar o diagnóstico e, assim, começar 
o tratamento. 


* As bactérias causadoras da brucelose apresentam uma taxa de 
fatalidade tão baixa (especialmente com a adoção de terapia 
antibiótica adequada) que não são muito efetivas como arma 
biológica. 


* A brucelose não pode ser transmitida de um indivíduo a outro, 
de modo que não é necessário isolar o paciente. Entretanto, 
recomenda-se prevenir o contato diante da existência de uma 
lesão drenante. 


* As espécies de Brucellae não produzem esporos e, por isso, são 
prontamente destruídas por qualquer germicida. O processo de 
pasteurização (a 68,3°C) mata as bactérias presentes em qualquer 
alimento contaminado. 


* Como a brucelose é contraída por meio do contato ocular (i. 
e., quando se esfrega ou toca os olhos), a estratégia de proteção 
requer que as mãos sejam lavadas com sabão germicida ou 
higienizadas com produtos à base de álcool. 


Tularemia (Tab. 13.9) 
História e conhecimentos teóricos 

O agente etiológico da tularemia (também conhecida como “febre 
dos coelhos”) é a Francisella tularensis. Tratam-se de bacilos gram-ne- 
gativos incapazes de se mover, que não produzem esporos. O homem 
adquire essa zoonose por meio do contato com animais, normalmen- 
te pela inoculação na pele ou nas membranas mucosas de sangue e 
líquidos teciduais provenientes de animais infectados ou por meio de 
picadas de carrapatos, mosquitos ou moscas, igualmente infectadas. 
Uma forma menos comum de adquirir a infecção é pela inalação de 
poeira contaminada ou ingestão de alimentos e água contaminados. 
Um bioterrorista provavelmente optaria por disseminar a bactéria de 
Francisella por aerossol, devido à possibilidade de causar tularemia 
tifoide (sistêmica), cuja taxa de fatalidade é superior a 10%. 

Sendo a bactéria altamente contagiosa, a infecção pode ser produzi- 
da pela inalação de apenas 25 microrganismos ou pela inoculação sub- 
cutânea de 10 bactérias. Até mesmo rupturas mínimas da pele podem 
servir de porta de entrada à infecção. As bactérias são tão contagiosas 
que inúmeros casos de tularemia resultam de acidentes de laboratório, 
ocorridos durante o processamento de amostras infectadas, tanto na 
clínica como no laboratório de pesquisa. A distribuição da Francisella 
é mundial. Nos EUA, a doença tem sido reportada principalmente 
nos Estados do Sul e do Centro-sul. 

A F. tularensis produz uma cápsula que lhe permite escapar da des- 
truição imediata por ação dos fagócitos existentes no corpo humano. 
É capaz de sobreviver como parasita intracelular nas células do siste- 
ma linfático. 


Características clínicas 

Existem seis síndromes principais associadas à tularemia, as quais 

diferem entre si quanto ao modo de infecção. 

1. Tularemia úlcero-glandular (70 a 85% dos casos): observa-se a 
formação de uma úlcera característica, usualmente resultante 
da picada de um carrapato, bem como inchaço dos linfonodos, 
febre, calafrios, dor de cabeça, sudorese e tosse. 

2. Tularemia glandular (5 a 12% dos casos): caracteriza-se por febre 
e inchaço dos linfonodos, sem nenhuma lesão óbvia. 

3. Tularemia tifoide (7 a 14% dos casos): apresenta início agudo com 
febre, calafrios, dor de cabeça, vômitos e diarreia. Usualmente, 
não há lesões na pele nem inchaço dos linfonodos, contudo 
está associada a uma pneumonia primária ou secundária. Esta 
é a forma da doença que apresenta maior taxa de mortalidade, 
sendo também a forma mais provavelmente utilizada para fins de 
bioterrorismo. 

4. Tularemia óculo-glandular (1 a 2% dos casos): apresenta 
conjuntivite severa e inchaço dos linfonodos, comumente 
como resultado da presença do microrganismo na membrana 
conjuntiva. 

5. Tularemia orofaríngea: acomete pacientes que possuem uma lesão 
primária na orofaringe. Indivíduos com essa doença apresentam 
dor de cabeça severa e tonsilite bilateral ou dor de garganta 
do tipo estreptocócica. O inchaço persistente dos linfonodos 
cervicais aparece depois de 1 a 2 semanas. 


Tabela 13.9 Francisella tularensis: papel do laboratório de nível A 


Identificar, por meio de suposições, com base nos critérios abaixo apresentados 

e, em seguida, encaminhar as culturas a laboratórios de nível B ou C para a 

identificação final 

Esfregaços diretos Pode ser difícil interpretar a observação de esfregaços de 
amostras de sangue, biópsia, raspagens ou aspirados tratados 
com a coloração de Gram, uma vez que as bactérias são 
muito pequenas e pleomórficas, sendo que a maioria dos 
cocobacilos Gram-negativos fracamente corados são vistos 
como células isoladas 


Esfregaços de Bactérias muito pequenas (0,2-0,5 um x 0,7-1,0 um), que se 

material de coram fracamente, são pleomórficas, e cocobacilos 

cultura Gram-negativos. São menores que Haemophilus influenzae e 
Brucella spp. Esse tamanho caracteristicamente diminuto deve 
ser motivo de suspeita 

Colônias em Crescimento pobre e lento em SBA, sob a forma de colônias 

placas de SBA, (1 a2 mm) cinza-esbranquiçadas e não hemolíticas após um 


CA e ágar-sangue período de incubação de 48 a 72 horas. Quando cultivadas 
cisteina (BCA) em meios CA e BCA, as colônias são discretamente maiores 
cysteine (BCA) (1 a3 mm)e apresentam coloração que varia do cinza 
esbranquiçado ao azul acinzentado, apresentando bordas 
integras e superfície lisa e achatada. As colônias não se 
desenvolvem bem em subculturas com meio SBA (geralmente 
perdem a viabilidade). As subculturas devem utilizar ágar CA, 
BCA ou Thayer-Martin. O crescimento das colônias dispensa 
CO, e não há crescimento em culturas elaboradas com ágar 
MacConkey ou EMB 

A F. tularensis não é móvel e é negativa para oxidase e 
urease; a reação para catalase pode ser fracamente positiva 
ou negativa. Os fatores X e V não são necessários. Em meio 
tioglicolato, as bactérias apresentam crescimento lento e 
formam uma banda densa próxima ao topo do tubo, a qual 
eventualmente se difunde para baixo com o passar do tempo 


Outros critérios 


6. Tularemia pneumônica (8 a 13% dos casos): trata-se, 
primariamente, de uma complicação das outras formas da 
doença, em especial da tularemia tifoide. Também é adquirida 
por meio da inalação de aerossol infeccioso ou como resultado 
da disseminação de parasitas transmitidos pelo sangue. Os 
linfonodos pulmonares aumentam de tamanho. Há casos em que 
a pneumonia não é evidente (Wong, 1999). 

Em todas as síndromes de tularemia, os linfonodos podem permane- 

cer aumentados por um longo período e, eventualmente, tornarem-se 


necróticos e drenantes. A febre (normalmente, baixa) é acompanhada 


de mal-estar, dor de cabeça e dor nos linfonodos regionais. 


Considerações práticas 

* A estratégia protetora mais importante consiste na lavagem das 
mãos com sabão germicida ou higienização com produtos à base 
de álcool. Um ataque de bioterrorismo provavelmente se daria 
por meio da disseminação da bactéria em aerossol, contaminando 
o ambiente ao redor e propiciando uma exposição secundária 
com envolvimento da pele e das mucosas por contato direto. 
Germicidas simples, como a água sanitária, destroem as bactérias 
presentes em superfícies contaminadas. 


Como não há produção de esporos, mas somente formas vege- 
tativas, as bactérias podem ser facilmente eliminadas com 
aquecimento (62,8°C durante 30 minutos). A taxa de fatalidade 
relativamente baixa não a torna uma arma biológica eficiente. Os 
pacientes infectados melhoram rapidamente (10 a 14 dias) quan- 
do são tratados adequadamente com antibióticos. 


- Uma vez que a tularemia pode ser transmitida por contato com 
animais de estimação da vizinhança, como cães e gatos, é impor- 
tante observar qualquer mudança de hábitos ou no estado de 
saúde desses animais. Tais alterações podem funcionar como 
eventos-sentinelas que, tal como um “canário na mina”, apontam 
um desastre iminente. 
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- As bactérias de Francisella raramente são transmitidas por meio 
dos alimentos e da água, mas é importante estar alerta para essa 
possibilidade. Cozinhar os alimentos torna a bactéria inofensiva, 
assim como ferver ou filtrar a água. 


Toxinas botulinicas (Tab. 13.10) 


História e conhecimentos teóricos 

As bactérias do gênero Clostridium são bacilos anaeróbicos e gram- 
positivos, que produzem esporos e toxinas. As espécies mais patogêni- 
cas são C. perfringens (agente etiológico da gangrena), C. tetani (agente 
etiológico do tétano) e C. botulinum (agente etiológico do botulismo). 
Tais doenças resultam da exposição às toxinas proteicas produzidas 
pela bactéria, dentre as quais a mais poderosa é a toxina botulínica. Ao 
todo, existem sete toxinas produzidas por C. botulinum (A, B, C, D, E, 
F e G), sendo que a doença humana é causada pelos tipos A, B, E e F. 
Essas toxinas se ligam às vesículas sinápticas dos nervos colinérgicos, 
inibindo a liberação de acetilcolinesterase nas terminações nervosas 
periféricas (incluindo as junções neuromusculares). Em consequên- 
cia, os pacientes desenvolvem paralisia descendente flácida aguda. 
Ao bloquearem a neurotransmissão, as toxinas causam paresias e fra- 
queza musculoesquelética, que constituem as características clínicas 
comumente observadas. As toxinas de Clostridium botulinum estão 
entre as substâncias mais tóxicas ao homem conhecidas. A dose letal é 
de apenas 10º g (Tierno, 2002; Angulo, 1998). 

Várias formas de botulismo são humanas, sendo o tipo clássico o 
botulismo transmitido por alimentos, que tipicamente acomete indi- 
víduos adultos e é causado pela ingestão de alimentos contamina- 
dos com a toxina. O C. botulinum multiplica-se e produz sua toxina 
nos alimentos, principalmente comidas enlatadas (alcalinas), que 
são consumidas sem cozimento, bem como alimentos defumados 
e embalados a vácuo. Sob condições anaeróbicas, os esporos de C. 
botulinum se desenvolvem em formas de vida vegetativa produtoras 
de toxinas. O botulismo da ferida, a forma mais rara da doença, ocorre 
quando a bactéria ganha acesso ao sítio de uma ferida e produz toxi- 
nas in vivo. O botulismo infantil, a forma mais comum, é observado 
quando uma criança consome alimentos contaminados com C. botu- 
linum, em vez da toxina pré-formada. No intestino da criança, ocorre 
a síntese da toxina de novo e o subsequente envenenamento. Alguns 
pacientes aparentemente não dispõem de uma fonte de alimentos ou 
de uma ferida, sendo denominados pacientes de “classificação inde- 
terminada”. 

Para fins de bioterrorismo, a toxina botulínica pode ser purificada a 
partir de grandes reservatórios de C. botulinum. Sua distribuição seria 
realizada por meio de aerossol, causando sintomas similares aos do 
botulismo transmitido por alimentos. Outra abordagem seria sabotar 
os suprimentos alimentares, contaminando-os com a toxina, ainda 
que este não seja um meio de disseminação efetivo (USAMRIID, 2001; 
Tierno, 2002). Todos sabem que as toxinas botulínicas podem ser 
transformadas em arma biológica, visto que, em agosto de 1991, diante 
de uma equipe de inspeção americana, o governo iraquiano admitiu ter 
realizado pesquisas com tais toxinas antes da Guerra do Golfo Pérsico. 
É possível transformar em arma qualquer uma das sete toxinas botulí- 
nicas conhecidas, uma vez que todas apresentarão o mesmo efeito. 


Características clínicas 

Os sintomas clínicos costumam surgir em 18 a 24 horas após a inges- 
tão ou a inalação da toxina, embora também possam demorar vários 
dias para se manifestar. Inicialmente, o paciente apresenta visão dupla, 
falta de coordenação da musculatura ocular, incapacidade de deglutir, 
dificuldades para falar, fraqueza generalizada e tontura. Em seguida, 
observa-se o progressivo enfraquecimento descendente dos membros 
e fraqueza dos músculos respiratórios. Não há febre, sendo completa- 
mente preservados o estado de alerta e de orientação do paciente. O 
exame neurológico mostra fraqueza muscular da língua, da laringe, 
dos músculos respiratórios e dos membros. Pouco antes de morrer, 
em decorrência de uma paralisia respiratória ou de insuficiência car- 
díaca, o paciente ainda se mantém totalmente consciente. A taxa de 
mortalidade é elevada. Os pacientes que conseguem se recuperar não 
desenvolvem anticorpos antitoxina no sangue. É provável que ocorra 
supressão da produção de anticorpos por ação das toxinas, do mesmo 
modo que na síndrome do choque tóxico causada pela toxina-l do 


Tabela 13.10 Exposição à toxina botulínica: papel do laboratório de 
nível A 


As amostras devem ser encaminhadas imediatamente a um laboratório de saúde 
pública para serem avaliadas e comparadas a referenciais, mesmo que não haja 
suspeita de atividade criminal. Os laboratórios de nível A não devem manipular 
amostras, realizar culturas, identificar ou realizar ensaios para toxinas. O 
laboratório de nível A tem a responsabilidade de alertar a equipe médica quanto à 
seleção, ao acondicionamento e ao transporte de amostras, bem como de notificar 
o laboratório de destino acerca das amostras provenientes de casos suspeitos 


Amostra Transporte 
Amostras de alimento 25-50 g de alimento devem ser 4°C 
suspeitas encaminhados nas embalagens originais, 

que devem ser colocadas em sistemas 

vedados e a prova de vazamento 
Swabs nasais Em caso de suspeita de conversão em Temperatura 

aerossol, deve-se coletar swabs nasais ambiente 


para realização de testes de toxinas 

e/ou análise de PCR 

Coletar 25-50 g de fezes em frascos 4% 
estéreis à prova de vazamento 


Fezes, enema líquido 


Soro Coletar cerca de 10 mL para 4°C 
realização de testes sorológicos 
Outros Coletar em swabs amostras ambientais 4°C 


e/ou de outras fontes 


Nota: tratamento similar deve ser dispensado à responsabilidade do laboratório de nível 
A em relação a outras toxinas suspeitas, como toxinas estafilocócicas, micotoxinas, 
saxitoxinas, ricina etc. 


Staphylococcus aureus. Em crianças, os sinais de paralisia são chamados 
de síndrome do “bebê flácido” (Tierno, 2002). 


Considerações práticas 
- Existem antitoxinas e vacinas disponíveis para tratamento e 
profilaxia. 


* A toxina botulínica é menos tóxica e letal quando distribuída por 
inalação que quando por transmissão alimentar. 

- Águae sabão podem ser bastante eficazes na remoção da maioria 
das toxinas da pele, das roupas e dos equipamentos, de modo 
que a descontaminação da toxina não é tão crítica quanto a do 
microrganismo infeccioso. Uma solução bem diluída de água 
sanitária (1 parte de água sanitária em 9 partes de água) inativa 
efetivamente a maioria das toxinas proteicas. 
O uso de uma máscara cirúrgica N95 confere proteção adequada 
contra aerossóis contendo bactéria. Entretanto, é importante 
ajustar bem a máscara ao rosto, pois até mesmo uma pequena 
abertura pode permitir exposição significativa. Embora a máscara 
não se ajuste adequadamente ao rosto de indivíduos barbados, seu 
uso permitirá reduzir a exposição. 


Como a toxina botulínica não penetra na pele, vestir roupas 
especiais de proteção não é tão importante como seria no caso de 
outros agentes, incluindo substâncias químicas. 


Varíola (Tab. 13.11) 


História e conhecimentos teóricos 

A varíola merece a distinção de ser, isoladamente, a doença com o 
maior número de registros de morte ao longo da história. Estima-se 
que esse vírus tenha matado cerca de 500 milhões de pessoas. 

O vírus da varíola pertence ao gênero Orthopoxvirus. Existem duas 
variantes de varíola: principal (major), que está associada a uma taxa 
de mortalidade mais alta (15 a 40%); e secundária (minor), em que a 
doença produzida é uma forma mais branda e cuja taxa de mortali- 
dade é de apenas 1%. O vírus da varíola corresponde ao tipo huma- 
no do poxvírus. Existem outros poxvírus que naturalmente infectam 
animais, mas que também podem causar infecção humana incidental 
(zoonose). Tais vírus compartilham antígenos comuns com o vírus da 


Tabela 13.11 Varíola: papel do laboratório de nível A 


A varíola corresponde ao nível mais elevado de emergência. As amostras devem 
ser encaminhadas imediatamente a um laboratório de saúde pública. O vírus é 
altamente infeccioso; a manipulação deve ser evitada e, caso seja necessário, 
devem ser adotadas as práticas de BSN-3. A responsabilidade do laboratório de 
nível A limita-se a alertar a equipe médica quanto à seleção, ao acondicionamento 
e ao transporte de amostras, bem como contatar o laboratório de referência. Os 
laboratórios de nivel A não devem realizar culturas, amostragem ou ensaios com 
amostras suspeitas de estarem contaminadas com o vírus. O diagnóstico clínico é 
confirmado por técnicas executadas no laboratório de nível D 

Amostra Transporte Armazenamento 


Biópsia Colocar (de modo asséptico) s6h/4°C = -20a-70°C 
2 a4 fragmentos de 

tecido em frascos estéreis, a 

prova de vazamento e 


resistentes ao congelamento 


Crostas Colocar (de modo asséptico) <6h/4°C -20a -70°C 
raspagens/material diverso em 
frascos estéreis, à prova de 
vazamento e resistentes ao 
congelamento 

Coletar líquidos a partir de 
diferentes lesões em swabs 
separados e estéreis. Sempre 
incluir material obtido da 


base de cada vesicula 


Líquido de s6h/4ºC -20a -70°C 


vesiculas 


varíola e, por isso, podem ser utilizados como vacina para o homem. 
Assim, o vírus da vacínia tem sido historicamente o vírus animal esco- 
lhido para a produção de vacinas. À medida que a incidência da varío- 
la foi diminuindo, foram surgindo mais complicações relacionadas às 
vacinações que casos de doença. Algumas dessas complicações eram 
graves, incluindo encefalite e reações fatais em paciente imunocom- 
prometidos submetidos à vacinação, às vezes inadvertidamente. Os 
vírus da vacínia disseminam-se facilmente entre indivíduos imuno- 
comprometidos não vacinados que mantêm contato muito próximo. 
Essa ainda seria uma preocupação, não fosse a implementação de um 
massivo programa de vacinação nacional. Se tal programa ainda esti- 
vesse para ser implementado, haveria um enorme grupo de indivídu- 
os imunocomprometidos que simplesmente não seriam candidatos à 
vacinação (Tierno, 2002). 

Em 1967, a Organização Mundial da Saúde (OMS) introduziu uma 
campanha mundial para erradicação da varíola. Naquela época, essa 
doença era endêmica em 33 países, e cerca de 15 milhões de casos eram 
registrados por ano. Em 1979, a varíola foi erradicada. Atualmente, o 
vírus da varíola ainda é mantido em dois laboratórios, um nos EUA e 
outro na Rússia. O destino dessas fontes é motivo de discussão. A des- 
truição dos estoques do vírus impedirá a realização de novas pesquisas 
diante de uma epidemia. Assim como a peste, a varíola é uma doen- 
ça muito contagiosa. Considera-se que a dose infectiva de um aeros- 
sol seja baixa e, provavelmente, varie entre 10 e 100 microrganismos 
(Tierno, 2002). 

Como o vírus da varíola poderia ser transformado em arma bio- 
lógica? Esse vírus pode ser disseminado de dois modos: aerossol e 
contato. Uma vez que a varíola é altamente contagiosa e dissemina-se 
efetivamente pelo ar, um sistema de distribuição por aerossol repre- 
senta a maior a ameaça, promovendo a exposição da maior parte da 
população. Contudo, a exemplo do antraz, trata-se de uma tarefa difi- 
cil. O vírus da varíola também pode ser transmitido por contato direto. 
Uma possibilidade seria a autocontaminação de um grupo de voluntá- 
rios que, então, interagiriam com a população em geral para infectar 
as pessoas no decorrer de alguns dias ou semanas, à medida que fos- 
sem entrando em contato com elas. Caso uma epidemia de varíola seja 
detectada em uma determinada área, o CDC e outras autoridades da 
saúde são capazes de conter o surto por meio da vacinação imediata de 
toda a população em torno do(s) caso(s) índice(s) (caso referencial). A 
imunização pós-exposição com a vacina do vírus da varíola (vírus da 


vacínia) é efetiva e recomendada, somente se for administrada dentro 
de 3 dias após a exposição. Entretanto, mesmo se esse prazo for ultra- 
passado, a vacinação e as imunoglobulinas para vacínia conferem pro- 
teção. É necessário estabelecer um círculo de imunidade ao redor dos 
casos índices. Este é precisamente o método utilizado para erradicar a 
varíola a nível mundial e deve ser unicamente motivo de otimismo. 


Características clínicas 

A porta de entrada do corpo humano para o vírus da varíola são as 
membranas mucosas do trato respiratório superior. Esse vírus é trans- 
mitido por partículas respiratórias grandes ou pequenas, bem como 
pelo contato com lesões cutâneas ou secreções. Os pacientes são con- 
siderados mais contagiosos quando tossem ativamente. O período de 
incubação típico é de 12 horas, podendo variar entre 10 e 12 dias. A 
doença clínica inicia-se com a manifestação de sintomas vagos duran- 
te 2 a 3 dias. Tais sintomas são mal-estar, febre, dor de cabeça, cala- 
frios e dor nas costas. À febre pode durar de 1 a 5 cinco dias. Depois 
que essa febre passa, observa-se o aparecimento de exantema (erupção 
na pele), o qual evolui para estágio papular, pustulento e de crosta. O 
último estágio ocorre de 2 a 4 semanas após o surgimento da lesão 
inicial e resulta na formação de uma cicatriz rosada. O aparecimento 
das lesões nas áreas afetadas, sempre no mesmo estado, constitui uma 


importante característica da varíola, diferenciando-a da catapora, na 


qual as lesões não aparecem ao mesmo tempo e ocorrem em grupos. 
As lesões produzidas na varíola estão centrifugamente distribuídas 
(mais numerosas na face e nos membros, em comparação ao tronco), 
diferente do padrão de distribuição observado na catapora. Portanto, 
o exantema da varíola é bastante característico e é útil como ferra- 
menta diagnóstica. A taxa de fatalidade é de 15 a 40% entre os pacien- 
tes não vacinados, sendo inferior a 1% entre indivíduos vacinados. 

Pacientes com varíola são contagiosos assim que surge uma erupção 
cutânea, permanecendo nesse estado até que as crostas se soltem das 
lesões, após cerca de 3 semanas. Há uma forma rara de varíola deno- 
minada “varíola hemorrágica”, muito patogênica, e que apresenta 
uma taxa de mortalidade bastante elevada. 


Considerações práticas 

* Diante de uma epidemia de varíola, a população deve se preparar 
para permanecer dentro de suas casas por dias ou semanas, a fim 
de reduzir o contato com indivíduos contaminados. Essa medida 
conterá a epidemia. A despensa de casa deve estar abastecida com 
suprimento de alimentos adequado. 


- Em geral, as partículas respiratórias tornam-se contagiosas antes das 
lesões cutâneas. Nos hospitais, é necessário adotar medidas de pre- 
venção tanto contra a contaminação por via aérea como por contato, 
a fim de evitar o contágio. Ao contrário das medidas de precaução 
contra a peste, o uso de uma simples máscara cirúrgica não basta para 
conferir proteção. Recomenda-se utilizar uma máscara respiratória 
especial, a N95 (certificada por apresentar uma eficiência de filtração 
de cerca de 95%), a qual deve ser utilizada justamente por causa do 
elevado grau de proteção que proporciona. Pacientes com varíola 
devem ser postos em quarentena a partir do aparecimento da primei- 
ra erupção na pele e assim devem permanecer até que as crostas se 
soltem das lesões (aproximadamente 3 semanas). 


* Caso um familiar contraia varíola, todas as suas roupas, roupas de 
cama e demais pertences com os quais tenha tido contato devem 
ser descontaminados com um germicida, como uma solução de 
água sanitária a 10%, exposição ao vapor ou aquecimento. 


* É essencial lavar as mãos com sabão germicida após qualquer 
contato com um paciente infectado pelo vírus da varíola ou após a 
exposição ao ambiente em que ele se encontra. 


Encefalite equina venezuelana (EEV) (Tab. 13.12) 


História e conhecimentos teóricos 


A EEV é clinicamente indistinguível das demais encefalites virais, 
como encefalite de St. Louis, encefalites equinas oriental e ocidental, 
encefalite japonesa tipo B, encefalite do extremo oriente russo e, até 
mesmo, a encefalite causada pelo vírus West Nile. Dessa forma, a pri- 
meira questão a ser considerada é: por que os demais agentes não estão 
no topo da lista de potenciais armas biológicas? Muitos desses agentes 
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Tabela 13.12 EEV ou outras encefalites: papel do laboratório de nível A 


As amostras devem ser encaminhadas imediatamente a um laboratório de saúde 
pública para serem avaliadas e comparadas a referenciais. O laboratório de 
nível A tem a responsabilidade de alertar a equipe médica quanto à seleção, 

ao acondicionamento e ao transporte de amostras, bem como de contatar o 
laboratório de referência 


Amostra Transporte Armazenamento 
Soro Para cultura, PCR ou sorologia <6h/4ºC -20a-70°C 
(ELISA, IH, FA etc.) 
LCE Para cultura, PCR ou sorologias <6h/4ºC -20 a -70°C 
Nasal, Para cultura e PCR <6h/4°C -20 a-70°C 
respiratório 
(incluindo 
amostras 
induzidas) 
Outros Biópsia, autópsia, fezes etc. <6h4ºC -20a -70°C 


para exame patológico, 
cultura, análise de 
hematologia/bioquímica etc. 


até podem estar, contudo apresentam taxas de ataque (número de 
pessoas que provavelmente contrairia a doença após serem expostas 
ao agente) bem inferiores às do EEV. A taxa de ataque do vírus da 
EEV é de 100% (praticamente imbatível) e essa foi a razão que levou 
o governo dos EUA a transformar esse vírus em arma biológica nas 
décadas de 1950 e 1960, antes de finalizar seu programa ofensivo de 
guerra bacteriológica. Todavia, o virus do EEV ainda constitui uma 
arma biológica em potencial e um provável vírus substituto à disse- 
minação de um número maior de patógenos. Mesmo assim, a res- 
ponsabilidade do laboratório de nível A é semelhante em relação a 
todos os vírus causadores de encefalite, entre os quais o vírus da EEV 
(USAMRIID, 2001; Tierno, 2002). Esse vírus pode ser transformado 
em arma tanto sob a forma líquida como na forma seca, para disper- 
são em aerossol. Sua transmissão pode ser realizada de três modos: 
(1) por mosquitos, ainda que a incidência natural de EEV seja baixa; 
(2) por aerossol, tanto sob a forma líquida como na forma seca; e (3) 
por transmissão secundária de um indivíduo a outro (embora não 
tenha sido demonstrada de modo conclusivo). 

Na natureza, a EEV é uma doença viral transmitida por mosqui- 
tos, a qual é neurotrófica e causa encefalite em equinos, bem como 
uma notável doença febril em seres humanos. Mais de 50% dos equi- 
nos que são infectados desenvolvem encefalite, enquanto 100% dos 
humanos expostos ao vírus desenvolvem uma doença semelhante à 
gripe (influenza). Na doença naturalmente adquirida, somente 2 a 4% 
dos pacientes desenvolvem sinais de envolvimento do sistema nervo- 
so central, sendo que menos de 1% vai a óbito (Tierno, 2002). 

Nos EUA, a EEV é uma doença rara. Sua primeira ocorrência foi 
registrada na Venezuela, em 1936. A EEV prevalece nas Américas do Sul 
e Central, em Trinidad e Tobago, México e Panamá. No caso da encefa- 
lite causada pelo vírus West Nile, um animal-sentinela (aves) indicou a 
presença da doença antes que a infecção humana tivesse sido efetivada. 
No caso da EEV, os animais-sentinelas teriam sido os cavalos; entre- 
tanto, como tais animais são vacinados por seus criadores, não houve 
nenhum sistema que indicasse de antemão a ocorrência de um ataque 
do vírus causador da doença. Por outro lado, como a EEV foi erradica- 
da dos EUA, qualquer indivíduo apresentando a doença poderia repre- 
sentar um provável sinal de bioterrorismo (Tierno, 2002). 

O vírus da EEV é um alfavírus transmitido por artrópodes que tem 
sido associado à doença humana de maneira incidental. Existem oito 
tipos de vírus sorologicamente distintos, mas apenas dois são patóge- 
nos importantes para o homem: as variantes A/B e C (Tierno, 2002). 
A maioria dos vírus causadores de encefalite é destruída por aqueci- 
mento e facilmente morta pela ação de desinfetantes comuns. 


Caracteristicas clínicas 

O período de incubação é de 1 a 5 dias, após os quais rapidamen- 
te iniciam-se os sintomas de febre (usualmente alta), dor de cabeça, 
tontura, letargia, depressão, anorexia, calafrios, mialgia, fotofobia, 


náusea, vômitos, tosse, dor de garganta e, às vezes, diarreia. A EEV é 
indistinguível de outros vírus causadores de encefalite. A fase aguda da 
doença dura cerca de 1 a 3 dias e é seguida de um período prolongado 
(até 2 semanas) de letargia. A recuperação completa costuma ocorrer 
depois de 2 semanas. Estima-se que a inoculação de 10 a 100 vírus 
seja suficiente para promover infecção. Nas epidemias que ocorrem 
naturalmente, menos de 5% dos pacientes apresentam manifestação 
neurológica caracterizada por convulsões, coma e paralisia. 


Considerações práticas 

* AEEV é pouco letal e, na maioria das vítimas, pode manifestar-se 
apenas como uma doença semelhante à gripe. Observe: os bio- 
terroristas podem utilizar qualquer vírus causador de encefalite 
como arma biológica alternativa tornada mais patogênica por 
meio da engenharia genética. 


- Em caso de epidemia, a população de mosquitos deve ser 
controlada de modo semelhante à abordagem utilizada para o 
vírus West Nile. 


* A lavagem das mãos pode prevenir a rara transmissão do vírus de 
um indivíduo a outro (por meio da disseminação por contato). 


Germicidas simples, como uma solução de água sanitária a 10% 
ou Lisol, e aquecimento (73,9°C) destroem facilmente o virus da 
EEV. 


* Roupas contaminadas podem ser lavadas com qualquer tipo de 
sabão. 


Febre da Crimeia-Congo e outras febres hemorrágicas 
(Tab. 13.13) 


História e conhecimentos teóricos 

A febre hemorrágica da Crimeia-Congo (FHCC) é uma das mui- 
tas doenças referidas como febres hemorrágicas virais (FHVs). Os 
agentes virais causadores dessas doenças e seus respectivos modos de 
transmissão natural estão listados na Tabela 13.14. Qualquer um des- 
ses vírus hemorrágicos (exceto o agente etiológico da dengue, que é 


Tabela 13.13 Febre hemorrágica da Crimeia-Congo e outras febres 
hemorrágicas: papel do laboratório de nível A 


As amostras devem ser encaminhadas imediatamente a um laboratório de saúde 
pública para serem avaliadas e comparadas a referenciais. Alguns vírus são 
altamente infecciosos; a manipulação deve ser evitada e, caso seja necessário, 
devem ser adotadas as práticas de BSN-3. A responsabilidade do laboratório de 
nivel A limita-se a alertar a equipe médica quanto à seleção, ao acondicionamento 
e ao transporte de amostras, bem como contatar o laboratório de referência 


Amostra Transporte Armazenamento 
Soro Para cultura, PCR ou sorologia <6h/4°C = -20a-70ºC€ 
(ELISA, IH, FA etc.) 
Outros Biópsia, autópsia etc. para <6h4ºC -20a-70°C 


exame patológico, cultura, análise 
de hematologia/bioquimica etc. 


Tabela 13.14 Modos de transmissão da FHV 


Agente da FHV Modos de transmissão naturais 
Ebola Contato 
Marburg Contato 
Febre de Lassa Contato 


Contato e aerossol 
Contato e aerossol 
Carrapatos e coniato 


Argentina (Junin) 
Boliviana (Machupo) 
Crimeia-Congo 


Hantavírus Contato e aerossol 
Febre do Vale de Rift Mosquito e aerossol 
Dengue Mosquito 

Febre amarela Mosquito 


apenas transmissível por mosquito) pode ser transformado em arma 
biológica disseminada via aerossol (USAMRIID, 2001; Tierno, 2002). 
Em geral, é muito difícil transformar em arma os agentes causadores 
de FHVs, dada a inexistência de um estado de portador real. 

A FHCC é transmitida por carrapatos, e vários relatos descrevem 
sua disseminação de um indivíduo a outro em hospitais. Cerca de 1 a 
10 partículas virais são o bastante para causar infecção (USAMRIID, 
2001). A Febre do Vale de Rift (FVR) é transmitida por mosquitos 
ou aerossóis. Há uma vacina de vírus inativado disponível para pre- 
venção, e o vírus da FVR é suscetível a ribavarina, um fármaco anti- 
viral. Os vírus Ebola e Marburg são transmitidos por contato direto 
com sangue, secreções, órgãos ou sêmen provenientes de pacientes 
infectados. As febres hemorrágicas argentina, boliviana e causadas 


por hantavírus são disseminadas por meio das fezes secas de roedores 
(USAMRIID, 2001). 


Características clínicas 

A síndrome clínica geral associada à infecção por cada um dos vírus 
anteriormente mencionados é semelhante, denominada “febre hemor- 
rágica viral” ou FHV. Os sintomas mais comumente observados são 
febre, mialgia, baixa pressão sanguínea, rubor e equimoses em qual- 
quer parte do corpo. Tipicamente, o início da FHCC ocorre 3 a 12 
dias após exposição ou inalação de um aerossol. É possível que seja 
observado um extensivo sangramento GI e amplas áreas de equimose. 
Outros sintomas são dor de cabeça, dor nas costas, náusea, vômitos, 
delírio, icterícia e hepatomegalia. A mortalidade na FHCC é de 15 a 
30%, porém algumas febres hemorrágicas, como a do vírus Ebola, 
podem apresentar taxas de mortalidade que giram em torno de 90% 
(Tierno, 2002). 


Considerações práticas 

* Qualquer indivíduo que possivelmente tenha sido exposto a san- 
gue, líquidos corporais, secreções ou excrementos provenientes 
de paciente com suspeita de FHV deve lavar imediata e vigoro- 
samente a superfície da pele com água e sabão; recomenda-se, de 
preferência, tomar uma ducha. 


Em hospitais, devem ser instituídas medidas preventivas contra 

o contágio. O uso de máscaras N95 é recomendado para garantir 
maior proteção. Pacientes infectados devem ser mantidos em qua- 
rentena enquanto durar a doença. 


Qualquer indivíduo que esteja cuidando (ou que faça uma 

visita durante o período de convalescência) de um paciente 
acometido por uma FHV deve praticar técnicas de “barreira de 
enfermagem” (em outras palavras, sua proteção completa contra 
o paciente infectado, por meio da utilização de avental, luvas, 
máscara, protetor ocular, chapéu, botas etc.), uma vez que há 
evidências indicando que partículas grandes, ou mesmo fômites 
(objetos inanimados), podem servir de mediadores para a trans- 
missão viral. 


Qualquer contaminação de membranas mucosas deve ser imedia- 
tamente diluída com água em abundância. Quando contamina- 
dos, os olhos podem ser irrigados com solução salina ou produtos 
como o Visine. 


A descontaminação de superfícies, equipamentos e outros artigos 
pode ser realizada com Clorox (solução a 10%). 


Após a morte do paciente, seu corpo deve ser lacrado com mate- 
rial à prova de vazamentos e enterrado ou cremado imediata- 
mente. 


Roupas extremamente sujas devem ser descartadas ou lavadas 
com água sanitária ou sabão que contenha um germicida potente. 


Terrorismo químico 


História e conhecimentos teóricos 


As armas químicas foram utilizadas pela primeira vez na guerra 
moderna durante a Primeira Guerra Mundial. Em 22 de abril de 1915, 
nos arredores da vila belga de Ypres, as tropas alemãs liberaram cerca de 
60 toneladas de gás cloro na atmosfera, a partir de 6 mil cilindros de gás 
pressurizado. O vento se encarregou de dispersar as nuvens de gás sobre 


as forças aliadas. Um segundo ataque foi empreendido 2 dias depois. 
Como resultado, 10 mil mortes foram contabilizadas ao final do episó- 
dio. Um gás novo e ainda mais letal, o fosgênio, foi introduzido pelos 
alemães no fim do mesmo ano. Esse gás era 10 vezes mais efetivo que o 
gás cloro. Ambos os gases são considerados armas químicas que atuam 
sobre os pulmões e, por isso, são chamados de “agentes pulmonares”. 
Tais gases danificam as membranas que isolam os sacos alveolares (alvé- 
olos) dos capilares sanguíneos. Em consequência, há extravasamento de 
líquidos (plasma) para o interior dos alvéolos, e o acúmulo resultante 
impede as trocas gasosas. A vítima usualmente se torna incapaz de res- 
pirar oxigênio em volume suficiente e acaba morrendo sufocada, após 
agonizar durante 2 a 24 horas. Inicialmente, as vítimas apresentam falta 
de ar acompanhada de crises de tosse, que podem ser bastante severas. 
Antes da morte, observa-se produção de grandes quantidades de expec- 
toração espumosa com tonalidade que varia do amarelo (cloro) ao 
transparente (fosgênio). Há também uma significativa irritação dos 
olhos e do nariz, além de ardência na garganta (Byrnes, 2003). 

Na época em que introduziram o fosgênio, os alemães estavam se 
tornando peritos na produção de vários tipos de armas químicas, bem 
como no desenvolvimento de meios para disseminá-las. A Grã-Bretanha 
seguiu seus passos rapidamente, com o intuito de utilizar armas quími- 
cas contra as tropas alemãs. Era necessário grande habilidade para lançar 
armas gasosas, pois os ventos mudam de direção e, além disso, se os gases 
fossem lançados inadequadamente acabariam atingindo as próprias 
tropas que os estavam utilizando. Tais erros ocorriam com frequência, 
especialmente nas primeiras vezes em que os gases foram empregados. 
No verão de 1917, os alemães introduziram um novo tipo de gás, o mos- 
tarda. Esse gás é uma arma química pertencente a um grupo de agentes 
denominados “agentes vesicantes”. Como o nome diz, um dos efeitos 
causados por essas substâncias é a formação de bolhas na pele e nos 
órgãos internos. Pele, olhos, pulmões, trato GI, membranas mucosas, 
medula óssea e outros órgãos podem ser severamente danificados. 

Forçadas a se defender, as tropas passaram a usar máscaras, trajes e 
capas para se proteger contra os gases, e todo esse equipamento redu- 
ziu a eficiência dos soldados para lutar no campo de batalha. Mesmo 
assim, ao final da guerra, mais de 110 mil toneladas de armas quími- 
cas haviam sido lançadas por ambos os lados, e o número de vítimas 
ultrapassava 1 milhão, incluindo cerca de 100 mil mortos. 


Protocolo de Genebra 


Devido às mortes agonizantes e aos horrendos sofrimentos infligidos 
pelas armas químicas durante a Primeira Guerra Mundial, esforços foram 
realizados no sentido de banir seu uso após a guerra. A Liga das Nações 
reuniu-se em Genebra e criou um protocolo para eliminar as armas qui- 
micas em tempos de guerra. O Protocol for the Prohibition of the Use in 
War of Asphyxiating, Poisonous, or Other Gases, and of Bacteriological 
Methods of Warfare foi assinado por 38 países em 1925 (Byrnes, 2003). 
Esse documento, contudo, apresentava muitas lacunas e não previa a 
punição dos países que violassem o pacto. Surpreendentemente, duran- 
te a Segunda Guerra Mundial, não foram utilizadas armas químicas no 
campo de batalha, ainda que os alemães tenham desenvolvido os “agen- 
tes nervosos”, incluindo tabun, sarin e soman. Os agentes nervosos 
constituem uma classe particularmente poderosa de armas químicas que 
compartilham algumas propriedades interessantes. O mecanismo de 
ação de substâncias como o sarin consiste em interromper a comunica- 
ção do sistema nervoso com os órgãos que estimula. Em outras palavras, 
o nervo permanece normal, porém a transmissão do impulso nervoso 
para o músculo ou outros órgãos é comprometida e usualmente resulta 
em hiperatividade. Esse estado interfere nas funções básicas do organis- 
mo e a vítima morre em 1 a 10 minutos após ter inalado o gás. Agentes 
nervosos líquidos são caracteristicamente mais pesados que a água. Seus 
vapores são igualmente mais pesados que o ar e, assim, tendem a des- 
cer na direção do solo ou do chão das construções. Embora os vapores 
de agentes nervosos atuem sobre as vítimas muito rapidamente, a gama 
de seus efeitos é variável e depende do grau de exposição. Inicialmente, 
a exposição a tais substâncias afetará as vias aéreas e as partes da face 
que entram em contato com o gás (olhos, nariz e boca). As pupilas se 
contraem (focalização), os olhos ficam avermelhados e a visão torna-se 
embaçada. Alguns indivíduos também apresentam dor nos olhos, dor 
de cabeça, náusea e vômitos. À rinorreia pode representar uma caracte- 
rística importante, assim como a salivação excessiva. Quando o agente 
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de tosse ou falta de ar. Se o agente for inalado em quantidade suficiente, 
pode haver perda repentina da consciência, seguida de convulsões. Em 
poucos minutos, a vítima para de respirar e torna-se flácida. Mesmo uma 
pequena quantidade de um agente como o sarin é capaz de produzir fas- 
ciculações (espasmos musculares). Náusea e vômitos podem seguir-se à 
exposição. Em caso de exposições maiores, é possível que ocorra defeca- 
ção e micção espontâneas (Byrnes, 2003). 

Muitas das novas armas químicas classificadas como “agentes ner- 
vosos” foram desenvolvidas a partir de inseticidas e/ou pesticidas 
comuns. (Na verdade, sempre que aplicam inseticida em seus jardins, 
as pessoas estão utilizando formas mais fracas de agentes nervosos. 
Por exemplo, inseticidas como o malation ou o servin, entre dúzias 
de outros, são agentes nervosos. Tais inseticidas atuam exatamente 
do mesmo modo que o sarin ou outros agentes nervosos mais poten- 
tes, embora requeiram doses e tempo de exposição bem maiores para 
exercer efeitos similares.) No Início dos anos 1950, a Grã-Bretanha fez 
uma descoberta considerada sem precedentes: um novo agente nervo- 
so cuja capacidade letal apresentava magnitude muito maior que a de 
qualquer uma das substâncias conhecidas até o momento. Esse novo 
agente foi nomeado com seu codinome — VX. O VX não só era mais 
letal, como também mais duradouro (pois permanecia sob a forma 
líquida por mais de 24 horas) e podia entrar no corpo por inalação 
ou diretamente através da pele. A penetração por via cutânea era pos- 
sível porque o agente não era volátil e persistia. Os EUA atuaram em 
colaboração com a Grã-Bretanha no desenvolvimento desse projeto, 
eventualmente encarregando-se da produção do VX em larga escala. 
A produção e a estocagem desse agente estendeu-se pela década de 
1960, até que houve a liberação acidental de VX em uma das instala- 
ções produtoras, em Dugway, Utah, resultando na morte de mais de 6 
mil ovelhas. Todavia, o agente laranja foi provavelmente o agente qui- 
mico americano mais abominável, utilizado primariamente durante 
a Guerra do Vietnã, nos anos 60. Sendo um herbicida, era utilizado 
para desfolhar a vegetação que dava cobertura aos inimigos no campo 
de batalha. O agente laranja continha várias concentrações de dioxina 
(tetraclorodibenzeno-dioxina), que, posteriormente, foi considerada 
tão perigosa que a EPA, em 1986, proibiu totalmente seu uso. Estudos 
realizados em animais associaram a substância química à ocorrência 
de linfomas não Hodgkin, sarcomas e carcinomas, entre inúmeras 
outras doenças (Byrnes, 2003). 


Convenção de 1972 sobre a proibição das armas 
biológicas e químicas 

No decorrer das últimas décadas, esforços têm sido realizados no 
sentido de limitar ou banir o uso de armas tóxicas (químicas e bio- 
lógicas). Em 1972, mais de 140 países, incluindo os EUA, firmaram a 
Convention on the Prohibition of the Development, Production and 
Stockpiling of Biologic and Toxic Weapons and Their Destruction 
que, teoricamente, limitava a continuação do desenvolvimento ou 
uso de armas biológicas ou químicas (Byrnes, 2003). Infelizmente, 
esse acordo foi violado inúmeras vezes. Citando dois exemplos rela- 
tivamente recentes da tendência atual, em 1988, a Líbia construiu 
instalações produtoras de armas químicas alegando tratar-se de uma 
indústria farmacêutica. Episódios como esse ocorrem com frequência 
e contam com a cooperação de companhias que vendem tecnologias 
ditas “de uso duplo” a países como Iraque e Líbia. Uma instalação 
produtora de pesticidas pode ser prontamente transformada e passar 
a produzir armas químicas. O Iraque utilizou gás mostarda em sua 
longa campanha contra o Irã e tem utilizado gás mostarda e agentes 
nervosos tóxicos contra a própria população dissidente de curdos ira- 
quianos. Os anos 80 assistiram o uso das armas químicas nos campos 
de batalha de Afeganistão, Camboja, Irã, Iraque e Laos (Tierno, 2002; 
Byrnes, 2003). 

Em março de 1995, um culto religioso japonês, denominado Aum 
Shinriyko, soltou gás sarin no sistema de metrô de Tóquio (Tierno, 
2002). Milhares de pessoas ficaram feridas e houve 11 mortos. Esse 
uso recente das armas químicas contra a população civil ressalta a 
relativa disponibilidade e facilidade de uso de tais armas, chamando a 
atenção do público e dos governos. 


Transformação de agentes químicos em armas 
e subsequente distribuição 


Todo agente químico precisa ser transformado em arma antes de 
ser lançado sobre o alvo. Em geral, o processo de transformação em 
arma envolve inúmeras etapas. Primeiramente, o agente deve ser pro- 
duzido em quantidade suficiente, estocado temporariamente e esta- 
bilizado para que não sofra evaporação nem degradação. São adicio- 
nados espessantes para aumentar a viscosidade dos agentes líquidos e 
é necessário dispor de um veículo (agente carreador) que melhore a 
dispersão da substância química. O agente químico, então, é inserido 
em um dispositivo de distribuição apropriado, como um explosivo, 
munições pneumáticas ou mecânicas, ou aparelhos de disseminação. 
Seja qual for a abordagem, a meta é transformar o agente químico em 
aerossóis de partículas de 1 a 7 um. Para tanto, pode ser utilizado um 
sistema de distribuição bastante sofisticado, como os equipamentos 
de munição que normalmente são disponibilizados apenas ao gover- 
no, ou dispositivos tão simples quanto os geradores de aerossóis, 
como um spray desodorante para axilas ou borrifadores utilizados em 
jardinagem, os quais igualmente atuam como sistemas de distribuição 
efetivos. Vale ressaltar que esses dispositivos desprovidos de requin- 
te estão facilmente ao alcance das massas. Há ainda inúmeros outros 
fatores que poderiam afetar a transformação de compostos químicos 
em armas, bem como a distribuição das armas químicas, como: 

temperatura (solo e ar): em geral, temperaturas elevadas aceleram 
a evaporação; 

umidade: teores de umidade elevados aumentam o tamanho das 
partículas e reduzem sua eficácia; 


precipitação: a chuva forte pode diluir e dispersar uma arma 
química, enquanto a neve aumenta sua persistência; 


- velocidade do vento: influencia na dispersão de vapores, aerossóis e 
líquidos, afetando a área-alvo; 


- natureza das construções: construções podem absorver ou adsorver 
agentes químicos; do mesmo modo, as construções podem 
oferecer proteção; 


- natureza do terreno: florestas e colinas podem aumentar bastante a 
turbulência de nuvens de compostos químicos de baixa altitude. 


Categorias de armas químicas 

Existem, literalmente, centenas de agentes químicos e gases veneno- 
sos que podem ser utilizados em um ataque, além de outros compostos 
potencialmente novos, que ainda estão em fase de desenvolvimento, 
com emprego de métodos de engenharia genética (descritos a seguir) 
recentemente descritos. As agências do governo classificam as armas 
químicas em várias categorias (Tab. 13.15). 


Papel do laboratório de nível A: 
terrorismo químico 


É desnecessário salientar que detectar a tempo os agentes químicos de 
ação relativamente rápida que um terrorista pode usar, como os agentes 
nervosos (i. e., sarin e VX), é crítico não apenas para o paciente (aci- 
dente), mas também para os atendentes de primeiros socorros ou da 
unidade de materiais perigosos (HAZMAT, hazardous materials) que 
respondem ao evento. Após um ataque terrorista, a rápida detecção 
do tipo de agente envolvido, bem como de sua concentração, possibi- 
lita o tratamento efetivo das vítimas, incluindo a escolha de antídotos 
adequados. Também torna-se possível proporcionar a devida proteção 
com o intuito de garantir a segurança do público em geral. Dessa forma, 
embora possa parecer óbvio, a entidade mais indicada para detectar 
tais agentes não é o laboratório clínico, e sim o bailiado da unidade de 
primeiros socorros ou da equipe do HAZMAT. Essas equipes utilizam 
uma ampla variedade de equipamentos comercialmente disponibiliza- 
dos, que são fabricados para detectar compostos químicos perigosos 
rapidamente, incluindo agentes utilizados para terrorismo químico. Do 
mesmo modo, os militares fornecem inúmeros dispositivos que podem 
ser empregados na detecção desses agentes químicos, bem como de seus 
vapores. O detector de vapores mais portátil que existe é o Monitor 
de Agentes Químicos (MAQ). Esse aparelho utiliza espectroscopia 


Tabela 13.15 Armas químicas 


Categoria Exemplos Comentários 


interferem na transmissão da 
mensagem proveniente do nervo 
em direção ao órgão ou músculo 


Sarin, tabun, soman, VX, 
malation, sevin 


Agentes nervosos 


Usualmente, são absorvidos após 
serem inalados; uma vez na 
corrente sanguínea, causam danos 
letais ao atuarem sobre a enzima 
citocromo-oxidase, responsável 
pela respiração celular, À 
privação de oxigênio ocorre 
porque as células não conseguem 
utilizá-lo (ver Cap.23) 

Promovem a formação de bolhas 
na pele, bem como nos órgãos 

e nos tecidos internos. Como 
resultado, os tecidos são destruídos. 
Também causam mutações em 
massa, ao promoverem ligações 
cruzadas no DNA e no RNA 

Os elementos metálicos 

formam compostos venenosos 

e desintegram os processos 
metabólicos celulares 

Causam danos às membranas dos 
pulmões, provocando a saída 

e o acúmulo de líquidos, com 
consequente deprivação de 
oxigênio e, eventualmente, 
sufocação 


Agentes 
sanguíneos 


Cianeto de hidrogênio, 
cloreto de cianeto 


Agentes 
vesicantes 


Mostardas nitrogenadas 
e sulfuradas 


Metais pesados  Arsênico 


Agentes 
pulmonares 


Gás cloro, fosgênio 


Tetraclorodibenzeno- 
dioxina 


Estão associados ao aparecimento 
de linfomas, sarcomas, 
carcinomas, cloracne e uma 
infinidade de outras doenças (uma 
importante complicação a longo 
prazo é o diabetes tipo II) 


Dioxinas 


Agentes 
incapacitantes ou 
psicotomiméticos 


Benzilato de quinuclinidil, Causam distúrbios 

fenciclidina pseudopsicóticos, comprometem 
a capacidade de tomar decisões 
e provocam desorientação, sendo 
que qualquer um desses efeitos 
isoladamente é incapacitante. 
Doses elevadas podem causar 
a morte da vítima por parada 
respiratória 

Ácido sulfúrico, 

hidróxido de sódio 


Ácidos e bases 
corrosivas 


Promovem queimaduras graves 
e destruição tecidual nas áreas 
expostas 


de mobilidade iônica para detectar agentes nervosos, vesicantes e 
sanguíneos. Os detectores de líquidos mais rápidos e simples são tam- 
bém produtos de fabricação militar, conhecidos como papéis M8 e M9, 
que podem ser utilizados para detectar agente mostarda ou agentes 
nervosos. Tratam-se dos dispositivos de triagem mais rápidos dispo- 
níveis, sendo que podem apresentar reações falso-positivas em alguns 
casos (Byrnes, 2003). Entretanto, os tubos colorimétricos são o meio de 
detecção mais comumente utilizado pelas equipes do HAZMAT. Sua 
capacidade analítica é ampla e usualmente são incluídos testes para gás 
cloro e fosgênio (agentes pulmonares), cianeto (agente sanguíneo) e 
organofosfatos (agentes nervosos). Ademais, as equipes do HAZMAT 
possuem uma grande variedade de algumas das mais recentes tecno- 
logias pós-9/11, as quais os capacitam detectar virtualmente todos os 
agentes químicos necessários com relativa rapidez (Byrnes, 2003). 
Podendo exercer papel secundário, os laboratórios clínicos de nível A 
ainda são capazes de dar algum suporte à detecção dos agentes quimi- 
cos utilizados em um dado ataque ou da presença de seus produtos de 
degradação nas vítimas, sendo úteis na triagem ou no tratamento dos 


pacientes que chegam ao hospital. Para fins práticos, é possível dividir 
em quatro categorias principais os potenciais agentes químicos, cuja 
detecção pode ser oferecida pelo laboratório de acordo com seu reper- 
tório analítico: agentes nervosos, agentes sanguíneos (cianeto), agentes 
vesicantes (provocam a formação de bolhas) e agentes pulmonares. 

Os laboratórios de bioquímica mais modernos atualmente dispõem 
da capacidade de fornecer alguns dados analíticos específicos e úteis 
para dar suporte às vítimas hospitalizadas em decorrência de ataques 
químicos. Por exemplo, vários analisadores químicos automáticos 
conseguem medir o aumento da atividade de colinesterase, e essa 
informação pode servir de marca registrada dos pacientes que foram 
expostos a agentes nervosos. Tal informação é utilizada para quantifi- 
car o progresso e o grau de recuperação de indivíduos vitimados por 
agentes nervosos. A cromatografia gasosa acoplada à espectrometria 
de massa tem sido empregada para detectar metabólitos de agentes 
vesicantes, como gás mostarda ou Lewisite (Byrnes, 2003), sendo útil 
para medir o progresso da recuperação dos pacientes na fase de pós- 
exposição. Infelizmente, no caso de indivíduos expostos a agentes 
pulmonares, como gás cloro ou fosgênio, o papel do laboratório limi- 
ta-se ao monitoramento de suporte, ou seja, realizar análise de gases 
sanguíneos (para medir a PO,). Essa limitação também se aplica aos 
pacientes expostos a agentes sanguíneos, como o cianeto. O cianeto 
gasoso exerce seu efeito letal em questão de segundos e, por isso, indi- 
víduos que ingerem cianeto precisam tomar o antídoto imediatamen- 
te para prevenir a anóxia e a parada respiratória. Portanto, a equipe 
do HAZMAT possui os melhores meios para analisar e identificar tais 
agentes para, em seguida, fornecer antídotos a pacientes envenenados 
ainda no cenário do acidente, bem antes de chegarem ao hospital. 

Em resumo, os laboratórios de nível A exercem principalmente um 
papel de apoio na supervisão de pacientes hospitalizados, que foram 
vitimados em ataques de terrorismo químico. 


Terrorismo nuclear 


História e conhecimentos teóricos sobre 
armas nucleares 


Em 1895, Ernest Roentgen descobriu radiações penetrantes que pro- 
duziam fluorescência e as chamou de raios X. No ano seguinte, Henri 
Becquerel constatou que tais radiações (posteriormente classifica- 
das como raios q, 6 e y) eram emitidas pelo urânio. Em 1905, Albert 
Einstein formulou sua famosa equação: E = mc” ao concluir que a 
matéria pode ser convertida em energia. Essas descobertas fornece- 
ram a rede de conhecimentos científicos para eventualmente atrelar a 
energia nuclear, embora isto não tenha ocorrido até a Segunda Guerra 
Mundial. Em 1942, a cidade americana de Los Alamos, no estado do 
Novo México, foi escolhida para abrigar a sede do laboratório de pes- 
quisas físicas e planejamento de bombas atômicas. Em cerca de 30 
meses, o “Projeto Manhattan” (nome atribuído ao programa que resul- 
tou na produção das primeiras bombas atômicas) tinha alcançado sua 
meta de produzir uma arma nuclear. Em 1945, a Alemanha havia se 
rendido, porém o Japão continuava sua campanha na guerra. Em 26 de 
julho desse mesmo ano, foi emitida a Declaração de Potsdam, na qual 
os líderes Harry Truman (EUA), Chiang Kai-Shek (China) e Winston 
Churchill (Grã-Bretanha) aconselhavam o governo japonês a procla- 
mar a rendição incondicional de todas as tropas japonesas, advertin- 
do-o das consequências de uma decisão contrária. O governo japonês 
rejeitou a declaração em 29 de julho de 1945 (Byrnes, 2003). Na manhã 
de 6 de agosto, uma aeronave americana chamada Enola Gay sobrevoou 
a cidade japonesa de Hiroshima e lançou a Little Boy —- uma bomba 
enriquecida com urânio (15 kT). Alguns dias depois, a Fat Man foi lan- 
çada sobre outra cidade japonesa, Nagasaki. Tinha início a era nuclear. 


A potencial ameaça de terrorismo nuclear 


Desde o final da Segunda Guerra Mundial, os EUA fabricaram mais 
de 70 mil armas nucleares, embora muitas tenham sido retiradas de 
uso. As armas modernas são maiores (1.000 kT ou 1 MT) e muito mais 
destrutivas que a bomba de 15 kT lançada sobre Hiroshima. Embora 
a Guerra Fria” com a Rússia tenha oficialmente terminado e esforços 
estejam sendo empreendidos para reduzir o número de armas nuclea- 
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res, outros países possuem ou estão desenvolvendo potencial nuclear. 
Há uma certa preocupação quanto à possibilidade de tais armas irem 
parar nas mãos de terroristas ou de serem utilizadas por nações hostis. 
Ao mesmo tempo em que há possibilidade de terroristas ganharem 
acesso a armas nucleares de destruição em massa, é bem mais prová- 
vel que eles venham a construir “bombas sujas” — uma combinação de 
explosivos convencionais e material radioativo. É relativamente sim- 
ples produzir e detonar as “bombas sujas”, cujo principal propósito 
não é matar pessoas, mas criar e espalhar pânico e terror psicológico. 
A quantidade de radioatividade gerada por uma “bomba suja” depen- 
de do material radioativo empregado em sua fabricação. Entretanto, 
até mesmo uma pequena quantidade de material radioativo prove- 
niente de um dispositivo como esse tem potencial de gerar gastos com 


Papel do laboratório de nível A: 
terrorismo nuclear 


O laboratório clínico não se envolve ativamente na detecção de 
contaminações por radiação. É mais provável que essa tarefa seja 
realizada pela unidade de emergências do hospital, que dispõe de um 
ou mais detectores manuais de radiação, como o Ludlum Modelo 3/ 
Modelo 44-9 combo Geiger-Mueller, que consegue detectar radio- 
nuclídeos de emissão a, B e y. As equipes de rotina do HAZMAT 
e das unidades de atendimento de primeiros socorros contam com 
tal aparato e são as prováveis entidades que primeiramente identi- 
ficam ou detectam um evento nuclear. Os laboratórios clínicos de 
bioquímica e hematologia meramente dão suporte a pacientes que 


descontaminação relativamente vultosos. 
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PONTOS-CHAVE 
e É essencial à manutenção da vida que os volumes e 


a composição de eletrólitos permaneçam normais nos 


diversos compartimentos de líquidos corporais. 





e A manutenção da normalidade dos volumes e da composição de 
eletrólitos requer participação de vários mecanismos de controle, 
sendo que o rim desempenha papel particularmente importante. 


e O rim é o órgão mais importante para a manutenção do estado 
normal do volume e da composição de líquidos do organismo, de 
modo que a discussão inicial tratará da fisiologia oon cee e dos 
varios testes projetados para detectar anormalidades da função desse 
órgão. 

e A função mais importante do rim consiste em eliminar os produtos 
residuais do metabolismo, e a melhor representação desse papel 

é indicada pela taxa de filtração glomerular (TFG). Portanto, uma 
parte considerável da discussão será voltada para os métodos de 
determinação da TFG, bem como para os vários testes laboratoriais 
que refletem o nível de TFG. 


e Os dois marcadores de adequação da TFG mais utilizados são as 
concentrações plasmáticas de creatinina e de nitrogênio ureico. As 
quantificações bioquimica de ambos os marcadores serão bastante 
abordadas ao longo da discussão. 


e Entre os parâmetros importantes da composição normal de líquidos 
corporais estão as concentrações de prótons, sódio e potássio. 


e À seção que trata dos distúrbios de potássio discute os 
mecanismos, causas e tratamento da elevação ou redução anormal 
das concentrações desse eletrólito no líquido extracelular. 


e A seção que trata dos distúrbios de sódio discute os mecanismos, 
causas e tratamento da elevação ou redução anormal das 
concentrações desse eletrólito no líquido extracelular. 


e À seção que trata dos distúrbios acidobásicos discute os 
mecanismos, causas e tratamento da elevação (i. e., acidose) ou 
redução (i. e., alcalose) anormal das concentrações de prótons no 
líquido extracelular. 
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Introdução 


Os testes laboratoriais para avaliação dos distúrbios dos status renal, 
hídrico, eletrolítico e acidobásico constituem os procedimentos mais 
comumente realizados em laboratórios de bioquímica clínica; tomados 
em conjunto, os testes de triagem para tais determinações frequente- 
mente são agrupados em um painel metabólico básico. Distúrbios do 
equilíbrio acidobásico e eletrolítico constituem complicações constante- 
mente observadas no tratamento de diversas condições. A doença renal 
é uma das principais sequelas de distúrbios comuns, tais como diabetes 
e hipertensão. A interpretação adequada dos testes laboratoriais destina- 
dos à avaliação de distúrbios renais, eletrolíticos e acidobásicos requer 
uma compreensão acerca da fisiologia e patofisiologia desses sistemas. 
Para o entendimento desses distúrbios, é essencial conhecer a função 
renal e o modo como os rins regulam o volume extracelular. 


Volumes e osmolalidade de líquidos corporais 


Os líquidos corporais constituem uma solução aquosa que contém 
eletrólitos e partículas não eletrolíticas, e é constituída pelos compar- 
timentos intra e extracelular. O compartimento intracelular não é um 
compartimento único. Cada célula possui seu próprio ambiente isolado 
e comunica-se com as demais células somente através do líquido inters- 
ticial e do plasma. Consequentemente, as células dos vários tecidos dife- 
rem entre si quanto ao conteúdo e à concentração de solutos. Como as 
membranas celulares são permeáveis à água graças à presença ubíqua 
das aquaporinas (canais de passagem da água), o equilíbrio osmótico 
pode ser mantido, de modo que a osmolalidade de todas as células per- 
manece a mesma e está em equilíbrio com a osmolalidade extracelular 
(Agre, 2002; Nielsen, 2002; Goodman, 2002). 

A operação das funções metabólicas normais do corpo requer a manu- 
tenção de uma ótima força iônica em seu ambiente, principalmente do 
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líquido intracelular, onde ocorre a maioria das atividades metabólicas. 
Os mecanismos homeostaticos do organismo trabalham para propor- 
cionar esse ambiente. Como as principais atividades metabólicas não 
acontecem no líquido extracelular, uma alteração substancial em sua 
força iônica não acarreta necessariamente efeitos adversos ao funcio- 
namento do corpo. O principal papel do líquido extracelular é atuar 
como canal de ligação entre as células e entre os órgãos. O plasma 
representa a via de trânsito rápido, enquanto o líquido intersticial 
serve de zona de suprimentos lenta. A capacidade do líquido extrace- 
lular de atuar como meio de ligação eficiente requer a manutenção de 
um ótimo volume extracelular, particularmente do volume vascular. 
Uma função adicional importante do líquido extracelular consiste na 
regulação do volume intracelular e de sua força iônica. Por causa do 
equilíbrio osmótico existente entre as células e o líquido extracelular, 
qualquer alteração da osmolalidade extracelular é seguida de uma 
modificação idêntica na osmolalidade intracelular que, por sua vez, 
costuma ser acompanhada de uma mudança recíproca do volume 
celular (Carroll, 1989). 

Embora as células e órgãos possam ser supridos com substrato e ali- 
viados dos produtos metabólicos por meio de uma circulação bem mais 
lenta, a circulação normal é necessária ao fornecimento de oxigênio em 
quantidade suficiente para atender às exigências metabólicas do orga- 
nismo. O volume plasmático normal é um pré-requisito para a manu- 
tenção da circulação normal. Uma vez que o plasma encontra-se em 
equilíbrio com o líquido intersticial, a manutenção do volume vascular 
normal requer volume extracelular igualmente normal. Se o volume 
extracelular estiver abaixo do normal, a perfusão dos órgãos será com- 
prometida, enquanto um volume extracelular acima do normal provo- 
cará congestão vascular e edema pulmonar. 


Volume de líquidos corporais 


O conteúdo de água total do corpo pode ser determinado pela dilui- 
ção de várias substâncias, entre as quais deutério, trítio e antipirina. 
Em adultos hospitalizados, que não apresentam distúrbios de líqui- 
dos nem eletrolíticos, o conteúdo de água total quantificado com 
antipirina equivale a cerca de 54% do peso corporal (Carroll, 1989). 
O conteúdo de água fracionada é maior em bebês e crianças, dimi- 
nuindo progressivamente com a idade. O conteúdo de água depende 
igualmente do conteúdo de gordura corporal. Mulheres e indivíduos 
obesos, em razão do maior conteúdo de gordura que possuem, ten- 
dem a apresentar menor volume de água associado a um determinado 
peso. Considerando que 54% do peso corporal (em kg) corresponde 
ao conteúdo de água do corpo, e sendo 1 kg igual a 2,2 lb, uma redu- 
ção útil para se calcular o conteúdo de água total corporal é: 


(14.1) 


No caso de indivíduos obesos, subtrai-se 10% do conteúdo de água 
total calculado. Ao contrário, para indivíduos magros, adiciona-se 
10%. Quando se trata de um indivíduo muito obeso, o porcentual a ser 
subtraído é 20%. Mulheres possuem um conteúdo de água total apro- 
ximadamente 10% inferior ao observado em homens com o mesmo 
peso corporal. O volume extracelular é medido diretamente, enquanto 
o volume intracelular é estimado como sendo a diferença entre o con- 
teúdo de água total do organismo e o volume extracelular. A quantifi- 
cação do conteúdo de água total é confiável, porém, o mesmo não se 
pode afirmar para o volume extracelular, em razão da inexistência de 
um marcador ideal. Marcadores como sódio, cloreto e brometo apre- 
sentam certo grau de penetração nas células, enquanto marcadores 
como manitol, inulina e sucrose não penetram determinadas partes do 
meio extracelular. Assim, dependendo do tipo de marcador utilizado, o 
volume de líquido extracelular pode apresentar uma variação de 27 a 
53% do conteúdo de água total corporal (Carroll, 1989). 

O volume extracelular determinado com cloreto e expresso como 
porcentual do conteúdo de água total corporal apresenta uma variação 
de 42 a 53%, sendo maior em indivíduos mais velhos e em mulheres. 
O volume extracelular quantificado com inulina ou sulfato é menor, 
cerca de 30 a 33% do conteúdo de água total corporal (Carroll, 1989). 
Para fins de discussão, neste capítulo, será considerado que o volu- 
me extracelular corresponde a 40% do conteúdo de água total do 
organismo. O volume extracelular é dividido em três frações: volume 


Água corporal total (L) = peso corporal (Ib) / 4 


intersticial (volume ocupado pelo espaço entre as células, equivalente 
a 28% do conteúdo de água total corporal), volume plasmático (8%) 
e volume de água transcelular (4%) (Tab. 14.1). A água transcelular 
inclui o líquido luminal do trato gastrintestinal, os líquidos existentes 
no sistema nervoso central, o líquido presente nos olhos, bem como 
os líquidos lubrificantes das superfícies mucosas. 


Composição de líquidos corporais 


Composição extracelular 


As concentrações plasmáticas de eletrólitos são facilmente quantifi- 
cadas e seus valores são bem conhecidos. Tais concentrações aumen- 
tam cerca de 7% ao serem expressas no conteúdo de água plasmático, 
uma vez que os sólidos representam aproximadamente 7% do plasma. 
Dessa forma, a concentração plasmática de sódio é 140 mEq/L; con- 
tudo, a concentração de sódio na água plasmática é de cerca de 150 
mEq/L. As concentrações de eletrólitos no líquido intersticial diferem 
das concentrações plasmáticas, por causa da diferença existente entre 
as concentrações de proteína em ambos os locais. As diferenças de 
concentração de eletrólitos entre o plasma e o interstício podem ser 
previstas pelo equilíbrio de Donnan (Tab. 14.2) (Oh, 1995). Diante 
de concentrações normais de proteínas no plasma, as concentrações 
de cátions difundíveis são cerca de 4% maiores na água plasmática do 
que na água intersticial, enquanto as concentrações de ânions difundí- 
veis são cerca de 4% menores no plasma do que no líquido intersticial. 
No líquido intersticial, as concentrações de cálcio e magnésio são infe- 
riores aos valores previstos pelo equilíbrio de Donnan, pois tais ions 
encontram-se substancialmente ligados às proteínas. 

Parte do espaço intersticial é ocupada por uma substância pavimen- 
tar constituída de glicosaminoglicanas, das quais a mais abundante é 
a hialurona (ácido hialurônico). Esse espaço exclui a distribuição de 
proteínas. Na parte restante, as proteínas difundem-se livremente e 
comunicam-se com os linfáticos. A primeira parte do espaço intersti- 
cial é uma fase em gel, enquanto a outra parte é uma fase livre. A elas- 
tina se interpõe junto ao espaço intersticial, conferindo a propriedade 
elástica apresentada pelo tecido intersticial. Essa elasticidade é neces- 
sária à geração de uma pressão negativa normal no espaço intersticial, 
bem como de uma pressão positiva durante o desenvolvimento de 
edemas (Reed, 1992; Aukland, 1993; Burton, 1988). 


Composição intracelular 


Enquanto os principais solutos do líquido extracelular são o sódio, 
cloreto e bicarbonato, os solutos dominantes na célula são o potássio, 
magnésio, fosfato e as proteínas. As concentrações intracelulares de 
sódio e cloreto não podem ser determinadas acuradamente, sendo esti- 
madas subtraindo-se a quantidade extracelular do valor tecidual total. 
Uma vez que as concentrações de eletrólitos no líquido intracelular são 
altas, um pequeno erro na determinação do volume de água extracelu- 
lar causará um grande erro na estimação da concentração intracelular 
desses íons. À concentração de bicarbonato é calculada a partir do pH 
celular, sendo que a concentração desse íon mostrada na Tabela 14.2 
considera que a média do pH celular vale 7,0. 

A composição eletrolítica do líquido intracelular não é idêntica em 
todos os tecidos. Por exemplo, a concentração de cloreto no músculo é 
bem pequena (cerca de 3 mEq/L), porém, é bem maior nos eritrócitos 


Tabela 14.1 Volumes dos compartimentos de líquidos corporais“ 


Volume intracelular 24 L (60%) 

Volume extracelular 16 L (40%) 
Volume intersticial 11,2 L (28%) 
Volume plasmático 3,2 L (8%) 
Volume transcelular 1,6 L (4%) 


* Considerando um homem normal, pesando 73 kg (160 lb), cujo conteúdo de água 
corporal total é de (40 L). 


Tabela 14.2 Concentrações de eletrólitos nos líquidos extra e intracelular 


Plasma Liquido intersticial 
(mEq/L) (mmol/L) (mEq/L) (mmol/L) 
Na” 140 140 145,3 145,3 
Kt 4,9 4,5 4,7 47 
Ca 5,0 2,9 2,0 2,0 
Mg“ Ea 0,85 1,0 0,5 
CF 104 104 114,7 114,7 
HCO; 24 24 26,5 26,5 
SO, 1,0 0,5 12 0,6 
P 2,1 12: 2,3 13 
Proteína 15 1 8 0,5 
Ânions orgânicos 5 5º 5,6 5,6 


“O cálculo considera que o pH do líquido extracelular é 7,4, e o pK do H;PO, é 6,8. 


Água contida no plasma Água contida na célula (músculo) 


(mEq/L) (mmol/L) (mEq/L) (mmol/L) 
149,8 149,8 13 13 
4,8 4,8 140 140 
53 5,3 1x107 0,5 x 107 
1,8 0,9 7,0 3,5 
111,4 111,4 3 3 
25,7 25,7 10 10 
1,1 0,55 - -= 
22 1,2 107 57! 
16 1 40 2,5* 
5,3 5,3º = = 


TA concentração molal do fosfato é calculada considerando-se que o pK dos fosfatos inorganicos é 6,1, e o pH intracelular é 7,0. 


* O cálculo considera que cada mmol de proteína tem, em média, 15 mEq, porém a natureza das proteínas celulares não está esclarecida. 


& 3 ë * a = a a 
* Considera-se que todos os ânions inorgânicos sejam univalentes. 


(cerca de 75 mEq/L). A concentração de potássio na célula muscular 
é de aproximadamente 140 mEq/L, contudo, é de apenas 118 mEq/L 
nas plaquetas. A concentração de sódio no músculo e nos eritrócitos é 
de cerca de 13 mEq/L, sendo de 34 mEq/L nos leucócitos. O principal 
fosfato encontrado nos eritrócitos é o 2,3-DPG, enquanto o ATP e o 
fosfato de creatinina são os principais fosfatos encontrados no músculo. 
Como o músculo representa a massa magra do corpo, costuma-se utili- 
zar a concentração eletrolítica das células musculares para representar a 
concentração intracelular de eletrólitos. Tendo em vista que uma parte 
substancial dos ânions no interior da célula consiste de íons poliva- 
lentes, como fosfato e proteína, a concentração iônica total (em mEq/L) 
é maior no interior da célula do que fora dela, de modo a preservar o 
equilíbrio osmótico com o líquido extracelular. 


Determinação da osmolalidade do plasma 


A osmolaridade refere-se ao número de moles de soluto existentes em 
1 L de solução. A osmolalidade, por sua vez, diz respeito ao número de 
moles de soluto existentes em 1 kg de água (solvente). A osmolalidade 
é o termo preferido, uma vez que as quantificações, tanto da osmolari- 
dade quanto da osmolalidade, baseiam-se em propriedades coligativas. 
Uma propriedade coligativa é uma propriedade física fundamentada no 
número de partículas dissolvidas em um dado número de moléculas de 
água, como, por exemplo, o ponto de congelamento, ponto de ebulição 
e a pressão de vapor. Entretanto, os termos “osmolalidade” e “osmo- 
laridade” frequentemente são utilizados de modo intercambiável, uma 
vez que as alterações do volume de água associadas à temperatura não 
são significativas. É preciso observar, contudo, que 1 kg de água ocupa 
exatamente 1 La 4. 

Um mol de NaCl em solução contém 2 osmols, pois o NaCl encon- 
tra-se dissociado em Na” e CI. Um mol de D-glicose em solução con- 
tém 1 osmol, visto que a glicose não sofre dissociação. Um mol de 
NaPO, em solução contém 4 osmols, pois há dissociação em 3 fons 
Na* e um íon PO,” Para calcular a osmolalidade de uma solução cujo 
soluto dissocia-se em mais de uma partícula, emprega-se a seguinte 
equação: 

M x a = Osm/L 

M é a molaridade; a é o número de partículas em que uma molécula 
da substância se dissocia. 

Quando aumenta a concentração osmolal do líquido extracelular em 
decorrência do acúmulo de solutos que são restritos ao líquido extra- 
celular (osmols efetivos), tais como glicose, manitol e sódio, o equi- 


A massa molecular de água representa o número de moléculas de água mais 
acuradamente do que o volume, pois o volume muda com a temperatura (ainda 
que pouco), enquanto a massa molecular permanece inalterada. 


líbrio osmótico é restabelecido à medida que água se move da célula 
para o líquido extracelular (LEC), elevando a osmolalidade intracelular 
ao mesmo nível da osmolalidade extracelular (Hill, 19904; Oh, 1995; 
Weisberg, 1978). Quando a osmolalidade aumenta em razão do acúmulo 
de solutos que podem entrar livremente na célula (osmols não efetivos), 
como ureia e álcool, o equilíbrio osmótico é alcançado por meio da entra- 
da desses solutos na célula. Considerando que a maioria dos solutos nor- 
malmente encontrada no LEC constitui osmols efetivos, a perda de água 
extracelular (p. ex., perdas insensíveis) aumentará a osmolalidade efetiva 
e, assim, causará saída de água das células. Por outro lado, a redução da 
osmolalidade extracelular, seja pela perda de solutos extracelulares, seja 
pela retenção de água, reduz a osmolalidade efetiva pelas mesmas razões 
e, portanto, provoca a entrada de água nas células. 

A osmolalidade sérica ou plasmática pode ser quantificada direta- 
mente com auxílio de um osmômetro, descrito no Capítulo 4, ou esti- 
mada como a soma da concentração de todos os solutos no plasma. 
Como o osmômetro não faz distinção entre osmols efetivos e não 
efetivos, somente é possível estimar a osmolalidade. De fato, a ureia 
representa apenas osmols não efetivos em concentração significativa 
no plasma (5 mOsm/L). No plasma normal, então, a osmolalidade 
total aproxima-se da osmolalidade efetiva. A osmolalidade plasmática 
é estimada do seguinte modo: 


Osmolalidade sérica = (Na” sérico (mEq/L) x 2} + 
{Glicose (mg/dL)/18} + {Ureia (mg/dL)/2,8} 


Em concentrações séricas normais de glicose e ureia, a osmolalidade 
praticamente se iguala a Na” sérico x 2, pois os erros opostos entre si 
se anulam mutuamente. As osmolalidades do sódio e dos ânions acom- 
panhantes são superestimadas desprezando-se o coeficiente osmótico 
e considerando-se que todos os ânions séricos sejam univalentes. Por 
outro lado, a osmolalidade é subestimada ignorando-se os cátions e 
outros solutos, e considerando-se a concentração plasmática de sódio 
em vez da concentração de sódio na água. É preciso notar que, para as 
contribuições da ureia e da glicose à osmolalidade sérica, seus valores 
(em mg/dL) são divididos por um décimo (2,8 e 18, respectivamente) 
de seus pesos moleculares (28 e 180), uma vez que a osmolalidade é 
expressa em mOsm/L, e não em mOsm/dL. 

Muitos dos solutos que podem se acumular anormalmente no corpo 
são ânions de ácidos, tais como salicilato, glicolato, formiato, lactato 
e B-hidroxibutirato. Essas substâncias não devem ser consideradas na 
estimativa da osmolalidade plasmática, visto serem consideravelmente 
equilibradas pelo sódio e, assim, já estarem inclusas no valor quando o 
sódio plasmático é multiplicado por 2. Solutos não eletrolíticos que se 
acumulam anormalmente no soro, como etanol, etilenoglicol, meta- 
nol e manitol, farão com que a osmolalidade exceda à osmolalidade 
calculada, produzindo uma diferença osmolal (Gennari, 1984; Kruse, 
1994). Essa diferença osmolal é uma pista clínica útil da presença das 
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substâncias tóxicas anteriormente citadas. O acúmulo de aminoácidos 
neutros e catiônicos também promove uma diferença osmolal sérica. 


Efeito da hiperglicemia sobre o Na‘ sérico 


A permeabilidade de uma membrana a um determinado solu- 
to varia de acordo com o tipo celular. Por exemplo, a glicose não se 
acumula no músculo. Essa molécula não entra livremente na célula 
muscular e, quando consegue entrar com ajuda da insulina, é rapida- 
mente metabolizada. Portanto, a glicose representa um osmol efetivo 
para a célula muscular, de modo que um quadro de hiperglicemia a 
fará perder água. Por outro lado, a glicose constitui um osmol não efe- 
tivo para os eritrócitos e também para a maioria das células cerebrais, 
pois é capaz de entrar livremente em tais células. A glicose geralmente 
é classificada como osmol efetivo, principalmente porque as células 
musculares representam a maior massa celular do corpo, conforme já 
mencionado neste capítulo. O acúmulo de glicose ou manitol no LEC 
é causa bem conhecida de hiponatremia, visto que, como discutido 
no Capítulo 8, a glicose é osmoticamente ativa e induz a movimenta- 
ção da água a partir das células para o LEC, onde dilui a concentração 
de eletrólitos. A movimentação de líquido afeta as concentrações de 
todos os eletrólitos extracelulares, porém, seu efeito absoluto é mais 
forte sobre o sódio sérico, cuja concentração é elevada. A relação exis- 
tente entre alteração do conteúdo de sódio sérico e alteração da con- 
centração de glicose em indivíduos adultos e normais é de cerca de 1,5 
mEq de Na‘/L para cada 100 mg de glicose/dL. Essa relação é válida, 
contudo, somente quando o volume de distribuição da glicose está em 
torno de 40 a 50% do conteúdo de água total corporal. O volume de 
distribuição da glicose se refere a um volume teórico, no qual a glicose 
estaria eventualmente distribuída quando nenhuma parte da glico- 
se administrada é excretada nem metabolizada. Por exemplo, se 10 g 
(10.000 mg) de glicose são administradas a um indivíduo, supondo 
que sua concentração sérica devesse aumentar 1.000 mg/L (100 mg/ 
dL; considerando que nada do que foi administrado tenha sido excre- 
tado nem metabolizado), o volume de distribuição seria igual a 10 L. 
Normalmente, o volume de distribuição da glicose é discretamente 
maior que o volume extracelular, porque algumas células, como os 
eritrócitos e hepatócitos, permitem sua difusão livre, de modo que sua 
concentração em tais células se iguala à concentração plasmática. À 
medida que aumenta o volume de distribuição da glicose em relação 
ao conteúdo de água total corporal, o efeito da glicose sobre o sódio 
sérico diminui progressivamente. De modo análogo, a redução do 
volume de distribuição da glicose promove efeito contrário. A altera- 
ção do sódio sérico promovida pela hiperglicemia pode ser estimada, 
empregando-se a seguinte fórmula (Oh, 1995): 

ANa” (mEq/L) = (5,6 - 5,6a)/2 (14.3) 

Em que ANa” representa uma redução do Na” sérico (em mEq/L) 
para cada aumento de 100 mg de glicose/dL; “a” corresponde à fração 
do volume de distribuição de glicose em relação ao conteúdo de água 
total corporal. 

Nas condições em que se observa marcante expansão do volume 
extracelular, como na insuficiência cardíaca congestiva (ICC) e outros 
estados em que há formação de edema, o volume de distribuição da gli- 
cose representa uma fração bem maior do conteúdo de água total cor- 
poral. Desse modo, seria pouco provável que a hiperglicemia causasse 
uma queda na concentração sérica de sódio. Por exemplo, quando o 
volume de distribuição da glicose representa 80% do conteúdo de água 
total (0,8), a diminuição do Na+ sérico para cada aumento de 100 mg 
de glicose/dL seria de apenas 0,56 mEq/L: [(5,6 — (5,6 x 0,8)]/2 = 0,56. 
Quando o volume de glicose constitui 20% do conteúdo de água total 
corporal, ANa” seria igual a 2,2 mEq/L para cada aumento de 100 mg de 
glicose/dL. 


Tonicidade 


A tonicidade de uma solução se refere ao efeito de uma dada solução 
sobre o volume celular. Uma solução hipertônica é capaz de retrair as 
células, enquanto uma hipotônica provoca o inchaço celular. Soluções 
isotônicas são aquelas que não induzem nenhuma mudança no volume 
celular. Em geral, uma solução salina a 0,9% (154 mM de cloreto de sódio) 
é isotônica. Quando o termo “tonicidade” é aplicado a um líquido in vitro, 


como a urina, pode ser utilizado praticamente de modo intercambiável 
com a osmolalidade. Assim, a urina que contém uma elevada concentra- 
ção de ureia é denominada hipertônica (Pradella, 1988). 


Osmolalidade e gravidade específica 


A gravidade específica de uma solução corresponde à massa dessa 
solução dividida pelo seu volume. Enquanto a osmolalidade de um 
líquido depende da concentração osmolal de seu soluto, a gravidade 
específica é determinada pelo peso do soluto em relação ao volume de 
solução que desloca. As proteínas plasmáticas pouco contribuem para 
a osmolalidade, em consequência da sua baixa concentração molal, 
porém constituem o principal fator determinante da gravidade espe- 
cífica do plasma. No caso da urina, a gravidade específica e a osmola- 
lidade usualmente mudam em paralelo, mas proteinúria e glicosúria 
graves promovem grande discrepância entre ambas (Carroll, 1989). 


Regulação do volume extracelular 


Como será discutido a seguir, o volume extracelular depende princi- 
palmente da concentração de sódio, cuja regulação é realizada por dois 
hormônios: hormônio antidiurético (ADH), que promove retenção de 
água, e aldosterona, que retém sódio e, assim, provoca a retenção de 
água, como discutido no Capítulo 8. Uma vez que a concentração de 
sódio extracelular é mantida dentro de uma faixa bastante estreita por 
meio da regulação da liberação de ADH, o volume extracelular depen- 
de principalmente de seu conteúdo de sódio. Na maioria das situações 
clínicas, o volume extracelular apresenta boa correlação com o volume 
vascular, que, por sua vez, apresenta correlação positiva com o volume 
vascular efetivo. Esse volume vascular efetivo representa um volume 
imaginário que reflete o débito cardíaco em relação à demanda tecidual 
de oxigênio (Oh, 1995). 

O volume vascular efetivo, mais do que o volume extracelular ou o 
volume vascular, é o principal determinante da quantidade de LEC 
retida. A localização e o tipo dos sensores que detectam as alterações do 
volume vascular efetivo não são bem conhecidas. A maioria dos fisio- 
logistas considera que os barorreceptores, encontrados em locais como 
os átrios cardíacos e arcos aórticos, sejam os responsáveis por enviar 
ao sistema nervoso central os sinais indutores de aumentos/diminui- 
ções dos níveis de ADH, e de alteração do tônus simpático. Entretanto, 
a preponderância das evidências argumenta contra a utilidade de tais 
receptores em estados crônicos de alteração do volume vascular efeti- 
vo. Por exemplo, em um paciente hipertenso com insuficiência cardíaca 
congestiva, tanto os barorreceptores atriais de baixa pressão como os 
arteriais de alta pressão percebem quando o volume está acima do nor- 
mal. Mesmo assim, as respostas neuro-humorais (p. ex., elevação dos 
níveis de ADH, de catecolaminas e das concentrações de renina e angio- 
tensina) observadas em tais estados sugerem a existência de um volu- 
me vascular efetivo. O rim certamente responde de modo adequado, 
promovendo a redução da excreção urinária de sódio e cloreto. Essas 
respostas fisiológicas diante de um volume vascular efetivo baixo con- 
duz, às vezes, à retenção de sal patológica. Exemplificando, há retenção 
de sal na ICC, apesar da marcante expansão dos volumes extracelular e 
vascular, porque o volume vascular efetivo está diminuído. 

Teoricamente, existem dois modos de alterar o conteúdo de sal do 
organismo: modificar a ingestão ou o débito renal de sal. Não há um 
mecanismo bem desenvolvido que influencie a ingestão de sal em res- 
posta a alterações do volume vascular efetivo. Sendo assim, consegue- 
se alterar o conteúdo de sal do organismo principalmente por meio do 
débito renal de sal. É possível modificar esse débito por meio de fatores 
físicos e humorais. Os fatores físicos que influenciam a regulação renal 
do conteúdo de sal alteram a taxa de filtração glomerular (TFG), bem 
como atuam na pressão oncótica dos capilares peritubulares e na pres- 
são hidrostática. Quando os demais fatores que influenciam o débito 
renal de sal não sofrem alterações, quanto maior a TEG, maior a quan- 
tidade de sódio filtrada e excretada. Em geral, contudo, a reabsorção 
tubular é mais importante do que a filtração glomerular na regulação 
da excreção renal de sódio. Na insuficiência renal avançada, a TFG pode 
estar reduzida a 10% da taxa normal, entretanto, os pacientes com insu- 
ficiência renal continuam excretando a quantidade de sódio usualmente 
ingerida, como qualquer indivíduo sadio. 


A reabsorção tubular de sódio é regulada por fatores humorais e 
físicos. As influências dos fatores físicos sobre a reabsorção de sódio 
limita-se principalmente ao túbulo proximal renal, onde uma grande 
quantidade de sódio é passivamente reabsorvida, através da via para- 
celular (entre as células). A pressão hidrostática aumentada nos capi- 
lares peritubulares retarda o processo de reabsorção passiva paracelu- 
lar, enquanto promove a difusão passiva de líquidos de volta para o 
interior do lúmen tubular. O aumento da pressão oncótica, por outro 
lado, exerce efeitos opostos. Por exemplo, na insuficiência cardíaca 
congestiva, a pressão hidrostática peritubular é reduzida, em razão 
do aumento da resistência vascular renal causado pela constrição das 
arteríolas aferentes e eferentes. A constrição das arteríolas aferentes 
tenderia a reduzir a pressão hidrostática nos capilares glomerulares. 
Entretanto, a pressão glomerular não cede significativamente, porque 
a constrição das arteríolas eferentes é ainda mais forte que a das arteri- 
olas aferentes. A manutenção da pressão de filtração glomerular ajuda 
a minimizar uma queda da TFG diante de estados de depleção volu- 
métrica. O resultado é o aumento da fração de filtração (a razão entre 
a TEG e o fluxo plasmático renal), aumentando a concentração de 
proteínas plasmáticas no sangue que deixa os capilares glomerulares 
através das arteríolas eferentes a uma extensão maior do que a usual. 
Como as arteríolas eferentes se transformam em capilares peritubu- 
lares, a pressão oncótica desse capilar deve estar acima do normal. A 
pressão hidrostática inferior ao normal e a pressão oncótica anormal- 
mente maior no capilar sanguíneo peritubular, durante os estados de 
depleção volumétrica, tendem a favorecer a reabsorção de sal e água 
através da via paracelular do túbulo proximal, o segmento tubular em 
que a reabsorção de sal pela via paracelular desempenha importante 
papel no transporte tubular renal de sal geral. Normalmente, a pres- 
são oncótica plasmática nos capilares peritubulares é cerca de 20% 
maior do que a do plasma do sangue periférico, uma vez que a fração 
de filtração é igual a 0,2. Nos estados de depleção volumétrica, o valor 
pode ser 25 a 30% mais alto que o do plasma periférico. 

Os fatores humorais que influenciam a reabsorção tubular do sódio 
incluem a angiotensina II, aldosterona e catecolaminas. A angiotensina 
II aumenta diretamente a reabsorção de sódio nos túbulos proximais, ao 
atuar sobre o cotransportador de sódio-hidrogênio 3 (NHE-3, sodium- 
hydrogen exchanger-3), e também atua indiretamente, aumentando 
a secreção de aldosterona. Esse aumento da secreção de aldosterona 
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aumenta a reabsorção de sódio no ducto coletor cortical. As catecola- 
minas influenciam a reabsorção de sódio principalmente ao atuarem 
sobre o fluxo sanguíneo renal; contudo, podem exercer algum efeito 
tubular sobre o néfron proximal. 

O ADH exerce papel modesto na regulação do volume extracelular, 
em virtude da notável importância da osmolalidade como principal 
regulador da secreção de ADH. Por esse motivo, o conteúdo de sal do 
organismo é o principal determinante do volume extracelular. Quando 
o sódio é retido, um volume de água proporcional também é retido, 
de modo a manter a osmolalidade sérica normal. Em caso de hipona- 
tremia, a secreção de ADH somente ocorrerá se a depleção do volume 
vascular efetivo for significativamente grande. Diante de tais condi- 
ções, o volume extracelular teoricamente pode aumentar na ausência 
de retenção de sódio. Todavia, a massiva retenção de água sem reten- 
ção de sódio irá causar apenas um modesto aumento do volume extra- 
celular. Por exemplo, se um indivíduo, cujo conteúdo de água corporal 
total é igual a 40 L, ganhar 10 L de água sem apresentar alteração no 
conteúdo de sódio (p. ex., em decorrência de uma secreção inadequa- 
da de ADH, ou em um indivíduo com insuficiência renal aguda), seus 
níveis séricos de sódio deverão cair de 140 mEq/L para 112 mEq/L [140 
x (40/50) = 112], um valor que pode significar morbidade severa ou 
até mesmo sua morte. Neste caso, haveria um aumento do volume 
extracelular de apenas 4 L, uma vez que a quantidade de água retida 
(60%) acabaria entrando nas células. Por outro lado, o mesmo volu- 
me de líquido retido com o sal permaneceria quase exclusivamente no 
mesmo espaço extracelular. Em outras palavras, a quantidade de água 
que pode ser retida sem sal é limitada por uma hiponatremia severa 
e fatal. Esse é o motivo pelo qual um aumento massivo do volume 
extracelular, como aquele observado na insuficiência cardíaca conges- 
tiva, torna-se possível somente diante de uma significativa retenção de 
sódio. A Figura 14.1 mostra a nomenclatura dos sítios no néfron. 

A fonte de energia definitiva para a reabsorção de sódio em vários 
segmentos do néfron é a ATPase de Na'-K*, que se localiza na mem- 
brana basolateral e transporta 3 íons de Na” para fora da célula ao 
mesmo tempo em que entram 2 íons de K* no meio intracelular. A 
resultante redução da concentração intracelular de sódio e o poten- 
cial elétrico celular negativo permitem a difusão passiva do Na” para 
dentro da célula, através da membrana luminal. Os quatro sítios 
principais de reabsorção do sódio existentes no néfron utilizam quatro 
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Figura 14.1 Distribuição e subdivisão dos néfrons. Existem dois tipos principais de néfron: corticais e justamedulares. A alça néfrica em sua porção cortical não adentra a 
medula interna e não possui ramo ascendente delgado. O néfron justamedular apresenta o ramo ascendente delgado da alça néfrica, o qual reside na medula interna. Ambos 


os néfrons são subdivididos em 8 ou 9 segmentos. 
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176 mecanismos diferentes de entrada de sódio (Fig. 14.2). Uma varie- 


dade de fatores humorais tem sido implicada, por meio de provas 
ou sugestões, na regulação do débito renal de sal. Entre esses fato- 
res, a aldosterona, catecolaminas, angiotensina II e, talvez, o ADH e as 
prostaglandinas comprovadamente exercem efeitos fisiológicos (Oh, 
1995; Biggi, 1995). 


Controle não renal da água e do equilíbrio eletrolítico 
Perda insensível de água a partir da pele. Perde-se água a partir da 
pele principalmente como forma de eliminar calor. A perda de água 
cutânea sem suor é denominada perspiração insensível. O suor con- 
tém cerca de 50 mEq/L de sódio e 5 mEq/L de potássio. Como o prin- 
cipal propósito da perda de água a partir da pele é a dissipação de 
calor, essa perda de água depende principalmente da quantidade de 
calor gerada pelo corpo: 

Perda de água através da pele = 30 mL/100 calorias (14.4) 
Perda respiratória de água. O conteúdo de água existente no ar inspi- 
rado é inferior ao do ar expirado. Desse modo, perde-se água durante 
a ventilação normal. Como o volume ventilatório é determinado pela 
produção de CO, que, por sua vez, é determinada pelo gasto calórico, 
a perda de água respiratória também depende do gasto calórico em 
condições ambientais normais: 

Perda respiratória de água = 13 mL/100 calorias a PCO, normal (14.5) 

Por coincidência, a quantidade de água perdida na respiração nor- 
mal é quase igual à produção metabólica de água. Assim, ao calcular o 
equilíbrio hídrico, a perda de água respiratória deve ser desprezada na 
quantificação da perda de água insensível, visto que o ganho metabó- 
lico de água é igualmente desconsiderado. A perda de água respiratória 
aumenta na hiperventilação ou em estados febris, tornando-se despro- 
porcional à produção metabólica de água (Carroll, 1989). 

Perda de água pelo trato gastrintestinal. A atividade líquida do trato 
GI ao nível do jejuno consiste na secreção de água e eletrólitos. A ativi- 
dade líquida a partir do jejuno até o cólon é a reabsorção. A maior parte 
do conteúdo líquido que entra no intestino delgado é nele absorvida, 
sendo o remanescente absorvido no cólon, de modo que apenas cerca 
de 100 mL de água são diariamente excretados com as fezes. O conteúdo 
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Figura 14.2 Mecanismos de reabsorção de sódio em diferentes segmentos do néfron. 
A principal fonte de energia para a reabsorção de sódio em todos os segmentos do 
néfron é a ATPase de Na'-K* basolateral, que transporta 3 Na* para fora em troca de 
2 K* para dentro da célula, criando uma baixa concentração de sódio intracelular 

e um potencial celular negativo. Essas duas condições permitem a difusão passiva 
de Na” para dentro da célula através da membrana luminal. No tubulo proximal, 

a entrada de Na* é acompanhada da saída de H* através do cotransportador de 
sódio-hidrogênio 3 (NHE-3). No ramo ascendente espesso da alça, o Na* entra com 
o K* e 2 Cl através do cotransportador de sódio-potássio-cloreto (NKCC, sodium- 
potassium-chloride cotransporter). No túbulo contornado distal, o sódio entra com 
o cloreto através do cotransportador de sódio-cloreto (NCCT, sodium-chloride 
cotransporter) e, por fim, no ducto coletor cortical o sódio entra através do canal 
epitelial de sódio (ENaC). TSC é a designação de thiazide-sensitive cotransporter 
(cotransportador tiazida-sensível). 


do trato GI é isotônico em relação ao plasma e, assim, qualquer líquido 
que entre nesse trato se torna isotônico também. Então, se a água for 
ingerida e vomitada, o corpo perde solutos. 


Determinação da função renal 


Conceito de depuração 


A depuração renal relaciona a taxa de excreção urinária de um 
material à sua concentração plasmática. É definida como sendo o 
volume de plasma que, teoricamente, deveria ser “depurado” da 
substância para se obter a quantidade dessa substância que foi excre- 
tada através da urina em um determinado período (14). Para calcu- 
lar a depuração, primeiramente é necessário conhecer a quantidade 
de substância excretada via urina, a qual é calculada a partir da con- 
centração (U,) e do volume de urina (V). Em seguida, deve-se deter- 
minar a concentração plasmática dessa substância (P,,). Por exemplo, 
se um indivíduo excretou 1.500 mg de creatinina em um único dia, 
precisará depurar 150 L de plasma para excretar essa quantidade de 
creatina, caso a concentração plasmática seja de 10 mg/L (1 mg/dL). 
Assim, a depuração de creatinina (C,,.,,) seria igual a 150 L/dia. Se a 
concentração plasmática de creatinina fosse 100 mg/L (10 mg/dL), 
somente 15 L de plasma deveriam ser depurados para que as mes- 
mas 1.500 mg de creatinina fossem excretadas. Nesse caso, 0 Corea 
seria igual a 15 L/dia. Usualmente, a depuração é expressão em mL/ 
min, porém, podem ser utilizadas quaisquer unidades de volume e 
tempo. Assim, uma depuração de 150 L/dia é igual a 6,25 L/hora 
e 104 mL/min. A equação formal para determinação da depuração 
renal é: 

C= (U,V)/P (14.6) 

C, é a depuração de uma substância x; U, e P, são as concentrações 
da substância na urina e no plasma, respectivamente. V é o volume de 
urina por unidade de tempo. 

Ao estimar a depuração, devem ser utilizadas unidades de concen- 
tração e volume consistentes. Exemplificando, se a concentração uri- 
nária de creatinina é 70 mg/dL e o volume de urina é 2.000 mL/dia, a 
creatinina urinária também deve ser expressa em mg/mL, e não em 
mg/dL. Desse modo, a quantidade total de creatinina excretada será 
igual a: 0,7 mg/mL x 2.000 mL/dia = 1.400 mg/dia. 

A depuração expressa em mL/24 horas pode ser convertida em 
depuração (mL/min), dividindo-se o valor por 1.440, uma vez que 24 
horas equivalem a 1.440 minutos. 


Fórmulas rápidas para calcular a depuração 


Quando se calcula a depuração de 24 horas expressa em mL/min, a 
excreção urinária de creatinina pode ser expressa em g/24 horas, em 
vez de mg/24 horas. Do mesmo modo, a creatinina plasmática pode 
ser expressa em mg/dL, em vez de mg/mL. O uso incorreto dessas uni- 
dades pode ser retificado, multiplicando-se o resultado final por 1.000 
(quando se usa g, em vez de mg) e, em seguida, por 100 (ao usar mg/ 
dL, em vez de mg/mL). Uma outra correção requer a divisão do valor 
obtido por 1.440 para converter um valor de depuração de 24 horas 
em um valor expresso em mL/min (Carroll, 1989), como no exemplo 


a seguir: 


C, = U,V (g/24 horas)/P, (mg/dL) x 100.000 x 1/1440 (14.7) 
Uma vez que 100.000/1.440 = 70: 
C, (mL/min) = U, (g/dia) x 70/P, (mg/dL) (14.8) 


Determinação da taxa de filtração 
glomerular 


Em geral, a TFG é considerada o melhor indicador global do nível 
de função renal (Smith, 1951). Têm sido utilizadas duas abordagens 
distintas para determinar a TFG. Uma delas consiste em empregar 
uma substância endógena, enquanto a outra utiliza uma substância 
exógena. Seja qual for o marcador biológico utilizado na determina- 
ção da TFG, é importante que ele seja minimamente reabsorvido e 
secretado através dos túbulos renais. 


Quantificação da TFG com substâncias exógenas 

A depuração da inulina é amplamente adotada como padrão-ouro 
para quantificar a TFG (14). A depuração da inulina em adultos jovens 
sadios apresenta uma média de valores igual a 127 mL/min/1,73 m* em 
homens, e 118 mL/min/1,73 m” em mulheres. A TFG declina com o 
avanço da idade. Após os 20 a 30 anos, a TFG diminui para aproximada- 
mente 1 mL/min/1,73 mí” por ano. O clássico método da depuração de 
inulina requer uma infusão endovenosa e coletas periódicas de urina ao 
longo de várias horas. A inulina é cara e não se encontra prontamente 
disponível. Como consequência, foram introduzidas inúmeras quanti- 
ficações alternativas para estimar a TFG (Price, 2000; Gaspari, 1997). A 
depuração urinária de marcadores exógenos radioativos, como !“I-io- 
talamato e *™Tc-DTPA (ácido dietilenotriamina pentacético) propor- 
cionam boas medidas da TEG (Biggi, 1995; Brochner-Mortensen, 1969; 
Christensen, 1986; Fleming, 1991). A depuração plasmática de substan- 
cias exógenas, como iohexol e *'Cr-EDTA, também tem sido utilizada 
na estimação da TEG; além disso, trata-se de um método que apresenta 
a vantagem de dispensar a coleta de urina (Krutzen, 1984; Russel, 1985; 
Agarwal, 2003). Todavia, os métodos de depuração plasmática não são 
tão acurados quanto os que requerem coleta de urina. A TFG tam- 
bém tem sido quantificada utilizando-se iotalamato não marcado para 
amostras de urina e sangue, com a óbvia vantagem de dispensar o uso 
de materiais radioativos. 


Quantificação da TFG com substâncias endógenas 

As substâncias endógenas amplamente empregadas para determinar 
a TFG incluem o nitrogênio ureico, creatinina e cistatina C. Os dois 
primeiros são muito utilizados na prática clínica, principalmente por 
causa da pronta disponibilidade. 


Creatinina como medida de função renal 

A creatinina é uma substância endógena, cujo peso molecular é 113 
Da. É produzida por células musculares, a partir da creatina e do fosfa- 
to de creatina, por meio de um processo de desidratação não enzimá- 
tico. Sua taxa de produção é proporcionada pela massa muscular (Oh, 
1993). Outra fonte adicional de creatinina é a creatina contida na carne 
ingerida. In vitro, a taxa de conversão da creatina em creatinina que 
ocorre na carne depende da temperatura e da acidez. Temperaturas 
elevadas e pH baixo aumentam a conversão. A creatinina é o marca- 
dor para TFG mais amplamente utilizado e tal preferência decorre de 
vários motivos. Em primeiro lugar, é uma substância endógena cuja 
taxa de produção é relativamente constante. Em segundo lugar, a crea- 
tinina não se liga a proteínas plasmáticas e, por isso, é livremente filtra- 
da pelos glomérulos. Não sofre reabsorção nos túbulos renais, sendo 
apenas uma pequena quantidade secretada ao nível tubular. 

Por outro lado, na depuração da creatinina, a estimação da taxa de 
excreção pode evitar os inconvenientes de ter que realizar coleta de 
urina e da dúvida quanto à conclusão da análise. Quando a função 
renal está normal e estável, a excreção de creatinina é quase igual à 
sua produção, que depende principalmente da massa muscular (Oh, 
1993). A massa muscular varia conforme o sexo, idade e peso corpo- 
ral. A taxa de produção da creatinina é estimada pela idade (1): 


Produção de creatinina (mg/kg/dia): 


28 - 0,24 (homens) (14.94) 
Produção de creatinina (mg/kg/dia): 
23,8 - 0,17A (mulheres) (14.9B) 


Em pacientes obesos e em pacientes debilitados, as f6rmulas 14.9 (A 
e B) superestimam a produção de creatinina. Normalmente, a excreção 
urinária de creatinina é discretamente menor que sua produção, pois 
uma parte é quebrada por bactérias intestinais. A discrepância aumenta 
progressivamente com a diminuição da função renal, porque a depura- 
ção não renal da creatinina (que é de cerca de 0,04 L/kg/dia) permanece 
constante (Oh, 1993). Normalmente, um homem pesando 70 kg apre- 
senta uma depuração extrarrenal de creatinina de 2,8 L/dia ou 2 mL/ 
min, inferior a 2% da depuração renal normal. Entretanto, com uma 
depuração renal de 4 mL/min, uma depuração extrarrenal de 2 mL/min 
representaria um terço da depuração plasmática total de creatinina. 

O uso da creatinina como medida da TFG também apresenta várias 
desvantagens. A primeira delas é que, embora a taxa de produção seja 


razoavelmente constante, é observada uma variação individual consi- 
derável, dependendo principalmente da massa muscular (Oh, 1993). 
Diante de uma severa debilitação muscular, a produção de creatinina 
pode estar reduzida a menos de 25% do valor previsto para o peso 
corporal. A segunda desvantagem consiste no fato de que a creatinina 
também deriva da carne da dieta, sendo que a quantidade de carne 
ingerida pode influenciar substancialmente a produção diária total. 
Em terceiro, a quantificação da creatinina é feita mais comumente 
pelo método do picrato alcalino (ver adiante), e o número de cromó- 
genos — endógenos e exógenos — interfere na quantificação realizada 
por essa técnica. Finalmente, a creatinina é parcialmente secreta- 
da nos túbulos proximais, através da via orgânica de cátions, mas a 
secreção tubular é bloqueada por vários fármacos, incluindo a cime- 
tidina, trimetoprim, pirimetamina e salicilato (Hilbrands, 1991; Van 
Acker, 1992). A extensão da secreção tubular varia para cada indiví- 
duo, sendo essa variação ainda maior na presença de uma disfunção 
renal. À secreção tubular pode chegar a 50% da quantidade excretada 
na urina diante de uma insuficiência renal avançada. Com o intuito 
de destacar os erros devidos à secreção tubular, a depuração da creati- 
nina também tem sido obtida por meio da administração simultânea 
de cimetidina, que inibe a secreção tubular da creatinina. Contudo, 
a supressão da secreção de creatinina pela cimetidina é incompleta e 
igualmente conduz a amplas variações individuais. 


Quantificação da creatinina 

O método mais amplamente empregado para quantificar a creatinina 
fundamenta-se na reação de Jaffe, descrita há mais de 100 anos, com 
base na reação da creatinina com picrato (Spencer, 1986; Weber, 1991). 
A solução alcalina intensifica a reação, justificando a denominação 
“método do picrato alcalino”. O método de Hare envolve o isolamen- 
to da creatinina por absorção no reagente de Lloyd, e descarte do plas- 
ma contendo cromógenos interferentes (Abdul-Karim, 1986). É difícil 
manipular esse método, além de ser frequentemente confuso. A reação 
de Jaffe foi igualmente adaptada para ser utilizada em analisadores. 

A creatinina também pode ser quantificada enzimaticamente, utili- 
zando-se a creatinina amido-hidrolase ou creatinina imino-hidrolase 
(Suzuki, 1984; Fossati, 1994). A creatinina é hidrolisada a amônia e 
N-metil-hidantoína por ação da imino-hidrolase. A amônia, então, 
combina-se ao 2-oxoglutarato (a-cetoglutarato) e NADH, em presença 
da glutamato desidrogenase, para render glutamato e NAD”. O consu- 
mo de NADH, medido como uma diminuição da absorção a 340 nm, 
indica a concentração de creatinina. Esta também pode ser quantifica- 
da por meio da conversão em creatina, por ação da creatinina amido- 
-hidrolase. Nesse caso, a creatinina é hidrolisada por uma imino-hidro- 
lase e uma sarcosina oxidase, resultando na produção de peróxido de 
hidrogênio. Na presença de peroxidase de raiz forte, o 2,4-diclorofenol- 
sulfonato é convertido a um polímero incolor pelo peróxido de hidro- 
gênio, e a concentração desse polímero é medida a 510 nm. 

Várias substâncias, como cetonas, glicose, frutose, proteína, ureia e 
ácido ascórbico, igualmente reagem com o picrato e, assim, produzem 
falsos aumentos na concentração de creatinina (Spencer, 1986; Weber, 
1991; Kroll, 1983; Molitch, 1980; Watkins, 1967). A interferência da 
glicose na quantificação da creatinina torna-se significativa quando a 
concentração de glicose é muito elevada, como ocorre na cetoacidose 
diabética ou no coma hiperglicêmico (Sjoland, 2003). A concentração 
de glicose é extremamente alta no dialisado peritoneal, sendo necessá- 
rio efetuar uma correção para o elevado nível dessa substância quando 
a concentração de creatinina é medida no efluente de dialisados peri- 
toneais. A magnitude da interferência da glicose na quantificação da 
creatinina foi demonstrada não só pela concentração de glicose, mas 
também pela concentração da própria creatinina. A interferência da 
glicose não é observada apenas nos métodos enzimáticos. A bilirrubina 
e a hemoglobina também interferem no método do picrato alcalino, 
resultando na geração de valores falsamente baixos (Schoenmakers, 
1993). Antibióticos da classe das cefalosporinas também interferem 
positivamente no método do picrato alcalino, resultando na produção 
de valores falsamente elevados (Swain, 1977; Kroll, 1983). 

Sem a remoção dos cromógenos não creatinina, o limite superior 
normal medido pela reação de Jaffe é 1,6 a 1,9 mg/dL para adultos. O 
limite superior normal para a creatinina sérica medido após a remoção 
dos cromógenos costuma ser igual a 1,2 a 1,4 mg/dL. Os valores para 
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178 mulheres são 0,1 a 0,2 mg/dL a menos. Quando a creatinina sérica 


está muito elevada, a contribuição dos cromógenos não creatinina 
para a reação total é proporcionalmente menor. Com a função renal 
normal, os cromógenos não creatinina compõem 14% (em uma faixa 
de 4,5-22,3%) do total. Contudo, na disfunção renal avançada, tais 
substâncias representam apenas cerca de 5%. 


Depuração de creatinina intensificada pela cimetidina 

A secreção tubular de creatinina resulta em valores falsamente ele- 
vados de depuração de creatinina, em especial na insuficiência renal, 
sendo que quantificações da depuração de creatinina diante da inibi- 
ção da secreção tubular por ação da cimetidina melhoram considera- 
velmente a estimativa da TFG da depuração em pacientes que apresen- 
tam comprometimento renal de grau brando a moderado (Hilbrands, 
1991; Van Acker, 1992). Entretanto, a secreção tubular de creatinina não 
é completamente bloqueada pela cimetidina, de modo que o método 
ainda acaba superestimando a TFG. 


Fórmulas para estimar a depuração 
de creatinina como estimativa da TFG 

A percepção de que a realização de uma coleta adequada de urina é 
um dos principais obstáculos a impedir que a depuração de creatinina 
seja considerada uma medida da TEG fez com que esforços passassem a 
ser empreendidos para tentar transformar matematicamente a creatini- 
na sérica, de modo a poder usá-la na estimação da TFG. Em parte, por 
causa de sua conveniência, esses métodos são amplamente empregados 
na prática clínica. As duas fórmulas mais utilizadas são a fórmula de 
Cockcroft e Gault, e a fórmula de MDRD (fórmula de Levey). 
Fórmula de Cockcroft e Gault (mL/min) (Cockcroft, 1976) 

(140 — idade) x (PCI)/(72 x SCr) (14.10) 

Em caso de paciente do sexo feminino, multiplicar tudo por 0,85. O 
PCI é o peso corporal ideal, enquanto o SCr é a concentração sérica de 
creatinina. O PCI é calculado por meio da seguinte fórmula: 


Homens: PCI = 50 kg + 2,3 kg 


(para cada polegada acima de 1,5 m) (14.114) 
Mulheres: PCI = 45,5 kg + 2,3 kg 
(para cada polegada acima de 1,5 m) (14.11B) 


A fórmula de Cockcroft e Gault (Cockcroft, 1976) reduz a varia- 
bilidade das estimativas de TFG feitas a partir da creatinina sérica, 
causada pela diferença referente à produção de creatinina em decor- 
rência das diferenças de massa muscular associadas ao sexo e à idade. 
Entretanto, como não considera as diferenças referentes à produção 
de creatinina que são devidas à variação da massa muscular em decor- 
rência dos estados patológicos, essa fórmula sistematicamente supe- 
restima a TFG em indivíduos que apresentam pouca massa muscular 
em relação ao peso corporal, tais como obesos, pacientes edemaciados 
ou cronicamente debilitados. Além disso, também são desprezadas as 
variações causadas pela eliminação extrarrenal e secreção tubular. 

No estudo da Modification of Diet in Renal Disease (MDRD), Levey 
et al. mediram a TFG por meio da determinação de I'º-jodotalamato 
para derivar a fórmula de estimação da TFG, considerando seis vari- 
áveis: idade, raça, sexo, nitrogênio ureico sérico, creatinina sérica e 
concentração de albumina sérica (Levey, 1999). Subsequentemente, 
em 2000, os mesmos investigadores produziram uma fórmula MDRD 
simplificada com base em quatro variáveis: creatinina sérica, idade, 
raça e sexo. Poucos indivíduos diabéticos foram incluídos nos estu- 
dos originais e, quando estas fórmulas foram testadas em pacientes 
diabéticos, constatou-se que não eram acuradas. Além disso, o uso de 
logaritmos na fórmula impede seu uso rotineiro na prática clínica. 
Fórmula de MDRD (mL/min/1,73 mº) 

TFG = 170 x Cr”? x (idade) ™! x 0,762 (se for 

mulher) x 1,180 (se for negro) x BUN!" x (Alb)?! 

E a fórmula MDRD simplificada (mL/min/1,73 m*) baseada em 
quatro variáveis (creatinina sérica, idade, raça e sexo) (Levey, 2002): 

TFG = 186,3 x Cr !!* x (idade) x 1,212 (14.12B) 

(se for negro) x 0,742 (se for mulher) 

Cr = creatinina sérica (mg/dL); BUN = nitrogênio ureico sanguí- 
neo (mg/dL); Alb = albumina sérica (g/dL). Enquanto a fórmula de 
Cockcroft e Gault inclui o peso corporal, a fórmula MDRD exclui 


(14.124) 


esse fator, uma vez que o resultado é posteriormente expresso em 
mL/min/1,73 mº, em vez de ser um valor absoluto, como o resulta- 
do da outra fórmula. A seguir, são listadas as fórmulas utilizadas com 
maior frequência para calcular a depuração de creatinina em crianças 
(Schwartz, 1976; Counahan, 1976; Leger, 2002; Pierrat, 2003): 
Fórmula Schwartz 


TEG = 0,55 x altura (cm)/creatinina sérica (mg/dL) (14.134) 

TFG = 43 x altura (cm)/creatinina sérica (mol/L) (14.13B) 
Férmula de Counahan Barrett modificada 

TFG = 40 x altura (cm)/creatinina sérica (umol/L) (14.14) 


Tem sido repetidamente demonstrado que a TFG estimada por meio 
dessas fórmulas não é muito acurada. Contudo, os valores de depura- 
ção de creatinina estimados com tais fórmulas ainda são mais acurados 
do que aqueles obtidos por meio da quantificação direta. Isto se deve 
principalmente à coleta inadequada das amostras de urina e às varia- 
ções da concentração plasmática de creatinina observadas nos últimos. 
Consequentemente, as diretrizes da Kidney Disease Outcomes Quality 
Initiative (K/DOQI) recomendam que a depuração da creatinina seja 
calculada com as fórmulas, em vez das medidas diretas (Levey, 1999). 


Ureia como medida da função renal 

A ureia é o principal resíduo nitrogenado produzido no corpo. Seu 
peso molecular é 60 Da. Entretanto, é costume expressar a concen- 
tração de ureia apenas considerando seu conteúdo de nitrogênio. Por 
esse motivo, são bem mais amplamente empregados os termos “nitro- 
gênio ureico sérico” ou “nitrogênio ureico urinário”. Como observado 
anteriormente na seção que trata da osmolalidade, uma molécula de 
ureia contém dois átomos de nitrogênio e, portanto, o peso molecular 
do nitrogênio ureico é 28 Da. 

A ureia sérica é bastante utilizada como medida de disfunção renal, 
porém, não possui grande valor como medida da TFG em razão da 
diversos fatores. Primeiramente, a concentração sérica de ureia não 
depende apenas da função renal, mas também da taxa de produção 
de ureia, a qual é bastante dependente da ingestão proteica. A taxa de 
ingestão proteica varia muito entre os indivíduos. A ureia é livremen- 
te filtrada no glomérulo, mas também substancialmente reabsorvida 
no túbulo proximal e no ducto coletor medular interno (Oh, 1997). A 
quantidade reabsorvida no túbulo proximal é muito variável, depen- 
dendo do status do volume vascular efetivo. Além disso, a quantida- 
de reabsorvida no ducto coletor medular interno depende da taxa 
de fluxo urinário. Apesar desses inconvenientes, o nitrogênio ureico 
sérico ainda é amplamente utilizado como medida de disfunção renal. 
Diante da função renal normal, sem depleção volumétrica, a depu- 
ração de ureia equivale a cerca de 50% da depuração da creatinina. 
Contudo, quando há uma severa depleção volumétrica, sua depura- 
ção pode cair para até 10% da depuração da creatinina. À medida que 
a insuficiência renal progride, a depuração da ureia se aproxima da 
paridade com a depuração de creatinina. 


Quantificação de ureia 

Essencialmente, existem três métodos de quantificação da ureia. O 
padrão-ouro, utilizado somente como método referencial por causa 
de seu custo elevado, é a diluição isotópica por espectrometria de 
massa (Kessler, 1999). Em laboratórios clínicos, a ureia é quantificada 
pelo método colorimétrico, com base na reação da ureia com diacetil- 
monoxima, ou por métodos enzimáticos (Barbour, 1992; Natelson, 
1951; Passey, 1980). No primeiro caso, a ureia reage diretamente com 
diacetil-monoxima sob condições fortemente acídicas, dando origem 
a um produto de condensação amarelado. A reação é intensificada 
pela presença de íons férricos e tiosemicarbazida. A intensidade da 
resultante cor vermelha é medida a 540 nm. 

Em todos os métodos enzimáticos, a reação inicial é a hidrólise da 
ureia por ação da urease, resultando na produção de amônia e CQ). 
Esses produtos são quantificados por meio de vários métodos, a fim 
de calcular a concentração de ureia contida na amostra original. A 
quantificação de amônia é a mais frequentemente utilizada. Em um 
desses métodos, a amônia produzida pela urease converte glutamato e 
ATP à glutamina e ADP, respectivamente. O ADP produzido é consu- 
mido em reações sequencialmente catalisadas pela piruvato quinase e 
piruvato oxidase, para gerar peróxido de hidrogênio (Lespinas, 1989). 
Em seguida, o peróxido de hidrogênio é quantificado, servindo de 


estimativa indireta da concentração de ureia. Em outro método enzi- 
mático, como no método empregado para a creatinina e descrito na 
seção anterior, a amônia produzida na hidrólise da ureia reage com 
a-cetoglutarato e NADH, resultando na formação de ácido glutâmi- 
co e NAD”, respectivamente, por ação da glutamato desidrogenase 
(Fawcett, 1960). A quantidade de NADH consumida é medida foto- 
metricamente para determinar a concentração de ureia. Outro méto- 
do, que emprega a urease, constitui o método do indofenol. Neste, o 
amônio produzido por ação da urease reage com hipoclorito e forma 
monocloramina (Higashi, 2000). Na presença de fenol e excesso de 
hipoclorito, a monocloramina produz um composto azulado — o 
indofenol —, cuja concentração é determinada por espectrofotometria 
a 630 nm. Por fim, há ainda outro método enzimático em que o CO, 
produzido pela urease é quantificado por cromatografia gasosa com 
detector de condutividade térmica. 


Cistatina C 


A cistatina C é uma proteína composta por 122 aminoácidos, cujo 
peso molecular é 13.000 Da. Trata-se de um inibidor de cisteína-pro- 
teases. É produzida por todas as células nucleadas, sendo que sua taxa 
de produção torna-se relativamente constante a partir dos 4 meses de 
idade, assim permanecendo até os 70 anos, e é proporcional à TEG 
(Massey, 2004; Laterza, 2002; Ylinen, 1999). Sua taxa de produção 
não está associada à massa muscular, sexo nem raça. Em razão de seu 
pequeno tamanho (considerando que é uma proteína) e à carga líqui- 
da positiva, a cistatina C é livremente filtrada no glomérulo na mesma 
concentração em que se encontra no plasma. É totalmente reabsor- 
vida nos túbulos proximais e, na ausência de defeitos em tais túbu- 
los, não é excretada na urina. Portanto, o aparecimento de cistatina C 
significa que existe dano nos túbulos proximais renais. Há evidências 
indicando que os glicocorticoides reduzem a produção de cistatina 
C (Risch, 2001), e essa redução pode resultar na superestimação da 
função renal em pacientes que receberam transplante de rim, visto 
que tais indivíduos são regularmente tratados com glicocorticoides. 
Diversos estudos compararam os níveis séricos de creatinina e cistati- 
na C para obter uma indicação da função renal, e o consenso é de que 
a cistatina C é o melhor parâmetro. Entretanto, essa proteína não é 
amplamente utilizada na clínica, pois requer quantificações difíceis 
e caras (Massey, 2004). É importante notar que a depuração da cista- 
tina renal não pode ser medida, porque trata-se de uma substância 
que é totalmente reabsorvida e, portanto, não está presente na urina. 
Por esse motivo, as alterações da concentração sérica de cistatina C são 
utilizadas como estimativa indireta da TFG. 


Depuração de ureia e proporção 
ureia/creatinina no soro 


Na ausência de disfunção renal e desidratação severa, a depura- 
ção de ureia equivale a cerca de 50% da depuração da creatinina e, 
assim, a cerca de 50% da TFG, uma vez que 50% da ureia filtrada é 
reabsorvida. A maior parte da reabsorção de ureia ocorre nos túbu- 
los proximais, ou seja, o correspondente a cerca de 40% da carga 
filtrada. Entre os sítios distais do néfron, o ducto coletor medular 
interno reabsorve extensivamente a ureia segundo um gradiente de 
concentração, enquanto a urina é concentrada. Um pouco da ureia 
reabsorvida a partir da medula interna retorna ao túbulo na delga- 
da ramificação descendente; esse retorno representa uma reciclagem 
intrarrenal da ureia e ocorre principalmente na alça néfrica curta. 
Outra parte da ureia reabsorvida a partir do ducto coletor medu- 
lar interno é transportada para longe da medula através dos vasos 
retos ascendentes. A quantidade de ureia que passa por esse processo 
equivale a cerca de 10% da carga filtrada, quando o fluxo urinário é 
normal, porém, pode aumentar consideravelmente quando a urina 
está bastante concentrada (Lyman, 1986). 

Ocorre uma redução marcante da depuração de ureia mediante o 
aumento acentuado e sua reabsorção proximal, por causa da redu- 
ção do volume vascular efetivo. No túbulo proximal, a reabsorção 
de ureia é passiva e depende da existência de um gradiente de con- 
centração favorável. Esse gradiente é criado pela reabsorção de água 
nesse mesmo local. Normalmente, cerca de 2/3 da água filtrada são 
reabsorvidos no túbulo proximal, como resultado da reabsorção de 


sal (principalmente, cloreto de sódio). A perda de 2/3 da água no 
túbulo aumenta a concentração de ureia no trio tubular, criando um 
gradiente favorável à difusão da ureia para fora do túbulo. Quando a 
reabsorção de água corresponde a 90% da carga filtrada, a concentra- 
ção de ureia deve aumentar para 10 vezes a concentração plasmática. 
A depleção volumétrica e a redução do fluxo plasmático renal sem 
depleção de volume, por exemplo, diante de uma estenose da artéria 
renal, também podem reduzir a TFG e, consequentemente, reduzem a 
depuração tanto da creatinina quanto da ureia. Dessa forma, a deple- 
ção volumétrica reduz a depuração de creatinina apenas por meio da 
redução da filtração, e reduz a depuração de ureia tanto pela dimi- 
nuição da filtração, como pelo aumento da reabsorção. Portanto, na 
depleção volumétrica, a depuração de ureia diminui mais do que a 
depuração de creatinina. Na situação normal, a proporção de nitro- 
gênio ureico plasmático e creatinina plasmática é aproximadamente 
igual a 10:1. Contudo, quando há depleção volumétrica, essa propor- 
ção usualmente é maior que 20:1. A predição do status volumétrico 
por meio da proporção ureia/creatinina assume que a produção de 
ambas as substâncias é constante; no entanto, isso nem sempre é ver- 
dade. Glicocorticoides e uma dieta rica em proteínas aumentam a 
produção de ureia, enquanto a desnutrição proteica crônica a dimi- 
nui. A produção de creatinina também varia consideravelmente. Um 
definhamento muscular marcante pode reduzir sua produção a níveis 
inferiores a um terço da produção normal. Atualmente, a principal 
causa de uma elevada proporção BUN/creatinina em pacientes hospi- 
talizados não é a desidratação, mas a ingestão adequada de proteínas 
(muitas vezes, via tubo de alimentação) por pacientes que apresen- 
tam severa debilidade muscular. Assim, a excreção fracionada de ureia 
(ver a seguir) constitui um índice mais confiável do status volumétri- 
co do que a proporção ureia/creatinina plasmática (Carvounis, 2002). 
Os mecanismos pelos quais o volume vascular efetivo aumenta a reab- 
sorção proximal de sal e água já foram explicados anteriormente, na seção 
sobre controle do volume extracelular. 


Taxa de filtração glomerular (TFG), fluxo plasma- 
tico renal (FPR) e fração de filtração (FF) 


Conforme discutido na seção anterior, como a insulina é livremente 
filtrada no glomérulo, sem ser reabsorvida nem secretada através dos 
túbulos, sua depuração é equivalente à TFG. Esta é a taxa (mL/min) 
de plasma filtrado pelo glomérulo a partir do sangue que passa pelo 
sistema tubular. A depuração de paramino-hipurato (PAH) quantifica 
outro aspecto da função renal. À medida que ocorre, qualquer PAH 
que não seja filtrado no glomérulo é quase totalmente secretado no 
túbulo proximal, permitindo, assim, que a depuração dessa substância 
seja uma medida do fluxo plasmático renal, que é o volume de plas- 
ma total perfundindo os capilares glomerulares. A fração de filtração 
é o volume de plasma filtrado como fração do volume de plasma total 
perfundindo os capilares glomerulares (Smith, 1951). Como a depu- 
ração da inulina representa a TFG e a depuração de PAH indica o 
volume de plasma que perfunde os capilares glomerulares: 

Fração de filtração (FF) = Cin/Cpam (14.15) 

Em que Cy é a depuração da inulina, e Cpa, é a depuração do PAH. 

Em homens, a FF normalmente é igual a 0,2. Como discutido ante- 
riormente na seção sobre regulação do volume extracelular, quando 
o volume vascular efetivo diminui, (p. ex., na insuficiência cardí- 
aca), a perfusão renal também diminui. A TFG, contudo, sofre uma 
queda menor, porque a pressão no capilar glomerular é mantida pelo 
aumento do tônus arteriolar eferente. O resultado é um aumento da 
FF. Esse aumento da FF, ou seja, o aumento da filtração glomerular 
diante de certo fluxo plasmático, aumenta a concentração plasmática 
de proteínas, ao concentrar os constituintes plasmáticos não filtrá- 
veis. Consequentemente, aumenta a pressão oncótica do sangue nos 
capilares peritubulares, resultando no aumento da movimentação de 
líquidos do interstício tubular para os capilares. Este efeito ajuda a 
aumentar a reabsorção de líquidos a partir do túbulo proximal para o 
espaço intersticial. De modo semelhante, sendo um esforço para man- 
ter elevada a pressão no capilar glomerular, o tônus aumentado das 
arteríolas eferentes tende a reduzir a pressão hidrostática nos capilares 
peritubulares. Esse efeito também contribui para aumentar a reabsor- 
ção de sal no túbulo proximal. 
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A FF diminui com a expansão do volume vascular, porque o aumen- 
to do fluxo plasmático renal é maior que o aumento da TFG. As alte- 
rações observadas nas pressões oncótica e hidrostática no sangue dos 
capilares peritubulares, bem como seus efeitos sobre a reabsorção pro- 
ximal de sal e água, são opostas àquelas observadas nas condições de 
volume vascular efetivo reduzido descritas anteriormente (Oh, 1995). 


Excreção fracionada (EF) 


A excreção fracionada (EF) é a quantidade de substância excretada 
pela urina, expressa como fração da carga filtrada da mesma substância. 


F,=P,x TFG (14.16) 
em que F, é a quantidade de uma substância x filtrada. 

F= P; X Cora (considerar que TFG = Caen) =P, x (14.17) 
(Uea VIP creat) 

E.=V xU; (14.18) 


em que E, é a quantidade excretada pela urina, e U, é a concentração 
urinária da substância x. 

Portanto: 

EF=[(V x: CL) LPLX (V x Ua Pares)! (14.19) 

Quando V é eliminado em ambos os lados da equação, esta é sim- 


plificada: 


FE=(UIPIMU real Presto) (14.20) 
ou 
EF a (UJP,) x (Prad Uae) (14.21) 


Assim, a quantificação da EF pode ser obtida a partir de um pequeno 
volume de amostra de urina. Quando a depuração da substância elimi- 
nada na urina é inferior à da creatinina, a EF dessa substância é inferior 
a 1. Ao multiplicar a EF por 100, o resultado é expresso em W%EF A EF do 
sódio é utilizada com frequência para distinguir necrose tubular aguda 
de azotemia pré-renal, sendo que um valor abaixo de 0,01 (inferior a 
1%) sugere azotemia pré-renal, e um valor acima de 0,01 é sugestivo de 


necrose tubular aguda. 
Índice de insuficiência renal (IIR) 


O índice de insuficiência renal (IIR) é outra fórmula utilizada para 
diferenciar o diagnóstico de insuficiência renal aguda. É expressa como 
Uai (UO creat! Parea). O IR é distinguido da EF de sódio pela remoção da 
concentração plasmática de Na* da fórmula. Portanto, o valor do IIR 
será 140 vezes o valor da EF do Na* quando a concentração sérica de Na* 
for igual a 140 mEq/L. A EF do Na” pode ser expressa em porcentual: 

FE, x 1,4 = IIR (14.22) 

Atenção: tanto a EF de Na* como o IIR são utilizados apenas no diag- 
nóstico diferencial de insuficiência renal aguda com oligúria. Por exem- 
plo, diante de uma ingestão de sal regular, a EF de Na” usual é inferior a 
0,01, mas não se considera a existência de azotemia pré-renal. 


Reabsorção fracionada (RF) 


A reabsorção fracionada (RF) é a quantidade de substância reabsor- 
vida expressa como fração da carga filtrada. É estimada a partir da EF, 
segundo a fórmula: 

RE=1-EF (14.23) 


Depuração de água livre e depuração 
de água livre negativa 


A água livre é o volume de água eliminado em excesso, além do volu- 
me necessário para manter a urina isotônica em relação ao plasma. Em 
outras palavras, é o volume de água que deveria ser removido para tornar 
a urina isotônica. Como todas as demais depurações, a depuração de água 
livre é expressa em volume por unidade de tempo, usualmente mL/min. 
Para determinar a depuração de água livre, é preciso determinar a quanti- 
dade de soluto total contida na urina (mOsm), a qual é medida a partir da 
osmolalidade e volume urinário (Usm x V). Em seguida, deve ser deter- 
minada a quantidade de água necessária para manter a quantidade de 
soluto calculada na mesma osmolalidade do plasma, ou seja, a depuração 
osmolar. A depuração de água livre consiste na diferença existente entre 
depuração osmolar e volume de urina (Carroll, 1989). 


Depuração osmolar (Cosm) = (Uosm X V)/Posm (14.24) 


Depuração de água livre (Curo) = V — Cosm (14.25) 
Ou: 
Cro =V- mn x ViP om) (14.26) 


Se a urina estiver mais concentrada do que o plasma, de certo modo 
significa que água livre foi removida da urina isotônica e, por isso, 
emprega-se o termo “depuração de água livre negativa”. Em outras 
palavras, trata-se da quantidade de água que deveria ser adicionada à 
urina para torná-la isotônica. 

Depuração de água livre negativa (Tecuo) = Cosm — V (14.27) 

Diante de uma função renal normal, os rins usualmente concentram 
a urina. Desse modo, U,,,,, é maior que P «m resultando em uma Cy, 
negativa. Por outro lado, diuréticos de alça bloqueiam a reabsorção 
de cloreto de sódio na alça néfrica, interferindo tanto na concentra- 
ção, quanto na diluição da urina, de modo a torná-la quase isotônica e 
com pouca água livre ou com água livre negativa. 

Essa discussão trata dos mecanismos gerais pelos quais os rins con- 
trolam o volume extracelular, e também do modo como são emprega- 
das as quantificações de substâncias químicas específicas (como BUN e 
creatinina), presentes no soro e na urina, para medir a função renal. Os 
rins regulam o volume extracelular ao exercerem a regulação das con- 
centrações dos íons que ficam retidos no sangue. Distúrbios da função 
renal frequentemente conduzem a desequilíbrios eletrolíticos, enquanto 
os distúrbios envolvendo eletrólitos muitas vezes são passíveis de corre- 
ção, ao menos parcial, por rins cuja função esteja normal. Diante disso, 
as causas dos distúrbios eletrolíticos serão discutidas a seguir. 


Distúrbios da concentração de potássio 


O conteúdo de K* total em indivíduos adultos hospitalizados é de 
aproximadamente 43 mEq/kg de peso corporal, sendo que apenas 2% 
desse valor é encontrado no líquido extracelular. Quando as concen- 
trações do potássio que atravessa as membranas celulares estão em 
equilíbrio eletroquímico, o gradiente de K* não só determina, como 
também é previsto pelo potencial de membrana (Em), segundo a equa- 
ção de Nernst (Veech, 1995; Goldman, 1943): 

E, (mV) = -61 log (K* intracelular/K* extracelular) (14.28) 

A proporção normal K” intracelular/K” extracelular vale em torno de 
30 e, assim, o E,, normal é — 90 mV. O potencial de membrana tende 
a aumentar em casos de hipocalemia, do mesmo modo que tende a 
diminuir em estados de hipercalemia. Na hipocalemia, o K* intra ou 
extracelular tende a diminuir, porém, sua concentração extracelular 
tende a cair proporcionalmente mais do que a concentração intrace- 
lular. Desse modo, a proporção K* intracelular/K* extracelular tende a 
aumentar. Na hipercalemina, o potencial de membrana tende a dimi- 
nuir, uma vez que o aumento do nível de K* extracelular é proporcio- 
nalmente maior que o de K* intracelular. 


Controle do fluxo transcelular de potássio 


Os gradientes elétricos transmembrana promovem a difusão de K* 
e de Na” para fora e para dentro das células, respectivamente. Uma 
vez que a bomba de Na*-K*, responsável pela reversão desse proces- 
so, é estimulada pela insulina e catecolaminas (por meio de receptores 
B-2-adrenérgicos), alterações dos níveis desses hormônios podem afe- 
tar o transporte e os níveis séricos de K* (Meister, 1993; Feraille, 1999; 
Sweeney, 1998; Goguen, 1993). As células podem atuar como tampões. 
Na acidose, as células capturam íons H* em troca da expulsão de íons 
K*. Na alcalose, ao contrário, as células expulsam íons H* em troca da 
captação de ions K*. A Figura 14.3 apresenta um resumo dessas ações. O 
efeito da acidose e da alcalose sobre fluxo transcelular de K* não depen- 
de apenas do pH, mas também do tipo de ânion que se acumula. 

Em geral, a acidose metabólica causa maior efluxo de K* do que a 
acidose respiratória. A acidose metabólica causada por ácidos inor- 
gânicos (p. ex., ácido sulfúrico e ácido hidroclorídrico) promovem 
maior efluxo de K* do que os ácidos orgânicos (p. ex., ácido lático 
e cetoácidos). Esse efeito se deve ao acúmulo substancial de ânions 
orgânicos na célula, bem como no LEC, enquanto os ânions inorgâni- 
cos se acumulam principalmente no LEC. A acidose provoca o efluxo 
de K* da célula, em decorrência da troca desse íon por H*. Um fator 
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Figura 14.3 Controle da movimentação transcelular de potássio. O potássio entra 
na célula através da ATPase de Na'-K* (estimulada por agentes P-adrenérgicos 

ou insulina), ou do NKCC (estimulado pela insulina). A estimulação de qualquer 
um desses transportadores aumenta a movimentação intracelular de potássio. A 
estimulação do NHE pela elevação do pH extracelular ou pela insulina aumenta a 
concentração intracelular de sódio, que por sua vez estimula a ATPase de Na*-K*. 
NKCC = cotransportador Na-K-Cl; NHE = cotransportador de Na-H. 


NHE 


modificador parece ser o acúmulo de ânions no meio intracelular. 
Na acidose orgânica, uma grande parte do H' que entra na célula é 
equilibrada por ânions orgânicos e, assim, o efluxo de K* é impedido. 
Na acidose respiratória, o bicarbonato é o ânion que se acumula den- 
tro da célula para equilibrar a entrada de H* (Perez, 1981). A alcalose 
tende a diminuir os níveis séricos de K*, uma vez que, como observa- 
do anteriormente, os ion H* deixam as células em troca da entrada de 
K*. Do mesmo modo como ocorre na acidose, o influxo de K* varia 
com o tipo de alcalose. Na alcalose respiratória, com a consequente 
PCO, mais baixa e o bicarbonato menos compensador, conforme será 
discutido adiante, provavelmente por causa de uma queda da con- 
centração celular de bicarbonato, o influxo de K* não é tão intenso 
quanto o que ocorre na alcalose metabólica. Quando o pH se mantém 
normal, em decorrência de um aumento da concentração de bicarbo- 
nato e da PCO,, os íons K* tendem a se mover para dentro das células. 
O acúmulo intracelular de bicarbonato deve ser acompanhado de Na” 
e K*. De modo similar, quando o pH permanece normal com uma 
concentração de bicarbonato proporcionalmente baixa e uma PCO, 
baixa, o K* tende a se mover para fora da célula. 


Controle da excreção renal de potássio 


Cerca de 90% da ingestão diária de K* (60-100 mEq) é eliminada 
com a urina e 10%, com as fezes. À maior parte do potássio filtrado no 
glomérulo (70-80%) é reabsorvida no túbulo proximal, por meio de 
mecanismos passivos e ativos. Na porção ascendente da alça néfrica, 
o K* é reabsorvido com Na” e CI"; a concentração de K* no início do 
túbulo contornado distal é de aproximadamente 1 mEq/L e o volume 
de líquido é de quase 25 L. Sendo assim, o K* excretado pela urina é 
em grande parte aquele que foi secretado no ducto coletor cortical, por 
ação dos mecanismos mostrados na Figura 14.4. A ATPase de Na*-K*, 
localizada na face basolateral do ducto coletor cortical, bombeia K* 
para dentro da célula, ao mesmo tempo em que bombeia o Na” para 
fora. O Na” existente no lúmen entra na célula através dos canais epi- 
teliais de Na* (ENaC, Epithelial Na* Channels), fornecendo um supri- 
mento contínuo desse íon. Essa é a etapa mais crítica da reabsorção de 
Na”, que é indispensável para a secreção de potássio no ducto coletor 
cortical. A aldosterona é o principal regulador da expressão dos ENaC 
na membrana luminal e, por isso, é também o principal determinan- 
te da excreção renal de potássio. O potencial luminal negativo que se 
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Figura 14.4 Controle da secreção de potássio no ducto coletor cortical. O sódio 
entra na célula a partir do líquido luminal, por meio do ENaC, e é transportado para 
fora da célula por meio da ATPase de Na'-K” localizada na membrana basolateral. 
Esses processos criam um potencial elétrico luminal mais negativo do que o potencial 
elétrico do líquido peritubular. O desequilíbrio de carga elétrica criado pela 
reabsorção de sódio é parcialmente contrabalanceado pela reabsorção paracelular 
de cloreto e pela entrada de potássio no lúmen por meio do ROMK, um canal de 
potássio. ENaC = canal epitelial de Nat; ROMK = canal de K* medular externo renal. 


desenvolve como resultado da reabsorção de sódio promove a reab- 
sorção de cloreto via canais paracelulares. Como a reabsorção de Na* 
não é acompanhada íon a íon pela reabsorção de cloreto, o desequilí- 
brio de cargas é corrigido pela secreção de K* através de um canal de 
K* especializado — o canal de K* medular externo renal (ROMK, Renal 
Outer Medullary K Channel). A aldosterona aumenta a secreção de K* 
ao intensificar a entrada passiva de Na” a partir do lumen para dentro 
da célula, promovendo o aumento da expressão de ENaC na mem- 
brana luminal. O consequente aumento da concentração celular de 
sódio estimula indiretamente a atividade da ATPase de Na'-K* e do 
ROMKs. A concentração peritubular de K* e o pH também influen- 
ciam a secreção de K* ao exercerem efeitos sobre a atividade da ATPase 
de Na*—K*. Níveis séricos de K* elevados e pH alcalino estimulam a 
atividade enzimática, enquanto baixas concentrações séricas de K* e 
pH acídico têm efeito inibitório. 

Quando o Na” é acompanhado de anions aos quais os túbulos apre- 
sentam permeabilidade inferior à do cloreto, há um aumento da negati- 
vidade luminal que resulta na intensificação da secreção de K*. Exemplos 
de tais ânions são sulfato, bicarbonato e antibióticos aniônicos, tais 
como penicilina e carbenecilina. No líquido contido nos túbulos, os íons 
bicarbonato aumentam a secreção de K”, não somente em consequén- 
cia de serem íons pouco reabsorvíveis, mas por promoverem o aumento 
da atividade de ROMK. Em pacientes que vomitam, um aumento na 
excreção renal de K*, resultando em eliminação de H* com aumento 
dos níveis de bicarbonato no soro e, por fim, também na urina, pode ser 
explicado por esse mecanismo. O ADH também aumenta a atividade 
dos canais de K* luminais. A secreção de K* é intensificada por um fluxo 
urinário rápido, que mantém baixa a concentração luminal de K*. Esse 
mecanismo poderia explicar o declínio do K* renal observado durante 
a diurese osmótica. Quanto mais Na” chegar aos néfrons distais, maior 
poderá ser sua absorção e mais K* será excretado “em troca”. A maior 
quantidade de Na* destinada ao ducto coletor também aumentará a 
excreção renal de K*, ao atuar sobre o fluxo urinário (Giebsch, 1998; 
Halperin, 1998; Giebisch, 2002). Um fluxo urinário maior proporciona 
uma maior secreção de potássio no líquido luminal, ao mesmo tempo 
em que reduz a retrodifusão do potássio para dentro das células tubu- 
lares, uma vez que a concentração luminal seria inferior para uma dada 
quantidade de potássio secretada (Oh, 2003). 


Atividade de renina plasmática (ARP), 

concentração de aldosterona plasmática (AP) 

e anormalidades do metabolismo de potássio 
Tendo em vista que as anormalidades na ARP e na AP são frequente- 

mente causa e consequência de anormalidades do metabolismo de K”, é 


importante compreender as relações em que estão envolvidas (Bock, 1992; 
Hollenberg, 2000; Laragh, 1995; Hall, 1991). Os princípios gerais são: 
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* a supressão da ARP será causada pela expansão do volume arterial, 
provocada por um aumento primário dos níveis de aldosterona 
(aldosteronismo primário) ou por ação de outros mineralocorti- 
coides. Quando outros mineralocorticoides, exceto a aldosterona, 
estão presentes em excesso, induzem retenção de sal e água, e a 
resultante expansão volumétrica leva à supressão tanto da ARP 
como da AP; 

* um aumento da ARP sempre acarretará um aumento da AP 
(aldosteronismo secundário), a menos que esse aumento da ARP 
seja consequente a um defeito primário na secreção de aldostero- 
na. À ARP pode ser aumentada por: 

— depleção volumétrica secundária à perda de sal renal ou extrarre- 
nal; 

— anomalia na secreção de aldosterona, como um reninoma 
(hemangiopericitoma de arteríola aferente), hipertensão malig- 
na, estenose da artéria renal; 

— aumento da produção de substrato de renina, por exemplo, 
diante do uso de contraceptivos orais. 

A elevação dos níveis séricos de K* pode estimular diretamente o 
córtex suprarrenal a liberar aldosterona. Se a deficiência de renina 
for primária, os níveis de aldosterona sempre estarão baixos, como se 
observa no hipoaldosteronismo hiporreninêmico. 


Causas e patogênese da hipocalemia 


Existem três mecanismos pelos quais a hipocalemia se manifesta: 
movimentação intracelular, redução da ingestão e aumento da perda. 
Como a concentração intracelular de K* excede bastante a concentração 
extracelular, a movimentação do K* para dentro da célula pode causar 
uma severa hipocalemia sem que ocorra nenhuma alteração signifi- 
cativa de sua concentração intracelular (Clemessy, 1995; Matsumura, 
2000; Rakhmanina, 1998; Jordan, 1999; Ogawa, 1999; Cannon, 2002; 
Jurkat-Rott, 2000; Bradberry, 1995; Steen, 1981). Alcalose, insulina e 
B-2-agonistas podem causar hipocalemia por meio de uma significativa 
estimulação da atividade da ATPase de Na*—K* (Matsumura, 2000). 

A movimentação intracelular de potássio é causa de hipocale- 
mia na paralisia periódica hipocalêmica, sendo que alguns pacientes 


Tabela 14.3 Causas de hipocalemia 


Movimentação intracelular 
Alcalose 
Paralisia periódica 
B-2-agonistas 
Envenenamento por bário 
Insulina 
Estado de recuperação nutricional 
Ingestão insuficiente 
Perda Gl: 
Vômitos 
Diarreia 
Drenagem intestinal 
Abuso de laxantes 
Perda renal excessiva 
Aldosteronismo primário (adenoma ou hiperplasia suprarrenal); ARP suprimida 
Aldosteronismo secundário (o aumento dos níveis de aldosterona é secundário ao 
aumento dos níveis de renina) 
Hipertensão maligna, estenose da artéria renal, reninoma 
Diuréticos 
Sindrome de Bartter, sindrome de Gitelman 


Excesso de mineralocorticoides, com exceção da aldosterona (p. ex., síndrome de 
Cushing, tumor produtor de ACTH, alcaçuz) 


Acidose metabólica crônica 


Distribuição de ânions pouco reabsorvidos ao túbulo distal (p. ex., bicarbonato, 
ânions da cetona, carbenecilina) 


Causas diversas: deficiência de magnésio, leucemia aguda, síndrome de Liddle 


apresentam atividade defectiva dos canais de Ca** di-hidropiridina- 
responsivos ou dos canais de Na” voltagem-dependentes, embora o 
mecanismo exato da hipocalemia permaneça desconhecido (Jurkat- 
Rott, 2000; Bradberry, 1995). No envenenamento com bário, o K* se 
acumula dentro da célula e o indivíduo desenvolve hipocalemia, em 
decorrência da inibição dos canais de K* por ação do bário. Como 
resultado, há supressão do efluxo desse íon para o meio extracelular 
em razão da sua contínua captação pela ATPase de Na'-K*. O K* se 
acumula no interior da célula com outros ânions, à medida em que a 
massa celular aumenta durante o período de recuperação nutricional, 
uma vez que o K* é 0 principal cation intracelular. 

Uma ingestão de K* insuficiente raramente causa hipocalemia 
por si só, pois é sempre acompanhada de uma ingestão hipocalóri- 
ca, que promove catabolismo e liberação de K" a partir dos tecidos 
(Steen, 1981). Vômitos e diarreia são causas comuns de hipocalemia 
(Steen, 1981). A diarreia provoca perda direta de K* através das fezes, 
enquanto, no vômito, a hipocalemia resulta principalmente da perda 
urinária de K*, e não com o vômito, visto que este provoca alcalose 
metabólica e a subsequente excreção renal de bicarbonato conduz ao 
declínio do K* renal. 

A perda renal de K* sem dúvida é a causa mais comum de hipoca- 
lemia. Com raras exceções, a hipocalemia decorrente do aumento do 
declínio de potássio renal pode ser atribuída a uma maior atividade 
de aldosterona ou outros mineralocorticoides. A aldosterona aumen- 
tada pode representar um distúrbio primário (p. ex., no hiperaldos- 
teronismo primário) ou ser consequente a um aumento da secreção 
de renina (p. ex., hiperaldosteronismo secundário). Mesmo diante 
da elevação da aldosterona, o declínio do K* renal somente ocorre se 
essa elevação for acompanhada da devida chegada de Na” distalmen- 
te (Torpy, 1998; Stowasser, 1995; Abdelhamid, 1995; Vargas-Poussou, 
2002; Finer, 2003; Kunchaparty, 1999; Seyberth, 1985; Krozowski, 
1999; Heilmann, 1999). No aldosteronismo primário, a distribuição 
distal de Na” é intensificada por causa do aumento da reabsorção de 
NaCl no ducto coletor distal, decorrente da ação inibitória da aldos- 
terona sobre a reabsorção de sal no túbulo proximal e na alça néfrica. 
No hiperaldosteronismo secundário, a hipocalemia ocorre somente 
em condições que são seguidas de um aumento da distribuição de Na* 
distal. Exemplos de hiperaldosteronismo secundário que resultam 
em hipocalemia incluem hipertensão maligna e defeitos congênitos 
no transporte renal de sal (p. ex., síndrome de Bartter e síndrome de 
Gitelman). É importante salientar que, na ausência de perda extrarre- 
nal de sal, a excreção renal e a ingestão de sal se igualam, mesmo que 
haja aumento ou deficiência de aldosterona, uma vez que é impossível 
haver desequilíbrio prolongado entre ingestão e eliminação; sem um 
eventual equilíbrio, um indivíduo pode não sobreviver a um volume 
excessivo ou a uma depleção volumétrica. Contudo, quando a reabsor- 
ção de sal está aumentada no sítio ativo de mineralocorticoides (i. e., 
ducto coletor cortical), a quantidade de sal que chega a esse local deve 
aumentar se acaso a eliminação e a ingestão dele eventualmente forem 
iguais. Quando o equilíbrio é alcançado, uma quantidade maior de sal 
é distribuída para esse sítio e uma quantidade maior de sal é reabsor- 
vida, de modo que o conteúdo normal que se iguala à ingestão é excre- 
tado. O equilíbrio definitivo apenas é possível quando a quantidade 
do que se entra no corpo é igual à que dele sai. Esse é o mecanismo 
pelo qual a distribuição de sal ao sítio da aldosterona está aumenta- 
da no hiperaldosteronismo primário, bem como em todos os casos de 
hiperaldosteronismo secundário associados à hipocalemia. 

A síndrome de Bartter, uma rara condição autossômica recessiva em 
que há perda de potássio, é causada por um defeito de reabsorção do 
NaCl no ramo ascendente espesso da alça néfrica (Miyamura, 2003; 
Finer, 2003; Kunchaparty, 1999; Seyberth, 1985; Schultheis, 1998). 
Por outro lado, na síndrome de Gitelman observa-se um defeito na 
reabsorção de NaCl no túbulo contornado distal (Schultheis, 1998). 
Em tais condições, a reabsorção defeituosa do Na” no túbulo proximal 
para o sítio efetivo da aldosterona resulta em aumento da chegada de 
Na* no ducto coletor distal e, assim, em hipocalemia. A insuficiência 
cardíaca não conduz à hipocalemia, apesar do hiperaldosteronismo 
secundário, a menos que a distribuição de Na” distal seja intensificada 
por uma terapia diurética. 

Outras substâncias diferentes da aldosterona, mas que possuem ati- 
vidade mineralocorticoide incluem corticosterona, deoxicorticosterona 


(DOC) e mineralocorticoide sintéticos, como 9-a-fludrocortisona 
(Florinef). A ingestão de alcaçuz aumenta a atividade mineralocorti- 
coide. Esse efeito ocorre porque o alcaçuz inibe a enzima 11-f-hidroxi- 
esteroide desidrogenase, inibindo a quebra de cortisol e permitindo a 
elevação dos níveis intracelulares do hormônio (que normalmente apre- 
senta potente atividade mineralocorticoide, porém encontra-se em con- 
centrações negligíveis nas células do ducto coletor cortical por ser rapi- 
damente quebrado pela enzima) (Krozowski, 1999; Heilmann, 1999). 

As raras causas de declínio renal do K* que não vêm acompanha- 
das do aumento da atividade mineralocorticoide incluem a síndro- 
me de Liddle e a acidose metabólica crônica. A síndrome de Liddle é 
um distúrbio congênito caracterizado pelo aumento da atividade de 
ENaC no ducto coletor, na ausência de aumento dos níveis de aldos- 
terona, resultando em aumento da reabsorção de sódio e da secreção 
de potássio. A secreção de aldosterona é reduzida, porque a retenção 
de sal consequente ao aumento da atividade de ENaC leva à supressão 
fisiológica da secreção de renina (Warnock, 2001). 

Na acidose metabólica crônica, a hipocalemia provavelmente se 
desenvolve porque a reduzida reabsorção proximal de NaCl permite a 
chegada de mais sal no néfron distal. A estimulação direta da secreção 
de aldosterona pela acidose metabólica constitui mecanismo adicio- 
nal, que contribui para a hipocalemia. 


Diagnóstico diferencial da hipocalemia 


No diagnóstico diferencial, o primeiro passo consiste em medir a 
excreção urinária de K*. Se o resultado obtido for baixo (< 20 mEq/dia 
ou < 0,01 mEq/mg de creatinina), a causa deve ser baixa ingestão, perda 
extrarrenal de K* ou movimentação intracelular. O desenvolvimento 
superagudo de hipocalemia geralmente indica o mecanismo de movi- 
mentação intracelular. A causa mais comum de perda extrarrenal é a 
diarreia, que pode ser suspeita por meio do levantamento da história do 
paciente e com a constatação de um intervalo aniônico urinário baixo 
ou negativo (Na” arina + K” urina — Cl urina); um intervalo aniônico urinário 
normal situa-se em torno de 40 mmol/24 horas. A movimentação intra- 
celular é sugerida pela história do paciente e pelos achados clínicos. Se 
a excreção urinária estiver normal ou aumentada (K* rina > 30 mEq/dia 
ou 0,02 mEq/mg de creatinina), a causa deve ser perda renal. Uma vez 
levantada a suspeita da causa renal, o próximo passo deverá ser a quan- 
tificação de ARP e dos níveis plasmáticos de aldosterona. 

Uma ARP elevada e níveis de aldosterona também elevados sugerem 
hiperaldosteronismo secundário, que inclui terapia diurética, estenose 
da artéria renal, hipertensão maligna, tumores produtores de renina e 
defeitos hereditários no transporte renal de sal (síndrome de Bartter e 
síndrome de Gitelman). A pressão sanguínea deve estar normal em indi- 
víduos que possuem síndrome de Bartter ou de Gitelman, do mesmo 
modo que em um indivíduo normotenso sob terapia diurética. A pressão 
sanguínea deve estar alta em todas as demais condições, incluindo indi- 
víduos hipertensos sob terapia diurética. Uma ARP baixa e níveis plas- 
máticos de aldosterona elevados são indicativos de hiperaldosteronismo, 
que é causado por adenomas suprarrenais ou hiperplasia bilateral. Se a 
ARP e a aldosterona plasmática estiverem baixas, as condições prováveis 
são a síndrome de Liddle, estados de aparente excesso de mineralocor- 
ticoides (tanto hereditário, como induzido por fármacos) e deficiências 
de 11-hidroxilase e 17-hidroxilase. A redução da excreção renal de K* 
será obtida com o uso de espirolactona em todas as condições mencio- 
nadas, exceto na síndrome de Liddle, que responde a bloqueadores de 
ENaC, como triamtereno e amilorida (Oh, 2003). 


Causas e patogênese da hipercalemia 


A hipercalemia pode ser causada por três mecanismos distintos: (a) 
movimentação de K* das células para o meio extracelular (Wasserman, 
1997; Perazella, 1999; Mclvor, 1985, 1987; Emser, 1982), (b) aumento 
da ingestão de K* e (c) redução da excreção renal de K* (Tab. 14.4). 
Paralisia periódica familiar hipercalêmica, administração de succinil- 
colina a indivíduos com paralisia (Delphin, 1987; Cooperman, 1970; 
Gronert, 1975; Larach, 1987), administração de aminoácidos catiônicos 
(como arginina e lisina) e de ácido e-aminocaproico (que provavelmen- 
te se transforma em aminoácido catiônico), rabdomiólise ou hemóli- 
se, e acidose aguda são todos agentes causadores de hipercalemia que 


Tabela 14.4 Causas de hipercalemia 


Pseudo-hipercalemia 
Trombocitose, leucocitose severa, uso de torniquete com exercício de punho, 
hemólise in vitro 
Hipercalemia verdadeira 
Decorrente de movimentação extracelular: 
Acidose aguda (especialmente, acidose inorgânica) 
Estados catabólicos, paralisia periódica, succinilcolina 
Aminoácidos catiônicos 
Exercícios, com o uso simultâneo de B-bloqueador 
Intoxicação por digitálicos 
Decorrente de ingestão excessiva: rara, caso a excreção renal de K* esteja normal 
Diminuição da excreção renal: 
Hipoaldosteronismo: doença de Addison; hipoaldosteronismo seletivo 
(hipoaldosteronismo hiporreninêmico, heparina, deficiências congênitas de 
enzima suprarrenal, inibidores da enzima conversora de angiotensina) 
Ausência de resposta tubular à aldosterona (pseudo-hipoaldosteronismo de 
tipos | e ll): congênita, nefropatia perdedora de sal 
Diuréticos poupadores de potássio 
Medicamentos antirrejeição: ciclosporina, tacrólimo 
Desidratação severa 











atuam por meio da movimentação de K* extracelular. A rabdomidlise 
e a hemólise causam hipercalemia somente quando são acompanhadas 
de insuficiência renal. Embora não seja tão previsível pela detecção de 
acidose orgânica quanto o é pela detecção de acidose inorgânica em 
condições experimentais, a hipercalemia é comum na cetoacidose dia- 
bética e na acidose lática induzida por fenformina. Sua ocorrência mais 
frequente na acidose orgânica clínica pode ser explicada pela duração 
mais prolongada do quadro de acidose e pela presença de outros fatores, 
tais como desidratação e insuficiência renal, bem como deficiência de 
insulina na cetoacidose diabética (Perez, 1981). 

A hipercalemia também pode ocorrer em casos de intoxicação severa 
com digitálicos, por meio da movimentação extracelular de potássio, à 
medida que o digitálico inibe a bomba da ATPase de Na*-K*. O rim apre- 
senta uma capacidade tão grande de excretar potássio que a hipercalemia 
raramente ocorre isolada, apenas com base no aumento da ingestão desse 
íon. Dessa forma, a hipercalemia quase sempre se deve ao comprometi- 
mento da excreção renal. Existem três mecanismos principais de diminui- 
ção da excreção renal de potássio: redução dos níveis ou da responsivida- 
de à aldosterona, insuficiência renal e diminuição da distribuição distal de 
Na’. A deficiência de aldosterona pode constituir parte de uma deficiên- 
cia generalizada de hormônios suprarrenais (p. ex., doença de Addison), 
ou pode representar um processo seletivo (p. ex., o hipoaldosteronismo 
hiporreninêmico é a causa mais comum de todos os estados de deficiência 
de aldosterona, e sem dúvida é a causa mais comum de hipercalemia crô- 
nica entre pacientes não submetidos à diálise (Oh, 1974; Phelps, 19804). 
O hipoaldosteronismo seletivo também pode ocorrer durante a terapia 
com heparina, que inibe a produção de esteroides na zona glomerulo- 
sa (Phelps, 1980b). Em pacientes que apresentam secreção reduzida de 
aldosterona, qualquer agente que limite o suprimento de renina ou angio- 
tensina II é capaz de provocar hipercalemia. Por exemplo, inibidores da 
enzima conversora de angiotensina (ACE, angiotensin-converting enzy- 
me), agentes anti-inflamatórios não esteroidais e B-bloqueadores. Esses 
últimos podem intensificar a tendência à hipercalemia, interferindo no 
transporte de potássio para dentro das células. A falta de responsividade 
dos túbulos renais à aldosterona (pseudo-hipoaldosteronismo) pode ser 
congênita, porém mais frequentemente costuma ser um defeito adqui- 
rido. Esse defeito pode envolver apenas a secreção de potássio (pseudo- 
-hipoaldosteronismo de tipo II) ou a reabsorção de sódio adicionada à 
secreção de potássio (pseudo-hipoaldosteronismo de tipo 1) (Wilson, 
2001, 2003; Sebastian, 1981; Brautbar, 1978). Esse último defeito pare- 
ce ser representado pela maioria dos casos denominados “nefrites com 
perda de sal”. Uma severa depleção volumétrica pode causar hipercale- 
mia, apesar do hiperaldosteronismo secundário, porque a depleção volu- 
métrica provoca marcante redução da distribuição de sódio ao ducto 
coletor cortical. 

A pseudo-hipercalemia é definida como um aumento da concentração 
de potássio observado somente em vasos sanguíneos locais ou in vitro, 
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184 desprovido de consequências fisiológicas (Stewart, 1979, 1985; Kim, 


1990; Zaltzman, 1982; Bellevue, 1975; Iolascon, 1999; Hayward, 1999; 
Delaunay, 1999; Don, 1990). O uso prolongado de um torniquete acom- 
panhado de exercicios para o punho pode aumentar os níveis séricos de 
potássio para até 1 mEq/L. Trombocitose e leucocitose severa causam 
pseudo-hipercalemia pela liberação de potássio de plaquetas e leucócitos, 
respectivamente, durante a coagulação sanguínea (Tab. 14.4). 


Diagnóstico diferencial da hipercalemia 


No diagnóstico diferencial da hipercalemia, o primeiro passo é a 
exclusão da hipótese de pseudo-hipercalemia. Nesta, o exame de ECG 
não aponta a existência de anormalidades características da hiperca- 
lemia, porém, a ausência de alterações no ECG não elimina a possi- 
bilidade de uma hipercalemia verdadeira, uma vez que tais alterações 
costumam ser raras na hipercalemia crônica. A hipótese de pseudo-hi- 
percalemia deve ser levantada diante das condições que sabidamente a 
causam, tais como trombocitose ou hemólise in vitro (soro rosado). Na 
pseudo-hipercalemia causada por trombocitose, tanto o K* sérico como 
o plasmático devem ser obtidos simultaneamente. Uma vez excluída a 
pseudo-hipercalemia, o próximo passo consiste em identificar, entre três 
possibilidades, qual a causa da hipercalemia: aumento da ingestão de 
K*, movimentação de K* para fora da célula ou comprometimento da 
excreção renal. A quantificação da concentração de K* em uma amostra 
de urina de 24 horas permite distinguir o aumento da ingestão de K* 
das demais causas em potencial. Embora a hipercalemia decorrente da 
movimentação de K* a partir da célula resulte em maior excreção uri- 
nária de K*, muitas vezes esse aumento da excreção urinária não ocorre, 
visto que o comprometimento dessa função frequentemente contribui 
para a hipercalemia. Portanto, a obtenção cuidadosa da história dieté- 
tica do paciente será suficiente para excluir a hipótese de hipercalemia 
causada por ingestão de K* aumentada, a menos que o paciente esteja 
tentando deliberadamente enganar o médico. 

A hipercalemia crônica quase sempre se deve ao comprometimento 
da excreção renal e, para determinar essa causa, raramente é necessário 
quantificar a concentração de K+ na urina acumulada em 24 horas. Entre 
as causas renais de hipercalemia, a insuficiência renal aguda é a mais 
comumente associada à hipercalemia aguda, e pode ser explicitada por 
meio da determinação da creatinina e do BUN séricos. Para o diagnóstico 
diferencial da hipercalemia crônica decorrente de distúrbios renais, em 
primeiro lugar, se deve medir a atividade de renina plasmática, aldoste- 
rona plasmática e excreção urinária de Na* e K*. Concentrações urinárias 
muito baixas de Na* e K* na ausência de poliúria sugerem a ação normal 
da aldosterona, porém, indicam que a excreção de K* está comprometi- 
da, em razão da reduzida disponibilidade de Na* e da marcante redução 
do fluxo no ducto coletor. Uma reabsorção proximal de Na* extrema- 
mente aumentada em decorrência de uma redução do volume vascular 
efetivo, como ocorre na insuficiência cardíaca congestiva, pode causar 
hipercalemia por meio desse mecanismo. Se a concentração urinária de 
Na” estiver adequada (> 20 mEq/L), devem ser medidas a atividade de 
renina plasmática e a aldosterona. 

Uma baixa ARP e níveis baixos de aldosterona sugerem hipoaldostero- 
nismo hiporreninêmico, enquanto uma ARP elevada e níveis baixos de 
aldosterona indicam a existência de um defeito primário na secreção de 
aldosterona, como na doença de Addison, na terapia com heparina e no 
defeito de biossintese de aldosterona. Quando ambas, ARP e aldosterona, 
estão aumentadas, as causas prováveis são o pseudoaldosteronismo, bem 
como uma distribuição de Na* muito baixa para o ducto coletor cortical 
ou uso de fármacos que comprometem a função de ENaC ou a ação da 
aldosterona, como os diuréticos poupadores de potássio (p. ex., amilori- 
da, triamtereno, espirolactona e certos antibióticos, como trimetoprim e 
pentamidina) (Oh, 2003). 


Distúrbios do metabolismo de água, sódio 
e hormônio antidiurético (ADH 


Regulação da sede e liberação de ADH 


Um aumento da osmolalidade efetiva provoca a retração das célu- 
las osmorreceptoras hipotalâmicas, que, em seguida, estimulam 
o centro da sede no córtex cerebral, bem como a produção de hor- 
mônio antidiurético (ADH) nos núcleos supraótico e paraventri- 


cular. Inversamente, um declínio da osmolalidade faz com que as 
células osmorreceptoras fiquem inchadas, resultando na inibição da 
produção do ADH. O ADH produzido no hipotálamo é transporta- 
do através de longos axônios e secretado a partir da neuro-hipófise 
(McKinley, 1998; Ibata, 1999). A estimulação e inibição das células 
osmorreceptoras afeta tanto a produção hipotalâmica como a secre- 
ção hipofisária do hormônio. 

A regulação da secreção do ADH por meio de uma osmolalidade 
efetiva é extremamente sensível. Uma elevação de apenas 2 a 3% da 
osmolalidade efetiva é capaz de estimular uma secreção hormonal 
suficiente para resultar na concentração máxima da urina. Um declí- 
nio de apenas 2 a 3% da osmolalidade plasmática, por outro lado, 
resulta na produção de uma urina maximamente diluída (< 100 
mOsm/L) (Bourque, 1997; Olsson, 1983). 

A liberação de ADH também é regulada por fatores não osmóticos. 
Um baixo volume vascular efetivo provoca sede e liberação de ADH, 
enquanto um volume vascular efetivo elevado exerce o efeito oposto 
(Wells, 1998; Aguilera, 2000; Nielsen, 2002; Schrier, 1979). Tais efeitos 
são mediados por barorreceptores e alguns fatores humorais libera- 
dos em resposta à redução do fluxo sanguíneo. As a-catecolaminas 
são supressoras, enquanto as B-catecolaminas aumentam a produ- 
ção de ADH. As prostaglandinas inibem o efeito do ADH sobre os 
rins. À angiotensina II estimula a sede e a liberação de ADH. A falta 
de glicocorticoides potencializa a ação do ADH sobre o rim e tam- 
bém aumenta a liberação do hormônio. O estresse físico e emocional, 
como o que é gerado diante de uma cirurgia importante, aumenta a 
produção de ADH possivelmente, em parte, por estimulação eméti- 
ca que constitui uma das complicações mais comuns das principais 
cirurgias e que é atribuída aos efeitos da anestesia e do trauma cirúrgi- 
co. Diversos fármacos afetam a liberação ou ação do ADH. Por exem- 
plo, o etanol inibe a produção de ADH. Lítio e demeclociclina inibem 
o efeito do ADH sobre os rins, enquanto a clorpropamida aumenta 
sua ação. Alguns fármacos podem atuar promovendo estimulação 
emética, que é um dos estímulos fisiológicos mais potentes para a libe- 
ração do ADH. A urina pode se tornar osmoticamente concentrada 
na ausência do hormônio, caso o volume vascular efetivo esteja muito 
baixo. A combinação de uma TFG reduzida ao aumento da reabsorção 
proximal do filtrado resulta em uma redução tão intensa do fluxo uri- 
nário para o ducto coletor que nem mesmo a limitada permeabilida- 
de da membrana é capaz de proporcionar a remoção de quantidades 
suficientes de água para concentrar a urina. 

Existem três classes de receptores de ADH: os receptores V1 promo- 
vem a elevação do tônus vasomotor e exercem certos efeitos metabó- 
licos; os receptores V2 estão associados à antidiurese; e os receptores 
V3 estimulam a secreção de ACTH na adeno-hipófise (Ma, 1999; 
Mouri, 1993). O efeito antidiurético do ADH é mediado por sua ação 
sobre o ducto coletor renal, no sentido de aumentar a permeabilidade 
à água, bem como sobre o ramo ascendente espesso medular da alça 
néfrica, para estimular a reabsorção de sal. A vasopressinase, que nor- 
malmente quebra o ADH, pode ter seus níveis aumentados durante a 
gravidez e ocasionalmente causa poliúria (Molitch, 1998). O DDAVP 
é um análogo sintético da arginina vasopressina, que resiste à ação da 
vasopressinase e, assim, exerce efeito prolongado, sendo útil em casos 
de poliúria na gravidez. 


Concentração e diluição da urina 


Diariamente, cerca de 180 L de água são filtrados. Desse volume, 120L 
são reabsorvidos no túbulo proximal e 35 L, no ramo descendente da 
alça néfrica. Cerca de 25 L de urina diluída chegam até o ducto coletor 
com uma osmolalidade de aproximadamente 60 a 80 mOsm/L. Devido 
à expressão condicional da aquaporina 2 na membrana luminal dos 
ductos coletores (tanto no ducto coletor cortical, como no medular), 
que depende da ação do ADH, não ocorre reabsorção de água nos duc- 
tos coletores na ausência desse hormônio. Entretanto, uma pequena 
quantidade de água (cerca de 5 L, durante a diurese hídrica) é reab- 
sorvida na porção terminal do ducto coletor medular interno, mesmo 
diante da completa ausência de ADH. Parece que as aquaporinas são 
constitutivamente expressas nesta parte do néfron. Durante a máxi- 
ma diurese hídrica, os efeitos combinados de uma reabsorção de sal 
adicional no ducto coletor e de uma reabsorção de água adicional 


no ducto coletor medular interno permitem a excreção de cerca de 
20 L de urina diluída, com uma osmolalidade de aproximadamente 
40 mOsm/L. É preciso notar que, durante a diurese hídrica, a máxi- 
ma produção de urina depende em grande parte da ingestão de sal, 
uma vez que jamais pode exceder a quantidade de urina que chega ao 
ramo ascendente da alça néfrica. Mesmo com uma discreta restrição 
à ingestão de sal (p. ex., 2 g por dia), a discreta depleção volumétrica 
resultante aumenta a reabsorção de sal e água no túbulo proximal de 
modo suficiente para reduzir a 12 a 15 L diários o volume distribuído 
ao ramo ascendente da alça néfrica. Assim, no indivíduo submetido à 
restrição de sal, a produção de urina máxima final durante a diurese 
hídrica pode ser superior a 10 a 12 L. 

Diante da máxima concentração de ADH, a urina pode ser concentrada 
a até 1.200 mOsm/L, à medida que a água é reabsorvida nos ductos cole- 
tores cortical e medular, com produção diária de um volume de 0,5 L de 
urina (Fig. 14.5). No túbulo proximal, a reabsorção de água passiva não é 
acompanhada da reabsorção de sal, mas ocorre em resposta à reabsorção 
de sal que tem lugar no ramo ascendente da alça. No momento em que 
entra no sítio efetivo do ADH (i. e., no ducto coletor cortical), a urina 
apresenta a mesma osmolalidade baixa que tinha durante a diurese hídri- 
ca e a antidiurese, que é de cerca de 60 mOsm/L. 

A osmolalidade da urina é reduzida pela contínua reabsorção de sal 
sem reabsorção de água concomitante nos ramos ascendentes delga- 
do e espesso da alça néfrica, no túbulo contornado distal e no túbulo 
conector. Esses segmentos do néfron não expressam aquaporinas e, 
portanto, não respondem ao ADH. A concentração da urina é conse- 
guida por meio da reabsorção transcelular de água no ducto coletor. 
Primeiramente, a água entra na célula a partir da membrana luminal e, 
em seguida, a deixa através da membrana basolateral. A difusão da água 
através de qualquer membrana requer a expressão de aquaporinas que, 
em alguns casos, depende da ação do ADH. A aquaporina 3 é constituti- 
vamente expressa na membrana basolateral do ducto coletor cortical. A 
aquaporina 4 é constitutivamente expressa na membrana basolateral do 
ducto coletor medular. A entrada de água no ducto coletor, a partir do 
lúmen, e nas células requer a expressão de aquaporina 2 na membrana 
luminal, sendo este um mecanismo mediado pelo ADH. 

Para que a osmolalidade da urina aumente a partir de um valor 
muito baixo (no início do ducto coletor cortical) até alcançar um 
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valor isotônico (na junção corticomedular), é necessário haver ADH 
e responsividade tubular ao ADH, uma vez que o interstício do córtex 
é sempre isotônico. Entretanto, a reabsorção de água no ducto coletor 
medular não só requer a ação do ADH, como também necessita da 
hipertonicidade do interstício medular. A manutenção da hipertonici- 
dade medular é conseguida por meio do mecanismo de multiplicação 
de contracorrente. Em resumo, o líquido intersticial medular se torna 
progressivamente hipertônico a partir da junção corticomedular em 
direção à extremidade, onde atinge um nível de aproximadamente 
1.200 mOsm/L. A hipertonicidade medular na área medular externa 
é alcançada por meio da reabsorção ativa de sal no ramo ascendente 
espesso da alça néfrica, sendo que essa reabsorção não é acompanhada 
de reabsorção da água. Na medula interna, onde a reabsorção de sal 
ocorre passivamente através do ramo ascendente delgado da alça de 
Henle (a medula interna não engloba o ramo ascendente espesso), a 
reabsorção de sal sem reabsorção concomitante de água é auxiliada 
pela reciclagem de ureia a partir do ducto coletor medular. O mecanis- 
mo por meio do qual a ureia contribui para concentrar a urina ainda é 
motivo de grande debate e está além do escopo da presente discussão. 
O fato de a osmolalidade intersticial final da medula ser bem maior 
que a osmolalidade inicial do líquido que nela entra é atribuído ao 
mecanismo de contracorrente. Esse mecanismo se torna possível pela 
existência de duas condições: (1) a reabsorção de sal seletiva a partir 
dos ramos ascendentes da alça de Henle na ausência de reabsorção de 
água, bem como a reabsorção de água a partir do ramo descenden- 
te da alça sem reabsorção de sal concomitante; e (2) a disposição em 
contracorrente dos ramos descendente e ascendente da alça néfrica, 
dando laçadas ao redor dos túbulos na extremidade da alça (Hogg, 
1986, 1978; Pallone, 2003; de Rouffignac, 1987; Oh, 1997; Sands, 1996; 
Burg, 1995; Schmidt-Nielsen, 1977; Knepper, 1983; Greger, 1983). 
Para que o líquido intersticial medular se torne mais concentrado do 
que o plasma, apesar da difusão da água para fora do ramo descenden- 
te da alça néfrica, a quantidade de sal transportada para fora do ramo 
ascendente deve ser proporcionalmente maior do que a quantidade 
de água transportada para fora do ramo descendente. Evidência disso 
é a osmolalidade hipotônica do líquido no ramo ascendente espesso 
da alça na junção corticomedular. O propósito fisiológico da difusão 
da água para fora do ramo descendente é aumentar a concentração 
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Figura 14.5 Transporte de água em vários sítios do néfron. O túbulo proximal e o ramo descendente delgado da alça de Henle sempre apresentam permeabilidade à água, em 
razão da expressão constitutiva das aquaporinas nesses locais. Os ramos ascendentes delgado e espesso da alça néfrica, o túbulo contornado distal e o túbulo conector não 
apresentam expressão de aquaporinas e, assim, são sempre impermeáveis à água. O ducto coletor se torna permeável à água sob efeito do ADH. 
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cial, de modo que, quando a alça de Henle tomba na ponta e faz uma 
volta por cima, a concentração de sódio do líquido luminal presen- 
te no ramo ascendente seja similar (ainda que um pouco menor) à 
do líquido intersticial. Do contrário, a reabsorção de sódio irá cessar 
assim que a concentração de sódio no interstício for 1,5 vezes maior 
que a do líquido luminal, uma vez que cerca de metade da reabsorção 
de sódio que ocorre passivamente nesse local, por meio de vias para- 
lelas, bem como a energia necessária à reabsorção passiva, consiste no 
potencial luminoso discretamente positivo (cerca de + 10 mV). 


Poliúria 
A poliúria é arbitrariamente definida como volume de urina que 


excede 2,5 L por dia. Existem dois tipos de poliúria: diurese osmótica e 
diurese hídrica (Carroll, 1989). 


Diurese osmótica 

A diurese osmótica é definida como a produção urinária aumenta- 
da em decorrência de uma taxa de excreção de soluto excessiva; o nível 
comumente aceito de excreção de soluto para a diurese osmótica é uma 
taxa cujo excesso é de 60 mOsm/h ou 1.440 mOsm/dia, em indivíduos 
adultos (Carroll, 1989). A osmolalidade da urina usualmente é maior do 
que a plasmática, porém, pode ser inferior quando coexiste com a diure- 
se hídrica. Os solutos que normalmente são os responsáveis pela diurese 
osmótica incluem glicose, ureia, manitol, meio radiopaco e NaCl. 


Tabela14.5 Causas de poliúria por diurese hídrica 


Falta de ADH 

DI central: congênito ou adquirido (degeneração celular idiopática, tumores e 
granulomas, cirurgia, trauma, infarto e infecção da hipófise ou do hipotálamo) 
DI dipsogênico (supressão por ingestão de água excessiva): psicogênico, doença 
cerebral orgânica, iatrogénico 

DI gestacional: vasopressinase em excesso 

Incapacidade renal de responder ao ADH (DI nefrogênico) 

DI nefrogênico congênito: defeito no receptor de ADH, defeito na expressão de 
aquaporina 

Insuficiência renal crônica 

DI nefrogênico adquirido: toxicidade por lítio, toxicidade por demeclociclina, 
toxicidade por metoxiflurano, amiloidose, nefropatia de cadeia leve, 
hipercalcemia, hipocalemia, uropatia obstrutiva 


Causas e patogênese da hiponatremia 


A hiponatremia — o distúrbio de eletrólitos mais comum — é defini- 
da como uma redução da concentração plasmática de sódio a valores 
inferiores a 135 mEq/L. Em geral, a preocupação clínica surge quando 
a concentração atinge níveis inferiores a 130 mEq/L. 

O termo “pseudo-hiponatremia”, conforme discutido no Capítulo 
8, aplica-se a uma falsa redução da concentração sérica de sódio 
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gênico congênito é causado por um defeito no receptor de ADH ou 


na aquaporina (Weir, 1992; Lam, 2000; Nielsen, 2002; Spruce, 1984; 
Canada, 2003; Marples, 1995). 

A falta de ADH, que pode ser congénita ou adquirida (Levine, 1987; 
Vokes, 1988; Leggett, 1999; Siggaard, 1999; Rutishauser, 1999; Ito, 
1997), é causada tanto por um defeito primário (diabetes insípido cen- 
tral), como por uma supressão fisiológica dada pela baixa osmolalida- 
de sérica (polidipsia primária, diabetes insípido dipsogênico) (Levine, 
1987; Rendell, 1978; Hariprasad, 1980). A deficiência de ADH pode 
ser branda, moderada ou severa. Quando a deficiência de ADH é par- 
cial, a osmolalidade da urina pode aproximar-se bastante do normal. 
Em uma situação rara, o ADH é produzido, mas não é liberado em 
resposta à elevação da osmolalidade dos líquidos corporais em razão 
de um defeito envolvendo as células osmorreceptoras, como no caso 
de lesões hipotalâmicas (Leggett, 1999; Siggaard, 1999; Rutishauser, 
1999; Ito, 1997). Em tais circunstâncias, o hormônio pode ser libera- 
do em resposta à hipovolemia ou a fármacos. Durante a gravidez, a 
deficiência de ADH pode ser causada pela produção excessiva de vaso- 
pressina (DI gestacional) (Molitch, 1998). As causas da poliúria são 
listadas na Tabela 14.5. 

A polidipsia primária é definida como o aumento da ingestão de 
água não determinado pela estimulação fisiológica da sede, ou seja, 
na ausência de hiperosmolalidade ou depleção volumétrica (Rendell, 
1980; Hariprassad, 1980; Levine, 1987). A origem da polidipsia pri- 
mária usualmente é psicogênica, daí o termo “polidipsia psicogênica” 
(Leadbetter, 1994). Em contraste, pacientes com diabetes insípido ou 
pacientes diabéticos com glicosúria severa apresentam a forma secun- 
dária da polidipsia. Esta é devida à estimulação da sede em resposta à 
hiperosmolalidade. Na polidipsia primária, o aumento da produção 
de urina decorre da supressão fisiológica da secreção de ADH e, por 
Isso, Os níveis séricos de Na* costumam estar abaixo do normal. Por 
outro lado, os níveis séricos de sódio em pacientes com DI central ou 
nefrogénica encontram-se acima da faixa normal. Ocasionalmente, 
o sódio sérico está francamente baixo na polidipsia primária severa, 
indicando que a capacidade de absorção de água do trato GI excede a 
capacidade renal normal de excretar água. 


voca redução adicional dos níveis de Na*, semelhante ao que ocorre 
na hiperproteinemia. O motivo para que esse erro ocorra é o fato de 
a hemoglobina ser principalmente uma proteína e exercer o mesmo 
efeito observado na hiperproteinemia para o deslocamento da água 
plasmática. Esse erro adicional é observado apenas quando as amos- 
tras são diluídas antes da quantificação da concentração sérica de 
sódio, exatamente como a pseudo-hiponatremia da hiperlipidemia e 
a hiperproteinemia. Outras causas de pseudo-hiponatremia incluem 
hiperlipidemia, hiperproteinemia e maior viscosidade plasmática 
(Weisberg, 1989; Milionis, 2002). Na pseudo-hiponatremia, o erro 
de quantificação resulta da diluição da amostra. Quantificações dos 
níveis séricos de sódio utilizando fotômetro de chama podem resul- 
tar nesse tipo de erro, visto que analisa amostras sempre diluídas. O 
mesmo erro também ocorre quando se utiliza o método de eletro- 
do fon-específico, caso a amostra seja diluída (método indireto). Na 
pseudo-hiponatremia, a osmolalidade plasmática, que costuma ser 
medida sem diluição, é normal. Contudo, uma baixa concentração 
plasmática de sódio diante da osmolalidade plasmática normal não 
necessariamente aponta pseudo-hiponatremia. Uma hiponatremia 
verdadeira pode ser acompanhada de uma osmolalidade plasmática 
normal por causa de hiperglicemia, azotemia ou presença de álcool. 
Nos estados hipergamaglobulinêmicos, como no mieloma múltiplo, 
o sódio sérico pode apresentar-se falsamente baixo em decorrência 
do deslocamento de água do soro pelas y-globulinas. Contudo, a 
concentração de sódio também pode estar realmente baixa porque as 
alterações de carga catiônica das y-globulinas deslocam o sódio para 
manter a neutralidade elétrica. 

A hiponatremia induzida pela hiperglicemia aguda não é uma pseu- 
do-hiponatremia, visto que a concentração de sódio no LEC é ver- 
dadeiramente baixa. Isso ocorre como resultado da movimentação 
de água a partir da célula, causada pela hiperglicemia. O sódio sérico 
sofre uma queda de 1,5 mEq/L para cada aumento de 100 mg/dL nos 
níveis séricos de glicose, como discutido anteriormente (Oh, 2003). 

Os mecanismos imediatos responsáveis pela redução da concentração 
de sódio extracelular são: (1) movimentação da água a partir da célu- 
la, causada pelo acúmulo de solutos extracelulares, como glicose, e de 


outros sais, exceto sais sódicos (Agraharkar, 1997; Akan, 1996; Agarwal, 
1994); (2) retenção do excesso de água no corpo; (3) perda de sódio 
(Gowrishankar, 1998; Sonnenblick, 1993); e (4) movimentação do 
sódio para dentro das células. A resposta fisiológica apropriada à hipo- 
tonicidade consiste na supressão da liberação de ADH, a qual leva à 
rápida excreção do excesso de água e correção da hiponatremia. A per- 
sistência da hiponatremia, portanto, aponta a existência de uma falha 
nesse mecanismo compensatório. Na maioria dos casos, a hiponatre- 
mia é mantida porque o rim não consegue produzir diurese hídrica, 
porém há casos em que a causa é a ingestão de água em excesso, além 
dos limites de compensação renal normal. As razões que fazem com 
que o rim se torne incapaz de eliminar água são: (1) insuficiência renal, 
(2) diminuição da distribuição de filtrado glomerular ao néfron distal, e 
(3) presença inadequada de ADH. 

O mecanismo por trás do comprometimento da excreção de água 
na insuficiência renal é óbvio e não necessita de mais explicações. 
A reduzida distribuição distal de filtrado resulta da baixa TFG e do 
aumento da reabsorção proximal de sal e água, sendo que tais estados 
são mais comumente causados pela depleção volumétrica. 

Na maioria dos casos de hiponatremia, o principal motivo para a 
queda dos níveis séricos de sódio é a retenção anormal de água, que 
pode ser ingerida tanto sob a forma de água pura, como de líquidos 
hipotônicos. Entretanto, em certos cenários clínicos, é possível que 
ocorra retenção de água mesmo com a administração de líquidos iso- 
tônicos. Este último fenômeno é observado quando a urina eliminada 
contém sódio e potássio em concentrações que excedem a soma das 
concentrações séricas dos dois íons. Exemplificando, se a urina con- 
tém 140 mEq de Na*'L e 100 mEq de K*/L, a concentração combinada 
dos ions seria igual a 240 mEq/L, a qual é claramente hipertônica. A 
excreção de urina hipertônica em termos de concentração de sódio e 
potássio ocorre nos casos em que há aumento da excreção urinária 
de sódio na presença de ADH, como em indivíduos com SIADH (ver 
adiante), que recebem uma infusão de solução salina normal, ou em 
indivíduos tratados com diuréticos de tiazida. A excreção dessa urina 
causará hiponatremia, mesmo sem que haja uma retenção líquida de 
água. A perda de potássio exerce mesmo efeito sobre os níveis séri- 
cos de sódio que uma perda de sódio sérico. É preciso notar que o 
desenvolvimento de hiponatremia com excreção de urina hipertônica 
ocorre somente quando a hipertonicidade da urina é provocada pela 
eliminação aumentada de sódio ou de potássio. Por motivos óbvios, a 
urina hipertônica produzida pelo aumento da excreção de ureia não 
levaria à hiponatremia. O requerimento fisiológico para a excreção de 
urina hipertônica é a elevação dos níveis de ADH na presença de uma 
marcante diurese de sódio (Halperin, 2001). São exemplos clínicos: 
(a) um paciente que recebe uma grande quantidade de líquido iso- 
tônico no período pós-operatório imediato; (b) um paciente com a 
condição denominada secreção inadequada de hormônio antidiuréti- 
co (SIADH, Secretion of Inappropriate Antidiuretic Hormone), tratado 
com líquidos isotônicos; e (c) um paciente que recebe diurético de 
tiazida (Gowrishankar, 1998; Sonnenblick, 1993). A diluição normal 
da urina requer a distribuição de quantidades adequadas de líquido ao 
segmento diluidor, bem como a reabsorção de soluto sem água nesse 
mesmo local. O aumento da tonicidade de líquidos corporais provo- 
ca a liberação de ADH, que permite a reabsorção da água no ducto 
coletor, ajudando a restaurar a tonicidade dos líquidos corporais. A 
resposta é considerada apropriada, quando o ADH é liberado em res- 
posta à hipertonicidade de líquidos corporais. Contudo, a liberação 
do ADH em caso de hiponatremia também é considerada apropria- 
da, caso o volume vascular efetivo esteja diminuído. O termo “secre- 
ção inadequada de hormônio antidiurético” (SIADH) é, portanto, 
reservado à designação da secreção de ADH que ocorre mesmo em 
caso de hiponatremia ou de um volume vascular efetivo normal ou 
aumentado. As causas da SIADH incluem tumores, doenças pulmo- 
nares (p. ex.; tuberculose e pneumonia), doenças do sistema nervoso 
central, fármacos etc. (Tab. 14.6) (Bartter, 1967; Ajaelo, 1998; Fallon, 
1998; Gold, 1983; Hensen, 1995; North, 2000; Arlt, 1997; Johnson, 
1997; Argani, 1997; Ferlito, 1997; Friedmann, 1993). Em estados 
clínicos associados à redução do volume vascular efetivo, tais como 
insuficiência cardíaca congestiva e cirrose hepática, a hiponatremia é 
causada por uma combinação da diminuição da distribuição de líqui- 
dos ao néfron distal e aumento da secreção de ADH. A restrição de sal 


e o uso de diuréticos aumentam o grau de severidade da hiponatremia. 
No mixedema, pode haver secreção de ADH mesmo diante da hipo- 
natremia (Macaron, 1978) e de estados de deficiência de glicocorti- 
coides. Todavia, ainda não foi esclarecido se a secreção de ADH em 
tais condições é ou não apropriada. Finalmente, a forma branda de 
hiponatremia pode ser causada pela “redefinição dos centros regula- 
tórios da osmolalidade” em um nível de osmolalidade mais baixo que 
o usual. Em tais casos, a diluição da urina ocorre normalmente quan- 
do a osmolalidade plasmática é trazida para níveis bem inferiores ao 
nivel zero. A reiniciação dos centros reguladores da osmolalidade é 
uma forma de SAIDH, visto que a secreção de ADH é inadequada nos 
níveis de hiponatremia, sem que haja evidências de redução do volu- 
me vascular. Pacientes com doenças incapacitantes crônicas, como a 
tuberculose pulmonar, muitas vezes manifestam esse fenômeno (Hill, 
1990a). Algumas autoridades acreditam na existência de uma síndro- 
me cerebral perdedora de sal, a qual é definida pela perda renal de sal 
causada pela liberação de substâncias humorais em resposta a distúr- 
bios cerebrais, como a hemorragia subaracnóidea aguda. Considera- 
se que tais pacientes manifestam uma depleção volumétrica que resul- 
ta em hiponatremia. Entretanto, uma análise cuidadosa dos dados 
existentes não sustenta a existência dessa entidade, sendo que os casos 
classificados como síndrome cerebral perdedora de sal provavelmente 
representam casos de secreção de ADH inadequada (Oh, 1999). 


Causas e patogênese da hipernatremia 


A hipernatremia é definida como o aumento da concentração de 
sódio na água contida no plasma. Geralmente, é diagnosticada diante 
de níveis de sódio > 145 mEq/L. Enquanto a hiponatremia nem sem- 
pre é acompanhada de hipo-osmolalidade, a hipernatremia sempre está 
associada a um aumento da osmolalidade plasmática efetiva e, portanto, 
à redução do volume celular. Entretanto, na hipernatremia, o volume 
extracelular pode apresentar-se normal, diminuído ou aumentado. 

A hipernatremia é causada pela perda de água, ganho de sódio ou 
ambos (Tab. 14.7). A perda de água pode ser devida ao aumento da 
perda ou redução da ingestão, enquanto o ganho de sódio decorre da 
ingestão aumentada ou da redução da excreção renal. É possível haver 
maior perda de água através dos rins (p. ex., no diabetes insipido ou na 


Tabela1 4,6 Classificação da hiponatremia conforme a patogénese 


Por perda de Na* 

Diuréticos da tiazida em presença de ADH 

Infusão de solução salina em presença de ADH 

Por retenção de água 

Ingestão de água excessiva: polidipsia primária 

Insuficiência renal avançada 

Secreção de ADH adequada: estados em que há formação de edema (ICC, 
síndrome nefrítica, ascite). Estados em que há depleção de sal (perda Gl, terapia 
diurética, deficiência de aldosterona, hipotireoidismo) 

Secreção de ADH inadequada 

Tumores: cânceres de pulmão, pâncreas, duodeno, ureter, bexiga, próstata, 
linfoma, timoma, mesotelioma, sarcoma de Ewing 

Causas intratorácicas: pneumonia bacteriana e viral, tuberculose, abscesso 
pulmonar, aspergilose, asma, respiração com pressão positiva, pneumotórax, 
fibrose cística 

Anomalias do SNC: encefalite, meningite, tumores e abscessos cerebrais, 
trauma na cabeça, hematoma subdural, acidentes cerebrovasculares, sindrome 
de Guillain-Barré, porfíria intermitente aguda, atrofia cerebral, esquizofrenia, 
hidrocéfalo, psicose aguda, esclerose múltipla, trombose da veia cavernosa, 
cerebrite lúpica, síndrome de Shy-Drager, febre maculosa das Montanhas 
Rochosas, delírio tremens, distúrbio convulsivo 

Fármacos: arginina vasopressina e seus análogos, sulfonilureias, antidepressivos 
tricíclicos, clofibrato, carbamazepina, alcaloides da Vinca, ciclofosfamida, 
inibidores da recaptação seletiva de serotonina, opiáceos, fenotiazinas, haloperidol 
Estresse cirúrgico e emocional 

Emese 

Causas endócrinas: deficiência de glicocorticoide e mixedema 
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Tabela1 4.7 Causas de hipernatremia 


Ingestão de água reduzida 

Distúrbio da sede decorrente de alteração do estado mental ou de defeito no 
centro da sede 

Incapacidade de beber água 

Falta de acesso à água 

Perda de água aumentada (a ingestão de água deve estar comprometida) 
Perda Gl: vômitos, diarreia osmótica 

Perda cutânea: sudorese e febre 

Perda respiratória: hiperventilação e febre 

Perda renal: DI, diurese osmótica 

Aumento do conteúdo de sódio do organismo (a ingestão de água deve 
estar comprometida) 

Ingestão aumentada 

Salina hipertônica ou infusão de bicarbonato de sódio 

Ingestão de água do mar 

Retenção renal de sal; usualmente, em resposta a um déficit primário de água 


diarreia osmótica), trato GI (p. ex., sucção gástrica ou diarreia osmó- 
tica) ou pele. A ingestão reduzida de água é mais comum nos pacien- 
tes em comatose ou naqueles que apresentam distúrbio no mecanismo 
regulador da sede. Causas menos frequentes de redução da ingestão de 
água são vômitos contínuos, falta de acesso à água e obstrução meca- 
nica decorrente de certas condições, como um tumor esofágico. Em 
um indivíduo cuja percepção da sede é normal, que tem capacidade 
de beber água e que dispõe de fontes de água, o ganho de sódio não 
resulta da hipernatremia, visto que uma quantidade de água proporcio- 
nal é retida para manter normal a osmolalidade de líquidos corporais. 
Enquanto a defesa fisiológica contra a hiponatremia consiste no aumen- 
to da excreção renal de água, a defesa fisiológica contra a hipernatremia 
é o aumento da ingestão de água em resposta à sede. Como esse é um 
mecanismo de defesa bastante efetivo e sensível contra a hipernatremia, 
é virtualmente impossível elevar os níveis séricos de sódio em mais que 
alguns mEq/L, se o mecanismo de ingestão de água permanecer intacto. 
Por isso, em um paciente com hipernatremia, sempre haverá motivos 
para a reduzida ingestão de água, tais como um defeito no mecanismo 
regulador da sede, incapacidade de beber água e indisponibilidade de 
água. O excesso de ganho de sódio que conduz à hipernatremia geral- 
mente é iatrogênico (p. ex., a partir da infusão de uma solução salina 
hipertônica, invasão acidental da circulação materna durante um abor- 
to com solução hipertônica, ou administração de bicarbonado de sódio 
hipertônico durante uma ressuscitação cardiopulmonar, ou tratamento 
de acidose lática). A redução da excreção renal de sódio levando a ganho 
de sódio e hipernatremia usualmente se dá em resposta à desidratação 
causada por um déficit de água primário. A depleção de água, devida 
a diabetes insípido, diurese osmótica ou ingestão de água insuficien- 
te, conduz a uma retenção de sódio secundária por meio da ativação 
volume-sensível de mecanismos de retenção de sódio em indivíduos 
que continuam a ingerir ou que recebem sódio. Consequentemente, na 
hipernatremia crônica, o papel da retenção de sódio é mais importante 
do que o da perda de água (Carroll, 1989; Oh, 2003). 

Examinando o status volumétrico do paciente, é possível determinar 
se a hipernatremia se deve à retenção de sódio ou à perda de água. Por 
exemplo, se um paciente com concentração sérica de sódio igual a 170 
mEq/L não apresenta nenhuma evidência de desidratação, a hiperna- 
tremia não é inteiramente causada pela perda de água. Para aumentar 
a concentração sérica de sódio para 170 mEq/L com base apenas no 
déficit de água, o indivíduo teria que perder mais de 20% do conteúdo 
de água total do corpo. 


Distúrbios acidobásicos 


Sistema de tamponamento de bicarbonato e CO, 


Todos os tampões existentes no corpo encontram-se em equilíbrio 
com prótons (H”) e, portanto, com o pH, conforme mostrado na 
equação a seguir (Ramsay, 1965): 


pH = pk + log A/HA 

onde, A” é uma base conjugada de um ácido HA. 

Como HCO, e CO, são os principais tampões do organismo, o pH 
é tipicamente expresso em função da proporção desses íons, confor- 
me discutido no Capítulo 8, e mostrado pela equação de Henderson- 
Hasselbalch: 

pH = 6,1 + log HCO;/Pco, x 0,03 (14.30) 

6,1 é o pK do sistema de tampões HCO; e CO,, e 0,03 é o coeficien- 
te de solubilidade do CO.. 

A equação pode ser simplificada, combinando-se as duas constantes, 
pK e coeficiente de solubilidade de CO,: pH = 6,1 + log HCO;7/PCO, 
x 0,03 = 6,1 + log 1/0,03 + log HCO; /PCO, = 7,62 + log HCO; 7/ 
PCO, (Carroll, 1989). Portanto: 

pH = 7,62 —log Pco,/HCO; = 7,62 + log HCO; — log Pco, 

(14.31) 

Quando o H* é expresso em nM, em vez de um valor logarítmico 
negativo (pH), PCO, pode ser relacionada ao HCO; em uma equa- 
ção: 

H (nM) = 24 x Pco, (mmHg)/HCO; (mM) (14.32) 

A equação de Henderson-Hasselbalch indica que o pH depende 
da proporção HCO;/PCO,. O pH aumenta quando a proporção 
aumenta (alcalose), e diminui quando a proporção também diminui 
(acidose). À proporção pode ser aumentada por um aumento da con- 
centração de HCO; (alcalose metabólica) ou por uma diminuição da 
PCO, (alcalose respiratória). A proporção pode ser reduzida por uma 
diminuição da concentração de HCO; (acidose metabólica) ou por 
um aumento da PCO, (acidose respiratória). 


(14.29) 


Definição de ácido e base 


Definição de Arrhenius. 

Quando dissolvidos em água, o ácido é uma substância que aumen- 
ta a concentração de íons hidrogênio (H*) e a base é uma substância 
que aumenta a concentração de íons hidroxila (OH ). 

Definição de Bronsted-Lorry. 

Em uma reação, o ácido é uma substância que doa próton, enquanto 
a base é uma substância que aceita o próton. 

Definição de Lewis. 

O ácido é uma molécula ou íon que aceita um par de elétrons para 
formar uma ligação covalente, e a base é uma molécula que doa um 
par de elétrons para uma ligação covalente. 

A definição de Bronsted-Lorry é a mais amplamente aceita e, do 
ponto de vista clínico, a mais relevante. 


Equilíbrio acidobásico corporal 


A acidose metabólica ocorre devida ao aumento da produção líqui- 
da ou à redução da excreção líquida de ácidos. Como uma típica dieta 
moderna resulta na produção de tais substâncias, a função normal dos 
rins consiste em excretar ácidos para manter o equilíbrio acidobásico. 
Por esse motivo, a compreensão adequada dos distúrbios envolven- 
do esse equilíbrio requer o conhecimento das fontes geradoras e dos 
mecanismos de eliminação dos ácidos. 


Produção líquida de ácidos 

Em uma típica dieta americana, a produção diária de ácidos não 
voláteis é de cerca de 90 mEq/dia. Os principais ácidos produzidos 
são o ácido sulfúrico (cerca de 40 mEq/dia), originado no metabolis- 
mo de aminoácidos contendo enxofre (p. ex., metionina e cisteína), 
e os ácidos orgânicos de metabolismo incompleto (cerca de 50 mEq/ 
dia) (Oh, 1992). A fonte de ácido sulfúrico são as proteínas, porém o 
conteúdo de enxofre varia bastante de acordo com o tipo de proteína 
ingerida (Lemann, 1959). Em geral, quando o conteúdo de enxofre é 
expresso em mEq/100 g de proteína, as proteínas de origem animal 
(p. ex., carne, peixe, leite e ovos) apresentam maiores quantidades de 
sulfato para uma determinada quantidade de proteína, em compara- 
ção às proteínas de origem vegetal (p. ex., cereais, feijão e castanhas). 
O conteúdo de enxofre é muito maior nas frutas, vegetais e batatas, 
porém, esses grupos alimentares não são fontes importantes de pro- 
teína nas quantidades usualmente ingeridas. O conteúdo total de 


ácidos/álcalis depende não só do conteúdo de enxofre, mas também 
do conteúdo de álcalis dos alimentos, representado principalmente 
por sais de ácidos inorgânicos. Quando ambos os fatores são conside- 
rados, o leite apresenta um valor líquido de álcalis, enquanto a carne e 
o peixe apresentam um valor líquido de ácidos. Como um todo, frutas 
e vegetais contêm grande quantidade líquida de álcalis, uma vez que 
possuem grande conteúdo de ânions orgânicos. À quantidade total de 
ácidos orgânicos produzida normalmente é muito mais que 50 mEq/ 
dia, porém, os ácidos orgânicos produzidos no corpo são metaboli- 
zados. Somente uma pequena parte é perdida na urina, sob a forma 
de anions orgânicos que escapam ao metabolismo (p. ex., citrato) ou 
como produto metabólico final (p. ex., urato). Nas típicas dietas ame- 
ricanas, a quantidade de álcalis absorvidos a partir do trato GI é de 
cerca de 30 mEq/dia (Lemann, 1959; Oh, 1992). Assim, a produção 
líquida de ácidos diária pode ser estimada como: 

Produção líquida de ácidos = (sulfato urinário + 

ânions orgânicos urinários) — (quantidade líquida de 

álcalis absorvida a partir do trato GI) (14.33) 

A determinação do conteúdo líquido de álcalis (ou ácidos) da dieta 
baseia-se nos destinos metabólicos das substâncias químicas presentes 
nos alimentos após a absorção pelo corpo, em vez de seus estados in 
vitro. Exemplificando, o ácido cítrico presente nos alimentos é consi- 
derado neutro por ser metabolizado a CO, e água no organismo. Por 
outro lado, o citrato de potássio é considerado álcali por ser conver- 
tido a bicarbonato de potássio após sofrer metabolização. De modo 
semelhante, o cloreto de arginina é um ácido, visto que o metabolis- 
mo da arginina no corpo deve resultar na formação de HCl] (Lemann, 
1959). Assim, o valor líquido de álcalis da dieta é determinado mais 
precisamente pela quantidade total de cátions não combustíveis (Na”, 
K*, Ca** e Mg**) em relação à quantidade total de ânions não com- 
bustíveis (Cl e P): 

Conteúdo líquido de álcalis = (Na* + K* + Ca** + Mg**) — 

(Cl + 1,8P) (14.34) 

Todas as unidades são expressas como mEq/dia, exceto para o P, 
que é expresso como mmol/dia multiplicado por 1,8, uma vez que a 
valência do fosfato depende do pH e sua valência média é igual a 1,8 
em pH 7,4. Somente os seis íons mencionados são considerados na 
equação, uma vez que os demais íons não combustíveis são encon- 
trados em quantidades negligíveis nos alimentos normais. O sulfato 
não é incluído por ser formado no corpo somente após o metabo- 
lismo de aminoácidos que contêm enxofre. A quantidade de álcalis 
absorvidos a partir dos alimentos não é a mesma quantidade neles 
contida, pois a absorção de íons divalentes não combustíveis (Ca**, 
Mg“ e P) é incompleta. Portanto, tradicionalmente, a quantificação 
da absorção líquida de álcalis pelo trato GI requer análise do alimen- 
to e também das fezes, necessitando de uma coleta prolongada das 
fezes (Oh, 1992; Relman, 1961). A absorção líquida de álcalis GI é 
expressa como: 

Absorção líquida de álcalis GI = conteúdo líquido de 

álcalis do alimento — conteúdo líquido de álcalis das fezes (14.35) 

A análise do alimento para determinação do conteúdo líquido de 
álcalis é embaraçosa e a análise das fezes é ainda pior. Tais análises tipi- 
camente requerem a internação do paciente em uma unidade meta- 
bólica especial. Um novo método foi desenvolvido para quantificar a 
absorção líquida de álcalis pelo trato GI. Nesse método (Oh, 1989), são 
quantificados os eletrólitos presentes na urina, em vez dos eletrólitos 
contidos nos alimentos e nas fezes. O método baseia-se no princípio 
de que os íons não combustíveis absorvidos a partir do trato GI são 
eventualmente eliminados na urina e, por isso, as quantidades indivi- 
duais dos eletrólitos nela excretados seriam iguais âquelas absorvidas 
pelo trato GI. Sendo assim: 

Absorção líquida de álcalis GI = urina (Na* + K* + 

Ca** + Mg**) — urina (CI + 1,8P) (14.36) 

A urina de 24 horas pode ser coletada de pacientes ambulatoriais 
(não internos), enquanto se alimentam de suas dietas usuais. À quan- 
tidade líquida de álcalis absorvida a partir de uma típica dieta ameri- 
cana de 30 mEq/dia, conforme estabelecido anteriormente, foi medida 
por meio da análise do conteúdo de eletrólitos da urina, empregando 
a fórmula (14-36) (Oh, 1992). 


Excreção líquida de ácidos 

A função renal mais importante na homeostasia acidobásica é a 
excreção de ácidos, que equivale à geração de álcalis. Os ácidos são 
excretados na forma de NH,’ e ácidos tituláveis. Outra função renal 
importante é a eliminação de HCO;”. Geralmente, a principal função 
da excreção renal de HCO, consiste na prevenção da alcalose metabó- 
lica, porém, uma pequena quantidade de bicarbonato normalmente 
é eliminada na urina (cerca de 10 mEq/dia). Desse modo, a excreção 
líquida de ácidos, que equivale à produção renal líquida de álcalis, 
pode ser determinada subtraindo-se a excreção de HCO; da excreção 
de ácidos (Lemann, 1959). 

Excreção líquida de ácidos = excreção de ácidos — excreção 

de HCO; = NH,’ + ácidos tituláveis — HCO," (14.37) 

Normalmente, cerca de dois terços da excreção de ácidos ocorrem 
sob a forma de NH,*; contudo, a excreção de NH,” pode aumentar 
até 10 vezes na acidose. A excreção de ácidos tituláveis costuma ser 
modesta, por causa da limitada quantidade de tampão que gera esses 
ácidos (i. e., fosfato, creatinina e urato), porém, também pode aumen- 
tar significativamente em certos estados doentios, como ocorre com 
o B-hidroxibutirato na cetoacidose diabética. A manutenção do equi- 
líbrio acidobásico exige que a produção líquida seja igual à excreção 
líquida de ácidos. A acidose metabólica se desenvolve quando a pro- 
dução líquida excede a excreção líquida de ácidos, enquanto a alcalo- 
se metabólica se instala quando a excreção líquida excede a produção 
líquida de ácidos. 


Acidose metabólica 
Classificação 


Todas as acidoses metabólicas resultam da redução do conteúdo de 
bicarbonato do corpo, a não ser em duas situações: na acidose resultan- 
te da diluição dos líquidos corporais pela administração de uma gran- 
de quantidade de solução salina (acidose por diluição), e na acidose 
decorrente da movimentação de H* a partir da célula. A redução do 
conteúdo de bicarbonato pode ser causada por um aumento primário 
da produção de ácidos (acidose extrarrenal) ou por uma redução pri- 
mária da excreção líquida de ácidos (acidose renal) (Tab. 14.8). Segundo 
essa classificação, a perda não renal de bicarbonato ou de álcali precur- 
sor é considerada um componente da produção de ácidos aumentada. 
Na acidose extrarrenal, a excreção líquida de ácidos é marcantemente 
aumentada, à medida que o rim compensa a acidose. Por outro lado, a 
excreção líquida de ácidos pode ser restaurada a níveis normais na aci- 
dose renal crônica, visto que a acidose estimula a excreção renal de H”. 
Diante de um pH acídico, uma excreção líquida de ácidos normal suge- 
re a existência de um defeito na excreção renal de ácidos e, portanto, 
acidose renal. Se a capacidade de excreção renal de ácidos está normal, 
deverá ser supernormal diante de um pH acídico. 


Tabela 14.8 Causas de acidose metabólica de acordo com a excreção 
ácida líquida 


Acidose renal: redução absoluta ou relativa da excreção ácida líquida 
Acidose urêmica 
Acidose tubular renal: 

Acidose tubular renal distal (tipo l) 

Acidose tubular renal proximal (tipo Il) 

Deficiência ou ausência de resposta à aldosterona (tipo IV) 
Acidose extrarrenal: aumento da excreção ácida líquida 
Perda Gl de bicarbonato 
Ingestão de ácidos ou de seus precursores: cloreto de amônio, súlfur 
Ácidos precursores ou toxinas: salicilato, etilenoglicol, metanol, tolueno, 
acetaminofeno, paraldeído 
Acidose orgânica 

Acidose L-lática 

Acidose D-lática 

Cetoacidose 
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190 Acidose renal 


A acidose renal é também classificada em dois tipos: acidose uré- 
mica e acidose renal tubular (ATR). Na acidose urêmica, a reduzida 
excreção líquida de ácidos resulta da diminuição da massa dos néfrons 
(i. e., insuficiência renal), enquanto, na acidose renal tubular, é resul- 
tante de uma disfunção tubular específica. Como o desenvolvimento 
de acidose renal depende da taxa de excreção líquida renal de ácidos, 
bem como da taxa de produção líquida de ácidos, a qual varia con- 
forme a dieta, o nível de insuficiência renal no qual a acidose urêmica 
se desenvolve depende da ingestão de ácidos dietéticos. Com a dieta 
usual, a acidose urêmica pode se desenvolver quando a TEG cai abaixo 
de 20% em relação ao normal (Bommer, 1996; Oh, 1992). 

Existem três tipos de ATR: I, II e IV. A ATR de tipo I, também cha- 
mada ATR classica ou distal, caracteriza-se pela incapacidade de redu- 
zir o pH urinário para menos de 5,5. Uma vez que a acidificação da 
urina a um pH muito baixo ocorre no ducto coletor, é provável que 
este seja o sítio defeituoso e, como faz parte do néfron distal, justifi- 
ca a denominação “ATR distal”. Uma vez que a secreção de H+ no 
ducto coletor está um tanto comprometida também na ATR de tipo 
IV, alguns autores consideram ambos os tipos, I e IV, como formas 
de ATR distal. Além disso, a maioria das autoridades emprega os ter- 
mos “ATR de tipo I” e “ATR distal” como sinônimos. A ATR de tipo 
I pode se desenvolver como distúrbio primário ou secundário à toxi- 
cidade farmacológica, doenças túbulo-intersticiais ou outras doenças 
renais (Rodriguez Soriano, 2002). 

Na ATR de tipo II, também denominada ATR proximal, a reabsor- 
ção proximal de bicarbonato é defeituosa e caracteriza-se pela redução 
do limiar renal de bicarbonato. A urina pode não conter bicarbonato 
e estar normalmente acidificada, quando os níveis séricos desse íon 
se tornam baixos. A maioria dos pacientes com ATR proximal apre- 
senta evidências de disfunção tubular proximal generalizada (i. e., sin- 
drome de Fanconi), a qual se manifesta por meio de bicarbonatúria, 
aminoacidúria, glicosúria, fosfatúria e uricosúria. Desses sintomas, a 
glicosúria renal (glicosúria em presença de níveis sanguíneos de gli- 
cose normais) é o mais útil no diagnóstico da síndrome de Fanconi. A 
ATR de tipo II pode ser um distúrbio primário ou secundário a uma 
disfunção renal genética ou adquirida. A hipocalemia é um achado 
característico da ATR tanto de tipo I como de tipo II, porém, tende a 
ser mais grave no tipo I. A ATR de tipo III — termo utilizado para des- 
crever uma forma híbrida dos tipos I e II — caiu em desuso. 

A ATR de tipo IV é causada por uma deficiência de aldosterona ou 
pela ausência de resposta tubular renal a ela, resultando no compro- 
metimento da secreção de K* nos túbulos renais e, assim, em hiper- 
calemia. Embora a reduzida secreção de H* no ducto coletor exerça 
seu papel, o principal mecanismo envolvido na acidose da ATR de 
tipo IV é o comprometimento hipercalemia-induzido da produção 
de amônia no túbulo proximal. Esse tipo de ATR é bem mais comum 
que os demais, e sua causa mais frequente é o hipoaldosteronismo 
hiporreninêmico. 


Acidose orgânica 

Entre as causas externas de acidose, a superprodução de ácidos 
endógenos, especialmente do ácido lático e cetoácidos, constitui o 
mecanismo mais importante. Somente uma superprodução marcante, 
com um excesso de 1.000 mEq de ácido lático/dia, é capaz de causar a 
acidose, em razão da enorme capacidade de metabolização dos ácidos 
orgânicos. Quando tais ácidos reagem com o bicarbonato, há forma- 
ção de anions orgânicos e CO». A retenção de anions orgânicos resulta 
em acidose metabólica com aumento do intervalo aniônico, conforme 
será definido posteriormente. A excreção renal desses anions resulta 
em acidose hiperclorêmica com intervalo aniônico normal. Os ânions 
orgânicos que permanecem retidos são potencialmente íons bicarbo- 
nato e, quando são metabolizados, o bicarbonato é regenerado. Dessa 
forma, a perda de ânions orgânicos através da urina equivale à perda 
de bicarbonato. Se um ânion orgânico produzido permanece inteira- 
mente retido, a subsequente metabolização resultará em uma recupe- 
ração incompleta dos álcalis perdidos. Caracteristicamente, na acidose 
orgânica, O início e recuperação são rápidos. 
Acidose lática. O ácido lático é produzido a partir do ácido pirúvi- 
co, por ação da enzima LDH e do cofator NADH. O metabolismo do 
ácido lático requer sua conversão de volta ao ácido pirúvico, utilizando 


a mesma enzima e NAD" como cofator. Por esse motivo, a produção 
e a metabolização do ácido lático são reciprocamente influenciadas 
pelos mesmos fatores. O aumento da concentração de ácido pirúvico 
e da proporção NADH/NAD* aumentam a produção de ácido lático e, 
ao mesmo tempo, reduzem sua metabolização. Em consequência, na 
maioria dos casos de acidose lática, a produção de ácido lático está ele- 
vada e seu metabolismo encontra-se diminuído. Sem dúvida, a causa 
mais comum de acidose lática é a hipóxia tecidual (acidose lática de 
tipo A), a qual resulta do choque circulatório, anemia severa, insufici- 
ência cardíaca severa, edema pulmonar agudo, parada cardíaca, enve- 
nenamento por monóxido de carbono, ataques, exercício muscular 
vigoroso etc. (Carroll, 1989; Oh, 2003; Arenas-Pinto, 2003). No alco- 
olismo agudo e na doença hepática severa, a acidose lática é causada 
pelo comprometimento da utilização do ácido lático (Luft, 2001). A 
acidose lática que ocorre na ausência de hipóxia tecidual é denomina- 
da acidose lática de tipo B (Tab. 14.9). 

Acidose D-lática. A acidose lática (a menos que especificado) se refere 
à acidose causada pelo ácido D-lático, que é um isômero normalmente 
produzido no corpo humano, porque a enzima LDH, responsável pela 
produção do ácido lático, é também um L-isômero. O acúmulo de 
ácido D-lático, que decorre da produção do ácido pelas bactérias exis- 
tentes no cólon, causa acidose D-lática. Esta é caracterizada por uma 
severa acidose e por manifestações neurológicas. Os pacientes afetados 
se comportam como se estivessem intoxicados por álcool, apesar dos 
níveis sanguíneos de etanol normais. O mecanismo envolvido na aci- 
dose D-lática consiste na superprodução de ácido D-lático pelas bac- 
térias. O requisito necessário à superprodução desse ácido no cólon é a 
distribuição local de uma grande quantidade de substrato (i. e., sindro- 
me da má absorção e proliferação colônica de bactérias formadoras de 
D-LDH (Uribarri, 1998; Oh, 1979). O tratamento da acidose D-lática 
consiste na administração oral de antibióticos. 

Cetoacidose. Cetoácidos, ácido acetoacético e ácido B-hidrobutírico 
são produzidos no fígado a partir de ácidos graxos livres (AGL), sendo 
metabolizados em tecidos extra-hepáticos. A produção aumentada 
de cetoácidos é o principal mecanismo de acúmulo dessa substân- 
cia, embora a diminuição de sua utilização pelo cérebro em pacientes 
em estado de coma seja capaz de acelerar o processo de acúmulo. O 
aumento da produção requer a disponibilidade de uma elevada con- 
centração de AGL, bem como da conversão hepática a cetoácidos. À 
deficiência de insulina é responsável pelo aumento da mobilização de 
AGL a partir do tecido adiposo e, assim como o excesso de glucagon, 
estimula a conversão dos AGL a cetoácidos no fígado. A etapa inicial 
na produção de cetoácidos a partir dos AGL consiste na entrada des- 
tes na mitocôndria, de forma dependente de acilcarnitina transfera- 
se. Essa etapa é estimulada pelo excesso de glucagon. A etapa seguinte 
consiste no metabolismo dos AGL a acetil CoA e, finalmente, a cetoá- 
cidos. O desvio da acetil CoA para ressíntese de ácidos graxos requer 
a participação da enzima acetil CoA carboxilase, sendo que a inibição 
dessa enzima em decorrência de uma deficiência de insulina, excesso 
de glucagon e excesso de hormônios induzidos pelo estresse contribui 
ainda mais para aumentar a síntese de cetoácidos. 


Tabela 14.9 Causas de acidose 1-lática 


Acidose lática de tipo A: por hipóxia tecidual 
Choque circulatório 

Hipoxemia severa 

Insuficiência cardíaca 

Anemia severa 

Crise de grande mal 

Acidose lática de tipo B: sem hipóxia tecidual 
Alcoolismo agudo 

Fármacos e toxinas (p. ex., fenformina, fármacos antirretrovirais) 
Diabetes melito 

Leucemia 

Deficiência de tiamina ou riboflavina 
Idiopática 


O diagnóstico clínico da cetoacidose geralmente é feito pelo Acetest, 
que detecta acetoacetato (AA), mas não detecta B-hidroxibutirato (BB). 
Embora o BB seja o ácido predominante na acidose típica (a proporção 
BB/AA costuma ser de aproximadamente 2,5-3,0), a reação que ocor- 
re no Acetest representa uma boa estimativa da concentração total de 
cetoácidos, enquanto a proporção estiver dentro da faixa usual. Quando 
a proporção BB/AA aumenta de modo acentuado, o Acetest pode se 
tornar negativo ou manter-se discretamente positivo, apesar da gran- 
de quantidade de cetoácidos total sob a forma de BB. Essa condição é 
denominada acidose por B-hidroxibutirato e é comumente observada 
na cetoacidose alcoólica (Delaney, 2000; Oh, 1977). 


Hiato aniônico sérico (AG) 

O hiato aniônico sérico é estimado como: Na* — (Cl + HCO;”) ou 
(Nat + KŻ) — (Cl + HCO,-). Uma vez que a concentração sérica de 
potássio normal representa quantitativamente um componente mini- 
mo dos eletrólitos presentes no soro, a flutuação dessa concentração 
exerce pouco efeito sobre o resultado geral. Sendo assim, a primeira 
equação, entre as duas citadas, é mais comumente utilizada para esti- 
mar o hiato aniônico. O valor normal é aproximadamente 12 mEq/L 
(8-16 mEq/L). Embora o termo “hiato aniônico” implique na exis- 
tência de uma diferença entre as concentrações séricas de cátions e 
ânions, a concentração total de cátions é exatamente igual à concen- 
tração total de anions. O hiato aniônico, Na* — (Cl + HCO;”), é igual 
a 12 mEq/L porque a concentração total de anions não quantificados 
(1. e., de todos os anions, com exceção do cloreto e do bicarbonato) 
vale cerca de 23 mEq/L, enquanto a de cátions não quantificados (i. e., 
de todos os cátions, com exceção do sódio) é igual a 11 mEq/L. 

Considere-se uma concentração sérica total de cátions = Na* + cations 
não quantificados (CNQ), e uma concentração sérica total de ânions = 
Cl + HCO; + anions não quantificados (ANQ). Como a concentração 
sérica total de cátions = concentração sérica total de anions, Na” + CNQ 
= (Cl + HCO,-) + ANQ. Portanto, Na* — (CI + HCO) = ANQ - CNQ. 
Sendo o hiato aniônico = Na” — (Cl + HCO), esse intervalo também 
será igual a ANQ — CNQ (Fig. 14.6) (Oh, 1977). 

Está claro que uma alteração no hiato aniônico deve envolver 
alterações nos ANQ ou nos CNQ, ou um erro laboratorial envol- 
vendo as quantificações de Na”, Cl ou HCO;. O hiato aniônico 
pode ser aumentado por ANQ ou reduzido por CNQ ou por um 
erro laboratorial, resultando em um falso aumento dos níveis séri- 
cos de Na” ou em uma falsa diminuição dos níveis séricos de CI ou 
HCO. O AG pode ser reduzido por uma diminuição dos ANQ, 
por um aumento dos CNQ ou por um erro laboratorial, resultando 
em uma falsa diminuição dos níveis séricos de Na* ou em um falso 
aumento dos níveis séricos de Cl ou HCO;”. A equação também 
prevê que uma alteração em ANQ talvez não acarrete uma altera- 
ção do AG, caso o CNQ também sofra uma modificação na mesma 
extensão e direção. 


Na-(CI+HCO,)=ANC-CNQ 


Uma vez que Na—(Cl+HCO,)=AG, 
ANQ-CNQ=AG 


CNQ: todos os cations presentes 
no soro, exceto o Na+ 


ANQ: todos os anions presentes 
no soro, com exceção do Cl e HCO, 





Figura 14.6 A anatomia do hiato aniônico (AG, anion gap). Quando os CNQ são 
definidos como todos os cátions presentes no soro, exceto o Na, e os ANQ são todos 
os anions presentes no soro, com exceção do Cl ou do HCO;, o AG sérico pode ser 
definido como ANQ - CNQ. 
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diminuição da concentração sérica de albumina, enquanto o aumento do 
AG se deve mais comumente ao acúmulo de ânions de ácidos, tais como 
sulfatos, lactato ou cetona. Embora o brometo seja um ânion não quan- 
tificado, a intoxicação causada por esse íon é acompanhada de um baixo 
AG sérico, visto que o brometo causa um falso aumento dos níveis séri- 
cos de Cl". Uma alteração na concentração sérica de Na” geralmente não 
provoca alteração no AG, pois os níveis séricos de CI costumam mudar 
na mesma direção. Pelo mesmo motivo, as concentrações de HCO; não 
podem ser utilizadas para prever uma alteração do AG. Exemplificando, 
quando a concentração sérica de HCO; aumenta durante a alcalose 
metabólica, a concentração de Cl" quase invariavelmente diminui reci- 
procamente, de modo a manter a neutralidade elétrica. Assim, o AG 
permanece o mesmo. Quando a concentração de HCO; diminui, a 
concentração de CI pode permanecer a mesma ou aumentar. Se houver 
reposição de HCO; por outro anion, a concentração de Cl" não muda e, 
portanto, observa-se uma acidose normoclorêmica com AG aumentado. 
A acidose orgânica e a acidose urêmica constituem exemplos. Quando a 
concentração de bicarbonato diminui sem que nenhum outro anion a 
reponha, a neutralidade elétrica é mantida pela elevação da concentra- 
ção de CI”: assim, tem-se uma acidose hiperclorêmica com AG normal. A 
correta interpretação do hiato aniônico sérico requer o conhecimento da 
existência de condições que influenciam esse AG, mesmo que talvez não 
exerçam efeito direto sobre a acidose metabólica. Exemplificando, se um 
indivíduo com hipoalbuminemia desenvolve acidose lática, o AG poderá 
permanecer normal, pois os baixos níveis de albumina e o acúmulo de 
lactato exercem efeitos opostos sobre o AG. 


Diagnóstico diferencial 

Uma abordagem de diagnóstico diferencial da acidose metabóli- 
ca consiste em calcular o AG sérico. Um AG sérico aumentado sugere 
acidose orgânica, acidose urêmica e acidose devida a certos tipos de 
toxina (Tab. 14.10). Um AG normal indica acidose tubular renal e aci- 
dose devida à perda de bicarbonato por diarreia. A maioria dos casos de 
acidose urêmica é acompanhada de um AG normal. O AG aumentado 
somente é observado na insuficiência renal aguda ou crônica avançada. 
Além disso, a maioria dos pacientes com cetoacidose passa por uma fase 
de acidose hiperclorêmica (AG normal) durante a recuperação. 

Outra abordagem de diagnóstico diferencial da acidose metabóli- 
ca consiste em classificar a acidose em renal ou extrarrenal. As três 
causas principais da acidose extrarrenal são acidose orgânica, perda 
de bicarbonato por diarreia e acidose devida a toxinas exógenas. A 
existência de uma acidose orgânica costuma ser evidenciada pelos 
achados clínicos (p. ex., evidência de hipóxia tecidual na acidose lática 
ou hiperglicemia e cetonemia na cetoacidose). A diarreia é a causa de 
acidose metabólica da qual se suspeita, antes de qualquer outra, pela 
história, sendo frequentemente confundida por ser difícil determinar 
seu grau de severidade. A quantificação do AG urinário é útil para 
determinar o grau de severidade da diarreia. Esse AG, que é medido 


Tabela 14.10 Classificação da acidose metabólica por hiato aniônico 


Acidose metabólica com hiato aniônico aumentado (acidose 
normoclorêmica) 

Cetoacidose 

Acidose L-lática 

Acidose D-lática 

Acidose B-hidroxibutírica 

Acidose urêmica 

Ingestão de toxinas: salicilato, metanol, etilenoglicol, tolueno, acetaminofeno 
Acidose metabólica com hiato aniônico normal (acidose hiperclorêmica) 
Acidose tubular renal 

Acidose urêmica (precoce) 

Acidose subsequente à alcalose respiratória 

Perda intestinal de bicarbonato 

Administração de ácido contendo cloreto: HCI, NH,CI 

Cetoacidose durante a fase de recuperação 





, dos eletrólitos 


Ei 


enal, da água 


aor 


da func 
equilfbrio acidobasico 


acao 


ety 


“a 
= 


ees eee 

e oO 

rent à 
at r 


Fa 





como (Na* + K") — Cl da urina, mostra-se reduzido ou negativo em 
caso de diarreia grave. Um AG urinário baixo em caso de diarreia é 
explicado pela perda preferencial de Na* + K* com Cl" em excesso, 
uma vez que o líquido da diarreia contém mais Na* + K* do que CI, 
já que alguns cátions são equilibrados pelo bicarbonato. Em outros 
tipos de acidose metabólica, o AG urinário não sofre alteração, pois 
não há perda extrarrenal de nenhum eletrólito componente desse 
intervalo (Oh, 2002a). A história de ingestão de fármacos e o início 
agudo sugerem acidose por toxinas exógenas. 

Excluída a possibilidade de acidose extrarrenal, a acidose renal é a 
única alternativa diagnóstica. Um dos dois tipos de acidose renal — a 
acidose urêmica — pode ser prontamente diagnosticada pela quanti- 
ficação dos níveis séricos de creatinina e BUN. Se a acidose renal foi 
confirmada mas a acidose urêmica foi excluída, o diagnóstico deve ser 
acidose tubular renal. Entre os três tipos de ATR, o tipo IV é suspei- 
to diante da existência de hipercalemia. A hipocalemia pode sugerir 
tanto o tipo I como o tipo II. Um pH urinário abaixo de 5,5 exclui a 
possibilidade de ATR de tipo I. Se o pH urinário estiver acima de 5,5, 
esse pH deve ser determinado após a administração oral de 40 mg de 
furosemida ou 10 mg de torsemida. Desses dois fármacos, a torsemi- 
da apresenta maior sensibilidade e especificidade. Se o pH urinário 
permanecer acima de 5,5, o provável diagnóstico é a ATR de tipo I. 
Evidências da síndrome de Fanconi (a melhor evidência é a glicosúria 
renal) sugerem ATR de tipo II. 


Compensação da acidose metabólica 

A compensação da acidose metabólica é alcançada por uma hiper- 
ventilação que resulta em diminuição da PCO,. A compensação é 
moderadamente efetiva, sendo máxima dentro de 12 a 24 horas. A fór- 
mula que prevê o esperado aumento da PCO, (@PCO,) é: 

APco, = AHCO; x 1,2 + 2 (AHCO; é uma dada alteração 


na concentração sérica de HCO;”) (14.38) 


Alcalose metabólica 


Causas e patogênese 

A uma concentração sérica de bicarbonato normal, o bicarbona- 
to filtrado no glomérulo é virtual e totalmente reabsorvido. À medida 
que a concentração sérica de bicarbonato aumenta para níveis acima 
do normal, a reabsorção de bicarbonato se torna incompleta e instala- 
-se a bicarbonatúria. Um aumento discreto dos níveis séricos de bicar- 
bonato para mais de 24 mEq/L provoca uma marcante bicarbonatúria. 
Portanto, quando o controle tubular renal do bicarbonato e a TFG estão 
normais, torna-se extremamente difícil manter a concentração plasmá- 
tica de bicarbonato elevada, a menos que uma enorme quantidade de 
bicarbonato seja fornecida. Por isso, a manutenção da alcalose metabó- 
lica requer duas condições: um mecanismo para aumentar e outro para 
manter elevada a concentração plasmática de bicarbonato. A concentra- 
ção de bicarbonato pode ser elevada pela administração de álcalis, perda 
gástrica de HCI por vômitos ou sucção nasogástrica, ou pela geração de 
bicarbonato a nível renal (Tab. 14.11). A concentração plasmática de 
bicarbonato é mantida elevada em caso de insuficiência renal avançada, 
ou quando o limiar renal de bicarbonato aumenta (Palmer, 1997). Esse 
limiar aumenta em decorrência de dois fenômenos: a depleção volumé- 
trica e a depleção de K*. A alcalose metabólica corrigida pela adminis- 
tração de líquidos contendo cloreto (p. ex., solução de NaCl ou KCl) é 
chamada alcalose metabólica cloreto-responsiva, sendo observada, por 
exemplo, na alcalose induzida por vômito. Pacientes com esse tipo de 
alcalose tipicamente apresentam depleção volumétrica (Oh, 2002b). 
Entretanto, nas condições que levam à formação de edema, a adminis- 
tração de Cl pode não proporcionar a melhora da alcalose metabólica, 
mesmo que o mecanismo do elevação do limiar renal de bicarbonato 
seja a depleção volumétrica. O hormônio da paratireoide (PTH) nor- 
malmente interfere na reabsorção de bicarbonato no túbulo proximal e, 
assim, os níveis de bicarbonato nos túbulos renais tendem a aumentar no 
hipoparatireoidismo. 


Compensação 


A compensação da acidose metabólica é alcançada por uma hipo- 
ventilação que resulta em aumento da PCO,. Em parte, como é inevi- 


Tabela 14.11 Mecanismos e causas do aumento da concentração de 
bicarbonato extracelular 


Perda de HCl a partir do estômago (p. ex., sucção gástrica, vômitos) 
Administração de bicarbonato ou de seus precursores (p. ex., lactato de sódio, 
acetato de sódio, citrato de sódio) 

Movimentação de H* para dentro da célula (p. ex., depleção de K”) 
Contração rápida do volume extracelular sem perda de bicarbonato (p. ex., 
alcalose de contração decorrente do uso de diuréticos de alça) 

Aumento da excreção renal de ácidos (p. ex., terapia diurética, estado em que 
há elevação dos níveis de aldosterona, depleção de potássio, PCO, elevada, 
hipoparatireoidismo secundário) 


tável que ocorra hipoxemia diante de uma hipoventilação na ausência 
de suplementação com oxigênio, essa compensação é a menos efetiva 
entre os quatro tipos de distúrbio acidobásico. A fórmula que prevê o 
esperado aumento da PCO, (APCO,) é: 

APco, = AHCO; x 0,7 + 5 (AHCO; é uma dada alteração 

na concentração sérica de HCO; ) (14.39) 

A compensação é máxima dentro de 12 a 24 horas. Observações 
mostraram que, seja qual for o grau de severidade da alcalose meta- 
bólica, a PCO, raramente excede 60 mmHg, a menos que coexista um 
distúrbio respiratório independente agravante. 


Acidose respiratória 


Causas e patogênese 

As causas costumam ser bastante aparentes e incluem doenças 
envolvendo os pulmões (mais comuns), músculo respiratório, nervo 
respiratório, caixa torácica e vias aéreas, bem como supressão do cen- 
tro respiratório em decorrência de derrame, fármacos (p. ex., fenobar- 
bital) ou hipotireoidismo severo (Tab. 14.12). 


Compensação 

A resposta compensatória normal à acidose respiratória consiste em 
elevar a concentração de HCO;”, em uma tentativa de minimizar a 
redução do pH. Essa compensação se dá em duas etapas distintas: tam- 
ponamento tecidual de CO, e aumento da excreção renal do ácido. 


Tamponamento tecidual 

Esta fase da compensação é extremamente rápida, demorando ape- 
nas 1 segundo. Envolve a seguinte reação química: 

CO, + H,O——> HCO, (14.40) 

H,CO, + tampão K——> tampão H + KHCO, (14.41) 

O tampão K não é um tampão de HCO; e a reação segue para a direita, 
em razão da elevação da PCO,. Como o LEC possui poucos tampões que 
não sejam de HCO;”, a maioria desse tamponamento ocorre na própria 
célula. A elevada concentração de HCO; celular provoca uma movimen- 
tação extracelular do HCO; em troca de CI”. A relação entre um aumen- 
to da PCO, (APCO,) e a elevação dos níveis séricos de HCO; (AHCO;”) 
na acidose respiratória aguda é mostrada a seguir: 


AHCO, (mEq/L) = APco, (mmHg) x 0,07 + 1,5 (14.42) 


Compensação renal 
A compensação renal da acidose respiratória é tardia, porém, pro- 


Tabela 14.12 Causas da acidose respiratória 


Doenças pulmonares: doença pulmonar obstrutiva, doença pulmonar intersticial 
avançada, asma aguda 

Deformação torácica ou obstrução das vias aéreas 

Doenças envolvendo o músculo e o nervo respiratórios: miastenia grave, 
paralisia por hipocalemia, botulismo, esclerose lateral amiotrófica, síndrome de 
Guillain-Barré 

Depressão do centro respiratório: intoxicação por barbitúricos, derrame, 
hipotireoidismo 


move um aumento bem maior da concentração de HCO;”. A elevada 
concentração de HCO; é alcançada pelo aumento da excreção líquida 
de ácidos, principalmente na forma de NH,*. São necessários 5 dias 
para atingir a compensação máxima, porém, 90% do processo já está 
completo em 3 dias. A excreção aumentada de NH,* é acompanha- 
da de Cl". À medida que novos íons de HCO; são retidos, o CI" é 
perdido. Esse fenômeno ocorre, portanto, quando a acidose respira- 
tória é corrigida, havendo necessidade de que a excreção de HCO,” 
seja acompanhada da retenção de Cl”, o que se torna possível somente 
quando há captação de Cl”. Durante a fase de recuperação da acidose 
respiratória crônica, a restrição da ingestão de NaCl permite que os 
níveis de HCO; permaneçam elevados. 

A relação entre um aumento da PCO, (APCO,) e a elevação dos 
níveis de HCO; (AHCO;) na acidose respiratória maximamente 
compensada crônica é representada pela seguinte equação: 


AHCO, (mEq/L) = APco, (mmHg) x 0,4 + 3 (14.43) 


Alcalose respiratória 


Causas e patogénese 

Com exceção da alcalose induzida por respirador e da hiperventila- 
ção voluntária, a alcalose respiratória é sempre o resultado da estimu- 
lação do centro respiratório. As duas causas mais comuns de alcalose 
respiratória são a estimulação hipóxica do centro respiratório e a esti- 
mulação via receptores pulmonares, provocada por várias lesões pul- 
monares, tais como pneumonia, congestão pulmonar e embolismo 
pulmonar. Certos fármacos (p. ex., salicilato e progesterona) estimulam 
diretamente o centro respiratório (Saaresranta, 1999; Bayliss, 1992). A 
alcalose respiratória é comum na sepse por bactérias Gram-negativas, 
envolvendo um mecanismo que permanece desconhecido. O pH san- 
guíneo tende a ser extremamente elevado quando a alcalose respira- 
tória é causada pela estimulação psicogênica do centro respiratório, 
pois essa condição costuma ser superaguda e, assim, não deixa tempo 
suficiente para a compensação. As causas da alcalose respiratória estão 
listadas na Tabela 14.13. 


Compensação 

Há dois tipos de compensação que abaixam os níveis plasmáticos de 
HCO; e minimizam o aumento do pH sanguíneo na alcalose respira- 
tória: o tamponamento tecidual e a compensação renal. 


Tamponamento tecidual 

A compensação por tamponamento tecidual de HCO; é comple- 
tada em apenas 1 segundo, através das seguintes reações químicas 
(Carroll, 1989): 

tampão H + HCO, — H,CO, + tampão (14.44) 

HCO; — CO, + H,O (14.45) 

As reações ocorrem para a direita, pois o CO, é perdido por hiper- 
ventilação. A magnitude da redução do conteúdo de HCO, depende 
da quantidade de tampões celulares ácidos (tampão H) que reagem 
com o HCO,-. A medida que o HCO,” é consumido na reação com 
o tampão, o HCO; extracelular entra na célula em troca de CI celu- 
lar, que, por sua vez, sai da célula para o meio extracelular. Um meca- 
nismo adicional de tamponamento tecidual permanece aumentando 
a produção de ácido lático e de outros ácidos orgânicos. A produção 
aumentada de ácido lático pode ser, em parte, explicada pelo efeito 
estimulatório do pH alcalino sobre a fosfofrutoquinase, uma enzima 
limitante do processo de glicólise. A magnitude da redução da con- 
centração plasmática de HCO; por meio da compensação aguda 


Tabela 14.13 Causas da alcalose respiratória 


Doenças pulmonares: qualquer patologia intrapulmonar, como pneumonia, 
fibrose pulmonar, congestão pulmonar, embolismo pulmonar 


Hipoxemia 

Lesões no SNC 

Sepse por bactérias Gram-negativas 
Fármacos: salicilato, progesterona 


pode ser prevista pela seguinte equação: 
AHCO,- (mEq/L) = APco, (mmHg) x 0,2 + 2,5 (14.46) 
(AHCO,- (mEq/L) é a redução esperada da concentração plasmáti- 
ca de HCO; para uma dada redução da PCO, (APCO;) em mmHg. 


Compensação renal 

A compensação renal da alcalose respiratória é alcançada pela 
redução da excreção líquida de ácidos (Carroll, 1989; Oh, 2003). 
Inicialmente, essa redução se dá por meio do aumento da excreção de 
HCO,,; posteriormente, passa a ser determinada por uma redução da 
excreção de NH," e de ácidos tituláveis. A equação a seguir permite 
prever a magnitude da redução da concentração plasmática de HCO, 
em decorrência da compensação renal: 

AHCO; (mEq/L) = APco, (mmHg) x 0,5 + 2,5 (14.47) 

O AHCO; (mEq/L) é a redução esperada da concentração plasmá- 
tica de HCO; para uma dada redução da PCO, (APCO;) em mmHg. 

Entre os quatro tipos de distúrbios acidobásicos, a compensação é 
mais efetiva na alcalose respiratória. Após a compensação, há casos em 
que o pH retorna aos níveis da normalidade. O processo é finalizado 
dentro de 2 a 3 dias. Quando uma compensação completa é alcança- 
da, é preciso procurar evidências de uma possível acidose metabólica 
agravante. 


Distúrbios acidobásicos mistos 


O termo distúrbio acidobásico misto se refere à condição clínica 
em que dois ou mais distúrbios acidobásicos primários coexistem. 
Em geral, manifestam-se como um distúrbio óbvio que parece estar 
associado a uma compensação inadequada (excessiva ou insuficien- 
te). A inadequação” do processo compensatório é resultado de um 
distúrbio primário isolado. Os níveis adequados de compensação 
para distúrbios acidobásicos primários foram determinados por meio 
da análise de dados provenientes de um grande número de pacien- 
tes, sendo expressos sob a forma de equações que são mostradas na 
Tabela 14.14. Quando os dois distúrbios influenciam o pH sanguíneo 
de modo oposto, o pH do sangue será determinado pelo distúrbio 
dominante. Caso os distúrbios anulem mutuamente seus efeitos, o pH 
sanguíneo pode permanecer normal. Diante da existência de qualquer 
grau de compensação para tais distúrbios, a PCO, e o HCO; mudam 
na mesma direção, ou seja, ou ambos se elevam, ou ambos diminuem. 
Se a PCO, e o HCO; mudam em direções opostas, de modo que a 
PCO, se eleva e o HCO; diminui ou vice-versa, certamente se ins- 
talará um distúrbio acidobásico misto. A adequação da compensação 
pode ser determinada consultando-se a Tabela 14.14. É possível que 
a compensação seja excessiva, insuficiente ou adequada. Do mesmo 


modo, também pode ser elaborada uma ideia aproximada acerca da 


adequação da compensação, a partir do grau de desvio do pH, sem 
consultar a fórmula empregada na compensação normal. 

Em geral, a compensação é mais efetiva na alcalose respiratória (o 
pH frequentemente é normalizado), seguida da acidose respiratória 
(o pH pode vir a se tornar normal) e, por último, da acidose metabó- 
lica. A compensação é menos efetiva na alcalose metabólica, provavel- 
mente porque a hipoxemia — que é uma consequência inevitável da 
hipoventilação — estimula a ventilação. Se o paciente apresenta PCO, 
e HCO; reduzidos e pH normal, o diagnóstico mais provável é uma 
alcalose respiratória compensada, em vez de uma acidose metabólica 


Tabela 14.14 Fórmulas preditivas de compensação acidobásicas normal 


Acidose metabólica: APco, = AHCO, x 1,2 +2 

Alcalose metabólica:* APco, = AHCO; x 0,7 +5 

Acidose respiratoria aguda: AHCO, = APco, x 0,07 + 1,5 
Acidose respiratória crônica: AHCO; = APCO; x 0,4 +3 
Alcalose respiratória aguda: AHCO; = APCO; x 0,2 + 2,5 
Alcalose respiratória crônica: AHCO, = APCO; x 0,5 + 2,5 


AHCO; e APco; representam a diferença entre os valores normais e reais. 


* Não importa o quanto a concentração sérica de HCO; se eleve, a Pco; raramente sobe 
acima de 60 mmHg na alcalose metabólica. 
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compensada (Carroll, 1989; Oh, 2003). 
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| PONTOS-CHAVE 
| e As concentrações plasmáticas de cálcio, fosfato 


e magnésio dependem do equilíbrio líquido entre 
deposição e reabsorção mineral ósseas, absorção intestinal e 
excreção renal. Os principais hormônios reguladores desses 
processos são o hormônio da paratireoide (PTH), a calcitonina e a 
1,25-di-hidroxivitamina D. 
e As causas mais comuns de hipercalcemia são o 
de pj ti primário (níveis de PTH elevados) e os 
neoplasmas malignos (baixos níveis de PTH e, normalmente, 
altos níveis de peptídeo relacionado ao PTH). Tais condições são 
observadas em 80 a 90% de todos os pacientes com hipercalcemia. 
e As causas mais comuns de hipocalcemia são a insuficiência renal 
crônica, a hipomagnesemia, o pseudo-hipoparatireoidismo (PHP), 
deficiência de vitamina D e pancreatite aguda. 
e O PTH biointacto quantifica o PTH biologicamente ativo, sendo 
útil no caso de pacientes com função renal comprometida, nos quais 
o acúmulo de vários metabólitos causa interferência nos testes de 
PTH tradicionais. 
e Em pacientes submetidos à cirurgia para o tratamento de 
hiperparatireoidismo primário, as quantificações de PTH durante o 
intraoperatório são úteis para assegurar que o tecido anormal tenha 
sido totalmente removido. 
e À osteoporose é a mais comum das doenças metabólicas ósseas 
e caracteriza-se pela diminuição da matriz óssea orgânica. A 
quantificação seriada dos marcadores da reabsorção óssea pode 
predizer a resposta inicial à terapia. 
e Osteomalácia é a incapacidade de mineralizar a matriz orgânica 
recém-formada (osteoide) no esqueleto maduro. 


Metabolismo mineral e ósseo 


O esqueleto é um órgão metabolicamente ativo que sofre um pro- 
cesso de remodelamento contínuo ao longo da vida do indivíduo. Essa 
mudança é necessária tanto para manter a integridade estrutural do 
esqueleto, como para que ele exerça as funções metabólicas de depósi- 
to de cálcio e fósforo. O remodelamento do esqueleto pode ser desen- 
cadeado por alterações de força mecânica ou microlesões, bem como 
pela resposta hormonal a alterações dos níveis de cálcio e fósforo cir- 
culantes. O esqueleto também serve como linha secundária de defesa 
contra a acidose, sendo capaz de liberar tampões em forma de fosfatos 
inorgânicos (Raisz, 1999). 

Existem dois tipos de ossos: o cortical ou compacto e o esponjoso 
ou trabecular (Figs. 15.14 e B). O osso cortical exerce papel impor- 
tante nas funções esqueléticas de sustentação, proteção e mecânicas. 
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As diáfises dos ossos longos e o envelope externo de todos os ossos 
do corpo são corticais. Eles constituem cerca de 80% da massa esque- 
lética, com 90% do volume correspondendo aos ossos e os 10% res- 
tantes, aos espaços (canais vasculares, lacunas de osteócitos e canalí- 
culos). O osso esponjoso constitui 20% da massa esquelética, sendo 
que 25% de seu volume são ossos e 75% são espaços. É encontrado 
nas extremidades dos ossos tubulares longos e curtos, dentro de ossos 
carpais e tarsais, e também nas cavidades medulares dos corpos verte- 
brais e dos ossos achatados. Encontra-se disposto em placas verticais 
altamente perfuradas, que são interconectadas por suportes horizon- 
tais, e assemelha-se a um favo de mel. Serve de repositório para célu- 
las hematopoéticas e proporciona uma ampla superfície para trocas 
minerais de curta duração (Watta, 1999). Tanto os ossos compactos 
como os esponjosos são compostos principalmente de minerais inor- 
gânicos (cálcio e fósforo) e de matriz orgânica. Aproximadamente 
90 a 95% dessa matriz é constituída de colágeno de tipo I, enquanto 
os 5 a 10% restantes correspondem a proteínas não colágenas, tais 
como osteocalcina, osteopontina, osteoconectina, trombospondina, 
sialoproteínas e outras proteínas ainda pouco caracterizadas. Os 
osteoclastos reabsorvem ativamente o osso, produzindo íons de 
hidrogênio para mobilização de minerais e enzimas proteolíticas des- 
tinadas à hidrólise da matriz orgânica. Os osteoblastos sintetizam a 
matriz orgânica e controlam a mineralização da matriz recém-sinte- 
tizada (Endres, 1999). 

A concentração plasmática de cálcio, fosfato e magnésio depende do 
equilíbrio líquido entre deposição e reabsorção mineral óssea, absor- 
ção intestinal e excreção renal. Os principais hormônios reguladores 
desse processo são o PTH, a calcitocina e a 1,25-di-hidroxivitamina 
D. O metabolismo ósseo reflete em grande parte a uma tentativa do 
organismo para manter os níveis séricos de cálcio e fósforo. 


Cálcio 
Fisiologia 
Distribuição. O cálcio é o quinto elemento mais comum, e o cátion, o 
mais prevalente no corpo humano. Um adulto sadio contém cerca de 
la 1,3 kg de cálcio, sendo que 99% dessa massa encontra-se na forma 
de hidroxiapatita no esqueleto. O restante (1%) está contido no LEC 
e nos tecidos moles. Menos de 1% do conteúdo de cálcio do esque- 
leto compõe os líquidos ósseos e realiza trocas com LEC livremente 
(Mundy, 1999). 

O cálcio sérico (no plasma) pode ser encontrado sob três for- 
mas distintas: (1) cálcio livre ou ionizado, que representa a forma 
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concentração sérica de cálcio total; (2) cálcio complexado, que se liga 
fortemente a uma variedade de ânions, incluindo bicarbonato, lacta- 
to, fosfato e citrato, representando cerca de 10% do total; e (3) cálcio 
ligado a proteínas plasmáticas, que representa aproximadamente 40% 
da concentração sérica total. Tanto o cálcio ionizado como seus com- 
plexos são livremente dialisáveis. Considerando a fração ligada a pro- 
teínas, em cerca de 80%, o cálcio está associado à albumina. 

Uma vez que se liga aos sítios de carga elétrica negativa das molé- 

culas proteicas, o cálcio compete com os íons de hidrogênio pelos 
sítios de ligação existentes na albumina e nas outras proteínas às 
quais se liga, sendo que essa ligação é dependente do pH. Embora os 
níveis séricos de cálcio permaneçam constantes, a distribuição rela- 
tiva das três formas é alterada como resultado das alterações do pH 
no LEC. A alcalose aumenta a ligação às proteínas, com subsequente 
diminuição da concentração de cálcio livre, enquanto a acidose exer- 
ce efeito oposto, diminuindo a ligação às proteínas e aumentando os 
níveis de cálcio livre. Uma vez que o cálcio tenha se ligado às proteí- 
nas, sua concentração total também será alterada pela concentração 
das proteínas plasmáticas. 
Função. Além de sua importância evidente na mineralização do 
esqueleto, o cálcio desempenha um papel vital em processos fisiológi- 
cos básicos, como coagulação sanguínea, neurotransmissão, capacida- 
de de tamponamento plasmática, atividade enzimática e manutenção 
do tônus muscular normal, bem como da excitabilidade dos músculos 
esquelético e cardíaco. O cálcio também está envolvido na síntese glan- 
dular e na regulação das glândulas exócrinas e endócrinas, como tam- 
bém na preservação da integridade e da permeabilidade da membrana 
celular, particularmente em termos de troca de sódio e potássio. 

Nos EUA a maioria dos indivíduos adultos ingere com a dieta cerca 
de 15 a 20 mmol de cálcio/dia (600-800 mg/dia), em média, princi- 
palmente derivados do leite e de outros produtos consumidos diaria- 





Figura 15.1 4, Osso compacto, osso longo, corte transversal. Nesse homem de 
30 anos de idade, o osso compacto do córtex do fêmur apresenta-se contínuo e 
sólido, enquanto os espaços vasculares não estão totalmente visíveis. In vivo, a 
cavidade medular está preenchida com medula gordurosa. B, Osso esponjoso, 
corte longitudinal. O osso esponjoso apresenta arranjo em forma de placas 
verticais altamente perfuradas e interconectadas por delicados esteios horizontais 
(suportes). A maior parte de seu volume parece ser um espaço vazio, uma vez que 
a medula foi removida. 
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mente. A National Osteoporosis Foundation recomenda que todos os 
adultos tenham uma ingestão diária de pelo menos 1.200 mg de cálcio 
elemental obtidos por meio de dieta e de suplementos. Mulheres que 
estejam amamentando ou em fase pós-menopausa (sem terapia com 
estrógenos exógenos) devem ingerir ao menos 1.500 mg de cálcio/dia 
(Lewiecki, 2004). 

O cálcio é absorvido no duodeno e na porção superior do jejuno, via 
transporte ativo. Em adultos, menos da metade do cálcio proveniente 
da dieta é absorvível. Entretanto, a absorção dele aumenta durante os 
períodos de crescimento rápido das crianças, na gravidez e durante a 
lactação. Com o avanço da idade, a absorção de cálcio declina e seu 
maior estímulo é a vitamina D (ver adiante), sendo também aumen- 
tada por ação do hormônio do crescimento (GH), pelo meio acídico 
intestinal e pelo aumento da ingestão de proteínas dietéticas. A pro- 
porção cálcio/fósforo do conteúdo intestinal é igualmente importan- 
te, visto que uma proporção maior que 2:1 resulta na formação de 
fosfatos de cálcio insolúveis e tende a inibir a absorção de cálcio. O 
ácido fítico, derivado de vários cereais em grãos, também pode formar 
compostos insolúveis com o cálcio, do mesmo modo que o oxalato 
e os ácidos graxos presentes na dieta. Cortisol e conteúdo intestinal 
excessivamente alcalino inibema absorção de cálcio. 

As estimativas da excreção diária de cálcio através do suor variam 
bastante — 15 mg a mais de 100 mg. A perda pode exceder considera- 
velmente essa faixa em condições ambientais extremadas. A principal 
perda líquida de cálcio ocorre via excreção urinária, com uma varia- 
ção de 2,5 a 10 mmol/dia (100-200 mg/dia). Em indivíduos normais, 
amplas variações da ingestão de cálcio dietético exercem pouco efeito 
sobre o cálcio urinário. A excreção de cálcio pela urina é aumentada 
pela hipercalemia, deprivação de fosfato, acidose e glicocorticoides. 
O PTH, certos diuréticos e provavelmente a vitamina D diminuem a 
excreção urinária de cálcio. A fisiologia do cálcio, os hormônios que a 
regulam e a alteração da homeostasia envolvendo esse mineral foram 
extensivamente revisadas (Boden, 1990). 

Homeostasia do cálcio. A concentração de cálcio ionizado do LEC é 
mantida constante dentro de um faixa estreita de aproximadamente 
1,25 pmol/L (Fig. 15.2). Essa concentração é o principal determi- 
nante das influências hormonais que afetam os níveis de cálcio do 
LEC. Tais efeitos, em alguns casos, são produzidos em detrimento 
da integridade óssea. O ajuste da concentração de cálcio ionizado 
do LEC é realizado especialmente pela ação do PTH e da 1,25-di- 
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Figura 15.2 Homeostase do cálcio. As setas sólidas e as setas largas indicam os 
efeitos do aumento dos níveis séricos de cálcio; as setas tracejadas indicam efeitos 
negativos que reduzem os níveis séricos de cálcio. 


-hidroxivitamina D, ativa 1,25(OH),D3, enquanto a calcitonina 
desempenha um papel menor, ainda que significativo. Os princi- 
pais órgãos-alvo desses hormônios são os ossos, rins e intestinos. 
Quando a concentração de cálcio ionizado diminui, as glândulas 
paratireoides percebem a alteração através da proteína sensora de 
cálcio associada à membrana, e imediatamente secretam o PTH. 
Embora não exerça um efeito direto sobre os osteoclastos, o PTH 
estimula os osteoblastos e seus precursores a produzir o ligante do 
receptor ativador do fator nuclear KB (RANKL, receptor activator 
of nuclear factor KB ligand). Sendo um membro da superfamilia do 
fator de necrose tumoral (TNF, tumor necrosis factor), esse ligante 
ativa o receptor RANK expresso nos osteoclastos e seus precurso- 
res. Como consequência, há formação e ativação de osteoclastos, 
com o aumento da sobrevida dessas células por meio da supressão 
da apoptose (Hsu, 1999). Isso explica por que a formação e a reab- 
sorção ósseas estão acopladas à fisiologia óssea normal. À reabsorção 
da matriz óssea promove a liberação de cálcio e de fosfato no LEC. 
Ao mesmo tempo, o PTH também atua sobre os rins, estimulando 
o aumento da excreção urinária de fosfato e alguma reabsorção de 
cálcio no néfron distal, trazendo a concentração de cálcio ionizado 
de volta ao normal. Uma ação suficiente da 1,25(0H),D; parece ser 
essencial para que essas etapas funcionem adequadamente. O rim 
é quase exclusivamente responsável pela ativação da vitamina D 
(Kurokawa, 1999). É possível que a calcitonina participe do processo 
regulatório, embora sua importância nos seres humanos seja con- 
trovérsia. Outros hormônios que afetam o metabolismo do cálcio, 
ainda que suas secreções não sejam influenciadas por alterações dos 
níveis plasmáticos de cálcio e fosfato, incluem o hormônio da tireoi- 
de (TH), GH, glicocorticoides suprarrenais e esteroides gonadais. 


Técnicas analíticas 

As quantificações de cálcio total incluem o cálcio ligado a proteínas 
e o ionizado. Alternativamente, o cálcio ionizado pode ser quantifica- 
do de maneira isolada. É mais fácil realizar a quantificação de cálcio 
total no laboratório, porém o resultado obtido deve ser interpretado 
no contexto clínico. Por exemplo, pacientes com malignidades cos- 
tumam exibir hipoalbuminemia — uma condição que pode resultar 
em níveis de cálcio total falsamente baixos. Diante dessa situação, os 
níveis de cálcio total (expressos em mg/dl) podem ser corrigidos pela 
seguinte equação: 

Cálcio total (mg/dl) corrigido para hipoalbuminemia = cálcio total 

(quantificado) + | (albumina normal) — (albumina do paciente) x 0,8] 

Em geral, uma concentração de albumina igual a aproximadamente 
4,4 é utilizada como valor normal na fórmula mencionada. Esse valor 
corrigido representa uma avaliação mais acurada do status de cálcio do 
paciente. Como a albumina é a principal proteína ligadora de cálcio, 
sua variação é clinicamente significativa. Somente um pequeno per- 
centual de cálcio se liga a outras proteínas, como as gamaglobulinas. 
Assim, estados clínicos semelhantes à hipogamaglobulinemia provavel- 
mente não resultam em alterações drásticas dos níveis de cálcio total. 
Cálcio total e ionizado. Embora diversos procedimentos relacio- 
nados ao cálcio tenham sido descritos, somente três métodos são 
comumente empregados: (1) análise colorimétrica com indicadores 
metalocrômicos; (2) espectrometria de absorção atômica (EAA); e (3) 
potenciometria indireta. 

O cálcio total é mais amplamente determinado por espectrofotome- 
tria de complexos coloridos, em que várias colorações ou indicadores 
metalocrômicos se ligam ao cálcio. A complexona de ortocresolfta- 
leína (CPC, orthocresolphthalein complexone) e o arsenazo III são os 
indicadores mais amplamente utilizados. Em solução alcalina, a CPC 
reage com o cálcio e dá origem a uma cor vermelha, cuja intensidade 
é medida próximo a 580 nm. A interferência dos íons de magnésio 
é reduzida pela adição de 8-hidroxiquinolina. O arsenazo III reage 
com o cálcio e forma um complexo cálcio-indicador, que usualmente 
é quantificado próximo a 650 nm. O reagente estável apresenta alta 
especificidade pelo cálcio em pH levemente acídico. 

A EAA é o método de referência para a determinação dos níveis 
séricos de cálcio. Apesar de sua maior acurácia e precisão em com- 
paração a outros métodos, são escassos os laboratórios que continu- 
am usando esse método para a quantificação rotineira de cálcio total. 
Esse fato talvez seja observado porque os laboratórios que analisam 


um grande número de amostras contam com métodos automatiza- 
dos ainda indisponíveis para a EAA. Além disso, para tais laborató- 
rios, é difícil providenciar o nível de manutenção exigido pelos equi- 
pamentos de EAA. 

Na potenciometria, um eletrodo seletivo para cálcio analisa a amos- 
tra que, por sua vez, também é analisada contra um eletrodo seletivo 
para sódio, de modo que as concentrações de cálcio são proporcionais 
à diferença de potencial existente entre ambos os eletrodos. 

Instrumentos dotados de eletrodos com seletividade para cálcio for- 
necem determinações acuradas, precisas e automáticas do cálcio livre 
(ionizado). Os eletrodos seletivos para cálcio ionizado (ISEs, ion-selec- 
tive electrodes) consistem de uma membrana cálcio-seletiva contendo 
uma solução padrão interna de CaCl,, AgCl e outros íons, e um eletro- 
do de referência. 


Intervalo de referência 


Em adultos normais, o intervalo de referência para o cálcio total 
varia de 8,8 a 10,3 mg/dL (2,20-2,58 mmol/L). O soro é a amos- 
tra preferida para a quantificação de cálcio total, embora o plasma 
heparinizado também seja aceitável. Citrato, oxalato e EDTA (ácido 
etilenodiaminotetracético) provocam interferências nos métodos 
mais comumente empregados. Outros fatores que também parecem 
interferir nos métodos colorimétricos são hemólise, icterícia, lipemia, 
paraproteínas e magnésio. 

O intervalo de referência para o cálcio ionizado (livre), em adultos 
normais, é 4,6 a 5,3 mg/dL (1,16-1,32 mmol/L). Para a quantificação 
podem ser utilizadas amostras de sangue total, plasma heparinizado 
ou soro, mediante coleta em condições anaeróbicas e transporte no 
gelo. Esse material deve ser armazenado a 4ºC para evitar perda de 
CO, e glicólise, bem como para estabilizar o pH (considerando que 
as alterações de pH afetam a fração de cálcio ionizado). É importan- 
te utilizar técnicas corretas de coleta para garantir resultados de cál- 
cio ionizado acurados. Por exemplo, se um torniquete for aplicado 
por tempo prolongado demais, poderá acarretar a queda do pH no 
sítio de coleta e produzir uma falsa elevação dos níveis da molécula 
analisada. 

O intervalo de referência do cálcio urinário varia de acordo com a dieta. 
Indivíduos que consomem uma dieta regular excretam até 300 mg/dia 
(7,49 mmol/dia). As amostras de urina devem ser coletadas mediante a 
devida acidificação, para evitar a precipitação de sais de cálcio. 


Fósforo 

Fisiologia 

Distribuição. Em adultos normais, o conteúdo de fósforo total do 
organismo é aproximadamente igual a 700-800 g. Cerca de 80 a 85% 
faz parte da composição do esqueleto, enquanto os 15% restantes 
estão contidos no LEC, sob a forma de fosfato inorgânico, e no inte- 
rior das células dos tecidos moles, como fosfatos orgânicos (p. ex., 
fosfolipídios, ácidos nucleicos), principalmente hidroxiapatita e fos- 
fato de cálcio. 

No sangue, o fosfato orgânico é encontrado primariamente nos 
eritrócitos, sendo que a maioria do fosfato plasmático é inorgânica. 
Em torno de dois terços do fósforo sanguíneo é orgânico, enquanto 
apenas 3 a 4 mg/dL de um total de 12 mg/dL corresponde à forma 
inorgânica. No soro, o fosfato inorgânico está presente como anions 
de fosfato divalentes (HPO,?) e monovalentes (H,PO,), sendo 
que ambos constituem tampões importantes. A proporção H,PO,: 
HPO,” depende do pH e varia entre 1:1 (acidose), 1:4 (pH 7,4) e 1:9 
(alcalose). Aproximadamente 10% do fósforo sérico está ligado a pro- 
teínas; 35% formam complexos com sódio, cálcio e magnésio; e os 
55% restantes ocorrem na forma livre. Somente o fósforo inorgânico é 
quantificado na rotina clínica. 

Função. Além de seu papel no esqueleto, o fosfato é importante para as 
funções intra e extracelulares. O fosfato é um valioso componente de 
ácidos nucleicos, na medida em que tanto o DNA como o RNA repre- 
sentam fosfodiesterases complexas. Além disso, o fósforo faz parte de 
fosfolípideos e fosfoproteínas. Ele forma compostos altamente ener- 
géticos (ATP) e cofatores (NADP), e está envolvido no metabolismo 
intermediário e em vários sistemas enzimáticos (adenilato ciclase). O 
fósforo é essencial à contratilidade muscular normal, função neuroló- 
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bina (2,3-DPG). 

Homeostasia do fósforo. A maior parte do fosfato sanguíneo é 
proveniente da dieta, contudo, uma pequena quantidade deriva do 
metabolismo ósseo. O fósforo está presente em virtualmente todos 
os alimentos. Em adultos, a ingestão média a partir da dieta é de 
aproximadamente 800 a 1.400 mg, em sua maioria obtidos de ali- 
mentos ingeridos diariamente, cereais, ovos e carne. Cerca de 60 a 
80% do fosfato ingerido é absorvido no intestino, principalmente 
via transporte passivo. Entretanto, há também a participação de 
um processo ativo, que dependente de energia e é estimulado pela 
1,25(0H),D.,. O fósforo é livremente filtrado no glomérulo. Mais 
de 80% do fósforo filtrado é reabsorvido no túbulo proximal e uma 
pequena parcela, no túbulo distal. A reabsorção proximal se dá por 
transporte passivo acoplado ao sódio (cotransporte de Na-P), em 
um processo regulado principalmente pela ingestão de fósforo e pelo 
PTH. A restrição do fósforo aumenta a sua reabsorção, enquanto a 
ingestão a diminui. O PTH induz fosfatúria ao inibir o cotranspor- 
te de Na-P, em sua maior parte, no túbulo proximal. O hormônio 
se liga a receptores específicos existentes na membrana basolateral 
e, como resultado, desencadeia duas vias de ativação: a via da ade- 
nilato ciclase/AMP cíclico/proteína quinase A e a da fosfolipase C/ 
cálcio/proteína quinase C. As duas vias estão envolvidas na inibição 
do cotransporte de Na-P (Bellorin-Font, 1990). 

Enquanto o PTH abaixa os níveis séricos de fosfato, a administração 
de vitamina D e GH exerce efeito contrário. A vitamina D aumenta a 
absorção intestinal e a reabsorção renal de fósforo. O GH é o principal 
regulador do crescimento esquelético, sendo que sua presença na cir- 
culação sanguínea reduz a excreção renal de fosfatos e aumenta, assim, 
os níveis séricos dessa molécula. 


Técnicas analíticas 

Os métodos mais comumente utilizados para determinar o con- 
teúdo de fosfatos inorgânicos baseiam-se na reação do fosfato com 
molibdato de amônio, com consequente formação do complexo fos- 
fomolibdato. A quantificação direta por UV dos complexos incolores 
não reduzidos pela determinação da absorbância a 340 nm, conforme 
originalmente descrito por Daly e Ertinghausen em 1972, foi adaptada 
para ser realizada por analisadores mais automatizados. Como alter- 
nativa, o complexo fosfomolibdato pode ser reduzido por uma varie- 
dade de agentes (p. ex., ácido aminonaftossulfônico, ácido ascórbico, 
sulfato de metil-p-aminofenol, sulfato ferroso) para produzir azul de 
molibdênio, cuja intensidade é medida a 600-700 nm. A formação do 
complexo fosfomolibdato depende do pH e a taxa de sua formação é 
influenciada pela concentração proteica. As quantificações de comple- 
xos não reduzidos apresentam a vantagem de serem simples, rápidas e 
estáveis. Também foi descrito um método enzimático, em que o fósfo- 
ro passa por sucessivas reações enzimáticas catalisadas por glicogênio 
fosforilase, fosfoglicomutase e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD, 
glucose-6-phosphate dehydrogenase). O NADPH produzido pode ser 
quantificado por fluorometria ou espectrofotometria. A reação ocorre 
em pH neutro, de modo a permitir a quantificação de fósforo inorga- 
nico na presença de fosfato orgânico instável. 

E preferível utilizar amostras de soro porque a maioria dos anti- 
coagulantes, exceto a heparina, interfere nos resultados e conduz a 
valores falsamente baixos. Os níveis de fósforo são aumentados pelo 
armazenamento prolongado com as células à temperatura ambiente. 
Amostras hemolisadas são inaceitáveis, pois os eritrócitos contêm 
níveis elevados de ésteres orgânicos, que são hidrolisados a fosfato 
inorgânico durante o armazenamento e, assim, levam à detecção de 
níveis aumentados da molécula. 


Intervalo de referência 


Em adultos normais, os níveis séricos de fósforo variam entre 2,8 a 
4,5 mg/dL (0,89-1,44 mmol/L). Níveis elevados de fósforo ocorrem 
em crianças em fase de crescimento (4,0-7,0 mg/dL ou 1,29-2,26 
mmol/L). O fosfato sérico é melhor medido em amostras colhidas pela 
manhã, em jejum, devido a uma variação diurna, com níveis maiores 
à tarde e à noite e redução no soro fosfato após as refeições. Os níveis 
são influenciados por dietas, refeições e exercícios. 


Magnésio 

Fisiologia 

Distribuição. O magnésio ocupa o quarto lugar como cátion mais 
abundante no organismo, depois do cálcio, sódio e potássio. No meio 
intracelular, contudo, vem em segundo lugar como cátion mais pre- 
valente. Em adultos, o conteúdo de magnésio normal corporal é de 
aproximadamente 1.000 mmol ou 22,66 g, sendo que 50 a 60% desse 
total encontra-se nos ossos e o restante (40—50%), nos tecidos moles. 
Um terço do conteúdo de magnésio esquelético é passível de troca 
e provavelmente serve de reservatório para manter a concentração 
extracelular de magnésio em níveis normais. 

Somente 1% do conteúdo de magnésio corporal total (MCT) 
encontra-se no LEC. No soro cerca de 55% do magnésio está na forma 
ionizada ou livre (Mg”*), 30% associada a proteínas (principalmen- 
te, albumina) e 15% forma complexos com fosfato, citrato e outros 
ânions. Sua concentração no líquido intersticial é de aproximada- 
mente 0,5 mmol/L. No LCE, 55% do conteúdo de magnésio encon- 
tra-se na forma livre ou ionizada, enquanto os 45% restantes estão 
complexados a outros compostos (Elin, 1988). 

Em torno de 99% do MCT é encontrado na matriz óssea ou no meio 
intracelular. Cerca de 60% desse total encontra-se na matriz óssea e 
o restante está no músculo esquelético e nas células do sangue ou de 
outros tecidos. A concentração intracelular de magnésio é de aproxima- 
damente 1 a 3 mmol/L (2,4-7,3 mg/dL). No interior da célula, o mag- 
nésio está compartimentalizado e a grande maioria se liga a proteínas 
e moléculas negativamente carregadas. Cerca de 80% do magnésio 
presente no citosol está ligado a moléculas de ATP. Quantidades signi- 
ficativas de magnésio são encontradas no núcleo, mitocôndria e retícu- 
lo endoplasmático. A forma livre do magnésio representa 0,5 a 5% do 
conteúdo de magnésio celular total e constitui a fração que provavel- 
mente é importante como cofator para suporte à atividade enzimática. 
Função. O magnésio é essencial ao funcionamento de mais de 300 enzi- 
mas celulares, incluindo aquelas relacionadas à transferência de grupos 
fosfato, todas as reações que requerem ATP e cada uma das etapas rela- 
cionadas à replicação e transcrição do DNA, bem como à translação do 
mRNA. Esse cation também é necessário ao metabolismo energético 
celular e exerce papel importante na estabilização da membrana, con- 
dução nervosa, transporte de íons e atividade dos canais de cálcio. Além 
disso, a atuação do magnésio é essencial na manutenção da concentra- 
ção intracelular de potássio, por meio da regulação da movimentação 
do potássio por meio das membranas das células miocárdicas. Assim, a 
deficiência de magnésio pode resultar em uma variedade de anormali- 
dades metabólicas e consequências clínicas, incluindo anomalias refra- 
tárias envolvendo eletrólitos plasmáticos (em especial, a depressão dos 
níveis de potássio) e arritmias cardíacas, mais frequentemente observa- 
das após estresse (p. ex., uma cirurgia no coração) (Weisinger, 1998). 
Homeostasia do magnésio. O conteúdo de magnésio corporal total 
depende principalmente da absorção GI e da excreção renal. A sua 
ingestão dietética média flutua entre 300 a 350 mg/dia, sendo que 
a absorção intestinal é inversamente proporcional à quantidade 
ingerida. Os fatores controladores da absorção intestinal do magnésio 
ainda são pouco compreendidos. 

O rim é o principal órgão envolvido na regulação do magnésio. A 
excreção renal dessa molécula é de aproximadamente 120 a 140 mg/24 
horas, para um indivíduo com dieta normal. Em torno de 70 a 80% 
do magnésio plasmático é filtrado através da membrana glomerular. A 
reabsorção tubular de Mg** difere daquela dos demais ions, por causa 
do papel limitado do túbulo proximal e, também, porque 60 a 70% de 
sua reabsorção ocorre no ramo ascendente espesso da alça de Henle 
(Quamme, 1989). Os túbulos distais são os principais sítios de reab- 
sorção, ainda que apenas 10% do Mg” filtrado seja reabsorvido nesse 
local. Muitos fatores, tanto hormonais como não hormonais (p. ex., 
PTH, calcitonina, glucagon e vasopressina, além da restrição ao mag- 
nésio, alterações acidobásicas e depleção de potássio), influenciam a 
reabsorção na alça de Henle e também no túbulo distal. Entretanto, o 
principal agente regulador dessa reabsorção é a própria concentração 
plasmática de Mg**. Uma concentração de Mg”* aumentada inibe o 
transporte na alça, enquanto a diminuição da concentração estimu- 
la esse transporte, independentemente de haver ou não depleção de 
magnésio. Os mecanismos parecem ser regulados por um receptor 


Ca”*/Mg”-sensitivo, localizado na face capilar das células do ramo 
ascendente espesso da alça, as quais são sensíveis às alterações do con- 
teúdo de Mg”* (Quamme, 1997). Outros fatores que também podem 
ter algum papel na regulação do magnésio são a concentração de cál- 
cio e a taxa de reabsorção de cloreto de sódio. 

Na deficiência de magnésio, a diminuição dos níveis séricos dessa 
molécula leva à redução de sua excreção urinária. Posteriormente, os 
estoques ósseos de magnésio são afetados, à medida que se desenvol- 
ve o processo de equilíbrio envolvendo tais estoques, no decorrer de 
várias semanas. 

Uma vez que o soro é composto por cerca de apenas 1% de todo o 
conteúdo de magnésio corporal, é possível que os níveis séricos não 
reflitam acuradamente os estoques totais. Em geral, níveis séricos 
reduzidos indicam deficiência, enquanto níveis elevados de magnésio 
no soro indicam estoques adequados. Entretanto, o resultado mais 
comum — níveis normais — deve ser interpretado com cautela, pois não 
exclui a possibilidade de uma deficiência subjacente. Costuma-se con- 
siderar que a avaliação mais acurada do status do magnésio é o teste de 
sobrecarga, em que o magnésio é administrado por via endovenosa. 
Indivíduos com deficiência de magnésio retêm uma proporção maior 
da carga e apresentam menor excreção urinária em comparação com 
os indivíduos normais (Papazachariou, 2000). Contudo, esse teste não 
é comumente realizado por ser difícil administrá-lo. 


Técnicas analíticas 

Magnésio total. Comparado ao plasma, o soro é preferível para a 
quantificação de magnésio, porque os anticoagulantes interferem 
na maioria dos procedimentos. Os níveis séricos de magnésio usual- 
mente são medidos por fotometria. O método de referência para a 
determinação do conteúdo de magnésio total é a EAA. A maioria dos 
laboratórios clínicos utiliza um método fotométrico acoplado a um 
analisador automático. Tais métodos empregam colorações ou indica- 
dores metalocrômicos que mudam de cor mediante a ligação seletiva 
com o magnésio presente na amostra. Alguns dos cromóforos utiliza- 
dos são calmagita, azul de metiltimol, formazanas e magon. No méto- 
do fotométrico da calmagita, um dos mais comumente utilizados, a 
calmagita forma um complexo colorido com o magnésio em solução 
alcalina. Esse complexo permanece estável por mais de 30 minutos e 
sua absorbância a 520 nm é diretamente proporcional à concentração 
de magnésio presente na alíquota da amostra. 

Magnésio ionizado (livre) 

O conteúdo de magnésio ionizado pode ser quantificado por ISEs, 
que foram incorporados a vários analisadores clínicos comercialmente 
disponíveis (Huijgen, 1999). Os ISEs utilizam ionóforos transportado- 
res neutros com seletividade para Mg**. Todavia, além do Mg**, esses 
ISEs também quantificam Ca** e, portanto, requerem uma correção 
quimiométrica para o cálculo da verdadeira concentração de magné- 
sio livre da amostra. Estudos demonstraram a existência de diferen- 
ças significativas de quantificação de magnésio ionizado realizada 
com analisadores distintos, as quais foram atribuídas à interferência 
do cálcio livre existente na amostra, bem como a um grau insuficiente 
de especificidade e à falta de padronização dos calibradores (Hristova, 
1995; Cecco, 1997). A introdução de novos aprimoramentos à meto- 
dologia que emprega ISEs para quantificação de magnésio ionizado 
irá melhorar seu desempenho e aumentar o leque de determinações de 
Mẹ” disponíveis no laboratório clínico. 

Assim como ocorre com o cálcio, as quantificações de magnésio 
ionizado são afetadas pelo pH. A taxa de variação das medidas de 
magnésio ionizado não é tão significativa quanto a que está associa- 
da às determinações de cálcio ionizado. As alterações do conteúdo de 
magnésio em relação às alterações de pH são muito semelhantes às do 
conteúdo de cálcio ionizado, ainda que não tão bem caracterizadas. 
Os níveis de magnésio ionizado diminuem com a elevação do pH, mas 
aumentam com a queda do pH (Wang, 2002). 


Intervalo de referência 

Em adultos normais, o intervalo de referência para o conteúdo séri- 
co de magnésio total varia de 0,75 a 0,95 mmol/L (1,7-2,2 mg/dL ou 
1,5-1,9 mEq/L). Aparentemente não ocorrem diferenças relacionadas 
ao sexo e à idade. O conteúdo de magnésio dos eritrócitos é cerca de 
três vezes o conteúdo sérico. A concentração de magnésio no LEC é 


igual a 2-2,7 mg/dL (1-1,4 mmol/L). O intervalo de referência para o 
magnésio ionizado depende do analisador utilizado em sua quantifica- 
ção e varia de 0,44 a 0,60 mmol/L (Hristova, 1995). 


Hormônios reguladores do metabolismo mineral 


Os três principais hormônios reguladores do metabolismo mine- 
ral e ósseo são o PTH, a 1,25-di-hidroxivitamina D [1,25(OH),D,] e 
a calcitonina. O PTH e a 1,25(0H),D; são os principais hormônios 
efetores, enquanto a calcitonina exerce papel menos proeminente 
no ciclo que mantém o metabolismo mineral. Além disso, os efeitos 
metabólicos da calcitonina ainda não são bem conhecidos. 


Paratormônio 

Fisiologia 

Síntese. O PTH é sintetizado e secretado pelas células principais da 
glândula paratireoide. O PTH intacto é constituído por uma cadeia 
única de polipeptídeos, composta por 84 aminoácidos, cuja massa 
molecular é igual a 9.500 Da, que deriva de um precursor maior — o 
pré-pró-PTH — que é formado por 115 aminoácidos. Esse precursor 
sofre duas clivagens sucessivas em suas sequências aminoterminais. 
Um precursor intermediário (pró-PTH) é produzido na primeira cli- 
vagem e, na segunda, o próprio PTH é produzido. Qualquer molécula 
de pró-PTH que atinja a circulação sanguínea é imediatamente con- 
vertida em PTH e em outros produtos. 

Secreção. Múltiplos fatores controlam a liberação do PTH a partir das 
glândulas paratireoides, contudo, apenas alguns poucos sabidamente 
possuem importância fisiológica. A secreção de PTH é regulada pelo 
cálcio ionizado, em uma escala temporal de segundos, e representa uma 
alça de retroalimentação (feedback) negativa simples. Sinais extracelu- 
lares são detectados por um receptor sensível ao cálcio, localizado na 
membrana plasmática das células da glândula paratireoide. A estimu- 
lação desse receptor causa supressão da secreção de PTH, ao ativar o 
receptor e desencadear uma via de sinalização intracelular (inositol tri- 
fosfato e diacilglicerol). Esse receptor está presente nas glândulas para- 
tireoides, nas células secretoras de calcitonina da tireoide, no cérebro 
e nos rins. Trata-se de um receptor acoplado à proteína G e, quando 
mutado, é encontrado nos distúrbios de hipercalcemia hipocalciúrica 
familiar, hiperparatireoidismo neonatal severo e hipocalcemia autossô- 
mica dominante (Mundy, 1999). 

Também foi demonstrado que o magnésio ionizado influencia a 
secreção de PTH. Pacientes hipocalcêmicos que apresentam baixos 
níveis séricos de magnésio frequentemente necessitam da administra- 
ção de magnésio para elevação dos níveis séricos de PTH, antes da res- 
tauração dos níveis de cálcio a valores satisfatórios. Uma hipomagnese- 
mia severa crônica, como a observada no alcoolismo, foi associada ao 
comprometimento da secreção do PTH, enquanto a diminuição aguda 
da concentração sérica de magnésio pode levar ao aumento dos níveis 
de PTH. 

Outros fatores controladores do PTH incluem a ação reguladora 

da vitamina D e do cálcio extracelular sobre a transcrição genética do 
hormônio e a massa de células principais da paratireoide. A 1,25-di- 
hidroxivitamina D, promove a supressão crônica da síntese de PTH 
ao interagir com os receptores da vitamina existentes na glândula 
paratireoide. 
Função. A função fisiológica primária do PTH é manter constante a 
concentração de cálcio ionizado do LEC. Para tanto, atuam os seguin- 
tes mecanismos: (1) estimulação da reabsorção óssea osteoclástica 
e liberação de cálcio e fosfato a partir dos ossos; (2) estimulação da 
reabsorção de cálcio e inibição da reabsorção de fosfato nos túbulos 
renais; e (3) estimulação da produção renal de 1,25(0H),D», resultan- 
do o aumento da absorção intestinal de cálcio e fosfato. A região ami- 
noterminal da molécula de PTH se liga ao receptor do hormônio, que 
modula a adenilato ciclase e a fosfolipase C. Mutações ativadoras desse 
receptor podem causar a hipercalcemia e a desorganização epifisária 
observadas na condrodisplasia de Jansen (Bastepe, 2004). 

O efeito das ações do PTH sobre os ossos, rins e, indiretamente, sobre 
o intestino incluem elevação das concentrações séricas de cálcio total e 
cálcio ionizado, bem como a diminuição dos níveis séricos de fosfato. 
Os seus efeitos imediatos sobre o rim são aumentar o fluxo plasmático 
renal e causar a diurese. No túbulo contornado distal, promove o 
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aumento da reabsorção de cálcio e de cloreto em troca da excreção 
urinária de fosfato. Tais efeitos são mediados pela ativação da adenila- 
to ciclase renal. Como resultado, ocorre o aumento das concentrações 
urinárias de monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) e de fosfato, 
com uma discreta acidose hiperclorêmica secundária. Quando não há 
doença, o aumento dos níveis séricos de cálcio reduz a secreção de PTH 
pela alça de retroalimentação negativa, mantendo, assim, a homeostasia 
do cálcio. Se a alça de retroalimentação negativa for interrompida em 
decorrência de uma anomalia funcional da glândula paratireoide que 
seja suficiente para elevar anormalmente os níveis de cálcio, a capacida- 
de dos túbulos distais de reabsorver cálcio é excedida e instala-se uma 
hipercalcinúria. 

Heterogeneidade. O metabolismo do PTH é complexo e produz 
vários fragmentos com reatividade biológica e imunológica variável. O 
PTH intacto constitui a forma biologicamente ativa e a sua meia-vida 
na circulação é inferior a 4 minutos. O rim e o fígado eliminam rapi- 
damente o PTH intacto. No fígado, a molécula intacta de PTH é que- 
brada em pequenos fragmentos e peptídeos menores que são liberados 
na circulação. Os fragmentos inativos que contêm a região carboxiter- 
minal permanecem circulantes por mais tempo que a molécula intacta 
do hormônio, principalmente por serem eliminados exclusivamente 
através da filtração glomerular (Mundy, 1999). 


Técnicas analíticas 

Historicamente, os imunoensaios para PTH foram desenvolvidos 
para quantificar as regiões intermediária, N-terminal e C-terminal da 
molécula do hormônio. Entretanto, esses ensaios apresentavam reação 
cruzada com sequências de aminoácidos encontradas tanto na região 
intermediária como nos fragmentos carboxil da molécula intacta e 
quantificavam majoritariamente os fragmentos inativos, uma vez que a 
concentração desses era maior que a de moléculas intactas. Como o rim 
elimina fragmentos de PTH, os resultados fornecidos por tais ensaios 
era de difícil interpretação, especialmente no caso de pacientes com fun- 
ção renal comprometida. Os níveis de PTH intacto são determinados 
pelos ensaios imunométricos (sanduíche) não competitivos. Dependendo 
do tipo de sistema de detecção utilizado, essas análises podem ser clas- 
sificadas em: imunorradiométricos (IRMA), quando marcadores radio- 
ativos são empregados, e imunoquimioluminométricos, quando utilizam 
compostos quimioluminescentes para marcação. A maioria dos siste- 
mas automatizados emprega ensaios imunoquimioluminométricos. 
Essas análises imunométricas apresentam diversas vantagens em rela- 
ção aos ensaios mais antigos: (1) maior sensibilidade e especificidade 
proporcionadas pelo uso de anticorpos em uma sequência-específica 
e purificada por afinidade; (2) análise de uma faixa de concentração 
mais ampla; (3) tempo de incubação reduzido; e (4) dispensam o uso de 
compostos radioativos. 


Intervalo de referência 


Em adultos normais, o intervalo de referência para PTH intacto é 
10 a 65 pg/mL (ng/L), quando se utiliza um método imunométrico 
de dois sítios. Estudos demonstraram que a molécula intacta de PTH 
é secretada de modo episódico ou pulsátil, segundo um ciclo circadia- 
no geral caracterizado pela elevação noturna de seus níveis. O soro é 
a melhor fonte de amostras para a quantificação da concentração de 
PTH. O armazenamento prolongado das alíquotas de amostra pode 
levar à detecção de concentrações falsamente reduzidas. 


PTH biointacto 


Fisiologia 

Os testes tradicionais para PTH intacto detectam e quantificam 
tanto a molécula biologicamente intacta de 84 aminoácidos (1-84), 
como os metabólitos minimamente ativos ou inativos do hormônio. 
Lembre-se de que a molécula intacta e biologicamente ativa do PTH é 
clivada em questão de minutos e rende muitos metabólitos que apre- 
sentam meia-vida mais longa e concentração bem maior na circulação 
em determinado momento. Um desses produtos de clivagem, o frag- 
mento 7-84 da quebra do PTH, é um antagonista fraco da atividade 
do hormônio e pode realmente diminuir os níveis séricos de cálcio 
do paciente. Por isso, é importante distinguir a molécula intacta de 
PTH dos produtos de sua quebra no caso de pacientes que apresentam 


insuficiência renal crônica (Brossard, 2000). Em pacientes urêmicos, 
observa-se um acúmulo de metabólitos, incluindo o fragmento 7-84, 
em decorrência da diminuição da depuração renal. Esse acúmulo pode 
dar a impressão de aumento dos níveis de PTH (Quarles, 1992). 

Avanços recentes disponibilizaram um teste que detecta apenas 
a forma biologicamente ativa (intacta) do PTH. Esse teste de ter- 
ceira geração elimina as interferências causadas pelos metabóli- 
tos e tem grande utilidade clínica para pacientes com função renal 
comprometida. O teste para PTH biointacto quantifica especifica- 
mente a molécula (1-84), empregando um ensaio quimiolumines- 
cente de dois sítios. Em comparação aos testes de segunda geração 
para PTH intacto ativo, essa análise apresenta especificidade muito 
maior, porém o seu custo e a sua disponibilidade a tornam um teste 
de segunda linha utilizado principalmente no acompanhamento do 
status metabólico ósseo de pacientes com insuficiência renal. 

As faixas normais adotadas para esse teste mostram uma variação 
sazonal, parcialmente devida aos reduzidos níveis de 25(OH)D obser- 
vados na população sadia durante o inverno. Os valores normais para 
esse teste oscilam entre 8 a 50 pg/mL (Nichols Advantage, 2004). 


PTH intraoperatório 

Historicamente, a cirurgia da paratireoide consiste em uma explora- 
ção cervical bilateral, que tenta identificar as glândulas dilatadas. Nos 
últimos anos, a prática clínica tem se afastado desse procedimento tão 
oneroso e invasivo que frequentemente requer a internação do pacien- 
te de um dia para o outro, para realização de uma paratireoidectomia 
minimamente invasiva com ou sem utilização de uma sonda gama 
portátil. Esse procedimento consiste na administração pré-operatória 
de tecnécio-99m sestamibi, 2 horas antes da realização de uma var- 
redura da paratireoide. O adenoma da glândula paratireoide, com o 
característico aumento do número de mitocôndrias citoplasmáticas, 
absorve seletivamente grandes quantidades dessa substância radio- 
ativa que, então, possibilita a identificação do(s) adenoma(s) com 
auxílio de uma sonda gama portátil. Esse método de identificação de 
glândulas aumentadas permite a remoção somente da glândula parati- 
reoide hiperfuncional em casos de adenoma de paratireoide. Os casos 
de hiperplasia de paratireoide ainda requerem exploração cervical 
bilateral. Dependendo do tamanho das glândulas dilatadas, pode ou 
não ser possível identificá-las na varredura pré-operatória (Goldstein, 
2000; Sofferman, 1998; Sokoll, 2000). 

Uma vez identificada a glândula paratireoide hiperfuncional na var- 
redura com sestamibi, constatando-se o envolvimento de apenas uma 
das glândulas, o paciente é conduzido à sala de cirurgias para a reali- 
zação de uma paratireoidectomia minimamente invasiva. Essa abor- 
dagem tem reduzido os custos cirúrgicos e hospitalares, bem como o 
tempo de internação (Goldstein, 1991). 

Antes do início da operação, os valores basais de PTH são determi- 
nados. Após a incisão, a dissecação da glândula paratireoide radioativa- 
mente marcada é conduzida com o auxílio de uma sonda gama. Uma 
vez identificada, a glândula é removida e, após a remoção, o cirurgião 
deve aguardar cerca de 10 a 20 minutos para, então, obter os valores de 
PTH pós-remoção da paratireoide. Esses valores devem ser 50 a 75% 
menores do que aqueles obtidos no pré-operatório (ou devem apresen- 
tar uma tendência “significativa” à normalidade) de pacientes com níveis 
de PTH acentuadamente elevados antes da operação. A queda da con- 
centração de PTH garante ao cirurgião que a glândula adenomatosa foi 
removida. Caso não seja observada nem mesmo uma redução mínima 
dos níveis de PTH em relação aos valores pré-operatórios, o cirurgião é 
obrigado a retomar a exploração cervical à procura de outras glândulas 
anormais. Em tais circunstâncias o processo subjacente sugerido pode 
ser tanto a presença de adenomas múltiplos como hiperplasia. O teste 
intraoperatório para PTH é recomendado para pacientes submetidos a 
cirurgias para tratamento de hiperparatireoidismo primário, hiperpara- 
tireoidismo reativado e pré-cirurgia para a localização venosa/tumoral 
na sala de angiografia (Sokoll, 2004). 


Técnicas analíticas 

A técnica intraoperatória para PTH usualmente requer que o sangue 
seja coletado em tubo contendo EDTA (plasma) ou em tubo de coleta 
com tampa vermelha (soro). A amostra é mantida a baixas temperaturas 
para minimizar quebras e, em seguida, submetida a um rápido teste de 


detecção PTH. Os ensaios imunoquimioluminométricos fornecem 
resultados rapidamente em decorrência da modificação de alguns para- 
metros do teste-padrão. Especificamente, aumenta-se a temperatura de 
incubação, o sistema da reação é mantido sob agitação contínua e são 
introduzidas alterações na amostra e no volume dos reagentes para ace- 
lerar as reações antígeno-anticorpo. O resultado final é um teste mais 
rápido, ainda que mais caro, menos sensível e mais impreciso do que o 
ensaio padrão. Essas análises apresentam boa correlação com os testes 
padrão e são absolutamente aceitáveis para medir quedas significativas 
da concentração de PTH no decorrer da cirurgia. 


Peptídeo relacionado ao paratormônio 
Fisiologia 

O peptídeo relacionado ao paratormônio (PTH-rP, parathyroid 
hormone related peptide) foi descoberto em tumores derivados do pul- 
mão, mama, rim e outros tecidos sólidos. Desde então, tem sido descri- 
to como um hormônio de atuação parácrina e autócrina. O PTH-rP é 
composto por 141 aminoácidos e mostra considerável homologia com 
o PTH nos 13 primeiros aminoácidos. É produto de um grande gene 
localizado no cromossomo 12, o qual é singênico ao gene do PTH, 
localizado no cromossomo 11. Esse peptídeo compartilha o mesmo 
receptor com o PTH. As suas ações incluem a ligação e ativação do 
receptor do PTH, consequentemente simulando os efeitos biológi- 
cos do hormônio sobre o osso, rim e intestino. Assim como o PTH, o 
PTH-rP aumenta a reabsorção óssea ao estimular os osteoclastos, além 
de promover a reabsorção tubular renal de cálcio. Como efeito líquido 
há elevação dos níveis séricos de cálcio. Atualmente, é bem sabido que 
o PTH-rP é produzido por aproximadamente 50% das células de cân- 
cer de mama, e a sua produção pode ser aumentada por fatores deriva- 
dos dos ossos, como o fator transformador do crescimento-B (TGF-B, 
transforming growth factor-B (Yin, 1999). Outros tumores malignos 
também fabricam esse peptídeo. O PTH-rP tem sido implicado como 
agente responsável pela hipercalcemia humoral em pacientes com 
malignidades. 

A elevação dos níveis de PTH-rP foi observada em 50 a 90% dos 
pacientes que apresentam hipercalcemia associada à malignidade. O 
aumento da concentração do peptídeo é igualmente detectado em casos 
de carcinoma de células escamosas do pulmão, esôfago, cérvix e pele, 
além de outras malignidades (p. ex., carcinomas de células da ilhota, 
linfomas de células B e T, mieloma múltiplo). Os níveis de PTH-rP são 
normais em pacientes com hiperparatireoidismo primário, hipoparati- 
reoidismo, insuficiência renal crônica e outras condições que envolvam 
hipercalcemia. 

Algumas hiperplasias benignas também podem fabricar esse pep- 
tídeo, tais como hipertrofia massiva da glândula mamária, tumores 
secretores de VIP, feocromocitomas e alterações da mama associadas 
à lactação (Strewler, 1997). 

Um estudo recente demonstrou que o PTH-rP apresenta potencial 
terapêutico para o tratamento da osteoporose pós-menopáusica; o 
PTH-rP aumentou a densidade mineral óssea em cerca de 5% — uma 
taxa de excede os ganhos proporcionados pelas abordagens terapêuti- 
cas atualmente em uso (Horwitz, 2003). 


Técnica analítica e intervalo de referência 

O PTH-rP é quantificado através de um ensaio imumétrico (usual- 
mente, IRMA), em que anticorpos específicos para diferentes sequências 
da molécula de PTH-rP são empregados como anticorpos de captura e 
anticorpos sinalizadores marcados com isótopo radioativos. O limite 
de detecção desses ensaios varia entre 0,1 a 1 pmol/L (Endres, 1999). 
O intervalo de referência para o PTH-rP depende do método utilizado. 
Em indivíduos normais, a faixa de concentração do peptídeo varia de 
níveis indetectáveis até 2 pmol/L, enquanto os pacientes com hipercal- 
cemia humoral secundária à malignidade apresentam uma concentra- 
ção média de peptídeo igual a 22,2 pmol/L. 


Calcitonina 

Fisiologia 

Síntese e metabolismo. A calcitonina é sintetizada e secretada pelas 
células C especializadas (células parafoliculares) da glândula tireoide, 
podendo atuar nos ossos, rins e trato GI. A calcitonina imunorreativa é 
derivada de um precursor maior, enquanto a forma monomérica cons- 


titui a única entidade biologicamente ativa. O monômero da calcitoni- 
na é um peptídeo composto por 32 aminoácidos, cuja massa molecular 
vale 3.500 Da. A concentração de cálcio ionizado é o fator regulador 
mais importante da secreção de sua secreção. Elevações da concentração 
de cálcio ionizado conduzem ao aumento da secreção de calcitonina. 
Outros potentes secretagogos são o peptídeo Gl e a gastrina, em parti- 
cular (Care, 1971). Esse último pode explicar a ocorrência de um discre- 
to aumento pós-prandial dos níveis de calcitonina. 

O receptor da calcitonina é estruturalmente similar aos receptores 

de PTH/PTH-rP e de secretinas. Apresenta várias isoformas e sua 
expressão parece ser influenciada pelas concentrações ambientais da 
própria calcitonina (Mundy, 1999). A calcitonina é metabolizada em 
questão de minutos depois da secreção, principalmente no rim. 
Papel fisiológico e uso clínico. Embora a calcitonina seja considera- 
da o principal fator regulador do cálcio, por causa de suas proprie- 
dades depressoras de cálcio e fósforo, o seu papel fisiológico preciso 
ainda necessita ser esclarecido. Ela inibe diretamente a reabsorção 
óssea osteoclástica ao se ligar aos osteoclastos, sendo que o efeito dessa 
ligação é observado minutos após a sua administração. A inibição é 
passageira e provavelmente tem papel irrelevante na homeostase geral 
do cálcio, embora possa ser importante no controle a curto prazo das 
cargas dessa molécula. A calcitonina também inibe a ação do PTH 
e da vitamina D. Enquanto alguns estudos clínicos sugerem que os 
níveis séricos de cálcio aparentemente não são afetados em pacientes 
submetidos à tireoidectomia, há outros estudos demonstrando que 
um carcinoma medular de tireoide e o excesso de calcitonina podem 
causar uma acentuada hipocalcemia. No rim, a calcitonina aumenta a 
depuração de cálcio e fosfato. No trato GI, os mecanismos por trás de 
sua ação ainda precisam ser elucidados. 

Além da avaliação da calcitonina em circunstâncias de anomalias 
ósseas, os testes para detecção desse peptídeo constituem suplemento 
importante à avaliação do paciente com doença nodular da tireoide, 
sendo frequentemente realizados na esperança de identificar pacientes 
que apresentem carcinoma medular da tireoide ainda em estágio ini- 
cial, o qual pode ser observado em casos de MEN II (multiple endocrine 
neoplasia, type II — neoplasia endócrina múltipla de tipo II). Nas 
ocorrências de carcinoma medular da tireoide, o sucesso terapêutico 
depende da identificação precoce da doença. Elevações discretas dos 
níveis de calcitonina com subsequente exploração cirúrgica da tireoi- 
de permitem a identificação dessa lesão ainda no estágio inicial (não 
palpável) de seu desenvolvimento. É bem sabido que a eficácia tera- 
pêutica é insatisfatória nos casos em que são identificados tumores 
bem desenvolvidos, palpáveis, quando muitos pacientes já apresentam 
a forma metastática da doença (Rieu, 1995; Horvit, 1997). 

As aplicações terapêuticas da calcitonina têm sido exploradas e 
incluem seu uso no tratamento da osteoporose e da doença de Paget. 
Nesse último caso, os estágios iniciais da doença são caracterizados 
pelo aumento da reabsorção óssea. 


Técnica analítica e intervalo de referência 

No passado, os níveis séricos de calcitonina eram quantificados 
primariamente por radioimunoensaio (RIA). Contudo, diferenças 
relativas à especificidade e sensibilidade do teste, matriz e efeitos soro- 
lógicos inespecíficos, além da heterogeneidade da calcitonina circulan- 
te contribuiam para a obtenção de resultados contraditórios e valores 
de referência discrepantes referentes ao hormônio. Atualmente, estão 
disponíveis inúmeros testes altamente sensíveis (limite de detecção 
mínimo de até 2 pg/mL), empregando métodos imunométricos de 
dois sítios (eletroimunoensaios [EIAs] e ensaios imunorradiométri- 
cos [IRMAs)) para a detecção da calcitonina sérica. Esses testes são 
considerados o modo mais confiável para quantificar os níveis séricos 
de calcitonina. 

Em adultos normais, o intervalo de referência para a calcitonina sérica 
é abaixo de 25 pg/mL para homens, e abaixo de 20 pg/mL para mulheres. 
Sexo, idade, crescimento, gravidez, lactação e ingestão de alimentos são 
fatores cujos efeitos sobre os níveis do peptídeo têm sido demonstrados. 


Vitamina D e metabólitos 

Fisiologia 

Síntese e metabolismo. O hormônio esteroide 1,25(0H),D,; é o maior 
metabólito com atividade biológica da família de esteróis da vitamina 
D. O precursor dessa vitamina (colecalciferol ou vitamina D,) tanto 
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7-desidrocolesterol (pró-vitamina D;) mediante exposição à luz solar. 
Nenhuma dessas formas de vitamina D possui atividade biológica sig- 
nificativa. Ambas precisam ser metabolizadas para se transformar na 
forma ativa hormonal. Essa ativação se dá em duas etapas, sendo que 
a primeira ocorre no figado e a segunda, nos rins. O colecalciferol se 
liga a uma globulina-q, específica e é transportado para o fígado. Neste, 
a vitamina D é hidroxilada para produzir 25-hidroxivitamina D (calci- 
diol), um metabólito com atividade biológica limitada. Uma vez que a 
regulação hepática dessa etapa é fraca, os níveis circulantes de 25-hidro- 
xivitamina D refletem a quantidade de vitamina D, tanto ingerida como 
sintetizada na pele. Em seguida, a 25-hidroxivitamina D se liga à proteí- 
na ligadora de vitamina D e é transportada para o rim, onde sobre nova 
hidroxilação por ação da 1-a-hidroxilase, nas mitocôndrias das células 
tubulares proximais. Como resultado, há formação de 1,25(0H),D, 
(calcitriol). A hidroxilação renal da 25-hidroxivitamina D é o principal 
ponto de controle do metabolismo da vitamina D, em uma etapa regu- 
lada pelos níveis séricos de fosfato, cálcio e PTH circulante. O PTH e a 
depleção de fosfato atuam de modo independente, induzindo atividade 
de 1-a-hidroxilase para aumentar a produção de 1,25(0H),D.. O PTH 
parece ser um estímulo mais potente para esse efeito. Níveis sanguíne- 
os de cálcio diminuídos estimulam as glândulas paratireoides a secretar 
PTH. Este, por sua vez, aumenta a produção de 1,25(0H),D; nos túbu- 
los proximais renais. Contrariamente, uma elevação dos níveis de cál- 
cio no sague inibe a secreção de PTH. Como resultado, a produção de 
1,25(0H),D, é reduzida. Os únicos sítios extrarrenais que também são 
importantes para a produção da 1,25(0H),D, são a placenta e o teci- 
do granulomatoso. Nos seres humanos, a meia-vida da 1,25(0H),D, 
na circulação é aproximadamente 5 horas. À vitamina é excretada sob 
a forma de metabólitos urinários e fecais (Mundy, 1999). Vários outros 
metabólitos da vitamina D são produzidos no rim, e foi demonstrado 
que a maioria deles é biologicamente inerte. De todos esse metabólitos, 
o mais notável é a 24,25-hidroxivitamina D,, que é produzida por ação 
da enzima 24-ot-hidroxilase nos rins. Essa enzima é ativada quando os 
níveis de PTH estão baixos ou diante da elevação dos níveis de fosfato 
inorgânico (Fig. 15.3). 

Papel fisiológico. A 1,25(0H),D; ligada à proteína ligadora de vita- 
mina D é transportada até o intestino, onde a forma livre é captada 
pelas células e transportada até um receptor proteico nuclear espe- 
cífico. Embora o receptor se ligue a várias formas de vitamina D, sua 
afinidade pela 1,25-di-hidroxivitamina D, é aproximadamente 1.000 
vezes maior que sua afinidade pela 25-di-hidroxivitamina D,. É essa 
afinidade que explica por que a 1,25-di-hidroxivitamina D, é a que tem 
maior atividade biológica. Em consequência dessa interação no intesti- 
no, a proteína ligadora de cálcio é sintetizada. Nos ossos, há produção 
de osteocalcina, osteopontina e fosfatase alcalina. No intestino, o efei- 
to líquido da 1,25(0H),D; consiste no transporte de cálcio e fosfato a 
partir do lúmen do intestino delgado para a circulação, por meio da 
estimulação da expressão de proteínas transportadoras de cálcio. Desse 
modo, as concentrações plasmáticas de cálcio e fosfato aumentam. 
Também aumenta a reabsorção óssea e são intensificados os efeitos do 
PTH sobre o néfron, no sentido de promover a reabsorção de cálcio 
nos túbulos renais. A 1,25(0H),D, é um poderoso agente diferencia- 
dor de precursores de osteoclastos comprometidos, provocando a sua 
maturação para formação de células multinucleadas que são capazes 
de realizar a reabsorção óssea. Tais vias permitem que a 1,25(0H),D, 
disponibilize um suprimento de cálcio e fosfato nas superfícies ósseas 
para a formação de ossos mineralizados normais (Mundy, 1999). 

A demonstração de que os sítios de ação da 1,25(0H),D; não se 
limitam a seus tecidos-alvo — intestino, ossos e rim — expandiu a fun- 
ção terapêutica da vitamina D. A administração do hormônio vitami- 
na D mostrou-se efetiva no monitoramento terapêutico e na preven- 
ção das formas de osteoporose pós-menopáusica e associada à idade. 
Há evidências de que, além de suas propriedades calciotrópicas, a vita- 
mina D também pode ser um hormônio do desenvolvimento. 


Técnicas analíticas 

Entre os mais de 35 metabólitos das vitaminas D, e D, apenas a 
quantificação de 25(OH)D e 1,25(0H),D tem importância clínica. A 
25(OH)D é um marcador melhor do que a vitamina D na avaliação 
do status dessa vitamina, por causa do maior tempo de meia-vida (2-3 
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Figura 15.3 Vias de síntese de vitamina D e seus efeitos sobre órgãos terminais. As 


setas verdes largas indicam aumentos dos níveis de cálcio e fosfato induzidos pela 
vitamina D (di-hidroxicolecalciferol). 





semanas versus 5-8 horas, respectivamente) (Papapoulos, 1982), da 
flutuação mais limitada diante da exposição à luz solar e da ingestão 
dietética, pela maior concentração e facilidade para a quantificação. A 
determinação de 1,25(0H),D, é útil na detecção de certos estados de 
produção hormonal inadequada ou excessiva na avaliação de hipercal- 
cemia, hipercalciúria e hipocalcemia, bem como em distúrbios ósseos e 
minerais. Como ambas as vitaminas, D, e D;, são metabolizadas a com- 
postos de atividades biológicas semelhantes — porém distintas —, para o 
propósito da clínica, os testes devem quantificar 25(OH)D, e 25(0H) 
D, ou 1,25(0H),D; e 1,25(0H),D;, respectivamente. No momento, a 
maioria dos testes destinados aos metabólitos da vitamina D emprega 
radioimunoensaio ou imunoensaio de quimioluminescência. 


Intervalo de referência 

O intervalo de referência para a 25(OH)D presente no soro é aproxi- 
madamente 10 a 50 ng/mL (25-125 nmol/L). Para a 1,25(0H),D, esse 
intervalo é 15 a 60 pg/mL (36-144 pmol/L) (Endres, 1999). Os níveis 
de 25(OH)D são influenciados pela exposição à luz solar, latitude, 
pigmentação da pele, uso de protetor solar e função hepática. Os níveis 
dessa molécula também exibem variação sazonal: durante o inverno, 
são 40 a 50% menores do que o observado no verão, em decorrência 
da reduzida exposição à radiação UV. As concentrações de metabólitos 
da vitamina D também variam de acordo com a idade e aumentam 
durante a gravidez. 


Distúrbios do metabolismo mineral 


Hipercalcemia 


Níveis séricos de cálcio aumentados estão associados à anorexia, 
náusea, vômitos, constipação, hipotonia, depressão, ondas T de alta 
voltagem no eletrocardiograma (ECG) e, ocasionalmente, letargia 
e coma. Uma hipercalcemia persistente ou um produto de atividade 
iônica de cálcio-fósforo persistentemente elevado pode causar depo- 
sições ectópicas de cálcio nos tecidos por todo o corpo. Esse fenô- 
meno pode tomar a forma de paredes de vasos sanguíneos ectopica- 
mente calcificadas associadas ao aparecimento de lesões necróticas 
na pele, uma anomalia denominada calcifilaxia. Também pode pro- 
vocar o aparecimento de calcificações em tecidos viáveis (calcificação 
metastática), particularmente naqueles que desenvolvem gradientes 


de pH com relativa alcalose localizada (p. ex., paredes dos alvéolos 
pulmonares, pirâmides medulares renais e mucosa gástrica profunda). 
As causas mais comuns de hipercalcemia são o hiperparatireoidismo 
primário e os neoplasmas malignos que acometem cerca de 80 a 90% 
dos pacientes com hipercalcemia. As causas menos frequentes são 
insuficiência renal, diuréticos, intoxicação por vitaminas A e D, tera- 
pia com lítio, síndrome do leite-alcáli, imobilização, hipertireoidismo 
e outras endocrinopatias não relacionadas à paratireoide, bem como 
hipercalcemia hipercalciúrica familiar (Tab. 15.1). 

O hiperparatireoidismo primário (PHPT, primary hyperparathy- 
roidism) caracteriza-se pela excessiva secreção de PTH na ausência 
de um estímulo fisiológico apropriado e na ausência de resposta à 
alça de retroalimentação negativa de hipercalcemia. Como resulta- 
do, instala-se um distúrbio generalizado envolvendo o cálcio, fosfa- 
to e metabolismo ósseo. Aproximadamente 100 mil casos de PHPT 
ocorrem a cada ano nos EUA, sendo que a incidência aumenta com 
a idade. A doença é duas vezes mais frequente entre as mulheres do 
que entre os homens. A maioria dos casos é decorrente de adeno- 
mas de paratireoide isolados. Outras causas incluem adenomas de 
paratireoide múltiplos, hiperplasia e, raramente, carcinoma de para- 
tireoide. Na PHPT, a hipercalcemia está caracteristicamente associa- 
da a níveis reduzidos de fosfato sérico, em consequência da diurese 
de fosfato induzida pelo PTH, sendo frequentemente acompanhada 
de uma acidose discreta associada à diminuição da reabsorção renal 
de bicarbonato. A hipercalcemia é atribuída às seguintes ações do 
PTH: (1) ação direta sobre o osso, provocando o aumento da reab- 
sorção; (2) ativação da reabsorção tubular renal; e (3) estimulação 
de aumento da biossíntese de 1,25(OH),D,, que resulta no aumento 
da absorção intestinal de cálcio (Boden, 1990). Pelo menos metade 
dos pacientes com PHPT é assintomática. Os pacientes sintomáticos 
usualmente apresentam nefrolitíase recorrente, constipação crôni- 
ca, depressão mental, disfunção neuromuscular, pancreatite crônica 
recorrente, úlcera péptica e, menos frequentemente, osteopenia sem 
causa conhecida ou prematura (Deftos, 1993). A única manifestação 
óssea da PHPT é a osteíte fibrosa cística generalizada. Ela se caracte- 
riza por uma radiotransparência esquelética difusa com presença de 
lesões ósseas císticas focais, reabsorção óssea subperióstea mais pro- 
nunciada nos dedos e deformações ósseas observadas em chapas de 
raios X. Histologicamente, observa-se fibrose paratrabecular e hiper- 
vascularização da medula, acompanhada de aumento do número de 
osteoclastos, com aparecimento de recorte trabecular (lacunas de 
Howship) em decorrência da acelerada reabsorção óssea (Figs. 15.4A 
e B). Conforme a doença avança, ocorre uma substituição gradual 
da cavidade medular por tecido fibroso. O processo torna-se ainda 
mais pronunciado nos ossos compactos, onde grandes agregados de 
osteoclastos realizam uma reabsorção em forma de cunha que amplia 
os canais de Havers (cones perfurantes). As fraturas que se desenvol- 


Tabela 15.1 Causas de hipercalcemia 


Mediadas pelo PTH 
Hiperparatireoidismo primário (mais comum): 

Esporádico 

Neoplasia endócrina múltipla (tipos | e II) 
Hipercalcemia hipocalciúrica familiar 
Secreção ectópica de PTH por neoplasmas (rara)? 
Não mediadas pelo PTH 
Associada à malignidade (mais comum) 
Mediada pela vitamina D: 

Intoxicação por vitamina D 

Produção aumentada de 1,25(0H),D 
Outras endocrinopatias: 

Tirotoxicose 

Hipoadrenalismo 
Imobilização com renovação óssea aumentada 
Síndrome do leite-álcali 
Sarcoidose 
Mieloma múltiplo 


vem ao longo dos ossos alterados tendem a apresentar cicatrização 
insuficiente, resultando na formação de espaços ocupados por lesões 
preenchidas com tecido fibroso, células gigantes multinucleadas, 
hemorragia e deposição de hemossiderina. Tais formações às vezes 
são referidas como “tumores marrons”, ainda que não sejam neoplás- 
ticas. Atualmente, é bastante raro haver osteíte fibrosa cística gene- 
ralizada, pois a triagem de cálcio e fosfato séricos costumam revelar 
a hiperfunção da paratireoide muito antes do desenvolvimento de 
sinais e sintomas pelo paciente. 

A PHPT também pode ser herdada como um caractere autossômi- 
co dominante e estar presente como componente de uma neoplasia 
endócrina múltipla (MEN, multiple endocrine neoplasia). A MEN 1 
consiste em hiperparatireoidismo e tumores da glândula pituitá- 
ria e do pâncreas. Por vezes, encontra-se associada à síndrome de 
Zollunger-Ellison, que é caracterizada por tumores de células das ilho- 
tas pancreáticas, hipersecreção de gastrina e úlcera péptica. A MEN 2A 
apresenta hiperparatireoidismo, feocromocitoma e carcinoma medular 
da tireoide. Estudos identificaram os defeitos moleculares presentes no 
hiperparatireoidismo. Um locus genético no cromossomo 11 foi associa- 
do à MEN 1. Esse mesmo locus parece ter sido perdido em cerca de 25% 
dos casos de adenomas de paratireoide isolados, implicando o mesmo 
defeito responsável pela MEN 1 como causador da doença esporádica. 

O hiperparatireoidismo secundário ocorre quando o indivíduo apre- 
senta resistência às ações do PTH, como na insuficiência renal, defici- 
ência de vitamina D (osteomalacia) e no PHP. Como consequência, a 





Figura 15.4 Doença óssea da hiperparatireoide (osteite fibrosa cística). A, a 
radiografia da mão revela uma reabsorção cortical recortada na lateral radial 
(esquerda) das falanges e radiotransparência dos tufos falangianos terminais. B, 
biópsia de osso compacto com doença óssea da hiperparatireoide avançada, 
demonstrando a conversão do osso compacto em osso esponjoso, com reabsorção 
interna dos sistemas de Havers por cones perfurantes (CP) osteoclásticos e fibrose 
paratrabecular (100 x). 
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patogénese apresenta certa variação, dependendo da natureza e do grau 
de severidade da doença renal. Entretanto, a diminuição da excreção 
renal de fosfato decorrente do comprometimento da filtração glome- 
rular é fator proeminente. Em tais pacientes, observa-se uma tendência 
inicial à hipocalcemia, uma vez que, à medida que os níveis de fosfato 
sobem, os níveis de cálcio abaixam. Essa relação inversa é criada pelo 
produto de atividade iônica constante de fosfato e cálcio. Além da insu- 
ficiência renal crônica, a produção renal de 1,25(0H),D está diminuí- 
da. Em consequência, os níveis reduzidos de 1,25(0H),D provocam a 
diminuição da resposta esquelética ao PTH, bem como a diminuição 
da absorção intestinal de cálcio, contribuindo para a hipocalcemia. Por 
causa da redução dos níveis séricos de cálcio iônico, observa-se uma alça 
de retroalimentação positiva para aumentar a secreção de PTH, resul- 
tando na hiperplasia da glândula paratireoide. As manifestações clínicas 
iniciais incluem níveis séricos de cálcio baixos ou normais e hiperfosfate- 
mia. Mais tarde, nos casos com hiperparatireoidismo secundário severo, 
há o desenvolvimento de hipercalcemia e hiperfosfatemia. Além disso, 
há dor óssea, calcificações ectópicas e prurido. A complexa doença óssea 
que ocorre no hiperparatireoidismo secundário e na insuficiência renal 
costuma ser denominada osteodistrofia renal (Fig. 15.5), sendo discuti- 
da em maior profundidade a seguir. O hiperparatireoidismo autônomo 
pode sobrevir, em alguns casos, diante da estimulação crônica da parati- 
reoide. Trata-se de uma ocorrência típica em pacientes com insuficiên- 
cia renal crônica ou outra doença em que haja diminuição crônica dos 
níveis séricos de cálcio ionizado e estimulação a longo prazo da secreção 
de PTH. Essa estimulação crônica da paratireoide resulta no aumento 
de sua massa glandular e em hiperplasia difusa. Se os níveis aumentados 
do PTH não forem abaixados por uma hipercalcemia, seja diante de um 
consumo contínuo de cálcio, seja durante a correção dos níveis de cálcio 
(p. ex., após um transplante renal), há casos em que a síndrome clinica 
é referida como hiperparatireoidismo terciário. Pacientes com essa sín- 
drome podem apresentar adenomas, hiperplasia ou até carcinomas da 
glândula paratireoide. Tais pacientes demonstram ainda uma tendência 
a desenvolver calcificações metastáticas, pois os níveis transitoriamente 
elevados de cálcio e fosfato podem ultrapassar o produto de atividade 
iônica e causar a precipitação do excesso. 

Tumores malignos são a causa mais frequente de hipercalcemia na 
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Figura 15.5 Relações que conduzem à osteodistrofia renal na insuficiência renal 
crônica. 





população de pacientes internados em hospitais. A hipercalcemia asso- 
ciada à malignidade pode ser dividida em casos com e sem metástases 
ósseas. Lesões ósseas radiotransparentes indicativas de doença metas- 
tática são frequentemente observadas em pacientes com malignidades 
hematológicas (mieloma múltiplo, linfomas e leucemias) e carcinomas 
de pulmão, rim ou da tireoide. Vários mecanismos possíveis foram 
implicados no desenvolvimento da hipercalcemia associada à maligni- 
dade, incluindo lise tumoral direta, secreção de fator ativador de oste- 
oclasto por células tumorais e secreção de linfocinas potencializadoras 
da atividade de osteoclastos (p. ex., interleucina-l e TNF). O exame 
convencional de raios X dos ossos e a varredura óssea são capazes de 
detectar a maioria das metástases ósseas. A hipercalcemia sem metás- 
tases ósseas é também conhecida como hipercalcemia humoral de pro- 
cessos malignos (HHM, humoral hypercalcemia of malignancy). Nesse 
caso, o diagnóstico geralmente é mais difícil, visto que o tumor pri- 
mário pode estar oculto. Diversos tipos de tumores foram associados 
a essa síndrome, incluindo carcinoma renal, hepatocelular, de cabe- 
ça e pescoço, pulmonar e tumores de células das ilhotas pancreáticas. 
A causa mais comum de HHM é a secreção de PTH-rP pelas células 
tumorais. O diagnóstico é altamente sugestivo quando é detectada 
uma elevada excreção urinária de cAMP (tipicamente observada no 
hiperparatireoidismo) e, ao mesmo tempo, níveis de PTH reduzidos 
ou normais. 

A intoxicação por vitamina D é outra causa de hipercalcemia e usual- 
mente resulta da ingestão excessiva de suplementos vitamínicos durante 
um período prolongado. O excesso de vitamina D aumenta a absorção 
intestinal e a reabsorção óssea de cálcio, além de hipercalciúria. Embora 
haja supressão do PTH, o frequente desenvolvimento de insuficiência 
renal pode dificultar a exclusão de hiperparatireoidismo. A 25(OH)D 
foi implicada como principal metabólito responsável pela síndrome. 
O diagnóstico é sustentado por uma cuidadosa obtenção da história 
do paciente, quantificação dos níveis de 25(OH)D e a ocorrência de 
uma resposta imediata à administração de esteroides. Clinicamente, 
as manifestações da intoxicação por vitamina D são fraqueza, irrita- 
bilidade, náuseas, vômitos e diarreia. A calcificação de tecidos moles 
é uma característica comum, uma vez que os níveis séricos de fósforo 
tendem a se elevar. A intoxicação pode persistir durante meses, porque 
a vitamina D é armazenada no tecido adiposo. 

A hipercalcemia associada a distúrbios granulomatosos é comumen- 
te observada em pacientes com sarcoidose, sendo menos frequente 
em pacientes com tuberculose, granulomas induzidos por silicone e 
doenças causadas por fungos, como a coccidioidomicose e a candi- 
díase. Insuficiência renal, calcificação de tecidos moles, nefrolitíase e 
hipercalcemia severa são potenciais manifestações. Diferentes meca- 
nismos foram implicados no desenvolvimento da hipercalcemia, 
incluindo maior sensibilidade à vitamina D, maior concentração de 
metabólitos da vitamina D e produção descontrolada de 1,25(0H),D 
por macrófagos no tecido granulomatoso. 

A síndrome do leite-álcali foi descrita pela primeira vez em pacientes 
com úlcera péptica que consumiam grande quantidade de leite e álcalis 
absorviveis (p. ex., carbonato de cálcio). Recentemente, foi relatada uma 
elevação da incidência dessa síndrome, a qual pode ser consequência da 
disseminação do uso de preparações à base de carbonato de cálcio para 
tratamento e profilaxia da osteoporose. As manifestações apresentadas 
pelos indivíduos acometidos são hipercalemia, hipocalcinúria, alcalose, 
azotemia e calcificações nos tecidos moles. 

O teste laboratorial empregado no diagnóstico diferencial de hipercal- 
cemia inclui quantificações dos níveis séricos de cálcio total e ionizado, 
cálcio urinário, níveis séricos e urinários de fósforo, fosfatase alcalina, 
albumina, PTH intacto e PTH-rP, além de cAMP na urina. A determi- 
nação dos níveis de vários outros analitos pode fornecer informações 
valiosas em casos específicos (p. ex., GH, cortisol, teste de supressão 
de cortisona, cateterização venosa seletiva com quantificação da con- 
centração de PTH local, e quantificações dos níveis de metabólitos da 
vitamina D). A correta interpretação dos dados laboratoriais relevantes 
muitas vezes requer estudos especiais adicionais, que complementem a 
história obtida e os dados do exame físico. Pode ser indicada a realização 
de testes de função renal e análises do equilíbrio acidobásico. Em deter- 
minados casos, torna-se inestimável o valor do exame histopatológico 
de amostras de biópsia de osso obtidas de sítios apropriados. 


Hipocalcemia 


A hipocalcemia crônica apresenta manifestações neuromusculares 
e neurológicas, incluindo espasmos musculares, espasmo carpopedal, 
parestesias periféricas e periorais, arritmias cardíacas, prolongamento 
do intervalo QT e das ondas de baixa voltagem no ECG, além de, nos 
casos mais graves, espasmos de laringe e convulsões. Há a possibili- 
dade de ocorrer parada respiratória. Uma hipocalemia severa even- 
tualmente resultará em tetania. São muitas as causas da hipocalemia, 
as quais podem ser calcificadas em várias categorias principais: (1) 
deficiências de produção ou secreção de PTH; (2) resistência à ação 
do PTH; (3) deficiência de vitamina D ou de seus metabólitos; e (4) 
deficiências de mineralização óssea com metabolismo normal de PTH 
e vitamina D (Tab. 15.2). As causas mais comuns de hipocalemia são 
insuficiência renal crônica, hipomagnesemia, hipoparatireoidismo, 
PHP, deficiência de vitamina D e pancreatite aguda. Menos frequente, 
a baixa concentração plasmática de cálcio pode ser observada em indi- 
víduos criticamente doentes, com sepse, queimaduras e insuficiência 
renal aguda. É possível detectar uma hipocalcemia transiente após a 
administração de inúmeros fármacos, como heparina, glucagon e pro- 
tamina, como também após a realização de transfusões massivas de 
produtos sanguíneos citratados. 

O hipoparatireoidismo, hereditário ou adquirido, é caracterizado 
pela ausência ou diminuição da produção de PTH pelas glândulas 
paratireoides, que conduz à queda da concentração plasmática de 
cálcio e correspondente hiperfosfatemia. Pacientes com esse distúr- 
bio também apresentam níveis nulos ou reduzidos de 1,25(0H),D. 
No passado, o hipoparatireoidismo secundário a cirurgias cervicais 
e tireoidectomias, em particular, costumava ser mais comum que a 
forma hereditária. Com o desenvolvimento das técnicas cirúrgicas, 
todavia, sua incidência diminuiu dramaticamente. O hipoparati- 
reoidismo hereditário pode ocorrer isoladamente com um padrão 
de herança variável (hipoparatireoidismo idiopático), associado ao 
desenvolvimento defeituoso do timo e das glândulas paratireoides 
(síndrome de DiGeorge ou disgenesia branquial), ou como parte de 
uma complexa síndrome autoimune hereditária, envolvendo insufi- 
ciência suprarrenal, ovariana e paratireoideana, usualmente referida 
como deficiência poliglandular autoimune. O hipoparatireoidismo 
hereditário muitas vezes se manifesta na primeira década de vida. 
Além da ausência ou dos baixos níveis de PTH e da hipocalcemia, 
certas manifestações cutâneas ocorrem frequentemente (p. ex., alo- 
pécia e candidíase). 


Tabela 15.2 Causas de hipocalcemia 


Mediadas pelo PTH 
Deficiência de PTH: 
Permanente: 
Adquirida: 
Pós-cirúrgica 
Hereditária: 
Hipoparatireoidismo idiopático 
Síndrome de DiGeorge (disgenesia branquial) 
Síndromes poliglandulares autoimunes 
Reversíveis: 
Hipomagnesemia severa 
Hipercalcemia de longa duração 
Resistência ao PTH: 
Pseudo-hipoparatireoidismo 
Mediadas pela vitamina D 
Deficiência de vitamina D 
Deficiência de 25(OH)D 
Deficiência de 1,25(OH),: 
Inibição reversível da 1-hidroxilase 
Defeitos renais intrínsecos (insuficiência renal crônica, tubulopatias, síndrome 
de Fanconi) 
Resposta defeituosa a 1,25(OH),D 
Mutações envolvendo o receptor da vitamina D 


O pseudo-hipoparatireoidismo (PHP), também conhecido como 
osteodistrofia hereditária de Albright, é um raro distúrbio genético 
em que a ineficácia da ação do PTH prevalece sobre a incapacidade 
da paratireoide produzir o hormônio. Clinicamente, o PHP apresenta 
algumas das características do hipoparatireoidismo, tais como calcifi- 
cações extraósseas, sintomas extrapiramidais e sinais como movimen- 
tos coreoatetóticos e distonia, alterações crônicas nas unhas da mão e 
no cabelo, cataratas lenticulares e o aumento da pressão intracraniana 
com papiledema. Os níveis séricos de cálcio estão deprimidos, apesar 
da elevada concentração de PTH, sugerindo resistência à ação desse 
hormônio. Além disso, enquanto a infusão de PTH em pacientes com 
hipoparatireoidismo geralmente resulta em notável aumento dos níveis 
urinários de cAMP e fosfatúria, os pacientes com PHP costumam res- 
ponder com produção de cAMP e excreção urinária de fosfato subnor- 
mal. A causa disso é um defeito na proteína G estimulatória da adenilato 
ciclase, a qual é necessária à ação do PTH. 

A hipocalcemia associada à hipomagnesemia está correlacionada 
tanto à liberação deficiente de PTH pelas paratireoides, como ao com- 
prometimento da responsividade à ação desse hormônio. 

Quando associada à hipovitaminose D, a hipocalcemia pode resultar 
de uma produção inadequada de vitamina D; na pele, suplementação 
dietética insuficiente, incapacidade do intestino delgado absorver quan- 
tidades adequadas de vitamina a partir dos alimentos e resistência aos 
efeitos da vitamina D. Este último caso pode ocorrer em consequência 
da deficiência ou defeito dos receptores para 1,25(0H),D, ou ao uso de 
fármacos antagonistas de vitamina D. A hipovitaminose D está associada 
a distúrbios do metabolismo mineral e da secreção de PTH, bem como 
a defeitos de mineralização do esqueleto, como o raquitismo em crian- 
ças e a osteomalacia em adultos (ver adiante). A diminuição dos níveis 
de vitamina D leva a uma absorção intestinal de cálcio insuficiente e à 
hipocalcemia, seguidas do aumento da secreção de PTH (hiperparati- 
reoidismo secundário). A elevação dos níveis de PTH estimula a libera- 
ção de cálcio a partir dos ossos e reduz a depuração renal dessa molécula, 
aumentando, assim, seus níveis na circulação. Caso a hipovitaminose D 
persista, uma severa hipocalcemia poderá se instalar. 

Foi descrito um distúrbio hereditário, caracterizado pela produção 
defeituosa de 1,25(0H),D nos rins. Nessa síndrome, conhecida como 
raquitismo por deficiência de pseudovitamina D ou raquitismo depen- 
dente de vitamina D do tipo I, observa-se uma deficiência da atividade 
de 25(OH)D-1a-hidroxilase, que resulta em baixa produção e redução 
dos níveis de 1,25(0H),D na circulação, porém, com resposta normal 
a doses fisiológicas de calcitriol. No raquitismo dependente de vita- 
mina D do tipo II, ocorrem mutações que comprometem a função do 
receptor de 1,25(0H),D por meio da introdução de uma modificação 
na ligação do hormônio a seu receptor. Em consequência, sobem os 
níveis circulantes de 1,25(0H),D. Embora a administração de doses 
elevadas de calcitriol aumente ainda mais os níveis de 1,25(0H),D, 
não ocorre nenhuma resposta fisiológica. Outra doença hereditária 
associada ao comprometimento do metabolismo da vitamina D é o 
raquitismo hipofosfatêmico ligado ao cromossomo X. Tal condição 
caracteriza-se por um defeito funcional da 25(OH)D-1a-hidroxilase, 
hipofosfatemia e níveis séricos normais ou reduzidos de 1,25(0H),D. 
A Figura 15.6 resume as etiologias mais comuns da alteração anormal 
dos níveis de cálcio com os seus respectivos diagnósticos diferenciais. 

As Tabelas 15.3 e 15.4 mostram os valores laboratoriais séricos de cál- 
cio, fosfato, vitamina D, entre outros, para estados metabólicos alterados. 


Hiperfosfatemia 


A hiperfosfatemia usualmente é causada pela diminuição da excre- 
ção renal em casos de insuficiência renal aguda e crônica; aumento da 
ingestão com administração excessiva por via oral, retal ou endovenosa; 
ou aumento da carga extracelular decorrente da movimentação trans- 
celular na acidose. As causas menos comuns são o aumento da reab- 
sorção tubular em caso de hipoparatireoidismo; PHP; e o aumento da 
carga extracelular decorrente de lise celular em casos de rabdomiolise, 
hemólise intravascular, leucemia e terapia citotóxica. É possível, ainda, 
observar uma hiperfosfatemia secundária ao excesso de medicação 
com vitamina D, bem como a produção de vitamina D determinada 
por doenças granulomatosas, como sarcoidose e tuberculose. 
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206 | Não há nenhum sintoma diretamente resultante da hiperfosfatemia. 
Por outro lado, quando os níveis elevados se mantêm por tempo pro- 








| Hiperparatireoidismo longado, observa-se um aumento da mineralização e o fosfato de cálcio 
secundário a ee pode se depositar em sítios anormais. A calcificação ectópica é uma 
IRC, ¥ Mg**, Hiperparati reoidismo complicação frequente em pacientes com insuficiência renal crônica, 
PHP, deficiência de primario que estejam recebendo suplementos de vitamina D, quando a corre- 
vitamina D, pancreatite ção da hiperfosfatemia é inadequada (Weisinger, 1998). 
Faixa Hipofosfatemia 


normal 


PTH 


A hipofosfatemia é observada em 0,25 a 2,15% das admissões 
hospitalares. O abuso de álcool constitui a causa mais comum de 
hipofosfatemia severa, provavelmente por causa da baixa inges- 
Hipoparatireoidismo Hipercalcemia tão de alimentos, vômitos, uso de antiácidos e fosfatúria marcante. 

da malignidade Também pode ser causada pela ingestão de grandes quantidades de 
antiácidos não absorvíveis que ligam-se ao fosfato. A hipofosfate- 
mia é induzida por numerosos mecanismos, incluindo redistribui- 
ção interna, aumento da excreção urinária, diminuição da absorção 
Cálcio intestinal ou uma combinação de todas essas anomalias. A causa 
mais comum é a movimentação do fósforo a partir do LEC para o 





ismo ósseo 





= Figura 15.6 Gráfico de correlação das alterações dos níveis séricos de cálcio e de ie : 
is PTH com as doenças que mais frequentemente provocam tais alterações. meio intracelular, a qual pode ser observada na alcalose respirato- 
is ria aguda associada a sepse, envenenamento por salicilatos, absti- 
= néncia de álcool, termoplegia, coma hepático, aumento dos níveis 
o RE | E = de insulina durante a administração de glicose, recuperação de uma 
> moea 1a Níveis séricos de cálcio, fosfato e vitamina D em vários cetoacidose diabética e em pacientes submetidos à realimentação ou 
© ISUD desnutridos. O aumento da excreção urinária comumente é secun- 
z e Cálcio 25(0H)D 1.25(OH)D Fosfato dário ao hiperparatireoidismo, defeitos tubulares renais (p. eX., sin- 
= | | drome de Fanconi e hipofosfatemia familiar), raquitismo resistente 
A Intoxicação por Alto Alto Baixo, normal Normal, alto à vitamina D ligado ao cromossomo X, aldosteronismo, administra- 
5 25(OH)D ção de glicocorticoides e mineralocorticoides e terapia diurética. A 
rf Hiperparatireoidismo Alto Normal Normal, alto Baixo hipofosfatemia decorrente de perdas urinárias é observada em casos 
5 primário de diurese osmótica, expansão volumétrica aguda e em até 30% dos 
R Hiperparatireoidismo Baixo Baixo, Baixo, Baixo, pacientes com neoplasias malignas, tais como certos tipos de leuce- 
= secundário normal, alto normal, alto normal, alto mia e linfoma. Na hipofosfatemia oncogênica com osteomalacia, os 
2 Hiperparatireoidismo Normal, Baixo, Baixo, Baixo, tumores mesenquimais (benignos ou malignos) produzem hiperfos- 
E E R alto* normal, alto normal, alto normal, alto fatúria por um mecanismo no qual foi implicado o fator de cresci- 
Malignidade Alto corr Baixo, normal Baixo mento de fibroblastos (FGF-23, fibroblast growth factor 23) (Nelson, 
Deficiência de Baixo Baixo Baixo Baixo 2003; Folpe, 2004). A perda intestinal aumentada se deve a ocorrén- 
vitamina D ma dio cia de vômitos, diarreia e ao Uso de antiácidos ligadores de fosfato. 
sie po Nois Baixo Alió A diminuição da absorção intestinal ocorre em casos de desnutrição, 
, deficiência de vitamina D e esteatorreia (Tab. 15.5). 
Hipentostatemia Baixo Nowra! Raio Alto É comum ocorrer hipofosfatemia sintomática diante da queda dos 
Raquitismo por Baixo Normal, alto Baixo, Baixo níveis plasmáticos de fósforo a valores inferiores a 0,32 mmol/L. As 
vitamina D de normal, alto manifestações clínicas observadas são fraqueza proximal, anorexia, 
tipos le Il tontura, miopatia, disfagia, ileo paralítico, insuficiência respiratória 
Doenças Alto Baixo, Alto Normal, alto decorrente do enfraquecimento dos músculos respiratórios, compro- 
granulomatosas normal, alto metimento da contratilidade cardíaca causado pela depleção de ATP 
(sarcoidose/TB) nas células miocárdicas e encefalopatia metabólica. 
Osteoporose Normal Normal Normal Normal 
a da | Hipermagnesemia 
Osteoporose senil Normal Normal Normal Normal 
Osteomalacia Baixo, Baixo, Baixo Baixo, A hipermagnesemia (i. e., concentração plasmática de Mg** > 0,9 


normal normal normal, alto mmol/L) é rara e usualmente iatrogênica. Idosos e indivíduos com 

distúrbios intestinais ou insuficiência renal correm maior risco de 

* Os níveis de cálcio podem permanecer normais diante de uma deficiência de desenvolver a condição. As manifestações clínicas da hipermagnese- 

1,25(OH),D, concomitante. mia são hipotensão, bradicardia, depressão respiratória, estado mental 
deprimido e anormalidades no ECG (Weisinger, 1998). 


Tabela 15.4 Valores laboratoriais em vários estados de alteração do metabolismo do cálcio 


Hiperparatireoidismo Hipercalcemia humoral Hiperparatireoidismo Hiperparatireoidismo Hipercalcemia 





primário da malignidade secundário terciário hipocalciúrica familiar 
Cálcio urinário Alto Alto Normal, alto Normal, alto Baixo 
Fosfato sérico Baixo Baixo Baixo, normal, alto Baixo, normal, alto Baixo 
Fosfato urinario Alto Alto Alto Alto Alto 
1,25(OH)D Normal, alto Baixo, normal Baixo, normal, alto Baixo, normal, alto Normal, alto 
PTH intacto Alto Baixo Alto Alto Alto 


PTHr proteina Normal Alto Normal Normal Normal 


Tabela 15.5 Causas de anormalidade dos níveis de fosfato 


Elevação 

Hipoparatireoidismo e pseudo-hipoparatireoidismo 
Insuficiência renal 
Hipervitaminose D 

Citólise 

Obstrução pilórica 

Diminuição 

Consumo abusivo de álcool 
Hiperparatireoidismo primário 
Alcalose respiratória aguda 
Mixedema 

Esteroides exógenos/endógenos 
Terapia diurética 

Defeitos tubulares renais 
Fosfatúria oncogênica 

Coma diabético 


Hipomagnesemia 


A deficiência de magnésio é encontrada em aproximadamente 11% 
dos pacientes hospitalizados. A causa mais comum é a perda de mag- 
nésio a partir do trato GI ou do rim. A depleção via trato GI ocorre 
em casos de diarreia aguda e crônica, má absorção, esteatorreia após 
extensa resseção intestinal e em pacientes que apresentam hipomag- 
nesemia intestinal primária — um raro erro inato do metabolismo. A 
perda excessiva de Mg” a partir dos rins frequentemente constitui a 
base da depleção de magnésio, uma vez que a reabsorção tubular de 
sódio permanece a mesma (sendo que o transporte passivo de magné- 
sio acompanha o de sódio) ou porque há algum defeito primário na 
reabsorção tubular de Mg**. Os fatores que podem acarretar perdas 
de Mg** através da urina são uso de diuréticos da tiazida e de alça, 
aumento da excreção de sódio e expansão volumétrica (terapia líqui- 
da parenteral), hipercalcemia e hipercalciúria (hipertireoidismo ou 
malignidade), fármacos nefrotóxicos (antibióticos aminoglicosídicos, 
cisplatina, anfotericina B, ciclosporina). O diabetes melito consti- 
tui causa comum de hipomagnesemia, provavelmente secundária à 
glicosúria e à diurese osmótica. Outra causa importante e bastante 
usual de deficiência de magnésio é o consumo de álcool, que respon- 
de por cerca de 30% dos casos envolvendo pacientes alcoolizados que 
são admitidos ao hospital. A manutenção de um estresse ou estres- 
ses extensivos, incluindo aqueles causados por vários procedimentos 
cirúrgicos e doenças agudas, são fatores que podem estar associados à 
depressão dos níveis séricos de magnésio (Tab. 15.6). 

Os sinais e sintomas da depleção de magnésio usualmente não apa- 
recem até que os níveis extracelulares caiam a 0,5 mmol/L ou menos. 
As manifestações decorrentes de perdas significativas de magné- 
sio devem-se em grande parte à hipocalcemia associada, e incluem 
uma hiperexcitabilidade neuromuscular caracterizada por espasmos 
caporpedais, ataques, fraqueza muscular, depressão, psicose, anorma- 
lidades metabólicas (intolerância a carboidratos, hiperinsulinemia) e 
arritmias cardíacas. 


Marcadores bioquímicos do 
remodelamento ósseo 


O esqueleto sofre um processo de remodelamento constante que é 
essencial à saúde dos ossos. O remodelamento ósseo não ocorre iso- 
ladamente e inicia-se com a reabsorção do osso antigo pelos osteo- 
clastos. Em seguida, os osteoblastos formam um novo osso. A perda 
óssea passa a ocorrer a partir da meia idade ou até mais precocemente, 
porque a reabsorção excede a formação. Esse fenômeno foi identifica- 
do há mais de 50 anos pelo Dr. Alton Fuller — o pai da doença óssea 
metabólica. Ele percebeu que mulheres menopaúsicas apresentavam 
elevados níveis urinários de cálcio e deduziu que se tratava do refle- 
xo de um equilíbrio de cálcio negativo, que posteriormente poderia 
resultar no aparecimento de fraturas osteoporóticas. A deficiência de 


Tabela 15.6 Causas de hipomagnesemia 


Diminuição da ingestão/absorção 
Desnutrição proteicocalórica 
Inanição 
Alcoolismo 
Terapia endovenosa prolongada 
Suplementação parenteral inadequada 
Má absorção (p. ex., espru celíaco) 
Imaturidade intestinal neonatal 
Perdas Gl excessivas: 

Sucção gástrica prolongada 

Uso de laxantes 

Fístula intestinal ou biliar 

Diarreia severa 


Perdas renais excessivas 
Uso de diuréticos 
Necrose tubular aguda — fase diurética 
Insuficiência renal aguda — diurese 
Aldosteronismo primário 
Hipercalcemia 
Acidose tubular renal 
Debilitação renal idiopática 
Insuficiência renal crônica com debilitação 
Diversas 
Idiopática 
Pancreatite aguda 
Porfiria com SIADH 
Transfusões múltiplas com sangue citratado 
Endócrina: 
Hipertireoidismo 
Hiperparatireoidismo 
Diabetes melito com cetoacidose diabética 
Hiperaldosteronismo 
Medicamentos (p. ex., cisplatina, ciclosporina, gentamicina, ticarcilina etc.) 


estrógenos, assim como diversas doenças e condições, acentua a reab- 
sorção óssea ( Watts, 1999). 

Existem três procedimentos diagnósticos principais disponíveis 
para o monitoramento da renovação óssea e avaliação da doença óssea 
metabólica: técnicas de análise de imagem de ossos, biópsia óssea e 
utilização de marcadores bioquímicos da renovação óssea. Enquanto a 
medida da densidade óssea constitui importante ferramenta diagnós- 
tica na osteoporose, o teste dificilmente detecta aumentos da renova- 
ção óssea logo nos estágios iniciais do processo ou monitora alterações 
agudas. Do mesmo modo, a densitometria óssea apenas fornece uma 
medida acumulada da matriz óssea mineralizada, sem definir distri- 
buições anormais resultantes de perda óssea. A biópsia de osso con- 
segue definir a distribuição da massa óssea e pode solucionar dúvidas 
acerca da mineralização que não são esclarecidas pela densitometria 
óssea. Entretanto, a biópsia óssea é um procedimento invasivo e, na 
ausência de defeitos de mineralização, proporciona um vislumbre 
relativamente estático de processos longos e lentos. Portanto, não é 
útil na supervisão clínica de rotina da osteoporose. Nessa doença, a 
perda óssea líquida é causada apenas por um discreto desequilíbrio da 
reabsorção em relação à formação de ossos. Por esse motivo, normal- 
mente são utilizados marcadores convencionais, como cálcio e PTH. 
Em contraste, os marcadores de renovação óssea são mais sensíveis a 
alterações mínimas e podem ser empregados na detecção e no moni- 
toramento da progressão de doenças ósseas metabólicas. A avaliação 
laboratorial de tais marcadores tem sido alvo de muita atenção nos 
últimos anos (Ju, 1997; Souberbielle, 1999). 


Marcadores da reabsorção óssea 


O tecido ósseo possui três componentes: uma matriz orgânica (deno- 
minada osteoide), minerais ósseos e células ósseas. Os marcadores de 
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reabsorção óssea abrangem constituintes da matriz óssea, incluindo 
cálcio e produtos da degradação do colágeno (tais como hidroxiproli- 
na, ligações cruzadas de piridínio e telopeptídeos), além de produtos 
celulares (fosfatase ácida resistente ao tartarato |TRAP, tartrate-resis- 
tant acid phosphatase|). O cálcio urinário é afetado pela dieta e pela 
função renal e, assim, não é sensível nem específico para ser adequada- 
mente utilizado na avaliação do remodelamento ósseo (Watts, 1999). 
A TRAP, uma enzima lisossômica encontrada nos osteoclastos, não é 
considerada um parâmetro útil para testes. A quantificação dos ami- 
noácidos hidroxiprolina e hidroxilisina glicosilada (galactosil e glico- 
sil-galactosil) não é específica para o colágeno esquelético e, de acordo 
com análises de histomorfometria óssea e cinética de cálcio, apresenta 
pouca correlação com a reabsorção óssea. Os testes mais úteis são as 
determinações de ligações cruzadas de piridínio e de telopeptídeos em 
ligação cruzada. 


Ligações cruzadas de piridínio 
(piridinolina e desoxipiridinolina) 

As fibrilas de colágeno são constituídas por muitos aminoácidos 
em ligação cruzada que efetivamente estabilizam a molécula de 
colágeno madura. Esses aminoácidos são a piridinolina (Pyr), um 
polímero em ligação cruzada composto por três resíduos de hidro- 
xilisina, e a desoxipiridinolina (Dpyr), que é formada a partir de 
dois resíduos de hidroxilisina e um resíduo de lisina. Essas ligações 
cruzadas são encontradas no colágeno de tipos I, II e III e, embora 
não estejam presentes exclusivamente nos ossos, apresentam uma 
proporção que é única a tais estruturas. Essa propriedade faz dos 
aminoácidos candidatos ideais ao uso como marcadores de quebra 
óssea. No colágeno encontrado na maioria dos demais tecidos, a 
proporção Pyr: Dpyr é de 10:1, enquanto nos ossos é de 3 a 3,5:1. 
Essa diferença significa que a Dpyr é mais abundante nos ossos e na 
doença óssea metabólica. A Dpyr é essencialmente específica para o 
osso, visto ser encontrada em quantidades relativamente significa- 
tivas nesse local, e demonstrou uma boa correlação com a renova- 
ção óssea (Robbins, 1995). Outra característica que contribui para 
tornar a avaliação das ligações de piridínio uma ferramenta ideal é 
que nenhuma delas é metabolizada, quando liberada, ou absorvi- 
da a partir da dieta. São todas excretadas através da urina na forma 
livre (40%) e na forma ligada ao peptídeo (60%). Uma vez que as 
moléculas de ligação cruzada são encontradas somente no colágeno 
maduro, sua excreção pela urina reflete a quebra dessas moléculas de 
colágeno, de modo que não representam a quebra de moléculas de 
colágeno ósseo recém-sintetizadas (Watts, 1999). A excreção de Pyr 
e Dpyr aumenta após a menopausa e pode ser utilizada para estudar 
o efeito da terapia de reposição hormonal sobre a renovação óssea 
(Fledelius, 1994). As aplicações clínicas da quantificação dessas subs- 
tâncias incluem identificação de indivíduos sob risco de perda óssea, 
avaliação de doença óssea metabólica, predição de metástases ósseas 
em pacientes com câncer e monitoramento da terapia antirreabsor- 
tiva. Pyr e Dpyr são quantificados na urina por cromatografia líqui- 
da de alto desempenho (ou de alta pressão) (HPLC, high pressure 
liquid chromatography) ou através de imunoensaios. É preciso ter 
cautela com a marcante variação diurna observada na concentração 
urinária de piridinolinas, cujos picos ocorrem tarde da noite e bem 
cedo, pela manhã. Enquanto a coleta da urina de 24 horas evita esse 
aspecto e não requer a correção da concentração de creatinina, uma 
amostra de urina coletada pela manhã, com o indivíduo em jejum, e 
corrigida quanto à concentração de creatinina, constitui um marca- 
dor mais sensível de renovação óssea (Bettica, 1992). 


Telopeptideos em ligação cruzada 

Durante a reabsorção óssea, apenas 40% das ligações cruzadas são 
liberadas na forma de ligações cruzadas de piridinolinas livres. Os 
60% restantes correspondem a ligações cruzadas acopladas a peptí- 
deos (Risteli, 1993). O colágeno de tipo I possui dois sítios em que há 
ligações cruzadas acopladas. Esses sítios são denominados telopepti- 
deos, uma vez que se encontram na região amino e carboxiterminal da 
molécula de colágeno. Quando o colágeno é degradado, os telopepti- 
deos são liberados na circulação e, em seguida, excretados na urina. Os 
aminotelopeptídeos (NTx) e carboxitelopeptídeos (CTx) são excreta- 
dos na urina e podem ser quantificados por imunoensaios. 


Os telopeptídeos em ligação cruzada têm sido utilizados para estimar 
os riscos relativos de fratura de quadril em mulheres pós-menopáusi- 
cas, e mostraram-se promissores na predição de tais complicações da 
osteoporose (Chapurlat, 2000; Swaminathan, 2001). 

Enquanto os níveis basais de telopeptídeos em ligação cruzada não 
necessariamente estão correlacionados à densidade mineral óssea 
basal, sua quantificação seriada mostrou-se útil na predição da res- 
posta inicial à terapia (Fink, 2000). Estudos demonstraram reduções 
de 50 a 60% da concentração urinária de CTx e NTx em um período 
de 3 a 6 meses de terapia antirreabsortiva (Eatell, 2003), bem como a 
correlação dessas reduções com a predição da resposta de massa óssea 
a longo prazo (Ravn, 2003). 


Marcadores da formação óssea 


Os marcadores da formação óssea são a fosfatase alcalina e mais três 
produtos de síntese da matriz óssea, incluindo osteocalcina e peptíde- 
os de extensão amino e carboxiterminal de pró-colágeno I. 


Fosfatase alcalina (ver Cap. 20) 

A fosfatase alcalina óssea (ALP-B), uma enzima acoplada à mem- 
brana celular do osteoclasto, é liberada na circulação por ação da fos- 
fatidilinositol glicanase e formação de vesículas a partir da membrana. 
Estudos demonstraram que a medida da atividade de ALP-B nos oste- 
oclastos e nos ossos é proporcional à formação de colágeno. Sendo 
assim, essa atividade pode representar um índice da taxa de formação 
óssea. O soro humano contém uma mistura variável de isoenzimas 
ALP provenientes do fígado, intestino, rim e ossos. Durante a gravi- 
dez, a fosfatase alcalina pode derivar da placenta (Farley, 1994). Certos 
tumores malignos também podem produzir uma isozima de ALP que 
é estável ao calor. A função da ALP é desconhecida, entretanto, tem 
sido postulado que seu papel provavelmente tem a ver com a mine- 
ralização de ossos recém-formados. À quantificação dos níveis séricos 
totais de ALP é útil para acompanhar a atividade de doenças em que a 
concentração de isoenzimas eleva-se excepcionalmente, como ocorre 
na doença de Paget ou em osteossarcomas. 

As duas principais isoenzimas da APL circulantes — óssea e hepática 
— são difíceis de serem distinguidas, uma vez que constituem produtos 
de um mesmo gene e diferem apenas quanto à glicosilação pós-trans- 
lacional. O isolamento da ALP esquelética pode ser conseguido por 
meio da inativação por aquecimento, precipitação por aglutinação de 
germe de trigo, eletroforese, focalização isoelétrica e ensaios imunor- 
radiométricos de dois sítios. Atualmente, o imunoensaio é o método 
de escolha, por causa do elevado grau de especificidade e do nível de 
precisão satisfatório. 


Osteocalcina 

A osteocalcina é a principal proteína não colágena da matriz óssea. 
É um polipeptídeo composto por 49 aminoácidos, rico em ácido glu- 
tâmico. A sua função ainda é pouco compreendida, contudo sabe-se 
que pode atuar como sítio de deposição de cristais de hidroxiapatita. 
Durante a síntese da matriz óssea, uma certa quantidade de osteo- 
calcina é liberada na circulação e é rapidamente depurada pelos rins. 
A osteocalcina pode ser quantificada por meio de imunoensaio em 
amostras de plasma ou soro. Entretanto, os testes para osteocalcina 
não estão padronizados, porque os diferentes anticorpos que utiliza 
reconhecem fragmentos distintos. Os anticorpos que reconhecem a 
molécula intacta e o grande fragmento aminoterminal intermediá- 
rio aparentemente são os que fornecem a melhor informação clíni- 
ca (Watts, 1999). Estudos recentes demonstraram que a vitamina K, 
embora não afete a concentração de osteocalcina, influencia a carbo- 
xilação dessa proteina. Foi sugerido que a osteocalcina subcarboxilada 
constitui um melhor indicador na previsão de certos resultados, como 
uma fratura, por exemplo (Vergnaud, 1997). A osteocalcina é meta- 
bolizada principalmente no rim e, em menor extensão, no fígado. Sua 
meia-vida na circulação é de cerca de 5 minutos. Os níveis de osteocal- 
cina aumentam diante de uma elevada taxa de renovação óssea, como 
a observada no hiperparatireoidismo, acromegalia e doença de Paget. 
A sua concentração diminui no hipoparatireoidismo, hipotireoidis- 
mo e em pacientes sob terapia com glicocorticoides. Os intervalos de 
referência para osteocalcina são de aproximadamente 1,1 a 11 ng/mL 
(homem adulto) e 0,7 a 6,5 ng/mL (mulher adulta). 


Doença óssea metabólica 


A doença óssea metabólica pode ser definida como uma doença 
metabólica geral que afeta totalmente o esqueleto. Sendo generalizada, 
por definição envolve cada osso do corpo. Consequentemente, uma 
biópsia de qualquer osso deve refletir algum grau de alteração meta- 
bólica. Enquanto são muito poucas as doenças metabólicas em que 
há aumento da densidade óssea (p. ex., fluorose, toxicidade por vita- 
mina A), a grande maioria das doenças metabólicas ósseas constitui 
problemas clínicos que acarretam a diminuição da densidade óssea. 
Como resultado, os ossos podem apresentar a diminuição da matriz 
orgânica com mineralização normal (p. ex., osteoporose), redução do 
conteúdo mineral sem diminuição significativa da matriz orgânica (p. 
ex., osteomalacia), ou diminuição tanto da matriz orgânica como do 
conteúdo mineral (p. ex., osteodistrofia renal). 


Osteoporose 


F 


A osteoporose é a doença óssea metabólica mais comum (Tab. 
15.7). Trata-se de um distúrbio esquelético sistêmico caracterizado 
pela diminuição da matriz orgânica óssea, bem como deterioração da 
microarquitetura do tecido ósseo, com subsequente aumento da fra- 
gilidade do osso e suscetibilidade a fraturas (Ferrari, 1999). Enquanto 
sua expressão pode se manifestar pela baixa densidade mineral óssea, 
a qual pode ser detectada por absorciometria de raios X de dupla ener- 
gia (DEXA, dual-energy X-ray absorptiometry), a anomalia absoluta- 
mente não reflete uma mineralização anormal, visto que os minerais 
encontram-se tanto na estrutura como no conteúdo. Em vez disso, a 
massa óssea total diminui primariamente na osteoporose, em conse- 
quência da diminuição do conteúdo de colágeno ósseo. 

A massa e a resistência Óssea estão relacionadas à densidade volu- 
métrica, ao tamanho do osso, à microarquitetura e à qualidade intrín- 
seca ao tecido. Esses fatores são propensos a sofrer alterações durante 
o crescimento e a perda óssea, com modificações seletivas de acordo 
com a localização no esqueleto. Mulheres brancas e asiáticas em 
pós-menopausa, magras ou de pequena estatura e com história fami- 
liar positiva apresentam grande risco de desenvolver a doença. Outros 
fatores de risco incluem fumo, álcool em excesso, estilo de vida seden- 
tário e consumo muito baixo de cálcio. Fortes evidências indicam que 
fatores genéticos e associados ao estilo de vida constituem determi- 
nantes importantes do pico de massa óssea. 

À medida que o osso se torna menos denso, sua radiotransparência 
aumenta. Esse aspecto pode ser causado pela diminuição do conteú- 
do de colágeno e/ou de minerais. Coletivamente, a condição é deno- 
minada osteopenia — um termo radiográfico que não discrimina os 
diferentes tipos de doença óssea metabólica. A finalidade desse termo 
não deve ser confundida com o uso que lhe é atribuído nos estudos de 


Tabela 15.7 Deficiências na matriz óssea orgânica 


Osteoporose primária 

Idiopática (crianças e adultos jovens) 
Pós-menopáusica 

Senil 

Osteoporose secundária 

Hiperparatireoidismo 

Hiperadrenocorticismo 

Hipogonadismo 

Tirotoxicose 

Imobilização 

Deficiência de cálcio 

Administração de heparina por tempo prolongado 
Diversas (alcoolismo, desnutrição, doença hepática, artrite reumatoide, má 
absorção) 

Distúrbios do tecido conjuntivo 

Osteogênese imperfeita 

Sindrome de Ehlers-Danlos 

Síndrome de Marfan 


densitometria, onde “osteopenia” se refere a uma perda significativa de 
densidade óssea, cujo valor corresponde a aproximadamente um des- 
vio-padrão abaixo do valor de definição da osteoporose. A perda radio- 
lógica de massa óssea se deve à perda de osso compacto e esponjoso, 
porém os problemas esqueléticos mais comumente associados à osteo- 
porose aparecem com a perda de osso esponjoso. Tal fato se deve tanto 
ao arranjo de cada tipo de osso, como à real massa óssea reduzida. 

Enquanto o córtex ósseo forma um anel contínuo, a resistência da 
diáfise de um osso longo é proporcional ao cubo da distância que vai 
do centro da cavidade medular ao lado externo do córtex. A sua rigi- 
dez é proporcional a essa mesma distância elevada à quarta potência. 
Considerando que a reabsorção do osso compacto envolve principal- 
mente o endósteo e é promovida pelos osteoclastos, isso significa que, 
à medida que os ossos compactos se tornam mais osteoporóticos, suas 
diáfises se tornam cada vez mais ocas. O processo de escavação das diá- 
fises é mais ou menos compensado por uma ossificação membranosa 
da superfície cortical. Consequentemente, quando a cavidade medular 
é ampliada por osteoclasia endosteal, o diâmetro do córtex também 
aumenta. Esse alargamento implica o aumento do raio (distância do 
ponto médio medular até o lado externo do córtex). Como a resistên- 
cia do osso intacto é proporcional ao cubo desse raio, uma pequena 
ampliação do osso apositivo pode compensar biomecanicamente uma 
grande perda de osso endosteal (Fig. 15.7). 

O osso esponjoso (trabecular), por outro lado, é afetado mais preco- 
cemente pela osteoporose, não só porque sua massa é menor, mas por 
causa de sua arquitetura. Seu arranjo consiste em finas placas parale- 
las, altamente perfuradas e orientadas na vertical, que são sustentadas 
lateralmente por esteios ainda mais delgados dispostos na horizontal. 
Apenas 25% do compartimento de ossos esponjosos, em termos de 
volume, é constituído por osso. O restante corresponde a espaços inter- 
trabeculares preenchidos com gordura e medula (ver Fig. 15.18). Em 
comparação ao córtex, a proporção entre a superfície e o volume é 
bastante elevada nesse osso, proporcionando a todas as células ósseas 
o livre acesso às delicadas superfícies das trabéculas. Em consequência, 
sua reabsorção ocorre mais rapidamente do que no osso cortical. Além 
disso, caso a taxa de reabsorção osteoclástica seja a mesma em todas as 
partes que o compõem, os esteios horizontais que sustentam e refor- 
çam as placas verticais podem ser perdidos mais cedo, pois a princípio 
sua massa óssea é significativamente menor que a das placas verticais. A 
reabsorção dessas estruturas de apoio horizontais contribui proporcio- 
nalmente mais para a morbidade da osteoporose, do que a perda difu- 
sa de massa óssea. À medida que os esteios desaparecem, as trabéculas 
verticais formam segmentos em linha vertical cada vez mais longos, os 
quais ficam sujeitos a forças de arqueamento progressivamente maiores 
(Fig. 15.8). O aumento do comprimento de cada um desses segmentos 
trabeculares alongados verticais os torna mais suscetíveis a fraturas por 
fadiga, à razão do quadrado do fator de incremento do comprimento. 
Assim, se o comprimento desprotegido de uma placa vertical aumen- 
ta duas vezes, torna-se quatro vezes mais suscetível a fraturas. Não 
surpreende que o indivíduo apresente dor, deformações esqueléticas 
e fraturas como sequelas comuns. A osteoporose pode ser etiologica- 
mente classificada nos tipos primário e secundário. Na primária, são 
observadas típicas associações complexas e idade do paciente, porém 
a etiologia exata da perda óssea permanece desconhecida. O tipo mais 
comum de osteoporose primária é a osteoporose pós-menopáusica, que 
ocorre em condições de queda dos níveis hormonais, apresenta perda 
de massa óssea máxima na primeira década da menopausa e aparente- 
mente está associada ao aumento da atividade osteoclástica. A sua prin- 
cipal manifestação é a perda de osso esponjoso. À osteoporose chamada 
“senil” manifesta-se depois de uma década (ou mais) do aparecimento 
da forma pós-menopáusica e está associada ao declínio do número de 
osteoblastos proporcionalmente à demanda pela atividade dos mes- 
mos. À forma senil afeta principalmente o osso compacto (Manolagas, 
1995). A osteoporose idiopática juvenil ocorre próximo à puberdade e 
está associada ao aumento da atividade osteoclástica. Diferente da varie- 
dades pós-menopáusica e senil, costuma ser autolimitada e permite a 
recuperação de uma boa parte da massa óssea esquelética. 

Na osteoporose secundária, a causa da perda de massa óssea é 
conhecida e, às vezes, pode ser prevenida ou revertida. As etiologias 
incluem hiperparatireoidismo e outras endocrinopatias, lesões que 
ocupam o espaço medular e elevam a pressão no interior da cavidade 
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Figura 15.7 Comparação esquemática do córtex femoral entre dois homens, um 
de 30 anos de idade (esquerda) e outro de 75 anos (direita). Note que a resistência 
proporcional da diáfise óssea é maior no córtex da direita. 





Figura 15.8 Osteoporose de vértebra lombar. Há uma perda óssea generalizada. As 
placas verticais se tornaram mais perfuradas, e o número de suportes transversais 
horizontais diminuiu acentuadamente em relação ao número de placas verticais 
(comparar com a Fig. 15.18). 


medular, deficiência de cálcio, má absorção, administração de este- 
roides ou heparina e imobilização. 

Certos distúrbios do tecido conjuntivo, tais como osteogênese imper- 
feita, síndrome de Marfan e síndrome de Ehlers-Danlos, também resul- 
tam em osteoporose estrutural ou funcional. 


Osteomalacia e raquitismo 


Trata-se de dois distúrbios de calcificação. A osteomalacia con- 
siste na falha da mineralização da matriz orgânica recém-formada 
(osteoide) no esqueleto maduro. A formação do osteoide prossegue, 
contudo os ossos gradualmente se tornam mais moles, à medida que 
a proporção entre osteoide e osso mineralizado aumenta ao longo 
do tempo. Conforme a doença avança, o indivíduo pode apresentar 
fraqueza, dor e deformidades esqueléticas, além de fraturas. O exame 
radiográfico revela uma diminuição generalizada da radiodensidade 
esquelética. O fato de o esqueleto se tornar menos radiodenso não 
permite discriminar entre a perda absoluta de mineralização e a perda 
de matriz orgânica mineralizada (osteoporose). 

O raquitismo, uma doença da infância, é a designação para a oste- 
omalacia que ocorre antes da cessação do crescimento, ou seja, antes 
do fechamento das placas epifisárias dos ossos longos. No raquitis- 
mo, as deformidades esqueléticas são acentuadas em consequên- 
cia do supercrescimento compensatório da cartilagem epifisária, 
da qual amplas faixas permanecem sem serem mineralizadas nem 
reabsorvidas. Nos casos mais severos, a observada diminuição do 
crescimento pode estar associada a deformidades evidentes, como 
inchaço das junções costocondrais das costelas (rosário raquítico), 
um esterno protuberante, depressão costodiafragmática (sulco de 
Harrison), fechamento tardio da fontanela anterior com formação 


de protuberância (bossa) frontal e visível alargamento das metáfises 
dos ossos longos. 

A mineralização ótima requer: (1) suprimento adequado de íons 
de cálcio e fosfato; (2) pH apropriado (~7,6); (3) matriz óssea de 
composição bioquímica e taxa de síntese normais; e (4) controle dos 
inibidores do processo de mineralização. As principais categorias de 
doenças causadoras de osteomalacia ou raquitismo são os estados de 
deficiência de vitamina D, a depleção de fosfato, acidose sistêmica e 
inibidoras da mineralização. 

A deficiência de vitamina D é particularmente importante duran- 
te a infância e pode ser causada pela ingestão dietética inadequada, 
má absorção intestinal, diminuição da síntese de metabólitos ativos, 
aumento do catabolismo ou aumento da resistência periférica à ação 
da vitamina. A deficiência dietética é bastante rara nos EUA, por causa 
do consumo amplamente disseminado de leite fortificado, pão e suple- 
mentos vitamínicos. Quando a deficiência de vitamina D acomete 
indivíduos adultos, usualmente é uma consequência de má absorção. 
Como essa vitamina é lipossolúvel, sua absorção é comprometida pela 
doença celíaca (espru não tropical), doença biliar e pancreática ou 
esteatorreia por causas variadas. Uma resistência sistêmica à vitamina 
D pode ter importância fundamental nos casos de osteomalacia que 
acompanham uma doença renal crônica. Por outro lado, a resistência 
hereditária a 1,25(0H),D; — frequentemente denominada raquitismo 
dependente de vitamina D de tipo II — é um distúrbio raro causado 
por uma variedade de defeitos envolvendo o receptor da vitamina. 


Osteodistrofia renal 


A osteodistrofia renal se refere ao espectro de anomalias ósseas 
observado em pacientes com doença renal em estágio terminal (ESRD, 
end-stage renal disease): predominantemente, osteíte fibrosa cística, 
osteomalacia ou uma combinação de ambas (ver Hiperparatireoidismo 
secundário — Fig. 15.5). A osteíte fibrosa cística caracteriza-se por um 
aumento da renovação óssea decorrente de hiperparatireoidismo secun- 
dário — uma condição em que há diminuição dos níveis de 1,25(0H),D; 
e cálcio ionizado. (Em geral, a dissolução óssea é acelerada e a forma- 
ção de osso diminui.) A osteomalacia é caracterizada pela mineralização 
inadequada dos ossos, resultando no acúmulo de osteoides superficiais 
(osso sem mineralização). Os osteoclastos não penetram (reabsorvem) 
nas áreas de acúmulo, pois somente são atraídos para superfícies mine- 
ralizadas. Assim, os osteoclastos cavam cones perfurantes através das 
superfícies mineralizadas disponíveis, adentrando os núcleos minerali- 
zados das trabéculas antigas. Esse fenômeno é histologicamente referido 
como “reabsorção por tunelização”, por causa do modo utilizado pelos 
osteoclastos para acessar o osso mineralizado (Fig. 15.9). 

Na osteomalacia que acomete pacientes com ESRD, o processo defei- 
tuoso de mineralização pode ser atribuído aos baixos níveis séricos de 
cálcio, ao acúmulo de alumínio no osso ou, ainda, a outros fatores 





Figura 15.9 Osteotrofia renal com hiperparatireoidismo e osteomalacia. Esta 
secção descalcificada foi corada pelo método de Von Kossa, que cora de preto 

os ossos mineralizados e de alizarina vermelha o osteoide formado. As espessas 
áreas avermelhadas representam linhas de junção de osteoides recém-formados, 
resultantes de insuficiência renal (ver Fig. 15.104). As setas sólidas pretas apontam 
os cones perfurantes da tunelização osteoclástica no interior da substância 
mineralizada das trabéculas ósseas. Observe que essas superfícies de reabsorção 
recortadas ocorrem somente nas áreas escuras. Os osteoclastos estão ausentes nas 
áreas lisas avermelhadas (250 x). 


não explicados. Pacientes com insuficiência renal submetidos ao tra- 
tamento oral com substâncias ligadoras de fosfato contendo alumi- 
nio (para controle de hiperfosfatemia), ou aqueles que se submetem à 
hemodiálise utilizando dialisados contendo alumínio estão sujeitos ao 
desenvolvimento de osteomalacia. Isso ocorre porque o íon alumínio 
interfere no processo normal de formação da treliça de hidroxiapatita. 
Biópsias de osso descalcificado coradas para detecção de alumínio são 
capazes de distinguir esse tipo de osteomalacia dos demais tipos mais 
usuais da doença (Fig. 15.104 e B). 


Doença de Paget 


A doença óssea de Paget (osteíte deformante) é um distúrbio crô- 
nico envolvendo os ossos, que pode ser uni ou multifocal. Embora 
assemelhe-se a uma doença metabólica, uma vez que os ossos afeta- 
dos tornam-se estrutural e funcionalmente anormais, não se trata 
de uma verdadeira doença metabólica por haver ossos que não são 
envolvidos e permanecem normais. A sua causa permanece desco- 
nhecida. Entretanto, há suspeita de que a sua origem seja viral, pois 
foram identificadas partículas similares ao paramixovirus no núcleo 
dos osteoclastos de ossos afetados. Há casos em que é identificada 
uma história familiar da doença. Seja qual for a etiologia, observa-se 
o desacoplamento das funções dos osteoclastos e osteoblastos, com 
predominância da atividade osteoclástica no início da doença e, no 
estágio final, predominância da atividade osteoblástica. Os osteoclastos 
frequentemente apresentam tamanho aumentado e aspecto bizarro, 
com 50 ou mais núcleos. As trabéculas apresentam recortes denteados 
e erosões, com múltiplas lacunas de Howship, fibrose paratrabecular e 
hipervascularização medular. O quadro histológico inicial lembra o da 
osteíte fibrosa do hiperparatireoidismo. À medida que ocorre produ- 
ção osteoblástica de osso novo, as lacunas de Howship são preenchidas 
com pedaços irregulares de osso maduro e imaturo. Os contornos das 
delimitações originais da reabsorção osteoclástica são preservados em 
forma de linhas de cemento invertidas e irregularmente dispostas, de 
modo que o osso resultante assemelha-se a um mosaico de telhas. O 
osso formado nesse processo é estruturalmente fraco, suscetível tanto 
a deformações como fraturas. Pacientes com extensas lesões ósseas e 
doença cardíaca subjacente podem desenvolver, como complicação, 
uma insuficiência cardíaca de alto débito. Cerca de 1% dos pacientes 
eventualmente desenvolve sarcomas ósseos, usualmente com diferen- 
ciação osteossarcomatosa. Os achados laboratoriais, até certo ponto, 
são interessantes. Embora os níveis séricos de cálcio e as concentrações 
de fósforo inorgânico sejam tipicamente normais, há ocasiões em que 
podem se tornar elevadas. De fato, os níveis séricos de cálcio podem 
subir bastante, se for imobilizada uma extensa área afetada pela doença 
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Figura 15.10 Osteomalacia na osteodistrofia renal. A, a coloração de Von Kossa 
mostra o osso previamente formado corado em preto; o osteoide recém-sintetizado e 
desmineralizado foi corado de vermelho magenta. Observe que todas as superfícies 
estão cobertas por espessas linhas de junção de osteoide coradas em magenta 

(125 x). B, o mesmo campo da mesma biópsia corado com solocromo azurine 

para detecção de alumínio. Note que as linhas demarcadoras entre as áreas 

coradas de preto e de vermelho aparecem em azul escuro. Essa coloração se deve 

à presença do alumínio derivado das substâncias ligadoras de fosfato dietéticas. O 
alumínio foi incorporado à matriz óssea de hidroxiapatita e interfere no processo de 
mineralização (125 x). 


de Paget. Uma vez iniciada a atividade osteoblástica, há elevação dos 
níveis de fosfatase alcalina, a qual pode, então, ser utilizada no acompa- 
nhamento da atividade da fase de síntese óssea da doença. Os níveis de 
fosfatase alcalina aumentam ainda mais, caso o paciente com doença 
de Paget desenvolva osteossarcoma. A excreção urinária de cálcio e fós- 
foro permanece normal ou aumenta, enquanto a excreção de hidroxi- 
prolina costuma estar significativamente aumentada. Com frequência, 
a doença de Paget responde tanto clínica quanto patologicamente à 
administração terapêutica de calcitonina. 
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PONTOS-CHAVE 
e O diagnóstico de diabetes requer a detecção de uma 
concentração plasmática de glicose em jejum 2126 mg/ 
dL (7,0 mmol/L) em pelo menos duas ocasiões, ou de 
eventuais níveis plasmáticos de glicose (ou níveis determinados 2 
horas após a sobrecarga de glicose) > 200 mg/dL (11,1 mmol/L). 
Normalmente, a concentração plasmática de glicose em jejum é 
< 100 mg/dL (5,6 mmol/L) e os níveis de glicose 2 horas após a 
sobrecarga são < 140 mg/dL (7,8 mmol/L). 


e Os testes de tolerância à glicose oral devem ser realizados para 
diagnosticar o diabetes gestacional. 


e Os valores de glicose do sangue capilar total obtidos com o 
auxílio de dispositivos de teste rápido são úteis para a detecção de 
hiper- e hipoglicemia em indivíduos com diabetes, além de ajudar a 
monitorar e a administrar a terapia. Porém, não devem ser utilizados 
para o diagnóstico de diabetes nem de distúrbios hipoglicêmicos. 
Para esses casos é essencial que os dados obtidos sejam confirmados 
por meio de medidas laboratoriais dos níveis de glicose plasmática, 
uma vez que os métodos empregados nos laboratórios são mais 
acurados. 





e Os níveis de HbA}. devem ser avaliados a cada 3-6 meses 

em indivíduos com diabetes, para o monitoramento do controle 
glicêmico, utilizando um método certificado rastreável pelo método 
de referência do Diabetes Control and Complications Trial (DCCT). 
O grau de confiabilidade e acurácia diminuem com menores 
sobrevida e média de idade das hemácias, ou pela necessidade de 
transfusões, conforme se observa em certas hemoglobinopatias, 
condições hemolíticas e casos de uremia. 


e As tiras e os comprimidos comumente empregados no teste de 
cetonas utilizam nitroprussiato, que não detecta B-hidroxibutirato. 
Uma vez que os níveis de B-hidroxibutirato estão elevados na 
cetoacidose diabética (DKA), diabetic ketoacidosis e são reduzidos 
com o tratamento, enquanto os níveis de ácido acetoacético e 
acetona se elevam com o tratamento, as tiras não servem para 
monitorar a terapia. O cálculo do intervalo aniônico é comumente 
empregado para monitorar a recuperação de indivíduos com DKA. 
Atualmente, há métodos enzimáticos disponíveis para quantificar 
B-hidroxibutirato. 

e Autoanticorpos circulantes (GAD65, ICA512, IA-2, IAA) podem 
estar presentes antes e durante a instalação do diabetes autoimune 
de tipo 1. Esses testes não devem ser empregados na triagem de 
rotina de indivíduos assintomáticos não diabéticos, exceto em caso 
de pesquisas. Quando realizados, devem ser utilizados aqueles 
que à penca o melhor desempenho no Diabetes Antibody 
Standardization Program (Programa de Padronização de Anticorpos 
para Diabetes). 


e É aconselhável reavaliar indivíduos com sintomas hipoglicêmicos 
decorrentes de níveis plasmáticos de glicose < 50 mg/dL (2,8 mmol/L) 
que não estejam recebendo medicação para o tratamento de diabetes. 
Para estabelecer o diagnóstico, recomenda-se obter uma cuidadosa 
história farmacológica e médica, bem como determinar os níveis de 
insulina, peptídeo C, pró-insulina, autoanticorpos para insulina, 
B-hidroxibutirato e fármacos (sulfonilureias, repaglinida, nateglinida). 
e As doenças de armazenamento de glicogênio que afetam 
primariamente o fígado normalmente se manifestam com 
hipoglicemia e hepatomegalia, enquanto aquelas que afetam os 
músculos comumente causam caimbras musculares, fraqueza, fadiga 
e intolerância ao exercício. 


Introdução 


Os carboidratos são os principais constituintes dos sistemas fisio- 
lógicos. São compostos orgânicos formados por átomos de carbono, 
hidrogênio e oxigênio [C,(H,O),] que, com lipídios e proteínas, forne- 
cem energia e contribuem para a estrutura dos organismos. Os carboi- 
dratos complexos são digeridos em açúcares simples, principalmente 
glicose, que é utilizada primariamente como fonte de energia ou esto- 
cada sob a forma de glicogênio. As hexoses (carboidratos contendo 
seis átomos de carbono) mais importantes da dieta são a D-glicose, 
D-galactose e D-frutose, contudo o principal açúcar presente na cir- 
culação sanguinea a glicose. A lactose (glicose + galactose) e a sucrose 
(glicose + frutose) são dissacarídeos importantes. Além de necessários 
à realização de funções celulares específicas (como é o caso da ribose, 
em relação aos ácidos nucleicos), os carboidratos podem modificar as 
proteínas e, consequentemente, suas funções por meio da glicosilação. 
São quantificados no sangue total, soro ou plasma. Além disso, a quan- 
tificação de carboidratos na urina, LCE e outros líquidos do corpo são 
clinicamente importantes. Essas medidas são discutidas na Parte III. 

A concentração de glicose no sangue normalmente é mantida den- 
tro de uma faixa estreita de valores por ação de muitos hormônios. 
Dentre esses, o mais significativo é a insulina, cuja produção se dá no 
pâncreas endócrino. O diabetes melito é a doença mais comum envol- 
vendo o metabolismo de carboidratos. A maioria dos indivíduos com 
diabetes apresenta o tipo 1 (destruição das células B com absoluta 
deficiência de insulina) ou o tipo 2 (resistência à insulina e defeito na 
secreção desse hormônio). As medidas de controle glicêmico assumem 
papel cada vez mais importante no diabetes, uma vez que o desen- 
volvimento e a progressão de complicações micro e macrovasculares 
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estão associados à glicemia. O conteúdo do presente capítulo irá revi- 
sar os aspectos do metabolismo de carboidratos considerados mais 
críticos na prática médica. 


Função do pâncreas endócrino 


O pâncreas atua como órgão, ao mesmo tempo, endócrino e exó- 
crino no controle do metabolismo de carboidratos. Como a glândula 
exócrina, produz e secreta a amilase responsável pela quebra dos car- 
boidratos complexos ingeridos. Uma digestão adicional leva à produ- 
ção dos monossacarídeos, que são as unidades absorvíveis. Uma vez 
absorvidos, os monossacarídeos emitem sinais para o pâncreas endó- 
crino, que regula os hormônios envolvidos na homeostasia energética. 
Os nutrientes também estimulam as células enteroendócrinas do trato 
GI a secretarem incretinas — hormônios peptídicos que afetam a fun- 
ção pancreática, o esvaziamento gástrico e a motilidade intestinal. 

O pâncreas endócrino secreta quatro hormônios através de diferen- 
tes células que residem nas ilhotas de Langerhans. A insulina é pro- 
duzida pelas células B, o glucagon, pelas células ox, a somastotatina, 
pelas células A e o polipeptídeo pancreático (PP), pelas células PP ou 
E Nos tecidos sensíveis, como o músculo esquelético, as gorduras e o 
fígado, a insulina estimula a captação de glicose e a formação de gli- 
cogênio, bem como inibe a produção de glicose. O glucagon atua pri- 
mariamente no fígado, onde estimula a produção de glicose e, com o 
passar do tempo, a cetogénese. A somastotatina, por outro lado, inibe 
a secreção tanto de insulina e glucagon como de inúmeros outros hor- 
mônios. A ingestão de nutrientes constitui maior estímulo à secreção 
de PP, cuja importância fisiológica ainda não foi esclarecida, mas que 
parece reduzir o apetite e a ingestão de alimentos. Nos raros casos 
descritos de células tumorais de ilhota pancreática que produzem PP 
em excesso, ou na hiperplasia por PP, há alguns pacientes assintomá- 
ticos. Contudo, há casos em que os pacientes apresentam síndrome de 
diarreia aquosa (Bellows, 1998; Pasieka, 1999; Tomita, 1980). 

A proporção insulina/glucagon é importante na regulação do meta- 
bolismo de carboidratos. O anabolismo é favorecido quando há relativo 
aumento dessa proporção, como se observa no estado pós-prandial. O 
catabolismo é beneficiado pela relativa diminuição da proporção, como 
ocorre no jejum. A somastotatina, o aporte neural, os peptídeos intes- 
tinais e a concentração de glicose e de outros metabólitos são todos 
fatores que influenciam essa proporção. Sua regulação é estreitamente 
voltada à manutenção da concentração sanguínea de glicose dentro 
dos limites normais. 

Além dos hormônios mencionados, a célula 5 pancreática secreta 
uma proteína composta por 37 aminoácidos denominada polipepti- 
deo amiloide da ilhota (IAPP, islet amyloid polypeptide), ou amilina. 
Descrita pela primeira vez em 1987, a amilina esta colocalizada e é 
cossecretada com a insulina em resposta à estimulação dos nutrientes. 
É capaz de inibir a secreção de insulina, retardar o esvaziamento gás- 
trico e inibir a secreção pós-prandial de glucagon. Suas formas oli- 
gomeéricas estão associadas ao aumento da apoptose das células a. A 
IAPP é sintetizada inicialmente como um peptídeo precursor maior, 
que é processado nas células B. Níveis elevados de [APP foram detec- 
tados em estados hiperinsulinêmicos e de resistência à insulina, como 
no comprometimento da tolerância à glicose e no diabetes precoce de 
tipo 2. Por outro lado, níveis diminuídos foram observados no dia- 
betes de tipo 1. Depósitos de amiloide — um material fibroso deriva- 
do da IAPP — são encontrados nas ilhotas no diabetes de tipo 2. Os 
níveis desse peptídeo também podem estar aumentados no câncer de 
próstata. Embora não sejam utilizados testes para amilina na prática 
clínica, estão sendo desenvolvidas triagens clínicas com análogos para 
casos de diabetes. Com isso, espera-se que esses análogos melhorem o 
controle glicêmico através da limitação das excursões de glicose pós- 
prandiais (Nyholm, 2001). Recentemente, um análogo sintético da 
amilina — o acetato de pramlintida — foi disponibilizado sob a forma 
de injeção administrada antes das principais refeições, para pacientes 
diabéticos dependentes de insulina. 


Insulina 


A insulina é um peptídeo-hormônio com massa molecular de 
aproximadamente 5.800 Da. É secretado pelas células B das ilhotas de 
Langerhans, no pâncreas. Apresenta duas cadeias, A (21 aminoácidos) 


e B (30 aminoácidos), que são unidas por duas ligações dissulfeto. 
A insulina é inicialmente sintetizada como uma cadeia única e mais 
longa de peptídeo de hormônio precursor — a pré-insulina. A pró-in- 
sulina (~ 9.000 Da), que é o precursor imediato, é processada em 
insulina nos grânulos de secreção das células B, por meio da remoção 
enzimática do segmento peptídico de 31 aminoácidos que conecta 
as cadeias A e B, conhecido como peptideo C (Figs. 16.1 e 16.2). Esse 
processamento proteolítico é catalisado pelas pró-proteínas con- 
vertases PC2 e PC1/PC3. Essas enzimas primeiramente convertem 
a pró-insulina em metabólitos intermediários — as pró-insulinas de 
clivagem 32/33 e 65/66. Esses, após a clivagem pela carboxipeptidase 
H, sofrem novamente a ação das convertases e se transformam nas 
pró-insulinas de clivagem des-31/32 e des-64/65. Em adultos, peque- 
nas concentrações de pró-insulina intacta e esses intermediários de 
conversão metabolicamente ativos, especialmente a pró-insulina de 
clivagem des-31/32, são cossecretados com a insulina. Crianças sadias 
e recém-nascidos prematuros, quando comparadas aos adultos, apre- 
sentam níveis maiores de pró-insulina e pró-insulina de clivagem 
32/33. Em alguns radioimunoensaios, a pró-insulina e seus metabóli- 
tos podem exibir reação cruzada com a insulina. Esse fenômeno pode 
ser significativo, especialmente porque a meia-vida da pró-insulina é 
pelo menos três vezes maior que a da insulina. Em estudos conduzi- 
dos in vivo, observou-se que a atividade da pró-insulina corresponde 
a 10-15% da atividade biológica da insulina. 

Níveis de pró-insulina elevados (pró-insulina intacta e parcialmente 
processada) são detectados no diabetes de tipo 2 e estão associados à 
diminuição da capacidade secretora de insulina das células B (Roder, 
1998). No diabetes pré-tipo 1, igualmente, foi detectado um aumento 
dos níveis de pró-insulina. Nesse caso, as células 6 apresentam a dimi- 
nuição da função, talvez em consequência de danos causados pelas 
citocinas produzidas por imunócitos infiltrantes (Hostens, 1999). 
Os insulinomas são condições menos comumente associadas à ele- 
vação dos níveis de pró-insulina. A hiperpró-insulinemia familiar é 
um distúrbio raro provocado por mutações no gene da pró-insulina. 
Em famílias japonesas afetadas essa anomalia genética está associada 
ao comprometimento da tolerância à glicose ou ao diabetes de tipo 2, 
contudo numa família caucasiana em que três gerações apresentaram 
hiperpró-insulinemia e pró-insulina mutante (Arg65-His), a tolerância 
à glicose manteve-se normal (Roder, 1996). 

O peptídeo C e a insulina são secretados em quantidades equimo- 
lares dentro da veia Porta, porém a proporção sérica de ambas varia 
entre 5:1 e 15:1. No sangue, a concentração molar do peptideo C é 


Cadeia B 





Peptídeo C 


Figura 16.1 Pró-insulina humana, com sítios de clivagem para pró-proteina 
convertases PC] e PC2 e para carboxipeptidase H (CPE). Os círculos em laranja 
representam os pares de aminoácidos básicos utilizados para processamento 
proteolítico; os círculos em verde representam os resíduos de cisteína que 
participam das ligações dissulfeto. (Diagnosis and classification of diabetes melito. 
Copyright©2004 American Diabetes Association. From Diabetes Care, Vol. 27, 2004; 
55-510. Reproduzido com permissão de The American Diabetes Association.) 
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Figura 16.2 Processamento da pró-insulina em insulina. Os círculos em verde 
representam os resíduos de cisteína que participam das ligações dissulfeto. Direitos 
de reprodução de John Wiley and Sons Ltd.; reproduzido com permissão (Temple, 
1992). 


maior do que a da insulina, principalmente por causa da depuração 
hepática da última. Cerca de 50% da insulina é rapidamente removida 
ao passar inicialmente pelo fígado, enquanto a excreção hepática do 
peptídeo C é negligível. Na cirrose, observa-se hiperinsulinemia em 
decorrência da diminuição da depuração hepática de insulina. Em 
indivíduos sadios, a meia-vida tanto do peptídeo C como da pró-in- 
sulina é de aproximadamente 30 minutos, sendo que a insulina apre- 
senta meia-vida de 4 a 9 minutos. Em indivíduos normais em jejum, 
a proporção molar de peptídeo C e a insulina é de 5:1. Ainda restam 
dúvidas quanto à existência de alguma atividade biologicamente sig- 
nificativa do peptideo C (Wojcikowski, 1990; Ido, 1997). 

O estado doentio se instala quando as concentrações de insulina 
tornam-se inadequadas diante de determinados níveis sanguíneos 
de glicose. A deficiência da insulina, seja absoluta ou relativa, con- 
duz ao diabetes melito. Os níveis séricos de insulina e glicose devem 
ser medidos concomitantemente, uma vez que a secreção de insulina 
é regulada primariamente pela glicose. Enquanto uma concentração 
elevada de insulina diante de níveis baixos de glicose sugere secre- 
ção ou administração inapropriada do hormônio, é possível detectar 
aumento dos níveis de insulina em indivíduos resistentes que neces- 
sitam secretar mais insulina para manter os níveis sanguíneos de gli- 
cose normais. 

A secreção excessiva e descontrolada de insulina provoca hipogli- 
cemia. Esse distúrbio é observado na presença de tumores secreto- 
res o hormônio, especialmente insulinomas. Em tais circunstâncias, 
os níveis séricos de glicose do paciente estão diminuídos (< 50 mg/ 
dL), enquanto os níveis de insulina e pró-insulina encontram-se 


elevados e há manifestação de sintomas hipoglicêmicos (p. ex., tre- 
mores, palpitações, diaforese, confusão). Os níveis de peptídeo C são 
determinados em estados hipoglicêmicos para ajudar a identificar a 
etiologia da hipoglicemia. Pacientes com insulinoma apresentam níveis 
séricos elevados de insulina e peptídeo C, enquanto a hipoglicemia a 
partir da insulina injetada ou exógena caracteriza-se pela elevação dos 
níveis de insulina e diminuição dos níveis de peptídeo C. As prepara- 
ções de insulina comercialmente disponíveis são isentas de peptídeo 
C e pró-insulina. Considerando que o peptídeo C é menos estável do 
que a insulina, as amostras séricas devem ser rapidamente separadas 
e congeladas. 

Na população com diabetes melito, os níveis de peptideo C são 
basais e, após a estimulação com glucagon, podem ser determinados 
através de imunoensaios para ajudar a classificar a etiologia do dia- 
betes e fornecer informações relacionadas à capacidade secretória das 
células B. O peptídeo C e a glicose podem ser quantificados após um 
período de jejum de 8 horas, bem como 90 minutos após a estimu- 
lação oral por uma refeição mista (Sustacal, Mead Johnson) (DCCT, 
1993). Esses testes usualmente não são realizados na prática clínica, 
porém são adotados nas pesquisas. Níveis baixos de peptídeo C são 
característicos da deficiência absoluta de insulina do diabetes de tipo 1. 
A quantificação desse peptídeo também pode ser útil nas avaliações de 
acompanhamento pós-pancreatectomia e pós-transplante pancreático. 
Contrastando com a insulina, tanto o peptideo C como a pró-insulina 
são primariamente degradados nos rins e, portanto, encontram-se em 
níveis elevados na insuficiência renal. 

Atualmente, existem muitos imunoensaios comerciais para a detec- 
ção de insulina, peptídeo C e pró-insulina disponíveis. A American 
Diabetes Association Task Force on Standardization of the Insulin 
Assay revisou 17 testes de detecção de insulina e encontrou signifi- 
cativa variabilidade (Robbins, 1996). Foi recomendado, então, que 
todos os testes fossem padronizados segundo um único método refe- 
rencial. Os fabricantes foram incentivados a publicar informações 
sobre o desempenho dos ensaios, incluindo acurácia, recuperação, 
precisão, especificidade, linearidade e proporção entre menor con- 
centração quantificável estatisticamente diferente de zero e limites 
de quantificação (LOD/LOQ, lowest measurable concentration statis- 
tically different from zero/limits of quantitation). Do mesmo modo, foi 
incentivada a certificação laboratorial. Nos EU, o College of American 
Pathologists oferece um programa externo de avaliação da qualidade 
destinado às quantificações de insulina e peptideo C (College of 
American Pathologists, Northfield Headquarters, 325; Waukegan 
Road, Northfield, Illinois 60093-2750). 

Caso a amostra esteja hemolisada, as determinações de insulina séri- 
ca podem apresentar valores falsamente baixos. Uma enzima degrada- 
dora de insulina encontrada nos eritrócitos, bem como nas células de 
outros tecidos, é responsável por esse problema. As quantificações de 
peptídeo C e de pró-insulina parecem ser menos afetadas pela hemó- 
lise. Anticorpos para insulina também provocam interferências nos 
imunoensaios e, inclusive, há relatos de resultados com níveis falsa- 
mente elevados ou diminuídos. 


Glucagon 


O pró-glucagon é sintetizado nas células ot do pâncreas e nas células 
L do intestino delgado distal. Por meio do processamento diferencial, 
a família de produtos do gene do glucagon é formada. As concentra- 
ções plasmáticas de glucagon durante o jejum normalmente são de 25 
a 50 pg/mL. O glucagon pancreático estimula a produção de glicose, 
sendo também um importante regulador dos processos hepáticos de 
glicogenólise, gliconeogênese e cetogênese. No diabetes de tipo 1, uma 
progressiva deficiência de glucagon se desenvolve com o passar do 
tempo. Essa deficiência resulta em mais flutuações glicêmicas e difi- 
culdade de recuperação a partir do estado hipoglicêmico. 

Raramente, na prática clínica, é realizada a quantificação dos níveis 
séricos de glucagon. Os glucagonomas são um tipo raro de tumor que 
envolvem as células das ilhotas, que passam a produzir o hormônio em 
excesso. Em termos clínicos, esses tumores se manifestam com típicas 
erupções eritematosas migratórias necrotizantes, estomatite, glos- 
site, perda de peso, anemia e uma forma branda de diabetes melito. 
Usualmente estão associados a níveis de glucagon de jejum superiores a 
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120 pg/mL, entretanto, tais níveis podem variar entre 900 e 7.800 pg/mL. 
O processamento de pró-glucagon torna-se comprometido e podem ser 
observadas formas de alto peso molecular. Pacientes com tumores neu- 
roendócrinos multifuncionais apresentam elevação discreta dos níveis 
sanguíneos de glucagon. O mesmo ocorre na cirrose, diabetes, síndrome 
de Cushing, pancreatite, acromegalia e insuficiência renal. Na hiperglu- 
cagonemia familiar — um distúrbio autossômico dominante — os níveis 
do hormônio estão elevados na ausência de tumor, sendo que a história 


familiar auxilia na determinação do diagnóstico. 


Incretinas 


A ingestão oral de nutrientes estimula a liberação intestinal das 
incretinas. Seu efeito, descrito pela primeira vez há mais de 40 anos, 
consiste no aumento e na antecipação da resposta de insulina à admi- 
nistração oral de glicose, comparada à resposta à administração endo- 
venosa. As incretinas mais importantes na regulação da secreção de 
insulina são o peptídeo análogo do glucagon 1 (GLP-1, glucagon-like 
peptide 1) e o peptideo insulinotrópico dependente de glicose (GIP, 
glucose-dependent insulinotropic peptide), ambos integrantes da super- 
família do glucagon. O GIP, inicialmente denominado polipeptídeo 
inibitório gástrico, exerce alguns efeitos sobre as células p em modelos 
experimentais animais, porém doses fisiológicas não afetam a libera- 
ção de glucagon nem o esvaziamento gástrico. 

No intestino, o GLP-1 é formado a partir do pró-glucagon e atua 
principalmente como incretina, estimulando rapidamente a secreção 
de insulina em resposta à refeição. Outros efeitos incluem a supressão 
da secreção de glucagon e lipase, inibição do esvaziamento gástrico e 
estimulação da secreção de somatostatina. O GLP-1 pode reduzir o 
apetite e afetar a obtenção de energia (Flint, 1998). Estudos in vitro 
e in vivo, realizados em animais, demonstraram que o GLP-1 inibe 
a apoptose de células B, bem como estimula a proliferação e neogê- 
nese dessas células a partir de células precursoras ductais (Drucker, 
2003a). No diabetes melito de tipo 2, há redução dos níveis plasmá- 
ticos de GLP-1 estimulados pela ingestão da refeição (Toft-Nielsen, 
2001). A forma ativa mais comum da GLP-1 — GLP-1 (7-37) — possui 
meia-vida de apenas 2 a 3 minutos, pois as aminopeptidases circulan- 
tes a clivam rapidamente em GLP-1 (9-37) inativa. Essa forma inati- 
va representa 80% da GLP-1 circulante. Ambas as formas de GLP-1 
apresentam meia-vida curta e são eliminadas pelo rim. A dipeptidil 
peptidase-4 (DPP-4, dipeptidyl peptidase-4), uma serina peptida- 
se encontrada na superfície das células endoteliais, inativa a GLP-1 
removendo-lhe dois aminoácidos da região N-terminal. Inibidores 
de DPP-4 atualmente estão sendo estudados em triagens clínicas no 
tratamento do diabetes, assim como os análogos de GLP-1 de longa 
duração (Drucker, 2003b). O exenatide, um agonista do receptor 
da GLP-1, foi disponibilizado recentemente para uso injetável em 
pacientes com diabetes de tipo 2. 


Somatostatina 


A somatostatina — um tetradecapeptídeo contendo uma ligação dis- 
sulfeto — foi isolado pela primeira vez do hipotálamo. Originalmente, 
foi considerado um hormônio hipotalâmico inibidor da secreção de 
GH, entretanto sua detecção nas ilhotas de Langerhans impulsionou 
novas investigações acerca de sua função no pâncreas endócrino. 
Subsequentemente, a somatostatina também foi detectada no trato 
GI. A sua ação consiste em inibir os hormônios da pituitária (GH e 
tireotrofina), trato GI (gastrina, secretina, peptídeo vasointestinal) 
e pâncreas (insulina, glucagon). Também possui funções neuroen- 
dócrinas (p. ex., inibição da secreção de ácidos gástricos, tempo de 
esvaziamento gástrico e liberação de enzimas pancreáticas). O pri- 
meiro peptídeo da somatostatina a ser isolado continha 14 aminoá- 
cidos e foi denominado somatostatina-14. Na sequência, foi isolada 
a somatostatina-28, que continha uma extensão N-terminal e cuja 
ação inibidora era mais potente do que a dos demais hormônios 
produzidos nas ilhotas. 

No pâncreas, a somatostatina é produzida pelas células A, que cor- 
respondem a 5-10% das células das ilhotas pancreáticas. Os somatos- 
tatinomas — tumores raros de células das ilhotas — secretam níveis ele- 
vados do hormônio. A elevação dos níveis de somatostatina também é 


detectada no câncer pulmonar de células pequenas, câncer medular da 
tireoide e feocromocitoma. O seu tempo de meia-vida é bem curto e 
não é comum quantificá-la na prática clínica. O octreotide e o lanreoti- 
de — análogos de longa duração — ligam-se primariamente ao receptor 
de somatostatina de subtipo 2 (SSTR2, somatostatin receptor subtype 2) 
e são utilizadas no tratamento de tumores neuroendócrinos, bem como 
de outros distúrbios envolvendo o pâncreas e o trato GI. A cintilografia 
com octreotide também tem sido empregada no diagnóstico, na locali- 
zação e na predição de tumores para garantir o sucesso do tratamento 
com análogos da somatostatina. 


Quantificação de glicose 
Considerações sobre a amostra 


A determinação dos níveis de glicose é crítica tanto ao diagnóstico 
como à supervisão das doenças que afetam o metabolismo de carboi- 
dratos. A glicose é quantificada em amostras de sangue total, plasma, 
soro, LCE, líquido pleural e urina para diversos fins diagnósticos e de 
monitoramento (ver também Caps. 27 e 28). Além disso, os disposi- 
tivos modernos conseguem determinar a concentração de glicose em 
amostras de líquido intersticial, permitindo seu monitoramento con- 
tínuo em indivíduos com diabetes. O modo e o momento em que as 
amostras são coletadas e manipuladas, bem como o sítio de coleta afe- 
tam a interpretação clínica do resultado analítico. 

O plasma venoso é a amostra clínica padrão utilizada para as quan- 
tificações. A glicose é metabolizada a uma taxa de 7 mg/dL/h (0,4 
mmol/L/h) à temperatura ambiente, com uma queda aproximada de 
2 mg/dL/h a 4°C (Weissman, 1958). A taxa de metabolismo aumenta 
em caso de contaminação por bactérias ou leucocitose. Uma amostra 
de soro é considerada apropriada para a análise de glicose median- 
te processamento por 30 minutos para a separação do componente 
celular. Contudo, se o soro tiver que permanecer em contato com as 
células por mais de 30 minutos, deve ser adicionado à amostra um 
conservante, como o fluoreto de sódio, que inibe a glicólise. Mesmo 
assim, quando a amostra analisada é isenta de contaminação bacte- 
riana e de leucocitose, um atraso de até 90 minutos na separação do 
soro de seu componente celular ainda permite a obtenção de resulta- 
dos clinicamente aceitáveis. Se a amostra for mantida sob refrigeração, 
a adição de 2 mg de fluoreto de sódio/mL de sangue total previne a 
glicólise por até 48 horas (Chan, 1989). A refrigeração permite que 
a glicose se mantenha estável no soro/plasma por até 48 horas. No 
entanto, se o tempo de armazenamento for prolongado, nem mesmo 
o congelamento da amostra a —20°C impedirá a queda significativa e 
progressiva da concentração de glicose. 


Métodos de quantificação da glicose 


A maioria das quantificações de glicose emprega métodos enzimá- 
ticos, que proporcionam especificidade e podem ser compactados 
para fornecer testes rápidos. Atualmente, três sistemas de enzimas 
estão em uso: glicose desidrogenase, glicose oxidase e hexoquinase. 
Essas reações geram uma corrente elétrica ou um produto, cuja con- 
centração pode ser determinada por espectrofotometria, de modo 
proporcional à concentração inicial de glicose. Os ensaios podem 
determinar a taxa inicial de alteração — nesse caso, a velocidade da 
reação enzimática depende da concentração inicial de glicose — ou o 
ponto terminal (end point). 

Quando a quantificação emprega o método da glicose desidrogena- 
se, a glicose é reduzida e há produção tanto de um cromóforo (cuja 
intensidade da coloração é medida por espectrofotometria; Equação 
16.1) como de uma corrente elétrica (Equação 16.2) (Kost, 1998). 

o-D-glicose > (mutoarotase) — B-p-glicose (16.1) 

B-p-glicose + NAD — (glicose desidrogenase) — 

D-gliconolactona + NADH 

MTT + NADH > (diaforase) — MTTH (cor azul) + NAD 

Glicose + Pirroloquinolina quinona (PQQ) — (glicose desidroge- 

nase) — Gliconolactona + PQQH, (16.2) 

PQQH, + 2[Fe(CN)$;]” — PQQ + 2[Fe(CN),]* + 2H* 

2[Fe(CN),]* — 2[Fe(CN);]” + 2e7 


A glicose oxidase, uma flavoenzima, catalisa as reações mostradas a 
seguir. A reação envolvendo a peroxidase pode ser medida por espec- 
trofotometria (Equação 16.3), podendo ser inibida por concentra- 
ções elevadas de ácido úrico, ácido ascórbico, bilirrubina, glutationa, 
creatinina, L-cisteina, L-dopa, dopamina, metildopa e ácido cítrico 
(Zaloga, 1997). Além disso, a reação envolvendo a glicose oxidase 
pode ser acoplada ao par ferricianeto/ferricianeto para a produção de 
uma corrente elétrica, conforme mostrado a seguir (Equação 16.4). 
Esse sistema depende da pressão parcial de O,, uma vez que o oxigê- 
nio competirá na reação para formar peróxido de hidrogênio e, assim, 
quanto maior for a pressão parcial de O,, menor será a concentração 
de glicose eletricamente medida (Kurahashi, 1997). A glicose oxidase 
pode igualmente ser utilizada em outro sistema elétrico, representado 
pela Equação 16.5. 

B-p-glicose + O, — (glicose oxidase) — 

D-gliconolactona + H,O, 

gliconolactona + H,O — ácido glicônico 

H,O, + aceptor de oxigênio cromogênico (orto-diansidina, 

4-aminofenazona, orto-tolidina) Æ (peroxidase) Æ 

cromógeno colorido + H,O 

B-p-glicose + 2[Fe(CN),]* + H,O > (glicose oxidase) > 

D-ácido glicônico + 2[Fe(CN),]* + 2H* 

2[Fe(CN);]” — 2[Fe(CN),]> + 2e7 

B-p-glicose + O, — (glicose oxidase) — 

D-gliconolactona + H,O, 

HO, > 2H* + 0, + 2e 

O ensaio que utiliza o sistema de hexoquinase geralmente é aceito 
como método de referência para a quantificação da glicose. A reação 
é mostrada a seguir (Equação 16.6). A concentração de glicose é pro- 
porcional à taxa de produção de NAD(P)H, que pode ser determina- 
da por espectrofotometria. Dependendo da fonte de glicose-6-fosfato 
(G-6-P) desidrogenase, a enzima pode requerer especificidade para 
NADP ou, no caso de algumas fontes, também poderá utilizar NAD. 
Amostras hemolisadas podem representar um problema, uma vez que 
o conteúdo liberado dos eritrócitos tem a possibilidade de interferir 
na relação estequiométrica entre a glicose e NAD(P)H acumulado. 


(16.6) 


(16.3) 


(16.4) 


(16.5) 


Glicose + MgATP — (hexoquinase) — 

glicose-6-fosfato (G-6-P) + MgADP 

G-6-P + NA(P)* — (glicose-6-fosfato desidrogenase) — 
6-fosfogliconolactona + NAD(P)H + H* 


Glicose em sangue total. As amostras para determinação dos níveis de 
glicose no sangue total podem ser analisadas por dispositivos de teste 
rápido. Esses aparelhos de monitoramento são utilizados em casa, no 
consultório médico ou na cabeceira do leito hospitalar para o monito- 
ramento de hipo e hiperglicemia. A maioria desses aparelhos é calibrada 
para fornecer resultados representativos dos níveis plasmáticos, poden- 
do reportar valores tanto plasmáticos como do sangue total. As leituras 
referentes aos níveis de glicose detectados no sangue total tendem a ser 
10-15% menores, quando comparadas às leituras obtidas do plasma. 
Entretanto, esse percentual varia com base no hematócrito, na técni- 
ca da análise empregada e no momento da amostragem (jejum versus 
pós-sobrecarga de glicose). O sangue capilar é a fonte das amostras 
analisadas pela maioria desses dispositivos de quantificação da concen- 
tração de glicose do sangue total. Os níveis de glicose são semelhantes 
no sangue capilar e no arterial, contudo podem ser acentuadamente 
diferentes em amostras de sangue venoso, dependendo do momento 
de coleta em relação à ingestão de alimentos. Por exemplo, no período 
pós-prandial, amostras de sangue capilar apresentam níveis de glicose 
mais altos do que amostras de sangue venoso. Os testes de glicose capi- 
lar que empregam aparelhos de teste rápido não devem ser utilizados no 
diagnóstico do diabetes ou de distúrbios hipoglicêmicos. Para estabele- 
cer tais diagnósticos é essencial realizar quantificações laboratoriais que 
confirmem os valores de glicose plasmática medidos, pois os métodos 
utilizados no laboratório clínico são mais acurados. 

Os dispositivos domésticos para o monitoramento da glicemia aju- 
dam os indivíduos com diabetes a ter mais controle sobre a doença. Há 
uma grande variedade de aparelhos disponíveis que permitem a essas 
pessoas medir a glicemia em casa. É importante que os pacientes sejam 
adequadamente treinados a utilizar os medidores da maneira correta, 


para evitar os erros operacionais que, segundo estudos, são cometidos 
por 12% dos usuários (Schrot, 1999). Alguns erros que podem con- 
tribuir para leituras incorretas a partir de certos medidores consistem 
na aplicação de um volume de sangue insuficiente, sugar o dedo para 
obter amostra suficiente de sangue, usar tiras de teste com data de vali- 
dade ultrapassada, fatores ambientais (umidade, calor, altitude), uso de 
medidor com problemas de funcionamento ou sujo, hipertrigliceride- 
mia, hipotensão e quantificações fora dos limites do hematócrito ou da 
faixa de temperatura adequada. Alguns dispositivos de monitoramento 
da glicemia são influenciados por níveis elevados de salicilato, acetami- 
nofeno, levodopa, ácido úrico, bilirrubina, lipídeos ou baixos níveis de 
oxigênio, enquanto outros podem ser sensíveis a toques na área onde 
ocorre a reação. A maioria deles fornece resultados inacurados diante de 
níveis muito altos ou baixos de glicose. 

As características desejáveis dos monitores de glicemia de uso 

doméstico, à parte dos aspectos relacionados ao desempenho (preci- 
são e acurácia), são as seguintes: facilidade de utilização, necessidade 
de pequeno volume de sangue, requerimentos mínimos de manuten- 
ção, impressão legível dos resultados, execução rápida do teste, alar- 
mes adequados, mínima interferência de substâncias e capacidades 
de memória e transferência de dados. Alguns medidores modernos 
permitem a realização do teste alternativamente em outras partes do 
corpo (p. ex., antebraço, porção superior do braço, coxa), contudo os 
resultados desses testes podem apresentar menor acurácia diante de 
oscilações rápidas dos níveis de glicose. Há também aqueles que incor- 
poram um registro operacional eletrônico, no qual são arquivados 
o evento, a dose de insulina e a ingestão de carboidratos do usuário. 
Esses dados podem ser transferidos a um computador para serem exi- 
bidos de diversos modos, como registro operacional, gráficos, quadros 
ou resumo de estatísticas. 
Dispositivos de quantificação dos níveis intersticiais de glicose. Os 
aparelhos quantificadores de glicose no interstício foram desenvolvi- 
dos para o monitoramento dos níveis de glicose de pacientes diabé- 
ticos. A maioria desses aparelhos dispõe de métodos eletroquímicos 
para quantificar automática e frequentemente os níveis de glicose no 
líquido intersticial da derme ou do tecido adiposo subcutâneo, reque- 
rendo repetidas calibrações com as concentrações de glicose do plasma 
e do sangue total. A verificação dos resultados obtidos com tais medi- 
dores fornece dados sobre os padrões de glicose encontrados em um 
determinado período, que pode ser de horas ou dias. Essas análises de 
tendência” dos níveis de glicose podem revelar dados úteis que auxi- 
liam na modificação dos tratamentos, como a ocorrência inesperada 
de uma hipoglicemia noturna ou de uma hiperglicemia pós-prandial 
(Kaufman, 2002). 

A concentração intersticial de glicose se mantém em lento (5-30 
min) equilíbrio com os níveis de glicose no sangue capilar e, conse- 
quentemente, difere da glicemia, exceto em sistemas estáveis (Zierler, 
1999; Cheyne, 2002). Em particular, nos momentos em que os níveis 
de glicose mudam rapidamente, como após a ingestão de alimentos 
ou na recuperação de um estado hipoglicêmico, as leituras obtidas 
do líquido intersticial apresentam um atraso em relação aos níveis de 
glicose detectados pelo método da picada no dedo. Como apresen- 
tam acurácia e precisão inferiores àquelas dos monitores de glicemia 
domésticos, os aparelhos portáteis de monitoramento contínuo de gli- 
cose atualmente disponíveis se prestam a complementar — mas não 
substituem — os monitores convencionais. As leituras individuais de 
glicemia obtidas pelo método da picada no dedo devem ser utilizadas 
primariamente para direcionar a terapia. Estão sendo desenvolvidas 
novas tecnologias para o monitoramento não invasivo da glicemia, 
tais como espectroscopia de impedância, espectroscopia de emis- 
são térmica, espectroscopia próxima ao infravermelho, elipsome- 
tria, obtenção de imagem por ressonância magnética e métodos que 
empregam ondas magnéticas. 


Diabetes melito 


Introdução 


O diabetes melito é um grupo de doenças em que os níveis sangui- 
neos de glicose encontram-se elevados, em decorrênia de uma secre- 
ção deficiente ou de uma ação anormal da insulina. O diabetes é o 
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conjunto mais comum de distúrbios do metabolismo de carboidratos, 
que afetou em 2002 cerca de 18 milhões de americanos acima dos 20 
anos de idade. A prevalência do diabetes tem aumentado e há uma 
estimativa prevista de que 33% dos homens e 39% das mulheres nas- 
cidas nos EUA em 2000 venham a ser diagnosticados com a doença ao 
longo de suas vidas (Narayan, 2003). Essa doença crônica é responsá- 
vel por elevados índices de morbidade e mortalidade, além de despe- 
sas consideráveis. O diabetes é a principal causa de doenças renais em 
estágio terminal tratadas, sendo a causa mais comum de amputações 
não traumáticas e a causa número um de novos casos de cegueira em 
adultos entre 20 e 74 anos de idade. A lesão de nervos, conhecida como 
neuropatia diabética, ocorre em 60 a 70% das pessoas com diabetes. A 
maioria das mortes associadas a essa doença, contudo, está relacionada 
ao risco aumentado de desenvolver doença aterosclerótica. Indivíduos 
com diabetes apresentam uma propensão 2 a 4 vezes maior ao desen- 
volvimento de doenças cardíacas e cerebrovasculares, em comparação 
àqueles que não apresentam tal distúrbio. Em 2002, os EU estimaram 
despesas da ordem de 132 bilhões de dólares decorrentes da doença, 
sendo que 92 bilhões de dólares foram destinados a despesas dire- 
tas e 40 bilhões de dólares, a despesas indiretas (American Diabetes 
Association, 2003). 

Em 1997, o Expert Committee on the Diagnosis and Classification 
of Diabetes Mellitus revisou os critérios utilizados para diagnosticar 
o diabetes e, recentemente, a American Diabetes Association intro- 
duziu algumas modificações (American Diabetes Association, 2004a). 
A detecção de níveis plasmáticos de glicose em jejum > 126 mg/dL 
(7,0 mmol/L), em pelo menos duas ocasiões, é diagnóstica de diabetes 
(Tab. 16.1). Esse teste deve ser realizado após um período de jejum de 
8 horas. Sintomas de hiperglicemia (p. ex., poliúria, polidipsia, poli- 
fagia, perda de peso injustificada) diante de níveis plasmáticos casuais 
de glicose 2 200 mg/dL (11,1 mmol/L) são igualmente suficientes para 
estabelecer o diagnóstico de diabetes. O termo “pré-diabetes” desig- 
na condições em que a homeostasia da glicose está anormal, porém 
os níveis séricos de glicose não estão altos o bastante para classificar 
o distúrbio como diabetes. Desse grupo fazem parte indivíduos com 
comprometimento dos níveis de glicose de jejum e da tolerância à gli- 
cose. Estima-se que existam 41 milhões de americanos com pré-dia- 
betes. Tais indivíduos também são mais propensos a desenvolverem 
doenças cárdio- e cerebrovasculares. 

Em geral, a realização de testes de tolerância à glicose oral não é reco- 
mendada para uso na rotina clínica como método de diagnóstico do 
diabetes. Caso seja utilizada, é preciso seguir o procedimento descri- 
to pela Organização Mundial da Saúde (OMS; 1985), que utiliza uma 
sobrecarga de 75 g de glicose. A dose recomendada para crianças é 1,75 
g de glicose/kg até 75 g. A única exceção a esse critério é o diagnóstico 
de diabetes gestacional (Tab. 16.2), em que a intolerância à glicose se 
desenvolve em aproximadamente 7% das mulheres grávidas (American 
Diabetes Association, 2004b). Para detectar o diabetes gestacional na 
população de alto risco, deve ser realizado um teste de tolerância à gli- 
cose oral (TTGO) empregando a abordagem de “etapa única”. A abor- 
dagem de “duas etapas” é recomendada para mulheres que apresentam 
risco mediano. Nesse caso, um teste de triagem inicial é conduzido e, 
caso sejam detectados níveis de glicose elevados, realiza-se o TTGO. 

Antes de começar o TTGO, a paciente deve ingerir ao menos 150 
g de carboidratos/dia durante os 3 dias que antecedem o teste, sem 


Tabela 16.1 Diagnóstico de pré-diabetes e diabetes melito 


Glicose plasmática de jejum 


mg/dL 
Normal <100 
Pré-diabetes 
Comprometimento da glicose de jejum 100-125 
Comprometimento da tolerância à glicose 
Diabetes melito > 126 


De American Diabetes Association, 2004a. 


Tabela 16.2 Diagnóstico do diabetes melito gestacional 


Teste de triagem inicial para avaliação de mulheres que apresentam risco 
moderado 

Níveis plasmáticos de glicose de 1 h 
(após sobrecarga de 50 g de glicose) 


Determinação do 
diabetes gestacional 


90% 
80% 


> 130 mg/dL (7,2 mmol/L) 
> 140 mg/dL (7,8 mmol/L) 
Testes de tolerância à glicose oral (TTGO) para avaliação de mulheres 


que apresentam risco alto e moderado e resultados anormais em testes 
de triagem 


Glicose plasmática Glicose plasmática 


TTGO de 100 g TTGO de 75 g 
mg/dL mmol/L mg/dL mmol/L 
Jejum 295 233 293 23,3 
1 hora 2180 > 10,0 2 180 2 10,0 
2 horas 2155 2 8,6 2155 28,6 
3 horas >140 >7,8 


Diabetes gestacional diagnosticado quando > 2 níveis plasmáticos de glicose são excedidos 
(American Diabetes Association, 2004b). 


nenhuma limitação da atividade física. Após um período de 8 a 14 
horas de jejum, o teste pode ser realizado. Enquanto o procedimento 
é conduzido, a paciente fica impedida de comer, beber chá, café e 
álcool ou fumar, além de ter que permanecer sentada. As amostras 
de sangue venoso devem ser coletadas preferencialmente em tubos de 
tampa cinza, que contêm fluoreto e um anticoagulante. 

Os níveis de hemoglobina Ac (HbA,,) — úteis ao monitoramento 
do controle glicêmico — não devem ser utilizados para diagnosticar o 
diabetes. O motivo é a falta de padronização dos ensaios que empre- 
gam a proteína em alguns laboratórios, portanto, podendo forne- 
cer resultados que não se correlacionam precisamente com os níveis 
de glicose de jejum e pós-prandial de 2 horas (American Diabetes 
Association, 2004a). 

Nos EUA, aproximadamente 64 milhões de indivíduos adultos 
apresentavam a síndrome metabólica em 2000, e esse número conti- 
nua aumentando (Ford, 2004). Nesse país, a crescente prevalência da 
síndrome metabólica entre os adolescentes causa grande preocupação 
aos norte-americanos. Cerca de 2 milhões de adolescentes estão afeta- 
dos e mais de 30% da população de adolescentes que estão acima do 
peso apresentam o fenótipo da doença (Duncan, 2004). A síndrome 
metabólica associa-se ao risco aumentado de desenvolver doença car- 
diovascular e diabetes. De acordo com o terceiro relatório do National 
Cholesterol Education Program Expert on Detection, Evaluation and 
Treatment of High Blood Cholesterol in Adults, os critérios que defi- 
nem a síndrome são: (1) comprometimento dos níveis de glicose de 
jejum; (2) pressão sanguinea 2 130/85 mmHg; (3) circunferência da 
cintura > 102 cm em homens, e > 88 cm em mulheres; (4) níveis séri- 
cos de triglicérides > 150 mg/dL (1,695 mmol/L); e (5) níveis de HDL 


Níveis plasmáticos de glicose de 2 h 
(após sobrecarga de 75 g de glicose) 


mmol/L mg/dL mmol/L 
< 5,6 < 140 <7,0 
5,6-6,9 

140-199 7,8-11,0 
27,0 2200 211,1 


colesterol < 40 mg/dL (1,036 mmol/L) em homens, e < 50 mg/dL 
(1,295 mmol/L) em mulheres. Os indivíduos afetados comumente são 
resistentes à insulina e suas partículas de LDL colesterol são menores, 
mais densas e mais aterogênicas. 

A classificação do diabetes foi revisada em 1997 e pode ser obser- 
vada na Tabela 16.3, com mínimas alterações (American Diabetes 
Association, 2004a). Suas formas mais comuns são os tipos 1 e 2 (Tab. 
16.4). O diabetes de tipo 1, caracterizado pela absoluta deficiência de 
insulina e pela destruição das células B, costumava ser chamado de 
diabetes juvenil ou diabetes insulino-dependente, porém tais termos 
caíram em desuso. Apesar dessa doença ser mais frequentemente 
diagnosticada na população jovem, seu início pode ocorrer em qual- 
quer idade. Uma vez que indivíduos com outras formas de diabetes 
também são submetidos à terapia com insulina, o termo “insulino- 
dependente” pode gerar confusão e, portanto, deve ser evitado. O 
tipo 2, caracterizado pela resistência à insulina e por um defeito na 
secreção do hormônio, era referido como diabetes de início na vida 
adulta ou diabetes não insulino-dependente. Esses termos também 
caíram em desuso. Embora o início do diabetes de tipo 2 seja mais 
comum em adultos com idade mais avançada, também pode ocorrer 
em indivíduos de qualquer idade, inclusive crianças. O uso da terapia 
à base de insulina por muitos dos pacientes com essa forma da doença 
foi o motivo que levou ao abandono da denominação “diabetes não 
insulino-dependente”. Os fatores causais mais raramente observados 
são defeitos genéticos envolvendo a função das células B e a ação da 
insulina, doenças pancreáticas, endocrinopatias (p. ex., síndrome de 
Cushing, acromegalia e feocromocitoma) e certos fármacos, agentes 
químicos e infecções (Tab. 16.3). 


Diabetes de tipo 1 


O diabetes melito de tipo 1 representa cerca de 10% de todos os 
casos da doença. É comum a destruição autoimune das células P nas 
ilhotas pancreáticas, levando à absoluta deficiência da produção de 
insulina. A suscetibilidade genética ao desenvolvimento do diabe- 
tes de tipo 1, ao menos parcialmente, está relacionada à herança de 
genes envolvidos na resposta imune específica, que estão associados 
ao sistema HLA-DR/DQ, localizados no cromossomo 6, bem como 
à herança de outros genes e marcadores genéticos. Sendo assim, foi 
estabelecida a hipótese da ocorrência de um evento precipitador, 
como uma infecção viral, a exposição a uma toxina ou outra influên- 
cia ambiental. Tal evento desencadearia a destruição autoimune das 
células B. A hiperglicemia se instala somente após a destruição da 
maior parte das células B. Antes e durante o início dessa doença, é 
comum haver anticorpos que atuam como marcadores da destruição 
das células B. Tais anticorpos reconhecem antígenos para os quais 
existem autoanticorpos recombinantes disponíveis: anticorpos para 
a isoforma de 65 kDa da descarboxilase do ácido glutâmico (GAD65), 
autoanticorpos para insulina (IAA) e autoanticorpos para o antígeno 
512 da célula de ilhota (ICA512). Os autoanticorpos ICA512 reco- 
nhecem partes do antígeno IA-2 da tirosina fosfatase. A tirosina fos- 
fatase IA-2ĵ (fogrina) é um antígeno à parte, contudo parcialmente 
homólogo ao antígeno IA-2. Os ensaios para a detecção de autoan- 
ticorpos ICA512 (e IA-2) são utilizados com mais frequência do que 
aqueles destinados à detecção de autoanticorpos IA-2B, uma vez que 
esses anticorpos geralmente reagem com o antígeno IA-2. Embora 
a presença de anticorpos possa ser útil para diferenciar o tipo 1 das 
demais formas de diabetes ainda no início da doença, a ausência de 
tais anticorpos não exclui seu diagnóstico. 

Os indivíduos mais propensos a desenvolver diabetes de tipo 1 
apresentam títulos elevados de múltiplos autoanticorpos. Seja em 
estudos familiais, seja em estudos populacionais, a detecção de 
pelo menos dois autoanticorpos é associada ao risco aumentado de 
desenvolver essa forma da doença (Maclaren, 1999, 2003). O GAD65 
apresenta mais sensibilidade (91%) isoladamente como marcador de 
triagem, na detecção de indivíduos com positividade para múltiplos 
anticorpos (Krischer, 2003). Os IAA são mais comuns em crianças 
com diabetes de tipo 1, enquanto o GAD65 ocorre mais comumen- 
te em indivíduos adultos. Esses testes para a detecção de anticorpos 
estão sendo usados tanto na detecção do diabetes de tipo 1 como na 
pesquisa preventiva. Até o momento, não é recomendada a sua utili- 
zação nas triagens de rotina de indivíduos assintomáticos, em parte, 


Tabela 16.3 Classificação do diabetes melito 


|. Diabetes de tipo 1 (destruição das células B, usualmente levando à absoluta 
deficiência de insulina) 
A. Imunomediado 
B. Idiopatico 

ll. Diabetes de tipo 2 (pode variar de predominantemente resistente à insulina, 


com relativa insuficiência do hormônio, até predominantemente causada por 


defeito secretório, com resistência à insulina) 
Ill. Outros tipos específicos 
A. Defeitos genéticos da célula B 


eS a ai 


Cromossomo 12, HNF-1a (MODY3) 

Cromossomo 7, glicoquinase (MODY2) 

Cromossomo 20, HNF-4a (MODY1) 

Cromossomo 13, fator promotor de insulina 1 (IPF-1; MODY4) 
Cromossomo 17, HNF-1B (MODY5) 

Cromossomo 2, NeuroD1 (MODY6) 

DNA mitocondrial 

Outros 


B. Defeitos genéticos da ação da insulina 


i 
his 
ae 
4, 
5. 


Resistência à insulina de tipo A 
Leprechaunism 

Síndrome de Rabson-Mendenhall 
Diabetes lipoatrófica 

Outros 


C. Doenças do pâncreas exócrino 


à 


i 
ü 
E 
i 


ü 
E] 


1 
| 


. Pancreatite 
2. Trauma/pancreatectomia 
3. Neoplasia 
4. Fibrose cística 
5. Hemocromatose 
6. Pancreatopatia fibrocalculosa 
7. Outros 

D. End 
3 
4 
5 
6 
Fj 
8 


ocrinopatias 
Acromegalia 
Síndrome de Cushing 
Glucagonoma 
Feocromocitoma 
Hipertireoidismo 
Somatostatinoma 
Aldosteronoma 
Outros 


E. Induzido por fármacos ou agentes químicos 


1 
2 
3 
4 
5; 
6 
7 
8 
9 


Th 


Vacor 


. Pentamidina 
. Acido nicotínico 
. Glicocorticoides 


Hormônio da tireoide 


. Diazóxido 
. Agonistas B-adrenérgicos 
. Tiazidas 


Dilantina 
Interferon ot 
Outros 


F. Infecções 


1, 
Ea 
3. 


Rubéola congénita 
Citomegalovirus 
Outros 


G. Formas raras de diabetes imunologicamente mediado 


l. 
2. 
3. 


Sindrome do “homem rigido” 
Anticorpos antirreceptor de insulina 
Outros 


H. Outras síndromes genéticas eventualmente associadas ao diabetes 


1 


Se SS Se ee 


11. 


Sindrome de Down 
Sindrome de Klinefelter 
Sindrome de Turner 
Sindrome de Wolfram 
Ataxia de Friedreich 
Coreia de Huntington 
Sindrome de Laurence-Moon-Bied| 
Distrofia miotônica 
Porfiria 

Sindrome de Prader-Willi 
Outros 


IV. Diabetes gestacional 


De: The American Diabetes Association: Diagnosis and classification of diabetes mellitus. 


Diabetes Care 2004a; 27:58. 
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Tabela 16.4 Caracteristicas do diabetes melito de tipos 1 e 2 


Diabetes de tipo 1 


Frequência 5-10% 


Idade, no início da doença 
e adultos jovens 

Fatores de risco Genética, autoimunidade, ambientais 

Patogênese 

Níveis de peptídeo C 

Pré-diabetes 


Muito baixos ou indetectáveis 


Medicação terapêutica 

de insulina 
Terapia preventiva ou para 
retardar o início da doença 


porque ainda se faz necessária a demonstração de intervenções efe- 
tivas (Verge, 1998). 

No passado, os testes para detecção de autoanticorpos não foram 
devidamente padronizados e seus valores de cutoff acabaram não 
sendo firmemente estabelecidos. É importante implantar programas 
de controle de qualidade, pois quase 50% das amostras cegas consi- 
deradas “fracamente positivas” resultam negativas em repetições sub- 
sequentes do teste utilizando duplicatas da amostra cega (Eisenbarth, 
2003). Em geral, os radioensaios em fase líquida para GAD65 e IA-2 
apresentam mais sensibilidade e especificidade do que os ensaios 
padrão de ELISA disponíveis (Bingley, 2003). No caso dos testes 
para IAA, os microrradioensaios apresentam o melhor desempenho, 
empregando volumes menores de soro e precipitação da proteína À 
(Williams, 1997). 

O Diabetes Antibody Standardization Program — resultado da 
colaboração entre a Immunology of Diabetes Society e os Centers 
for Disease Control and Prevention (CDC) — estabeleceu um serviço 
de prestação de testes de proficiência. As entidades envolvidas for- 
neceram informações acerca da primeira avaliação de proficiência 
que realizaram para diferentes ensaios de GAD65, IA-2 e IAA 
(Bingley, 2003). O desempenho mais fraco (com maior variação) 
foi observado entre os diferentes ensaios para IAA. Nesse estudo, os 
valores referentes aos anticorpos para GAD65 e IA-2 foram expres- 
sos em unidades comuns (unidades/mL, OMS) conforme sugerido 
pela Immunology of Diabetes Society. Mais informações sobre o 
Diabetes Antibody Standardization Program podem ser obtidas no 
site http://www. idsoc.org. 

O período “pré-diabetes” de destruição progressiva das células À 
pode durar meses, anos ou décadas. Durante esse período, a respos- 
ta aguda de insulina à administração de glicose por via endovenosa 
— denominada liberação de insulina de primeira fase — é inibida ou 
ausente. A ausência da resposta de insulina de primeira fase é igual- 
mente observada em outras formas de diabetes. Eventualmente, na 
maioria dos indivíduos com diabetes de tipo 1, quase todas ou todas 
as células B são destruídas e, como resultado, a secreção de insulina é 
inadequada ou inexistente. Portanto, os níveis de peptídeo C e insu- 
lina endógena são muito baixos ou até indetectáveis. Indivíduos não 
tratados desenvolvem cetoacidose diabética, sendo que a terapia à 
base de insulina é necessária a todos os pacientes com a doença. 


Diabetes de tipo 2 


O tipo 2 é a forma mais comum do diabetes, afetando cerca de 
90% dos americanos com a doença. Seu caráter é familiar, porém os 
defeitos genéticos subjacentes, na maioria dos indivíduos afetados, 
ainda precisam ser determinados. Os fatores de risco são excesso de 
peso (IMC* > 25 kg/m’), sedentarismo, história familiar de diabetes, 
idade avançada (2 45 anos), raça (afro-americanos, latinos, ameri- 
canos nativos, americanos asiáticos e nativos das ilhas do Pacífico), 
doença dos ovários policísticos e história de diabetes gestacional ou 
parto de um bebê com peso > 4 kg durante o período pré-diabetes, 


Qualquer idade, sendo mais comum entre crianças 


Destruição das células B pancreáticas, usualmente autoimune 
Pode haver produção de autoanticorpos (GAD65, ICA512, IAA) 
A insulina é indispensável, múltiplas injeções diárias ou bomba 


Nenhuma conhecida, triagens clínicas estão em andamento 


Diabetes de tipo 2 


90-95% 

Mais comum na idade avançada, embora também ocorra em 
crianças e adolescentes 

Genética, obesidade, sedentarismo, raça/etnia 

Não autoimune; resistência e progressiva deficiência de insulina 
Detectáveis 

Não há produção de autoanticorpos (os testes não mostram 
nenhuma indicação) 

Agentes orais, comumente, há necessidade de insulina 


Estilo de vida (perda de peso e aumento da atividade física), 
medicações orais (metmorfina, acarbose) podem ser úteis; 
triagens clínicas estão em andamento 


hipertensão, doença vascular ou dislipidemia (HDL colesterol < 35 
mg/dL [0,90 mmol/L] e triglicérides > 250 mg/dL [2,82 mmol/L|). 
Como não se trata de uma doença autoimune, o teste de detecção de 
anticorpos é dispensável. Os níveis de peptídeo C podem ser deter- 
minados nesse tipo de diabetes. Dos quase 18 milhões de americanos 
com diabetes de tipo 2, cerca de 5 milhões permanecem não diag- 
nosticados. A exemplo do diabetes de tipo 1 não diagnosticado, em 
que os pacientes geralmente são assintomáticos, aqueles que apre- 
sentam um novo ataque de diabetes de tipo 2 podem igualmente não 
apresentar sintomas. Essa doença não é comumente diagnosticada 
após a manifestação das complicações e, sendo assim, recomenda-se 
proceder à triagem de rotina para identificação dos indivíduos que 
apresentam alto risco. 

* Índice de massa corporal = peso (kg)/[altura (m)]? 

A American Diabetes Association (2004c) recomenda que a tria- 
gem do diabetes de tipo 2 seja realizada pelo provedor de assistência 
de saúde do paciente, caso sejam detectados um ou mais fatores de 
risco. Em geral, recomenda-se que adultos com 45 anos de idade ou 
mais, especialmente aqueles que estão acima do peso, sejam submeti- 
dos à triagem para a detecção do diabetes a cada 3 anos. Todavia, essa 
triagem deve ser realizada mais precocemente e com mais frequência 
se o indivíduo apresentar fator de risco mais grave. O teste preferen- 
cialmente utilizado é a determinação dos níveis plasmáticos de glicose 
em jejum. Ele teste deve ser realizado se uma quantificação aleatória 
apontar níveis plasmáticos de glicose > 160 mg/dL (8,9 mmol/L) (Tab. 
16.1). É preciso lembrar que os valores detectados no sangue total, 
medidos com o auxílio de monitores de glicemia domésticos, são 10 a 
15% menores do que os níveis plasmáticos de glicose. Tais dispositivos 
não devem ser utilizados para diagnosticar o diabetes. Entretanto, se 
os níveis capilares de glicose medidos com um desses aparelhos apre- 
sentarem uma leitura > 140 mg/dL (7,8 mmol/L), deve ser realizada 
uma nova triagem para determinar os níveis plasmáticos de glicose em 
jejum ou um TTGO, utilizando amostras de sangue venoso (Tab.16.1). 

Nos últimos anos, o diabetes de tipo 2 tem sido diagnosticado em 
indivíduos mais jovens, inclusive em crianças. A American Diabetes 
Association (2004c) recomenda a triagem de crianças e adolescentes, 
a partir dos 10 anos de idade, que estejam acima do peso ideal (IMC > 
85º percentil ou peso > 120% do peso ideal) e que apresentem dois dos 
seguintes fatores de risco: história familiar (parentes de 1º e 2º graus 
com diabetes de tipo 2), raça/etnia de alto risco (americanos nativos, 
afro-americanos, hispano-americanos, asiáticos e nativos das ilhas 
do Pacífico Sul), sinais de resistência à insulina (acantose nigricans, 
hipertensão, dislipidemia, síndrome do ovário policístico). 

A maioria dos indivíduos com diabetes de tipo 2 é resistente 
à insulina e apresenta deficiência relativa ou absoluta de secreção 
desse hormônio. Grande parte desses indivíduos é obesa. Observa-se 
uma produção hepática de glicose elevada e inadequada, bem como 
comprometimento da utilização periférica do açúcar. A diminuição 
do transporte da glicose pode ser demonstrada nos tecidos muscular 
e adiposo. O pâncreas deve secretar insulina o suficiente para man- 
ter a tolerância à glicose normal, caso contrário há comprometi- 


mento da homeostasia da glicose ou de desenvolvimento de diabetes 
de tipo 2. A hiperglicemia também é tóxica à função das células f e 
compromete a secreção de insulina. Com o tempo, frequentemente 
ocorre insuficiência progressiva das células b e elas passam a pro- 
duzir menos insulina, intensificando ainda mais a deficiência desse 
hormônio. Embora muitas pessoas com diabetes de tipo 2 possam 
ser tratadas de modo efetivo através de dieta, exercícios e uso de 
agentes controladores da glicemia, há indivíduos que requerem tera- 
pia à base de insulina. 


Medidas de controle glicêmico 


No diabetes, estabeleceu-se que o melhor controle glicêmico está 
associado à prevenção ou atraso da progressão de complicações micro- 
vasculares. O Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) 
demonstrou que a redução dos níveis de glicose em pacientes com 
diabetes de tipo 1 retarda ou evita o desenvolvimento de retinopatias, 
neuropatias e nefropatias (DCCT Research Group, 1993). Foi observa- 
da uma redução de 50 a 75% na ocorrência de complicações no grupo 
de pacientes tratados de modo intensivo, com 7,2% de HbA,, (con- 
tra 9% de HbA,. no grupo que recebeu tratamento convencional). 
Ambos, o United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) e um 
estudo menor realizado por japoneses, constataram uma diminuição 
da ocorrência de complicações microvasculares no diabetes de tipo 
2 (UK Prospective Diabetes Study Group, 1998a,b; Ohkubo, 1995). 
No UKPDS, houve redução de 25% na incidência de complicações 
microvasculares em pacientes tratados de modo intensivo, através da 
redução dos níveis de HbA,. de 7,9% para 7%. O tratamento padrão 
consiste em quantificar os níveis de HbA,, a cada 3-6 meses, com o 
objetivo de monitorar o controle glicêmico (American Association 
of Clinical Endocrinologists, 2002; American Diabetes Association, 
2004d). As metas glicêmicas são mostradas na Tabela 16.5. 

A hemoglobina glicosilada (GHb) é produzida de modo não enzi- 
mático em uma reação que envolve as duas etapas representadas a 
seguir. A primeira reação é rápida, reversível, dependente da concen- 
tração de glicose no ambiente e produz uma aldimina lábil ou base 
de Schiff. Ao longo do tempo, a aldimina passa por um lento pro- 
cesso de rearranjo de Amadori e é convertida a uma cetoamina está- 
vel — a GHb. A maioria dos testes para HbA, quantifica a produção 
dessa cetoamina e não o produto lábil, que é mais propenso a sofrer 
influências da dieta recentemente ingerida. 


HC=0 HC=N-bA(Hb) CH,—NH,BA(Hb) 
| | 
HCOH HCOH C=O 
| | | 
HOCH HOCH Rearranjo HOCH 
< | deAmadori | 
(Hb)bA-NH, + HCOH > HCOH + HCOH 
| (rápida) | (lenta) | 
HCOH HCOH HCOH 
| | | 
CH,OH CH,OH CH,OH 


< Aldimina 
Hb A + Glicose —> (Base de Schiff) — Hb glicosada 
Pré-A,c labil (cetoamina) 
(16.7) 


A HbA,, atualmente é definida pelo International Federation of 
Clinical Chemistry Working Group on HbA,, como hemoglobina A 
irreversivelmente glicosilada em uma ou ambas valinas N-terminais 
das cadeias À da molécula de hemoglobina tetramérica, incluindo a 
hemoglobina que também pode (porém, não isoladamente) ser glico- 
silada nos resíduos de lisina. 

O teste de detecção de GHb fornece um índice da média dos níveis 
sanguíneos de glicose medidos nos últimos 2 a 4 meses. Embora a 
expectativa de vida das hemácias seja de aproximadamente 120 dias, 
os níveis de GHb representam uma média “ponderada” dos níveis de 
glicose, em que a contribuição dos eritrócitos jovens é maior que a dos 
eritrócitos senescentes. Cerca de 50% dos níveis de GHb são deter- 
minados pelos níveis plasmáticos de glicose quantificados no mês 
anterior, e 75% pelos dois últimos meses (Tahara, 1993). Os métodos 


Tabela 16.5 Metas glicêmicas 


Hemoglobina A;. Glicose pré-prandial Glicose pós-prandial” 


(%) mg/dL mmol/L mg/dL mmol/L 
ADA <7* 90-130 5,0-7,2 <180 <10,0 
AACE? <6,5 <110 <6,1 < 140 </,6 


* 1a 2h após o inicio da refeição. 

‘ADA, American Diabetes Association, 2004d. 

+ < 6% pode ser considerado para casos de pacientes individuais. 
$ AACE, American Association of Clinical Endocrinologists, 2002. 


foram padronizados para o teste de detecção de HbA, ., que atualmente 
é o teste de escolha para a avaliação do controle glicêmico. Para evi- 
tar criar confusão entre o público em geral, a American Diabetes 
Association, o American College of Endocrinology e o National 
Diabetes Education Program recomendam a adoção do termo “teste 
de Alc” para fazer referência aos resultados de HbA, ou o equivalente 
de HbA,- (GHb). 

O National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP) 
teve inicio em 1996, com a meta de padronizar os testes de detecção 
de GHb para o método de HPLC, descrito como HbA,, ou equivalen- 
te de HbA cœ conforme o termo adotado pelo DCCT. Existem vários 
tipos de métodos certificados disponíveis para a quantificação da 
hemoglobina Ac: imunoensaio, HPLC de troca iônica, eletroforese, 
HPLC de afinidade por boronato e métodos enzimáticos. Atualmente, 
já existem disponíveis analisadores de teste rápido de bancada confi- 
áveis, como aquele que utiliza o método de imunoensaio em cassete 
(Guerci, 1997). A maioria dos laboratórios clínicos dos EU adota um 
método certificado e adere ao programa de teste de proficiência do 
College of American Pathologists, que utiliza amostras de sangue total 
e amostras liofilizadas (Little, 2001). 

Para obter e manter um Certificate of Traceability to the DCCT refe- 
rence method junto ao NGSP, anualmente, o laboratório deve satisfa- 
zer os critérios de precisão (CV < 5%; < 3% para laboratórios de nível 
1), de distorção (o intervalo de confiança [IC] de 95% das diferenças 
existentes entre o método do teste e o Secondary Reference Laboratories 
[SRL] deve ser de + 1% GHb do SRL (+ 0,75% GHb para laboratórios 
de nível 1) e, por fim, os critérios de outlier (maior que + 3 DP das dife- 
renças absolutas entre os pares). Usualmente, os laboratórios de nível 
1 são maiores e se envolvem em pesquisas científicas. O site do NGSP 
na internet (http://www.missouri.edu/~diabetes/ngsp.html) contém 
informações sobre laboratórios certificados, métodos, protocolos e pro- 
cedimentos para a obtenção das certificações. 

Diante de certos fatores, os testes para GHb variam quanto à confia- 
bilidade. É possível haver interferência da hemoglobina carbamilada em 
casos de uremia, hipertrigliceredemia e hiperbilirrubinemia. Os salicila- 
tos podem causar interferência por meio de espécies acetiladas. A asso- 
ciação de hemoglobinopatias (HbSS, HbSC, HbCC) a uma elevada taxa 
de renovação de hemácias e à necessidade de transfusões exercerá efeitos 
danosos sobre a acurácia, do mesmo modo que o consumo crônico de 
álcool ou opiáceos, deficiência de ferro e envenenamento por chumbo 
(Hoberman, 1982; Tarim, 1999). As vitaminas C e E podem induzir fal- 
samente a redução dos níveis da molécula ao inibirem sua glicosilação, 
contudo a vitamina C também pode aumentar os níveis detectados em 
alguns testes (Davie, 1992; Ceriello, 1991). É igualmente possível que 
o armazenamento da amostra exerça alguns efeitos. Qualquer condi- 
ção associada à diminuição do tempo de sobrevida das hemácias ou 
da média da idade dessas células (p. ex., hemólise, recuperação de uma 
perda aguda, transfusões ou esplenectomia) causará uma queda dos 
níveis de HbA, decorrente da menor exposição à glicose plasmática. A 
hiperglicemia foi associada à diminuição da sobrevida dos eritrócitos, 
sugerindo que os níveis de HbA, em pacientes precariamente contro- 
lados talvez subestimem a média da concentração plasmática de glicose 
(Virtue, 2004). 

De uma forma geral, indivíduos não diabéticos apresentam níveis de 
HbA, entre 4 e 6%. A Tabela 16.6 mostra a correlação entre a HbA,c 
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e a média dos níveis plasmáticos de glicose utilizada na clínica, com 
base nos dados do DCCT. 

O tempo de renovação das proteínas séricas, principalmente da albu- 
mina, é significativamente menor que o dos eritrócitos (14-20 dias). 
Sendo assim, a glicosilação dessas proteínas reflete o controle glicêmi- 
co em períodos mais estreitos. A sua glicação não enzimática ocorre de 
modo semelhante à glicação da hemoglobina, com formação de uma 
proteína da glicose associada à cetoamina. Existem vários métodos para 
quantificar proteínas glicosiladas ou albumina glicosilada, incluindo 
cromatografia por afinidade e imunoensaios. Tais análises podem ser 
úteis no caso de pacientes para os quais o teste de detecção de HbA ,c se 
mostra inacurado, como aqueles que apresentam hemoglobinopatias e 
anemias hemolíticas. Contudo, diferentemente dos níveis de HbA,c, a 
sua utilidade clínica ainda precisar ser firmemente estabelecida. 

Os testes de detecção de frutosamina são os mais amplamente utili- 
zados para avaliar o controle glicêmico a curto prazo (3-6 semanas), 
visto que a média da meia-vida das proteínas é de 2 a 3 semanas. Esses 
testes proporcionam a vantagem de permitir o uso de amostras de 
soro e de requerer equipamentos automatizados bastante simples de 
manusear e que não custam caro. São mais confiáveis do que outros 
testes para proteínas glicosiladas, entretanto podem ser afetados pelas 
alterações dos níveis séricos de proteínas que ocorrem nas doenças 
agudas e hepáticas. Ainda é controverso se há necessidade de corrigir 
os valores de frutosamida para os valores séricos de proteínas ou de 
albumina. Esse teste não deve ser realizado se a concentração sérica de 
albumina for < 3 mg/dL. Níveis elevados de ácido úrico, triglicérides 
e bilirrubina, bem como a presença de heparina ou hemólise também 
podem afetar a análise. 


Teste de cetonas 


Os corpos cetônicos — ácido B-hidroxibutírico, ácido acetoacético 
e acetona — são produtos da degradação de ácidos graxos. O ácido 
B-hidroxibutírico e o ácido acetoacético normalmente estão presentes 
na proporção de 1:1,a uma concentração de 0,5 a 1 mmol/L. O teste de 
detecção de cetonas, utilizando amostras de urina ou sangue, é parti- 
cularmente importante para indivíduos com diabetes melito de tipo 1, 
na detecção de cetose. A cetoacidose diabética (DKA) é uma condição 
hiperglicêmica séria e potencial fatal que requer tratamento urgente. 
Está frequentemente associada a náusea, a vômito, a dor abdominal, a 
distúrbios eletrolíticos e a desidratação severa. Pacientes com diabetes 
de tipo 2 pouco controlados, particularmente em situações de estresse 
intenso ou doença aguda severa, também podem desenvolver DKA. O 
teste de cetonas pode ser útil durante a gravidez e na determinação da 
etiologia de distúrbios hipoglicêmicos. 

A proporção de ácido B-hidroxibutírico e ácido acetoacético é nota- 
velmente elevada na DKA, por causa da alteração do estado redox e 


Tabela 16.6 Correlação entre hemoglobina A,. e a média dos níveis 
plasmáticos de glicose 


Média plasmática de glicose aproximada 


Hemoglobina A,,. (%) mg/dL mmol/L 
4 65 3,5 
5 100 5,9 
6 135 Fo 
7 170 9,5 
8 205 FES 
9 240 13,5 
10 279 15,3 
11 310 Wp 
12 345 19,5 


De: Rohlfing, CL; Wiedmeyer, H-M; Little, RR et al. Defining the relationship between 
plasma glucose and HbA(ic): analysis of glucose profiles and HbA(1c) in the Diabetes 
Control and Complications Trial. Copyright@2002 American Diabetes Association. 

De Diabetes Care, Vol. 25, 2002; 275-278. Modificado com permissão de The American 
Diabetes Association. 


dos elevados níveis de NADH nas mitocôndrias hepáticas. As tiras e os 
comprimidos mais comumente utilizados empregam o nitroprussiato 
de sódio (nitroferricianeto de sódio) e adquirem a cor púrpura dian- 
te de níveis elevados de ácido acetoacético. A acetona é detectada na 
presença de glicina. É possível que ocorram resultados falso-negativos 
com a utilização de tiras velhas, ou que foram excessivamente expostas 
ao ar, bem como após a ingestão de grandes quantidades de vitamina 
C. Resultados falso-positivos têm sido observados nos casos em que o 
paciente faz uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina 
ou de outros medicamentos com sulfidrila. O ácido B-hidroxibutírico 
não é detectado por esses métodos. Uma vez que os níveis de ácido 
B-hidroxibutírico sofrem uma queda, enquanto os níveis de ácido ace- 
toacético e acetona aumentam durante o tratamento da DKA, esses 
testes não são úteis para o monitoramento terapêutico. 

Para quantificar especificamente o ácido B-hidroxibutírico, existem 
métodos enzimáticos disponíveis tanto para uso hospitalar, como 
para o individual nos aparelhos de teste rápido domésticos. Esse ácido 
também pode ser quantificado por meio de métodos eletroquímicos, 
cromatográficos, eletroforéticos e colorimétricos. É possível realizar 
medidas seriadas de ácido B-hidroxibutírico para monitorar a recupe- 
ração da DKA no cenário hospitalar, contudo é mais frequente deter- 
minar a concentração sérica de eletrólitos, incluindo o bicarbonato, e 
calcular o intervalo aniônico. 


Hipoglicemia 


A hipoglicemia resulta de um desequilíbrio entre a utilização e a pro- 
dução de glicose, de modo que a taxa de utilização excede a de produção 
desse açúcar. Os sintomas de hipoglicemia podem ser agrupados em duas 
categorias: neurogênicos e neuroglicopênicos. Os sintomas neurogênicos 
são desencadeados pelo sistema nervoso autônomo. Tremores, palpita- 
ções e ansiedade são eventos mediados pelas catecolaminas, enquanto 
diaforese, fome e parestesias são fenômenos associados à liberação da 
acetilcolina. Os sintomas neuroglicopênicos ocorrem em consequência 
da diminuição do suprimento de glicose destinado ao sistema nervoso 
central e incluem tontura, formigamento, dificuldade de concentra- 
ção, visão turva, confusão, alterações comportamentais, ataques e coma 
(Towler, 1993; Schwartz, 1987; Mitrakou, 1991). 

O tratamento do diabetes melito com insulina ou agentes que ele- 
vam a secreção desse hormônio (fármacos secretagogos de insulina), 
como as sulfonilureias, constitui a principal causa de hipoglicemia. No 
entanto, inúmeros fármacos e condições médicas podem causar hipogli- 
cemia (Tab. 16.7). A hipoglicemia hiperinsulinêmica pancreática pode 
ser diagnosticada pela demonstração da ausência da supressão normal 
da secreção de insulina no estado de hipoglicemia. Para estabelecer o 
diagnóstico correto, recomenda-se quantificar os níveis de insulina, 
peptídeo C, pró-insulina, autoanticorpos para insulina ou para receptor 
de insulina, B-hidroxibutirato e fármacos (i. e., níveis de sulfonilureia/ 
meglitinida). Autoanticorpos para insulina e pró-insulina podem inter- 
ferir nos imunoensaios para insulina, pró-insulina e peptídeo C. 

A “tríade de Whipple’, inicialmente proposta por Whipple para 
uso diagnóstico de distúrbios hipoglicêmicos, continua sendo uma 
importante ferramenta de avaliação de pacientes que apresentam 
episódios sugestivos de níveis plasmáticos de glicose reduzidos. A 
tríade de Whipple se refere aos sintomas consistentes com hipogli- 
cemia associados ao registro de baixos níveis plasmáticos de glicose, 
bem como ao alívio de tais sintomas proporcionado pela correção da 
hipoglicemia (Whipple, 1938). Há indicação para a realização de mais 
avaliações, caso o paciente apresente sintomas de hipoglicemia e con- 
centração plasmática de glicose < 50 mg/dL (2,8 mmol/L) ao exame 
laboratorial, na ausência de tratamento para diabetes melito (Service, 
1999a). Em crianças, uma concentração sanguínea de glicose < 50 mg/ 
dL (2,8 mmol/L) é considerada anormal e requer avaliação diagnóstica 
(Sperling, 2004; Haymond, 1989). 


Distúrbios hipoglicêmicos 


Fármacos. Medicamentos, particularmente a insulina e seus secreta- 
gogos (p. ex., fármacos à base de sulfonilureia, repaglinida e nateglini- 
da), continuam sendo as causas mais comuns de hipoglicemia. Níveis 


Tabela 16.7 Classificação clínica da hipoglicemia 


Fármacos 
Insulina 
Sulfonilureias 
Derivados do ácido benzoico (repaglinida) 
Nateglinida 
Álcool 
Pentamidina 
B-bloqueadores 
Quinina 
Salicilatos 
Sulfonamidas 
Haloperidol 
Propoxifeno 
Acido paraminobenzoico 
Doencas criticas 
Insuficiéncia hepatica 
Insuficiéncia renal 
Insuficiéncia cardiaca 
Sepse 
Desnutrição 
Deficiências hormonais 
Glucagon 
Epinefrina 
Cortisol 
Hormônio do crescimento 
Hiperinsulinismo endógeno 
Distúrbios envolvendo as células B pancreáticas 

Tumoral (insulinoma) 

Não tumoral (nesidioblastose ou hiperplasia difusa das ilhotas) 
Hipoglicemia autoimune 
Anticorpos para insulina 
Anticorpos para o receptor da insulina 
Tumores de células não f 
Mesenquimais: fibrossarcoma, mesotelioma, rabdomiossarcoma, 
leiomiossarcoma, lipossarcoma, linfossarcoma, hemangiopericitoma 
Carcinomas: hepatomas, tumores adrenocorticais, hipernefroma, tumor de Wilms 


Tumores neurológicos e neuroendócrinos: feocromocitoma, tumor carcinoide, 
neurofibroma 


Hematológicos: leucemias, linfoma, mieloma 
Hipoglicemia da primeira infância e da infância 
Hiperinsulinismo 
Transiente: eritroblastose fetal, síndrome de Beckwith-Wiedemann, 
diabetes descompensado (materno) 
Persistente: hipoglicemia hiperinsulinêmica da infância 
Doenças de armazenamento de glicogênio 
Intolerância hereditária à frutose 
Galactosemia 
Déficits de neoglicogenêse 
Sindrome de Reye 
Deficiência de transportadores de glicose 
Comprometimento da cetogênese 
Deficiência de carnitina 
Defeitos da função mitocondrial 
Hipoglicemia alimentar 
Cirurgia pós-gástrica 
Hipoglicemia pós-prandial idiopática (funcional) 
Adaptado de: Cryer PE: Glucose homeostasis and hypoglycemia. In Larsen PR, Kronenberg 
HK, Melmed 5, Polonsky KS (eds): Williams Textbook of Endocrinology, 10th ed. 
Philadelphia, Saunders, 2003, pp. 1585-1618. 


Lteif AN, Schwenk WF: Hypoglycemia in infants and children. Endocrinol Metab Clin N 
Amer 1999; 28(3):619-646. 


de insulina elevados e niveis de peptideo C reduzidos sao detectados 
quando é realizada a administração de insulina exógena. Níveis ele- 
vados tanto de insulina como de peptídeo C, concomitantes a uma 
triagem farmacológica positiva para a detecção de secretagogo de 
insulina, seriam esperados em caso de uso clandestino desses agen- 
tes orais. É importante que esses testes sanguíneos sejam realizados 
durante o episódio hipoglicêmico. Os ensaios para a detecção de sul- 
fonilureias e meglitinidas devem ser encaminhados a um laboratório 
que tenha condições adequadas para quantificar concentrações extre- 
mamente baixas de tais fármacos, uma vez que a utilização de testes 
com limites de detecção mais elevados pode acarretar um diagnóstico 
incorreto (Manning, 2003). 

A pentamidina, utilizada no tratamento da pneumonia por 
Pneumocystis carinii, provoca hipoglicemia ao danificar as células B 
pancreáticas. A condição hipoglicêmica pode se instalar dentro de 
poucas horas ou dias após a administração do fármaco. Os níveis 
plasmáticos de insulina permanecem elevados, apesar da baixa con- 
centração de glicose, apontando a liberação excessiva do hormônio 
(Bouchard, 1982; Assan, 1995). A hipoglicemia induzida por sulfona- 
mida também está associada ao aumento dos níveis de insulina e pep- 
tídeo C em indivíduos suscetíveis (Hekimsoy, 1997). A hipoglicemia 
induzida por salicilatos pode ser decorrente do aumento da utilização 
periférica da glicose secundariamente ao desacoplamento da fosfori- 
lação oxidativa, diminuição da neoglicogênese hepática e do aumen- 
to da liberação de insulina (Marks, 1999). Os B-bloqueadores (p. ex., 
propanolol) podem causar hipoglicemia pela antagonização da glico- 
genólise mediada pelas catecolaminas (Chavez, 1999). 

O consumo de álcool pode inibir a neoglicogênese hepática e aumen- 

tar a atividade da fosforilase do glicogênio. Como resultado, há depleção 
dos estoques de glicogênio do fígado e, consequentemente, hipoglice- 
mia. A hipoglicemia induzida por álcool usualmente é observada quan- 
do o indivíduo tem história de consumo de 50 a 300 g de álcool sem 
ingestão de nenhum alimento durante as 6 a 36 horas precedentes. O 
álcool pode ser detectado no sangue ou na respiração. Durante o episó- 
dio hipoglicêmico, os níveis plasmáticos de B-hidroxibutirato apresen- 
tam-se elevados, enquanto os níveis plasmáticos de insulina e peptídeo 
C estão diminuídos (Arky, 1989; Marks, 1999). 
Doenças médicas severas. Uma doença hepática amplamente disse- 
minada, bem como uma insuficiência cardíaca severa podem advir 
da condição hipoglicêmica. Os mecanismos patológicos envolvidos 
incluem comprometimento da neoglicogênese, congestão hepática 
com diminuição do aporte de oxigênio aos hepatócitos, comprometi- 
mento da degradação da insulina e desvio do sangue portal para den- 
tro da circulação sistêmica (Khoury, 1998). A diminuição das reservas 
de glicogênio acoplada à falha da neoglicogênese e ao aumento da uti- 
lização de glicose são os fatores que podem constituir a causa da hipo- 
glicemia observada em pacientes com sepse grave (Miller, 1980). Além 
disso, pacientes que apresentam grande redução da massa muscular, 
como ocorre na atrofia muscular espinhal e na miopatia congênita, 
são mais propensos a desenvolver hipoglicemia durante períodos de 
jejum prolongados (23 horas). Esse risco aumentado provavelmente 
está relacionado à pouca disponibilidade de alanina — um substrato 
para neoglicogênese. Uma baixa concentração plasmática de insulina 
e níveis plasmáticos aumentados de glucagon são observados no esta- 
do hipoglicêmico (Orngreen, 2003). 

Na doença renal em estágio terminal (ESRD), a hipoglicemia pode 
estar relacionada a uma neoglicogênese defeituosa, como também ao 
comprometimento da glicogenólise hepática em decorrência de um 
estado nutricional precário (Arem, 1989). O consumo de álcool, o uso 
de insulina ou de fármacos à base de sulfonilureias, a sepse, a desnu- 
trição, doença hepática e insuficiência cardíaca são fatores que podem 
aumentar a probabilidade de eventos hipoglicêmicos em indivíduos 
com insuficiência renal (Haviv, 2000). O uso de gabapentina foi asso- 
ciado à hipoglicemia num paciente com ESRD submetido à diálise 
peritoneal. Os níveis plasmáticos de insulina e peptídeo C estavam 
elevados durante o evento hipoglicêmico (Penumalee, 2003). 
Deficiências hormonais. A contrarregulação da glicose, mediada pelo 
glucagon, catecolaminas, cortisol e GH é importante para a prevenção da 
hipoglicemia. Para aumentar os níveis plasmáticos de glicose, o glucagon 
inicialmente estimula a glicogenólise e, posteriormente, a neoglicogénese. 
As catecolaminas aumentam a glicogenólise, a neoglicogênese e a lipólise. 
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226 Elas ainda diminuem a captação de glicose mediada pela insulina e inibem 


a liberação de insulina. Tanto o GH como o cortisol reduzem a captação 
tecidual de glicose mediada pela insulina, além de aumentar a liberação 
da glicose na circulação. Uma deficiência na secreção desses hormônios 
pode contribuir para abaixar os níveis sanguíneos de glicose. Em adultos, 
a hipoglicemia raramente é atribuível a deficiências envolvendo o gluca- 
gon ou as catecolaminas. Entretanto, é comum haver comprometimento 
das respostas de glucagon e epinefrina à hipoglicemia em pacientes que 
apresentam diabetes melito há muito tempo e que estão associados a 
episódios hipoglicêmicos prolongados. Bebês e crianças com deficiên- 
cias relacionadas ao cortisol e ao GH são propensos ao desenvolvimento 
de hipoglicemia, especialmente quando manifestam doenças agudas. 
Adultos com deficiência de glicocorticoides ou GH podem igualmente 
desenvolver hipoglicemia, normalmente após períodos de jejum prolon- 
gados (Smallridge, 1980; Zuker, 1995; Bunch, 2002). 
Tumores de células não B. A hipoglicemia decorrente de tumores 
de células não oriundas das ilhotas pancreáticas (NICTH, non-islet 
cell tumor hypoglycemia) é produzida por tumores de células não 
B, principalmente mesenquimais. Esses tumores estão associados a 
uma produção aumentada de fator de crescimento insulino-símile 
Il (IGF-II, insulin-like growth factor II). Acredita-se que os níveis 
elevados de IGF-II aumentam a utilização da glicose e suprimem a 
produção de glicose endógena (Chung, 1996; Daughaday, 1989). O 
diagnóstico da NICTH normalmente é feito pela detecção de hipo- 
glicemia em estado de jejum, níveis baixos de insulina, pró-insulina 
e peptídeo C, uma elevada proporção IGF-II/IGF-I e baixos níveis 
de GH e B-hidroxibutirato. Em geral, o tumor é detectado ao exame 
físico e confirmado por estudos de diagnósticos radiológicos. 
Hiperinsulinismo endógeno. A hipoglicemia causada pela insulina 
produzida endogenamente pode ser devida a: (1) tumores de célu- 
las À secretores de insulina; (2) hiperinsulinismo congênito (tam- 
bém denominado nesidioblastose/hipertrofia de ilhotas ou síndrome 
da hipoglicemia pancreatógena não insulinoma); e (3) produção de 
autoanticorpos dirigidos contra a insulina em pacientes que nunca 
tenham recebido tratamento à base de insulina (Hirata, 1994). Para 
estabelecer o diagnóstico de insulinoma, recomenda-se proceder à 
supervisão de um período de jejum de 72 horas, com monitoramento 
clínico e bioquímico frequente dos sinais de hipoglicemia. Durante o 
episódio hipoglicêmico, amostras de sangue devem ser obtidas para 
determinação dos níveis de glicose, insulina, pró-insulina, peptídeo C 
e B-hidroxibutirato. Testes de amostras de sangue ou urina para detec- 
ção de fármacos à base de sulfonilureia/meglitinida também são reali- 
zados. Os critérios diagnósticos do insulinoma são: existência de sinais 
e sintomas de hipoglicemia com níveis plasmáticos de glicose < 45 mg/ 
dL (2,5 mmol/L); uma concentração de insulina indevidamente alta 
> 6 uU/mL (por radioimunoensaio) ou 2 3 U/mL (ensaio de imu- 
noquimioluminescência); concentração de peptideo C > 0,2 pmol/L; 
concentração de pró-insulina > 5 pmol/L; níveis de B-hidroxibutirato 
< 2,7 mmol/L; uma alteração > 25 mg/dL nos níveis plasmáticos de 
glicose em resposta à injeção endovenosa de 1 mg de glucagon; e, por 
fim, triagem negativa para detecção de sulfonilureia/meglitinida em 
amostras de sangue/urina (Service, 1995, 1999b). 
Autoimune. Em pacientes que nunca receberam injeções de insuli- 
na, a hipoglicemia associada à produção de autoanticorpos anti-in- 
sulina constitui um distúrbio raro denominado síndrome da insuli- 
na autoimune (AIS, autoimune insulin syndrome). Indivíduos com 
doenças autoimunes ou que fizeram uso recente de medicação con- 
tendo sulfidrilas (i. e., metimazola, penicilamina, captopril, imipinem) 
apresentam risco aumentado de desenvolver AIS. Observa-se uma 
secreção excessiva de insulina após as refeições que está conectada à 
produção de autoanticorpos. Como resultado esse hormônio se torna 
indisponível para os tecidos-alvo. Horas mais tarde a insulina disso- 
cia-se dos anticorpos e provoca hiperinsulinemia e hipoglicemia. Os 
níveis de insulina tornam-se extremamente elevados e distintamente 
mais altos que no insulinoma. Os níveis de peptídeo C estão suprimi- 
dos de modo parcial, sendo encontrada uma elevada proporção molar 
insulina/peptídeo C (Hirata, 1994; Dozio, 1998; Lidar, 1999; Cavaco, 
2001; Vogeser, 2001; Yaturu, 2004). 

Anticorpos dirigidos contra o receptor da insulina podem causar 
hipoglicemia ou hiperglicemia acompanhada de extrema resistência 
à insulina. Outras doenças autoimunes, como o lúpus eritematoso 


sistêmico e a tireoidite de Hashimoto, também podem estar presentes 
em tais pacientes. Nessas condições, os anticorpos que reconhecem o 
receptor da insulina bloqueiam a ligação insulina-receptor de insulina. 
Alguns pacientes apresentam hiperglicemia, porque a degradação ou 
a regulação negativa desse receptor levam à resistência à insulina. Há 
casos em que um mesmo paciente apresenta hiper e hipoglicemia. Os 
níveis plasmáticos de glicose, B-hidroxibutirato e pró-insulina estão 
baixos, enquanto os níveis de insulina e a proporção insulina/peptídeo 
C encontram-se inadequadamente altos. A detecção dos anticorpos 
antirreceptor de insulina pode ser realizada por meio de ensaios de 
imunoprecipitação (Redmon, 1999; Taylor, 1989). Mutações envol- 
vendo o gene do receptor para insulina representam outra causa rara 
de hipoglicemia. 

Primeira infância e infância. A hipoglicemia da infância — que ocorre 
já nas primeiras 72 horas após o nascimento — costuma ser passageira 
e comum em bebês prematuros ou pequenos demais para a idade ges- 
tacional que apresentam. Quando a mãe tem diabetes melito descom- 
pensado, o bebê apresenta hiperinsulinismo por tempo prolongado. 
Essa condição aumenta o risco de o bebê desenvolver hipoglicemia 
já nos primeiros dias de vida. Outras etiologias incluem distúrbios 
pituitários e suprarrenais. A hipoglicemia cetogênica pode ser obser- 
vada em crianças com idade entre 18 meses e 5 anos. À alanina — um 
substrato da neoglicogênese — é encontrada em baixas concentrações 
nesses pacientes. Usualmente, o episódio de uma doença ou um perí- 
odo de jejum prolongado são associados à hipoglicemia (Haymond, 
1983). 

A hipoglicemia hiperinsulinêmica persistente da infância (PHHI, 
persistent hyperinsulinemic hypoglycemia of infancy) comumente se 
deve à incapacidade das células D pancreáticas de suprimir adequada- 
mente a secreção de insulina diante da hipoglicemia. A manifestação 
dessa condição em geral ocorre no primeiro ano de vida, tipicamente 
durante as primeiras horas ou dias após o nascimento. A ocorrência 
de mutações nos genes codificadores dos canais de K* ATP-sensíveis 
das células B (canais Kyrp) — SURI (receptor da sulfonilureia) e Kir6.2 
— provoca a liberação irregular da insulina e causa as formas mais 
severas de PHHI. A síndrome da hipoglicemia pancreatógena não 
insulinoma, descrita em adultos, não está associada à ocorrência de 
mutações em SURI e Kir6.2. Pacientes com a síndrome geralmente 
apresentam hipoglicemia pós-prandial. Os níveis séricos de insulina 
e peptídeo C estão elevados e as triagens para detecção de fármacos 
sulfonilureia e meglitinida resultam negativas (Service, 1999b). 

A enzima glicoquinase (GCK) atua como um sensor de glicose nas 
células B pancreáticas e modula a secreção de insulina estimulada pela 
glicose. Mutações ativadoras de GCK são herdadas de forma autossô- 
mica dominante e foram associadas à hipoglicemia hiperinsulinêmi- 
ca familiar. Em geral, a hipoglicemia é branda (se comparada à forma 
autossômica recessiva) e não se limita à infância. Também foi descri- 
ta a ocorrência de mutações de novo no gene da GCK, resultando em 
hipoglicemia. Na síndrome da hiperamônia do hiperinsulinismo, a 
hipoglicemia é causada por uma mutação ativadora no gene da gluta- 
mato desidrogenase (GLUD1), localizado no cromossomo 10. Trata-se 
de um distúrbio autossômico dominante caracterizado por hipoglice- 
mia e elevação dos níveis de amônia (3-8 vezes acima do normal). Uma 
hipoglicemia menos severa é observada em casos esporádicos (Sunehag, 
2002; Straub, 2001; Cuesta-Munoz, 2004; Stanley, 1998). A ocorrência 
de acidose lática, além da hipoglicemia, foi descrita numa criança que 
apresentava mutação genética em uma das subunidades que compõem o 
complexo da cadeia respiratória mitocondrial II (Haut, 2003). Mutações 
envolvendo as enzimas que participam da oxidação mitocondrial de áci- 
dos graxos podem, ainda, causar PHHI (Molven, 2004). 

Alimentar. A hipoglicemia alimentar (reativa) ocorre horas depois das 
refeições. Os TTGOs não fornecem resultados confiáveis que possam 
ser utilizados para diagnosticar essa condição. Indivíduos submetidos 
à cirurgia gástrica apresentam risco de desenvolver o distúrbio. Um 
esvaziamento gástrico rápido aliado à síndrome correspondente podem 
desencadear uma resposta de insulina exagerada que resulta em hipogli- 
cemia. Alguns indivíduos isentos de patologias GI relatam a ocorrência 
de sintomas espontâneos, sugestivos de hipoglicemia, 1 a 4 horas após a 
ingestão de refeições ricas em carboidratos. No entanto, como o exame 
laboratorial resulta normal, considera-se que tais indivíduos apresen- 
tam hipoglicemia reativa idiopática. O TTGO também não tem utilida- 


de para o diagnóstico dessa condição (Lefebvre, 1988). Alguns pacientes, 
que apresentaram aumento da sensibilidade à insulina, exibiram carac- 
terísticas de hipoglicemia pós-prandial (Tamburrano, 1989). Os fatores 
colaboradores incluem retardo da liberação de insulina em resposta à 
refeição e ingestão de álcool concomitante (Flanagam, 1998). 


Erros inatos do metabolismo de carboidratos 


Os níveis plasmáticos de glicose são mantidos normais graças à absor- 
ção da glicose a partir da dieta, síntese de glicose através da neoglico- 
gênese e liberação de glicose a partir do glicogênio — a principal forma 
de armazenamento de glicose. As doenças que envolvem os estoques 
de glicogênio ou glicogenoses resultam de defeitos do metabolismo do 
glicogênio. Tais doenças são consequência de deficiências enzimáticas 
herdadas, sendo que as enzimas afetadas controlam a síntese ou a que- 
bra do glicogênio. Anomalias quantitativas ou qualitativas de glicogênio 
são encontradas nesses distúrbios, em que o fígado e os músculos são 
os órgãos mais comumente envolvidos, uma vez que possuem quanti- 
dades abundantes do polissacarídeo. As doenças do armazenamento de 
glicogênio que afetam primariamente o fígado (glicogenoses hepáticas) 
em geral se manifestam por hipoglicemia e hepatomegalia. Caimbras 
musculares, intolerância ao exercício, fadiga e fraqueza são queixas 
constantes de indivíduos com doenças de armazenamento de glicogê- 
nio envolvendo os músculos (glicogenoses musculares). As doenças de 
armazenamento de glicogênio que afetam principalmente o fígado são 
os tipos: I (deficiência de glicose-6-fosfatase), III (deficiência da enzima 
desramificadora), IV (deficiência de enzima ramificadora), VI (defici- 
ência de fosforilase hepática), IX (deficiência de fosforilase quinase) e 
tipo O (deficiência de glicogênio sintase), além da deficiência de trans- 
portador de glicose 2 (GLUT-2). A Tabela 16.8 mostra as diversas carac- 
terísticas das glicogenoses hepáticas (Wolfsdorf, 1999; Chen, 2001). As 
glicogenoses musculares ou doenças de armazenamento de glicogênio 
que afetam os músculos (Tab. 16.9) são: as de tipo V (deficiência de 
fosforilase muscular), VII (deficiência de fosfofrutoquinase muscular) 
e as doenças de armazenamento de glicogênio secundárias a defeitos 
das enzimas fosfoglicerase quinase, fosfoglicerase mutase, lactato desi- 
drogenase, frutose 1,6-bifosfato aldolase A, piruvato quinase, fosforilase 
quinase muscular, ot-glicosidase ácida lisossômica (tipo II, doença de 
Pompe) e fosforilase quinase cardíaca específica (Tsujino, 2000; Chen, 
2001; Weinstein, 2002). 


Defeitos do metabolismo de galactose 


A galactose é um monossacarídeo que, ao lado da glicose, constitui o 
dissacarídeo lactose. O leite e seus derivados são as principais fontes de 
galactose. Defeitos envolvendo as enzimas galactoquinase, galactose- 
l-fosfato uridiltransferase e uridina difosfato galactose-4-epimerase 
resultam em distúrbios do metabolismo e acúmulo de galactose e de 
seus metabólitos, com consequente galactosemia (Holton, 2001). 
Galactosemia com deficiência de uridiltransferase. A deficiência 
de galactose-1-fosfato uridiltransferase (GalT; galactosemia clássica) 
está associada à herança autossômica recessiva. A mutação que mais 
comumente afeta o gene GalT é a mutação Q188R, no cromossomo 9. 
A deficiência de GalT se manifesta precocemente na infância, com sin- 
tomas de hipoglicemia, vômitos, diarreia, irritabilidade, dificuldades 
alimentares e falha do crescimento. As crianças que sofrem da doença 
podem apresentar icterícia, hepatomegalia e propensão a contusões. Os 
testes diagnósticos iniciais podem revelar hiperbilirrubinemia, elevação 
dos níveis de transaminases, acidose metabólica, galactosúria, glicosúria, 
hipoglicemia e medidas de coagulação anormais. Tais pacientes correm 
risco de desenvolverem edema cerebral. Casos de hemorragia vítrea e 
sepse por Escherichia coli foram descritos em indivíduos com doença. As 
complicações a longo prazo envolvidas na deficiência de GalT são com- 
prometimento cognitivo, insuficiência ovariana em mulheres e doença 
neurológica atáxica. Ensaios microbiológicos e fluorimétricos são empre- 
gados na triagem de recém-nascidos para detectar casos de galactosemia. 
Existe um teste fluorimétrico utilizado para a detecção da atividade GalT 
(teste do ponto fluorescente de Beutler). Para o diagnóstico, um resulta- 
do anormal deve ser confirmado por análises bioquímicas ou molecula- 
res. Os ensaios quantitativos podem fornecer resultados falso-negativos, 
se forem realizados após transfusões de sangue. Uma forma mais branda 


de galactosemia, conhecida como “variante de Duarte”, é causada por 
uma mutação no gene GalT e caracteriza-se pela diminuição da ativi- 
dade enzimática nas hemácias, em geral, clinicamente insignificante. 
O tratamento da deficiência de GalT consiste na restrição alimentar à 
galactose (Holton, 2001; Leslie, 2003). 

Deficiência de galactoquinase (GalK). Nessa deficiência, a galactose 
não é convertida em galactose-1-fosfato e, como resultado, há forma- 
ção de catarata. Os pseudotumores cerebrais constituem outra com- 
plicação raramente observada nessa condição. O diagnóstico é feito 
pela demonstração da elevação dos níveis sanguíneos de galactose 
concomitantemente a uma atividade de uridiltransferase normal e 
à ausência de atividade de galactoquinase nos eritrócitos. Uma dieta 
isenta de galactose pode reverter a catarata, desde que seja iniciada 
ainda na primeira infância (Holton, 2001; Bosch, 2002). 

Deficiência de uridina difosfato galactose-4-epimerase (GalE). A 
forma benigna está associada a uma deficiência enzimática limitada a 
eritrócitos e leucócitos. Os indivíduos afetados permanecem sadios e 
não há necessidade de tratamento. Na forma grave, contudo, os acha- 
dos clínicos assemelham-se aos da deficiência de GalT, adicionados de 
hipotonia e surdez sensório-neural. O tratamento consiste na restri- 
ção alimentar à galactose (Walter, 1999; Holton, 2001). 


Defeitos do metabolismo de frutose 


A frutosúria essencial, a intolerância hereditária à frutose e a defi- 
ciência de frutose-1,6-difosfatase são condições clínicas resultantes de 
defeitos no metabolismo da frutose. 

Frutosúria essencial, Esse distúrbio autossômico recessivo resulta 
de uma deficiência de frutoquinase. A enzima frutoquinase catalisa a 
conversão da frutose em frutose-1-fosfato. A condição é assintomática 
e usualmente diagnosticada incidentalmente através da detecção de 
frutose na urina, como substância redutora. Não requer tratamento. 
Intolerância hereditária à frutose. Um defeito na atividade da fru- 
tose-1,6-bifosfato aldolase B presente no fígado, rim e intestino pro- 
voca a falha da conversão de frutose-1-fosfato e frutose-1,6-bifosfato 
em di-hidroxiacetona fosfato, gliceraldeído-3-fosfato e gliceraldeídos. 
A ingestão de frutose leva ao acúmulo de frutose-1-fosfato e induz a 
sintomas de hipoglicemia e náusea, seguidos de vômito. Tais sintomas 
ocorrem somente quando o indivíduo ingere alimentos contendo fru- 
tose. A exposição prolongada a tais alimentos pode causar episódios 
hipoglicêmicos frequentes, hepatomegalia, irritabilidade, letargia, ata- 
ques e disfunção tubular proximal. A disfunção hepática pode resultar 
em aumento do tempo de coagulação, elevação dos níveis de transa- 
minases e de bilirrubina, além de hipoalbuminemia. O diagnóstico 
apoia-se na suspeita clínica acompanhada da realização de um teste 
de tolerância à frutose administrada por via endovenosa. O diagnósti- 
co definitivo pode ser obtido realizando-se o ensaio para atividade da 
aldolase B com amostra de biópsia hepática. 

Deficiência de frutose-1,6-bifosfatase. Esse defeito autossômico 
recessivo da enzima frutose-1,6-bifosfatase resulta na falha da pro- 
dução hepática de glicose a partir de precursores da neoglicogênese, 
tais como lactato, glicerol e alanina. Pacientes afetados podem apre- 
sentar episódios prejudiciais à vida, como hipoglicemia, hiperven- 
tilação, acidose lática, convulsões e coma. O diagnóstico é estabele- 
cido pela demonstração da deficiência enzimática em amostras de 
biópsias hepáticas ou intestinais. A correção da hipoglicemia e da 
acidose por meio da administração endovenosa de líquidos é o tra- 
tamento de escolha em casos de ataque agudo. O jejum prolongado 
pode provocar o aparecimento dos sintomas em indivíduos afetados, 
se os estoques de glicogênio estiverem depletados. Há necessidade 
de limitar a ingestão de alimentos que contenham frutose e sucrose 
(Steinman, 2001). 


Acidose lática 


O ácido lático é um produto do metabolismo do ácido pirúvico. 
Aproximadamente 1.400 mmol de ácido lático/dia são produzidos em 
indivíduos sadios, sendo a maior parte derivada da glicose, a partir da 
via glicolítica e da desaminação da alanina (Marko, 2004; Kreisberg, 
1980). Essa enorme quantidade de ácido lático é eliminada através de 
diversos mecanismos, incluindo tamponamento por líquidos extrace- 
lulares e remoção pelo fígado e rins. Sob circunstâncias normais, as 
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Tabela 16.8 Glicogenoses hepaticas 


Tipo (GSD) 


la/doenca de 
von Gierke 





Illa 

(também denominada 
“doenca de Cori” ou 
“doença de Forbes”) 


IIIb 


IV 

(também denominada 
doença de Andersen, 
amilopectinose) 


VI (também 
denominada 
doença de Hers) 


IXa 


IXb 


Defeito 


Glicose-6-fosfatase 


Glicose-6-fosfatase 
translocase 


Enzima desramificadora 


de glicogênio (tanto 
no fígado como no 
músculo) 


Enzima desramificadora 
de glicogênio hepática 
(enzima desramificadora 


muscular normal) 
Enzima ramificadora 
do glicogênio 


Fosforilase do 
glicogênio 
(no fígado) 


Fosforilase quinase 
(no fígado) 


Deficiência de 
fosforilase (no fígado 
e no músculo) 


Caracteristicas clinicas 


Membros magros, baixa 
estatura, abdômen 
protuberante, xantomas 

na pele, alterações retinais, 
hepatomegalia, 

ataques hipoglicêmicos, 
retardo do crescimento 


Igual a 1a, com infecções 
bacterianas recorrentes 


Infância: hepatomegalia, 
hipoglicemia, retardo do 
crescimento 

Vida adulta: atrofia 
muscular, fraqueza, 
cardiomiopatia 


Igual a lla, mas sem os 
sintomas musculares 


Hepatoesplenomegalia, 
falha de crescimento, 
cirrose hepática, 
hipertensão hepática, ascite, 
varizes esofágicas, além 
além de ser fatal aos 5 anos 
de idade. Raramente há 
hipoglicemia, contudo pode 
haver cirrose hepática 
Forma neuromuscular: 

a) no recém-nascido; 
hipotonia, atrofia muscular 
b) na infância: miopatia 

ou cardiomiopatia 

c) na vida adulta: disfunção 
do sistema nervoso central 
e periférico difusa (doença 
do corpúsculo de 
poliglucosan do adulto) 
Hepatomegalia, retardo do 
crescimento na primeira 
infância, curso benigno 

A hepatomegalia melhora 
com a idade 


Hepatomegalia, abdômen 
protuberante, retardo do 
crescimento, retardo do 
desenvolvimento motor 


Hepatomegalia, retardo do 
crescimento, hipotonia 
muscular (em alguns 
pacientes) 


Achados laboratoriais 


Hipoglicemia, acidose lática, 
hiperuricemia, dislipidemia 
Diagnóstico: biópsia hepática 
para demonstração da atividade 
da glicose-6-fosfatase tanto em 
microssomas intactos como em 
microssomas totalmente 
rompidos 

Igual a 1a, acrescidos de 
neutropenia e enteropatia 
inflamatória 


Infância: dislipidemia, 
hipoglicemia, transaminases 
hepáticas, cetose de jejum, níveis 
normais de lactato e ácido úrico 
Vida adulta: o EMG indica 
miopatia 

Diagnóstico: demonstração de 
níveis anormais de glicogênio e 
atividade enzimática em 
amostras de biópsia do fígado 

e de músculo 

Igual a Illa, sem os 

achados musculares 


Deposição tecidual de 
material similar à amilopectina 
Deficiência de enzima 
ramificadora no fígado 
Doença do corpúsculo de 
poliglucosan do adulto: 
deficiência da enzima 
ramificadora em leucócitos 

ou biópsia de nervo 


Hipoglicemia discreta, 
dislipidemia, cetose 

Níveis normais de ácido 

úrico e ácido lático 
Diagnóstico: atividade 
enzimática anormal em biópsia 
obtida de tecidos afetados 
Dislipidemia discreta, 

elevação discreta das 
transaminases hepáticas, cetose 
de jejum, hipoglicemia discreta 
Diagnóstico: atividade 
enzimática anormal em biópsia 
obtida de tecidos afetados 
Igual a IXa 


Tratamento 


Ingestão matinal de alimentos 
com elevado teor de 
carboidratos complexos; 
nutrição parenteral total, 
infusão de glicose por tubo 
nasogástrico ou de gastrotomia 
durante a noite; amido cru; 
restrição à frutose e galactose 


Igual a la, acrescido da 
administração de fatores 
estimuladores da formação 
de colônias de granulócitos e 
macrófagos (CSF-GM) para 
tratar a neutropenia 

Infância: igual a 1a, com 
inclusão de uma dieta de 
elevado teor proteico. Sem 
restrições à frutose nem 

à galactose 

Vida adulta: não há tratamento 
efetivo para a miopatia 


Igual a Illa 


Não há tratamento específico. 
Manutenção da normoglicemia 
Transplante de fígado em 

casos especiais 


Dieta rica em carboidratos, 
refeições frequentes 

Não há tratamento específico 
para a maioria dos pacientes 


Dieta rica em carboidratos, 
refeições frequentes 
Curso usualmente benigno 


Igual a IXa 


Genética 


Autossômica recessiva 


Autossômica recessiva 


Autossômica recessiva 


Autossômica recessiva 


Autossômica recessiva 


Autossômica recessiva 


Ligada ao 
cromossomo X 


Autossômica recessiva 
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Tipo (GSD) Defeito Características clínicas Achados laboratoriais Tratamento Genética 
0 Glicogênio sintase Sintomas hipoglicêmicos  Hipoglicemia de jejum, Alimentação à base de amido AutossOmica recessiva 
durante o período matinal | hipercetonemia. Hiperglicemia cru durante a noite 
Hepatomegalia ausente e elevação dos níveis de Refeições ricas em proteína 
Retardo discreto do lactato após as refeições e frequentes, durante o dia 
crescimento Diagnóstico: análise de 
(em poucos casos) mutações do gene da 
glicogênio sintase hepática 
XI (também GLUT 2 Abdômen protuberante Glicosúria, fosfatúria, Não há terapia específica Autossômica recessiva 
denominada em decorrência da aminoacidúria, desperdício de Reposição sintomática de 


sindrome de 
Fanconi-Bickel) 


hepatomegalia 
Rinomegalia, raquitismo 
e falha de crescimento 


bicarbonato, hipofosfatemia, 
elevação dos níveis de 
fosfatase alcalina 

Discreta hipoglicemia de jejum 
e dislipidemia. Raquitismo 
detectado por radiografias 


água, eletrólitos, e vitamina D 
Restrição à galactose 
Pequenas refeições realizadas 
com frequência e 
suplementação com amido 
de milho 


Adaptado de: Chen YT: Glycogen storage diseases. In Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D, eds: The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 8th ed. New York, McGraw-Hill, 
2001. pp 1521-1551. 


Wolfsdorf JI, Holm IA, Weinstein DA: Glycogen storage diseases. Phenotypic, genetic, and biochemical characteristics, and therapy. Endocrinol Metab Clin N Amer 1999; 28(4):801-823. 
Weinstein DA, Wolfsdorf JI: Glycogen storage diseases: A primer for clinicians. Endocrinologist 2002; 12: 531-538. 


Tabela 16.9 Glicogenoses musculares 


Tipo Defeito Caracteristicas clinicas Achados laboratoriais Tratamento 
V (doença de McArdle) Fosforilase muscular Intolerância ao exercício, caimbras Mioglobinúria, creatina quinaseem Tolerância ao exercício através 
musculares. Urina com tonalidade repouso e após o exercício; amônia do treinamento aeróbico ou pela 
vermelho-escuro após a prática de e ácido úrico com o exercício ingestão de glicose ou frutose 
exercícios físicos. Usualmente, surge Diagnóstico: avaliação enzimática do Dieta rica em proteínas; 
na segunda ou terceira década de vida do músculo ou análise de mutação suplementação com vitamina Bg 
VII Fosfofrutoquinase Igual ao tipo V, acrescidas de: Creatina quinase e bilurrubina, Evitar a prática extenuante de 
(doença de Tarui) severa intolerância ao exercício ou reticulocitose, hiperuricemia exercícios físicos para prevenir 


caimbras musculares e 
mioglobinúria 


miopatia na infância, anemia 

hemolítica compensada, hiperuricemia 
mais acentuada que no tipo V, 

intolerância aguda ao exercício após o 
consumo de refeições ricas em carboidrato 


Diagnóstico: demonstração 
bioquímica ou histoquímica do 
defeito enzimático 





Deficiência de Fosfoglicerato quinase Igual ao tipo V, mais: Creatina quinase (nem sempre) Igual ao tipo VII 
fosfoglicerato quinase anemia hemolítica, disfunção do SNC Resultados anormais em ensaios 
e/ou miopatia enzimáticos para músculos 

Deficiência de Subunidade M da Igual ao tipo V Níveis séricos de creatina quinase Igual ao tipo VII 
fosfoglicerato mutase  fosfoglicerato mutase 
Deficiência de lactato Subunidade M da ácido Igual ao tipo V, mais: Níveis séricos de creatina quinase Igual ao tipo VII 
desidrogenase lático desidrogenase erupções eritematosas, dificuldades (nem sempre) 

M subunit de parto (rigidez uterina) 


Deficiência de 
fructose-1,6-bifosfato 
aldolase A 


Fructose-1,6- 
bifostato aldolase A 


Igual ao tipo V, mais: 
fraqueza muscular, anemia hemolitica 


Niveis séricos de creatina quinase 
(nem sempre) 


Igual ao tipo VII 


Deficiéncia de Isoenzima da piruvato Cãibras musculares, fraqueza Níveis séricos de creatina quinase Igual ao tipo VII 
piruvato quinase quinase muscular muscular fixa (nem sempre) 
Deficiência de fosforilase Quinase muscular Igual ao tipo V, mais: Níveis séricos de creatina quinase Igual ao tipo VII 


quinase muscular 
Il/doença de Pompe 


Adaptado de: Chen YT: Glycogen storage diseases. In Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D (eds). The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 8th ed. New York, McGraw-Hill, 


2001, pp. 1521-1551. 


(específica do músculo) 
Glicosidase q ácida 
lisossômica 

(maltase ácida) 


fraqueza muscular e atrofia 


Bebê: fraqueza muscular, problemas 
alimentares, macroglossia, 
hepatomegalia, cardiomiopatia 
Fase tardia da infância: fraqueza 
muscular proximal, dificuldades de 
deglutição, fraqueza dos músculos 
respiratórios 

Vida adulta: fraqueza 

muscular proximal com sério 
comprometimento do cíngulo do 
membro inferior e dos músculos 
paraespinal e do diafragma 


Tsujino 5, Nonaka I, DiMauro S: Glycogen storage myopathies. Neurol Clin 2000; 18(1):125-150. 


(nem sempre) 

Creatina quinase, aspartato 
transaminase, LDH 

Diagnóstico: atividade de glicosidase 
a ácida diminuída ou ausente no 
músculo ou em cultura de 
fibroblastos da pele 


Bebê: não há tratamento efetivo 
Fase tardia da infância e vida 
adulta: dieta rica em proteínas 


Apoio ventilatório 


un 
o 

ga 
jia 
E 
E 
Ee 





230 taxas de entrada e saída de lactato do sangue se mantêm em equilíbrio, 


de modo que o acúmulo líquido de lactato é nulo. O acúmulo excessi- 
vo de ácido L-lático é causado pela superprodução e/ou subutilização 
de L-lactato (a forma levógira do ácido lático). 

A Tabela 16.10 mostra causas seletas de acidose lática. A produção 
de ácido lático aumenta durante a isquemia, ataques, exercício vigoro- 
so e em algumas condições leucêmicas. Durante a prática extenuante 
de exercícios físicos, os elevados níveis de ácido lático produzidos são 
rapidamente eliminados por mecanismos tanto renais como hepáticos, 
bem como através do metabolismo aeróbio muscular (meia-vida apro- 
ximada de 60 minutos). À diminuição da utilização de ácido lático tam- 
bém pode levar ao seu acúmulo. De uma forma geral, é isso que ocorre 
nas doenças hepáticas e renais. Defeitos na remoção do ácido lático têm 
sido associados à insuficiência hepática, defeitos enzimáticos específicos 
e acidose severa. A metformina, amplamente prescrita para o tratamen- 
to do diabetes de tipo 2, raramente causa acidose lática. Os principais 
fatores de risco para esse distúrbio relacionados ao uso da metformi- 
na são insuficiência cardíaca congestiva, hipóxia tecidual, insuficiência 
renal e sepse (Salpeter, 2003; Misbin, 2004). Os nucleosídeos inibidores 
de transcriptase reversa (NRTI, nucleoside reverse transcriptase inhibitor) 
são empregados no tratamento da infecção por HIV e podem induzir 
acidose lática (John, 2002; Ogedegbe, 2003). 

A acidose lática é diagnosticada pela detecção de níveis sanguíneos ele- 
vados de lactato (> 45 mg/dL ou > 5 mmol/L), intervalo aniônico elevado 
e pH sanguíneo baixo (< 7,35). Para quantificar os níveis de lactato com 
acurácia, no momento da obtenção das amostras a compressão exercida 
pelo torniquete deve ser mínima e o paciente não deve cerrar o punho. As 
amostras de sangue devem ser coletadas em tubos de tampa cinza conten- 
do fluoreto de oxalato, que impede a glicólise. 

O tratamento da acidose lática consiste na correção das condições 
subjacentes responsáveis pela perturbação do metabolismo de lactato. 
A oxigenação tecidual, a melhora do status hídrico, a amplificação do 
status cardíaco e o tratamento da sepse exercem papel importante no 
tratamento da acidose lática. A diálise se torna necessária em alguns 
casos para a remoção do lactato. 

A acidose p-latica resulta do acúmulo excessivo de ácido p-latico (a 
forma dextrogira do ácido lático). Essa condição foi descrita em pacien- 
tes com desvio jejunoileal ou que sofreram ressecção do intestino delga- 
do. Em tais condições a glicose e os demais carboidratos são convertidos 
em ácido p-lático no cólon por ação das bactérias. O ácido p-lático cai 
na circulação sistêmica e é lentamente metabolizado. Pacientes afetados 
apresentam episódios de acidose metabólica e encefalopatia. Os níveis 
de ácido p-latico podem ser determinados através de ensaios enzimáti- 
cos utilizando a D-lactato desidrogenase (Luft, 2001; Zhang, 2003). 


Tabela 16.10 Causas seletas da acidose L-lática 


Hipóxia tecidual 

Choque séptico 

Choque cardiogênico 

Choque hemorrágico 

Hipoxemia aguda 

Envenenamento por monóxido de carbono 


Condições metabólicas/médicas 
Diabetes melito descompensado 
Insuficiência hepática 


Insuficiência renal 


Tumores 
Leucemia 


Linfoma 


Fármacos/substâncias tóxicas 
Zidovudina 

Metformina 

Etanol 

Salicilatos 

Isoniazida 

Cianeto 

Metanol 


Etilenoglicol 


Erros inatos do metabolismo 
Doença de armazenamento de glicogênio de tipo 1a (doença de von Gierke) 
Deficiência de frutose-1,6-bifosfatase 
Deficiência de piruvato desidrogenase 
Acidúrias orgânicas: acidemia propriônica, acidemia metilmalônica 
Doenças mitocondriais: 
KSS (síndrome de Kearns-Sayre) 
PEO (oftalmoplegia externa progressiva) 
PS (sindrome de Pearson) 
MERRF (epilepsia mioclônica com fibras vermelhas anfractuosas) 
MELAS (miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidose lática e episódios 
semelhantes a acidente vascular cerebral) 
MILS (síndrome de Leigh de herança materna) 
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CO PONTOS-CHAVE 

| e Enquanto os métodos de ultracentrifugação e 
eletroforese são historicamente importantes no estudo 

dos lipídeos e das lipoproteínas, atualmente, o método considerado 

de maior utilidade é o teste enzimático, muitas vezes acoplado à 

precipitação com detergentes. 


e O LDL colesterol (LDL-C) pode ser quantificado diretamente, 
porém, costuma-se calculá-lo utilizando a fórmula de Friedewald. 
Os valores calculados requerem avaliação de amostras obtidas em 
jejum. 

e Nos dias atuais, o LDL-C é considerado o valor mais importante na 
avaliação do risco cardíaco, sendo determinante para a terapia. 


e O padrão atualmente recomendado para a triagem inicial de 
indivíduos adultos (idade > 20 anos) inclui exames de colesterol total 
(CT), LDL-C, HDL colesterol (HDL-C) e TGs (triglicerídeos). Os testes 
devem ser repetidos ao menos uma vez a cada cinco anos. 


e Outros exames são a quantificação dos níveis de apolipoproteinas 
e das subclasses de lipoproteína, os quais podem ser úteis como 
forma de avaliação mais precisa do grau de risco, bem como na 
avaliação da resposta à terapia. 

e As novas diretrizes apontam que pacientes com diabetes 
apresentam maior risco tercei percebido, e sustentam que 
os pacientes com síndrome metabólica recém-descoberta devem 
receber uma intervenção agressiva. 





Visão geral 


Os distúrbios do metabolismo lipídico exercem papel fundamental na 
aterosclerose e na doença cardíaca coronariana (DCC). Existe uma clara 
relação entre a elevação dos níveis séricos de colesterol e o infarto do 
miocárdio, e no nível tecidual, os depósitos se formam em áreas onde 
há dano celular endotelial e constituem uma parte proeminente das 
lesões ateroscleróticas. Se por um lado o colesterol pode ser considerado 
“ruim” por causa dessa associação, na verdade ele é um componente 
estrutural essencial das membranas celulares e um precursor de hormô- 
nios esteroides e ácidos biliares. Outro lipídeo, o TG, é uma das princi- 
pais fontes de energia para as células. O colesterol e TGs são os lipídeos 
mais importantes no estudo e monitoramento do risco de DCC. 

Os lipídeos são solúveis em solventes orgânicos apolares, como o 
clorofórmio e o éter, contudo, permanecem relativamente insolúveis 
na presença de solventes polares, como a água. Assim, o colesterol 
e os TGs não viajam pelo plasma como moléculas livres flutuantes, 
mas como parte de macromoléculas solúveis em água denomina- 
das lipoproteínas. O colesterol contido nessas partículas apresenta-se 


sob duas formas: colesterol livre — um álcool não esterificado polar 
(cerca de 30%) — e éster de colesterol — uma forma hidrofóbica onde 
o colesterol encontra-se ligado aos ácidos graxos (cerca de 70%). As 
lipoproteínas apresentam um arranjo micelar. Os lipídeos hidrofóbi- 
cos, como os ésteres de colesterol e os TGs, ficam localizados na região 
central da partícula. Os lipídeos hidrossolúveis, como o colesterol livre 
e os fosfolipídeos (FLs), permanecem organizados na superfície com 
os grupos polares voltados para o lado externo. As apolipoproteínas — a 
porção proteica das lipoproteínas — também se encontram dispostas 
sobre a superfície (Fig. 17.1). 

Existem quatro classes principais de lipoproteínas: quilomícron 
(QM), lipoproteína de densidade muito baixa (VLDL, very-low-density 
lipoprotein), lipoproteína de baixa densidade (LDL, low-density hpopro- 
tein) e lipoproteina de alta densidade (HDL, high-density lipoprotein). 
Várias lipoproteínas menos significativas foram igualmente identifi- 
cadas, incluindo as lipoproteínas de densidade intermediária (IDL, 
intermediate-density lipoprotein) e a lipoproteina (a) [Lp(a)] (Tabs. 
17.1 e 17.2). As lipoproteínas podem ser diferenciadas de acordo com 
a densidade, tamanho da partícula, composição química e mobilidade 
eletroforética. Essas propriedades físicas se devem às diferenças de con- 
teúdo em termos de proteínas, TGs e colesterol, refletindo o papel de 
cada lipoproteína no metabolismo lipídico (ver a seguir). Cada lipopro- 
teína está associada a apolipoproteínas específicas que exercem funções 
importantes no transporte dos lipídeos, como ativação/inibição das 
enzimas envolvidas no metabolismo lipídico, e também na ligação das 
lipoproteínas a receptores na superfície celular. A composição de apoli- 
poproteínas das classes de lipoproteína está resumida na Tabela 17.1. 

As lipoproteínas são comumente diferenciadas umas das outras 
com base em sua mobilidade eletroforética e densidade de flutuação. 
Quando as lipoproteínas plasmáticas são separadas por eletrofore- 
se em gel de agarose, os QMs permanecem na posição de origem, a 
HDL migra mais rapidamente na região q, seguida da VLDL na região 
“pré-B” e da IDL e LDL na região B. O processo de ultracentrifugação 
separa as lipoproteínas de acordo com suas densidades de flutuação. A 
densidade de uma partícula de lipoproteína é determinada principal- 
mente por seu conteúdo de proteína e TGs. Lipoproteínas com gran- 
de conteúdo de TGs e pouca quantidade de proteínas (QM e VLDL) 
são menos densas do que aquelas com grande conteúdo proteico e 
pouca quantidade de TGs (HDL). LDL e IDL são mais densas do que a 
VLDL, porém, menos densas que a HDL. 

Em termos funcionais, as lipoproteínas podem ser agrupadas em 
duas categorias gerais: partículas de menor densidade contendo pre- 
dominantemente apoB (QM, VLDL, IDL e LDL), que distribuem 
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Figura 17.1 Estrutura da lipoproteína. 
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Tabela 17.1 Principais classes de lipoproteínas plasmáticas humanas: características fisicoquímicas 


Particula Mobilidade eletroforética* Principais apolipoproteinas Diâmetro (A) Densidade (kg/L) Sf" 
QMs Origem ApoB-48, C, E 750-12.000 <0,95 > 400 
VLDL Pré-B ApoB-1 00, €, E 300-700 0,95-1,006 20-400 
IDL B ou pré-B ApoB-100, E 1,006-1,019 12-20 
LDL B ApoB-100 180-300 1,019-1,063 0-12 
HDL, OL ApoA-l, A-ll, C 50-120 1,063-1,125 
HDL, OL ApoA-ll, A-l, C 50-120 1,125-1,2T6 

Lp(a) Pré-B ApoB-100, Apola) 1,045-1,080 
* Eletroforese em gel de agarose. 
" Taxa de flotação de Svedberg. 

Tabela 17.2 Composição química das principais classes de lipoproteínas plasmáticas 

Proteinas (%)* Colesterol (%) Esteres de colesterol (%) TOs (%) FLs (%) 

QMs 1-2 1-3 2—4 80-95 3-b 
VLDL 6-10 4-8 16-22 45-05 15-20 

IDL Intermediário entre VLDL e LDL 
LDL 18-22 6-86 45-50 4-8 18-24 
HDL 45-55 3-5 15-20 2—/ 26-32 


* Porcentual do peso seco. 
Dados de Albers (1974): Fless (1984); Gaubatz (1983); Gotto (1986); e Gries (1988). 


colesterol e TGs para os tecidos, e partículas de maior densidade con- 
tendo apoA (HDL). A HDL é formada no fígado e seu papel é funda- 
mental no transporte reverso do colesterol — o processo por meio do 
qual o excesso de colesterol retorna dos tecidos para o fígado, onde é 
reutilizado ou excretado com a bile. Essa atuação explica por que a 
elevação dos níveis de HDL reduz o risco de DCC. Mais de 90% do 
componente proteico da HDL é apoA-I. 

Ao contrário da HDL, as lipoproteínas de menor densidade são mais 
heterogêneas. Essas partículas contêm uma variedade de apolipopro- 
teinas — apoB, C, De E. A apolipoproteína predominante, apoB (B-48 
no QM, e B-100 na VLDL, IDL e LDL), é um dos ligantes de recepto- 
res localizados na superfície de macrófagos, adipócitos e hepatócitos. 
O receptor correspondente é denominado receptor da LDL, ainda 
que se ligue a outras partículas além da LDL. Foi demonstrado que o 
receptor da LDL se liga à apoB-100 e à apoE, mas não se liga à apoB- 
48. Diferentemente da HDL, que remove o excesso de colesterol dos 
tecidos, esse grupo de lipoproteínas está envolvido principalmente no 
aporte de lipídeos aos tecidos para armazenamento ou utilização na 


obtenção de energia. O QM (formado no intestino a partir da gordura 
dos alimentos ingeridos) e a VLDL (formada no fígado) são partícu- 
las ricas em TGs que sofrem metabolismo após entrarem na circulação 
sanguínea. Por ação da lipoproteína lipase (LPL), essas partículas per- 
dem TGs e ésteres de colesterol, transformando-se em lipoproteínas 
mais densas que possuem maior porcentual de colesterol. Entre essas 
partículas, a LDL é a mais densa, e o aumento dos níveis séricos de 
LDL-C constitui um dos principais fatores de risco cardíaco. O tra- 
tamento da dislipidemia que causa DCC em geral visa à redução dos 
níveis de LDL. 

Um modo de compreender as lipoproteínas que contêm < apoB é 
considerá-las um produto do avanço metabólico em que o QM e a 
VLDL liberam TGs para os tecidos ao interagirem com a LPL. Como 
resultado dessa interação, as partículas de QM e VLDL se tornam 
depletadas de TGs, mais densas e relativamente ricas em proteína e 
colesterol, dando origem a resíduos de QM e LDL. Tais resíduos são 
internalizados e metabolizados pelas células - QM por hepatócitos e 
LDL por hepatócitos e todas as células do corpo. A LDL atua como 


principal fonte de colesterol para os tecidos. A Figura 17.2 ilustra essa 
progressão metabólica. 

O bloqueio de qualquer uma das etapas dessa via conduz ao acúmulo 
de uma ou mais lipoproteínas. O número correspondente a cada etapa 
da via metabólica representa a hiperlipoproteinemia funcional (ori- 
ginalmente descrita por Fredrickson, 1967) causada por um bloqueio 
entre dois intermediários. Por exemplo, um bloqueio na etapa de pro- 
gressão de QM para resíduos de QM leva ao acúmulo de QM — doença 
de tipo 1 ou 5 — e manifesta-se com elevação dos níveis de TGs e con- 
centração de colesterol normal. Um bloqueio na conversão de VLDL em 
IDL e LDL resulta em doença de tipo 4, ou seja, acúmulo de VLDL com 
elevação dos níveis de TGs e, frequentemente, também de colesterol. Por 
vezes, a causa da doença de tipos 1, 5 e 4 é a deficiência de LPL, com a 
consequente incapacidade de quebrar as moléculas de TGs. A doença 
de tipo 2 resulta de um bloqueio no metabolismo da LDL que pode ter 
origem genética: a produção de uma proteína apoB defeituosa, incapaz 
de se ligar ao receptor da LDL; ou um receptor mutante de LDL que não 
reconheça a apoB. Essa doença de tipo 2 é ainda subclassificada com 
base nos níveis de TGs. É importante observar que talvez seja necessá- 
rio realizar outros estudos (ver adiante) para diferenciar os tipos 2B e 3, 
uma vez que em ambos nota-se uma elevação dos níveis de colesterol e 
TGs. A Tabela 17.3 apresenta essa classificação funcional. 

A interação entre as lipoproteínas, na realidade, envolve uma com- 
plexidade bem maior do que a abordada na discussão anterior. Trata- 
se de um fenômeno mediado por inúmeras apolipoproteínas, enzi- 
mas e outros fatores, alguns dos quais ainda são pouco conhecidos. 
Por exemplo, além do receptor da LDL, foram identificados outros 
receptores de lipoproteínas, incluindo o da VLDL (VLDL-R) e o 
receptor 2 da apoE (apoE-R2), que se liga à apoE, e o receptor scaven- 
ger SCARBI. Não há um sistema de classificação ideal para as doen- 
ças lipídicas. Estas foram categorizadas de diversos modos: primária 
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Figura 17.2 Metabolismo de partículas de lipoproteína. O número que identifica 


cada etapa da via representa a hiperlipoproteinemia funcional causada por um 
bloqueio entre dois intermediários (ver Tab. 17.3). 


Tabela 17.3 Classificação funcional: achados laboratoriais essenciais 


Tipo Partícula TGs Colesterol Comentários 

1 QM Muito alto Normal Baixo risco cardiaco; hereditario 

5 QM Muito alto Normal Baixo risco cardíaco; adquirido 

4 VLDL Muito alto Baixo Risco cardiaco menor que nos 
tipos 2 e3 

3 IDL Alto Alto Alto risco cardiaco; controle 
dietético; presença de B-VLDL; 
proporção VLDL-C/TGs 
plasmaticos > 0,3 

2A LDL Baixo Alto Alto risco cardíaco 

2B LDL, VLDL Alto Alto Alto risco cardiaco 


versus secundária; hereditária versus adquirida; e acordo com os fenó- 
tipos da fração lipoproteica. Em geral, cada categoria é heterogênea 
com relação a fatores genéticos, clínicos e patológicos, os quais serão 
discutidos em maior detalhe ao final do capítulo. 


Lipoproteínas, apolipoproteínas 
e proteínas correlatas 


Classificação 


As partículas de lipoproteína são entidades dinâmicas que adquirem 
e liberam componentes proteicos e lipídicos à medida que circulam 
pelo corpo. Conforme já mencionado, as partículas de QM e VLDL 
perdem TGs e vão se tornando menores à proporção que avançam nas 
etapas metabólicas. Assim, partículas recém-formadas de QM e VLDL 
são maiores e menos densas do que as partículas maduras e já meta- 
bolizadas. Por esse motivo, é mais conveniente analisar as classes de 
lipoproteínas como um grupo de partículas heterogêneas, em vez de 
uma coleção de partículas idênticas. De fato, diversas subfrações ou 
subclasses de lipoproteínas foram descritas. 


Principais lipoproteínas 
Quilomicrons 

Os quilomícrons (QMs) são partículas grandes produzidas pelo 
intestino, que transportam lipideos provenientes da dieta alimentar 
até os tecidos do organismo. São bastante ricas em TGs, contudo, pos- 
suem relativamente pouco contetido de colesterol livre, FLs e proteinas. 
A interação dos QMs com a LPL na superfície luminal dos endotélios 
capilares resulta na depleção de seus TGs e elementos de superfície. As 
particulas resultantes de menor tamanho — denominadas residuos de 
QM -— são removidas da circulação pelo fígado, principalmente por 
meio da interação da apoE com receptores, entre os quais o receptor 
da LDL. Por apresentarem uma proporção lipídeos/proteínas muito 
alta, os QMs são consideravelmente menos densos do que a água e, 
assim, flutuam sem necessitar de centrifugação. Quando presentes 
em concentração elevada, os QMs fazem com que o plasma adquira 
um aspecto “leitoso” e, após várias horas na ausência de perturbações, 
acumulam-se sob a forma de uma consistente camada flutuante. As 
apolipoproteínas encontradas nos QMs são proteínas também pre- 
sentes nas partículas recém-sintetizadas (apoB-48, apoA-I e apoA-IV), 
bem como nas proteínas adquiridas a partir de outras lipoproteínas 
na circulação (apoC-I, apoC-II, apoC-III e apoE). 


Lipoproteinas de densidade muito baixa 

As partículas de VLDL são produzidas pelo fígado e abastecem os 
tecidos do corpo com TGs endógenos, de origem primariamente 
hepática, e também colesterol. Comparadas aos QMs, as partículas de 
VLDL são menores e conferem um aspecto turvo ao plasma quando 
presentes em excesso. São ricas em TGs — ainda que não tanto quan- 
to os QMs — e apresentam maior densidade de flutuação, em razão 
da menor proporção de lipídeos/proteínas. A massa das partículas 
de VLDL apresenta, aproximadamente, a seguinte composição: 50% 
de TGs, 40% de colesterol e FLs, e 10% de proteínas, principalmente 
apoB-100 e apoC, mas também apoE. As partículas de VLDL variam 
bastante quanto ao tamanho e à composição química. Partículas maio- 
res são ricas em TGs e apoC, nas partículas menores esses dois compo- 
nentes aparecem em menor concentração. A LPL hidrolisa a VLDL e, 
em consequência, há produção de partículas altamente aterogênicas, 
menores e depletadas de TGs e elementos de superfície, denominadas 
resíduos de VLDL e IDL. Essas partículas podem ser novamente meta- 
bolizadas e render LDL. 


Lipoproteinas de baixa densidade 

A LDL é produzida por meio da metabolização da VLDL circulante 
e constitui cerca de 50% da massa total de lipoproteínas do plasma 
humano. As partículas são consideravelmente menores do que aquelas 
com rico conteúdo de TGs (VLDL e QM), além de não dispersarem 
a luz nem alterarem a claridade plasmática mesmo quando presen- 
tes em maior concentração. Sua constituição aproximada é 50% de 
colesterol (na maior parte esterificado), 25% de proteínas (principal- 
mente apoB-100, com traços de apoC), 20% de FLs e apenas traços 


235 





236 de TGs. Considerando que cada partícula de VLDL e LDL contém 


“Lipídeos e dislipidemia 





apenas uma molécula de apoB-100, o extraordinário tamanho dessa 
proteína a torna o maior componente proteico presente nessas par- 
tículas. O fígado é responsável pela captação da maior parte da LDL 
circulante (aproximadamente 75%), com a apoB-100 servindo de alvo 
para o receptor hepático. A LDL restante é distribuída a outros tecidos 
ou removida da circulação pelos receptores scavenger existentes nas 
células, como os que são encontrados na placa ateromatosa. Partículas 
de LDL pequenas contêm menor quantidade de éster de colesterol e 
apresentam menor proporção de colesterol/apoB. Níveis aumentados 
de partículas pequenas têm sido detectados em pacientes com várias 
formas de dislipidemia associadas à DCC. 


Lipoproteina de alta densidade 

A HDL é uma partícula pequena, constituída principalmente de pro- 
teína, colesterol, FLs e apenas traços de TGs. Produzida no fígado, a 
HDL está envolvida no transporte reverso do colesterol, que é o processo 
pelo qual o excesso de colesterol é removido dos tecidos e levado para 
o fígado. A HDL é eliminada da circulação por meio da interação da 
apoE com o receptor da LDL, embora tenham sido identificados recep- 
tores adicionais. Subpopulações discretas de HDL foram identificadas 
com base em diferenças de tamanho ou carga, incluindo duas subclasses 
principais isoladas por ultracentrifugação: HDL, e HDL, (Blanche, 
1981; MacKenzie, 1973; Sundaram, 1974). Ambas apresentam diferen- 
ças significativas, uma vez que a HDL, é considerada mais cardioprote- 
tora do que a HDL, e indivíduos com baixos níveis de HDL, apresentam 
maior risco de desenvolver DCC prematuramente. Além disso, a HDL 
também foi subfracionada em partículas que contêm apoA-I mas não 
apoA-II e outras que contêm tanto apoA-I como apoA-II (Fruchart, 
1992; von Eckardstein, 1994). A função fisiológica dessas partículas 
ainda precisa ser esclarecida, contudo, aparentemente as partículas que 
contêm apenas apoA-I são mais importantes no efluxo de colesterol a 
partir dos tecidos. Um porcentual elevado de HDL, implica na classifi- 
cação de partículas que contêm apenas apoA-I. Sua quantificação labo- 
ratorial eventualmente apresenta utilidade clínica. 


Lipoproteinas minoritárias e anormais 
Lipoproteínas de densidade intermediária 

Formadas a partir do metabolismo da VLDL circulante, as IDLs 
podem ser rapidamente removidas da circulação por meio da intera- 
ção com o receptor da LDL ou de sua metabolização em LDL. Como 
esperado, a IDL apresenta conteúdo lipídico, tamanho e densidade 
intermediários àqueles observados na VLDL e na LDL. Algumas vezes, 
a IDL é considerada uma subclasse da LDL. 


Lipoproteina(a) ou Lp(a) 

A Lp(a) assemelha-se 4 LDL em termos de densidade e composi- 
ção geral, podendo ser considerada uma partícula de LDL à qual 
a apolipoproteína (a) foi adicionada e ligada à apoB-100 por uma 
ligação dissulfeto (Fless, 1984, 1985; Gaubatz, 1983). A mobilidade 


Tabela 17.4 Apolipoproteínas humanas importantes 


eletroforética da Lp(a) costuma ser pré-B, mas pode variar entre a 
mobilidade da LDL (B) e a da albumina (pré-a). Em geral, a concen- 
tração de Lp(a) é bem menor que a de LDL; entretanto, nos indivídu- 
os normais, essa concentração pode variar de < 20 a 1.500 mg/L ou 
mais. Concentrações aumentadas de Lp(a) podem ser uma caracteris- 
tica familiar, de herança autossômica dominante, estando associadas 
a um risco maior de DCC, doença cerebrovascular e acidente vascular 
cerebral (AVC). Quando os níveis plasmáticos de Lp(a) ultrapassam 
200 a 300 mg/L, a partícula aparece eletroforeticamente como uma 
banda lipídica corada pré-p na fração plasmática que contém lipopro- 
teínas de densidade > 1.006 g/mL. 

A Lp(a) é sintetizada no fígado, porém, os detalhes de seu metabolis- 
mo permanecem pouco conhecidos. Ela se liga ao receptor da LDL por 
meio de seu componente apoB-100, todavia, com menor afinidade que 
a LDL (Floren, 1981). A remoção da apo(a) aumenta a afinidade da 
partícula residual que contém apoB pelo receptor da LDL (Armstrong, 
1985), tendo sido sugerido que a apo(a) pode interferir na captação 
das partículas que contêm apoB-100 (Scanu, 1988). Atualmente, tanto 
a função da Lp(a) quanto suas propriedades aterogênicas permane- 
cem pouco compreendidas. Existem especulações acerca da provável 
interferência da Lp(a) ou da apo(a) no processo de trombólise normal, 
dada a semelhança dessas partículas com o plasminogênio. 


Lipoproteina LpX 

A LpX é uma lipoproteína anormal encontrada em pacientes com 
doença biliar obstrutiva, e em indivíduos com deficiência familiar de 
lecitina:colesterol aciltransferase (LCAT, lecithin:cholesterol acyltrans- 
ferase). O componente lipídico corresponde a mais de 90% de seu peso 
(principalmente FLs, colesterol não esterificado e colesterol muito pouco 
esterificado). As proteínas, primariamente a apoC e quantidades meno- 
res de albumina, representam < 10% da massa da LpX. 


VLDL-B (lipoproteína “B flutuante”) 

A VLDL-B (lipoproteína “B flutuante”) é outra lipoproteina anor- 
mal que se acumula na hiperlipoproteinemia de tipo 3. É mais rica em 
colesterol do que a VLDL e aparentemente resulta de um defeito no 
catabolismo da VLDL. A partícula é isolada na mesma faixa de densi- 
dade da VLDL, contudo, apresenta mobilidade eletroforética igual ou 
próxima à da LDL. 


Proteínas importantes no metabolismo 
de lipoproteínas 


Apolipoproteinas 

Como mencionado anteriormente, as apolipoproteinas são o prin- 
cipal componente proteico das lipoproteínas. São comumente desig- 
nadas segundo a nomenclatura introduzida por Alaupovic (1971). 
Algumas de suas propriedades mais significativas são destacadas nas 
Tabelas 17.4 e 17.5. 


Concentração plasmática 


Apolipoproteina Principais lipoproteinas MMr (kDa) Aminoacidos Cromossomo (mol/L) (mg/dL) 
A-| HDL 29 243-245 11 32-46 90-130 
All HDL 17,4 154 1 18-29 30-50 
A-IV 44,5 396 11 

(a) Lp(a) 350-700 Variavel 6 

B-100 VLDL, IDL, LDL 512,7 4.536 2 1,5-1,8 80-100 
B-48 QM 240,8 2.152 2 <0,2 <5 

C-l QM, LDL 6,6 37 19 6,1-10,8 4-7 
C-Il QM, LDL 8,9 78 0u 79 19 3,4-9,1 3—8 
C-II QM 8,8 79 11 9,1-17,1 8-15 
D HDL 19 169 3 

E QM, LDL, IDL 54,1 299 19 0,8-1,0 3-6 


: MMR, massa molecular relativa. 


Tabela 17.5 Funções e características significativas das apolipoproteínas 


Apolipoproteina 


Principal distribuição 


Função (se conhecida) 


Comentários 


É sintetizada no fígado e no intestino 


Pode inibir as lipases lipoproteicas e hepáticas e aumentar a 
concentração plasmática de TGs 

Pode atuar como cofator da LCAT 

Proteína muito grande, sintetizada no fígado; encontrada em 
lipoproteínas com lipídeos de origem endógena (i. e., não QMs) 
Sintetizada no intestino; compartilha com a apoB-100 o gene 
codificador e a sequência aminoterminal. A produção diferencial 
de ambas as proteínas envolve edição de RNA 


Pode inibir a captação hepática da VLDL, bem como a proteína 
de transferência de éster de colesterol 


Sua deficiência causa diminuição da depuração de 
lipoproteínas ricas em TGs 


Pode estar envolvida na absorção lipídica 


Isoformas E-2, E-3 e E-4 

E-4 está associada a níveis elevados de LDL-C, maior risco de 
DCC e doença de Alzheimer 

E-2 está associada à hiperlipoproteinemia do tipo 3 

Anticorpos contra a apoH, ou B,-glicoproteína-l, constituem um 


A-| HDL Ativa a LCAT, que esterifica o colesterol 
no plasma 

Al HDL 

A-IV HDL, QM e livre no plasma 

B-100 VLDL e LDL Sinal de reconhecimento carboxiterminal, 
direciona a LDL ao receptor de LDL (apoB, E) 

B-48 QM Não é reconhecida pelo receptor da LDL 

C-l] QM e VLDL 

Cl QM eVLDL Ativa a LPL 

Cl VLDL, HDL Aparentemente, inibe a lipólise das 
lipoproteínas ricas em TGs; pode regular a 
taxa de depuração das partículas residuais 

C-IV QM, HDL 

D HDL Ativa a LCAT 

E QM, VLDL, IDL, Fator de reconhecimento que direciona 

residuos e HDL residuos de VLDL e QMs ao receptor 

hepatico; também se liga a 
receptores LDL de superficie celular 

H HDL, VLDL e QM Desconhecida; possivelmente relacionada 
a ativacao da LPL 

Apo(a) Lp(a) 


Enzimas lipoliticas e outras proteinas 

Os principais sistemas enzimáticos que conhecidamente partici- 
pam do metabolismo plasmático lipoproteico são a LCAT e as enzi- 
mas lipoliticas, LPL, TG lipase hepatica (HL) e lipase endotelial (EL). 
Diversas outras proteínas também estão envolvidas no metabolismo 
das lipoproteínas. Alguns atributos importantes que igualmente parti- 
cipam desse processo são mostrados pela Tabela 17.6. 


Transporte de lipídeos e metabolismo 
de lipoproteínas 


TGs e colesterol entram na circulação associados a partículas de 
lipoproteina ricas em TGs, QMs produzidos no intestino e VLDL pro- 
duzida primariamente no fígado. Tais partículas lipoproteicas come- 
çam a sofrer modificações intravasculares quase imediatamente após 
caírem na circulação, por ação da LPL. Essa enzima hidrolisa os TGs 
e diglicerídeos, liberando ácidos graxos e monoglicerídeos que são 
captados pelas células e utilizados como fonte de energia. A apoC-II 
estimula a hidrólise dos TGs. Além de perderem TGs como resultado 
da hidrólise mediada pela LPL, os QMs perdem lipídeos de superfície 
e apolipoproteínas pela transferência desses elementos às HDLs. Em 
geral, os QMs perdem mais de 95% de sua massa na forma de TGs e 
apolipoproteinas A e C. As principais apolipoproteínas encontradas 
na partícula QM remanescente depletada são a apoB-48 e a apoE. Essa 
partícula se liga à superficie dos hepatócitos, é internalizada e degra- 
dada pela célula em um rápido processo de endocitose mediado por 
receptores específicos. Aparentemente, a apoE é a responsável pelo 
direcionamento do QM residual ao seu respectivo receptor, contudo, o 
mecanismo envolvido ainda não foi completamente elucidado. É pro- 
vável que haja participação de diversas proteínas, incluindo o receptor 
da LDL, a proteína relacionada ao receptor da LDL e o SCARBI. As 
apolipoproteínas C inibem a captação de QMs. Estes, então, perma- 
necem na circulação sanguínea por tempo suficiente para a completa 
hidrólise dos TGs. No estado de jejum, o intestino continua a produzir 
apoB e secreta “VLDL intestinal” (pequenos QMs). Essas partículas 


subgrupo de anticorpos antifosfolipídeos, e podem estar 
associados a hipertrombose e AVC 

Homóloga ao plasminogênio, pode ser pró-trombótica. Liga-se 
à apoB-100 por meio de ligações dissulfeto 


podem constituir até 10 a 20% da concentração total de “VLDL” cir- 
culante, no entanto, é provável que sejam metabolizadas como QMs 
(Byers, 1960; Cenedella, 1974; Green, 1981; Risser, 1978). 

A VLDL é sintetizada no fígado. Assim como os QMs, ela é cataboli- 
zada logo após sua entrada na circulação sanguínea, parcialmente por 
ação da LPL, sendo convertida em resíduos de VLDL ricos em coles- 
terol. Uma parte desses resíduos é removida da circulação pelo fígado, 
por meio de um processo endocítico mediado por receptores. A outra 
parte é catabolizada e se transforma em IDL e LDL (Bachorik, 1988). 
A LDL carrega a maior parte do colesterol circulante e o transporta até 
os tecidos hepáticos e extra-hepáticos, onde é endocitada via receptor 
da LDL (Brown, 1981). Ao ligar-se ao seu receptor (i. e., via apoB- 
100), a LDL é subsequentemente internalizada e direcionada para os 
lisossomos. Nesse compartimento intracelular, a apoB-100 é degrada- 
da e há hidrólise dos colesteril ésteres e demais lipídeos. Em seguida, 
os receptores de LDL são reciclados e levados de volta à membrana 
celular (Fig. 17.3). 

O colesterol não esterificado produzido por hidrólise lisossomal 
é disponibilizado para a síntese de membranas, hormônios e áci- 
dos biliares. O excesso de colesterol é re-esterificado pela enzima 
microssomal acil:colesterol aciltransferase (ACAT, acyl:cholesterol 
acyl transferase) e armazenado até que precise ser utilizado. O coles- 
terol celular, quando presente em quantidade suficiente, exerce 
modulação negativa sobre o receptor de LDL. Em consequência, há 
redução do número de receptores expressos na membrana celular e, 
assim, também é reduzida a captação da LDL. Cerca de dois terços 
da LDL são removidos do plasma pela captação hepática mediada 
por receptores da LDL. Enquanto a maioria dos tecidos utiliza o 
colesterol apenas na síntese de membranas ou o estoca como éster 
de colesterol, o fígado é capaz de atribuir-lhe usos diferentes. O fíga- 
do excreta colesterol na bile — tanto na forma não esterificada quan- 
to após convertê-lo em ácidos biliares — e também o reutiliza na sín- 
tese de lipoproteínas, como ocorre na secreção hepática de VLDL na 
circulação. Os tecidos secretores de esteroide empregam o colesterol 
como precursor de hormônios esteroides. 
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Tabela 17.6 Enzimas e outras proteinas importantes no metabolismo das lipoproteinas 


Localização do gene Função Deficiência Expressão tecidual 





Lipoproteina lipase (LPL) 8922 Hidrólise de TGs lipoproteicos Aumento do tamanho das Presente na superfície das células endoteliais 
(esp. VLDL e QM), com liberação partículas de QM e VLDL, capilares no tecido adiposo e nos músculos 
de ácidos graxos livres e glicerol com acentuada elevação esquelético e cardíaco; não é produzida 
para os tecidos. FL e apoC-I! dos níveis de TGs pelas células endoteliais 
são cofatores essenciais 
Lipase hepática (HL) 15q22-23 Hidrólise de TGs e FLs, esp. da Aumento dos níveis de CT, TG  Secretada pelos hepatócitos, associa-se as 
HDL,; pode ser necessária ao e HDL-C em casos de células hepáticas não parenquimatosas 
metabolismo da HDL. Também deficiência 
está ativa nos lipídeos dos resíduos 
de VLDL e na IDL. Pouco ativa em 
VLDL ou QM recém-secretados 
Lipase endotelial (EL) 18q21.1 Hidrdlise de TGs e FLs nas Niveis aumentados de HDL, Expressa-se em diversos tecidos, incluindo 
lipoproteínas, esp. dos FLs da HDL. e partículas de LDL grandese o fígado. Sintetizada pelo endotélio 
Homóloga à LPL e EL, bem como flutuantes. À superexpressão em 
à lipase pancreática camundongos causou 
diminuição dos níveis de CT, 
FL e HDL-C 
Lecitina colesterol 16q22.1 Catalisa a esterificação do A deficiéncia resulta em Produzida no figado, circula com a HDL 
aciltransferase (LCAT) colesterol, esp. na HDL, diminuição da concentração 
promovendo a transferência de de HDL 
ácidos graxos da lecitina para o 
= colesterol. Permite que a HDL 
E acumule colesterol como éster de 
as colesterol (EC). É ativada pela apoA-l 
a Proteína de transferência 1692] Transfere EC, FL e TGs entre as A deficiência resulta em Produzida no fígado, circula com a HDL 
cer? de éster de colesterol lipoproteínas, esp. a transferência partículas de HDL maiores, 
Oo (CETP) de EC a partir da HDL para as repletas de colesterol 
o lipoproteínas que contêm apoB-100, 
| Q em troca de TGs 
ke Proteína de transferência 20q12 Transferência de FLs de/para a HDL. Em camundongos, a Expressa em muitos tipos celulares 
= de FLs (PLTP) Importante no desenvolvimento deficiência provoca 
err e remodelamento da HDL. diminuição dos níveis de HDL 
Receptor da LDL (LDL-R) 19p13.2 Liga-se a apoE e apoB-100, e media Aparecimento de Expressa na maioria dos tipos celulares. 
a endocitose de lipoproteínas, hipercolesterolemia familiar, Todavia, os receptores hepáticos são 
principalmente LDL, mas também principalmente diante da responsáveis pela eliminação de 70% da LDL 
de VLDL, IDL e possivelmente elevação dos níveis de LDL 
dos resíduos de QM e HDL 
Proteína cassete ligadora 9q22-31 Efluxo de colesterol a partir das Doença de Tangier, com Presente em muitos tipos celulares, sendo 
de ATP Al (ABCA1) células periféricas para a HDL. É niveis muito baixos de HDLe mais proeminente no fígado, testículos e 
importante na captação de colesterol acúmulo de lipídeos em glândula suprarrenal 
pelas partículas nascentes de HDL células periféricas 
Receptor scavenger de 12q24.31 Liga-se à HDL na superfície celular; Acúmulo de partículas maiores Presente em macrófagos, glândula suprarrenal, 
classe B, membro 1 pode ser útil no desenvolvimento da de HDL, ricas em ECs, e fígado e testículos 
(SCARB1) HDL e na depuração de ECs da aceleração do desenvolvimento 


HDL no fígado e nos tecidos 


produtores de esteroide. Também 


permite que os macrófagos se 
liguem à LDL oxidada 


Enquanto a LDL e os QMs levam lipídeos até os tecidos, a HDL 
atua como veículo no transporte reverso do colesterol — mecanis- 
mo que remove o excesso de colesterol dos tecidos periféricos e o 
devolve ao fígado. A HDL é secretada tanto pelo fígado quanto pelo 
intestino, sob a forma de partículas discoides nascentes que contêm 
apolipoproteínas, colesterol e FLs (Havel, 1980; Oppenheimer, 1987; 
Oram, 1986; Scanu, 1982). A formação das partículas nascentes de 
HDL é quase exclusivamente dependente da síntese e liberação de 
apoA-I. Uma parte da HDL também parece ser proveniente da síntese 
de novo na circulação, a partir do excesso de material de superfície (p. 
ex., colesterol livre, apoA-I, apoA-II, apoC e FLs) removido das lipo- 
proteínas ricas em TGs durante o catabolismo. Nos tecidos periféri- 
cos, o excesso de colesterol é exportado a partir das células (incluindo 
macrófagos) parcialmente por ação da proteína ABCAL. Esse coles- 
terol livre é acumulado pelas partículas nascentes de HDL e esterifi- 
cado pela LCAT. A medida que os colesteril ésteres se movem para o 


de aterosclerose em 
camundongos 


interior do núcleo hidrofóbico, a partícula vai se tornando esférica e 
aumenta de tamanho, desenvolvendo-se eventualmente em HDL, e, 
em seguida, em HDL,. Várias enzimas e proteínas plasmáticas estão 
envolvidas nesse processo de remodelamento, incluindo a proteína de 
transferência de FLs (PLTP, phospholipid transfer protein) e a proteína 
de transferência de éster de colesterol (CETP, cholesterol ester transfer 
protein). A CETP catalisa a transferência de ésteres de colesterol para 
partículas que contêm apoB-100 em troca de TGs (Tall, 1990). A PLTP 
facilita a transferência de FLs de outras lipoproteínas para a HDL, per- 
mitindo que a partícula se desenvolva adquirindo FLs de superfície, 
enquanto acumula colesterol esterificado e TGs em seu núcleo. Uma 
vez formada, a HDL distribui o excesso de lipídeos, especialmente 
colesterol, para o figado e outros tecidos (Bachorik, 1987; Glass, 1983; 
Stein, 1984). Esse fenômeno pode ocorrer diretamente quando a HDL 
é captada pelos hepatócitos seja pela ligação a receptores específicos, 
seja por ação de outros receptores de superfície celular e de enzimas 
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(HL e EL) que depletam o conteúdo de FLs e TGs sem internalização 
das partículas de HDL. Os lipídeos também podem retornar ao figa- 
do indiretamente, ou serem direcionados aos tecidos periféricos pelas 
lipoproteínas às quais são transferidos, a partir da HDL, por ação da 
PLTP e da CETP. 

Embora as partículas de HDL possam retornar ao fígado logo após 
serem formadas, o volume de HDL parece permanecer na circulação 
durante vários dias, continuamente realizando trocas de lipídeos e 
apolipoproteinas com outras partículas de lipoproteina, recuperan- 
do colesterol extra a partir dos tecidos periféricos e distribuindo 
esses lipídeos para o fígado e os tecidos produtores de esteroides. 
Essa atividade é sustentada pelo fato de a apoA-I ter meia-vida de 
vários dias na circulação. Eventualmente, a HDL pode ser internali- 
zada pelo fígado (provavelmente, via receptor da LDL ou SCARB1), 
ou a pequena partícula de HDL depletada de lipídeos pode ser cata- 
bolizada nos rins, filtrada em seguida e recapturada por ação da 
cubulina no túbulo proximal. 


Quantificação de lipídeos e lipoproteínas 


A concentração de lipoproteína tem sido quantificada e descrita de 
vários modos. Algumas dessas quantificações, incluindo a determina- 
ção da massa da partícula e da concentração em massa (a massa de 
cada partícula de lipoproteína como soluto por litro de solução), não 
são facilmente aplicáveis para triagens ou para fins de rotina clínica. 
Felizmente, há outros métodos disponíveis para descrever o conteú- 
do sanguíneo de lipoproteínas. Como a composição de cada classe de 
lipoproteina em termos de colesterol é semelhante entre os individu- 
os, o colesterol das lipoproteínas é comumente utilizado para avaliar 
a concentração de lipoproteínas. Por exemplo, é mais fácil determi- 
nar a quantidade de LDL-C presente em uma amostra do que a massa 
de LDL (colesterol + TGs + proteínas) em solução, ainda que ambas 
as medidas forneçam informações semelhantes acerca do conteúdo 
plasmático de LDL. As concentrações de lipoproteina-colesterol apre- 
sentam boa correlação com os valores obtidos por ultracentrifugação 
analítica. Do mesmo modo, como tais valores têm sido empregados 
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na maioria dos estudos populacionais sobre risco cardíaco, apresen- 
tam valor preditivo registrado. 

Ao considerar os diversos métodos de análise lipídica, é preciso 
lembrar de vários aspectos. Primeiramente, quanto mais complica- 
dos forem os procedimentos analíticos, maior é a variabilidade das 
análises (Bookstein, 1990; Brown, 1990). Por exemplo, a quantifi- 
cação das lipoproteínas plasmáticas usualmente requer duas etapas: 
separação das classes de lipoproteínas e quantificação da classe de 
interesse. Ambas as etapas contribuem para a ocorrência de erros 
nas determinações. E, de fato, as análises de lipoproteína-colesterol 
geralmente apresentam maior variabilidade do que as análises de 
CT, em razão das manipulações adicionais necessárias ao preparo 
das frações que contêm lipoproteínas. Em segundo lugar, além das 
fontes de erro analíticas, existem variáveis pré-analíticas significati- 
vas que afetam os níveis de lipídeos e lipoproteínas quantificados. 
Na verdade, as concentrações plasmáticas de lipoproteínas podem 
sofrer mudanças drásticas, como resultado da variação fisiológica 
normal. Esta seção aborda os aspectos relacionados à coleta e ao 
armazenamento, bem como os métodos empregados na quantifica- 
ção de lipídeos e lipoproteínas. 


Coleta e armazenamento de sangue 


Variação e erro podem ser introduzidos antes ou durante a punção 
venosa, ou no momento em que as amostras são manipuladas e arma- 
zenadas antes da realização dos testes. Portanto, é importante padro- 
nizar as condições de coleta e preparo de amostras de sangue a serem 
analisadas. 

Variação biológica. As variações fisiológicas envolvendo colesterol, 
TGs e lipoproteínas foram abordadas em inúmeros estudos (Bookstein, 
1990; Brown, 1990; Demacker, 1982; Kafonek, 1992; Warnick, 1979). 
O coeficiente de variação fisiológica do colesterol para um dado indi- 
víduo é, em média, 6,5%. Entretanto, esse valor pode ser maior em 
certos casos ( Tab. 17.7). Na análise de amostras seriadas obtidas de um 
mesmo indivíduo, os níveis de colesterol quantificados em 95% das 
amostras apresentam uma variação de cerca de 13% acima ou abaixo 
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Tabela 17.7 Variação fisiológica dos lipídeos, lipoproteínas e 
apolipoproteínas plasmáticas 





Componente CVp (%)* CVp (%)' 
CT 5,0 6,4 

TGs 17,8 23,7 
LDL-C 7,8 8,2 
HDL-C 7,1 7,5 
ApoA-| 7,1 k 

ApoB 6,4 a 








CV, = coeficiente de variação fisiológica. 
* Dados obtidos de pacientes de uma clínica especializada em lipídeos (Kafonek, 1992). 


* Dados do National Cholesterol Education Program (NCEP) 1995 Working Group on 
Lipoprotein Measurement. 


da média que esse individuo costuma apresentar. Como resultado, a 
variação fisiológica pode ser várias vezes maior do que o erro analíti- 
co e, assim, as quantificações devem ser realizadas em várias amostras 
de sangue obtidas com um intervalo mínimo de uma semana, a fim de 
estabelecer a concentração de lipoproteínas usualmente apresentada 
pelo paciente. 

Vários fatores biológicos podem afetar os níveis de lipídeos e lipopro- 
teínas. Os níveis de colesterol aumentam com a idade, a partir do iní- 
cio da fase adulta, em ambos os sexos. As mulheres apresentam níveis 
menores do que os homens, exceto durante a infância e logo após os 50 
anos. O National Cholesterol Education Program (NCEP), com base 
na variação associada à idade, recomenda que a triagem de colesterol 
seja realizada a cada 5 anos. Há também a variação sazonal, responsável 
pela discreta elevação dos níveis de colesterol que se observa durante o 
inverno (Robinson, 1992). Do mesmo modo, a ingestão diária de uma 
dieta com gordura saturada e colesterol influencia significativamente 
os níveis plasmáticos de lipídeos. Demora várias semanas até que os 
efeitos da modificação da dieta se tornem aparentes. Por isso, antes de 
determinar os níveis de colesterol de um indivíduo, é importante garan- 
tir que ele(a) consuma sua dieta habitual por um período de 2 semanas 
e que não ganhe nem perca peso. Os níveis lipídicos são significativa- 
mente alterados por vários medicamentos de uso comum, tais como 
contraceptivos orais, estrógenos da terapia pós-menopáusica e alguns 
fármacos anti-hipertensivos. Dislipoproteinemias secundárias podem 
ser causadas por distúrbios médicos envolvendo a tireoide, o fígado e 
os rins (ver Tab. 17.15, a seguir). Nesses casos, a supervisão da hiper- 
lipidemia é predominantemente uma função do tratamento da doen- 
ça subjacente. Desvios de curta duração nos valores lipídicos basais 
podem ser causados por fatores biológicos e relacionados ao estilo de 
vida do paciente, tais como jejum, postura, oclusão venosa, anticoagu- 
lantes, infarto de miocárdio recente, AVC, cateterismo cardíaco, trau- 
ma, infecção aguda e gravidez. Recomenda-se que as quantificações de 
lipoproteínas sejam realizadas somente 8 semanas após qualquer tipo 
de episódio envolvendo trauma ou infecção aguda bacteriana ou viral, 
e 3 a 4 meses após o nascimento de bebês. 

Jejum. Idealmente, os pacientes devem jejuar por 12 horas antes de 
serem submetidos à punção venosa. Os QMs costumam estar presen- 
tes no plasma pós-prandial e, dependendo do tipo e da quantidade de 
alimentos ingeridos, podem causar um aumento significativo da con- 
centração plasmática de TGs. As concentrações de LDL-C e HDL-C 
também sofrem uma queda transitória após as refeições, o que se deve, 
em parte, às alterações de composição promovidas pela CETP durante o 
catabolismo dos QMs (Cohn, 1988). Os QMs são quase totalmente eli- 
minados em 6 a 9 horas, de modo que sua presença é considerada anor- 
mal após um período de 12 horas. Em geral, os níveis de CT e HDL-C 
podem ser quantificados em indivíduos que não jejuaram, facilitando 
consideravelmente a triagem e o monitoramento. O jejum exerce pouco 
efeito sobre os níveis plasmáticos de CT e, embora os níveis de HDL-C 
na ausência de jejum possam ser poucos mg/dL menores que os níveis 
medidos em jejum, não é correto considerar que o paciente apresenta 
níveis reduzidos de HDL. Por outro lado, o jejum é condição essen- 
cial à quantificação de TG e LDL-C. O aparecimento pós-prandial de 


QMs e as alterações composicionais da LDL levam à subestimação do 
LDL-C, podendo resultar na classificação incorreta de pacientes verda- 
deiramente afetados. O NCEP, por meio do Adult Treatment Panel III 
(ATP III, Painel de Tratamento do Adulto II) (NCEP, 2002), recomenda 
aos pacientes um jejum de 9 horas antes da coleta de amostras de san- 
gue para realização das análises de lipídeos e lipoproteínas. Esse perío- 
do de 9 horas foi adaptado para pacientes que não conseguem ou não 
estão dispostos a jejuar por 12 horas. O período mais curto de jejum 
deve produzir apenas erros mínimos e clinicamente insignificantes nas 
estimativas dos níveis habituais de TG, LDL-C e HDL-C do paciente. 
Mesmo assim, o período de 12 horas de jejum ainda é considerado 
apropriado para quantificações de lipoproteína realizadas em estudos 
clínicos e epidemiológicos. 

Postura. Quando o paciente muda da posição vertical para a reclina- 
da, o conteúdo extravascular de água é transferido ao sistema vascular 
e dilui os constituintes plasmáticos não difusíveis. Ocorre um decrés- 
cimo de até 10% nas concentrações de CT, LDL-C, HDL-C, apoA-I 
e apoB após um período de 20 minutos, com o indivíduo deitado 
(Miller, 1992). A diminuição da concentração de TG é aproximada- 
mente 50% maior, sugerindo a contribuição de outros fatores além 
da hemodiluição. No indivíduo sentado, a intensidade de tais efeitos 
cai mais ou menos pela metade (Miller, 1992). As alterações posturais 
são reversíveis quando o paciente retoma a posição vertical. Portanto, 
para a realização da punção venosa, o posicionamento do paciente 
deve ser padronizado. A posição sentada é preferencial e a mais adota- 
da para esse procedimento. As atuais diretrizes do NCEP recomendam 
que o paciente permaneça sentado por 5 minutos antes de ser iniciada 
a coleta das amostras, a fim de evitar hemoconcentração. Caso seja 
necessário deitar o paciente, essa posição deve ser utilizada todas as 
vezes que esse paciente for submetido a novas coletas, com o intuito 
de minimizar a variação postural. Uma oclusão venosa prolongada 
pode causar hemoconcentração e aumentos de 10 a 15% nos níveis 
de colesterol. Por isso, recomenda-se evitar o uso de torniquetes por 
períodos superiores a 1 ou 2 minutos, quando possível. 

Amostras de sangue venoso vs. capilar. Embora as amostras de sangue 
venoso e capilar em geral sejam consideradas equivalentes, as informa- 
ções atualmente disponíveis são limitadas e um pouco contraditórias. 
Alguns pesquisadores constataram que quantificações realizadas com 
ambos os tipos de amostra apresentam uma concordância aproxima- 
da de 4% (Koch, 1987) ou menos (Law, 1997; Lunz, 1987). Outros, 
contudo, relataram diferenças da ordem de 8 a 12% (Bachorik, 1990). 
De forma geral, as quantificações realizadas com amostras de sangue 
capilar parecem resultar em valores um pouco inferiores do que aque- 
les obtidos com amostras de sangue venoso. Além disso, quantifica- 
ções realizadas com amostras de sangue coletadas por picada no dedo 
da mão tendem a apresentar maior variabilidade, em comparação às 
amostras de sangue venoso obtidas ao mesmo tempo, provavelmente 
por conta da existência de fontes de erro pré-analíticas. Com relação 
ao componente biológico inerente ao indivíduo, foram realizadas esti- 
mativas das variações da quantificação de lipídeos e lipoproteínas em 
amostras de sangue venoso e de sangue obtido por picada do dedo. 
Em ambos os tipos de amostra, foram observadas variações similares 
dos níveis de colesterol, TG, HDL e LDL (Kafonek, 1996). Apesar de 
o uso de amostras de sangue capilar ser inevitável em alguns casos, é 
importante lembrar que os dados epidemiológicos, dos quais derivam 
os níveis de lipídeos e lipoproteínas considerados de risco, basearam- 
se em quantificações realizadas com amostras de sangue venoso. E, 
além disso, por vários motivos de caráter fisiológico e metodológico, 
as quantificações realizadas com ambos os tipos de amostra podem 
apresentar diferenças. 

Plasma vs. soro. Tanto o plasma quanto o soro podem ser utiliza- 
dos, quando se pretende quantificar apenas colesterol, TG e HDL-C; 
o LDL-C é calculado a partir dessas três determinações (ver a seguir). 
Entretanto, o plasma é preferencialmente utilizado na quantificação de 
lipoproteínas por ultracentrifugação ou métodos eletroforéticos, uma 
vez que as amostras podem ser imediatamente resfriadas a 4°C para 
retardar as alterações a que as lipoproteínas estão sujeitas à tempera- 
tura ambiente. Quando há necessidade de utilizar plasma, o sangue é 
resfriado em banho de gelo logo após a coleta e as células são removidas 
o quanto antes (geralmente, dentro de 3 horas). Em seguida, o plasma 
é mantido a 4°C até o momento da análise. Ele não deve permanecer 


em contato com as células de um dia para outro. Mesmo com o uso 
de anticoagulantes, o plasma pode apresentar agregação proteica quan- 
do armazenado sob refrigeração durante alguns dias ou congelado por 
mais tempo. Esse aspecto pode dificultar a obtenção de alíquotas homo- 
gêneas para a análise e, além disso, interferir no fluxo de amostras em 
analisadores automatizados. Em consequência, os resultados obtidos 
serão imprecisos ou variáveis. A agregação proteica é menos frequente 
em amostras de soro, as quais têm sido utilizadas em determinadas cir- 
cunstâncias, como diante da necessidade de estocar amostras durante 
semanas ou meses antes da realização das análises. 

A escolha do anticoagulante é igualmente importante. Anticoagu- 

lantes, como o citrato, exercem efeitos osmóticos consideráveis que 
resultam em concentrações plasmáticas de lipídeos e lipoproteínas 
falsamente baixas. A heparina, em razão de seu peso molecular rela- 
tivamente alto, exerce pouco efeito sobre o volume plasmático, mas 
pode alterar as mobilidades eletroforéticas das lipoproteínas. O EDTA 
é o anticoagulante preferido, ainda que as concentrações de colesterol 
e TGs no plasma tratado apresentem uma redução aproximada de 3% 
em relação aos níveis séricos (Laboratory Methods Committee of the 
Lipid Research Clinics Program, 1977). Esse anticoagulante retarda 
certos tipos de alterações oxidativas e enzimáticas que ocorrem nas 
lipoproteínas durante o armazenamento. 
Armazenamento. Geralmente, CT, TGs e HDL-C podem ser ana- 
lisados de modo satisfatório em amostras congeladas, sendo possí- 
vel estimar a concentração de LDL-C com o auxílio da equação de 
Friedewald (Friedewald, 1972). As apolipoproteínas também podem 
ser quantificadas em amostras congeladas (ver a seguir). No entanto, 
amostras congeladas são inadequadas para análises por ultracentrifu- 
gação, uma vez que as lipoproteínas ricas em TGs não resistem ao con- 
gelamento. Diante da necessidade de estocar soro ou plasma por tempo 
prolongado, as amostras devem ser mantidas a temperaturas < —70°C. 
Para armazenamento de curta duração (até 1-2 meses), as amostras 
podem ser mantidas a —20°C, porém, não devem ser armazenadas em 
congeladores que possuam mecanismo de descongelamento automá- 
tico. Nesse tipo de congelador, a temperatura oscila entre —20 e —2°C 
durante o ciclo de descongelamento, submetendo efetivamente as 
amostras a ciclos de congelamento-descongelamento que aceleram sua 
deterioração e provocam variações nas quantificações de lipídeos e lipo- 
proteínas (i. e., medidas menos reproduzíveis). 


Estimativa do conteúdo plasmático de lipídeos 


Colesterol e TGs são os lipídeos plasmáticos de maior interesse para 
o diagnóstico e monitoramento de distúrbios envolvendo as lipoprote- 
inas. As análises de FLs geralmente fornecem pouca informação adicio- 
nal, além de raramente serem requisitadas. Em alguns casos, esse tipo de 
análise pode ser necessário diante de doenças obstrutivas hepáticas ou 
distúrbios associados a níveis de lipoproteínas anormalmente baixos. 


Colesterol 


O colesterol corresponde a praticamente todo o conteúdo plasmá- 
tico de esteróis. Constitui uma mistura de formas não esterificadas 
(30-40%) e esterificadas (60-70%), sendo a proporção dessas duas 
formas consideravelmente constante em e entre indivíduos normais. 
As concentrações de CT e lipoproteína-colesterol costumam ser 
expressas em termos de núcleos esteróis, sem distinção das frações 
esterificadas e não esterificadas. Em geral, essa distinção somente é 
necessária nos casos em que a contribuição da porção ácido graxo à 
massa de colesteril éster deva ser considerada ou quando houver inte- 
resse na proporção das massas de colesterol/colesteril éster. 

A presente discussão leva em consideração principalmente os méto- 
dos enzimáticos de quantificação do colesterol, os quais virtualmen- 
te substituíram os métodos bioquímicos que eram utilizados para a 
maioria dos propósitos da clínica e da pesquisa (Bachorik, 1976; Lipid 
Research Clinics Program, 1982; Wood, 1980). Entretanto, um des- 
ses métodos bioquímicos — uma modificação do método de Abell- 
Kendall (Abell, 1952) — continua sendo o método referencial para 
quantificação de colesterol utilizado pelos CDCs e por uma rede de 
laboratórios de referência secundários (Myers, 1989). No método de 
Abell-Kendall, os colesteril ésteres são hidrolisados com hidróxido de 
potássio (KOH) alcoólico e o colesterol não esterificado é extraído 


com éter de petróleo e quantificado com reagente de Liebermann- 
Burchard, utilizando padrões de colesterol purificados. Esse método 
apresenta uma acurácia que lhe permite fornecer resultados com até 
0,5% de variação em relação aos valores reais. 

Métodos enzimáticos. Esses métodos quantificam diretamente o CT 
plasmático ou sérico por meio de uma série de reações químicas que 
hidrolisam os colesteril ésteres e oxidam o grupo 3-OH do colesterol. 
O peróxido de hidrogênio — um dos produtos da reação — é quantifi- 
cado enzimaticamente: 

colesteril éste 


Colesteril éster + H-O 7 hidrolase ` colesterol + 


ácidos graxos livres (Rx. 17.1) 
colesterol 

Colesterol + O, “Oxidase” colest-(4em 1) + H,O, (Rx. 17.2) 

H,O, + fenol + 4-aminoantipirina peroxidase 

Coloração de quinoneimina + 2H,0 (Rx. 17.3) 


A absorbância da coloração de quinoneimina produzida na reação 
17.3 é medida a 500 nm. 

Os métodos enzimáticos são menos sujeitos às interferências das 
substâncias não esteróis que reagem nos métodos bioquímicos. 
Contudo, não são absolutamente específicos para o colesterol. Além 
de reagir com colesterol (reação 17.2), a colesterol oxidase pode rea- 
gir com outros esteróis presentes no plasma e com esteróis vegetais, 
que são encontrados em concentrações consideráveis na circulação de 
pacientes com f-sitosterolemia. Esses esterdis também contribuem 
para os valores de colesterol detectados pela maioria dos métodos 
bioquímicos. Além dos esteróis, substâncias redutoras, como ácido 
ascórbico e bilirrubina, interferem nas quantificações enzimáticas ao 
consumirem H,O, (Naito, 1984; Witte, 1978). A interferência pro- 
vocada pela bilirrubina é complexa e pode produzir resultados fal- 
samente altos ou baixos, dependendo das concentrações de reagente 
utilizadas. A própria bilirrubina absorve luz a 500 nm, criando uma 
tendência à elevação dos valores de colesterol medidos. No entanto, 
por ser oxidada pelo H,O,, como resultado perde sua capacidade de 
absorção da luz no referido comprimento de onda. Esse fenômeno 
dificulta a utilização de soro como “blank” para correção da absorban- 
cia devida à bilirrubina. Esta também pode causar interferência direta 
em métodos enzimáticos ao reagir com um produto intermediário na 
reação que envolve a peroxidase. De um modo global, a interferência 
da bilirrubina parece ser significativa apenas diante de concentrações 
superiores a 5 mg/dL, em que foi descrita uma aparente redução dos 
valores de colesterol da ordem de 5 a 15% (Deacon, 1979; Naito, 1984; 
Pesce, 1977). A turbidez da amostra, em decorrência de uma elevada 
concentração de TGs, também pode causar interferência nos méto- 
dos enzimáticos (Pesce, 1977). Ácido úrico e hemoglobina, assim 
como inúmeras substâncias distintas, não afetam significativamente a 
quantificação dos níveis de colesterol, mesmo diante de concentrações 
plasmáticas anormalmente elevadas (Deacon, 1979; Pesce, 1977). 

Além da relativa resistência a interferências, os métodos enzimáticos 
apresentam outros benefícios importantes. São métodos que conso- 
mem apenas alguns uL de amostra e não requerem uma etapa preli- 
minar de extração. São rápidos e — se for eliminada a etapa da coles- 
terol éster hidrolase — podem ser utilizados para a quantificação de 
colesterol não esterificado. Por fim, os métodos enzimáticos são pre- 
cisos, e normalmente apresentam coeficientes de variação da ordem 
de 1 a 2%. Em sua grande maioria, empregam padrões de colesterol 
puros e estáveis ou padrões séricos de calibração, cujos valores esta- 
belecidos são rastreáveis pelo método de referência para colesterol do 
CDC (Pesce, 1977). Os valores enzimáticos em geral mostram uma 
concordância de 1 a 2% com os valores referenciais, quando obtidos 
em condições laboratoriais com equipamentos modernos. Os calibra- 
dores séricos são propriamente os favoritos, em relação ao colesterol 
puro, por estarem sujeitos a todas as reações analíticas às quais são 
submetidas as amostras do paciente. 


Triglicerideos 


Uma ampla variedade de métodos tem sido utilizada para quantifi- 
car os TGs plasmáticos (Bachorik, 1977). No entanto, os métodos mais 
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empregados com finalidade clínica ou epidemiológica baseiam-se na 
hidrólise dos TGs e na quantificação do glicerol liberado na reação: 


TG + 3H,0 Abas glicerol + ácidos graxos (Rx. 17.4) 


As reações são quase universalmente realizadas de modo enzimático 
(como a reação 17.4). No caso do colesterol, os métodos enzimáticos 
substituíram os antigos métodos bioquímicos (Kessler, 1966; Lipid 
Research Clinics Program, 1982). 

Um método bioquímico continua sendo utilizado como método 
referencial para TGs pelo CDC. Esse método emprega um procedi- 
mento de extração com clorofórmio seguido de cromatografia em 
ácido salicílico para isolamento dos TGs. O glicerol é liberado por 
saponificação (hidrólise alcalina de TGs) e oxidado com periodato 
de sódio: 


Glicerol + NalO, ———s formaldeído + ácido fórmico (Rx. 17.5) 


O formaldeído produzido é quantificado por meio da reação com 

uma solução de ácido sulfúrico de ácido cromotrópico, que resulta 
na produção de um cromóforo cor-de-rosa. Esse método é inespecí- 
fico para glicerol. O formaldeído é também produzido indiretamente 
a partir de FLs que contêm glicerol. Todavia, estas e outras substân- 
cias interferentes são removidas nas etapas de extração (com cloro- 
fórmio) e adsorção (cromatografia em ácido salicílico), de modo que 
não causem interferências na quantificação de TGs pelo método de 
referência do CDC. 
Métodos enzimáticos (Bucolo, 1973). Esses métodos são, no momento, 
universalmente utilizados para análise de TGs em laboratórios clínicos. 
São relativamente específicos, rápidos e de fácil execução. As análises são 
realizadas diretamente no plasma ou soro, e não estão sujeitas a interfe- 
rências provocadas por FLs ou glicose. 

A maioria dos métodos enzimáticos compartilha a hidrólise dos 
TGs a ácidos graxos livres e glicerol, seguida da fosforilação do glicerol 
a glicerofosfato. 


Triglicerídeos lipase glicerol + ácidos graxos (Rx. 17.6) 
| li inase 
Glicerol + ATP Seer nda glicerofosfato + ADP (Rx. 17.7) 


Entretanto, existem vários métodos que podem ser utilizados para 
quantificar a quantidade de glicerol produzida e, assim, a quantidade 
de TGs plasmáticos. Em uma das abordagens, o glicerofosfato reage do 
seguinte modo: 


li fosfat 
Glicerofosfato + NAD cones di-hidroxiacetona 
desidrogenase 
fosfato + NADH + H* (Rx. 17.8) 
NADH + corante tetrazólio _diaforase, formazan + (Rx. 17.9) 


NAD* 


A formação de NADH pode ser quantificada por espectrofotometria 
a 340 nm. Em outros métodos, a reação 17.9 tem sido adicionada para 
possibilitar a leitura da absorbancia a 500-600 nm, utilizando instru- 
mentos mais comumente disponíveis no laboratório clínico. 

Em uma das variações comuns, o glicerofosfato produzido na rea- 
ção 17.7 é oxidado por ação da glicerofosfato oxidase: 


Glicerofosfato + O,  Blicerofosfato, di-hidroxiacetona + 
oxidase 
H-O, (Rx. 17.10) 


O H,O., resultante é quantificado conforme descrito anteriormente 
para os métodos de determinação de colesterol (reação 17.3). 

Em uma terceira abordagem, em vez do glicerofosfato formado na 
reação 17.7, é quantificado o ADP: 


| piruvato | 
ADP + fosfoenol piruvato “quinase ATP + piruvato (Rx. 17.11) 
Piruvato + NADH + H* TAD lactato + NAD” 
deidrogenase 
(Rx. 17.12) 


Nesse método, o desaparecimento de NADH é determinado a 340 nm. 
Os métodos enzimáticos para quantificação de TGs geralmente apre- 
sentam bom desempenho. Os reagentes necessários são disponibilizados 


comercialmente na forma de preparações liofilizadas, que necessitam ser 
reconstituídas apenas momentos antes do uso. Com base em levanta- 
mentos recentemente realizados pelo CAP, foram encontrados coeficien- 
tes de variação interlaboratorial (CVs) da ordem de 5 a 6% para quan- 
tificação de TGs por métodos enzimáticos. Assim, antes de escolher um 
método enzimático, é prudente avaliá-lo quanto à acurácia e à precisão 
ao longo do intervalo de concentrações de TGs que poderão ser encon- 
tradas com mais frequência (1,299-12,987 mmol/L; 50-500 mg/dL). 
Blanks de TGs. As quantificações enzimáticas de TGs envolvem a pro- 
dução e quantificação de glicerol. Ao contrário dos FLs e da glicose, os 
gliceróis livres causam interferências em tais métodos. Normalmente, a 
concentração plasmática de glicerol é inferior a 0,163 mmol/L (1,5 mg/ 
dL), diante de uma concentração de TGs equivalente a 14 mg/dL. No 
entanto, os níveis de glicerol podem aumentar em certas ocasiões, como 
após a prática de exercícios vigorosos, em pacientes com diabetes des- 
compensado, após a contaminação com lubrificantes à base de glicerol 
utilizados em tampas de tubos de coleta de sangue, logo após a inges- 
tão de medicamentos que contêmo glicerol ou, ainda, em um distúrbio 
relativamente raro — hiperglicerolemia —, que surge em consequência de 
uma mutação no gene da glicerol quinase, localizado no cromossomo 
Xp21.3. A realização de ensaio com blank, sem adição da lipase, fornece 
uma medida do conteúdo de glicerol pré-existente na amostra. Caso o 
blank apresente leitura elevada, significa que a amostra contém glicerol, 
e essa leitura deve ser utilizada para corrigir adequadamente os valores 
referentes à quantificação de TG. Em um procedimento alternativo, o 
glicerol livre é consumido em uma reação preliminar antes que a hidró- 
lise de TGs seja iniciada. Nesse caso, o valor quantificado equivale ao de 
uma leitura de TGs já corrigida com o blank. 

Os procedimentos de correção com blank anteriormente descritos 
eliminam de modo satisfatório as incorreções presentes em quantifi- 
cações espúrias advindas de muitas fontes não glicerídicas. Entretanto, 
essa correção não é adequada para os resultados obtidos de glicerídeos 
parciais (di e monoglicerídeos). Esses glicerídeos parciais geralmente 
são encontrados em concentrações muito baixas em amostras fres- 
cas de plasma ou soro, mas também podem se formar na hidrólise 
lenta dos TGs que ocorre durante o armazenamento das amostras. 
Resta esclarecer se os glicerídeos parciais presentes no plasma fresco 
devem ser subtraídos; contudo, aqueles formados durante o período 
de armazenamento provavelmente não devem ser descontados, visto 
serem provenientes dos TGs originalmente presentes na amostra. 

Felizmente, o problema que envolve a correção com blank é tão 
complexo quanto insignificante, do ponto de vista prático. Muitos 
laboratórios não estabelecem blanks em sua rotina, e seu uso conti- 
nua sendo incerto. Quando determinados, a magnitude dos valores de 
blank encontrada na maioria das amostras frescas é da ordem de 0,056 
a 0,112 mmol/L (5-10 mg/dL), expressa em termos de TGs, ainda que 
possa ser um pouco maior em amostras que contenham uma concen- 
tração elevada desses lipídeos. Entretanto, os blanks podem ter papel 
importante na padronização e no controle de qualidade das quantifi- 
cações de TGs, já que podem chegar a 0,226 a 0,339 mmol/L (20-30 
mg/dL) ou mais nas misturas de várias amostras de soro utilizadas 
com tal finalidade, provavelmente, e em parte, em razão da hidrólise 
parcial dos TGs que ocorre durante o preparo dessas misturas. 


Fosfolipídeos (FLs) 

Os FLs encontrados no plasma humano são, em sua maioria, fosfati- 
dilcolina (FC) (70-75%) ou esfingomielina (18-20%). Os FLs restan- 
tes incluem fosfatidilserina (FS), fosfatidiletanolamida (FE) (3-6%) 
e lisofosfatidilcolina (LFC) (4-9%). A análise de FLs usualmente for- 
nece pouca informação adicional nos casos de dislipoproteinemia; 
porém, talvez seja desejável quantificar a concentração total de FLs ou 
mesmo a concentração de classes individuais de FLs em determinados 
distúrbios caracterizados pela alteração da concentração e composi- 
ção de FLs ou distribuição de lipoproteínas, como ocorre na icterícia 
obstrutiva, doença de Tangier, abeta ou hipobetalipoproteinemia e 
deficiência de LCAT. 

A concentração de FLs total pode ser convenientemente determi- 
nada pela quantificação do fósforo existente nos FLs. Os lipídeos são 
extraídos da amostra e completamente oxidados para conversão do 
conteúdo de fósforo dos FLs em fosfato inorgânico. Este, então, é quan- 
tificado por meio de métodos colorimétricos. Esses procedimentos são 


reproduziveis e sensíveis, e podem ser adaptados para quantificação do 
conteúdo total do fósforo de FLs em amostras de 100 uL (ou menos) 
de plasma ou soro. Cada mol de fósforo contribui para cerca de 4% da 
massa total de FLs. Dessa forma, a massa de FLs pode ser determinada 
multiplicando-se por 25 a concentração de fósforo dos FLs (expressa 
em mg/dL). 

O conteúdo de FLs do soro ou do plasma também pode ser deter- 
minado enzimaticamente, utilizando métodos comercialmente dis- 
poníveis. No método comercializado pela WAKO Pure Chemical 
Industries, Ltd. (Osaka, Japão), lecitina (FC), esfingomielina e 
lisolecitina são hidrolisadas pela fosfolipase D, e a colina liberada 
é oxidada. 


FL _fosfolipase D. colina (Rx. 17.13) 
Colina colia betaína + H-0, (Rx. 17.14) 
oxidase 


O H,O, resultante produzido é quantificado de modo semelhante 
àquele apresentado na reação 17.3. 

A análise de classes individuais de FLs raramente é necessária para 
avaliação de casos de dislipoproteinemia e, portanto, é desconsiderada 
neste capítulo. 


Estimativa do conteúdo de lipoproteínas 
e lipoproteinas-colesterol 


Como as lipoproteínas compartilham componentes lipídicos e 
apolipoproteinas, o problema central com que se depara na análi- 
se das lipoproteínas é o isolamento das diferentes classes existentes. 
Muitos métodos foram empregados na tentativa de realizar essa 
separação: ultracentrifugação, adsorção, gel filtração, cromatogra- 
fia por afinidade, eletroforese em vários meios, precipitação em 
poliânion e álcool, procedimentos imunoquímicos e diversas com- 
binações metodológicas. Algumas dessas alternativas necessitam 
de habilidades e equipamentos especiais, não sendo tão facilmente 
adaptáveis para fins clínicos e epidemiológicos. A presente discussão 
se restringe aos vários procedimentos que têm sido empregados em 
laboratórios clínicos. 

Métodos que envolvem ultracentrifugação. Tais métodos aprovei- 
tam as vantagens oferecidas por duas propriedades inerentes às lipo- 
proteínas. Em primeiro lugar, graças ao seu conteúdo proteico, as 
lipoproteínas apresentam densidades menores que as de outras macro- 
moléculas encontradas no plasma. Em segundo lugar, cada uma das 
classes de lipoproteínas apresenta um densidade caracteristicamen- 
te distinta. Assim, as lipoproteínas podem ser isoladas das demais 
proteínas plasmáticas e também entre si realizando-se ultracentrifuga- 
ções nas densidades apropriadas. Os métodos de ultracentrifugação são 
de amplo interesse histórico e acadêmico, sendo raramente empregados 
na clínica. 

Métodos eletroforéticos. No passado, a eletroforese era amplamente 
utilizada no laboratório clínico para separar e quantificar as lipopro- 
teínas. Entretanto, em razão das significativas limitações que apresenta 
(descritas adiante) e por ser em geral desnecessária ao diagnóstico da 
dislipoproteinemia, seu uso tornou-se menos frequente na rotina 
clínica nos últimos anos. Normalmente, o custo do procedimento — 
tanto em termos de tempo quanto de dinheiro — raramente é justifica- 
do pelas informações que fornece. 

O meio de suporte mais utilizado na eletroforese de lipoproteínas é o 
gel de agarose, que proporciona rapidez, sensibilidade e capacidade de 
resolver as diferentes classes de lipoproteínas. Os QMs, quando presen- 
tes, permanecem retidos no ponto de origem. Entre as principais lipo- 
proteínas, a HDL é a que migra mais rapidamente, a LDL é a mais lenta 
e a VLDL move-se a uma velocidade intermediária entre a da HDL e 
a LDL. As lipoproteínas separadas por eletroforese são nomeadas de 
acordo com suas mobilidades eletroforéticas: HDL (a-lipoproteina) 
migra com as Gy-globulinas; a LDL (f-lipoproteína) migra com 
as B-globulinas; e a VLDL (pré-P-lipoproteína) se move com as 
0-globulinas. As diferentes propriedades das lipoproteínas constituem 
a base da separação por eletroforese e ultracentrifugação, e as frações 
análogas isoladas por ambas as técnicas nem sempre são idênticas. 
Por exemplo, a B-VLDL (encontrada na hiperlipidemia de tipo 3; ver 


adiante) é isolada com a VLDL por ultracentrifugação, porém, se move 
eletroforeticamente com a LDL. Na ausência de informações adicionais, 
uma amostra com B-VLDL aparentemente contém uma concentração 
elevada de VLDL quando processada por ultracentrifugação, assim 
como aparenta ter elevada concentração de LDL quando submetida à 
eletroforese. Em outro exemplo, a Lp(a) é isolada por ultracentrifuga- 
ção na faixa de densidade LDL-HDL, contudo, apresenta mobilidade 
eletroforética semelhante à da VLDL. Essa dicotomia foi a responsável 
pela denominação sinking pré-B-lipoprotein atribuída à Lp(a). 

A eletroforese pode ser realizada com plasma não fracionado ou em 
frações plasmáticas que contêm outras proteínas séricas. Para serem 
visualizados, os eletroforetogramas de lipoproteínas comumente são 
tratados com corantes para lipídeos, como o óleo vermelho O, fat red 
7B ou sudão negro B. Esses corantes de lipídeos reagem primariamen- 
te com as ligações éster existentes nos TGs e nos ésteres de colesterol. 
As lipoproteínas ricas em colesterol livre e FLs (como a LpX) coram-se 
muito fracamente e, assim, são grosseiramente subestimadas pelas 
técnicas eletroforéticas. 

Esforços foram empreendidos no sentido de quantificar as lipopro- 
teínas por densitometria. Os níveis de lipoproteínas foram expressos 
em termos de porcentual de distribuição de material lipocorante nas 
lipoproteínas B, pré-B e q, ou foram convertidos em concentrações 
lipoproteina-colesterol, de acordo com cálculos que incorporam 
hipóteses acerca do conteúdo de colesterol e da captação de coran- 
tes pelas lipoproteínas. De forma geral, tais abordagens falharam por 
vários motivos, incluindo resolução incompleta de lipoproteínas B e 
pré-b, presença de lipoproteínas minoritárias ou incomuns e diferen- 
ças de intensidade de coloração. A eletroforese tem sido empregada de 
forma mais bem-sucedida em conjunto com outros métodos. 
Métodos de precipitação com poliânions. Algumas lipoproteínas 
são precipitadas com poliânions, como sulfato de heparina, dextran 
sulfato, fosfotungstato e outros, na presença de cátions, como Ca**, 
Mg** e Mn”. As condições necessárias à precipitação das principais 
classes de lipoproteínas foram estabelecidas em etapas, começando 
pelas lipoproteínas de menor densidade e ricas em lipídeos (Burstein, 
1982). As melhores separações são obtidas quanto mais distintas 
forem as lipoproteínas entre si. Dessa forma, é mais fácil separar as 
lipoproteínas que contêm apoB das HDLs do que separar VLDLs de 
LDLs ou HDL, de HDL,. Historicamente, a precipitação com poli- 
ânion era mais empregada na remoção de lipoproteínas com apoB 
antes de iniciar as análises de HDL-C. Era necessário realizar um pré- 
tratamento da amostra, e o processo não era totalmente automatizado. 
Para a análise de HDL-C e LDL-C, a maioria dos laboratórios clínicos 
substituiu as técnicas de precipitação por ensaios homogêneos auto- 
matizados. 


Métodos para determinação dos valores de HDL-C 


Historicamente, o HDL-C tem sido quantificado no sobrenadante 
das amostras após a precipitação com poliânions de cátions bivalentes 
das lipoproteínas que contêm apoB. Várias combinações de poliânions 
de cátions bivalentes têm sido utilizadas, mas nem todas fornecem 
precisamente os mesmos resultados. Os valores de HDL-C determi- 
nados por procedimentos que empregam sulfato de heparina-Mn** 
apresentam boa concordância com aqueles obtidos por meio de 
ultracentrifugação analítica ou preparativa (Bachorik, 1976; Warnick, 
1979). Esse método foi amplamente utilizado em estudos epidemio- 
lógicos. Os métodos que utilizam dextran sulfato (massa molecular 
relativa = 50.000) — Mg** e fosfotungstato de sódio — Mg**, tornaram- 
se populares por não causarem interferência nos estudos enzimáticos 
de colesterol. No entanto, fornecem resultados que são aproximada- 
mente 5% inferiores aos obtidos por ultracentrifugação. Por outro 
lado, a utilização de heparina-Ca** aparentemente fornece resultados 
10% maiores. Essas diferenças surgem, em parte, em razão da sub- 
precipitação das lipoproteínas que contêm apoB e consequente supe- 
restimação do conteúdo de HDL-C, ou da superestimação da HDL e 
consequente subestimação do HDL-C. Concentrações aumentadas de 
TGs provocam interferências nos métodos de precipitação, resultando 
na superestimação do conteúdo de HDL-C. Foram realizadas tentati- 
vas de simplificar os métodos de precipitação por meio da utilização 
de pérolas magnéticas recobertas com dextran sulfato, para separação 
da HDL de lipoproteínas que contêm apoB (Naito, 1995). 
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Atualmente, os ensaios homogêneos são o método mais popular 
de quantificação de HDL-C. Diferentemente dos métodos de preci- 
pitação, os procedimentos utilizam dois reagentes e são totalmente 
automatizados, dispensando as etapas de pré-tratamento e separa- 
ção desconectadas (daí serem denominados “homogêneos”). Além 
disso, podem ser adaptados à maioria dos analisadores químicos. 
Assim, reduzem o tempo de manipulação das amostras e a despesa 
total com os ensaios. Os kits de testes distribuídos nos EUA baseiam- 
se em diversos métodos. Usualmente, o primeiro reagente forma um 
complexo estável com as lipoproteínas não HDL, impediando-as de 
participar da reação. O segundo reagente, então, libera o HDL-C, que 
é quantificado enzimaticamente. De acordo com os levantamentos 
realizados pelo CAP em 2005, o método mais utilizado emprega um 
polímero sintético com um poliânion para bloquear as lipoproteínas 
não HDL e, em seguida, um detergente que libera o HDL-C (Genzyme 
Diagnostics, Cambridge, MA; Beckman Coulter, Inc.). Outros méto- 
dos empregam uma enzima modificada com polietilenoglicol (Roche 
Diagnostics, Indianápolis, IN), ou imunoinibição (Wako Chemicals 
EUA, Inc., Richmond, VA) para bloquear as lipoproteínas não HDL. 
Um quarto método (Polymedco Inc., Cortlandt Manor, NY) emprega 
um reagente especial para eliminar seletivamente o colesterol presente 
nas lipoproteínas não HDL, seguido de outro reagente que libera o 
colesterol da HDL (Denka Seiken Co., Niigata, Japão). Esses métodos, 
de modo geral, não são afetados por concentrações elevadas de TGs, 
bilirrubina e globulinas. 

Em uma revisão abrangente (Warnick, 2001), múltiplos ensaios 
homogêneos para quantificação de HDL-C foram comparados aos 
procedimentos tradicionais de precipitação e ultracentrifugação. Os 
autores concluíram que os novos procedimentos simplificam a deter- 
minação da concentração de HDL-C, ao mesmo tempo em que são 
acurados, precisos e atendem aos critérios estabelecidos pelo NCEP 
referentes ao erro total. Entretanto, a avaliação de lipoproteínas atípicas 
pelo ensaio homogêneo pode gerar resultados discrepantes, compara- 
dos àqueles obtidos com o método já estabelecido da precipitação. Tais 
diferenças são observadas em pacientes com hiperlipidemia, ou doença 
hepática ou renal, em que são encontradas formas anormais de lipo- 
proteínas. Os laboratórios que se deparam com uma elevada propor- 
ção de lipoproteínas atípicas (p. ex., clínicas especializadas em lipídeos 
ou no cenário da pesquisa) devem realizar uma validação completa dos 
ensaios homogêneos a serem utilizados na análise das amostras prove- 
nientes dessa população de pacientes. 


Métodos para quantificação da LDL-C 


Vários métodos têm sido utilizados para quantificar a concentra- 

ção de LDL-C. O primeiro deles — um procedimento laboratorial de 
referência — envolve ultracentrifugação para separar a LDL das demais 
lipoproteínas, seguida de análise, conforme descrito anteriormente 
para a quantificação do colesterol. Esse método não será discutido 
aqui de forma extensiva. Um segundo método, bem mais emprega- 
do, utiliza a fórmula de Friedewald para calcular a concentração de 
LDL-C. E, por fim, já estão sendo disponibilizados métodos homo- 
gêneos desenvolvidos mais recentemente para quantificar esse tipo de 
colesterol. 
Cálculo de Friedewald. O LDL-C pode ser determinado com o auxi- 
lio da fórmula de Friedewald, originalmente descrita por Friedewald, 
Levy e Fredrickson (Friedewald, 1972). Em geral, nas amostras de 
plasma obtidas em jejum, a LDL contém o colesterol que está ausente 
na HDL ou na VLDL. Assim, o LDL-C pode ser determinado aplican- 
do-se a equação a seguir, na qual as concentrações são expressas em 
mmol/L e o termo [plasma TG]/2,175 é utilizado para representar o 
conteúdo de VLDL-C. 

[LDL-C] = [CT] — [HDL-C] — [plasma TG]/2,175 (17.1) 

O termo [plasma TG]/2,175 é empregado quando as concentrações 
são expressas em mg/dL. Nesse método, as concentrações plasmáticas 
de CT, TG e HDL-C são determinadas como descrito. Uma vez que a 
maioria dos TGs plasmáticos é transportada pela VLDL, a concentração 
de VLDL-C é estimada a partir da proporção de TG/VLDL-C: 

VLDL-C = [plasma TG]/2,175 (17.2) 

Foi demonstrado que o fator [plasma TG]/2,825 fornece uma esti- 
mativa mais acurada da concentração de VLDL-C (DeLong, 1986). 


Esta, por sua vez, equivale à [plasma TG]/6,5 em que as concentrações 
são expressas em mg/dL. Todavia, o fator que fornece a melhor esti- 
mativa do conteúdo de VLDL-C — e, portanto, a melhor estimativa 
de LDL-C — varia entre as populações e depende do método utilizado 
para quantificação dos TGs. Buscando o equilíbrio, o NCEP Working 
Group on Lipoprotein Measurement preferiu adotar a equação de 
Friedwald não modificada (NCEP Working Group on Lipoprotein 
Measurement, 1995). 

A fórmula de Friedewald apresenta limitações significativas 
(Sniderman, 2003). Tais limitações decorrem, em grande parte, de 
duas considerações nas quais o método se baseia. Primeiro, o cál- 
culo parte do princípio de que essencialmente todos os TGs plas- 
máticos são transportados pela VLDL. Segundo, o método conside- 
ra que a proporção TGs/colesterol da VLDL é constante. Nenhuma 
dessas duas afirmações, contudo, é inteiramente verdadeira. Sendo 
assim, esse método é inadequado para a análise de amostras obtidas 
sem jejum e que, portanto, contêm QMs ou amostras que contêm 
B-VLDL. Como na comparação realizada com as VLDLs, a propor- 
ção de TGs/colesterol nos QMs é bem mais elevada. Dessa forma, 
havendo QMs na amostra, o uso do fator TG/2,175 para represen- 
tar o conteúdo de lipoproteínas não HDL e colesterol não HDL pode 
resultar em superestimação do conteúdo de colesterol da VLDL, com 
consequente subestimação da concentração de LDL-C. Similarmente, 
a proporção de TGs/colesterol na B-VLDL é bem menor do que na 
VLDL, e o uso do fator TG/2,175 na presença de B- VLDL pode subes- 
timar o conteúdo de VLDL-C e, assim, superestimar a concentração 
de LDL-C. Um paciente com hiperlipoproteinemia do tipo 3 pode ser 
classificado, de forma errônea, com elevada concentração de LDL- 
C. É importante distinguir ambas as condições, porque o tratamento 
para cada uma delas é diferente. 

Mesmo nas amostras isentas de QMs, a proporção de VLDL-C/TGs 
muda à medida que os níveis de TGs aumentam, podendo conduzir 
a erros na estimativa do conteúdo de VLDL-C. Tendo em vista que a 
VLDL geralmente transporta apenas cerca de 25% do CT plasmático, 
os erros resultantes na estimativa do conteúdo de LDL-C costumam 
ser inferiores a 5 a 10 mg/dL (0,130-0,260 mmol/L). Todavia, esse 
cálculo é inadequado para amostras que apresentam elevada concen- 
tração de TGs. Os erros na estimativa de LDL-C se tornam aparentes 
a partir de níveis de TGs > 2,26 mmol/L (200 mg/dL), e adquirem 
proporções inaceitavelmente grandes diante de níveis de TGs > 4,52 
mmol/L (400 mg/dL). A acurácia dos cálculos de LDL-C também 
é afetada por níveis de TGs reduzidos, indicando que os valores de 
LDL-C estimados podem não fornecer a melhor avaliação do risco 
cardíaco para pacientes que já estejam sendo submetidos à terapia 
redutora de colesterol (Sniderman, 2003). Contanto que suas limita- 
ções sejam consideradas, a equação de Friedewald possui ampla uti- 
lidade, seja como ferramenta de triagem, seja para monitoramento 
dos pacientes. 

As lipoproteínas não HDL também merecem atenção. De maneira 

geral, a LDL contribui com a maior parte do colesterol quantificado, 
enquanto a IDL e a Lp(a) contribuem apenas com alguns mg de coles- 
terol/dL cada. Entretanto, a contribuição dessas lipoproteínas para 
as quantificações de colesterol pode se tornar significativa em certos 
casos de pacientes hiperlipidêmicos. Uma vez que os níveis de Lp(a) 
não são reduzidos por diversos tratamentos efetivos na redução dos 
níveis de LDL, as quantificações de Lp(a) podem, em algumas situa- 
ções, revelar o motivo pelo qual um paciente não responde de modo 
satisfatório à terapia de redução da LDL. 
Quantificação direta de LDL-C. A capacidade de calcular o LDL-C 
eliminou consideravelmente a necessidade de quantificações diretas. 
Contudo, os métodos homogêneos diretos para LDL-C são úteis 
diante de concentrações de TGs elevadas, visto que não estão sujeitos 
à interferência desses lipídeos mesmo em altas concentrações (= 600 
mg/dL) (Bachorik, 2000). Os ensaios diretos foram adaptados para 
uso em diversos analisadores, e o assunto foi extensivamente revisado 
(Nauck, 2002; Miller, 2002). Embora tais métodos apresentem dife- 
renças significativas, geralmente utilizam uma combinação de dois 
“reagentes . O primeiro reagente usualmente é aquele que remove de 
maneira seletiva as lipoproteínas não HDL (e/ou estabiliza ou inibe a 
reação da LDL com enzimas), enquanto o segundo reagente libera o 
colesterol da LDL para ser quantificado enzimaticamente. 


Em um desses métodos (Equal Diagnostics, Exton, PA; Genzyme 
Diagnostics, Cambridge, MA), o primeiro reagente emprega uma 
mistura de polímeros com ação detergente para romper as lipoproteí- 
nas não LDL e liberar seu conteúdo de colesterol. Esse colesterol é, em 
seguida, desesterificado e submetido à ação da colesterol oxidase. Há 
produção de peróxido de hidrogênio, que reage com elementos do meio 
e forma um composto incolor. O segundo reagente contém um deter- 
gente que libera o conteúdo de colesterol da LDL. Após a desesterifica- 
ção, o LDL-C passa por uma sequência semelhante de reações, exceto 
pela etapa final, na qual produz um composto colorido. A intensidade 
da cor do composto formado é proporcional à concentração de LDL-C. 
Outro método (Roche Diagnostics, Indianápolis, IN) baseia-se na solu- 
bilização micelar seletiva da LDL por um detergente não iônico, bem 
como na interação de um açúcar com HDL, VLDL e QMs para inibição 
da participação desses lipídeos no ensaio quantitativo (Sugiuchi, 1998). 
Um terceiro método explora o fato de a reatividade do colesterol em 
diferentes lipoproteínas ser afetada pelo equilíbrio hidrófilo:lipofílico 
(EHL) dos detergentes solubilizantes. Nesse método, o não LDL-C reage 
com a colesterol esterase e com a colesterol oxidase em condições que 
inibem a participação do LDL-C, resultando na eliminação do peró- 
xido de hidrogênio por ação da catalase. Um segundo reagente, então, 
altera o EHL do detergente e cria as condições necessárias para que o 
LDL-C participe da reação. Esse reagente também contém azida, que 
inibe a catalase e permite a detecção colorimétrica do peróxido forma- 
do (ver reação 17.3) (Polymedco Inc., Cortlandt Manor, NY; Reference 
Diagnostics, Bedford, MA). Em um quarto método, o primeiro reagente 
contém surfactantes anfotéricos que protegem a LDL e permitem a eli- 
minação de não LDL-C e do peróxido formado, como descrito ante- 
riormente . O segundo reagente contém surfactantes não iônicos que 
deslocam os surfactantes protetores e permitem a quantificação do 
LDL-C (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO). 

Embora apresentem uma boa precisão, esses métodos produzem 
certas discrepâncias em relação aos procedimentos referenciais de 
ultracentrifugação em diversas circunstâncias, inclusive diante da 
presença de lipoproteínas anormais. Quando os níveis de TG são < 
400 mg/dL, o desempenho dos métodos homogêneos não supera o 
cálculo de Friedewald na classificação dos pacientes em grupos de 
tratamento (Miller, 2002). Entretanto, diferentemente do cálculo, os 
ensaios homogêneos podem fornecer resultados clinicamente úteis 
diante de concentrações de TGs > 400 mg/dL. Outra vantagem poten- 
cial reside na conveniência de quantificar LDL-C sem a necessidade de 
jejum, ainda que existam recomendações contrárias (Miller, 2002). As 
recomendações do ATP III desfavorecem a substituição da quantifica- 
ção de LDL-C calculada pela quantificação de LDL-C direta, alegando 
que é necessário quantificar os componentes do cálculo seja qual for 
o caso. Portanto, realizar um ensaio direto para LDL-C apenas acres- 
centaria despesas. 


Métodos adicionais para o estudo 
da dislipidemia 


Quantificação das subclasses de lipoproteínas. Subpopulações ou 
subclasses foram identificadas para VLDL, LDL e HDL por meio de 
técnicas como ultracentrifugação analítica, eletroforese de gradiente em 
gel e espectroscopia por ressonância nuclear magnética (RNM) (Krauss, 
1992, 1987; Otvos, 1992). Algumas distinções de subclasses possuem 
importância clínica, ainda que o número de subclasses identificado seja 
variável conforme os métodos de separação utilizados e a nomenclatu- 
ra atribuída às subclasses não seja uniforme. Por exemplo, quando se 
emprega a tecnologia de RNM para identificar as subclasses de lipopro- 
teínas, os números de subclasse de partícula tendem a aumentar com o 
crescimento do tamanho da partícula. Assim, as partículas de LDL da 
subclasse L2 são maiores que as partículas da subclasse L1. Por outro 
lado, quando se emprega eletroforese ou ultracentrifugação, ocorre exa- 
tamente o oposto: as partículas de menor tamanho são designadas por 
números maiores. Dessa forma, na eletroforese em gel de gradiente seg- 
mentado, as partículas da subclasse IV de LDL (ou LDL,) são menores 
que as partículas da subclasse II (ou LDL,), enquanto que na ultracen- 
trifugação de gradiente as partículas da subclasse LDL, são menores que 
as partículas LDL,. 


Recentemente, tem despertado interesse o papel das subclasses no 
desenvolvimento da aterosclerose, especificamente das partículas meno- 
res e menos densas de LDL. Essa fração é considerada mais aterogênica 
do que as grandes partículas de LDL. As subclasses de partículas peque- 
nas de HDL e de partículas grandes de VLDL também têm sido asso- 
ciadas ao aumento da incidência de aterosclerose. O NMR Lipoprofile 
(LipoScience, Raleigh, NC) permite a quantificação de partículas lipo- 
proteicas de acordo com a subclasse, com base nas características espec- 
trais de RNM exclusivas por elas apresentadas. Esse perfil fornece infor- 
mações sobre o risco de DCC por meio da determinação da distribuição 
das subclasses de partículas lipoproteicas (Otvos, 2002). Ao menos par- 
cialmente, o atrativo dessa técnica advém da ideia de que a migração 
das partículas de LDL pela parede arterial é dirigida pelo gradiente e 
dependente do número de partículas de LDL envolvidas. Se um grande 
número de partículas pequenas de LDL estiver presente, a quantificação 
do conteúdo de LDL-C tende a subestimar o número de partículas de 
LDL e, do mesmo modo, os efeitos ateroscleróticos da LDL. Níveis de 
TGs > 100 mg/dL e de HDL-C < 60 mg/dL estão associados a níveis ele- 
vados de partículas pequenas de LDL. Sendo assim, diante de tais condi- 
ções, o perfil de RNM pode ser uma ferramenta útil para avaliar o risco 
de DCC. Métodos eletroforéticos sensíveis devem fornecer resultados 
semelhantes. Esses métodos atualmente não são considerados ferramen- 
tas de triagem. Seu uso é mais adequado ao refinamento da avaliação do 
risco e ao tratamento, no caso de pacientes com risco de DCC previa- 
mente identificado, que estejam sob tratamento e tenham alcançado (ou 
estejam perto de alcançar) os valores-alvo de LDL-C pretendidos pelo 
tratamento. Essa utilização está de acordo com as diretrizes mais acei- 
tas, que enfatizam a importância do controle dos níveis de LDL-C como 
principal meta terapêutica na maioria dos tipos de dislipidemia. 

Teste do plasma em repouso. Caso estejam presentes em concentra- 
ção considerável, os QMs são detectados pelo teste do “plasma em 
repouso . Uma alíquota de plasma (2 mL) é transferida para um tubo 
de ensaio (10 <> 75 mm) e deixada em repouso a 4°C de um dia para o 
outro, sem interferências. Os QMs se acumulam formando uma cama- 
da “cremosa” flutuante e podem ser detectados visualmente. A presença 
de QMs em amostra de plasma obtida em jejum é considerada anor- 
mal. Uma amostra de plasma que permanece turva após o período de 
repouso overnight contém quantidade excessiva de VLDL e, se houver 
formação da camada “cremosa” flutuante, também contém QMs. 
Detecção de B-VLDL e Lp(a). Como já mencionado, a lipoproteína 
B-VLDL anormal (“lipoproteína B-flutuante”) possui a mesma densida- 
de da VLDL, porém, migra eletroforeticamente com a LDL na região [3. 
É possível detectá-la quando a fração de ultracentrifugação de densida- 
de < 1,006 kg/L é examinada por eletroforese. Na prática, o plasma não 
fracionado e ambas as frações de ultracentrifugação (< e > 1,006 kg/L) 
são examinadas ao mesmo tempo. Dessa forma, cada amostra atua 
como seu próprio controle para estabelecer a migração relativa das ban- 
das lipoproteicas. No plasma normal, as bandas lipoproteicas B (LDL e 
IDL), pré-B (VLDL) e œ (HDL) são visíveis no plasma não fracionado, e 
apenas a banda pré- está presente na fração de densidade < 1,006 kg/L. 
As bandas lipoproteicas B e œ são encontradas somente na fração com 
densidade > 1,006 kg/L. Quando presente, a 3-VLDL é observada como 
uma banda com mobilidade þ na fração de densidade < 1,006 kg/L. Sua 
presença é considerada anormal e costuma estar associada à disbetali- 
poproteinemia (hiperlipoproteinemia de tipo 3), embora seja vista oca- 
sionalmente em outros distúrbios. Os QMs, frequentemente observados 
em pacientes com doença de tipo 3, permanecem no ponto de origem 
do gel de agarose. 

A densidade da Lp(a) é semelhante à densidade da LDL, porém, 
apresenta mobilidade eletroforética similar à da VLDL. Por isso, é pos- 
sível detectá-la na análise eletroforética da proteína de densidade > 
1,006 kg/L. Quando a Lp(a) está presente em concentrações maiores 
que 20 a 30 mg/dL (i. e., quando contribui com mais de 10 mg/dL 
para a quantificação de LDL-C), observa-se uma banda adicional com 
mobilidade pré-B na fração de densidade > 1,006 kg/L (daí a deno- 
minação “sinking pré-B lipoprotein”). Nessas condições, o médico tal- 
vez resolva solicitar uma medida qualitativa de Lp(a). Atualmente, a 
Lp(a) já pode ser quantificada por imunoturbidimetria. Quando a 
concentração de Lp(a) está muito alta, pode ser necessário corrigir o 
conteúdo de LDL-C quanto à contribuição do componente Lp(a)-C 
(Lp(a)-colesterol). A relação apresentada a seguir tem sido empregada 
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LDL-C, em que os valores são expressos em mg/dL: 


Lp(a)-colesterol = 0,3 x [Lp(a) mass] (17.3) 
LDL-C = TC — [HDL-colesterol] — [plasma TG]/5 — 
(0,3 |massa de Lp(a) ]) (17.4) 


Proporção VLDL-C/TGs plasmáticos. A proporção VLDL-C/TGs 
plasmáticos pode ser útil na avaliação da hiperlipoproteinemia de tipo 
3. Essa proporção, expressa em mol/mol (ou massa/massa), geralmen- 
te situa-se na faixa de 0,230 a 0,575 (0,1—0,25) em amostras isentas de 
B-VLDL, dependendo das quantidades relativas de VLDL, LDL e HDL 
presentes, bem como dos erros inerentes às quantificações de VLDL-C 
e TGs plasmáticos. Indivíduos com doença do tipo 3 apresentam pro- 
porções > 0,689 (0,3), usualmente na faixa de 0,689 a 0,919 (0,3—0,4), 
embora proporções ainda mais altas possam ser observadas. De novo, 
por conta dos erros das quantificações, a observação de uma propor- 
ção igual a 0,689 (0,3) em uma única ocasião pode ou não ser signi- 
ficativa. Pacientes que notadamente apresentam a doença do tipo 3 
exibem tanto B-VLDL quanto proporção VLDL-C/TGs plasmáticos > 
0,689 (0,3). Ocasionalmente, uma clínica de tratamento de distúrbios 
lipídicos pode solicitar a avaliação do fenótipo da apoE para comple- 
mentar o diagnóstico da hiperlipoproteinemia do tipo 3 (ver adiante), 
uma vez que a homozigose para apoE-2 está associada a esse distúrbio. 
Entretanto, nem todos os pacientes homozigotos apresentam hiperli- 
poproteinemia do tipo 3, e a ultracentrifugação ainda é requerida para 
detecção da B-VLDL. 

Análise de apolipoproteinas. Estudos indicaram que a apoA-I e a apoB 
podem ser mais bem-sucedidas na discriminação da doença ateroscle- 
rótica, em comparação às determinações de lipídeos ou lipoproteínas. 
Como a apoA-I é encontrada primariamente na HDL, enquanto a apoB 
(em amostras obtidas em jejum) está presente na VLDL, IDL e LDL, é 
lógico considerar favorável a detecção de níveis baixos de apoB e altos 
de apoA-I, bem como uma baixa proporção apoB/apoA-I. Em geral, as 
evidências que sustentam esse raciocínio parecem ser mais consistentes 
com relação à apoB do que à apoA-I, embora ainda não esteja claro por 
quê. Uma triagem interventiva de larga escala, placebo-controlada — a 
AFCAPS (Gotto, 2000) — descobriu que a apoB, seguida pela apoA-I, era 
a melhor quantificação isolada de lipídeo, lipoproteína ou apolipopro- 
teína na previsão do risco de doença arterial coronariana (DAC), tanto 
basal quanto durante o tratamento. A proporção apoB/apoA-I também 
pode ser útil na determinação desse risco. 

As apolipoproteínas usualmente são quantificadas por imunoensaio 
ou imunonefelometria. Essas técnicas baseiam-se na determinação da 
turbidez decorrente da presença de complexos apolipoproteína-anti- 
corpo (Lopes-Virella, 1980). Uma potencial limitação desse método 
reside na inerente turbidez das amostras lipêmicas, ou mesmo de 
amostras não lipêmicas submetidas a repetidos ciclos de congela- 
mento-descongelamento. Os sistemas automatizados corrigem essa 
turbidez até certo ponto. 


Diretrizes do NCEP 


O terceiro relatório do Expert Panel on Detection, Evaluation, and 
Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (ATP III) do NCEP 
III foi publicado em 2002 (NCEP, 2002). Seu conteúdo apresenta as 
diretrizes atualizadas do NCEP, que se baseiam em evidências e des- 
tinam-se a orientar o teste e o monitoramento dos níveis de colesterol, 
além de fornecer informações detalhadas sobre outros tópicos, como 
a classificação das partículas de lipídeos e lipoproteínas, avaliação do 
risco de DCC, intervenção no estilo de vida do paciente, tratamento 
com fármacos, dislipidemias específicas e questões relativas à aderência 
ao tratamento. Mais recentemente, as recomendações do NCEP passa- 
ram por nova atualização em decorrência dos dados produzidos pelas 
últimas triagens clínicas (Grundy, 2004). 


Confiabilidade das quantificações 


Anteriormente focadas no reconhecimento de valores de colesterol 
normais e anormais, as diretrizes estabelecidas pelo NCEP atualmen- 
te enfatizam a avaliação do risco cardiovascular geral com base nos 


cutoffs para colesterol, TGs, HDL-C e LDL-C. A adoção de um único 
conjunto de cutoffs impõe aos laboratórios uma quantificação acurada 
e precisa do conteúdo de lipídeos e lipoproteínas. A Tabela 17.8 mos- 
tra as diretrizes do Laboratory Standardization Panel of NCEP (NCEP, 
1995). Percebe-se que cada teste possui um único valor máximo acei- 
tável de erro total, no qual está incluído o grau de distorção do ensaio 
(i. e., a medida da acurácia) e o CV (i. e., a quantificação do grau de 
imprecisão). O erro total é calculado do seguinte modo: 


% de erro total = % distorção + 1,96 (% CV) (17.5) 


Para cada teste, a Tabela 17.8 dá um exemplo de distorção e CV que, 
quando tomados em conjunto, devem resultar em um erro total acei- 
tável. É importante notar que, ao utilizar o erro total, um laboratório 
pode exceder discretamente o limite de distorção, caso o CV seja sufi- 
cientemente pequeno para manter o erro total conforme as diretrizes 
(o oposto também é válido). Por exemplo, o colesterol apresenta 
3% de distorção e um CV-alvo de 3%. Um laboratório que apresen- 
te distorção-alvo igual a 3,5% e CV de 2% excede as metas referen- 
tes à distorção, embora esteja de acordo com as diretrizes para o CV. 
Todavia, o erro total de 7,5% (i. e., 3,5% + 1,96 & 2%) é aceitável, visto 
ser inferior à meta de 9%. 


Teste e tratamento 


O ATP III introduziu vários conceitos novos para a avaliação da 
hiperlipidemia. Atualmente, o diabetes melito é considerado um risco 
equivalente, pois está associado ao risco elevado de novos episódios 
de DCC em um período de 10 anos. Isso quer dizer que, para a ava- 
liação de níveis altos de colesterol, os pacientes diabéticos são tratados 
como pacientes que já apresentam DCC. Do mesmo modo, com base 
nas projeções de risco de Framingham, o ATP III reconheceu que os 
pacientes com “síndrome metabólica” (descrita adiante) e com risco 
elevado de desenvolver DCC em 10 anos são candidatos à terapia e 
intervenção intensiva. 

Metas para o colesterol. O ATP III recomenda a elaboração de um 
perfil completo de lipoproteínas (CT, LDL-C, HDL-C e TGs) como 
teste inicial para avaliação dos níveis sanguíneos de colesterol. O teste 
deve ser realizado em todos os adultos com idade > 20 anos e deve ser 
repetido ao menos a cada 5 anos. Caso o teste seja realizado sem que 
o indivíduo esteja em jejum, então somente podem ser utilizados os 
valores de CT e HDL-C. Em tais circunstâncias, será necessário estabe- 
lecer um perfil de acompanhamento se CT = 200 mg/dL ou HDL < 40 
mg/dL. O ATP III fornece as diretrizes que determinam os valores acei- 
táveis dos testes, utilizando o LDL-C como alvo principal da terapia de 
redução dos níveis de colesterol (Tab. 17.9). Observe que os fatores de 
risco mais importantes (Tab. 17.10) podem modificar as metas defini- 
das para os níveis de LDL-C (Tab. 17.11). A mudança terapêutica do 
estilo de vida (MTEV) do paciente e a terapia farmacológica são duas 
abordagens utilizadas para alcançar as metas estabelecidas para o LDL- 
C. A MTEV envolve modificação da dieta e aumento da atividade fisi- 
ca, combinados a um acompanhamento regular. Independentemente 
da categoria de risco à qual pertence o paciente, ou mesmo da meta 
estabelecida para LDL, a MTEV representa a primeira linha de terapia, 
embora possa ser inicialmente combinada à terapia com fármacos no 
tratamento de pacientes de alto risco. É preciso notar que os pacien- 
tes que pertencem à categoria de risco moderado são subclassificados 


Tabela 17.8 Diretrizes do NCEP para erros de quantificação aceitáveis 


Analito Erro total (%) Distorção (%) CV (%) 
Colesterol < 9% <3% <3% 
TGs <15% <5% < 5% 
HDL-C <13% <5% < 4%! 
LDL-C <12% <4% < 4% 


* Coeficiente de variação definido como (desvio padrão/média) x 100. 


| Critério de precisão aplicado a níveis de HDL-C > 42 mg/dL (1,09 mmol/L). A 
concentrações inferiores, o CV não é empregado; em vez disso, considera-se que o desvio 
padrão não deve exceder 1,7 mg/dL (0,044 mmol/L). 


(para fins de terapia farmacológica) com base no Escore de Risco de 
Framingham, que estima o risco de haver eventos cardíacos em um 
período de 10 anos, considerando os fatores listados na Tabela 17.10, 
além do CT e do HDL-C (Wilson, 1998). A terapia farmacológica para 
hiperlipidemia usualmente consiste na administração de quatro tipos 
de medicamentos: estatinas, derivados do ácido fíbrico, resinas de áci- 
dos biliares e ácido nicotínico. A Tabela 17.12 resume brevemente algu- 
mas características relevantes desses fármacos. 

Síndrome metabólica. Essa síndrome fisiológica é caracterizada por 
uma constelação de fatores de risco conhecidos e emergentes para DCC. 
Várias organizações, incluindo a OMS e o NCEP, propuseram diferentes 
definições para essa síndrome. No entanto, os fatores de risco geralmen- 
te são obesidade abdominal, dislipidemia aterogênica (concentração 
elevada de TGs e partículas pequenas de LDL, e níveis reduzidos de 
HDL-C), pressão sanguínea elevada, resistência à insulina (com ou sem 
intolerância à glicose) e estados pró-trombóticos e pró-inflamatórios. 
Inicialmente descrita como “síndrome X” no fim da década de 1980, 
essa condição pode estar presente em 20 a 25% dos adultos americanos. 
Nos pacientes com síndrome metabólica, o LDL-C constitui o principal 
alvo da terapia. Entretanto, esses pacientes comumente são candidatos 
a terapias mais intensivas de redução do colesterol do que sugerem as 
estimativas de LDL-C isoladamente. Outros objetivos terapêuticos são o 
tratamento das causas subjacentes (i. e., obesidade e inatividade física) e 
dos fatores de risco lipídicos e não lipídicos associados (Garber, 2004). 
Hipertrigliceridemia. Sustentado pelos dados recentemente obtidos a 
partir de metanálises, o ATP III identifica a elevação dos níveis de TGs 
como fator de risco independente para DCC. Os fatores associados a 


Tabela 17.9 Classificação ATP III para valores de LDL, CT, HDL-C e TGs* 


LDL-C 

< 100 Otimo 
100-129 Quase Otimo/acima do ótimo 
130-159 Alto limitrofe 
160-189 Alto 

> 190 Muito alto 

CT 

< 200 Desejavel 
200-239 Alto limitrofe 

> 240 Alto 

HDL-C 
<40 Baixo 
> 60 Alto 

TGs 

< 150 Normal 
150-199 Alto limitrofe 
200-499 Alto 

> 500 Muito alto 

* NCEP, 2002. 


Tabela 17.10 Principais fatores de risco modificadores das metas de LDL* 


Tabagismo 

Hipertensão (PS > 140/190 ou uso de medicação anti-hipertensiva) 

Baixos níveis de HDL-C (< 40 mg/dl) 

História familiar de DCC prematura (DCC em parente de primeiro grau, do sexo 
masculino, com idade < 55 anos; DCC em parente de primeiro grau, do sexo 
feminino, com idade < 65 anos) 

Idade (homens > 45 anos; mulheres > 55 anos) 

Diabetes melito 

DCC pré-existente 


* NCEP, 2002. 


niveis elevados de TGs sao obesidade, falta de atividade fisica, tabagismo, 
consumo excessivo de bebidas alcodlicas, dietas ricas em carboidratos (> 
60% da ingestão energética), várias doenças (p. ex., diabetes do tipo 2, 
insuficiência renal crônica, síndrome nefrítica), certos fármacos (p. ex., 
corticosteroides, estrógenos, retinoides, doses mais altas de agentes blo- 
queadores B-adrenérgicos) e distúrbios genéticos (hiperlipidemia com- 
binada familiar, hipertrigliceridemia familiar e disbetalipoproteinemia 
familiar). Em indivíduos com elevação dos níveis de TGs, o alvo primário 
da terapia é alcançar as metas estabelecidas para LDL-C. No estado de 
jejum, a maior parte dos TGs circulantes encontra-se nas lipoproteínas 
residuais de VLDL, de modo que o não HDL-C ([CT] — [HDL-C]) pode 
ser utilizado como alvo terapêutico secundário. O não HDL-C inclui 
todas as lipoproteínas que contêm apoB, porém, no estado de jejum, 
proporciona a avaliação combinada de LDL-C e VLDL-C. Os planos de 
tratamento para hipertrigliceridemia enfatizam a redução de peso e o 
aumento da atividade física com elevações limítrofes, mas incluem medi- 
cações redutoras de LDL e fármacos que diminuem os níveis de TGs (áci- 
dos nicotínico e fibrico) diante de níveis ainda mais altos. Nos raros casos 
de pacientes que apresentam níveis de TGs muito elevados (> 500 mg/ 
dL), o alvo terapêutico inicial é a prevenção de pancreatite aguda. 
Fatores de risco emergentes. O ATP III reconhece como fatores de risco 
positivos adicionais para a DCC: elevações da concentração de Lp(a), 
lipoproteínas residuais, partículas pequenas de LDL, fibrinogênio, hemo- 
cisteína, proteína C reativa altamente sensível (hs-CRP, high-sensitivity 
C-reactive protein), comprometimento dos níveis plasmáticos de glicose 
em estado de jejum (110-125 mg/dL) e aterosclerose subclínica pré-exis- 
tente (evidenciada por isquemia miocárdica durante o teste de exerci- 
cios, espessamento íntimo-medial da carótida e/ou deposição de cálcio 
na artéria coronária). As conexões existentes entre alguns desses fatores 
e a DCC são evidentes e serão posteriormente discutidas; entretanto, os 
demais fatores requerem maior consideração. Por exemplo, a elevação 
dos níveis de homocisteína tem sido associada tanto à medicação quanto 
às condições relativas à genética, à doença e ao estilo de vida do pacien- 
te, podendo contribuir ao menos parcialmente para a DCC por meio 
dos efeitos tóxicos que exerce sobre o endotélio. As conexões existentes 
entre hs-CRP (um marcador de inflamação crônica), fibrinogênio (um 
marcador de estados pró-trombóticos) e DCC, a essa altura, continu- 
am sendo principalmente estatísticas. Os mecanismos envolvidos ainda 
precisam ser claramente definidos. A elevação dos níveis de apoB (pre- 
sente nos QMs, VLDL, IDL e LDL), a diminuição da concentração de 
apoA-I (presente principalmente na HDL) e os aumentos na proporção 
apoB/apoA-I também foram associados ao risco aumentado de DCC 
(Walldius, 2004). Tais fatores, conquanto não sejam amplamente con- 
siderados para fins de triagem, podem ser úteis na definição do status 
de risco e no refinamento do tratamento para pacientes que apresentam 
grande chance de desenvolver a doença. 

Crianças. As evidências disponíveis indicam que as lesões ateroscle- 
róticas podem ser originadas durante a infância e que as crianças que 
apresentam níveis altos de colesterol são mais propensas a se tornarem 


Tabela 17.11 Metas de LDL-C baseadas no risco” 


Categoria do risco Meta de Início da Considerar 
LDL MTEV terapia 
(mg/dL) farmacológica 

DCC e risco de DCC equivalentes < 100 > 100 > 100 
Opcional: < 70 70-100 

Fatores' de risco produtores de <130 > 130 2130 

risco moderadamente alto (2+) Opcional: <100 100-129 

e risco de Framingham de 

10 anos igual a 10-20% 

Fatores de risco produtores de <130 > 130 > 160 

risco moderado (2+) e risco de 

Framingham de 10 anos < 10% 

0-1 fator de risco’ < 160 > 160 > 190 


* NCEP, 2002; Grundy, 2004. 


“Os fatores modificadores de risco estão listados na Tabela 17.10. 
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“Lipídeos e dislipidemia 


Tabela 17.12 Fármacos utilizados na hiperlipidemia 


Classe far- 
macológica 


Efeitos primários 


Estatinas Diminuição dos níveis 


de LDL-C (20-60%) 


Derivados do Diminuição dos níveis 
ácido fibrico de TGs (20-50%) 


Resinasde Diminuição dos níveis 
ácidos biliares de LDL-C (10-20%) 


Niacina Diminuição dos níveis 
(ácido de TGs (20-50%) 
nicotinico) 


Efeitos secundarios 


Pequenas reduções da 
concentração elevada de TGs 
Aumento moderado do 
conteúdo de HDL-C 


Pequenas elevações do 
conteúdo de HDL (10-15%) 


Aumenta os niveis de 
HDL-C (15-35%) 

Reduz o conteúdo de LDL-C 
(redução de 10-20%) 


Mecanismo 


Inibição da HmG-CoA 
redutase 


Indefinida. Pode diminuir o 


catabolismo da HDL, aumentar 


a atividade de LPL e inibir a 
síntese hepática de VLDL 


Ligação aos ácidos biliares no 
intestino, levando à excreção 


Pode inibir a mobilização de 
ácidos graxos nos adipócitos 
via receptor acoplado à 
proteína G, HM74A, levando 
à diminuição da produção de 
VLDL pelo fígado 


Efeitos colaterais 


Raramente, causa distúrbios 
Gl, problemas hepáticos, 
rabdomiolise 


Distúrbios Gl, aumento da 
probabilidade de formação 
de cálculos biliares; pode 
intensificar os efeitos da 
warfarina, bem como a 
tendência das estatinas de 
causar rabdomiolise 
Distúrbios Gl brandos 


Distúrbios Gl, eritema, 
calafrios, prurido, problemas 
hepáticos, gota, elevação da 
concentração de açúcar 

no sangue 


Exemplos 


Lovastatina 
Simvastatina 
Pravastatina 
Fluvastatina 
Atorvastatina 
Gemfibrozil 
Fenofibrato 


Colestiramina 
Colestipol 
Colesevelam 
Niacina 


adultos com elevada concentração sanguínea de colesterol. Em uma 
tentativa de intervir precocemente no curso dessa doença, na criança 
com predisposição aterosclerótica, diretrizes para avaliação do risco de 
DCC em crianças e adolescentes foram promulgadas por organizações 
como o NCEP (NCEP Expert Panel on Children and Adolescents) 
(NCEP, 1992) e a American Heart Association (Kavey, 2003). As reco- 
mendações vigentes apoiam a triagem seletiva de crianças (a partir 
dos 2 anos de idade) e adolescentes com histórico familiar de doença 
cardiovascular precoce, ou nos casos em que ao menos um dos pais 
apresente níveis elevados de colesterol no sangue. A Tabela 17.13 clas- 
sifica essas crianças de acordo com a concentração total de LDL-C. 
Essas recomendações não apoiam a triagem laboratorial universal 
para crianças e adolescentes. 

A intervenção focada na redução do risco é recomendada para os 
casos em que a média dos resultados de três perfis lipídicos obti- 
dos em jejum encontra-se acima dos cutoffs estabelecidos para CT 
e LDL, anteriormente descritos, ou diante de níveis elevados de TGs 
(> 150 mg/dL) ou, ainda, diante da redução dos níveis de HDL-C 
(< 35 mg/dL). Nos adultos, a intervenção é direcionada à busca das 
causas médicas das anomalias lipídicas, MTEV e intervenção farma- 
cológica, quando necessário. 


Lipídeos, lipoproteínas e doença 


Os níveis de lipoproteínas e lipídeos são utilizados para prever a DCC 
e constituem a base das diretrizes do NCEP anteriormente discutidas. 
Todavia, durante muitos anos, a classificação de Fredrickson (aludida 
na Tabela 17.3 e na seção “Visão geral” deste capítulo) foi empregada 
para caracterizar os distúrbios lipídicos (Hansen,1998). A classifica- 
ção de Fredrickson utilizava eletroforese e teste de plasma em repouso 
para QMs a fim de correlacionar síndromes de doenças clínicas com 
fenótipos laboratoriais (Fredrickson, 1967). Observe que cada fenóti- 
po não representava uma doença específica, mas um grupo de distúr- 
bios que afetavam as mesmas lipoproteínas e, portanto, expressavam 
o mesmo padrão de lipídeos. Sendo assim, o tratamento usualmente 
era o mesmo para todos os distúrbios que compartilhavam o mesmo 
fenótipo. Uma das limitações desse sistema reside em não considerar 
níveis baixos de LDL como fator de risco para DCC. Recentemente, 
a classificação de Fredrickson mostrou-se menos importante, diante 
das modernas técnicas analíticas e da evolução do conhecimento acer- 
ca da genética desses distúrbios. Apesar disso, continua sendo adota- 
da na nomenclatura de algumas síndromes patognomônicas (p. ex., 


Tabela 17.13 Classificação de CT e LDL-C em crianças: triagem 
direcionada em jejum para crianças com mais de 2 anos de idade e 
história familiar de dislipidemia ou DCC prematura 


Categoria CT (mg/dL) LDL-C (mg/dL) 
Aceitavel <170 <110 

Limitrofe 171-199 111-129 

Alto > 200 2130 


Segundo Karvey, 2003. 


hiperlipidemias dos tipos 1 e 3). A Tabela 17.14 apresenta alguns deta- 
lhes pertinentes à classificação de Fredrickson. 

À medida que o conhecimento acerca do metabolismo e da gené- 
tica dos lipídeos e lipoproteínas evoluiu, sistemas ainda mais com- 
plexos para descrição dos distúrbios lipídicos clínicos foram criados. 
Atualmente, falta um esquema ideal para classificação de tais distúrbios. 
Eles podem surgir tanto em decorrência do estilo de vida do pacien- 
te, quanto ter causas secundárias, ou ainda resultarem de mutações nos 
genes que codificam apolipoproteínas, receptores de apolipoproteínas 
ou enzimas envolvidas no metabolismo das lipoproteínas. Alguns genes 
(p. ex., apoA-I, apoC-III e apoA-IV) localizam-se em regiões cromossô- 
micas muito próximas e compartilham elementos de resposta similares, 
de modo que uma única mutação é capaz de alterar múltiplos aspec- 
tos do metabolismo das lipoproteínas. Os distúrbios do metabolismo 
lipoproteico abordados a seguir são classificados com base nos achados 
laboratoriais. Os fatores relativos ao estilo de vida que afetam os per- 
fis lipídicos e as causas secundárias de hiperlipidemia são listados na 
Tabela 17.15, junto aos dados laboratoriais com os quais se associam 
mais comumente. Assim como nas dislipidemias genéticas, tais fatores 
podem produzir sobreposição e perfis de lipoproteínas variáveis. Nas 
Figuras 17.4 e 17.5, alguns dos distúrbios descritos adiante foram incor- 
porados a esquemas de transporte anterior e reverso do colesterol, de 
modo que facilite a pronta compreensão de sua etiologia e patogênese. 


Níveis elevados de colesterol e LDL-C 


Estes distúrbios compartilham um aspecto: a hiperbetalipoproteinemia 
(Fredrickson do tipo 2A). Esta é caracterizada pela elevação dos níveis de 
LDL-C e manutenção da concentração normal de TGs. Associa-se a um 


Tabela 17.14 Detalhes pertinentes sobre a classificação de Fredrickson 


Tipo Teste do refrigerador Eletroforese em gel 

1 Positivo; plasma transparente Normal 

2a Negativo; plasma transparente Banda B aumentada 

2b Negativo; plasma turvo Bandas B e pré-§ aumentadas 

3 Plasma ocasionalmente turvo Banda pré-B aumentada 

(denominada “banda-B ampla”) 

Negativo; plasma turvo Banda 0-2 aumentada 

5 Positivo; plasma turvo Banda 0-2 aumentada 


Apresentação clínica 


Xantoma eruptivo; pancreatite aguda e recorrente na primeira infância; melhora 
do perfil lipídico com dieta de baixo teor de gordura 

Xantelasma, xantoma tendinoso; DCC prematura; herança autossômica 
dominante familiar; comumente conhecida como hipercolesterolemia familiar 
Pode haver xantelasma isolado; DCC prematura; padrão autossômico dominante; 
os membros afetados da família devem apresentar padrões variados (p. ex., 
hipertrigliceridemia isolada, hipercolesterolemia isolada ou hiperlipidemia 
combinada) para atender aos critérios diagnósticos da hiperlipidemia combinada 
familiar 

Xantomas eruptivo e palmar; DCC prematura; padrão autossômico recessivo; 
uma causa secundária de dislipidemia, como hipotireoidismo, pode desmascarar 
o tipo 3, e o tratamento da condição secundária é capaz de trazer os níveis 
lipídicos de volta ao normal 

Pode estar ou não associada à DCC prematura 


Xantoma eruptivo; pode estar associada à pancreatite; pode estar associada 
a DCC 


Tabela 17.15 Fatores relacionados ao estilo de vida e causas secundarias de dislipidemia 


Padrao de lipoproteinas Causas secundarias 


Colesterol alto e LDL-C alto 
na presença ou ausência 
de HDL-C baixo 
TGs elevados com CT e LDL-C 
normais, na ausência ou presença 
de HDL-C baixo 

Resistência à insulina/diabetes 


Insuficiência renal crônica e sindrome nefrótica 


Colesterol e TGs elevados com ou sem 


HDL-C baixo esteroides ou ciclosporina 


Hipotireoidismo e síndrome nefrótica 
Medicamentos, como diuréticos tiazida e esteroides 
Doença hepática obstrutiva crônica 

Medicamentos, como diuréticos tiazida, estrógenos, 
corticosteroides, retinoides, ciclosporina e 
B-bloqueadores (sem simpatomiméticos intrínsecos) 


Medicamentos, notavelmente doses elevadas de 


Fatores relativos ao estilo de vida 


Obesidade 

Dieta com excesso de colesterol e/ou gordura saturada 
A apoE-4 pode aumentar a suscetibilidade 

Obesidade 

Inatividade física 

Tabagismo 

Consumo excessivo de alcool 

Dietas ricas em carboidratos 


Obesidade 


Hipotireoidismo severo, resistência à insulina/diabetes 


e sindrome nefrótica 
HDL-C baixo isolado 


progestógenos 
HDL-C alto isolado 


elevado risco cardíaco que, afinal, não surpreende, dada a elevação dos 
níveis de LDL — uma partícula altamente aterogênica. Trata-se de uma 
apresentação laboratorial observada com frequência. 
Hipercolesterolemia poligênica (não familiar). Este é o termo geral 
utilizado para descrever os indivíduos cuja hipercolesterolemia pro- 
vavelmente tem causa multifatorial (Soutar, 1998). Embora acre- 
dite-se que alguns dos fatores causadores sejam genéticos, é preciso 
excluir a possibilidade de que uma hipercolesterolemia secundária e 
familiar (autossômica dominante) sejam as causas subjacentes, antes 
de afirmar que a hipercolesterolemia apresentada pelo paciente é 
“poligênica”. Cerca de 85% dos casos de hipercolesterolemia detecta- 
dos na população podem pertencer a essa categoria. Alguns médicos 
preferem empregar esse termo para descrever os pacientes que apre- 
sentam aumentos dos níveis de colesterol associados à idade, sem res- 
posta à mudança no estilo de vida. 

Hipercolesterolemia familiar (HF). Trata-se de um distúrbio autos- 
sômico dominante causado por uma entre as várias mutações que 
afetam o gene do receptor da LDL, localizado no cromossomo 19. Os 
receptores defeituosos resultantes são incapazes de se ligar ou remo- 
ver a LDL da circulação (Hobbs, 1992). Várias centenas de mutações 
foram identificadas no gene que codifica o receptor da LDL, as quais 
afetam a maioria dos aspectos relacionados à síntese do receptor, 
transporte e função (Fig. 17.6). Essa heterogeneidade genética con- 
duz a uma grande variedade de apresentações e repostas à terapia. À 
HF heterozigota ocorre em 1 a cada 500 indivíduos e está associada 


Medicamentos, como isotretinoina, probucol e 
esteroides anabólicos, B-bloqueadores e certos 


Medicamentos, como fenitoína, fenobarbital, 
rifampicina, griseofulvina e estrógenos 


Inatividade física 

Peso corporal aumentado 

Dietas ricas em carboidratos e com baixo teor de gordura 
Consumo de álcool 


a doença aterosclerótica prematura. Homens heterozigotos afetados, 
usualmente manifestam a doença na quarta década de vida, enquanto 
nas mulheres isso ocorre 10 a 15 anos mais tarde. Os níveis de LDL-C, 
quando não tratados, tipicamente atingem valores > 220 mg/dL. A HF 
homozigota manifesta-se durante a infância, com níveis de LDL > 400 
mg/dL. A deposição vascular de lipídeos resulta em DCC precoce e 
sintomática. Além disso, a formação de grandes depósitos valvulares e 
supravalvulares de colesterol pode causar estenose aórtica sintomática. 
Outros estigmas produzidos pela doença são arco senil, xantomas ten- 
dinosos e xantelasma. Na forma homozigota, essas marcas geralmente 
se desenvolvem precocemente, ainda na primeira infância. Na forma 
heterozigota, os estigmas aparecem na idade adulta. As estatinas, 
que inibem a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HmG-CoA) redutase, 
podem ser efetivas no tratamento. Contudo, por serem fármacos que 
atuam indiretamente induzindo o aumento da atividade do receptor 
da LDL, mesmo doses máximas nem sempre são capazes de norma- 
lizar os níveis de LDL-C em todos os pacientes heterozigotos. Em 
pacientes homozigotos, dois genes codificados do receptor da LDL são 
afetados e tornam as estatinas ineficazes, a menos que sejam combina- 
das à aférese (Ose, 1999). 

Defeito da apoB familiar. Este é um distúrbio autossômico dominante 
que envolve o gene apoB, localizado no cromossomo 2. Há comprometi- 
mento do reconhecimento da apoB-100 pelo receptor da LDL (Hansen, 
1998). A frequência estimada na população é de 1 a cada 750 indivídu- 
os. Pacientes com defeito da apoB familiar apresentam estigmas físicos 
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Figura 17.4 Distúrbios associados ao transporte de 
lipídeos. LPL = lipoproteina lipase. 
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Figura 17.5 Distúrbios associados ao transporte reverso de lipídeos. ABCA1 = proteína cassete ligadora de ATP A1; EC = éster de colesterol; CETP = proteína de transferência 


de éster de colesterol; EL = lipase endotelial; HL = lipase hepática; LCAT = lecitina-colesterol aciltransferase; FL = fosfolipídeos; PLTP = proteína de transferência de 
fosfolipideos; TG = triglicerídeos. 
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Figura 17.6 Classificação das mutações que afetam o receptor da LDL com base 
na função anormal da proteína mutante. Essas mutações interrompem a síntese do 
receptor no retículo endoplasmático, o transporte no Complexo de Golgi, a ligação 
das apoproteínas ligantes, o agrupamento nas depressões revestidas (coated pits) e 
a reciclagem nos endossomos. Cada classe apresenta heterogeneidade no nível do 
DNA. (Modificado com permissão de Hobbs, HH et al.: The LDL receptor locus in 


familial hypercholesterolemia: mutational analysis of a membrane protein. Annu Rev 
Genet 1990; 24:133-170. Copyright 1990, Annual Reviews.) 





semelhantes aos observados na HF: xantomas tendinosos, xantelasma 
e DCC precoce. Caso nao sejam tratados, os elevados niveis de LDL-C 
podem ultrapassar os valores detectados na HE, embora tendam a ser 
discretamente mais baixos. Os fármacos a base de estatinas são eficazes. 
Sitosterolemia. É um distúrbio autossômico recessivo extremamen- 
te raro, em que os fitosteróis (esteróis vegetais) são absorvidos e se 
acumulam no plasma e nos tecidos periféricos. Aparentemente, essa 
doença é causada por mutações que envolvem os genes ABCG8 e 
ABCG5, ambos localizados no cromossomo 2p21. Essas mutações 
interrompem o mecanismo pelo qual os esteroides vegetais (fitoste- 
róis) passivamente absorvidos são bombeados de volta para o intes- 
tino e secretados pelo fígado na bile. Crianças afetadas apresentam 
xantomas tendinosos e níveis de LDL que vão de normais a elevados. 
Há DCC precoce. Os níveis de colesterol podem permanecer normais 
ou aumentar. Muitos dos ensaios comumente empregados são incapa- 
zes de diferenciar o colesterol dos esteróis vegetais, e a quantificação 
da concentração plasmática de fitoesterois é necessária para confirma- 
ção do diagnóstico. O tratamento consiste na restrição à ingestão de 
alimentos que contêm fitoesteróis (Patel, 1998). 


Níveis elevados de TGs e concentração 
de colesterol normal 


Estes distúrbios relacionam-se a elevações da concentração de partí- 
culas ricas em TGs — QMs ou VLDLs (Fredrickson dos tipos 1 e 4). Essa 
apresentação laboratorial comumente observada costuma ser devida à 
hiperpré-betalipoproteinemia (VLDL) e pode ter causas secundárias, 
como consumo de álcool em excesso ou dieta rica em carboidratos. Os 
níveis de LDL e LDL-C em geral se mantêm normais. 

Dislipidemia diabética. Este distúrbio é um tipo de dislipidemia ate- 
rogênica (níveis elevados de TGs e baixas concentrações de HDL e 
partículas pequenas e densas de LDL) que acomete indivíduos com 
diabetes do tipo 2. Até o momento, as evidências sustentam que 
os níveis de LDL-C devem ser o alvo principal do tratamento dos 


indivíduos afetados. Embora os níveis de colesterol se mantenham 
dentro da faixa de “normalidade”, o tratamento com frequência é 
direcionado à concentração de LDL-C, porque o diabetes é conside- 
rado um risco equivalente de DCC e, assim, está associado a metas 
de valores de colesterol que estão abaixo da concentração “normal” 
(Tab. 17.11). 

Hipertrigliceridemia familiar. Ocorre concomitantemente a outras 
anormalidades que envolvem as lipoproteínas, como parte de inúme- 
ras síndromes de hiperlipidemia familiar. A hipertrigliceridemia isola- 
da (hiperlipidemia do tipo 4) é um distúrbio autossômico dominante 
relativamente comum, cuja incidência varia de 1:300 a 1:50 na popu- 
lação dos EUA, dependendo dos critérios adotados para o diagnóstico. 
A doença costuma se manifestar na idade adulta, com níveis de TGs na 
faixa de 200 a 500 mg/dL. A patofisiologia ainda precisa ser esclareci- 
da, porém, sabe-se que a produção de TGs de VLDL aumenta enquan- 
to a de apoB permanece normal, resultando na formação de partículas 
“macias de VLDL ricas em TGs. Alguns indivíduos, em uma mesma 
família, apresentam DCC precoce, entretanto, ainda resta esclarecer 
sea DCC resulta da hipertrigliceridemia ou de fatores exacerbadores 
frequentemente coexistentes, como obesidade e resistência à insulina 
(Brunzell, 1983). 

Deficiência de lipoproteina lipase (hiperlipoproteinemia do tipo 1 
ou hiperquilomicronemia). É um raro distúrbio autossômico reces- 
sivo que se manifesta durante a infância na forma de dor abdominal 
e pancreatite. A presença de uma LPL defeituosa ou a ausência da 
enzima resulta na incapacidade de eliminar os QMs e, consequen- 
temente, no aparecimento da clássica síndrome de quilomicrone- 
mia do “tipo 1” (Tabs. 17.3 e 17.14). Os níveis de TGs na condição 
de jejum podem ser > 100 mg/dL, podendo se tornar > 10.000 mg/ 
dL no período pós-prandial. Pacientes com deficiência de LPL não 
desenvolvem DCC precoce, indicando que os QMs, por si só, não 
são aterogênicos. Um tratamento efetivo consiste em uma dieta com 
baixo teor de gorduras para redução da produção de QMs. Deve ser 
realizada a suplementação com vitaminas lipossolúveis, e a terapia 
farmacológica pode ser considerada para diminuição da produção 
de VLDL endógeno (Brunzell, 1995). Em indivíduos heterozigotos, 
metade da atividade de LPL permanece normal, e a incidência dessa 
condição na população geral é de 1 a cada 500 indivíduos. Especula- 
se que tais indivíduos, com um gene LPL defeituoso, constituem 
um subgrupo de famílias que apresenta hiperlipidemia combinada 
familiar (Babirak, 1989). 

Deficiência de apoC-II. A apoC-II é um cofator de ativação da LPL. 
Por isso, sua ausência provoca uma deficiência funcional de LPL, que se 
manifesta de modo semelhante à deficiência da enzima em sua forma 
autossômica recessiva rara de hiperquilomicronemia familiar. O distúr- 
bio surge em crianças e adultos jovens como ataques recorrentes de dor 
abdominal e pancreatite. Vários defeitos que envolvem o gene apoC-II 
foram descritos (Fojo, 1992). Em casos de hipertrigliceridemia severa, 
os pacientes podem ser tratados com transfusões de plasma para forne- 
cimento de apoC-II, que irá, então, ativar a LPL endógena. 

Excesso de apoC-III. A apoC-III, quando em excesso, interfere na ati- 
vidade da LPL e se liga à porção carboxiterminal da apoB, impedindo 
a ligação das lipoproteínas ao receptor da LDL. Esse excesso, especial- 
mente no caso das lipoproteínas que contêm apoB — LDL e VLDL — 
pode atuar como fator de risco independente para DCC. Pode haver 
elevação dos níveis de apoC-III em indivíduos diabéticos, enquanto 
aqueles com diabetes e hipertrigliceridemia podem apresentar defei- 
tos no gene apoC-III (Fredenrich, 1998). Contudo, o significado fisio- 
lógico exato de tais mutações ainda precisa ser elucidado. 


Níveis elevados de colesterol e TGs 


Estes distúrbios estão associados a elevações dos níveis de LDL e TGs 
(Fredrickson dos tipos 2B e 3). A hiperlipidemia combinada familiar 
(2B) é a hiperhipoproteinemia primária mais comum e manifesta-se por 
meio de vários fenótipos de lipoproteínas junto a uma mesma família. 
Relativamente rara, a disbetalipoproteinemia (tipo 3) é caracterizada 
pela presença de uma LDL anormal (IDL) que aparece como uma ampla 
banda §-eletroforética, distinguindo-se da hiperlipidemia combinada 
familiar. Esses distúrbios estão associados ao aumento do risco cardíaco 
devido à elevação dos níveis de LDL. 
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relativamente comum, no qual os indivíduos afetados podem apresentar 
hipercolesterolemia simples, hipertrigliceridemia simples ou um defeito 
misto. Em razão da heterogeneidade fenotípica e da falta de um marcador 
bioquímico definitivo da doença, verifica-se uma considerável sobrepo- 
sição e confusão em relação a outras formas de hiperlipidemia. Sua fre- 
quência estimada na população é de 1 a cada 100 indivíduos. As famílias 
afetadas devem apresentar mais de um padrão de distúrbio lipídico para 
atender aos critérios diagnósticos da hiperlipidemia combinada familiar. 
A base genética dessa doença é desconhecida (deGraaf, 1998), mas parece 
ser multifatorial, embora inicialmente se pensasse que sua herança era 
autossômica codominante. O gene (ou genes) responsável pelo defeito 
ainda não foi totalmente identificado. 

Disbetalipoproteinemia (tipo 3). A apoE é encontrada em QMs, 
VLDL, IDL e em resíduos de QMs. Por meio de sua ligação ao receptor 
da LDL (e provavelmente a outros receptores), a apoE ajuda a elimi- 
nar essas lipoproteínas da circulação. Essa apolipoproteína possui três 
isoformas eletroforeticamente comuns, sendo cada uma delas atribu- 
ida a várias mutações genéticas distintas. A isoforma mais comum é 
a E-3, seguida da E-4 e da E-2. A apoE-2 parece ter baixa afinidade 
pelo receptor da LDL e, por isso, as partículas lipoproteicas se acu- 
mulam no sangue de indivíduos homozigotos para E-2. Todavia, 
enquanto tais indivíduos são relativamente comuns na população (1 
em 100 indivíduos), a expressão do fenótipo do tipo 3 ocorre apenas 
em 1 a cada 10.000 indivíduos. Sendo assim, a manifestação do fenó- 
tipo da hiperlipidemia do tipo 3 aparentemente requer a expressão de 
um segundo fator além do genótipo homozigoto para E-2 (Mahley, 
1995). Os fatores secundários implicados na manifestação da doença 
incluem obesidade, diabetes melito, hipotireoidismo e medicamentos, 
como os inibidores de protease. 

A hiperlipidemia do tipo 3 afeta sobretudo adultos, sendo mais 
comum entre os homens do que entre as mulheres. Indivíduos sinto- 
máticos tipicamente apresentam, grosso modo, o mesmo grau de eleva- 
ção dos níveis de colesterol e TGs, e mais estudos se fazem necessários 
para distinguir esse distúrbio da hiperlipidemia combinada familiar. 
O tipo 3 possui uma característica patognomônica: uma ampla banda 
anormal entre a VLDL e a LDL, conhecida como “lipoproteína B de 
migração anormal”? ou B-VLDL. O conteúdo de colesterol da VLDL 
também está aumentado, e a determinação da proporção VLDL-C/TGs 
é útil para triagens. Normalmente, a proporção VLDL-C/TGs vale 0,2. 
Pacientes com distúrbio do tipo 3 costumam apresentar uma propor- 
ção > 0,3. A variação dos níveis lipídicos observada de um dia para o 
outro se torna mais pronunciada do que o normal. Os estigmas clí- 
nicos são xantoma palmar e xantoma túbero-eruptivo nos cotovelos, 
nos joelhos e nas nádegas. À aterosclerose prematura é bastante pre- 
valente e, ao contrário da hipercolesterolemia familiar, envolve com 
mais frequência as artérias abdominal e femoral. A aterosclerose parece 
ser reversível com o tratamento do distúrbio lipídico (Kuo, 1988). Os 
pacientes são responsivos a dietas com baixo teor de gordura, à perda 
de peso e à maioria dos fármacos redutores dos níveis lipídicos. 
Deficiência de lipase hepática. Geralmente, como resultado de 
mutações que envolvem o gene HL, essa deficiência é um raro distúr- 
bio familiar associado à hiperlipidemia combinada, que se caracteri- 
za por níveis elevados de CT (250-1.500 mg/dL) e de TGs (400-8.000 
mg/dL). Os níveis de HDL-C permanecem normais ou aumentam. 
Os estigmas físicos incluem xantomas palmar e túbero-eruptivo, e o 
risco de aterosclerose está aumentado. Contrastando com a hiperli- 
pidemia do tipo 3, embora a VLDL- esteja aumentada, a proporção 
CT/TGs continua inalterada. O conteúdo de TGs de todas as lipo- 
proteínas aumenta cerca de 3 a 5 vezes em relação ao normal. Foram 
descritas famílias que apresentam mutações heterozigotas compostas 
(Connelly, 1998). 


Baixa concentração isolada de colesterol total 


Esses distúrbios pouco comuns estão associados a um defeito na síntese 
ou no metabolismo de apoB, que faz com que os níveis das apoB-lipopro- 
teinas (QMs, VLDL e LDL) se tornem reduzidos ou nulos. Os níveis de 
TGs e colesterol são baixos. Frequentemente, deficiências de vitaminas 
lipossolúveis são observadas. É necessário implantar uma terapia com 
dieta de baixo teor de gordura. 


Abetalipoproteinemia. É um distúrbio autossômico recessivo raro, em 
que a apoB é degradada logo após a transcrição, resultando em níveis 
indetectáveis de apoB circulante. A degradação precoce da apoB não é 
causada por defeitos que envolvem o gene apoB nem seu produto, e sim 
por defeitos na proteína transportadora microssomal hepática, que é 
essencial à secreção da apoB (Rader, 1993). Nem a apoB-48 nem a apoB- 
100 estão presentes no plasma. Durante a infância ou a adolescência, os 
pacientes apresentam má absorção de gorduras, hipolipidemia, retinite 
pigmentosa, ataxia cerebelar e acantocitose. Os testes laboratoriais usu- 
almente indicam a diminuição dos níveis de apoB, bem como de TGs 
e CT (concentrações típicas < 50 mg/dL). Os pacientes desenvolvem 
deficiências de vitaminas lipossolúveis, em decorrência da má absorção 
das vitaminas A, K e E. Tipicamente não há deficiência de vitamina D, 
uma vez que a absorção dessa vitamina não requer QMs. Uma vez que 
as vitaminas A e K possuem sistemas de transporte independentes das 
lipoproteínas, sua deficiência clínica não é tão severa quanto a deficiên- 
cia de vitamina E. Esta não só depende dos QMs para ser absorvida, mas 
requer VLDL e LDL para ser distribuída aos tecidos. Crianças com esse 
tipo de distúrbio são responsivas a dietas com baixo teor de gordura 
que sejam ricas em ácidos graxos de cadeia média e suplementadas com 
doses elevadas de vitaminas lipossolúveis, principalmente vitamina E. A 
reposição dos estoques de vitamina E melhora os sintomas neuropáti- 
cos periféricos e retinais. Indivíduos heterozigotos são assintomáticos e 
não apresentam evidências de níveis plasmáticos lipídicos anormais. 
Hipobetalipoproteinemia. É um distúrbio autossômico dominante 
que, em algumas famílias, pode ser explicado pela ocorrência de muta- 
ções nonsense ou missense no gene apoB, com consequente redução 
dos níveis de LDL-C a valores muito baixos (Wu, 1999). Sua forma 
familiar está associada à diminuição do risco de doença cardiovascu- 
lar. Indivíduos homozigotos apresentam níveis de CT < 50 mg/dL e, 
durante os primeiros anos de vida, má absorção de gorduras, além de 
baixos níveis plasmáticos de colesterol na juventude. Tais indivíduos 
desenvolvem doença degenerativa neurológica progressiva, retinite 
pigmentosa e acantocitose, de modo semelhante aos pacientes com 
abetalipoproteinemia. As complicações decorrentes da deficiência de 
vitamina E podem ser evitadas pela suplementação com doses elevadas 
dessa vitamina (100-300 mg/kg/dia). Em indivíduos heterozigotos, os 
níveis de LDL-C correspondem aproximadamente à metade daqueles 
detectados em indivíduos-controle da mesma idade e sexo, porém, 
exceto por essa característica, esses pacientes são assintomáticos. 
Doença de retenção de QMs. Esta doença se manifesta durante a 
infância, por meio da má absorção de gorduras e baixa concentra- 
ção de lipídeos circulantes. Difere-se da abetalipoproteinemia, pois 
somente a apoB-48 parece ser afetada. A anomalia genética associa- 
da a esse distúrbio envolve o gene SARAZ, localizado no cromossomo 
5q3. A proteína codificada por esse gene pertence à família de GTPases 
que governam o tráfico intracelular de proteínas em vesículas recober- 
tas por proteínas (Jones, 2003). 


Baixa concentração isolada de HDL-C 


Baixos níveis de HDL estão associados à DCC, provavelmente porque a 
quantidade de HDL disponível é insuficiente para a realização do trans- 


porte reverso de colesterol — o mecanismo que garante a eliminação do 


colesterol presente nos tecidos periféricos. 

Hipoalfalipoproteinemia familiar. É um distúrbio autossômico 
dominante comumente observado na população, com uma incidên- 
cia de 1:400. Homens afetados apresentam níveis de HDL-C < 30 mg/ 
dL, enquanto nas mulheres afetadas essa concentração é < 40 mg/dL. 
Metade das famílias afetadas parece apresentar defeitos que envolvem 
os genes da lipase hepática ou os genes apoA-I/C-III/A-IV (Breslow, 
1995). Mutações no gene ABCA] — o mesmo gene que sofre mutação 
na doença de Tangier — também foram associadas a alguns casos de 
hipoalfalipoproteinemia. A ocorrência de DCC precoce é típica. 
Deficiências de apoA-I e apoC-III. Tais deficiências constituem uma 
rara condição autossômica recessiva que se caracteriza pela redução 
da formação de HDL. Tem sido associada a mutações pontuais no 
gene apoA-I e a deleções/rearranjos genéticos que envolvem o locus 
apoA-I/C-II/A-IV no braço comprido do cromossomo 11 (Assman, 
1995). Os níveis de HDL-C são inferiores a 5 mg/dL. Os indivíduos 
afetados apresentam opacificação da córnea e DCC prematura. 


Variantes apoA-I. São substituições raras que envolvem aminoácidos 
específicos no gene apoA-I. Foi demonstrado que provocam aumento 
do catabolismo da HDL e da apoA-I (Breslow, 1995). Pacientes homozi- 
gotos geralmente apresentam herança autossômica recessiva para baixos 
níveis de HDL-C (cerca de 10 mg/dL), opacificação da córnea, xantomas 
e DCC precoce. Indivíduos heterozigotos podem igualmente apresentar 
baixos níveis de HDL-C. Uma das mutações — apoA-I-Milano — é herda- 
da de forma autossômica dominante, e está associada a níveis reduzidos 
de HDL-C, mas não à DCC precoce (Calabresi, 1997). 

Doença de Tangier. É um distúrbio autossômico recessivo caracte- 
rizado por níveis extremamente baixos de colesterol e elevação dos 
níveis de TGs. Na condição homozigota, os pacientes apresentam con- 
centrações plasmáticas de HDL muito baixas ou indetectáveis, hepa- 
toesplenomegalia, neuropatia periférica, tonsilas alaranjadas e DCC 
prematura (Rust, 1999). Dados recentes indicaram que essa doença 
resulta de mutações no gene ABCAI. Em células normais, a proteí- 
na ABCAI permite que o colesterol saia da célula, onde se combina à 
apoA-I para formar HDL. Na ausência da atividade ABCAI, o coleste- 
rol se acumula no meio intracelular (Bodzioch, 1999; Rust, 1999). Nos 
pacientes com a doença, a HDL detectada em pequena quantidade 
difere qualitativamente da HDL normal. Os níveis de LDL-C também 
estão diminuídos, entretanto, a causa subjacente a esse único achado 
laboratorial ainda precisa ser elucidada. 

Deficiência de lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT). Esse 
distúrbio ocorre sob duas formas: a clássica deficiência familiar 
(ou completa) de LCAT, e um fenótipo mais brando de deficiência 


parcial conhecido como doença do olho de peixe (Peelman, 1999). 
Ambas as formas são distúrbios muito raros, transmitidos por 
herança autossômica recessiva e causados por mutações no gene 
LCAT. Na deficiência completa, os níveis de HDL-C são tipica- 
mente < 10 mg/dL, porém, o conteúdo de CT se mantém normal 
ou aumenta. Diante da falta de LCAT, a maior parte do colesterol 
permanece não esterificada e a síntese da HDL é comprometida. Há 


relatos de DCC precoce em vários casos de deficiência parcial de 
LCAT (Kuivenhoven, 1997). 


Alta concentração isolada de HDL-C 


Defeitos no gene da proteína de transferência de colesteril éster. 
A HDL está envolvida no transporte reverso do colesterol a partir do 
tecidos periféricos em direção ao fígado. Nesse processo, uma etapa 
importante envolve a CETP — a proteína plasmática que facilita a 
transferência de colesteril ésteres da HDL para as proteínas ricas em 
apoB-100 (VLDL e LDL), em troca da captação de TGs. A deficiência 
de CETP é um distúrbio autossômico recessivo, no qual há inibição da 
transferência de ésteres de colesterol. Como resultado, as partículas de 
HDL se tornam grandes e repletas de éster de colesterol, e há aumen- 
to dos níveis de apoA-I e HDL-C (tipicamente > 100 mg/dL). Existe 
um risco aumentado de DCC associado (Inazu, 1990). Indivíduos 
heterozigotos apresentam aumento moderado dos níveis de HDL-C. 
Paradoxalmente, a inibição de CETP foi proposta como estratégia 
terapêutica para elevar os níveis de HDL-C. 
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Avaliação de lesão e função cardíaca 
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Visão geral 
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Marcadores de lesão miocárdica 
Evolução histórica 
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Troponina cardíaca 
Mioglobina 
Outros marcadores 


PONTOS-CHAVE 
|» © A doença mais importante que afeta o coração é a 
doença cardíaca coronariana (DCC), que pode levar à 
obstrução aguda do fluxo sanguíneo coronariano conhecida como 
síndrome coronariana aguda (SCA). A SCA com necrose franca de 
qualquer magnitude é conhecida como infarto do miocárdio (IM). 





e Os principais exames para diagnóstico da SCA são o 
eletrocardiograma (ECG) e determinações laboratoriais de 
marcadores cardíacos. Marcadores cardíacos são proteínas liberadas 
na circulação pelo músculo cardíaco lesado. Atualmente, o 
marcador Midis mais importante é a troponina cardíaca (cTn), a 
qual deriva somente do músculo cardíaco. 

e A troponina é um complexo de três proteínas, das quais duas são 
adequadas como marcadores cardíacos específicos: cTnl e cTnT. 
Essas duas proteínas possuem propriedades diferentes, mas suas 
aplicações clínicas são similares. Clinicamente, o IM é atualmente 
definido como uma SCA que causa liberação de troponina. 


e Após um IM, decorre um período de algumas poucas horas antes 
que a cTn seja detectada. O seu pico ocorre em aproximadamente 
24 horas e, a seguir, diminui ao longo de vários dias. A mioglobina 
é um marcador que aparece na circulação mais rapidamente que a 
cTn, mas ela também está presente no músculo esquelético. 


e Pacientes que procuram um serviço de emergência com sintomas 
sugestivos de SCA devem ser atendidos rapidamente e de modo 
preciso para que sejam instituídas intervenções salva-vidas de 
acordo com a necessidade e, ao mesmo tempo, com dever de 

se evitar o desperdício de recursos. A dosagem rápida da cTn e 
possivelmente de outros marcadores cardíacos tem um papel crítico. 


e O laboratório clínico também mensura fatores de risco associados 
ao desenvolvimento e à progressão da DCC. Os marcadores 
laboratoriais importantes incluem as dosagens de lipídeos 
(colesterol, triglicerídeos e frações lipoproteicas específicas — ver 
Cap. 17), homocistefna e proteína C reativa. A homocisteína é um 
aminoácido que exacerba a trombose. A proteína C reativa é um 
marcador inflamatório que parece refletir a gravidade da doença 
coronariana e que pode contribuir para a sua patogênese. 


e A doença coronariana e outras doenças cardíacas podem 
comprometer a e mi cardíaca de bombear sangue, 
provocando a síndrome clínica de insuficiência cardíaca. O 
peptídeo natriurético B (BNP), um peptídeo com 32 aminoácidos 
secretado pelos ventrículos cardíacos em resposta ao estímulo de 
distensão da parede, é um marcador da presença e da gravidade da 
insuficiência cardíaca. A dosagem do BNP é particularmente útil por 
ajudar no diagnóstico diferencial de pacientes que procuram um 
serviço de emergência com a presença de falta de ar. 


Visão geral 


A doença cardíaca é um evento intimamente ligado à alta tecnologia. A 
tecnologia teve um papel causal, parte por permitir aos indivíduos viver 
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mais tempo e parte por permitir um estilo de vida sedentário e excessiva- 
mente consumista. Durante o século XX, a doença cardíaca saiu da obs- 
curidade para se tornar a principal causa de morbidade e mortalidade 
nas nações desenvolvidas (ver Tab. 18.1). O diagnóstico e o tratamento 
da doença cardíaca também depende fortemente da tecnologia avan- 
çada, incluindo a eletrofisiologia, exames imagenológicos, cateterismos, 
procedimentos cirúrgicos e exames laboratoriais. As principais aplica- 
ções laboratoriais a seguir serão o tema deste capítulo: 

1. mensurações de proteínas específicas dos miócitos cardíacos 
indicam lesão recente do músculo cardíaco. Esses exames são 
utilizados principalmente para o diagnóstico e tratamento de 
eventos isquémicos (síndromes coronárias agudas); 

2. mensurações de substâncias que lesam as artérias coronárias 
ou que pelo menos têm uma associação comprovada com a 
doença coronariana são utilizadas para avaliar o risco e selecionar 
medidas preventivas adequadas. Os fatores de risco laboratoriais 
mais importantes são os lipídeos, os quais são discutidos no 
Capítulo 17. Entre as muitas outras substâncias que poderiam 
ser discutidas, este capítulo centrará a atenção em duas: 
homocisteina e proteína C reativa; 

3. mais recentemente, a mensuração de peptídeos natriuréticos 
liberados pelo miocárdio tem sido utilizada no diagnóstico e 
tratamento da insuficiência cardíaca congestiva. 


Aspectos gerais 


É irônico que para o coração, um órgão que bombeia vários litros de 
sangue por minuto, a doença mais importante seja a isquemia — falta 
de um suprimento sanguíneo adequado. Isso ocorre porque o mús- 
culo cardíaco depende da nutrição constante por meio de um sistema 
de artérias coronárias, as quais são altamente vulneráveis ao processo 
de aterosclerose. A aterosclerose é um processo crônico que envolve 
a lesão do endotélio e o aparecimento de lesões oclusivas vasculares 
chamadas placas. Nos estágios iniciais da aterosclerose, quando o 
fluxo sanguíneo coronariano é gradualmente reduzido, em geral não 
há sintomas nem evidências laboratoriais de lesão cardíaca. Quando 
o diâmetro de uma artéria coronariana é reduzido para menos de 10 
a 20% de seu tamanho original, frequentemente há evidência de dor 
torácica (angina pectoris) quando a demanda de oxigênio aumenta, 
em particular durante a prática de exercícios (angina de esforço). Uma 
redução mais rápida do fluxo sanguíneo pode ocorrer quando a placa 
estimula a formação de um trombo em uma artéria coronária, levan- 
do a uma síndrome coronariana aguda (SCA). Quando um trombo 
interrompe completamente o fluxo sanguíneo, o músculo suprido 
desenvolve uma lesão isquêmica irreversível, e a síndrome é um infar- 
to do miocárdio (IM). Quando a obstrução não é completa, a lesão 
muscular irreversível pode ser evitada, mas o paciente apresentará 
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Tabela 18.1 Estatísticas da doença coronariana nos Estados Unidos 


e Um em cada 5 homens e mulheres apresentam alguma forma de doença 
cardiovascular (incluindo a hipertensão arterial) 

¢ 13.200.000 norte-americanos apresentam histórico de doença coronariana, 
Desses, 7.800.000 tiveram um IM e 6.800.000 apresentaram angina pectoris 

e 5.000.000 de norte-americanos apresentam IC 

e 5.000.000 de norte-americanos sofreram um acidente vascular cerebral 

e À doença cardiovascular é responsável por 38,5% de todas as mortes, quase 
1.000.000 de mortes por ano. Ela causa mais mortes anualmente que as 5 
causas de morte seguintes de maneira combinada: câncer, doença de via 
respiratória inferior, acidente, diabetes melito, influenza e pneumonia 

e O custo anual direto e indireto estimado da doença cardiovascular é de 368 
bilhões de dólares 

e Embora algumas tendências na doença cardiovascular sejam favoráveis, outros 
fatores, incluindo o aumento alarmante na prevalência da obesidade e do 
diabetes tipo 2, servirão como combustível para a epidemia por muitos anos 
ainda 


Fonte: American Heart Association, 2003. 


angina grave mesmo em repouso, e essa síndrome é conhecida como 
angina instável. O amplo espectro da doença cardíaca resultante do 
comprometimento do fluxo sanguíneo coronariano é denominado 
doença cardíaca coronariana (DCC). 

O IM pode ser categorizado pelas alterações eletrocardiográficas carac- 
terísticas que o acompanham. O IM mais grave, que em geral envolve a 
lesão transmural do miocárdio, tipicamente provoca um aparecimento 
rápido de elevações do segmento ST e o surgimento tardio de ondas Q. 
Eles são categorizados como IM com elevação de ST (STEMIs). O IM sem 
essas alterações (IM sem onda Q ou IM sem elevação do ST-NSTEMIs) 
com frequência envolve graus menores de lesão muscular, possivelmente 
apenas do subendocárdio, mas qualquer episódio de SCA apresenta um 
grave risco de arritmias que podem ser letais e de futuros eventos. A lesão 
de uma quantidade mensurável de músculo cardíaco apresenta o risco 
adicional de comprometer a capacidade cardíaca de bombear sangue, o 
que leva à síndrome clínica de insuficiência cardíaca, discutida adiante. 

O músculo cardíaco é relativamente resistente à isquemia quando 
comparado com outras células (p. ex., neurônios e células epiteliais 
tubulares renais), nas quais mesmo episódios de isquemia de curta 
duração podem causar morte celular. Em experimentos animais, o 
bloqueio completo do fluxo sanguíneo para uma área do coração cau- 
sou morte (IM) apenas após 20 a 30 minutos de isquemia. Quando 
o fluxo sanguíneo foi restringido previamente, a morte celular em 
geral ocorreu após cerca de 1 hora. Na oclusão coronariana completa, 
ocorre tipicamente um gradiente de isquemia, com a privação de oxi- 
gênio, sendo pior nas áreas que recebem o fluxo sanguíneo por último 
(as porções subendocárdicas da parede ventricular). As células próxi- 
mas da borda entre o miocárdio isquêmico e o miocárdio com perfu- 
são normal podem receber algum suprimento de oxigênio e, por essa 
razão, elas permanecem viáveis por várias horas. Quanto maior for a 
duração da isquemia, maior a porcentagem de células com risco de 
morrer; 3 horas de isquemia aumentam a morte celular para 80% das 
células em risco, enquanto 6 horas de isquemia causa a morte de quase 
100% das células em risco. Por essa razão, o reconhecimento precoce 
de angina persistente e a intervenção para restaurar o fluxo sanguíneo 
são necessários para minimizar a morte celular. 

A biopatologia da aterosclerose e da SCA ainda não foi totalmente 
esclarecida. A formação de placas obstrutivas provavelmente inicia com 
lesões não obstrutivas conhecidas como estrias gordurosas, as quais 
foram observadas nas artérias coronárias de indivíduos jovens mortos 
em combate ou em acidentes (Enos, 1953; Strong, 1999; Berenson, 1992). 
Provavelmente, as lesões são desencadeadas pela captação de partículas 
de lipoproteína de baixa densidade (LDL) oxidada pelos macrófagos, 
os quais então invadem o endotélio coronariano (Ross, 1993; Witztum, 
1994; Adams, 2000; Zaman, 2000). Células inflamatórias e mediado- 
res têm um papel na evolução da lesão, a qual acaba se tornando uma 
estrutura que contém um núcleo lipídico (principalmente de ésteres 


de colesterol) circundado por numerosos macrófagos e outras células 
inflamatórias e coberto por uma capa de tecido conjuntivo endoteliza- 
do (Weissberg, 2000; Davies, 2000). Lesões avançadas também contêm 
novos vasos sanguíneos e depósitos de cálcio. Placas nas artérias coroná- 
rias eram anteriormente vistas como barreiras passivas e fisiologicamente 
irreversíveis ao fluxo sanguíneo. Nos últimos anos, um papel mais dina- 
mico na SCA foi avaliado. Um equilíbrio entre mediadores inflamatórios, 
forças de cisalhamento e outros fatores podem produzir uma capa fibrosa 
na placa para fortalecê-la ou enfraquecê-la. A erosão da capa pode expor 
material trombogênico, o que leva à deposição de plaquetas e, por fim, 
ao aumento da lesão. Mais ameaçadora é a ruptura da placa, provocando 
trombose com oclusão suficiente para acarretar uma SCA. Um contri- 
buinte importante para esse conceito de vulnerabilidade da placa foi o 
achado de que estatinas que reduzem o colesterol podem diminuir subs- 
tancialmente o risco de SCA sem causar diminuição apreciável do grau 
de estenose causada por lesões ateroscleróticas (ver Cap. 17). 

A extensão da doença aterosclerótica na circulação coronariana 
pode ser identificada pela angiografia coronariana e outros exames. 
Exames de sangue que refletem a extensão real da doença ateroscle- 
rótica podem estar disponíveis no futuro. Por exemplo, a mensuração 
de micropartículas liberadas pela placa foi proposta (Heloire, 2003). 
Hoje em dia, no entanto, o risco de DCC nos indivíduos é sobretudo 
avaliada de maneira indireta por meio da mensuração de fatores de 
risco, pois parece que cada um deles tem um papel contribuinte e não 
necessariamente definitivo (Stampfer, 2004). Vários parâmetros clíni- 
cos, resumidos na Tabela 18.2, foram estabelecidos como fatores de 
risco importantes. Além disso, centenas de exames laboratoriais foram 
estudados em relação ao risco de DCC. Entre eles, vários exames de 
lipídeos (discutidos no Cap. 17) tiveram o seu papel mais bem estabe- 
lecido na avaliação de risco. Dois novos marcadores, homocisteína e 
proteína C reativa, serão discutidos a seguir. 

Junto à DCC e, frequentemente, como consequência direta dela, a 
doença cardíaca mais importante é a insuficiência cardíaca. A insufici- 
ência cardíaca é uma síndrome clínica, com sintomas proeminentes que 
incluem a fadiga, falta de ar e edema, resultante do comprometimento da 
capacidade de bombeamento do coração. Ela é mais causada por lesão do 
miocárdio, como a causada pela DCC. Em virtude da alta incidência de 
DCC e ao aumento da sobrevida de pessoas vítimas da doença, a insu- 
ficiência cardíaca está se tornando um problema crescente, em especial 
entre os idosos. A insuficiência cardíaca também pode ser causada por 
problemas mecânicos, por exemplo, doenças valvares, os quais interferem 
na função de bomba do coração. Quando o problema está relacionado 
com o enchimento do ventrículo esquerdo durante a diástole, ele é comu- 
mente denominado insuficiência cardíaca diastólica. 

O diagnóstico de insuficiência cardíaca e a monitoração de sua pro- 
gressão podem ser difíceis. Um parâmetro que define a insuficiência 
cardíaca sistólica é a fração de ejeção ventricular esquerda (FEVE), a 
qual é a fração do volume sanguíneo do ventrículo esquerdo que é 
ejetada durante a sístole. Ela pode ser mensurada pela ecocardiografia 
ou pela ventriculocintilografia cardíaca. A insuficiência cardíaca sin- 
tomática está comumente associada a uma FEVE < 40%, mas a corre- 
lação entre a FEVE e os sintomas subjetivos é ruim. Até recentemente, 


Tabela 18.2 Fatores de risco clínicos (não laboratoriais) de DCC 


e Tabagismo (qualquer consumo de cigarro no último mês) 

e Hipertensão arterial (pressão arterial > 140/90 mmHg ou em uso de 
medicamento anti-hipertensivo) 

e Histórico familiar de DCC prematura (DCC em parente de primeiro grau do 
sexo masculino com menos de 55 anos ou do sexo feminino com menos de 65 
anos) 

e Faixa etária (homens > 45 anos; mulheres > 55 anos) 

e Obesidade 

e Diabetes melito 

e Estilo de vida sedentário 


As definições entre parênteses são utilizadas, juntamente com o nível de HDL-C, em uma 
fórmula de estimativa de risco para estabelecer o nível desejável de LDL-C (National 
Cholesterol Education Program Expert Panel, 2002) — ver Capítulo 7. 


nenhum exame laboratorial apresentava uma utilidade específica na 
detecção da presença ou da gravidade da insuficiência cardíaca. Essa 
situação mudou com a introdução da pesquisa de peptídeos natriuré- 
ticos cardíacos, discutidos a seguir. 

Da miríade de outras doenças que podem afetar o coração, é preciso 
mencionar de forma breve as doenças genéticas que, embora sejam 
relativamente incomuns, têm uma importância desproporcional 
por causa de suas consequências potencialmente letais. A síndrome 
da miocardiopatia hipertrófica, descrita há mais de um século, afeta 
um em cada 500 indivíduos e é a causa mais comum de morte súbi- 
ta entre jovens (Taylor, 2004). Mais de 240 mutações foram ligadas a 
esse distúrbio (Gomes, 2004); elas afetam várias proteínas do apare- 
lho contrátil, incluindo as troponinas, actina e miosina, e em geral são 
herdadas de modo autossômico dominante. A síndrome do QT longo, 
uma anormalidade na repolarização ventricular que pode causar 
morte súbita, possui várias variantes distintas causadas por mutações 
autossômicas dominantes e recessivas nos canais iônicos e em outras 
proteínas (Priori, 2004). As aplicações do diagnóstico molecular para 
esses distúrbios encontram-se ainda na infância, mas já existem evi- 
dências de que a identificação do genótipo não é apenas útil na confir- 
mação do diagnóstico, mas também pode ter um papel importante na 
orientação da terapia específica. 


Marcadores de lesão miocárdica 


Evolução histórica 


Marcadores bioquímicos de lesão miocárdica foram essencialmente 
descobertos de forma inesperada no início da década de 1950, quando 
LaDue et al. estavam investigando as enzimas transaminases conheci- 
das então como TGO (transaminase glutâmica oxalacética; atualmente 
aspartato transaminase, AST) e TGP (trasaminase glutâmica pirúvica; 
atualmente alanina transaminase, ALT) (LaDue, 1954). Ao investigar 
vários pacientes hospitalizados, os investigadores observaram que os 
níveis séricos de transaminases aumentavam agudamente após um IM 
e assim começou a era das “enzimas cardíacas”. O simples princípio sub- 
jacente, como com outros marcadores orgânicos, é que a morte celular 
causará liberação de proteínas celulares na circulação. (Uma questão 
mais difícil e ainda não totalmente solucionada é a extensão com que a 
lesão celular reversível pode causar extravasamento de proteínas.) 

As transaminases não resistiram como marcadores cardíacos por 
causa de sua abundância no fígado, músculo esquelético e outros 
tecidos. Eles logo foram sobrepujados para o diagnóstico cardíaco por 
duas outras enzimas, a lactato desidrogenase (LDH) e a creatina quina- 
se (CK) (Hess, 1963; Roe, 1977; Johnston, 1982; Wolf, 1989; Lee, 1986). 
A LDH é uma enzima que contém zinco e participa da via glicolítica, 
sendo encontrada em praticamente todas as células do corpo. A CK 
transfere fosfato de alta energia entre a creatinina e o ADP, principal- 
mente nas células musculares, mas ela é encontrada em todos os tipos 
de músculo e também no cérebro e em outros tecidos. Com essas duas 
enzimas, o aumento da especificidade cardíaca foi obtido por meio da 
separação de isoenzimas. A LDH é um tetrâmero de duas subunidades 
ativas, H (para coração) e M (para músculo) com um peso molecular 
de 134 kDa. Combinações de subunidades produzem cinco isoenzi- 
mas que vão de LDH, (HHHH) até LDH; (MMMM). As isoenzimas 
intermediárias contêm diferentes combinações de subunidades H e M 
(LDH,, HHHM; LDH;. HHMM; LDH, HMMM). Como os nomes das 
subunidades indicam, a LDH, é relativamente abundante no músculo 
cardíaco, enquanto a LDH, é mais abundante no músculo esquelético. 
Pacientes com IM apresentam um padrão característico de LDH “alter- 
nado”, no qual o achado normal LDH, > LDH, é invertido. 

A CK é predominantemente observada como um dímero de subuni- 
dades catalíticas, cada uma delas com um peso molecular de aproxima- 
damente 40 kDa. As duas subunidades são denominadas M (para mús- 
culo) e B (do inglês brain, “cérebro”). As três isoenzimas resultantes são 
a CK, (BB), CK, (MB) e CK; (MM). A CK é encontrada em pequenas 
quantidades no corpo, mas encontra-se em maior concentração somen- 
te no músculo e no cérebro, embora a CK do cérebro praticamente 
nunca cruze a barreira hematoencefálica para atingir o plasma. No mús- 
culo esquelético, a CK-MB representa 0 a 1% da CK total nas fibras tipo 
l; e 2 a 6% da CK nas fibras tipo 2. Durante a regeneração do músculo 


esquelético, uma quantidade maior de CK-MB é produzida em com- 
paração com a CK-MM, similar ao padrão observado no músculo fetal 
(Tzvetanova, 1971). No coração normal, uma média de 15 a 20% da CK 
é CK-MB. A sua distribuição não é uniforme, com uma porcentagem de 
CK-MB maior no coração direito que no coração esquerdo (Marmor, 
1980). Um estudo, no entanto, sugere que a CK-MB não é encontrada 
no miocárdio normal, aparecendo somente quando ele se torna doente 
(Ingwall, 1985). A CK-BB é a isozima dominante da CK encontrada no 
cérebro e no músculo liso. 

No passado, laboratórios clínicos comumente analisavam isoenzi- 
mas da CK e da LDH para melhorar o desempenho diagnóstico global, 
em especial porque as duas enzimas exibem cinéticas diferentes, com 
alterações de LDH observáveis por um período maior que as alterações 
de CK. A análise de isoenzimas era relativamente longa e tediosa, em 
geral envolvia a separação eletroforética, seguida pelo desenvolvimen- 
to de cor ou fluorescência utilizando substratos adequados, seguido 
pela varredura densitométrica. Por essas razões, esses exames podiam 
ser realizados somente uma vez por dia, uma situação aceitável quan- 
do pacientes com suspeita de IM eram geralmente internados por um 
período de observação de vários dias. 


CK-MB massa 


Um passo importante em direção ao diagnóstico cardíaco foi o 
desenvolvimento de imunoensaios para proteínas utilizando a tec- 
nologia de anticorpo monoclonal. Essa tecnologia permitiu a intro- 
dução da chamada dosagem de CK-MB massa, na qual a proteína é 
simplesmente mensurada como um antígeno, sem depender de suas 
propriedades enzimáticas (El Allaf, 1986; Mair, 1991). Hoje em dia, 
a dosagem de CK-MB massa é utilizada de modo amplo e pode ser 
realizada rapidamente, de modo geral em bem menos de 1 hora, em 
uma variedade de plataformas automatizadas. Hoje em dia, a dosagem 
também oferece um melhor desempenho analítico, especialmente em 
termos de acurácia barata, em relação à separação de isoenzimas tra- 
dicional. No entanto, o exame ainda sofre por causa de uma limitação 
fundamental: a de CK-MB não ser específica do miocárdio. A inter- 
pretação é auxiliada pelo conhecimento da CK total, a qual, por razões 
de custo, ainda é mensurada como atividade enzimática. A relação 
CK-MB massa e atividade da CK total é frequentemente denominada 
“indice relativo” (IR) ou “porcentagem relativa, pois é uma relação 
inadequada entre diferentes tipos de mensurações com diferentes uni- 
dades. Um alto IR é mais sugestivo de lesão cardíaca. Para ser sugestivo 
de IM, um resultado de CK-MB massa deve ultrapassar o limite de 
referência da quantidade absoluta (tipicamente cerca de 5 ng/mL) e 
do IR (tipicamente cerca de 2%). 


Troponina cardíaca 


Com o advento dos imunoensaios, tornou-se possível pela primeira 
vez buscar marcadores proteicos órgão-específicos que não possuem 
atividade enzimática mensurável. Isso levou à introdução de ensaios 
para a troponina cardíaca (cTn), atualmente o exame laboratorial 
mais importante para o diagnóstico cardíaco. 

A troponina (Tn) é um complexo regulador de três proteínas locali- 
zado em intervalos regulares no filamento fino do músculo estriado. As 
três proteínas são: TnT (subunidade ligadora de tropomiosina, 37 kDa), 
TnI (subunidade inibidora, 24 kDa) e Tnc (subunidade ligadora de 
cálcio, 18 kDa). O Ca**, disparador da contração muscular, é transmiti- 
do por meio do complexo Tn, que causa uma alteração conformacional 
em outro componente do filamento fino, a tropomiosina, permitindo 
então que ocorra a interação entre a actina e a miosina. Em contraste 
com a maioria dos outros marcadores, as formas de Tn encontradas no 
músculo esquelético e no músculo cardíaco são diferentes. Para a TnC, as 
formas observadas nas fibras do tipo 2 e no músculo cardíaco são idên- 
ticas, tornando óbvio o seu uso como um marcador diferencial. A TnI 
possui uma forma cardioespecífica (cTnI), assim como formas distintas 
das fibras musculares esqueléticas dos tipos 1 e 2, cada uma codificada 
por um gene separado. À presença da forma cardioespecífica em tecido 
que não o músculo cardíaco nunca foi documentada (Bodor, 1995). A 
TnT também possui formas distintas no miocárdio (cTnT), músculo 
esquelético de contração rápida e contração lenta, mas aqui a situação 
é mais complicada porque a cTnT foi detectada no músculo esquelé- 
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pós-translacionais causam diferenças detectáveis entre a cTnT produ- 
zida no miocárdio e a cInT produzida no músculo esquelético doente 
(Apple, 1998, 1999). Por essa razão, um exame imunoquímico para a 
cTnT com anticorpos cuidadosamente escolhidos como, por exemplo, 
da geração atual (mas não de gerações anteriores) de ensaio de cTnT 
comercial também deve ter uma especificidade miocárdica próxima de 
100%. Contudo, pequenos aumentos de cTnT circulante, mesmo com 
ensaios mais novos, foram relatados em pacientes com distrofia muscu- 
lar e insuficiência renal que não apresentavam qualquer outra evidência 
de doença cardíaca (Muller-Bardorff, 1997; Hammerer-Lercher, 2001a). 

Nos miócitos cardíacos, a cInT e a cTnl estão predominantemente 
ligadas a fibras musculares, como descrito acima, e a forma ligada é 
liberada lentamente ao longo de uma a duas semanas após o infarto 
do miocárdio. Por essa razão, embora a cTnle a cTnT sejam proteínas 
relativamente pequenas e que são eliminadas de forma rápida, seus 
níveis plasmáticos caem de modo lento após uma lesão cardíaca. Uma 
pequena fração de cTn da célula miocárdica está livre no citoplasma. A 
média para a cTnT é de 6% e levemente menor (2-5%) para a cTnl. A 
fração livre permite o escape precoce das células miocárdicas lesadas e 
a detecção em um período similar ao da CK-MB, com a cTn atingindo 
um pico aproximadamente 24 horas após um IM. Em virtude da lenta 
liberação da cTn ligada às fibras, o declínio rápido da cTn circulante 
logo após o seu pico é com frequência seguido por um platô e mesmo 
um pequeno aumento secundário. É importante que tal aumento não 
seja interpretado como evidência de reinfarto. A cTn circulante retor- 
na aos níveis basais em aproximadamente 5 a 10 dias, dependendo da 
magnitude do infarto (Mair, 1997) (Fig. 18.1). 

Ao contrário de outros marcadores cardíacos, a cTnT e a cTnl estão 
quase ausentes no soro normal. É raro a cTn ultrapassar 0,1 ng/mL em 
indivíduos saudáveis. Entretanto, é importante observar que a elevação 
da cTn, embora presumivelmente indicadora de lesão de miócitos car- 
díacos, não necessita ser causada por lesão isquêmica. Apesar de serem 
em geral muito menores que aquelas observadas no IM, foram obser- 
vadas elevações na pericardite, miocardite, embolia pulmonar, insu- 
ficiência renal, sépsis e outras doenças graves (Roongsritong, 2004). 
Pequenas elevações mensuradas da cTn também podem ser artefatos 
analíticos (ver “Procedimentos”). 

A alta sensibilidade e especificidade da cTn fizeram com que fosse 
repensada a definição clínica de IM. Os critérios prévios eram os da 
Organização Mundial da Saúde, os quais eram destinados principal- 
mente para fins epidemiológicos (Joint Task Force, 1979). A definição 
um pouco vaga era baseada na tríade composta pela anamnese, ECG 
e alterações de “enzimas séricas . Muitos pacientes com sintomas 
isquêmicos podem apresentar um ECG negativo ou ambíguo e exa- 
mes negativos de marcadores mais antigos (p. ex., CK-MB), mas com 
elevação evidente (embora frequentemente discreta) da cTn. É prová- 
vel que a isquemia reversível não cause essas elevações, apesar de isso 
não ter sido estabelecido com certeza (Morrow, 2001). Esses pacientes 
algumas vezes relataram “lesão miocárdica mínima”, “microinfartos” 
ou “infartinhos”, provavelmente apresentam um IM verdadeiro com 
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Figura 18.1 Descrição esquemática da cinética de vários marcadores cardíacos após 
um IM. 


uma menor quantidade de necrose muscular da que poderia ser pre- 
viamente detectada. Uma conferência de consenso recomendou que 
essas pessoas sejam diagnosticadas adequadamente com IM (Joint 
Committee, 2000). 

À parte da nosologia, uma cTn positiva baixa indica maior risco de 
complicações da DCC (Hamm, 1992, 1997; Polanczyk, 1998; Luscher, 
1997; Antman, 1996) (ver Fig. 18.2) e pode ter implicações importan- 
tes na terapia. Pacientes com sintomas isquêmicos que também apre- 
sentam elevações de cTn são mais beneficiados com as terapias com 
vários agentes antiplaqueta e antitrombóticos (Hamm, 1999; Lindahl, 
1997; Morrow, 2000; Newby, 2001). 


Mioglobina 


A mioglobina é uma proteína que contém heme e que se liga ao 
oxigênio no músculo cardíaco e esquelético. Existe apenas uma única 
forma comum a ambos os tipos de músculo. Por não apresentar espe- 
cificidade cardíaca, a utilidade da mioglobina deriva de sua cinética 
(ver Fig. 18.1). Com um peso molecular de apenas 18 kDa, acredita-se 
que ela saia das células lesadas mais rapidamente que outras proteínas. 
Níveis séricos elevados são aparentes em 2 a 3 horas após o início de IM, 
mais cedo do que com a troponina ou outros marcadores (Montague, 
1995). A mioglobina é eliminada sobretudo pela filtração renal; a sua 
meia-vida é de cerca de 4 horas, mas é maior se a função renal estiver 
comprometida. Tipicamente, a mioglobina atinge o pico cerca de 6 
horas após o IM e retorna ao valor basal após 24 horas. Em indivíduos 
normais, o nível de mioglobina está relacionado à massa muscular e 
à atividade muscular, similar ao padrão da CK. O nível plasmático é 
mais alto nos homens que nas mulheres. A mioglobina aumenta com 
a idade, refletindo a diminuição da taxa de filtração glomerular. A 
variação dia a dia é de aproximadamente 10 a 15% (Panteghini, 1997). 
Apesar da falta de especificidade cardíaca da mioglobina, como um 
exame para IM ela oferece uma especificidade clínica razoavelmente 
alta (> 95%) quando pacientes com insuficiência renal ou lesão sus- 
peita de músculo esquelético são excluídos. A sensibilidade da mioglo- 
bina pode ser aumentada considerando-se um resultado positivo se, 
embora dentro do intervalo de referência, ele representar uma grande 
alteração ( delta mioglobina”) de uma amostra coletada 1 a 3 horas 
antes (Brogan, 1994; Tucker, 1994; Woo, 1995). 

O exame de mioglobina pode, em alguns casos, ser útil para documen- 
tar a lesão de músculo esquelético, mas outros marcadores (p. ex., CK 
total) em geral são mais convenientes para esse objetivo. Ocasionalmente, 
a dosagem da mioglobina no soro ou na urina é útil para determinar se 
um teste positivo de pesquisa de “sangue” com fita reagente baseado na 
atividade da peroxidase do heme reflete de fato a mioglobinúria. 


Outros marcadores 


Anidrase carbônica III 


A anidrase carbônica III é uma enzima presente no músculo esque- 
lético, mas não no músculo cardíaco. Por essa razão, ela pode servir 
como um tipo de marcador cardíaco “negativo”. Ela é liberada do 
músculo lesado em uma relação relativamente fixa com a mioglobina. 
Por esse motivo, a mioglobina é um indicador mais específico de lesão 
miocárdica quando a sua relação com a CA III também está elevada 
(Väänänen, 1990; Brogan, 1996; Beuerle, 2000). 


Glicogênio fosforilase 

A glicogênio fosforilase é uma enzima amplamente distribuída que 
catalisa a primeira etapa da glicogenólise. Trata-se de um dímero 
de subunidades idênticas que possui três isoenzimas categorizadas, 
nomeadas segundo o tecido no qual elas têm a maior expressão: GPLL 
(fígado), GPMM (músculo) e GPBB (cérebro). A GPBB também se 
expressa no miocárdio, assim como em outros tecidos, mas não no 
músculo esquelético, o qual contém apenas GPMM. A possível utili- 
dade de GPBB é que parece que ela é liberada mais cedo que outros 
marcadores e pode, de fato, ser liberada em condições de isquemia 
reversível que não provocam elevações comparáveis de outros marca- 
dores (Rabitzsch, 1995; Krause, 1996). Entretanto, comparações com 
ensaios de cTn modernos ainda são limitadas e não são particular- 
mente encorajantes (Lang, 2000). 
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Isoformas de creatina quinase 

A eletroforese de alta resolução da creatina quinase sérica revela que 
as isoenzimas MM e MB são heterogêneas; a MB tem duas sub-ban- 
das e a MM, três. Essas espécies, conhecidas como isoformas, aumen- 
tam em virtude da ação da carboxipeptidase no soro, clivando a lisina 
terminal da subunidade M (Wevers, 1978; George, 1984). Por essa 
razão, a isozima MB pode ter O ou 1 lisina clivada, enquanto a isozi- 
ma MM pode ter 0, 1 ou 2 lisinas clivadas. A clivagem ocorre apenas 
depois que a enzima nativa é liberada na circulação em decorrência 
de dano tecidual. No infarto agudo do miocárdio (IAM), as isoformas 
nativas (tissulares) CK-MB, e CK-MM, são liberadas no sangue; são 
necessárias várias horas antes de elas serem convertidas nas isoformas 
CK-MB, e CK-MM,/MM.,, respectivamente. Por isso, uma relação alta 
de MB,/MB, ou MM;/MM, sugere que ocorreu uma liberação recente 
de enzima, como de um infarto do miocárdio. Essa relação mais alta é 
tipicamente observada um pouco antes de a quantidade absoluta de MB 
sérica exceder o limite de referência. Como consequência, nas primeiras 
3 a 4 horas após o início do sintoma, é obtida uma maior sensibilidade 
para detecção do infarto do miocárdio (Puleo, 1994; Bock, 1999). O 
exame pode ser realizado de modo rápido por um sistema de eletrofo- 
rese comercial, automatizado e rápido, mas que ainda representa uma 
estação de trabalho dedicada para o laboratório clínico. 


Proteína ligadora de ácidos graxos do coração (HFABP) 
A HFABP (do inglês, heart fatty acid binding protein) é uma proteína 
de baixo peso molecular (15 kD) que é um marcador relativamente pre- 
coce de lesão miocárdica, com cinética similar à da mioglobina. Ela não 
é cardioespecífica e, por essa razão, parece não oferecer vantagem em 
comparação com a mioglobina. Contudo, a relação mioglobina/HFABP 
é muito mais baixa no coração do que no músculo esquelético e pode ter 
aplicabilidade diagnóstica (Van Nieuwenhoven, 1995; Zanotti, 1999). 


Miosina 

A miosina compõe o filamento espesso do aparelho contrátil mus- 
cular e é composta por um par de cadeias pesadas (200 kD) e um par 
de cadeias leves do tipo I e um de cadeias leves do tipo II (20-26 kD). 
Vários desses componentes foram examinados como marcadores car- 
díacos (Uji, 1991; Ravkilde, 1994, 1995; Katus, 1988). Não foi possível 
obter uma cardioespecificidade completa com a miosina, e não está 
claro que ela ofereceria qualquer vantagem importante. 


Albumina modificada pela isquemia 

A albumina modificada pela isquemia é um tipo único de marca- 
dor cardíaco, aprovado pelo FDA em 2003, que não é uma proteína 
liberada pelos miócitos lesados (Bar-Or, 2000, 2001; Bhagavan, 2003; 
Christenson, 2001). Em vez disso, o exame detecta uma forma variante 
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da albumina com menor afinidade pelos íons metais próxima do ter- 
minal N. À variante é mensurada por uma determinação espectroscó- 
pica da ligação de CO**. Foi postulado que ela surge em decorrência 
da interação da albumina com radicais livres em locais de isquemia 
tissular. A vantagem teórica desse exame é que ele detecta a isquemia 
antes da lesão celular irreversível. A alteração da albumina parece ocor- 
rer em minutos de isquemia e durar por cerca de 6 horas. O exame é 
claramente inespecífico para a isquemia cardíaca, mas parece apresentar 
uma sensibilidade clínica de 80 a 90% para a SCA no momento do pri- 
meiro atendimento, maior que a de um eletrocardiograma (Roy, 2004; 
Sinha, 2004). No momento da redação deste livro, ainda não havia uma 
boa documentação sobre a utilidade clínica do exame. 


Procedimentos 


Como indicado anteriormente, a mensuração de marcadores cardía- 
cos evoluiu ao longo dos anos de mensurações de atividade enzimática 
total para separações de isoenzimas por eletroforese ou cromatografia 
e, atualmente, para tecnologias sofisticadas de imunoensaio. Hoje em 
dia, quase todas as análises de marcadores cardíacos (com exceção da 
albumina modificada pela isquemia) são realizadas por imunoensaio, 
e as dificuldades do imunoensaio são aplicáveis a todas elas. As dificul- 
dades específicas com a cTn, o marcador mais importante e, de algu- 
ma maneira, um analito proteico especialmente desafiador, justificam 
uma discussão separada. 

Sendo um complexo proteico que degrada quando liberado na circu- 
lação, a cTn é um analito altamente heterogêneo. As formas circulantes 
que foram identificadas incluem o complexo ternário cTnT-I-C, o biná- 
rio cTnl-C, a cTnT livre (mas não a cTnl livre), formas oxidadas (a cTni, 
mas não a cTnT, contém resíduos de cisteína que podem ser oxidadas 
para formar uma ligação dissulfeto intramolecular), formas fosforiladas 
e formas degradadas (Wu, 1998; Gao, 1997; Shi, 1999; Morjana, 1998; 
Katrukha, 1998; Bunk, 2000; Labugger, 2000). Evidentemente, alguns 
epítopos são bloqueados ou modificados em algumas dessas formas, 
pois diferenças em sua reatividade com diferentes ensaios comerciais 
para cTnI superiores a 20 vezes foram observadas (Wu, 1998; Shi, 1999; 
Kao, 2001; Datta, 1999; Newman, 1999; Tate, 1999). O problema não 
ocorre da mesma maneira com a cTnT porque os ensaios são comercia- 
lizados por um único fabricante. 

Um outro problema é que como o nível plasmático normal da cTn é 
muito baixo, mesmo um grau minúsculo de reatividade do ensaio cau- 
sado pela interferência ou artefato técnico pode ser interpretado como 
um resultado “positivo”, indicando lesão miocárdica. Isso pode levar a 
procedimentos invasivos desnecessários (p. ex., angiografia coronariana). 
Foi observado que vários ensaios de cTnl são susceptíveis a interferências 
de anticorpos heterófilos, fibrina e outras substâncias (Nosanchuk, 1999; 
Fitzmaurice, 1998; Roberts, 1997; Dasgupta, 1999, 2001; Parry, 1999; 
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te sérico frequente também foi relatada (Eriksson, 2003). 

As faixas de referência e os pontos de decisão deram origem a certa 
confusão (Jaffe, 2004). Como discutido anteriormente, quando o 
exame de cTn foi introduzido pela primeira vez, percebeu-se que 
pequenas elevações não estavam correlacionadas com qualquer ele- 
vação de CK-MB ou outro sinal convencional (mas menos sensível) 
de necrose miocárdica. Portanto, foi definido um ponto de decisão 
relativamente alto, e em essencial arbitrário, para a cTn como indi- 
cador de infarto do miocárdio; níveis mais baixos foram indetermi- 
nados ou considerados “lesão miocárdica mínima”. A redefinição 
subsequente do infarto do miocárdio alterou esse pensamento, e foi 
recomendado que o limite de referência superior para a cTn fosse 
o 99º percentil da população saudável, um nível no qual ensaios 
deveriam idealmente obter um coeficiente de variação (CV) den- 
tro de 10% (Joint Committee, 2000). Entre 2003 e 2004, nenhum 
ensaio comercial norte-americano atingiu esse nível de precisão 
(Panteghini, 2004), mas, recentemente, foi descrito um ensaio para 
a cTnI que obteve um CV < 10% a 0,027 ug/L (Venge, 2003), o qual 
era inferior na população acima do limite de referência (99º percen- 
til) mensurado a 0,041 ug/L. Para ensaios que não obtêm um CV de 
10% no 99º percentil, o cutoff diagnóstico deveria ser a concentração 
mais baixa que produz um CV de 10%. 


Protocolos clínicos 


Diagnóstico de SCA 

O diagnóstico de infarto do miocárdio evoluiu de um processo 
um pouco lento que demandava vários dias de permanência hospi- 
talar para uma tarefa urgente realizada em grande parte no serviço 
de emergência, algumas vezes dentro de um centro especializado em 
dor torácica (Zalenski, 1998). Anualmente, cerca de 8 milhões de 
atendimentos em serviços de emergência norte-americanos são devi- 
dos à dor torácica ou outros sintomas, incluindo falta de ar, tontu- 
ra ou perda de consciência, que podem sugerir SCA (Storrow, 2000). 
Embora o diagnóstico com frequência seja direto, o desafio é obter um 
nível de acurácia muito alto. A falta de um diagnóstico de SCA, o que 
pode ocorrer em cerca de 2% dos casos, representa um maior risco 
de mortalidade e é a principal causa de indenizações por má conduta 
profissional entre os médicos que trabalham em serviços de emergên- 
cia (Pope, 2000; Karcz, 1996). Por outro lado, a prática conservadora 
de internação hospitalar para a maioria dos pacientes com suspeita 
de SCA representa um gasto desnecessário de bilhões de dólares, pois 
dois terços desses pacientes acabam não tendo o diagnóstico de SCA 
confirmado. 

Marcadores bioquímicos têm um papel secundário na conduta ini- 
cial para pacientes com suspeita de SCA. A tomada de decisão mais 
precoce, a qual idealmente deve ser feita em 10 minutos após a che- 
gada do paciente no serviço de emergência, é baseada na anamnese, 
exame físico e um ECG de 12 derivações (Braunwald, 2002) (ver 
Fig. 18.3). O ECG pode estabelecer o diagnóstico de STEMI, sendo 
o paciente candidato à trombólise imediata e outras intervenções, 
conforme apresentado em diretivas detalhadas para essa condição 
(Antman, 2004). Os resultados de marcadores bioquímicos não são 
necessários antes dessas intervenções e, de fato, podem ser negativos 
nesse período inicial. 

Se o ECG inicial for negativo para um STEMI, a importância dos mar- 
cadores cardíacos aumenta. A escolha dos marcadores e os momentos 
de avaliação variam entre as instituições, mas existe uma concordância 
geral de que a cTn (seja a I ou a T) é o marcador preferido para o diag- 
nóstico definitivo (Christenson, 2004; Braunwald, 2002). O momen- 
to da coleta de amostras é baseado na cinética do marcador. Por isso, 
para a cTn, que pode aumentar apenas várias horas após a necrose dos 
miócitos, uma amostra negativa no momento do atendimento inicial 
deve ser seguida por uma segunda amostra coletada 6 a 12 horas depois 
e, possivelmente, pelo menos quando o índice de suspeita for alto, 
uma terceira amostra deverá ser coletada na 24º hora. Em centros que 
enfatizam o diagnóstico precoce, uma amostra no período da 1º à 42 
hora também pode ser incluída, e ela é útil para incluir um marcador 
precoce, em geral a mioglobina, mas, possivelmente, isoformas da CK, 
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Figura 18.3 Sumário de um algoritmo clínico para tratamento de pacientes que se 
dirigem a um serviço de emergência com sintomas sugestivos de SCA. O protocolo 

é genérico, devendo ser personalizado para instituições particulares e utilizado com 
julgamento clínico adequado. (Adaptado de Pearson TA, Mensah GA, Alexander RW, 
et al: Markers of inflammation and cardiovascular disease application to clinical and 
public health practice: A statement for healthcare professionals from the centers for 
Disease Control and Prevention and the American Heart Association. Circulation 
107:499-511, 2003.) 


nos momentos de avaliação 0 e 1 a 4 horas. O diagnóstico do NSTEMI 
é estabelecido por um resultado positivo de um marcador biológico 
com alterações apropriadas ao longo do tempo. Um resultado nega- 
tivo, mas com alterações eletrocardiográficas de isquemia (depressão 
do ST e inversão da onda T) ou outras evidências podem estabelecer 
o diagnóstico de angina instável. Esses dois diagnósticos são tratados 
de modo similar, possivelmente com uma terapia invasiva de abertura 
arterial (Braunwald, 2002). 

Se os sintomas iniciais do paciente desaparecerem após várias horas 
e os achados eletrocardiográficos e bioquímicos foram consistente- 
mente negativos, a SCA é descartada por completo. Para uma maior 
segurança, antes de dar alta ao paciente, um teste provocativo de DCC 
é com frequência realizado, como um teste ergométrico ou um exame 
de cintilografia ou um ecocardiograma com estresse (Lindsay, 1998; 
Farkouh, 1998; Storrow, 2000). Esses exames devem estar rápida e 
continuamente disponíveis se o serviço de emergência tiver como 
objetivo uma alta rápida de pacientes de baixo risco. Eles apresen- 
tam o inconveniente do custo e do número significativo de resulta- 
dos falso-positivos ou falso-negativos, dependendo da modalidade do 
exame escolhido. 

Como o tratamento clínico e o fluxo de pacientes no serviço de 
emergência exigem uma avaliação de risco rápida, o resultado do 
exame de marcador cardíaco deve estar disponível o quanto antes. 
Normalmente, aconselha-se que seja considerada a realização do 
exame no local de atendimento quando o laboratório central não 
puder fornecer de modo confiável o resultado em no máximo 1 hora. 
Tanto os exames qualitativos como os quantitativos de marcadores 
cardíacos são adequados para a realização no local de atendimento, e 


eles demonstraram ser eficazes (Antman, 1997; Brogan, 1998; Muller- 
Bardoff, 1999). 


Outras aplicações 

Exames de marcadores cardíacos são realizados na maioria dos pacien- 
tes com SCA, mesmo após o diagnóstico ser estabelecido. Embora como 
uma prática universal isso possa ser questionado, apresenta alguns bene- 
fícios (Christenson, 2004). Pode servir como um indicador não invasivo 
de que ocorreu reperfusão, seja espontaneamente ou como consequên- 
cia da terapia. Em consequência do “fenômeno de lavagem”, um bolo 
de proteínas dos miócitos é liberado nos minutos que sucedem a reper- 
fusão, de modo que o sangue coletado nos 60 a 120 minutos seguintes 
deve apresentar um aumento da concentração do marcador (aumento 
porcentual ou absoluto) acima do limiar definido. Foi observado que 
o desempenho da mioglobina é melhor que o da CK-MB ou da cTn 
para esse propósito (Ishii, 1994; Zabel, 1993; Tanasijevic, 1997), mas, ao 
contrário da angiografia, as mensurações de marcadores biológicos não 
conseguem distinguir o grau de oclusão do fluxo. 

À concentração dos marcadores após o infarto do miocárdio está cor- 
relacionada com o tamanho do infarto, o comprometimento funcio- 
nal e o prognóstico (Delanghe, 1992; Glatz, 1994; Hackel, 1984; Mair, 
1995; Omura, 1995; Panteghini, 2002; Mutlu, 2004). A aplicação clínica 
é limitada porque as correlações são bem fracas, em especial quando são 
consideradas mensurações realizadas em um único momento, e a inter- 
pretação é enormemente afetada pelo fato de a reperfusão ter ocorrido 
ou não. A mensuração de marcadores também é útil para a detecção 
de aproximadamente 17% de pacientes com infarto do miocárdio que 
apresentam reinfarto precoce (Marmor, 1981). Essa é uma das aplica- 
ções na qual a CK-MB parece ser superior à CTN por causa de seu declí- 
nio mais rápido após um infarto do miocárdio. A mioglobina também é 
útil. A cTn pode ser útil para a monitoração e o prognóstico do paciente 
em outras situações que não sejam uma SCA como, por exemplo, a 
insuficiência cardíaca (Missov, 1999; Missov, 1997; Del Carlo, 1999), 
mas ainda não foram definidos protocolos. 

O diagnóstico de infarto do miocárdio após procedimentos cirúr- 
gicos (infarto do miocárdio perioperatório) era desafiador na era 
pré-troponina porque marcadores inespecíficos eram comumente 
liberados em virtude da lesão de músculo esquelético ou de outros 
tecidos não cardíacos. A cTn é claramente o marcador de escolha nessa 
situação, mas se a cirurgia é realizada no coração em si, surge o ques- 
tionamento da magnitude esperada da liberação de cTn na ausência de 
complicações. Em um estudo com pacientes submetidos a várias cirur- 
gias cardíacas, 17 deles que apresentaram “eventos cardíacos” defini- 
dos no pós-operatório apresentaram valores máximos de cTnI acima 
de 40 ng/mL, alguns com valores muito mais altos, enquanto somente 
3 de 83 pacientes sem eventos apresentaram cTn > 40 ng/mL, a maio- 
ria com valores muito mais baixos (Greenson, 2001). Um estudo mais 
recente observou que a cTnT > 1,26 ng/mL em uma amostra coleta- 
da 24 horas após a cirurgia foi associada a um risco 6,3 vezes maior 
de aparecimento de novas ondas Q (Lehrke, 2004). Em um estudo de 
pacientes submetidos a revascularização do miocárdio, 69 indivíduos 
que não apresentaram ondas Q alcançaram um pico mediano de cTnl 
no pós-operatório de 2,1 ng/mL, comparado com 17 ng/mL naqueles 
que apresentaram ondas Q. A cardioversão, externa ou interna, não 
causa ou causa elevação mínima da cTn (Allan, 1997; Gorenek, 2004; 
Greaves, 1998; Rao, 1998). Intervenções percutâneas podem cau- 
sar graus menores de elevação que não indicam prognóstico adverso 
(Shyu, 1998; Attali, 1998; Bertinchant, 1999). 


Marcadores de risco coronariano 


A DCC é uma doença crônica da idade, e obviamente a aborda- 
gem mais desejável é prevenir ou minimizar o seu desenvolvimento. 
Conforme resumido na seção Aspectos Gerais, o conhecimento das 
causas da DCC ainda é incompleto e, por essa razão, até o momento não 
se tem as medidas preventivas definitivas. Contudo, muitas linhas de 
evidência, sendo a mais importante grandes estudos epidemiológicos, 
identificaram vários fatores de risco associados à DCC. A maioria des- 
ses fatores de risco refere-se não apenas ao coração, mas também aos 
processos de aterosclerose e/ou trombose. Portanto, eles também têm 
implicações importantes no acidente vascular cerebral e na doença vas- 
cular periférica. 

Os principais fatores de risco clínicos da DCC (não relacionados 
aos exames laboratoriais) estão resumidos na Tabela 18.2. Dos fatores 


de risco que podem ser determinados pelo laboratório clínico, o mais 
precocemente identificado e ainda um dos mais importantes é o coles- 
terol sérico. Na realidade, ele é a fração do colesterol de lipoproteína 
de baixa densidade (LDL), a qual geralmente contém cerca de 70% 
do colesterol total circulante, que está diretamente associada ao risco. 
A fração de lipoproteína de alta densidade (HDL) é de fato um fator 
de risco negativo. A outra classe importante de lipídeos comumente 
mensurada no plasma, os triglicerídeos, foi um assunto controverso, 
mas ela é atualmente aceita como um fator de risco importante. O 
exame de lipídeos e a sua relação com a avaliação de risco de DCC 
foram discutidos no Capítulo 17. 

Além dos lipídeos, uma ampla gama de constituintes plasmáticos foi 
relacionada ao risco de DCC. Eles incluem vários nutrientes, hormô- 
nios, fatores de coagulação, fármacos, toxinas, oxidantes, antioxidan- 
tes e marcadores de inflamação ou infecção. Neste capítulo, somente 
dois marcadores que parecem ser relativamente importantes serão 
discutidos: a proteína C reativa e a homocisteína. 


Proteína C reativa 


Isolada pela primeira vez em 1930 do plasma de pacientes com pneu- 
monia pneumocócica, a proteína C reativa foi assim denominada por- 
que ela se liga ao polissacarídeo € do pneumococo. Posteriormente, 
foi observado que a proteína aparecia no plasma durante muitas con- 
dições infecciosas ou inflamatórias, e a proteína C reativa era o rea- 
gente da fase aguda original. Estudos moleculares modernos determi- 
naram que a proteína C reativa é um membro da família da proteína 
pentraxina. Ela possui cinco protômeros, cada um com 206 aminoá- 
cidos e peso molecular de 23 kDa, dispostos em simetria cíclica. Com 
a participação de íons Ca**, ela liga várias proteínas e fosfolipideos, 
particularmente a fosfocolina. Ela opsoniza partículas e também ativa 
o complemento pela via clássica, mas a sua função biológica real é des- 
conhecida (Black, 2004; Szalai, 1999). 

No plasma de indivíduos normais, a concentração média da pro- 
teína C reativa é de aproximadamente 1 mg/L e o 99º percentil é de 
aproximadamente 10 mg/L. Em indivíduos com doença aguda, citoci- 
nas (principalmente a interleucina-6) estimulam a produção hepática 
de proteína C reativa, e o nível plasmático aumenta para 300 mg/L 
ou mais. À proteína C reativa plasmática aumenta em vários distúr- 
bios, incluindo a maioria das infecções bacterianas, mas comumente 
não aumenta em infecções virais. O infarto do miocárdio está entre 
as doenças agudas associadas a uma elevação do nível plasmático de 
proteína C reativa (de Beer, 1982). 

Nos últimos anos, muitos estudos epidemiológicos estabeleceram 
que indivíduos com níveis basais mais altos de proteína C reativa plas- 
mática apresentam um maior risco de DCC e acidente vascular cere- 
bral. No relativamente antigo Physician Health Study, que envolveu 
22.000 médicos norte-americanos do sexo masculino para investigar 
os efeitos cardioprotetores da aspirina e do betacaroteno, a média da 
proteína C reativa plasmática foi de 1,51 mg/L em participantes que 
sofreram infarto do miocárdio, 1,38 mg/L naqueles que sofreram um 
acidente vascular cerebral e de 1,13 mg/L nos controles que não sofre- 
ram qualquer distúrbio vascular (Ridker, 1997). No estudo maior e 
mais recente realizado em Reykjavik, o valor basal médio da proteína 
C reativa foi de 1,75 mg/L em participantes que sofreram um infarto 
do miocárdio versus 1,25 mg/L naqueles que não sofreram qualquer 
distúrbio vascular (Danesh, 2004). Geralmente, achados similares, 
resumidos em uma meta-análise de 2004, foram relatados em 20 
outros estudos epidemiológicos, embora o grau de risco independente 
associado à proteína C reativa tenha variado (Danesh, 2004). Um rela- 
tório no Women's Health Study sugeriu que a proteína C reativa de 
fato era mais preditiva que o LDL-colesterol (Ridker, 2002), enquanto 
os investigadores do estudo de Reykjavik relataram que a proteína C 
reativa era menos preditiva que o colesterol total, o tabagismo ou a 
pressão arterial sistólica. Diferenças podem estar relacionadas com a 
natureza da população estudada e com os meios de correção de fato- 
res de risco tradicionais. 

A elevação da proteína C reativa plasmática indicada anteriormente, 
que confere um risco coronariano maior, é mínima quando comparada 
com o aumento de 100 a 1.000 vezes que ocorre em doenças inflamató- 
rias ou infecciosas francas. Por essa razão, o exame da proteína C reativa 
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relacionado ao risco cardiaco recebeu o nome um tanto enganador de 
“proteina C reativa de alta sensibilidade” (do inglés, high-sensitivity 
C reactive protein, hsCRP). Na verdade, mesmo em concentrações de 
aproximadamente 1 mg/L ou menos, a proteína C reativa é uma prote- 
ina plasmática relativamente abundante, não exigindo as técnicas mais 
sensíveis para uma mensuração adequada. Métodos como o nefelomé- 
trico, que foi estabelecido para mensurar a proteína C reativa como um 
marcador inflamatório, foram rapidamente adaptados para mensurar a 
“hsCRP”, as principais diferenças são o grau de diluição e a calibragem. 
Ensaios comerciais de hsCRP apresentam uma precisão adequada, e a 
estabilidade a longo prazo da hsCRP nos pacientes parece ser compará- 
vel ao de outros fatores de risco como, por exemplo, hipertensão arte- 
rial e colesterol (Danesh, 2004). 

Embora várias evidências apontem para um papel da inflamação na 
DCC (Paoletti, 2004), ainda não foi estabelecido um mecanismo pre- 
ciso para a relação entre a proteína C reativa plasmática e o risco de 
DCC. Uma questão fundamental que ainda não foi solucionada é se a 
elevação dessa proteína é uma causa ou uma consequência da doença 
(ou possivelmente ambas). A resposta inflamatória associada a lesões 
ateroscleróticas pode desencadear uma produção suficiente de citoci- 
na para ser associada a um aumento mensurável da proteína C reativa 
plasmática. Por sua vez, a proteína aumenta a vulnerabilidade da placa 
ou tem outros efeitos que pioram a gravidade da DCC por meio de 
seus efeitos anti-inflamatórios. A presença de proteína C reativa em 
lesões ateromatosas humanas foi demonstrada (Reynolds, 1987), e, em 
ratos, foi demonstrado que a injeção de proteína C reativa humana 
após a ligadura da artéria coronária aumenta o tamanho do infarto 
(Griselli, 1999). Uma outra possibilidade intrigante é que o risco asso- 
ciado à proteína C reativa está relacionado com a produção de citocina 
pelos adipócitos e que essa proteína é essencialmente um marcador 
bioquímico da síndrome metabólica recentemente reconhecida e dis- 
cutida no Capítulo 17 (Ridker, 2004b; Yudkin, 1999). 

Considerando-se as variações da estimativa de risco quantitativa, o 
papel obscuro da proteína C reativa na patogénese da doença vascular 
e a ausência de tratamento específico para a proteína C reativa alta, a 
utilidade do exame de hsCRP em pacientes individuais é controversa. 
Um comitê do Centers for Disease Control and Prevention e da 
American Heart Association publicaram recomendações em 2003, 
algumas das quais estão apresentadas na Tabela 18.3. 


Homocisteina 


A homocisteina (Fig. 18.4) é um aminoácido que contém enxofre 
que não é incorporado na proteína, mas é um intermediário metabó- 
lico. Ela pode ser metilada para formar a metionina ou convertida pela 
via da transsulfuração em cistantiona e, a seguir, em cisteína. A homo- 
cisteína pode existir no plasma como espécies com um grupo sulfidrila 
livre, como um dissulfeto (homocistina) ou como um dissulfeto misto, 
ligadas a uma proteína plasmática via um de seus resíduos de cisteína 
(tHcy). É uma soma delas que pode ser designada homocisteína total 
ou homocisteína, que é geralmente mensurada. 

O nível excessivo de homocisteina circulante em geral reflete um nível 
diminuído de uma das enzimas envolvidas em seu metabolismo. A 


Tabela 18.3 Recomendações da Joint Committee of the American 
Heart Association and the Centers for Disease Control and Prevention 
sobre a proteína C reativa para avaliar o risco de DCC (Pearson, 2003) 


e Se marcadores inflamatórios tiverem que ser utilizados na avaliação da DCC, a 
hs-CRP é o analito de escolha atual. 

e Preferencialmente, o resultado da hs-CRP deve ser a média de duas amostras 
coletadas com um intervalo de aproximadamente duas semanas. Se um nível 
> 10 mg/L for identificado, deve ser realizada uma busca de uma causa óbvia 
de infecção ou inflamação. Esse resultado deve então ser descartado e um 
outro exame deve ser realizado duas semanas mais tarde. 

* Os intervalos de decisão são: < 1 mg/L, baixo risco; 1-3 mg/L, risco 
intermediário; > 3 mg/L, alto risco (correspondendo aproximadamente a tercis 
na população adulta). 

e Os pacientes que podem ser beneficiados com um exame de hs-CRP são 
aqueles cuja estimativa de risco, a partir de fatores estabelecidos, é moderada 
(i. e., risco de aproximadamente 10-20% de sofrer uma DCC nos próximos 
10 anos) e cujo médico deseja informações adicionais para orientar a terapia 
preventiva. 

e O papel da hs-CRP na prevenção secundaria (i. e., prevenção da progressão 
da doença em pacientes com DCC estabelecida) é limitado, pois é improvável 
que ela altere o tratamento (o qual deve ser agressivo, independentemente 
das informações adicionais fornecidas pela proteína C reativa ou por outros 
marcadores). 


e A investigação universal da hs-CRP na população adulta não é justificada. 


sindrome clássica da homocistinúria, primeiramente descrita em 1962 
(Carson, 1962; Gerritsen, 1962), se dá em função de um defeito homo- 
zigótico da enzima cistationina-B-sintase. Ela acarreta um nível circu- 
lante muito alto das várias formas de homocisteína e de medionina. 
As manifestações clínicas incluem a luxação das lentes, osteoporose 
com anormalidades esqueléticas associadas, retardo mental, distúrbios 
psiquiátricos e doença tromboembólica, incluindo a DCC (Yap, 2003). 

A base dos efeitos lesivos da homocisteina é incerta. No nivel bioqui- 
mico, o estresse oxidativo e a inibição de reações de transmetilação são 
possibilidades prováveis. Os efeitos celulares que foram documentados 
em estudos experimentais incluem: lesão endotelial, alteração do meta- 
bolismo do NO, ativação plaquetária e proliferação de músculo liso 
(Thambyrajah, 2000). Parte da toxicidade da homocisteína pode ser ori- 
ginária da conversão enzimática em homocisteína tiolactona (Fig. 18.4), 
a qual pode modificar a LDL e aumentar a sua captação pelos macr6fa- 
gos (McCully, 1993; Vignini, 2004). 

O desenvolvimento da homocisteína como marcador de risco de 
DCC é, de alguma maneira, paralelo ao do colesterol: a recorrência 
regular da aterosclerose em indivíduos com elevação maciça, em decor- 
rência de um erro inato do metabolismo, levou à hipótese do aumen- 
to do risco em indivíduos com elevações mais moderadas. De maneira 
experimental, a hiper-homocisteinemia induzida em animais apoia a 
hipótese (McCully, 1993). Em humanos, elevações leves a moderadas de 
homocisteina podem ter muitas causas. As causas genéticas incluem um 
defeito heterozigoto de cistationina-f-sintase, um defeito da metionina 
sintase (raro) ou um defeito da 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase 


Figura 18.4 Estrutura química da homocisteina e compostos 
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(MTHFR) (em geral raro, excetuando-se uma forma sensível à tempe- 
ratura que é relativamente comum). As causas nutricionais incluem a 
deficiência de qualquer cofator vitamínico envolvido no metabolismo 
da homocisteina: folato, vitamina B,, ou piridoxina (vitamina B,). 

Muitos dos primeiros estudos epidemiológicos pareciam confirmar 
uma correlação entre níveis moderados de homocisteína e DCC. Por 
exemplo, no Physicians Health Study foi relatado inicialmente que 
níveis de homocisteína na faixa de mais que 5% da população con- 
feria um risco três a quatro vezes maior (Stampfer, 1992). Contudo, 
outros estudos, incluindo um acompanhamento de longo prazo do 
Physicians Health Study (Chasan-Taber, 1996) e muitos dos estudos 
maiores e mais recentes, demonstraram nenhuma ou uma pequena 
associação entre a elevação moderada de homocisteína e o risco de 
DCC. Além disso, a suplementação alimentar disseminada de folato 
provavelmente tendeu a diminuir o nível médio de homocisteína cir- 
culante na população norte-americana, e existem dados esparsos que 
defendem o efeito cardioprotetor da terapia de redução da homociste- 
ina. Por essas razões, não existe um conselho geral para a investigação 
disseminada da homocisteina. No entanto, a mensuração da homocis- 
teína pode ser justificada em indivíduos que apresentam DCC apesar 
de apresentarem um risco relativamente baixo baseado nos fatores 
de risco tradicionais (Homocysteine Studies Collaboration, 2002; 
Malinow, 1999; Ridker, 2004a). 

A homocisteina tradicionalmente é mensurada por meio de técnicas 
cromatográficas (Ubbink, 1999; Arndt, 2004; Frick, 2003; Vester, 1991). 
Um método que utilizou a adenosilação enzimática seguida por imu- 
noensaio foi automatizada no analisador Abbot IMx (Shipchandler, 
1995). Além disso, métodos puramente enzimáticos adequados para 
a automação foram introduzidos (Huijgen, 2004; Roberts, 2004; Tan, 
2000). Deve-se atentar à coleta e ao armazenamento adequados da 
amostra para prevenir um aumento artificial da homocisteína mensu- 
rada (Willems, 2004). 


Marcadores da insuficiência cardíaca congestiva 


Peptídeos natriuréticos cardíacos 


O conceito herético de que o coração poderia ser um órgão endócri- 
no foi imposto por dois relatos em 1956: que a insuflação de um balão 
no interior do átrio esquerdo de um cachorro causou um aumento 
do fluxo urinário (Henry, 1956); e que estruturas semelhantes a gra- 
nulos secretores eram visíveis em microfotografias eletrônicas de 
células atriais de cobaias (Kisch, 1956). Em 1981, foi observado que 
extratos de átrios (e não ventrículos) cardíacos de ratos tinham um 
efeito natriurético (de Bold, 1981), e em 1984 um peptídeo denomi- 
nado peptídeo natriurético atrial (do inglês, atrial natriuretic peptide, 
ANP) foi isolado do coração humano (Kangawa, 1984). Um pouco 
mais tarde, um peptídeo similar denominado peptídeo natriurético 
cerebral (do inglês, brain natriuretic peptide, BNP) foi isolado do cére- 
bro de porcos (Sudoh, 1988). Ocorre que, em humanos, o BNP é pro- 
duzido principalmente no ventrículo cardíaco (Mukoyama, 1991), de 
modo que, hoje em dia, o hormônio é geralmente designado peptídeo 
natriurético tipo B. 

A Figura 18.5 mostra membros da família do peptídeo natriuré- 
tico. À sua característica comum notável é a estrutura em anel de 
17 aminoácidos, fechado por uma ponte de cistina, com substancial 
homologia entre os membros da família. O peptídeo natriurético de 
tipo C (CNP), descrito em 1990, não é produzido no coração e sim 
nas células endoteliais (Sudoh, 1990). O peptídeo natriurético tipo 
D (DNP) foi isolado da cobra mamba verde, Dendoraspis angusticeps 
(Schweitz, 1992). A imunorreatividade do DNP foi posteriormente 
relatada no plasma humano (Schirger, 1999), mas esse peptídeo não 
foi demonstrado em definitivo no ser humano (Richards, 2002). Por 
fim, a urodilatina é uma forma de ANP com quatro aminoácidos 
adicionais no terminal N, sendo provavelmente produzida nos rins 
pelo splicing do mesmo produto genético (Schulz-Knappe, 1988). 
Tanto o ANP quanto o BNP foram investigados em relação aos tes- 
tes para a insuficiência cardíaca, e o último provou ser mais útil. Por 
essa razão, uma discussão mais detalhada será limitada ao sistema 
do BNP. 
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Figura 18.5 Seguência de aminoácidos dos peptídeos natriuréticos. Aminoácidos 
preservados por meio da família são indicados por cores. 


O BNP circulante deriva de um pró-hormônio com 108 amino- 
ácidos, o pró-BNP, que é clivado nos miócitos cardíacos pela endo- 
protease furina em um fragmento terminal C com 32 aminoácidos, 
o BNP ativo e um fragmento terminal N inativo, N-BNP ou NT-pró- 
BNP (Sawada, 1997). A secreção de ambos os fragmentos é aumenta- 
da pela distensão da parede ventricular e pela sobrecarga de volume, 


263 





— 





Avaliação de lesão e função cardíaca 


264 






como ocorre na insuficiência cardíaca (Tabbibizar, 2002). O BNP é 
removido da circulação ligando-se a um receptor da depuração e tam- 
bém pela ação de endopeptidases. A sua meia-vida de circulação é de 
aproximadamente 22 minutos. A meia-vida de circulação do N-BNP 
é consideravelmente maior (60-120 minutos), e o seu mecanismo de 
depuração não é bem compreendido. 

O BNP e os outros peptídeos natriuréticos exercem seus efeitos por 
meio de dois tipos de receptores acoplados à proteína G, acarretando 
liberação do segundo mensageiro monofosfato de guanosina cíclico 
(c-GMP). Eles infrarregulam o sistema renina-angiotensina-aldoste- 
rona, diminuem a atividade nervosa simpática no coração e nos rins, 
aumentam o fluxo sanguíneo renal e aumentam a excreção de sódio 
por meio de um efeito direto sobre os tubos coletores renais (Spevack, 
2004; Beltowski, 2002). 

Os níveis plasmáticos de BNP são inferiores a 100 pg/mL, na maio- 
ria dos indivíduos saudáveis; as faixas de referência dependem da 
idade e do sexo. A aplicação mais bem estabelecida da dosagem de 
BNP é para o diagnóstico de pacientes agudos que procuram um ser- 
viço de emergência com falta de ar. Em alguns casos, é difícil diferen- 
ciar a insuficiência cardíaca de doenças pulmonares (p. ex., enfisema) 
nesses pacientes e, até o momento, não existe um exame laboratorial 
especificamente aplicável. O estudo multinacional Breathing Not 
Properly recrutou pacientes que procuraram serviços de emergência 
com dispneia e utilizou um método de execução do exame no local 
de atendimento para a mensuração do BNP. Em um ponto de decisão 
de 100 pg/mL, o exame de BNP tem as seguintes características para 
o diagnóstico de insuficiência cardíaca: sensibilidade de 90%, especi- 
ficidade de 76%, valor preditivo positivo (VPP) de 79% e valor predi- 
tivo negativo (VPN) de 89% (Maisel, 2002). Entre os pacientes com 
uma história de disfunção ventricular, o BNP foi mais alto que naque- 
les cujos sintomas no momento foram considerados como causa da 
insuficiência cardíaca. Ele também foi mais alto em pacientes com 
insuficiência cardíaca mais grave (Fig. 18.6). 

Muitas outras aplicações possíveis para o exame de BNP foram 
sugeridas, incluindo a monitoração da evolução e do tratamento 
de pacientes com insuficiência cardíaca (Cheng, 2001); estratifica- 
ção de risco de pacientes com SCA (de Lemos, 2001; Wiviott, 2004; 
Jernberg, 2004; Omland, 2002); monitoramento da gravidade da 
doença em pacientes com DCC estável (Weber, 2004); rastreamen- 
to de disfunção ventricular em populações selecionadas (Nielsen, 
2003; Bay, 2003); e testes de cardiotoxicidade de medicamentos 
(Okumura, 2000). Um pequeno estudo demonstrou menos even- 
tos adversos em um grupo de pacientes tratados para insuficiência 
cardíaca com o uso da monitoração do BNP que em um grupo con- 
trole tratado sem o uso do exame (Troughton, 2000). No entanto, o 
benefício pode ter derivado de um ímpeto geral por um tratamento 
mais agressivo e não de uma informação discriminatória importan- 
te fornecida pelo exame (Packer, 2003). Mueller et al. selecionaram 
aleatoriamente 452 pacientes que procuraram um serviço de emer- 
gência com dispneia para uma estratégia diagnóstica com e sem uso 
de uma dosagem do BNP à beira do leito. A dosagem do BNP pare- 
ceu diminuir o período de internação e o custo total do tratamento 
(Mueller, 2004). 

Uma limitação importante do BNP é que uma ampla faixa de valores 
é observada em pacientes com e sem insuficiência cardíaca, e todos os 
determinantes do nível de BNP circulante ainda não foram bem esta- 
belecidos. O BNP encontra-se aumentado em condições de desequili- 
brio hídrico, excetuando-se a insuficiência cardíaca, particularmente a 
insuficiência renal, a qual com frequência coexiste com a insuficiência 
cardíaca (McCullough, 2004). Além disso, pacientes com insuficiên- 
cia cardíaca sintomática, em especial quando ela é crônica e estável, 
podem apresentar níveis “normais” (Tang, 2003). A variabilidade 
intraindividual é relativamente alta. Em um grupo de pacientes com 
insuficiência cardíaca crônica e estável, a variabilidade semana a sema- 


na do BNP e do N-BNP foi de 30 a 40% (Bruins, 2004). Atualmente, 


parece que o uso mais adequado do exame do BNP é como um exame 
adjuvante para descartar a insuficiência cardíaca em uma situação 
aguda. Em outros contextos, ele deveria ser utilizado judiciosamente 
até que existam mais informações (Cowie, 2003). 
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Figura 18.6 Gráficos mostrando níveis médios do peptídeo natriurético tipo B 

em pacientes atendidos em um serviço de emergência com dispneia, no estudo 
Breathing Not Properly. A, pacientes em diferentes categorias diagnósticas. B, 
pacientes com insuficiência cardíaca, classificados de acordo com os critérios 

da New York Heart Association. Uma classe mais alta indica doença mais 

grave, evidenciada por uma menor quantidade de atividade necessária para 
provocar sintomas (American Heart Association, 1994). Os gráficos mostram 

faixas interquartis, e as barras representam os valores mais altos e mais baixos. 
(Reproduzido de Maisel AS, Krishnaswamy P, Nowak RM, et al: Rapide measurement 
of B-type natriuretic peptide in the emergency diagnosis of heart failure. N Eng ] Med 
347:161-167, 2002). 


O primeiro ensaio para BNP disponível no comércio norte-ameri- 
cano era um imunoensaio que utilizava um instrumento mais ade- 
quado para a dosagem no local de atendimento. Mais recentemente, 
o exame tornou-se disponível para grandes plataformas automatiza- 
das de imunoensaio. Existem ensaios tanto para o BNP quanto para o 
N-BNP. Uma vantagem clara de um marcador biológico sobre o outro 
para uma determinada aplicação não foi estabelecida (Hammerer- 
Lercher, 2001b). 

Além de ser um marcador biológico para a insuficiência cardía- 
ca, o BNP possui efeitos natriuréticos, vasodilatadores e outros que 
melhoram a síndrome, e ele está disponível como o fármaco nesiritida 
(Natrecor) para o tratamento da insuficiência cardíaca. Em virtude da 
meia-vida curta do BNP, o nível mensurado várias horas após a sua 
administração refletiria a secreção endógena. Entretanto, a utilidade 
da mensuração do BNP no contexto de sua administração terapêutica 
não foi estabelecida até o momento. 
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TO PONTOS-CHAVE 

-æ A estrutura primária de uma proteína consiste em 
sua seguência linear de aminoácidos com diferentes 

grupos laterais, que determinam como a proteína se dobra sobre si 

mesma (estruturas secundária e terciária) e como reage com outras 

moléculas e células (i. e., sua identidade molecular). 


e Os métodos existentes para quantificar e fracionar as 

proteínas baseiam-se em kurbidimetria, colorimetria, absorção 
espectrofotométrica, ligação a corantes, cromatografia em coluna, 
eletroforese e imunoensaios. 


e A eletroforese de proteínas separa as moléculas proteicas de 
acordo com suas cargas elétricas (usualmente em pH 8,6). 


e As principais proteínas plasmáticas que contribuem para o padrão 
eletroforético são a albumina, @,-antitripsina (AAT), 
a,-macroglobulina (AMG), haptoglobina, B-lipoproteína, 
transferrina, molécula C3 do complemento, fibrinogênio e 
imunoglobulinas (lgs). 

e Vários componentes minoritários das proteínas plasmáticas 
possuem utilidade clínica no diagnóstico e monitoramento das 
doenças, sendo quantificados por meio de imunoensaios. São 
exemplos a ceruloplasmina, a proteína C reativa, a pré-albumina e 
os inibidores de protease. 

e Há padrões eletroforéticos de proteínas de amostras de soro e 
urina que são característicos de doenças específicas, envolvendo 


primariamente alterações nas taxas de síntese (fígado), perda (renal) 
ou estados inflamatórios. 





e A deficiência hereditária de algumas proteínas plasmáticas conduz 
a doenças significativas (p. ex., m-antitripsina). 

e As proteínas existentes no plasma exercem diversos papéis, tais 
como a manutenção da pressão oncótica, o transporte de pequenas 
moléculas e a promoção ou inibição de reações inflamatórias. 

e A triagem de gamopatias monoclonais constitui o principal uso 
clínico da eletroforese de proteínas séricas e urinárias. 


O exame das proteínas existentes no plasma pode fornecer infor- 
mações que refletem estados patológicos em muitos sistemas orgâni- 
cos. À quantificação realizada com mais frequência — considerando as 
proteínas totais — usualmente utiliza amostras de soro, nas quais não 
há fibrinogênio e nenhum anticoagulante que possa causar uma dilui- 
ção discreta das proteínas plasmáticas. Embora a determinação do 
conteúdo de proteínas totais forneça ao médico algumas informações 
acerca do status geral do paciente em termos nutricionais ou no caso 
de doenças orgânicas graves (como nos estados em que ocorre perda 
proteica), o fracionamento das proteínas pode fornecer informações 
ainda mais úteis à clínica. 

A quantificação adicional da albumina, por exemplo, fornece mais 
informações sobre o status nutricional, a capacidade de síntese hepá- 
tica ou a existência de uma nefropatia ou enteropatia perdedora de 


proteína. Os dados obtidos permitem ao médico interpretar a detec- 
ção de concentrações elevadas ou baixas de cálcio e magnésio, uma 
vez que a albumina se liga a cerca da metade do conteúdo de cada um 
desses íons no nível molar. A diferença calculada entre o conteúdo de 
proteínas totais e o de albumina representa o conteúdo de todas as 
globulinas. Este é composto por outras frações que, individualmente, 
podem estar várias unidades acima do normal em doenças graves. 

A eletroforese de proteínas separa as globulinas da albumina, dividin- 
do as principais proteínas séricas em padrões que podem ser altamente 
específicos para algumas doenças. As técnicas de alta resolução podem 
revelar todos os componentes de uma amostra que estejam presentes 
em concentrações de até 1 g/L (0,1 g/dL, em unidades tradicionais). 
Entretanto, nesse nível, a quantificação por varredura de proteínas 
coradas não é altamente confiável, de modo que métodos alternativos 
devem ser empregados. Comparadas à eletroforese, as técnicas que 
envolvem detecção imunológica de proteínas individuais apresentam 
dupla vantagem — especificidade e sensibilidade (Cap. 43). 

Todavia, ainda há muito a ser considerado a partir da inspeção 
visual de um eletroforetograma de proteínas, pois o olho humano é 
altamente eficiente na detecção de variações mínimas em proteínas 
individuais, bem como na detecção de alterações de padrões pro- 
teicos. A determinação de tais padrões é um método de triagem útil 
que deve ser seguido da realização de procedimentos confirmatórios 
mais específicos, para identificar e quantificar bandas proteicas aber- 
rantes. A eletroforese de proteínas também pode ser uma ferramenta 
útil no monitoramento de pacientes por tempo prolongado, quando 
ocorrem alterações marcantes dos níveis de certas proteínas, como no 
mieloma, na síndrome nefrótica, na cirrose ou em queimaduras que 
afetam uma área corporal extensa. 

O presente capítulo revisa a estrutura proteica, as metodologias de 
quantificação e separação, as principais proteínas plasmáticas (com 
exceção dos fatores de coagulação, Igs e sistema complemento, que 
são abordados nos Caps. 38, 45 e 46) e alguns padrões detectados em 
certos estados patológicos. 


Estrutura da proteína 


O esqueleto de todas as moléculas de proteína consiste em uma 
cadeia de átomos de carbono e nitrogênio que permanecem unidos 
por ligações peptídicas estabelecidas entre aminoácidos adjacentes. 
Em uma das extremidades dessa cadeia (a porção aminoterminal) 
existe um grupo amino (-NH,) livre, enquanto na outra (a porção 
carboxiterminal) há um grupo carboxila (-COOH) livre. Enquanto 
o esqueleto peptídico é qualitativamente invariável nas inúmeras pro- 
teínas existentes (seu comprimento total equivale ao número total de 
aminoácidos presentes em cada proteína em particular), a identidade 
proteica é conferida pelos grupos laterais ou resíduos dos aminoáci- 
dos constituintes. Em média, o peso molecular de um aminoácido é 


120 Da. O tamanho das proteínas séricas varia entre 66 e 700 kDa. 
Essas cadeias laterais de aminoácidos são convencionalmente agrupa- 
das de acordo com a natureza química: hidrogênio (glicina), alifática 
(alanina, valina, leucina e isoleucina), hidroximetilamina (serina e tre- 
onina), aromática (tirosina, fenilalanina e triptofano), imina (prolina 
e hidroxiprolina), acídica (aspartato e glutamato), básica (arginina, 
histidina e lisina), amidas (asparagina e glutamina) e sulfurada (ciste- 
ina e metionina). Essas diferentes cadeias laterais possuem carga, são 
polares ou hidrofóbicas e, como resultado, tendem a ser relativamente 
solúveis ou insolúveis em água, respectivamente. 

A sequência linear de aminoácidos de uma proteína é denomina- 
da estrutura primária. É essa sequência que determina a identidade 
de uma proteína, sua estrutura molecular, que funções desempenha, 
como se liga a outras moléculas e como atua nos processos de reco- 
nhecimento entre moléculas e células. Essas interações biológicas são 
orientadas pela reatividade existente entre os grupos carregados de 
cada molécula e, similarmente, pelas interações hidrofóbicas entre 
essas mesmas moléculas. Processos analíticos, como cromatografia, 
eletroforese, ligação a corantes, absorbância de luz, entre outros, tam- 
bém dependem da sequência de aminoácidos primária. 

A estrutura secundária se refere à conformação tridimensional na 
qual se dobram partes da cadeia polipeptídica. Existem três estruturas 
desse tipo (Branden, 1991). A primeira delas é uma o-hélice, na qual 
a cadeia forma uma hélice regular, de modo que a porção C=O do 
esqueleto, da qual faz parte o hidrogênio 1 do grupo peptídico, se liga 
à porção N-H da unidade peptídica (1 + 4). A segunda corresponde 
às lâminas B-pregueadas observadas em estruturas completamente 
estendidas, nas quais a cadeia forma uma estrutura achatada, com as 
cadeias laterais de aminoácidos adjacentes apontando para sentidos 
opostos. Nessa conformação, duas ou mais cadeias estendidas podem 
se associar, de modo que formem, entre si, o número máximo de 
ligações C=O +++ H-N. As lâminas B-pregueadas podem apresentar 
B-filamentos individuais orientados tanto em sentido paralelo quanto 
antiparalelo. Por fim, o terceiro grupamento estrutural é a conforma- 
ção em dobras, na qual a direção da cadeia polipeptídica é revertida 
em relação a si própria, permitindo que as estruturas primárias longas 
se dobrem sobre si mesmas e adquiram uma conformação compacta. 

O núcleo da molécula de proteína tipicamente consiste em combina- 
ções de at-hélices e B-filamentos conectados por alças de vários compri- 
mentos e formas. Esse núcleo interno geralmente contém aminoácidos 
hidrofóbicos, enquanto as alças e demais partes da superfície da molé- 
cula de proteína são mais ricas em aminoácidos polares e carregados, ou 
seja, hidrofílicos. Ao serem degradadas, algumas proteínas (p. ex., pro- 
teína sérica associada ao amiloide, cadeias leves de Igs, pré-albumina) 
liberam fragmentos ricos em regiões B. Esses fragmentos são capazes de 
se unir espontaneamente in vivo e formar depósitos de B-filamentos em 
fibrilas que constituem os amiloides. Estudos recentes demonstraram 
a existência de uma associação entre o genótipo da apolipoproteina E 
(especialmente o alelo apoE-4) e a progressão da doença de Alzheimer de 
início tardio, em que há formação de placas de amiloide no cérebro. Tais 
achados genéticos sugerem que a doença de Alzheimer pode ser com- 
preendida e tratada como uma doença cuja base bioquímica reside na 
geração de -filamentos (Roses, 1994; Hayashi, 2004). 

Na proteína solúvel em água, as regiões moleculares que apresentam 
agregados de grupos laterais hidrofílicos tendem a permanecer volta- 
das para o interior da molécula. Ao mesmo tempo, as regiões que con- 
têm grupos carregados ou outras porções hidrofílicas tendem a ficar 
expostas na superfície da proteína. Por outro lado, as proteínas que se 
encontram ligadas a membranas usualmente possuem um segmento 
hidrofóbico que se projeta para fora da molécula, ancorando-a na fase 
lipídica da membrana. A estrutura tridimensional real (ou padrão de 
dobramento da proteína) — determinada exclusivamente pela sequên- 
cia de aminoácidos — é denominada estrutura terciária. Proteínas indi- 
viduais ou subunidades monoméricas podem formar complexos mais 
estáveis, como dímeros, trímeros e tetrâmeros, que são denominados 
estrutura quarternária. 

O grupo sulfidrila (-SH), encontrado em resíduos de cisteína, 
pode formar uma ligação dissulfeto (covalente) com outra cisteína na 
mesma proteína e, assim, fortalecer a união entre segmentos distintos. 
Essa ligação ajuda a estabilizar a estrutura como um todo, evitan- 
do sua quebra por ação de forças mecânicas, térmicas ou outras. As 


ligações dissulfeto intramoleculares se formam mais frequentemente 
após o dobramento espontâneo da proteína, ao longo da sequência 
linear de aminoácidos, e resultam em conformações mais estáveis do 
ponto de vista termodinâmico. As ligações dissulfeto também podem 
se formar entre resíduos de cisteína presentes em diferentes moléculas 
de proteína, conferindo estabilidade a estruturas moleculares multi- 
méricas (p. ex., haptoglobina, antígeno de von Willebrand). 

Os aminoácidos acídicos e básicos determinam a carga líquida da 
proteína e, portanto, sua mobilidade eletroforética. Nos grupos carbo- 
xila e amino, a carga é uma função do pH (i. e., se um íon de hidrogê- 
nio está ligado ou dissociado do grupo). Combinando todos os grupos 
laterais e seus diferentes graus de dissociação, o pH em que uma deter- 
minada proteína apresenta carga líquida igual a zero é denominado 
ponto tsoelétrico (pl). Proteínas com pI < 7,0 são acídicas e tendem a 
expor grupos carboxila laterais, enquanto aquelas com pI > 7,0 são 
básicas (p. ex., as histonas se ligam à estrutura helicoidal externa do 
DNA, que é negativamente carregado com grupos fosfato). 

As proteínas são sintetizadas a partir da porção aminoterminal em 
direção à extremidade carboxiterminal por ação dos ribossomos que 
realizam a tradução da informação codificada na molécula de RNA 
mensageiro (mRNA). Antes de ser secretado, o produto inicial da tra- 
dução de algumas proteínas é processado por enzimas que conver- 
tem a pré-forma em proteína madura, pela remoção de um peptídeo 
sinalizador (geralmente, hidrofóbico). Esse peptídeo-sinal mantém a 
molécula de proteína junto ao retículo endoplasmático. A liberação da 
pré-proteína a partir dessa organela implica a passagem da molécu- 
la por um poro existente na membrana, envolvendo a participação de 
vários fatores de translocação (Brodsky, 1998). A montagem correta 
da proteína também depende criticamente da função das chaperonas 
moleculares — proteínas que orientam o dobramento das proteínas 
nascentes, atuando com as proteases que removem segmentos sele- 
cionados para obtenção de conformações funcionais (Wickner, 1999). 
Muitas doenças de cunho genético são devidas à ocorrência de muta- 
ções prejudiciais no DNA, que promovem alterações na sequência de 
aminoácidos de uma determinada proteína, podendo bloquear esse 
complexo mecanismo de montagem ou fazer com que quaisquer molé- 
culas de proteína montadas não sejam funcionais (Kuznetsov, 1998). 

Modificações adicionais à estrutura proteica ocorrem no nível pós- 
tradução (i. e., após a finalização da união dos aminoácidos) (Harding, 
1985). A fosforilação consiste na fixação — enzimaticamente regulada — 
de grupos fosfato aos grupos serina ou treonina existentes no esqueleto 
peptídico, resultando na formação de fosfoproteínas com maior carga 
negativa. A glicosilação pode ocorrer de forma espontânea, mediante a 
presença de moléculas de açúcar, ou de forma orientada e enzimatica- 
mente controlada, com fixação de oligossacarídeos (em geral, delimi- 
tados por ácido siálico negativamente carregado) à proteína (Van den 
Steen, 1998). Esses tipos de molécula são denominados glicoproteínas. 
As ligações com frequência envolvem resíduos de asparagina, por meio 
da N-acetilglicosamina, ou resíduos de serina e treonina, por meio da 
N-acetilgalactosamina. A proteólise resulta na clivagem ou remoção de 
pequenos segmentos do esqueleto peptídico, capazes de abrir sítios 
catalíticos para um zimogênio (p. ex., plasminogénio em plasmina) 
ou facilitar o reconhecimento por uma molécula de receptor (p. ex., 
pró-insulina em insulina). Muitas dessas etapas pós-traducionais são 
exclusivas das células eucarióticas e, portanto, não ocorrem em células 
procarióticas. Esse detalhe é muito valioso para a indústria da biotec- 
nologia, que utiliza genes clonados para produzir proteínas humanas 
em bactérias, leveduras ou outros tipos de células artificiais e, assim, 
devem dispor de etapas adicionais para sintetizar moléculas corretas 
(Jenkins, 1996). As alterações pós-traducionais que ocorrem na estru- 
tura das proteínas influenciam sua antigenicidade, atividades bioqui- 
micas ou catalíticas específicas, capacidade de ligação a receptores e 
mobilidade eletroforética. 


Técnicas de separação de proteínas 


Eletroforese 


A compreensão moderna acerca da composição proteica do soro e 
do plasma foi adquirida por meio do emprego das técnicas eletrofo- 
réticas introduzidas por Tiselius. Ele separava proteínas dissolvidas 
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em uma solução de eletrólitos, submetendo-as à passagem de uma 
corrente elétrica no tubo de quartzo em forma de U, que continha 
a solução. Em pH 7,6, quatro frações de proteínas séricas — deno- 
minadas albumina, a, B e y — foram identificadas e quantificadas 
opticamente pela modificação do índice de refração nas regiões 
fronteiriças entre as bandas. Como a separação foi obtida utilizan- 
do-se uma solução homogênea sem auxílio de meio sólido, as forças 
de convecção impediram a resolução em zonas distintas. Por esse 
motivo, a técnica recebeu o nome de eletroforese de fronteiras móveis 
ou frontal. A introdução de um filtro de papel como meio de suporte 
anticonvectivo permitiu a separação das frações proteicas em ban- 
das discretas ou zonas, em um processo denominado eletroforese de 
zona. Sobre o suporte sólido e em pH 8,6, a fração O se divide em 
dois grupos de proteínas — 0, e Oz. Outros meios de suporte também 
são utilizados, como a membrana de acetato de celulose e os géis de 
agarose, amido e poliacrilamida. O acetato de celulose e a agarose 
são os meios predominantemente utilizados no laboratório clínico, 
em razão da facilidade de uso, do baixo custo e da disponibilidade 
comercial (Jeppsson, 1979). 

As amostras podem ser aplicadas em poços que são cortados no gel, 
porém, esse processo costuma criar artefatos que interferem na análise. 
Uma forma de contornar esse inconveniente consiste em embeber a 
amostra no gel por meio da sobreposição de um molde. Em segui- 
da, cada extremidade do gel é submersa em uma solução tampão, no 
interior de câmaras separadas, onde os eletrodos são montados. Uma 
voltagem é aplicada entre esses eletrodos, e é gerada a corrente elétrica 
que atravessa o gel usualmente em 30 minutos, para obtenção do grau 
de resolução desejado. A força iônica do tampão determina a quan- 
tidade de corrente e o movimento das proteínas para uma voltagem 
fixa. Se a força iônica for baixa, uma quantidade relativamente maior 
de corrente é transportada pelas proteínas carregadas. Se a força iôni- 
ca for alta, menos corrente será transportada pelas proteínas, as quais 
percorrerão uma distância menor no gel. Caso os eletrodos não sejam 
adequadamente alinhados, a corrente pode se tornar mais densa em 
um dos lados do gel e, assim, as proteínas migrarão mais desse lado. 
Se a eletroforese prosseguir por muito tempo, as proteínas podem 
acabar migrando para fora do gel e caindo na solução tampão. Uma 
interrupção do circuito elétrico e a consequente ausência de corrente 
elétrica que atravessa o gel farão com que as proteínas parem de se 
mover a partir do ponto de aplicação. Com frequência, os géis apre- 
sentam “artefato em sorriso”, no qual as amostras localizadas no cen- 
tro do gel migram mais do que aquelas que se encontram mais próxi- 
mas das margens. 

Ao final da eletroforese, o gel é tratado com um fixador suave, como 
o ácido acético, que precipita as proteínas nas posições para as quais 
migraram durante a corrida. Em seguida, o gel é corado e seco, e o 
excesso de corante é removido. Os padrões de proteína podem ser exa- 
minados visualmente para identificação qualitativa de proteínas anor- 
mais. Escaneadores densitométricos são empregados para gerar traça- 
dos e quantificar os porcentuais relativos de cada proteína em relação 
ao conteúdo proteico total (determinado separadamente) da amostra, 
a fim de obter a concentração de proteínas de cada uma das frações. 

Quando um meio de suporte eletroforético possui carga negativa, 
a força eletromotora à qual fica submetido tende a movê-lo em dire- 
ção ao ânodo (polo positivo; Fig. 19.1). Entretanto, como é fixo, o 
suporte de meio sólido fica impedido de se mover. Na solução tam- 
pão ao redor, os íons complementares com carga positiva movem-se 
livremente sob a ação da força eletromotora, transportando consigo 
moléculas de água, as quais se aglomeram em torno de suas cargas. O 
resultado líquido é o fluxo de tampão em direção ao cátodo. Esse fluxo 
de solução tampão é denominado eletrosmose ou endosmose, e tam- 
bém transporta certa quantidade de proteínas por fluxo mecânico, e 
não devido à carga. À distância real percorrida por uma determinada 
proteína durante sua migração pelo campo elétrico é determinada 
pelas magnitudes combinadas das forças eletromotora (uma carac- 
terística da própria proteína e do pH) e eletrosmótica (uma função 
primariamente do meio de suporte). Quando a força eletrosmótica é 
maior do que a força eletroforética que atua sobre proteínas aniôni- 
cas fracas (p. ex., y-globulinas), essas proteínas se movem a partir do 
ponto de aplicação rumo ao cátodo, mesmo que apresentem carga 
discretamente negativa. 
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Figura 19.1 Posições das principais proteínas plasmáticas na eletroforese em 
agarose de amostra proveniente de indivíduo normal. Proteínas individuais são 
separadas conforme suas cargas elétricas entre o ânodo (polo positivo) e o cátodo 
(polo negativo). 


Graças a manipulações da composição salina do tampão, das pro- 
priedades endosmóticas do meio e dos modos de aplicação da amostra, 
as placas eletroforéticas de agarose comercialmente disponíveis agora 
apresentam uma qualidade de alta resolução consistente, que permite 
seu uso na rotina para separação de todas as principais proteínas séri- 
cas (Fig. 19.2). Por conta da variabilidade das formulações químicas 
dos géis, não se deve necessariamente esperar obter padrões de sepa- 
ração proteica idênticos de sistemas eletroforéticos produzidos por 
fabricantes diferentes. Além disso, a separação ótima de isoenzimas 
geralmente requer composições distintas de solução tampão e gel, em 
comparação às condições necessárias para se obter o melhor grau de 
resolução na separação de proteínas séricas versus lipoproteínas versus 
hemoglobinas. Uma variação significativa das condições empregadas 
na eletroforese de proteínas consiste na otimização da separação da 
região Y com o intuito de determinar e detectar bandas oligoclonais 
de Igs no LCE. Nesse caso, é estabelecida uma endosmose elevada para 
maximizar a movimentação catódica das Igs a partir do ponto de apli- 
cação a uma determinada distância no gel que seja conveniente para o 
exame visual. 

A poliacrilamida é um meio de suporte inerte, cuja porosida- 
de é facilmente ajustável por meio da alteração de sua composição 
em termos de acrilamida antes do início da polimerização do gel. 
Embora a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE, polyacrylam- 
ide gel electrophoresis) seja aplicável à separação padrão de proteínas 
nativas, também pode ser utilizada para separar proteínas de acordo 
com o peso molecular. Nesse caso, as proteínas são desnaturadas em 
presença de sulfato sódico de dodecila (SDS, sodium dodecyl sulfate). 
Hoje em dia, a SDS-PAGE é a técnica de eletroforese de proteínas 
mais utilizada em pesquisas de biologia molecular. Contudo, seu 
próprio poder de resolução e separação de proteínas em numerosas 
subunidades virtualmente excluiu seu uso da rotina dos laboratórios 
clínicos. Ainda assim, existe a promessa da aplicação clínica da ele- 
troforese bidimensional (2-DE, two-dimensional electrophoresis). Esta 
consiste na realização de uma separação padrão em uma direção, 
seguida de uma SDS-PAGE na direção perpendicular. A 2-DE resulta 
na geração de, talvez, centenas de picos de proteína identificáveis, a 
partir dos quais é possível obter informações diagnósticas impor- 
tantes por meio da análise de um padrão sofisticado. 

A focalização tsoelétrica proporciona um grau de resolução superior para 
proteínas que migram muito próximas entre si ou para as várias formas 
de uma mesma proteína, que diferem quanto à carga por apresentarem 













| Ge 





Hpt 
o-Lp | a? 


, 
4 a,Ac 


aL, At ' 














la Tl A n 
“Ag: BLP: & IgM 


_@m Cilnh 
CIS 


Acer 


BM Hpx : 








Alb 








apenas modificações mínimas (p. ex., pós-traducionais) (Cap. 4). Nessa 
técnica, as proteínas migram através de um gel que apresenta um gra- 
diente de pH estabelecido com uma mistura de anfolitos. À medida que 
cada proteína alcança a localização onde o pH do gel é igual ao seu pl, a 
carga líquida nesse local se torna nula. Assim, deixa de haver uma força 
eletromotora que atua sobre a proteína, a qual para de se mover no gel. O 
padrão final é obtido estritamente de acordo com o pl. 


Precipitação 


As precipitações químicas de proteínas séricas foram idealizadas para 
resolução da albumina e das globulinas em duas ou mais frações que, 
assim, poderiam ser quantificadas em termos de conteúdo proteico. 
Com a adição de sulfato de sódio, sulfito de sódio, sulfato de amônio ou 
metanol, as globulinas tendem a precipitar, enquanto a albumina per- 
manece em solução. Quantificando-se o conteúdo de proteína total na 
amostra de soro original, bem como o conteúdo proteico tanto no pre- 
cipitado quanto no sobrenadante, é possível derivar os valores corres- 
pondentes às concentrações de albumina e de globulinas. A proporção 
desses valores (proporção A/G) tem sido utilizada de maneira extensiva, 
visto que acentua anormalidades eventualmente existentes na composi- 
ção proteica do soro e que, nas doenças, em geral envolvem a depressão 
da fração de albumina e a elevação da fração de uma ou mais globulinas. 
A concentração de albumina pode estar deprimida em decorrência da 
diminuição da síntese (desnutrição, má absorção, insuficiência hepáti- 
ca, desvio favorecedor da síntese de outras proteínas) ou do aumento 
da perda (proteinúria, acumulo de líquido ascítico, enteropatia). À con- 
centração de globulinas pode estar aumentada em razão do aumento da 
síntese de muitas proteínas diferentes, como parte de reações agudas ou 
crônicas a uma doença. À redução dos níveis de albumina e o aumento 
dos níveis de globulinas tendem a ocorrer simultaneamente em caso de 
doença. Desse modo, a proporção A/G é alterada, uma vez que o nume- 
rador e o denominador movem-se em sentidos opostos. Os métodos de 
precipitação não são tão acurados quanto a eletroforese de zona, pois as 
ot-globulinas podem falhar ao precipitar e, assim, levar à superestima- 
ção da fração de albumina. 

Os procedimentos de preparo para isolamento de uma única pro- 
teína constituinte minoritária com frequência iniciam-se pela preci- 
pitação, para remoção das proteínas séricas indesejáveis. Tipicamente, 
a etapa seguinte do processo de isolamento da proteína consiste na 
passagem por uma coluna que faz separações com base no tamanho 
molecular (gel filtração) ou na carga (troca iônica). 


Figura 19.2 O padrão de eletroforese de proteínas em gel de agarose é composto 
por cinco frações, sendo cada uma delas constituída por muitas espécies proteicas 
individuais. Algumas das principais proteínas são mostradas nesta representação 
artística, empregada como ilustração explicativa. (Adaptado de Laurell, CB: 
Electrophoresis, specific protein assays, or both in measurement of plasma proteins? 
Clin Chem 1973; 19:99, com permissão.) 

o, Ac = ot,-antiquimotripsina 

ot, Ag = o,-glicoproteina ácida 

œ At = q-antitripsina 

-M = qt;-macroglobulina 

o-Lp = a-lipoproteina 

Alb = albumina 

AT3 = antitrombina III 


B-Lp = B-lipoproteina 
Componentes do complemento: 
Cig, Clr, C1s, C3, C4, C5 = designados como C1Inh = inibidor de esterase 
Cer = cerulosplasmina 
CRP = proteina C reativa 
Ge = Gc-globulina (proteína ligadora de vitamina D) 
FB = fator B 
Fibr = fibrinogénio 
Hpt = haptoglobina 
Hpx = hemopexina 
Immunoglobulinas: 
IgA, IgD, IgE, IgG, IgM = designadas como 
laTl = inter-a-inibidor de tripsina 
PI = plasminogênio 
Pré-A = pré-albumina 
Tf = transferrina 


Separações em coluna 


Os meios de gel filtração, como Sephadex ou esferas de agarose, são 
classificados de acordo com o tamanho de seus poros, que, por sua 
vez, determinam o tamanho das moléculas que são capazes de atra- 
vessá-los no interior de cada uma das esferas ou partículas da coluna. 
Após a aplicação de uma amostra, constituída de proteínas com tama- 
nhos variados em uma solução de solvente aquoso com tampão e sais, 
aplica-se mais tampão para conduzir a amostra ao longo da coluna. 
Moléculas muito grandes tendem a se deslocar pelos interstícios da 
coluna, sem entrar nas esferas, e são as que primeiro emergem na parte 
inferior da coluna, junto ao volume morto. As moléculas de tamanho 
discretamente menor entram nos poros maiores antes de serem lava- 
das e, assim, deslocam-se pela coluna de forma um pouco mais lenta. 
As moléculas proteicas pequenas entram em poros ainda menores e se 
deslocam ainda mais lentamente do que as moléculas maiores, sendo 
retidas na coluna por mais tempo. Por fim, as partículas cujo tama- 
nho equivale ao das moléculas de sal dissolvidas no tampão penetram 
mais profundamente no interior das esferas do gel de filtração e saem 
da coluna por último, depois que todas as outras moléculas protei- 
cas maiores já saíram, junto a um volume de solução tampão que é 
denominado volume de sal. Assim, na gel filtração, a ordem da eluição 
das proteínas é determinada pelo peso ou tamanho molecular, com a 
maior saindo primeiro e a menor, por último. Como todos os tipos de 
proteína movem-se continuamente ao longo da coluna de gel filtra- 
ção ao mesmo tempo, porém a diferentes velocidades, é necessário 
aplicar um volume de amostra pequeno e uniforme para otimizar a 
separação entre os picos. À gel filtração requer que o meio seja inerte e 
que não apresente nenhum tipo de interação química ou elétrica com 
as proteínas, e não é o método de escolha quando se deseja obter uma 
separação proteica com alto grau de resolução. 

A cromatografia de troca iônica, por outro lado, proporciona a van- 
tagem de permitir que a carga elétrica das proteínas as ligue às esferas 
constituintes de um meio de suporte eletricamente carregado, como 
DEAE ou QAE. Na cromatografia de troca aniônica, as proteínas usual- 
mente são aplicadas com uma solução básica (p. ex., de pH 8,6), na 
qual apresentam carga negativa (a albumina e as globulinas œ}, q, e B 
são anions) ou não possuem carga líquida (y-globulinas). As proteínas 
neutras atravessam diretamente a coluna de troca aniônica, enquan- 
to as proteínas aniônicas aderem à matriz positivamente carregada da 
coluna. Se uma solução tampão com elevada concentração de sal for 
aplicada para lavagem da coluna, os ânions presentes no sal deslocarão 
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ao meio do suporte. As proteínas deslocadas, então, são eluidas da 
coluna. Empregando-se um gradiente crescente e constante de con- 
centração de sal no tampão de eluição, é possível resolver as proteínas 
de acordo com suas cargas elétricas. Aquelas com menos carga elé- 
trica negativa serão eluídas primeiro do que aquelas com mais carga 
elétrica negativa (p. ex., albumina), as quais somente serão deslocadas 
da matriz por tampões com maior concentração de sal. 

Alternativamente, se o pH for diminuído e a concentração de sal for 
mantida baixa, as proteínas aniônicas irão adquirir uma carga líquida 
neutra ou discretamente positiva e passarão diretamente pela coluna. 
É possível utilizar um gradiente decrescente de pH para resolver as 
proteínas aniônicas. Nesse caso, grosso modo, a ordem de eluição será: 
globulinas B, q, e œ e, por último, albumina. Deve ser observado que 
essa ordem de eluição é inversa à ordem de migração eletroforética em 
pH 8,6, pois na cromatografia de troca aniônica a mobilidade é retar- 
dada de acordo com a carga líquida negativa, enquanto na eletroforese 
a mobilidade é aumentada por essa mesma carga elétrica. 

A cromatografia de troca catiônica inicia-se com pH ácido, no qual 
as proteínas contidas na amostra apresentam carga elétrica positiva 
(cátions) e, assim, aderem à matriz negativamente carregada da colu- 
na (p. ex., carboximetilcelulose). As proteínas podem ser deslocadas 
pelos cátions de um tampão de eluição com grande concentração de 
sal ou pela elevação do pH, que irá reverter a carga dessas proteínas 
e torná-las negativamente carregadas. Na troca catiônica, a albumina 
deve eluir primeiro, seguida das globulinas œ}, a, Bey. 

Outra modalidade de separação em coluna é a cromatografia hidrofó- 
bica. Nesse processo, as amostras são aplicadas na coluna em uma solu- 
ção com elevada concentração de sal e são eluídas em uma solução com 
baixa concentração de sal. O meio do suporte interage com as proteínas 
conforme a sua natureza hidrofóbica, sendo uma boa técnica comple- 
mentar para ser utilizada após a cromatografia de troca iônica, na qual 
as amostras são eluídas em solução com alto teor de sal. 

A cromatografia por afinidade baseia-se na ligação específica entre 
a proteína de interesse e uma outra proteína, que foi covalentemen- 
te ligada ao meio sólido do suporte da coluna. Por exemplo, o fator 
de coagulação VIII complexado ao fator de von Willebrand (vWE) 
pode ser removido de maneira seletiva de outras proteínas plasmá- 
ticas, por meio da passagem do plasma em uma coluna que contenha 
anticorpos monoclonais anti-vWF ligados à matriz de fase sólida. O 
complexo fator VIII-vWF se liga de modo seletivo à coluna, enquanto 
as demais proteínas plasmáticas são lavadas da coluna. Em seguida, o 
fator VIII é dissociado do vWE, que, assim, pode ser eluído em uma 
fração purificada e utilizado na terapia de transfusão. Interações antí- 
geno-anticorpo como essa podem ser rompidas por concentrações de 
sal elevadas, por mudança do pH ou pela ação de um agente químico 
desnaturante (p. ex., ureia), em diferentes aplicações. Outros géis de 
cromatografia por afinidade utilizam um fenômeno de ligação que 
mimetiza as interações moleculares observadas naturalmente. Desse 
modo, alguns corantes acoplados à agarose são capazes de se ligar à 
albumina e removê-la seletivamente do soro. Anticorpos terapêuticos 
ou suas porções Fab podem ser concentrados em colunas cromatográ- 
ficas de afinidade que contenham antigenos-alvo planejados (p. ex., 
Digibind, para digoxina; CroFab, para veneno de cobra crotalínea). As 
Igs também podem ser removidas de uma amostra pela proteína A 
estafilocócica acoplada a uma matriz em gel. Existem inúmeros esque- 
mas de separação distintos que proporcionam um elevado grau de 
purificação, a partir de um processo de etapa única, utilizando meio 
de cromatografia por afinidade acoplado a corantes, fármacos, cofa- 
tores nucleotídicos e açúcares. Um teste clínico que emprega cromato- 
grafia por afinidade é a quantificação de hemoglobina glicosilada. Esse 
teste utiliza uma matriz com afinidade para di-hidroxiboronato que se 
liga de modo seletivo a espécies moleculares da hemoglobina ligadas 
covalentemente à glicose, ao mesmo tempo em que permite às formas 
não glicosiladas passarem pela coluna. Em seguida, a hemoglobina gli- 
cosilada é eluída em separado e quantificada. 

A eletroforese capilar é um método de separação baseado no fluxo 
da amostra através de um tubo capilar. Esse tubo pode ser adaptado 
para a resolução de diferentes moléculas, de acordo com o tamanho, a 
hidrofobicidade ou a esteroespecificidade. Seu uso é aplicável tanto a 
moléculas grandes, como o DNA ou as proteínas, quanto a moléculas 


pequenas, como hormônios ou fármacos terapêuticos. Fisicamente, 
o método é semelhante à cromatografia líquida de alto desempenho 
(HPLC, high performance liquid chromatography), na qual o solvente 
é bombeado através de uma coluna que retém ou deixa passar solu- 
tos conforme as interações químicas que nela ocorrem. A eletroforese 
capilar para proteínas séricas emprega uma coluna cujas propriedades 
são semelhantes às da agarose. Dessa forma, a separação das proteínas 
é comparável aquela que se obtém na eletroforese convencional. Essa 
análise pode ser automatizada por meio do acoplamento a um detec- 
tor na extremidade efluente do tubo, capaz de detectar e quantificar as 
bandas proteicas sem necessidade de corá-las nem de realizar varre- 
duras em separado. Embora o equipamento tenha um custo relativa- 
mente alto para eletroforese capilar, as despesas com reagentes e mão 
de obra são baixas e o procedimento é rápido e bastante quantitativo, 
transformando esse sistema em uma promessa de amplas aplicações 
clínicas futuras (Chen, 1991; Brinkman, 2004). 


Detecção e quantificação de proteínas 


O método de referência definitivo para determinação da concentra- 
ção de proteínas é a análise do conteúdo de nitrogênio. O nitrogênio 
está presente de maneira uniforme nas ligações peptídicas, em toda a 
extensão de uma proteína e, mais irregularmente, nos grupos laterais, 
sempre que houver triptofano, arginina, lisina, histidina, asparagina 
ou glutamina. A técnica de Kjeldahl consiste na digestão ácida da 
proteína para liberação de íons amônio a partir de seus compostos 
nitrogenados. Em seguida, a quantificação do amônio é feita pela sua 
conversão em gás amônia e subsequente titulação como base ou por 
nesselerização, na qual iodetos duplos (potássio e mercúrio) formam 
um complexo colorido com a amônia em meio alcalino. Embora a 
determinação do conteúdo de nitrogênio possa ser extremamente 
precisa, seu uso para calcular a concentração de proteínas depende da 
exata composição proteica da amostra, uma vez que as proteínas dife- 
rem entre si em termos de nitrogênio, conforme seus aminoácidos 
constituintes. Entretanto, para estimar a concentração de proteínas 
de uma amostra de proteína purificada, a determinação do conteú- 
do de nitrogênio é uma medida altamente acurada, desde que a con- 
centração molar desse conteúdo seja conhecida para a proteína em 
questão. O conhecimento da sequência de aminoácidos exata de uma 
proteína permite calcular seu conteúdo de nitrogênio com acurácia. 
No entanto, esse procedimento é pouco utilizado em laboratórios 
clínicos, porque as amostras clínicas são misturas cuja composição 
é imprevisível. 

O índice de refração pode ser uma medida acurada para determina- 
ção da concentração de proteína dissolvida em solução a níveis acima 
de 2,5 g/dL. Hemólise, lipemia, icterícia e azotemia são fatores que 
levam à produção de resultados incorretamente elevados. O índice de 
refração não pode ser utilizado para quantificar proteínas em amos- 
tras de urina, pois estas apresentam excesso de solutos em relação ao 
conteúdo proteico. 

A gravidade específica (e, por inferência, o conteúdo de proteínas) 
pode ser estimada pipetando-se gotas de soro ou sangue em uma série 
graduada de soluções de sulfato de cobre. Sobre a gota de amostra, 
forma-se um tipo de concha (ou casca) de proteína-cobre, a fim de 
evitar sua dissolução durante um curto intervalo de tempo. Nesse 
momento, ou a gota desce até o fundo do recipiente que contém a 
solução e lá permanece estacionária, ou sobe de volta à superfície da 
solução. À concentração de proteínas da amostra é estimada a partir 
da gravidade específica da solução de sulfato de cobre na qual a gota 
permanece estacionária. Essa técnica é simples e tem sido amplamente 
empregada como teste de triagem para determinação da concentração 
de hemoglobina em amostras de sangue total. 

Proteínas em solução absorvem luz ultravioleta a 280 nm (Agg). Esse 
fenômeno se deve principalmente à presença de triptofano, mas tam- 
bém é causado pela presença de tirosina e fenilalanina (Layne, 1957). 
Para converter acuradamente a leitura da A,,, em concentração de pro- 
teínas, deve ser utilizada a absortividade molar, uma vez que cada prote- 
ina contém quantidades diferentes desses três aminoácidos. Entretanto, 
a A de uma mistura de proteínas não constitui uma medida perfei- 
ta do conteúdo proteico, pois as absortividades molares variam muito 
entre proteínas distintas. Como os ácidos nucleicos (que apresentam 


elevada absorbância a 260 nm, e uma absorbância menor a 280 nm) 
podem estar presentes em preparações de proteínas, uma forma de esti- 
mar melhor a concentração proteica é dada pela seguinte fórmula: 


Concentração de proteínas (mg/mL) = 1,55 X Asgo— 0,76 X Argo 


Medidas diretas da absorbância podem ser utilizadas para quantifi- 
car proteínas na faixa de 0,05 a 1,5 mg/mL. 

Os métodos turbidimétricos são empregados com frequência para 
detecção de proteínas em faixas de concentração similares, com amos- 
tras de LCE e urina. As proteínas precipitam mediante a adição de 
ácido tricloroacético, ácido sulfossalicílico ou qualquer outro reagen- 
te ácido. A turbidez resultante pode ser utilizada para quantificar o 
conteúdo de proteínas pela observação do incremento produzido na 
densidade óptica em comparação com padrões tratados de forma 
semelhante. Entretanto, essas técnicas não são específicas para protei- 
nas, uma vez que qualquer substância insolúvel em ácido presente na 
amostra também pode precipitar. 

A técnica colorimétrica altamente específica para proteínas e peptí- 
deos é o método do biureto. Nesse método, os sais de cobre em solu- 
ção alcalina formam um complexo de cor púrpura com substâncias 
que contêm duas ou mais ligações peptídicas. As interferências são 
mínimas, embora o íon amônio possa acidificar a reação, enquanto a 
hemoglobina e a bilirrubina absorvem luz na mesma região do espec- 
tro do complexo de biureto (540-560 nm). O método do biureto é 
empregado de forma extensivaem laboratórios clínicos, particular- 
mente nos analisadores automatizados que detectam concentrações 
de proteína abaixo de 10 ou 15 mg/dL. 

E possível tornar o método mais sensível utilizando-se o reagente de 
Folin-Ctocalteu (ou reagente fenol, ácido fosfotungstomolibdico), que 
oxida compostos fenólicos, como a tirosina, além de triptofano e histi- 
dina, resultando na produção de uma cor azul escura. 

Lowry (1951) utilizou o método do biureto com reagente fenol e 
obteve uma notável intensificação da cor formada, uma vez que o rea- 
gente fenol é capaz de reagir com complexos de biureto envolvendo 
todas as ligações peptídicas. O ensaio de Lowry tem sido muito utili- 
zado em determinações consistentemente acuradas da concentração 
de proteínas. 

A sensibilidade da detecção pode ser melhorada ainda mais, para 
detecção de concentrações proteicas abaixo de 1 pg, com a utilização 
do corante Coomassie brilhant blue (azul brilhante de Coomassie). Esse 
corante permanece livre de interferências causadas por uma ampla 
variedade de substâncias. 

Um grau de sensibilidade comparável pode ser obtido com o uso da 
ninidrina, que gera uma cor violeta ao reagir com aminas primárias. 
Esse reagente é amplamente utilizado para detecção de peptídeos e 
aminoácidos após a cromatografia em papel e a realização de análises 
de aminoácidos em colunas de troca iônica, bem como para detecção 
de fármacos em triagens toxicológicas empregando cromatografia em 
camada delgada (Cap. 23). 

Em presença de outras proteínas, a albumina pode ser quantificada 
graças à sua capacidade de ligar-se a certos corantes, como o azul de 
bromofenol, laranja de metila, ácido hidroxibenzenoazobenzoico 
(HABA), púrpura de bromocresol e verde de bromocresol (BC-G, 
bromcresol green). O BC-G é largamente utilizado em analisadores 
automáticos, para determinação dos níveis séricos de albumina, em 
paralelo ao uso do método do biureto para quantificação do conteúdo 
de proteína total. Os corantes ligados à albumina apresentam absorção 
máxima em comprimentos de onda discretamente diferentes e, assim, 
permitem a quantificação espectrofotométrica direta da proteína. 

Os corantes padrão empregados na eletroforese são azul brilhante 
de Coomassie, Ponceau S e amido black (negro de amida). A coloração 
com prata é bastante sensível para detecção de componentes minori- 
tários em géis de alta resolução, permitindo quantificar concentrações 
da ordem de nanogramas (Merril, 1981). 

Além disso, certos corantes possuem aplicações particulares na 
eletroforese. Estes são os corantes especiais, como o oil red O (óleo 
vermelho O) e o Sudan Black B (Sudão Negro B), que coram lipopro- 
teínas, e os corantes do ácido periódico de Schiff, que coram glicopro- 
teínas separadamente. 

Tendo em vista que a eletroforese seguida de coloração não propor- 
ciona a identificação explícita das proteínas séricas, foram instituídas 


determinações imunológicas para quantificação de proteínas individuais 
(Laurell, 1966). A nefelometria detecta a turbidez usualmente produzida 
em questão de alguns minutos (ou menos) pela precipitação de um anti- 
corpo que reage com sua proteína-alvo em uma amostra de soro (Maachi, 
2004). Nos dias atuais, as principais proteínas séricas são amplamente 
quantificadas por meio desse método em analisadores imunoquímicos 
automatizados, que superaram as antigas quantificações realizadas por 
imunodifusão radial. Em razão da especificidade do anticorpo reagente, 
a nefelometria é altamente específica e permite a quantificação de prote- 
inas individuais mesmo na presença de outras proteínas. Métodos imu- 
nológicos, como o radioimunoensaio (RIA) e o ensaio imunosorvente 
ligado à enzima (ELISA), também são capazes de quantificar as proteínas 
encontradas em menor concentração. 


Proteínas plasmáticas específicas 


Componentes majoritários 


As proteínas séricas majoritárias são os componentes prontamente 

resolvidos e detectados em géis de eletroforese corados por meio de 
técnicas convencionais utilizadas em laboratórios clínicos (Tab. 19.1 
é Fig. 19.1). 
Pré-albumina. A pré-albumina é definida pela eletroforese, como a 
fração que migra de modo mais rápido do que a albumina em dire- 
ção ao ânodo. Sendo uma estrutura tetramérica, seu peso molecu- 
lar de 62.000 Da a torna uma das menores proteínas séricas. Cada 
monômero se liga a uma molécula de tirotoxina e, por esse motivo, 
é também denominado pré-albumina ligadora de tirotoxina (TBPA, 
thyroxine-binding prealbumin) ou transtiretina (TTR). No entanto, 
apenas uma pequena fração da tirotoxina encontra-se de fato ligada à 
TBPA em indivíduos normais, pois a globulina ligadora de tirotoxina 
possui uma afinidade cerca de 100 vezes maior por esse hormônio 
(Oppenheimer, 1968). Todavia, existe ao menos uma variante molecu- 
lar da pré-albumina, herdada segundo um padrão familiar, que apre- 
senta maior afinidade pela tirotoxina. Em consequência, essa variante 
provoca elevação dos níveis séricos de tirotoxina, ainda que os indiví- 
duos afetados apresentem concentrações normais de tirotoxina livre e 
sejam, portanto, eutireoides (Moses, 1982). 

A pré-albumina exerce papel importante no metabolismo da vitamina 
A, ao complexar-se à proteína ligadora de retinol (RBP, retinol-binding 


Tabela 19.1 Características das principais proteínas plasmáticas 


Proteína Intervalo Peso Ações 
de concen- molecular 
tração (g/L) 
Pré-albumina 0,15-0,36 62.000 Liga-se à tirotoxina; 
transporta vitamina À 
Albumina 39-51 66.000 Pressão oncótica; 
reservatório de aminoácidos; 
transporta pequenas 
moléculas 
c.,-antitripsina 2-4 54.000 Inibidor de protease 
Q@,-macroglobulina 1,5-3,5 725.000 Inibidor de protease 
Haptoglobulina 0,4-2,9 100.000 Liga-se a hemoglobina 
(tipo 1-1) 
B-lipoproteína 2,7-7,4 380.000 Transporta lipideos 
Transferrina 2-4 80.000 Transporta ferro 
C3 0,6-1,4 185.000 Componente do sistema 
complemento 
Fibrinogênio 1—4 340.000 Formação de coágulos 
IgA 0,4-3,5 160.000 Imunidade de superfície 
IgD 0,1-0,4 180.000 
IgE 50-600 180.000 Liga-se aos mastócitos; 
(ug/L) reações de hipersensibilidade 
IgG 7-15 150.000 Imunidade humoral 
IgM 0,25-2 850.000 Resposta primária na 


imunidade humoral 
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274 protein). Esta, por sua vez, forma complexo com a vitamina A para 
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transportá-la pelo corpo (Peterson, 1971). A RBP é uma pequena 
proteína constituída por apenas 182 aminoácidos. Por ser pequena, é 
rapidamente removida da circulação por filtração renal, caso não seja 
mantida no plasma pela pré-albumina (proteína maior), a qual não é 
eliminada na filtração glomerular. O complexo retinal, a RBP e a trans- 
tiretina aparentemente são montados no retículo endoplasmático dos 
hepatócitos (Gaetani, 2002). 

É uma proteína rica em triptofano (sendo, às vezes, denominada pré- 
-albumina rica em triptofano) e também apresenta uma considerável 
conformação em lâminas B-pregueadas. Uma parte da pré-albumina 
atua como fonte do componente amiloide B-fibrilar na polineuropatia 
amiloidótica familiar do tipo I (Glenner, 1980). Essa amiloidose here- 
ditária deriva de uma mutação no gene da pré-albumina, que resulta 
na formação de uma proteína (p. ex., variante Met 30 da TTR) sus- 
cetível à clivagem proteolítica, com consequente formação dos frag- 
mentos B-estruturados constituintes do amiloide nas fibras nervosas 
(li, 1991; Saraiva, 1989). Mais de 80 mutações diferentes no gene da 
TTR foram identificadas, e a maioria afeta os nervos ou o coração por 
meio da formação do amiloide. Essas variantes patogênicas da pré-al- 
bumina são indistinguíveis da forma normal, quando analisadas pela 
eletroforese de proteínas padrão. Atualmente, o diagnóstico se baseia 
na análise no nível do DNA. 

A pré-albumina circulante apresenta meia-vida curta (cerca de 2 dias), 
comparada às demais proteínas séricas majoritárias. Sua taxa de síntese 
é também extraordinariamente sensível à manutenção de uma nutrição 
adequada e a alterações da função hepática no local em que é produzida. 
Por isso, suas concentrações séricas flutuam mais rapidamente em res- 
posta a alterações na taxa de síntese, em comparação às demais proteí- 
nas, inclusive a albumina. Assim, a quantificação da pré-albumina sérica 
tem utilidade sobretudo clínica, como marcador do status nutricional 
(Gofferje, 1978). Dada a rápida dinâmica de sua síntese e depuração, 
atua melhor como indicador precoce de mudanças do status nutricio- 
nal do que outros marcadores comumente utilizados, como a albumina 
e a transferrina, cujos níveis, apesar de mais abundantes, respondem a 
outros fatores e de forma mais lenta. 

Em razão do seu grau de compactação, a pré-albumina circula 
mais facilmente pelo LCE do que as demais proteínas séricas. Por esse 
motivo, concentrar o LCE antes da realização da eletroforese permite 
visualizar uma banda distinta de pré-albumina no gel. O LCE normal- 
mente exibe um pico maior de albumina mais pré-albumina e uma 
pequena quantidade de transferrina. A eletroforese de LCE é solicitada 
com frequência para detecção de bandas oligoclonais de Igs, e a pre- 
sença de uma banda distinta de pré-albumina serve apenas de referen- 
cial para confirmar que a amostra analisada era provavelmente LCE. 
A verdadeira pré-albumina em geral está abaixo do limiar de detec- 
ção da eletroforese sérica e, em vez desse método, é melhor detectada 
por ensaios imunológicos, como a nefelometria. Em pacientes sub- 
metidos à terapia com heparina, a banda de pré-albumina é obser- 
vada com frequência. Na circulação, a heparina ativa e libera LPL. 
Essa enzima ataca os TGs existentes nas frações lipoproteicas e, assim, 
aumenta consideravelmente a migração eletroforética para o ânodo. 
A coloração das proteínas revela a presença de apolipoproteínas na 
posição correspondente à pré-albumina, porém, nenhuma fração de 
P-lipoproteína é detectada. Esse efeito ocorre in vivo e é anulado caso 
a heparina seja adicionada a amostras já coletadas. 

Albumina. É a proteína isolada mais abundante no plasma normal e, 
usualmente, constitui até dois terços do conteúdo plasmático total de 
proteínas (Peters, 1975). Por esse motivo, a queda dos níveis de albu- 
mina em decorrência do comprometimento de sua síntese (p. ex., des- 
nutrição, má absorção, disfunção hepática) (Rothschild, 1972) ou de 
perdas (p. ex., ascites, nefropatia ou enteropatia com perda proteica) 
resulta em sério desequilíbrio da pressão oncótica intravascular. Essa 
perda se manifesta clinicamente pelo desenvolvimento de edema peri- 
férico (Slater, 1975). Entretanto, a ausência congênita de albumina 
(analbuminemia) em geral não acarreta problemas desse tipo, talvez 
graças ao controle das pressões hidrostáticas exercido por mecanis- 
mos compensatórios vitalícios (Waldman, 1964). A albumina tam- 
bém serve de repositório móvel de aminoácidos para incorporação 
a outras proteínas. Uma terceira função é a de transporte geral ou de 
proteína transportadora. Muitos ligantes orgânicos e inorgânicos (p. 


ex., tirotoxina, bilirrubina, penicilina, cortisol, estrógeno, ácidos graxos 
livres, warfarina [Coumadina], cálcio, magnésio e heme) acoplam-se a 
diferentes regiões da molécula, seja por meio de ligações covalentes (p. 
ex. 0-bilirrubina) (Lauff, 1982), seja por meio de ligações dissociáveis 
(Koch-Weser, 1976). Essas interações com ligantes tão distintos tor- 
nam-se possíveis em razão da ampla variedade de sítios de ligação exis- 
tentes na albumina, que é composta por 585 aminoácidos dispostos em 
nove alças unidas por ligações dissulfeto estabelecidas entre os resíduos 
de cisteina (Meloun, 1975). Sua sequência primária possui três regiões 
principais, e cada uma contém três alças peptídicas. Essa conformação 
das alças sugere que a molécula resulta da duplicação de algum gene 
ancestral em processo de rearranjo em tandem (Peters, 1977; Sevall, 
1986). É igualmente interessante observar que a o-fetoproteina possui 
regiões de homologia com a molécula de albumina sérica, indicando 
uma origem ancestral comum a ambas as proteínas. 

Além da anomalia genética da analbuminemia, existem mui- 
tas variantes hereditárias de albumina que diferem do alótipo mais 
comum — a albumina A — por substituições de aminoácidos únicos. 
Em comparação à albumina A, tais variantes apresentam migração 
mais rápida ou mais lenta, que resulta na formação de dois picos 
distintos de albumina (bisalbuminemia) na condição heterozigota. 
Aparentemente, nenhuma das variantes afeta a saúde, contudo, uma 
delas apresenta grande afinidade pela tirotoxina e, em consequência, 
provoca aumento dos níveis séricos desse hormônio em indivíduos 
que, todavia, permanecem eutireoides (Ruiz, 1982). 

Em indivíduos normais, até 8% da concentração de albumina circu- 
lante sofre glicosilação não enzimática. Por outro lado, até 25% perde a 
glicosilação durante a hiperglicemia, analogamente ao que ocorre com 
a hemoglobina glicosilada (Guthrow, 1979). A meia-vida da albumina 
circulante é de cerca de 17 dias. Desse modo, a quantificação da forma 
glicosilada pode ser útil ao monitoramento de controle do diabetes em 
um intervalo de algumas semanas. A quantificação da fração de albumi- 
na glicosilada (também denominada frutosamina) pode ser bastante útil 
em avaliações de controle do diabetes em pacientes com anemias hemo- 
líticas (p. ex., anemia falciforme, talassemia, hemólise autoimune), cujas 
hemácias apresentam sobrevida acentuadamente diminuída e nos quais 
a determinação do conteúdo de hemoglobina glicosilada não é confiável. 
As medidas da concentração de albumina glicosilada podem não ser 
confiáveis para avaliações de controle do diabetes em casos de pacientes 
que apresentam nefropatia com perda proteica, pois nestes a depuração 
da albumina é acelerada. Pacientes diabéticos submetidos à hemodiálise 
podem ser monitorados tanto pela hemoglobina glicosilada quanto pela 
albumina glicosilada (Ghacha, 2001). 

A análise de albumina recém-sintetizada a partir de sítios intra- 
celulares revelou a existência de uma pró-albumina precursora, que 
contém um hexapeptídeo adicional em sua porção aminoterminal. 
A estrutura primária da albumina possui 35 resíduos de cisteína, dos 
quais 34 formam ligações dissulfeto, enquanto um permanece livre. 
Durante o armazenamento prolongado por vários dias, a albumina 
forma dímeros covalentemente ligados por meio das cisteínas livres 
e, como resultado, às vezes há o aparecimento de uma banda extra de 
albumina no gel de eletroforese. 

As quantificações clínicas do conteúdo de albumina são realizadas 
com bastante frequência, e as determinações do conteúdo de proteí- 
nas totais e de albumina costumam ser incluídas nos padrões de pai- 
néis bioquímicos. Os painéis de testes bioquímicos orientados por 
um dado órgão ou doença atualmente em uso incluem as seguintes 
determinações: albumina e proteínas totais, em painéis metabólicos 
abrangentes e no painel de função hepática; albumina, no painel de 
função renal. 

Elevações da concentração sérica de albumina são pouco comuns, 
embora sejam observadas em casos de desidratação, à medida que o 
conteúdo plasmático de água diminui. Após a re-hidratação, os níveis 
de albumina devem retornar à faixa referencial normal. Também pode 
haver aumento da concentração sérica de albumina causado por arte- 
fatos, como resultado da aplicação de torniquetes por tempo prolon- 
gado para realização de punções venosas. Nesse caso, a aumentada 
pressão hidrodinâmica gerada pelo volume venoso sobressalente 
empurra a água e pequenos solutos para fora do espaço intravascular 
e, assim, concentra elementos celulares, formas micelares de lipopro- 
teínas e proteínas, como a albumina. 


A queda da concentração de albumina é com frequência observa- 
da em indivíduos doentes, e um exame de pacientes hospitalizados 
é capaz de revelar uma proporção substancial de quantificações de 
albumina com resultados abaixo dos valores de referência para indiví- 
duos sadios (Fig. 19.6). Embora algumas dessas diminuições provavel- 
mente se devam a diluições produzidas pela administração de líquidos 
endovenosos, outras são causadas pela perda de albumina por meio da 
urina, líquido ascitico ou trato GI, durante enteropatias, ou pela dimi- 
nuição da síntese hepática consequente a uma doença hepática (p. 
ex., cirrose), ou ainda em decorrência de um efeito secundário sobre 
a síntese causado por comprometimento da nutrição ou desvio da 
capacidade de síntese para produção de outras proteínas. Essa redução 
sensível — porém inespecífica — do conteúdo de albumina em tantas 
condições diferentes resultou na denominação “reagente de fase aguda 
negativo” (Post, 1991). A quantificação da concentração de albumina 
é vital à compreensão e interpretação dos níveis de cálcio e magnésio. 
Como tais íons se ligam à albumina, como consequência a redução 
da concentração de albumina é diretamente responsável pela queda 
de suas concentrações. Em alguns estados doentios, a diminuição do 
conteúdo de albumina é compensada ao menos parcialmente por 
aumentos da concentração de outras proteínas séricas que estabilizam 
a pressão oncótica intravascular. Na cirrose, em particular, observa-se 
um importante aumento policlonal da concentração de Igs da fração y 
(Fig. 19.34). Na síndrome nefrótica, os níveis de AMG encontram-se 
aumentados (Fig. 19.3B). 

Os líquidos corporais produzidos normalmente, como o LCE, 
ou em condições patológicas, como os filtrados plasmáticos (p. ex., 
ascite), contêm albumina como componente principal e outras pro- 
teinas plasmáticas cuja contribuição é irrelevante. De forma geral, a 
presença de albumina na urina é considerada anormal, mesmo quan- 
do são detectados apenas traços da proteína, embora alguns indiví- 
duos apresentem albuminuria após a prática de exercícios intensos. 
A progressão da nefropatia diabética pode ser avaliada por meio da 
quantificação da albuminúria, uma vez que tende a aparecer na urina 
antes das demais proteínas séricas no curso da lesão glomerular renal. 
A determinação imunológica da microalbumina na urina atualmente 
é considerada um método padrão para supervisão do diabetes melito 
e para detecção prococe das complicações decorrentes desse distúrbio. 
A síndrome nefrótica, que é marcada por uma hipoalbuminemia 
extensiva, muitas vezes se deve à nefropatia diabética ou a uma das 
várias doenças glomerulares primárias (Orth, 1998). 
ot-antitripsina (AAT). O principal componente das o,-globulinas é 
uma proteína inibidora de protease — a AAT. Essa proteína tem a capa- 
cidade de se combinar à tripsina e inativá-la (Eriksson, 1965; Berninger, 
1985a). A primeira evidência de sua função veio com a descoberta de 
que o soro de alguns adultos jovens com enfisema pulmonar era defi- 
ciente em Q-globulina. Novas investigações revelaram uma deficiên- 
cia semelhante envolvendo a AAT em crianças com cirrose (Sveger, 
1976). Normalmente, a concentração sanguínea de tripsina circulante 
não é apreciável, contudo, outras proteases correlatas, como a elastase, 
são liberadas por leucócitos em resposta a agentes irritantes ou infla- 
mação. À AAT é capaz de neutralizar a atividade dessas proteases e, por 
esse motivo, atua como fator intrínseco no mecanismo homeostático, 
modulando a proteólise endógena e prevenindo respostas bioquimi- 
cas inadequadamente severas à inflamação (Cox, 1986). 

A maioria da população é homozigota para o alelo M totalmente 
ativo da AAT ou apresenta fenótipo MM (Lieberman, 1972). Cerca de 
10% da população de indivíduos brancos (e proporções menores das 
demais raças) é heterozigota para o alelo M e para alguns outros ale- 
los de inibidores de protease (ou sistema Pi). Mais de 2% é portador 
do alelo PiZ e exibe fenótipo MZ. Embora tais indivíduos apresentem 
uma capacidade de inibição de tripsina um pouco reduzida, são assin- 
tomáticos. Entretanto, sua prole homozigota (ZZ) é suscetível à doença 
pulmonar ou hepática. O fenótipo ZZ é observado em cerca de 1 a cada 
4.000 indivíduos. A eletroforese de proteínas séricas pode ser empre- 
gada na triagem da deficiência de AAT, contudo, os resultados obtidos 
devem ser confirmados com testes auxiliares, como o teste de capaci- 
dade inibitória da tripsina (TIC, trypsin inhibitory capacity) e a feno- 
tipagem por eletroforese cruzada ou focalização isoelétrica (Jeppsson, 
1982), para que possa ser excluída a possível presença de outros ale- 
los, como PiS ou PiF, que migram de modos diferentes. Esses alelos 


Figura 19.3 4, eletroforese de proteínas séricas em amostra de paciente com cirrose 
(Cir), mostrando uma albumina que migra mais rapidamente do que no soro de 
paciente normal (Nor), em razão da carga negativa adicional da bilirrubina conjugada 
covalentemente ligada (i.e., 6-bilirrubina). As y-globulinas estão muito aumentadas 

na elevação policlonal característica da cirrose hepática. B, padrões de eletroforese 
de proteínas séricas (Ser) e de urina concentrada (Ur) de amostras de paciente com 
sindrome nefrótica. Proteínas de menor tamanho molecular, como a albumina, são 
preferencialmente perdidas a partir do sangue pela urina. Proteínas maiores, como a 
q;-macroglobulina e a B-lipoproteína, permanecem retidas no sangue e constituem as 
bandas predominantes no padrão sérico. 


resultam em menor TIC, contudo, provavelmente são suficientes para 
prevenir a ocorrência das anormalidades observadas com o fenótipo 
ZZ, cujo TIC muito baixo corresponde à concentração de AAT antigê- 
nica. Diante de casos suspeitos, a triagem também pode ser realizada 
por nefelometria para quantificação dos níveis séricos de AAT. Somente 
o fenótipo ZZ apresenta níveis notavelmente reduzidos dessa proteína. 
A caracterização definitiva pode requerer uma análise da sequência de 
DNA na região correspondente ao gene AAT. Existem pelo menos 75 
alelos diferentes desse gene. Cerca de 17 alelos determinam uma pro- 
dução de proteína suficientemente baixa para causar doença pulmonar, 
sendo poucos os que causam doença hepática (Cox, 1986). 

A terapia para enfisema pulmonar secundário à deficiência de 
AAT apresentou avanços consideráveis nos últimos anos, por causa 
da reposição endovenosa de AAT com concentrados ou proteína 
recombinante, visando a elevar suficientemente os níveis da proteína 
para conferir proteção antielastase aos pulmões (Snider, 1989). A repo- 
sição da proteína por inalação também é efetiva nos casos de pacientes 
em que a doença pulmonar ainda não se expandiu (Hubbard, 1989). 
É essencial que os indivíduos homozigotos não fumem, pois a fumaça 
do cigarro é uma das principais fontes de irritantes que desencadeiam 
a liberação de proteases pelos leucócitos nos pulmões (Gelb, 1977). Em 
crianças pequenas, a cirrose é tratada com transplante hepático, uma 
vez que o fígado é o sítio da síntese de AAT. Um aspecto interessante 
da cirrose e do fenótipo ZZ consiste na presença de grânulos com AAT 
mutante não sialilada no interior dos hepatócitos, implicando um 
defeito de secreção associado a esses alelos. À terapia de reposição é 
ineficaz nos casos de cirrose secundária à anomalia da AAT. Crianças 
com esse distúrbio podem desenvolver uma colestase progressiva e 
severa que requer transplante hepático imediato. Após o transplante, o 
paciente adquire o fenótipo do doador do órgão. 
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A AAT é uma das glicoproteinas cujos niveis se elevam em resposta 
à inflamação aguda, porém, essa elevação não possui especificidade 
clínica. A fração Ot, jamais é totalmente nula na deficiência de AAT, 
uma vez que outras proteínas (p. ex., O.-lipoproteína, &,-glicoproteina 
ácida) migram sem, no entanto, se resolverem em bandas distintas. 
o,-macroglobulina (AMG). A AMG é a maior proteína não Ig exis- 
tente no plasma, com peso molecular de 725.000 Da (Roberts, 1985). 
Em indivíduos normais, a concentração sérica é comparável à da AAT, 
outra importante inibidora de proteases, embora seja encontrada em 
níveis discretamente maiores em mulheres em resposta aos estrógenos 
(Horne, 1970). A concentração de AMG aumenta cerca de 10 vezes 
(ou mais) na síndrome nefrótica, quando há perda de outras proteí- 
nas plasmáticas de peso molecular inferior (Beetham, 1993). Em razão 
do seu tamanho, a AMG não é perdida pela urina e, como resultado 
líquido, acaba alcançando níveis plasmáticos iguais ou maiores que 
os de albumina (cerca de 2-3 g/dL) na síndrome nefrótica. Com isso, 
a pressão oncótica é mantida. Nessa condição, observa-se ainda um 
aumento de sua síntese, o qual responde pelo aumento absoluto de 
sua concentração. A AMG inativa as proteases ao formar complexos 
e ligar-se a elas de modo covalente. Assim, sua própria conformação é 
alterada e, como resultado, aumenta sua depuração por meio do sis- 
tema reticular endotelial. Existem ao menos quatro formas molecula- 
res de AMG que diferem entre si quanto ao conteúdo de ácido siálico, 
manose e galactose, e que podem ser separadas por focalização isoelé- 
trica. Outras variações moleculares provavelmente são resultantes de 
proteases que se ligaram à AMG antes de sua remoção da circulação. 
O espectro de sua ação inibitória é bastante amplo, incluindo quase 
todos os tipos de serina, carboxil, tiol e metaloproteases. Com o antí- 
geno específico da próstata, a AMG forma um complexo que não é 
detectado por meio do imunoensaio para PSA (Cap. 74). Embora sua 
função certamente seja importante para a manutenção do equilíbrio 
durante o declínio e para o fluxo da proteólise, não se conhece nenhu- 
ma deficiência específica associada ou condição patológica atribuída à 
diminuição dos níveis de AMG, de modo geral. Elevações discretas da 
concentração dessa proteína podem ser precocemente detectadas por 
eletroforese de proteínas séricas no curso da nefropatia diabética. 
Haptoglobina. Outra proteína importante que migra na região Q, é a 
haptoglobina. Sua função consiste em combinar-se à hemoglobina libe- 
rada por hemácias lisadas, a fim de preservar os estoques de ferro e pro- 
teinas do organismo. A meia-vida da haptoglobina circulante, livre de 
hemoglobina, é de cerca de 4 dias. Os complexos haptoglobina-hemo- 
globina são removidos da circulação em poucos minutos pelo sistema 
reticular endotelial. Nesse local, a hemoglobina é quebrada em globina e 
heme, o qual é degradado em ferro e bilirrubina. Quando a capacidade 
de ligação da haptoglobina à hemoglobina é excedida, a hemoglobina 
livre entra no filtrado glomerular sob a forma de dímeros de cadeias 
o e B. Esses dimeros são reabsorvidos subsequentemente nos túbulos 
proximais renais e convertidos em hemossiderina. 

A haptoglobina possui duas cadeias pesadas e duas cadeias leves 
unidas por ligações dissulfeto, analogamente à estrutura básica das 
Igs. Em alguns indivíduos, o gene que codifica a cadeia leve encon- 
tra-se duplicado, apresentando um arranjo em cabeça-cauda (tipo 
2). A haptoglobina normal (tipo 1-1) origina espécies moleculares 
únicas com peso molecular igual a 100.000 Da. Além da haptoglobi- 
na de tipo 1-1, os indivíduos heterozigotos (1-2) possuem uma série 
de multímeros (p. ex., dímeros, trímeros) que resultam das ligações 
dissulfeto intermoleculares existentes na cadeia leve duplicada. A 
haptoglobina de tipo 2-2 consiste em uma série distinta de multí- 
meros, uma vez que as cadeias leves de tipos 1 e 2 apresentam pesos 
moleculares diferentes (Konigsberg, 1974). 

A haptoglobina pode ser quantificada em termos de sua capacida- 
de de ligação à hemoglobina ou por meio de métodos imunológicos, 
especialmente por nefelometria. Por conta do impedimento estérico 
existente entre os sítios moleculares dos multímeros, os diferentes 
fenótipos de haptoglobina resultam em medidas de capacidade de 
ligação a antígenos ou à hemoglobina que podem ser discrepantes em 
relação à quantidade absoluta de haptoglobina existente na amostra. 
Do mesmo modo, o intervalo de referência para a haptoglobina é mais 
amplo quando se considera uma população de fenótipos distintos, em 
comparação aos fenótipos individuais. Por esse motivo, a interpreta- 
ção das concentrações dessa proteína é segura para medidas seriadas 


tomadas de um mesmo indivíduo. Todavia, níveis muito elevados 
podem ser distinguidos de concentrações muito baixas de imediato, e 
essa distinção pode ser importante na primeira vez em que o paciente 
é avaliado quanto à hemólise. A deficiência congênita de haptoglobina 
aparentemente não tem consequências clínicas (Manoharan, 1997). 

A concentração sérica de haptoglobina aumenta em resposta ao 
estresse, infecções, inflamação aguda ou necrose tecidual, possivel- 
mente em decorrência da estimulação de sua síntese (ver adiante em 
Reagentes de Fase Aguda). Após um episódio hemolítico, a concen- 
tração de haptoglobina cai, à medida que os complexos haptoglobi- 
na-hemoglobina são eliminados da circulação. Esse efeito é drástico 
após os eventos de hemólise massiva observados em reações hemo- 
líticas transfusionais, queimaduras térmicas ou anemia hemolítica 
autoimune. A quantificação dessa proteína também é útil para o 
monitoramento seriado de pacientes que apresentam uma taxa lenta, 
porém constante, de quebra de hemácias, como aquelas causadas pela 
ação mecânica de válvulas cardíacas, hemoglobinopatias ou trauma 
associado ao exercício. Baixas concentrações de haptoglobina podem 
ser detectadas na doença hepática, quando há comprometimento 
de sua síntese. Além disso, indivíduos com deficiência congênita de 
haptoglobina aparentemente utilizam outros mecanismos para pre- 
servar as reservas de ferro do organismo. Amostras de soro obtidas de 
sangue hemolisado in vitro durante a flebotomia ou o processamento 
apresentam uma banda eletroforética deslocada correspondente aos 
complexos haptoglobina-hemoglobina. 

E preciso observar que a mioglobina não se liga à haptoglobina e, 

portanto, a liberação de grandes quantidades de mioglobina duran- 
te a rabdomiólise não acarreta a diminuição dos níveis séricos de 
haptoglobina. Essa diferença pode ser útil no work up de um teste de 
vareta medidora de nível positivo (na verdade, um teste para detecção da 
atividade de pseudoperoxidase do heme da hemoglobina ou da mioglo- 
bina) para presença de sangue na urina sem coexistência de hemácias. 
Nesse caso, a detecção de baixos níveis séricos de haptoglobina sugere 
hemoglobinúria (hemólise), enquanto a detecção de níveis séricos ele- 
vados da proteína indica mioglobinúria. A isozima lactato desidrogenase 
(LDH) 1 presente no soro também está associada à hemólise, enquanto 
a LD, e a creatina quinase são liberadas na rabdomiólise. 
P-lipoproteína. A P-lipoproteína (lipoproteína de baixa densidade 
[LDL]) migra com uma característica borda pontiaguda de orien- 
tação catódica que deixa um rasto peniforme mais próximo ao 
ânodo. Apesar de ser melhor quantificada com corantes para lipí- 
deos, o conteúdo de apolipoproteina é suficiente para dar origem a 
uma banda distinta quando são utilizados corantes para proteína. A 
posição exata da banda de B-lipoproteina é sensível à ingestão recen- 
te de alimentos ricos em gordura. Assim, as amostras coletadas em 
jejum e aquelas obtidas no período pós-prandial apresentam bandas 
de B-lipoproteina em posições discretamente diferentes. As demais 
lipoproteínas (lipoproteína de densidade muito baixa [VLDL], lipo- 
proteínas de alta densidade [HDL] e quilomicrons [QM]) apresentam 
intensidade relativamente pequena e ocupam posições eletroforéticas 
que se sobrepõem às de outras proteínas séricas. Por esse motivo, tais 
frações em geral não são observadas com os corantes de proteína. À 
administração de heparina ativa a lipoproteína lipase pós-heparina, 
que, por sua vez, degrada os triglicerídeos existentes nas frações de 
lipoproteínas circulantes. Em consequência, as amostras obtidas de 
pacientes tratados com heparina apresentam uma banda anômala de 
§-lipoproteina passageira que migra muito rapidamente e percorre a 
via eletroforética de modo irregular, mesmo na região pré-albumina. 
Elevações da concentração de LDL — com uma banda de B-lipoproteina 
corada de modo mais intenso — são observadas em casos de hipercoles- 
terolemia. As lipoproteínas foram discutidas em maior profundidade 
no Capítulo 17. 
Transferrina. A principal B-globulina é a transferrina (siderofilina). 
Essa proteína transporta íons férricos a partir das reservas de ferro da 
ferritina intracelular ou mucosa até a medula óssea, onde os recepto- 
res de transferrina são encontrados na superfície dos precursores de 
hemácias e linfócitos (Irie, 1987). 

A transferrina é composta por 687 aminoácidos, e seu peso mole- 
cular calculado é igual a 79.550 Da (MaCGillivray, 1982). A análise da 
sequência de aminoácidos revela que essa proteína possui dois domí- 
nios homólogos, que podem ter surgido a partir da duplicação contínua 


de um gene ancestral da transferrina. Cada domínio possui um sítio de 
ligação com afinidade muito forte pelo ferro. A transcrição do mRNA 
para síntese hepática de transferrina é regulada pela concentração de 
ferro na circulação e ao redor dos hepatócitos. 

No soro normal, os níveis de transferrina variam de 200 a 400 mg/dL 
e são convenientemente quantificados como capacidade de ligação ao 
ferro (IBC, iron binding capacity) (Tsung, 1975). Em resposta a uma defi- 
ciência de ferro de curta duração, os níveis da proteína sobem acentuada- 
mente, alcançando valores equivalentes ao dobro (ou mais) do normal. 
Por ser uma espécie molecular única com estreita mobilidade eletroforé- 
tica, a transferrina, em níveis elevados, pode parecer semelhante a uma 
paraproteína (pseudoparaproteinemia) em casos de deficiência de ferro 
severa (Zawadzki, 1970). Na gravidez, deve ser previsto ao menos um 
certo grau de deficiência de ferro e elevação dos níveis de transferrina 
(Mendenhall, 1970). A administração de ferro a pacientes com deficiên- 
cia aumenta a saturação e resulta na normalização da transferrina. 

A saturação crônica da transferrina ocorre na hemocromatose 
idiopática e na hemossiderose transfusional. Como praticamente 
inexiste IBC insaturado nessas síndromes, a mobilização normal 
do ferro para excreção fica comprometida e resulta na manifesta- 
ção de distúrbios relacionados à deposição desse bioelemento. Essa 
deposição também ocorre na deficiência congênita de transferrina. 
Entre as estratégias empregadas na triagem da hemocromatose, é 
realizada a quantificação dos níveis séricos de ferro e transferrina 
(em geral, por ensaio nefelométrico), acompanhada do cálculo do 
porcentual de saturação como melhor índice para identificação de 
casos previamente não reconhecidos. A hemocromatose é um dis- 
túrbio hereditário que resulta em cirrose, diabetes, cardiomiopatia, 
artrite e outros distúrbios de ordem endócrina, que são devidos aos 
efeitos tóxicos do excesso de ferro livre. A triagem dessa doença é 
importante, pois sua progressão pode ser interrompida pela redução 
da carga de ferro do organismo por meio de procedimentos como 
flebotomia ou terapia quelante. 

A transferrina também pode apresentar efeito antibacteriano ao 
complexar-se e remover ferro das bactérias que dele necessitam para 
crescer (Reddy, 1970; Weinberg, 1978). 

Na nefropatia com perda proteica suficientemente grave, a transfer- 
rina circulante é perdida pela urina, levando ferro consigo. Essa perda 
pode contribuir para o desenvolvimento de anemia hipocrômica. 

Variantes eletroforéticas da transferrina são às vezes observadas no 
soro, em razão da variação alotípica da sequência de aminoácidos. Por 
esse motivo, suas moléculas apresentam cargas elétricas diferentes. 
Nesse caso, na condição de heterozigose, observa-se uma banda dupli- 
cada onde deveria haver uma única banda eletroforética de transfer- 
rina (Kamboh, 1987). 

A transferrina é uma glicoproteina em que são adicionadas várias 
moléculas de açúcar a moléculas proteicas recém-sintetizadas no fígado. 
Indivíduos que consomem álcool em excesso apresentam no soro uma 
transferrina anormalmente deficiente em carboidratos (Stibler, 1991). 
Essa molécula aberrante de transferrina pode ser produzida em decor- 
rência de uma falha das glicosiltransferases presentes nos hepatócitos 
ou de um aumento da atividade de sialidase no soro, ou ainda por conta 
de uma combinação desses dois fatores (Xin, 1995). A transferrina defi- 
ciente em carboidrato pode ser detectada por cromatografia de troca 
aniônica ou por focalização isoelétrica das isoformas séricas, com sub- 
sequente realização de immunoblotting. Outros métodos são HPLC, ele- 
troforese de zona capilar, espectrometria de massa e imunoensaio turbi- 
dimétrico (Bean, 2001). 

Uma variante da transferrina foi identificada no LCE (Zaret, 1992), 
nos humores vitreo e aquoso oculares (Tripathi, 1990) e na perilinfa 
do ouvido (Thalmann, 1994). Em termos bioquímicos, comparativa- 
mente à transferrina encontrada no plasma, falta ácido siálico em sua 
glicosilação (Hoffman, 1995). É denominada asialotransferrina, pro- 
teína T ou B,-transferrina, porque apresenta uma migração eletrofo- 
rética discretamente diferente (em direção ao cátodo) em decorrência 
de sua menor carga elétrica negativa (Blennow, 1995). O LCE contém 
ambas as formas da proteína — transferrina plasmática e asialotrans- 
ferrina. O plasma, por outro lado, contém apenas uma das formas. 
Consequentemente, a detecção da asialotransferrina no líquido de 
uma fistula ou no líquido de drenagem constitui evidência presumí- 
vel da presença de LCE em casos de fratura do crânio ou outros tipos 


de trauma na cabeça envolvendo drenagem nasal (Solomon, 1999), 
ou da presença de perilinfa no líquido da fistula ocasionada por pro- 
cedimentos otológicos, como implantes cocleares (Delaroche, 1996). 
A asialotransferrina apresenta a mesma reatividade imunológica da 
transferrina e, assim, pode ser prontamente detectada por immuno- 
blotting logo após uma análise de eletroforese (Roelandse, 1998). Esse 
procedimento pode ser realizado com facilidade, por meio da adap- 
tação de sistemas de eletroforese em gel comercialmente disponíveis, 
já em uso em diversos laboratórios para imunofixação direta de Igs 
(Normansell, 1994). Utilizando-se um anticorpo antitransferrina, é 
possível demonstrar a presença de uma única banda de transferrina 
em amostras de soro, porém, serão observadas duas bandas eletrofo- 
réticas se houver LCE em tais amostras (Fig. 19.4). Além do líquido a 
ser testado, obtido do paciente, é necessário incluir soro para excluir 
as possíveis variantes alélicas da transferrina, que poderiam resultar 
em falsos positivos caso não fossem identificadas (Sloman, 1993). A 
presença de LCE no líquido de drenagem pode requerer um reparo 
cirúrgico ou uma terapia com antibióticos, de modo que a detec- 
ção da asialotransferrina como marcador de LCE possa exercer forte 
impacto clínico. 

Complemento. A molécula C3 do sistema complemento é uma fra- 
ção à parte de B-globulina. Embora seja facilmente resolvida a partir 
de uma amostra de soro fresco, em amostras armazenadas e em con- 
troles comerciais produzidos com soro liofilizado, a C3 é clivada para 
formar C3c, a qual migra anodicamente para C3, comportando-se de 
modo indistinto das demais B-globulinas. A queda dos níveis de C3 é 
observada em doenças autoimunes, quando o sistema complemento é 
ativado e a proteína se liga a imunocomplexos que se depositam sobre 
os tecidos, removendo-a do plasma. Dessa forma, a concentração de 
C3 (e também de C4) constitui um marcador conveniente para ava- 
liar a atividade da doença em distúrbios reumáticos, como lúpus eri- 
tematoso e artrite reumatoide. A C4 não é observada na eletroforese 
de proteínas séricas, pois sua concentração em geral corresponde a 
apenas um quinto da concentração de C3. Por meio da nefelometria 
é possível quantificar ambas, C3 e C4, para monitorar a atividade de 
uma doença reumática. Nenhum significado diagnóstico particular é 
atribuído à detecção de níveis anormalmente elevados de C3 ou C4, 
a não ser o de indicação discreta de uma resposta de fase aguda. O 
sistema complemento e seus inibidores serão discutidos em maiores 
detalhes no Capítulo 46. 

Fibrinogênio. O plasma contém cerca de 100 a 400 mg/dL de fibri- 
nogênio, que é o mais abundante dos fatores de coagulação, respon- 
sável pela formação do coágulo de fibrina. Com peso molecular total 





Figura 19.4 Imunofixação com anticorpos antitransferrina para detecção no LCE. 
Sor, soro normal, mostrando a posição da transferrina (Tf, seta dupla); LCE, posição 
normal da Tf e da asialotransferrina (aTf, seta de cabeça única); Pc Sor, soro de 
paciente incluído na análise para exclusão da variante eletroforética de Tf; Pc L, 
líquido desconhecido proveniente de paciente, demonstrando bandas tanto de Tf 
quanto de aTf, que confirmam a presença de LCE nesse material. 
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de cadeias peptidicas (A-a, B-B e y) unidas por múltiplas ligações 
dissulfeto nas proximidades das regiões aminoterminais (Doolittle, 
1975, 2001). Essa região da molécula é denominada domínio E ou nó 
dissulfeto (DSK, disulfide knot). As cadeias se estendem para fora, em 
outros dois domínios (D) idênticos em suas porções carboxiterminais, 
onde as três se entrelaçam. A trombina cliva os fibrinopeptídeos A e B 
a partir da região aminoterminal das cadeias A-o e B-f, resultando na 
formação de um monômero de fibrina. Este se polimeriza nas fibrilas 
que, macroscopicamente, compõem o coágulo de fibrina. Em seguida, 
o fator XIII produz ligações covalentes entre os resíduos de lisina e 
glutamina em cadeias y paralelas de diferentes móleculas de fibrina, 
transformando o coágulo de fibrina essencialmente em uma molécula 
única. O coágulo, com suas ligações cruzadas, é refratário à dissolu- 
ção por agentes químicos desnaturantes e é muito estável do ponto de 
vista mecânico. 

Inúmeras variantes hereditárias do fibrinogênio (disfibrinogene- 
mias) foram identificadas, nas quais uma molécula de fibrinogênio 
funcionalmente anormal é sintetizada com uma sequência de amino- 
ácidos alterada em decorrência de mutações genéticas. Em algumas 
disfibrinogenemias, há comprometimento da coagulação e diátese 
hemorrágica. Em outros casos, observa-se uma tendência aumentada 
à trombose (Menache, 1973). A afibrinogenemia congênita — condi- 
ção em que não ocorre síntese de fibrinogênio — resulta paradoxal- 
mente em um distúrbio hemorrágico que não é tão severo como nas 
hemofilias, em termos de anormalidades articulares secundárias à 
hemorragia (hemartroses). 

Assim como para os demais reagentes de fase aguda, os níveis de 
fibrinogênio ocasionalmente atingem valores acima de 1 g/L. Em tais 
circunstâncias, a taxa de sedimentação eritrocitária (ESR, erythrocyte 
sedimentation rate) também sofre um aumento marcante como con- 
sequência direta da alteração do conteúdo de fibrinogênio. Na gravi- 
dez e durante o uso de contraceptivos, os níveis desse fator igualmente 
se elevam. Baixos níveis em geral indicam a ocorrência de ativação 
extensiva da coagulação com consumo de fibrinogênio. Durante esse 
processo, o plasminogênio também é ativado e dá origem à plas- 
mina, a qual degrada fibrina e fibrinogênio em produtos de quebra 
que são quantificados para avaliação da coagulação intravascular. 
Normalmente, os coágulos formados são removidos pela ação da plas- 
mina, que, por sua vez, é inativada por uma antiplasmina e por outros 
inibidores de proteases. 

O fibrinogênio está ausente no soro normal, porém, deve ser encon- 
trado na eletroforese de amostras de plasma como uma banda distin- 
ta entre as bandas de B e y-globulinas (Fig. 19.5). Não raro, o sangue 
coletado de pacientes tratados com heparina não coagula por comple- 
to e, na análise da amostra por eletroforese, é detectada uma banda de 
fibrinogênio. Essa banda pode ser distinguida por meio do exame da 
amostra à procura de um bom coágulo e por repetidas corridas eletro- 
foréticas de uma amostra totalmente coagulada. É importante realizar 
esse procedimento para distinguir uma banda residual de fibrinogênio 
de uma deflexão (spike) na banda de Ig monoclonal, uma vez que ambos 
podem migrar na mesma posição eletroforética. 


Componentes minoritários 


O próximo grupo de proteínas individuais representa aquelas que, 
por estarem presentes no soro em baixas concentrações, são detectadas 
com pouca frequência por meio da eletroforese de proteínas padrão. 
Tipicamente, sua quantificação é realizada por métodos imunológicos. 
Ceruloplasmina. Trata-se de uma proteína ligadora de cobre que 
migra com as Q,-globulinas. Seu papel fisiológico preciso é desco- 
nhecido, no entanto, sua atividade de oxidase já foi demonstrada em 
laboratório (Cap. 21). Sintetizada no fígado, tem peso molecular de 
132.000 Da e é constituída de uma única cadeia polipeptídica. Embora 
os níveis séricos de ceruloplasmina sejam baixos ao nascimento 
(Al-Rashid, 1971), chegam a 20 a 40 mg/dL em adultos normais, apre- 
sentando aumentos de até duas vezes a concentração normal diante de 
terapia contraceptiva e na gravidez (Burrows, 1971), ou como reagen- 
te de fase aguda. Cada molécula dessa proteína pode ligar até seis áto- 
mos de cobre, os quais lhe conferem uma cor azulada. A combinação 
da cor azul à cor amarela de outros cromógenos plasmáticos resulta 


Figura 19.5 A comparação do soro 
(Sor) com o plasma citrado (Plc) do 
mesmo paciente mostra a posição do 
fibrinogênio plasmático (seta), o qual 
não deve ser confundido com uma 
imunoglobulina monoclonal. 








em plasma de cor verde rico em ceruloplasmina (Schenker, 1971). Essa 
aparência esverdeada é observada com frequência em bolsas de plas- 
ma doado para transfusão. O ferro é oxidado por ação da ceruloplas- 
mina, que converte íon ferroso em fon férrico, possivelmente como 
forma de liberar ferro a partir da ferritina para ligação à transferrina 
(Roeser, 1970). 

A doença de Wilson (degeneração hepatolenticular) resulta de um 
metabolismo de cobre desregulado, no qual o comprometimento da 
excreção hepática de cobre por meio da bile conduz à deposição tóxi- 
ca desse bioelemento nos tecidos. No metabolismo normal, o cobre é 
incorporado pelo fígado à ceruloplasmina (cerca de 6 a 7 átomos de 
cobre por molécula) que, em seguida, é secretada no plasma. Nessa 
doença, tal mecanismo está comprometido, e o cobre, absorvido pelo 
organismo e transportado pelo fígado, não retorna à circulação como 
parte da ceruloplasmina. Observa-se diminuição da excreção normal 
de cobre pela bile, com aumento geral de sua deposição no organis- 
mo, resultando em efeitos tóxicos para o fígado, cérebro, córneas, rins, 
ossos e paratireoides. O diagnóstico usualmente se dá na infância ou 
durante a adolescência, quando o dano hepático é notado pela primei- 
ra vez. Ao longo da vida, certos indivíduos afetados podem apresentar 
manifestações tardias, e também ocorrem alterações neurológicas. O 
tratamento consiste em uma terapia quelante de longa duração com 
penilcilamina ou, em casos graves, no transplante de fígado que pode 
ter ação curativa. 

O diagnóstico da doença de Wilson baseia-se em achados físicos 
(doença hepática, sinais neurológicos, anel de Kayser-Fleischer na cór- 
nea), detecção de baixos níveis séricos de ceruloplasmina e elevação 
da concentração de cobre na urina ou em amostras de biópsia hepáti- 
ca. A atividade de oxidase inerente à ceruloplasmina pode ser empre- 
gada em um ensaio colorimétrico, tendo a p-fenilenediamina como 
substrato, para realização de quantificações. Métodos imunoquími- 
cos são utilizados adicionalmente, porque a banda é pouco aparente 
e, portanto, não pode ser utilizada com segurança na eletroforese de 
proteínas. Como nenhum achado clínico ou laboratorial isolado é 
suficiente para estabelecer o diagnóstico da doença, é necessário com- 
binar todos os dados obtidos (Ferenci, 2004). 

Gc-globulina. A vitamina D se liga à globulina de componente gru- 
po-específico (Gc) (proteína ligadora de vitamina D [DBP, vitamin 


D-binding protein|) (Daiger, 1975; Bikle, 1986). Essa proteína migra 
como uma G-globulina e tem peso molecular de aproximadamen- 
te 51.000 Da. Sua concentração sérica normal é de 20 a 55 mg/dL, 
podendo diminuir em caso de doença hepática severa. A Gc-globulina 
possui dois alelos autossômicos codominantes que se expressam por 
meio de três fenótipos: 1-1, 2-2 e 1-2 (Giblett, 1969). A ausência con- 
gênita dessa proteina pode ser determinada por uma mutação letal, 
decorrente do comprometimento do transporte da vitamina D, uma 
vez que esta é pouco solúvel em meio aquoso. A Gc-globulina se liga 
à vitamina D e aos seus metabólitos, segundo uma relação mol por 
mol. No plasma, contudo, é provável que não esteja totalmente satu- 
rada. À síndrome nefrótica resulta em perda urinária de DBP, em parte 
sob a forma complexada à vitamina D. Essa perda vitamínica pode 
contribuir para o aparecimento subsequente dos problemas relacio- 
nados ao metabolismo do cálcio observados nessa doença (Goldstein, 
1981). Sendo um componente minoritário de proteínas plasmáticas, a 
Gc-globulina pode ser quantificada por RIA, radioimunodifusão ou 
imunoeletroforese em foguete (Walsh, 1982; Westwood, 1986). Com o 
uso de nefelometria, estudos mais recentes detectaram níveis reduzidos 
de Gc-globulina em pacientes traumatizados que desenvolveram dis- 
função orgânica e sépsis (Dahl, 2003). 

Hemopexina. Trata-se de uma globulina com comportamento migra- 
tório de B-globulina que se liga ao heme liberado durante a degra- 
dação da hemoglobina (Muller-Eberhard, 1970). De tal forma, essa 
pequena molécula de porfirina com seu átomo de ferro fica protegida 
da excreção e contribui para a preservação das reservas de ferro do 
organismo. Entre as proteínas plasmáticas, a hemopexina é a que se 
liga ao heme com maior afinidade, e essa forte ligação provavelmente 
ajuda a limitar a toxicidade inerente ao heme livre (Tolosano, 2002). 
Sua concentração sérica normal é de 50 a 120 mg/dL e, assim, deve 
ser quantificada por métodos imunológicos. É constituída por uma 
única cadeia polipeptídica e, de seus 70.000 Da de peso molecular, 
20% correspondem à presença de carboidratos. Embora os níveis de 
hemopexina possam ser tornar baixos em decorrência de perdas uri- 
nárias inespecíficas ou da diminuição de sua síntese por insuficiência 
hepática, as diminuições mais significativas ocorrem após a hemólise 
intravascular, quando a concentração de hemoglobina livre excede a 
capacidade de ligação da haptoglobina. Assim, pode haver degrada- 
ção da hemoglobina plasmática circulante com liberação de heme, 
que, por sua vez, é ligado molécula a molécula pela hemopexina. Os 
complexos heme-hemopexina são, então, removidos da circulação 
pelos hepatócitos, e há uma notável redução da concentração sérica 
de hemopexina. O excesso de heme se liga à albumina, na forma de 
meta-hemealbumina. À medida que mais hemopexina vai sendo dis- 
ponibilizada em uma nova síntese, o heme é transferido da meta-he- 
mealbumina para a hemopexina, e os níveis dessa proteína continuam 
a cair. À constatação dessa situação pode ser útil ao diagnóstico da 
hemólise ainda em fase precoce, depois que os níveis de haptoglobina 
tiverem sido normalizados, porém, antes da completa depuração do 
heme (Wochner, 1974). 

C,-glicoproteína ácida. Também conhecida como proteína orosomu- 
coide, possui um conteúdo muito grande de carboidratos, que mini- 
miza sua visualização por meio das colorações padrão utilizadas para 
proteínas (Alvan, 1986). Com peso molecular de cerca de 44.000 Da, 
passa em grande parte para o filtrado glomerular e, por isso, apresenta 
meia-vida de apenas 5 dias na circulação. Os níveis séricos normais são 
da ordem de 40 a 105 mg/dL e se elevam durante a gravidez (Schmid, 
1975). Embora seja um reagente de fase aguda, seu papel biológico 
ainda é desconhecido. É uma proteína de ligação da progesterona e, 
como tal, pode ser importante no transporte ou metabolismo desse 
esteroide. Também se liga a certos fármacos (p. ex., lidocaína) e os 
mantêm inativos e unidos à parte. A quantificação dessa proteína tem 
utilidade clínica na interpretação de dados acerca dos níveis de fárma- 
cos, como a lidocaína, que atingem altas concentrações séricas sem, no 
entanto, exercerem o efeito terapêutico esperado, por estarem comple- 
xados em formas inativas à 0.,-glicoproteína ácida em níveis acima do 
normal. Essa proteína também apresenta alguns polimorfismos gené- 
ticos, os quais podem ser ainda mais agravados pela existência de for- 
mas isomórficas provenientes de fontes teciduais específicas, embora 
o sítio primário de sua síntese pareça ser o fígado. 

Proteína C reativa. Esse constituinte do soro foi descoberto por meio 


da interação do soro de pacientes, que haviam se recuperado de infec- 
ções por pneumococos, com o polissacarideo-C dessa bactéria. Houve 
formação de flocos visíveis que permitiram estudar e purificar exten- 
sivamente a proteína C reativa (CRP, C-reactive protein) a partir do 
soro, nos anos 1940. Constatou-se que a CRP estava presente no soro 
de pacientes com outros distúrbios, além das infecções pneumocócicas, 
e que seus níveis aumentavam drasticamente sempre que havia necrose 
tecidual. Diversas substâncias reagem com a CRP, entre as quais DNA, 
nucleotídeos, vários lipídeos e outros polissacarídeos (Hokama, 1982). 
Dessa forma, a proteína parece atuar como uma molécula “removedora” 
(scavenger) geral. Com um peso molecular que varia entre 118.000 e 
144.000 Da, possui um conteúdo de carboidratos substancial. As con- 
centrações séricas normais variam em diferentes fases da vida: 100 
ng/mL ao nascimento, 170 ng/mL em crianças e 470 a 1.340 ng/mL 
em adultos. Apesar das baixas concentrações, a CRP exerce papel fun- 
damental como reagente de fase aguda altamente sensível (Deodhar, 
1989). Geralmente, é quantificada quanto à capacidade de precipitar 
substância P ou por métodos imunológicos, tais como nefelometria, 
precipitações, RIA e ELISA (Saxstad, 1970; Claus, 1976). Na eletrofo- 
rese, migra como proteína Yy e forma uma banda monoclonal mínima, 
porém distinta, quando a amostra provém de paciente que apresenta 
reação inflamatória grave. Em certos casos, a determinação dos níveis 
de CRP é utilizada como teste rápido para estabelecer o provável diag- 
nóstico de uma infecção bacteriana (CRP elevada) versus infecção viral 
(CRP baixa) (Clyne, 1999). Essa proteína é utilizada com frequência 
pelos reumatologistas no monitoramento da progressão ou remissão 
de doenças autoimunes. O gene que codifica a CRP foi localizado no 
cromossomo humano 1 (Whitehead, 1983). Estudos epidemiológicos 
recentes mostraram que um ensaio altamente sensível para detecção 
de CRP (hs-CRP) pode contribuir para determinar o valor preditivo 
dos lipídeos séricos na identificação de indivíduos que correm risco de 
passar por eventos cardiovasculares, provavelmente em razão do papel 
da inflamação na aterogênese (Ridker, 2000). Indivíduos com níveis de 
CRP normalmente elevados apresentam maior risco de sofrer AVC ou 
infarto do miocárdio do que aqueles com níveis normalmente baixos 
(esse assunto foi discutido em mais detalhes no Cap. 18). 


Inibidores de protease 


Além da o-antitripsina e da @,-macroglobulina, já consideradas 
neste capítulo, há ainda no plasma outros inibidores de proteases dis- 
tintas. Estes são a ,-antiquimotripsina (AAC) (Berninger, 1985b), 
inibidor de inter-o-tripsina (LATI) (Daniels, 1975), antitrombina III 
(AT3), antiplasmina, inibidor de esterase C1 (Prograis, 1985), proteína 
C (Stenflo, 1984) e inibidor do ativador de plasminogênio 1 (PAI-1) 
(Nilsson, 1984). Nenhuma dessas proteínas alcança concentrações 
plasmáticas detectáveis pela eletroforese com coloração de proteínas. 
Enquanto outros inibidores exercem atividade inibitória sobre uma 
ampla gama de proteases, a AAC atua de modo altamente específico, 
neutralizando a quimotripsina — enzima que cliva ligações peptídicas 
em grupos carboxila laterais de resíduos de tirosina e fenilalanina. A 
AAC tem peso molecular de 68.000 Da, e cerca de 25% de seu conteú- 
do é composto por carboidratos. Normalmente, a concentração sérica 
é de 40 a 60 mg/dL, contudo, tais valores podem se tornar até cinco 
vezes maiores quando a AAC atua como reagente de fase aguda, e essa 
elevação persiste enquanto durar a inflamação (Kosaka, 1976). A AAC 
forma complexos com o PSA, os quais podem ser quantificados por 
imunoensaio como PSA em forma ligada (Cap. 74). Pode ser perdida 
com outras proteínas séricas de baixo peso molecular na proteinúria 
da síndrome nefrótica. 

O IATI é uma glicoproteína de peso molecular igual a 160.000 Da. 
Em geral, sua concentração aproximada é de 50 mg/dL, e esse valor não 
sofre grandes aumentos quando a proteína atua como reagente de fase 
aguda. Em condições patológicas, seu papel provavelmente é semelhan- 
te ao dos principais inibidores de protease na prevenção da autodigestão 
tecidual por enzimas celulares endógenas (Daniels, 1975). 

Há um interesse clínico especial na AT3, em razão do seu papel na 
neutralização da trombina, que normalmente sofre ativação intravas- 
cular a partir da pró-trombina, durante a formação do coágulo. Essa 
proteína de 62.000 Da, por meio de ligações covalentes, forma comple- 
xos com a trombina no decorrer de alguns minutos, quando ambas são 
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complexos ocorre de forma quase instantanea (Rosenberg, 1975, 1985, 
1987). Embora seja provável que a AT3 é essencial ao sucesso terapéu- 
tico da administração de heparina, são apenas os raros indivíduos com 
deficiências marcantes que aparentemente apresentam distúrbios trom- 
bóticos (Carvalho, 1976). A ação da AT3 é extensiva a outros fatores de 
coagulação (IX, X, XI, XII e a calicreína). Pode haver queda dos níveis 
séricos de AT3 em casos graves de doença hepática ou em distúrbios 
com perda proteica, quando se verifica perda da albumina, cujo tama- 
nho é semelhante ao da AT3, bem como na coagulopatia intravascular 
disseminada (CID). Um novo protocolo experimental para tratamento 
da CID envolve a reposição de AT3 por meio da infusão de concen- 
trados, no momento em que os níveis dessa proteína atingem valores 
muito baixos em decorrência da coagulopatia de consumo apresenta- 
da pelo paciente. É provável que a recuperação dos níveis normais da 
proteína produza o efeito de bloquear a trombose no nível sistêmico. A 
terapia com heparina acarreta diminuição dos níveis de AT3, enquanto 
a terapia com anticoagulantes orais causa um discreto aumento. Tais 
efeitos se devem, respectivamente, ao aumento e à diminuição da reno- 
vação da proteína. 

Embora a AAT, AMG e AT3 constituam o conjunto com atividade 
neutralizadora de plasmina no soro (Harpel, 1976), existe uma anti- 
plasmina distinta que migra como 0,-globulina (Lijnen, 1985). Essa 
reatividade cruzada dos inibidores de proteases com relação à plasmina 
ilustra a dificuldade para atribuir funções fisiológicas precisas para 
cada tipo de molécula, visto que uma parece poder substituir a outra 
em diferentes situações. Todavia, a antiplasmina se liga quantitativa- 
mente à maior parte da plasmina que é gerada a partir do plasmino- 
gênio no plasma humano, durante o processo de coagulação. Sendo 
assim, ela atua como controle crítico na coagulação-sistema fibrinolí- 
tico, mantendo a homeostasia por meio do equilíbrio entre formação 
e dissolução de coágulos. Por esse mecanismo, a formação e a quebra 
de coágulos geralmente ficam confinadas a determinadas regiões da 
vasculatura, sem se estenderem por toda a circulação. A deficiência 
hereditária de antiplasmina resulta em um distúrbio de sangramento, 
decorrente de um processo de fibrinólise relativamente ilimitado. 

O PAI-1 atua para prevenir a ativação do plasminogênio, bloqueando 
a fibrinólise ainda no estágio inicial. A deficiência de PAI-1 resulta 
em menos inibição e, consequentemente, maior fibrinólise e poten- 
cial aparecimento de um distúrbio de sangramento. A elevação dos 
níveis de PAI-1 impede a ocorrência de fibrinólise, causando distúr- 
bios trombóticos e — é interessante notar — progresso da aterosclerose. 
A proteína C (tendo a proteína S como cofator) inativa os fatores de 
coagulação V e VIII ativados. A deficiência de proteína C ou S (Griffin, 
1987) propicia a ativação prolongada de fatores pró-coagulantes in 
vivo e causa distúrbios trombóticos. 

O inibidor de esterase C1 é capaz de inibir os componentes Clr e Cls 
do complemento ativados, além de mais alguns fatores de coagulação 
e fibrinolíticos. Seus níveis aumentam quando atua como reagente de 
fase aguda. A deficiência hereditária desse inibidor de esterase C1 per- 
mite que a ativação do complemento se mantenha relativamente sem 
nenhuma diminuição — um distúrbio conhecido como angioedema 
hereditário. O sistema complemento e seus inibidores serão discutidos 
de modo mais aprofundado no Capítulo 46. 


Reagentes de fase aguda 


As proteínas reagentes de fase aguda compartilham a propriedade de 
ter a concentração aumentada em resposta aos estados de estresse ou 
inflamação comumente observados em casos de infecção, lesões, cirur- 
gia, trauma ou necrose tecidual (Daniels, 1974; Laurell, 1975; Dowton, 
1988). Essas proteínas são AAT, o,-glicoproteina ácida, haptoglobina, 
ceruloplasmina, fibrinogênio, proteína A do amiloide sérico e CRP. 
Entre os demais fatores estão o fator VIII, ferritina, lipoproteínas, pro- 
teinas do complemento e Igs. É fácil observar como a resposta das pro- 
teinas plasmáticas confere uma vantagem ao organismo: a inflamação 
faz com que os leucócitos liberem enzimas proteolíticas nos tecidos, e 
essas enzimas precisam ser neutralizadas pelos inibidores enzimáti- 
cos, para que a extensão de sua ação destrutiva seja limitada. As pro- 
teínas scavenger (haptoglobulina, CRP) ajudam a coletar e transportar 
debris celulares e produtos de quebras até as células fagocíticas (sistema 


reticuloendotelial), as quais processam esse material e, ao mesmo tempo, 
conservam as substâncias vitais (p. ex., ferro). A cicatrização de feridas 
requer grande quantidade de fibrina, a qual é fornecida através da circu- 
lação na forma de fibrinogênio. Assim, a resposta humoral dos reagen- 
tes de fase aguda pode ser considerada um fenômeno que é acionado 
para lidar com insultos extensivos todas as vezes em que é desencadea- 
do, mesmo que nem todos os componentes sejam necessários em todas 
as situações. À elevação dos níveis de reagentes de fase aguda provavel- 
mente é uma resposta às citocinas, entre as quais a interleucina 1, fator 
de necrose tumoral, interferon y e interleucina-6. A resposta fisiológica 
total envolve a indução de febre, recrutamento de leucócitos, catabolis- 
mo de músculos e uma mudança dos padrões de síntese proteica, com 
redução da produção de albumina. 

De fato, para uso clínico no diagnóstico, outros parâmetros podem 
ser tão sensíveis quanto esses e até bem mais fáceis de quantificar (p. 
eX., febre, leucocitose ou ESR). Entretanto, tais proteínas oferecem 
uma outra dimensão de quantificação que pode ser útil no monito- 
ramento do progresso do paciente, por meio da obtenção de medi- 
das seriadas (van Oss, 1975). Certamente, pacientes com deficiências 
congênitas (Gitlin, 1975), com outros tipos de comprometimento 
da síntese decorrentes do uso de fármacos ou de doença envolvendo 
um órgão, ou ainda recém-nascidos que em geral apresentam baixos 
níveis de muitos constituintes (Gitlin, 1969) podem não apresentar os 
aumentos drásticos esperados. Contudo, a CRP é um reagente de fase 
aguda geralmente utilizado para monitorar respostas. Essa proteína é 
o reagente de fase aguda cujos níveis tanto aumentam quanto retor- 
nam ao normal mais depressa, após várias terapias bem-sucedidas 
(Fischer, 1976). A CRP é aplicada com frequência na detecção e clas- 
sificação preliminar de infecções ocultas, porque as infecções bacte- 
rianas, ao contrário das virais, podem estimular níveis bem mais altos 
de CRP. É também muito utilizada para avaliar a atividade de doenças 
autoimunes, uma vez que seus níveis raramente permanecem elevados 
sem que uma resposta inflamatória continue sendo mantida. As eleva- 
ções da concentração de CRP podem ser da ordem de até 1.000 vezes a 
concentração normal, fato que auxilia bastante na detecção de estados 
anormais, em comparação aos demais reagentes de fase aguda, cujos 
níveis podem aumentar no máximo várias vezes em relação ao normal 
durante tais respostas, ainda que os níveis de ferritina eventualmente 
atinjam valores acima de 20.000 ng/mL. 


Padrões de anomalias proteicas 


Alguns dos padrões de anomalias proteicas mais encontrados na 
eletroforese são mostrados como gráficos de varreduras densitomé- 
tricas na Figura 19.6. As varreduras permitem a quantificação de cada 
fração, porém, a inspeção visual da tira eletroforética fornece informa- 
ções mais detalhadas acerca das proteínas individualmente separadas 
em sistemas de alta resolução (Ritzman, 1975). A interpretação dos 
resultados da eletroforese depende da inspeção visual para identificação 
de padrões anormais ou aberrantes, e para quantificação por varredura 
para aferição das quantidades relativas das frações individuais. 

Padrões de hipoproteinemia decorrente de desnutrição ou de perda 
proteica bruta apresentam reduções em todas as frações. Contudo, a 
redução mais drástica com frequência é detectada na fração da albumina, 
comparando-se à concentração normalmente alta que a caracteriza 
como a proteína mais abundante no soro (Fig. 19.7, tira 3). Inanição 
severa, má absorção ou inanição associada a doença crônica severa são 
condições em que ocorre diminuição marcante dos níveis de albumina 
(abaixo de 20 g/L). As demais proteínas séricas — incluindo AAT, AMG, 
haptoglobina, transferrina e C3 — aparecem ainda mais fracamente 
na eletroforese. A redução da intensidade da coloração da banda de 
B-lipoproteínas ocorre em paralelo a uma notável diminuição da con- 
centração sérica de colesterol. O sistema imune é fortemente afetado pela 
inanição severa, havendo diminuição da síntese de imunoglobulinas e 
consequente hipogamaglobulinemia, bem como comprometimento da 
resistência a infecções causadas por bactérias e outros microrganismos. 
A enteropatia com perda proteica (Fig. 19.6H) mostra uma variação do 
padrão de hipoproteinemia, na qual a maioria das frações está diminui- 
da em razão da combinação de síntese reduzida com perda aumentada. 
Ainda assim, a fração O, continua relativamente elevada em função da 
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Figura 19.6 Eletroforese de proteínas séricas: correlações clinicopatológicas. 
(Cortesia do Dr. A. E. Krieg.) 


coexistência de uma resposta de fase aguda (haptoglobina) ou da reten- 
ção preferencial de moléculas maiores (0,-macroglobulina). 

A perda urinária específica de proteínas, como na síndrome nefrotica, 
ocorre no nível do peso molecular. Assim, as proteínas menores são 
perdidas mais depressa do que as proteínas de maior tamanho. Como 
consequência, a albumina é detectada precocemente na urina no 
decorrer das nefropatias com perda proteica, seguida de quantidades 
menores de AAT, transferrina e, por último, Igs (Fig. 19.8, tiras 1 e 
2). A enorme molécula de AMG fica retida, do mesmo modo que as 
micelas de B-lipoproteina. O resultado é o aparecimento de padrões 
complementares de proteínas no soro (diminuição do conteúdo 
de albumina e de globulinas «,, B e Y com aumento dos níveis de 
O,-macroglobulina e B-lipoproteínas) em oposição àqueles detec- 
tados na urina (Fig. 19.3B) (proteinúria glomerular com albumina, 
presença das frações Q, 3 e y, porém, ausência de ot,-macroglobulina 
na amostra de urina). A proteinúria tubular — decorrente do compro- 
metimento da reabsorção tubular renal de pequenas proteínas — apre- 
senta um padrão urinário o, B e y, com apenas uma perda urinária 
mínima de albumina (Killingsworth, 1982) (Fig. 19.8, tira 4). Além 
dos padrões glomerular e tubular de proteinúria (Maachi, 2004), 
merece reconhecimento o interessante padrão de uma gamopatia 
monoclonal na urina (Fig. 19.8, tira 3; Fig. 19.9). Um padrão similar 
de uma banda única e grande também é observado na hemoglobinú- 





Figura 19.7 Padrões de proteína sérica em casos de: (1) inflamação crônica, com 
diminuição da albumina e aumento de Y-globulinas; (2) inflamação aguda, com 
aumento da fração œ (haptoglobina) e diminuição de C3, por conta de ativação 
e consumo do complemento; (3) inanição pós-lesão medular espinal, com 
hipoproteinemia de várias frações. 





Figura 19.8 Padrões eletroforéticos de proteínas urinárias em diferentes distúrbios. 
(1) Proteindria glomerular severa, com aparecimento de uma banda majoritária de 
albumina mais uma banda secundária de transferrina (*). (2) Traços de proteinúria, 
com detecção de uma banda fraca de albumina e padrões proteicos difusos. 

(3) Cadeias leves de imunoglobulinas (*). (4) Proteindria tubular, com detecção 

de bandas múltiplas que não correspondem às principais proteínas séricas. (5) 
Hematúria, com formação de uma banda majoritária de hemoglobina (não confundir 
com gamopatia monoclonal), além da banda de albumina. 


ria (Fig. 19.8, tira 5), devendo ser distinguido de uma Ig monoclonal 
ou das cadeias leves livres. 

Os padrões de fase aguda ou resposta imediata são os que exercem 
maior efeito na eletroforese de proteínas séricas, ao aumentarem a 
quantidade de haptoglobina e diminuírem discretamente a concentra- 
ção de albumina. Aumentos envolvendo a haptoglobina usualmente 
indicam algum tipo de resposta, seja aguda ou crônica, a estímulos 
causadores de estresse (Fig. 19.7). Outras proteínas, como a AAT, 
podem contribuir para essa resposta. Já os componentes minoritários, 
como a CRP, não contribuem de modo significativo para esse padrão 
de coloração de proteínas, ainda que a quantificação da CRP por 
métodos imunológicos aponte elevações da ordem de até 1.000 vezes 
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Figura 19.9 Padrões eletroforéticos de proteínas do soro e da urina de paciente com 
mieloma múltiplo. O soro demonstra predominância da imunoglobulina completa, 
de maior tamanho. A urina apresenta maior quantidade de cadeias leves pequenas 
e apenas pouca quantidade de imunoglobulina inteira. 


os níveis normais. Se um paciente apresenta depleção de haptoglobi- 
na como resultado de hemólise ativa, é possível que uma banda inde- 
pendente de hemoglobina migre nas regiões 5 ou œ. A hemólise de 
uma amostra in vitro pode exibir uma banda avermelhada (no gel não 
corado) correspondente ao complexo haptoglobina-hemoglobina, 
que migra de modo distinto da hemoglobina sozinha. O padrão de 
resposta tardia ou padrão crônico constitui uma extensão da resposta 
de fase aguda (haptoglobina elevada e discreta redução da albumina), 
com diminuição mais acentuada da albumina e aumento policlonal 
das Igs ampliando a região y. 

Algumas vezes, em pacientes que sofrem de anemia ferropriva, há 
um aumento marcante da transferrina na região B. Esse aumen- 
to corresponde ao elevado IBC, e o porcentual de saturação é baixo 
(Koerper, 1977). Essa variação pode ser confundida com uma proteína 
do mieloma, uma vez que a banda de transferrina forma uma estreita 
banda de aparência clonal. 

A cirrose hepática cria um padrão proteico que pode ser identificado 
(Fig. 19.34). O dano hepatocelular consequente à cirrose resulta em 
diminuição da capacidade de sintetizar albumina. Além disso, o dese- 
quilíbrio de pressões hemodinâmicas na hipertensão portal secundá- 
ria à cirrose conduz à formação de um líquido ascítico que contém 
quase exclusivamente albumina. Essa diminuição da síntese, acoplada 
ao aumento da perda, provoca uma redução marcante da concentra- 


ção sérica de albumina. A perda de albumina é equilibrada, até certo 
ponto, por um acentuado aumento policlonal da concentração de 
Igs da fração Y que, por sua vez, pode contribuir significativamente 
para as pressões oncóticas observadas. Esse aumento envolvendo as 
y-globulinas engloba todas as Igs. O aumento da concentração de 
imunoglobulina A (IgA) na lenta região B está em continuidade com a 
região y (também denominado ponte B-Y). 

Contrastando com as elevações policlonais, as bandas oligoclonais con- 
sistem em apenas poucos clones de Igs distintas que migram de posições 
definidas. Esse padrão é observado no soro em casos de distúrbio imu- 
nológico ou em alguns pacientes submetidos à imunossupressão crô- 
nica para transplante de órgão (Myara, 1991). As bandas oligoclonais 
em amostras de LCE são utilizadas para indicar atividade imunológica 
no sistema nervoso central, e são detectadas em doenças infecciosas, na 
autoimunidade ou em distúrbios desmielinizantes (Cap. 45). 

A hipogamaglobulinemia se manifesta quase como ausência com- 
pleta da fração y. Ocorre normalmente em recém-nascidos, antes 
da maturação do sistema imunológico. Também ocorre em algu- 
mas imunodeficiências congênitas, como na agamaglobulinemia de 
Bruton, e em outros estados envolvendo a função da células B. Mais 
comumente, talvez, esse padrão é observado em adultos com distúr- 
bios linforreticulares, nos quais as células plasmáticas normais foram 
deslocadas pela proliferação linfocítica, e também, até certo grau, após 
a quimioterapia para erradicação de malignidades, bem como nos 
estados hipoproteinêmicos (Fig. 19.7, tira 3). 

A aplicação clínica mais importante e disseminada da eletroforese 
de proteínas séricas consiste na detecção das gamopatias monoclonatis. 
O padrão notavelmente explícito desses distúrbios é dado por uma 
paraproteína (Ig) secretada por uma população de células plasmá- 
ticas monoclonais proliferantes. Em geral, essa paraproteína não é 
acompanhada das quantidades habituais de y policlonais, à medida 
que as células plasmáticas normais vão sendo substituídas pelo clone 
maligno (Fig. 19.9). A presença de uma paraproteína acompanhada 
de y policlonal normal sugere a possível existência de um plasmaci- 
toma, ainda não disseminado por toda a medula óssea. A avaliação 
laboratorial de um mieloma deve incluir: eletroforese de proteínas de 
amostras de soro e urina, visando à detecção de bandas clonais anor- 
mais; imunoeletroforese ou imunofixação, para tipificar as cadeias 
leves e pesadas da paraproteína; e quantificação de Igs, para deter- 
minar os níveis basais e empregá-los no monitoramento da resposta 
do paciente à terapia ou da progressão da doença. Outras proteínas 
que, em alguns casos, podem ser confundidas com as bandas mono- 
clonais de Igs na eletroforese de proteínas séricas são os complexos 
haptoglobina-hemoglobina, C3 e suas variantes, B-lipoproteínas, 
transferrina, fibrinogênio, imunocomplexos, CRP e, ocasionalmente, 
o,-macroglobulina. 

Os capítulos 45, 46 e 49 abordam as Igs, os distúrbios que envolvem 
o sistema imune e as anomalias relacionadas ao complemento. 
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CO PONTOS-CHAVE 

e As enzimas são proteínas catalisadoras utilizadas 
por essencialmente todas as células dos mamíferos em 

reações bioquímicas específicas, em diferentes órgãos do corpo, 

e que também podem estar fisicamente localizadas em diferentes 

organelas e estruturas celulares. 


e À maioria das enzimas tem um nome prático ou trivial, além de 
um nome atribuído baseado na nomenclatura padrão estabelecida 
pela International Union of Biochemistry (União Internacional 

de Bioquímica). Esse nome formal se baseia no tipo de reação 
catalisado pela enzima. 


e Além de certas faixas estreitas de pH, temperatura e concentração 
de proteína e de sal, a maioria das enzimas requer moléculas 
orgânicas extras e/ou fons inorgânicos para exercer sua função 
enzimática com eficácia. 





e À compreensão da cinética enzimática permite ao laboratório 
quantificar os níveis plasmáticos de enzimas, bem como determinar 
uma possível inibição enzimática. 

e No interior dos órgãos, as células lesadas ou em processo de morte 
celular podem liberar enzimas na circulação. Os níveis plasmáticos 
de enzimas podem ser utilizados clinicamente para desenvolver o 
diagnóstico diferencial de um dado paciente, com relação a uma 
doença ou disfunção de órgão específica. 

e Muitas enzimas possuem isozimas (i. e., cadeias polipeptídicas 
que diferem quanto às sequências, mas cujas atividades enzimáticas 
são semelhantes). Algumas enzimas são compostas por duas ou 
mais cadeias polipeptídicas, como as cadeias M e B da creatina 
fosfoquinase, e dão origem a isozimas com cadeias de composição 
distinta (p. ex., as formas MM, MB e BB da CPK). Em inúmeras 
doenças, a concentração sérica de isozimas específicas aumenta e, 
assim, facilita o diagnóstico. 

* Alguns exemplos dos aspectos até então mencionados incluem 

as alterações dos níveis séricos da isoforma MB-(CPK) da creatina 
fosfoquinase (uma enzima miocárdica) na doença cardíaca; 
modificações do nível sérico de alanina aminotransferase (ALT) 

na doença hepática; e alterações dos níveis séricos de creatina 
fosfoquinase total em casos de lesão no músculo esquelético. 


Propriedades gerais das enzimas 


O catalisador acelera a velocidade das reações químicas. Essa acelera- 
ção pode se dar em solução; nesse caso, o processo é denominado catálise 
homogênea. A catálise em uma superfície insolúvel é denominada catá- 
lise heterogênea. Os catalisadores biológicos são chamados de enzimas 
e são, em sua maior parte, proteínas que exibem catálise homogênea. 
Entretanto, algumas enzimas estão imersas em estruturas membranosas 
e devem ser consideradas catalisadores heterogêneos insolúveis. 


A especificidade enzimática define a capacidade de as proteínas 
catalisadoras reconhecerem e se ligarem a apenas uma ou a pou- 
cas moléculas — o(s) substrato(s) —, excluindo todas as demais, uma 
característica denominada especificidade da ligação. Uma enzima 
catalisa um único processo bioquímico (i. e., há quebra ou formação 
de um tipo isolado de ligação covalente). Esse aspecto é denomina- 
do especificidade da reação. A maioria das enzimas apresenta absoluta 
especificidade de reação (i. e., não gera subprodutos minoritários). 
A especificidade da ligação permite que muitas reações bioquímicas 
ocorram simultaneamente, no mesmo espaço biológico. A especifici- 
dade de reação absoluta poupa energia, uma vez que reduz o volume 
de metabólitos indesejados. 

As enzimas são estéreo-seletivas, por conta da assimetria de seus 
sítios ativos. Reconhecem apenas uma forma enantiomérica (i. e., um 
composto de um par, cujos compostos possuem imagens espelhadas) 
de um substrato quiral. Dessa forma, as proteases se ligam exclusiva- 
mente aos polipeptídios constituídos por L-aminoácidos (mas não 
D-aminoácidos) e catalisam suas hidrólises. As enzimas apresentam 
especificidade geométrica, exemplificada pela reação da fumarase, na 
qual um intermediário do ciclo de Krebs, o fumarato (isômero trans), 
e não o maleto (isômero cis), sofre hidratação. 

A concentração das moléculas enzimáticas em um determina- 
do espaço intra ou extracelular depende de suas taxas de síntese e 
degradação. O controle da síntese de enzimas se dá tanto no nível 
transcricional quanto no traducional. Nos eucariontes, as células dos 
diferentes órgãos expressam isoformas distintas da mesma enzima, 
na qual variam as taxas e especificidade mais adequadas à obtenção 
de uma homeostase celular seletiva. A presença do substrato ou de 
outra molécula indutora pode causar um aumento repentino dos 
níveis enzimáticos. 

A atividade enzimática também está sujeita ao controle exercido 
pela ligação de pequenas moléculas, que produzem alterações confor- 
macionais na estrutura da enzima. Essa ligação pode afetar a afinidade 
da enzima pelo substrato, modificar a atividade catalítica enzimática 
ou, ainda, provocar ambos os efeitos. Geralmente, as enzimas que 
catalisam etapas determinantes da velocidade da reação em vias meta- 
bólicas estão sujeitas a esse tipo de regulação. 

As enzimas não afetam o valor da constante de equilíbrio. Em reações 
reversíveis, promovem aceleração para ambos os sentidos (direita ou 
esquerda), envolvendo relativamente a mesma quantidade. A distribuição 
do equilíbrio de reagentes e produtos não muda depois que o estado de 
equilíbrio é alcançado, seja na presença ou na ausência de uma enzima. 

Quase todas as enzimas conhecidas são proteínas ou conjugados 
proteicos. Poucas enzimas são proteínas nucleares, as quais consti- 
tuem complexos de moléculas de RNA e proteína. 
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As enzimas apresentam na superfície uma região denominada sítio 
ativo, que é o local onde ocorrem os eventos de ligação e catálise. Esse 
sítio é uma fenda (ou fissura) na qual ficam imersos grupos especí- 
ficos, convenientemente orientados, que exercem papéis de ligação e 
formação ou quebra de ligações. O formato tridimensional de um sítio 
ativo é determinante vital no processo de reconhecimento e especifi- 
cidade. O complexo enzima-substrato constitui o aduto formado pela 
adsorção física do substrato ao sítio ativo. A formação desse complexo 
requer o alinhamento específico entre átomos presentes no sítio ativo 
e átomos existentes na molécula de substrato. Tal arranjo complemen- 
tar é referido como ajuste em chave e fechadura entre substrato e sítio 
ativo, e é ilustrado pela Figura 20.1. Há ocasiões em que o formato da 
molécula de substrato não corresponde exatamente ao contorno do 
sítio ativo. Mesmo assim, o substrato consegue se ligar firmemente ao 
sítio ativo, graças à sua capacidade de remodelá-lo a uma conforma- 
ção que propicie a ligação de alta afinidade entre ambos. Esse tipo de 
adsorção do substrato é descrito como ajuste induzido, e é ilustrado na 
Figura 20.2. Os sítios ativos das enzimas dotadas de “ajuste induzido” 
só se tornam complementares após a ligação do substrato. Uma parte 
da energia de ligação favorável é empregada no reconhecimento da 
forma do sítio ativo. 

A energia livre de ativação é a energia absorvida pelas moléculas de rea- 
gente antes de sua conversão em produtos da reação. Essa energia atua 
como barreira à reatividade química. Quando essa barreira é grande, a 
velocidade da reação torna-se muito baixa. Portanto, quanto menor for 
a barreira, mais rápida será a velocidade da reação. Praticamente todas as 
reações químicas apresentam uma barreira, uma vez que as ligações, para 
serem rompidas, necessitam ser alongadas e, às vezes, desviadas para fora 
de suas posições de equilíbrio. Essa deformação toda consome energia. 
As enzimas reduzem a energia livre de ativação. A maioria das reações 
metabólicas apresenta barreiras de ativação muito altas e, na ausência de 
enzimas, apresentaria velocidade de reação imperceptivelmente lenta. 
Por meio da inibição da atividade enzimática, as células podem reduzir 
seletivamente a velocidade das reações metabólicas para taxas próximas 
de zero. Esse aspecto do metabolismo permite que as células “liguem” e 
“desliguem” as vias metabólicas ao longo dos diversos estágios do ciclo 
celular. As enzimas reduzem a energia livre de ativação de várias manei- 
ras. A ligação e a devida orientação do substrato no sítio ativo aumen- 
tam sua proximidade em relação aos grupos catalíticos. Vários tipos de 
catálise são empregados pelas enzimas. Os principais tipos de catálise 
são: acidobasico, eletrofilica, nucleofilica, ion metálico e eletrostática. As 
reduções da energia livre de ativação ocorrem por meio da ligação prefe- 
rencial do complexo do estado de transição (ou enzima-substrato inter- 
mediário) aos grupos do sítio ativo. Cadeias laterais de diferentes amino- 
ácidos participam da catálise. A cadeia lateral da histidina constitui um 
eficiente catalisador acidobásico, enquanto as cadeias laterais da serina, 
cisteína, lisina, histidina e ácido aspártico participam da catálise covalen- 
te. As cadeias laterais de lisina e arginina, bem como os íons metálicos, 
podem atuar como catalisadores eletrostáticos ao estabilizarem as cargas 
negativas que se desenvolvem durante a catálise. 

A velocidade da reação é proporcional à concentração de moléculas 
que ganharam energia equivalente à energia livre de ativação, AG*. Essa 
energia é maior nas reações não catalisadas. A ideia de que as enzimas 
aceleram as reações químicas promovendo a redução do AG* é ilustrada 
na Figura 20.3, em que é feita uma comparação da energia livre neces- 
sária a uma reação produtiva não catalisada versus a reação catalisada. 
As enzimas se desenvolveram em excelentes catalisadores, porque seus 
sítios ativos evoluíram para ligar complexos de estados de transição de 
modo bastante firme. É essa ligação firme que estabiliza o estado de 
transição e diminui a energia livre de ativação. As enzimas não alteram 
as energias do estado basal dos reagentes e produtos das reações qui- 
micas. O estado de equilíbrio caracteriza-se por ser o estado de menor 
energia, em que a composição da mistura de reagentes e produtos 
encontra-se em equilíbrio como reflexo de tais energias de estado basal. 
Ao final do processo catalítico, as enzimas emergem inalteradas, embora 
algumas sofram modificações químicas passageiras durante a reação. 


Nomenclatura das enzimas 


A nomenclatura das enzimas comumente avaliadas foi padronizada 
pela Enzyme Commission (EC, Comissão da Enzima) da International 
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Figura 20.1 O modelo de chave e fechadura da ligação do substrato ao sítio ativo 
da enzima. Ela apresenta complementaridade estérica e eletrônica pré-formada em 
relação ao formato e à distribuição de carga do substrato. Alterações no formato ou 
redistribuições eletrônicas, tanto na enzima quanto no substrato, são desnecessárias 
para que a ligação seja a ideal. (Redesenhado de W.H. Freeman and Company, San 
Francisco, CA, Lubert Stryer, Stanford University, Biochemistry, 2" edn., 1981.) 
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Figura 20.2 O modelo de ajuste induzido da ligação do substrato ao sítio ativo da 
enzima. Esse modelo postula a ocorrência de uma interação inicial fraca e flexível 
entre o substrato e os grupos existentes no sítio de ligação ao substrato da enzima. 
A ligação é suficiente para desencadear um rearranjo conformacional na superfície 
da enzima, que resulta na exposição de grupos adicionais de ligantes. Estes, por 
sua vez, aumentam a afinidade do substrato pela enzima. (Redesenhado de W.H. 
Freeman and Company, San Francisco, CA, Lubert Stryer, Stanford University, 
Biochemistry, 2"¢ edn., 1981.) 
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Figura 20.3 O caminho da energia livre de uma molécula de reagente ao longo de 
seu estado de transição, em vias de se tornar uma molécula de produto. A, reação 
não catalisada. B, reação enzimaticamente catalisada. A trajetória da energia 
seguida pela molécula que participa da reação química é o caminho da energia 
livre mínima, conhecido como coordenada da reação. O estado de transição — o 
estado de maior energia livre — é o ponto em que há igual probabilidade de a reação 
acontecer ou de haver decomposição do complexo ativado de volta em reagentes. 

A variação da energia livre (AG*) é a energia que a molécula de substrato precisa 
adquirir para reagir com o complexo ativado. Essa energia é menor quando a 

reação é catalisada. O diagrama de energia à direita (B) representa um processo 

de duas etapas característico das reações catalisadas por enzimas, no qual a 
alteração covalente é precedida por uma etapa de ligação. Em uma reação de etapas 
múltiplas, a velocidade global é uma função da etapa que apresenta maior AG*, 


Union of Biochemistry (1979, 1992). Cada enzima possui dois nomes: 
um nome prático ou trivial, e um nome sistemático. Esse último 
baseia-se na designação de código numérico v único e na natureza 
da reação catalítica — as enzimas são nomeadas pela citação do nome 
da molécula de substrato, seguida do sufixo -ase. Há casos em que o 
nome inclui também uma designação do tipo de reação catalisada. 
Exemplos 

1. O ácido ribonucleico (RNA) é hidrolisado por uma enzima deno- 

minada ribonuclease. 

2. O ácido lático é oxidado a ácido pirúvico por uma enzima deno- 

minada ácido lático desidrogenase. 

Os nomes triviais mais antigos persistem na literatura, como a 
tripsina (uma enzima promotora de hidrólise proteica que é secretada 
no intestino) e a papaína (uma enzima encontrada nas plantas, que 
também hidrolisa proteínas). Uma classificação enzimática mais siste- 
mática foi implantada na literatura bioquímica (International Union 
of Biochemistry, 1979, 1992). As enzimas estão organizadas em seis 
classes principais, de acordo com o tipo de reação, conforme mostra 
a Tabela 20.1. 

Muitas enzimas possuem isozimas (i. e., formas estruturalmente 
distintas que catalisam a mesma reação). É mais comum encontrar 
diferentes isozimas em órgãos ou tecidos específicos. Assim, a deter- 
minação do tipo de uma dada isozima pode ser utilizada na identifica- 
ção do tecido danificado que está liberando a enzima. A nomenclatura 
padronizada das isozimas baseia-se na migração eletroforética, e as 
isozimas que se movem mais rapidamente na direção do ânodo são 
denominadas isozimas 1. As mais reconhecidas são aquelas compostas 
por combinações variáveis de subunidades, exemplificadas pela crea- 
tina quinase (CK), um dímero de subunidades M (muscle, músculo) e 
B (brain, cérebro), e pela lactato desidrogenase (LDH), um tetrâmero 
de subunidades H (heart, coração) e M. Em outros casos, as isozimas 
podem ter o mesmo componente proteico, porém diferem quanto às 
modificações feitas pela célula de origem. Por exemplo, as isozimas da 
fosfatase alcalina (ALP) encontradas no osso, rim e fígado apresentam 
sequências de aminoácido idênticas, mas diferem quanto à composi- 
ção de carboidratos. 

Algumas vezes, as isozimas podem apresentar estruturas proteicas 
completamente distintas. Existem isozimas citoplasmáticas e mito- 
condriais tanto da CK quanto da aspartato aminotransferase (AST), 
cujas estruturas são notavelmente diferentes. As isozimas de ALP 
encontradas na placenta e no intestino possuem estruturas proteicas 
mais distintas, em comparação com as formas 'teciduais inespecíficas” 
que são encontradas no fígado, osso e outros órgãos. 


Tabela 20.2 Nomes, números e substratos das enzimas 


Enzima (grupo IUB, número EC) Substrato 


Acetilcolinesterase (hidrolase, 
EC 3.1.1.7) ou AChE 

acetil-B-metilcolina 
Pseudocolinesterase (hidrolase, EC 3.1.1.8) 
ou PChE 


Acetilcolina, acetil tiocolina; hidrolisa 


Tabela 20.1 Classificação das enzimas 


Classe Tipo de reação que catalisa 

1 Oxidorredutases Reações de oxidorreducao 

2 Transferases Transferéncia de grupos funcionais 

3 Hidrolases Reações de hidrólise 

4 Liases Eliminação de grupo para formar ligações duplas 
5 Isomerases Isomerizações 

6 Ligases Formação de ligação acoplada à hidrólise de ATP 


Por fim, as enzimas podem ser modificadas pelas proteases existentes 
no soro; em consequência, há geração de formas com diferenças dis- 
cretas entre si. Tais formas são denominadas isoformas. Por exemplo, 
as subunidades CK-M são parcialmente metabolizadas pela carboxi- 
peptidase N, que remove um resíduo de lisina da porção carboxiter- 
minal da molécula, convertendo a isoforma tecidual em uma isoforma 
plasmática com carga diversa. A concentração relativa de isoformas 
teciduais e plasmáticas pode ser utilizada como marcador da duração 
da lesão em células que contenham CK. A Tabela 20.2 lista nomes ofi- 
ciais e números EC de enzimas úteis na clínica, que são avaliadas com 
maior frequência (Zollner, 1989). 


Cofatores enzimáticos 


Dois terços de todas as enzimas contêm cofatores, que são grupos de 
substâncias termoestáveis, necessárias à catálise. São íons orgânicos e 
inorgânicos de baixo peso molecular. À combinação do cofator a uma 
parte da proteína — a apoenzima — constitui uma entidade catalítica 
completa e é conhecida como holoenzima. Os cofatores orgânicos se 
ligam de modo covalente ou não covalente à apoenzima. Os cofatores 
covalentemente ligados são referidos, por vezes, como grupos prosté- 
ticos. Há cofatores que são observados em reações de oxidorredução, 
transferência de grupos e isomeração, bem como em reações forma- 
doras de ligação covalente. As reações de hidrólise em geral dispensam 
cofatores. A Tabela 20.3 lista os cofatores orgânicos, e a Tabela 20.4, 
os cofatores inorgânicos, que incluem os principais ions metálicos. 
Um cossubstrato é um cofator orgânico que se comporta como subs- 
trato secundário em reações catalisadas por enzimas. Cofatores como 
NAD* (nicotinamida adenina dinucleotídio) podem atuar como cos- 
substratos para inúmeras oxidorredutases. Uma única molécula de 


Comentários 


A colina é HOCH,CH,CH,N(CH;);, uma amina quarternária; muitos 
ésteres com grupo OH são substratos 


Muitos ésteres alifáticos da colina; diferentemente 
da AChE, não hidrolisa acetil-B-metilcolina, porém, 


ainda contrastando com a AChE, hidrolisa butiril- 


e benzoilcolina 
Fosfatase ácida (hidrolase, EC 3.1.3.2) 


Fosfatase alcalina (hidrolase, EC 3.1.3.1) Ver fosfatase ácida 


Enzima conversora de angiotensina (ACE) 
(hidrolase, EC 3.4.15.1) 


Cliva ésteres de fosfato, como ALP, porém em pH 
em torno de 5, incl. G6P, fenil-a-glicerofosfato, 
fenolftaleina-P, timolftaleina-P, naftol-P 


Quebra o dipeptídio His-Leu na porção 
C-terminal da angiotensina | para formar 


Cliva ésteres de fosfato, como ALP, porém em pH em torno de 5 pH 
ideal em torno de 5 


A ALP tem um pH ideal incomum, de aproximadamente 9. O pH ideal 
varia de acordo com o substrato e o tampão 


Considerada uma hidrolase inespecífica; atua sobre a met e 
a leu-encefalina 


angiotensina 2; também quebra hipuril-His-Leu 


em hipurato + His-Leu 
Lactato desidrogenase (oxidorredutase, 
ECA AT) 


5?-nucleotidase (hidrolase, EC 3.1.3.5) 5?-ribonucleotideos 


Piruvato e outros cetoacidos + NADH. Também 
lactato e outros o-hidroxiacidos + NAD 


Moderadamente especifica 


Especificidade ampla para 5'-ribonucleotídeos 


IUB = International Union of Biochemistry; EC = Enzyme Commission; ALP = fosfatase alcalina; G6P = glicose-6-fosfato; P = fosfato; NAD = nicotinamida adenina dinucleotideo; NADH 


= forma reduzida do NAD. 
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Tabela 20.3 Cofatores orgânicos 


Coenzima Tipo de reação Deficiência 
Coenzima À Transferência de acil 
Pirofosfato de tiamina Transferência de aldeído  Beribéri 
Coenzimas do ácido fólico Transferência de 1 Anemia 

carbono megaloblástica 
Coenzimas da cobalamida (B;,) Alquilação Anemia perniciosa 
Coenzimas da nicotinamida Oxidorredução Pelagra 
Coenzimas da flavina Oxidorredução 


Biotina Carboxilação 

Ácido lipoico Transferência de acil 

Fosfato piridoxal Transferência de grupo amino 
Coenzima Q Transferência de elétron 


Tabela 20.4 Cofatores inorgânicos 


Mg”* Ca 
Fe**/Fe** Mn?* 
in** Co 


Cu+t/Cu*+ 


NAD* pode atuar como cossubstrato milhares de vezes. O produto 
NADH deve ser primeiramente oxidado de volta a NAD” antes de par- 
ticipar da reação outra vez, como aceptor de elétron e átomos de H. A 
reciclagem do par NAD'-NADH de oxidorredução depende da real 
disponibilidade de um sistema químico que seja capaz de regenerar 
NAD* a partir de NADH. A molécula de substrato com frequência é 
modificada de modo irreversível em uma reação. Por outro lado, as 
moléculas de cossubstrato são renováveis. 


Fatores que afetam a atividade 
das enzimas plasmáticas 


Existem diversos mecanismos pelos quais os níveis plasmáticos de 
enzimas podem aumentar. Por serem compostos de alto peso mole- 
cular, a causa mais comum do aumento de seus níveis plasmáticos é a 
morte das células que as contêm. À medida que essas células morrem, 
a ativação de fosfolipases provoca a formação de buracos na membra- 
na plasmática e, com isso, há vazamento de macromoléculas citoplas- 
máticas, entre as quais, proteínas. Também há liberação de enzimas 
durante o processo normal de renovação celular, considerado fonte de 
níveis plasmáticos normais de várias enzimas. O aumento da síntese 
celular dessas proteínas conduz igualmente à elevação de seus níveis 
no plasma. Diante do aumento da atividade dos osteoblastos, há ele- 
vação dos níveis plasmáticos da isozima óssea da ALP. Esse aumento 
pode ser responsável pelo aumento da concentração das enzimas 
musculoassociadas, detectado durante a prática intensificada de exer- 
cícios (Dickerman, 1999). Muitos fármacos que estimulam enzimas 
microssomais, incluindo etanol e agentes antiepilépticos, elevam os 
níveis plasmáticos de Y-glutamil transferase (GGT). Em alguns casos, 
a liberação da enzima a partir das células ocorre sem que haja morte 
celular ou aumento da síntese. Como discutido no Capítulo 21, a res- 
peito da função hepática, o etanol induz a expressão da isozima mito- 
condrial da AST na superfície dos hepatócitos, bem como a elevação 
de seus níveis plasmáticos. A isquemia das células miocárdicas causa 
perda da isozima BB da glicogênio fosfolipase no plasma. A ingestão 
de alimentos provoca liberação de ALP intestinal no líquido linfáti- 
co, podendo aumentar transitoriamente os níveis plasmáticos dessa 
enzima. Inúmeras enzimas hepáticas (ALP, GGT, leucina aminopep- 
tidase, 5’-nucleotidase [5'-NT]) estão ligadas à superficie canalicular 
do hepatócito. Concentrações aumentadas de sais biliares com obs- 
trução canalicular podem causar a liberação de fragmentos de mem- 
brana que contêm enzima ligada na circulação, ou podem também 


solubilizar os domínios de ligação à membrana (Van Hoof, 1997). 
Por fim, o aumento dos níveis plasmáticos de enzimas pode se dar 
em decorrência da diminuição de sua depuração a partir da circula- 
ção. Algumas enzimas menores, como a amilase e a lipase, são par- 
cialmente removidas por meio da filtração glomerular. Desse modo, 
uma insuficiência renal acarreta o aumento de seus níveis no plas- 
ma. Para diversas enzimas, anticorpos contra uma ou mais isozimas 
podem levar à formação de complexos enzima-anticorpo (com fre- 
quência denominados macroenzimas), que resultam em meias-vidas 
enzimáticas semelhantes à meia-vida de 3 semanas da IgG (Remaley, 
1989). Mais comumente, não se observa nenhuma característica clíni- 
ca específica associada a tais macroenzimas. Todavia, é comum detec- 
tar anticorpos contra isozimas intestinais da ALP em indivíduos com 
infecções bacterianas (Mader, 1994). Um fenômeno semelhante pode 
ocorrer quando as enzimas se ligam a anticorpos dirigidos a outros 
antígenos, como complexos de LDH e anticorpos para estreptoquina- 
se (Podlasek, 1989). 

O curso do aparecimento e desaparecimento das enzimas com a 
lesão celular depende de alguns fatores. Com a morte celular, os defei- 
tos que surgem na membrana celular vão se tornando gradativamen- 
te maiores no decorrer do tempo. Assim, as enzimas citoplasmáticas 
menores extravasarão das células lesadas antes das enzimas maiores. 
Por exemplo, na lesão do miocárdio, a CK e a AST são menores que a 
LDH e, portanto, aparecem mais precocemente no plasma. Algumas 
enzimas não são citoplasmáticas, porém são encontradas na mitocôn- 
dria (isozimas da CK e da AST) ou ligadas à membrana plasmática 
(como a ALP ea GGT). A morte celular em geral não resulta na libe- 
ração dessas enzimas. Se a morte celular ocorrer em um episódio de 
infarto, em decorrência da interrupção do fluxo sanguíneo em uma 
parte do órgão, as enzimas liberadas a partir das células lesadas têm de 
se difundir para longe da área não perfundida, antes de alcançarem a 
circulação. Por exemplo, no infarto do miocárdio (IM), a concentra- 
ção de CK atinge o pico mais tardiamente em indivíduos cujas artérias 
coronárias não foram reperfundidas de maneira suficiente por meio 
do uso de agentes trombolíticos. O grau de elevação dos níveis de uma 
enzima está relacionado ao número de células lesadas, ao gradiente de 
concentração existente entre a célula e o plasma e às taxas de entrada e 
depuração da enzima a partir do plasma. No IM, a quantidade de CK 
liberada correlaciona-se fortemente com as dimensões da área afetada 
pelo infarto. Por isso, diante de uma lesão antiga, os níveis da enzima 
estão associados à intensidade da lesão celular que ainda está em anda- 
mento. Caso a lesão esteja em curso, os níveis plasmáticos de enzima se 
manterão elevados por um tempo mais prolongado. Na lesão hepática 
aguda, por exemplo, o curso das alterações do conteúdo enzimático 
pode ser utilizado para diferenciar um caso de hepatite viral, na qual o 
dano imunológico dá andamento ao processo de morte celular e pro- 
voca elevação da concentração de enzimas por tempo prolongado — de 
uma lesão isquêmica e tóxica —, em que o dano é imediato, porém de 
curta duração, e as elevações dos níveis enzimáticos retornam rapida- 
mente ao normal. 

Outros determinantes importantes do curso temporal das altera- 
ções enzimáticas incluem o gradiente relativo dos níveis enzimáticos 
entre as células e o soro e a taxa de depuração da enzima a partir 
do plasma. Seja qual for o grau de dano celular, a enzima com o 
maior gradiente entre células/soro é a que mostra maior elevação 
dos níveis plasmáticos. Assim, os hepatócitos, quando lesados, apre- 
sentam níveis de AST mais altos que de ALT, e as concentrações de 
ambas são muitas vezes maiores do que os níveis de LDH. Portanto, 
imediatamente após a lesão, os níveis de AST apresentam maior ele- 
vação que os níveis de ALT, enquanto a concentração de LDH apre- 
sentará o menor grau de aumento. No tecido cardíaco, o gradiente 
de CK estabelecido entre as células miocárdicas e o plasma é várias 
vezes maior do que o observado para LDH e, em consequência, o 
pico de CK é maior que os níveis de LDH. Com a chegada da enzima 
no plasma, a taxa de depuração também se transforma em um fator 
importante. A meia-vida da AST é significativamente menor que a da 
ALT, e a meia-vida da CK é mais curta que a das isozimas cardíacas da 
LDH. Assim, com a lesão hepática, a ALT plasmática frequentemente 
se torna maior que a AST logo após o aparecimento da lesão. Passado 
o episódio de MI, a concentração de CK é normalizada vários dias 
antes da normalização dos níveis de LDH. 


Cinética enzimática 


O objetivo básico da enzimologia clínica consiste na determinação 
da concentração total de enzimas específicas no soro e em outros 
líquidos corporais. Em termos qualitativos, a detecção da presença 
de enzimas nesse material é, felizmente, um procedimento bem sim- 
ples, pois cada enzima apresenta especificidade quase total para um 
ou (no máximo) poucos substratos. Pela adição do substrato, diga-se, 
ao soro e subsequente observação de seu desaparecimento ou do apa- 
recimento de seu produto, é possível constatar a presença da enzima. 
Esse fenômeno pode ser explicado pela constatação de que a taxa de 
desaparecimento do substrato ou de formação de seu produto pode 
ser utilizada diretamente para determinar a concentração da enzima 
presente no soro (Cleland, 1970, 1990; Cornish-Bowden, 1995; Fersht, 
1999; Segal, 1993). 

As enzimas exibem saturação, que é atingida quando a velocidade 
deixa de responder a incrementos adicionais da concentração de subs- 
trato. As reações químicas comuns ocorrem a velocidades proporcio- 
nais a toda a faixa de concentrações dos reagentes. Em uma reação 
catalisada por enzima, quando a concentração de substrato é baixa, 
a velocidade é proporcional à concentração do substrato. Por outro 
lado, diante de concentrações maiores, a velocidade da reação não 
aumenta de modo diretamente proporcional. Quando concentra- 
ções ainda maiores de substrato são empregadas, essa velocidade se 
torna constante e irresponsiva a qualquer alteração que venha a ocor- 
rer na concentração do substrato. Esse comportamento fez com que 
fosse proposta a hipótese de que a catálise enzimática é um processo 
composto por duas etapas. À etapa inicial consiste na adsorção, em 
que o substrato se combina à enzima para formação do complexo não 
covalente enzima-substrato (ES). Na segunda etapa, esse complexo se 
decompõe em produto (P) e enzima livre (E). 


Ho k, 
— ES—>P+E 





E+S = (20.1) 


ky 

A explicação física para a saturação é que a ligação reduz o núme- 
ro de sítios ativos disponíveis para formação do complexo enzima- 
substrato. A ocupação de todos os sítios impossibilita novas ligações, 
que somente voltam a ocorrer quando um sítio ativo é desocupado. 
A etapa que determina a velocidade global é k,. A adição de molécu- 
las de substrato sob condições de saturação não altera a velocidade 
da reação, pois as moléculas de substrato livres precisam aguardar a 
desocupação dos sítios ativos. 

A velocidade v — a taxa de formação do produto — de uma reação 
enzimaticamente catalisada é definida por: 

d[P] ; 

v=- y T ES 

em que t significa tempo. 

A lei da velocidade diferencial, que determina a taxa de modificação 
de [ES] ao longo do tempo, é a diferença existente entre a velocidade 
da etapa k, (que conduz à formação do complexo) e as velocidades das 
etapas que levam ao desaparecimento de [ES] (etapas k e k,). 


(20.2) 


—— = k,[E][S] —k [ES] — k, [ES] (20.3) 


Para uma ampla variedade de reações catalisadas por enzimas, cons- 
tatou-se que no decorrer de longos períodos, após uma fase inicial 
transitória de alguns milissegundos, a concentração do complexo ES 
permanece constante, desde que [S] >> [E], em que Ey é a concentra- 
ção de enzima total. Esse comportamento permite: 

d[ES] 

dt 

A equação de conservação para a enzima, E, = E + ES, pode ser 
empregada para eliminar [E] da equação (20.4) e resultar em: 


=0=k,[E][S] — k [ES] — k, [ES] (20.4) 


O = k [Er] [S] — k [ES] [S] — k [ES] — k [ES] (20.5) 
Em seguida, combinando-se os termos e resolvendo [ES]: 

k [Er] [S] = [ES](k,[S] + k+ k,) (20.6) 
E, então: 


k,[E;[S] 
lo) thi the 


Dividindo-se por k, os termos de cima e de baixo, a direita, tem-se: 


[Er] [S] 


[ES] = (20.7) 


[ES] = (B+ Rr ET (20.8) 
u- Fh 
E, por fim: 
[ES] = oo (20.9) 
em que: 
ME == (20.10) 


K,, é conhecida como constante de Michaelis e representa uma 
quantidade experimentalmente derivada. A velocidade inicial pode 
ser expressa em termos de variável mensurável, [S], e constante, [E,). 
Portanto: 


k, LEIS] 
y= 401 = k [ES] = UTEK (20.11) 
Quando [Er] = [ES], significa que houve saturação, e a velocidade é 


máxima. Essa velocidade é denominada velocidade máxima (V máx) €: 


d[P] 


Verge = = k [Ev] (20.12) 

Substituindo por k,| Ey], 

a go RI 20.13 
° ([S]+Ky) ™ 


Em que v, é a velocidade inicial. A equação 20.13 é denominada Lei 
de Michaelis-Menten e governa a maioria das reações de substrato único 
enzimaticamente catalisadas. É importante observar nessa equação que 
v é escrito como v,. Essa representação se deve ao fato de que, quando 
as velocidades das reações catalisadas por enzima são medidas, é mais 
desejável determinar a velocidade ou taxa inicial (1. e., a velocidade da 
reação logo após o seu início, quando ainda se sabe a concentração de 
substrato). É igualmente interessante determinar as velocidades ini- 
ciais para garantir a ausência de inibição do produto (em t, [P] = 0) 
e de perda de enzimas em decorrência de proteólise, desnaturação ou 
adsorção em superfícies de vidro ou plástico dependente do tempo. 

Quando a estabilidade se desenvolve, nenhuma consideração é feita 
acerca das magnitudes relativas das velocidades constantes. Michaelis 
& Menten descreveram a mesma lei de velocidade em 1913, antes da 
introdução do conceito de estabilidade por Briggs e Haldane, em 1925. 
Michaelis & Menten consideraram k , >> k, o que equivale afirmar 
que a primeira etapa alcança o equilíbrio. Sendo assim, atualmente 
considera-se que K,, é igual à constante de equilíbrio de dissociação 
do complexo ES, Ks, a qual pode ser escrita da seguinte forma: 


At ABS, 
> ky TES 
A afinidade do substrato pela enzima é uma medida quantitativa da 
força da interação não covalente entre o substrato e a enzima no com- 
plexo enzima-substrato. É definida como constante de equilíbrio para 
a reação de associação: 
E+S = > ES (20.15) 


(20.14) 








Infelizmente, a afinidade é com mais frequéncia indexada a constan- 
te de dissociação, Ks, para a seguinte reação: 
ES = > E+S 





(20.16) 





Existe uma relação recíproca entre a constante de dissociação e a afi- 
nidade. Quanto maior for K menor será a afinidade. 

K,, é uma constante experimentalmente derivada, enquanto K, é 
uma afirmação sobre o significado de K,,, e: 

Km = (ka + ko)lk = Kg + k/k; (20.17) 

ee Ks apenas quando k, tende a zero. Portanto, K,, é sempre 2 Kg. 

Ky, jamais poderá ser < K;. Ky somente se torna uma medida razo- 
ável da afinidade caso k,/k, seja um valor baixo. Essa consideração é 
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razoável, pois k, refere-se à etapa da ligação ao substrato que, em geral, 
é rápida e por vezes ocorre no limite controlado por difusão. Todavia, 
k, é um valor alto para as enzimas e, por isso, o equilíbrio não se apli- 
ca à situação. Alguns exemplos são a anidrase carbônica (k, = 10º s”, 
tendo CO, como substrato), catalase (k, = 10’ s!, tendo H,O, como 
substrato) e superóxido dismutase (k, = 10° s!, tendo o anion supe- 
róxido, O,” como substrato). Ką tem as dimensões da concentração. 
A soma (k; + k.;) tem unidades de tempo recíproco (s~), enquanto as 
unidade de k, são a concentração recíproca vezes o tempo recíproco 
(M-'s~'). Se (k + kz) for dividido por k,, restará 1/concentração recí- 
proca, ou concentração, geralmente M. 

Uma representação gráfica das velocidades iniciais (v,) versus as 
concentrações de substrato ([S]) consiste na hipérbole representada 
na Figura 20.4. 

K definido em termos operacionais, é a concentração de substrato 
necessária para que seja alcançada metade da velocidade máxima. Essa 
definição é evidenciada pela substituição de v, = V,,,;,/2 na equação da 
lei de velocidade de Michaelis-Menten: 
Vinéxl 9] 


= V l2 — — 20.18 
CO S| eR aa 
Em seguida: 

[S] + K,, =2[S] (20.19) 
E, então: 
Ky =[S] (20.20) 


A uma concentração de substrato menor ([S] << Km), a velocidade 
é proporcional a [S], e: 


vo = ValS] 
Ky 
Tendo em vista que a velocidade depende apenas da concentração 
de substrato, a reação é denominada “reação de substrato de primeira 
ordem” ou reação de primeira ordem. 
Diante de uma concentração de substrato maior ([S] >> Ky), a 


velocidade é constante e igual a Vago €: 


O [ g] máx 
Visto que a velocidade é constante (a reação ocorre à velocidade máxi- 
ma ou Vá), a reação é referida como reação de ordem zero (indepen- 
de da concentração). Considerando que Va = kz X [Elt, a velocida- 
de da reação é diretamente proporcional à concentração de enzimas e, 
assim, torna-se possível determinar diretamente essa concentração. É 
importante notar que tal condição pode ser atendida pela simples adi- 
ção de uma quantidade de substrato que seja suficiente para tornar a 
concentração significativamente maior do que o valor de K,, conheci- 
do. A velocidade inicial de formação de produto (ou desaparecimento 
de substrato) será, então, diretamente proporcional à concentração de 
enzimas, e essa relação constitui o alvo da enzimologia clínica. 

Todas as condições mencionadas até aqui são atendidas pela rela- 
ção hiperbólica da curva v, versus [S]. A inversão da equação de 
Michaelis-Menten e a separação dos termos resultam na transfor- 
mação de Lineweaver-Burk, que proporciona a relação linear entre as 
novas variáveis, 1/v,e 1/{S]. 


(20.21) 


(20.22) 


l Ky | 1 l ri 
1 dkat a 20.23 
Yo Vn e Vad 





Um gráfico de (1/v,) versus (1/[S]) é mostrado na Figura 20.5. No 
gráfico de (1/v,) versus [S], a velocidade se aproxima assintoticamente 
de Vax Portanto, V nax pode ser apenas estimado a partir dessa repre- 
sentação. Uma vez que Vmax é essencial à estimativa de Km, um sim- 
ples gráfico de v, versus [S] é capaz de fornecer estimativas grosseiras 
acerca dos parâmetros cinéticos. A transformação de Lineweaver-Burk 
permite realizar uma extrapolação linear do gráfico de (1/v,) versus (1/ 
[S]) para o eixo das ordenadas, no qual o valor de (1/v,) com (1/[S]) 
= 0 corresponde à V,,;,. Dividindo-se o valor da inclinação, Ky/V não 
pelo ponto de interceptação, (1/V 4)» é possível conseguir uma esti- 
mativa razoável de Ką. As concentrações de substrato devem abranger 
uma gama de valores que sustente Ky. Determinações do valor de v, 
com baixa [S] resultam em erros relativamente significativos, ainda 
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A velocidade é proporcional a [S] 


mi 


Concentração de substrato [S] 


Figura 20.4 O efeito da concentração de substrato [S] sobre a velocidade (V) de 
uma reação catalisada por enzima. O gráfico representa uma reação cuja enzima 
catalisadora segue a cinética de Michaelis-Menten. A velocidade máxima é Vmáx € 
[S] é igual a Ky, em que V é igual a V,,;,/2. 
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Inclinação = Kw Vmax 


[S] =5 Km 


—1/K 
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Figura 20.5 O gráfico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk de 1/v, versus 1/[5]. 

O intervalo da concentração de substrato vai de 0,5 a 5 Ky, e as barras verticais 

são barras de erro ponderado. As menores concentrações de substrato conferem 

as menores velocidades, cujas estimativas apresentam o maior grau de incerteza. 
Estas aparecem no lado direito do gráfico, em que 1/[S] é maior. As maiores 
concentrações de substrato conferem as maiores velocidades, cujas estimativas 
apresentam o menor grau de incerteza. Elas aparecem no lado esquerdo do gráfico, 
em que 1/[S] é menor. Grandes erros em 1/v, levam a grandes erros no Ky e em Vmix 


que tais estimativas sejam importantes na determinação de valores 
acurados para Km e Vma Tais parâmetros podem ser estimados com 
acurácia razoável por programas de computador modernos, com base 
nas velocidades iniciais. Pesos são atribuídos com base na magnitude 
de v,. Emprega-se uma análise de regressão não linear para ajustar os 
dados ponderados a uma curva hiperbólica de v, versus [S]. Os dados 
de cinética são visualmente representados por meio de um gráfico de 
Lineweaver-Burk. 


Eficiência catalítica 


A eficiência catalítica é avaliada em termos de constantes de veloci- 
dade de reação catalisada. A constante de velocidade catalítica, k. ou 
número de renovação, é definida pelo número de moléculas de substra- 
to convertidas em moléculas de produto por cada molécula de enzima 
(ou sítio ativo) por unidade de tempo (segundos). Essa constante é 
expressa como: 

kaat = Wax! Er (20.24) 

Para o modelo simples de substrato único de Michaelis-Menten, k = 
k,. O significado de k,,,/K,, pode ser compreendido considerando-se a 
velocidade catalítica quando S << Ky. Nessas circunstâncias [E] U [E] e: 


vo = |-*2 |[E] [S] e | Sæ |[B] [S] (20.25) 
M 





Koat 
Km 











(kal Km) é expresso em unidades de constante de velocidade de 
segunda ordem (é considerada de segunda ordem porque a velocidade 
passa a depender da concentração de enzima e de substrato), sendo um 
reflexo da frequência de encontros produtivos entre as moléculas de 
enzima e substrato em solução. Há um limite superior de frequência de 
encontros que é determinado pela temperatura e pelos coeficientes de 
difusão da enzima e do substrato. Esse valor limitante é 10º-10ºM”'s"|. 
Se o valor de k../K,y corresponder ao limite de difusão controlada, sig- 
nifica que cada encontro entre a enzima e o substrato leva à formação de 
produto, e a enzima, por sua vez, atingiu a perfeição catalítica. Algumas 
enzimas já alcançaram esse estado de perfeição, entre elas a superóxido 
dismutase (k./Km = 2,8 x 10ºM"!s"!), a acetilcolinesterase (k Ky = 
1,5 x 10M"!s"!) e a catalase (k../Ky = 40 x 10ºM"'s"). Como parte 
da estratégia evolucionária de alcançar a eficiência catalítica perfeita, as 
enzimas evoluíram e passaram a se ligar a seus substratos de forma mais 
fraca. Por exemplo, uma molécula como NAD* potencialmente poderia 
se ligar por meio de seu sitio de ligação de substrato com uma Kg de 
cerca de 1 x 102 M. Entretanto, os valores de Ky para o NAD* são da 
ordem de 1 x 10“ M. O valor da constante de ligação se aproxima do 
valor da concentração intracelular de NAD* e, para muitas enzimas, [S] 
in vivo = Ky. Próximo ao K,, a velocidade é sensível tanto a aumentos 
quanto a diminuições de [S]. Além disso, a energia basal do complexo 
ES não é tão baixa a ponto de representar um obstáculo ao alcance do 
estado de transição da etapa com velocidade determinada por k,. Ao se 
ligarem frouxamente ao substrato e de preferência no estado de transi- 
ção k,, as enzimas evoluíram com o objetivo de minimizar a quantidade 
de energia necessária para ultrapassar as barreiras de ativação das rea- 
ções que catalisam. 

Outra medida da eficácia catalítica das enzimas é a taxa de aceleração. 
Para avaliar esse parâmetro, além de k.., deve ser conhecida a constante 
de velocidade de primeira ordem para a conversão não enzimática de 
substrato em produto (K «o.c«)- A proporção k.../kj35-cqt revela a taxa de 
aceleração. Esta, por sua vez, costuma ser obtida com bastante dificul- 
dade, uma vez que as velocidades da maioria das reações celulares são 
muito lentas na ausência de enzimas. Para as enzimas, variam entre 10º 
e 10'*, contudo podem ser ainda maiores. A taxa de aceleração para a 
adenosina desaminase — que catalisa a desaminação da adenosina em 
inosina — vale 10'*, enquanto para a ALP é de 10”. Ambas as enzimas, 
adenosina desaminase e ALP, apresentam valores modestos de ko 
(10º). Suas taxas de aceleração inusitadamente elevadas decorrem da 
estabilidade de seus substratos em pH 7,0 e à temperatura de 25°C. Por 
exemplo, a meia-vida para a desaminação da adenosina a 20°C e pH 7,0 
é de cerca de 20.000 anos, enquanto k,,,, ..; Vale 10° s™!. A constante de 
velocidade não enzimática para a hidrólise de ésteres de fosfato sob con- 
dições neutras e temperatura ambiente é estimada em 107º”. 


Inibição enzimática 


A inibição de enzimas pode ser reversível ou irreversível. Na inibição 
irreversível, forma-se uma ligação covalente entre o inibidor e a enzi- 
ma, de modo que a atividade enzimática não pode ser restaurada com 
a dissociação do inibidor. Alguns exemplos são a inibição da acetil- 
colinesterase e da pseudocolinesterase por agentes empregados como 
arma química, tais como sarin e tabun, que promovem a fosforilação 
irreversível do grupo OH na cadeia lateral do resíduo de serina do sítio 
ativo. O primeiro anestésico fluorado — fluoxeno (CF;CH,OCH=CH,) 
— demonstrou ser extremamente tóxico para uso como anestésico 
geral, por promover a alquilação irreversível de um átomo de N do 
anel do heme existente na citocromo P450 mono-oxigenase, a enzima 
responsável por sua destoxificação. Essa alquilação leva à perda total 
da enzima. 

A inibição reversível pode ser de dois tipos: competitiva e não com- 
petitiva. 

Inibição competitiva: ocorre quando o inibidor se liga ao sítio de 
ligação do substrato. A base molecular da ligação dos inibidores 
competitivos ao sítio ativo reside na semelhança estrutural 
existente entre o substrato e o inibidor. Em consequência, 

a enzima é “enganada” e acaba reconhecendo e se ligando 


ao inibidor. Alguns exemplos de inibição competitiva são a 
inibição da di-hidrofolato redutase pelo metotrexato (um agente 
quimioterápico) e a inibição da desidrogenase succínica (uma 
enzima do ciclo de Krebs) pelo malonato. 

Inibição não competitiva: ocorre quando o inibidor se liga a 

um sítio enzimático distinto do sítio de ligação ao substrato. 
Tanto o inibidor quanto o substrato podem se ligar à enzima ao 
mesmo tempo. A ligação do inibidor a esse segundo sítio pode 
inibir completamente a atividade enzimática ou pode causar sua 
redução parcial. Portanto, a inibição não competitiva pode ser 
total ou parcial. Os inibidores não competitivos se ligam tanto à 
enzima livre quanto ao complexo ES. Caso a ligação do inibidor 
e do substrato à enzima sejam eventos independentes, tem lugar 
uma inibição não competitiva simples. No entanto, se a ligação 

de um substrato à enzima alterar a afinidade enzimática pelo 
inibidor, tem-se uma condição denominada inibição competitiva 
mista. Essas duas situações podem ser distinguidas por meio 

da análise cinética. A Figura 20.6 mostra alguns exemplos de 
inibição competitiva e não competitiva. A ligação do inibidor não 
competitivo altera a conformação do sítio de ligação do substrato; 
e, embora a ligação ao substrato ainda seja possível, sua afinidade 
e/ou a atividade catalítica da enzima são reduzidas. 


- Uma outra forma de inibição não competitiva é observada quando 
o inibidor se liga apenas ao complexo ES, mas não à enzima livre. 
Não há formação de complexos EI (enzima-inibidor). É a ligação 
do substrato à enzima que provoca uma alteração conformacional 
e cria o sítio de ligação ao inibidor. 

O mecanismo cinético da inibição competitiva é ilustrado na Figura 
20.7. Considera-se que o inibidor rapidamente entra em equilíbrio 
com a E livre e os complexos El. Em termos de cinética, o inibidor 
reduz a concentração de E livre disponível para combinação ao S. 
Segundo a equação da conservação da enzima: 

[Ey] = [E] + [EI] + [ES] (20.26) 

[EI] é definido em termos de constante de equilíbrio (K,) na 
dissociação do inibidor a partir do complexo EI, e: 


[EI] = [E] [1]/K; (20.27) 
Uma vez que: 

[E] = K,,[ES]/[S] (20.28) 

[EJ] _ KylES] [I] 
n= a 20.29 
= mo Bl ci 
Substrato Inibidor Substrato 
competitivo 
| Inibidor não 
competitivo ] 






ed 





Figura 20.6 A diferença estrutural entre os inibidores competitivo e nao competitivo. 
Durante a inibição competitiva, o inibidor ocupa o sítio de ligação ao substrato e 
impede a ligação do próprio substrato. O inibidor não competitivo, por sua vez, 

se liga a um sítio distinto do sítio ativo. A ligação do inibidor a esse sítio altera o 

Ku e/ou a Va As alterações dos parâmetros cinéticos ocorrem como resultado de 
alterações conformacionais no sítio ativo, acarretadas pela ligação do inibidor não 
competitivo. 


k ko 
E +8 == ES— P 4E 
k 
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K| 


EI+ S = EIS 


Figura 20.7 O modelo cinético da inibição competitiva. O inibidor (l) se liga à 
enzima de modo reversível e rapidamente entra em equilíbrio com ela. O complexo 
binário ou complexo enzima-inibidor (El) é inativo. O efeito de uma inibição 
competitiva consiste em reduzir a quantidade de enzima livre disponível para 
ligação ao substrato. 





292 


Enzimologia clínica 


= 
"i 











E, então: 
Ku, l 
E] = [ES] + =) +1 20.30 
[Ex] = (ES) ta + (20.30) 
O rearranjo da equação para resolver [ES] resulta em: 
[ES] = —_ PO (20.31) 
Kyll + K + [8] 








Empregando a expressão para velocidade inicial, v, = k,| ES]: 
kLElrlS] 


1+ + Is) 


I 


Vo = k, [ES] = (20.32) 


Km 








A inversão da equação 20.32 resulta na transformação linear de 
Lineweaver-Burk: 


J fra ON Se ELISA 20.33 
E HRT E lai 


max 


Observe que um gráfico de (1/v,) versus (1/[S]) com diferentes con- 
centrações de inibidor apresenta traços lineares em que a inclinação — 
e não o ponto de interceptação — é alterada na presença de um inibidor 
competitivo. V „a permanece inalterado, e somente Ky é modificado 
pelo coeficiente (1 + [I]/K,). O gráfico de Lineweaver-Burk na presen- 
ça de um inibidor competitivo é ilustrado na Figura 20.8. Os valores 
para (1 + [I]/K)K, podem ser obtidos dividindo-se as inclinações 
pelo ponto de interceptação em que (1/[S|) é igual a zero. O K; pode, 
então, ser estimado a partir do K,, e de [I]. 











1/00 
[I] I= 3 
crescente Fa 
[I] = 1 
i] =0 
1/Vinax | Inclinação = |1 + H Ku! Vinax 
x, I 
cor 
sº +i 
P ai ae 
a” ii i E r 
Loo 
I 
-1 / 1+ k Km 1/8] 








Figura 20.8 O gráfico de Lineweaver-Burk de uma enzima do tipo Michaelis- 
Menten, na presença de um inibidor competitivo. Cada reta é gerada a partir de um 
gráfico de 1/v, para diferentes valores iniciais de 1/[S], diante de [I] constante. As 
retas de diferentes inclinações correspondem a diferentes valores de [I], incluindo 
[I] = O. Todas as retas fazem intersecção no eixo 1/v,, refletindo a ausência de 
inibição quando a concentração de substrato tende ao infinito. 
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Figura 20.9 O modelo cinético para inibição não competitiva. O inibidor (l) pode 
se ligar tanto à enzima livre quanto ao complexo enzima-substrato (ES). O inibidor 
é capaz de formar complexos binários (El) ou ternários (ESI). Caso o substrato ligado 
não altere a constante de dissociação do inibidor em relação à enzima, observa-se 
uma inibição não competitiva simples. Por outro lado, caso o substrato ligado altere 
a afinidade da ligação do inibidor, observa-se uma inibição não competitiva mista. 


O esquema cinético de uma inibição não competitiva pode ser 
observado na Figura 20.9. Se K; = K; a inibição é denominada não 
competitiva simples. Caso K; Ky, a inibição é classificada como não 
competitiva mista. Considerando o equilíbrio e assumindo que K, = 
K,, a lei de velocidade de Michaelis-Menten para inibição não com- 
petitiva é: 


( + Rut k + JES 
K K, 


A equação de Lineweaver-Burk para inibição não competitiva 
simples é: 


(e a 
Vo K; A Vn ax /[8] Ky JA Vinax 


Na presença do inibidor, aumentam os valores tanto da inclinação 
quanto do ponto de interceptação. Se o substrato não modificar a afi- 
nidade da enzima pelo inibidor — e vice-versa — então, para uma dada 
concentração de inibidor, o incremento das inclinações e dos pontos de 
interceptação se dará pela mesma quantidade relativa. Quando K, = K; 
as retas do gráfico de Lineweaver-Burk farão intersecção no eixo em (1/ 
[S]), em um ponto correspondente a (—1/K,,), conforme mostra o grá- 
fico de dupla reciprocidade da Figura 20.10. Em qualquer valor de [1] 
(incluindo ([I] = 0), a divisão da inclinação pelo ponto de interceptação 
resulta em K,, indicando que, se K, = K, e K; = Kg, o inibidor só modi- 
fica a etapa kz. Se K; Ky, então se instala uma inibição não competitiva 
mista, e as retas no gráfico de inibição não competitiva de Lineweaver- 
Burk apresentarão uma intersecção no segundo (K; < Ki; Ky diminui) 
ou no terceiro (K, > K,, K,, aumenta) quadrante, e não no eixo da abcis- 
sa. V „a é menor, e o valor de (1/[S]) quando (1/v,) = O é: 


get Vig Be 
(e) 


Para a inibição não competitiva, em que o inibidor se liga apenas ao 
complexo ES, o modelo de cinética toma a forma ilustrada na Figura 
20.11. Kf é a constante de dissociação do complexo ESI (enzima- 
substrato-inibidor) e é igual a [ES|[I]|/[ESI]. A equação de Michaelis- 
Menten para esse tipo de competição é: 


Ky + k + g |i 
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l 


vos (20.34) 


(20.35) 


(20.36) 


vos (20.37) 


Para valores de [S] elevados, em que [S] >> K,p v, se aproxima de 
Vinax/(1 + [1]/Ky). Para valores de [S] baixos, v, é igual a (V ná Km) 
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Figura 20.10 O grafico de Lineweaver-Burk de uma enzima do tipo Michaelis- 
Menten, na presença de um inibidor não competitivo. Cada reta é gerada a partir de 
um gráfico de 1/v, para diferentes valores iniciais de 1/[S], diante de [I] constante. As 
retas de diferentes inclinações correspondem a diferentes valores de [I], incluindo 

[I] = O. Para uma inibição não competitiva simples, todas as retas fazem intersecção 
no eixo 1/[S], em um ponto que corresponde a -1/K,,. Para a inibição não 
competitiva mista, todas as retas fazem intersecção no segundo quadrante. 
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Figura 20.11 O modelo cinético para um terceiro tipo de inibição não competitiva. 
O inibidor (l) pode se ligar ao complexo enzima-substrato (ES), mas não se liga 

à enzima livre. O inibidor é capaz de formar apenas complexos ternários (ESI), e 
nenhum complexo binário (El) se forma. O sítio de ligação ao inibidor somente 
passa a existir depois que o complexo ES é formado. O substrato não pode se 
dissociar do complexo ESI, e o efeito desse inibidor não competitivo é o bloqueio do 
acesso ou do egresso a partir do sítio ativo. 


[S] e o inibidor não competitivo é ineficaz. A inversão e o isolamento 
dos termos resulta na seguinte transformação da equação linear de 
Lineweaver-Burk: 

SR 

Vo Vin ax [S] K 1 Vinir 

Um gráfico de (1/v,) versus (1/[S]) resulta em um grupo de retas 
paralelas que apresentam a mesma inclinação e pontos de intercepta- 
ção no eixo (1/v,) iguais a (1 + [1]/K,)/V max O gráfico de Lineweaver- 
Burk para esse tipo de inibição não competitiva simples é mostrado 
na Figura 20.12. Para avaliar K;, podem ser utilizados novos gráficos 
de (1 + [I]/K,)/V max versus valores de interceptação em que (1/[8]) 
= 0. Alternativamente, também é possível obter um valor de Ký pela 
utilização de novos gráficos de —(1 + [1]/K,)/Ky versus valores de (1/ 
[S]) na abcissa em que (1/v,) = 0. 

A Tabela 20.5 resume as alterações nos valores aparentes de V nsx € Km 
derivados da interceptação e da inclinação do gráfico Lineweaver-Burk 
duplo-recíproco para inibições competitiva, não competitiva simples 
e não competitiva. 


(20.38) 


Análise enzimática 


A concentração de enzima em líquidos biológicos, como o plasma, 
pode ser determinada tanto pela análise da atividade enzimática quan- 
to pela aplicação de uma técnica imunológica. A atividade enzimática 
é testada estimando-se a velocidade inicial sob condições definidas e 
calculando-se a atividade específica, que consiste na medida da ativi- 
dade por unidade de volume de líquido biológico (ou por unidade de 
peso de alguma proteína sanguínea, como a hemoglobina). Conforme 
já observado, a condição em que a velocidade é diretamente propor- 
cional à concentração da enzima ocorre quando [S] >> Ky. Assim, 
muitos ensaios para enzimas são realizados em tais circunstâncias. Em 
alguns casos, é difícil alcançar v, = Vmáw UMa vez que v, com [S] = 
10Ky é apenas 0,91 V,,4,. À solubilidade e/ou o custo do substrato são 
dois motivos pelos quais não se deve realizar um ensaio diante de con- 
centrações saturantes de substrato. 


1/06 


[l] 


crescente 


[i] = 1 
[1] =0.5 








[I] = O (sem inibidor) 
Inclinação = Kwl Vmax 





al. 1418] 


4 h 
1+5-|1/K 

K, | ja 
Figura 20.12 O gráfico de Lineweaver-Burk de uma enzima do tipo Michaelis- 
Menten, na presença de um inibidor competitivo (terceiro tipo de inibição não 
competitiva). Cada reta é gerada a partir de um gráfico de 1/v, para diferentes 
valores iniciais de 1/[S], diante de [I] constante. As retas de inclinações idênticas e 
diferentes valores de 1/v, quando 1/[S] = O correspondem a diferentes valores de [I], 
incluindo [I] = O. Todas as retas apresentam inclinações idênticas, iguais a KV max 
O Ky aparente e o V náx aparente são alterados pela mesma quantidade relativa, na 
presença de um inibidor não competitivo. 





Em certos estados de deficiência, as condições do ensaio in vitro 
podem não refletir a situação que, in vivo, dá origem ao estado defi- 
ciente. Quando há um defeito genético que não altera os níveis nor- 
mais da proteína enzimática e o valor de k.,, permanece inalterado, e 
partindo-se do princípio de que o ensaio deve ser conduzido fora da 
concentração saturante de substrato, é possível que um tipo de muta- 
ção Ky passe despercebido. Essa possibilidade advém do fato de que 
a enzima, inativa diante de baixos níveis de substrato, exibe atividade 
máxima ou quase máxima diante das elevadas [S] utilizadas no ensaio. 
Por exemplo, uma variante eritrocitária da hipoxantina-guanina- 
-fosforribosil transferase (HGPRT) mostrou-se inativa em ensaios 
realizados com baixa [S], porém sua atividade máxima pode ser res- 
taurada pelo aumento da concentração de substrato. Interpretou-se 
que o defeito foi decorrente da existência de uma mutação no sítio de 
ligação ao substrato da HGPRT, com o consequente aumento de Ky. A 
fim de evitar esse resultado falso-negativo, é preciso incluir na avalia- 
ção clínica a determinação do Ky para a enzima mutante. 

Em alguns casos, um defeito enzimático pode não ser detectado 
se a avaliação clínica for realizada no momento errado. Para indiví- 
duos com deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) 
portadores da variante comum A- (G6PDH A-), a administração do 
agente antimalárico primaquina causa anemia hemolítica transien- 
te. Os pacientes conseguem se recuperar completamente dessa ane- 
mia mesmo que o tratamento com primaquina continue. Diante da 
variante A-, os parâmetros cinéticos permanecem normais, porém a 
estabilidade térmica é reduzida. O episódio inicial elimina eritrócitos 


Tabela 20.5 Resumo dos valores de inclinação, ponto de interceptação, Km aparente e V,,' aparente para vários tipos de inibição reversível 


Tipo Inclinação Ponto de interceptação Km” aparente Vm” aparente 
Não inibida Ku Von TVn Ky Vm 
Competitiva (Ky/Vn)(1 + IK) TVn Ky4(1 + I/K;) Vin 

Nao competitiva Kyl Ven (1/V,,)(1 + I/K;) Ku + I/K;) Val + IK) 
Não competitiva simples (Ku Vit + Kj) (1/V,,)(1 + I/K;) Ku V1 + I/K;) 
Não competitiva mista” (Ky/Vn)(1 + IK) (1/V,,)(1 + I/K;) Kya(1 + W/K;)/ (1 + I/K;) V/(1 + I/K,) 


Vn É Vas, no texto. 


* Obtido dividindo-se a inclinação pelo ponto de interceptação do gráfico duplo-reciproco. 


* Obtido invertendo-se o ponto de interceptação do gráfico duplo-recíproco. 


* Esta é uma forma mais geral de inibição não competitiva, em que a constante de dissociação para o inibidor ligado à enzima livre (K; não é igual à constante para o inibidor 


ligado ao complexo ES (K,). 
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294 velhos, nos quais a atividade de G6PDH está diminuída. As células 
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mais velhas são repostas por células novas que possuem maior con- 
centração da enzima. A quantidade de moléculas de G6PDH existente 
nos eritrócitos varia em razão da idade da célula e, nas células do tipo 
A-, a taxa de perda de moléculas de enzima excede significativamen- 
te o observado nos eritrócitos normais. O resultado do ensaio para 
determinação da atividade de G6PDH, depois que o paciente se recu- 
pera da anemia, será substancialmente maior do que aquele obtido 
quando o ensaio é realizado antes ou durante o episódio hemolítico. 
Essa diferença ocorre porque a hemólise destrói de forma seletiva 
as células mais velhas que contêm menor concentração de enzima. 
A recuperação resulta na reposição das células perdidas por células 
novas com maior concentração de moléculas G6PDH A-. Durante 
e após essa recuperação, a população de células mais novas é capaz 
de enfrentar o tratamento com primaquina em razão da presença de 
níveis mais elevados de atividade enzimática. 

As determinações iniciais da velocidade estão sujeitas a erros oriun- 
dos de outras fontes. Em líquidos biológicos, os inibidores enzimáticos 
podem permitir que a quantidade de enzimas existente seja subesti- 
mada. As proteases plasmáticas podem atacar as enzimas durante a 
estimativa da velocidade. A estabilidade da enzima avaliada deve ser 
determinada, assim como as condições de armazenamento da amos- 
tra. Em alguns casos, é preciso utilizar plasma para determinar a ati- 
vidade de uma enzima em amostras de sangue, uma vez que agentes 
anticoagulantes polianiônicos, como citrato, heparina e EDTA, inati- 
vam as enzimas que contêm metais. Por exemplo, o EDTA inativa a 
ALB, que contém zinco. 

O substrato pode estar sujeito ao ataque de outras enzimas normal- 
mente presentes em líquidos biológicos. A atividade de creatina quinase 
(também conhecida como creatina fosfoquinase) muitas vezes é estima- 
da por meio de ensaios acoplados, em que o produto de uma reação 
reversa (CrP + ADP=~ Cr + ATP), o ATP (adenosina trifosfato), é 
utilizado para fosforilar a glicose na reação que envolve a hexoquinase. A 
resultante glicose-6-fosfato (G6P) é oxidada em uma terceira etapa por 
ação da G6PDH, que transfere equivalentes redutores ao NADP* e 
forma NADPH. A atividade de creatina quinase é proporcional ao 
aumento da absorbância a 340 nm, associado à formação de NADPH. 
Entretanto, se a amostra contiver adenilato quinase — o substrato da cre- 
atina quinase —, também haverá consumo de ADP nessa reação 
indesejada. Não há como corrigir esse problema por meio da utilização 
de concentrações saturantes de ADP, visto que o produto da reação que 
envolve a adenilato quinase é também o ATP. O ATP produzido na rea- 
ção com a creatina quinase tem de determinar diretamente a quantidade 
de G6P produzida, a fim de refletir corretamente o nível dessa enzima. 

O dano à enzima causado por proteólise, bem como a decomposi- 
ção do substrato, podem ser corrigidos pelo uso de blanks adequados e 
por estudos envolvendo pré-incubação. Os níveis de enzima no plasma 
ou em outros líquidos biológicos podem ser estimados sob condições 
em que [S] << Km, por meio do acompanhamento do desaparecimen- 
to de primeira ordem do substrato. Nessas circunstâncias, a constante 
de velocidade de primeira ordem é diretamente proporcional à con- 
centração de enzimas da mistura analisada. Como a determinação da 
constante de velocidade de primeira ordem requer a estimativa da con- 
centração de substrato remanescente em vários momentos, pelo menos 
em duas meias-vidas, a enzima deve permanecer razoavelmente estável. 
Os ensaios devem ser realizados após o aparecimento do produto, uma 
vez que —d[S]/dt = d[P]/dt. Se houver um método que permita acom- 
panhar a formação de produto (como já discutido), este será o méto- 
do de escolha, uma vez que o monitoramento do desaparecimento do 
substrato requer a quantificação de pequenas diferenças entre dois 
valores altos de [S]. As estimativas da velocidade inicial eliminam a 
possibilidade de inibição do produto, pois [P,] = O em t, além de reme- 
terem todas as determinações de velocidade à mesma concentração 
de substrato [S,|. Com frequência, as velocidades iniciais são calcula- 
das a partir de estimativas de AP/At, em que AP = P, — P „ em que P, é 
medido no momento t, e P,, no momento t,. Determinações de pontos 
isolados desse tipo consideram a linearidade do consumo de substrato 
ou aparecimento de produto até o momento t. A linearidade também 
dependerá da sensibilidade do método, a qual determinará a magnitu- 
de de -AS ou AP necessária a uma estimativa acurada e reproduzível da 
alteração. Para as reações enzimaticamente catalisadas em que o produ- 


to se liga à enzima com maior afinidade do que o substrato, AP/At ou 
—AS/At serão curvilineares, e as estimativas da velocidade inicial serão 
calculadas de modo mais adequado a partir de tangentes traçadas nas 
curvas de tempo do substrato ou do produto em t = 0. Essas tangentes 
são mais bem determinadas a partir de traços contínuos de desapareci- 
mento de substrato ou formação de produto. 

Conforme será discutido em mais detalhes adiante, a concentração 
de uma enzima em um líquido biológico pode ser determinada pelo 
uso de anticorpos monoclonais ou policlonais direcionados contra 
essa enzima. Em imunoensaios, a correspondência entre a determi- 
nação da atividade enzimática e a concentração de proteína (enzima) 
será pertinente enquanto o antígeno da enzima estiver totalmente 
ativo. No entanto, nem sempre é isso que ocorre quando estão envol- 
vidas deficiências hereditárias associadas a mutações pontuais. Em tais 
casos, as estimativas da concentração de enzimas baseadas em imuno- 
ensaios podem exceder aquelas que se baseiam na determinação da 
atividade enzimática. Se a base da doença for genética, é melhor esti- 
mar a atividade da enzima a partir de medidas cinéticas e comparar 
os resultados aos valores normais. Algumas mutações desestabilizam 
a estrutura das proteínas, causando a rápida proteólise da enzima no 
nível intracelular. Nessa situação, os resultados derivados de métodos 
imunológicos e as determinações de atividade enzimática podem ser 
concordantes. A presença de inibidores no líquido biológico pode 
levar à subestimação da quantidade de enzima presente no material se 
for considerada a atividade, mas não quando são realizadas determi- 
nações imunológicas. Geralmente, os inibidores reversíveis não inter- 
ferem nas estimativas imunológicas da concentração de enzimas. 

Outra fonte de erro envolve a idade da amostra. Enzimas cuja ativi- 
dade depende dos grupos sulfidrila presentes no sítio ativo podem ser 
lentamente inativadas por reações de oxidação e/ou troca de dissulfeto. 
Muitas vezes, tais processos são irreversíveis e conduzem à subestima- 
ção da concentração de enzimas determinada por medidas da atividade 
enzimática. Do mesmo modo, imunoensaios são o método de escolha 
quando se deseja conhecer a distribuição das isozimas na amostra, uma 
vez que emprega anticorpos específicos que identificam e quantificam 
cada uma das variantes existentes no material. 


Ensaios enzimáticos 


Conforme discutido na seção anterior, sobre as reações catalisadas 
por enzimas, uma vez determinado o V,,,,, é possível calcular dire- 
tamente a concentração de enzimas. Sendo V nsx = kE,) e se k, for 
conhecida (como a partir dos gráficos de Lineweaver-Burk da enzi- 
ma), então [Er] = Vni k Todavia, como muitas vezes mais de uma 
isozima está presente e, em geral, cada uma apresenta valores diferen- 
tes de k,, descreve-se o V,,,;, que corresponde à atividade enzimática. 
É importante entender que o Vmax contém o termo k,, cujos valores 
dependem do substrato específico utilizado na análise da enzima. 
Portanto, o substrato utilizado deve ser especificado. 

A atividade enzimática é descrita em termos de unidades de enzima, 
e são empregados dois padrões. Até a década de 1960, a transmissão 
dos dados relativos à velocidade da reação de uma enzima baseava- 
-se tipicamente no método utilizado para determiná-los. Em 1964, 
um termo comum — a UI (Unidade Internacional) — foi desenvolvido 
para padronizar a expressão da velocidade enzimática. A International 
Commission on Enzymes, estabelecida pela International Union of 
Biochemistry, definiu UI como a quantidade de enzima que catalisa 
a formação de 1 umol de produto em 1 minuto. Essa definição é apli- 
cável somente mediante condições específicas de pH, temperatura e 
força iônica — todos os fatores que influenciam a atividade enzimá- 
tica. Com o desenvolvimento do Système International d’Unites (SI, 
Sistema Internacional de Unidades), e com o uso de moles e segundos 
como unidades básicas, uma segunda definição para unidade de ati- 
vidade enzimática foi criada: o catal (kat). Assim, 1 kat foi definido 
como a quantidade de enzima que catalisa a conversão de 1 mol de 
substrato em produto em 1 segundo, nas condições em que o ensaio é 
realizado. Um UI é igual a 16,7 nkat, e 1 kat é igual a 6 x 10’ UI. 

Uma importante limitação de ambos os termos está relaciona- 
da às condições do ensaio que, muitas vezes, não são padronizadas 
entre os laboratórios. Portanto, embora os termos “UT” e “kat” sejam 
empregados, os resultados obtidos somente são comparáveis quando 


são empregadas as mesmas condições de ensaio. Dessa forma, os inter- 
valos de referência para atividade enzimática podem variar de um labo- 
ratório a outro (Langdon, 1994). Por exemplo, em um dado momento, 
constatou-se que os limites superiores da atividade de lipase normal 
eram 300 U/L e 24 U/L em dois hospitais situados na mesma área geo- 
gráfica. Similarmente, o limite superior da atividade de LDH em um 
dado hospital era igual a 618 U/L, enquanto em um segundo hospital, 
no mesmo instante, esse limite era 172 U/L. Além disso, à medida que 
os procedimentos sofrem modificações em um mesmo laboratório, 
os níveis normais podem ser alterados em duas ou três vezes os seus 
valores no decorrer de alguns anos. Os médicos solicitantes podem 
repassar valores enzimáticos diferentes daqueles obtidos pelo médico 
recebedor caso as estimativas tenham sido feitas em duas localidades. 
A variabilidade dentro do intervalo de valores normais para enzimas 
selecionadas, estimada em diferentes localidades, pode ser eliminada 
adotando-se um procedimento universal, em que 100 é estabelecido 
como o limite superior de valores normais e todos os demais valores 
são expressos em forma de porcentuais ou proporções. Resultados em 
que o nível de uma determinada enzima está 10 vezes acima do normal 
constituem informações úteis ao médico. Se o resultado for 10x U/L, 
então o próprio médico deve buscar o valor de x e calcular a velocida- 
de. Atualmente, muitos laboratórios transmitem os valores de amos- 
tras em U/L, bem como seu intervalo de referência normal. 

A determinação da atividade enzimática em amostras biológicas 
depende de inúmeras variáveis, incluindo o método utilizado no 
ensaio, além do preparo, idade e condições de armazenamento da 
amostra. Algumas variáveis extras que também merecem ser consi- 
deradas na determinação da atividade enzimática são a temperatura, 
pH, concentração de substrato, concentração de cofatores do ensaio, 
uso de outras reações enzimáticas como indicadores e se foi empre- 
gada reação progressiva ou retrógrada para quantificar a enzima. Tais 
variáveis podem conduzir ao aparecimento de diferenças significativas 
nas determinações de atividade enzimática por métodos distintos. Por 
exemplo, a LDH medida por meio de uma reação progressiva apresen- 
ta cerca de um terço da atividade apresentada pela LDH medida com a 
reação retrógrada, enquanto a lipase determinada na presença de coli- 
pase apresenta uma atividade que equivale a 5 a 10 vezes a atividade 
de lipase determinada sem o cofator. Desde que os ensaios sejam rea- 
lizados com consistência interna, de forma altamente reproduzível, os 
resultados obtidos são comparáveis entre laboratórios distintos, caso 
as atividades relativas sejam informadas. 


Determinação da atividade enzimática 


Na determinação da atividade enzimática, é possível quantificar 
tanto a taxa de desaparecimento de substrato quanto a taxa de forma- 
ção de produto. Em geral, é mais fácil quantificar pequenos aumentos 
da quantidade de produto do que medir pequenas diminuições em 
uma grande quantidade de substrato. Entretanto, em muitos casos, 
nem o produto nem o substrato de uma reação química pode ser 
quantificado adequadamente. Em tais circunstâncias, a reação enzi- 
mática pode ser “acoplada” a uma outra reação que emprega um pro- 
duto da reação catalisada pela enzima, com o intuito de gerar uma 
substância indicadora. Um exemplo de reação enzimática tipicamente 
acoplada é o método de Olivier-Rosalki, utilizado na determinação da 
atividade de CK. Esse método é ilustrado pela equação 20.39, disposta 
a seguir. Emprega-se a reação retrógrada de CK, sendo produzido ATP, 
que é consumido em uma segunda reação para produzir G6P. Uma 
terceira reação produz a forma reduzida de NAD — o NADH - que 
atua como indicador da reação. 


Creatina fosfato + ADP — creatina + ATP (reação 

catalisada por CK) (20.39) 
Glicose + ATP — G6P + ADP (reação catalisada por hexoquinase) 
G6P + NAD > 6-fosfogliconato + NADH (reação catalisada pela 
G6PDH) 


Em reações acopladas, é importante que a etapa limitante da velo- 
cidade da reação seja a quantidade de ATP gerada por ação da CK. 
Nas quantificações de CK que utilizam essa reação, um problema 
em potencial é a presença de outras enzimas capazes de produzir 
ATP. A adenilato quinase, uma enzima encontrada nos eritrócitos e 
no fígado, converte ADP em ATP (equação 20.40). Assim, amostras 


que contenham uma elevada concentração dessa enzima apresentarão 
valores falsamente elevados de atividade de CK. 


2ADP — ATP + AMP (reação catalisada pela 
adenilato quinase) (20.40) 

Nas análises de atividade enzimática, alguns métodos empre- 
gam medidas de “ponto terminal”, para determinar a concentração 
de substrato ou produto em um dado momento, após a adição da 
amostra. Os métodos que consideram o ponto terminal são tipica- 
mente empregados em métodos simples, como aqueles utilizados em 
medidores de cabeceira dos níveis de glicose ou em testes com vare- 
ta medidora de nível, utilizados para quantificação da glicose ou da 
esterase leucocitária na urina. Esses métodos podem fornecer resul- 
tados erroneamente baixos nos casos em que a atividade enzimática 
é muito alta. A maioria dos ensaios enzimáticos emprega métodos 
“cinéticos” de quantificação (como já discutido), nos quais é deter- 
minada a taxa de alteração da concentração de substrato ou produto. 
(Para fins de simplificação, no decorrer desta seção, serão descritos 
apenas sistemas de quantificação que detectam o aparecimento do 
produto. Entretanto, os mesmos princípios se aplicam às situações 
em que o desaparecimento de substrato é monitorado.) Os métodos 
cinéticos são mais acurados e facilitam a detecção de mudanças das 
condições de reação, bem como de amostras que requeiram diluição. 
Em uma reação cinética, a velocidade da reação pode ser expressa 
como AP/At, que representa a alteração da quantidade de produto 
na unidade de tempo. Uma vez que Ul e catal representam a quanti- 
dade de enzima que produz uma quantidade específica de produto 
em um determinado intervalo de tempo, essa abordagem permite 
relatar diretamente a atividade enzimática tanto em UI quanto em 
catal, conforme a conveniência. 

A maioria dos ensaios para enzimas usa a espectrofotometria para 
medir a quantidade de produto gerada. Entretanto, inúmeros méto- 
dos de detecção podem ser utilizados de acordo com a necessidade, 
dependendo do produto de interesse. Por exemplo, a lipase atua em 
emulsões lipídicas. Como essas emulsões costumam ser turvas, a 
determinação da taxa de depuração da turbidez pode ser emprega- 
da para determinar a atividade da lipase. A glicose oxidase, ampla- 
mente utilizada na quantificação da concentração de glicose, utiliza 
oxigênio ou um aceptor de oxigênio alternativo. A determinação da 
alteração de potencial decorrente da alteração da carga do aceptor 
também pode ser empregada para determinar a velocidade da rea- 
ção. A urease, bastante utilizada na quantificação da concentração 
de ureia, quebra essa substância em íons bicarbonato e amônio. A 
alteração na condutância da amostra em decorrência do apareci- 
mento dos íons pode ser utilizada para determinar a velocidade da 
reação. (Para fins de simplificação da discussão seguinte, somente 
o termo “absorbância” será empregado na abordagem da determi- 
nação da atividade enzimática, ao mesmo tempo em que se reco- 
nhece a aplicação da mesma relação a outros métodos de quantifi- 
cação.) Tendo em vista que a concentração de um produto pode ser 
quantificada por meio da medida de sua absorbância, então AP/At œ 
AA/At. A fórmula exata para determinação da atividade enzimática 
a partir da determinação de AP/At é dada pela equação 20.41. Nessa 
equação, € é o coeficiente de absortividade molar do composto e b 
é o comprimento da trajetória da luz que atravessa a amostra (ver 
no Cap. 4 uma discussão detalhada sobre espectroscopia de absor- 
ção). Caso a absortividade molar do produto seja conhecida, então 
a equação pode ser utilizada diretamente para determinar a ativi- 
dade enzimática, uma vez que todos os demais fatores envolvidos 
são especificados como parte das condições de reação. Por exemplo, 
um indicador comumente empregado na enzimologia clinica é o 
NADH, que apresenta intensa absorção máxima a 340 nm, enquanto 
o NAD” não absorve luz nesse comprimento de onda. O coeficien- 
te de absortividade molar para o NADH é 6,22 x 10º L mol”! cm". 
Se a absortividade molar do produto não for conhecida, poderá ser 
determinada pela representação gráfica de AA/At sobre o eixo y, com 
a atividade conhecida dos calibradores enzimáticos sobre o eixo x. 


Atividade da enzima = AA/At x 1/e x 1/b x (volume 

total/volume da amostra) (20.41) 

Como discutido anteriormente, para determinar a atividade enzi- 
mática de uma amostra, é necessário projetar um sistema quantitativo 
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em que a reação ocorra a uma cinética de ordem zero. A princípio, 
discutiu-se que diante uma concentração de substrato >> Kp a rea- 
ção é de ordem zero com relação ao substrato, e a velocidade da reação 
é igual a V nsx Em tais condições, a velocidade da reação é diretamente 
proporcional à quantidade total de enzima presente na amostra. Com 
um sistema de ensaio cinético para enzimas, a velocidade da reação 
é determinada medindo-se a alteração da concentração de produto 
por unidade de tempo, conforme ilustra a Figura 20.13. A inclinação 
da reta (AA/At) está diretamente relacionada à atividade da enzima 
encontrada nas regiões lineares do gráfico. Em uma reação enzimáti- 
ca, observa-se tipicamente a ocorrência de uma fase de retardo após a 
mistura dos reagentes à amostra, no momento em que acontecem as 
reações preliminares e a mistura da amostra. A absorbância inicial da 
amostra baseia-se na absorbância devida aos reagentes e à amostra e, 
para fins de interpretação da atividade enzimática, considera-se que 
seja igual a “zero. Uma vez iniciada a reação, instala-se um período 
cuja representação gráfica é uma reta. Nesse momento, a reação é de 
ordem zero e é possível determinar a atividade enzimática. À medi- 
da que a reação prossegue, o substrato é utilizado e sua concentração 
diminui a níveis próximos ao K,,. Em um dado momento, a reação se 
torna de primeira ordem e passa a ser afetada tanto pela quantidade 
de substrato (que não é constante) quanto pela atividade enzimática. 
Nesse ponto, a velocidade da reação deixa de refletir apenas a quanti- 
dade de enzima existente na amostra. Com auxílio de instrumentos 
modernos e automatizados, a representação gráfica desses eventos 
torna-se desnecessária. Tais aparelhos realizam medidas simples de 
(AA/At) em diversos momentos específicos, durante um período em 
que a cinética é tipicamente de ordem zero. Em seguida, verificam se a 
alteração de (AA/At) permanece a mesma ao longo de todo o período 
analisado. Caso seja detectada uma diminuição de (AA/At), o apare- 
lho transmite um código de linearidade, apontando a necessidade de 
diluir a amostra. 


Outros fatores que afetam a atividade enzimática 


Temperatura 


As velocidades das reações catalisadas por enzimas são extrema- 
mente sensíveis a alterações da temperatura. Para garantir a acurácia, 
a temperatura da mistura da reação não deve apresentar um desvio 
maior que + 0,1°C em relação à temperatura pré-estabelecida. De 
uma forma geral, cada aumento de 10°C na temperatura provoca uma 
elevação de aproximadamente duas vezes da atividade enzimática, 
embora ela varie de acordo com a enzima. O uso de temperaturas 
elevadas proporciona reações mais velozes e melhora a sensibilidade 
do ensaio — uma vantagem nos casos em que a atividade enzimáti- 
ca é baixa. Temperaturas mais baixas aumentam o limite linear do 
ensaio e requerem, assim, diluições menores. Nos instrumentos mais 
modernos, a escolha da temperatura é governada pelas capacidades do 
equipamento. Há um limite de aumento da temperatura que pode ser 
aplicado. A maioria da enzimas sofre desnaturação e se torna inativa 
com a elevação da temperatura. Por exemplo, a CK começa a sofrer 
quebras a 37°C, enquanto a amilase começa a sofrer desnaturação a 
45°C. Algumas enzimas permanecem estáveis a temperaturas extre- 
mamente altas. A Taq polimerase, discutida no Capitulo 67, é utilizada 
na reação em cadeia da polimerase (PCR, polimerase chain reaction) e 
permanece estável a 95°C. 


pH 

As enzimas apresentam atividade máxima em um dado pH ideal. 
Em geral, nas condições em que ocorre a reação, o pH é escolhido com 
base naquele em que a enzima apresenta a maior atividade. Essa esco- 
lha nem sempre é importante. Algumas enzimas apresentam atividade 
máxima diante de uma faixa de pH bastante ampla e, assim, pequenas 
alterações do pH não acarretam mudanças apreciáveis em sua ativida- 
de. Por exemplo, a ALP apresenta atividade máxima em pH de 9 a 10. 
Em certos casos, particularmente quando se trata de enzimas que pos- 
suem múltiplas isozimas, a escolha do pH representa um compromis- 
so, uma vez que as diversas isozimas podem exibir atividade máxima 
em diferentes pHs. Nessa situação, o pH da reação é selecionado a fim 
de permitir a análise de todas as isozimas envolvidas. 
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Figura 20.13 A atividade enzimática pode ser calculada a partir de um gráfico de 
absorbância versus tempo, no monitoramento de uma reação catalisada por enzima. 
Quando reagentes e soro são misturados, é possível que exista um período no 

qual ocorrem reações de mistura e quaisquer reações químicas preliminares. Esse 
período é denominado período de retardo (fase lag). Seguindo-se a esse período, 

a reação prossegue a uma cinética de ordem zero (V.,,;,). Nesse momento, a taxa 
de aparecimento do produto (conforme determinada a partir da inclinação da 

reta, AA/At) é diretamente proporcional à atividade da enzima presente no meio. 
Conforme a reação continua e o substrato é depletado, a velocidade da reação 
acaba se tornando menor que V,,;, e o gráfico deixa de ser linear. A essa altura, 

a reação já não apresenta cinética de ordem zero com relação ao substrato. A 
velocidade de reação passa a ser dependente da quantidade de substrato (cuja 
concentração está em declínio) e da quantidade de enzima presente, de modo que 
se torna difícil calcular a quantidade de enzima ainda existente. (De Dufour DR: 
Enzyme kinetics. In Dufour DR [ed.]: Professional Practice in Clinical Chemistry: 
A Companion Text. Washington, DC, American Association for Clinical Chemistry, 
1999, p. 8-1, com permissão.) 


Concentração de sal e proteinas 

A força iônica das soluções afeta a atividade enzimática. Se a força 
iônica for demasiadamente intensa, a atividade enzimática diminui. 
A atividade de muitas enzimas também é afetada pela concentração 
de proteínas. Quando a atividade da enzima encontra-se nos limites 
lineares do ensaio, a diluição do plasma tipicamente requer o uso 
de “diluentes de enzimas” que contenham proteínas plasmáticas. Há 
cerca de 70 g de proteína por litro de plasma humano, contudo a urina 
normal quase não contém proteínas. O uso da albumina, entre outras, 
aumenta a atividade da amilase urinária e padroniza sua quantificação. 
Em soluções isentas de proteínas, as enzimas perdem rapidamente sua 
atividade, seja por desnaturação, seja por adsorção nas paredes do 
tubo de ensaio. 


Inibidores e interferências 


Em geral, as enzimas são quantificadas em amostras de soro. O plas- 
ma heparinizado geralmente é considerado uma amostra equivalente 
ao soro para a maioria das análises de rotina, porém o mesmo não 
é válido para os ensaios enzimáticos. A heparina inibe a atividade de 
algumas enzimas, notavelmente a amilase e a aspartato aminotrans- 
ferase (AST) (apenas em alguns métodos). Utilizado em tubos de 
coleta a vácuo para testes de coagulação e como conservante de pro- 
dutos do sangue, o citrato se complexa a cátions divalentes. Amostras 
que contêm citrato podem fornecer resultados falsamente baixos em 
determinações enzimáticas, como no caso da CK e da ALP. O ácido 
etilenodiaminotetraacético (EDTA) e o fluoreto inibem a atividade 
de muitas enzimas e, virtualmente, jamais devem ser utilizados para 
amostras destinadas a análises enzimáticas. A única exceção constitui 
a quantificação de renina, em que o EDTA inibe a ação de enzimas que 
convertem a pró-renina em enzima ativa (renina) e evita artefatos que 
aumentam a atividade da renina. 


Técnicas baseadas em anticorpos 
para quantificação de enzimas 


Como já mencionado brevemente, os imunoensaios podem ser 
empregados para quantificar o conteúdo de proteínas enzimáti- 
cas. Mais comumente, são utilizados para quantificar uma isozima, 


simplificando sua determinação. Tais ensaios, de um modo geral, 
são menos afetados pelos fatores que afetam a atividade enzimá- 
tica, além de serem frequentemente mais precisos. No entanto, a 
determinação do conteúdo de enzimas pode ser variável, depen- 
dendo dos reagentes utilizados. Muitas vezes, os calibradores levam 
a resultados diferentes de atividade em massa, quando se compa- 
ram diferentes métodos. Alguns exemplos são a isozima MB da 
CK, a isozima pancreática da amilase, as isozimas prostática e óssea 
da fosfatase ácida (ACP) e a isozima óssea da ALP. Os anticorpos 
podem igualmente ser empregados na inibição ou ligação seletiva 
de subunidades enzimáticas particulares. Essa abordagem permite 
que os dados referentes às quantificações totais e de isozimas sejam 
expressos com as mesmas unidades. Por exemplo, anticorpos para 
subunidades CK-M inibem metade das isozimas CK-MB e todas 
as isozimas CK-MM. A determinação da atividade de CK de uma 
amostra, após incubação com anticorpos anti-M, pode ser utili- 
zada para estabelecer a atividade das subunidades não M da CK. 
Os anticorpos também podem ser empregados como anticorpos 
de “captura”, para separar uma dada isozima de outras formas da 
mesma enzima, seguida da determinação da atividade enzimática. 
Exemplos de tais ensaios de captura são os testes para detecção da 
isozima óssea da ALP, e de isozimas de ACP presentes no osso e na 
próstata. Algumas enzimas circulantes estão ligadas a antiproteases, 
a exemplo do antígeno específico da próstata (PSA) (ver Cap. 74), da 
ot,-antiquimotripsina ou da tripsina e Q-antitripsina. Os anticor- 
pos podem diferir quanto à capacidade de quantificar formas livres 
e ligadas. Algumas enzimas também se ligam à o@,-macroglobulina, 
como o PSA (Otto, 1998) e a ACP (Brechme, 1999). A enzima ligada 
a essa antiprotease geralmente está inativada e não pode ser quanti- 
ficada pela maioria dos imunoensaios, uma vez que o sítio de liga- 
ção permanece inacessível ao reconhecimento pelos anticorpos. Por 
fim, do mesmo modo que outros tipos de imunoensaios, a quantifi- 
cação das enzimas por imunoensaio pode apresentar interferências 
causadas por outras substâncias que se ligam aos anticorpos reagen- 
tes, como os anticorpos heterófilos (Sosolik, 1997) e o fator reuma- 
toide (Dasgupta, 1999). 


Enzimas específicas 


Inúmeras enzimas são clinicamente úteis no reconhecimento e 
monitoramento de certos processos patológicos. Muitas são dis- 
cutidas em outros capítulos deste livro. No Capítulo 14 são dis- 
cutidas as enzimas encontradas no soro e na urina, utilizadas no 
reconhecimento de doenças renais. As enzimas envolvidas no meta- 
bolismo ósseo são abordadas no Capítulo 15. As enzimas úteis ao 
reconhecimento de doenças hepáticas são mencionadas no Capítulo 
21. O Capítulo 22 trata das enzimas pancreáticas, enquanto as enzi- 
mas e demais proteínas úteis no diagnóstico de doenças cardíacas 
são abordadas no Capítulo 18. Por fim, as deficiências enzimáticas 
que produzem anemia hemolítica são resumidas no Capítulo 31. No 
presente capítulo, são abordados aspectos gerais referentes às enzi- 
mas que possuem utilidade clínica e, especificamente, discute-se os 
marcadores da lesão muscular. Diversas enzimas tratadas em outros 
capítulos (amilase, G6PDH, lipase e piruvato quinase) não são dis- 
cutidas aqui. 

O padrão de alterações enzimáticas muitas vezes ajuda a indicar a fonte 
de uma lesão. Em alguns casos, as isozimas são relativamente especifi- 
cas para um determinado órgão, de modo que a identificação de qual 
enzima encontra-se elevada pode apontar o órgão lesionado. Quando 
se trata de enzimas que não possuem isozimas com especificidade teci- 
dual, a quantidade relativa de diferentes enzimas encontradas no plas- 
ma fornece evidências acerca do tipo de órgão que apresenta lesão. Por 
exemplo, as enzimas LDH, AST e ALT são detectadas em muitos órgãos, 
porém suas concentrações relativas em cada um deles podem ser dife- 
rentes (Tab. 20.6). Se os níveis de LDH estiverem acentuadamente altos, 
enquanto os de AST e ALT apresentarem um aumento discreto, a elevada 
proporção LDH/AST pode sugerir a existência de lesão em um órgão ou 
tecido (envolvendo, por exemplo, eritrócitos, leucócitos ou tumores). Por 
outro lado, se os níveis de AST e ALT estiverem altos, mas a concentra- 
ção de LDH estiver apenas discretamente aumentada, a baixa proporção 
LDH/AST é indicativa de uma lesão hepática. 


Tabela 20.6 Quantidades relativas de enzimas em vários órgãos (em 
relação ao soro)” 


AST’ ALT LDH CK 
Fígado 7.000 3.000 700 
Rim 4.500 1.200 500 10 
Cérebro 1.700 
Baço 700 150 
Coração 8.000 500 600 5.000-8.000 
Músculo esquelético 5.000 300 700 20.000-30.000 
Músculo liso 300-600 


Eritrocitos 15 7 500 0 


* A quantidade relativa é calculada dividindo-se a atividade da enzima no tecido (em UI/ 
kg de tecido) pelo limite superior do intervalo de referência para a atividade plasmática da 
enzima (em UI/L), considerando 1 L de plasma = 1 kg. Tendo em vista que os dados são 
provenientes de múltiplas publicações, as quantidades relativas entre as enzimas podem ser 
aproximadas. Entretanto, a quantidade relativa de uma única enzima em cada tecido é uma 
medida acurada. 


! Conteúdo total nas células; quantidades variáveis representam a isozima mitocondrial, a 
qual atinge o soro apenas em pequenas concentrações. 


AST = aspartato transaminase; ALT = alanina transferase; LDH = lactato desidrogenase; 
CK = creatina quinase. 


Fosfatase ácida (EC 3.1.3.2) 


Bioquímica e fisiologia 

As ACPs pertencem à classe enzimática das hidrolases (Tab. 20.1) e 
ocorrem sob a forma de várias isozimas que apresentam uma função 
enzimática em comum (a quebra hidrolítica dos monoésteres de fos- 
fato). Todas apresentam atividade ideal em pH abaixo de 7,0. Possuem 
certo grau de especificidade tecidual (são detectadas em maior con- 
centração na próstata, fígado, baço e osso). Suas principais formas são 
codificadas por genes distintos e também possuem pesos e estruturas 
moleculares distintos, além das diferenças relativas à inibição do tar- 
tarato (Moss, 1995). As ACPs lisossômicas, prostáticas, eritrocitárias, 
macrofágicas e osteoclásticas representam cinco tipos importantes 
encontrados em seres humanos. Normalmente, são encontradas no 
soro em baixas concentrações (Moss, 1999; Bull, 2002). A atividade 
da ACP eritrocitária pode ser distinguida das demais isozimas de ACP, 
pois pode ser inibida por soluções de formaldeído a 2%, bem como de 
sulfato cúprico a 1 mM. Essa característica contrasta com as demais 
isozimas, que não são inibidas por tais agentes. Além disso, a ACP eri- 
trocitária não é inibida por soluções de tartarato a 20 mM, enquanto 
as outras isoformas são. É importante notar a presença da fosfatase 
ácida resistente ao tartarato (TRAP, tartrate-resistant acid phosphata- 
se) em certos tipos de leucemias crônicas e em alguns linfomas, prin- 
cipalmente na leucemia de células pilosas, como descrito no Capítulo 
32, sobre distúrbios leucocíticos. 


Intervalos de referência e variação pré-analítica 

Os valores de referência dependem da idade, sexo e status hormonal 
(em mulheres). Os valores para ACP total e TRAP são elevados em 
crianças e aumentam durante a primeira década de vida, atingindo 
valores de pico na adolescência que equivalem a 3 a 4 vezes os níveis 
detectados em adultos. Tais alterações ocorrem paralelamente às 
alterações dos níveis de ALP (Chen, 1979). Nos últimos anos da ado- 
lescência, a concentração das enzimas cai e atinge os valores comu- 
mente observados em indivíduos adultos, mantendo-se constante até 
aproximadamente os 80 anos de idade, em ambos os sexos. Homens 
e mulheres normais, com até 55 anos de idade, apresentam os mes- 
mos valores de referência para ACP. Os níveis de ACP total e TRAP 
aumentam nas mulheres após a menopausa (Schiele, 1988) bem 
como mediante uso de acetato de depo-medroxiprogesterona antes da 
menopausa (Mukherjea, 1981). 

A atividade enzimática da ACP é instável no pH normal do plasma. 
As amostras de soro devem ser acidificadas para evitar a perda de ati- 
vidade de ACP (Theodorsen, 1985). O efeito do pH da amostra não é 
tão consistentemente observado nos imunoensaios para ACP prostática 
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as amostras destinadas a testes para ACP, porém ainda não está claro se 
esse procedimento é realmente essencial (Panteghini, 1992). 

A meia-vida da PACP é de cerca de 1 a 3 horas (Wadstrom, 1985). A 
variação da ACP que ocorre de um dia a outro é relativamente alta. No 
caso da isozima prostática, a média dessa variação é 30% (Maatman, 
1993), embora possa chegar a 100% em pacientes com carcinoma de 


próstata (Brenckman, 1981). A média da variação para a isozima óssea 
é de cerca de 35% (Panteghini, 1995). 


Quantificação 

A ACP total costuma ser quantificada com base em sua capacidade 
de clivar grupos fosfato em pH ácido. Em geral, o teste é empregado 
para determinação da concentração sérica de PACP no diagnóstico 
ou monitoramento do adenocarcinoma da próstata. Vários substra- 
tos e diversas condições foram empregadas para quantificar a ativi- 
dade enzimática com maior especificidade. Alguns exemplos são a 
timolftaleína monofosfato e o a-naftil fosfato. Níveis elevados de 
bilirrubina resultam na detecção de valores falsamente baixos de ativi- 
dade de TRAP, contudo não afetam a ACP total (Alvarez, 1999). 

As isozimas de ACP podem ser separadas por eletroforese. Todavia, 
em geral há pouco interesse nas isozimas, com exceção das variantes 
prostática e óssea. Foram desenvolvidos imunoensaios (Moss, 1999; 
Bull, 2002) para detecção dessas duas isozimas de ACP. A PAPC 
encontra-se amplamente disponível. 


Causas de resultados anormais 

A principal causa de aumento dos níveis de ACP é a doença prostática. 
Com o desenvolvimento da técnica de detecção do PSA (ver Cap. 74),0 
uso dos testes para ACP no câncer da próstata perdeu popularidade. No 
início desse câncer, a sensibilidade da ACP é inferior à do PSA (Burnett, 
1992). Tanto a ACP quanto o PSA encontram-se aumentados em uma 
parcela significativa dos pacientes com hiperplasia benigna da prósta- 
ta (Salo, 1990) ou infarto prostático. Por esse motivo, a ACP tornou- 
se pouco útil na triagem do câncer de próstata (Kaplan, 1985). Quase 
todos os pacientes com câncer de próstata e elevação dos níveis de ACP 
apresentam extensão extracapsular ou metástases (Salo, 1990; Burnett, 
1992), de modo que a concentração elevada de ACP pode fornecer infor- 
mações úteis acerca do estadiamento desse pacientes. Ocasionalmente, 
a elevação da PACP pode ter outras causas. Assim, uma obstrução do 
trato urinário/retenção urinária aguda pode provocar elevação dos 
níveis de ACP (Collier, 1986). Uma extensiva massagem prostática, infla- 
mação, infarto/isquemia da próstata e manipulações prostáticas, como 
a obtenção de biópsia com agulha e citoscopia, também podem causar 
um aumento transitório dos níveis séricos de PACP. Os testes devem ser 
realizados antes de qualquer procedimento. 

Após o tratamento cirúrgico do câncer da próstata, os níveis de 
ACP caem mais rapidamente que os de PSA (Price, 1991), e devem se 
tornar indetectáveis após a total ressecção do tumor. Como o PSA é 
uma proteína dependente de andrógenos, a terapia com deprivação de 
andrógenos leva à diminuição de sua produção, mas não afeta a sín- 
tese de ACP (Price, 1991; Narayan, 1995), sugerindo que a ACP pode 
ter utilidade no monitoramento de pacientes submetidos a esse tipo 
de tratamento. 

Há muitos anos a ACP tem sido utilizada em casos de suspeita de 
estupro. O líquido coletado da vagina com auxílio de um cotonete for- 
nece resultado positivo no teste de detecção de ACP, caso haja sêmen 
na amostra, desde que seja empregado um líquido estabilizador com 
pH acídico (Ricci, 1982). Os valores de pico em geral são detectados 
nas primeiras 12 horas, permanecendo elevados por até 4 dias. 


Fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1) 


Bioquímica e fisiologia 

Assim como a ACP, as ALPs constituem uma classe enzimática 
de hidrolases (Tab. 20.1). A ALP encontrada no sistema canalicular 
(biliar) será discutida no Capítulo 21, que trata da função hepática. 
As ALPs representam uma família de enzimas codificadas por genes 
diferentes. Seu papel fisiológico ainda precisa ser esclarecido. As isofor- 
mas de ALP mais abundantes no plasma são codificadas por um único 


gene, localizado no cromossomo 1. Esse gene produz isozimas (por 
vezes denominadas inespecíficas) sem especificidade tecidual, que são 
encontradas no rim, fígado e ossos, diferindo entre si quanto às cadeias 
laterais de carboidrato. Outros dois genes, localizados no cromossomo 
2, codificam ALPs de origem placentária e intestinal. Ainda, outro gene 
também localizado nesse mesmo cromossomo codifica a chamada 
isozima da célula germinativa ou de origem plancentária-símile, que 
apresenta certas semelhanças com a isozima da placenta. Nas células, a 
ALP encontra-se primariamente ligada às membranas celulares, onde 
parece estar envolvida na clivagem de compostos que contêm fósforo 
e pode atuar facilitando a movimentação de diversas substâncias por 
meio dessas estruturas. Os hepatócitos produzem a ALP hepática que, 
por sua vez, encontra-se fixa à superfície canalicular dessas células. Os 
osteoblastos produzem a ALP óssea, que parece estar envolvida na cli- 
vagem do pirofosfato — um inibidor da mineralização óssea. As célu- 
las epiteliais intestinais produzem a ALP intestinal, que é liberada no 
intestino após a ingestão de alimentos ricos em gordura. 

Aparentemente, diferentes mecanismos estão envolvidos na libera- 
ção da ALP pelas células e, como resultado, surgem as diversas formas 
da enzima no plasma. Diante de uma lesão hepática, embora a síntese 
de ALP aumente, os ácidos biliares dissolvem os fragmentos de mem- 
brana celular canalicular nos quais as enzimas estão fixas (incluindo 
ALP, GGT, leucina aminopeptidase e 5-NT) (Moss, 1997). Por um 
lado, se no soro normal tipicamente se observa apenas uma única 
isoforma de ALP (hepática ou óssea), na doença hepatobiliar são 
detectados tanto o produto normal quanto a forma ligada à mem- 
brana (alto peso molecular) e acoplada à lipoproteína (Wolf, 1994). A 
isozima intestinal da ALP é liberada em grande quantidade no líqui- 
do duodenal (Deng, 1992), e uma quantidade significativa entra no 
líquido linfático, drenando o trato intestinal logo após as refeições 
(Reynoso, 1971). Entretanto, uma boa parte das isozimas parece se 
ligar aos antígenos ABO dos eritrócitos (Bayer, 1980). Desse modo, 
somente pequenas quantidades chegam ao plasma, exceto em indi- 
víduos que possuem tanto o gene secretor quanto uma grande con- 
centração de substância H (grupos O ou B), nos quais pode haver 
uma elevação dos níveis de ALP para até 30 UI/L após uma refeição 
(Domar, 1993). Os níveis de ALP também estão aumentados em indi- 
víduos pertencentes aos grupos O ou B, em comparação aos indiví- 
duos dos grupos A e AB (Agbedana, 1996). Essa discrepância se deve 
as diferenças relativas aos níveis de ALP intestinal (Domar, 1993). 
Curiosamente, a concentração de ALP placentária está diminuída 
em mulheres grávidas que pertencem aos grupos sanguíneos A e AB 
(Ind, 1994). 

A meia-vida das isozimas de ALP difere de maneira significativa. 
Por esse motivo, torna-se necessário saber qual isozima está aumen- 
tada, para avaliar a taxa de depuração: intestinal, minutos; óssea, 
1 dia; hepática, 3 dias; e placentária, 7 dias. À variação de uma dia 
a outro no conteúdo de ALP total é de aproximadamente 5 a 10%, 
embora a isozima óssea mostre uma variabilidade de 20%. 


Intervalos de referência e variação pré-analítica 


Os intervalos de referência para a ALP são altamente dependentes 
da idade e do sexo (Tab. 20.7). Durante a infância, os níveis sobem 
de forma gradual ao longo de toda a primeira década até alcançarem 
o pico, com valores equivalentes a 3 a 4 vezes os níveis normalmen- 
te detectados em adultos, sendo maiores nos meninos. Tais valores 
aumentados em crianças se devem à isozima óssea. Depois que o pico 
é atingido no início da adolescência, os valores passam a cair de modo 
gradativo até chegarem aos níveis encontrados nos adultos, ao redor 
dos 20 anos de idade, quando se tornam semelhantes em homens e 
mulheres até os 50 anos de idade. Após a menopausa, os níveis de iso- 
zima óssea aumentam discretamente nas mulheres, provocando a ele- 
vação dos limites de referência após os 50 anos de idade. Esses limites 
são 15% mais altos em homens afro-americanos e 10% mais altos em 
mulheres afro-americanas (Manolio, 1992). A gravidez faz com que a 
concentração de ALP aumente 2 a 3 vezes, principalmente em virtude 
da da isozima placentária, mas também por causa da isozima óssea 
(Valenzuela, 1987). 

Há também inúmeros fatores distintos que afetam os níveis de ALP. 
Um elevado índice de massa corporal (IMC) está associado a um 
aumento médio de 10% do conteúdo de ALP (Salvaggio, 1991). O uso 


Tabela 20.7 Níveis relativos de enzimas, por sexo, em relação a adultos 
jovens do sexo masculino (1,0)* 


Enzima Idade/ 8 12 16 22 30 40 50 60 
sexo 
Aspartato Masc. 0,75 0,86 0,82 1,00 1,16 1,26 1,21 1,11 
aminotransferase Fem. 0,73 0,80 0,69 0,89 0,89 1,01 0,77 0,96 
Alanina Masc. 1,14 1,09 0,89 1,00 1,03 1,11 1,06 0,83 
aminotransferase Fem. 1,11 0,89 0,83 0,75 0,75 0,75 0,72 0,83 
Fosfatase Masc. 3,61 4,76 4,48 1,52 1,00 1,00 0,95 0,95 
alcalina Fem. 3,14 4,10 2,52 0,81 0,86 0,76 1,00 1,38 
y-glutamil Masc. 0,25 0,29 0,37 0,62 1,00 1,07 1,16 0,99 
transferase Fem. 0,24 0,28 033 0,38 0,52 0,58 0,90 1,09 


* Resultados expressos como limites de referência superiores, em forma de fração dos 
limites de referência superiores para jovens saudáveis do sexo masculino. 


Dados de Siest G, Henry J, Schiele F, Young DS: Interpretation of Clinical Laboratory Tests: 
Reference Values and Their Biological Variation, Foster City, CA, Biomedical Publications, 1985. 


de contraceptivos orais causa uma diminuição da concentração de ALP 
de, em média, 20% (Dufour, 1998; Schiele, 1998). Já os derivados do 
ácido fíbrico promovem uma diminuição de 25% no conteúdo total de 
ALP, e de 40% no conteúdo de isozima hepática (Day, 1993). Agentes 
antiepilépticos comumente levam ao aumento da ALP total, sobretu- 
do por elevarem a concentração da isozima hepática. Todavia, em cer- 
tos casos, os níveis de isozima óssea também podem sofrer elevação 
(Nijhawan, 1990). O tabagismo provoca um aumento médio de 10% no 
conteúdo total de ALP, em decorrência da produção pulmonar de uma 
variante similar à isoforma placentária da enzima (Kallioniemi, 1987). 
Transfusões de sangue e desvio cardiopulmonar reduzem os níveis de 
ALP, frequentemente a ponto de torná-los baixos (Kyd, 1998). Esse efei- 
to pode ser decorrente da quelação pelo citrato dos cátions necessários. 


Quantificação 

Apesar de existirem incontáveis métodos, a atividade da ALP costuma 
ser determinada utilizando-se p-nitrofenil fosfato como substrato em 
pH alcalino. Vários tampões são empregados para ligação dos grupos 
fosfato; como o fosfato inorgânico (bem como alguns ânions) inibe a 
ALP, esse procedimento aumenta a atividade. O zinco é um componente 
da enzima, enquanto o magnésio e outros cátions a ativam. Os agentes 
quelantes presentes nos tubos de coleta (como EDTA, citrato e oxalato) 
reduzem falsamente a atividade da ALP. No caso do EDTA, a ativida- 
de da enzima com frequência se torna baixa demais para ser medida. 
Durante o armazenamento, observa-se um discreto aumento da ativi- 
dade em decorrência da perda dos inibidores, no entanto as amostras 
permanecem relativamente estáveis a 4°C, por até 1 semana. 

Inúmeros métodos têm sido empregados para separar as isozimas 
da ALP. A inibição pela fenilalanina reduz a reatividade das isozimas 
intestinais e placentárias, enquanto a levamisola inibe as isozimas 
ósseas e hepáticas. Os ensaios de inibição são pouco reproduziveis e, 
assim, raramente utilizados. O fracionamento por aquecimento tem 
sido utilizado há muitos anos para determinar a fonte de elevação dos 
níveis de ALP total. A isozima mais estável diante do calor é a ALP 
placentária (e também das células germinativas), enquanto a isozima 
hepática apresenta estabilidade moderada e a isozima óssea é a mais 
sensível ao calor. Para obter resultados confiáveis, é essencial utilizar 
padrões de composição conhecida e exercer um controle cuidadoso 
tanto da temperatura quanto do tempo. Por esses motivos, a separa- 
ção eletroforética vem sendo empregada há vários anos. À eletroforese 
padrão em gel de agarose e acetato de celulose não é capaz de resolver 
completamente as isozimas ósseas e hepáticas, tornando-as inconve- 
nientes a ensaios que não sejam os qualitativos. Uma vez que a dife- 
rença entre essas isozimas reside em suas cadeias laterais de carboidra- 
to, o uso de neuraminidase (para remover o ácido siálico) e lectina de 
germe de trigo (para ligar outras isozimas) melhora a separação das 
formas óssea e hepática, permitindo sua quantificação. A eletroforese 
de alta resolução em gel de poliacrilamida e a focalização isoelétrica 
são capazes de resolver bandas múltiplas de ALP. Há imunoensaios 
comercialmente disponíveis para as isozimas óssea e placentária da 


ALP. Os ensaios para isozimas ósseas costumam mostrar algum grau 
de reatividade cruzada com a isozima hepática, enquanto os ensaios 
destinados à isozima placentária apresentam reatividade cruzada em 
graus variáveis com a isozima da célula germinativa. 


Causas de resultados anormais 

As causas mais comuns de aumento dos níveis de ALP são as doen- 
ças hepáticas e ósseas. As causas hepáticas da elevação da ALP serão 
discutidas com maior detalhamento no Capítulo 21. A elevação dos 
níveis da enzima é provocada por distúrbios causadores de colestase 
com mais frequência do que por distúrbios hepatocelulares. As cau- 
sas da elevação dos níveis de ALP óssea são discutidas de forma mais 
aprofundada no Capítulo 15. O aumento da atividade osteoclástica 
na doença de Paget, osteossarcoma, tumores que produzem metásta- 
ses ósseas e doenças envolvendo o metabolismo ósseo são os fatores 
que mais levam ao aumento dos níveis da isozima óssea. Em certas 
ocasiões, os pacientes podem apresentar elevação da concentração de 
ambas as isozimas — óssea e hepática —, sobretudo em casos de car- 
cinoma metastático. Aumentos acentuados e transitórios da ALP são 
raros e, em geral, ocorrem em crianças e após doenças triviais. Em tais 
situações, os níveis da enzima podem chegar a vários milhares de UI/L 
e persistir durante semanas ou meses (Steinherz, 1984). 

É possível que haja aumento dos níveis de ALP em pacientes com 
infarto intestinal, inflamação e ulceração. Aumentos que envolvem 
as concentrações de variantes similares à isozima placentária (como 
Regan e Nagao) são comumente detectados em pacientes que apresen- 
tam malignidades (cervical, do ovário, pulmão, mama, cólon, pâncre- 
as) e decorrem da produção ectópica por parte do neoplasma. 

Conforme já mencionado, os níveis de ALP podem cair de modo tran- 
sitório após a realização de transfusões de sangue ou desvio cardiopul- 
monar. Quedas severas e prolongadas são detectadas na hipofosfatasia 
— um raro distúrbio herdado que envolve o metabolismo ósseo (Whyte, 
1996). A diminuição da concentração de ALP também pode ser obser- 
vada, entre outras condições, na deficiência de zinco, uma vez que esse 
bioelemento é um cofator necessário à atividade da enzima. 

Conforme discutido no Capítulo 74, com relação aos marcadores 
tumorais, a ALP placentária detectada no soro e no LCE (líquido cere- 
brespinal) é útil como marcador tumoral na maioria dos tumores de 
células germinativas. 


Enzima conversora de angiotensina (EC 3.4.15.1) 


Bioquímica e fisiologia 

A enzima conversora de angiotensina I (ACE, angiotensin I-converting 
enzyme), também conhecida como peptidil-dipeptidase A, pertence a 
classe enzimática das hidrolases (Tab. 20.1) e geralmente está envolvi- 
da na hidrólise de ligações peptídicas na extremidade C-terminal livre, 
liberando um dipeptídio na reação. Contudo, também pode atuar como 
endopeptidase ou aminopeptidase. É responsável pela conversão da 
angiotensina I em angiotensina II (no sistema renina-angiotensina- 
aldosterona), bem como pela inativação da bradicinina (no sistema 
calicreina-cinina). Por meio desses sistemas, a ACE modula a resistência 
vascular periférica e as funções renal e cardiovascular. Embora sua ação 
catalítica seja um pouco inespecifica in vitro, somente a angiotensina I, 
a bradicinina e o peptídio hemorregulador Ac-DSKP são seus substra- 
tos definidos in vivo (Macours, 2004). 

A ACE é constituída por uma única cadeia polipeptídica que con- 
tém dois sítios catalíticos de ligação ao zinco, sendo homólogos (a 
ACE é uma metaloprotease do zinco). Sua atividade enzimática é 
perdida quando o zinco é ligado por uma agente quelante, como 
EDTA, ou substituído por um cátion diferente. Nas células, a ACE 
é uma proteína transmembrana que possui um longo domínio ami- 
noterminal extracelular, um domínio transmembrana hidrofóbico 
muito curto e um pequeno domínio carboxiterminal intracelular. 
A molécula ligada à célula é referida como ACE tecidual. Os dois 
sítios catalíticos estão localizados no domínio extracelular. Um deles 
situa-se próximo à porção aminoterminal e o outro, mais próximo 
à porção carboxiterminal. A enzima funcional é solta da membrana 
celular por clivagem proteolítica e, no meio extracelular, constitui a 
ACE circulante. 
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A maior parte da ACE encontra-se associada aos tecidos (> 90%), 
sendo detectada em concentração bem menor no plasma. A ACE é pre- 
dominantemente encontrada nas membranas das células endoteliais 
ao longo de todo o corpo. Os pulmões e os testículos são particular- 
mente ricos em ACE. O leitor pode encontrar informações acerca da 
biologia e estrutura da ACE na literatura (Dzau, 2002; Macours, 2004). 
Aparentemente, existem duas formas distintas de ACE: uma somática 
(sACE) e outra menor, encontrada nos testículos (tACE). Um único 
gene codifica ambas as formas, utilizando promotores alternativos. A 
sACE é encontrada em muitos tecidos e possui dois sítios ativos (como 
descrito anteriormente), enquanto a tACE possui apenas um sítio ativo 
C-terminal e é encontrada exclusivamente nos testículos. Apesar de 
ambos os sítios ativos de sACE necessitarem de íon zinco, suas proprie- 
dades bioquímicas não são idênticas (Dzau, 2002; Macours, 2004). 


Intervalos de referência e variação pré-analítica 

A atividade da ACE é maior em crianças do que em adultos. Durante a 
adolescência, os valores são mais altos nos meninos (Beneteau-Burnat, 
1990), caindo gradualmente até atingirem os valores detectados nos 
adultos ao redor dos 18 anos de idade. Homens e mulheres apresen- 
tam os mesmos valores, embora nem todos os estudos mostrem esse 
padrão. Aparentemente, a ACE é eliminada pelo fígado. Sua meia-vida 
no plasma é de cerca de 48 horas. A média da variação de um dia a 
outro é inferior a 10%, e não há variação diurna (Thompson, 1986). 

Existem ainda vários fatores que afetam os níveis de ACE. Fumantes 
apresentam cerca de 30% menos atividade de ACE do que indivíduos 
não fumantes ou fumantes que pararam de fumar a pelo menos 10 
anos (Ninomiya, 1987). O hormônio da tireoide estimula a síntese 
de ACE. Na pós-menopausa, a reposição de estrógenos provoca uma 
queda de 20% na atividade da ACE sérica (Proudler, 1995). Em algu- 
mas famílias raras, falta um inibidor endógeno da atividade da ACE e, 
em consequência, os níveis séricos de ACE são notavelmente elevados 
(Luisetti, 1990). 


Quantificação 

A ACE é tipicamente quantificada por sua capacidade de clivar 
peptídios sintéticos, liberando ácido hipúrico ou outras moléculas 
indicadoras. Amostras de LCE requerem uma modificação do ensaio, 
pois apresentam atividade de ACE bem menor (Oksanen, 1985). 


Causas de resultados anormais 

A justificativa mais comum de um pedido de quantificação dos 
níveis de ACE é o uso no diagnóstico e monitoramento da sarcoidose. 
Em geral, os níveis da ACE estão diretamente relacionados ao número 
de órgãos afetados (Muthuswamy, 1987) e à atividade de granulomas. 
Quando maduros, os granulomas tendem a produzir menos ACE do 
que aqueles ainda em desenvolvimento (Mimori, 1998). Na sarcoi- 
dose, há uma correlação geral entre a atividade da doença e os níveis 
de ACE (Gupta, 1992). À medida que a doença evolui para fibrose, 
os níveis da enzima diminuem. É mais provável que os níveis de ACE 
aumentem com o envolvimento pulmonar do que na adenopatia 
hilar pura. Em muitas doenças granulomatosas também é detectado o 
aumento dos níveis da enzima, ainda que menos frequentemente que 
na sarcoidose. Enquanto a maioria dos indivíduos com essa doença 
apresenta elevação de ACE, a incidência dessa elevação é de 10% em 
outros distúrbios granulomatosos (Studdy, 1978). Por esse motivo, o 
teste de detecção da enzima em geral não é considerado diagnóstico, 
ainda que possa ser útil nos casos de pacientes com envolvimento pri- 
mariamente ocular, quando é impossível realizar biópsias de imediato 
(Power, 1995). 

E comum detectar aumento dos níveis de ACE em inúmeros distúr- 
bios, incluindo esclerose múltipla (Constantinescu, 1997), doença de 
Addison (Falezza, 1985), hipertireoidismo (Reiners, 1988), diabetes 
melito (Schernthaner, 1984), hepatite alcoólica (Borowsky, 1982), úlce- 
ra péptica (D'Onofrio, 1984), síndrome nefrótica (Huskic, 1996) e, em 
vários estágios, em pacientes com pneumonite bacteriana (Kerttula, 
1986) e pneumonite por Pneumocystis (Singer, 1989). Outros distúr- 
bios pulmonares em que há aumento significativo da concentração 
de ACE são enfisema, asma, carcinoma de células pequenas e carci- 
noma de células escamosas (Ucar, 1997). Na insuficiência renal crô- 
nica, esse aumento é observado somente em indivíduos submetidos à 


hemodiálise, e a elevação dos níveis da enzima é observada no decorrer 
do procedimento de diálise (Docci, 1988). Os níveis de ACE diminuem 
em indivíduos com insuficiência renal crônica que não se submetem 
à diálise (Le Treut, 1983). Na infecção pelo vírus da imunodeficiên- 
cia humana (HIV), a frequência e o grau de elevação correlacionam- 
se ao estágio da doença (Ouellette, 1992). A diminuição dos níveis de 
ACE é observada em várias malignidades (Romer, 1980; Schweisfurth, 
1985), na doença hepática crônica (Sakata, 1991), na anorexia nervosa 
(Matsubayashi, 1988) e no hipotireoidismo (Reiners, 1988). 

O uso dos níveis de ACE do LCE para diagnóstico e monitoramento 
da neurossarcoidose tem recebido críticas (Dale, 1999). Muitas outras 
doenças provocam elevação dos níveis da enzima presente no LCE, 
entre as quais a encefalite viral, esclerose múltipla e sífilis do sistema 
nervoso central (SNC) (Schweisfurth, 1987). 


Acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) e 
colinesterase (EC 3.1.1.8) 


Bioquímica e fisiologia 

A acetilcolinesterase (AChE, colinesterase verdadeira ou colina este- 
rase I) e a colinesterase (PChE, pseudocolinesterase ou colina estera- 
se II) são hidrolases do éster carboxílico (classe 3, Tab. 20.1). A AChE 
catalisa a seguinte reação: 


Acetilcolina + H,O = colina + acetato (20.42) 
A PChE catalisa a reação: 
Uma acilcolina + HO == colina + 
Um carboxilato (20.43) 


A AChE e a PChE são duas enzimas distintas, produzidas por tecidos 
diferentes, que são capazes de clivar a acetilcolina — um dos principais 
neurotransmissores do organismo. A colinesterase verdadeira tem a 
molécula de acetilcolina (ACh) como seu substrato primário natu- 
ral, e também é inibida por ela a uma concentração aproximada de 
10 mol/L. Apresenta elevada atividade no SNC, eritrócitos, pulmão 
e baço. A ACh atua como neurotransmissor primário em vários sítios 
do SNC, enquanto a AChE rapidamente a hidrolisa e, assim, encerra 
neurotransmissão de modo rápido. A AChE em geral não é encontra- 
da no líquido amniótico. 

A função normal da enzima encontrada no soro — a PChE (tam- 
bém chamada de acilcolina acil-hidrolase) — é desconhecida, porém 
é importante na clivagem da succinilcolina e do mivacúrio, ambos 
relaxantes musculares de uso cirúrgico. A PChE sérica não é inibida 
pela AChE. Sua produção ocorre primariamente no fígado, embora 
outros tecidos, como miocárdio e pâncreas, também possam pro- 
duzi-la. Enquanto ambas as enzimas hidrolisam a ACh, somente a 
AChE promove a hidrólise de acetil-B-metilcolina. Por outro lado, 
apenas a PChE hidrolisa butiril e benzoilcolina. 

Inúmeras variantes genéticas da PChE apresentam afinidade reduzi- 
da (maior Ky) pela ACh, bem como por inibidores competitivos, como 
dibucaína e fluoreto, comparativamente à forma U comum (usual). Tais 
variantes são denominadas A (atípica), F (fluoreto-resistente) e S (silen- 
ciosa). A variante S na verdade representa certo número de mutações 
que podem levar à ausência de atividade enzimática ou de síntese de 
PChE. A deficiência determinada por heterozigose é observada em cerca 
de 4% da população, enquanto a condição homozigótica é encontra- 
da em 0,3 a 0,5% dos indivíduos. Essas variantes causam diminuição 
(ou, no caso da variante S, ausência) da atividade de PChE, quando são 
determinadas por homozigose ou ocorrem como formas heterozigóticas 
mistas (AA, AF, AS, FF, FS, SS). Por conta do amplo intervalo de valores 
normais, a redução da atividade de PChE não costuma ser detectada nas 
formas comuns (U) heterozigóticas. 

Outra forma de detectar essas variantes consiste em determinar o 
porcentual de atividade enzimática remanescente após incubação in 
vitro da enzima sérica com dibucaína ou fluoreto (denominado, respec- 
tivamente, número de dibucaina [DN] e número de fluoreto). Conforme 
mencionado anteriormente, o elevado K,, das variantes resulta em uma 
catálise menos eficiente do que o normal. Assim, observa-se uma afini- 
dade menor pela dibucaína e pelo fluoreto, que torna as variantes mais 
resistentes à inibição do que o normal. Geralmente, a dibucaína inibe a 
atividade da colinesterase plasmática usual (U) em cerca de 70 a 90%. 


A atividade da variante colinesterase é mais resistente à inibição — a ati- 
vidade da variante heterozigótica sofre uma inibição de cerca de 50 a 
70%, enquanto a atividade da variante homozigótica é inibida em apro- 
ximadamente 10 a 30%. O DN, então, além de refletir o porcentual de 
inibição da atividade enzimática, fornecerá uma medida grosseira dessa 
atividade. Esses dados, por sua vez, indicarão a presença ou ausência de 
uma determinada variante da enzima. O DN é calculado utilizando-se 
a fórmula da equação 20.44. Por exemplo, a forma UU pode apresentar 
uma inibição de 85% ou uma atividade remanescente de 15%, resultan- 
do em um DN igual a 85. 

Número de dibucaína (fluoreto) = 

100 x (1 — atividade da enzima com inibidor/atividade 

da enzima sem inibidor) 

Técnicas de biologia molecular mais modernas — como o uso de 
amplificação em cadeia com polimerase (como descrito no Cap. 67) 
seguida da separação dos produtos da reação por eletroforese em gel 
(Cerf, 2002) — possibilitam uma identificação muito mais acurada 
das variantes, em comparação aos métodos tradicionais de análise 
bioquímica. 


(20.44) 


Intervalos de referência e variação pré-analítica 


Os valores de PChE são baixos em bebês e aumentam gradativa- 
mente até atingirem os níveis detectados no adulto, aos 4 meses de idade 
(Karlsen, 1981). Nos homens, tais valores permanecem inalterados a 
partir desse momento até os 45 anos de idade. Nas mulheres, observa-se 
uma queda de cerca de 10% na menarca e um aumento de 15% após 
a menopausa. Um estudo recente (Abou-Hatab, 2001) não detectou 
qualquer correlação significativa entre a idade avançada dos pacientes 
e as alterações plasmáticas da atividade de AChE e PChE. Indivíduos 
sadios jovens e idosos (idade entre 18-85 anos) mostraram atividades 
enzimáticas semelhantes. Nos homens, os valores foram cerca de 15 a 
20% mais altos do que nas mulheres, na faixa etária que vai até os 45 
anos de idade. A partir daí, homens e mulheres passaram a apresentar os 
mesmos valores. O uso de contraceptivo oral causou uma diminuição 
de cerca de 15% na atividade da PChE (Lepage, 1985). A atividade enzi- 
mática de indivíduos normais apresenta um intervalo de variação cujos 
valores diferem entre si em até quatro vezes. Um IMC aumentado está 
associado ao aumento dos níveis de PChE, enquanto a baixa ingestão 
proteica leva à diminuição da concentração dessa enzima. 

A meia-vida da PChE foi estimada em 2 a 10 dias. A média da varia- 
ção de um dia a outro é de aproximadamente 7% (Moses, 1986), sendo 
muito inferior que a da maioria das demais enzimas. 


Quantificação 

A atividade enzimática é tipicamente determinada com o uso de 
éster de aciltiocolina como substrato. A tiocolina liberada reage com 
o reagente de Ellman (ácido ditiobisnitrobenzoico [DTNB]) e libera 
ácido 5-mercapto-2-nitrobenzoico, que é quantificado por fotome- 
tria. A atividade da PChE é medida em amostras de soro, enquanto 
a da AChE é medida no hemolisado do lavado de eritrócitos. A AChE 
também pode ser determinada no líquido amniótico por eletroforese 
em gel. Para determinar os números de dibucaína e fluoreto, incuba- 
se o soro com 30 Imol de dibucaína/L ou 4 mmol de fluoreto/L. 


Causas de resultados anormais 

As principais justificativas para quantificar a PChE são: (1) moni- 
toramento da exposição aos inibidores de colinesterase; (2) uso como 
teste de função hepática; ou (3) diagnóstico de variantes genéticas. 
Os inseticidas de organofosfato são inibidores irreversíveis tanto da 
AChE quanto da PChE, ainda que a atividade plasmática da PChE 
caia tipicamente antes da atividade da AChE nos eritrócitos envene- 
nados (Areekul, 1981). Em razão da pequena variação individual e da 
grande variação interindividual dos valores de PChE, recomenda-se 
obter os valores basais da enzima antes da exposição dos indivíduos 
aos organofosfatos (Trundle, 1988). É necessário haver uma dimi- 
nuição de 40% em relação aos níveis basais para que os sintomas se 
desenvolvam, e os sintomas severos caracteristicamente se manifestam 
diante de uma queda superior a 80%. Portanto, tais sintomas costu- 
mam ocorrer diante de valores de PChE que estão dentro do interva- 
lo de referência. Caso não haja nenhum valor basal, será útil realizar 


determinações seriadas. Em certo estudo, 90% dos envenenamentos 
por organofosfatos sintomáticos foram associados a valores de PChE 
que estavam dentro do intervalo de referência, enquanto os níveis pós- 
exposição aumentados confirmaram a toxicidade (Coye, 1987). Se por 
um lado a PChE reflete uma toxicidade aguda, a AChE (eritrócitos) 
reflete melhor a exposição crônica. 

Em comparação com outras enzimas encontradas nos hepatócitos, 
a produção de PChE pelo fígado parece refletir a função de síntese do 
órgão, em vez da lesão de suas células. Os níveis de PChE diminuem 
em casos de hepatite aguda, cirrose e carcinoma com metástases para 
o fígado. A diminuição dos níveis dessa enzima também é detectada 
em estados de desnutrição, mas não é observada na síndrome nefréti- 
ca, em que a concentração da enzima se mantém normal. Assim como 
no monitoramento da exposição aos organofosfatos, as alterações 
dos valores em relação aos níveis basais são mais úteis do que valores 
isolados e, desse modo, limitam a utilidade diagnóstica da PChE no 
monitoramento nutricional ou da lesão hepática. 

Outro uso comumente atribuído à quantificação da PChE consis- 
te no reconhecimento da presença de variantes genéticas. Testes desse 
tipo costumam envolver os familiares de indivíduos que apresentam 
apneia prolongada após o uso de succinilcolina ou mivacúrio (agen- 
tes bloqueadores neuromusculares/relaxantes musculares) durante a 
anestesia. O teste tipicamente abrange a PChE total e a determinação 
dos números de fluoreto e dibucaína para reconhecimento de varian- 
tes homozigóticas ou heterozigóticas compostas, que colocam o indi- 
víduo em risco na exposição aos inibidores de colinesterase. Pacientes 
em situação de risco (com formas variantes da colinesterase) podem 
demorar mais para hidrolisar os agentes bloqueadores neuromuscu- 
lares, apresentando um aumento inexplicável da duração do relaxa- 
mento do músculo respiratório com prolongamento da apneia. Essa 
característica contrasta com a hidrólise geralmente rápida do fármaco 
em presença das formas usuais (U) da enzima, levando a uma rápida 
recuperação do paciente. 

Conforme já mencionado, a quantificação da AChE dos eritrócitos 
é útil na exposição e envenenamento por organofosfatos. Além disso, 
a análise qualitativa da AChE em amostras de líquido amniótico pode 
ser útil no diagnóstico de defeitos do tubo neural, especialmente em 
grupos de risco elevado (Muller, 2003). A AChE pode ser identificada 
no líquido amniótico obtido de mulheres grávidas cujo feto apresenta 
defeitos que envolvem o tubo neural, bem como no caso de outros 
tipos de defeitos de nascença. Contudo, na gravidez normal, essa enzi- 
ma está ausente no material. 


Lactato desidrogenase (EC 3.1.1.27) 


Bioquímica e fisiologia 

A LDH é uma enzima de classe 1 (oxidorredutase, Tab. 20.1) que 
atua em um grupo CH-OH de doadores com NAD” (uma coenzi- 
ma requerida na reação) como aceptor e catalisa a transferência de 
hidrogênio: 


(L)-lactato + NAD* = piruvato + NADH + H+ (20.45) 


A enzima também é capaz de oxidar outros ácidos (L)-2- 
hidroximonocarboxilicos. 

A LDH contém zinco e faz parte da via glicolitica. E encontrada no 
citoplasma de todas as células em todos os tecidos do corpo. E um 
tetrâmero constituído por duas subunidades ativas — H (heart, coração) 
e M (músculo). Seu peso molecular é igual a 134 kDa. Combinações 
das subunidades produzem cinco isozimas: LDH, (HHHH) a LDH, 
(MMMM). As isozimas de combinações intermediárias apresentam 
diferentes arranjos das subunidades H e M (LDH, HHHM; LDHs, 
HHMM; LDH,, HMMM). Existem formas herdadas de deficiência 
das subunidades H (Joukyuu, 1989) e M (Kanno, 1980) da LDH, as 
quais estão associadas a baixos níveis plasmáticos da enzima e à detec- 
ção de apenas uma isozima na eletroforese. Outra forma de LDH — 
composta de quatro subunidades C — é encontrada nos espermatozoi- 
des e no sêmen, no entanto jamais foi detectada no soro, mesmo em 
indivíduos com seminoma (Vogelzang, 1982). Raramente, uma outra 
banda é detectada por eletroforese. Essa banda visível é denominada 
“LDH,” e é provável que represente uma álcool desidrogenase, a qual 
também é capaz de metabolizar lactato (Kato, 1984). 
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A distribuição tecidual da LDH varia primariamente quanto à sua 
composição de isozimas, em vez de seu conteúdo em termos da pró- 
pria LDH (Tab. 20.6). É importante observar que a LDH, e a LDH; são 
expressas em altas concentrações no tecido miocárdico e nos eritróci- 
tos, sendo o inverso também verdadeiro, seus níveis são muito baixos 
em outros tecidos, como o hepático e o muscular. Nesse caso, o inver- 
so é verdadeiro para LDH, e LDH.. Diante de uma lesão de miocárdio, 
as isozimas predominantes cujas concentrações séricas aumentam são 
LDH, e LDH,, enquanto na doença hepática ou muscular esquelética 
as isozimas LDH, e LDH, se elevam sobretudo no soro. Em contraste 
com enzimas como AST, ALT e CK, que exibem uma notável varia- 
ção da atividade enzimática entre os tecidos, a amplitude dos valores 
de LDH é, aproximadamente, de apenas 1,5 vezes entre os níveis mais 
altos (como os do fígado) e os mais baixos (como os do rim). À maio- 
ria dos tecidos apresenta atividades de LDH 500 a 1.000 vezes mais 
altas do que aquela detectada no soro normal (ver Tab. 20.6). Por isso, 
observa-se uma elevação significativa dos níveis plasmáticos diante de 
uma pequena quantidade de lesão/degradação tecidual. A distribui- 
ção das isozimas de LDH nos tecidos é mostrada na Tabela 20.8. A 
composição específica dos níveis aumentados de isozimas detectados 
no plasma refletirá o tecido de origem. No plasma, a maior parte da 
LDH é proveniente da quebra dos eritrócitos e plaquetas, com contri- 
buições variáveis de outros órgãos. A LDH aparentemente é elimina- 
da pela bile, como mostram os resultados de estudos realizados com 
injeção de LDH radiomarcada, cuja radioatividade foi detectada na 
vesícula biliar e no intestino delgado (Smith, 1988). 


Intervalos de referência e variação pré-analítica 


Os valores de LDH mais elevados são detectados em recém-nascidos e 
bebês (com menos de 2 anos de idade). Os valores permanecem inalte- 
rados com o avanço da idade, até a fase adulta, e não existem diferenças 
relacionadas ao sexo. Indivíduos com mais de 65 anos tendem a apre- 
sentar valores discretamente mais altos. O exercício causa, no máximo, 
pequenos aumentos no conteúdo de LDH total. Até mesmo o exercício 
extenuante promove uma elevação de apenas 25% na média dos valo- 
res (Tanada, 1993). As análises de LDH e de suas isozimas são invali- 
dadas diante da ocorrência de hemólise, ainda que presente somente 
em traços ou quantidades discretas. O contato com coágulos aumenta 
a concentração de LDH, enquanto a agitação física das amostras — como 
a que ocorre na maioria dos sistemas de tubo pneumático — provoca 
certo grau de hemólise e aumento de LDH. A hemólise afeta tanto a 
concentração total da enzima quanto a proporção LDH,/LDH.. O exer- 
cício pouco afeta a LDH ou suas isozimas. Níveis extremados de exer- 
cício físico podem fazer a concentração de LDH, se tornar maior que 
a de LDH,. O conteúdo de LDH total aumenta de modo transitório 
após a realização de transfusão sanguínea, retornando aos valores basais 
dentro de 24 horas (Wiesen, 1998). Uma demora de até 1 a 2 dias na 
separação dos eritrócitos a partir do soro não interfere nos valores de 
LDH. São poucos os fármacos que afetam diretamente a sua atividade, 
contudo o fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos 
(GM-CSE, granulocyte-macrophage colony stimulating factor) aparente- 
mente aumenta a contagem de leucócitos (Sarris, 1995). 

A meia-vida das isozimas de LDH varia consideravelmente: desde 4 
a 4,5 dias para LDH, a 4-6 horas para LDH.. A LDH apresenta uma 
variação de um dia a outro de apenas 5 a 10%. 


Quantificação 

A atividade de LDH pode ser medida por meio da reação que ocorre da 
esquerda para a direita (lactato para piruvato) e também da que ocorre 
no sentido inverso (piruvato para lactato). A vasta maioria dos laborató- 
rios utiliza a primeira reação. À reação inversa é utilizada de maneira pre- 
dominante na detecção de LDH pelo método do esfregaço seco, e produz 
atividades que apresentam boa correlação com a reação que ocorre da 
esquerda para a direita. Entretanto, as atividades enzimáticas medidas 
são aproximadamente 3 vezes mais altas, dificultando a comparação dos 
resultados quando não é feita uma conversão. 

A reação reversa (piruvato para lactato) atualmente é utilizada em 
poucos laboratórios, por conta da cinética mais rápida e necessida- 
de de um cofator (NADH) mais barato e de um volume de amostra 
menor. Como desvantagens, essa reação apresenta perda prematura 
da linearidade da cinética, potente efeito de inibidores da LDH em 


Tabela 20.8 Porcentuais relativos de isozimas de lactato desidrogenase 
(LDH) em vários tecidos 


Tecido LDH, LDH, LDH, LDH, LDH, 
Soro 29 35 20 15 5 
Coração 45 40 10 5 0 
Eritrócitos 40 35 15 10 0 
Cortex renal 35 30 25 20 0 
Pulmao 10 15 40 30 5 
Músculo esquelético 0 0 10 30 60 
Figado 0 3 10 15 70 


algumas preparações de NADH e concentrações subideais de piruvato 
que podem ser utilizadas por causa da inibição da atividade da LDH 
pelo substrato. Do mesmo modo, o lactato é um substrato mais espe- 
cífico para essa enzima. O piruvato é menos específico e serve de subs- 
trato para enzimas como a piruvato desidrogenase. 

A separação eletroforética das isozimas da LDH é tipicamente empre- 
gada nos casos em que a quantificação de diferentes isozimas se faz 
necessária. O gel de agarose é mais utilizado. A quantificação costuma 
empregar a reação que ocorre da esquerda para a direita (progressiva), 
permitindo a detecção de NADH fluorescente ou de um corante de for- 
mazan reduzido em uma etapa de desenvolvimento colorimétrico. O 
suporte de eletroforese e o agente de desenvolvimento afetam os resulta- 
dos, e os intervalos de referência para métodos distintos não são os mes- 
mos. Também há métodos de inibição da LDH,; entretanto, somente 
permitem a quantificação dessa isozima. Os resultados com frequência 
são expressos na forma de proporção de LDH, por LDH total. O hidro- 
xibutirato é preferencialmente clivado pela isozima LDH,. Até o início 
da década de 1970, a quantificação da “hidroxibutirato desidrogenase” 
era empregada como teste diagnóstico para infarto de miocárdio. 

A concentração de LDH sérica é, em média, 30 UI/L mais elevada do 
que a concentração da enzima plasmática, por conta da liberação de 
LDH a partir das plaquetas. Na incubação prolongada do plasma com 
plaquetas (separadas por centrifugação a uma velocidade < 1.200 g), 
observa-se o vazamento da LDH a partir das plaquetas danificadas e o 
consequente aumento dos níveis da enzima plasmática (Hollaar, 1979). 
A LDH é instável quando estocada a 4°C, em decorrência da labilidade 
da LDH;. As amostras podem ser estocadas por até 24 horas à tempe- 
ratura ambiente, sem sofrerem grandes alterações. O armazenamento 
por 3 dias à temperatura ambiente causa uma diminuição de cerca de 
20% no conteúdo da LDH total, aumenta em 20% o conteúdo de LDH, 
aparente e diminui em cerca de 18% o conteúdo de LDH, aparente. Em 
amostras congeladas, observa-se uma diminuição significativa do con- 
teúdo de LDH,, enquanto o padrão de isozimas é modificado por um 
aumento artificial do conteúdo de LDH, e diminuição da LDH.. O soro 
não deve ser congelado para uso em testes de LDH ou de suas isozimas. 


Causas de resultados anormais 


O teste para LDH é altamente inespecífico. Um valor anormal é ines- 
pecífico para indicação de um possível dano em qualquer órgão em 
particular. As quantidades relativas de LDH, AST e ALT (aliadas a de 
CK) podem fornecer indícios de uma fonte de elevação da LDH. Caso 
a enzima apresente um aumento marcante, porém as concentrações de 
AST, ALT e CK permaneçam normais ou aumentem minimamente, é 
possível que haja dano envolvendo células como eritrócitos e leucócitos, 
células do rim, pulmão, linfonodos ou células tumorais. O aumento do 
conteúdo de CK e LDH, acompanhado de um maior aumento de AST 
em comparação aos níveis de ALT, é observado na lesão do miocárdio 
ou do músculo esquelético. Aumentos do conteúdo de LDH raramente 
são detectados na doença hepática e, em geral, ocorrem apenas de forma 
transitória em casos de lesão hepática tóxica ou isquêmica (Cassidy, 
1994). Em tais casos, o conteúdo de AST e ALT está tipicamente mais 
elevado que o de LDH. Em diversas condições, como no choque e em 
carcinomas metastáticos, a concentração de LDH aumenta em decor- 
rência de uma lesão que envolve múltiplos órgãos e, assim, é possível 
distinguir padrões mistos. Elevações marcantes da LDH (> 5-10 vezes 
o valor normal) são detectadas na anemia megaloblástica, nas anemias 


hemolíticas, nos estágios avançados de malignidades (particularmente, 
linfomas e leucemia), na sépsis ou diante de outras causas de choque e 
na parada cardiopulmonar. A LDH com frequência encontra-se mode- 
radamente elevada na pneumonia causada por Pneumocystis carinii 
(Smith, 1988), permanecendo normal na maioria das demais formas 
de pneumonia (Rotenberg, 1988). Enquanto a LDH é uma enzima 
altamente sensível (a detecção de níveis normais torna um diagnóstico 
improvável) (Quist, 1995), seu valor preditivo é inadequado para esta- 
belecer um diagnóstico de pneumonia por P. carinii em pacientes com 
HIV (Grover, 1992). Em pacientes com pancreatite biliar (inflamação 
causada pela obstrução do ducto biliar por cálculos biliares), a propor- 
ção de LDH:AST é aumentada e aparentemente indica a ocorrência de 
necrose pancreática (Isogai, 1998). É importante observar que 10 a 20% 
dos pacientes com pancreatite biliar podem apresentar resultados nor- 
mais no teste de função hepática (Dholakia, 2004). 

Nos casos em que a origem da elevação dos níveis de LDH permane- 
ce indeterminada quando são utilizados outros métodos, as isozimas da 
LDH podem ser úteis para determinar a fonte de lesão. No soro normal, 
essas isozimas (em ordem decrescente de atividade) são 2 >1>3>4>5. 
Em tumores de células germinativas (particularmente, seminomas e dis- 
germinomas), a concentração de LDH, aumenta e pode servir de marca- 
dor tumoral (von Eyben, 2000, 2001). 

Conforme observado no Capítulo 18, que trata da função cardíaca, 
os níveis séricos de LDH aumentam no decorrer de um período de 36 
horas, quando a proporção LDH,:LDH, (normalmente < 1) aumenta 
e atinge valores que podem ser > 1 — a conhecida “flipped ratio” (inver- 
são da proporção LDH,:LDH,). Esse fenômeno era utilizado para 
confirmar o diagnóstico de infarto de miocárdio (IM), no entanto era 
impossível utilizá-lo em diagnósticos agudos dessa condição, por causa 
do prolongado intervalo de tempo (36 h) necessário ao desenvolvimen- 
to da “flipped ratio”. Como já discutido no Capítulo 18, existem bio- 
marcadores mais adequados — em especial a troponina — tanto para o 
diagnóstico agudo do IM quanto para a confirmação diagnóstica (os 
níveis séricos de troponina permanecem elevados por mais de 1 sema- 
na após o episódio). Do mesmo modo, anemia hemolítica, anemia 
megaloblástica e doenças renais corticais, como infartos renais e carci- 
noma de células renais, causam aumento da concentração de LDH, e, 
com frequência, inversão da proporção LDH;:LDH, (“flipped ratio”). 
Em tumores de leucócitos (leucemia, linfoma, mieloma múltiplo), a 
LDH, e, muitas vezes, a LDH, encontram-se tipicamente aumentadas, 
enquanto as quantidades relativas de LDH, e LDH, diminuem (Copur, 
1989; Ricerca, 1988; Pandit, 1990). A doença pulmonar pode produzir 
um padrão semelhante. Aumentos da concentração de LDH, e, às vezes, 
de LDH, costumam ser detectados em casos de lesão do músculo esque- 
lético ou lesão hepática tóxica ou isquêmica. A presença de LDH, está 
associada a um prognóstico desfavorável (Ketchum, 1984). Um padrão 
isomórfico (em que os níveis de LDH total estão elevados e as propor- 
ções de isozimas permanecem normais) e um padrão em lápide” (em 
que as quantidades relativas de cada isozima são em geral iguais) são 
tipicamente observados em indivíduos com lesão tecidual difusa, mui- 
tas vezes acompanhada de choque ou hipoxemia. 


5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5) 
Bioquimica e fisiologia 

A 5'-nucleotidase (5-NT) é uma monoéster hidrolase fosfórica 
(enzima de classe 3, Tab. 20.1), também denominada 5’-ribonucleoti- 
dio fosfo-hidrolase ou NTP, que catalisa a seguinte reação: 

A 5’-ribonucleotideo + H,O —— Um ribonucleosidio 

+ fosfato (20.46) 

Trata-se de uma fosfatase citoplasmática acoplada à membrana celu- 
lar que apresenta ampla especificidade para 5'-ribonucleotídios e peso 
molecular de cerca de 70 kDa. Atua somente em nucleotídios (como 
ATP ou guanosina 5 -trifosfato [GTP]), e acredita-se que sua função 
está associada aos processos de produção de adenosina extracelular, 
absorção de nutrientes e proliferação celular. A 5 -NT é uma metalo- 
proteína, e o zinco parece ser componente integral de sua molécula. 
Está amplamente distribuída pelo organismo, predominantemente 
acoplada às membranas celulares (de modo semelhante a ALP e GGT). 


Deriva sobretudo do fígado. A literatura apresenta revisões detalhadas 
sobre a 5 -NT (Sunderman, 1990). 


Intervalos de referência e variação pré-analítica 

A atividade de 5 -NT normalmente é baixa em crianças, aumenta na 
adolescência e atinge o platô por volta dos 40 anos de idade, quando 
os níveis da enzima aumentam de forma significativa (Moses, 1986). 
Os valores de referência independem do sexo e da raça. O conteúdo de 
5 -NT aumenta discretamente durante o segundo e o terceiro trimes- 
tres da gravidez (Bacq, 1996). De modo similar às enzimas ALP e GGT, 
os fármacos antiepilépticos podem causar um aumento na atividade da 
5’-NT. Todavia, os valores geralmente são inferiores ao dobro dos limi- 
tes de referência, e menos de 25% dos indivíduos que consomem tais 
agentes apresentam elevação da atividade da enzima (Fortman, 1985). 


Quantificação 

A quantificação da 5-NT é dificultada pelo fato de outras fosfata- 
ses — sobretudo a ALP — serem capazes de clivar o substrato utilizado 
para medir a menor atividade de 5'-NT existente na amostra. As abor- 
dagens costumam utilizar quantidades maiores de outros substratos 
não nucleosídicos para que eles realizem a “inibição competitiva” 
da ALP (ainda que possam, na verdade, ser metabolizadas pela ALP, 
essas moléculas a impedem de atuar sobre os fosfatos nucleotídicos). 
Embora seja mais simples determinar a quantidade de fosfato gerada, 
não é possível realizar essa quantificação, porque a clivagem de outros 
fosfatos pela ALP pode tornar os resultados incorretos. Portanto, é 
necessário quantificar os nucleotídios liberados por ação da 5 -NT. A 
maioria dos agentes quelantes, como o EDTA, inibe a atividade enzi- 
mática, provavelmente por meio da indisponibilização do zinco. 


Causas de resultados anormais 

Assim como a GGT, a 5 -NT é mais utilizada para determinar se a 
fonte de elevação dos níveis de ALP é hepática ou óssea. Se por um 
lado é mais comum que a concentração de 5 -NT esteja elevada em 
distúrbios colestáticos, a hepatite aguda causa aumento da síntese da 
enzima pelo fígado e uma discreta elevação de seus níveis plasmáticos 
(Fukano, 1990). A concentração de 5'-NT aumenta no carcinoma ova- 
riano (Chatterjee, 1981) e na artrite reumatoide, em que seus níveis 
correlacionam-se com a extensão da inflamação, conforme refletido 
pela taxa de sedimentação eritrocitária (Johnson, 1999). Sapey et al. 
(2000) fizeram um estudo prospectivo sobre as enzimas ALP, GGT e 
5-NT em 80 pacientes colestáticos, correlacionando as causas intra- 
hepáticas (i. e., secundárias à doença parenquimatosa hepática) e 
extra-hepáticas (i. e., secundárias à obstrução da árvore biliar) às alte- 
rações enzimáticas. Eles constataram níveis enzimáticos notavelmen- 
te elevados associados às causas extra-hepáticas (em comparação à 
doença intra-hepática), e as elevações de GGT e 5 -NT estavam inde- 
pendentemente associadas à causa. A proporção GGT/5'-NT diferiu 
de modo significativo entre os dois grupos, e uma proporção < 1,9 
foi considerada altamente sugestiva de (porém, insensível à) doença 
intra-hepática (Sapey, 2000). 


Lesão musculoesquelética — creatina 
quinase/fosfoquinase (CK/CPK) 


O ensaio básico para essa enzima já foi discutido na seção Análise 
enzimática”. Essa enzima possui duas isozimas principais, M e B, ambas 
apresentando a mesma atividade. A CK é composta por três tipos de 
dímeros: MM (principalmente no músculo esquelético), MB (encon- 
trado sobretudo no tecido cardíaco) e BB (encontrado predominante- 
mente no cérebro e intestino). Conforme discutido no Capítulo 18, a 
CK-MB, por ser detectada sobretudo no tecido miocárdico, é utilizada 
como teste sorodiagnóstico no IM. Na presente seção, a CK é discutida 
como biomarcador da lesão do músculo esquelético. 

A lesão muscular esquelética pode ocorrer a partir de uma variedade 
de fontes. Trauma direto, como ocorre na lesão física (incluindo espor- 
tes que envolvem contato), cirurgia, exercício extenuante e injeções 
intramusculares são causas comuns de elevações brandas dos níveis de 
CK (até cerca de 5 a 6 vezes os limites de referência). Em tais situações, 
a concentração de CK tipicamente sofre um rápido aumento e, em 
seguida, cai também de modo rápido, retornando aos valores basais 
com uma meia-vida aproximada de 24 horas. Um importante distúr- 
bio clínico associado à lesão muscular aguda é a síndrome maligna 
neuroléptica. Trata-se de uma complicação rara do tratamento com 
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caracteristicamente apresentam rigidez muscular, febre e elevação 
das contagens de leucócitos. O teste para CK é considerado diagnós- 
tico para essa doença. É necessário haver o pronto reconhecimento e 
tratamento da condição para evitar a morte do paciente acometido 
por essa síndrome. A base do tratamento consiste na suspensão da 
medicação e no uso de dantroleno, um agente estabilizador muscular 
(Pelonero, 1998). 

O dano crônico muscular provoca uma elevação persistente dos 
níveis de CK, a qual pode ser tanto branda quanto mais extensiva. A 
ampla gama de valores normais e a variação pré-analítica observadas 
em relação aos valores de CK total podem dificultar o reconhecimento 
de uma lesão muscular discreta que esteja em curso. De uma forma 
geral, o diagnóstico de lesão muscular em indivíduos assintomáticos 
requer a detecção de uma elevação persistente, acima dos limites de 
referência para um grupo de comparação apropriado, mesmo dian- 
te da interrupção de quaisquer outros fatores que conhecidamente 
afetem a CK. As causas comuns de lesão muscular crônica incluem 
medicações (em particular, inibidores de HMG-CoA redutase e gli- 
cocorticoides), miopatias congênitas (como a distrofia muscular de 
Duchenne), distúrbios inflamatórios (polimiosite e dermatomiosite), 
hipotireoidismo e consumo abusivo de álcool. Nas miopatias crônicas, 
os níveis de CK-MB aumentam com frequência, refletindo sua produ- 
ção pelo músculo em processo de regeneração. 

Diante de um dano muscular severo, o indivíduo pode desenvolver 
um quadro clínico denominado rabdomiólise. Em situações como essa, 
a proporção CK-MB/CK total pode estar acima do normal na ausên- 
cia de IM (os níveis de troponina cardíaca permanecem normais). 
Pacientes com doença muscular inflamatória não costumam apresen- 
tar essa condição (Kiely, 2000). Além dos níveis normais de troponina 


cardíaca acompanhados do aumento dos níveis de CK, podem ser 
identificadas duas isoformas distintas (representando fibras esque- 
léticas de tipos rápido e lento) de troponina esquelética I do soro 
(Simpson, 2002). Existem pesquisas em andamento nessa área. 

Não há critérios específicos para diferenciar a rabdomiólise das 
lesões musculares de menor grau. Entre as características que mais 
merecem atenção, citam-se os níveis mais elevados de CK total (para 
fins diagnósticos, foi sugerida uma concentração > 20 vezes acima dos 
limites de referência superiores), aumento e queda rápidos dos níveis 
de CK e aparecimento de mioglobinúria. Muitos ensaios para detec- 
ção de mioglobina (encontrada nos músculos esquelético, liso e car- 
díaco) são relativamente insensíveis e, além disso, a mioglobina tem 
meia-vida curta. Por esse motivo, os testes para CK são mais confiáveis 
para estabelecer o diagnóstico. Sendo uma forma de “sindrome de lise 
celular”, a rabdomiólise está associada à liberação de outros conteú- 
dos celulares, como potássio, fosfato e nucleotídios, que podem ser 
convertidos em ácido úrico. O teste qualitativo para mioglobina pre- 
sente na urina é importante, uma vez que ela é potencialmente tóxica 
para os rins, colocando o paciente em risco de desenvolver insuficiên- 
cia renal aguda. A mioglobinúria pode levar ao desenvolvimento de 
necrose tubular aguda, com aparecimento de cálculos pigmentados 
no sedimento urinário. Caso haja desenvolvimento de insuficiência 
renal, costumam estar presentes também hipercalemia, hiperfosfate- 
mia e hiperuricemia. Não existe relação direta entre o grau de elevação 
dos níveis de CK e a probabilidade de desenvolver insuficiência renal 
(Gabow, 1982; Ward, 1988). Causas comuns de rabdomiólise incluem 
o uso de certos fármacos (em particular, etanol e cocaína), infecções 
virais, realização de esforço extremo, hipertermia, trauma (incluindo 
lesões por esmagamento), isquemia de membros inferiores e miopa- 
tias inflamatórias. 
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Diagnóstico das doenças hepáticas 
Hepatite 


CO PONTOS-CHAVE 
| e O fígado é composto por três sistemas: o hepatócito, 
que está relacionado às reações metabólicas e à síntese 
e degradação macromolecular (especialmente de proteínas); o 
sistema biliar, que está envolvido com o metabolismo da bilirrubina 
e dos sais biliares; e o sistema reticuloendotelial, que tem a ver com 
o sistema imune e a produção de heme e metabólitos da globina (p. 
ex., bilirrubina). 
e A função de cada um desses sistemas pode ser medida de forma 
conveniente e praticamente não invasiva, pela determinação dos 
níveis séricos ia analitos específicos, conforme o conhecido perfil 
de teste de função hepática. 





e Uma das causas mais comuns de lesão hepática aguda é a hepatite 
viral, principalmente dos tipos A, B e C. Todas essas variantes 

da hepatite induzem elevações dos níveis séricos das aspartato e 
alanina aminotransferases (AST e ALT, respectivamente). 

e O diagnóstico de hepatite viral pode ser feito pela triagem de 
antígenos virais, especialmente no caso da hepatite B, e da triagem 
de IgM e IgG dirigida a antígenos virais específicos. A confirmação 
do diagnóstico de uma forma particular de hepatite viral é realizada 
com auxílio de técnicas de diagnóstico molecular apropriadas, como 
PCR em tempo real (RT-PCR), empregando iniciadores (primers) que 
codificam sequências de genes virais. 

e O diagnóstico de doenças hepáticas específicas, incluindo 
hepatite, cirrose, obstrução biliar aguda, lesb ocupadoras de 
espaço, doenças autoimunes e insuficiência hepática fulminante, 
pode ser realizado a partir da detecção de padrões específicos 

de testes séricos de função hepática, bem como da presença de 
anticorpos específicos no soro. 


Função hepática normal 


O fígado é o maior e mais complexo órgão do trato gastrintestinal 
(GI). De forma geral, abrange três sistemas. O primeiro deles — o sistema 
hepatocítico bioquímico — é responsável pela vasta maioria das ativida- 
des metabólicas que ocorrem no corpo, incluindo a síntese de proteínas, 
o metabolismo aeróbio e anaeróbio da glicose e de outros açúcares, a 
síntese e a quebra de glicogênio, o metabolismo de aminoácidos e áci- 
dos nucleicos, as intervenções em aminoácidos e ácido dicarboxílico via 
transaminases (aminotransferases), a síntese e o metabolismo de lipo- 
proteínas, o metabolismo xenobiótico (p. ex., metabolismo de farma- 
cos, usualmente envolvendo o sistema oxidativo do citocromo P450), o 
armazenamento de ferro e vitaminas (como A, De B,,) ea síntese de hor- 
mônios (como angiotensinogênio, fator de crescimento insulina-símile 
Ie tri-iodotironina). É também o local de depuração de muitos outros 
hormônios, como insulina, PTH, estrógenos e cortisol. Singularmente, 
o fígado é o sítio onde a amônia é metabolizada em ureia. 
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Também deve ser observado que todo o conteúdo de albumina 
do organismo é sintetizado no fígado, assim como todas as proteínas 
que atuam como fatores de coagulação, com exceção do fator de von 
Willebrand. Este é sintetizado pelas células endoteliais e megacariócitos. 
Pacientes com doença hepática podem apresentar sinais ou sintomas 
relacionados a um distúrbio envolvendo quaisquer uma dessas funções. 

O segundo sistema hepático mais importante é o sistema hepato- 
biliar. Esse sistema está relacionado ao metabolismo da bilirrubina 
— um processo que envolve o transporte da bilirrubina pelo interior 
do hepatócito, sua conjugação ao ácido glicurônico e sua secreção 
nos canalículos biliares, além do sistema êntero-hepático. Por fim, há 
ainda o sistema reticuloendotelial, ou seja, as células de Kupffer. Essas 
células são um tipo de macrófago e estão envolvidas com: (a) o sistema 
imunológico, mesmo como um dos principais locais de defesa contra 
bactérias intestinais e um local primário para remoção de complexos 
antígeno-anticorpo da circulação; e (b) a quebra da hemoglobina pro- 
veniente dos eritrócitos, dando origem à bilirrubina que, junto à bilir- 
rubina oriunda do baço, entra no hepatócito. 

Na doença hepática, a manifestação dos sintomas clínicos por vezes 
ocorre tardiamente, após a progressão da doença, portanto torna-se 
importante detectar a presença e até mesmo o início de tais condições. 
Felizmente, muitas vezes é possível ter acesso a uma avaliação da fun- 
ção hepática determinando-se o conteúdo sérico de analitos segun- 
do um perfil de teste conhecido como “testes de função hepática”. 
Muitos desses componentes não são exclusivamente hepáticos, con- 
tudo possibilitam um diagnóstico acurado quando são avaliados em 
conjunto. No Capítulo 8, são destacados os teste de função hepática e 
sua interpretação. 

O presente capítulo aborda os testes laboratoriais mais comumente 
empregados para avaliar a função e as lesões hepáticas, bem como os 
métodos utilizados em sua quantificação, os testes para determinação 
das causas de lesão e os perfis de anomalias laboratoriais observados 
em doenças hepáticas específicas. 


Funções metabólicas 
Bilirrubina 
Metabolismo normal da bilirrubina 

A bilirrubina é o principal metabólito do heme — o anel tetrapirrólico 
de ligação ao ferro encontrado em hemoglobina, mioglobina e citocro- 
mos. Aproximadamente 250 a 350 mg de bilirrubina são produzidos 
diariamente em indivíduos adultos sadios, sendo que cerca de 85% 


desse total deriva da renovação de hemácias senescentes (Chowdhury, 
1988; Berk, 1994a; Berlin, 1981). Em macrófagos, principalmente 
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esplênicos, a metemoglobina das hemácias é quebrada e gera cadeias 
livres de globina e heme. O anel porfirínico do heme é oxidado pela 
oxidase do heme microssomal, resultando na produção de biliverdina 
(um composto de cadeia reta) e na liberação de ferro. Nessa reação de 
abertura do anel, há liberação de 1 mol de CO (monóxido de carbono) 
que, por sua vez, é transportado definitivamente como carboxiemo- 
globina. Os níveis séricos da carboxiemoglobina podem ser úteis no 
diagnóstico da anemia hemolítica, como já discutido no Capítulo 8. 
A biliverdina, então, é reduzida à bilirrubina (Fig. 21.1) pela enzima 
dependente de NADPH — a biliverdina redutase. Em seguida, a bilirru- 
bina é transportada principalmente no sistema porta, sobretudo ligada 
à albumina, e segue para o fígado. Uma vez no fígado, a bilirrubina 
entra nos hepatócitos através da região da membrana celular que está 
em contato com os sinusoides, conforme ilustrado na Figura 21.2. 

À medida que a bilirrubina livre entra nos hepatócitos, mais bilirru- 
bina se dissocia da albumina. Esse processo é altamente eficiente. A 
depuração de bilirrubina não conjugada normalmente é de cerca de 5 
mg/kg/dia ou, em um indivíduo que pesa 75 kg, aproximadamente 400 
mg/dia (Berk, 1994 b). A bilirrubina não conjugada apresenta meia-vida 
curta. Após a inoculação, cerca de 60% da bilirrubina marcada aparece 
junto aos hepatócitos em 5 minutos (Bloomer, 1973). A taxa de depura- 
ção se eleva com o aumento da concentração de bilirrubina não conju- 
gada, chegando, pelo menos, a 4 mg/dL (Berk, 1994 b). 

Em sua forma isomérica mais comum (trans-), a bilirrubina é alta- 
mente insolúvel em água, sendo que a maior parte é transportada na 
forma acoplada à albumina e apenas uma pequena fração permanece 
livre. A luz pode causar fotoisomeração, transformando a forma trans 
em uma forma cis mais compacta, que é bem mais hidrossóluvel e, por- 
tanto, excretável pela urina (Onishi, 1986). Esse processo constitui a 
base da fototerapia no tratamento da hiperbilirrubinemia (não conju- 
gada) neonatal. A via de depuração hepática da bilirrubina é ilustrada 
na Figura 21.2. Repare que a bilirrubina não conjugada entra no hepa- 
tócito pela região da membrana celular adjacente aos sinusoides, opos- 
tamente à face que entra em contato com os canalículos biliares. 

Existem dois mecanismos de entrada da bilirrubina no hepatócito: 
a difusão passiva e a endocitose mediada por receptores. De acordo 
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Figura 21.1 Estruturas de moléculas críticas no metabolismo da bilirrubina em 
diglicuronida. A bilirrubina é transportada para dentro do hepatócito, onde é 
convertida em diglicuronida e, em seguida, é secretada nos canalículos (Crawford, 
1988 b). 


com o resumo apresentado na Figura 21.2, uma vez no hepatócito, a 
bilirrubina passa de um complexo proteico a outro em uma cadeia. 
Primeiramente, se complexifica às proteínas conhecidas como Y e Z 
e, em seguida, liga-se de modo sequencial a um complexo proteico 
denominado ligandina. A partir desse complexo, é transportada ao 
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Figura 21.2 Resumo esquemático da via de transporte e do metabolismo da bilirrubina (indicada por “Bili” e também com círculos marrons). A bilirrubina (Bili) é produzida 
a partir da metabolização do heme primariamente no baço. Em seguida, é transportada para o fígado ligada à albumina. Para entrar no hepatócito, liga-se a uma proteína 
transportadora (crescentes em vermelho) e atravessa a membrana celular (círculo 1) entrando na célula. Liga-se às proteínas Y e Z (omitidas) e, então, à ligandina para ser 
transportada até o retículo endoplasmático liso (REL). Uma vez no REL, a bilirrubina é conjugada a ácido glicurônico pela UDP glicuronil transferase-1 (círculo 2), produzindo 
mono e diglicuronideos de bilirrubina — Bili-Gu e Bili(Gu),. A bilirrubina conjugada é, em seguida, secretada dentro dos canalículos (círculo 3) pela proteína de transporte 
ATP-binding cassete MRP2/CMOAT/ABCC2 (crescentes azuis). Em doenças de superprodução (A), como na anemia hemolítica, a taxa de produção de bilirrubina não 
conjugada excede a capacidade de depuração do fígado, acarretando um aumento transiente dos níveis séricos de bilirrubina não conjugada. Tanto na síndrome de Gilbert 
como na de Crigler-Najjar, mutações que afetam o gene coficador da UDP glicuronil transferase (UDPGT1A1) (em C) resultam no acúmulo da bilirrubina não conjugada 

nos hepatócitos e, por fim, no soro. Na síndrome de Gilbert, também pode haver um defeito envolvendo a proteína transportadora de bilirrubina (em B). Mutações no gene 
MRP2/cCMOAT/ABCC2 resultam em proteínas secretoras defeituosas e, consequentemente, no acúmulo de bilirrubina conjugada dentro dos hepatócitos e, por fim, no soro. 
Tais alterações levam à síndrome de Dubin-Johnson (D), uma doença autossômica recessiva. A hiperbilirrubinemia conjugada também é encontrada na sindrome de Rotor, 
possivelmente induzida por vírus. Em adultos, o bloqueio de qualquer um dos principais ductos biliares, em especial o ducto biliar comum, por cálculos ou lesões espaçosas 


(como os tumores) (E) constitui as causas mais comuns de hiperbilirrubinemia conjugada. 


retículo endoplasmático liso (REL), onde se transforma em substrato 
da enzima glicuronil transferase. Essa enzima catalisa a esterificação 
das cadeias laterais do ácido propiônico da bilirrubina com o ácido gli- 
curônico (presente como ácido uridina difosfoglicurônico) para for- 
mar principalmente o conjugado diglicuronida, mostrado na Figura 
21.1 (Chowdhury, 1988). Também são formados monoglicuronida e 
um pouco de triglicuronida. A proporção de pigmentos monoconju- 
gado e diconjugado na bile é 1:4, enquanto essa mesma proporção é 
igual a 1:1 no plasma, sugerindo que o refluxo de monoconjugados 
para o plasma ocorre mais prontamente. 

Conforme o esquema ilustrado na Figura 21.2, a bilirrubina conjuga- 
da é transportada em seguida até a face canalicular do hepatócito para 
ser diretamente secretada dentro dos canalículos por meio de um meca- 
nismo dependente de energia. Apenas a bilirrubina conjugada pode ser 
excretada diretamente dentro dos canalículos, sendo que a bilirrubina 
não conjugada é incapaz de atravessar as membranas nesse local. 

Depois de ser excretada nos canalículos e, definitivamente, no trato 
GI, a bilirrubina passa por mais uma etapa metabólica, dessa vez por 
ação das bactérias intestinais. Como resultado, sofre desconjugação e 
oxidação ou redução, dando origem a compostos que, tomados em 
conjunto, são denominados urobilinogênio e urobilina. Esses com- 
postos podem ser reabsorvidos no intestino. A maior parte do urobili- 
nogênio absorvido é reexcretada pelo fígado. Uma fração minoritária 
pode ser eliminada pela urina. Grandes quantidades são detectadas 
na urina em condições que levam à hiperbilirrubinemia ou em casos 
nos quais o fígado não pode secretar prontamente o urobilinogênio 
absorvido no intestino. Por fim, o urobilinogênio intestinal é conver- 
tido nos pigmentos das fezes, como a estercobilina. A ausência desses 
pigmentos resulta em fezes com cor de argila que, muitas vezes, cons- 
tituem um dos primeiros sinais de comprometimento do metabolis- 
mo da bilirrubina. 

Quando está presente no soro, a bilirrubina conjugada pode ligar-se 

covalentemente à albumina e produzir biliproteína ou bilirrubina-A 
(Lauff, 1982; McDonagh, 1984). Enquanto a bilirrubina conjuga- 
da tem meia-vida inferior a 24 horas, a bilirrubina-A tem meia-vida 
semelhante à da albumina (17 dias) (Fevery, 1986). Por esse motivo, 
causa icterícia prolongada durante a recuperação de lesões hepatoce- 
lulares (Van Hootegem, 1985) ou de obstrução biliar (Kozaki, 1998). 
A bilirrubina conjugada, sendo hidrossolúvel, pode ser filtrada pelo 
glomérulo e aparecer na urina, onde é detectada por meio do exame 
com vareta medidora de nível. A quantificação do urobilinogênio, 
contudo, acrescenta pouca informação aos testes-padrão de função 
ou lesão hepática (Binder, 1989). A concentração de bilirrubina uri- 
nária aumenta na maioria dos pacientes que apresenta níveis séricos 
elevados de bilirrubina conjugada (Binder, 1989). 
Desarranjos do metabolismo da bilirrubina. De acordo com a Figura 
21.2, em cada etapa do processamento da bilirrubina, uma possível lesão 
talvez esteja levando ao aumento dos níveis séricos de bilirrubina conju- 
gada ou não conjugada. Cada caso, por sua vez, é discutido a seguir. 


Causas da elevação dos níveis séricos de bilirrubina não 
conjugada 

Hemólise. Conforme discutido no Capítulo 8, nas anemias hemolíticas, 
o aparecimento de bilirrubina não conjugada se deve à elevação anor- 
mal dos níveis de hemoglobina liberada a partir dos eritrócitos. Se a taxa 
de formação de bilirrubina excede sua taxa de depuração hepática, isto 
é, diante da superprodução de bilirrubina, os níveis séricos dessa molécu- 
la aumentarão. Praticamente todo o conteúdo de bilirrubina produzida 
será da forma não conjugada. Essa situação é particularmente prová- 
vel em recém-nascidos, nos quais a atividade de glicuronil transferase 
é baixa. Assim, um modo de confirmar o diagnóstico de anemia hemo- 
lítica é detectar, em indivíduos adultos, níveis séricos elevados de bilir- 
rubina indireta. Usualmente, esses níveis não estão muito altos e, em 
geral, são da ordem de 1,5 a 3 mg/dL. 

As síndromes de Gilbert e de Crigler-Najjar são causadas por muta- 
ções e deleções genéticas. Na síndrome de Gilbert, caracterizada por 
uma discreta hiperbilirrubinemia não conjugada, a lesão genética mais 
comum parece ser a inserção de duas bases na região promotora do 
gene UGT1A1. Como resultado, observam-se diminuição das taxas de 
transcrição (Maruo, 2004; Kraemer, 2002) e atividade enzimática global 
reduzida (para aproximadamente 30% do valor normal). Na síndrome 


de Crigler-Najjar, mais grave e caracterizada por elevados níveis séricos 
de bilirrubina não conjugada, são detectadas mutações múltiplas nesse 
mesmo gene, incluindo frame shifts (mutações genéticas que resultam 
na modificação das bases do mRNA, tornando-o sem registro) nas regi- 
ões de leitura, inserção de códons de parada e substituições de amino- 
ácidos críticos. Todas essas modificações dão origem a um espectro de 
proteínas não funcionais, cuja perda funcional varia de discreta a total 
(Kraemer, 2002). 

Na síndrome de Gilbert, que acomete uma parcela significativa da 
população (3 a 5%), embora seja necessário, o defeito genético não é 
suficiente para causar a doença. Em um estudo realizado por Persico et 
al. (1999), constatou-se que um percentual significativo de indivíduos 
do sexo masculino com esse defeito apresentavam hiperbilirrubinemia, 
enquanto nenhuma das mulheres com o déficit enzimático apresentou 
elevação dos níveis séricos de bilirrubina (Bosma, 1995). Em alguns 
pacientes com sindrome de Gilbert, observou-se que a taxa de capta- 
ção de ânions orgânicos exibia uma correlação negativa com os níveis 
séricos de bilirrubina (Persico, 1999). Desse modo, foi sugerido que um 
defeito adicional poderia estar presente e ser o responsável pela hiperbi- 
lirrubinemia, a qual poderia estar relacionada a um déficit de transpor- 
te na membrana sinusoidal do hepatócito. Nessa condição, é típico o 
conteúdo de bilirrubina total — praticamente constituído da forma não 
conjugada — estar elevado (2 a 3 mg/dL). Tais níveis podem aumentar 
ainda mais durante o jejum, contudo raramente ultrapassam 5 mg/dL. 
Uma vez que ocorre difusão passiva da bilirrubina dentro dos hepató- 
citos, essa condição não costuma ser grave e pode resultar em elevações 
discretas dos níveis de bilirrubina, como aquelas que são observadas na 
anemia hemolítica, conforme foi descrito. 

A síndrome de Gilbert talvez tenha sido superdiagnosticada, pois 
seu diagnóstico é mais frequente em adultos jovens com idade entre 
20 e 30 anos. Entretanto, o intervalo de valores normais de bilirrubina 
é dependente da idade; e, de fato, os valores máximos são detectados 
em adolescentes e adultos jovens (Rosenthal, 1984). Essa característi- 
ca será discutida adiante. 

Nas formas mais graves da síndrome de Crigler-Najjar, ou seja, na 
doença de tipo I com perda da função proteica determinada por 
homozigose, a hiperbilirrubinemia não conjugada torna-se marcante. 
Os níveis de bilirrubina são quase sempre maiores que 5 mg/dL e 
causam icterícia, mas podem ultrapassar 20 mg/dL. Bebês afetados 
desenvolvem uma severa hiperbilirrubinemia que, tipicamente, leva 
ao kernicterus (icterícia nuclear) e à deposição de bilirrubina no cére- 
bro, afetando, em particular, os gânglios basais e principalmente o 
núcleo lenticular. Como resultado, ocorre disfunção motora severa e 
retardamento. Na doença de tipo II, menos grave, a atividade enzi- 
mática encontra-se reduzida em cerca de 10% da atividade normal, 
e a sobrevivência até a idade adulta é uma possibilidade (Berk, 1994 
c). O kernicterus transforma-se em uma ameaça real quando os níveis 
de bilirrubina excedem 20 mg/dL. É essencial tratar com fototerapia 
os bebês que apresentam essa condição, como já discutido, a fim de 
promover a excreção da bilirrubina não conjugada. 


Causas da elevação dos níveis séricos de bilirrubina 
conjugada 

Déficits de excreção: síndrome de Dubin-Johnson. Em outro erro 
inato do metabolismo, denominado Sindrome de Dubin-Johnson, ha 
um bloqueio da excreção de bilirrubina no interior dos canalículos em 
decorrência de defeitos no transportador de ânions orgânicos multies- 
pecífico canalicular ATP-binding cassette (ABC), o MRP2/cMOAT/ 
ABCC2 (Paulusma, 1997; Tsujii, 1999; Gottesman, 2001). Essa proteína 
integra uma familia de aproximadamente 100 proteinas transportado- 
ras diferentes, que compartilham homologia na região ABC. Essas pro- 
teínas contêm domínios transmembrana que estão envolvidos no reco- 
nhecimento de substratos, os quais são transportados através, dentro e 
fora das membranas celulares, e incluem proteínas relacionadas à resis- 
tência farmacológica múltipla (RFM) a agentes quimioterápicos utili- 
zados na terapia do câncer. Alguns dos membros dessa família utilizam 
ABCs para regular canais iônicos. Várias doenças genéticas resultam de 
mutações envolvendo os transportadores, entre as quais estão síndro- 
me de Dubin-Johnson, fibrose cística, degeneração macular associada à 
idade, doença de Tangier e colestase intra-hepática familiar progressiva 
(Gottesman, 2001). 
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A síndrome de Dubin-Johnson está associada ao aumento dos níveis 

plasmáticos de bilirrubina conjugada, tipicamente acompanhado de 
icterícia branda (bilirrubina total igual a 2 a 5 mg/dL) e intensa pigmen- 
tação escura do fígado, decorrente do acúmulo de lipofuscina. Assim, a 
bilirrubina conjugada se acumula junto ao hepatócito e, eventualmente, 
difunde-se de volta para a circulação, sendo detectada no soro. Esse erro 
inato por vezes é confundido com a síndrome de Rotor, cuja origem 
pode ser viral e também apresenta um bloqueio da excreção da bilirru- 
bina conjugada, embora a pigmentação hepática esteja ausente (Berk, 
1994 d). Em tais circunstâncias, a biópsia hepática muitas vezes revela a 
presença de corpos de inclusão citosólicos nos hepatócitos. 
Obstrução biliar. Em adultos, a colelitiase é a causa mais comum de 
hiperbilirrubinemia. Essa condição resulta da presença de cálculos 
biliares (compostos tanto de bilirrubina como de colesterol), mais 
frequentemente no ducto biliar comum (coledocolitiase). Na maio- 
ria das vezes, os pacientes com essa condição são mulheres bran- 
cas que deram à luz no início da meia-idade (o que deu origem à 
semi-mnemônica “fair, fecund, fortyish female”, mulher clara, fecunda 
e quarentona). A obstrução biliar decorrente da colelitiase resulta na 
elevação dos níveis de bilirrubina total, com mais de 90% de bilirrubi- 
na direta. Em mais de 90% desses pacientes, observa-se um aumento 
concomitante dos níveis de ALP, os quais são variáveis e frequente- 
mente superiores a 300 UI/L. 

Condições inflamatórias envolvendo o trato biliar, como a colan- 
gite ascendente, também resultam em elevação dos níveis séricos de 
bilirrubina direta e ALP, como será discutido adiante. Os níveis ele- 
vados de bilirrubina direta muitas vezes excedem 5 mg/dL. Na sepse 
causada por bactérias Gram-negativas, pode haver uma condição 
semelhante a uma inflamação branda no trato biliar e, como resulta- 
do, ocorrem aumentos discretos dos níveis de bilirrubina direta de 2 a 
3 mg/dL. Há também uma elevação concomitante da concentração de 
ALP, que atinge valores de 200 a 300 UI/L. 

Na hepatite, em que ocorre destruição tóxica dos hepatócitos de 
origem viral, química ou traumática, a necrose focal e/ou danos celu- 
lares resultam no bloqueio tanto da conjugação da bilirrubina como 
da excreção de bilirrubina conjugada. Assim, verifica-se uma elevação 
dos níveis de bilirrubina tanto direta como indireta. Os níveis séri- 
cos de bilirrubina são variáveis, dependendo do grau de severidade da 
infecção e da extensão da doença. Na hepatite viral, como a hepatite 
B, conforme discutido adiante, os níveis séricos de bilirrubina muitas 
vezes chegam a cerca de 5 a 10 mg/dL ou mais. 

À parte da doença hepática, elevações da concentração de bilirru- 
bina conjugada podem ser detectadas em poucas doenças. Condições 
como septicemia e nutrição parenteral total, além de certos fármacos, 
como os andrógenos, costumam induzir aumento dos níveis de bilir- 
rubina conjugada, no entanto os mecanismos envolvidos permane- 
cem desconhecidos (Zimmerman, 1979). O jejum provoca aumento 
da concentração de bilirrubina não conjugada em indivíduos nor- 
mais, porém esse efeito é mais intenso na síndrome de Gilbert. 


Testes laboratoriais para bilirrubina 

A bilirrubina é tipicamente quantificada com ácido sulfanílico dia- 
zotizado, que forma um conjugado de composto azo com os anéis 
porfirínicos da bilirrubina, resultando em produtos de reação que 
absorvem fortemente a 540 nm. Como a bilirrubina não conjugada 
reage lentamente, substâncias aceleradoras, como a cafeína ou o meta- 
nol, são empregadas para determinar o conteúdo de bilirrubina total. 
A deleção desses aceleradores permite a quantificação da bilirrubina 
de reação direta ou bilirrubina direta. 

Até o início dos anos 1980, aceitava-se que a bilirrubina direta era 
igual à bilirrubina conjugada. A introdução da tecnologia do esfrega- 
ço seco, empregando espectrofotometria diferencial para quantificar 
separadamente a bilirrubina conjugada e a não conjugada, conduziu 
à constatação de que a soma dessas duas entidades não correspondia 
ao conteúdo de bilirrubina total e à caracterização da bilirrubina A. 
Aproximadamente 70 a 80% da bilirrubina conjugada e da bilirrubi- 
na A, além de um pequeno percentual de bilirrubina não conjugada, 
é quantificada por meio do ensaio de bilirrubina direta (Lo, 1983; 
Doumas, 1991). Embora existam bons dados sustentando a determi- 
nação dos níveis de bilirrubina conjugada em vez de sua estimação a 
partir da bilirrubina direta (Arvan, 1985; Doumas, 1987), o ensaio da 


bilirrubina direta é ainda amplamente empregado. A acurácia desse 
ensaio depende do manuseio da amostra e da composição do reagen- 
te. A exposição prolongada à luz provoca fotoisomeração e aumenta a 
concentração de bilirrubina de reação direta (Ihara, 1997). O uso de 
agentes umidificadores ou de tampões com pH incorreto aumenta a 
quantidade de bilirrubina não conjugada detectada como bilirrubina 
direta (Doumas, 1991). Tipicamente, a concentração de bilirrubina 
direta deve ser de 0 a 0,1 mg/dL em indivíduos normais, sendo raro 
detectar valores iguais a 0,2 mg/dL na ausência de doença envolvendo 
o fígado ou o trato biliar. 

Os valores de referência para bilirrubina total variam conforme 
a idade e o sexo. Os níveis dessa substância propriamente chegam 
ao pico próximo aos 14 a 18 anos de idade e, ao redor dos 25 anos, 
caem até atingir os níveis estáveis detectados nos indivíduos adultos 
(Rosenthal, 1983; Notter, 1985; Zucker, 2004). Homens apresentam 
valores mais altos que as mulheres, seja qual for a idade do indiví- 
duo (Rosenthal, 1983; Notter, 1985; Carmel, 1985; Dufour, 1998 a; 
Zucker, 2004). O exercício extenuante causa um aumento significa- 
tivo dos valores de bilirrubina, em comparação àqueles observados 
em indivíduos sedentários ou que praticam exercícios físicos de forma 
crônica (Dufour, 1998 b). Indivíduos afro-americanos apresentam 
níveis de bilirrubina significativamente mais baixo que indivíduos de 
outros grupos étnicos. 


Outros testes metabólicos 

A amônia é metabolizada exclusivamente no fígado. A amônia deri- 
va principalmente do metabolismo de aminoácidos e ácidos nuclei- 
cos. Uma parte é também produzida em certas reações metabólicas, 
como na que envolve a ação da enzima glutaminase sobre a glutami- 
na, resultando na produção de ácido glutâmico e amônia. Quando 
isso ocorre, a amônia pode ser metabolizada somente no fígado, 
pois esse órgão é o único que contém as enzimas essenciais ao ciclo 
de Krebs-Henseleit ou ciclo da ureia. Ao final desse processo, a 
amônia (tóxica) é convertida em ureia (não tóxica), e esta é excre- 
tada. Nesse ciclo, amônia, carbamoil fosfato sintetase condensada 
com CO, e ATP atuam na formação de fosfato de carbamoil que, 
na etapa determinante da velocidade, promove a “carboxamidação” 
do grupo A-amino da ornitina para formar citrulina com auxílio 
da enzima ornitina carbamoiltransferase (OCT), uma enzima que 
é exclusivamente hepática. A deficiência congênita dessa enzima ou 
de outras enzimas que participam do ciclo da ureia leva ao aumen- 
to dos níveis de amônia no soro e no líquido cerebrospinal (LCE) 
(Batshaw, 1994). 

Uma característica diferencial do tecido hepático é sua capacidade 
de regeneração. Para que a função hepática seja perdida, é preciso que 
mais de 80% do fígado seja destruído. Se a maior parte do órgão for 
destruída em decorrência de condições como a cirrose (Stahl, 1963) 
ou, menos comumente, insuficiência hepática aguda fulminante, 
incluindo a síndrome de Reye (Heubi, 1984; Sunheimer, 1994), as 
enzimas do ciclo da ureia deixam de estar presentes. Em consequên- 
cia, formam-se acúmulos de amônia tóxica e de alguns aminoácidos 
intermediários desse ciclo, como a arginina, cujos efeitos são conhe- 
cidamente neurotóxicos. O resultado é o aumento da concentração 
de amônia e desses aminoácidos intermediários na circulação e no 
sistema nervoso central (SNC), dando origem à encefalopatia hepá- 
tica. Além disso, na maioria dos pacientes cirróticos, observa-se uma 
derivação portossistêmica intra-hepática que faz a amônia se desviar 
do fígado e ser detectada em elevada concentração no soro. Os altos 
níveis séricos de amônia, portanto, muitas vezes apontam a existência 
de alguma forma de insuficiência hepática, embora outras condições 
também possam induzi-los. 

Em pacientes com cirrose ou insuficiência hepática fulminante, 
há certa controvérsia com relação a ser a própria amônia a causado- 
ra da encefalopatia hepática. É possível que essa doença seja causada 
por outras toxinas, as quais também se acumulam em decorrência 
da ausência de destoxificação hepática. Um dos argumentos utiliza- 
dos com frequência é a inexistência de uma correlação entre o grau 
de severidade da encefalopatia e a concentração sérica de amônia 
(Lewis, 2003). Como contra-argumento, afirma-se que, embora 
os níveis venosos de amônia não se correlacionem com o grau de 
encefalopatia (Stahl, 1963), os níveis arteriais de amônia geralmente 


apresentam correlação com a gravidade da doença. Além disso, em 
pacientes com cirrose ou insuficiência hepática fulminante, a redu- 
ção dos níveis séricos de amônia invariavelmente diminui o grau de 
severidade da encefalopatia (Pincus, 1991). Um importante mecanis- 
mo pelo qual a amônia pode causar toxicidade ao SNC é por meio 
da capacidade de reduzir a concentração de ácido y-aminobutirico 
(GABA, gama-aminobutyric acid), um neurotransmissor criticamente 
importante do SNC. Essa redução se dá pela reação da amônia com o 
ácido glutâmico, com formação de glutamina via reversão da reação 
catalisada pela glutaminase (Butterworth, 1987). O processo resulta 
na depleção do ácido glutâmico no SNC. Entretanto, como o GABA é 
formado diretamente a partir da descarboxilação do ácido glutâmico, 
seus níveis acabam diminuindo e acarretando efeitos potencialmente 
sérios sobre a neurotransmissão. Uma vez que amônia provoca acú- 
mulo de glutamina no SNC, foi sugerido que — ao menos na hipera- 
moninemia induzida por ácido valproico — os níveis desse metabólito 
no LCE podem ser utilizados para diagnóstico e monitoramento da 
encefalopatia hepática. 

Os elevados níveis séricos de amônia detectados na encefalopatia 

hepática são mais comumente reduzidos pela lactulose, que é um 
agente metabolizado a ácido lático por bactérias intestinais especifi- 
cas. O ácido produzido no lúmen intestinal captura a amônia como 
íon amônio. Este é incapaz de se difundir através das membranas 
intestinais e, por esse motivo, acaba sendo excretado. No intestino, as 
bactérias produtoras de amônia são removidas pelo tratamento com 
antibióticos, como a neomicina. 
Ensaios para amônia. A amônia é tipicamente quantificada por meio 
de ensaios enzimáticos, utilizando glutamato desidrogenase. Essa enzi- 
ma catalisa a reação do Ot-cetoglutarato com a amônia para formar glu- 
tamato, tendo a oxidação de NADPH a NADP como indicador (dimi- 
nuição da absorbância a 340 nm). A amônia também é quantificada 
pelo método do esfregaço seco, utilizando tampões de pH alcalino para 
converter todos os íons amônio em gás amônia e azul de bromofenol 
como indicador da reação (Huizenga, 1994). Sendo a amônia um pro- 
duto do metabolismo celular, os métodos empregados na coleta e no 
transporte da amostra são críticos na prevenção de artefatos que levem 
à detecção de níveis falsamente elevados. O sangue arterial é a amos- 
tra preferida para quantificação da amônia. Embora o sangue venoso 
não seja recomendado, nos casos em que for utilizado, é preciso redu- 
zir ao mínimo o uso de torniquetes, bem como evitar cerrar e relaxar 
o punho durante a coleta. As amostras devem ser mantidas em água 
gelada até o momento da separação do componente celular do plasma 
(Howanitz, 1984; da Fonseca-Wollheim, 1990). 


Lipídeos 

Colesterol e outros lipídeos (Cap. 17). Sendo o fígado essencial à 
síntese das lipoproteínas e às interconversões, os distúrbios hepáti- 
cos muitas vezes desequilibram o metabolismo lipoproteico. Embora 
nenhuma anomalia desse tipo seja empregada no diagnóstico de 
patologias hepáticas, é importante reconhecer que podem resultar de 
doenças hepáticas. Nos casos de lesão hepática severa, entre os quais a 
cirrose, tais anormalidades incluem uma redução da fração HDL, em 
particular de HDL; (e raramente de HDL,), bem como alteração da 
distribuição de outras lipoproteínas, decorrente, em parte, da defici- 
éncia das seguintes lecitinas: colesterol aciltransferase (LCAT, a enzi- 
ma que esterifica o colesterol) e lipoproteína lipases. Como resulta- 
do, o indivíduo afetado apresenta hipertrigliceridemia (níveis de TGs 
em torno de 250 a 500 mg/dL). Além disso, a diminuição da síntese 
de LCAT e das lipoproteínas lipases provoca aumento dos níveis de 
colesterol não esterificado no sangue e nas frações de HDL, aumento 
dos níveis de fosfolipídeos (incluindo lecitinas) no sangue e na fração 
VLDL, bem como aumento da concentração sérica de TGs. Em ter- 
mos globais, o padrão lipoproteico resultante é o mesmo da conheci- 
da P-lipoproteína, cuja migração é anormal, característico da hiperli- 
poproteinemia de tipo III (Cap. 17). Todavia, em pacientes cirróticos 
desnutridos, apesar das deficiências enzimáticas críticas, podem ser 
detectados baixos níveis de colesterol (< 100 mg/dL). 

Ao contrário, na lesão hepática induzida por álcool, observa-se um 
aumento da expressão de apoA-I induzido pelo álcool. Assim, se o 
paciente continuar consumindo essa substância, poderá apresentar 
conteúdo de HDL (em especial, a HDL3) aumentado. 


Como na cirrose há diminuição dos níveis de apoA-I, os níveis séri- 
cos dessa proteína têm sido utilizados para diagnosticar a doença pelo 
método do índice de PGA da atividade da transferase (Teare, 1993). 
Trata-se de uma combinação da proteína apoA-I com a atividade de 
y-glutamil transferase (discutida adiante), a qual aumenta, e o tempo de 
protrombina, o qual também aumenta (índice PGA). Esse índice é dife- 
rente em casos de hepatite alcoólica e, portanto, permite distinguir as 
duas condições eliminando a necessidade de realizar biópsia hepática. 

Na colestase, a regurgitação do conteúdo biliar para dentro da cir- 

culação sanguínea resulta em acúmulo de lipoproteína X (LpX), já 
discutido no Capítulo 17, e elevação dos níveis de lipídeos biliares. 
Tendo em vista que a LpX transporta alta concentração de colesterol 
não esterificado, os níveis séricos de colesterol podem se tornar acen- 
tuadamente elevados (Turchin, 2005). 
Sais biliares. Os sais biliares são produtos do metabolismo do coleste- 
rol e facilitam a absorção de gorduras no intestino. São armazenados 
na vesícula biliar e liberados no intestino após as refeições, por meio 
da contração da vesícula mediada pela colecistoquinina. Embora seja 
incomum usá-los no diagnóstico de anomalias da função hepática, 
podem ser empregados no diagnóstico da colestase por serem impor- 
tantes constituintes de uma quantidade substancial da bile na excre- 
ção da bilirrubina. Do mesmo modo, na obstrução biliar severa, o 
acúmulo de sais biliares no soro causa uma doença sintomática que 
se apresenta como uma coceira intratável, ainda que existam contro- 
vérsias (Jones, 1999). Os sais biliares primários — colato e quenodeo- 
xicolato — são produzidos no fígado. Sua excreção se dá pelos sistemas 
biliar e êntero-hepático, além do trato intestinal, onde são metabo- 
lizados pelas bactérias locais e produzem os sais biliares secundários 
(1. e., litocolato, deoxicolato e ursodeoxicolato) (Carey, 1988) por 
7-ot-desidroxilação bacteriana no lúmen intestinal. Sendo um produ- 
to terminal do metabolismo dos sais biliares no homem, o ursodeo- 
xicolato é produzido por isomerização dos sais biliares secundários 
e tem sido empregado com fins terapêuticos nas doenças colestáticas 
(Rost, 2004). No sistema microssomal (discutido anteriormente), os 
sais biliares são conjugados em glicina e taurina, além de também 
serem sulfatados e submetidos à glicuronidação. A conjugação dos 
sais biliares em taurina e sulfatos aumenta com o grau de severidade 
da colestase em condições que provocam obstrução do escoamento da 
bile. A recirculação dos sais biliares no fígado se dá por reabsorção a 
partir do íleo terminal, onde quase todo o deoxicolato e cerca de 75% 
do quenodeoxicolato são reabsorvidos. Na cirrose, ocorre uma dimi- 
nuição desigual dos níveis de ácido cólico e da proporção entre sais 
biliares primários e secundários. Diante da colestase, não há forma- 
ção de sais biliares secundários e, assim, a proporção entre sais biliares 
primários e secundários aumenta acentuadamente. 

Em pacientes normais, a depuração renal dos sais biliares é negli- 
gível. Nos pacientes com colestase, por outro lado, ocorre elevação 
da excreção renal desses sais, principalmente na forma de sulfatos e 
glicuronídeos. Sais biliares de jejum normais podem excluir a doen- 
ça do parênquima hepático em pacientes com síndrome de Gilbert 
(Vierling, 1982), anteriormente discutida. Do mesmo modo, também 
é preciso considerar que a produção hepática defeituosa de sais bilia- 
res — os quais auxiliam na solubilização do conteúdo da bile — pode 
predispor à formação de bilirrubinato ou cálculos de colesterol, bem 
como obstrução biliar pós-hepática. 

A análise dos sais biliares deve ser feita em amostras de soro obti- 
das de pacientes em jejum, ou em amostras de soro coletadas em um 
intervalo de tempo específico após as refeições, uma vez que a ingestão 
de alimentos causa elevação significativa dos níveis de ácidos biliares. 
Os sais da bile podem ser quantificados por meio de muitas técnicas, 
contudo os métodos cromatográficos, em particular o HPLC (discuti- 
do no Cap. 23), são mais amplamente utilizados e permitem a separa- 
ção dos diferentes tipos de sais biliares. 


Metabolismo de fármacos 

Muitos xenobióticos, como os fármacos, são metabolizados no 
fígado, principalmente nos microssomos hepáticos. Existem séries 
complexas de reações, muitas das quais dependem do citocromo 
P450, que estão envolvidas na oxidação desses compostos. As iso- 
formas do citocromo P450 determinam se as substâncias exógenas 
específicas são ou não convertidas em metabólitos. Algumas dessas 
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isoformas são CYP1A e CYP2B (citocromo P450 1A e 2B, respecti- 
vamente). Com frequência, a conversão dos xenobióticos em meta- 
bólitos por meio desse sistema envolve duas fases: as reações da fase 
I promovem oxidação/hidroxilação, enquanto as reações da fase II 
conjugam o metabólito (ou composto parental) a compostos polares, 
como ácido glicurônico, glicina, taurina e sulfato. Na doença hepática 
mais grave, em que há dano microssomal, essa capacidade de meta- 
bolização dos agentes xenobióticos está comprometida. Dessa forma, 
a capacidade dos hepatócitos de metabolizar fármacos pode ser utili- 
zada para determinar o grau de dano hepático. Nesse caso, em geral é 
administrada uma dose conhecida de fármaco com marcação radioa- 
tiva (usualmente, C) e quantifica-se o “CO, exalato pelo indivíduo 
no decorrer de uma respiração. Duas categorias de testes de respiração 
foram desenvolvidas com base na etapa limitante da taxa de metabo- 
lismo. No primeiro grupo — que inclui fármacos como aminopirina, 
cafeína e diazepam — todos são metabolizados a taxas que indepen- 
dem do fluxo de sangue para o fígado, mas que dependem apenas da 
atividade enzimática de diferentes citocromos P450 (p. ex., CYPIA). 
O segundo grupo é composto por fármacos como metacetina, fenace- 
tina e eritromicina, cujas taxas de metabolização são dependentes da 
velocidade do fluxo sanguíneo, isto é, suas taxas de metabolização são 
mais rápidas que suas taxas de distribuição para o fígado. Esses tipos 
de testes dinâmicos aparentemente não são tão úteis no diagnóstico 
inicial da doença hepática. Em vez disso, são mais úteis para estimar 
a extensão do dano ao fígado diante de uma doença hepática conhe- 
cida (Nista, 2004). Uma interferência que complica a interpretação 
dos resultados de tais testes é a dependência da desmetilação da ami- 
nopirina (o grupo metil é oxidado a CO,) contida na vitamina B,,. 
Em casos de deficiência dessa vitamina, quantidades de “CO, abaixo 
do normal são exaladas em decorrência dos baixos níveis de vitami- 
na, não necessariamente dano hepático. As taxas de metabolização 
da cafeína, em geral, diminuem com o avanço da idade, porém são 
aumentadas pelo tabagismo — achados estes que podem complicar a 
interpretação dos resultados. 


Funções sintéticas 


Síntese proteica 

O fígado é sítio de síntese da maioria das proteínas plasmáticas. 
(As principais exceções constituem as imunoglobulinas e o fator de 
von Willebrand). É no fígado que ocorre mais de 90% da síntese de 
todas as proteínas e 100% da síntese de albumina. Assim, uma des- 
truição extensa do tecido hepático resultará em baixos níveis séricos 
de proteína total e de albumina. Na cirrose, além da destruição dos 
hepatócitos, outra causa da diminuição da produção de proteínas é a 
hipertensão porta, que leva à diminuição da distribuição de aminoá- 
cidos para o fígado. Duas quantificações essenciais da função hepática 
são, portanto, a determinação dos níveis séricos de proteína total e de 
albumina. Todavia, é preciso lembrar que existem ainda outras causas 
importantes da queda desses parâmetros, as quais são doença renal, 
desnutrição, enteropatias perdedoras de proteína e, menos frequente- 
mente, doenças inflamatórias crônicas. Tais causas alternativas devem 
ser sempre consideradas ao avaliar o status funcional do fígado. 

Nas doenças hepáticas em que há lesão ou necrose disseminadas, 
como na insuficiência hepática fulminante e na cirrose, há uma queda 
dos níveis plasmáticos das proteínas sintetizadas no fígado. Desse 
modo, as proteínas cuja meia-vida é maior tendem a ter a concentra- 
ção diminuída mais lentamente. A meia-vida da albumina é de cerca 
de 20 dias, por isso seus níveis séricos caem mais devagar que os níveis 
das proteínas cujas meias-vidas são mais curtas. Entre as proteínas pro- 
duzidas no fígado que apresentam meia-vida curta estão o fator VII (4 
a 6 horas), a transtiretina (1 a 2 dias) e a transferrina (6 dias). 

A determinação dos níveis séricos de proteína costuma ser basea- 
da no método do ácido biurético. Esse método reflete a capacidade 
de os grupos C=O do esqueleto peptídico das proteínas formarem 
complexos coloridos com o cobre e, então, apresentarem forte absor- 
bância a 540 nm. Alguns métodos empregam método que envolve a 
ligação a um corante, no qual as proteínas formam complexos com 
o azul de Coomassie. A albumina forma um complexo de cor única 
que se cora com verde de bromocresol e púrpura de bromocresol, de 


modo a apresentar absorbância máxima em comprimentos de onda 
discretamente diferentes e, assim, permitir a quantificação direta por 
espectrofotometria (Ihara, 1991). O intervalo de referência dos níveis 
séricos normais de proteína total geralmente são da ordem de 6 a 7,8 
g/dL. Ao menos 60% desse conteúdo deve ser constituído de albumi- 
na, cuja faixa de normalidade é de cerca de 3,5 a 5 g/dL. 

A eletroforese de proteínas séricas e a quantificação com imunoglo- 
bulinas (Igs) podem revelar alterações características da doença hepá- 
tica, as quais são discutidas no Capítulo 19. Na cirrose, é típico que a 
albumina esteja significativamente diminuída, assim como as bandas 
O, œ e D (principalmente, transferrina). Entretanto, há sempre um 
aumento policlonal da concentração de Igs que produz o característico 
padrão de “ponte” B-y, conforme discutido no Capítulo 19. Na hepati- 
te autoimune, a diminuição da concentração de albumina é tipicamen- 
te acompanhada de um aumento policlonal marcante da concentração 
de IgG. À cirrose biliar primária é acompanhada de um aumento poli- 
clonal da concentração de IgM. 


Albumina 

A albumina é a principal proteína produzida pelo fígado. À síntese 
hepática é aumentada pela diminuição da pressão oncótica do plasma, 
sendo diminuída por ação das citocinas (principalmente, interleu- 
cina-6). Enquanto a síntese normal de albumina é da ordem de 120 
mg/kg/dia, a taxa de síntese pode se tornar duas vezes maior diante 
de uma pressão oncótica reduzida. Uma diminuição da concentração 
de albumina constitui um dos principais aspectos prognósticos de 
pacientes com cirrose. Sua quantificação foi discutida anteriormente 
e é detalhada no Capítulo 19. A albumina é também uma proteína de 
transporte para muitas substâncias, tanto endógenas (p. ex., bilirrubi- 
na e hormônio da tireoide) como exógenas (p. ex., fármacos). Baixos 
níveis séricos de albumina decorrentes de doença hepática são quase 
sempre causados pela destruição massiva do tecido hepático, sendo 
detectados primariamente na cirrose e, com mais frequência, secunda- 
riamente ao alcoolismo. A queda da concentração de albumina ocorre 
em paralelo à queda do conteúdo de proteína total. Como a albumina 
é o coloide intravascular osmoticamente ativo, a hipoalbuminemia 
muitas vezes resulta em edema. Na cirrose, em que a resistência ao 
fluxo sanguíneo está maior nos sinusoides e causa hipertensão porta, 
o efeito combinado da elevada pressão hidrostática no sistema porta e 
da reduzida pressão osmótica do coloide resulta na formação de ascite 
— um achado comum nessa doença. 


Outras proteínas séricas 

Enquanto a maioria das proteínas discutidas no Capítulo 19 é pro- 
duzida no fígado, duas delas possuem especial importância na detec- 
ção de distúrbios hepáticos. 
ot-antitripsina (AAT). A Q,-antitripsina — a o,-globulina mais 
abundante — é o principal inibidor de proteases existente no plasma. 
Embora seu nome indique a inibição da tripsina, essa proteína tam- 
bém inibe outras serina-proteases, como a elastina. A AAT é codifica- 
da pelo gene Pi, situado no cromossomo 14. Existem diversas varian- 
tes genéticas que são produzidas por mutações pontuais, as quais 
levam a substituições de um único aminoácido (Chappell, 2004). A 
variante mais comum (M) está associada a níveis séricos normais de 
AAT. A mutação presente nas variantes S e Z impedem a glicação nor- 
mal da proteína, levando ao acúmulo de AAT nos hepatócitos com 
redução dos níveis plasmáticos dessa proteína (Propst, 1994). Nos 
Estados Unidos, o genótipo esmagador é o Pi”, em que Pi consti- 
tui o inibidor de protease. Todos os demais genótipos (Pi“, PiS, Pi°, 
PiMZ e PiMS) apresentam atividade de antiprotease mensurável, com 
exceção do raro genótipo nulo Pr. Se a atividade de antiprotease do 
fenótipo MM é adotada como referencial, então a atividade determi- 
nada por ZZ será de 15%, a de SS será de 60%, a de MZ será de 57,5% 
e a de MS será de 80%. Adultos com genótipo Pi” são mais propen- 
sos ao desenvolvimento de enfisemas com relativa prematuridade, em 
consequência de ausência de inibição da atividade da tripsina sobre a 
elastina da parede alveolar. Esses pacientes Pi“ tendem a acumular 
proteína Z nos hepatócitos periportais, onde se formam corpúscu- 
los citoplasmáticos, sendo que também pode haver desenvolvimento 
de hepatite neonatal. Curiosamente, embora bebês possam morrer 
em decorrência de uma lesão hepática, essa condição se resolve na 


maioria dos casos e progride para cirrose em apenas 3% dos bebês afe- 
tados (Sveger, 1988). Há uma probabilidade maior de lesão hepática 
em pacientes adultos heterozigotos ou homozigotos para a variante Z 
da AAT, possivelmente devido ao acúmulo de AAT no retículo endo- 
plasmático com consequente indução de autofagia e apoptose nos 
hepatócitos (Teckman, 2004). A fenotipagem de AAT pode ser reali- 
zada pela focalização isoelétrica (Propst, 1994). Sendo um reagente de 
fase aguda, os níveis séricos dessa enzima podem permanecer normais 
em indivíduos heterozigotos MZ. 

Ceruloplasmina. A ceruloplasmina é a principal proteína sérica con- 
tendo cobre, sendo também a enzima que circula em maior concentra- 
ção. É uma ferroxidase, essencial à conversão do ferro ao estado férrico 
que possibilita a ligação à transferrina. Níveis baixos de ceruloplasmina 
são detectados na doença de Wilson, um raro distúrbio congênito (1 a 
cada 30.000 indivíduos) associado a uma mutação — entre várias possí- 
veis — no gene localizado no cromossomo 13, que codifica uma adeno- 
sina trifosfatase celular (ATPase) denominada ATP7B. Essa enzima é 
um novo membro da família de ATPases de tipo p transportadoras de 
cátions (Bull, 1993). É uma proteína expressa principalmente no fígado 
que promove a secreção de cobre no plasma, acoplada à síntese de ceru- 
loplasmina, bem como no trato biliar. Foram detectadas mais de 200 
mutações do gene envolvido na doença de Wilson, as quais resultam 
no comprometimento da função da ATP7B e em acúmulo intracelular 
de cobre (Langner, 2004). Nos hepatócitos, o excesso de cobre no meio 
intracelular acaba se depositando nos lisossomos e induzindo reações 
com radicais livres, incluindo peroxidação lipídica e instabilidade da 
membrana. O dano hepático resultante pode levar à hepatite crônica 
ativa, à cirrose ou, mais raramente, à insuficiência hepática fulminante. 
Além disso, esteatose e inflamação também podem ocorrer como resul- 
tado dessa condição. O cobre se deposita no SNC, em especial no núcleo 
lenticular dos gânglios basais, causando doença neuropsiquiátrica. 
Pode, ainda, depositar-se na borda da íris, onde forma os conhecidos 
anéis de Keyser-Fleischer. 

O diagnóstico da doença de Wilson é feito com base em achados 
clínicos e laboratoriais típicos, tais como níveis baixos de ceruloplas- 
mina no soro — que podem ser quantificados tanto por imunoensaio 
como por ensaio enzimático —, aumento da excreção urinária de 
cobre e aumento do conteúdo hepático de cobre. Enquanto a ceru- 
loplasmina encontra-se caracteristicamente diminuída na doença de 
Wilson, fatores que provocam o aumento de sua síntese (p. ex., cito- 
cinas, gravidez, estrógenos) podem fazer com que os níveis da prote- 
ina permaneçam normais em até 15% dos pacientes, de uma forma 
global, bem como em 35% dos pacientes que apresentam manifesta- 
ções hepáticas da doença de Wilson (Dufour, 1997), particularmente 
hepatite wilsoniana aguda (Berman, 1991). O teste genético é o modo 
mais confiável de estabelecer o diagnóstico, apesar da dificuldade 
para realizá-lo, uma vez que foram identificadas mais de 200 muta- 
ções causadoras da doença. 


Fatores de coagulação 

Como já mencionado, à exceção do fator de von Willebrand, 
que é produzido por células endoteliais e megacariócitos, as prote- 
inas da coagulação são sintetizadas no fígado. Além disso, os inibi- 
dores da coagulação (como antitrombina III, a,-macroglobulina, 
Q,-antitripsina, inibidor de esterase Cl e proteína C) também são 
sintetizados nesse órgão. Além disso, os produtos da degradação da 
fibrina são catabolisados no fígado. A diminuição da síntese de anti- 
trombina III em pacientes cirróticos e com hepatite pode ser causada 
pelo aumento do consumo ou por uma alteração do fluxo transca- 
pilar (Kelly, 1987). A coagulopatia mais comumente observada na 
insuficiência hepática (i. e., cirrose e insuficiência hepática fulmi- 
nante aguda) é a coagulopatia intravascular disseminada (CID). Esse 
assunto é discutido no Capítulo 8 e ao longo da Parte V deste livro. 
Essa condição é caracterizada pelo aumento do consumo dos fatores 
de coagulação e das plaquetas, causando trombocitopenia e elevações 
dos tempos de protrombina (PT) e de tromboplastina parcial (PTT). 
O mecanismo postulado foi a diminuição da síntese dos fatores de 
inibição da coagulação, a diminuição da depuração dos fatores de 
coagulação ativados ou a liberação de tromboplastina tecidual pelos 
hepatócitos (Kelly, 1986). A quebra dos produtos da fibrina, detectada 
na CID, foi encontrada em até 80% dos pacientes com doença hepá- 


tica que não apresentavam evidências de fibrinólise (Van de Water, 
1986). É importante que o diagnóstico da CID seja confirmado pela 
detecção da elevação dos níveis sanguíneos de D-dímero, como des- 
crito na seção que aborda a hemostasia e a trombose (Parte V). Em 
alguns casos de insuficiência hepática, as contagens plaquetárias estão 
diminuídas em decorrência do sequestro em um baço aumentado, em 
consequência de hepatoesplenomegalia. Essa condição, combinada à 
elevação de PT e PTT causada pela síntese diminuída dos fatores de 
coagulação, pode estar mascarada e se apresentar como CID. Em tais 
circunstâncias, os níveis de D-dímero não se encontram elevados e, 
portanto, excluem esse diagnóstico. 

Conforme descrito na Parte V, o teste de PT e a determinação asso- 

ciada da proporção de sensibilidade internacional talvez constituam o 
teste laboratorial requisitado com maior frequência para detecção de 
anormalidades da coagulação associadas ao fígado. O PT mede a efi- 
cácia do sistema de coagulação extrínseco em que o fator VII é ativado 
pelo fator tecidual. Uma vez que o fator VII é sintetizado exclusiva- 
mente no fígado, sua quantificação pode ser empregada para avaliar 
o status da função hepática. Muitas vezes, o PT é computado como 
INR (international normalized ratio) — a proporção padronizada inter- 
nacional que tenta padronizar todas as quantificações de PT em fun- 
ção do método considerado “padrão-ouro” para determinação desse 
parâmetro, utilizando o indice de sensibilidade internacional (ISI), 
conforme descrito na Parte V. 
Algumas ressalvas quanto à utilização do PT e do INR para avaliar 
a função hepática. Como PT e PTT determinam o status das cascatas 
de coagulação (extrínseca e intrínseca, respectivamente), quaisquer 
distúrbios da coagulação produzirão respostas anormais de PT e/ou 
PTT, independentemente da função hepática. Além disso, em pacien- 
tes com colestase (i. e., doença do trato biliar) sem nenhuma disfun- 
ção hepatocítica (p. ex., cirrose ou insuficiência hepática fulminante), 
a absorção intestinal de vitamina K lipossolúvel pode estar compro- 
metida, em razão dos baixos níveis de sais biliares que permitem seu 
transporte através da membrana. Uma vez que a biossíntese dos fato- 
res II, VII, IX e X pela via da carboxilação depende da vitamina K, 
anomalias envolvendo a coagulação são frequentes. Por esse motivo, 
em pacientes com colestase, é possível detectar níveis séricos normais 
das formas precursoras inativas desses fatores de coagulação, confor- 
me discutido adiante. A correção do PT pela administração de vita- 
mina K usualmente é viável quando o paciente com doença hepática 
colestática apresenta fator V normal. 

Da mesma forma, o uso de INR na avaliação da função hepática 

pode conduzir a resultados errôneos. Como discutido na Parte V, o 
INR se baseia nos valores de PT para pacientes tratados com coumadi- 
na (que bloqueia principalmente o sistema extrínseco). Sendo assim, 
sua adequação à avaliação de coagulopatias não induzidas por cou- 
madina tem sido questionada, especialmente diante da constatação de 
que o PT aumenta bem menos com um ISI menor em pacientes com 
doença hepática submetidos ao tratamento com coumadina (Kovacs, 
1994; Ts'ao, 1994; Johnston, 1996; Robert, 1996). 
Os PTs são empregados no cálculo do escore MELD. O PT é parte 
integral do escore do modelo de doença hepática em estágio terminal 
(MELD, model for end-stage liver disease) utilizado na avaliação da prio- 
ridade do transplante de fígado na doença hepática (Trotter, 2004). Esse 
escore é um número calculado com base nos valores de bilirrubina, 
creatinina e INR. Embora pareça predizer com acurácia a mortalida- 
de de 3 meses para pacientes que aguardam um transplante de fígado 
(Farnsworth, 2004), o escore deve ser utilizado com cautela, seja porque 
os intervalos de referência dos analitos diferem entre os laboratórios e, 
assim, dificultam sua padronização, seja por causa das ressalvas quanto 
ao uso dos valores de INR, como descrito anteriormente. 


Des-y-carboxiprotrombina (DCP) 

Os fatores de coagulação dependentes de vitamina K (II, VII, IX, 
X) são sintetizados no fígado e requerem uma modificação pós-tra- 
ducional mediada por essa vitamina (Y-carboxilação de um deter- 
minado número de resíduos terminais de ácido glutâmico em ácido 
y-carboxiglutamico). Tal modificação deve ocorrer antes da secreção 
no sangue, a qual é necessária à atividade funcional desses fatores na 
cascata de coagulação. O precursor não modificado da protrombina 
(DCP) é detectado em alta concentração no soro de pacientes com 
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carcinoma hepatocelular. O DCP é quantificado utilizando-se dois 
anticorpos monoclonais (19B7 e MU-3). A elevação dos níveis de 
DCP em tais pacientes é preditiva da diminuição do tempo de sobre- 
vida (Nagaoka, 2003). Entretanto, os ensaios para DCP não apre- 
sentam o mesmo uso geral da o-fetoproteina (discutido a seguir) no 
diagnóstico e acompanhamento dessa doença. 


Testes de lesão hepática 
Níveis de enzimas plasmáticas 


Como células de alta complexidade metabólica, os hepatócitos con- 
têm concentrações elevadas de inúmeras enzimas. Quando há uma 
lesão hepática, pode haver vazamento dessas enzimas para o plasma e, 
portanto, sua detecção é útil ao diagnóstico e monitoramento da lesão 
hepática. Embora tais enzimas sejam discutidas de modo mais comple- 
to no Capítulo 20, uma compreensão de sua localização celular e dos 
padrões de alterações enzimáticas torna-se indispensável ao entendi- 
mento dos achados associados a diversos tipos de doença hepática. 


Localização celular das enzimas 

Junto ao hepatócito, as enzimas mais comumente quantificadas são 
encontradas em locais específicos. O tipo de lesão hepática determi- 
na o padrão de alterações enzimáticas. A Figura 21.3 ilustra os locais 
onde são encontradas as enzimas hepatocíticas mais importantes. As 
enzimas citoplasmáticas são LDH, AST e ALT. As enzimas mitocon- 
driais, como a isozima mitocondrial da AST, são liberadas diante do 
dano à mitocôndria. Processos obstrutivos elevam os níveis das enzi- 
mas canaliculares, como ALP e GGT. 


Mecanismos de liberação de enzimas 


As enzimas são liberadas dos hepatócitos como resultado de lesões 

à membrana celular que causam diretamente a extrusão do conteú- 
do citoplasmático. Além disso, agentes como o etanol provocam a 
liberação de AST mitocondrial a partir dos hepatócitos, bem como 
sua expressão na superfície celular (Zhou, 1998 a). O acúmulo dos 
sais biliares com obstrução canalicular causa liberação de fragmen- 
tos de membrana que contêm enzimas ligadas (Schlaeger, 1982; 
Moss, 1997). Pode haver aumento da síntese de GGT e, em menor 
grau, de ALP com o uso de medicação indutora da síntese de enzi- 
mas microssomais, notavelmente etanol, fentoína e carbamazepina 
(Aldenhovel, 1988). 
Aminotransferases (transaminases). Nessa categoria, existem duas 
enzimas que possuem grande utilidade diagnóstica: AST — também 
conhecida como glutamato oxaloacetato transaminase sérica (SGOT, 
serum glutamate oxaloacetate transaminase) — e ALT — anteriormente 
denominada glutamato piruvato transaminase sérica (SGPT, serum 
glutamate pyruvate transaminase). Essas enzimas catalisam a transfe- 
rência reversível de um grupo amino de aspartato (AST) ou de alani- 
na (ALT) ao &-cetoglutarato para formar glutamato mais o cetoácido 
correspondente do aminoácido inicial (i. e., oxaloacetato ou piruvato, 
respectivamente). Ambas as enzimas requerem piridoxal fosfato (vita- 
mina B,) como cofator. Adotando a ALT como exemplo: a alanina 
reage com o piridoxal fosfato para formar piruvato e piridoxina. Esta, 
por sua vez, reage com Ol-cetoglutarato para formar glutamato mais 
piridoxal fosfato regenerado. 

No cerne dessas reações, reside o cofator piridoxal fosfato (vitami- 
na B,). Em muitos ensaios séricos para ALT e AST, considera-se que o 
soro do paciente forneça a devida complementação de piridoxal fosfato 
— uma circunstância que não se aplica. Ilustrando esse aspecto com um 
caso mais pungente: um paciente, sabidamente alcoólatra, foi admitido 
em um hospital com provável diagnóstico de hepatite alcoólica (con- 
dição pormenorizada adiante). Seu perfil bioquímico clínico obtido no 
momento da admissão hospitalar acusava níveis séricos normais a bai- 
xos de ALT e AST. Esse achado é incomum em casos de hepatite alco- 
ólica, uma vez que os níveis de ambas as enzimas encontram-se signi- 
ficativamente elevados, conforme já discutido, com a concentração de 
AST ainda mais alta que a de ALT. No decorrer das 24 horas seguintes, o 
paciente recebeu tratamento para essa condição e, aparentemente, apre- 
sentou melhora clínica. No entanto, a repetição do perfil de função hepá- 
tica apontou uma elevação marcante dos níveis de ambas as enzimas 





Figura 21.3 Localização das enzimas hepatocelulares. As principais enzimas 
hepatocelulares utilizadas para fins diagnósticos localizam-se em vários sítios 

no interior dos hepatócitos e dão origem a diferentes padrões de liberação de 
enzimas associados a diferentes causas de lesão. A alanina aminotransferase (ALT) 

e a isozima citoplasmática da aspartato aminotransferase (ASTc) são encontradas 
primariamente no citosol. Diante de uma lesão na membrana, como ocorre na 
hepatite viral ou induzida por agentes químicos, essas enzimas são liberadas e 
entram nos sinusoides, elevando a atividade plasmática de AST e ALT. A enzima 
aspartato aminotransferase mitocondrial (ASTm) é liberada primariamente em caso 
de lesão mitocondrial, como aquela causada pelo etanol na hepatite alcoólica. 

A fosfatase alcalina (ALP) e a y-glutamil transferase (GGT) são encontradas 
primariamente na superfície canalicular do hepatócito. Na colestase, os ácidos 
biliares se acumulam e dissolvem os fragmentos de membrana, liberando no plasma 
as enzimas anteriormente ligadas. A GGT também é encontrada nos microssomos 
(anéis). Fármacos indutores de enzimas microssomais, como fenobarbital e dilantina, 
também podem induzir aumento da síntese e da atividade plasmática da GGT. 


(acima de 200 UI/L). Tais resultados deram lugar a um dilema diagnósti- 
co, o qual foi resolvido somente quando se percebeu que, como parte do 
protocolo para tratamento da hepatite alcoólica, o paciente havia rece- 
bido suplementos com vitaminas B, e B,,. Considerando que os ensaios 
para ALT e AST requerem, ambos, o fornecimento de vitamina B, a par- 
tir do soro do paciente, e que o paciente alcoólatra apresentava defici- 
ência dessa vitamina (um achado comum entre alcoólatras), conclui-se 
que os ensaios detectaram níveis normais a baixos dessas enzimas em 
decorrência da falta de vitamina B,. Sob intervenção terapêutica, quando 
as vitaminas foram administradas, o paciente apresentou níveis séricos 
de vitamina B, que permitiram a atividade enzimática total. Essa história 
clínica ilustra o papel central do piridoxal fosfato na catálise enzimática 
da AST e da ALT, bem como a importância da compreensão da base bio- 
química dos ensaios enzimáticos. 

No sangue, a AST ea ALT apresentam meias-vidas de 17 e 47 horas, 
respectivamente, e valores máximos de referência em torno de 40 
UI/L (ver no Cap. 20 a definição de unidades internacionais ou UI). A 
AST é encontrada tanto dentro como fora da mitocôndria, enquanto 
a ALT localiza-se no espaço extramitocondrial. A isozima da AST 
mitocondrial possui meia-vida de 87 horas (Panteghini, 1990). A AST 
encontra-se ubiquamente distribuída pelos tecidos corporais, mesmo 
no coração e nos músculos, enquanto a ALT é encontrada primaria- 
mente no fígado, ainda que quantidades significativas da enzima este- 
jam presentes nos rins. 

A AST citoplasmática total apresenta elevada atividade nos hepató- 
citos, cujo conteúdo de AST é aproximadamente 7.000 vezes superior 
ao do plasma. A ALT também é encontrada em grande concentração 
nos hepatócitos, onde seus níveis são cerca de 3.000 vezes mais altos 
que no plasma. Na deficiência de piridoxal fosfato, a síntese de ALT 
está comprometida. Um fenômeno similar ocorre na fibrose hepática 
e na cirrose. As alterações enzimáticas observadas na lesão hepática 
podem ser prontamente explicadas pelos diferentes níveis de atividade 
e meias-vidas das enzimas hepáticas. Na maioria das formas de lesão 


hepatocelular aguda, como a hepatite, os níveis de AST inicialmente 
se elevam mais que os de AST, em razão da maior atividade de AST 
nos hepatócitos. Em 24 a 48 horas, principalmente diante de um dano 
em curso, os níveis de ALT passam a ser maiores que os de AST, em 
decorrência de sua meia-vida maior. 

Uma exceção a essas observações ocorre na lesão hepática aguda 
induzida por álcool, como no caso da hepatite alcoólica. Estudos 
sugerem que o álcool induz dano mitocondrial, com consequente 
liberação de AST a partir das mitocôndrias. Essa AST, além de ser a 
forma predominante da enzima nos hepatócitos, possui meia-vida 
significativamente maior que a AST extramitocondrial e a ALT. Como 
resultado, os níveis de AST frequentemente se tornam maiores que os 
de ALT e produzem um quociente ALT/AST — também denominado 
proporção de DeRitis — igual a 3 a 4:1 na doença hepática. Ainda há 
quem discorde de que a suspensão do consumo de álcool seja capaz 
de reduzir essa proporção. Em um estudo inicial, os níveis séricos de 
AST mitocondrial foram quantificados em pacientes cirróticos e não 
cirróticos que consumiam álcool de modo abusivo (Nalpas, 1986). 
Pacientes alcoólatras crônicos, independentemente da doença hepá- 
tica subjacente que apresentavam, demonstraram elevações mais 
consistentes dos níveis de AST mitocondrial que os demais pacientes. 
Esses valores duplicaram em mais de 50% dos pacientes que permane- 
ceram em abstinência por mais de 1 semana. Por outro lado, em estu- 
dos mais recentes envolvendo mais de 300 pacientes, descobriu-se que 
uma elevada proporção AST/ALT é sugestiva da existência de doença 
hepática alcoólica em estágio avançado (Nyblom, 2004). Também é 
importante notar que muitos indivíduos alcoólatras são deficientes 
em vitamina B, e, em consequência, apresentam taxas diminuídas de 
síntese de ALT e supressão da atividade de ALT preexistente. 

Na lesão crônica do hepatócito, em especial na cirrose, os níveis de 
ALT elevam-se mais comumente que os de AST. Entretanto, à medida 
que a fibrose progride, é comum observar a queda da atividade dessa 
enzima, enquanto a proporção AST/ALT aumenta gradativamente. 
Desse modo, quando a cirrose se instala, os níveis de AST frequente- 
mente estão mais altos que os de ALT (Williams, 1988; Sheth, 1998). 
Contudo, no estágio final da cirrose, os níveis de ambas as enzimas, 
em geral, não estão elevados e podem mesmo ser baixos, em razão 
da massiva destruição tecidual. Na insuficiência hepática fulminante 
aguda, como se discute adiante e no Capítulo 8, os níveis séricos de 
ambas as aminotransferases encontram-se notavelmente elevados, de 
modo que a proporção AST:ALT muitas vezes é significativamente 
maior que 1 (Sunheimer, 1994). 

Em termos globais, a atividade da ALT é mais específica para detec- 
tar a presença de uma doença hepática em pacientes não alcoólatras e 
assintomáticos. Elevações discretas são detectadas com frequência na 
hepatite C. A AST é utilizada para monitorar a terapia com fármacos 
potencialmente hepatotóxicos. A detecção de concentrações três ou 
mais vezes maiores que o limite normal máximo da enzima deve ser 
considerada uma indicação de que a terapia precisa ser suspendida. 
A elevação crônica das atividades das aminotransferases em pacien- 
tes assintomáticos pode ter várias causas, entre as quais consumo de 
álcool ou uso de medicação, hepatite viral crônica ou doença hepática 
gordurosa não alcoólica. A redução de peso pode diminuir os níveis 
de ALT nos pacientes com excesso de peso em que a concentração da 
enzima esteja elevada (Palmer, 1990). O ácido ursodeoxicólico abai- 
xa os níveis de ALT, bem como de GGT (ver adiante), quando estes 
encontram-se elevados em doadores de sangue (Bellentani, 1989). 

Ensaios para AST e ALT. Existem diversas variantes de ensaios para 
detecção dessas enzimas. Em uma delas, adiciona-se alanina para 
detecção de ALT ou aspartato para detectar AST, de modo a forçar o 
deslocamento da reação para a direita e a produção de glutamato. Em 
seguida, essa produção de glutamato é acoplada à adição da enzima 
glutamato desidrogenase (reação indicadora), resultando na forma- 
ção de o-cetoglutarato. Nessa reação, o NAD é convertido a NADH, 
e este é quantificado como um aumento da absorbância a 340 nm. A 
avaliação dessas reações não deve se estender por muito tempo, pois um 
dos substratos das enzimas, o ot-cetoglutarato, é regenerado pela reação 
indicadora. Outra variante de ensaio para AST envolve o acoplamento 
do oxaloacetato (OAA), que se forma a partir do aspartato na reação, à 
malato desidrogenase. Essa enzima converte o OAA em malato e tam- 
bém NADH em NAD, cuja concentração é quantificada como uma 


diminuição da absorbância a 340 nm. No caso da ALT, a conversão 
da alanina em piruvato permite o acoplamento ao complexo piruvato 
desidrogenase, onde o piruvato é convertido em acetil coenzima A e o 
NAD é convertido em NADH, cuja concentração pode ser diretamente 
medida como um aumento da absorbância a 340 nm. Como já mencio- 
nado, é essencial que o piridoxal fosfato esteja presente em quantidade 
suficiente para possibilitar a ocorrência dessas reações. 

Lactato desidrogenase. Conforme descrito no capítulo 20, essa enzima 
glicolítica citosólica catalisa a oxidação reversível do lactato em piruva- 
to. Existem cinco isozimas de LDH principais, as quais são constituí- 
das por dois tipos de tetrâmeros: H e M. O tetrâmero H apresenta alta 
afinidade pelo lactato, enquanto o tetrâmero M tem afinidade elevada 
pelo piruvato. Progressivamente, de HHHH para MMMM, as cinco 
isozimas possíveis identificadas são LDH, a LDH;. LDH, e LDH, pre- 
dominam em músculo cardíaco, rim e eritrócitos. LDH, e LDH, são as 
principais isozimas encontradas no fígado e no músculo esquelético. O 
limite superior do intervalo de referência para a atividade da LDH sérica 
é de aproximadamente 150 UI/L (ver no Cap. 20 a definição de unida- 
des internacionais ou UI). Os níveis séricos de LDH se elevam na hepa- 
tite. Com frequência, essa elevação é passageira e os níveis da enzima 
já estão normalizados quando ocorre a manifestação clínica (Dufour, 
1988 c; Fuchs, 1998; Singer, 1995), visto que as isozimas oriundas do 
fígado (LDH, e LDH;) apresentam atividade relativamente baixa nos 
hepatócitos, em comparação à atividade detectada no plasma (cerca de 
500 vezes maior), e meia-vida em torno de 4 a 6 horas. 

O aspecto mais importante é o grande aumento dos níveis de LDH 
total, que chegam a ser > 500 UI/L, combinado à elevação significa- 
tiva da concentração de ALP (discutida adiante e no Cap. 20) a valo- 
res > 250 UI/L, na ausência de outras anomalias graves dos níveis das 
enzimas envolvidas na função hepática, especialmente AST e ALT. 
Tais aumentos seletivos muitas vezes acompanham lesões hepáticas 
extensas, como o carcinoma metastático, carcinoma hepatocelular 
primário, ou lesões benignas, como hemagiomas, mais raramente. A 
fonte de LDH, mais comumente LDHs, é incerta, podendo ser tanto 
hepatócitos como tumores, ou ambos. À elevação dos níveis de ALP 
se deve ao bloqueio dos ductos e canalículos locais por massas pre- 
sentes no fígado, conforme discutido adiante. Os ensaios para LDH 
são descritos no Capítulo 20. 


Enzimas que refletem primariamente a lesão canalicular 

Conforme mostra a Figura 21.3, essas enzimas localizam-se predo- 
minantemente na membrana canalicular do hepatócito. São elas: ALP, 
GGT e 5’-NT. Contrastando com a atividade das enzimas citoplasmá- 
ticas, as atividades enzimáticas canaliculares junto aos hepatócitos são 
tipicamente baixas. Uma lesão focal afetando os hepatócitos raramen- 
te produz elevações significativas dos níveis de enzimas canaliculares. 
Fosfatase alcalina. A fosfatase alcalina está presente em diversos teci- 
dos, tais como fígado, ossos, rim, intestino e placenta. Cada um desses 
tecidos contém isozimas distintas que podem ser separadas por eletro- 
forese. O conteúdo de ALP total do soro encontra-se principalmente 
sob a forma não ligada e, em menor extensão, sob a forma complexada 
às lipoproteínas ou, mais raramente, às Igs. 

A ALP hepática, cuja meia-vida é de cerca de 3 dias, é uma enzima 
hepatocítica encontrada na superfície canalicular e, portanto, atua como 
marcador de disfunções biliares. A isozima óssea é particularmente ter- 
mossensível, e essa característica permite sua distinção dentre as outras 
formas importantes. Além disso, a ALP encontrada no intestino e na 
placenta diferem, em termos de antigenicidade, da ALP encontrada no 
fígado, osso e rim. O conjunto de ALP sérica em pacientes normais é 
constituído das formas hepática e óssea. 

Uma obstrução do trato biliar causada pela presença de cálculos nos 
ductos ou ductulos, ou processos infecciosos que resultem em colangite 
ascendente ou, ainda, a existência de lesões extensivas são todos fato- 
res que promovem elevação dos níveis da ALP biliar. Essa elevação se 
dá rapidamente, sendo que os níveis da enzima podem se tornar até 10 
vezes mais altos que o limite máximo considerado normal. O motivo 
que explica esse aumento provavelmente é uma combinação da síntese 
elevada com a diminuição da excreção da enzima. Na colestase obstru- 
tiva, a concentração de ALP mais comumente aumenta duas ou mais 
vezes em relação ao limite normal máximo, a grosso modo, em para- 
lelo com a velocidade com que sobem os níveis de bilirrubina sérica. 
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316 Se a obstrução é parcial, a concentração de ALP costuma aumentar 
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do mesmo modo que na obstrução total, muitas vezes não correspon- 
dendo, em termos de proporção, ao aumento da bilirrubina conjuga- 
da (icterícia dissociada). A congestão hepática passiva ocasionalmente 
pode resultar em elevação moderada dos níveis de ALP, mais que em 
níveis de bilirrubina anormais. A ALP também encontra-se elevada na 
maioria dos casos de icterícia resultante de lesão hepática. Quando a 
consequente colestase é aliviada, os níveis séricos de ALP retornam ao 
normal mais devagar que os níveis de bilirrubina. 

Uma ALP de alto peso molecular é detectada no soro de pacien- 
tes com colestase. Essa ALP está ligada a fragmentos de membrana 
canalicular. Os sais biliares solubilizam as enzimas a partir das mem- 
branas sinusoidais e canaliculares. No soro, as enzimas acopladas à 
membrana agregam-se a lipídeos e lipoproteínas. Essa característica 
pode explicar a relação que tem sido observada, por exemplo, com 
a lipoproteina X (LpX) (ver Cap. 17). Outra forma de ALP de alto 
peso molecular, que apresenta migração eletroforética diferenciada da 
migração da isozima descrita, foi detectada na doença maligna com 
envolvimento do fígado (Viot, 1983). 

Os níveis de ALP intestinal são maiores em uma variedade de dis- 
túrbios do trato intestinal e também na cirrose. A forma intestinal da 
ALP é detectada em mais de 80% dos pacientes cirróticos, compara- 
tivamente a sua detecção em 10% dos controles normais. O uso da 
determinação da atividade dessa enzima foi sugerido como método 
para discriminar as formas intra- e extra-hepática de icterícia, uma 
vez que a ALP intestinal pode não ser detectada na obstrução extra- 
hepática, contudo não apresenta o grau de sensibilidade e especifi- 
cidade adequado (Collins, 1987). O Capítulo 20 descreve os ensaios 
empregados na detecção da ALP. 
y-glutamil transferase (GGT). Essa enzima regula o transporte de 
aminoácidos através das membranas celulares, catalisando a trans- 
ferência de um grupo glutamil da glutationa para um aminoácido 
livre. Seu principal uso se dá na discriminação da fonte de elevação 
dos níveis de ALP (i. e., se a ALP estiver elevada e os níveis de GGT 
aumentarem de modo correspondente, então a fonte mais provável da 
elevação dos níveis de ALP será o trato biliar). Os valores mais altos, 
frequentemente acima de 10 vezes o limite máximo considerado nor- 
mal, podem ser detectados em pacientes com colestase crônica decor- 
rente de cirrose biliar primária ou colangite esclerosante. Do mesmo 
modo, também encontra-se aumentada em 60 a 70% dos indivíduos 
alcoólatras, havendo uma correlação aproximada entre a quantidade 
de álcool consumida e a atividade de GGT (Whitehead, 1978). Por 
vezes, os níveis da enzima declinam devagar na abstenção do álcool, 
permanecendo elevados pelo menos durante 1 mês após o início da 
abstinência (Belfrage, 1977; Moussavian, 1985). A GGT possui meia- 
-vida de 10 dias, no entanto esse tempo de meia-vida pode ser de até 
28 dias durante a recuperação do consumo abusivo de álcool. Seus 
níveis tendem a ser mais altos em casos de distúrbio obstrutivo e de 
lesões hepáticas que ocupam espaço, comparativamente ao observado 
nos casos de lesão dos hepatócitos (Kim, 1977). 

O gene da GGT humana foi clonado, e a sequência de nucleotíde- 
os foi identificada (Rajpert-De Meyts, 1988). É possível detectar três 
tipos principais de GGT no soro (Wenham, 1985), apesar de ainda 
não haver métodos prontamente disponíveis para tanto. Existe uma 
forma de alto peso molecular que é encontrada no soro normal, 
bem como na obstrução biliar e, mais frequentemente, na infiltra- 
ção maligna do fígado. Uma forma de peso molecular intermediário 
é constituída por duas frações: a maior delas é detectada nas doen- 
ças hepáticas, enquanto a outra é encontrada na obstrução biliar. Os 
métodos de determinação dessas formas da enzima carecem do devi- 
do grau de sensibilidade e especificidade que fazem sua execução valer 
a pena (Collins, 1987). A terceira forma da GGT é um composto de 
baixo peso molecular, cuja importância é desconhecida. 

Durante a gravidez, os níveis séricos de GGT e de ALP diferem 
entre si, sendo que os de GGT permanecem normais mesmo quando 
a mãe apresenta colestase. A GGT com frequência está aumentada em 
pacientes alcoólatras, mesmo naqueles que não apresentam doença 
hepática. Essa elevação também é detectada em indivíduos obesos e 
naqueles que consomem doses elevadas de certos fármacos terapêuti- 
cos, como acetaminofeno e fentoína, além da carbamazepina (os valo- 
res chegam a exceder até 5 vezes os limites de referência), mesmo na 


ausência de qualquer tipo de lesão hepática aparente. É possível que 
as elevações do conteúdo de GGT sejam uma tentativa do organismo 
de restaurar a glutationa utilizada no metabolismo desses fármacos, 
explicando, assim, a elevada atividade de GGT detectada nos ensaios. 
A glutationa é conjugada a essas substâncias via sistema da glutationa 
S-transferase e, em seguida, o complexo é excretado. 

A maior parte dos ensaios para GGT emprega como substrato 

y-glutamil-p-nitroanilida. Na reação catalisada pela GGT, a p-nitro- 
anilina liberada é cromogênica e, desse modo, o produto colorido for- 
mado pode ser quantificado por espectrofotometria. 
Outras enzimas. A atividade de 5'-NT aumenta em distúrbios coles- 
táticos, mas permanece virtualmente inalterada em pacientes com 
doença óssea. A quantificação dessa enzima pode corroborar a eleva- 
ção dos níveis de ALP a partir de uma fonte hepática. Outras enzimas, 
como a leucina aminopeptidase (LAP), também podem ser utilizadas 
com a mesma finalidade, contudo praticamente jamais o são. As ativi- 
dades de isocitrato desidrogenase e OCT — exclusivamente hepáticas — 
estão aumentadas na lesão hepatocelular, em paralelo à ALT e à AST. 
Novamente, assim como a LAP, essas enzimas quase não são empre- 
gadas nos ensaios laboratoriais de rotina. 


o-fetoproteína (AFP) 


A síntese de AFP se dá nos hepatócitos embrionários e nas células 
do saco amniótico fetal, chegando ao pico no segundo trimestre da 
gravidez, quando a concentração da proteína representa um terço do 
conteúdo total de proteínas do soro fetal. A função da AFP é desco- 
nhecida, mas talvez seja imunossupressiva, prevenindo a destruição 
do feto por anticorpos maternos circulantes. 

Como discutido no Capítulo 25, a AFP se torna anormalmente eleva- 
da nas deficiências envolvendo o tubo neural fetal. O motivo que expli- 
ca essa correlação permanece indeterminado. É importante salientar 
que os níveis normais dessa proteína variam consideravelmente de 
acordo com a idade gestacional. Portanto, a conclusão de que os níveis 
séricos de AFP encontram-se anormalmente elevados dependerá do 
intervalo de referência correspondente à idade gestacional da paciente. 

Logo após o nascimento, os níveis de AFP começam a cair e, ao 
redor de 1 ano de idade, atingem os valores normalmente detectados 
em indivíduos adultos. Após uma lesão hepática aguda, é habitual que 
os níveis da proteína aumentem (tipicamente, de 100 a 200 ng/dL) a 
partir dos hepatócitos em regeneração. Muitas vezes, essas elevações 
características, observadas após a ocorrência de agressões hepáticas 
agudas, deixam de acontecer após a ressecção cirúrgica do fígado. 
Portanto, a regeneração não impulsiona suficientemente os níveis de 
AFP, a ponto de causar a elevação do conteúdo da proteína. 

Como discutido no Capítulo 74, constatou-se que a AFP é 
um importante marcador do carcinoma hepatocelular (HCC, 
hepatocellular carcinoma). Níveis elevados são detectados em mais 
de 90% dos pacientes com a doença. Conforme mencionado ante- 
riormente, a elevação dos níveis dessa proteína também se dá após a 
doença hepática aguda e a fibrose, de forma que se trata de um mar- 
cador de algo inespecífico. Todavia, concentrações > 400 ng/dL apon- 
tam uma alta probabilidade de HCC. Entretanto, quando os níveis de 
AFP atingem tais valores, significa que o tumor já está amplamente 
disseminado. Desse modo, a utilização da proteína para detectar o 
HCC ainda em estágio inicial é limitada. Os níveis séricos de AFP no 
HCC também dependem da extensão e do grau de diferenciação do 
tumor, bem como da idade do paciente. 


Marcadores autoimunes 


O anticorpo antimitocôndria é um marcador da cirrose biliar primá- 
ria (CBP). Ocasionalmente, uma doença autoimune pode ser a causa 
primária de uma lesão hepática. A doença hepática autoimune mais 
comum é a CBP, que acomete principalmente mulheres, em geral 
durante a quinta década de vida, e é acompanhada de outras doenças 
autoimunes (em especial, síndrome de Sjögren). Discutida de modo 
mais abrangente no Capítulo 52, essa condição causa fibrose dos cana- 
lículos nas tríades portais. A bile eventualmente infiltra-se nos hepa- 
tócitos e causa necrose. Há formação de um tecido de granulação que 
substitui os hepatócitos, de modo que o processo fibrótico costuma 
se disseminar pelo parênquima hepático, dando origem ao padrão de 


fibrose e nódulos de regeneração. Um curso semelhante é observado 
na cirrose biliar secundária, em decorrência de outras condições sub- 
jacentes, tais como coledocolitiase, carcinoma da cabeça do pâncreas 
e, ocasionalmente, hepatite e sepse. 

Uma diferença vital entre as formas primária e secundária de cir- 
rose biliar é que a primeira somente surge como parte de uma con- 
dição autoimune generalizada. Mais de 90% dos pacientes com CBP 
apresentam anticorpos reativos contra fígado, rim, estômago e tecidos 
da tireoide, detectados por imunofluorescência em amostras de soro. 
Tais anticorpos circulantes, que podem ser detectados em amostras 
de soro por ensaio imunosorvente ligado à enzima (ELISA, enzyme- 
linked immunosorbent assay), são direcionados a antígenos mitocon- 
driais (anticorpo antimitocondrial ou AMA) presentes na membrana 
interna da mitocôndria e denominados M2. Foi demonstrado que tais 
antígenos M2 são a di-hidrolipoamida acetiltransferase, que é um dos 
componentes do complexo multienzimático da piruvato desidroge- 
nase (Krams, 1989; Coppel, 1988; Kaplan, 1984). Os AMAs têm sido 
detectados em diversos estados patológicos, contudo existem dois 
tipos de anticorpos anti-M2 detectados primariamente na CBP que 
reagem de forma exclusiva com proteínas de massa molecular igual 
a 48 ou 62 kDa (Manns, 1987; Fussey, 1988). Em outros casos, AMAs 
contra o antígeno M1 foram detectados na sífilis, contra M5 em doen- 
ças colágenas vasculares, contra M6 na hepatite induzida por ipronia- 
zida, e contra M7 em cardiomiopatias (Berg, 1986). AMAs anti-M2 
apresentam especificidade de 100% para CBP. 

O ANCA é uma marcador da colangite esclerosante primária (CEP). 
A CEP é uma doença autoimune associada à destruição dos ductos 
extra-hepáticos e também dos ductos biliares. Cerca de dois terços 
dos pacientes com a doença apresentam na circulação anticorpos 
para antígeno neutrofílico citoplasmático perinuclear (p-ANCA, 
perinuclear antineutrophil cytoplasmic antibodies) com especificidade 
contra antígenos como a proteína de aumento da permeabilidade/ 
bactericida, catepsina G e/ou lactoferrina (Mulder, 1993; Roozendaal, 
1998). Até 75% dos pacientes também apresentam outros tipos de 
autoanticorpos, tais como anticorpos antinucleares (ANAs, antinu- 
clear antibodies) ou anticorpos antimúsculo liso (ASMAs, anti-smooth 
muscle antibodies) (Chapman, 1986). Diferentemente da CBP, a CEP 
acomete principalmente indivíduos do sexo masculino, desde jovens 
até adultos de meia-idade, e muitas vezes está associada à enteropatia 
inflamatória, em particular a colite ulcerativa. 

Marcadores séricos da hepatite autoimune. A hepatite autoimune 
é responsável por 3 a 5% dos casos de hepatite crônica e, ocasional- 
mente, pode manifestar-se como hepatite aguda. Apresenta diversas 
variantes que estão associadas a vários marcadores (Czaja, 1995 a,b). 
Nos EUA, a variante mais comum é a de tipo 1 que, mais comumen- 
te, está associada à presença de ANAs, mas também a anticorpos para 
actina (por vezes detectados como ASMAs). Títulos de AMAs e/ou 
ASMAs acima de 1:80 sustentam o diagnóstico de pacientes com hepa- 
tite (Johnson, 1993). A hepatite autoimune de tipo 2 afeta tipicamente 
as crianças e é bem mais comum na Europa que nos EUA, onde é raro 
detectá-la. Os ANAs e ASMAs muitas vezes não são detectados na doen- 
ça de tipo 2, enquanto os anticorpos contra antígenos microssomais de 
figado-rim (anti-LKM,) são encontrados na maioria dos casos. Baixos 
títulos desses anticorpos são comumente detectados em outras formas 
de doença hepática, em particular na hepatite C, quando estão presen- 
tes em até 40% dos casos (Czaja, 1995 a, b). 


Marcadores de infecção pelo vírus da hepatite 


Inúmeros vírus causam dano hepático. Alguns, como os vírus 
causadores das hepatites A, Be Ce o arbovírus, são hepatotóxicos, 
enquanto outros, como EBV, CMV, VZV, HSV, H116, HIV, adeno- 
vírus e ecovírus, induzem uma hepatite que tanto pode ser passageira 
como moderadamente agressiva. Até a recém-identificada hepatite G 
causa apenas uma forma autolimitada de hepatite. Na realidade, os 
vírus constituem a causa de 80 a 90% dos casos de hepatite aguda e 
crônica. Se, por um lado, vários desses vírus são capazes de afetar o 
fígado, por outro lado, a maioria das patologias hepáticas induzidas 
por vírus é causada por cinco tipos virais — os “vírus da hepatite” — 
que sabidamente causam lesão nos hepatócitos. Tais patologias são 
denominadas hepatites A, B, G, De E. 


Hepatite A 

O vírus da hepatite A (HAV) é um dos membros da família picor- 
navírus de vírus que contêm RNA. É transmitido pela via fecal-oral, 
e seu tempo de incubação típico é de 15 a 50 dias (média de 1 mês, 
dependendo do inóculo) (Brown, 2003). Epidemias ou grupos de infec- 
ção por HAV ocorrem com frequência diante de condições sanitárias 
precárias, em creches, nas ações militares e a partir da ingestão de ali- 
mentos contaminados. A infecção por HAV é quase sempre autolimi- 
tada, embora 5 a 10% dos casos apresentem uma elevação secundária 
dos níveis enzimáticos. O aparecimento dos marcadores no decorrer da 
infecção por HAV é mostrado na Figura 21.4. Durante o período de 
incubação, o HAV-RNA está presente nas fezes e no plasma do indi- 
víduo contaminado, permanecendo detectável por 18 dias, em média, 
após o início clínico da hepatite (Fujiwara, 1997). A resposta imune 
inicial ao vírus é mediada pela IgM anti-HAV. Essa resposta se desen- 
volve tipicamente após 2 a 3 semanas de infecção. Os níveis de AST e 
ALT aumentam somente após o desenvolvimento da resposta humoral. 
Os anticorpos IgM costumam persistir por 3 a 6 meses após a infecção. 
Anticorpos IgG aparecem dentro de 1 a 2 semanas após o desenvolvi- 
mento da resposta de IgMs, e tipicamente continuam sendo detectados 
pelo resto da vida do paciente (Skinhoj, 1977). Os ensaios para anti- 
HAV “total” detectam ambos os anticorpos, IgM e IgG. A prevalência 
dos anticorpos anti-HAV totais é variável: de 5 a 10% em crianças com 
menos de 5 anos de idade, até 75% em indivíduos com mais de 50 anos 
(Koff, 1995). Após a imunização com HAV, títulos detectáveis de anti- 
corpos se desenvolvem em 2 a 4 semanas e perduram por 5 anos em 
99% dos indivíduos respondedores (Totos, 1997). Caso seja necessário, 
para fins epidemiológicos, existem ensaios com PCR que permitem 
identificar o vírus em amostras de plasma e fezes. Entretanto, é desne- 
cessário incorporar o uso do PCR à rotina para fins diagnósticos. 


Hepatite B 
O vírus da hepatite B (HBV) faz parte da família hepadnavírus — um 
grupo de vírus relacionados que causam hepatite em várias espécies 
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Figura 21.4 Evolução temporal típica do aparecimento dos antígenos virais e dos 
anticorpos antivirais na hepatite viral de tipo A (infecção por HAV). O antígeno 
dessa infecção (HAAg) aparece precocemente e está ausente na fase aguda, quando 
o paciente pode desenvolver icterícia. Durante o período de incubação (em média 
2-3 semanas), o HAV-RNA se replica, e é possível detectar as partículas virais nas 
fezes, por imunomicroscopia eletrônica. Nessa fase, também é possível detectar o 
RNA viral por PCR-RT. A determinação mais efetiva, em termos diagnósticos, da 
hepatite A aguda consiste na detecção de IgM anti-HAV. Essa figura também mostra 
a elevação dos níveis de aminotransferases (AST e ALT), que ocorre no começo da 
fase aguda inicial e se estende por várias semanas a meses. O paciente deixa de ser 
contagioso após a queda dos níveis de IgM anti-HAV, que se tornam indetectáveis 
em 3 a 6 meses após a fase inicial da doença. Ocorrem aumentos permanentes dos 
níveis de IgG anti-HAV no decorrer de vários meses, sendo que, por muitos anos, 
tais anticorpos conferem imunidade ao indivíduo exposto ou infectado. (Adaptado 
de “Hepatitis A Diagnostic Profile”, de Abbott Laboratories Diagnostic Educational 
Services, North Chicago, IL, 1994, com permissão.) 
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clínicos são extremamente variáveis: a doença pode estar ausente ou 
ser branda, ou pode manifestar-se como uma severa insuficiência 
hepática (Horvat, 2003). A hepatite B é transmitida primariamente 
pelo contato com os líquidos corporais, em especial o soro. Todavia, 
também pode ser efetivamente disseminada tanto pelo contato sexual 
como pela transmissão materno-fetal. A hepatite B produz vários 
antígenos proteicos que podem ser detectados no soro: um antígeno 
central (HBcAg), um antígeno de superfície (HBsAg ou HBs) e o antí- 
geno e (HBeAg), que está relacionado ao antígeno central. Existem 
testes comerciais disponíveis para detecção de HBsAg e HBeAg. Os 
anticorpos para cada um desses antígenos também podem ser quanti- 
ficados, sendo que também existem testes comerciais para sua detec- 
ção. O curso da infecção autolimitada causada pelo HBV ao longo 
do tempo está representado na Figura 21.5. Recomenda-se utilizar 
grupos de testes diferentes para as três situações clínicas possíveis, do 
seguinte modo: 

1. hepatite por HBV aguda: HBsAg, IgM anti-HBc; 

2. hepatite por HBV crônica: HBsAg, IgG anti-HBc, IgG anti-HBs; 

3. monitoramento da infecção por HBV crônica: HBs, HBeAg, IgG 

anti-HBs, IgG anti-HBe e PCR quantitativo ultrassensível. 

O marcador sorológico inicial da infecção aguda é o HBsAg, que geral- 
mente se torna detectável de 2 a 3 meses após a infecção. Passadas mais 
de 4 a 6 semanas, surgem anticorpos IgM anti-HBc acompanhados do 
aumento dos níveis de AST e ALT. Quando surgem os sintomas da hepa- 
tite, a maioria dos pacientes ainda possui HBsAg detectável, embora pou- 
cos indivíduos não apresentem títulos detectáveis de HBs nem de anti- 
HBs, de modo que os anticorpos anti-HBc são os únicos marcadores da 
infecção em tais casos (“janela central”). A IgM anti-HBc costuma persis- 
tir por 4 a 6 meses, entretanto, pode estar presente de modo intermitente 
em pacientes com infecção por HBV crônica (Czaja, 1988). 








dos títulos de IgM e IgG antiantígeno central do HBV (anti-HBc), indicando a ocorrência da infecção por HBV aguda. Esse intervalo é a conhecida “janela centra 
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Na maioria dos casos, a infecção por HBV é autolimitada, e o pacien- 
te consegue se recuperar. Cerca de 1 a 2% dos adolescentes e adultos 
normais apresentam uma replicação viral persistente que causa hepa- 
tite crônica. A frequência da infecção por HBV crônica é de 5 a 10% 
em pacientes imunocomprometidos, e de 80% em recém-nascidos, 
com provável declínio gradativo da infecção durante a primeira década 
de vida. Quando o paciente se recupera de uma infecção aguda, tanto 
HBsAg como HBcAg desaparecem e surgem anticorpos IgG anti-HBs 
e IgG anti-HBe. Os anticorpos anti-HBs constituem tipicamente o últi- 
mo marcador a se desenvolver na fase de recuperação, sendo conside- 
rados como indicadores da depuração do vírus. Anticorpos anti-HBs e 
anti-HBc persistem por toda a vida do paciente, embora os anticorpos 
anti-HBs acabem desaparecendo em cerca de 5 a 10% dos casos (Seeff, 
1987). Anticorpos anti-HBc isolados também podem ser produzidos 
durante os períodos de depuração viral tanto na hepatite aguda como 
na crônica. Como consequência, são obtidos resultados de teste falso- 
positivos. O título desses anticorpos determina o grau de sua impor- 
tância: baixos títulos costumam ser resultados falso-positivos, enquanto 
títulos elevados quase sempre (50—80% dos casos) indicam imunidade 
à infecção por HBV, a qual é demonstrada por uma resposta anamnés- 
tica à vacina contra hepatite B (Aoki, 1993). 

O ensaio mais moderno para avaliar infecções por HBV é a tecno- 
logia de PCR-RT quantitativo ultrassensível. Esse método é extensi- 
vamente discutido na Parte VIII. Esse PCR quantitativo para HBV- 
DNA é capaz de detectar uma região altamente conservada do gene de 
superfície em um intervalo de concentração que vai de 200 cópias de 
genoma viral por mL (0,001 pg/mL) até 2 x 10º cópias/mL. Seu prin- 
cipal uso consiste no monitoramento terapêutico da responsividade 
de pacientes clinicamente infectados. 

Outra técnica disponível é o ensaio de captura híbrida de quanti- 
tativo da Digene. Esse ensaio emprega um teste de amplificação de 
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Figura 21.5 Evolução temporal típica do aparecimento dos antígenos virais e dos anticorpos antivirais na hepatite viral de tipo B (infecção por HBV). O antígeno de superfície 
do HBV (HBsAg) aparece na fase inicial aguda e perdura por vários meses. A detecção desse antígeno indica a ocorrência de uma infecção por HBV aguda. No período entre a 
queda dos títulos de HBsAg e o aumento dos níveis de IgG anti-HBV (que confere imunidade), há um intervalo de aproximadamente 6 meses. Nesse período, ocorre aumento 
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de IgG anti-HBV e anti-HBe também aumentam durante o período da janela central. A imunidade permanente é conferida pela presença dos anticorpos IgG anti-HBsAg 
(anti-HBs, na ilustração). É difícil determinar o momento em que o paciente deixa de ser contagioso. Em geral, o indivíduo passa a ser considerado como tal quando os níveis 
de HBsAg e HBeAg se tornam indetectáveis, assim como os níveis de IgM anti-HBcAg, enquanto a concentração de IgG anti-HBsAg atinge um platô. Ainda nessa ilustração, 
são representados os padrões de elevação dos níveis de AST e ALT. Tais alterações ocorrem no início da fase aguda, pouco depois da elevação dos níveis de HBsAg. As 
concentrações de AST e ALT podem permanecer altas por várias semanas a meses, mas declinam ao fim desse período. Na hepatite B crônica ativa, o HBsAg está presente de 
modo continuo. Os níveis de AST e ALT, em geral, permanecem elevados, embora possam oscilar no decorrer da evolução da doença. (Adaptado de “Hepatitis B Diagnostic 
Profile”, de Abbott Laboratories, Diagnostic Educational Services, North Chicago, IL, 1994, com permissão.) 


sinal em microplacas preparadas com anticorpo de captura, utilizan- 
do detecção quimioluminescente. Entretanto, essa técnica de PCR 
quantitativo para HBV utiliza um sonda de RNA e apresenta limite de 
detecção de 5.000 cópias/mL (0,02 pg/mL) e, portanto, é menos sen- 
sível que o ensaio ultraquantitativo. Mesmo assim, os ensaios que uti- 
lizam DNA ramificado (b-DNA, branched DNA) e apresentam limite 
de detecção de 2.000 cópias/mL, discutidos no Capítulo 67, também 
são amplamente empregados. 

Pacientes que se recuperaram clinicamente de infecção por HBV e 
são positivos para anticorpos anti-HBs não apresentam HBV-DNA 
detectável na maioria dos ensaios. Com a técnica de PCR sensível, 
é possível detectar HBV-DNA circulante em uma grande parcela 
dessa população de pacientes (Yotsuyanagi, 1998; Cabrerizo, 1997), 
bem como em pacientes com hepatite C e anticorpos anti-HBc iso- 
lados (Cacciola, 1999). A importância da detecção de baixos níveis 
de HBV-DNA permanece obscura, embora nos pacientes que apre- 
sentam hepatite C concomitante a baixa concentração do vírus possa 
estar associada a um dano hepático mais severo. O antígeno e tem 
sido empregado historicamente para detectar a presença de partículas 
virais circulantes. Há uma boa correlação entre os níveis de HBeAg e 
a quantidade de HBV-DNA (Hayashi, 1996). Na infecção crônica por 
HBV, cerca de 1 a 1,5% dos pacientes apresentará depuração esponta- 
nea de HBeAg a cada ano. Alguns pacientes se recuperarão, enquanto 
outros entrarão em uma fase não replicativa em que o HBV-DNA se 
integrará ao genoma celular. Essa fase de transição muitas vezes está 
associada à elevação dos níveis de AST e ALT e, ocasionalmente, à 
icterícia. Em casos raros, o HBeAg pode novamente se tornar detec- 
tável no plasma desses pacientes. A Tabela 21.1 mostra os padrões de 
marcadores de HBV e suas respectivas interpretações. 


Hepatite C 

O vírus causador da hepatite C (HCV) contém RNA e pertence 
ao grupo dos flavivírus. Foi o primeiro agente etiológico da hepatite 
não À e não B a ser transmitido por meio de transfusões sanguíneas 
e transplantes, antes de 1990. Atualmente, 60% de todos os casos 
novos são diagnosticados em usuários de drogas injetáveis, ainda que 
tenham sido observados outros modos de transmissão por meio do 
soro, como picadas de agulha acidentais em trabalhadores da área da 
saúde, em pacientes de diálise e, mais raramente, a transmissão mater- 
no-fetal. Embora seja considerada um meio de transmissão ineficaz, 
a transmissão por contato sexual responde, no mínimo, por 10% dos 
novos casos registrados. Parceiros sexuais monogâmicos de pacientes 
infectados com o HCV raramente se infectam, enquanto uma história 
de múltiplos parceiros sexuais é considerada um fator de risco. Em 
contraste com HAV e HBV, a infecção crônica por HCV ocorre em 
cerca de 85% dos indivíduos infectados. Somente nos EUA, estima-se 
que existam 4 milhões de indivíduos cronicamente infectados (Alter, 
1999). Os níveis de ALT se elevam em cerca de metade dos indivíduos 
com infecção crônica por HCV que apresentam viremia persistente. 
Os sintomas físicos não se manifestam nas primeiras duas décadas 
após a infecção. À medida que a doença progride, inflamação e morte 
de células do fígado podem resultar em fibrose, sendo que em cerca 
de 20% dos pacientes o processo fibrótico evolui para cirrose. O risco 
de HCC em um paciente com infecção por HCV crônica é de apro- 
ximadamente 1 a 5% após 20 anos. O HCC somente é observado em 
pacientes com cirrose (Shuhart, 2003). A Tabela 21.2 resume os testes 
laboratoriais para infecção por HCV e seus usos mais comuns. 

O HCV pode ser mantido em cultura. Entretanto, o genoma desse 
vírus pode ser amplificado graças à tecnologia recombinante. Certo 
número de antígenos estruturais e não estruturais foi identificado. 
Foi desenvolvido um imunoensaio para o antígeno central do HCV 
(Aoyagi, 2001), porém constatou-se que esse teste é menos sensível 
que os ensaios para HCV-RNA (Krajden, 2004). O principal teste 
diagnóstico para a infecção por HCV tem sido o ensaio de segunda 
geração para detecção de anticorpos anti-HCV. Esse teste detecta a 
presença de anticorpos para um dos quatro antígenos virais diferen- 
tes, em 10 a 12 semanas após a infecção (Alter, 1992 a). Um ensaio de 
terceira geração para anticorpos anti-HCV é capaz de detectar anti- 
corpos, em média, em sete a nove semanas após a infecção (Barrera, 
1995). Anticorpos IgM anti-HCV estão presentes tanto na infecção 
aguda como na crônica e não são úteis ao diagnóstico (Brillanti, 1993). 


Tabela 21.1 Interpretação dos padrões de marcadores de HBV 
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Tabela 21.2 Interpretação dos padrões de marcadores de HBC 


Interpretação Anti-HCV RIBA HCV-RNA 
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- -+ 
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Resultado falso-positivo 
em teste para HCV 
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| 


Indeterminado* 


* Resultado indeterminado; somente uma banda positiva, ou mais de uma banda e 
reatividade inespecífica. 


O conteúdo de anticorpos anti-HCV total normalmente persiste por 
toda a vida do paciente, embora possa desaparecer quando da recupe- 
ração da infecção por HCV (Seeff, 1994; Beld, 1999). 

Em populações de alto risco, o valor preditivo dos anticorpos 
anti-HCV para infecções por HCV é superior a 99% e, assim, cos- 
tuma ser desnecessário realizar testes adicionais que comprovem a 
exposição ao vírus (Pawlotsky, 1998). Em populações de baixo risco, 
como é o caso dos doadores de sangue, o valor preditivo dos anti- 
corpos anti-HCV é de apenas 25%. Em pacientes de baixo risco, ou 
quando é necessário confirmar a exposição ao HCV, devem ser uti- 
lizados testes suplementares para detecção dos anticorpos anti-HCV. 
O teste do imunoensaio recombinante para HCV (RIBA-1) emprega 
proteínas recombinantes de HCV isoladas por meio de análise de dot 
ou strip blot. Esse teste é análogo aos testes de Western blot utiliza- 
dos para confirmar resultados positivos em outros tipos de doenças 
infecciosas. Utilizando ensaios RIBA-2 de segunda geração, a presença 
de anticorpos para dois (em um total de quatro) ou mais antígenos 
de HCV é considerada resultado positivo, enquanto a ausência de 
anticorpos é considerada resultado negativo. A detecção de anticor- 
pos para um antígeno ou mais, bem como o marcador inespecífico 
superóxido dismutase, são considerados resultados indeterminados. 
No ensaio RIBA de terceira geração, o anticorpo para o antígeno NS5 
isolado praticamente não está associado à viremia de HCV, sugerindo 
que sua detecção possa ser indicativa de um resultado falso-positivo 
(Vernelen, 1994; LaPerche, 1999). 

O teste primário empregado na confirmação da persistência da infec- 
ção por HCV é o teste para HCV-RNA, que detecta o vírus por meio 
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detectam apenas 1.000 cópias/mL. Entretanto, resultados obtidos com 
diferentes ensaios não são intercambiáveis, e os limites de detecção 
variam para cada método (Ravaggi, 1997; Lunel, 1999). Ensaios para 
HCV-RNA qualitativos, em geral, possuem limites de detecção meno- 
res, se comparados aos métodos quantitativos que empregam a mesma 
técnica de amplificação, como são também menos caros e mais úteis 
para detectar a presença ou ausência de infecção. 

Foi criado um padrão da Organização Mundial de Saúde (OMS) 
com o intuito de aprimorar a comparabilidade entre os métodos 
(Saldanha, 1999). Esse padrão é baseado em uma unidade internacio- 
nal ou UI/mL de soro ou de plasma, e nas técnicas de PCR-RT recente- 
mente desenvolvidas que apresentam um intervalo de detecção que vai 
de 5a 2x 10º UI/mL e, assim, torna desnecessárias as determinações de 
níveis qualitativos e quantitativos. Em um estudo recente (Shiffman, 
2003), adotando o padrão internacional, constatou-se que cerca de 
90% dos valores séricos para HCV-RNA oscilavam em torno de 1 uni- 
dade logarítmica, independentemente de qual ensaio virológico fosse 
realizado. Contudo, os resultados apresentaram algumas diferenças 
significativas, sendo que poucas amostras exibiram diferenças de, no 
máximo, 2 unidades logarítmicas (fator de 100). Tais resultados dis- 
crepantes podem causar impacto no monitoramento de pacientes que 
estejam recebendo terapia com interferon. Esses achados sugerem que 
é importante obter mais de uma determinação de HCV-RNA antes de 
tomar quaisquer decisões acerca do tratamento (Shiffman, 2003). 

Na infecção aguda, é comum que o HCV-RNA seja detectado em 2 
semanas após o começo da infecção, porém seus níveis caem com a pro- 
dução dos anticorpos. Cerca de 15% dos indivíduos com infecção por 
HCV aguda apresentam resultado negativo nos testes para HCV-RNA 
(Alter, 1992 b; Villano, 1999). O RNA viral pode estar presente de modo 
intermitente durante o primeiro ano de infecção, contudo, ao final desse 
período, se torna persistente (Villano, 1999). Nos estágios mais tardios 
da infecção, os níveis de HCV-RNA, em geral, flutuam em torno de 0,5 
a 1 unidade logarítmica em relação aos valores médios (Nguyen, 1996). 
O HCV apresenta uma elevada taxa de mutação, similarmente a outros 
vírus com transcriptase reversa, como o HIV. Essa característica acarreta 
a produção de certo número de “pseudoespécies de HCV que podem 
emergir, muitas vezes associadas a níveis de ALT flutuantes (Yuki, 1997). 
Existem espécies únicas de HCV que são denominadas genótipos. Nos 
EUA, o genótipo 1 é o mais comum e encontra-se dividido em subtipos 
la e 1b. Tais subtipos, juntos, respondem por cerca de 65% dos casos de 
infecção por HCV em caucasianos, e por aproximadamente 90 a 95% 
das infecções que ocorrem em indivíduos afro-americanos (Reddy, 1999; 
McHutchison, 1999). Os genótipos 2 e 3, em geral, são mais responsivos 
ao tratamento (Poynard, 1998; McHutchison, 1998). As demais varieda- 
des respondem por cerca de 1 a 2% das infecções. A detecção de sequên- 
cias de ácido nucleico exclusivas a cada variedade por meio de um dos 
vários métodos existentes para ácidos nucleicos (Lau, 1995), conforme se 
discute em profundidade ao longo da Parte VIII, é o modo mais confiável 
de identificar o genótipo responsável em um dado paciente. 


Hepatite D 

O vírus causador da hepatite D (agente, HDV) é um vírus a RNA 
que consegue se replicar somente na presença de HBsAg. Partículas 
virais circulantes contêm RNA no interior de uma cápsula de HBsAg. 
Sendo raro nos EUA, onde costuma ser encontrado em usuários de 
drogas injetáveis e hemofílicos, o HDV é endêmico em algumas partes 
do mundo (London, 1996). Em pacientes com infecção por HBV, o 
HDV pode ocorrer sob duas formas. Quando a infecção com ambos os 
vírus se dá quase ao mesmo tempo (coinfecção), o curso da doença é 
mais grave e, muitas vezes, sucede um curso atípico. É causa de insufi- 
ciência hepática fulminante aguda (Sunheimer, 1994) e apresenta uma 
taxa de fatalidade mais alta que a infecção por HBV isolada. Quando 
a infecção por HDV ocorre na presença de uma infecção por HBV 
persistente (superinfecção), a doença pode apresentar uma progres- 
são mais rápida. O principal teste diagnóstico é a detecção de anticor- 
pos anti-HDV. Existem testes disponíveis tanto para anticorpos totais 
como para IgM. Esse dois tipos de anticorpos podem eventualmente 
desaparecer após uma convalescença. À avaliação simultânea dos anti- 
corpos IgM anti-HBc ajuda a diferenciar coinfecções (presentes) de 
superinfecções (ausentes). 


Hepatite E 

O vírus causador da hepatite E (HEV) é um vírus a RNA, e a doen- 
ça apresenta um curso clínico semelhante ao da infecção por HAV. Sua 
ocorrência é comum em partes da Ásia, África e do México, porém rara- 
mente é observado nos EUA, exceto em indivíduos que viajaram para 
áreas endêmicas (Erker, 1999). Assim como o HAV, é transmitido pela 
via fecal-oral. A transmissão do HEV por contato de um indivíduo a 
outro parece ser incomum. Quando a infecção ocorre durante a gravidez, 
observa-se um aumento de cerca de 20% na taxa de fatalidade, embo- 
ra essa taxa geralmente seja de 0,5 a 4%. As infecções por HEV variam 
desde uma doença inaparente até uma hepatite aguda severa, podendo 
levar à hepatite fulminante e à morte do paciente. Os sinais e sintomas 
não podem ser distinguidos daqueles que estão associados aos casos de 
hepatite aguda causada por outros vírus hepatotróficos (Schlauder, 
2003). Embora existam testes disponíveis para detecção de anticorpos 
para HEV, estes parecem produzir resultados falso-positivos frequentes, 
dependendo dos antígenos empregados na detecção da reatividade (Mast, 
1998). Há dois tipos de testes sorológicos disponíveis, que detectam IgM 
anti-HEV (para infecções recentes ou em andamento) e IgG anti-HEV 
(para infecções em andamento ou antigas). Devido à especificidade atu- 
almente questionável dos ensaios sorológicos, é necessário realizar outro 
teste confirmatório. A amplificação por PCR de um produto específico 
do HEV-RNA, utilizando amostras de soro, plasma, bile ou fezes, torna- 
se um indicador definitivo de infecção aguda. No entanto, a janela de 
detecção do teste de PCR ocorre em 2 a 7 semanas após a infecção. 


Hepatite G 


Suspeitas foram levantadas acerca da existência de mais dois vírus 
distintos. Todavia, não foi comprovado se tais vírus causam hepatite 
pós-transfusional: o vírus da hepatite G (HGV, por vezes denomina- 
do G-B) (Laskus, 1997) e o vírus transmitido por transfusão ou TTV 
(Matsumoto, 1999). Enquanto ambos podem ser isolados a partir de 
uma elevada parcela da população de indivíduos com hepatite pós- 
transfusional, e apesar de pelo menos 1% dos doadores de sangue apre- 
sentarem viremia, esses vírus aparentemente não causam doença hepá- 
tica nesses casos. Até o momento, não há testes sorológicos ou ensaios 
de PCR comercialmente disponíveis para a detecção de tais agentes. 
Embora seja possível determinar a ocorrência das formas aguda e crô- 
nica de infecção por HGV em alguns centros de pesquisa, utilizando o 
ensaio de PCR qualitativo para HGV-RNA, não se recomenda o uso de 
nenhum teste de rotina, uma vez que o significado clínico desse vírus 
permanece obscuro (Shuhart, 2003). Há diversos vírus diferentes que 
podem causar hepatite, porém tipicamente também costumam afetar 
outros órgãos. Os testes para tais vírus não serão abordados aqui. 


Diagnóstico das doenças hepáticas 


No Capítulo 8, foram resumidos os padrões fundamentais dos acha- 
dos laboratoriais referentes às anomalias da função hepática. Essas 
informações foram apresentadas na Tabela 8.5. Na presente seção, os 
principais distúrbios hepáticos são discutidos, enfatizando-se as ava- 
liações laboratoriais que possibilitam a determinação dos diagnósti- 
cos, muitas vezes sem necessidade de executar procedimentos invasi- 
vos, como as biópsias de fígado. 

É importante ter em mente que, na hepatite aguda, as principais 
alterações observadas são as elevações significativas dos níveis de 
aminotransferases. Na cirrose, os níveis dessas enzimas tendem a per- 
manecer normais ou se tornar discretamente elevados, enquanto o 
conteúdo de proteína total e de albumina é menor, e a concentração 
de amônia no soro encontra-se elevada. Na obstrução biliar pós-he- 
pática, os níveis de bilirrubina e ALP se tornam elevados. Nas doen- 
ças hepáticas que ocupam espaço, os níveis de ALP e LDH se tornam 
altos. Na insuficiência hepática fulminante, são detectadas altas con- 
centrações de aminotransferases e amônia, enquanto o conteúdo de 
proteína total e albumina é menor. 


Hepatite 


A hepatite costuma manifestar-se clinicamente com sintomas de 
fadiga e anorexia. Ao nível microscópico, a lesão celular e a necrose, 
em geral mínima, são causadas tanto pelo dano celular direto induzi- 
do pelo vírus (ou agente tóxico), como pela resposta imune dirigida 


contra o vírus. Pode haver icterícia. Sem dúvida, a causa mais comum 
(> 90% dos casos) de hepatite é a viral: de todas as ocorrências, 50% 
são de hepatite B, 25% são de hepatite A e 20% são de hepatite C. Em 
geral, a icterícia muitas vezes manifesta-se inicialmente como icterícia 
da esclera, quando o paciente apresenta concentração sérica de bilirru- 
bina total acima de 2 mg/dL. A causa da hepatite aguda quase sempre é 
viral (> 90% dos casos), embora também deva ser considerada a exposi- 
ção a certos agentes químicos, como o tetracloreto de carbono ou o clo- 
rofórmio, ou a fármacos, como acetaminofeno, especialmente no caso 
de crianças. Uma categoria especial de hepatite induzida por toxinas é a 
hepatite causada pelo consumo de álcool, conforme se discute a seguir. 

O achado mais importante nessa doença é uma elevação da con- 
centração de aminotransferases para valores superiores a 200 UI/L, 
frequentemente 500 ou mesmo 1.000 UI/L. Uma exceção constitui 
a hepatite C, em que são observadas apenas elevações modestas dos 
níveis de ALT (mas não de AST). A proporção AST/ALT em geral favo- 
rece a ALT. A bilirrubina, com frequência, encontra-se aumentada e é 
composta por ambos os tipos — direta e indireta. A icterícia se mani- 
festa em cerca de 70% dos casos de hepatite A aguda (Lednar, 1985), 
33% dos casos de hepatite B (McMahon, 1985) e em cerca de 20% dos 
casos de hepatite C aguda (Hoofnagle, 1997). O aumento dos níveis de 
bilirrubina indireta se deve à incapacidade dos hepatócitos lesados de 
conjugar essa substância, enquanto a elevação dos níveis de bilirrubi- 
na direta decorre do bloqueio de canalículos comprometidos secun- 
dariamente ao processo inflamatório que ocorre durante a fase aguda. 
Devido ao dano causado aos hepatócitos, os níveis de LDH aumentam 
discretamente e atingem valores típicos em torno de 300 a 500 UI/L. 
Por causa da inflamação e/ou necrose e apoptose das células do reves- 
timento dos ductos e canalículos, também pode haver aumento dos 
níveis de ALP, os quais geralmente atingem valores de 200 a 350 UI/L. 
A menos que a hepatite seja severa e envolva totalmente o figado até 
progredir para uma insuficiência hepática fulminante, o conteúdo de 
proteínas totais e de albumina permanece nos limites normais. As fra- 
ções de y-globulina podem estar elevadas como resultado da infecção 
(Lotfy, 2006). 

Diante do padrão sugestivo de hepatite exibido por esses analitos, é 
necessário realizar triagens à procura de causas específicas, ou seja, deve 
ser feita a pesquisa sorológica dos marcadores para hepatite A, Be C. A 
triagem para anticorpos IgM anti-hepatite A e HBsAg pode ser realiza- 
da em 1 dia. Se qualquer um desses testes resultar positivo, o diagnósti- 
co é estabelecido. Caso os testes resultem negativos, deve ser conduzida 
uma nova triagem para hepatite B, ou seja, devem ser determinados os 
títulos séricos de IgM e IgG anti-HBcAg (“janela central”), bem como 
de IgG anti-HBsAg, conforme já descrito. Caso apenas esse último tipo 
de anticorpo seja detectado, pode ser difícil estabelecer se a hepatite B 
é a causa da infecção ou se o paciente tem história de exposição anti- 
ga ao vírus. À menos que o paciente apresente hepatite crônica ativa 
ou persistente, em que o HBsAg está continuamente presente, títulos 
elevados de IgG anti-HBsAg são detectados logo depois que os níveis 
de aminotransferases retornam ao normal. Também podem ser rea- 
lizadas triagens para hepatite C. Se estas resultarem negativas, devem 
ser pesquisadas outras causas virais possíveis (p. ex., citomegalovírus e 
vírus Epstein-Barr). Em especial, diante de um evento de triagem para 
hepatite viral negativa, devem ser consideradas causas não virais (p. 
ex., toxinas químicas). Além disso, devem ser consideradas causas de 
hepatite menos comuns, como a doença de Wilson — em que a concen- 
tração sérica de ceruloplasmina está diminuída e os níveis urinários de 
cobre estão aumentados — e a hepatite autoimune. Ambas as condições 
podem se manifestar como doença aguda ou crônica. Na forma crô- 
nica, ambas podem dar origem a uma hepatite crônica ativa e, menos 
comumente, à cirrose. Na forma crônica da hepatite autoimune (mui- 
tas vezes acompanhada da elevação dos títulos de ANAs), costumam 
ser detectados aumentos policlonais da concentração de y-globulinas. 
Hepatite alcoólica. Na hepatite alcoólica, o padrão anteriormente des- 
crito de concentrações anormais de analito se mantém, exceto no caso 
da AST, principalmente da AST mitocondrial. Os níveis dessa enzi- 
ma, com frequência, se tornam desproporcionalmente elevados em 
relação aos níveis de ALT. Além disso, ocorrem aumentos marcantes 
da concentração de GGT, muitas vezes de modo desproporcional em 
relação à elevação dos níveis de ALP. A menos que o paciente alcoóla- 
tra apresente desnutrição, constata-se que os níveis de proteínas totais 
e de albumina se mantêm no intervalo de referência. 

Hepatite crônica. Na hepatite crônica, o exame da biópsia mos- 


tra a presença de dano contínuo e inflamação crônica envolvendo os 
hepatócitos. Essa condição é causada principalmente pela hepatite B 
crônica ou por infecções de tipo C, cuja detecção se da, respectivamen- 
te, pela observação da presença persistente de HBsAg ou pelo PCR-RT 
de sequências específicas para hepatite C. É um dos principais fatores 
predisponentes de cirrose e carcinoma hepatocelular — as duas causas 
mais importantes de morte por doença hepática. A hepatite crônica 
pode ser assintomática ou apresentar sintomas brandos. Usualmente, 
observa-se um aumento discreto dos níveis de AST e ALT, sendo que na 
hepatite C, com maior frequência, apenas os níveis de ALT sofrem uma 
elevação discreta. 


Congestão passiva crônica 


Na congestão passiva crônica envolvendo o fígado, na maioria das 
vezes secundária à insuficiência cardíaca congestiva, a pressão retró- 
grada a partir do lado direito do coração é transmitida aos sinusoi- 
des hepáticos por meio da veia cava inferior e das veias hepáticas. O 
aumento da pressão provoca dilatação dos sinusoides que, por sua 
vez, pode causar algum tipo de dano físico aos hepatócitos. Como 
resultado, observa-se um discreto aumento dos níveis de aminotrans- 
ferases e, ocasionalmente, uma hiperbilirrubinemia branda. Outros 
analitos utilizados na determinação da função hepática usualmente se 
mantêm em seus intervalos de referência. 


Cirrose 


A cirrose hepática é uma condição resultante da fibrose parenqui- 
matosa e da regeneração nodular hepatocítica. Pode ser causada pelo 
alcoolismo (cirrose macronodular ou de Laennec), hepatite pan-hepá- 
tica, hepatite crônica ativa, toxinas e fármacos e doenças envolvendo o 
trato biliar (como nos tipos primário e secundário de cirrose biliar). 

Além disso, doenças sistêmicas podem predispor o indivíduo à 
cirrose. Na hemocromatose, por exemplo, o excesso de ferro se depo- 
sita em diversos tecidos, incluindo o fígado, onde se torna tóxico aos 
hepatócitos e predispõe à cirrose. Essa doença é causada por substitui- 
ções de aminoácidos isolados, mais comumente da tirosina pela ciste- 
ina 282, no produto proteico do gene HFE, situado no cromossomo 
6 (Feder, 1996; Crawford, 1998 a). Considera-se que a proteína codi- 
ficada por esse gene está envolvida na interação da transferrina com 
seu receptor (Zhou, 1998 b). Substituições do tipo C282Y compro- 
metem o funcionamento da proteína e resultam na deposição anor- 
mal de ferro no fígado e em outros tecidos. Trabalhos mais recentes 
sugerem que a proteína HFE pode regular o armazenamento intrace- 
lular de ferro de modo independente de sua interação com o receptor 
de transferrina 1 (TfR1) (Carlson, 2005). O teste para detecção dessa 
condição envolve a determinação do grau de saturação sérica da liga- 
ção ao ferro, a qual é > 45%. Esse teste apresenta elevada sensibilidade, 
porém sua especificidade é baixa e, por isso, reduz seu valor como 
ferramenta de triagem. Outros testes para essa condição incluem a 
determinação do conteúdo de ferro por meio do exame de biópsias de 
fígado e análise genética. 

Como já foi discutido, na doença de Wilson, a deposição de cobre no 
fígado também exerce efeitos tóxicos e pode levar à hepatite crônica 
ativa e à cirrose. Na deficiência de O-antitripsina, em razão da con- 
tínua proteólise nos hepatócitos, os pacientes apresentam propensão 
significativamente maior ao desenvolvimento de cirrose. A hepatite 
crônica se deve à presença persistente do vírus da hepatite B ou C na 
circulação, bem como à doença autoimune, em que os elevados níveis 
de ANA ou ASMA também predispõem à cirrose. 

De forma geral, seja qual for a causa, a cirrose é uma condição crô- 
nica que piora de modo gradativo e, ocasionalmente, pode progredir 
para insuficiência hepática fulminante, conforme se discute a seguir 
(Sunheimer, 1994). Logo no início, com frequência a doença é focal e 
pode não ser clinicamente evidente. 


Diagnóstico e acompanhamento de cirrose, 
fibrose e inflamação necrotizante do fígado por 
meio de métodos não invasivos e utilizando 
analitos séricos 

O diagnóstico definitivo de fibrose e/ou necrose e inflamação do 


fígado é realizado por meio do exame de biópsia hepática. Como esse 
procedimento invasivo está associado a certo grau de morbidade (p. 
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si apresenta problemas relacionados a erros de amostragem que podem 
gerar confusão, tentativas foram empreendidas no sentido de inventar 
novos métodos para diagnosticar e acompanhar tais processos patoló- 
gicos de modo não invasivo, por meio da utilização dos níveis séricos 
de analitos determinantes da função hepática. O primeiro deles foi o 
“indice PGA” (Poynard, 1991). Esse índice é calculado a partir do PT 
e dos níveis séricos de Y-glutamil transferase e apoA-I. Os intervalos de 
valores para cada um desses analitos são divididos em quatro categorias, 
numeradas de zero a 4, em ordem crescente de grau de severidade. Por 
exemplo, os valores de GGT situados entre 20 e 49 recebem escore 1. 
Os valores entre 50 e 99 recebem escore 2, e assim por diante. No caso 
da apoA-I, o grau de severidade crescente da doença correlaciona-se à 
diminuição da concentração sérica dessa proteína. O PT aumenta com 
a gravidade da doença, porque o fígado é o único sítio de síntese dos 
fatores de coagulação. Em seguida, esses escores são somados para cal- 
cular o índice PGA. Constatou-se que escores de PGA mais altos estão 
correlacionados ao grau de fibrose hepática e à gravidade da cirrose, 
segundo critérios de gradação clínica e exame de biópsias de fígado 
(Teare, 1993). Esse índice também apresenta boa correlação com os 
níveis séricos de pró-peptídeo de pró-colágeno tipo HI (PIIP), também 
empregados no acompanhamento da cirrose ativa. 

Mais recentemente, foram desenvolvidos outros índices que pare- 
cem ser mais efetivos. Entre eles, estão o Fibrotest e o índice Actitest 
(Poynard, 2005), que empregam a quantificação dos níveis de seis 
analitos (i. e., apoA-I, GGT — ambos também utilizados para calcular 
o indice PGA -, haptoglobina, bilirrubina total, 0,-macroglobulina e 
ALT), além de considerarem a idade e o sexo do paciente. Em seguida, 
são realizadas correlações com os resultados do exame de biópsia hepá- 
tica, utilizando um algoritmo de inteligência artificial. Os escores para 
o componente Fibrotest são calculados em uma escala de zero a 1,0, 
correspondente ao sistema de estadiamento histopatológico denomi- 
nado METAVIR (METAVIR Cooperative Group, 1994), do seguinte 
modo: FO (sem fibrose); F1 (fibrose portal); F2 (pontes fibróticas com 
poucos septos); F3 (pontes fibróticas com muitos septos); F4 (fibrose 
manifesta). Os escores do Actitest são calculados de modo análogo, em 
uma escala de zero a 1,0 e utilizando os mesmos parâmetros. A única 
exceção é a correlação desses escores à atividade inflamatória necroti- 
zante, com base no sistema METAVIR de gradação (Bedossa, 1996), 
do seguinte modo: AO (sem atividade); Al (atividade mínima); A2 
(atividade moderada); A3 (atividade severa). Esses índices são ampla- 
mente adotados na Europa, ao contrário do que ocorre nos EUA. Há 
certo grau de discordância com relação à eficácia do uso desses índi- 
ces para diagnosticar e acompanhar o processo de fibrose hepática e 
a atividade necrotizante/inflamatória. Por exemplo, no estudo rea- 
lizado por Rossi et al. (2003), no qual 125 pacientes com hepatite C 
foram analisados, amostras de soro foram coletadas e submetidas a 
testes para avaliação de seis analitos adotando-se os índices Fibrotest 
e Actitest. Foram utilizados cutoffs < 0,1 para representar processos 
fibróticos mínimos, e > 0,6 para indicar fibrose severa. Dos 33 pacien- 
tes com escore de cutoff < 0,1, constatou-se que 6 (18%) apresentavam 
fibrose significativa. Dos 24 pacientes cujos escores tinham cutoff > 0,6, 
observou-se que 5 (21%) apresentavam biópsias com fibrose discreta. 
Em outro estudo semelhante, envolvendo 300 pacientes com hepatite 
C, as análises foram realizadas antes e após o regime de tratamento 
com agentes antivirais. Valores elevados (quase 0,8) para as áreas das 
regiões localizadas abaixo das curvas receptor-operador (ver Cap. 7) 
foram encontrados antes e após o tratamento. A sensibilidade global 
(Cap. 7) do método utilizado nesse estudo era de 90%, com um valor 
preditivo positivo de 88%. Tais valores indicam que o índice é uma 
ferramenta valiosa para a detecção da fibrose. Enfatizou-se, contudo, 
a possibilidade de ocorrerem resultados falso-positivos em consequên- 
cia do tratamento da hepatite C com ribavirina, uma vez que esse fár- 
maco induz hemólise e, assim, causa redução dos níveis de haptoglo- 
bulina e aumento da concentração de bilirrubina não conjugada. Essas 
alterações, por sua vez, modificam o índice de modo independente do 
grau de fibrose hepática. Outras condições não relacionadas à fibrose 
hepática que podem igualmente modificar o índice são a doença de 
Gilbert, a colestase extra-hepática e a inflamação aguda. Considerando 
as devidas ressalvas, Poynard estimou que 18% das discordâncias entre 
os exames de biópsia hepática e os resultados obtidos com o cálculo 


dos índices Fibrotest e Actitest foram causadas por erros de amostragem 
das biópsias de fígado — um conhecido problema associado a esse proce- 
dimento —, sendo que 2% das discordâncias resultaram do próprio teste 
(Poynard, 2004). Outros investigadores, a partir de seus estudos, conclu- 
iram que há necessidade de padronizar as metodologias para que todos 
os laboratórios que realizam os testes obtenham resultados individuais 
semelhantes (Rosenthal-Allieri, 2005). Outra conclusão foi a de que há 
carência de estudos prospectivos de ampla abrangência (Afdhal, 2004). 
Outros índices (revistos e avaliados por Parkes et al., 2006) também 
foram desenvolvidos. Entre eles, está o índice FIBROSpect II, que se 
baseia na concentração de inibidores teciduais de metaloproteinases, 
o,-macroglobulina e ácido hialurânico. Esse último aparentemente 
exibe melhor correlação com o grau de fibrose hepática, comparado ao 
peptídeo de pró-colágeno tipo III (anteriormente mencionado), INR, 
contagem de plaquetas, proporção AST:ALT, índice da proporção 
AST-plaquetas (APRI, AST-platelet ratio index). Há ainda o índice de 
Forns, que correlaciona a extensão da fibrose hepática com idade, con- 
tagem de plaquetas, GGT e colesterol (Forns, 2002). Em comparação 
aos índices Fibrotest e Actitest, tais índices parecem apresentar sensi- 
bilidades e/ou especificidades menores (Thabut, 2003). Está claro que 
se trata de testes não invasivos, cujo refinamento adequado promete 
um diagnóstico confiável da fibrose e da necrose hepáticas, bem como 
o acompanhamento dessas condições quanto à eficácia do tratamento. 


Correlações bioquímicas e clínicas da cirrose 


À medida que a cirrose progride e envolve a maior parte (> 80%) 
do parênquima hepático, a função do fígado se torna comprometida. 
A síntese de proteínas total cai a níveis baixos, do mesmo modo que 
a síntese de albumina. A hipertensão porta, aliada à queda da pressão 
osmótica de coloides, resulta na formação de ascite e até anasarca. A 
compressão dos ductos biliares intra-hepáticos e colangíolos resulta 
na diminuição da excreção de bilirrubina e sais biliares, com con- 
sequente hiperbilirrubinemia e elevação dos níveis de ALP, GGT e 
5 -NT. As concentrações séricas de enzimas dos hepatócitos, tais como 
AST, ALT e LDH, podem permanecer normais ou diminuir. Caso haja 
uma lesão em andamento que envolva os hepatócitos, os níveis séricos 
dessas enzimas podem se tornar discretamente elevados. 

Nos estágios mais avançados da cirrose, os níveis de amônia no soro se 
tornam significativamente elevados e correlacionam-se, a grosso modo, 
com o grau de encefalopatia. Existem quatro níveis de gradação clínica 
da encefalopatia hepática: tremores motores detectados como asterixe 
(as mãos do paciente, quando pressionadas para trás e liberadas em 
seguida, movem-se oscilando para trás e para a frente); um estado letár- 
gico, de torpor; obtundação severa; e coma manifesto. A diminuição 
dos níveis de amônia reduz o grau de encefalopatia. Mais recentemente, 
observou-se que os primeiros sinais de encefalopatia incluem distúrbios 
do sono e resultados anormais em testes neuropsiquiátricos. 

Por ser o fígado o local onde ocorre a síntese de todos os fatores de 
coagulação (com exceção do fator de von Willebrand) e visto que essa 
síntese diminui acentuadamente na cirrose, como resultado observa- 
se o aparecimento de distúrbios da coagulação. Esse assunto foi discu- 
tido anteriormente. O TTP e o PT tornam-se prolongados e, muitas 
vezes, há diminuição da contagem de plaquetas, a qual pode ser cau- 
sada pelo sequestro decorrente da esplenomegalia que se instala por 
causa da hipertensão porta. Entretanto, é possível que pacientes com 
cirrose apresentem coagulopatia intravascular disseminada, eviden- 
ciada pelos altos níveis de D-dímero e produtos da quebra de fibrina 
detectados no soro. Essa coagulopatia pode igualmente ser a causa da 
referida diminuição da contagem plaquetária. Em razão do desequilí- 
brio do metabolismo lipídico observado no fígado, as gorduras caem 
na circulação e se depositam nas membranas dos eritrócitos, fazendo 
com que estes se transformem em células-alvo. 

A perda do volume vascular em decorrência da formação de ascite e 
anasarca pode acarretar uma baixa perfusão tecidual e causar acidose 
lática. Os receptores de volume, sensíveis à perda volumétrica, esti- 
mulam a secreção de ADH. A água retida dilui o soro e, assim, conduz 
à hiponatremia. 

A cirrose hepática muitas vezes é associada à insuficiência renal, 
como resultado da síndrome hepatorrenal. Nessa condição (ainda 
pouco compreendida), a função tubular renal é comprometida. Ocorre 
acentuada elevação do BUN e dos níveis de creatina no soro, indicando 


insuficiência renal. A baixa perfusão tecidual também pode causar 
necrose tubular aguda. Na síndrome hepatorrenal, a restauração da 
função hepática geralmente reverte o quadro de insuficiência renal. 

Cirrose biliar primária e secundária já foram discutidas neste 
capítulo. Seu diagnóstico é dificultado pelo padrão variável das con- 
centrações séricas dos analitos utilizados para avaliar o status hepático. 
No início, usualmente apresentam padrão obstrutivo, com elevação 
dos níveis de ALP e, às vezes, de bilirrubina. Esse padrão, então, se 
torna semelhante ao padrão da hepatite, devido aos efeitos tóxicos dos 
sais biliares sobre a função dos hepatócitos. Com o passar do tempo, 
esse padrão dá lugar a um padrão cirrótico, em que se observam a 
diminuição dos níveis de aminotransferases, proteína total e albu- 
mina e elevação dos níveis de amônia. Em pacientes que apresentam 
persistência do padrão obstrutivo indicada pelos resultados dos testes 
laboratoriais, sem evidências de lesões em massa ou presença de cál- 
culos bloqueando o fluxo da bile, deve ser confirmada a presença de 
AMAs anti-M2. Títulos aumentados desse anticorpo são praticamen- 
te 100% de diagnósticos de CPB. Além disso, ensaios para detecção de 
anticorpos p-ANCA no soro devem ser realizados para determinar a 
ocorrência de cirrose biliar secundária, que também pode produzir o 
padrão colestático. 

A sobrevida dos pacientes com CBP pode ser calculada utilizando-se 
uma fórmula empírica, análoga ao escore MELD anteriormente dis- 
cutido, que considera a idade do paciente, a concentração sérica de 
albumina e bilirrubina, o PT (como no escore MELD) e a extensão do 
edema (Dickson, 1989). Essa fórmula fornece uma estimativa do limite 
de tempo, quando o paciente está sujeito a um transplante de fígado. 


Obstrução biliar pós-hepática 
e pós-hepatocítica 


A obstrução biliar pós-hepática se refere ao bloqueio dos ductos intra 
e extra-hepáticos e/ou ao bloqueio da excreção de bilirrubina oriun- 
da dos hepatócitos para dentro dos canalículos, levando ao refluxo da 
bile para os hepatócitos e, por fim, de volta à circulação. A causa mais 
comum dessa condição é a colelitíase. Outras causas possíveis são CBP 
e colangite esclerosante primária, conforme discutido anteriormente, 
bem como a inflamação do trato biliar, observada na colangite ascen- 
dente e na sepse por bactérias Gram-negativas. Fármacos, como os neu- 
rolépticos (p. ex., clorpromazina), podem causar icterícia colestática. 
Lesões em massa, como ocorre no carcinoma da cabeça do pâncreas ou 
em linfomas, também podem causar obstrução biliar pós-hepática pelo 
bloqueio do ducto biliar comum na porta do fígado. Tais condições 
provocam elevação dos níveis de bilirrubina, principalmente direta, 
bem como de ALP e GGT. Muitas vezes, contudo, em especial durante 
condições inflamatórias envolvendo o trato biliar, o fluxo biliar é par- 
cialmente obstruído. Nessas circunstâncias, a concentração de bilirru- 
bina permanece normal ou aumenta apenas discretamente. Entretanto, 
os níveis de ALP e 5 -NT aumentam de modo significativo. 

Ocasionalmente, é possível observar hiperbilirrubinemia em pacien- 
tes que, a não ser por esse distúrbio, são normais. A bilirrubina cujos 
níveis estão aumentados é do tipo indireta e, na maioria dos casos, é 
oriunda da hemólise que ocorre principalmente na anemia hemolítica. 
Esse tipo de anemia pode ser desencadeado por uma doença hepática. 
Exemplificando, a hepatite viral pode precipitar a hemólise em pacien- 
tes deficientes de G6PDH. Na síndrome de Zieve, a hemólise ocorre 
associada à hepatite alcoólica e à hiperlipidemia. A doença de Wilson, às 
vezes, está associada à hemólise aguda. Pacientes com hepatite crônica 
secundária à doença autoimune podem desenvolver uma severa doença 
hemolítica que, em certos casos, requer esplenectomia. 


Lesões que ocupam espaço 


As lesões hepáticas que ocupam extensas áreas do órgão são causa- 
das em grande parte por cânceres metastáticos. Um pequeno percen- 
tual dessas lesões se deve ao aparecimento de linfomas, carcinoma 
hepatocelular primário e angiossarcoma hepático, bem como de lesões 
benignas, por exemplo, hemangiomas do fígado. O achado cardinal 
desse tipo de lesão são os aumentos isolados dos níveis de duas enzimas 
hepáticas: LDH e ALP. O aumento da concentração de ALP é causado 
pela invasão por uma ou várias massas dos canalículos e colangíolos, ou 
até dos principais ductos biliares. As razões que explicam o aumento 


dos níveis de LDH ainda permanecem indeterminadas. A fração LDH; 
é mais comumente a responsável por essa elevação. Essa fração pode 
ser produzida não só pelo fígado, como também por tumores. A típica 
concentração de LDH é de 500 a 1.000 UI/L ou mais, enquanto a de 
ALP costuma ser > 500 UT/L. Quando um tumor maligno se espalha 
amplamente pelo fígado, pode haver uma discreta elevação da concen- 
tração de aminotransferases e hiperbilirrubinemia, em decorrência da 
obstrução biliar, bem como diminuição dos níveis de proteínas totais 
e albumina. Essa redução do conteúdo proteico talvez não seja causada 
em grande parte pela disfunção hepática, e sim pelo processo de caque- 
xia generalizada associado à disseminação tumoral. Inúmeros cânceres 
que se originam no fígado podem ser identificados por meio de testes 
sorológicos. Exemplificando, conforme discutido na seção sobre AFP 
neste mesmo capítulo, os níveis séricos de AFP encontram-se aumenta- 
dos no carcinoma hepatocelular. Como discutido na Parte IX, é possível 
diagnosticar um angiossarcoma utilizando anticorpos específicos para a 
proteína mutante ras-p21. 


Insuficiência hepática fulminante 


Na insuficiência hepática fulminante — uma condição altamente fatal 
— a massiva destruição do tecido hepático resulta em falência hepática 
total. Dependendo da natureza e da extensão da destruição, o proces- 
so definitivo de regeneração deixa de ocorrer. Por outro lado, diante de 
um processo de morte celular limitado, os hepatócitos conseguem se 
recuperar em casos de lesão aguda, e a função hepática normal é recu- 
perada. As causas que determinam essa condição são pouco compreen- 
didas. A síndrome de Reye é um exemplo de tal condição, em que uma 
criança com infecção viral e febre é tratada com aspirina. Decorridas 1 
a 2 semanas após a dissipação da infecção e da febre, a criança repen- 
tinamente apresenta encefalopatia secundária à hiperamonemia como 
consequência de uma insuficiência hepática aguda. Também foi descri- 
ta uma forma adulta da síndrome de Reye. Outras possíveis causas da 
insuficiência hepática fulminante são a hepatite B aguda com superin- 
fecção por hepatite D, a síndrome de Budd-Chiari e outras condições 
trombóticas que afetam as veias hepáticas, hipoperfusão vascular do 
fígado, desvio jejunoileal em casos de obesidade, intoxicação por tile- 
nol, alcoolismo e cirrose. Outra condição predisponente significativa é 
o fígado gorduroso na gravidez (Sunheimer, 1994). 

Existem duas formas histopatológicas de insuficiência hepática ful- 
minante: necrose pan-hepática (em que todos os hepatócitos se tornam 
necróticos) e esteatose microvesicular (em que ocorre ampliação dos 
sinusoides e colestase). O segundo tipo é mais comumente observado na 
síndrome de Reye e no fígado gorduroso durante a gravidez. É impor- 
tante destacar que, quando o padrão de esteatose microvesicular apresen- 
ta alterações histológicas mínimas, o exame de biópsias de fígado não é 
revelador. Conforme descrito adiante, um diagnóstico definitivo requer o 
uso de métodos laboratoriais de análise da função hepática. 

Uma grande parte das sequelas patofisiológicas deixadas pela cirrose 
também ocorrem na insuficiência hepática fulminante (Sunheimer, 
1994). Os pacientes desenvolvem ascite e se tornam encefalopáticos 
devido à hiperamonemia. O conteúdo sérico de proteínas totais e 
de albumina sofre diminuição. Praticamente todos os pacientes que 
apresentam essa doença exibem coagulopatias severas, em particular 
a coagulopatia intravascular disseminada, sendo que todos são anê- 
micos. Do mesmo modo, todos os pacientes com a doença desenvol- 
vem insuficiência renal em decorrência da síndrome hepatorrenal e 
da necrose tubular aguda. 

Além disso, muitos desses pacientes se tornam hipoglicêmicos, pos- 
sivelmente por causa da ausência das enzimas envolvidas na glicoge- 
nólise. Também há desenvolvimento de acidose lática devido à precá- 
ria perfusão tecidual. É interessante o fato de que, diferentemente da 
cirrose (em que os pacientes se tornam hiponatrêmicos), os pacientes 
com insuficiência hepática fulminante podem se tornar hipernatrêmi- 
cos e hipocalêmicos. Tal observação pode ser explicada pela descober- 
ta de que, em alguns pacientes, os níveis circulantes de aldosterona 
sérica são bem elevados (Sunheimer, 1994). Talvez a incapacidade do 
fígado de depurar esse hormônio da circulação resulte nos elevados 
níveis desse hormônio. 

Os achados laboratoriais diagnósticos da insuficiência hepática ful- 
minante são rápidos aumentos dos níveis séricos de aminotransferases, 
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como a AST, cuja concentração pode se tornar maior que 2 x 10º UI/L 
— cerca de 1,5 vezes acima da concentração de ALT. Enquanto os níveis 
dessas enzimas aumentam, o conteúdo de proteínas totais e albumi- 
na caem notavelmente. De um modo geral, esse padrão assemelha-se 
a uma combinação dos padrões de hepatite e cirrose em estágio final, 
exceto que, usualmente, na hepatite aguda (salvo na hepatite alcoóli- 
ca), os níveis de AST e ALT aumentados atingem uma proporção de 
1:1 ou constituem uma proporção favorável à ALT. Logo em seguida 
ao aparecimento desses padrões, os níveis séricos de amônia aumentam 
rapidamente e causam encefalopatia. As concentrações de LDH, ALP 
e bilirrubina aumentam de modo acentuado. Todas essas alterações 
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C PONTOS-CHAVE 

e O Helicobacter pylori é reconhecido como principal 
agente causador de úlceras gastrintestinais (Gl) e gastrite. 

São empregados testes sorológicos para triagem de H. pylori e testes 

respiratórios não invasivos ou biópsia endoscópica para confirmar 

sua erradicação após o tratamento. 





e À amilase sérica é o analito de escolha para o diagnóstico da 
pancreatite aguda. Outros marcadores, como lipase, tripsinogênio 
(e metabólitos), aspartato aminotransferase (AST) e alanina 
aminotransferase (ALT), podem ajudar a determinar a etiologia e/ou 
o diagnóstico. Os testes laboratoriais de rotina têm pouco valor na 
identificação de pacientes com pancreatite crônica. O diagnóstico 
é obtido pelo uso de técnicas de imagem (ERCP, endoscopic 
retrograde cholangiopancreatography ou colangiopancreatografia 
retrógrada endoscópica). 


e A triagem laboratorial para fibrose cística deve se limitar ao teste 
do cloreto no suor. Casos específicos devem ser confirmados por 
meio de testes de análise genética. 


e Muitas vezes, é possível classificar uma diarreia crônica como 
sendo de origem inflamatória, osmótica ou secretória, ou resultante 
de alterações da motilidade intestinal. O exame de fezes inicial 
para detecção de sangue, micróbios, gordura e leucócitos ajuda a 
determinar algoritmos de teste subsequentes. 


e A deficiência de IgA deve ser considerada ao analisar pacientes 
com suspeita de espru celíaco, incorporada à interpretação dos 
resultados de testes para anticorpos antigliadina, antiendomísio, 
antirreticulina ou antitransglutaminase. 


e A intolerância à lactose aumenta com a idade. Os testes de triagem 
para deficiências reais de dissacarídeos incluem desafio oral com os 
dissacarídeos suspeitos de estarem reproduzindo a sintomatologia, 
seguido de exame de fezes. O diagnóstico definitivo dessas 
deficiências depende da demonstração de uma baixa atividade 
enzimática específica na mucosa ao exame de biópsia de intestino 


delgado. 


e Anticorpos p-ANCA e ASCA podem ser empregados para distinguir 
a dor abdominal encontrada na síndrome do intestino irritável 
daquela observada na enteropatia inflamatória. 


e O tumor carcinoide é o tipo mais comum de tumor 
neuroendócrino no trato Gl. 


e A quantificação dos níveis de gastrina no intraoperatório é útil 
para determinar se um tecido anormal foi completamente removido 
do paciente durante cirurgias para gastrinomas. 


e À realização de triagem com testes de detecção de sangue oculto 
nas fezes pode reduzir a mortalidade por câncer de cólon em 15 a 
35%. Diversos fatores podem gerar resultados tanto falso-positivos 
como falso-negativos. 


Ao longo das últimas duas décadas, a prática da gastroenterologia 
desenvolveu-se muito. O maior grau de especialização proporcionado 
pelas técnicas endoscópicas permite a visualização direta e a realização 
de biópsias a partir de lesões patológicas, facilitando a confirmação de 
diagnósticos clínicos suspeitos, como no caso das doenças ulcerati- 
vas gástricas e duodenais. Apesar de as avaliações endoscópicas cons- 
tituírem modalidades diagnósticas inestimáveis, são caras, invasivas e 
requerem os conhecimentos práticos especializados de um gastroente- 
rologista. As práticas clínicas continuaram a se desenvolver nos últimos 
anos, com o advento das novas técnicas de avaliação laboratorial para 
diagnóstico não invasivo de distúrbios GI e pancreáticos. Alguns exem- 
plos são os testes imunoquimicos de fezes e o teste de DNA para detec- 
ção do câncer de cólon, além dos vários testes sorológicos para detecção 
de anticorpos que auxiliam no diagnóstico da enteropatia inflamatória. 
Estes, por sua vez, permitem diferenciar a doença de Crohn da colite 
ulcerativa — tarefa anteriormente impossível diante dos testes laborato- 
riais de rotina então disponíveis. Além disso, novos testes laboratoriais 
com maior sensibilidade e especificidade têm substituído os testes mais 
antigos no diagnóstico das doenças. Um exemplo é a substituição da 
quimiotripsina fecal pela detecção dos níveis fecais de elastase na deter- 
minação da insuficiência pancreática. O conhecimento desses testes, de 
seus perfis de sensibilidade e especificidade, assim como estar atento à 
possibilidade de resultados falso-positivos ou falso-negativos gerados 
por tais testes, são fatores cruciais à interpretação dos resultados, espe- 
cialmente para o clínico responsável pela devida supervisão da doença. 
Novos testes sorológicos não invasivos também estão começando a ser 
explorados quanto à utilidade clínica como métodos de triagem. É o 
caso dos testes de pepsinogênio, por exemplo, utilizados para detectar 
gastrite atrófica e carcinoma gástrico em estágio inicial. Este capítulo 
aborda os distúrbios clinicamente relevantes e discute a utilidade dos 
métodos laboratoriais na confirmação de doenças, na orientação de 
intervenções terapêuticas, na predição prognóstica e no monitoramen- 
to terapêutico. Nesta edição, decidiu-se adaptar as avaliações laborato- 
riais Aquelas que mostram mais de perto a prática clínica comum na era 
da endoscopia e com o advento dos modernos testes diagnósticos. 


Distúrbios gastrintestinais comuns 
Distúrbios gástricos 


Doença ácido-péptica 

A abordagem prática da doença ácido-péptica requer a integração dos 
dados fornecidos pelo clínico, endocopista, radiologista, patologista cli- 
nico e cirurgião patologista. O Helicobacter pylori foi reconhecido como 
sendo o principal agente causador de duodenites e úlceras duodenais, 
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tipo B, a úlceras gástricas, à dispepsia não ulcerosa, ao carcinoma gástri- 
co ea MALTomas (Veldhuyzen van Zanten, 1994; Wotherspoon, 1998; 
Peterson, 1991; Thiede, 1997). O uso de fármacos anti-inflamatórios não 
esteroidais (NSAIDs, nonsteroidal anti-inflammatory drugs) causa ou 
agrava inflamações e úlceras gástricas e pépticas. Estados hipersecretórios 
constituem uma causa bem mais rara de doença ácido-péptica. Dados 
obtidos a partir da história e do exame físico podem sugerir inicialmen- 
te a presença de doença ácido-péptica. Os diagnósticos são confirmados 
por meio de técnicas radiológicas e/ou endoscópicas. Os testes para H. 
pylori e estados hipersecretórios envolvem análises laboratoriais. (Para 
mais informações, consulte o Cap. 56.) 

Tendo em vista que H. pylori é considerado o principal agente causa- 
dor de úlceras pépticas e por estar significativamente associado a múl- 
tiplos tipos de patologia do trato GI superior, há grande interesse em 
estudos acerca de sua detecção e do tratamento da doença que causa, 
bem como dos meios que possibilitam confirmar sua erradicação. 
Na última década, o Food and Drug Administration (FDA) aprovou 
inúmeros produtos para detecção dessa bactéria, que se encontram 
comercialmente disponíveis. Um argumento convincente para tal 
medida é que todos os pacientes diagnosticados com H. pylori preci- 
sam ser tratados (Graham, 1997). Embora o número e os tipos de tes- 
tes provavelmente continuem a aumentar, a amostragem de tecidos, 
os testes respiratórios e a sorologia constituem, hoje em dia, o suporte 
principal de todo o arsenal diagnóstico. 

Os testes para H. pylori com frequência aproveitam a capacidade de 
o microrganismo produzir urease. Os testes respiratórios de hidrogê- 
nio, tanto radioativos como não radioativos, são exemplos de méto- 
dos não invasivos usados para detectar infecções ativas causadas pela 
bactéria. Cada um deles é sensível e específico anteriormente ao iní- 
cio da terapia. O uso mecânico de inibidores da bomba de prótons, 
antibióticos ou antiácidos contendo bismuto pode resultar em testes 
falso-negativos. O tratamento de H. pylori pode não proporcionar a 
erradicação completa da bactéria. Os testes respiratórios de hidro- 
gênio podem fornecer resultados falso-negativos se forem realizados 
logo após o tratamento, antes que a carga bacteriana seja suficiente- 
mente grande para ser detectada (Atherton, 1994). 

Os anticorpos séricos dirigidos contra H. pylori podem ser utiliza- 
dos para detectar a exposição do indivíduo à bactéria. Para tanto, exis- 
tem testes de ELISA disponíveis e confiáveis (Feldman, 1995 a, b; van 
de Wouw, 1996). Embora atualmente não sejam utilizados de forma 
rotineira no cenário clínico com o objetivo de determinar se a infec- 
ção está ou esteve presente no paciente, os níveis quantitativos desses 
anticorpos mostraram elevado grau de acurácia (Lerang, 1998). No 
momento, a sorologia, em geral, é empregada na triagem de H. pylori, 
enquanto os testes respiratórios são utilizados para confirmar a erra- 
dicação da bactéria após o tratamento, a menos que a realização de 
uma endoscopia permita coletar tecidos para testes rápidos de urease 
ou revisão histológica (Megraud, 1997). 

Os testes bioquímicos baseados na detecção de urease são utiliza- 
dos na rotina para detectar a presença de H. pylori em amostras de 
biópsia obtidas por endoscopia. Amostras de biópsia recentes, obtidas 
por endoscopia, são imersas em líquidos ou géis contendo ureia. À 
urease bacteriana quebra a ureia e produz amônia. A mudança do pH 
no meio afeta o indicador de cor e, assim, tem-se a base que permite a 
detecção. A carga bacteriana determinará a quantidade de urease pre- 
sente e pode afetar a velocidade da resposta. Se essa carga for pequena, 
o teste pode gerar um resultado falso-negativo (Xia, 1994). Esse teste é 
barato e de fácil execução, contudo requer a realização de endoscopia, 
que é uma técnica cara e traz riscos potenciais. 

Existem, ainda, kits de testes sorológicos rápidos para uso no pró- 
prio consultório. Foi demonstrado que a acurácia desses kits depende 
das preparações de anticorpo utilizadas. As preparações contendo IgG 
apresentam desempenho mais consistente. Outras qualidades do teste, 
como reprodutibilidade, custo e facilidade de execução, são fatores a 
serem considerados quando da revisão de cada uma das inúmeras mar- 
cas comercializadas atualmente (Laheij, 1998). A revisão histológica de 
amostras de biópsia coradas por Warthin-Starry ou Giemsa continua 
sendo uma das técnicas mais empregadas para determinar a ocorrência 
de infecções ativas. A cultura de microrganismos pode ser inconsistente 
e, geralmente, não é realizada na rotina clínica. Exames de fezes com 


ensaios enzimáticos para antígenos e metodologias de PCR também são 
disponibilizados comercialmente, porém sua eficácia é motivo de con- 
trovérsias (Makristathis, 1998). 

Os estados hipersecretórios são sugeridos pela ocorrência de uma 
extensiva doença ácido-péptica, especialmente na ausência de H. 
pylori, e pelo uso de NSAIDs. A falha em responder a doses usuais de 
agentes bloqueadores do receptor da histamina 2 (receptor H,), bem 
como a inibidores da bomba de prótons, também sugere hipersecre- 
ção de ácido clorídrico. Embora a análise gástrica continue sendo o “ 
padrão-ouro” da quantidade de ácido secretado, é um método invasi- 
vo e utilizado com menor frequência. É preciso ter o cuidado de evi- 
tar o uso de medicamentos antissecretórios nos devidos intervalos de 
tempo, antes da realização desse tipo de teste. O uso de bloqueadores 
de receptor H, também deve ser suspendido por 48 horas, enquan- 
to os inibidores da bomba de prótons devem ser evitados por 7 dias. 
Existem certos bloqueadores de receptor H, que são disponibilizados 
sem prescrição médica, de modo que a educação dos pacientes é uma 
consideração importante, e os clínicos devem se lembrar de rever 
todas as medicações em uso por seus pacientes. 

Os níveis de gastrina, com ou sem estimulação de secretina, podem 
ser empregados para diagnosticar a síndrome de Zollinger-Ellison 
(ZE) e, em muitos casos, poupar o paciente das análises gástri- 
cas. Níveis séricos de gastrina > 150 ng/L (normal < 100 ng/L), em 
especial quando concomitante a valores de pH gástrico < 3, são alta- 
mente sugestivos de gastrinoma. Diante de resultados equivocados, 
a secretina (2 U/kg) pode ser administrada por via endovenosa, e os 
níveis seriais de gastrina podem ser determinados em 2, 5, 10, 15 e 
20 minutos. Um aumento dos níveis de gastrina superior a 100 ng/L 
(aumento normal < 50 ng/L ou 50%) é considerado teste positivo. À 
octreotida — a forma sintética da somatostatina — tem sido utilizada 
na localização de tumores. A octreotida marcada com radioatividade 
se liga aos receptores de somatostatina e pode ser subsequentemente 
localizada com auxílio de cintilografia. Se tais tumores forem removi- 
dos cirurgicamente, os níveis de gastrina poderão ser utilizados para 
avaliar um potencial sucesso ou recaídas futuras. 


Distúrbios pancreáticos 


Macroamilasemia 


F 


Macroamilasemia é o termo utilizado para descrever uma con- 
dição em que há elevação persistente da atividade de amilase sérica, 
sem nenhuma manifestação aparente dos sintomas clínicos de um 
distúrbio pancreático. É atribuída à presença de um complexo ami- 
lase-macromolécula, cujo grande tamanho impossibilita sua excreção 
urinária e, assim, prolonga seu tempo de meia-vida. A macroamilase 
é um complexo circulante constituído por amilase normal ligada, na 
maioria das vezes, a uma imunoglobulina e, em outros casos, a um 
polissacarídeo. As imunoglobulinas envolvidas são a IgA e a IgG. A 
composição das microamilases é heterogênea. Análises do complexo 
após a dissociação ácida revelaram a presença de isoamilases de tipos 
P e S em proporções variáveis. Estima-se que o peso molecular possa 
variar de 150.000 a mais de 1.000.000. A macroamilasemia também 
pode ocorrer em pacientes hiperamilasêmicos com níveis urinários de 
amilase não diminuídos e naqueles que apresentam atividade normal 
de amilase sérica e urinária. A lipase sérica pode igualmente formar 
complexo com imunoglobulinas circulantes, resultando em macroli- 
pasemia (Zaman, 1994). A Tabela 22.1 mostra os aspectos distintivos 
da hiperamilasemia. 

A macroamilasemia pode ocorrer com uma frequência de 1,05% em 
pacientes selecionados ao acaso, 2,56% em indivíduos com hiperami- 
lasemia e 0,98% em indivíduos com amilase sérica normal (Klonoff, 
1980). A macroamilasemia, por si só, não é uma doença, pois não é 
consistentemente acompanhada de nenhum sintoma clínico. Trata-se 
de uma condição adquirida e benigna que pode ser observada em 
indivíduos aparentemente sadios, e que é mais frequente em homens 
do que em mulheres. A idade do paciente no momento em que a con- 
dição é descoberta, na maioria dos casos, situa-se entre 50 e 70 anos. 
A ocorrência de macroamilasemia pode significar a sinalização preco- 
ce de uma doença, seja como marcador ou disproteinemia induzida 
por doença inespecífica com capacidade de ligação à amilase, além de 


Tabela 22.1 Diagnóstico diferencial da hiperamilasemia e da 
macroamilasemia 


Condição Amilase Lipase Amilase C,m:C, Macroamilase 
sérica sérica urinária sérica 

Hiperamilasemia Alta Alta Alta Alta Ausente 

pancreática 

Hiperamilasemia Alta Normal Baixaou Baixaou Ausente 

salivar normal normal 

Macroamilasemia Alta Normal Baixa Muito Alta 

de tipo 1 baixa 

Macroamilasemia Alta Normal Baixaou Baixa Moderada 

de tipo 2 normal 

Macroamilasemia Normal Normal Normal  Baixaou Traços 

de tipo 3 normal 


Cum: Cer = proporção depuração de amilase/depuração de creatinina = (amilase urinária/ 
amilase sérica) x (creatinina sérica/creatinina urinária). 


Conforme Kleinman DS, O'Brien JF: Macroamylase. Mayo Clin Proc 1986, 61:69, com 
permissão. 


poder ser considerada um distúrbio que envolve enzima complexada 
a imunoglobulinas. 

Do ponto de vista clínico, é importante diferenciar a macroamilase- 
mia de outras condições associadas à hiperamilasemia. A possibilidade 
de macroamilasemia deve ser considerada para o paciente que apresen- 
ta hiperamilasemia, taxa de depuração amilase-creatinina muito baixa 
(< 1%) e função renal normal. Todavia, a indicação definitiva dessa 
condição requer a demonstração direta da existência de moléculas de 
macroamilase por meio de ultracentrifugação, cromatografia ou outras 
técnicas físicas. Um método de detecção por cromatografia tem sido 
usado há muitos anos, bem como um ensaio rápido e simples que se 
baseia na precipitação seletiva da macroamilase em soluções de polieti- 
leno glicol (Levitt, 1982). 


Pancreatite aguda 

Desde a primeira vez em que foi descrita, em 1929, a amilase sérica 
continua sendo o teste laboratorial diagnóstico universal para a detec- 
ção de pancreatite aguda (Elman, 1929). Derivada das células pancreá- 
ticas acinares, a amilase sérica sofre uma elevação de sua concentração 
ao longo das primeiras 2 a 12 horas após o início de uma pancreatite 
aguda, atinge os valores de pico em 48 horas e volta ao normal em 3 
a 5 dias (Zieve, 1964). No cenário clínico apropriado — marcado por 
um reinício agudo, dor epigástrica “tediosa” que irradia para as costas 
ou flancos, e associado a náuseas e vômitos — a amilase sérica ajuda a 
confirmar as suspeitas do diagnóstico de pancreatite aguda com um 
valor preditivo positivo de aproximadamente 100%. 

Apesar dos elevados valores preditivos positivo e negativo, há deter- 
minadas situações clínicas em que o médico precisa ser um tanto 
cético e estar ciente das limitações do ensaio. A sensibilidade é res- 
trita no caso de pacientes com hipertrigliceridemia e alcoólatras. A 
especificidade é reduzida diante das elevações da amilase oriundas de 
processos intra-abdominais inflamatórios e inflamação das glândulas 
salivares parótida e submandibular. Do mesmo modo, a diminuição 
da depuração pode conduzir à detecção de níveis falsamente eleva- 
dos em pacientes com insuficiência renal e em indivíduos normais 
que carregam proteínas ou polipeptídeos não associados à doença 
(Smotkin, 2002). Seja como for, a avaliação da amilase sérica constitui 
um método acurado num cenário clínico adequado. A adoção de um 
cutoff com valor três vezes maior que o limite máximo normal provo- 
cará um aumento da especificidade (Steinberg, 1985). 

Embora a lipase sérica seja derivada das células pancreáticas acina- 
res, sua concentração sofre um aumento discreto antes da elevação 
dos níveis de amilase, 4 a 8 horas após o início de um episódio de 
pancreatite aguda, atingindo os valores de pico igualmente antes (em 
24 horas) (Steinberg, 1985). A lipase sérica também permanece por 
mais tempo no soro (8 a 14 dias). Por esses motivos, é mais sensível 
e específica do que a amilase sérica. Entretanto, a utilidade da lipase 


sérica na pancreatite aguda mostrou-se variável em decorrência das 
discrepâncias referentes ao método quantitativo, à seleção do paciente 
e ao ponto de cutoff (Tietz, 1993). 

Não há nenhum benefício clínico extra na determinação da lipase 
sérica em pacientes que apresentam sintomas clínicos de pancreatite 
aguda e níveis de amilase sérica maiores que três vezes o valor máximo 
normal. O uso da lipase sérica no diagnóstico de pancreatite aguda 
deve ser reservado para pacientes cujos sintomas clínicos são consis- 
tentes com a doença e nos quais os níveis séricos de amilase parecem 
ser falsamente baixos. Tais condições são observadas em pacientes 
alcoólatras, com hipertrigliceridemia, ou que apresentam a doença 
tardiamente. Devido às despesas adicionais e à falta de benefícios para 
a maioria dos pacientes, deve ser considerado inadequado o uso da 
lipase sérica com a amilase sérica como processo de rotina na avalia- 
ção laboratorial de suspeitas de pancreatite aguda. 

Sabe-se que ambas, lipase e amilase, podem surgir de outras fon- 
tes além do pâncreas (Frank, 1999). Assim, a utilização de ambos os 
ensaios pode otimizar a acurácia (Corsetti, 1993). Há quem considere 
a determinação de isoamilase pancreática o método mais custo-efetivo 
(Sternby, 1996). Devido à falta de um “padrão-ouro” de quantificação 
imediatamente disponível para o diagnóstico de pancreatite aguda, além 
da variabilidade dos métodos bioquímicos, é difícil calcular com preci- 
são a sensibilidade e a especificidade dessas enzimas. Recentemente, o 
teste urinário com vareta medidora de nível para tripsinogênio 2 apre- 
sentou uma sensibilidade de 94% e uma especificidade de 95%, em 
comparação com a amilase sérica (sensibilidade de 85% e especificidade 
de 91%), considerando 300 U/L o valor máximo normal (Kemppainen, 
1997). Este pode servir como teste de triagem rápido em circunstân- 
cias clínicas corretas. Um ensaio sensível e capaz de detectar a concen- 
tração plasmática dos precursores de calcitonina é outro método que 
está sendo atualmente investigado quanto ao potencial de determinar 
o grau de severidade de um episódio de pancreatite aguda. Níveis anor- 
mais podem ser detectados na admissão, usualmente algumas horas 
após o início da dor abdominal (Ammori, 2003). Foi demonstrado que 
os precursores de calcitonina plasmática aumentam significativamente 
com o evento inicial de uma infecção severa e de inflamação sistêmica, 
como se observa na pancreatite aguda. Além disso, essa elevação ocor- 
re de modo gradual e previsível, o que torna possível utilizar o ensaio 
sorológico como potencial marcador do grau de severidade da doença. 

Embora um número considerável de outras enzimas tenha sido 
examinado quanto ao potencial papel clínico no diagnóstico e no 
prognóstico da pancreatite aguda, nenhuma delas foi amplamente 
utilizada na clínica. Além disso, a amilase sérica não oferece nenhuma 
vantagem em relação ao teste sorológico, e a depuração urinária dessa 
enzima é inespecífica (Lankisch, 1977). 

O teste laboratorial pode ajudar a distinguir a etiologia da pancreatite 
aguda. As decisões de supervisão a serem tomadas para prevenir a recor- 
rência da doença dependem da capacidade de determinar a etiologia. Em 
uma metanálise, uma concentração de ALT e/ou AST superior a 150 UI/ 
dL (o triplo do valor normal) apresentou valor preditivo positivo de 95% 
na previsão de cálculos biliares como causa subjacente da doença. No 
entanto, apesar da elevada especificidade, somente metade dos pacientes 
com pancreatite causada por cálculo biliar apresentou elevação significa- 
tiva de AST/ALT (Tenner, 1994). Devido à combinação da baixa sensibi- 
lidade com a baixa especificidade, a bilirrubina e a ALP aparentemente 
exercem papel limitado no diagnóstico da pancreatite aguda decorrente 
de cálculos biliares. Entretanto, num paciente com esse tipo de doença, 
as elevações persistentes dos níveis séricos de bilirrubina podem sinalizar 
a presença de um cálculo recorrente no ducto biliar comum e, portanto, 
justificam a realização de uma ERCP e a extração do cálculo. Devido à 
baixa taxa de depuração, os níveis de ALP permanecem elevados semanas 
após a ocorrência do evento agudo envolvendo a árvore biliar. 

Diferente do pâncreas normal, que inflama em pacientes com pancrea- 
tite causada por cálculo biliar, o pâncreas do paciente com pancreatite 
aguda induzida por álcool é alvo de lesões que ocorrem no decorrer de 
vários anos, com o consumo de bebidas alcoólicas. Os ductos vão sendo 
alterados pela deposição de tampões proteináceos. A própria glândula 
tipicamente sofre alterações em sua arquitetura. Por esse motivo, tra- 
ta-se de uma doença distinta. Em cada quatro pacientes com pancreatite 
induzida por álcool, um apresenta níveis normais de amilase (Spechler, 
1983). A glândula se torna “queimada”. Embora a amilase seja afetada, 
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vezes mais lipase do que amilase (Tietz, 1993). Sendo assim, a propor- 
ção lipase/amilase parece ser preditiva da pancreatite induzida por álco- 
ol (Tenner, 1992). Utilizando múltiplos do limite máximo normal, uma 
proporção > 3 é considerada preditiva, enquanto uma proporção > 5 é 
diagnóstica de pancreatite aguda induzida por álcool. 

Além da proporção lipase/amilase, a transferrina deficiente em 
carboidratos (CDT, carbohydrate deficient transferrin) parece ser útil 
na determinação do alcoolismo. Um indivíduo que consome grande 
quantidade de álcool apresentará elevação de CDT independente- 
mente de seu consumo de álcool nos últimos dias. Este é, portanto, 
o marcador ideal num paciente suspeito de alcoolismo que nega ter 
consumido bebidas alcoólicas quando o nível de álcool está anormal 
(Le Moine, 1994). 

Na pancreatite aguda, a dificuldade para determinar precocemente 
o grau de severidade da doença complica a supervisão de uma parcela 
significativa de pacientes. Múltiplos testes laboratoriais foram estuda- 
dos numa tentativa de definir o grau de severidade ainda no início da 
doença. Apesar dos estudos intensivos, apenas dois testes — peptídeo 
ativador de tripsinogênio (TAP, trypsinogen activation peptide) e hema- 
tócrito — mostraram-se úteis no início do curso da doença. 

A ativação precoce e inadequada da tripsina nos ácinos pancreáticos 
leva à liberação de TAP. Esse produto proteico não costuma ser detectado 
em níveis significativos no sangue ou na urina. Em pacientes com pan- 
creatite aguda, os níveis de TAP aumentam. Foi demonstrado que uma 
concentração maior que 30 mmol/L está associada à doença severa, com 
um valor preditivo negativo de 100% (Tenner, 1997). A Biotrin (Dublin, 
Irlanda) disponibilizou um novo ELISA que analisa amostras de urina, 
capaz de auxiliar na determinação do grau de severidade. 

Valores de hematócrito acima de 44 ou que apresentem elevação nas 
primeiras 24 horas estão associados à ocorrência de necrose pancreática 
(Baillargeon, 1998). Esse fato provavelmente tem a ver com a hemo- 
concentração, a partir de uma combinação de perdas severas de tercei- 
ro espaço, retenção de líquidos e hidratação endovenosa precária. Uma 
proteína C reativa do soro é útil em fases subsequentes (36 a 48 horas 
após o início dos sintomas), na determinação da existência de necrose 
pancreática (Buchler, 1986). Na Tabela 22.2 há um resumo dos testes 
laboratoriais empregados na avaliação da pancreatite aguda. 


Pancreatite crônica 


A pancreatite crônica é marcada pela destruição progressiva das célu- 
las das ilhotas e do tecido acinar do pâncreas. Este último fenômeno é 
o responsável pela má digestão associada à doença, porque acarreta a 
perda da secreção das enzimas que realizam a digestão dos alimentos 
no intestino delgado. Os testes laboratoriais têm pouco valor em casos 
de pacientes com suspeita de pancreatite crônica. Embora os níveis de 
amilase e lipase possam se elevar em exacerbações agudas, a ausência 
de aumento da concentração dessas enzimas no soro não exclui a pos- 
sibilidade de um ataque de dor a partir de pancreatite crônica. Essa 
doença passa a ser suspeita no cenário clínico apropriado e pode se 
manifestar como uma discreta intolerância à glicose até diabetes meli- 
to, dor abdominal crônica e/ou má digestão/absorção. Como resultado 
da progressão da doença, também pode haver hiperglicemia e subse- 
quente disfunção endócrina do pâncreas. À medida que a desnutrição 
evolui, a concentração sérica de albumina diminui. Os níveis séricos 
de beta-caroteno detectados podem se tornar baixos conforme a má 
absorção de lipídeos se desenvolve. 

O diagnóstico clínico de pancreatite crônica depende da detecção de 
anomalias estruturais na anatomia ductal através de técnicas de ima- 
gem, tipicamente ERCP. O método mais simples para avaliar a fun- 
ção do pâncreas consiste no exame de detecção de gordura nas fezes. 
Infelizmente, a má digestão das gorduras somente ocorre após uma 
perda de 90% da capacidade secretória de lipase pancreática. Existem 
ensaios para tripsinogênio sérico que podem ter utilidade diagnóstica 
diante de valores abaixo de 20 ng/mL, mas concentrações dessa ordem 
são detectadas apenas nos pacientes com doença em estágio avança- 
do (tipicamente, quando a esteatorreia já se manifestou) (Jacobsen, 
1984). Devido à distribuição inadequada da elastase fecal, a baixa con- 
centração dessa enzima nas fezes pode ser empregada no diagnóstico 
de pancreatite crônica. Apesar de os estudos iniciais terem sugerido 
que o teste é incapaz de detectar a pancreatite crônica na ausência de 


Tabela 22.2 Testes laboratoriais para pancreatite aguda 


Teste laboratorial Objetivo Usos e limitações 


Amilase Diagnóstico Acurada para concentrações até três 
vezes acima do limite máximo normal; 
especificidade diminuída na insuficiência 
renal; normalmente aumentada na 
macroamilasemia; interferências no teste 
em casos de hipertrigliceridemia; elevação 
a partir de outras fontes, como glândulas 
salivares e/ou inflamação intra-abdominal 
(até 3x); pode estar normal na pancreatite 
aguda induzida por alcoolismo 

Lipase Diagnóstico Especificidade diminuída na insuficiência 

renal; o complexo imune produz 

resultados falso-positivos; elevação a partir 

da glândula salivar e de inflamação intra- 


abdominal 

Tripsinogênio 2 Diagnóstico Uso limitado, incerto, se for superior à 
amilase/lipase 

AST/ALT Etiologia Se o limite máximo normal for maior que 
três vezes, a presença de cálculos biliares 
aparece como etiologia em 95% dos 
casos; baixa sensibilidade 

Proporção lipase/ Etiologia Sendo > 5, é diagnóstico de pancreatite 

amilase aguda induzida por alcoolismo; baixa 
sensibilidade 

Transferrina Etiologia Útil para pacientes que negam o consumo 

deficiente de de bebidas alcoólicas; permanece 

carboidrato (CDT) aumentada semanas após a bebedeira 

Peptídeo ativador de Severidade Sendo > 30 mmol/L na urina de 6 a 12 

tripsinogênio (TAP) horas, tem valor preditivo 100% negativo 

Hematócrito Severidade Maior que 44 no momento da admissão, 
ou em elevação durante as primeiras 24 
horas, associado à necrose pancreática 

Proteína C reativa Severidade Valores > 200 UI/L estão associados à 


necrose pancreática; útil após as primeiras 
36 a 48 horas 


esteatorreia, testes mais modernos demonstraram que se trata de um 
teste acurado para a avaliação da doença em estágio menos avançado. 
Um novo teste de ELISA para elastase fecal — uma enzima específi- 
ca do pâncreas que não é degradada durante o transporte intestinal e 
atinge uma concentração fecal de 5 a 6 vezes mais alta que a concen- 
tração no suco duodenal — foi desenvolvido e comercializado, sendo 
aparentemente muito sensível à pancreatite crônica (Loser, 1996). 
Num estudo clínico, o teste apresentou sensibilidades de 63, 100 e 
100%, respectivamente, para pacientes com insuficiência pancreática 
branda, moderada e severa. 

Quando os sintomas sugerem esse distúrbio, a anatomia da glândula 
é revista através de radiografias e realiza-se a substituição de insulina 
e enzimas pancreáticas exócrinas conforme a necessidade. Há pouca 
necessidade clínica de estimar o percentual de função exócrina ou 
endócrina. Diante da suspeita de que a má digestão pancreática este- 
ja causando diarreia, muitos clínicos tentam um procedimento com 
enzimas pancreáticas exógenas. Se a tentativa for bem-sucedida, é pro- 
vável que o diagnóstico seja obtido num cenário clínico adequado. 


Fibrose cística 

A fibrose cística (mucoviscidose) do pâncreas é uma doença autos- 
sômica recessiva que apresenta incidência de 1:1.600 nascimentos de 
caucasianos e 1:17.000 nascimentos de afro-americanos nos Estados 
Unidos. Aproximadamente, 1 em cada 20 caucasianos é portador 
da doença. A fibrose cística é caracterizada pela atividade secretória 
anormal de várias glândulas exócrinas do corpo, incluindo pâncreas, 
glândulas salivares, peritraqueais, peribrônquicas e peribronquiolares, 
bem como glândulas lacrimais, sudoríparas, mucosas do intestino del- 
gado e dos ductos biliares. O envolvimento das glândulas intestinais 


pode resultar em íleo paralítico meconial ao nascimento. A doença 
pulmonar crônica e a má absorção resultantes do envolvimento pan- 
creático são os principais problemas clínicos enfrentados por aqueles 
que conseguem sobreviver além da infância. 

Como existem múltiplos alelos do gene da fibrose cística (Cap. 
69), o diagnóstico laboratorial ainda depende da demonstração do 
aumento da concentração de sódio e cloreto no suor. Infelizmente, 
a menos que seja corretamente executado, o teste do suor é o menos 
confiável dos testes e apresenta elevada proporção de resultados falso- 
positivos e falso-negativos. Em crianças, considera-se diagnóstica a 
detecção de uma concentração de cloreto acima de 60 mmol/L de suor 
em pelo menos duas ocasiões. Níveis de 50 a 60 mmol/L são sugesti- 
vos na ausência de insuficiência suprarrenal. Pacientes com suspeita 
de fibrose cística baseada em resultados indeterminados de eletrólitos 
no suor podem ser submetidos à repetição dos testes após a adminis- 
tração de um mineralocorticoide (p. ex., fludrocortisona). Em tais 
pacientes, os valores de eletrólitos permanecerão inalterados, sendo 
que nos controles normais esses valores diminuirão. A concentração 
de sódio no suor tende a ser discretamente menor do que a concen- 
tração de cloreto em paciente com fibrose cística; contudo, a situação 
inversa é observada em indivíduos normais. Concentrações de cloreto 
acima de 60 mmol/L no suor podem ser detectadas em alguns pacien- 
tes desnutridos, com displasia ectodérmica hiper-hidrótica, diabetes 
insípido nefrogênica, insuficiência renal, deficiência de glicose-6- 
fosfatase, hipotireoidismo, mucopolissacaridose e fucosidose. Tais 
distúrbios costumam ser facilmente diferenciados da fibrose cística 
através de seus sintomas clínicos. Resultados falso-negativos de testes 
de suor foram obtidos de pacientes com fibrose cística na presença de 
edema hipoproteinêmico. 

Em metade do grupo de mulheres adultas durante a fase pré-menopáu- 
sica, os eletrólitos do suor apresentaram flutuações cíclicas. Os níveis de 
cloreto atingiram valores de pico mais comumente em 5 a 10 dias antes 
do início da menstruação, sendo discretamente inferiores a 65 mmol/L. 
Os homens apresentaram flutuações ao acaso, com níveis acima de 70 
mEq/L. Por esse motivo, a interpretação dos valores de eletrólitos do suor 
em indivíduos adultos deve ser abordada com cautela. 


Distúrbios intestinais 


Diarreia crônica 

A diarreia crônica é autolimitada, tipicamente viral e se resolve 
de forma rápida. É uma queixa comum dos pacientes que procu- 
ram atendimento médico. Seu diagnóstico diferencial é complexo, e 
uma variedade de testes laboratoriais pode ter utilidade. A definição 
de diarreia crônica consiste na evacuação de fezes moles mais de três 
vezes ao dia por um período de mais de 4 semanas e/ou a evacua- 
ção de uma quantidade de fezes maior que 200 g/dia (Thomas, 2003). 
Adotando a definição de diarreia crônica como sendo a frequência 
excessiva de evacuação de fezes não associada à dor abdominal, esti- 
ma-se que a prevalência desse distúrbio em populações ocidentais seja 
de aproximadamente 4 a 5% (Thomas, 2003). Os testes laboratoriais 
iniciam-se com a coleta aleatória de amostras de fezes para realização 
de testes de detecção de sangue, gordura e microrganismos (ovos e 
parasitas). Além disso, a demonstração da presença de leucócitos nas 
fezes é importante para determinar se a diarreia tem natureza inflama- 
tória (colite ulcerativa, doença de Crohn, colite isquêmica ou micró- 
bios invasivos). A detecção de leucócitos fecais através da coloração 
de Wright, seguida de exame microscópico, é igualmente importante. 
Entretanto, um novo método que utiliza lactoferrina pode ser mais 
acurado na identificação dos leucócitos, além de aparentemente ser 
mais sensível (Guerrant, 1992). 

A principal função do cólon é absorver água a partir da corrente 
fecal. Cerca de 90% da água que entra no cólon é removida ao longo 
da passagem pelo mesmo. O cólon retossigmoide também armazena 
as fezes até que seja possível ao indivíduo defecar de modo socialmen- 
te aceitável. A diarreia se instala quando a quantidade de água presen- 
te no lúmen colônico (que consiste na soma do volume de água que 
chega proveniente do intestino delgado e do volume de água secretada 
pela mucosa colônica) excede o volume de água que pode ser absor- 
vido através da mucosa colônica. Também pode resultar de uma irri- 


tação ou inflamação do cólon, que interferem na sua capacidade de 
armazenar fezes. A ausência do cólon ou um cólon significativamente 
encurtado acarreta fezes soltas e em grande volume. 

As causas de diarreia muitas vezes são classificadas em quatro grupos 
patogênicos principais. Tais grupos são: diarreias inflamatórias, diar- 
reias osmóticas, diarreias secretórias e diarreias resultantes de altera- 
ção da motilidade intestinal. As diarreias podem ter causas específicas 
que atuam por vários modos patogênicos, sendo que um mesmo indi- 
víduo pode ter diarreia associada a mais de uma etiologia ao mesmo 
tempo. Embora muitos clínicos adotem a categoria “artificial” como 
uma quinta classificação que engloba os casos de autoindução de 
diarreia, o(s) método(s) empregado(s) pelo paciente envolve(m) um 
dos quatro tipos anteriormente referidos. 

No entanto, a diarreia artificial merece ser mencionada aqui porque 
sua ocorrência é comum. A análise para investigar o uso de laxantes 
deve ser realizada no início da avaliação do caso. O conteúdo de água 
das fezes deve ser analisado quanto à osmolalidade e a concentração 
de eletrólitos. O intervalo osmótico é calculado a partir da concentra- 
ção de eletrólitos na água presente nas fezes, empregando-se a seguin- 
te fórmula: 290 — [2 x (sódio + potassio)|. A soma das concentrações 
de sódio e potássio é multiplicada pelo fator 2 por causa dos ânions 
associados. Estima-se que a osmolalidade das fezes junto ao intestino 
distal seja de 290 mOsm/kg (equilibrando a osmolalidade plasmática). 
Se os achados sugerirem uma diarreia secretória, com um intervalo 
osmótico < 50, é possível que o paciente tenha ingerido um laxante 
(p. ex., fosfato de sódio — Fleet Phospho-Soda) e que este tenha causa- 
do a diarreia secretória. Caso a análise do conteúdo de eletrólitos das 
fezes indique uma diarreia osmótica, com um intervalo osmótico > 
125 mOsm/kg, o médico deve suspeitar do uso de laxantes à base de 
magnésio (p. ex., Maalox). 

Similarmente, a diarreia iatrogênica não constitui uma categoria pato- 
gênica à parte. Embora múltiplos fármacos e outros agentes terapêuticos 
induzam diarreia como efeito colateral indesejado, o mecanismo pelo 
qual atuam também envolve inflamação, carga osmótica, alteração da 
motilidade ou alguma combinação desses fatores. A incontinência retal 
muitas vezes é relatada de modo incorreto como sendo uma diarreia. No 
entanto, a diarreia pode precipitar a incontinência no indivíduo que con- 
segue conter a defecação de fezes já formadas. A supervisão da inconti- 
nência pode ser bem distinta da supervisão de uma diarreia, portanto é 
importante distinguir ambos os casos. 

A diarreia inflamatória ou exsudativa muitas vezes pode ser — mas não 
necessariamente é — sanguinolenta. A presença de leucócitos fecais ao 
exame microscópico pode ser a única evidência de inflamação. Em cer- 
tos casos de diarreia inflamatória, embora a mucosa intestinal apresente 
um aspecto geral normal, o exame histológico de biópsias demonstra um 
processo inflamatório. Tais casos não apresentam uma exsudação mani- 
festa que seja clássica da diarreia inflamatória. Fica claro, assim, que há 
uma sobreposição dos tipos patogênicos de diarreia. Argumentos seman- 
ticos à parte, é mais razoável determinar a presença de sangue ou leucó- 
citos nas fezes do paciente com diarreia. A presença desses componentes 
sugere que um processo inflamatório tem papel na diarreia apresentada 
pelo paciente. A doença de Crohn, a colite ulcerativa, a colite isquêmica, a 
presença de microrganismos infecciosos invasivos e a colite induzida por 
radiação são causas comuns de diarreia inflamatória. Doenças intestinais 
atípicas, como colite microscópica ou colite colágena, não produzem 
diarreia exsudativa. A hipersecreção e a diminuição da absorção de água 
podem ser os meios através dos quais essas entidades promovem a diar- 
reia. A classificação com base nos microrganismos ainda é controversa. 

A diarreia osmótica ocorre quando a carga osmótica da corrente 
fecal favorece o uma excessiva perda de água. Em outras palavras, o 
gradiente osmótico direciona a água para dentro do lúmen do cólon e 
cria, assim, fezes mais soltas e volumosas. É possível calcular o inter- 
valo osmótico fecal medindo-se, primeiramente, a osmolalidade e a 
concentração de sódio e potássio nas fezes. Um valor > 100 mmol/L 
sugere a presença de um grande número de partículas osmóticas 
não quantificadas, direcionando o conteúdo líquido para o lúmen. 
As amostras das fezes a partir das quais esses valores foram obtidos 
devem ser bastante frescas. Enquanto a amostra aguarda o processa- 
mento, as bactérias fecais continuam a produzir partículas osmóticas 
como resultado da digestão. Esses produtos da quebra por bactérias 
podem produzir um falso aumento da carga osmótica fecal. A forma 
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em fazer o paciente jejuar, desde que ele possa cooperar. Um jejum 
rigoroso faz a diarreia osmótica cessar. Por outro lado, a diarreia per- 
sistirá em pacientes incapazes de cooperar ou que apresentam “diar- 
reia artificial” e continuam a ingerir substâncias osmoticamente ati- 
vas. 

As diarreias secretórias resultam da secreção ativa de água dentro da 
corrente fecal, que sobrepuja o processo de absorção. Múltiplas toxinas, 
hormônios e fármacos podem causar uma secreção ativa de água e ele- 
trólitos no lúmen do cólon. Diarreias desse tipo podem provocar desi- 
dratação, depleção de eletrólitos e até morte do paciente. O exemplo 
clássico de diarreia secretória é o cólera. Nos países desenvolvidos, as 
medicações provavelmente constituem a causa mais comum de diarreia 
secretória. Foram identificadas diversas causas hormonais, como gastri- 
noma (síndrome de Zollinger-Ellinson), síndrome carcinoide, carcino- 
ma medular da tireoide, mastocitose, tumores produtores de peptídeo 
vasointestinal ativo (VIP) (p. ex., síndrome VIPoma) e adenoma viloso 
do cólon retossigmoide. Raramente é útil analisar a urina para detec- 
ção de ácido 5-hidróxi-indolacético na síndrome carcinoide, de ácido 
vanililmandélico no feocromocitoma, e de histamina na mastocitose. 
Todavia, diante de uma suspeita clínica, os testes devem ser submetidos 
à análise. Diferente do que ocorre na maioria dos casos, as condições 
continuam a provocar esse tipo de diarreia mesmo quando os pacientes 
passam por jejum rigoroso. Na verdade, esses pacientes podem se tor- 
nar desidratados rapidamente se não tomarem líquidos continuamen- 
te, de modo que o jejum deve ser monitorado em caso de haver suspeita 
de diarreia secretória. 

Os distúrbios de motilidade aceleram a corrente fecal e impedem 
que a água seja totalmente absorvida. Na síndrome do intestino irritá- 
vel, pode haver estimulação neural excessiva com resultante diminui- 
ção dos intervalos de trânsito fecal. Na síndrome do intestino curto 
(p. ex., pós-cirúrgica), há redução da porção absortiva do cólon e, 
como resultado, o indivíduo pode ter diarreia. Os distúrbios da moti- 
lidade são, de longe, os mais difíceis de caracterizar e quantificar. A 
maioria das metodologias diagnósticas atualmente em uso altera o 
meio colônico e, provavelmente, também acaba alterando a motili- 
dade. Estudos com bário ou que utilizam a ingestão de marcadores 
radiopacos podem ser auxiliares na estimação do intervalo de trânsito 
colônico; entretanto, falta ainda um consenso acerca dos valores con- 
siderados normais. A menos que existam defeitos estruturais óbvios 
ou que haja um claro diagnóstico de síndrome irritável, os distúrbios 
de motilidade muitas vezes são suspeitos por exclusão. 

O diagnóstico de diarreia começa pela obtenção da história com- 
pleta. Os principais pontos a serem esclarecidos numa avaliação sub- 
sequente consistem em descobrir se a diarreia é branda ou sanguino- 
lenta, se o paciente apresenta ou não sintomas constitutivos e qual a 
duração da doença. Uma diarreia autolimitada e aguda (com duração 
inferior a 2 semanas), que não apresenta sangramento nem sintomas 
constitutivos, raramente requer a realização de testes diagnósticos. 
Por outro lado, uma diarreia crônica, com passagem de sangue e sin- 
tomas constitutivos sempre sugere a necessidade de se estabelecer um 
diagnóstico específico. Ainda que geralmente seja menos útil que a 
história, é necessário realizar um exame físico bastante abrangente. 

Um aspecto clínico referente à avaliação da diarreia diz respeito à 
imunocompetência. Em pacientes com síndrome de imunodeficiên- 
cia adquirida (AIDS, acquired immunodeficiency syndrome) ou signif- 
cativamente imunossuprimidos, a avaliação diagnóstica deve conside- 
rar infecções inusitadas. Em muitos pacientes com diarreia crônica, é 
recomendável determinar o status do HIV. 

Pacientes com diarreia devem ser consultados acerca das medicações 
que utilizam, da dieta que consomem e com relação ao suprimento de 
água. Devem ser estimados a duração dos sintomas, a frequência das 
evacuações, a urgência e a incontinência fecais, bem como o padrão fecal 
diário, a consistência e o volume das fezes. Histórias de viagens, práticas 
sexuais e histórias familiares também podem ser úteis. Sintomas cons- 
titutivos, como febre, perda de peso, artralgias/artrite, erupções e assim 
por diante, podem fornecer fortes indícios da etiologia da diarreia. Caso 
o paciente esteja entre outros que desenvolveram diarreia simultanea- 
mente, deve ser considerada a possível existência de uma fonte infec- 
ciosa em comum (ver Cap. 56). O uso de antibióticos, uma cirurgia 
recente, rádio ou quimioterapia e qualquer alteração do regime usual 


do paciente podem trazer esclarecimentos sobre a situação. O clínico 
deve sempre investigar potenciais episódios ocorridos no passado e 
determinar se a diarreia é recorrente. Esse procedimento ajuda a des- 
cobrir se estão ocorrendo surtos de doenças diarreicas na comunidade. 
Em pacientes com doenças diarreicas semelhantes ocorrendo ao mesmo 
tempo, pode ser levantada a suspeita de haver uma causa infecciosa ou 
uma toxina em comum. Podem ser pesquisados agentes infecciosos. 
Cultura de fezes, enzimas para detecção de rotavírus e giardíase, bem 
como exames para pesquisa de ovos e parasitas, devem ser realizados 
em condições clínicas apropriadas (ver Cap. 61). A Tabela 22.3 mostra 
os testes recomendados para a estratégia de avaliação. 

Qualquer medicação que produza efeitos diarreicos deve ser suspen- 
sa, em especial se tiver sido começada ou se a dose foi alterada mais ou 
menos na mesma época em que a diarreia teve início. É preciso lembrar 
que o agente causador da diarreia nem sempre é o fármaco “ativo”, mas 
pode também ser a substância que atua como carreador (p. ex., sor- 
bitol). É possível alcalinizar as fezes para fazer o teste da fenolftaleína, 
quando há suspeita do uso ilícito de laxantes. É preciso ter em mente 
que várias substâncias disponibilizadas já prontas para uso provocam 
diarreia e que, nesses casos, apesar da vasta literatura existente a respei- 
to do assunto, a alcalinização das fezes muitas vezes tem pouco valor 
prático. Entretanto, por tratar-se de um teste simples e barato, deve ser 
considerado quando se dispõem das condições clínicas adequadas. 

As fezes podem ser examinadas quanto a presença de sangue, con- 
teúdo de eletrólitos, leucócitos e osmolalidade. Agentes infecciosos 
podem ser pesquisados por meio de testes enzimáticos, cultura ou ava- 
liação microscópica direta. O teste para detecção de gordura nas fezes 
também é relativamente simples. Para tanto, o método-padrão utili- 
zado é a coloração por Sudão. O grau de sensibilidade varia de acor- 
do com a habilidade e a experiência do observador. Uma alternativa 
(semiquantitativa) para avaliar a presença de gordura fecal é o esteató- 
crito. Esse método apresenta boa correlação com o débito quantitativo 
de gordura, determinado pelo método de van de Kamer (Sugal, 1994). 
Embora o “padrão-ouro” da determinação do conteúdo de gordura 
fecal continue sendo o teste quantitativo de 48 a 72 horas, por ques- 
tões práticas, o uso desse teste foi significativamente abandonado. O 
jejum pode ser bastante útil. Uma vez que os dados foram coletados, 
em geral, torna-se possível classificar a diarreia e iniciar a pesquisa de 
um diagnóstico específico, caso este ainda não tenha sido evidenciado. 
As avaliações complicadas e caras para a diarreia secretória geralmente 
devem ser evitadas, a menos que outras causas mais prováveis tenham 
sido excluídas ou existam sinais e sintomas sugestivos. 

O teste respiratório está se tornando cada vez mais utilizado para 
avaliar a diarreia crônica, o inchaço e a dor abdominais. Os testes mais 
comuns utilizam uma sonda para carbono 14 ou um açúcar fermen- 
tável não radioativo. Esses testes auxiliam na avaliação da dificuldade 
do indivíduo para metabolizar lactose, sucrose e glicose (secundária 
à supermultiplicação bacteriana). A metodologia exata depende do 
açúcar estudado e do grau desejado de sensibilidade e especificidade. 
Os testes mais frequentes para insuficiência de lactase baseiam-se na 
ingestão de 25 g de lactose. 


Diarreia associada à infecção pelo HIV 

As causas reais da diarreia em pacientes infectados pelo HIV estão 
associadas aos já mencionados mecanismos patofisiológicos. Todavia, 
os agentes etiológicos específicos (em especial, os infecciosos) muitas 
vezes diferem consideravelmente daqueles detectados em pacientes 
imunocompetentes. Sendo assim, para todos os pacientes com diar- 
reia crônica, recomenda-se que seja considerada a possibilidade de 
AIDS. 


Diarreia nosocomial 

O Clostridium difficile, um bacilo Gram-positivo anaeróbio formador 
de esporos, constitui a causa mais importante de diarreia nosocomial 
em adultos, com mais de 300.000 casos diagnosticados por ano nos 
EUA (Malnick, 2000). Acredita-se que esteja correlacionado a cerca de 
25% de todos os casos de diarreia associada ao uso de antibióticos, bem 
como de 50 a 75% dos casos envolvendo colite associada a antibióticos 
(Malnick, 2000). Suas manifestações clínicas vão desde uma diarreia 
branda e aquosa até a colite pseudomembranosa com risco de morte 
e megacólon tóxico, quando pode resultar em perfuração colônica e 


Tabela 22.3 Testes laboratoriais para o diagnóstico diferencial de diarreia 


Teste 


Testes de triagem iniciais 
Leucócitos fecais 

Teste Hemoccult 

Intervalo osmótico fecal 
Alcalinização das fezes 
Causas infecciosas 

Cultura bacteriana de fezes 
Cultura especial de fezes 
Ensaio para toxina de C. difficile nas fezes 
Sorologia para HIV 

Triagem para rotavírus nas fezes 
Ovos e parasitas nas fezes 
Micobactéria nas fezes 
Protozoários nas fezes 

Títulos de Ac anti-E. histolytica 
Antigeno de Giardia nas fezes 
Causas endocrinas 

5-HIAA urinario 

Serotonina sanguinea 

VIP sérico 

TSH e T, livre no soro 
Gastrina sérica 

Calcitonina sérica 
Somatostatina sérica 

Má digestão 

Teste de tolerância à lactose 
Cloreto no suor 


Açúcares redutores nas fezes 

Má absorção 

Teste de absorção da D-xilose 
Conteúdo fecal de gorduras de 72 horas 
Coloração de gorduras fecais 

Caroteno sérico 

Teste respiratório com “CO; como teste 
para má absorção de lipídeos (gorduras) 
Anticorpos antiendomísio 

Anticorpos antigliadina 

Teste respiratório de H, 

Contagem de colônias de bactérias 
Outros 

Cálcio ionizado sérico 

Proteínas e albumina no soro 
q-antitripsina nas fezes 

Quantificação de imunoglobulinas 
Biópsia de cólon 


Método 


Coloração de Wright ou azul de metileno 

Reação de peroxidase para hemoglobina 

FOG = osmolalidade fecal - 2 x (Na fecal + K) 
Alteração da cor após a adição de NaOH as fezes 


Cultura de rotina e sensibilidade 

Cultura especializada e sorotipagem 
Citotoxicidade em cultura de tecido 

ELISA 

Imunoensaio com enzima e antígeno 
Montagem a fresco 

Coloração ácido-resistente e cultura, PCR 
lodo ou coloração ácido-resistente modificada 
Sorologia 

Imunoensaio enzimático 


HPLC 

HPLC 

RIA 
Imunoensaio 
RIA 

RIA 

RIA 


Ver no texto 
Ver no texto 


Tabletes Clinitest 


Ver no texto 
Saponificação e titulação 
Coloração com Sudão 
Espectrofotometria 

Ver no texto 


Sorologia 

Sorologia 

H; expirado por cromatografia gasosa 

Aspirado do intestino delgado e cultura quantitativa 


Eletrodo fon-específico 

Reação do biureto e corantes aniônicos 
Ver no texto 

Nefelometria 

Biópsia endoscópica 


Uso 


Identificar diarreia inflamatória 

Identificar diarreia hemorrágica 

Distinguir diarreia secretória versus osmótica 
Ingestão de laxante à base de fenolftaleina 


Identificar Shigella, Salmonella ou Campylobacter 


Identificar E. coli 0157:H7, Yersinia ou Vibrio 
Colite pseudomembranosa 

Enterite por HIV 

Enterite por rotavírus 

Infecção parasitária entérica 

M. tuberculosis ou MAI 

Cryptosporidium ou Isospora belli 
Entamoeba histolytica 

Giardia lamblia 


Sindrome carcinoide 

Sindrome carcinoide 

ViPoma 

Hipertireoidismo 

Síndrome de Zollinger-Ellison 
Diarreia associada à hipocalcemia 
Somatostatinoma 


Deficiência de lactato 
Insuficiência pancreática 
Fibrose cística 
Intolerância a carboidrato 


Avaliar a área de superfície da mucosa intestinal 
Má absorção lipídica 
Má absorção lipídica 
Má absorção lipídica 
Má absorção lipídica 


Doença celíaca 
Doença celíaca 
Má absorção de carboidratos 
Supercrescimento bacteriano 


Diarreia associada à hipocalcemia 

El ou enteropatia perdedora de proteína 
Enteropatia perdedora de proteina 
Agamaglobulinemia 

Neoplasia, colite linfocítica ou colite colagenosa 
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Biópsia intestinal Biópsia endoscópica ou aberta Doença de Whipple, MAI, abetalipoproteinemia, linfoma, 
amiloidose, gastroenterite eosinofílica, agamaglobulinemia, 
linfangiectasia intestinal, doença de Crohn, tuberculose, 
doença do enxerto versus hospedeiro, Giardia, outras infecções 


parasitárias, colite colagenosa ou colite microscópica 


PCR = reação em cadeia da polimerase; HPLC = cromatografia liquida de alto desempenho; RIA = radioimunoensaio; El = enteropatia inflamatória; MAI = Mycobacterium 
avium-intracellulare; HIV = virus da imunodeficiência humana; ELISA = ensaio imunossorvente ligado à enzima; 5-HIAA = ácido 5-hidroxi-indolacético; Ac = anticorpo 


peritonite, com uma taxa de mortalidade de 38% (Poutanen, 2004). Os 
pacientes podem apresentar diarreia aquosa, dor/cãimbras na região 
inferior do abdômen, sintomas sistêmicos (p. ex., febre e mal-estar) ou 
sangramento GI oculto. A patogênese dessa doença usualmente envol- 


ve o comprometimento da flora colônica, tipicamente após o curso 
de uma terapia com antibiótico em pacientes hospitalizados, seguida 
da exposição a cepas toxigênicas de C. difficile. Antibióticos de amplo 
espectro, como penicilina, clindamicina e cefalosporinas, têm sido 


334 particularmente implicados. Contudo, qualquer antibiótico pode con- 
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duzir ao desenvolvimento de colite causada por C. difficile (Malnick, 
2000). A suspeita clínica da doença é confirmada pela detecção dos 
fatores de virulência das toxinas A ou B de C. difficile em amostras de 
fezes. Ambas as toxinas (A e B) provocam o aumento da permeabilida- 
de vascular e têm potencial de causar hemorragia. Induzem a produ- 
ção de fator de necrose tumoral a (TNF-a, tumor necrosis factor Ot) e 
de interleucinas que são responsáveis pela resposta inflamatória e pela 
formação da pseudomembrana (Poutanen, 2004). 

O diagnóstico da colite pseudomembranosa associada ao C. difficile 
requer visualização direta da mucosa colônica com auxílio da endos- 
copia. Entretanto, a endoscopia deve ser evitada em casos de suspeita 
de colite fulminante, devido ao risco de perfuração. Existem métodos 
laboratoriais que permitem a confirmação da infecção por C. difficile. 
Os ensaios de citotoxicidade em cultura de células — que demoram 
até 48 horas — são considerados o “ padrão-ouro” para detecção de 
citotoxina B de C. difficile em amostras de fezes. Esse teste apresen- 
ta sensibilidade em torno de 94 a 100% e a especificidade de aproxi- 
madamente 99% (Malnick, 2000). Esse ensaio em cultura é capaz de 
detectar concentrações mínimas de 10 pg de toxina em amostras de 
fezes (Malnick, 2000). Imunoensaios rápidos — que podem ser realiza- 
dos em poucas horas — foram desenvolvidos para detecção das toxinas 
A e B em amostras de fezes. Contudo, a sensibilidade e a especificida- 
de desses imunoensaios é reduzida (65 a 85% e 95 a 100%, respectiva- 
mente) em comparação com os ensaios citotóxicos. O ELISA detecta 
de 100 a 1.000 pg de toxina em amostras de fezes (Malnick, 2000). 
No caso de pacientes não hospitalizados que evacuam mais de 6 vezes 
ao dia, o ELISA é o teste diagnóstico de escolha (Malnick, 2000). 
As culturas de fezes também podem ser realizadas, porém podem 
demorar até 96 horas para ficarem prontas. Os testes de aglutinação 
do látex para detecção de glutamato desidrogenase — uma proteína 
clostrídica comum — também podem ser realizados, embora apresen- 
tem sensibilidade e especificidade bem inferiores em comparação a 
outros testes disponíveis, com consequente limitação de sua utilidade 
clínica. Atualmente, estão sendo desenvolvidos métodos de PCR para 
detecção das toxinas A e B de C. difficile, cujo perfil de sensibilidade 
e especificidade é semelhante ao dos ensaios citotóxicos (Poutanen, 
2004). Todavia, o PCR é incapaz de distinguir os pacientes portadores 
assintomáticos dos pacientes infectados sintomáticos. Até o momen- 
to, recomenda-se que esses testes sejam realizados com amostras de 
fezes diarreicas, pois uma única amostra é suficiente para diagnosticar 
a infecção por C. difficile na maioria dos casos (Poutanen, 2004). Por 
outro lado, talvez sejam necessárias amostras múltiplas para confir- 
mação, enquanto o tratamento empírico com antibióticos orais pode 
ser indicado para pacientes com evidências clínicas de infecção por C. 
difficile. A Tabela 22.4 lista os testes laboratoriais disponíveis para o 
diagnóstico da diarreia associada ao C. difficile. 


Síndromes de má absorção 


A má absorção resulta da absorção inadequada, a partir da mucosa, 
de carboidratos, proteínas, gorduras, vitaminas ou minerais. Também 
pode ser resultante da presença de substâncias não absorvíveis no intes- 
tino, como certos tipos de açúcar (p. ex., lactulose e sorbitol). A má 
digestão ocorre em consequência de um defeito intraluminal, que acar- 
reta a quebra incompleta dos nutrientes em seus substratos absorvíveis. 
Essa situação pode acontecer em casos de insuficiência pancreática e 
perda da função exócrina. A absorção normal, portanto, é impedida. 
Essas condições podem resultar no aumento da carga osmótica do 
cólon e, consequentemente, em diarreia. Além disso, alguns pacientes 
apresentam má absorção/digestão seletiva de nutrientes específicos e 
acabam desenvolvendo sequelas clínicas associadas. 

A má digestão hepática é causada por uma interferência ou obstru- 
ção do fluxo biliar. A perda de sais biliares interfere na emulsificação 
de gorduras, diminuindo a área de superfície disponível para a ação 
lipolítica. Além disso, a ativação da lipase por ação dos sais biliares 
é perdida. Os pacientes costumam apresentar icterícia e produzem 
urina escura, entre outros sinais de doença hepática. A esteatorreia 
hepática pode coexistir com a esteatorreia pancreática, como ocorre 
nos pacientes em que um neoplasma obstrui a ampola de Vater. A má 
assimilação ou a incapacidade de assimilar gorduras e proteínas devi- 


Tabela 22.4 Testes laboratoriais disponíveis para diarreia associada ao 
Clostridium difficile 


Teste Vantagens Desvantagens 


Ensaio de 


citotoxicidade para 
C. difficile 


Especificidade excelente 
(99-1 00%) 


Sensibilidade diagnóstica 
reduzida (80-90%) 

Resultados do teste 
indisponíveis antes de 48 horas 
Requer instalações para cultura 
de células 

Detecta somente a toxina B 
Sensibilidade reduzida 
(65-85%), se comparada à 

do ensaio para citotoxina 


Imunoensaio para Boa especificidade 

toxina À ou toxinas  (95-100%) 

AeB Resultados do teste 
disponiveis em 4 horas 
Tecnicamente simples 

Cultura de fezes para Excelente sensibilidade Resultados indisponíveis 

isolado de C. difficile (> 90%) e especificidade durante pelo menos 


com subsequente (> 98%) 72-96 horas 

ensaio de Permite a tipagem da Trabalhoso 

citotoxicidade para cepa para investigação Requer instalações para cultura 
o isolado de surtos de células 
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A má absorção entérica abrange uma variedade de condições que 
compartilham um processo digestivo normal e uma assimilação líquida 
inadequada dos conteúdos alimentares. Esse distúrbio pode ser resul- 
tante de uma competição com bactérias ou alteração da flora bacteriana 
(como ocorre na síndrome da alça cega ou na diverticulose do intestino 
delgado) ou pode ser decorrente de uma obstrução do fluxo de linfa 
(como se observa nos linfomas). Do mesmo modo, também pode ser 
uma consequência de doenças que afetam a mucosa do intestino del- 
gado (p. ex., amiloidose), de inflamação após irradiação (p. ex., enterite 
por radiação), de diminuição da área de superfície mucosa, como na 
gastroileostomia (p. ex., desvio gástrico), ou de ressecção do intestino 
delgado. Dependendo da localização da patologia no trato intestinal, 
pode haver perda preferencial de substratos específicos. Um dos cená- 
rios clínicos mais comumente encontrados é a enterite regional, locali- 
zada no ileo distal — sítio da absorção de vitamina B,, e ácidos biliares. 
Esse distúrbio resulta em deficiência de vitamina B,, e diminuição do 
compartimento de ácidos biliares circulantes destinados ao metabolis- 
mo. À seguir, são descritos dois exemplos clássicos de síndromes de má 
absorção: a doença celíaca e a doença de Whipple. 

Pacientes com síndromes de má absorção podem permanecer sin- 
tomáticos. Caso os sintomas se tornem mais intensos, a apresentação 
clínica poderá ser específica do substrato mal absorvido. É isso que 
ocorre na deficiência de lactase, com resultante intolerância à lactose. 
Como alternativa, a apresentação clínica pode ser uma consequên- 
cia geral do aumento da carga osmótica do cólon. Exemplificando, 
a esteatorreia é a marca registrada dos pacientes que apresentam má 
absorção, resultando na produção de fezes líquidas, semilíquidas, 
ou moles e pastosas, descoradas, volumosas e de odor desagradável. 
Essas fezes podem ser espumosas, devido ao elevado conteúdo de 
gordura, e podem flutuar na água. Entretanto, essa última caracte- 
rística pode ser observada nas fezes de indivíduos sadios e, portanto, 
constitui um sinal inespecífico de má absorção. Indivíduos normais, 
cuja ingestão de gorduras é normal, excretam até 5 g de lipídeos ao 
dia. A esteatorreia pode ser definida como a presença de mais de 5 g 
de lipídeos (quantificados como ácidos graxos) nas fezes num perío- 
do de 24 horas. Embora a fonte de lipídeos fecais seja principalmente 
dietética, as excreções GI, a descamação celular e o metabolismo bac- 
teriano também contribuem. Os lipídeos normalmente estão presen- 
tes sob a forma de sabões e triglicerídeos (TGs). Além disso, também 
são encontrados lipoides, como alcoóis superiores, parafinas e caro- 
tenoides vegetais. Ainda que a dieta exerça algum efeito, o padrão 


de lipídeos excretados pode ser muito diferente do padrão de lipídeos 
ingeridos, sendo que a quantidade de gordura ingerida por um indivíduo 
normal influencia relativamente pouco o débito gorduroso. Estudos 
demonstraram que o conteúdo lipídico fecal equivale a uma constante 
(2,93 g) somada a 2,1% da ingestão dietética de gordura. Numa dieta livre 
de gorduras, o débito gorduroso normalmente varia de 1 a 4 g/dia. 

Outra apresentação clínica da má absorção é o desenvolvimento 
de deficiências de vitaminas lipossolúveis (A, D, E e K). Alterações 
primárias e secundárias da mucosa intestinal também podem pro- 
vocar deficiências de vitaminas hidrossolúveis. Outra evidência de 
deficiências nutricionais (p. ex., hipoprotrombinemia, glossite, ane- 
mia, edema, ascite e osteomalácia) também pode ser aparente em tais 
indivíduos. Esses pacientes estão igualmente sujeitos a sofrer perda 
de peso acentuada, devido à significativa perda calórica induzida pela 
diarreia, com consequente caquexia nos casos mais graves. 

A clássica má absorção de gorduras é diagnosticada através da detec- 
ção do excessivo conteúdo de gordura das fezes. Pequenos volumes de 
fezes podem ser corados por Sudão para determinar o conteúdo de 
gordura fecal. A baixa sensibilidade desse teste, no entanto, limita sua 
aplicação clínica. Mesmo assim, se o teste resultar positivo, possibilita 
a pronta realização de novas avaliações com amostras de coleta de 72 
horas (Romano, 1989). O teste qualitativo com coloração de gorduras 
por Sudão III pode apresentar uma taxa de resultados falso-negativos 
de até 25%, em caso de esteatorreia com menos de 10 ga cada 24 horas 
(Romano, 1989). Por outro lado, o “ padrão-ouro” para essa avaliação 
ainda é a quantificação do conteúdo de gordura fecal de 24 horas em 
amostras de fezes coletadas 72 horas após a ingestão de uma dieta rica 
em gorduras. A absorção normal de gorduras requer mucosa, enzimas 
pancreáticas e ácidos biliares normais. Defeitos intraluminais, como 
aqueles observados em casos de má digestão ou anomalias envolven- 
do a mucosa, resultarão na excreção anormal de gorduras, que pode 
ser detectada através do exame de amostras de fezes. Por esse motivo, 
a quantificação do conteúdo de gorduras em amostras de fezes de 
coleta de 72 horas é um teste diagnóstico considerado acurado para 
identificar a ocorrência de má digestão/absorção com elevado grau de 
sensibilidade e especificidade. A avaliação das fezes quanto ao conte- 
údo de gordura continua sendo o teste definitivo para o diagnóstico 
de esteatorreia, servindo como indicador de má absorção. Todavia, 
outros testes diagnósticos incluem a determinação dos níveis de caro- 
tenoide — o principal precursor da vitamina A no ser humano -, que 
requer a absorção normal das gorduras presentes na dieta para ser 
adequadamente absorvido. Outros métodos são o teste respiratório e 
os métodos titulométricos, que detectam a má absorção. Há ainda o 
teste da D-xilose, utilizado para diferenciar a má absorção pancreática 
da má absorção entérica. Todos esses testes são descritos em detalhes 
na última parte deste capítulo. 


Espru celíaco 

O espru celíaco é um distúrbio caracterizado pela má absorção 
intestinal de nutrientes, em decorrência da sensibilidade à porção do 
glúten que é solúvel em álcool, conhecida como gliadina. Trigo, cen- 
teio, cevada e, em menor grau, aveia contêm essa substância proteica 
e podem induzir danos à mucosa intestinal, causando o aparecimento 
de atrofia vilosa inespecífica na mucosa do intestino delgado. A pre- 
valência da doença continua incerta, porém foi estimada como sendo 
variável de 1:300 a 1:1.000 (Catassi, 1994; Not, 1998). A maioria dos 
pacientes com espru celíaco é assintomática. O diagnóstico com fre- 
quência é estabelecido por um médico astuto que percebe no paciente 
a baixa estatura, a anemia por deficiência de ferro, a perda de peso, 
o inchaço crônico e/ou a diarreia. Essa doença possui manifestações 
clínicas variáveis e pode produzir sintomas graves, como uma profun- 
da má absorção, esteatorreia e debilitação. Existem associações entre 
espru celíaco e diabetes melito de tipo 1, síndrome de Down, dermatite 
herpetiforme, deficiência de IgA, doença autoimune da tireoide, entre 
outras (Barr, 1998). O espru celíaco descontrolado parece predispor os 
pacientes ao desenvolvimento de carcinomas e linfomas no intestino 
(Nehra, 1998). Há uma predisposição genética à doença, que é mais 
comum na população caucasiana de descendentes de norte-europeus. 

Devido à enteropatia associada ao distúrbio, múltiplas anormalida- 
des hematológicas e bioquímicas podem ser encontradas em indiví- 
duos com doença celíaca não tratada, como deficiências de ferro, fola- 


tos e vitamina D. O exame de um esfregaço de sangue periférico pode 
revelar a presença de células-alvo inespecíficas, siderócitos, crenóci- 
tos, corpúsculos de Howell-Jolly e de Heinz. De modo semelhante, o 
teste de absorção do intestino delgado resulta anormal, assim como os 
testes de D-xilose e avaliação do conteúdo fecal de gordura. 

O “padrão-ouro” para o diagnóstico da doença ainda é o exame da 
biópsia da mucosa do intestino delgado, acompanhado da identificação 
de alterações histológicas clássicas (Trier, 1998). O procedimento é feito 
via endoscopia. As lesões observadas por vezes são irregulares e podem 
ocorrer erros de amostragem. A biópsia é reservada para pacientes com 
suspeita de diagnóstico baseada em sinais ou sintomas da doença, espe- 
cialmente nas populações de maior risco. O diagnóstico histológico é 
muito importante para esses pacientes, uma vez que precisam consumir 
dietas isentas de glúten por toda a vida para poderem controlar os sin- 
tomas e reduzir o risco de desenvolver câncer. 

Na prática clínica corrente, existem quatro estudos sorológicos que 
são empregados para auxiliar o diagnóstico de espru celíaco (Tab. 
22.5). Esses estudos são testes de detecção de anticorpos para: gliadina 
(AGA-IgA e AGA-IgG); endomísio (EMA-IgA); reticulina (ARA-IgA); 
e transglutaminase (tTG-IgA). Todos esses testes são disponibilizados 
comercialmente. Os resultados dos testes sorológicos para doença celia- 
ca devem ser analisados com cautela, pois essa doença está associada a 
uma deficiência seletiva de IgA, que gera resultados falso-negativos para 
anticorpos séricos do tipo IgA (Thomas, 2003). Portanto, a sorologia 
para IgG ou níveis de IgA total deve ser checada em caso de haver forte 
suspeita clínica de doença celíaca. O grau de sensibilidade e especificida- 
de desses testes é extremamente elevado, se comparado a um “padrão- 
ouro de vilosidades intestinais achatadas em resposta às alterações 
dietéticas (Farrell, 2001). Os anticorpos para endomísio são os que 
apresentam melhor sensibilidade e especificidade, porém atualmente 
são detectados por imunofluorescência de cortes de esôfago de macaco 
ou de cordão umbilical humano, além de serem caros, inconvenientes e 
estarem sujeitos à variabilidade de interpretação interobservador. 

A proteína de armazenamento do trigo — gliadina — é disponibilizada 
para o uso como antígeno em testes de ELISA. Embora os níveis séricos 
de AGA-IgA e AGA-IgG estejam frequentemente elevados em pacien- 
tes com espru celíaco não tratado, esses testes apresentam apenas um 
grau moderado de sensibilidade e especificidade. O teste para AGA- 
IgG é particularmente útil em 2% dos casos de doença celíaca, em que 
os pacientes parecem ter deficiência de IgA. Entretanto, esses testes 
foram amplamente substituídos pelo teste para EMA. Os anticorpos 
EMA se ligam ao tecido conjuntivo que circunda as células de múscu- 
lo liso e, para detectá-los, a maioria dos laboratórios utiliza cortes de 
cordão umbilical humano. A EMA-IgA sérica se liga ao endomísio e 
produz um padrão característico quando observada por imunofluo- 
rescência indireta, sendo um anticorpo bastante sensível e específico. 
Todavia, após o tratamento da doença, os títulos caem rapidamente 
e atingem níveis indetectáveis (Volta, 1995). O epítopo reconhecido 
pelos anticorpos EMA é a transglutaminase tecidual, e o uso de ensaios 
com IgA anti-tTG mostrou-se altamente sensível e específico para o 
diagnóstico de espru celíaco (Dieterich, 1998). Existe um ensaio de 
ELISA para detecção de anticorpos IgA anti-tTG que é amplamente 
disponibilizado, custa menos e é executado de forma mais fácil do que 
os antigos ensaios de imunofluorescência para EMA-IgA. Embora os 
anticorpos IgG antiendomísio e tTG-IgG sejam convenientes para o 


Tabela 22.5 Faixas de sensibilidade e especificidades de testes 
sorológicos para espru celíaco comercialmente disponíveis 


Adultos Crianças 
Sensibili- Especifici- Sensibili- Especifici- 
dade (%) dade (%) dade (%) dade (%) 
AGA-IgA 31-100 85-100 90-100 86-100 
AGA-lgO 46-95 8/-98 91-100 67-100 
EMA-IgA 89-100 95-100 100-100 100-100 
ARA-IgA 41-92 95-100 29-100 98-100 


De Murray JA: Serodiagnosis of celiac disease. Clin Lab Med 1997; 17:452, com permissão. 
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diagnóstico sorológico de doença celíaca, não podem ser utilizados 
para monitorar a resposta à modificação da dieta do paciente. Os anti- 
corpos IgA que reconhecem o endomísio desaparecem após o trata- 
mento do espru celíaco com uma dieta livre de glúten. 


Doença de Whipple 

Trata-se de uma doença multissistêmica muito rara que costuma se 
manifestar através de artralgias, diarreia e perda de peso. Ê causada pela 
bactéria Gram-positiva Tropheryma whippelii, ainda não cultivada in 
vitro. Considerando que a doença pode ser tratada e já não é unifor- 
memente fatal, é importante diagnosticá-la. O teste de PCR de tecidos 
infectados ou de LCE é um modo excelente de confirmar o diagnós- 
tico e monitorar o tratamento (von Herbay, 1997). O exame de uma 
biópsia de duodeno corada por ácido periódico de Schiff (PAS, periodic 
acid-Schiff) foi considerado patognomônico da doença de Whipple. 
Atualmente, admite-se que macrófagos PAS-positivos possam ser 
observados em pacientes com AIDS, os quais apresentam o complexo 
de Mycobacterium avium. Por esse motivo, o PCR adquiriu importância 
ainda maior na supervisão dessa entidade. A terapia de antibióticos pro- 
longada com penetração do SNC é utilizada no tratamento de pacientes 
com doença de Whipple (Singer, 1998; Ramzan, 1997). 


Deficiência de dissacaridase 

Muitas das condições que causam má absorção, anteriormente lis- 
tadas, podem também estar associadas à intolerância aos dissacaride- 
os. A absorção dos dissacarídeos sofre diminuição nas deficiências de 
dissacaridases, tanto primárias (p. ex., deficiência de sucrase-isomal- 
tase, deficiência de lactase, alactasia primária e deficiência primária de 
trealase) como secundárias à doença celíaca, ao espru tropical, à gas- 
troenterite viral aguda ou a fármacos (p. ex., neomicina, kanamicina e 
metotrexato — todos administrados por via oral). Essas deficiências de 
dissacaridase secundárias costumam ser passageiras e, em geral, envol- 
vem mais de uma enzima. Embora a intolerância à lactose devido à 
deficiência congênita de lactase apresente uma baixa incidência, sua 
prevalência é bem alta entre os indivíduos adultos. Cerca de 10% dos 
caucasianos, 70 a 80% dos afro-americanos e um percentual ainda 
maior de indivíduos asiáticos manifestam algum grau de intolerância à 
lactose, mesmo quando são capazes de digerir a lactose tão bem quan- 
to os lactentes. Em tais distúrbios, as bactérias intestinais fermentam 
carboidratos não hidrolisados e não absorvidos, produzindo gás, ácido 
lático ou outros ácidos orgânicos. Normalmente, a absorção de carboi- 
dratos digeridos é rápida e razoavelmente completa no intestino delga- 
do proximal. Dissacarídeos não hidrolisados ou monossacarídeos não 
absorvidos por causa de deficiências de transporte são osmoticamente 
ativos e, portanto, levam à secreção de água e eletrólitos tanto no intes- 
tino delgado como no intestino grosso. Em consequência, é possível 
que ocorra diarreia prolongada e queixas de inchaço e flatulência. 

Os testes de triagem para deficiências de dissacaridases incluem 
desafio oral com dissacarídeos suspeitos de reproduzir a sintomato- 
logia abdominal, seguido de exame de fezes. Usualmente, as fezes são 
aquosas, acídicas, explosivas e fermentativas. Um pH fecal abaixo de 
5,5 é sugestivo, porém apenas a medida do pH não é considerada um 
parâmetro válido quando o paciente está sob tratamento com anti- 
bióticos orais. Um pH elevado, por sua vez, não exclui o diagnóstico. 
Bebês normais, entre 3 a 7 dias de idade, comumente apresentam 
pH fecal elevado. As fezes podem ser analisadas quanto ao conte- 
údo de açúcar através de técnicas de cromatografia ou por um dos 
testes semiquantitativos inespecíficos para açúcares urinários, adap- 
tados para a análise de fezes. O tablete Clinitest (Bayer Diagnostics, 
Austrália) é conveniente para essa finalidade. A presença de 0,25 g/ 
dL de substâncias redutoras é considerada normal; uma concentra- 
ção de 0,25 a 0,5 g/dL é considerada suspeita; níveis acima de 0,5 g/ 
dL são considerados anormais. Em pacientes com intolerância a açú- 
cares, a quantidade total de substâncias redutoras nas fezes usual- 
mente excede 0,25 g/dL. 

Um teste de tolerância oral que utiliza um açúcar específico (p. ex., 
lactose ou sucrose) pode ser empregado para estabelecer uma condi- 
ção de intolerância a carboidratos específica. Embora esse teste seja 
razoavelmente específico e sensível, em certos casos, foi observada 
uma taxa de resultados falso-positivos de 23 a 30% após a adminis- 
tração de lactose — ou seja, uma curva de tolerância achatada e um 
aumento inferior a 20 mg/dL (1,1 mmol/L) dos níveis de açúcar no 


sangue (Krasilnikoff, 1975). Um retardo do esvaziamento gástrico 
parece ser a causa dos resultados falso-positivos, pois a instilação duo- 
denal de lactose elimina a curva de tolerância achatada. 

O diagnóstico definitivo das deficiências de dissacaridase depende 
da observação de uma baixa atividade enzimática específica ao exame 
da biópsia de mucosa do intestino delgado. Existe um ensaio para dis- 
sacaridase publicado (Dahlavist, 1968). 


Entero patia inflamatória 


Mecanismos imunológicos junto ao cólon estão envolvidos na 
patogênese da enteropatia inflamatória. O desafio antígeno subja- 
cente à resposta imunológica ainda é pouco conhecido. Na década 
passada, dois testes de detecção de anticorpos foram disponibilizados 
para auxiliar a avaliação laboratorial de pacientes com essa doença. 
Os anticorpos para antígeno neutrofílico citoplasmático perinuclear 
(p-ANCA) e anti-Saccharomyces cerevisae (ASCA) podem ser utiliza- 
dos para distinguir a dor abdominal observada na sindrome do intes- 
tino irritável daquela observada em pacientes com enteropatia infla- 
matória, bem como na diferenciação de subtipos desta ultima — colite 
ulcerativa e doenca de Crohn (Sendid, 1998; Shanahan, 1994) (ver 
Tab. 22.6). Esses testes apresentam limitações, e a interpretação de um 
resultado requer cuidadosa compreensão deles. Enquanto são poucos 
os indivíduos com síndrome do intestino irritável que têm anticor- 
pos p-ANCA, 70% dos pacientes com colite ulcerativa e 20% dos que 
estão com doença de Crohn apresentam títulos significativos desses 
anticorpos. Entre os pacientes com enteropatia inflamatória, 65% 
daqueles que apresentam doença de Crohn têm anticorpos ASCA, 
enquanto apenas 20% dos pacientes com colite ulcerativa possuem 
títulos significativos de tais anticorpos. Dada as baixas sensibilidade e 
especificidade, o uso desses testes deve depender da circunstância clí- 
nica. Exemplificando, um indivíduo com diarreia e achados equivoca- 
dos ao exame de biópsia, desde que apresente resultado positivo para 
anticorpos ANCA, tem maior propensão à enteropatia inflamatória 
do que à síndrome do intestino irritável. Do mesmo modo, se um 
indivíduo que aparenta ter colite ulcerativa apresenta resultados posi- 
tivos no teste para ASCA, é possível que ele tenha doença de Crohn. 


Tumores neuroendócrinos 


Os tumores neuroendócrinos do trato GI são lesões neoplásicas rela- 
tivamente raras que apresentam manifestações clínicas proteicas (Tab. 


Tabela 22.6 Marcadores da enteropatia inflamatória 


Percentual de frequência 


p-ANCA ASCA 
Sindrome do intestino irritável =s <5 
(pacientes normais) 
Colite ulcerativa 70 15 
Doença de Crohn 20 65 


p-ANCA = anticorpo antiantígeno neutrofílico citoplasmático perinuclear; ASCA = 
anticorpo anti-Saccharomyces cerevisiae. 


Tabela 22.7 Tumores neuroendócrinos 


APUDomas Hormônios Sequelas clínicas 

Carcinoide Serotonina (diversos Dor abdominal, eritema, diarreia, 
outros possiveis) asma e edema 

Gastrinoma Gastrina Úlceras e diarreia 

Insulinoma Insulina Hipoglicemia 

VIPomas Polipeptídeo intestinal Diarreia, hipocalemia, acidose e 


hipocloridria 

Eritema migratório necrolítico, 
perda de peso, diabetes, depressão e 
trombose de veia profunda 


vasoativo 


Glucagonoma Glucagon 


Cálculos biliares, diabetes, diarreia 
e hipocloridria 


Somatostatinoma Somatostatina 


22.7). Dor abdominal e diarreia são dois dos sintomas clínicos mais 
comuns. Devido ao fato de exibirem captação e descarboxilação de pre- 
cursores de amina (APUD, amine precursor uptake and decarboxylation), 
são também conhecidos como APUDomas. Dentre esses tumores, os 
mais comuns são os tumores carcinoides, que correspondem a 50% do 
total. Os gastrinomas correspondem a 25% dos APUDomas, enquanto 
os insulinomas perfazem 15% e os VIPomas, 6%. Os glucagonomas são 
bastante raros e representam 2 a 5% do grupo. Outros tipos ainda mais 
raros, como os somatostinomas, também foram identificados (Perry, 
1996). A determinação química dos secretagogos desses tumores, em 
geral, sugere o diagnóstico, mediante condições clínicas apropriadas. 
Localizar os tumores pode ser um grande desafio. Ultrassonografia, 
varredura por TC, exploração operatória com imagem por ressonância 
magnética (IRM), endoscopia, angiografia e varredura com octreotide 
são todas técnicas que apresentam limitações significativas. Com exce- 
ção da ultrassonografia e da IRM, os testes podem estar potencialmente 
associados a certo grau de morbidade. Embora, no princípio, tenha- 
se acreditado que a varredura com octreotide fosse capaz de substituir 
outros modos de localização dos tumores, dados recentes sugeriram 
que esta é uma técnica útil para determinar a extensão de carcinoi- 
des e gastrinomas, ao mesmo tempo em que tem pouca utilidade na 
localização de insulinomas ou tumores não funcionais (Kisker, 1997). 
Tumores desse tipo costumam ser pequenos, multifocais e podem ser 
localizados em diversos órgãos. Além disso, podem ser tanto benignos 
como malignos. São semelhantes ao exame por coloração histológi- 
ca, realizado justamente para distinguir os diferentes tipos existentes 
(Perry, 1996). Assim como para todas as lesões neoplásicas, a realiza- 
ção de biópsias é essencial à confirmação do diagnóstico. A Tabela 22.7 
mostra as características distintivas dos vários APUDomas. 


Testes, métodos e aplicações clínicas comuns 


Amilase (total sérica e urinária) 


A amilase é uma enzima estável. Tanto no soro como na urina, 
permanece estável por 1 semana, à temperatura ambiente, ou por 6 
semanas, quando mantida em frascos bem vedados sob refrigeração. 
Quando congelada, é preservada por períodos bem maiores sem que 
haja perda considerável de sua atividade. Para a determinação da ati- 
vidade de amilase, deve ser evitado o uso de amostras de plasma sub- 
metidas à anticoagulação pela adição de citrato ou oxalato. A amilase é 
uma enzima que contém cálcio, e a análise de amostras desse tipo pro- 
duz valores falsamente diminuídos de atividade enzimática. Amostras 
de plasma heparinizado não interferem no ensaio da amilase. 

Se por um lado há vários métodos disponíveis para avaliação da ami- 
lase, seja qual for o método utilizado, é preciso ter cuidado para evitar 
contaminação das amostras com saliva, uma vez que seu conteúdo de 
amilase é cerca de 700 vezes o conteúdo existente no soro. Hemácias 
não contêm amilase; portanto, a hemólise, em geral, não constitui um 
problema para a maioria dos métodos, com exceção daqueles que são 
acoplados a métodos enzimáticos, nos quais a concentração de peróxi- 
do liberado é determinada por uma reação envolvendo peroxidase. 


Interpretação 

Elevações dos níveis séricos e urinários de amilase são detectadas em 
uma ampla variedade de distúrbios. A maior parte das elevações de ami- 
lase sérica se deve ao aumento da taxa de entrada da enzima na circulação 
sanguínea, à diminuição de sua taxa de depuração ou a ambos. 

Em cerca de 80% dos casos, a atividade da amilase sérica aumenta 
dentro de 6 a 48 horas após o início de um episódio de pancreatite, 
embora esse aumento não seja proporcional à severidade da doen- 
ça. Valores acima de 600 unidades de Somogyi/dL (ou maiores que 
quatro vezes o limite máximo considerado normal) são altamente 
sugestivos do diagnóstico. A atividade da enzima usualmente volta ao 
normal em 3 a 5 dias nos pacientes que apresentam formas edemato- 
sas mais brandas da doença. Valores elevados que persistam por mais 
tempo sugerem a existência de um contínuo processo necrótico ou a 
possível formação de pseudocistos. 

A atividade da amilase urinária aumenta imediatamente, por vezes 
ao longo de várias horas e concomitante à elevação da atividade sérica, 
podendo permanecer elevada mesmo depois de a atividade sérica ter 
voltado ao normal. Valores acima de 1.000 unidades de Somogyi/dL 


são detectados quase exclusivamente em pacientes com pancreatite 
aguda. Resultados falso-negativos são obtidos com frequência, quan- 
do amostras de urina são coletadas demasiadamente cedo ou tarde, 
ou em pacientes com necrose fulminante cuja produção de amila- 
se está diminuída ou interrompida. Na maioria dos pacientes com 
pancreatite aguda, a atividade de amilase sérica está aumentada e há 
aumento concomitante da atividade da amilase urinária. Entretanto, 
pode haver casos em que o aumento da atividade da enzima na urina 
não é acompanhado pelo aumento concomitante da atividade da 
enzima no soro. 

O aumento da depuração renal de amilase pode ser utilizado no 
diagnóstico da pancreatite aguda e recorrente, sendo que a proporção 
entre depuração de amilase e depuração de creatinina expressa como 
percentual tem sido usada para fins diagnósticos. Essa proporção 
(C,,,/C.,) pode ser calculada com a seguinte fórmula: 


Taxa de depuração (%) = | (atividade de amilase na urina)/(atividade 
de amilase no soro)) x [(concentração sérica de creatinina)/(concen- 
tração urinária de creatinina)] x 100 


Em média, a taxa normal é de 1 a 4%. Nos pacientes com pancrea- 
tite, essa taxa usualmente ultrapassa 4% e, com frequência, chega de 
7 a 15%. Infelizmente, cerca de um terço dos pacientes com pancre- 
atite apresenta taxas normais, sendo que taxas elevadas também são 
encontradas em pacientes com queimaduras, cetoacidose, insufici- 
ência renal, doença cardíaca e perfuração duodenal, bem como após 
cirurgias torácicas. Desse modo, a proporção tem pouco a acrescentar 
ao arsenal diagnóstico. 

Aproximadamente 20% dos pacientes com pancreatite apresentam 
atividade de amilase normal ou quase normal. Em pacientes hiperlipê- 
micos com pancreatite, frequentemente são detectados níveis séricos 
e urinários de amilase normais. Acredita-se que os níveis falsamente 
normais sejam resultado da supressão da atividade de amilase por 
TGs ou ação de inibidor circulante presente no soro. 

Uma atividade de amilase sérica abaixo do normal pode ser detec- 
tada em pacientes com pancreatite crônica e tem sido igualmente 
observada em condições tão diversas quanto insuficiência cardíaca 
congestiva, gravidez (durante o segundo e o terceiro trimestres), cân- 
cer Gl, fraturas ósseas e pleurisia. 

A concentração de amilase sérica pode estar aumentada em 
pacientes com carcinoma de pâncreas, porém tarde demais para 
ter utilidade diagnóstica. Com frequência (mais de 60% dos casos), 
níveis aumentados também são observados em pacientes com cetoa- 
cidose diabética. A análise por eletroforese em gel de poliacrilamida 
demonstrou que, nessa condição, usualmente são os níveis de amila- 
se salivar (em vez da amilase pancreática) que se encontram aumen- 
tados. A atividade de amilase sérica também pode estar aumentada 
em pacientes com colecistite ou úlcera péptica, ou após a realiza- 
ção de ressecção gástrica, transplante renal, ocorrência de hepatite 
viral ou gravidez ectópica interrompida. Uma atividade enzimática 
bastante alta foi detectada em pacientes com carcinoma pulmonar. 
Um pequeno número de pacientes com hiperamilasemia pode apre- 
sentar obstrução intestinal, trombose mesentérica e peritonite. Em 
alguns desses pacientes, as secreções pancreáticas acabam caindo na 
cavidade peritoneal e são absorvidas pela circulação sanguínea. Em 
outros, pode haver inflamação com envolvimento do pâncreas. 

Níveis aumentados de amilase no líquido ascítico foram detectados 
em pacientes com pancreatite, pseudocisto pancreático com vazamento, 
rompimento do ducto pancreático, câncer de pâncreas, tumores abdo- 
minais secretores de amilase pancreática e perfuração de vísceras ocas. 


Lipase 


O pâncreas é a fonte principal e primária de lipase sérica. A lipa- 
se pancreática humana é uma glicoproteína com peso molecular de 
45.000 Da. Em contraste com a amilase, que está presente tanto no 
pâncreas como nas glândulas salivares, a lipase não é encontrada nes- 
sas glândulas. As lipases são definidas como enzimas que hidrolisam 
preferencialmente os ésteres de glicerol das cadeias de ácidos graxos 
longas, nas ligações éster dos carbonos 1 e 3, produzindo 2 mols de 
ácidos graxos e 1 mol de B-monoglicerídeo por cada mol de TGs. 
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Após a isomerização, o terceiro ácido graxo pode ser quebrado a uma 
velocidade mais lenta. A lipólise aumenta proporcionalmente em rela- 
ção à área de superfície das gotículas lipídicas, sendo que a ausência de 
sais biliares no líquido duodenal e a consequente falta de emulsifica- 
ção tornam a lipase inefetiva. 

A presença de colipase e sais biliares é necessária tanto para a ati- 
vidade catalítica integral como para a maior especificidade da lipase 
pancreática. Proteínas, ácidos biliares e fosfolipídeos inibem a lipa- 
se sérica. Às colipases revertem essa inibição. Tanto a lipase como a 
colipase são secretadas pelo pâncreas e, portanto, são encontradas no 
soro. À colipase está presente no sangue de pacientes com pancrea- 
tite, ainda que em concentrações variáveis e usualmente em níveis 
abaixo do normal e inferiores à concentração necessária para ativar 
totalmente a lipase pancreática. Para determinar com acurácia e com- 
pletamente a atividade dessa enzima em pacientes com pancreatite, é 
essencial adicionar colipase aos reagentes utilizados no ensaio. 

A lipase pancreática deve ser diferenciada da lipoproteina lipase, 
aliesterase e aliéster hidrolase que, embora relacionadas, são enzimas 
distintas. A atividade dessas enzimas pode ser incluída na determina- 
ção da atividade da lipase, a menos que as condições do ensaio sejam 
devidamente adaptadas para determinação da lipase “pancreática”. A 
lipase também está presente no fígado, no estômago, no intestino, nos 
leucócitos sanguíneos, nos adipócitos e no leite. 

Embora o cálcio seja necessário à máxima ativação da enzima, quan- 
do em concentrações acima de 5 x 10° M, exerce efeito inibitório. 
Especula-se que essa ação inibidora seja devido à interferência do cálcio 
na ação dos sais biliares ao nível da interface água-substrato. Assim como 
a albumina sérica, os sais biliares previnem a desnaturação da lipase nessa 
interface. Os metais pesados e a quinina inibem a atividade da enzima. 

A lipase é filtrada nos glomérulos graças ao seu baixo peso molecu- 
lar. Normalmente, sofre total reabsorção nos túbulos proximais renais 
e está ausente na urina normal. Em pacientes com reabsorção tubular 
renal defeituosa decorrente de distúrbios renais, a enzima aparece na 
urina. A atividade da lipase urinária é inversamente proporcional à 
depuração de creatinina. 

A lipase sérica permanece estável por até 1 semana à temperatura 
ambiente, podendo se manter assim por mais tempo se for resfriada 
ou congelada. Sua temperatura ótima de reação é aproximadamen- 
te 40ºC. O pH ótimo é 8,8, embora valores entre 7,0 e 9,0 também 
tenham sido descritos. Essa diferença provavelmente se deve ao efeito 
exercido pelos diferentes substratos envolvidos na reação, bem como 
tampões, temperatura de incubação e concentração dos reagentes 
utilizados. O soro é a amostra de escolha para realização dos ensaios 
de lipase sanguínea. Icterícia, lipemia e hemólise não interferem nos 
ensaios turbidimétricos para lipase. 

Na pancreatite aguda, a atividade de lipase sérica tende a aumentar 
mais ou menos concomitantemente (ou até antes) ao aumento dos 
níveis de amilase sérica, permanecendo alta por cerca de 7 a 10 dias. O 
aumento da atividade de lipase raramente se mantém por mais de 14 
dias, sendo que aumentos mais prolongados sugerem um mal prog- 
nóstico ou a presença de um cisto. 

O uso combinado de lipase e amilase séricas é eficaz na exclusão da 
pancreatite aguda. Embora a determinação dos níveis de lipase séri- 
ca proporcione vantagens diagnósticas relativamente à determinação 
da amilase sérica, é inespecífica para pancreatite aguda. Também pode 
haver aumento de lipase sérica em pacientes com pancreatite crôni- 
ca, obstrução do ducto pancreático e certas condições, como doenças 
renais, diversas doenças abdominais (p. ex., colecistite aguda, obstrução 
ou infarto intestinal, úlcera duodenal e doença hepática), alcoolismo e 
cetoacidose diabética, bem como em pacientes que foram submetidos a 
uma ERCP. Pacientes com trauma abdominal uniformemente apresen- 
tam aumentos tanto de amilase como de lipase no soro, enquanto aque- 
les com lesão primária da cabeça ou que foram submetidos à manipu- 
lação da glândula parótida durante uma cirurgia apresentam aumento 
significativo apenas da amilase. O aumento da atividade de lipase sérica 
em paciente com caxumba sugere fortemente o envolvimento tanto do 
pâncreas como das glândulas salivares na doença. 

Os testes para detecção de lipase e amilase séricas foram e conti- 
nuam sendo amplamente utilizados no diagnóstico da pancreati- 
te aguda. Ambas as enzimas encontram-se aumentadas em muitos 
pacientes que apresentam distúrbios inflamatórios ou de outro tipo 


com envolvimento de órgãos localizados na cavidade abdominal, mas 
sem evidências de pancreatite. Conclui-se, portanto, que o pâncreas 
é agudamente sensível a distúrbios inflamatórios ou metabólicos que 
ocorram no peritônio e nos órgãos adjacentes. 


Isoamilases 


A amilase presente no sangue e na urina de indivíduos normais é 
predominantemente oriunda do pâncreas e das glândulas salivares. 
Sempre uma distinção se torna necessária; as enzimas são denomina- 
das, respectivamente, amilases (isozima e isoamilase) de tipo P e de 
tipo S. Essas enzimas, embora sejam bastante relacionadas, apresen- 
tam variabilidade órgão-específica. Possuem a mesma composição de 
aminoácidos e geram mapas de peptídeos semelhantes, ainda que não 
sejam idênticos. Cada uma parece ser constituída de uma única cadeia 
polipeptídica sem subunidades. A amilase P tem peso molecular igual 
a 54.000 Da. Pesos moleculares maiores foram descritos para a amila- 
se S. Ambas contêm grupos sulfidrila. As amilases são metaloenzimas 
que contêm, ao menos, um átomo de cálcio por molécula e requerem 
esse metal para a realização de suas atividades catalíticas. Apresentam 
atividade ótima em pH 6,9 a 7,0. O pH ótimo para a amilase S varia de 
acordo com o ânion utilizado como ativador, sendo o cloreto o ânion 
mais importante. A concentração ótima de cloreto é 10 mmol/L, 
sendo que a ativação é alostérica. lons de brometo e iodeto também 
ativam a amilase. Os pontos isoelétricos (pI) descritos são 7,6 e 7,2 
para a isoamilase de tipo P e 6,4 e 5,8 para a isoamilase de tipo S. 

O fracionamento da amilase em amostras de soro, urina ou outros 
líquidos corporais pode ser conseguido com o emprego de métodos 
físicos, como eletroforese, cromatografia e focalização isoelétrica. 
Em seguida, cada isozima é quantificada por densitometria direta ou 
utilizando-se técnicas amiloclásticas ou sacarogênicas. Um método 
cromatográfico simplificado e prontamente adaptável foi descrito 
por Fridhandler (1980). Há também um ensaio de inibição química 
comercialmente disponível, que emprega inibidor proteico específico 
para amilase S e é utilizado para determinar o conteúdo de isozimas. 
A determinação da concentração de isoamilase por inibição química 
é simples, rápida e conveniente para o uso em situações emergenciais. 
Outra técnica descrita é um método de imunoinibição que emprega 
anticorpo monoclonal para inibir a amilase S e, em seguida, quantifi- 
car a amilase P remanescente (Mifflin, 1985). Por seu grau de simpli- 
cidade, precisão analítica aceitável e boa correlação com o método de 
determinação eletroforética de isoamilases, esse método deve ser mais 
explorado quanto à aplicabilidade clínica. 

Inúmeros relatos sustentam o achado de que, na pancreatite aguda, 
os níveis de amilase P estão invariavelmente aumentados, tanto no 
soro como na urina. A isozima de tipo S, contudo, está reduzida de 
0 a 15% da atividade total detectada na hiperamilasemia sérica em 
pacientes com pancreatite aguda, de 12 a 25% em pacientes com pan- 
creatite crônica recidivante, e a quase zero em indivíduos com carci- 
noma de cabeça do pâncreas. A isozima de tipo P também encontra-se 
aumentada em pancreatite crônica recidivante, hipoparatireoidismo e 
glomerulonefrite. Os níveis séricos da amilase de tipo S estão aumen- 
tados em pacientes com pancreatite crônica, caxumba, insuficiência 
pancreática, síndrome de Sjögren, colelitiase, estreitamento do ducto 
comum, ingestão de álcool, gastroenterite aguda, insuficiência respi- 
ratória aguda, insuficiência renal crônica, câncer pulmonar, além de 
outras hiperamilasemias associadas ao câncer. Estudos com isozimas 
presentes em amostras de soro, urina e líquido duodenal, obtidas de 
pacientes com fibrose cística, revelaram que dois terços desses pacien- 
tes apresentavam pouca ou nenhuma amilase P. 

Foi relatado que a atividade relativa da isoamilase de tipo P é alta- 
mente útil como índice diagnóstico de pseudocistos pancreáticos 
(Warshaw, 1980). A isoamilase P1 (que migra mais lentamente, ou 
a menos anódica) normalmente responde por 80 a 90% da atividade 
total de amilase. Os tipos P2 e P3 correspondem a cerca de 0 a 4%, 
tanto no soro como no suco pancreático. As proporções médias de 
P2/P1 e P3/P1 em amostras frescas de suco pancreático, soro normal, 
soro de paciente com pancreatite aguda, soro de paciente com pancre- 
atite crônica e soro de paciente com câncer do pâncreas foram sempre 
inferiores, respectivamente, a 0,25 e 0,04. Essa proporção mostrou-se 
elevada em cerca de 90% dos soros provenientes apenas de pacientes 


que comprovadamente apresentavam pseudocistos. Em vários casos, 
essa análise de isoamilases foi capaz de excluir de forma correta os 
pseudocistos, enquanto os métodos de ultrassom e varredura por TC 
acusaram erroneamente a presença de um pseudocisto. 


Gastrina 


A gastrina é um hormônio Gl primário, produzido principalmente 
pelas células G do antro gástrico, que regula a secreção ácida e estimu- 
la o crescimento da mucosa gástrica, entre outras funções. À gastrina 
também é produzida, em menor extensão, pelas células G do intestino 
delgado proximal e pelas células A do pâncreas. Atua nas células parie- 
tais localizadas no fundo gástrico, estimulando-as a secretar ácido gás- 
trico. A gastrina também aumenta o fluxo sanguíneo para o estômago 
e é responsável pelo aumento da motilidade gástrica e intestinal. Entre 
outras funções, estão a estimulação da secreção de pepsinogênios e 
fator intrínseco, a liberação de secretina a partir do intestino delga- 
do e a secreção de enzimas pancreáticas, bem como de bicarbonato 
(Henderson, 1994). Esse hormônio é secretado principalmente após 
a detecção de produtos da digestão proteica, como também a partir 
da distensão do antro gástrico. A máxima estimulação da secreção de 
gastrina ocorre em uma faixa de pH que varia de 5 a 7. Um ambiente 
ácido atua como mecanismo de retroalimentação negativa em rela- 
ção à liberação de gastrina, causando uma redução de 80% em sua 
secreção em pH 2,5 (Henderson, 1994). Esse mecanismo serve para 
proteger o estômago da superacidificação a partir de uma estimulação 
excessiva pela gastrina. Por essa razão, indivíduos submetidos à tera- 
pia de supressão ácida para doença de úlcera péptica podem apresen- 
tar níveis de gastrina aumentados. 

Existem três formas principais de gastrina no sangue e nos tecidos 
humanos: G34, G17 e G14, conhecidas como gastrina grande, gastri- 
na pequena e minigastrina, respectivamente. Todas as gastrinas origi- 
nam-se de um único precursor — a pré-pró-gastrina —, que é clivado 
pela tripsina. A pré-pró-gastrina gera pró-gastrina, que é subsequen- 
temente processada em gastrina glicina-estendida (G34-Gly e G17- 
Gly) antes de ser convertida nas formas contendo amido, G34 e G17 
(Wang, 1999). É interessante observar nos casos patológicos em que 
há aumento da produção de gastrina, como na gastrite aclorídrica ou 
nos gastrinomas, a presença de formas moleculares maiores de gastri- 
na e precursores processados de modo incompleto, cuja detecção está 
além do escopo dos ensaios convencionais. Em tais casos, apenas a 
gastrina pequena é detectável no soro (Goetze, 2003). 

A determinação laboratorial dos níveis de gastrina por RIA ou ELISA 
é indicada para confirmar suspeitas da existência de tumores que secre- 
tam gastrina, denominados gastrinomas ou síndrome de ZE. Os anti- 
corpos utilizados nesses ensaios são específicos para a porção C-terminal 
da molécula de gastrina biologicamente ativa e apresentam mínima rea- 
tividade cruzada com peptídeos CCK. Para a determinação dos níveis 
de gastrina, o paciente deve permanecer em jejum por 12 horas antes 
da realização do ensaio. As concentrações de G34 e G17 aumentam, 
respectivamente, duas e quatro vezes após as refeições e, assim, podem 
alterar os resultados do teste. As amostras devem ser congeladas imedia- 
tamente após a coleta, pois a gastrina é instável no soro. Devido à ação 
de enzimas proteolíticas, 50% da imunorreatividade das amostras pode 
ser perdida num período de 48 horas, à temperatura de 4°C. Caso seja 
necessário armazenar as amostras por tempo prolongado, recomenda- 
se que sejam mantidas em um freezer, a —70°C, sem exposição a ciclos 
de autodescongelamento. As amostras devem ser analisadas imediata- 
mente após o descongelamento, evitando-se congelamentos/desconge- 
lamentos repetidos. 

Os valores de referência individuais para gastrina de jejum podem ser 
de até 100 ng/L. Entretanto, é preciso ter em mente que os níveis séri- 
cos de gastrina de jejum aumentam com o avanço da idade, especial- 
mente em pacientes com mais de 60 anos. Esse fenômeno se deve, em 
parte, à existência não identificada de um processo atrófico na mucosa 
gástrica. Aproximadamente, 15% dos indivíduos com mais de 60 anos 
de idade podem apresentar níveis de gastrina entre 100 e 800 ng/L 
(Henderson, 1994). Também é importante notar que os intervalos de 
referência para bebês e crianças diferem dos intervalos de referência 
para indivíduos adultos, de modo que é preciso comparar adequada- 
mente os valores obtidos com a faixa referencial específica para a idade 


do paciente e, assim, garantir a acurácia dos resultados. Concentrações 
de gastrina acima de 1.000 ng/L acompanhadas de hipersecreção de 
ácido gástrico (secreção ácida basal > 15 mmol/h) são diagnósticas 
de gastrinomas. Em pacientes com síndrome de ZE, usualmente há 
um aumento marcante (até 2.000 vezes o valor normal) dos níveis de 
gastrina. O teste de estimulação da secretina consiste num teste bio- 
químico provocativo que pode auxiliar na confirmação do diagnóstico 
de síndrome de ZE em casos considerados duvidosos. Espera-se que a 
secretina administrada por infusão provoque uma queda dos níveis de 
gastrina, como ocorre nos pacientes normais. Todavia, nos pacientes 
com ZE, os níveis de gastrina aumentam de modo dramático, con- 
firmando o diagnóstico. Ainda é pouco conhecido o mecanismo pelo 
qual a secretina estimula esse aumento nos pacientes afetados pela sín- 
drome. Contudo, acredita-se que seja devido a um efeito local, sobre 
o fluxo sanguíneo tumoral (Ashley, 1999). As limitações do método 
incluem resultados alterados a partir de condições que podem levar 
ao aumento dos níveis de gastrina, como úlcera gástrica, insuficiência 
renal crônica, hiperparatireoidismo, obstrução pilórica, vagotomia, 
retenção do antro gástrico, síndrome do intestino curto e anemia per- 
niciosa. Certos medicamentos, como antiácidos, agentes bloqueadores 
H, e inibidores da bomba de prótons, também podem aumentar os 
valores medidos pelo teste. Todos esses medicamentos são comumente 
utilizados no tratamento de pacientes com úlcera péptica. Entretanto, 
tais elevações são moderadas e certamente não tão significativas quan- 
to as observadas no teste de amostras provenientes de pacientes com 
tumor secretor de gastrina. 

Os ensaios têm sido tradicionalmente utilizados para detectar níveis 
aumentados de gastrina associados a doenças como síndrome de ZE 
e gastrinomas. No entanto, o benefício claramente estabelecido dos 
testes rápidos para PTH intraoperatórios (ver Cap. 15) tem atraído 
semelhante interesse para a gastrina, como guia intraoperatório de uso 
na supervisão terapêutica, seja para confirmar a remoção adequada do 
tecido secretor de gastrina ou indicar a necessidade de realizar nova 
dissecação e procedimentos possivelmente mais elaborados. O teste 
intraoperatório tem uso potencial, porque os gastrinomas podem ser 
múltiplos e frequentemente difíceis de localizar, dada a possibilidade 
de apresentarem ampla distribuição, por exemplo, no estômago, no 
pâncreas e no duodeno ou nos linfonodos periaórticos. A gastrina é 
um hormônio que pode ser utilizado convenientemente em testes 
rápidos intraoperatórios, porque apresenta curta meia-vida como ana- 
lito (cerca de 10 minutos). Dessa forma, pode ser detectada logo após a 
ressecção do tecido hipersecretor, permite a realização de uma análise 
rápida que pode ser finalizada no decorrer do procedimento operató- 
rio e tem utilidade clínica positiva (Sokoll, 2004). A quebra catabólica 
da maioria dos hormônios peptídicos segue um decaimento exponen- 
cial de primeira ordem. Portanto, se o tecido secretor de hormônio for 
totalmente removido por ressecção cirúrgica, somente cerca de 12,5% 
da concentração basal deve estar presente no soro após um período 
equivalente a três meias-vidas (Sokoll, 2004). Num determinado estu- 
do clínico, pacientes com síndrome ZE ou gastrinomas foram avalia- 
dos através de ensaios intraoperatórios para gastrina. Uma queda dos 
níveis de gastrina para valores junto ao intervalo de referência dentro 
de 20 minutos após a ressecção foi considerada indicação de cura. À 
sensibilidade estimada para os testes intraoperatórios de gastrina foi 
de 88%. Esse teste pode ajudar a identificar pacientes que podem ser 
beneficiados por dissecações ou procedimentos operatórios mais 
extensos, como duodenopancreatectomia, que não são recomendados 
para todos os pacientes devido ao grau de morbidade e mortalidade 
associado (Sokoll, 2004). Todavia, os testes intraoperatórios para gas- 
trina podem ajudar a identificar pacientes que seriam beneficiados por 
tais procedimentos cirúrgicos, e essa utilidade, por si só, já representa 
um avanço na supervisão de pacientes com gastrinoma. 


Pepsina e pepsinogênio 


Os pepsinogênios são as pró-enzimas biologicamente inativas das 
pepsinas, produzidas pelas células principais, entre outras, na mucosa 
gástrica. Podem ser de dois tipos distintos: o pepsinogénio I (PGI), 
também conhecido como pepsinogênio A, e o pepsinogénio II (PGII), 
também conhecido como pepsinogênio C. A secreção do pepsinogé- 
nio é estimulada pelo nervo vago, pela gastrina, pela secretina e pela 
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gastric inhibitory peptide), anticolinérgicos, antagonistas de receptor 
H, da histamina e vagotomia (Henderson, 1994). O PGI é produzido 
nas células principais e nas células mucosas das glandulas oxinticas. 
O PGII é produzido nas células mucosas das glândulas oxínticas e nas 
regiões do piloro e do duodeno. A proporção entre as concentrações 
de PGI e PGII no soro ou no plasma de indivíduos sadios é de apro- 
ximadamente 4:1 (Samloff, 1982). O pepsinogênio é convertido em 
sua forma ativa — a pepsina — por ação do ácido gástrico, que também 
pode ativar pepsinogênio adicional de modo autocatalítico. Ambos 
os tipos de pepsinogênio são ativados em pH ácido (abaixo de 5) e 
destruídos em pH alcalino. Ambos podem ser detectados no sangue. 
Apenas o PGI é detectado na urina, enquanto o PGII esta presente no 
sêmen (Henderson, 1994). As pepsinas são responsáveis pela hidrólise 
das proteínas em polipeptídeos. O pepsinogênio liberado a partir da 
mucosa gástrica é predominantemente secretado e constitui o princi- 
pal componente do suco gástrico. Apenas cerca de 1% atinge a circu- 
lação sanguínea periférica. A pepsina ativa é rapidamente inativada na 
corrente sanguínea, enquanto o pepsinogênio permanece estável no 
sangue. Esse pepsinogênio, em seguida, é filtrado pelos rins e excreta- 
do pela urina, onde passa a ser denominado uropepsinogênio. O pH 
urinário levemente acídico o converte em uropepsina (Henderson, 
1994). O imunoensaio é o método utilizado para detectar o pepsino- 
gênio sérico; entretanto, o PGI costuma ser analisado no laboratório 
clínico, por ser a isoforma comumente associada à doença. 

Os níveis séricos de PGI fornecem uma estimativa acurada da massa 
de células parietais e correlacionam-se à capacidade do estômago de 
secretar ácido gástrico. Níveis aumentados de pepsinogênio e da ativi- 
dade associada são observados em pacientes com estados patológicos 
que levam ao aumento do débito gástrico ou que apresentam aumen- 
to da massa de células parietais, como ocorre com gastrinoma, síndro- 
me de ZE, úlcera duodenal e gastrite aguda ou crônica (Henderson, 
1994). Níveis diminuídos de pepsinogênio estão associados a estados 
patológicos caracterizados pela diminuição da massa de células parie- 
tais, como se observa na gastrite atrófica e no carcinoma gástrico, bem 
como nos pacientes com mixedema, doença de Addison e hipopitui- 
tarismo (Henderson, 1994). A proporção PGI/PGII diminui de modo 
linear com a piora da gastrite atrófica. A ausência de pepsinogênio é 
detectada em pacientes com acloridria. É preciso ter essa informação 
em mente ao analisar os níveis séricos de pepsinogênio, possivelmente 
limitando a utilidade clínica do ensaio sorológico. Os níveis de PGI 
determinados por imunoensaio usualmente variam entre 20 e 107 
ug/L, enquanto os de PGII costumam variar entre 3 e 19 ug/L. 

Os ensaios para pepsinogênio estão sendo explorados por sua utili- 
dade na identificação não invasiva de pacientes com gastrite atrófica 
crônica, bem como por fornecerem uma estimativa da extensão da 
gastrite atrófica que sabidamente é um dos precursores do carcino- 
ma gástrico. Em comparação aos indivíduos sadios, a gastrite de corpo 
atrófico severa aumenta de 4 a 5 vezes o risco de carcinoma gástrico 
(Sanduleanu, 2003). Espera-se que essa característica permita identi- 
ficar um subgrupo de indivíduos com gastrite atrófica crônica, o qual 
poderia ser beneficiado pelas avaliações endoscópicas para detecção 
de tumores gástricos em estágio inicial. Tais ensaios atualmente são 
utilizados no Japão — uma área marcada pela alta prevalência de cân- 
cer gástrico — como potencial método para a realização de uma ampla 
triagem de indivíduos que apresentam risco elevado (Miki, 2003). 
Miki recomendou que os critérios adotados para diagnosticar a gas- 
trite atrófica crônica sejam valores de PGI < 70 ug/L e proporção PGI/ 
PGII < 3,0. Todos os pacientes que obedecem a tais critérios devem, 
então, ser encaminhados ao gastroenterologista para serem submeti- 
dos a novas avaliações endoscópicas. No Japão, foi demonstrado que o 
teste de triagem sorológica para pepsinogênio é capaz de detectar um 
percentual maior de cânceres em estágio inicial, quando comparado a 
outros métodos convencionais. O teste identificou um número consi- 
derável de pacientes que subsequentemente se tornaram candidatos ao 
tratamento com cirurgia endoscópica (Miki, 2003). Considera-se que 
o teste mais sensível para gastrite atrófica fúndica é a determinação 
da proporção PGI/PGII no soro, com 99% de sensibilidade e 94% de 
especificidade (Henderson, 1994). Além disso, os níveis de pepsinogê- 
nio II podem atuar como marcador prognóstico útil, servindo de fator 
preditivo independente da biologia tumoral e da sobrevida dos pacien- 


tes com carcinoma gástrico. A ausência de produção de PGII tem 
sido associada ao comportamento tumoral agressivo e a uma menor 
expectativa de vida geral em pacientes com câncer (Fernandez, 2000). 
Dessa forma, é possível que seja comprovada a utilidade dos testes de 
pepsinogênio como método de triagem sorológica para a detecção de 
carcinoma gástrico em indivíduos que apresentam alto risco. 
Tripsinogênio 

O tripsinogênio é produzido pelo pâncreas exócrino sob a forma de 
duas pró-enzimas — os tripsinogênios 1 e 2. As pró-enzimas são ativadas 
no duodeno por ação de uma enteroquinase, com consequente produ- 
ção das tripsinas 1 e 2, respectivamente. À tripsina presente na circula- 
ção periférica é inativada pela complexação tanto à 0,-macroglobulina 
como à Ol,-antitripsina (AAT). Diferentemente da amilase, a tripsina 
é produzida apenas pelas células pancreáticas acinares e, portanto, é 
um indicador específico de dano pancreático. A ativação precoce da 
pró-enzima em tripsina ativa no parênquima pancreático é considera- 
da o mecanismo-chave para o desenvolvimento da pancreatite aguda 
(Andersen, 2001). Atualmente, os níveis de todas as formas de tripsina 
são determinados através de imunoensaios específicos. 

Os testes para detecção de tripsina têm utilidade clínica no diag- 
nóstico da pancreatite aguda. Essa doença, discutida em detalhes na 
seção anterior, com frequência resulta tanto do consumo excessivo de 
álcool como de uma sequela de doença causada por cálculos biliares. 
A diferenciação entre essas duas etiologias é auxiliada pela obten- 
ção cuidadosa da história do paciente e da realização de estudos de 
imagens, em particular a ultrassonografia. Entretanto, em cerca de 5 
a 10% dos casos de pancreatite aguda, a etiologia específica jamais é 
descoberta. Esse fato é importante, pois, ainda que a supervisão ini- 
cial e a ressuscitação de um paciente com pancreatite sigam o mesmo 
logaritmo de supervisão para ambas as etiologias, pacientes com pan- 
creatite biliar resultante de cálculos biliares podem ser beneficiados 
por uma intervenção cirúrgica. Tais pacientes devem ser submetidos 
a uma colecistectomia eletiva após a resolução da pancreatite, a fim 
de evitar episódios recorrentes de uma doença potencialmente fatal. 
Por esse motivo, marcadores bioquímicos que diferenciam as etiolo- 
gias podem ser clinicamente inestimáveis. A determinação dos níveis 
de ALT, AST, amilase e lipase é útil para o diagnóstico da pancreatite 
aguda e, às vezes, sugestiva de uma etiologia em detrimento da outra. 
Contudo, os ensaios para tripsina atualmente são utilizados com o 
propósito de diferenciar a causa do episódio agudo de pancreatite. 
Um estudo demonstrou que as concentrações de tripsinogênio 2 e 
tripsina 2-ATT estão aumentadas em todas as formas de pancreatite 
aguda, mas parecem estar ainda mais altas na pancreatite associada ao 
consumo de álcool, em comparação à pancreatite biliar. Foi demons- 
trado que os níveis de tripsinogênio 1, amilase e lipase eram mais altos 
nos pacientes com pancreatite biliar. Além disso, a proporção soroló- 
gica de tripsina 2-ATT em relação ao tripsinogênio 1 foi considerada 
o melhor fator de discriminação para as formas biliar e alcoólica de 
pancreatite (Andersen, 2001). Curiosamente, outro estudo também 
sustentou o uso dos testes para tripsina no diagnóstico de pancreatite 
aguda, alegando que o perfil de tripsinogênio 2 e tripsina 2-AAT ao 
longo do tempo é apropriado para fins diagnósticos. Os níveis dessas 
enzimas aumentam dentro de algumas horas, após o início do epi- 
sódio agudo. Portanto, já estão altos no momento da admissão do 
paciente, sendo acompanhados de uma rápida elevação. Os níveis de 
ambas as enzimas permanecem altos por mais tempo do que os níveis 
de amilase, sendo que a magnitude do aumento corresponde ao grau 
de severidade da inflamação pancreática e, assim, é extremamente útil 
ao diagnóstico da pancreatite aguda no momento da admissão. A mag- 
nitude desse aumento pode predizer o grau de severidade da doença e 
é útil para o monitoramento de sua progressão (Kemppainen, 2000). 
Também foi demonstrada a elevação dos níveis de tripsina 1-ATT em 
pacientes com câncer no trato biliar (Andersen, 2001). 


Peptídeo vasointestinal ativo (VIP) 


O VIP, um neuropeptídeo, tem peso molecular de 3.381 Da e é for- 
mado por 28 aminoácidos. Pertence à família da secretina-glucagon 
(Radebold, 2003). Inicialmente, é sintetizado como um precursor 


constituído por 170 aminoácidos — o pré-pró-VIP. Esse precursor é 
modificado ao nível pós-traducional e dá origem à molécula de 28 
aminoácidos do VIP (Vinik, 2004). Este, por sua vez, é liberado em 
resposta à distensão das alças intestinais e exerce um potente efeito 
vasodilatador, sendo responsável pelo relaxamento vascular e não vas- 
cular da musculatura lisa do trato intestinal. É também um poderoso 
estimulante da secreção de água e eletrólitos, atuando por meio da esti- 
mulação do cAMP. De modo semelhante ao glucagon, o VIP estimula a 
quebra do glicogênio das reservas lipídicas e inibe a secreção ácida esti- 
mulada pela histamina no estômago, provocando hipo- ou acloridria. 

As avaliações laboratoriais para determinação dos níveis de VIP são 
relevantes do ponto de vista clínico para o diagnóstico de VIPomas, 
tumores secretores de VIP, mais comumente de origem pancreáti- 
ca, que correspondem a 10% dos tumores neuroendócrinos do trato 
GI. A maioria desses tumores é esporádica e também pode afetar 
glândulas suprarrenais, mediastino, retroperitônio, pulmão e jeju- 
no. Estima-se que a incidência dos tumores seja de 0,05 a 0,2/milhão 
ao ano. Aproximadamente, 60% dos VIPomas são malignos e 6% 
estão associados a múltiplas neoplasias endócrinas (MEN, multiple 
endocrine neoplasia) de tipo I. Essa síndrome foi descrita pela primei- 
ra vez em 1958, por Verner e Morrison, sendo caracterizada por uma 
diarreia aquosa, hipocalemia e acloridria (WDHA, watery diarrhea, 
hypokalemia, achlorhydria). Posteriormente, descobriu-se que era cau- 
sada por tumores secretores de grandes quantidades de VIP (Radebold, 
2003). As manifestações GI dos VIPomas são abordadas nesta seção. 

Os VIPomas produzem uma severa diarreia secretória que tem sido 
denominada cólera pancreático. A diarreia pode durar vários anos até 
que o VIPoma seja diagnosticado. Os pacientes tipicamente produzem 
mais de 3 L de fezes aquosas por dia, embora esse volume possa chegar 
a 30 L/dia. A diarreia não melhora com jejum, e o indivíduo apresenta 
uma secreção média de potássio de 300 mmol/24 horas (Vinik, 2004). 
Um volume de fezes menor que 700 mL/dia exclui o diagnóstico de 
VIPoma. Se houver falha ou atraso no diagnóstico — como ocorre fre- 
quentemente —, o quadro de diarreia crônica acarreta graves desequili- 
brios hidreletrolíticos que produzem uma miríade de sintomas clínicos, 
dos quais o mais grave é a morte súbita decorrente de arritmias cardíacas 
resultantes dos distúrbios eletrolíticos (depleção de potássio e acidose). 
O típico perfil metabólico apresentado por esses pacientes é de acidose 
metabólica hipocalêmica e hiperclorêmica. O diagnóstico de VIPoma 
é estabelecido mediante confirmação da elevação dos níveis de VIP no 
indivíduo em jejum, associada à diarreia secretória e à presença de uma 
lesão, mais comumente localizada no pâncreas, que está associada à 
produção do VIP. Quando o paciente apresenta sintomas brandos ou 
intermitentes, que são típicos do estágio inicial de crescimento tumoral, 
os níveis de VIP podem estar casualmente normais e, com isso, acabam 
atrasando o diagnóstico da doença. Diante de tais circunstâncias, os 
níveis desse hormônio devem ser avaliados durante uma crise diarreica, 
quando é possível detectar a secreção ativa de VIP. 

A confirmação bioquímica do diagnóstico de VIPoma envolve a rea- 
lização de um radioimunoensaio altamente sensível e específico, para 
detectar o aumento dos níveis de VIP. A concentração normal desse 
hormônio é menor que 170 pg/mL. Pacientes com tumores que secre- 
tam VIP funcional apresentam concentrações que variam de 675 a 965 
pg/mL (Thomas, 2003). É importante atentar-se para o fato de que o 
manuseio adequado das amostras de soro é crítico para a acurácia 
da detecção do VIP por radioimunoensaio, uma vez que a meia-vida 
desse hormônio é de 1 minuto. O soro deve ser tratado imediatamen- 
te com aprotinina, um inibidor de proteases que previne a quebra do 
VIP. Além disso, o processo de separação da amostra não pode exceder 
10 minutos e, assim que for terminado, a amostra deve ser congelada 
a —20°C. Alguns produtos não VIP oriundos da molécula precursora 
são secretados em maior quantidade do que o VIP. Entretanto, não há 
testes comerciais disponíveis para detectá-los, e sua importância clíni- 
ca é desconhecida. Elevações que produzem resultados falso-positivos 
nos testes para VIP podem ser observadas em casos de pacientes que 
apresentam isquemia no intestino delgado ou estados severos de baixo 
fluxo resultantes da diarreia, com subsequente desidratação não asso- 
ciada às lesões produtoras do hormônio (Vinik, 2004). Além disso, os 
níveis séricos de polipeptídeo pancreático devem ser determinados no 
momento em que o VIP-RIA for realizado. Tais valores estarão aumen- 
tados se o VIPoma estiver localizado no pâncreas. 


A varredura por TC e a ultrassonografia abdominal são modalidades 
de análise de imagens úteis para localizar o tumor do VIPoma. A angio- 
grafia pode ser empregada para localizar tumores pequenos. Diversas 
varreduras nucleares têm sido utilizadas para localizar os VIPomas, 
entre as quais está a cintilografia do receptor de VIP com “I, atualmen- 
te sob investigação. 


Cloreto no suor 


A pilocarpina é introduzida na pele por iontoforese para estimular 
localmente o aumento da secreção da glândula sudorípara. O suor 
produzido é, então, absorvido com papel de filtro ou gaze, pesado, 
diluído em água e analisado quanto às concentrações de sódio e clore- 
to. O método é indolor e confiável, desde que executado corretamen- 
te. Utilizando o sistema de coleta de suor Macroduct Wescor (Wescor 
Inc., Logan, UT), é possível coletar volumes de até 100 uL de suor. O 
cloreto pode ser quantificado diretamente em amostras de 20 uL com 
auxílio de um analisador de cloreto, como o Corning 925 (Chiron 
Diagnostics, Ltd., East Walpole, MA). Essa redução do número de 
etapas envolvidas no procedimento garante maior reprodutibilida- 
de. O teste de avaliação da transpiração corporal total é perigoso para 
pacientes com fibrose cística, sendo que foram registrados casos de 
morte decorrentes do procedimento. 

Quando realizado de modo correto, em duplicata, o teste de 
transpiração apresenta uma sensibilidade de 90 a 99%. Taxas ina- 
ceitavelmente altas de resultados incorretos foram atribuídas a pro- 
blemas associados à coleta da amostra de suor e à análise empre- 
gada no teste. Falta de confiabilidade metodológica, erros técnicos, 
coleta de suor inadequada e errada, inexperiência de funcionários 
do laboratório, ausência de controles de qualidade efetivos e inter- 
pretação confusa dos resultados do teste foram as fontes de erro 
encontradas (LeGrys, 1994). Para fornecer um teste de transpi- 
ração com o melhor nível de qualidade possível, os laboratórios 
são informados sobre um documento — o Sweat Testing Sample 
Collection and Qualitative Analysis: Proposed Guidelines (docu- 
mento C34-P, 1993) — desenvolvido pela National Committee for 
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (Villanova, PA), com o 
intuito de melhorar o desempenho do teste de transpiração para o 
diagnóstico da fibrose cística (LeGrys, 1994). Esse documento ela- 
borado pelo NCCLS inclui uma discussão acerca da estimulação da 
transpiração, das medidas qualitativas de cloreto e sódio no suor e 
dos aspectos relativos ao controle de qualidade. O CAP e a Cystic 
Fibrosis Foundation se uniram a essa iniciativa e criaram o External 
Proficiency Testing Survey for Sweat Test Analysis (SetSW) com o 
objetivo de melhorar ainda mais a qualidade do teste de transpi- 
ração. Aos laboratórios que executam poucos testes de transpira- 
ção anualmente, a Cystic Fibrosis Foundation recomenda que os 
pacientes sejam encaminhados ao centro (LeGrys, 1994). 


Teste de Apt para sangramento neonatal 


Sempre que é encontrado sangue no trato GI ou nas fezes de recém- 
-nascidos, torna-se necessário determinar se o bebê engoliu sangue 
materno (i. e., o sangue é de origem materna) ou se ele apresenta san- 
gramento secundário a alguma doença (i. e., o sangue é oriundo do 
próprio bebê) (Guritzky, 1996). O teste de Apt é um teste qualitati- 
vo utilizado para fazer essa determinação, a grosso modo, nas fezes 
sanguinolentas ou na hematêmese (vômito com sangue) provenien- 
tes de um recém-nascido. Durante a amamentação, os bebês também 
podem ingerir sangue materno, caso o mamilo apresente rachaduras 
ou sangramento. A amostra a ser analisada é, primeiramente, mistu- 
rada à água e centrifugada. O sobrenadante, que deve apresentar colo- 
ração rosa, é misturado em seguida a uma solução de hidróxido de 
sódio a 1% numa proporção de 5:1. Se o sangue presente na amostra 
for de origem materna, a mistura adquirirá uma tonalidade castanho- 
amarelada depois de alguns minutos. O sangue fetal permanece rosa. 
Esse teste baseia-se no fato de a HbF ser mais resistente à desnaturação 
álcali do que a hemoglobina de um indivíduo adulto. Sua sensibilida- 
de é relativamente baixa, e os resultados obtidos devem ser interpreta- 
dos com cautela (McRury, 1994). 


341 





342 Testes para esteatorreia 


Diagnóstico laboratorial de distúrbios gastrintestinais e pancreáticos 





Testes de triagem 

Os testes de triagem para detecção de esteatorreia são o exame 

microscópico de fezes para pesquisa de glóbulos de gordura e a 
determinação do conteúdo sérico de carotenoides. Os carotenoides 
constituem um grupo de compostos que são os principais precur- 
sores da vitamina A em seres humanos. A absorção intestinal de 
carotenoides depende da presença e da absorção normal da gordura 
proveniente da dieta. Como os carotenoides não são suficientemen- 
te armazenados no organismo, a falta deles na dieta ou distúrbios 
envolvendo a absorção de lipídeos no intestino podem resultar da 
diminuição dos níveis de carotenoide no soro. Essa é uma triagem 
simples e útil para detecção de esteatorreia. Além da esteatorreia e da 
precária ingestão dietética, a doença hepática e a febre alta também 
podem provocar a diminuição dos níveis séricos de carotenoides. 
Por outro lado, níveis elevados de carotenoides são observados em 
pacientes com hipotireoidismo, diabetes, hiperlipidemia e que inge- 
rem caroteno em excesso. 
Teste respiratório. Esse teste se baseia na quantificação de “CO, pre- 
sente no ar expirado após a ingestão de vários TGs marcados com '*C 
(trioleina, tripalmitina e trioctanoína). A esteatorreia — decorrente 
tanto de insuficiência pancreática como de outras causas — resulta na 
diminuição da absorção de TGs pelo sistema digestivo. Esse fenôme- 
no, por sua vez, resulta na diminuição do CO, expirado, que deriva do 
metabolismo dos ácidos graxos oriundos dos TGs. 

Procedimento. Depois de permanecer em jejum de um dia a outro, 
o paciente consome TGs marcados com **C. Periodicamente, o CO, 
da respiração é coletado em uma solução de captura contendo um 
indicador que muda de cor diante da presença de uma quantidade 
predeterminada de CO, na solução. Em seguida, a radioatividade do 
HCO, é medida com auxílio de um contador de cintilações líquido, e 
os resultados obtidos são expressos como percentual da dose de “CO, 
expirado por hora. 

Comentários. Para distinguir a insuficiência pancreática de outras 
causas de esteatorreia, alguns investigadores desenvolveram um teste 
respiratório de dois estágios (Goff, 1982). No primeiro estágio do 
teste, o paciente consome um TG marcado com C, e o !“CO, é medi- 
do conforme já descrito. O segundo estágio do teste é realizado de 5 a 
7 horas mais tarde e é exatamente igual ao primeiro estágio, exceto que 
o paciente recebe uma dose oral de enzimas pancreáticas com o TG 
marcado com !“C. Em pacientes com esteatorreia causada por insu- 
ficiéncia pancreática, a quantidade de CO, expirado deve aumentar 
em relação à quantidade de “CO, expirado no primeiro estágio do 
teste. Pacientes com esteatorreia de causas diversas não devem apre- 
sentar diferença significativa da quantidade de “CO, expirado após a 
administração oral das enzimas pancreáticas. 


Teste definitivo para esteatorreia 

O teste definitivo para esteatorreia é a determinação do conteúdo 
de gordura presente nas fezes. A quantidade de gordura fecal pode ser 
quantificada e expressa como percentual do peso úmido fecal, per- 
centual do peso seco fecal, percentual de gordura ingerida e retida 
(absorvida) ou, ainda, uma quantidade de gordura determinada qui- 
micamente em amostras de fezes coletadas a cada 24 horas. Devido 
à ampla variação do conteúdo de água presente nas fezes, a concen- 
tração de gordura dada pelo peso úmido é a que menos informações 
fornece. A concentração de gorduras expressa como percentual do 
peso seco é apenas discretamente menos variável, por causa do efeito 
da dieta sobre o volume em questão. O débito de gordura total a cada 
24 horas, com base nas análises químicas de amostras coletadas em 
pelo menos 3 dias, é a determinação mais confiável. Para realizá-la, o 
paciente é submetido a uma dieta padrão que inclui a ingestão diária 
de 100 g de gorduras. No caso de bebês e crianças pequenas, que não 
podem receber essa dieta padrão, a melhor expressão é o “coeficiente 
percentual de retenção de gorduras”. Esse parâmetro é dado pela dife- 
rença entre o conteúdo de gordura fecal e a quantidade de gordura 
ingerida, expressa como percentual de gordura ingerida: 


Coeficiente de retenção de gordura = [(gordura da dieta — gordura 
fecal)/(gordura da dieta)| x 100 


Em crianças e adultos normais, o coeficiente de retenção de gordura 
é > 95%, embora bebês prematuros possam apresentar um coeficiente 
bem menor do que esse valor. Exceto nesse caso, um coeficiente baixo 
é indicativo de esteatorreia. 

O conteúdo de gordura fecal normal consiste primariamente de 
ácidos graxos, sais de ácidos graxos (sabões) e gorduras neutras, com 
maior proporção de alcoóis, parafinas e esteróis, e quantidades sig- 
nificativamente menores de carotenoides vegetais. O fracionamento 
de lipídeos totais em ácidos graxos livres e gorduras neutras foi, a 
princípio, considerado auxiliar na avaliação das funções exócrinas do 
pâncreas. Contudo, devido à presença de lipase bacteriana e à ocor- 
rência de hidrólise espontânea das gorduras neutras, constatou-se que 
o fracionamento dos lipídeos totais não fornece informações adicio- 
nais acerca da causa da esteatorreia. 

Existem vários procedimentos laboratoriais disponíveis que podem ser 

utilizados para avaliar a má absorção de gorduras. Métodos titulométri- 
cos quantificam várias formas químicas de ácidos graxos, enquanto os 
métodos gravimétricos e microscópicos avaliam o conteúdo de gordura 
fecal total. Os métodos titulométricos constituem o procedimento mais 
amplamente utilizado no momento para quantificação do conteúdo de 
gordura fecal. Os testes respiratórios representam uma abordagem mais 
recente para o diagnóstico da má absorção de gorduras. Nesses testes, 
a radioatividade específica do “CO, é medida após a ingestão de uma 
refeição-teste que contém TGs marcados com !“C., 
Método titulométrico. Trata-se de um método que tem utilidade 
como procedimento laboratorial para diagnóstico definitivo da estea- 
torreia. Nesse método, as gorduras e os ácidos graxos são convertidos 
em sabão (saponificados). Para tanto, as fezes são fervidas com hidró- 
xido de potássio alcoólico, sendo produzida uma solução que contém 
sabões derivados de gorduras neutras e ácidos graxos, além dos sabões 
originalmente presentes nas fezes. Após o resfriamento, ácido hidro- 
clorídrico em excesso é adicionado à mistura para converter os sabões 
em ácidos graxos. Estes são extraídos com éter de petróleo, e uma alí- 
quota é evaporada, capturada em álcool neutro e titulada com hidró- 
xido de sódio. O conteúdo de gordura é calculado como concentração 
de ácidos graxos. 

Em certos casos de má absorção, o coeficiente de retenção de gordu- 
ra pode ser aprimorado pela substituição dos ácidos graxos de cadeia 
média por ácidos graxos de cadeia longa na dieta. O método titulo- 
métrico não proporciona a recuperação quantitativa dos ácidos gra- 
xos de cadeia média. Uma melhor recuperação desses ácidos graxos a 
partir das fezes pode ser obtida introduzindo-se uma discreta modifi- 
cação no procedimento titulométrico. A quantidade de água utilizada 
durante a saponificação pode ser reduzida, e o excesso de álcool pode 
ser destilado antes da extração, resultando na completa recuperação 
dos ácidos graxos tanto de cadeia média como de cadeia longa. 


Testes para má absorção 


Quando se cogita um diagnóstico de má absorção, torna-se impor- 
tante distinguir a má digestão pancreática da má absorção entérica. 
Em crianças, a causa principal de má absorção pancreática é a fibrose 
cística e, em tais casos, a determinação do cloreto no suor deve ser 
utilizada quando há evidências clínicas que a sustentam. Testes de 
triagem baseados na ausência de tripsina nas fezes também têm sido 
utilizados. Um dos testes diagnósticos diferenciais mais valiosos, em 
especial para pacientes adultos, é o teste de absorção de D-xilose. 
Entretanto, o mau funcionamento renal também pode resultar em 
baixa excreção e dificultar, assim, a interpretação dos dados forneci- 
dos pelo teste em pacientes que apresentam doença renal. Se o teste 
for realizado em tais circunstâncias, os valores sanguíneos também 
devem ser avaliados. Na doença renal, espera-se detectar níveis san- 
guíneos elevados e valores urinários diminuídos. Como não há valo- 
res de referência nessa situação, é melhor evitar utilizar o teste para 
pacientes com doença renal. 

Os testes de permeabilidade a açúcar celobiose-manitol e de lac- 
tulose-manitol têm sido utilizados no diagnóstico de doença celía- 
ca. A avaliação moderna desse distúrbio foi descrita anteriormente. 
Técnicas isotópicas e o teste de tolerância ao amido têm sido empre- 
gados como alternativas ao teste de D-xilose. O ensaio quantitativo 
específico de tripsina fecal e o ensaio para quimiotripsina podem ser 


úteis, assim como o teste de Schilling para avaliação da absorção de 
vitamina B,,, que tende a fornecer resultados anormais em casos de 
pacientes com esteatorreia entérica em que a anomalia não é corrigí- 
vel com fator intrínseco. Endoscopia, estudos radiológicos e biópsia 
têm substituído esses métodos em diversos casos. 


Teste de D-xilose 

O teste de avaliação da absorção de D-xilose é valioso para o 
diagnóstico diferencial de má absorção. Nesse procedimento, uma 
dose de 25 g de açúcar pentose em água é administrada por via 
oral, e é determinada a quantidade de açúcar excretada pela urina 
num período de 5 horas. Se essa quantidade for inferior a 3 g, o 
diagnóstico mais provável é a má absorção enterógena, uma vez que 
as enzimas pancreáticas são desnecessárias à absorção da D-xilose. 
Esse açúcar é passivamente absorvido no intestino delgado e não 
sofre metabolização hepática, embora uma parte da dose adminis- 
trada por via oral ou endovenosa seja destruída. A acurácia do méto- 
do depende não só da taxa de absorção da D-xilose, mas também da 
taxa de excreção pelos rins. Portanto, recomenda-se que, no caso de 
pacientes com doença renal, seja coletada uma amostra de sangue 
para quantificação da D-xilose 2 horas após a administração. 


Teste e exame de fezes 


Coleta 

Pacientes que não recebem instruções por vezes demonstram con- 
siderável ingenuidade ao coletar amostras de fezes. Todavia, com 
apenas algumas instruções simples, torna-se possível obter amos- 
tras mais satisfatórias. Uma comadre desengordurada e bem lavada 
serve convenientemente como recipiente de coleta. Se o paciente não 
dispõe de uma comadre, uma alternativa satisfatória é um frasco de 
vidro limpo, lavado e fervido, de tamanho adequado. É preciso aler- 
tar o paciente para que não evacue urina na comadre ou no frasco 
durante a coleta, pois a urina, entre outros efeitos, pode ser prejudi- 
cial aos protozoários. Depressores de língua ou pedaços de papelão 
podem ser utilizados como instrumentos razoavelmente convenientes 
para transferir as fezes da comadre para o frasco de transporte, que 
pode ser de plástico, papelão ou vidro. Nós preferimos usar potes com 
tampas rosqueadas, com capacidade aproximada de 56 g (2 oz), para 
pequenas amostras de fezes. Esses frascos detêm o odor, são à prova de 
vazamentos e fáceis de transportar. Os pacientes devem ser orientados 
a não contaminar o lado externo do frasco e a não enchê-lo demasia- 
damente com a amostra. Os gases existentes na amostra, que frequen- 
temente acabam se acumulando, devem ser liberados gradualmente 
afrouxando-se a tampa do frasco com cuidado. A não observância a 
essas precauções simples — especialmente no caso do preenchimen- 
to exagerado com amostra — pode resultar na liberação explosiva do 
conteúdo do frasco. 

O material fecal que permanece nas luvas utilizadas pelo médico 
durante o exame retal pode ser transferido a um pedaço de papel de fil- 
tro para inspeção e realização de pesquisa de sangue oculto. Devido à 
ampla variação dos hábitos intestinais, do tempo de trânsito intestinal 
e do volume de fezes, é necessário dar atenção especial aos métodos de 
coleta de fezes periódica. Para a coleta periódica de amostras de urina, o 
paciente pode esvaziar a bexiga antes e ao final do período de coleta. O 
trato Gl, contudo, não pode ser completamente esvaziado conforme a 
vontade. Por esse motivo, a quantidade de fezes coletadas num período 
de 24 horas usualmente apresenta uma correlação muito fraca com a 
quantidade de alimentos ingerida pelo paciente ao longo de um perio- 
do de tempo semelhante. Para determinar a excreção fecal de 24 horas 
de qualquer substância, as fezes devem ser coletadas, pelo menos, ao 
longo de um período de 3 dias, sendo que os cálculos devem se basear 
na quantidade total de amostra coletada divida pelo número de dias de 
coleta. A acurácia desse método pode ser melhorada se o paciente inge- 
rir corante carmim (0,3 g) no início do período de coleta e carvão vege- 
tal (1 g) ao término desse período, além de coletar as amostras de fezes 
desde o momento em que o corante começar a aparecer no material até 
o surgimento do carvão. No entanto, surtos de Salmonella cubana nos 
estados americanos de Massachusetts e Califórnia foram rastreados com 
corante carmim. Outro método utilizado para sinalizar o período de 


coleta envolve o uso de marcadores fecais inertes e não absorvíveis. Esses 
marcadores são distribuídos em doses uniformes por vários dias, antes e 
durante o período de coleta. A concentração de material encontrado nas 
amostras de fezes é, então, utilizada para determinar a quantidade de 
fezes que contém a dose de marcador ingerida em 1 dia, como indicação 
do débito de 24 horas. Para tanto, tem sido empregado o sesquióxido 
de cromo (Cr,O:), e sua concentração nas fezes é determinada quimi- 
camente. A substituição desses marcadores por isótopos radioativos de 
cromo ou zircônio possibilitou a determinação da concentração através 
da medição da radioatividade presente nas fezes. Contudo, do modo 
como são empregados atualmente, esses métodos são muito demorados 
para serem utilizados como medidas de rotina. 

A coleta da amostra de fezes em casa pode ser um procedimento 
fácil e simples, desde que o paciente seja orientado adequadamente. 
Hoffman (1973) descreveu um método de coleta que conta com a 
vantagem da facilidade de transporte e armazenamento, a ausência 
da necessidade de equipamentos especiais e a aceitabilidade por parte 
dos pacientes e dos funcionários de laboratórios clínicos. 

Um método pediátrico descrito por Jelliffe (1973) inclui o uso de 
um tubo de ensaio de vidro espesso, que é lubrificado por imersão 
na água e, em seguida, inserido no reto da criança. Em cerca de dois 
terços dos casos, é possível obter um núcleo de fezes que pode ser 
fragmentado com auxílio de um bastão aplicador e transferido para 
o frasco de coleta. 


Exame macroscópico de fezes 

É importante inspecionar as fezes, porque esse exame pode conduzir 
ao diagnóstico de infestações parasitárias, icterícia obstrutiva, diarreia, 
má absorção, obstrução retossigmoide, disenteria, colite ulcerativa ou 
sangramento do trato Gl. 

Quantidade, forma, consistência e cor das fezes devem ser observadas. 
Normalmente, 100 a 200 g de fezes são evacuadas por dia. Quando há 
diarreia, as fezes se tornam aquosas. À esteatorreia é caracterizada pela 
evacuação de grandes quantidades de fezes moles, de odor desagradável 
e cor acinzentada. A constipação pode estar associada à evacuação de 
pequenas massas de fezes firmes e esféricas (cíbalos), resultando mais 
frequentemente da síndrome do cólon irritável em pacientes ansiosos 
ou que fazem uso excessivo de laxantes. Em tais casos, são solicitados 
repetidos testes para detecção de sangue oculto, visando a descobrir a 
possível existência de problemas orgânicos mais sérios, como carcino- 
mas, que também podem estar afligindo esses pacientes. 

Fezes estreitas, em forma de tiras, sugerem a possibilidade de intes- 
tino espasmódico ou estreitamento/estenose retal. A cor de argi- 
la indica diminuição ou ausência de bile ou presença de sulfato de 
bário. A presença de sangue, especialmente se for oriundo da porção 
inferior do intestino, pode tornar as fezes vermelhas. A ingestão de 
beterraba na dieta pode mimetizar esse efeito. É mais provável que um 
sangramento do trato GI superior faça as fezes se tornarem negras e 
apresentarem consistência alcatroada. Bismuto, ferro e carvão vegetal 
também tornam as fezes negras. Fezes que permanecem expostas ao 
ar por tempo prolongado podem se tornar escurecidas na superfície. 
Fezes esverdeadas podem ser produzidas após a ingestão de espinafre 
ou outros vegetais de cor verde ou calomelano ou, ainda, como resul- 
tado da presença de biliverdina, observada em pacientes que tomam 
antibióticos orais. É incomum encontrar sementes e cascas de vege- 
tais. A presença de parasitas é abordada no Capítulo 61. 

Muco. A presença de muco reconhecível em uma amostra de fezes é 
anormal e deve ser comunicada. Um muco translúcido e gelatino- 
so aderido à superfície das fezes formadas é sugestivo de constipação 
espasmódica ou colite mucosa. É observado nas fezes de pacientes que 
apresentam perturbações emocionais e pode resultar de esforços exces- 
sivos. A aderência de um muco sanguinolento à massa fecal sugere a 
presença de neoplasia ou processos inflamatórios no canal retal. Muco 
associado a pus e sangue é encontrado nas fezes de pacientes com colite 
ulcerativa, disenteria bacilar, diverticulite ulcerativa e tuberculose intes- 
tinal. Pacientes com adenoma viloso do cólon podem evacuar copiosas 
quantidades de muco (cerca de 3 a 4 L num período de 24 horas). Esses 
pacientes frequentemente desenvolvem desidratação severa e desequili- 
brios eletrolíticos, em especial hipocalemia. 

Pus. Pacientes com colite ulcerativa crônica e disenteria bacilar crô- 
nica frequentemente evacuam com grandes quantidades de pus. O 
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reconhecimento desse material é feito microscopicamente. A presen- 
ca de pus também é detectada nas fezes de pacientes que apresentam 
abscessos ou fistulas localizadas, os quais se comunicam com célon 
sigmoide, reto ou anus. Grandes quantidades de pus raramente acom- 
panham as fezes de pacientes com colite amébica, sendo que sua pre- 
sença constitui evidência contra o diagnóstico. Exsudatos inflama- 
tórios não ocorrem nas fezes aquosas evacuadas por pacientes com 
gastroenterite viral. 


Exame microscópico de fezes 

Gordura. A técnica mais grosseira é o exame microscópico de amos- 
tras coradas com Sudão III, Sudão IV ou óleo vermelho O. Por sua 
simplicidade, esse procedimento tem sido amplamente empregado 
em triagens. A experiência mostra que os resultados obtidos apre- 
sentam boa correlação com medidas quantitativas, quando são 
analisadas alíquotas da mesma amostra de fezes. Para tanto, uma 
pequena alíquota de uma suspensão de fezes é colocada sobre uma 
lâmina de vidro e misturada a gotas de etanol a 95%. Em seguida, 
duas gotas de solução etanólica saturada de Sudão III são adiciona- 
das e misturadas à amostra. O material é, então, coberto com uma 
lamínula de vidro. Nessas condições, os ácidos graxos são observa- 
dos como flocos de cor clara ou cristais em forma de agulha que não 
se coram e, portanto, podem passar despercebidos. Sabões também 
não se coram, mas aparecem como flocos bem definidos e amor- 
fos, massas arredondadas ou cristais grosseiros. As gorduras neutras, 
por outro lado, aparecem como estruturas grandes e alaranjadas ou 
gotículas de cor vermelha. Quando 60 ou mais gotículas coradas de 
gorduras neutras são contadas por campo de maior aumento (hpf, 
high power field), é possível afirmar com segurança que o pacien- 
te apresenta esteatorreia. Recomenda-se ter cautela ao interpretar 
os dados, uma vez que o óleo mineral ou o óleo de rícino podem 
mimetizar a presença de gorduras neutras. Dessa forma, o procedi- 
mento é repetido, adicionando-se várias gotas de ácido acético 36% 
(v/v) à amostra de fezes e aquecendo a lâmina várias vezes com uma 
chama até observar discreta fervura. Esse procedimento converte 
gorduras neutras e sabões em ácidos graxos e os derrete, fazendo-os 
formar gotículas que se coram intensamente com Sudão III. A lâmi- 
na é examinada em seguida, enquanto ainda está morna. Depois que 
esse procedimento é realizado, a presença de até 100 gotículas cora- 
das por campo de maior aumento é considerada normal. Pacientes 
com esteatorreia de origem pancreática são propensos a apresentar 
maiores aumentos do conteúdo de ácidos graxos e sabões. Há quem 
defenda o uso de óleo vermelho O, pois esse corante permite a subs- 
tituição do isopropanol por etanol. 

Fibras de carne. A técnica de amostragem é idêntica àquela utiliza- 
da para as preparações coradas por Sudão para detecção de gordura 
fecal. Em uma lâmina de vidro, as fezes são completamente mistu- 
radas a uma solução de eosina em álcool a 10%. Após 3 minutos em 
repouso, a lâmina é examinada para observação de fibras musculares. 
Toda a área coberta pela lamínula de vidro é examinada, e somente 
as fibras retangulares se tornam claramente evidentes, permitindo a 
contagem do número de estrias transversais. Aparentemente, o exame 
para observação de fibras de carne nas fezes gera resultados que apre- 
sentam boa correlação com a determinação química da excreção de 
gorduras. 

Leucócitos. Uma pequena porção de muco ou uma gota de fezes líqui- 
das é colocada sobre uma lâmina de vidro de microscopia com auxílio 
de um bastão aplicador de madeira. Duas gotículas de azul de metile- 
no de Loffler são adicionadas e misturadas completamente, com cui- 
dado. Uma lamínula é colocada sobre a mistura e esta permanece em 
repouso por 2 a 3 minutos, para que seja obtida uma boa coloração 
nuclear. Fazendo uma varredura com objetivo de pequeno aumen- 
to, contagens grosseiras são realizadas pela aproximação da média 
do número de leucócitos e eritrócitos observado. Todas as contagens 
diferenciais devem ser realizadas com objetivo de pequeno aumento, 
sendo contadas 200 células sempre que possível. Somente as células 
claramente identificadas como sendo mononucleares ou polimorfo- 
nucleares são incluídas na contagem diferencial. Macrófagos e células 
epiteliais que não podem ser claramente identificados são ignorados. 
As contagens celulares iniciais devem ser realizadas no momento em 
que a amostra for recebida para análise. 


Pesquisa de sangue oculto nas fezes 

O câncer de cólon é a principal causa de mortes associadas ao cân- 
cer nos EUA, sendo responsável por cerca de 55.000 mortes anual- 
mente. De acordo com as estatísticas recentes do câncer, cerca de 
150.000 novos casos de câncer de cólon foram diagnosticados em 2003. 
Evidências demonstraram que testes para detecção de sangue oculto 
nas fezes (FOBT, fecal occult blood testing) são úteis para detectar esse 
tipo de câncer ainda no estágio inicial e, com isso, potencialmente acar- 
retam a diminuição da mortalidade. Três triagens aleatórias e controla- 
das demonstraram que o FOBT promove uma redução de 15 a 35% na 
taxa de mortalidade associada ao câncer de cólon (Clinical Guideline, 
1997). Devido à biologia clínica geralmente favorável exibida por esses 
tumores, quando diagnosticados no início, com uma taxa de sobrevida 
de 80 a 90% diante do confinamento local da doença (Helm, 2003), e 
considerando a natureza barata e não invasiva do FOBT, essa técni- 
ca pode ser útil para fazer triagens. Diversas organizações profissio- 
nais recomendam a realização de um FOBT bienal, porém ainda não 
foram estabelecidos protocolos de triagem universais. As diretrizes da 
American Cancer Society (ACS) para triagem de câncer colorretal — 
adotadas na maioria dos casos — recomendam a realização de um FOBT 
anual e uma sigmoidoscopia flexível de 3 a 5 anos, a partir dos 50 anos 
de idade, para indivíduos assintomáticos que apresentam risco elevado 
de desenvolver a doença (Marshall, 1996). A CAP Laboratory Testing 
Strategy Task Force também recomenda a realização de um FOBT 
anual como prática padrão. As limitações desse teste incluem o elevado 
número de resultados falso-positivos e falso-negativos. Estima-se que 
a sensibilidade do FOBT seja de 30 a 50%. É difícil determinar qual é a 
verdadeira sensibilidade desse teste, porque os indivíduos que apresen- 
tam resultados negativos não são submetidos a novas avaliações colo- 
noscópicas para determinar se o resultado do FOBT é de fato negativo. 
Apenas cerca de 5 a 10% das reações positivas são comprovadamente 
causadas por uma malignidade oculta (Simon, 1998). Entretanto, a 
adoção de uma abordagem nas etapas de triagem do câncer de cólon 
deve ser capaz de minimizar os efeitos clínicos das limitações de sensi- 
bilidade e especificidade e fornecer informações valiosas. 

É possível detectar sangue oculto por meio de métodos químicos 
(guaiaco), hemoporfirina ou métodos imunológicos. O sangue ocul- 
to pode surgir em qualquer parte do trato intestinal e, muitas vezes, 
representa o primeiro sinal de alerta da presença de uma malignidade 
GI. Outras potenciais fontes de sangue oculto podem ser sangramen- 
tos de varizes esofágicas, pólipos, inflamação esofágica ou gástrica, 
hemorroidas ou fissuras, enteropatia inflamatória (DII), doença da 
úlcera péptica (DUP) ou angiodisplasias do cólon. O diagnóstico 
laboratorial da presença de sangue oculto nas fezes, em geral, envol- 
ve a realização de um teste com esfregaco de guaiaco (Hemoccult, 
Searcult, Coloscreen), mais comumente utilizado. O guaiaco é um 
composto fenólico de ocorrência natural que sofre oxidação e se 
transforma em quinona por ação de uma hidrogênio-peroxidase, com 
consequente alteração detectável da cor do meio. Esses testes detectam 
a atividade de pseudoperoxidase do heme, seja como hemoglobina 
intacta ou heme livre (Allison, 1996). São inespecíficos para hemoglo- 
bina humana, sendo que a hemoglobina oriunda da carne vermelha, 
a peroxidase de frutas e vegetais e certos fármacos podem gerar resul- 
tados falso-positivos. A presença de mais de 20 mL de sangue/dia nas 
fezes produz resultados positivos de teste com esfregaço de guaiaco. As 
amostras de fezes devem ser obtidas a partir de três evacuações segui- 
das e enviadas para a análise. Devem ser preparadas duas lâminas para 
cada amostra. Estudos demonstraram que as lâminas não devem ser 
reidratadas, devendo ser preparadas em até 7 dias após a coleta. Trata- 
se de um protocolo padrão para o FOBT, recomendado por triagens 
clínicas aleatórias. É interessante notar que as instituições médicas 
atualmente exigem que as amostras de fezes sejam enviadas ao labora- 
tório clínico para realização do teste do esfregaço do guaiaco, em vez 
de serem preparadas por residentes nas enfermarias, a fim de garantir 
o cumprimento desse protocolo. A maioria dos testes com esfregaço 
de guaiaco preparados por residentes é concluída após a realização de 
um único exame digital do reto. A reidratação aumenta a sensibilida- 
de do teste para detecção de câncer colorretal, mas diminui a especi- 
ficidade, provocando um aumento de mais de 10% na incidência de 
resultados falso-positivos. Essa situação incentiva a realização desne- 
cessária de mais avaliações colonoscópicas, que são invasivas e caras, 


fazendo com que a triagem se torne impraticável. Além disso, o teste 
deve ser realizado sob condições apropriadas que servem para limitar 
sua sensibilidade. A presença de sangramento gengival ou a ingestão 
de grandes quantidades de carne vermelha antes da execução do teste 
são exemplos de fatores que podem acarretar resultados incorretos. 
Além disso, alguns pacientes podem usar certos tipos de medicação 
que influenciam o resultado do FOBT. Exemplificando, fármacos que 
podem causar irritação GI e subsequente sangramento, como agen- 
tes anticoagulantes, aspirina, NSAIDs, colchicinas ou suplementos 
de ferro, podem produzir resultados falso-positivos. Outros fárma- 
cos implicados são a reserpina e os agentes farmacológicos oxidantes 
(p. ex., iodo). Por outro lado, a ingestão de grandes quantidades de 
vitamina C pode conduzir a um resultado falso-negativo. Portanto, os 
pacientes devem ser informados sobre esses efeitos e evitar tais medi- 
cações ou produtos alimentares antes da realização do FOBT. Se não 
for clinicamente possível tomar essas precauções, então, os resultados 
obtidos com o FOBT devem ser interpretados com cautela ou o pró- 
prio teste deve ser totalmente abolido como modalidade de triagem 
para tais pacientes. 

Um resultado positivo de FOBT deve ser definido como positivo 
em um ou mais campos da lâmina, a fim de maximizar a sensibili- 
dade do procedimento de triagem. Dessa maneira, o resultado posi- 
tivo de FOBT pode conduzir à realização de novas avaliações de uma 
possível suspeita de neoplasia colônica. Um paciente de meia-idade 
considerado FOBT-positivo, sem que a lâmina tenha sido reidratada 
para realização do teste, tem uma estimativa de probabilidade de 7 a 
14% de apresentar câncer de cólon de classificação de Dukes A ou B, 
ainda em estágio inicial (Clinical Guideline, 1997). Novas avaliações 
usualmente incluem tanto uma sigmoidoscopia com enema de bário 
como uma colonoscopia total, das quais a última é a modalidade pre- 
ferida. Um resultado de FOBT negativo, por outro lado, não exclui 
definitivamente a presença de uma neoplasia de cólon. Se um paciente 
apresenta sinais e sintomas sugestivos de câncer de cólon, devem ser 
realizadas novas avaliações mesmo que ele seja FOBT-negativo. 

O teste imunoquímico fecal para imunoglobulina humana, como 
HemeSelect ou InSure, foi desenvolvido para melhorar a sensibi- 
lidade e a especificidade do teste de guaiaco na detecção de neopla- 
sias colônicas. O HemeSelect se baseia na reação antigeno-anticorpo, 
envolvendo hemácias de galinha fixadas e recobertas com anticor- 
pos anti-hemoglobina humana (Allison, 1996). As amostras que 
apresentam aglutinação são interpretadas como positivas para sangue 
humano oculto. O InSure utiliza anticorpos monoclonais de camun- 
dongo anti-hemoglobina humana e subsequente detecção colorimé- 
trica, sendo sensível o bastante para detectar 50 ug de Hb/g de fezes 
(Quest Diagnostics). Esses testes não reagem com hemoglobina que 
não seja humana nem com peroxidase, tornando desnecessárias as res- 
trições alimentares. Os testes imunoquímicos InSure têm como alvo a 
globina da hemoglobulina, que não sobrevive à passagem pelo trato GI 
superior. Por esse motivo, esses testes são mais específicos para sangra- 
mentos na parte inferior do trato GI e no cólon (Quest Diagnostics). 

O teste de DNA fecal é uma técnica promissora para detecção de 
sangue oculto. Entretanto, seu uso ainda não se tornou disseminado. 
O teste envolve a coleta de uma única amostra de fezes que, em segui- 
da, é submetida a uma varredura para detectar a presença de mar- 
cadores de DNA oriundos de células cancerosas que possam estar 
presentes no trato GI e que eventualmente são liberadas com as fezes 
(Helm, 2003). O PCR é empregado para amplificar o DNA encon- 
trado nas fezes, tornando o ensaio extremamente sensível. O DNA se 
mantém estável nas fezes, enquanto as células que se soltam do tecido 
epitelial normal são degradadas pelas enzimas, no processo de morte 
celular normal (Helm, 2003). Os genes APC e p53 são exemplos de 
marcadores de DNA utilizados no exame de fezes. Esses genes con- 
trolam o crescimento da célula colorretal e, muitas vezes, são afetados 
pela neoplasia colônica. Estudos clínicos demonstraram que o teste de 
DNA fecal apresenta especificidade crescente, que varia de 93 a 100%, 
e sensibilidade variável entre 71 e 91% para determinação do câncer. 
Tais valores são consideravelmente melhores que os do teste de guaia- 
co e, portanto, constituem uma promessa de aprimoramento do diag- 
nóstico laboratorial de malignidades colorretais. A Figura 22.1 mostra 
o algoritmo do teste de sangue oculto nas fezes utilizado para detecção 
precoce do câncer de cólon. 
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Figura 22.1 Triagem para detecção de malignidade colorretal oculta utilizando teste 
de sangue oculto nas fezes (FOBT). 





Elastase fecal 

A elastase 1 é uma enzima proteolítica produzida pelo pâncreas, cujo 
peso molecular vale 28 kDa. Representa cerca de 6% da secreção enzi- 
mática do pâncreas. Foi isolada inicialmente em 1975, sendo deno- 
minada protease E (Lankisch, 2004). A elastase pancreática sobrevive 
ao trânsito intestinal e permanece intacta, aparecendo nas fezes em 
concentrações de 5 a 6 vezes maiores que sua concentração no suco 
pancreático (Lankisch, 2004). 

A determinação de elastase fecal 1 é um novo teste enzimático fecal, 
utilizado na avaliação indireta da função pancreática para auxiliar o 
diagnóstico de insuficiência pancreática exócrina. Pode substituir a 
determinação dos níveis de quimiotripsina fecal. É interessante notar 
que a concentração de elastase 1 está aumentada na pancreatite aguda 
e recidivante na doença crônica, ainda mais intensamente que os níveis 
de amilase sérica (Henderson, 1994). Além disso, a elevação dos níveis 
de elastase 1 é mais duradoura do que o aumento dos níveis de amilase 
sérica e, por esse motivo, pode ser mais específica para a detecção de 
pancreatite, além de acompanhar com maior acurácia a evolução clí- 
nica da doença (Henderson, 1994). A continuidade das investigações 
provavelmente definirá a devida utilidade da análise do conteúdo fecal 
de elastase 1 em cenários clínicos particulares. Até isso acontecer, os 
resultados desse teste devem ser interpretados com cuidado. 
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O teste de ELISA emprega anticorpos monoclonais que reagem com 
a elastase pancreática humana (hEP) (Lankisch, 2004). Dessa forma, o 
teste não é afetado pela terapia de reposição de enzimas pancreáticas, tor- 
nando-se útil como teste diagnóstico. É altamente sensível para detecção 
de insuficiência pancreática severa. Entretanto, não apresenta alta sensi- 
bilidade para detectar formas mais brandas da doença — um problema 
comum dos testes indiretos de avaliação da função pancreática. A elasta- 
se fecal apresenta superioridade diagnóstica em relação à determinação 
dos níveis fecais de quimiotripsina, bem como aos testes mais antigos de 
avaliação da função pancreática exócrina — ácido para-aminobenzoico 
(PABA), bentiromida e pancreolauril (Lankisch, 2004). 

Uma única análise de uma amostra de 100 mg de fezes é adequa- 
da para determinar os níveis fecais de elastase. Se forem detectados 
valores duvidosos, pode ser útil repetir a análise da amostra. Esse teste 
deve utilizar somente fezes formadas — detalhe importante a ser con- 
siderado na coleta e no processamento das amostras. Com base em 
testes anteriores, valores acima de 200 ug de hEP-1/g são considera- 
dos normais, valores entre 100 a 200 ug de hEP-1/g indicam a existên- 
cia de insuficiência pancreática de grau suave a moderado, e valores 
abaixo de 100 ug de hEP-1/g apontam indivíduos com insuficiência 
pancreática severa (Lankisch, 2004). Adotando esses valores de cutoff, 
estima-se que o teste para elastase fecal apresente uma especificidade 
de 57 a 90%. A sensibilidade desse teste baseia-se no grau de severida- 
de da insuficiência pancreática. Estima-se que sua sensibilidade seja 
de 100% para a detecção de doença severa. No entanto, a sensibilidade 
cai para 33 a 89% nos casos de doença moderada, e para 0 a 65% na 
insuficiência pancreática branda, segundo estudos preliminares atual- 
mente em curso. Adotando um cutoff de 200 ug/g de fezes, estima-se 
que o valor preditivo da determinação do conteúdo fecal de elastase 
seja de aproximadamente 50% (Luth, 2001). 

A determinação da concentração de elastase nas fezes pode ser mais 
útil que a determinação dos níveis fecais de quimiotripsina no diag- 
nóstico da insuficiência pancreática. Entretanto, o teste é pouco sensi- 
vel para detectar as formas branda e moderada da doença e, assim, não 
pode diagnosticar casos de pancreatite crônica com segurança. Além 
disso, a utilidade clínica do teste é ainda mais limitada por sua incapa- 
cidade de diferenciar a esteatorreia pancreática da não pancreática. A 
Tabela 22.8 resume a aplicação clínica da estimação do conteúdo fecal 
de elastase 1 no diagnóstico da pancreatite crônica e da insuficiência 
pancreática exócrina. 


Teste de tolerância à lactose 


Depois de jejuar de um dia a outro, o paciente recebe 50 g de lac- 
tose dissolvida em 400 mL de água por via oral. Amostras de sangue 
são coletadas com o paciente em jejum e aos 30, 60 e 120 minutos 
após a ingestão da solução de lactose, assim como é feito no teste de 
avaliação da tolerância à glicose. Como opção, uma amostra pode ser 
coletada em 5 horas e, em seguida, examinada e registrada em termos 
de aparência, consistência e pH. 

Pacientes com deficiência de lactase exibem um pico de aumento 
inferior a 20 mg/dL na redução de substâncias expressas como glicose. 
Para todos os indivíduos que apresentarem curvas de tolerância acha- 
tadas, o teste deve ser repetido dentro de 2 dias para obtenção de outra 
curva. Dentre as duas curvas, a menos anormal deve ser utilizada na 
interpretação. Recomenda-se realizar um teste-controle, com 25 g de 
glicose e 25 g de galactose, caso o teste de lactose acuse má absorção. 
Alguns pesquisadores empregam doses de 100 g que, segundo relatos, 
produz resultados mais definitivos. O teste pode provocar o apareci- 
mento de sintomas em pacientes com deficiência branda de lactase. 
Para crianças, a dose de lactose ou outros açúcares deve ser de 2 g/kg 
de peso corporal. 


Marcadores genéticos da doença 
gastrintestinal 


O defeito molecular subjacente à fibrose cística resulta em alterações 
do transporte eletrolítico nas células epiteliais. Trata-se de uma condição 
autossômica recessiva, determinada por uma mutação no gene CFTR, 
localizado no cromossomo 7. O grau de severidade do defeito depen- 
de da natureza da mutação. Diversas mutações foram caracterizadas, as 


Tabela 22.8 Valores estimados para elastase 1 fecal no diagnóstico de 
pancreatite crônica e insuficiência pancreática exócrina 


Estimativa para 
elastase 1 fecal 


Procedimentos Interpretação da estimativa para 
morfológicos (US, elastase 1 fecal“ 
USE, TC, ERCP) 


Normal Insuficiência pancreática exócrina 
severa excluída; possibilidade de 
comprometimento de grau suave a 


moderado 


Normal 


Anormal Normal Insuficiência pancreática exócrina pode 
ou não estar presente; o teste é inútil, 
especialmente na diferenciação de 
esteatorreia/diarreia 

O teste confirma a pancreatite crônica, 
porém não indica se há esteatorreia 

e, assim, insuficiência que requeira 
substituição de enzimas pancreáticas 


Anormal Anormal 


Normal Anormal Há duas interpretações possíveis: 


O paciente apresenta pancreatite 
crônica, baseando-se nos 
procedimentos morfológicos, porém 
não foi detectada insuficiência 
pancreática exócrina de grau suave 
a moderado; estimativa falsamente 
normal de elastase 1 fecal 


Exame morfológico anormal devido 

às cicatrizes resultantes da pancreatite 
aguda; estimativa corretamente normal 
de elastase 1 fecal 


* Interpretação com base na sugestão de que o diagnóstico de pancreatite crônica deva ser 
dado por uma combinação de resultados anormais obtidos em exames morfológicos e em 
testes de avaliação da função pancreática exócrina anormal, 

TC = tomografia computadorizada; USE = ultrassonografia endoscópica; ERCP = 
colangiopancreatografia retrógrada endoscópica; US = ultrassonografia. 


Conforme Lankisch PG: Now that fecal elastase is available im the United States, should 
clinicians start using it? Curr Gastroenterol Rep 2004; 6:126-131, com permissão. 


quais estão associadas ao aparecimento da forma mais branda da doença. 
A clássica mutação A-F508 causa fibrose cística quando ambas as cópias 
do gene mutado são herdadas. Indivíduos heterozigotos para a mutação 
R117H podem desenvolver insuficiência pancreática. Tais indivíduos 
podem apresentar pancreatite crônica idiopática (Durie, 2000). 

A enzima central, envolvida na ativação de todas as pró-enzimas, é a 
tripsina. Essa enzima é sintetizada e mantida como tripsinogênio inati- 
vo dentro dos grânulos de secreção das células pancreáticas acinares. A 
tripsina é estabilizada nos ácinos do pâncreas por ação de um inibidor 
de serina proteases, o SPINK1. Após ser liberado no ducto pancreático, 
o tripsinogênio é clivado por uma enteroquinase na borda em escova 
do duodeno, transformando-se em tripsina ativa. Várias mutações que 
afetam a tripsina e o SPINKI recentemente ganharam importância na 
avaliação da pancreatite e do câncer pancreático. 

Mutações catiônicas no tripsinogênio (PRSS1) envolvendo os 
códons 29 e 122 levam ao aparecimento de formas autossômicas 
dominantes de pancreatite hereditária (Whitcomb, 2000). O número 
de mutações é limitado, e o tipo de mutação parece alterar a prote- 
ina, acarretando a diminuição da capacidade de prevenir a ativação 
enzimática. Como resultado, ocorre uma série de eventos que leva ao 
aparecimento de tripsina intra-acinar ativa. 

Mutações que afetam a molécula de SPINKI causam um problema 
semelhante, uma vez que a forma nativa dessa molécula é responsável 
pela estabilidade da tripsina. Foram descritas mutações (N34S) que 
reduzem a capacidade de promover a degradação da tripsina. A maior 
concentração de tripsina acinar resulta em ativação das pró-enzimas 
e, consequentemente, em pancreatite. 

Pacientes com tais distúrbios tipicamente apresentam pancreti- 
te aguda recorrente, às vezes, no período que vai da infância até a 


quarta década de vida. Esses indivíduos desenvolvem pancreatite 
crônica e câncer de pâncreas quando ainda são relativamente jovens. 
Não há nenhuma terapia específica para prevenção ou tratamento 
da pancreatite hereditária. Existem testes clínicos disponíveis para 
detecção dos distúrbios descritos (Etemad, 2001), sendo que o FDA 
desenvolveu normas para a realização desses testes. A solicitação para 
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PONTOS-CHAVE 

¢ O número de testes de detecção de fármacos no 
sangue e em outros líquidos corporais de pacientes 
sofreu um vasto aumento nos últimos 20 anos. 





e A realização de testes para detecção de drogas de abuso e/ 
ou agentes tóxicos em pacientes tornou-se obrigatória tanto 
nas unidades de atendimento emergencial como na seleção de 
candidatos a vagas de emprego. 


e A maioria dos fármacos pode ser analisada por meio de técnicas 
imunológicas homogêneas. 


e A cromatografia gasosa-espectroscopia de massa (GC-MS, gas 
chromatography-mass spectroscopy), que envolve a separação de 
compostos derivados na fase gasosa e sua detecção a partir das 
proporções massa/carga e altos de fragmentação, é considerada 
o “padrão-ouro” da detecção e quantificação de drogas em líquidos 
corporais. 


e Os mecanismos de ação de muitos fármacos terapêuticos já foram 
ao menos parcialmente elucidados. Muitos deles (p. ex., fármacos 
anti-inflamatórios, antiasmáticos e imunossupressores) bloqueiam 
pontos específicos das vias de transdução de sinal. 


e À ingestão de substâncias tóxicas (venenos) causa distúrbios 

que ameaçam a vida. Entre essas substâncias, incluem-se: cianeto, 
monóxido de carbono e inúmeros metais, como chumbo, mercúrio, 
ferro e arsênico. Quando são detectados, os efeitos desses venenos, 
com frequência, são revertidos. 


A toxicologia é o estudo de substâncias introduzidas exogenamente 
no corpo. Em outros momentos deste livro, os métodos analíticos 
apresentados se referem à detecção e à quantificação dos níveis dos 
compostos naturais envolvidos na função normal do organismo. 
Neste capítulo, em particular, são discutidos os efeitos biológicos e os 
métodos disponíveis para detecção de compostos químicos exógenos 
que influenciam profundamente as funções corporais, por vezes de 
modo deletério, mas também para produzir efeitos terapêuticos. 
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No decorrer dos anos, à medida em que foi se desenvolvendo, a 
toxicologia passou a ser dividida em quatro áreas. As duas primeiras 
são: detecção de drogas de abuso e determinação dos níveis de fárma- 
cos terapêuticos administrados a pacientes. Reconheceu-se ainda que 
certos compostos ambientais de natureza mutagênica e carcinogênica, 
como os benzopirenos e o acetaminofeno, provocam mutações em 
sequências críticas do DNA humano, levando ao franco desenvol- 
vimento de câncer. Ante a atual revolução por que passa a biologia 
molecular, esse campo foi expandido para a detecção de alguns mar- 
cadores, como sequências anormais de DNA e presença de proteínas 
mutantes ou de carcinógenos ligados ao DNA. 

Concluindo, os indivíduos se expõem a uma variedade de toxinas 
(p. ex., monóxido de carbono, cianeto, metais etc.), cuja detecção 
é vital para que os médicos consigam reverter os efeitos fisiológicos 
agudos adversos. Neste capítulo, cada uma das divisões da toxicologia 
é discutida, dando-se especial atenção à detecção de fármacos e toxi- 
nas em líquidos corporais. 


Técnicas básicas para detecção de fármacos 
no soro e na urina 


As técnicas envolvidas na detecção da presença e/ou quantificação 
dos níveis de determinadas substâncias — sejam drogas de abuso ou 
fármacos terapêuticos — são de dois tipos básicos: imunoquímicas e 
cromatográficas. 


Métodos imunoquímicos 


Atualmente, grande parte dos testes de detecção de drogas correspon- 
de aos conhecidos imunoensaios homogêneos. O termo “homogêneo” 
se refere ao fato de tais ensaios serem realizados em uma única etapa 
(i. e. somente um anticorpo é utilizado no procedimento). Essa tec- 
nologia revolucionou a toxicologia, permitindo realizar análises rápidas 
dos constituintes do sangue e da urina. A Figura 23.1 ilustra a técnica 
esquematizada. Nesta seção, são mostrados exemplos de dois tipos de 





350 ensaio. No primeiro, a técnica imunológica mediada (ou multiplica- 
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da) por enzima (EMIT, enzyme-mediated [or multiplied] immunologic 
technique), o próprio composto é covalentemente acoplado a uma enzi- 
ma, como a ALP (Fig. 23.1A-1). Quando o complexo composto-enzima 
é incubado com um anticorpo (em geral, monoclonal) para o compos- 
to, a atividade enzimática diminui de modo acentuado, em decorrência 
do bloqueio do sítio ativo da enzima pelo anticorpo. Quando um com- 
posto exógeno (como no soro) é adicionado ao imunocomplexo (Fig. 
23.1A-2), esse complexo compete com o componente composto-enzi- 
ma pela ligação ao anticorpo. A existência de componentes composto- 
-enzima livres resulta no aumento da atividade enzimática. A elevação 
da concentração de composto no soro acarreta o aumento da atividade 
enzimática. Essa metodologia foi extensivamente explorada pela Syva 
Corporation (uma divisão da Behring Diagnostics Inc., San Jose, CA), 
sendo aplicada tanto no monitoramento farmacológico terapêutico 
como na detecção de drogas de abuso. O imunoensaio de fluorescên- 
cia por polarização (FPIA, fluorescence polarization immunoassay) é o 
segundo tipo de ensaio homogêneo para detecção de drogas e fárma- 
cos, conforme mostra a Figura 23.1B. Trata-se de um método particu- 
larmente sensível e elegante. Em vez de estar associado a uma enzima, 
como na Figura 23.1A, o composto está acoplado à molécula de uma 
sonda por ligação covalente. Se uma molécula fluorescente for excitada 
com luz polarizada e permanecer em estado estacionário (i. e., ela não 
“tomba” em uma solução), emitirá luz polarizada como se fosse um flu- 
oróforo. Essa luz emitida exibe a mesma polarização que a luz de exci- 
tação. Sendo assim, por exemplo, se uma luz de excitação é polarizada 
para a esquerda, a luz emitida também será polarizada para a mesma 
direção. Entretanto, se um fluoróforo tombar livremente em uma solu- 
ção, a polarização estará perdida. A luz emitida será polarizada tanto 
para a esquerda como para a direita, igualmente. A ligação do fluoró- 
foro a uma macromolécula como um anticorpo, no entanto, fortalece 
a polarização. Isso ocorre porque o fluoróforo, acoplado ao anticorpo 
estacionário, também permanece relativamente estacionário. Nesses 
ensaios, o composto marcado com sonda é incubado com o anticorpo. 
A polarização fluorescente desse composto, sem dúvida, é intensa, pois 
a sonda fluorescente permanece relativamente imobilizada e ligada ao 
anticorpo que a reconhece (Fig. 23.1B-1). A adição de um composto 
exógeno, como no soro, à mistura incubada resulta no deslocamento 
de algumas moléculas de composto marcadas com sonda fluorescente, 
como ilustrado na Figura 23.1B-2. Essas moléculas deslocadas podem, 
então, tombar livremente em uma solução. Como consequência, há 
diminuição da fluorescência polarizada. Essa redução está diretamente 
associada à concentração do composto no soro. 

O ensaio é capaz de detectar concentrações nanomolares de fárma- 
cos e drogas, sendo altamente sensível e específico. Tanto a Abbott 
Laboratories (Chicago, IL), com os analisadores TDX e AXSYM, 
como a Roche Diagnostic Laboratories (Nutley, NJ), com os ana- 
lisadores COBAS e INTEGRA, foram pioneiras na exploração dessa 
técnica mais efetiva no monitoramento de uma ampla variedade de 
fármacos terapêuticos e também de drogas de abuso. 


Ligação de fármacos a anticorpos 


Em ambos os métodos homogêneos já discutidos, existe uma rela- 
ção não linear entre a concentração de composto no soro e a resposta 
do sistema — ou seja, a cor produzida a partir da reação enzimática 
(Fig. 23.1A) ou a diminuição da polarização fluorescente (Fig. 23.1B). 
Essa falta de linearidade da resposta se deve ao fenômeno da ligação (i. 
e., 0 composto deve se ligar ao anticorpo antes de ser detectado). Esse 
fenômeno pode ser expresso através do seguinte equilíbrio: 

D + D* - Ab s—— D-Ab+D* (23.1) 

Onde D é a concentração de composto no soro, D* é o composto 
marcador (i. e., o composto marcado com uma enzima ou sonda fluo- 
rescente), e Ab é o anticorpo. A concentração de D* livre é uma medida 
de (D- Ab), visto que ambas são equimolares. O valor (D — Ab), por sua 
vez, está relacionado a D, ou seja, quanto maior a concentração D, mais 
(D — Ab) é formado. Entretanto, como a concentração de Ab é fixa em 
um experimento, diante de concentrações de D suficientemente altas, 
todo o Ab será saturado. Desse modo, em concentrações maiores de D, 


não há formação de mais (D — Ab). A relação entre D e (D — Ab) é dada 
pela expressão de Langmuir: 


r= (D — Ab)/(Ab,) = nkD/(kD + 1) (23.2) 


Onde, (Ab,) é a concentração total de anticorpo, k é a constante de 
equilíbrio da formação do complexo (D — Ab), n é o número de sítios 
de ligação de anticorpo por molécula de anticorpo, e D é a concentra- 
ção de composto livre, conforme anteriormente definido. A equação 
(23.2) é muito semelhante à equação de Michaelis-Menten discutida no 
Capítulo 20, exceto por não envolver uma etapa catalítica. Essa equação 
mostra que a concentração de (D — Ab) não é linear em D, a menos 
que kD << 1. Quando kD >>1 ocorre saturação. Essa equação pode ser 
linearizada na forma empregada para um gráfico de Scatchard: 

r/D = kn — kr (23.3) 

Onde r/D é representado em função de r. Obtidos os resultados 
de um conjunto de experimentos, traça-se a reta dos quadrados 
mínimos que melhor se ajusta aos pontos, e os valores de n e k são 
determinados. Uma vez conhecidos os valores de n e k, o valor de D 
para qualquer valor medido de r pode ser diretamente calculado por 
meio da equação 23.3. 

Quando se emprega a equação 23.3, por vezes é possível encontrar 
dois problemas: a falta de homogeneidade dos anticorpos (de modo 
que o gráfico de Scatchard não é linear) e o possível bloqueio dos 
sítios livres dos anticorpos por moléculas de composto em imunoen- 
saios de fase sólida. O primeiro problema foi resolvido por Rodbard 
(1971), com a aplicação da referida análise a equilíbrios de ligações 
múltiplas. Essa análise é comumente utilizada pelos microprocessado- 
res que avaliam as curvas de calibração dos imunoensaios. O segun- 
do problema tem sido estudado por meio de uma abordagem teórica 
diferente (Pincus, 1981). A equação 23.3 ilustra o princípio básico da 
conversão dos resultados obtidos no imunoensaio farmacológico em 
concentrações de composto no soro. 


Técnicas cromatográficas 


Procedimentos cromatográficos (Engelhardt, 2004: um excelente 
resumo da história da cromatografia líquida) têm sido aplicados prin- 
cipalmente na detecção qualitativa de drogas de abuso e toxinas e, em 
menor escala, na determinação dos níveis de fármacos terapêuticos. Os 
três principais métodos são: cromatografia em camada delgada (TLC, 
thin-layer chromatography), cromatografia líquida de alto desempenho 
(HPLC, high-performance liquid chromatography) e cromatografia gaso- 
sa acoplada a espectroscopia de massa (GC-MS). Embora a GC-MS seja 
considerada o “padrão-ouro” da detecção e quantificação de drogas e 
venenos voláteis, também foram desenvolvidas novas técnicas analíti- 
cas, como eletroforese capilar (CE, capillary electrophoresis) e croma- 
tografia líquida acoplada à espectroscopia de massa (LC-MS, liquid 
chromatography-mass spectroscopy). Todas essas técnicas serão discuti- 
das na presente seção. 


Cromatografia em camada delgada 

Diversos compostos podem ser separados por esse método, com 
base em suas afinidades relativas em relação a uma fase estacionária 
sólida polar (em geral, de silicato hidratado) e a uma fase móvel líqui- 
da apolar (como uma solução de metanol a 10% em clorofórmio). 
Dependendo dessas afinidades, diferentes compostos adsorvem na 
superfície de silicato hidratado em posições distintas, à medida em que 
o solvente apolar migra até a fase estacionária. O princípio do método 
é ilustrado na Figura 23.2. Para um dado sistema de solventes, a pro- 
porção da distância percorrida pelo composto em relação à percorrida 
pela frente de solvente é dada por uma constante atribuída ao com- 
posto. Essa constante pode ser utilizada para identificar o composto 
na mistura, sendo denominada r,. Trata-se de uma técnica central na 
identificação de diferentes drogas de abuso, muitas das quais podem 
ser isoladas umas dos outras pela TLC. O método atualmente é dis- 
ponibilizado sob a forma de kits — os kits Toxi-lab (Irvine, CA) —, que 
fornecem ao usuário tiras discretas de silicato, solventes para extração 
e soluções que desenvolvem cor. 
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Figura 23.1 Métodos homogêneos para detecção qualitativa ou quantitativa dos níveis de drogas e fármacos em líquidos corporais. A, no método que utiliza a técnica 
imunológica mediada por enzimas (EMIT), o complexo composto-enzima é utilizado como marcador. Quando ligado ao anticorpo anticomposto, o sítio ativo da enzima 
(relacionado ao composto) fica bloqueado. Assim, quando o substrato é adicionado, não ocorre nenhuma reação conforme ilustrado na parte 1. Entretanto, quando o 
composto está livre no meio (como ocorre no soro), alguns ou a maioria dos complexos enzima-composto é deslocada do anticorpo anticomposto. Como os sítios ativos dos 
complexos enzima-composto liberados ficam livres, o substrato reage conforme indicado na parte 2. B, no método da fluorescência por polarização (FPIA), é empregada a 
mesma abordagem geral utilizada em A, exceto que nesse método o composto é acoplado a um marcador fluorescente ou fluoróforo. Conforme mostrado no esquema de 
cima, quando está ligado ao anticorpo anticomposto, o complexo composto-marcador fica imobilizado (“sonda rígida”, na ilustração). Ao ser excitado com luz polarizada 
(na ilustração, polarizada para a esquerda ou “E”), o fluoróforo emite luz também polarizada (na ilustração, para a esquerda). Como se observa no esquema debaixo, ao ser 
deslocado pelo composto livre (como ocorre no soro ou na urina), o complexo composto-sonda é deslocado do anticorpo anticomposto. Assim, esse complexo deixa de estar 
imóvel e passa a tombar livremente em solução. Como resultado, perde a polarização da luz emitida (“E” e “D”, para polarização à esquerda e à direita, respectivamente), ou 


seja, a fluorescência por polarização é diminuída. 
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Figura 23.2 Ilustração do princípio da cromatografia em camada delgada (TLC). 
Dois solutos, A e B, são aplicados a tira de silicato polar. A é mais polar que B e, 
portanto, possui maior afinidade pela fase estacionária polar que pela fase móvel 
apolar (usualmente metanol em clorofórmio). Essa afinidade relativa de A também é 
mais alta que a afinidade de B pela fase polar. Sendo assim, A é separado antes na 
tira, enquanto B ainda migra um pouco mais. 


Procedimentos do kit Toxi-lab 

A urina é a melhor amostra para detecção de drogas por cromato- 
grafia devido ao grande volume de amostra que pode ser obtido de 
modo não invasivo. Uma vez coletada, a amostra de urina é subme- 
tida a procedimentos de concentração e extração. No processamento 
para extração, as drogas acídicas são separadas das basídicas. Quase 
todas as drogas de abuso são básicas (derivadas de aminas), sendo que 
as importantes drogas “ácidas” compreendem quase exclusivamen- 
te os barbitúricos. Em solução aquosa, as drogas básicas apresentam 
carga elétrica, devido ao equilíbrio da equação 23.4A: 


R-NH, + Ht = R- NH; 
RNH,* OH- ==> RNH, + H,O 


(23.44) 
(23.46) 


Em que uma amina primária (aminas secundárias e terciárias exibem 
o mesmo equilíbrio) é representada por RNH;. A forma de íon amônio 
(lado direito da equação [23.4A]) é solúvel em água, mas insolúvel em 
solventes orgânicos apolares. Entretanto, a base livre de aminas (lado 
esquerdo da equação [23.4A]) é solúvel em solventes orgânicos apola- 
res. Os procedimentos de extração utilizados para isolar drogas básicas 
têm como objetivo tratar a urina com uma base, de modo que quan- 
tidades significativas de drogas básicas apresentem carga neutra como 
bases isentas de aminas (equação 23.4B). Essa forma, então, pode ser 
extraída em uma fase orgânica apolar e, em seguida, aplicada à tira de 
silicato. O processo reverso é empregado para drogas acidicas (i. e., elas 
são tratadas com ácido e extraídas em solventes apolares). Na prática, 
um pequeno disco de papel é adicionado à mistura de extração orgânica 
e o solvente é evaporado, de modo que todas as drogas básicas adsorvam 
nesse disco de papel. À seguir, o disco é aplicado a uma das extremida- 
des da tira de silicato que é exposta ao solvente apolar em migração. 
Uma tira à parte (A) é utilizada para drogas básicas, e a tira B, para dro- 
gas acídicas. A principal utilidade da tira B consiste na identificação de 
barbitúricos, conforme será discutido a seguir. 


Identificação de drogas específicas 

Após a separação das drogas na placa, é necessário identificá-las. 
Elas, então, são submetidas à reações de cor padrão, separadamente, 
para cada composto. Nesse procedimento para drogas básicas, a tira 
é apenas imersa sucessivamente em três solventes diferentes, resul- 
tando no aparecimento de padrões de cores característicos para cada 
droga. A tira também é submetida à luz ultravioleta (UV), que excita 
a fluorescência em compostos selecionados. Procedimentos similares 


são empregados para as drogas acídicas extraídas na tira B. Conforme 
mostra a Figura 23.3, obtida de um livro de referência padrão do 
Toxi-lab, cada droga pode ser identificada não apenas por seu r mas 
também por sua cor e alteração de cor característica frente a diferentes 
reagentes. Tais padrões são reforçados pelas características de fluores- 
cência. Para exemplificar, na planilha de trabalho do Toxi-lab A mos- 
trada na Figura 23.3, observe que a morfina — o principal metabólito 
da heroína — possui um r; de 0,14 e uma cor vermelho-escuro ou púr- 
pura característica no primeiro solvente que diminui de intensidade 
e muda de tonalidade no segundo solvente (água). Não é fluorescen- 
te. Se uma ou mais dessas características fugirem a esse padrão, deve 
haver grande dúvida acerca da identificação da mancha como sendo 
morfina. Quando todos os critérios são atendidos, a sensibilidade e a 
especificidade do método se tornam maiores. 


Confiabilidade do método 

Como a identificação de cada grupo varia de acordo com o uso das 
alterações qualitativas de cor e/ou da existência de fluorescência, a 
sensibilidade do método é limitada pela capacidade de detectar tais 
alterações a olho nu. Praticamente, o nível de detecção é da ordem de 
1 pg/mL de composto presente na tira. O valor do método cromato- 
gráfico é, sobretudo, confirmatório (i. e., para confirmar resultados 
positivos de testes de imunoensaio). Muitas vezes, uma única amostra 
é analisada por ambos os métodos. 

Os principais problemas associados a essa metodologia residem na 
ocasional ineficácia dos procedimentos de extração, que resulta na 
adsorção de quantidades insuficientes de droga no disco. Do mesmo 
modo, os procedimentos de extração e evaporação são demorados 
e requerem cerca de meia hora para serem finalizados. Além disso, a 
cocaína gera inúmeros metabólitos polares (p. ex., ecgonina), que mal 
se deslocam de sua origem e por vezes dificultam a detecção dessa droga 
de abuso, pois ela é completamente convertida em metabólitos polares 
antes de ser excretada. Também pode haver certo grau de dificuldade 
para distinguir os vários opiáceos existentes, como na diferenciação 
entre a morfina e seus opiáceos, uma vez que os valores de r; dessas dro- 
gas podem ser muito próximos entre si (ver a planilha de trabalho do 
Toxi-lab A na Fig. 23.3). Todavia, uma equipe de funcionários expe- 
rientes é capaz de fazer essa distinção na maioria dos casos. Da mesma 
forma, algumas drogas não tóxicas podem produzir alterações de cor e 
valores de r; característicos que são similares aos da droga de abuso. Um 
desses casos é, sem dúvida, o de certos anti-histamínicos que aparecem 
na tira À e são muito parecidos com as anfetaminas. 


Cromatografia líquida de alto desempenho 


A TLC permite a detecção qualitativa direta das drogas de modo 
panorâmico. O HPLC, além de possibilitar a detecção qualitativa das 
drogas, proporciona uma separação mais fina. No HPLC, a fase esta- 
cionária pode ser tanto polar (ácido sílico) como apolar (colunas C-18). 
Na cromatografia de fase reversa, essa fase é composta de partículas 
uniformes e ultrafinas, que aumentam enormemente a área da super- 
fície de adsorção. Essa fase estacionária é empacotada dentro de uma 
coluna. Como a resistência ao fluxo é alta na coluna, pressões maiores 
se tornam necessárias para manter velocidades de fluxo constantes. 
No equipamento de HPLC da Waters (Waters Corporation, Milford, 
MA), uma pressão positiva e constante é aplicada à coluna por duas 
bombas. Essas bombas operam de tal modo que uma delas afasta e a 
outra empurra (i. e., ambas operam a 180º em relação à fase). O elu- 
ato que sai da coluna é monitorado por uma variedade de detectores, 
que podem ser desde detectores para comprimentos de onda múltiplos 
na faixa do UV até detectores com eletrodos que medem o potencial 
redox. Na análise quantitativa por HPLC, é comum incluir um padrão 
interno — ou seja, um composto estruturalmente semelhante à(s) 
droga(s) de interesse, que é adicionado à amostra em concentração 
conhecida para ser analisado. Conhecendo-se a quantidade de com- 
posto marcador (ou padrão interno) dentro da coluna e a quantidade 
recuperada no eluato que a deixa, é possível calcular o percentual de 
recuperação a partir da coluna para esse composto e, por extrapola- 
ção, para todas as drogas de interesse cujas concentrações estão sendo 
determinadas. Assim, as perdas relativas à coluna (além das que ocor- 
rem nos procedimentos de extração) podem ser corrigidas quando essa 
técnica é utilizada. O HPLC, em geral, é utilizado na quantificação de 
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Figura 23.3 Um grupo de separações típicas das principais drogas de abuso 
(e de alguns fármacos) por cromatografia de camada delgada em Toxi-lab. 
Planilha de trabalho Toxi-lab A: separação típica de drogas básicas na tira À 
com alterações de cor características. A terceira tira Toxi-lab A apresenta a 
fluorescência característica de diferentes drogas. Observe que a anfetamina 
e a metanfetamina, a porção inferior esquerda, estão ambas fluorescentes. 
Planilha de trabalho Toxi-lab B: esquerda — separação de drogas mais 
acídicas na tira B, com alterações de cor características. O principal uso da 
tira B consiste na identificação da presença de barbitúricos; direita — padrões 
de fluorescência das drogas presentes na tira B. 
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na detecção de cocaína e heroína em amostras de urina. A sensibilida- 
de do método é da ordem de nano- a micromolares. 

Um dos maiores usos do HPLC se dá na separação e quantificação 
dos antidepressivos tricíclicos e seus metabólitos. Tais fármacos estão 
entre os mais prescritos e também são utilizados como drogas de abuso, 
em concentrações excessivas, por indivíduos que tentam o suicídio. 
Muitas vezes é necessário determinar os níveis não só do antidepressivo 
tricíclico original como também de seus metabólitos ativos e inativos. 
Estes, por sua vez, são revisados adiante. A Figura 23.4 mostra uma 
típica separação em coluna de silicato. O padrão interno adotado foi 
a protriptilina, um composto tricíclico inativo. Fica claro que a separa- 
ção entre os metabólitos e os compostos primários é bastante fina. Essa 
separação é completamente reproduzível. Uma recente variação da TLC, 
que inclui as vantagens do HPLC, é a eletroforese capilar (CE, capillary 
electrophoresis) (Tagliaro, 1998; Shihabi, 1993). Nesse método, um tubo 
capilar revestido com silicato, cujas dimensões são 10 a 100 um de dia- 
metro interno e 100 a 1.000 mm de comprimento, é empregado como 
suporte sólido em um aparato de eletroforese. A força que determina a 
separação é a voltagem (da ordem de 25 kV), em vez da pressão utiliza- 
da no sistema de HPLC. Devido à vasta área de superfície, as separações 
são bastante refinadas. O sistema é altamente versátil e pode ser utili- 
zado para separar proteinas e pequenas moléculas existentes no soro. 
A CE dispõe de um amplo espectro analítico (incluindo biopolímeros, 
pesticidas, compostos aromáticos, fármacos, íons inorgânicos etc.), gra- 
ças à sua alta versatilidade em termos de modos de separação. A seleti- 
vidade para diferentes analitos baseia-se em princípios físico-químicos 
de separação também diferentes, com a vantagem de não requerer 
alterações de hardware instrumental — uma característica distintiva do 
método. A eletroforese de zona capilar, cromatografia capilar eletroci- 
nética micelar (MECK, micellar electrokinetic capillary chromatography), 
isotacoforese capilar, focalização isoelétrica, eletrocromatografia capilar 
e eletroforese capilar em gel são modos alternativos utilizados nas sepa- 
rações por CE. Exemplificando, a adição de um detergente ao sistema 
tampão, como na MECK, provoca formação de micelas. Um compos- 
to neutro (p. ex., pesticida) sofrerá partição no detergente e formará 
micelas, sendo que o complexo irá se separar com base na mobilidade/ 
carga das micelas formadas. Adicionalmente, estão sendo desenvolvidas 
novas plataformas, como a CE à base de chip e a CE por imunoafinida- 
de. A CE ainda teve seu uso amplamente disseminado na toxicologia 
clínica, ao contrário das técnicas de imunoensaio (já discutidas), porém 
é comumente empregada em estudos toxicológicos de análises forenses, 
bem como nos de diagnóstico molecular, e futuramente poderá exercer 
efeito significativo na medicina laboratorial clínica (consulte as referên- 
cias Petersen, 2003 e Boone, 2003). 


Cromatografia gasosa acoplada à 
espectroscopia de massa 

O teste para drogas de abuso é uma das áreas do laboratório clíni- 
co que tem se desenvolvido mais rapidamente, devido ao uso amplo 
e crescente de tais substâncias nos grandes segmentos da população 
de trabalhadores. Em vista à demanda cada vez maior por triagens de 
drogas, tornou-se necessário estabelecer um padrão-ouro para as téc- 
nicas, que pudesse ser utilizado na confirmação dos resultados obti- 
dos com os métodos de triagem, como EMIT e TLC. 

Foi comprovado que a GC-MS deveria ser esse padrão-ouro, por seu 
alto grau de sensibilidade e confiabilidade. Essa metodologia — como 
o próprio nome indica — envolve duas técnicas: cromatografia líqui- 
da-gasosa e espectroscopia de massa. Na primeira delas, os compostos 
são aquecidos diretamente na fase gasosa ou derivatizados para se tor- 
narem lábeis e, assim, serem mais facilmente aquecidos na fase gasosa. 
Em seguida, são passados em uma coluna que contém a fase estacio- 
nária — muitas vezes, um líquido, usualmente hidrocarboneto ou óleo 
de silicone, que cobre um suporte sólido dentro da coluna e oferece 
uma vasta área de superficie para adsorção. A separação se baseia, como 
ocorre em grande parte na TLC, na capacidade de cada composto de 
adsorver na fase estacionária. Essa capacidade depende das solubilida- 
des relativas dos compostos na fase gasosa versus na fase líquida. Como 
já discutido, os compostos que eluem da coluna, normalmente, podem 
ser detectados por meio de técnicas convencionais, exceto aqueles 
que permanecem na fase gasosa, onde são aquecidos. É possível tirar 
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Figura 23.4 Esquema de uma separação típica dos principais agentes 
antidepressivos tricíclicos por cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC). 
Uma separação completa pode ser concluída em 12 minutos. A concentração de 
cada droga é da ordem de 100 pg/mL. 


proveito de mais uma característica desse sistema: a capacidade dos 
compostos perderem ou ganharem elétrons quando aquecidos. 

Em temperaturas elevadas, os elétrons mais energizados de um com- 
posto (i. e., aqueles com menor potencial de ionização) podem ser 
excitados de tal modo que a molécula pode perder elétrons e se tornar 
carregada. Esse processo pode ser auxiliado por técnicas como o bom- 
bardeamento de elétrons em uma câmara especialmente projetada, 
que cria diretamente moléculas-ions. A maioria dessas moléculas-ions 
são cátions únicos. Em geral, diferentes moléculas-íons apresentam 
tamanhos e pesos moleculares distintos. Elas se decompõem em frag- 
mentos característicos, cujas proporções relativas e posições de migra- 
ção relativas entre si são também constantes. As moléculas-ions, então, 
são submetidas à passagem por um campo elétrico gerado por quatro 
hastes que são rapidamente percorridas por correntes alternadas — o 
conhecido detector quadripolo. Dependendo do modo como o campo 
é “acionado”, certas moléculas-ions com proporções massa/carga 
específicas podem atravessá-lo e passar pelo detector. Dessa forma, 
é possível separar as moléculas-íons com base no peso molecular ou, 
mais exatamente, de acordo com suas proporções de massa/carga. O 
esquema geral de um projeto de GC-MS é mostrado na Figura 23.5. 

A presença da molécula-íon na placa é detectada por um sistema 
detector multiplicador de carga. A GC-MS se transformou em uma 
técnica altamente refinada. Cada molécula-ion criada na fase gasosa 
pode sofrer mais alterações, tais como reações de eliminação e rear- 
ranjos, além de ser degradada a fragmentos pequenos que, por sua 
vez, são ionizados e conferem os padrões de decomposição caracteris- 
ticos. Os padrões de milhares de compostos já foram determinados. 
A posição da molécula-ion original do composto e os fragmentos de 
decomposição criam um padrão único de “impressão digital” para o 
composto. Tais padrões são armazenados em computador, para serem 
comparados com padrões de compostos ou de grupos de compostos 
desconhecidos que possam vir a ser obtidos. Essa comparação permite 
identificar o(s) composto(s) de interesse. O uso da metodologia como 
um todo foi muito bem-sucedido na detecção de níveis ainda mais 
baixos de cocaína e/ou seus metabólitos em amostras de líquidos cor- 
porais. Um padrão típico de cocaína é mostrado na Figura 23.6. Como 
as amostras de molécula-íon isoladas geram correntes significativas no 
detector, é possível detectar níveis de drogas muito baixos. Essa carac- 
terística faz da técnica o método de referência definitivo e o melhor 
procedimento de teste de confirmação disponível na atualidade. 


Cromatografia líquida acoplada à espectroscopia 
de massa (Marquet, 2002; Maurer, 1998; Niessen, 
1995, 2003) 

Como discutido anteriormente, a GC-MS é considerada o padrão- 
-ouro para identificação de compostos voláteis. Por outro lado, os 
compostos não voláteis podem ser detectados por LC-MS. Diferente 
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Figura 23.5 Visão esquemática dos 
componentes de um equipamento de 
cromatografia gasosa-espectroscopia de massa 
(GC-MS). A esquerda da ilustração, está o 
sistema de cromatografia gasosa no qual um 
composto volatilizado se move através de um 
gás inerte, ao longo de uma coluna constituída 
de anéis recobertos com líquido. Os compostos 
C, B e A são separados nessa coluna e mantidos 
na fase gasosa graças ao forno que circunda 

a coluna. Os compostos separados, em 
seguida, entram no espectrômetro de massa (à 
direita da ilustração), onde são submetidos ao 
bombardeamento de elétrons. Como resultado, 
são formadas espécies de moléculas iônicas. 
Essas espécies iônicas são, então, aceleradas 
em um campo e atravessam um campo elétrico 
quadrupolo. Somente os íons com faixas 
estreitas de proporções massa/carga (proporções 
m/c) passam pelo campo ajustado e atingem o 
detector. As correntes elétricas resultantes são 
digitalizadas e armazenadas num computador 
que analisa os dados (ver Davis, 1989). 
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Figura 23.6 Fragmentograma para cocaína utilizando cromatografia gasosa-espectroscopia de massa (GC-MS). A amostra analisada é urina. Essa ilustração mostra os picos 
característicos dos metabólitos da cocaína. (Cortesia do Dr. Chip Walls, Onondaga County, NY, Medical Examiners Office.) 


da GC-MS, contudo, o acoplamento da LC a MS requer interfaces 
sofisticadas entre os dois componentes. Essa interface precisa volati- 
lizar os compostos não voláteis que foram separados na LC, remover 
o solvente líquido da LC e corrigir a incompatibilidade de velocidade 
de fluxo existente entre a LC e a MS. Recentemente, dois métodos uti- 
lizados na interface — electrospray (ES) e ionização química da pressão 
atmosférica (APCI, atmospheric pressure chemical tonization) — pare- 
cem ter se tornado padrões-ouro da LC-MS. Ambos os métodos de 
interface são utilizados com dispositivos de ionização da pressão 
atmosférica para facilitar a remoção da fase móvel. São primariamen- 
te diferentes quanto à gama de analitos que podem ser acomodados e 
ao modo como a fase do solvente é nebulizada. 

Enquanto analitos ionizáveis de alto peso molecular e/ou alta pola- 
ridade podem ser acomodados por ES, a APCI pode ser utilizada em 
analitos de polaridade inferior e peso molecular menor. Atualmente, a 
ES parece ter mais aplicações clínicas e forenses na toxicologia do que 
a APCI. A LC-MS pode ser empregada na confirmação de resultados 
positivos obtidos em testes de triagem, sendo utilizada para confirmar 


análises para drogas de abuso, detecção de envenenamento em casos de 
intoxicação aguda ou crônica, identificação e quantificação de fárma- 
cos terapêutico, bem como em estudos de farmacocinética e metabo- 
lismo farmacológico. Embora a LC-MS apresente algumas limitações, 
quando comparada à GC-MS, é uma técnica que se tornou poderosa 
— “amadurecida e validada” (Marquet, 2002) — na toxicologia analítica, 
e também um método complementar para a própria GC-MS. 


Triagem de drogas de abuso 


Na maioria dos estados americanos, dois níveis de testes para drogas de 
abuso se tornaram conhecidos: os testes realizados na unidade de aten- 
dimento emergencial e os testes forenses/triagem para contratação de 
funcionários. Os primeiros envolvem métodos de triagem rápidos e ime- 
diatos: em particular, EMIT (ou FPIA) e TLC. O propósito desse tipo de 
teste de triagem é detectar a presença de uma ou várias drogas de abuso 
na urina coletada do paciente. Para tanto, raramente são utilizados pro- 
cedimentos cromatográficos mais sofisticados, como HPLC e GC-MS. 
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Os testes forenses, por outro lado, requerem não só uma triagem, mas 
também a realização de um método confirmatório independente, quase 
sempre GC-MS ou, com menor frequência, HPLC. É preciso notar que, 
em termos estritamente legais, qualquer método confirmatório é conside- 
rado válido, desde que seja 100% diferente do método primário. Assim, 
uma TLC pode confirmar um resultado obtido por EMIT, mas este não 
pode ser confirmado por um FPIA, uma vez que tanto EMIT como FPIA 
são métodos imunoquímicos. Outra consideração importante do ponto 
de vista legal, com relação aos testes forenses, é a chamada cadeia de cus- 
tódia (Poklis, 2001; DeCresce, 1989). Esse processo é utilizado na coleta 
de urina de indivíduos dos quais as amostras devem ser obtidas. Pode 
começar pela observação da coleta da amostra por alguém e, em seguida, 
esse mesmo indivíduo ou outro que tenha sido especialmente designado 
— usualmente um policial (quando se trata de prisioneiros ou suspeitos) 
ou outro oficial — acompanha o mensageiro que leva a amostra coleta- 
da para o laboratório. Esse indivíduo é considerado uma testemunha 
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associada ao teste (e deve assinar um documento legal para esse efeito) da 
amostra de urina coletada, especificamente. Mais de uma pessoa pode ser 
implicada como testemunha nessa cadeia. 


As drogas de abuso (Goldfrank, 2002; 
Sweetman, 2002) 


Aspectos gerais dos mecanismos de ação 


As principais drogas de abuso são mostradas na Figura 23.7. Como 
pode ser notado na ilustração, todas essas drogas (exceto os barbi- 
túricos) são compostos que contêm grupos amino básicos com anéis 
benzênicos. No que se refere aos anéis benzênicos aromáticos, a rela- 
ção estérica do grupo amino é bastante semelhante em especial na 
cocaína, opiáceos e metadona. Como é de se esperar, tais compostos 
podem apresentar reação cruzada com os receptores uns dos outros. 


Figura 23.7 Estruturas químicas das principais drogas 
de abuso. Todos os opiáceos são vistos no grupo dos 
compostos básicos — os que são aminas terciárias e 
os que contêm anéis benzênicos. Observe que, na 
série dos barbitúricos, o ácido barbitúrico pode ser 
considerado um produto da condensação da ureia e 
do ácido malônico. 
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Os mecanismos de ação fisiológicos primários dessas drogas são 
desconhecidos, porém alguns conhecimentos rudimentares foram 
adquiridos ao longo dos anos. Atualmente, sabe-se, por exemplo, 
quais são os principais alvos dessas drogas. Muitas atuam diretamen- 
te nos sistemas dopaminérgicos de neurotransmissão, em especial no 
sistema límbico (às vezes, referido como rinencéfalo ou cérebro do 
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olfato). Esse sistema é mais primitivo e está associado à busca pelo 
prazer. Na Figura 23.8, são mostrados os possíveis efeitos de várias das 
drogas mais importantes sobre esse sistema. Parece que as anfetami- 
nas — cuja estrutura é muito parecida com a da dopamina e a das cate- 
colaminas — atuam diretamente como neurotransmissor em sinapses 
críticas e também podem provocar liberação de dopamina a partir das 
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Figura 23.8 Ilustração dos possíveis mecanismos de 

ação de drogas de abuso e de alguns fármacos nas vias 
dopaminérgicas. A, transmissão neural normal. Um impulso 
nervoso é conduzido ao longo do axônio até os botões 
terminais, na terminação nervosa. As vesículas representadas 
por círculos cinza liberam seus conteúdos de neurotransmissor 
— no caso, a dopamina, representada por pequenos círculos 
brancos. As moléculas de dopamina atravessam a fenda 
sináptica e se ligam aos receptores dendríticos, iniciando 

os potenciais de ação (representados à direita da ilustração, 
abaixo de “dendrito”) nos dendritos. Repare que as setas 
mostram a dopamina sendo tanto liberada como captada 
pelas vesículas. B, na presença de cocaína e anfetaminas, 
ocorre intensificação da liberação de neurotransmissores das 
vesículas (círculos vermelhos), com aumento da frequência de 
disparos nos dendritos. As anfetaminas também podem atuar 
diretamente como neurotransmissores. C, os antidepressivos 
tricíclicos bloqueiam (seta com “X” no quadrado amarelo) 

a recaptação do neurotransmissor (círculos de cor púrpura), 
fazendo que mais dopamina “recircule” para os receptores 
dendríticos, resultando em aumento dos disparos. D, alguns 
neurolépticos atuam bloqueando (cunha em cinza) os 
receptores dendríticos pós-sinápticos para dopamina (círculos 
azuis), diminuindo os disparos. 
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parece estimular a liberação de dopamina nesse sistema e essa ação 
pode ser parcialmente responsável por seu efeito gerador de sensa- 
ção de prazer (“estar alto”) em muitos indivíduos (Hurd, 1988). Os 
antidepressivos tricíclicos também estimulam as vias dopaminérgicas, 
com uma única diferença: em vez de promoverem a liberação de neu- 
rotransmissores, bloqueiam a recaptação da dopamina nas vesículas 
contidas nos axônios sinápticos. É muito interessante saber que, para- 
doxalmente, o uso dos antidepressivos tricíclicos (p. ex., imiprami- 
na [Tofranil]) tem sido bem-sucedido no tratamento dos efeitos da 
cocaína. Os principais agentes tranquilizantes, como o haloperidol 
(Haldol) e a clorpromazida, parecem bloquear a ligação da dopamina 
nos receptores dendríticos localizados nas sinapses e, assim, inibem os 
efeitos estimulatórios da dopamina. Associados a muitos neurônios 
dopaminérgicos, existem neurônios inibitórios, cujo principal neu- 
rotransmissor é o ácido y-aminobutirico (GABA). Acredita-se que 
existam muitos receptores benzodiazepínicos em tais neurônios, que 
promovem a liberação de GABA nas sinapses desse sistema, acarre- 
tando a redução dos efeitos dopaminérgicos das vias estimulatórias 
existentes no sistema límbico. Esse mecanismo pode explicar alguns 
dos efeitos tranquilizantes promovidos pelo diazepam (Valium) e 
outros benzodiazepínicos. Amplamente distribuídos por todo o sis- 
tema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), há uma variedade de 
receptores opioides classificados principalmente como x-, A-, u- (os 
três tipos clássicos de receptores opioides) e £- (ainda pouco caracte- 
rizado; ver nas referências Tseng, 2001; Snyder, 2003). Os receptores 
u parecem ser altamente específicos para morfina e heroína — ambas 
produtoras de um estado geral de analgesia. Nenhuma relação direta 
entre esses receptores e as vias dopaminérgicas foi constatada até o 
momento. É interessante notar que o peptídeo opiáceo naturalmente 
produzido — a metaencefalina —, cuja sequência de aminoácidos é Tir- 
Gli-Gli-Fe-Met, apresenta significativa reação cruzada com receptores 
u, embora seu “alvo” primário seja os receptores €. Foi demonstra- 
do que o Valium pode ser estruturalmente relacionado à encefalina 
e esta, por sua vez, pode ser estruturalmente relacionada à morfina 
(Pincus, 1987; Murphy, 1992). Portanto, é possível que esses compos- 
tos promovam efeitos semelhantes, ao menos de forma indireta, sobre 
as vias dopaminérgicas. 


Cocaína 


A cocaína é derivada da planta da coca e se tornou bastante popular 
como aditivo em certos alimentos. No início do século XX, passou 
a ser empregada na Coca-Cola, mas essa prática foi descontinuada 
devido aos seus efeitos aditivos. À cocaína é um derivado do alcaloide 
ecgonina (i. e., um metil éster da benzoilecgonina), conforme mos- 
tra a Figura 23.7. Infelizmente, o uso da cocaína foi retomado de um 
modo particularmente perverso nos dias atuais. Os Estados Unidos 
passam por uma verdadeira epidemia de uso abusivo e vício em coca- 
ina. Estima-se que existam pelo menos 5 milhões de viciados nesse 
país, sendo relatado um total de 30 milhões de usuários da droga 
(Hollander, 2002; DeCresce, 1989). As fatalidades decorrentes do uso 
abusivo de cocaína são atualmente a principal causa de morte nos 
EUA. Tais fatalidades são de dois tipos: toxicidade direta causada pela 
droga (Johanson, 1989) e crimes associados à sua aquisição ilícita. A 
via normal de administração da cocaína é a nasal (i. e., por inalação 
— a conhecida “cheirada”), de modo que a droga atravessa as membra- 
nas nasais. A forma prevalente da cocaína na atualidade — o “crack” 
— é uma base livre que transpõe rapidamente as membranas nasais e, 
por esse motivo, apresenta alta potência (i. e., uma dose inteira ou a 
maior parte dela consegue atingir a circulação sanguínea com muita 
rapidez). Sua meia-vida é de 1-2 horas. O composto original e seus 
metabólitos usualmente são depurados do corpo em 2 dias. 

O uso médico da cocaína é como anestésico local para cirurgias 
nasofaríngeas. Entretanto, quando em doses maiores, induz um esta- 
do eufórico e pode provocar alucinações e comportamento violento 
(Goldfrank, 2002). Muitas dessas ações podem ser explicadas pelos 
efeitos dopaminérgicos da cocaína. Um estudo (Azmitia, 1990) suge- 
riu que a cocaína induz aumento do influxo de cálcio em neurônios 
dopaminérgicos. O aumento da concentração intracelular de cálcio 
ativa fosfolipases, que podem atuar como segundos mensageiros e 


provocar a liberação final da dopamina nas sinapses. À ação prolon- 
gada dessas fosfolipases, contudo, resulta em morte celular. No estudo 
mencionado, a cocaína mostrou-se neurotóxica. Essa droga também 
exerce um efeito citotóxico geral decorrente da formação de radicais 
livres N-óxidos, que são produzidos durante a metabolização do com- 
posto no fígado. Conclui-se, portanto, que a cocaína parece induzir 
perda neuronal ao longo do tempo. Além disso, a ligação da cocaí- 
na a receptores celulares existentes no sistema límbico induz a síntese 
de cAMP que, por sua vez, é crítico aos processos de ativação celular 
envolvidos na liberação de dopamina (Cami, 2003). 

Alguns estudos (Lange, 1989, 2001; Frishman, 2003) indicaram, 
ainda, que o uso prolongado da cocaína resulta em cardiocitotoxicidade 
— ou seja, a droga é capaz de causar aterosclerose progressiva e cons- 
trição das artérias coronárias que, então, provocam isquemia miocár- 
dica e por vezes infarto. A patogênese da doença arterial coronariana 
induzida pela cocaína continua desconhecida. Um aspecto altamen- 
te perturbador do uso abusivo dessa droga reside em sua capacidade 
de atravessar a placenta com rapidez e, do mesmo modo, a glândula 
mamária em lactação, podendo ser prontamente transmitida da mãe 
para o bebê em fase de amamentação. No cenário hospitalar, muitas 
vezes as mães recebem drogas de traficantes e amamentam seus bebês 
recém-nascidos que, por consequência, tornam-se dependentes da 
droga. À cocaína causa retardo mental, atraso no desenvolvimento e 
forte dependência em recém-nascidos. Também é capaz de provocar 
malformações uterinas. A cocaína não é considerada classicamente 
uma droga que vicia, uma vez que não causa a verdadeira dependência 
física típica dos usuários de barbitúricos e opiáceos. Todavia, o esta- 
do de “alto” que produz é extraordinariamente reforçador, sendo que 
o comportamento de busca pela droga apresentado pelo usuário de 
cocaína é semelhante ao exibido pelos usuários de opiáceos. Evidências 
recentes obtidas com modelos de experimentação animal sugerem que 
a cocaína pode induzir liberação de B-endorfinas, as quais se ligam 
aos receptores œ localizados no sistema límbico (Gianoulakis, 2004). 
Como resultado, a sensação positiva e de prazer é intensificada. Em 
termos clínicos, os pacientes que sofrem overdose de cocaína podem se 
tornar violentos e irracionais, a ponto de necessitarem de sedação. É 
interessante que muitos indivíduos que se tornam usuários dessa droga 
percebem o estado de hiperexcitação em que se encontram, bem como 
as palpitações, e passam a consumir doses elevadas de Valium para se 
acalmar. Por esse motivo, é comum detectar cocaína e Valium na urina 
de viciados em cocaína. Pacientes que passaram por um episódio de 
overdose ocasionalmente tornam-se embotados ou comatosos. O tra- 
tamento desses pacientes costuma ser de suporte. Como observado na 
seção anterior, foi demonstrado que os antidepressivos — inclusive os 
tricíclicos e a fluoxetina (Prozac) — inibem as ações da cocaína. Assim, 
o tratamento com esses agentes é instituído com frequência. 


Metabolismo 

A cocaína, como ja dito, apresenta meia-vida de aproximadamente 
la2 horas. é metabolizada a compostos mais polares, cuja potência 
é significativamente menor do que a potência do composto original. 
Esses metabólitos possuem meia-vida mais longa, podendo ser detec- 
tados por GC-MS em até 48 horas após a administração da droga. Os 
métodos de imunoensaio conseguem detectar a droga após 24 a 36 
horas da administração. Quando o paciente inala a base livre da coca- 
ina (“crack”), é possível detectar o composto original (cocaína) por 
TLC várias horas depois do consumo, porque a droga continua pre- 
sente em níveis elevados. 


Opiáceos (morfina, codeína, heroína) 


A Figura 23.7 mostra as estruturas desses compostos, as quais são 
bastante semelhantes entre si. A morfina é empregada como podero- 
so agente analgésico e exerce suas ações ao ligar-se a receptores « do 
sistema límbico no SNC. Como resultado, há produção de um estado 
de analgesia. Ao nível molecular, a ligação da morfina a esses recepto- 
res ativa a cascata de sinalização celular via ativação da proteína G. Em 
consequência, há elevação da expressão de muitas proteínas transcricio- 
nalmente ativas, como ERK, jun e fos, bem como superativação da ade- 
nilato ciclase, resultando no aumento dos níveis intracelulares de cAMP 
(Tso, 2003). Além de seu uso como um dos principais analgésicos, a 


morfina se tornou importante no tratamento da insuficiência cardíaca 
congestiva aguda, por reduzir o retorno venoso ao coração (i. e., atua 
como um poderoso agente redutor de pré-carga ao promover aumento 
da coleção de sangue no baço). A codeína é utilizada como analgésico 
de ação discreta e como antitussígeno. A heroína induz um estado pra- 
zeroso e eufórico, sendo altamente viciante tanto física como psicologi- 
camente. À retirada dessa droga é extremamente difícil. O usuário apre- 
senta uma miríade de sintomas, como hipotermia, palpitações, suor 
frio e pesadelos. Trata-se de uma dependência física verdadeira, cujas 
bases moleculares ainda precisam ser elucidadas. Essa dependência 
parece estar fortemente associada ao número de receptores « expressos 
na superfície celular (Tso, 2003). 

Essa classe de compostos exibe efeitos paradoxais importantes sobre 
o sistema nervoso parassimpático. Tais drogas exercem um efeito 
pró-colinérgico nos olhos e vasos sanguíneos periféricos (1. e., cau- 
sam contração das pupilas e vasodilatação periférica). Em contraste, 
reduzem a motilidade GI (i. e., apresentam efeitos anticolinérgicos 
sobre o trato GI). Essa característica permite o rápido diagnóstico de 
consumo abusivo de heroína ou de opiáceos em geral por pacientes 
que chegam à unidade de emergência em estado de embotamento ou 
comatose. É típico esses pacientes apresentarem uma severa miosite 
(contração pupilar). Embora não seja um sinal útil para um diagnós- 
tico agudo, tais pacientes costumam apresentar constipação. 

A administração de heroína é feita por via endovenosa. Indivíduos 
viciados são prontamente identificados pela observação de várias mar- 
cas de picada de agulha em seus braços e mãos, além de uma extensa 
trombose nas veias periféricas. A meia-vida da heroína endovenosa é 
de cerca de 3 minutos, sendo que seus efeitos duram aproximadamente 
3 horas. Os principais metabólitos da droga são a N-acetilmorfina e a 
morfina. A morfina possui meia-vida aproximada de 3 horas. Overdoses 
de heroína são extremamente perigosas e podem levar ao embotamento 
severo, coma, parada respiratória e arritmias cardíacas. Uma das moda- 
lidades terapêuticas mais comuns em casos de overdose por heroína é o 
tratamento endovenoso com naloxona (Narcan), um forte antagonista 
competitivo da ação da droga. A estrutura da naloxona é mostrada na 
Figura 23.7. O vício por heroína, como problema crônico, é tratado far- 
macologicamente com metadona, um agonista parcial da droga. 


Metadona 


Esse composto interessante, cuja estrutura pode ser observada na 
Figura 23.7, é uma droga não bicíclica, que compete com a morfina 
pela ligação aos receptores = existentes no cérebro. Embora possa cau- 
sar dependência, seus efeitos viciantes são menos intensos do que os 
produzidos por concentrações equivalentes de heroína, possivelmente 
porque a afinidade de sua ligação ao receptor é menor e, em conse- 
quência, os efeitos produzidos são menos intensos que os da heroína. 
Por isso, a administração de metadona a dependentes de heroína pro- 
porciona os mesmos efeitos dessa droga, porém de forma controlada. 
Com a diminuição gradual da dose de metadona, a dependência física 
é reduzida. Níveis séricos de metadona acima de 100 ng/mL são con- 
siderados adequados à manutenção efetiva dessa droga (Bell, 1988). 
Por outro lado, é importante ter em mente que a metadona também 
pode levar ao vício. Nos laboratórios de toxicologia, as solicitações de 
triagem mais frequentes para metadona são recebidas de clínicas de 
tratamento, para investigar se um paciente administrou a droga ou 
se retomou o vício em heroína. Como pode ser observado na Figura 
23.3,a TLC é uma técnica simples e que pode ser usada para distinguir 
a metadona dos opiáceos. Similarmente, as técnicas de EMIT ou FPIA 
detectam cada droga com alta especificidade. 


Anfetaminas 


Como se observa na Figura 23.7, as anfetaminas apresentam grande 
semelhança com as aminas adrenérgicas, como a epinefrina e a nora- 
epinefrina, e podem exercer efeitos simpatométicos. Também são 
semelhantes à dopamina e, portanto, podem afetar as vias dopami- 
nérgicas. Causam euforia e aumento do estado de alerta mental como 
consequência de sua interferência nessas vias. Entretanto, esse grupo de 
drogas também exerce efeitos estimulatórios pronunciados ao intera- 
gir com receptores Œ e B localizados no sistema cardiovascular e nos 
rins, provocando a manifestação de efeitos adrenérgicos intensos como 


aumento da frequência cardíaca, da pressão sanguínea, palpitações, 
broncodilatação, ansiedade, palidez e tremores. Estudos indicam que 
as anfetaminas também atuam como inibidores competitivos da enzi- 
ma monoamina oxidase, responsável pela inativação dos neurotrans- 
missores adrenérgicos por meio de remoção oxidativa de seus grupos 
amino. O bloqueio dessa enzima prolonga o efeito da epinefrina e da 
noraepinefrina, resultando na produção de sequelas neurológicas e car- 
diovasculares. Uma anfetamina em particular — a 3,4-metilenodioxime- 
tanfetamina (MDMA ou “ecstasy”) —, derivada da metanfetamina (ver 
a Fig. 23.7), tornou-se popular como droga de abuso recreativa, devido 
aos efeitos de euforia e psicodelismo que provoca, embora seus efeitos 
alucinógenos sejam mínimos (Gill, 2002). 


Sintomas clínicos 

As ações farmacológicas das anfetaminas incluem a estimulação do 
SNC e do sistema respiratório, bem como da atividade simpatomimé- 
tica (p. ex., broncodilatação, resposta pressora e midríase). O usuário 
pode apresentar perda de peso em decorrência de um efeito anoréxico. 
Também pode haver estimulação psíquica e excitabilidade, levando ao 
aumento temporário da atividade física e mental e nervosismo. 


Toxicidade aguda 


As manifestações iniciais de uma overdose podem ser de natureza 
cardiovascular. Os sintomas podem ser rubor ou palidez, taquipneia, 
palpitação, tremores, pulsação e pressão sanguínea instáveis (hiper- 
e hipotensão), arritmias cardíacas, bloqueio atrioventricular, colapso 
circulatório e angina. O indivíduo pode apresentar distúrbios men- 
tais, como delírio, confusão, desorientação e alucinações. Síndromes 
psicóticas agudas podem se manifestar e caracterizam-se por vívidas 
alucinações auditivas e visuais, agitação, tendências homicidas ou 
suicidas, estado de pânico, ideação paranoica, comprometimento das 
associações, disposição para a luta e alterações afetivas. A hiperpirexia 
é um sinal frequente e potencial de intoxicação aguda. A rabdomidlise 
também foi associada à overdose aguda por anfetaminas. O colapso 
cardiovascular é a causa usual de morte. 


Uso crônico 


Com apenas algumas semanas de uso, o usuário pode desenvol- 
ver tolerância. O uso prolongado pode levar à dependência física ou 
psíquica. Os sintomas de abuso crônico são instabilidade emocional, 
sonolência, perda de apetite, deterioração ocupacional, comprometi- 
mento mental e isolamento social. Pode haver traumatismo e forma- 
ção de úlceras na língua e nos lábios como resultado de movimentos 
repetitivos de mascar ou ranger de dentes. É possível que o usuário 
manifeste uma síndrome com características de esquizofrenia paranoi- 
ca com o consumo de doses elevadas por tempo prolongado. Anemia 
aplásica e pancitopenia fatal são complicações raras. 


Tratamento 

Não há nenhum antídoto específico para a overdose de anfetaminas. 
Nesse caso, o tratamento é sintomático, com implementação de medi- 
das de suporte fisiológico geral. Conforme discutiremos adiante, para 
tratar os sintomas cardiovasculares, é possível administrar proprano- 
lol (Inderal) como antídoto. 


Detecção 

Ambos os procedimentos, Toxi-lab (Irvine, CA) e EMIT (Syva, San Jose, 
CA), são efetivos na detecção dessas drogas de abuso. Ocasionalmente, 
quando se usa a tira À do Toxi-lab, as anfetaminas podem ser confundi- 
das com anti-histamínicos (p. ex., difenidramina). 


Benzodiazepínicos 


Entre os compostos desse grupo, mostrados na Figura 23.7, o mais 
proeminente é o Valium. São utilizados para fins terapêuticos, sendo 
conhecidos como tranquilizantes menores. Seus mecanismos de 
ação parecem envolver indução da secreção de GABA — um neuro- 
transmissor que inibe a condução nos neurônios dopaminérgicos. 
Empregado, em geral, como medicação terapêutica para produzir 
efeitos calmantes (doses a 2,5 — 10 mg) e relaxantes musculares (doses 
maiores), o Valium tem sido utilizado em doses elevadas por vicia- 
dos em drogas, para contrapor os efeitos excitatórios de outras drogas 
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usuários de drogas de abuso utilizam benzodiazepínicos para poten- 
ciar os efeitos da heroína (Fraser, 1998). Inúmeros usuários de drogas 
se tornaram viciados em Valium, após fazerem uso de doses eleva- 
das do composto várias vezes ao dia. Em casos graves, uma overdose 
de benzodiazepínicos pode causar sonolência, confusão, convulsões 
e coma. Em poucas situações, também causa hipotensão, depressão 
respiratória e parada cardíaca. O uso crônico induz dependência física 
e psicológica. A suspensão repentina do uso da droga pode provocar 
ansiedade, sudorese, irritabilidade, alucinações, diarreia e convulsões. 
O usuário recebe tratamento de suporte. A diminuição gradativa do 
consumo de benzodiazepínicos elimina a dependência física. A meia- 
vida do Valium é de 20 a 70 horas, porém um de seus metabólitos 
ativos apresenta meia-vida de 50 a 100 horas. 


Fenilciclidina (PCP) 


O interessante composto tricíclico mostrado na Figura 23.7 exerce 
inúmeros efeitos em diversas vias neurais. Utilizado, quase que com 
exclusividade, como droga de abuso, esse composto é comercializado 
nas ruas com o nome de “pó de anjo” ou “cabelo de anjo”. Uma de suas 
peculiaridades é o uso periódico. Os efeitos fisiológicos da PCP pare- 
cem ser analgésicos e anestésicos, ao mesmo tempo em que são parado- 
xalmente estimulantes. Foi demonstrado que essa droga interage com 
receptores neuronais colinérgicos, adrenérgicos, secretores de GABA, 
serotonérgicos e de opiáceos. Sendo assim, o paciente pode apresentar 
uma variedade de sintomas bizarros a aparentemente parodoxais ao 
mesmo tempo. Descobriu-se que a droga se liga a regiões específicas dos 
canais de cloreto internos existentes nos neurônios, afetando profunda- 
mente o transporte dessa molécula. A PCP também se liga fortemente 
a uma classe de receptores denominados receptores 6 (Schuster, 1994). 
Como tais receptores também se ligam fortemente ao haloperidol 
(Haldol), uma droga neuroléptica e antipsicótica, é possível que estejam 
implicados em alguns dos achados clínicos de psicose severa apresenta- 
dos por pacientes que sofreram episódio de overdose por PCP. 

Devido à ampla variedade de suas ações, essa droga induz manifes- 
tações clínicas que vão de depressão à euforia e podem envolver cata- 
tonia, violência, ira e alucinações auditivas e visuais. Vômitos, hiper- 
ventilação, taquicardia, calafrios, convulsões, coma e morte também 
estão entre as ocorrências comuns resultates do uso abusivo de PCP. A 
maioria das fatalidades decorre dos efeitos hipertensivos da droga, em 
especial, nas grandes artérias cerebrais (Bayorh, 1984). Como é possi- 
vel inferir a partir desse espectro de sintomas, o diagnóstico baseado 
nos achados clínicos é impossível. Somente o resultado de um teste de 
triagem para a droga pode ser utilizado como diagnóstico. O tratamen- 
to do uso abusivo da PCP é suportivo, com o paciente sendo mantido 
em isolamento em um quarto escuro e quieto. A acidificação da urina 
aumenta a taxa de excreção da droga. Como esperado, tendo em vista 
os achados relativos ao receptor 6, o tratamento com Haldol resulta em 
sedação do paciente violento e alucinado. 


Barbitúricos: sedativos hipnóticos 


Essas drogas de importante ação sedativa apresentam uma variedade 
quase desconcertante. Entretanto, são todas derivadas do ácido barbi- 
túrico, que pode ser considerado um produto de condensação da ureia 
e do ácido malônico, conforme mostra a Figura 23.7. Dependendo 
dos substituintes no grupo —CH, da porção do ácido malônico, a ação 
da droga poderá ter diferentes durações: prolongada, se os substituin- 
tes do carbono forem um anel benzênico e um grupo etil, a exem- 
plo do fenobarbital; de curta duração, se houver grupos neopentil e 
etil nessa posição, como no pentobarbital; ou de duração ultracurta, 
como é o caso do tiopental. O barbitúrico de longa duração fenobar- 
bital possui uso terapêutico como anticonvulsivante, diferenciando- 
se das drogas com ação de curta ou ultracurta duração, e será discuti- 
do adiante, com os fármacos terapêuticos. Todos os barbitúricos são 
lipossolúveis e, portanto, atravessam facilmente a barreira hematoen- 
cefálica. Acredita-se que promovam a estabilização das membranas 
e, assim, dificultem sua despolarização. Por razões desconhecidas, os 
barbitúricos com ação de curta e ultracurta duração parecem inibir 
seletivamente o sistema reticular ativador, que está associado ao des- 
pertar — daí seus efeitos sedativos e hipnóticos. Os barbitúricos com 


ação ultracurta se difundem com rapidez para fora do SNC e, por isso, 
atuam rapidamente. O fenobarbital, contudo, reduz de modo seletivo 
a excitabilidade dos neurônios de disparo rápido e, como resultado, 
apresenta ação anticonvulsiva altamente eficaz. Talvez seja mais do 
que uma simples coincidência o fato de o fenobarbital e a fentoína 
(Dilantina) — outro anticonvulsivo igualmente efetivo — apresentarem 
semelhanças estruturais e exercerem efeitos similares sobre os neurô- 
nios de disparo rápido. O mecanismo de ação da fentoina será discu- 
tido adiante. 

Em termos clínicos, quando em baixas doses, os barbitúricos com 
ação de curta e ultracurta duração causam sedação, prostração e sono. 
Também comprometem a capacidade de julgamento. Quando em 
doses mais altas, produzem anestesia. Em doses ainda maiores, essas 
drogas podem causar estupor, coma e morte. As manifestações tóxicas 
associadas a tais drogas são depressão, respiração de Cheyne-Stokes, 
cianose, hipotermia, hipotensão, taquicardia, arreflexia e contração 
da pupila. 

O tratamento de casos de overdose é suportivo e envolve o trato 
padrão para choque. Quando administrado em até 30 minutos após a 
ingestão da droga, o carvão ativado apresenta ação quimioadsorvente 
efetiva para barbitúricos. 

No caso dos barbitúricos com ação de curta e ultracurta duração, 
o diagnóstico de uso de drogas de abuso é obtido por meio de pro- 
cedimentos de triagem com TLC. O HPLC parece ter utilidade diag- 
nóstica, contudo não é o método padrão. Os barbitúricos são ácidos 
fracos, com seus prótons N-H algo acídicos, portanto são extraídos 
com ácidos e transferidos para as tiras B nos procedimentos do Toxi- 
lab (Irvine, CA). Sua presença é facilmente detectada por TLC para 
Toxi-lab, como mostra a planilha de trabalho Toxi-Lab B da Figura 
23.3. Os imunoensaios para essas drogas constituem igualmente em 
excelentes opções, exceto pelo fato de que elevadas concentrações de 
fenobarbital na urina produzam reação cruzada com anticorpos para 
barbitúricos com ação de curta duração. Assim, é importante confir- 
mar por TLC os resultados positivos obtidos em imunoensaios para 
barbitúricos sedativo-hipnóticos. 


Propoxifeno (Darvon) 


Esse composto analgésico apresenta propriedades farmacológicas 
muito semelhantes aquelas dos opiáceos, entre os quais a morfina. 
Essa droga pode ser administrada por via oral, de modo que os efeitos 
de sedação e sensação de bem-estar induzidos pelos opiáceos podem 
ser obtidos sem utilizar o aparato endovenoso necessário à infusão 
da heroína. Uma das principais causas de morte associada ao uso de 
drogas é a overdose de propoxifeno, seja isoladamente ou combinado 
a depressores do SNC, como barbitúricos e álcool. Os sintomas tóxi- 
cos são similares aos observados em casos de overdose por opiáceos 
(depressão respiratória, arritmias cardíacas, convulsões, edema pul- 
monar e coma). O usuário também pode desenvolver diabetes insípido 
nefrogênico. O tratamento para overdose de propoxifeno é de suporte, 
sendo que a administração de naloxona (Narcan) reverte o efeito tóxi- 
co da droga. 


Metaqualona (Quaalude) 


A metaqualona é uma quinazolina com dupla substituição 2,3 (Fig. 
23.7) que possui propriedades sedativo-hipnóticas. Também apresenta 
ações anticonvulsiva, antiespasmódica, anestésica local, antitussígena e 
anti-histamínica (fraca). Quando administrada por via oral é rápida e 
completamente absorvida, sendo que 80% do total se liga às proteínas 
plasmáticas. A concentração da droga no plasma atinge o pico em 2a 3 
horas e quase todo o seu conteúdo parece ser metabolizado pelo siste- 
ma enzimático microssomal hepático do citocromo P450. Apenas um 
pequeno percentual (< 5%) é excretado pela urina sem sofrer modifi- 
cações. A meia-vida da droga no soro varia de 20 a 60 horas. 

Para obtenção de seus efeitos hipnótico-sedativos, são utilizadas 
doses de 150 a 300 mg/dia. Concentrações séricas tóxicas, em geral, 
correspondem a 10 ug/mL. O usuário tanto pode desenvolver tole- 
rância a algumas de suas ações como se tornar dependente, sendo que 
as doses abusivas chegam a ser de 6 a 7 vezes maiores que as doses 
empregadas para fins terapêuticos. Os sintomas da overdose podem ser 
semelhantes aos da toxicidade por barbitúricos, produzindo depressão 


do SNC acompanhada de letargia, depressão respiratória, coma e 
morte. Entretanto, diferente da overdose por barbitúricos, pode haver 
espasmos musculares, convulsões e sinais piramidais (hipertonicida- 
de, hiper-reflexia e mioclônus) em casos de intoxicação severa por 
metaqualona. O tratamento, em tais casos, inclui terapia de suporte e 
uso de carvão ativado para retardar a absorção da droga remanescen- 
te, além de lavagem gástrica para remoção da droga. 


Maconha (Cannabis) 


Trata-se de uma das drogas indutoras de alteração mental de uso 
mais antigo e amplamente disseminado. A maconha consiste em 
uma mistura de porções cortadas, secas e moídas da fibra da planta 
Cannabis sativa. Haxixe é o nome que designa um composto mais 
potente produzido a partir da resina extraída da planta. O principal 
agente psicoativo contido na maconha é o A-9-tetra-hidrocanabinol 
(THC), um composto lipossolúvel, que invade prontamente o cérebro 
e promove seu efeito induzindo alterações nas membranas celulares. 
O THC se liga ao receptor neural para canabinoides pré-sináptico — 
o CB1. Essa ligação resulta na liberação do neurotransmissor inibitó- 
rio GABA no hipocampo, amígdala e córtex cerebral (Iversen, 2003). 
A maconha pode ser introduzida tanto pelos pulmões, pela fumaça, 
como pelo trato GI, por meio de sua ingestão com alimentos por via 
oral. Uma vez no organismo, o THC é imediatamente armazenado no 
tecido adiposo e apresenta meia-vida aproximada de 1 semana. Sua 
biotransformação é complexa e extensa, sendo que menos de 1% da 
dose ingerida é excretada sem sofrer modificações. Cerca de um terço 
é eliminado pela urina, primariamente, sob a forma de A-9-carboxi- 
-TCH e 11-hidroxi-A-9-THC. Esses metabólitos podem ser detectados 
na urina a partir de 1 a 4 semanas da ingestão da droga, dependendo 
da dose e da frequência de consumo. De uma forma geral, a maco- 
nha aparentemente não causa dependência fisiológica. Contudo, o 
usuário pode desenvolver tolerância (ver na referência Martin, 2004) 
e dependência psicológica, enquanto certa proporção de usuários crô- 
nicos desenvolve dependência fisiológica da droga (Iversen, 2003). Os 
dois efeitos fisiológicos principais da maconha são a vermelhidão da 
conjuntiva e o aumento da frequência da pulsação. Fraqueza muscular 
e deterioração da coordenação motora também são efeitos possíveis. 
As alterações preponderantes observadas na intoxicação por maconha 
afetam a percepção e o estado psíquico do usuário. Com baixas doses, 
pode haver euforia, relaxamento, passividade e alteração do tempo de 
percepção. Diante de doses elevadas, o indivíduo psicologicamente 
suscetível pode apresentar paranoia, alucinações e desorientação. A 
dose, a via de administração, o preparo psicológico individual e o con- 
texto são determinantes importantes da reação de cada usuário à into- 
xicação por maconha. Portanto, em indivíduos despreparados ou que 
consomem a droga sem saber, doses elevadas podem provocar uma 
experiência perturbadora. Usuários mais experientes costumam rela- 
tar uma discreta euforia, intensificação ou alteração das sensações fisi- 
cas, introspecção com alteração da ênfase ou do grau de importância 
dos pensamentos, além de intensificação das experiências subjetivas. 
O uso crônico e intenso pode acarretar distúrbios broncopulmonares 
e — embora a relativa segurança do uso crônico seja controversa — em 
menor frequência reações de pânico agudas, delírio e psicoses (Bryson, 
1989). Poucos usuários procuram tratamento e, quando isso ocorre, 
a intervenção médica dispensada ao paciente angustiado costuma ser 
conservativa. Todavia, após um episódio agudo, pode ser necessário 
submeter a uma avaliação psicológica aqueles usuários que apresen- 
tem distúrbios psiquiátricos subjacentes. Em raras ocasiões, a maco- 
nha é consumida por meio de infusão endovenosa de um concentrado 
fervido. Essa via de administração pode causar uma severa toxicidade 
multissistêmica. Nesse caso, a sintomatologia inclui insuficiência renal 
aguda, gastroenterite, hepatite, anemia e trombocitopenia. 


Dietilamida do ácido lisérgico (LSD, lisergida) 


O LSD é uma indolalquilamina semissintética e alucinógena. Trata-se 
de um dos compostos farmacológicos mais potentes conhecidos até o 
momento, produzindo efeitos a doses mínimas de 20 ug, e igual efeti- 
vidade, quando administrado por injeção ou por via oral. Acredita-se 
que o LSD afete múltiplos sítios do SNC e que pode atuar no recep- 
tor de serotonina pré-sináptico, inibindo a liberação da serotonina e, 


consequentemente, diminuindo sua atividade. Esse processo, por sua 
vez, pode provocar um estado de hipervigilância no SNC. Tanto o siste- 
ma nervoso simpático como o parassimpático são afetados. Entretanto, 
o efeito simpático parece ser maior e os sintomas que se manifestam são 
hipertensão, taquicardia, midríase e piloereção. 

A dose usual de LSD é 1 a 2 pg/kg. Essa droga produz uma experién- 
cia que se inicia 1 hora após a ingestão, atinge o pico em 2 a 3 horas e 
costuma durar 8 a 12 horas após ser ingerida. O metabolismo ocorre 
no fígado, enquanto a excreção se dá principalmente pela bile. 

Em sua classe, o LSD é a droga de abuso de consumo mais comum e 
seus usuários acreditam que seu uso é fonte de novas ideias e soluções 
de problemas. Os efeitos físicos produzidos costumam ser intensos e 
variáveis, dependendo da personalidade do usuário, de suas expec- 
tativas e das circunstâncias. O LSD atua sobre os sentidos do corpo, 
porém os efeitos visuais são mais fortes. Anomalias comuns envol- 
vendo a percepção incluem alterações da percepção temporal, ilusões 
visuais organizadas ou alucinações, visão desfocada ou “ondulante” 
e sinestesias. O humor pode se tornar bastante instável e há a pos- 
sibilidade de dissolução e desorganização do ego. Os níveis de LSD 
que causam toxicidade são baixos. Os casos de morte, em geral, decor- 
rem de traumas secundários a erros de julgamento por parte do usu- 
ário. As reações de pânico — “bad trip” — são as reações adversas mais 
comuns. Elas podem afetar qualquer usuário e não são previstas nem 
evitadas com segurança. Indivíduos psicóticos e deprimidos limítro- 
fes (borderline) estão associados ao risco de tentativas precipitadas de 
suicídio ou episódios psicóticos prolongados decorrentes do uso do 
LSD. O retorno dos efeitos (flashbacks), ainda pouco compreendido, 
também ocorre dias ou meses após a ingestão da droga. Tais episódios 
ocorrem quando o usuário sofre recaídas a partir de uma experiência 
alucinógena anterior, sem ter ingerido a droga. 

Reações de pânico agudas podem ser tratadas e proporcionar ao 
usuário tranquilização frequente e um ambiente calmo. A adminis- 
tração de diazepam também pode ser eficaz. Contudo, exceto quando 
se trata complicações específicas, não há um programa sistemático de 
tratamento para o consumo abusivo de LSD. 


Monitoramento de fármacos terapêuticos 


Atualmente, é reconhecida a grande importância da determina- 
ção frequente dos níveis séricos de muitos dos fármacos terapêuticos 
administrados aos pacientes, seja devido aos possíveis efeitos colaterais 
tóxicos de várias dessas medicações ou porque a frequente falta de com- 
placência por parte dos pacientes resulta em níveis subterapêuticos de 
fármacos. Além disso, é importante que o médico, ao iniciar a terapia 
com fármacos, estabeleça quando os níveis séricos do fármaco prescrito 
alcançam um nível terapêutico estável. Por esse motivo, torna-se igual- 
mente importante compreender os princípios da terapia farmacológica 
(i. e., farmacocinética). Nessa seção, são apresentados alguns dos prin- 
cípios básicos de farmacocinética e, em seguida, os efeitos fisiológicos 
de classes específicas de fármacos terapêuticos. Os fármacos discutidos 
são aqueles cujos níveis são mais comumente acompanhados pelos 
médicos, bem como ensaiados com maior frequência nos laboratórios 
clínicos. É preciso notar que, virtualmente, todos os fármacos terapêu- 
ticos são testados em amostras de soro — e não de urina —, em geral por 
meio de técnicas de imunoensaio (p. ex., FPIA). 


Farmacocinética (Gerson, 1987a, b) 


A Figura 23.9 resume as duas formas existentes de administrar fár- 
macos terapêuticos a pacientes: contínua ou incontínua. À primeira 
(administração contínua) representa a forma mais comum. À maio- 
ria dos pacientes é tratada com medicações administradas por via 
oral ao longo de períodos fixos. Exemplificando, para obter efeitos 
anti-inflamatórios, são prescritos 2 comprimidos de 350 mg de aspi- 
rina a cada 4 — 6 horas. Nesse caso, a aspirina é tomada a intervalos 
de tempo determinados entre os quais certa quantidade do fármaco 
será excretada antes da administração da próxima dose. Em deter- 
minadas situações, o paciente pode receber uma infusão do fárma- 
co por via endovenosa, como na administração de lidocaína (xilo- 
caína) para pacientes com arritmia cardíaca na unidade de terapia 
intensiva (UTI), ou na administração de heparina para prevenção de 
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Figura 23.9 Ilustração da escala temporal dos níveis de fármaco em função do 
método de administração adotado. A, método descontinuo. Uma dose constante 
de fármaco é administrada a cada meio-período. Após 4 meios-períodos (4t), os 
níveis de fármaco flutuam em torno de uma concentração constante de equilíbrio 
dinâmico. B, método contínuo (infusão endovenosa). A convergência para o limite 
de equilíbrio dinâmico é alcançada em A. 


eventos tromboembólicos. Nesses casos, ao mesmo tempo em que 
uma parte do fármaco é metabolizada, uma quantidade constante é 
infundida. Eventualmente, com a infusão contínua, a concentração 
de equilíbrio dinâmico do fármaco é atingida quando a quantidade 
infundida na unidade de tempo se torna igual à quantidade elimi- 
nada na mesma unidade de tempo. Quando o fármaco é infundi- 
do de forma descontínua, uma concentração de equilíbrio dinâmico 
também é alcançada. Entretanto, a administração de doses repeti- 
das (doses iguais a intervalos regulares) produz pico e declínios das 
concentrações séricas, que tendem a variar em torno do equilíbrio 
dinâmico ou da concentração média. 

Tanto para infusões descontínuas como contínuas, o nível de fár- 
maco definitivo é determinado em função da quantidade de fármaco 
infundida versus a quantidade excretada. Todos os fármacos even- 
tualmente são excretados pela urina, seja como composto original e 
sem modificações ou sob a forma de metabólitos do fármaco original. 
Essas conversões metabólicas ocorrem no fígado. Em determinadas 
ocasiões, alguns fármacos entram na circulação enteropática e são eli- 
minados com as fezes. Seja qual for o modo de excreção, uma boa 
parte desses fármacos apresenta uma meia-vida que mais ou menos é 
independente de suas concentrações. A meia-vida de um fármaco é o 
tempo que o organismo demora para excretar metade da concentra- 
ção deste fármaco inicialmente presente no soro. Essa meia-vida inde- 
pende da concentração porque muitos desses compostos são excre- 
tados segundo uma cinética de primeira ordem. O processo pode ser 
resumido da seguinte forma: 


D K E (23.5) 
Em que D é a concentração de fármaco e E é sua forma excretada. A 
constante k é a constante de velocidade do desaparecimento de D. A 
meia-vida, denominada t,,,, está associada à constante k por intermé- 
dio da seguinte relação: 
ti, = 0,693/k (23.6) 
Como é possível notar a partir dessa equação, t,,, é uma constante 
e não depende da concentração de fármaco. Assim, a meia-vida do 


fármaco determina o tempo necessário para ser alcançado o equilíbrio 
dinâmico ou a concentração média. 


O objetivo de qualquer terapia farmacológica é alcançar um nível 
sérico constante de fármaco que produza o efeito terapêutico esperado. 
Se a meia-vida do fármaco é desconhecida, é possível calcular a dose 
repartida que deve ser administrada e o devido intervalo de tempo entre 
cada dose, para que esse nível constante seja alcançado. Conforme se 
observa na Figura 23.9, na curva À, o período inicial de administração 
do fármaco é marcado por grandes flutuações dos níveis de fármaco. 
Passado algum tempo, essas flutuações convergem em torno de um 
nível constante. De uma forma geral, no caso das doses descontínuas, o 
nível de fármaco ao final do período de administração de n doses pode 
ser expresso como a soma de uma série geométrica: 

D=(Dyr-rP-Dy)t1-—r) (23.7) 

Em que D, é o nível desejado de equilíbrio dinâmico do fármaco; r 
é a fração restante de fármaco, após o intervalo de tempo constante 
entre as doses; e n é o número da dose (p. ex., segunda, terceira dose 
etc.). Se for estabelecido que o intervalo de tempo entre as doses é t1,,, 
então r = '/2. Caso seja determinado que esse intervalo deva ser igual a 
*/s da quantidade de fármaco remanescente, então r = */4. (Esse tempo 
pode ser calculado diretamente a partir de t,,., como sendo Paty.) 
Após quatro doses cronometradas, se r = !/2, por exemplo, o primeiro 
termo do numerador da equação 23.7 será pequeno e, em efeito: 


D = (D,/2)/(1/2) = D, (23.8) 

Depois de 4 meias-vidas ou mais, quando r” for igual a ('/2)* ou 1/16 
(0,06), ou seja, quando r" for pequeno, o nivel de equilíbrio dinâmico 
é alcançado. 

Nas infusões contínuas (Fig. 23.9, curva B), considerando o caso 
mais simples em que a distribuição do fármaco é instantânea, a velo- 
cidade da infusão é constante e a excreção do composto é de primeira 
ordem. Sendo assim, é possível demonstrar que o nível de fármaco, a 
qualquer momento, pode ser dado pela seguinte equação: 

D = (k,/k,)(1 — e) (23.9) 

Em que D é a concentração de fármaco, k, é a constante da velocida- 
de de infusão, k, é a constante de velocidade de primeira ordem para 
excreção do fármaco, e t é o tempo. De acordo com a equação 23.6, 
como k; = 0,693/t!,,, após 4 meias-vidas, quando t = 4t1,.: 

D=(k,/k,)0 — 6%’) (23.10) 

Em que, em efeito, D se aproxima de k,/k,. Dessa forma, para infu- 
sões contínuas, pressupondo-se que nenhuma carga de dose tenha 
sido administrada, a proporção entre k, (velocidade de infusão do fár- 
maco na unidade de tempo) e k, (constante de velocidade para o desa- 
parecimento de primeira ordem do fármaco) corresponde ao nível de 
equilíbrio dinâmico desejado do fármaco (i. e., em que a quantidade 
de fármaco administrada equivale à cuidado excretada, sempre no 
decorrer da mesma unidade de tempo). 

Existem dois pontos fundamentais referentes a essa apresentação. 
Em primeiro lugar, é uma boa medida esperar que 4 meias-vidas ou 
mais atinjam o nível de equilíbrio dinâmico de um determinado fár- 
maco. Em segundo lugar, é preciso interpretar com extrema cautela 
os resultados de um teste para determinação dos níveis de fármaco ao 
longo do período em que o equilíbrio dinâmico está sendo alcançado 
— regra essa que muitas vezes é esquecida na prática clínica. Analisando 
a Figura 23.9, observe que a realização dos ensaios, durante o período 
de pré-equilíbrio dinâmico (antes de 4 meias-vidas ou mais), acarreta 
a produção de resultados altamente erráticos, em decorrência das flu- 
tuações da concentração do fármaco observadas na infusão descon- 
tínua, e da elevação dos valores (ainda que persistentemente baixos) 
observada no infusão contínua. 

As considerações constantes nos parágrafos anteriores destacam 
a implementação de uma terapia farmacológica efetiva, sem produ- 
ção de efeitos colaterais sérios, em que é sempre necessário perma- 
necer dentro dos limites terapêuticos para não causar toxicidade ao 


paciente. Além disso, níveis subterapêuticos devem ser evitados. A 
equação 23.8 mostra que, no estado de equilíbrio dinâmico obser- 
vado no início do período de administração das doses, a dose D, é 
adicionada ao valor D, do estado de equilíbrio dinâmico, produzindo 
níveis séricos iguais a 2D,. Em consequência, pode haver toxicidade. 
Por esse motivo, pode ser desejável diminuir a dose periódica a uma 
concentração inferior a D, mediante administração mais frequente 
dessas doses, a intervalos regulares, até ser alcançado o mesmo valor 
de equilíbrio dinâmico (D,, no exemplo). Embora essa medida resulte 
em maior demora para se alcançar o valor-alvo do estado de equilí- 
brio dinâmico, os aumentos dos níveis de fármaco serão menores no 
estado de equilíbrio, bem como as flutuações entre os níveis de pico 
(logo após a administração do fármaco) e declínio (exatamente antes 
da administração da próxima dose). 


Volume de distribuição 

Quando se administra fármacos, é de vital importância saber se o 
composto é armazenado no tecido adiposo ou em outro tecido corpo- 
ral, ou se permanece totalmente no soro. Como a dose de fármaco é 
conhecida e é possível determinar a concentração desse composto no 
soro, o volume total de líquido corporal em que o fármaco é dissolvi- 
do pode ser calculado pela seguinte relação: 

D = D,/ Va ou V;=D/D (23.11) 

Onde, D é a concentração do fármaco no soro, D, é a quantidade 
de fármaco administrada e V, é o volume em que D, deve ser dissol- 
vido para ser alcançada a concentração D. V4 é referido como volume 
de distribuição. Se todo o fármaco estiver presente no soro, V4 é o 
volume de sangue que pode ser determinado a partir das tabelas de 
conversão que relacionam o peso corporal ao volume de sangue. Por 
outro lado, se uma parte do fármaco é armazenada em algum tecido 
corporal, significa que uma quantidade menor permanece no soro. 
Portanto, o denominador da equação 23.11 (V; = D,/D) é reduzido 
e V; se torna maior do que o volume de sangue esperado, indicando 
que uma parte do fármaco foi armazenada em tecido corporal. Caso 
seja esse o resultado obtido, significa que o fármaco está sendo conti- 
nuamente liberado a partir de seus depósitos no corpo (i. e., tecidos), 
e que seus níveis séricos podem aumentar de modo anormal e se tor- 
nar potencialmente tóxicos. Por esse motivo, é preciso saber o volume 
de distribuição, antes de administrar qualquer fármaco. 


Metabolismo no fígado 

Muitos fármacos são convertidos a metabólitos, alguns farmacologi- 
camente ativos e outros, inativos. Grande parte dessa conversão ocor- 
re ao nível do sistema microssomal extramitocondrial existente nos 
hepatócitos. Esse sistema metabólico é principalmente oxidativo, utili- 
zando uma série de enzimas oxidativas. Estas, por sua vez, utilizam um 
sistema especial de citocromos: o citocromo P450 (Hardman, 2001). 
Esse sistema de citocromo extremamente crítico está implicado de 
forma significativa na predisposição de certos indivíduos ao desenvol- 
vimento de câncer, por intermédio da metabolização de determinados 
compostos ambientais, como o benzopireno, em francos carcinógenos 
(ver adiante). Além disso, o polimorfismo genético das enzimas do 
citocromo P450 afeta em particular a reposta do indivíduo ao fármaco, 
incluindo toxicidade e reações adversas (Ingelman-Sundberg, 2004). A 
excreção de muitos fármacos depende da integridade do fígado e do 
sistema de citocromo P450. Em pacientes que apresentam insuficiên- 
cia hepática decorrente de congestão passiva, hepatite, cirrose e outros 
distúrbios semelhantes, a meia-vida efetiva do fármaco é maior. Como 
consequência, torna-se necessário reduzir a dose repartida de fármaco. 
Ao contrário, alguns fármacos induzem síntese intracelular de enzimas 
microssomais e causam diminuição dos valores de meia-vida. Como 
resultado, pode ser necessário aumentar a dose repartida. 

Um exemplo de fármaco indutor de enzimas microssomais é o feno- 
barbital. Esse composto induz sua própria metabolização (de modo que 
os níveis de sua concentração não seguem uma cinética de primeira 
ordem). Nos casos em que os níveis de um fármaco metabolizado no 
fígado se tornam maiores do que o maior valor terapêutico, é possível 
reduzir esses níveis por meio de administração de baixas concentrações 
de fenobarbital para indução do sistema microssomal. 


Esse resumo de alguns dos princípios gerais da administração de 
fármacos deve ser útil na interpretação clínica de valores, além de per- 
mitir uma melhor compreensão da discussão subsequente acerca de 
fármacos terapêuticos específicos, mais comumente quantificados ou 
determinados nos laboratórios. As Tabelas 23.1 a 23.7 resumem infor- 
mações farmacológicas críticas referentes aos compostos testados com 
mais frequência. 

Na apresentação que se segue, são discutidas sete classes de fármacos 
mais comumente analisados: cardiotrópicos, anticonvulsivantes, antias- 
máticos, anti-inflamatórios, imunossupressores, psicotrópicos e quimio- 
terápicos. (Os antibióticos são abordados na Parte VII — Microbiologia 
Médica.) A presente discussão enfatiza os mecanismos de ação desses 
fármacos. A maioria deles interfere em etapas específicas das vias de 
transdução de sinal celulares, as quais frequentemente apresentam 
notável semelhança. Apesar desse fenômeno, há fármacos específicos 
que bloqueiam etapas da transdução de sinal envolvendo apenas células 
específicas, sem afetar a transdução de sinal nas demais células. 


Cardiotrópicos (Opie e Gersh, 2001) 


O uso dos agentes cardiotrópicos é mais comum no tratamento da 
insuficiência cardíaca congestiva e das arritmias cardíacas. Embora os 
fármacos apresentem diferenças em termos de estrutura e proprieda- 
des, além dos usos específicos, todos atuam em uma ou outra fase dos 
potenciais de ação nas células que fazem parte do sistema de condução 
e nos miócitos. Seu efeito final consiste em retardar a condução elétri- 
ca. Ademais, é importante ter em mente que o tecido condutor é iner- 
vado tanto pelo sistema nervoso simpático, como pelo parassimpático 
(em especial, o vagal). O primeiro aumenta a velocidade de condução, 
enquanto o outro tende a retardar a condução. As ações promovidas 
por cada fármaco cardiotrópico são descritas de forma resumida na 
Figura 23.10. Conforme se observa nessa figura, várias correntes de 
íons importantes controlam os potenciais de ação das células que 
constituem o tecido marca-passo do nodo AV e as fibras de condu- 
ção ventricular (compostas pelas células de Purkinje): primeiramen- 
te, uma corrente rápida de influxo de sódio e, em seguida, um fluxo 
diminuído (desligamento dos canais de condutância de sódio), con- 
forme destacado na área vermelha da Figura 23.10. Em terceiro lugar, 
há um efluxo de íons potássio, que promove a repolarização da célula. 
Conforme mostra a Figura 23.10, existem quatro classes de fármacos 
que atuam em uma ou mais dessas fases do potencial de ação e que 
resultam em seu prolongamento. Os fármacos de classe I bloqueiam 
o influxo de sódio na fase I e incluem quinidina, procainamida e lido- 
caína. Tais agentes — em especial a lidocaina — atuam bloqueando o 
influxo rápido de sódio na fase I e, assim, diminuindo a velocidade de 
despolarização ventricular diastólica. Os fármacos de classe I] incluem 


Tabela 23.1 Digoxina 
Propósito Tratamento de insuficiência cardíaca congestiva e 
fibrilação-flutter atrial 
Oral: 0,75 — 1,5 mg para digitalização; 

0,125 - 0,5 mg/dia para manutenção 
Aprox. 60 — 85% para comprimidos ou elixir; 90 — 

100% para cápsulas contendo líquido 
Aprox. 35 — 40 horas; porém, prolongada em pacientes 
com função renal diminuída 
0,5 -2 ng/mL 
Concentração tóxica geral > 2 ng/mL, contudo pode variar um pouco 


Dose geral para adultos 
Biodisponibilidade usual 
Meia-vida 


Faixa terapêutica geral 


Transporte Aprox. 20 — 25% ligada a proteínas do plasma 

Metabolismo Em geral, somente pequenas quantidades são 
metabolizadas (fígado, lumen do intestino grosso) 

Eliminação Aprox. 50 - 75% pela urina, sem modificação 


Equilíbrio dinâmico Aprox. 7 dias em pacientes não digitalizados e com 
função renal normal 

Causa liberação de íons de cálcio no sistema T do 
miocárdio; retarda a condução no nodo AV 
Distúrbios gástricos, náusea, vômitos, arritmias atrial e 
ventricular; pulsação irregular 


Mecanismo de ação 


Efeitos tóxicos 
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3 Toxicologia e monitoramento de fármacos terapêuticos 
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Figura 23.10 Visao geral dos efeitos de diferentes agentes antiarritmicos sobre o 
sistema condutor do miocárdio. O potencial de ação normal é representado pela 
linha preta que forma o primeiro pico com a aplicação de uma alta voltagem. Essa 
resposta é produzida principalmente por um rápido influxo de sódio nas células 

do sistema condutor. Esse componente do potencial de ação, devido ao influxo 

de fons sódio, é mostrado sob a área em vermelho. O potencial de ação real é 
prolongado por um subsequente influxo de íons cálcio representado pela área azul, 
a qual apresenta certa sobreposição em relação à área vermelha (influxo de sódio). 
A seguir, quando termina o influxo de íons cálcio, o influxo de íons potássio resulta 
na repolarização mostrada pela curva que contorna as áreas em azul e amarelo. Os 
agentes bloqueadores de classe |, conforme lista a figura, bloqueiam o influxo de 
sódio, diminuindo a taxa de despolarização. Os bloqueadores de classe Il, como 

o propanolol, bloqueiam estímulos B-adrenérgicos (epinefrina e noraepinefrina), 
diminuindo a taxa de despolarização diastólica. Os bloqueadores de classe III, como 
a amiodarona, bloqueiam canais de potássio e induzem a consequente redução do 
efluxo desse íon, retardando a repolarização. Esse efeito resulta no prolongamento 
do potencial de ação, como mostra a continuação da curva de voltagem sobre a área 
amarela na ilustração. Os agentes bloqueadores de classe IV, como o verapamil, 
bloqueiam os canais de cálcio, prolongando novamente o potencial de ação (azul), 
embora esse prolongamento não seja explicitado na figura. Ao estender o potencial 
de ação, os agentes de classes Ill e IV retardam a condução nodal, devido ao 
prolongamento da refratariedade das células afetadas. (De Opie LH; Gersh BJ: Drugs 
for the Heart, 5th ed. Philadelphia, WB Saunders, 2001.) 


os bloqueadores de receptores B, como o propranol, que inibem os 
efeitos cronotrópicos de neurotransmissores adrenérgicos, entre os 
quais a epinefrina e a noraepinefrina. Os fármacos de classe III, como 
a amiodarona, bloqueiam as correntes de potássio repolarizantes e 
aumentam a duração do potencial de ação (conforme representa a 
curva preta sobre a área amarela da Fig. 23.10), além de aumentar o 
período refratário. Por fim, os agentes de classe IV, cujo membro mais 
importante é o Verapamil, retardam o influxo de íons de cálcio e pro- 
longam o potencial de ação. Além dessas quatro classes de fármacos 
cardiotrópicos, os glicosídeos digitálicos cardíacos exercem efeitos 
parassimpaticos-similes sobre as células do nodo AV, resultando em 
retardo da condução. Tanto os digitálicos como a amiodarona pro- 
duzem efeitos inotrópicos marcantes sobre o miocárdio. Dessa forma, 
ambos são empregados no tratamento da insuficiência cardíaca con- 
gestiva. No miocárdio lesionado, os digitálicos bloqueiam a ATPase 
de sódio e potássio, provocando aumentos transitórios dos níveis de 
íons sódio ao redor do sarcolema e a consequente liberação de íons de 
cálcio citosólico no sistema T. Como resultado, a contratilidade mio- 
cárdica aumenta. As propriedades e ações fundamentais desses fárma- 
cos cardiotrópicos são discutidas a seguir. 
Glicosídeos digitálicos 

Digoxina. Por retardarem a condução no nodo AV, os glicosídeos 
digitálicos são utilizados no tratamento de arritmias atriais, em parti- 
cular no flúter e na fibrilação atrial. A estratégia do tratamento é blo- 
quear os sinais rápidos de condução atrial para os ventrículos e, assim, 
retardar a resposta ventricular. O efeito inotrópico positivo direto que 
exercem aumenta o débito cardíaco na insuficiência cardíaca. 

A digoxina (Tab. 23.1) apresenta uma ação de início rápido (em 
l a 2 horas, quando administrada por via oral) e meia-vida relativa- 
mente curta (35 a 40 horas). A maioria dos pacientes excreta cerca 
de 50 a 75% de uma dose de digoxina, sem modificações, pela urina. 
Os níveis séricos terapêuticos encontram-se em uma faixa que varia 
de 0,5 a 2 ng/mL. Altas concentrações desse fármaco são detectadas 


nos músculos esquelético e cardíaco, bem como no fígado, cérebro 
e rins. 

Digitoxina. Diferente da digoxina, a digitoxina apresenta meia-vida 
mais longa (4 a 6 dias) e ação de início relativamente mais demora- 
do (dentro de 1 a 4 horas, quando administrada por via oral, com 
efeito máximo em 8 horas). 90 a 100% de uma dose são absorvidos, 
sendo que cerca de 95% do composto se liga à proteínas plasmáticas. 
Os níveis terapêuticos de digitoxina estão na faixa de 9 a 25 ng/mL. 
Esse fármaco é extensivamente metabolizado no fígado (90%), sendo 
a digoxina seu metabólito ativo. 

Os efeitos colaterais tóxicos produzidos pelos glicosídeos digitálicos 
incluem distúrbios gástricos, náusea, vômito e arritmias atriais e ven- 
triculares. É fundamental que os níveis de digoxina (ou digitoxina) 
sejam monitorados de perto e corretamente ao administrar inicial- 
mente o fármaco para o paciente. Como já mencionado, a faixa tera- 
péutica da digoxina varia de 0,5 a 2 ng/mL (i. e., uma faixa de variação 
estreita). Os níveis tóxicos excedem 2 ng/mL e, portanto, é pequena a 
diferença existente entre a dose terapêutica e a tóxica. 

A toxicidade por digoxina costuma ser tratada com Digibind 
(GlaxoSmithKline, Research Triangle Park, NC), que contém frag- 
mentos Fab de ovinos. Esse antídoto pode provocar interferências 
na determinação dos níveis séricos de digoxina (Valdes, 1998). Foi 
demonstrado que alguns ensaios determinam apenas os níveis de 
digoxina “livre”, ou seja, que não estão ligados aos fragmentos Fab, 
inativadores do fármaco. Para outros ensaios, que determinam o con- 
teúdo total de digoxina (i. e., digoxina livre + digoxina ligada ao Fab), 
é recomendável utilizar ultrafiltrados de soro para determinar os 
níveis de digoxina livre ou ativa. Alternativamente, considerando que 
o Digibind pode causar resultados espúrios e incorretos, recomenda- 
se que os níveis terapêuticos de digoxina sejam determinados 2 a 4 dias 
após a última dose de Digibind, cuja meia-vida é de 15 a 20 horas. 
Procainamida (Pronestil) (Tab. 23.2). Trata-se de um agente antiar- 
rítmico de classe I, útil para o tratamento de arritmias supreventricu- 
lares ou ventriculares. Um de seus principais efeitos é o aumento da 
refratariedade do átrio e a diminuição da excitabilidade miocárdica. A 
biodisponibilidade da procainamida é de 75 a 95%. Cerca de 15% do 
total se liga a proteínas plasmáticas e aproximadamente 50% é excre- 
tado pelos rins. A meia-vida desse fármaco é de 3,5 horas e seus níveis 
terapêuticos, em geral, variam de 4 a 10 ug/mL. A N-acetilação que 
dá origem ao metabólito ativo — N-acetilprocainamida (NAPA) — é a 
principal via metabólica de biotransformação. Entre os efeitos colate- 
rais tóxicos observa-se a síndrome lúpus-símile reversível, com títulos 
elevados de anticorpos ANA, urticária, erupção cutânea, agranuloci- 
tose e síndrome nefrótica. 

A síndrome lúpus-símile pode ser iniciada pela metabolização da 
procainamida por leucócitos, que resulta na formação de metabólitos 
quimicamente reativos. Esses metabólitos, por sua vez, ligam-se de 
modo covalente às proteínas existentes na membrana de monócitos/ 


Tabela 23.2 Procainamida 


Propósito Tratamento de arritmias supraventricular ou ventricular 

Dose geral para adultos Oral: 4 g/dia, em doses repartidas, para terapia de 
manutenção 

Biodisponibilidade usual 75- 95% 

Meia-vida Aprox. 3,5 horas em pacientes com função renal 
normal 

Faixa terapêutica geral 4-10 pg/mL 


Concentração tóxica geral > 12 ug/ml 


Transporte Aprox. 15% ligada a proteínas do plasma 

Metabolismo Hepático: N-acetilprocainamida (ativa), com tıp de 
aprox. 7 horas em pacientes com função renal normal 

Eliminação Aprox. 50 — 60% pela urina, sem modificações 


Equilíbrio dinâmico Mínimo de 12 horas 


Mecanismo de ação Prolongamento do período refratário atrial e 
diminuição da excitabilidade do miocárdio 
Síndrome lúpus eritematoso-símile reversível, pulsação 
irregular, hipotensão, erupção cutânea, agranulocitose 


Efeitos tóxicos 


macrófagos e estimulam a produção de autoanticorpos. Além disso, 
no metabólito de procainamida ligado de modo covalente, a porção 
que contém aminoácidos terciários é capaz de mimetizar uma parte da 
molécula de proteína histona e levar à produção de anticorpos ANA 
anti-histonas (Uetrecht, 1988). 

Quinidina. É também um agente antiarrítmico de classe I, assim como 
a procainamida, utilizado no tratamento de arritmias supraventricula- 
res e ventriculares, bem como de taquiarritmias. Seus principais usos 
consistem na prevenção da taquicardia ventricular ou de contrações 
ventriculares prematuras frequentes, além da manutenção do ritmo 
sinusal após a conversão do flúter ou fibrilação atrial (Valdes, 1998). 

A biodisponibilidade da quinidina é de 90 a 100%. Cerca de 85% do 

conteúdo desse fármaco encontra-se ligado à proteínas plasmáticas. A 
quinidina é metabolizada em cerca de 60 a 85% no fígado, por inter- 
médio de reações de hidroxilação, com formação de alguns metabó- 
litos ativos. A excreção urinária é de aproximadamente 20%. A meia- 
-vida da quinidina é de 5 a 12 horas e os níveis terapêuticos, em geral, 
variam entre 2,3 a 5 ug/mL. Níveis séricos máximos são alcançados em 
la 3 horas. Os efeitos colaterais da quinidina são cinchonismo (ver- 
tigem, zumbido, dor de cabeça, distúrbios visuais e desorientação), 
febre, hepatite e discrasia sanguínea. Também pode haver arritmias 
ventriculares, bloqueio AV e fibrilação ventricular, levando à síncope 
e à morte repentina. 
Lidocaína (Xilocaína). Outro agente antiarrítmico de classe I tem uti- 
lidade adicional como anestésico local. É empregado principalmente 
como antiarrítmico no controle e prevenção agudos de arritmias ven- 
triculares após um episódio de IM agudo. Uma dose de carga endove- 
nosa de 50 a 100 mg é administrada em 2 a 3 minutos no tratamento 
de arritmias ventriculares em adultos. Essas doses podem ser repetidas 
a intervalos de 5 a 10 minutos com 25 a 50 mg, até uma dose máxima 
de 300 mg ao longo de um período de 1 hora. Após a carga, a infusão 
prossegue a uma velocidade de 1,4 a 3,5 mg/min em indivíduos com 
70 kg. Em crianças, pode ser feita a administração de 0,5 a 1 mg/kg a 
cada 5 minutos, até o número máximo de 3 doses. 

A lidocaína não apresenta percentual elevado de ligação com pro- 
teínas plasmáticas nem é significativamente armazenada nos tecidos 
corporais. Tem meia-vida de cerca de 2 horas e seus níveis séricos 
terapêuticos variam entre 1,2 e 5,5 pg/mL. Os níveis séricos, geral- 
mente, atingem valores máximos em 5 a 8 horas. 90% de uma dose 
de lidocaína é metabolizada no fígado por N-dealquilação. A excre- 
ção urinária corresponde a 10%. Os efeitos colaterais tóxicos incluem 
convulsões, coma e depressão respiratória (efeitos sobre o SNC), além 
de bradicardia e hipotensão. 

Propranolol. Trata-se de um fármaco antiarritmico de classe II, blo- 
queador de receptores B, que antagoniza os efeitos da epinefrina sobre 
o coração, artérias e arteríolas da musculatura esquelética e dos brôn- 
quios. Exerce grande parte de seus efeitos no nodo AV e é utilizado no 
tratamento de taquicardia sinusal, taquicardia atrial e arritmias ven- 
triculares. De uma forma geral, o bloqueio dos receptores B, provoca 
aumento do tempo de condução AV e redução da frequência cardia- 
ca, da contratilidade e do débito miocárdicos, bem como diminuição 
da automaticidade cardíaca. Por ser um agente vasodilador, também 
é utilizado no tratamento da angina pectoris, hipertensão e doença 
arterial coronariana sintomática, em particular após eventos de IM 
agudo. As doses orais variam de 40 a 320 mg/dia, para produção de 
efeitos antiarrítmicos em indivíduos adultos. A dose máxima de 480 
mg/dia é empregada no controle da hipertensão. Também promo- 
ve redução da pressão sanguínea tanto em posição supina como no 
indivíduo em pé. A biodisponibilidade do propranolol é de cerca de 
30%. A meia-vida desse fármaco é de 3 horas e seus níveis terapêuti- 
cos variam de 50 a 100 ng/mL no soro. Níveis máximos são atingidos 
em aproximadamente 6 horas. Cerca de 93% do fármaco se liga a pro- 
teínas. É metabolizado no fígado e 0,5% de seu conteúdo total é excre- 
tado pela urina, sem sofrer nenhuma modificação. Entre os efeitos 
tóxicos produzidos pelo propranolol estão a bradicardia, insuficiência 
arterial (tipo de Raynaud), hipotensão, bloqueio AV, náusea, vômi- 
tos, faringite, broncoespasmo e púrpura trombocitopénica trombéóti- 
ca. É raro haver supressão da medula óssea. 

Amiodarona. É o principal agente antiarrítmico de classe III. Prolonga 
notavelmente o potencial de ação ao bloquear os canais de potássio 
no músculo cardíaco (Fig. 23.10). Como consequência, o período 


refratário efetivo também é prolongado. Sua atividade é complexa, 
pois também implica o bloqueio significativo dos canais de sódio ina- 
tivos — uma ação de agentes de classe I — e efeitos fracamente adrenér- 
gicos e bloqueadores sobre os canais de cálcio. A indicação do uso da 
amiodarona consiste no tratamento de arritmias ventriculares em que 
há risco de vida. Sua dose de carga oral é 1.200 a 1.600 mg/dia, com 
uma dose de manutenção de 200 a 400 mg/dia. Esse fármaco apresen- 
ta uma biodisponibilidade aproximada de 35 a 65%. No decorrer de 
seu tempo de meia-vida, são detectados dois componentes: um com- 
ponente rápido (duração de 3 a 10 dias), que envolve cerca de 50% 
do conteúdo, e outro lento (duração de 25 a 110 dias). Ainda que não 
muito bem definida, a faixa terapêutica, em geral, varia de 1 a 2,5 ug/ 
mL. Níveis > 2,5 ug/mL produzem efeitos tóxicos, embora essa asso- 
ciação esteja igualmente pouco definida. Cerca de 96% do conteúdo 
total de amiodarona encontra-se ligado à proteínas plasmáticas. Esse 
fármaco é metabolizado no fígado e, graças a sua estrutura hidrofóbi- 
ca (lipossolúvel), extensivamente distribuído ao longo do corpo. Sua 
excreção é bastante demorada e ocorre pela pele, trato biliar e glându- 
las lacrimais. Os efeitos tóxicos podem ser profundos e incluem bradi- 
cardia sintomática, bloqueio cardíaco, fibrose pulmonar fatal, hepatite, 
distúrbios envolvendo o campo visual, fotodermatite e — de modo mais 
significativo — hipotireoidismo. As vezes, provoca hipertireoidismo. 
Verapamil. É um fármaco antiarrítmico de classe IV. Bloqueia canais 
de cálcio ativos e inativos, que são proeminentes em especial no teci- 
do nodal (particularmente, nodo AV). Suas indicações de uso incluem 
angina, hipertensão e arritmias supraventriculares. A dose oral é de 120 
a 480 mg/dia, repartidas em 3 a 4 doses. Apresenta uma biodisponibi- 
lidade aproximada de 10 a 20%. Sua meia-vida é de 2 a 8 horas, mas 
aumenta para 4,5 a 12 horas após a administração repetida das doses 
orais. À faixa terapêutica geral vai de 80 a 400 ng/mL, embora sua def- 
nição seja precária. Em torno de 90% do total de verapamil liga-se à 
proteínas plasmáticas, sendo que o fármaco é extensivamente metabo- 
lizado no fígado. Como resultado dessa metabolização, é produzido um 
metabólito ativo — o norverapamil. Aproximadamente 75% dos com- 
ponentes ativos são eliminados pelo rim e os 25% restantes são excreta- 
dos via trato GI. Os efeitos tóxicos incluem hipotensão, fibrilação ven- 
tricular, constipação e edema periférico. 


Anticonvulsivos 


Os anticonvulsivos são utilizados no tratamento de distúrbios con- 
vulsivos, em particular a epilepsia (grande mal e pequeno mal), bem 
como de distúrbios psicomotores e outros tipos especializados de dis- 
túrbios, como o tique doloroso (neuralgia trigeminal). Os mecanis- 
mos de ação desses fármacos ainda não foram elucidados, no entan- 
to, parece que todos bloqueiam o influxo de sódio para os neurônios 
que apresentam danos na membrana celular, conforme mostra a 
Figura 23.11. A única exceção possível é o fenobarbital. Vários des- 
ses agentes, em especial a fenitoína, também bloqueiam influxos de 
cálcio secundários e, assim, aparentemente inibem o disparo rápido 
nessas células. Um efeito associado ao fenobarbital, e possivelmen- 
te também à fenitoína, é a estabilização da membrana por meio da 
intercalação (Fig. 23.11). Diversos anticonvulsivantes são efetivos 
contra ataques de grande mal, porém não produzem nenhum efeito 
sobre os ataques de pequeno mal. Contra essa condição, são efetivos 
apenas a etosuximida (Zarontin) e o ácido valproico (Depakote). Esses 
fármacos, portanto, apresentam mecanismos de ação semelhantes e 
especificidades diferentes. 

Fenobarbital. (Tab. 23.3) Trata-se de um barbitúrico de ação prolon- 
gada, utilizado no tratamento de ataques tônico-clônicos generalizados 
e de ataques parciais simples com sintomas motores ou somatossenso- 
riais. Também é empregado no tratamento da ansiedade e da insônia. 
Não é utilizado no tratamento de ataques convulsivos com ausência 
(i. e., pequeno mal), os quais podem ser exacerbados pelo composto. 
Também não é empregado no tratamento de convulsões parciais com- 
plexas, pois os pacientes respondem de modo insatisfatório. O feno- 
barbital pode ser administrado para tratar sintomas de abstinência em 
bebês nascidos de mães viciadas em opiáceos ou barbitúricos. Como 
intensifica a metabolização da bilirrubina ao promover indução enzi- 
mática, tem sido empregado no tratamento de casos de hiperbilirrubi- 
nemia congênita (icterícia não obstrutiva e não hemolítica familiar). 
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Figura 23.11 Efeitos dos anticonvulsivantes sobre os 
neurônios. Figura de cima: as membranas neuronais 
danificadas, como ilustra o corte à direita da figura, 
resulta em influxos de sódio (círculos amarelos) 

e cálcio (círculos vermelhos) via seus respectivos 
canais, com a consequente produção de disparos 
repetidos representada pela curva de voltagem- 
tempo localizada do lado direito da mesma figura. 
Figura de baixo: anticonvulsivantes como fenitoína 
(Dilantina), carbamazepina (Tegretol) e ácido 
valproico (Depakote), representados pelos pequenos 
círculos azuis, bloqueiam os canais de sódio e cálcio 
e, como resultado, diminuem substancialmente a 
frequência dos disparos, conforme representado na 
curva voltagem-tempo localizada à direita da figura. 
Acredita-se que tanto a fenitoína como o fenobarbital 
(cilindros azuis) estabilizam a membrana neuronal 
danificada, conforme ilustra o corte esquematizado à 
direita, na parte superior da figura debaixo. 
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Além de induzir enzimas microssomais hepáticas, acredita-se que os 
barbitúricos estabilizam membranas danificadas (Fig. 23.11), bem 
como elevam o limiar da despolarização da membrana neuronal. 
Pacientes adultos com ansiedade são tratados com uma dose oral de 
30 a 120 mg de fenobarbital/dia, repartida em duas doses. Para a indu- 
ção do sono em paciente adultos, costuma ser administrada uma dose 
de 100 a 320 mg/dia. No controle de crises convulsivas, adultos são 
tratados com doses repartidas de 100 a 200 mg/dia, enquanto as crian- 
ças, em geral, recebem 30 a 100 mg de composto/dia. 

O fenobarbital apresenta meia-vida longa de 4 a 6 dias. As doses 
orais são quase totalmente absorvidas (biodisponibilidade de 90 a 
100%) e a concentração sérica ótima para o controle dos ataques é, 
em geral, 15 a 30 ug/mL. 40 a 60% do composto é metabolizado no 
fígado, enquanto 10 a 40% pode ser eliminado pela urina sem sofrer 
modificações. Em torno de 40 a 60% do conteúdo total do composto 
está ligado à proteínas plasmáticas e seu principal sítio de armaze- 
namento é o cérebro. Um estado de equilíbrio dinâmico é atingido 
em 14 a 21 dias. Os efeitos colaterais tóxicos são nistagmo, ataxia, 





estupor, depressão respiratória, coma e hipotensão. Os barbitúricos 
são contraindicados para pacientes que sofrem de porfiria intermi- 
tente aguda (i. e., deficiência parcial da deaminase de porfobilinogê- 
nio), pois intensificam a síntese da sintetase do ácido A-aminolevu- 
línico e, consequentemente, a produção de intermediários da via do 
heme no fígado. 

Fenitoína (Dilantina). É utilizada no tratamento de ataques tônico- 
-clônicos generalizados, ataques parciais simples e ataques parciais 
complexos (Tab. 23.4). É ineficaz no tratamento do mioclônus, 
dos ataques com ausência (pequeno mal) e dos ataques atônicos. 
Usualmente, é administrada por via endovenosa, somando-se à admi- 
nistração endovenosa de diazepam, na eliminação do status epilético. 
De forma notável, a fenitoína não produz efeitos aparentes em neu- 
rônios em repouso ou em neurônios que disparem normalmente. É, 
portanto, específica aos focos epiletogênicos existentes no SNC (Yaari, 
1986). Como será discutido adiante, a carbamazepina (Tegretol) exer- 
ce efeitos similares. Dados existentes sobre o mecanismo de ação desse 
fármaco sugerem fortemente que a fenitoína bloqueia influxos de 


Tabela 23.3 Fenobarbital 
Propósito Tratamento de ataques convulsivos tônico-clônicos, 
ataques convulsivos parciais simples, ansiedade, 
insônia 
Oral: 100 - 200 mg/dia, para controle dos ataques 
convulsivos; 30 - 120 mg/dia para ansiedade; 100 — 
320 mg/dia para indução do sono 
Aprox. 90 — 100% 

Aprox. 5 — 6 dias em adultos; aprox. 3 — 4 dias em 
crianças 

15 - 30 pg/mL para controle de epilepsia 
> 40 pg/mL, embora possa vir a desenvolver 


Dose geral para adultos 
Biodisponibilidade usual 
Meia-vida 


Faixa terapêutica geral 
Concentração tóxica 


geral tolerância 

Transporte Aprox. 40-60% ligado a proteínas do plasma 
Metabolismo Aprox. 75% hepático: p-hidroxifenobarbital, inativo 
Eliminação Aprox. 25% pela urina, sem modificações 


Equilíbrio dinâmico 
Mecanismo de ação 


Aprox. 14-21 dias 

Estabiliza membranas danificadas e aumenta o limiar 
de despolarização da membrana neuronal 

Sonolência, depressão, depressão respiratória, coma, 
sedação, hipotensão; a depressão respiratória pode ser 
causada por uma administração endovenosa rápida 


Efeitos tóxicos 


Tabela 23.4 Fenitoína (Dilantina) 


Tratamento de ataques convulsivos tônico-clônicos, 
ataques convulsivos parciais simples, ataques 
convulsivos parciais complexos 

Oral: 300 - 400 mg/dia, dose de manutenção 
Variável: 30 — 95% 

24 + 12 horas, e dependente da dose 

10-20 pg/mL 

Concentração tóxica geral > 20 pg/mL 


Propósito 


Dose geral para adultos 
Biodisponibilidade usual 
Meia-vida 

Faixa terapêutica geral 


Transporte Aprox. 90 — 95% ligada a proteínas do plasma 
Metabolismo Hepático: 5-(p-hidroxifenil)5-fenilidantoína, inativo 
Eliminação Aprox. 5% pela urina, sem modificações 


Equilíbrio dinâmico Aprox. 7 — 8 dias 

Parece bloquear os influxos de sódio e cálcio para 
neurônios do SNC que despolarizam repetidamente 
Nistagmo, ataxia, diplopia, sonolência, coma; uma 
administração endovenosa rápida pode provocar 
colapso cardiovascular e/ou depressão do SNC 


Mecanismo de ação 


Efeitos tóxicos 


sódio e cálcio para dentro dos neurônios que despolarizam repetida- 
mente no SNC e também para neurônios parcialmente despolariza- 
dos. Ao reduzir o influxo de sódio e cálcio para essas células, também 
reduz sua excitabilidade e prolonga o período refratário (Yaari, 1986). 
De fato, a fenitoína parece se ligar de modo seletivo aos canais de 
sódio de disparo rápido durante seus estados refratários e, assim, pro- 
longar seus períodos refratários (Bazil, 1998). Essa constatação ajuda 
a explicar sua capacidade de bloquear apenas neurônios que estejam 
disparando rápida e repetidamente. 

Embora a dose média de manutenção diária para adultos seja de 
300 a 400 mg, essa dose deve ser ajustada de acordo com a resposta do 
paciente e a concentração do fármaco no soro. À concentração sérica 
terapêutica usual é de 10 a 20 ug/mL, sendo que o estado de equilíbrio 
dinâmico é atingido em 5 a 10 dias (para o platô; ver a Fig. 23.9). Sua 
meia-vida no soro em geral é de 24 horas, no entanto depende da dose. 
Portanto, a excreção não é um processo de primeira ordem. A fenito- 
ina é armazenada no cérebro, metabolizada no fígado (95%) e encon- 
trada sob a forma ligada a proteínas plasmáticas em cerca de 90 a 95%. 
Tanto a aspirina como a fenilbutazona são capazes de deslocar a feni- 
toína ligada à albumina sérica e podem aumentar significativamente 
sua concentração sérica. Assim como ocorre com o fenobarbital, a 


fenitoína é um indutor enzimático relativamente potente e, por esse 
motivo, certos antibióticos, anticoagulantes orais, quinidina e contra- 
ceptivos orais podem ser mais rapidamente metabolizados, com con- 
sequente diminuição de sua efetividade. 

Como a relação existente entre as concentrações séricas e a dose diá- 
ria não é linear, pequenos aumentos da dose podem resultar em gran- 
des aumentos das concentrações séricas terapêuticas. Os sintomas de 
toxicidade, em geral, se manifestam diante de concentrações séricas 
acima de 20 ug/mL. Os efeitos colaterais tóxicos incluem nistagmo, 
ataxia, estupor e coma. Arritmias podem ser produzidas por uma 
rápida administração endovenosa. 

Fosfenitoína. Trata-se de uma formulação parenteral hidrossolúvel 

da fenitoína que é rapidamente convertida (meia-vida de 8 — 15 minu- 
tos) a fenitoína in vivo. Sua meia-vida independe da concentração 
plasmática e suas propriedades farmacodinâmicas, farmacocinéticas 
e clínicas são idênticas às da fenitoína. Comparado à fenitoína endo- 
venosa, esse pró-fármaco oferece melhor flexibilidade e tolerabilidade 
ao paciente, sendo indicado para o tratamento de ataques convulsivos 
parciais ou generalizados em adultos nos casos em que a administra- 
ção endovenosa é indicada (Bazil, 1998). 
Primidona (Mysoline). É um fármaco utilizado no tratamento de ataques 
tônico-clônicos generalizados, ataques parciais simples e ataques parciais 
complexos. Sua estrutura química está bastante relacionada à estrutura 
básica dos barbitúricos. Ao ser metabolizada no fígado, dá origem a dois 
metabólitos ativos: fenobarbital e feniletilmalonamida (PEMA). Assim, 
uma parte dos efeitos anticonvulsivos que exerce se deve à atividade do 
fenobarbital. Diferente deste, contudo, a primidona pode aumentar o 
limiar de despolarização das membranas junto ao SNC. 

As doses orais variam de 250 mg/dia a 2 g diárias em doses repar- 
tidas. É rápida e totalmente absorvida (100%), sendo que as doses 
terapêuticas usuais equivalem a concentrações séricas de 5 a 21 ug/ 
mL. O estado de equilíbrio dinâmico é alcançado em 4 a 7 dias e sua 
meia-vida é de aproximadamente 12 horas. A frequência com que se 
liga às proteínas plasmáticas é baixa (20%), de modo que a maioria do 
composto permanece livre no soro e apenas uma pequena parcela é 
armazenada nos tecidos corporais. 

A sedação é um de seus efeitos tóxicos comuns. Outros são tontura, 
ataxia e erupções cutâneas. À primidona, assim como o fenobarbital, é 
contraindicada para pacientes com porfiria intermitente aguda. 
Etosuximida (Zarontin). Esse é o fármaco de escolha para o trata- 
mento de ataques convulsivos com ausência (pequeno mal), que 
não são acompanhados de outros tipos de convulsões. Pelo menos 
inicialmente, é preferível ao ácido valproico (ver adiante), devido à 
séria hepatotoxicidade que ele pode causar (ainda que raramente). 
A etosuximida pode deprimir o córtex motor e reduzir a frequência 
de disparos neuronais, porém seu sítio molecular de ação permanece 
pouco conhecido. 

A dose oral para adultos costuma ser de 500 a 1.000 mg/dia. Sua 

absorção é bem rápida e total (100%). As concentrações séricas atin- 
gem o pico em 1 a 4 horas, enquanto o estado de equilíbrio dinâmi- 
co é atingido em 8 a 10 dias. A concentração sérica terapêutica usual 
varia de 40 a 100 ug/mL, mas pode chegar a 170 a 190 pg/mL em 
crianças. Em adultos, a meia-vida no soro, em geral, é de 60 horas. 
Em crianças, essa meia-vida é de 30 horas. A etosuximida permanece 
essencialmente livre no soro, sem se ligar às proteínas. É metaboli- 
zada principalmente no fígado (60-90%), transformando-se em des- 
metilmetsuximida. Distúrbios envolvendo o trato Gl estão entre os 
efeitos tóxicos mais comuns: náusea, vômito e sofrimento gástrico. 
Outros efeitos adversos incluem tontura e ataxia. São raros os rela- 
tos de efeitos colaterais mais graves, tais como SLE (lúpus eritematoso 
sistêmico), anemia aplásica e pancitopenia. 
Carbamazepina (Tegretol) (Tab. 23.5). É um fármaco antiepilético 
primário, utilizado no tratamento de ataques tônico-clônicos gene- 
ralizados, ataques parciais simples e parciais complexos, bem como 
em ataques envolvendo combinações de diferentes tipos de convul- 
são. Por exacerbar ataques com ausência (pequeno mal), mioclônicos 
e atônicos podem ser exacerbados. Também é utilizado no tratamento 
do tique doloroso (neuralgia trigeminal) e da neuralgia glossofaríngea, 
sendo de fato o fármaco de escolha nesses casos. 

A carbamazepina é um composto tricíclico (i. e., iminostilbeno), 
quimicamente relacionado ao antidepressivo tricíclico imipramina. 
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3 Toxicologia e monitoramento de fármacos terapêuticos 


Tabela 23.5 Carbamazepina (Tegretol) 


Tratamento de ataques convulsivos tônico-clônicos 
generalizados, ataques convulsivos parciais simples, 
ataques convulsivos parciais complexos; neuralgias 
trigeminal e glossofaringea 

Oral: 0,8 — 1,2 g/dia como manutenção para controle 
de ataques convulsivos; 0,2 — 1,2 g/dia para neuralgia 
70% 

No início, aprox. 35 horas; aprox. 8 — 20 horas após 
3 — 4 semanas de administração 

Faixa terapêutica geral 4-12 pg/mL 

Concentração tóxica geral > 12 pg/mL 


Propósito 


Dose geral para adultos 


Biodisponibilidade usual 
Meia-vida 


Transporte 60 - 70% ligada a proteínas do plasma 

Metabolismo Hepático: carbamazepina-10,11-epóxido (ativo); 
carbamazepina-10,11-transdi-hidrodiol (inativo) 

Eliminação 1 - 2% pela urina, sem modificações 


3-7 dias 

Diminui os influxos de sódio e cálcio para neurônios 
do SNC que despolarizam repetidamente; reduz a 
transmissão sináptica excitatória no núcleo trigeminal 
espinhal 


Equilíbrio dinâmico 
Mecanismo de ação 


Efeitos tóxicos Sonolência, ataxia, tontura, náuseas, vômitos, 
movimentos involuntários, reflexos anormais, pulsação 


irregular 


Acredita-se que uma redução da transmissão excitatória sináptica no 
núcleo trigeminal espinhal constitua a base da ação antineuralgêni- 
ca desse fármaco. Sua ação antiepilética é bastante semelhante à da 
fenitoína, ou seja, diminui os influxos de sódio e cálcio em neurônios 
hiperexcitáveis (Yaari, 1986; Bazil, 1998). 

Doses orais de carbamazepina são completamente absorvidas e a 

dose de manutenção usual para adultos é 0,8 a 1,2 g/dia. 98% do 
conteúdo desse fármaco é transformado no fígado em dois meta- 
bólitos ativos: as formas 10,11-epoxida e 10,11-di-hidroxi carbama- 
zepina. A concentração sérica terapêutica usualmente é 4 a 12 ug/ 
mL, sendo que o estado de equilíbrio dinâmico é alcançado em 3 a 4 
dias. A meia-vida do Tegretol no soro é de 8 a 20 horas (decorridas 
3 a 4 semanas da administração), sendo que 60 a 70% do fármaco se 
liga às proteínas plasmáticas. As reações tóxicas mais comuns ao uso 
desse composto são tontura, ataxia, vertigem, náusea e vômito, além 
de desmaios. Embora seja raro, é possível ocorrer reações hematoló- 
gicas e estas, por sua vez, podem ser graves (anemia aplásica, trom- 
bocitopenia e agranulocitose). 
Ácido valproico (Depakene). É empregado no tratamento de ataques 
tônico-clônicos generalizados, com ausência, mioclônicos e atônicos. É 
ineficaz no tratamento de espasmos infantis. Apesar de seu mecanismo 
de ação ainda não estar definitivamente estabelecido, o ácido valproico 
é conhecido por aumentar a atividade do sistema inibitório mediado 
pelo GABA. Além disso, sua ação é similar à ação da fenitoína e da 
carbamazepina, no sentido que todos prolongam o estado refratário 
dos canais de sódio (Hardman, 2001). A absorção do ácido valproico 
é rápida e completa. Para adultos, a dose de manutenção diária média 
é de 15 a 30 mg/kg, quando o composto administrado sozinho, ou 30 
a 45 mg/kg, quando empregado de forma combinada a outros agentes 
antiepiléticos. A concentração sérica terapêutica habitual é de 50 a 100 
ug/mL, enquanto o estado de equilíbrio dinâmico é alcançado em 1 a 4 
dias. A maior parte do fármaco (90 a 100%) é metabolizada no fígado. 
No fígado, um elevado percentual (90%) de todo o ácido valproico se 
liga à proteínas plasmáticas. Sua meia-vida no soro é de 8a 15 horas. 

Foi demonstrado que o ácido valproico produz efeitos teratogêni- 
cos em animais de experimentação. Tais efeitos incluem anomalias 
relacionadas ao desenvolvimento e defeitos esqueléticos. Por esse 
motivo, o ácido valproico deve ser utilizado com cautela em pacientes 
grávidas. Entre os efeitos tóxicos que apresenta, estão sedação, dis- 
túrbios gástricos, reações hematológicas, ataxia, sonolência e coma. 
Foram descritos casos raros de hepatotoxicidade fatal, bem como de 
pancreatite severa ou fatal (ver Sztajnkrycer, 2002). 


Anticonvulsivos recentes 

Topiramato, lamotrigina (Lamictal), gabapentina (Neurontina) e 
felbamato são quatro agentes anticonvulsivos, recentemente aprova- 
dos para uso nos EUA, que estão sendo administrados em pacientes 
cujas respostas a anticonvulsivos mais bem estabelecidos situam-se 
abaixo da reposta considerada ótima. O topiramato e a lamotrigina são 
empregados como adjuvantes no tratamento de ataques parciais em 
adultos. A meia-vida do topiramato é de aproximadamente 21 horas, 
sendo que em média 15% do fármaco se liga a proteínas plasmáticas. 
A lamotrigina apresenta meia-vida variável, dependendo de seu uso 
monoterápico ou com um agente indutor. 

Cerca de 55% da lamotrigina é encontrada sob a forma acoplada 
a proteínas. A gabapentina também é utilizada como adjuvante no 
tratamento de ataques parciais e tem meia-vida de 5 a 7 horas, com 
menos de 3% do total ligado a proteínas. As faixas terapêuticas e con- 
centrações tóxicas desses fármacos ainda precisam ser determinadas. 
Os efeitos colaterais comuns produzidos pelo topiramato são fadiga, 
retardo psicomotor, sonolência e dificuldades de concentração e de 
fala. Também pode causar glaucoma angular agudo (Asconape, 2002). 
A lamotrigina tem como efeitos colaterais mais comuns ataxia, depres- 
são do SNC, diplopia, tontura, anormalidades do raciocínio, náusea, 
irritação, erupções cutâneas e sonolência. Um dos principais efeitos 
tóxicos desse fármaco é a síndrome de Stevens-Johnson (Warner, 
1998; Brodtkorb, 1998). Os efeitos adversos típicos da gabapentina 
são ataxia, tontura, fadiga e sonolência. Constatou-se que o felbamato 
está associado a uma incidência relativamente alta de anemia aplásica 
e insuficiência hepática (Asconape, 2002). Por esse motivo, sua uti- 
lização foi limitada aos casos em que o paciente falha em responder 
a outros tratamentos e os potenciais benefícios clínicos proporciona- 
dos pelo felbamato se sobrepõem aos potenciais riscos clínicos (Bazil, 
1998; Brodtkorb, 1998; Ascopenape, 2002). 


Antiasmáticos 


A asma é uma forma de doença obstrutiva pulmonar crônica 
(COPD, chronic obstructive pulmonar disease) cujas causas são varia- 
das, sendo que algumas são de natureza alérgica. Como indica a 
Figura 23.12, no cerne da asma está a broncoconstrição, que decorre 
da contração das fibras de musculatura lisa existentes nos bronquio- 
los. Essa contração pode ser induzida por processos alérgicos em que 
a inflamação acarreta a liberação de histamina a partir dos mastóci- 
tos. A histamina, ao se ligar aos receptores H, existentes nas células 
de músculo liso, induz a formação de segundos mensageiros, como 
o inositol trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG), que promovem a 
estimulação definitiva da contração muscular (Fig. 23.12). Opondo-se 
a esse processo, a ligação da epinefrina aos receptores B, resulta na 
estimulação da adenilato ciclase, com consequente indução da síntese 
de cAMP — um segundo mensageiro que bloqueia a contração muscu- 
lar. Como parte de um processo regulatório, a fosfodiesterase induz 
hidrólise do cAMP e, assim, ajuda a anular a inibição da contração do 
músculo liso. 

Como indica a Figura 23.12, existem ao menos três estratégias 
terapêuticas distintas para bloquear a contração da musculatura lisa 
bronquiolar. A primeira consiste em bloquear a liberação de histami- 
na a partir dos mastócitos, por meio da utilização de fármacos como 
a cromolina. 

Este não é o único processo inflamatório capaz de induzir a bron- 
coconstrição asmática. Outros componentes inflamatórios também 
podem ser ativos na indução desse efeito. Tais componentes são resu- 
midos na Figura 23.13, que destaca os leucotrienos e as prostaglandi- 
nas como agentes significativamente proeminentes na promoção da 
broncoconstrição. Foi demonstrado que os agentes anti-inflamatórios 
orais, como os inibidores de leucotrienos zileuton e zafirlukast, são efi- 
cazes na contraposição desses efeitos na asma. Tais agentes interrom- 
pem as vias de leucotrieno/ácido araquidônico envolvidas na inflama- 
ção e na reatividade brônquica. De forma significativa, demonstrou-se 
que os esteroides são altamente efetivos em bloquear os broncoespas- 
mos. Como se observa na Figura 23.13, tais agentes promovem uma 
potente inibição da produção de leucotrienos, prostaglandinas e fator 
ativador de plaquetas (não indicado na Fig. 23.13), pela inibição da 
fosfolipase A, e da ciclo-oxigenase 2 (a isoforma induzida da ciclo-oxi- 
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Figura 23.12 Resumo dos mecanismos de ação dos agentes antiasmáticos. A figura 
mostra três mecanismos básicos. Observe que todos os três mecanismos resultam na 
promoção do relaxamento do músculo liso nas vias aéreas menores, ou seja, menos 
pontes cruzadas de actina-miosina, conforme ilustrado na parte inferior da figura. À 
esquerda, a liberação de histamina a partir dos mastócitos em resposta à estimulação 
alergênica resulta na formação de complexos histamina-receptor H, que promovem 
a ativação de uma via de transdução de sinal em que o inositol trifosfato (IP3) e o 
diacilglicerol (DAG), ambos mensageiros secundários, são induzidos e promovem 

a contração da musculatura lisa. A liberação de histamina é bloqueada (“—“ ao lado 
da seta verde) pelo fármaco cromolina. Na região central da figura, a epinefrina e o 
albuterol formam complexos com B-receptores. Esses complexos induzem atividade 
de adenil ciclase e, em consequência, a síntese de AMP cíclico (na ilustração, 
CAMP). Esse segundo mensageiro bloqueia a contração dos músculo liso. À direita 
da figura, foram representadas xantinas, como a teofilina, bloqueando (“—* ao 

lado da seta verde) a enzima fosfodiesterase, com o consequente prolongamento 

da duração do cAMP. Este, por sua vez, pode atuar por períodos prolongados no 
bloqueio da contração do músculo liso. 


Figura 23.13 Mecanismos de ação dos fármacos 
anti-inflamatórios. A ilustração mostra que o 
evento fundamental na morte celular induzida pela 
inflamação é o dano à membrana das células, que 
resulta na ativação da fosfolipase A». Essa enzima 
promove a síntese de ácido araquidônico. Este é um 
substrato para duas enzimas críticas: lipoxigenase, 
que promove a síntese de leucotrienos, e ciclo- 
oxigenase (COX), que promove a síntese de 
tromboxanos e prostaglandinas. Ambas as classes 
de compostos promovem quimiotaxia para 
neutrófilos (representada à direita, na parte inferior 
da figura), com resultante fagocitose das células 
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genase). Esteroides lipossolúveis, em especial na forma de aerossóis, 
que evitam efeitos colaterais sistêmicos, estão entre os agentes mais efi- 
cazes contra a asma. Tais agentes incluem beclometasona, flunisolida 
e triancinolona. Agonistas B, lipossolúveis de ação prolongada, como 
formoterol e salmeterol, também encontram-se disponíveis e o efeito 
duradouro parece ser devido à capacidade desses agentes de se dissol- 
verem na membrana da musculatura lisa bronquial. 

A segunda estratégia empregada nas crises asmáticas severas, consis- 
te na aplicação de uma injeção subcutânea de epinefrina. Como resul- 
tado, há um alívio eficaz da broncoconstrição com base aguda, por 
meio do mecanismo ilustrado na Figura 23.12. Para um tratamento 
crônico, são utilizados agentes que se ligam aos receptores B,, como 


Salicilatos, 
NSAIDs 


vo 


Lipoxigenase sas Ciclo-oxigenase 


prostaglandinas 


danificadas e continuação da resposta inflamatória 
destrutiva. Os leucotrienos, por si só, induzem 
aumento da permeabilidade vascular, provocando 
intensificação da migração de neutrófilos em 
direção às células lesadas, bem como contração 
da musculatura lisa (à esquerda e abaixo, na 
figura). Nessa ilustração, corticosteroides, como a 
prednisona e a cortisona, bloqueiam (“—“ ao lado 
das setas) as duas enzimas-chave dessa cadeia de 
transdução de sinal inflamatória: fosfolipase A; e 
COX. Acredita-se que os corticosteroides também 
estabilizam membranas danificadas. Os fármacos 
anti-inflamatórios não esteroidais (NSAIDs) 
bloqueiam principalmente a COX; o acetaminofeno 
(Tylenol) bloqueia predominantemente a COX 
localizada no sistema nervoso central e exercem 
um bloqueio fraco da COX periférica. Portanto, 
atua mais como agente antipirético do que como 
fármaco anti-inflamatório. 


Acetaminofeno 


albuterol (Proventil, Ventolin) e terbutalina (Brethine), que são efeti- 
vos em reverter esse processo através do mesmo mecanismo. Ambos 
os agentes estimulam a produção de cAMP, conforme mostra a via 
central ilustrada na Figura 23.12. A terceira estratégia, como é possível 
notar pela observação da Figura 23.12, envolve o bloqueio da fosfo- 
diesterase por fármacos como a teofilina e as xantinas. Essa estratégia 
visa prevenir a hidrólise do cAMP e permitir, assim, a inibição contí- 
nua da broncoconstrição. 

Embora ainda seja comumente prescrita, a teofilina vem sendo 
substituída por outros agentes antiasmáticos, como os esteroides e os 
inaladores bronquiais adrenérgicos, que são utilizados principalmente 
em casos de crises asmáticas agudas e subagudas em pacientes adultos. 
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rais tóxicos (Pesce, 1998). Todavia, a realização de ensaios laborato- 
riais para determinação dos níveis terapêuticos de agentes antiasmáti- 
cos tem se restringido apenas à teofilina, em grande parte porque sua 
faixa de concentrações terapêuticas é estreita e seus potenciais efeitos 
colaterais são graves, conforme se discute a seguir. 
Teofilina. (Tab. 23.6) Esse fármaco é utilizado como agente bron- 
codilatador no tratamento da asma de grau moderado ou severo, 
sempre visando a prevenção das crises e para tratamento das exa- 
cerbações sintomáticas. A teofilina também exerce ações adicionais, 
como vasodilatação, diurese, efeitos inotrópicos cardíacos positi- 
vos e estimulação da contração diafragmática. Devido a esse último 
efeito estimulador, a teofilina pode produzir algum benefício para 
pacientes com enfisema. Esse fármaco também é efetivo no trata- 
mento da apneia primária da prematuridade, em que a ausência de 
esforço respiratório dura mais de 20 segundos em recém-nascidos. 
Acredita-se que o mecanismo de ação desse efeito seja decorrente da 
estimulação medular promovida pelo fármaco. Foi constatado que a 
cafeína é mais efetiva para essa finalidade por apresentar menor grau 
de toxicidade (Pesce, 1998). No tratamento da asma, a dose é calcu- 
lada com base no peso corporal e depende da via de administração 
e da idade do paciente. Como o índice terapêutico (1. e., a proxi- 
midade entre os níveis tóxicos e os níveis terapêuticos) da teofilina 
é baixo, é essencial que tais cálculos sejam realizados com atenção. 
E necessário monitorar cuidadosamente a resposta do paciente e os 
níveis séricos de teofilina, pois a velocidade de metabolização desse 
fármaco varia para cada paciente. Os níveis de teofilina podem ser 
estimados em até 1 hora após a administração endovenosa, 1 a 2 
horas após a administração oral, ou geralmente em 3 a 8 horas após 
a administração por liberação lenta. Para tanto, amostras de sangue 
devem ser obtidas da maneira correta. 

Sua concentração sérica terapéutica é 10 a 20 pg/mL. A meia-vida 
é de aproximadamente 8,7 horas em indivíduos adultos não fuman- 
tes ou 5,5 horas em adultos fumantes. Entretanto, o tempo de meia- 
vida pode variar bastante de um indivíduo para outro, indicando mais 
uma vez a necessidade de supervisionar o paciente e de monitorar as 
concentrações séricas do fármaco individualmente. Cerca de 60% do 
fármaco liga-se à proteínas e em torno de 90% é metabolizado no figa- 
do, com produção de cafeína inativa. A teofilina atravessa a placenta 
e pode produzir efeitos teratogênicos em pacientes grávidas. Outros 
efeitos adversos comuns associados a esse fármaco são taquicardia, 
arritmias, convulsões e sangramento GI. 


Fármacos anti-inflamatórios e analgésicos 


Conforme observado na seção anterior e ilustrado na Figura 23.13, a 
liberação de fosfolipídeos, entre outros eventos, é induzida por danos 
causados à membrana celular a partir de imunocomplexos, trauma ou 
outro tipo de estresse. Os fosfolipídeos liberados, por sua vez, servem de 
substratos para a fosfolipase A, produzir ácido araquidônico. Este é um 
composto de importância central por ser convertido tanto em leucotrie- 
nos, por ação da lipoxigenase, como em tromboxano e prostaglandinas, 
por ação da ciclo-oxigenase (COX). Todos esses agentes provocam qui- 
miotaxia de neutrófilos, resultando na ativação dessas células e, por fim, 
em inflamação. Essas substâncias também aumentam a permeabilidade 
vascular (induzindo o influxo de mais neutrófilos) e a contração da mus- 
culatura lisa. Conforme observado na seção anterior e mostrado na Figura 
23.13, os corticosteroides são poderosos agentes anti-inflamatórios que 
atuam bloqueando a via da COX. 

Por outro lado, ao mesmo tempo que atuam como potentes agentes 
anti-inflamatórios, os esteroides provocam inúmeros efeitos colaterais 
indesejáveis, tais como retenção de líquidos, ganho de peso, osteo- 
porose, sangramento Gl e alterações mentais. Outros fármacos não 
esteroidais — os agentes anti-inflamatórios não esteroidais (NSAIDs, 
nonsteroidal anti-inflammatory drugs) — se mostraram efetivos no blo- 
queio da inflamação por meio de mecanismos similares, como mos- 
tra a Figura 23.13, e sem produzir os indesejáveis efeitos adversos 
típicos dos corticosteroides. A maioria desses agentes bloqueia espe- 
cificamente a COX, como é o caso do naproxeno (Naprosyn), ibu- 
profeno (Advil, Motrin) e piroxicam (Feldene). Tais agentes inibem 
duas formas de COX — COX-1 e COX-2. A COX-1 está envolvida na 


Tabela 23.6 Teofilina 
Propósito Tratamento e prevenção da asma de grau moderado a 
severo 
Dose geral para adultos Depende do peso corporal, da via de administração, 
da idade e da condição do paciente 
Biodisponibilidade usual Varia de acordo com a forma, sendo quase 100% para 
líquidos orais e comprimidos sem revestimento 
Varia: 8-9 horas em adultos não fumantes; 5-6 horas 
em adultos fumantes; 3-4 horas em crianças, porém a 
variação pode ser ampla 
10-20 pg/mL 
Concentração tóxica geral > 20 pg/mL 


Meia-vida 


Faixa terapêutica geral 


Transporte 60% ligada a proteínas do plasma 

Metabolismo Hepático: cafeína; ácido 1,3-dimetilúrico; ácido 
1-metildrico; 3-metilxantina 

Eliminacao 10% pela urina, sem modificações 


Equilíbrio dinâmico 5 meias-vidas; 90% do equilíbrio dinâmico é 


alcançado em 3 meias-vidas 

Aumenta o cAMP intracelular ao inibir a 
fosfodiesterase; essa ação provoca o relaxamento do 
músculo liso das vias aéreas brônquicas e dos vasos 
sanguíneos pulmonares 


Mecanismo de ação 


Efeitos tóxicos Hipotensão, síncope, taquicardia, arritmias, ataques 


convulsivos, sangramento Gl 


manutenção da integridade da membrana das células mucosas no 
trato GI, enquanto a COX-2 atua no processo inflamatório. Uma vez 
que todos esses agentes inibem ambas as formas da enzima, acabam 
produzindo efeitos colaterais indesejáveis no trato GI, com toxicida- 
de e sangramento. Há pouco tempo, foram disponibilizados agentes 
mais modernos que inibem a COX-2 com maior seletividade, como 
celecoxib (Celebrex) e rofecoxib (Vioxx). Entretanto, a constatação de 
que alguns pacientes tratados com Vioxx apresentaram diagnóstico de 
IM levou à retirada desse fármaco do mercado. 

A aspirina, um potente inibidor da COX, um eficaz agente anti-infla- 
matório, também produz efeitos antipiréticos e analgésicos resultantes da 
inibição dessa enzima. Considera-se que esses efeitos antipiréticos e anal- 
gésicos sejam decorrentes da inibição da COX ao nível do SNC (ou seja, 
da isoforma COX-3), principalmente no hipotálamo. 

O acetaminofeno (Tylenol) inibe a COX-3, porém exerce pouco 
efeito sobre a COX-1 e a COX-2. Por isso, não é considerado anti- 
“inflamatório, embora também não provoque sangramento Gl e pro- 
duza efeitos analgésicos e antipiréticos eficientes. 

Dentre esses fármacos, somente a aspirina e o tilenol têm seu uso 
monitorado. Por esse motivo, são discutidos mais a fundo a seguir. 
Ácido acetil salicílico (aspirina). Trata-se de um composto anti-in- 
flamatório que é utilizado como analgésico, antipirético e, em altas 
doses, como agente anti-inflamatório. Em doses mais baixas, a aspi- 
rina exibe uma atividade anticoagulante decorrente da atividade anti- 
plaquetária produzida pela inibição da COX nas plaquetas. O resul- 
tado final é o bloqueio da formação do tampão plaquetário. É um 
fármaco que pode ser efetivo no tratamento de febre, neuralgia, dor 
de cabeça, mialgia e artralgia, bem como no monitoramento de algu- 
mas doenças reumáticas. 

Em geral, para obtenção dos efeitos analgésicos e antipiréticos em 
adultos, são administradas doses de aspirina oral que variam de 500 
mg, conforme a necessidade, até o máximo de 4 g/dia. Doses maiores 
(3,5-5,5 g/dia) são utilizadas em casos de artrite reumatoide e osteo- 
artrite em pacientes adultos, e também na artrite juvenil (até 3,5 g/ 
dia) em crianças. 

O intestino delgado é o sítio primário de absorção da aspirina. Essa 
absorção usualmente ocorre de modo rápido, logo após a administra- 
ção oral, sendo que os níveis séricos atingem o pico em 1 a 2 horas. 
Antes de entrar na circulação sanguínea, a aspirina é rapidamente 
hidrolisada a ácido acético e ácido salicílico. Essa hidrólise é mediada 
em parte por uma esterase plasmática e em parte pelo fígado. Tanto a 
aspirina como o ácido salicílico entram no SNC. 


Em torno de 70 a 90% do ácido salicílico encontrado no plasma 
está ligado a proteínas plasmáticas. Sua meia-vida no soro depende e 
aumenta proporcionalmente com a dose: de 3 horas, com 500 mg, até 
cerca de 15 horas, com 4 g. O ácido salicílico é depurado não só por 
meio de sua metabolização, mas também pela excreção urinária. A taxa 
de excreção urinária diminui, à medida que sua meia-vida aumenta. 
Essa situação pode acarretar efeitos tóxicos, caso o intervalo entre as 
doses não seja devidamente aumentado. Entretanto, a taxa de elimina- 
ção pode apresentar variações significativas de acordo com o paciente 
e, por isso, a dose precisa ser individualizada, quando a quantidade de 
fármaco a ser administrada é muito grande. Zumbido, audição abafada 
e sensação de ouvido tapado são os sinais mais comuns da toxicida- 
de crônica por aspirina. Em bebês, crianças pequenas e pacientes com 
prévia perda auditiva, os sintomas óticos não se manifestam e a hiper- 
ventilação costuma ser o sinal mais comum de overdose. Conforme 
discutido no Capítulo 14, overdoses de aspirina podem causar acidose 
metabólica. Como o próprio salicilato estimula os centros respiratórios, 
overdoses desse fármaco induzem aumento da frequência respiratória, 
levando à alcalose primária. A intoxicação aguda por aspirina consti- 
tui causa comum de envenenamento farmacológico fatal em crianças. 
Doses tóxicas acarretam distúrbios acidobásicos, estimulação direta da 
respiração ao nível do SNC, hiperpirexia e hipoglicemia, sangramento 
GI, náusea e vômitos. O paciente pode desenvolver insuficiência renal 
aguda, disfunção do SNC com estupor e coma, e edema pulmonar. A 
Figura 23.14 resume os níveis tóxicos de aspirina para crianças em fun- 
ção do tempo decorrido após a administração de uma dose tóxica. 

Principalmente em crianças, mas também reconhecido em adultos, 
um sério efeito tóxico inerente à aspirina é a hepatotoxicidade com con- 
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sequente insuficiência hepática fulminante, ou seja, a síndrome de Reye. 
Essa síndrome aparece quando o paciente febril é tratado com aspirina, 
durante um episódio de infecção viral. Após uma aparente recuperação, 
o paciente se torna gravemente doente em decorrência de uma severa 
insuficiência hepática, com sinais e sintomas de encefalopatia hepática 
(descritos nos Caps. 8 e 21). Embora o quadro seja quase sempre fatal, 
medidas de suporte recentes têm mostrado um aumento significativo 
no tempo de sobrevida a partir dessa condição prejudicial à vida, sendo 
que a causa dessa melhora permanece desconhecida. 

Acetaminofeno (Tylenol). É um fármaco utilizado como analgésico e 
antipirético no tratamento da febre, dor de cabeça e mialgias/artralgias de 
grau brando a moderado. O acetaminofeno é tão eficaz quanto a aspirina 
em suas ações analgésicas e antipiréticas, sendo preferido no tratamento 
de pacientes com sangramentos/distúrbios de coagulação ou de crianças 
necessitando apenas ações antipiréticas ou analgésicas, pois nenhuma 
associação entre esse fármaco e a incidência da síndrome de Reye em 
crianças foi demonstrada. Além disso, em crianças, uma overdose aciden- 
tal de acetaminofeno pode ser menos tóxica que se for de aspirina, uma 
vez que a hepatotoxicidade raramente está associada à overdose de aceta- 
minofeno em crianças com menos de 6 anos de idade. 

Doses orais desse fármaco são rápida e completamente absorvidas a 
partir do trato GI. Em geral, 325 a 650 mg a intervalos de 4 horas cos- 
tuma ser a prescrição feita a paciente adultos e crianças com mais de 12 
anos de idade, sendo a dose máxima 4 g/dia. A meia-vida do fármaco no 
plasma é de cerca de 2 horas, com concentrações plasmáticas de pico de 5 
a 20 ug/mL sendo atingidas em 30 a 60 minutos. O percentual de ligação 
a proteínas plasmáticas é de cerca de 20% mediante doses terapêuticas. 
Os principais metabólitos do acetaminofeno produzidos pelo fígado são 
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conjugados de glucoronida e sulfato, com menor formação de metabóli- 
tos deacetilados e hidroxilados. Acredita-se que estes últimos, por sua vez, 
produzem hepatotoxicidade em casos de overdose. 

Doses tóxicas de acetaminofeno são atingidas com a ingestão aguda 
de concentrações equivalentes a 140 mg/kg (White, 1998). As mani- 
festações agudas de doses tóxicas em geral surgem 2 a 3 horas após 
a ingestão do fármaco e incluem náusea, vômitos e dor abdominal. 
Um sinal característico de toxicidade é a cianose da pele, mucosa e 
unhas dos dedos da mão, devido à presença de meta-hemoglobina. 
Contudo, a esse fenômeno é observado com maior frequência no 
envenenamento por fenacetina. Pode haver estimulação seguida de 
depressão do SNC em casos de envenenamento severo, acompanha- 
das de colapso vascular, choque e convulsões totais. O coma, em geral, 
precede a morte do paciente. Diante de doses muito altas (como as 
utilizadas em tentativas de suicídio), pode haver insuficiência hepáti- 
ca fulminante em que o dano hepático máximo permanece inaparente 
até 2 a 4 dias após a ingestão do fármaco (Sunheimer, 1994). 

O uso abusivo crônico do acetaminofeno pode resultar em toxicida- 
de crônica e morte. Essa toxicidade crônica usualmente está associada 
à anemia, lesão renal e distúrbios GI. 


Imunossupressores (Dancey, 2002; Drosos, 
2002; Dunn, 2001; Mueller, 2004; Scott, 2003) 


Se por um lado tanto a imunidade humoral como a celular intac- 
tas são essenciais à prevenção de infecções, há circunstâncias em que 
a supressão do funcionamento desses sistemas se torna crítica. Alguns 
exemplos são as aberrações que afetam o sistema imune, como a doen- 
ça autoimune (p. ex., lúpus eritematoso, síndrome de Sjögren etc.), e 
mesmo em determinadas respostas funcionalmente normais desse 
sistema, como na transplantação de tecidos. Nos casos envolvendo 
transplantes, o componente mais importante do sistema imune é a 
imunidade celular. Conforme ilustra a Figura 23.15, tanto na reação 
hospedeiro versus enxerto como na reação enxerto versus hospedeiro, 
as células T CD4+ se tornam ativadas quando um antígeno estranho se 
liga à proteína Ia (MHC de classe II) na superficie de macrófagos (célu- 
las apresentadoras de antígeno). Clones de células T específicas se ligam 
ao antígeno por intermédio de seus receptores (CD3), que reconhecem 
o complexo antígeno-la. A ativação do receptor da célula T desencadeia 
uma cascata de transdução de sinal que culmina na internalização do 
antígeno pelo macrófago, via endocitose mediada por receptor, e sub- 
sequente destruição no interior dos lisossomos. Nessa cascata, há mobi- 
lização de íons de cálcio e consequente ativação da calcineurina — uma 
fosfatase que forma complexo com a calmodulina. A calcineurina ativa- 
da defosforila o fator nuclear de células T ativadas citosólico (NF-ATS, 
cytosolic nuclear factor of activated T cells). Como resultado, o NF-AT© 
é ativado e translocado para o núcleo, onde se liga ao fator nuclear de 
células T ativadas (NF-AT). O complexo formado é transcricional- 
mente ativo e promove a síntese de interleucina-2 (IL-2), a qual passa 
a ser secretada e atua como mitógeno extracelular. A IL-2 se liga ao 
receptor da célula T e induz sua ativação mediante ligação à “proteina- 
-alvo da rapamicina” (TOR, target of rapamycin). A proteína TOR ativa 
as ciclina quinases responsáveis pela progressão G1-S do ciclo celular e 
estimula a síntese de nucleotídeos. O efeito final dessa ligação é a proli- 
feração da célula T e a destruição do antígeno. 

Ao observar a Figura 23.15, nota-se a existência de agentes específicos 
(Isoniemi, 1997; Braun, 1998; Kahan, 1989; Hess, 1988; McEvoy, 2004), 
que bloqueiam uma ou mais dessas etapas e, em consequência, inibem a 
destruição do antígeno. Os fármacos ciclosporina e tacrolimus são poli- 
peptídeos cíclicos que se ligam a proteínas intracelulares denominadas 
imunofilinas. A ciclosporina se liga à imunofilina ciclofilina, enquanto o 
tacrolimus se liga à imunofilina FKBP12. Esses complexos bloqueiam a 
ativação do NF-AT induzida pela calcineurina e, assim, impedem a sinte- 
se de IL-2, de modo a impossibilitar a destruição do antígeno. Entretanto, 
outro agente imunossupressor — a rapamicina (Sirolimus) — não atua 
sobre as células T e, em vez disso, se liga à proteína TOR. Como resulta- 
do, impede a ativação das ciclina quinases e, consequentemente, também 
a ativação das células T. Por fim, o antibiótico micofenolato de mofetil 
(MME) é hidrolisado a ácido micofenólico livre na célula. Esse agente é 
um poderoso inibidor das enzimas ionosina monofosfato desidrogena- 
se e guanosina monofosfato sintase. Sua ação inibitória impede a sinte- 
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Figura 23.15 Mecanismos e sitios de agao dos agentes imunossupressores. Essa 
ilustração mostra duas vias de sinalização de importância central, induzidas pelo 
antígeno — no caso, de um transplante de células estranhas — para ativação da 
imunidade mediada por células. Na primeira via, o antígeno é “apresentado” a 
células T antigeno-especificas (clonais), por meio de sua ligação à molécula la 
(proteína do MHC de classe Il - ou DR humana). A formação de um complexo 
ternário constituído pelo antígeno (quadrado vermelho), la (receptor verde na célula 
apresentadora de antígeno, i. e., macrófago) e receptor de célula T (receptor púrpura, 
à esquerda, na parte superior da ilustração) resulta na ativação de uma cascata 
de transdução de sinal que, por sua vez, leva à síntese de interleucina-2 (IL-2), 
mostrada como modelo de preenchimento de espaço na parte inferior esquerda 
da figura. Nessa via, um evento crítico é a ativação da fosfatase (calcineurina) 
pela calmodulina cálcio-ativada. A calcineurina desfosforila e ativa o fator nuclear 
citosólico das células T ativadas (NF-ATJS. O (NF-ATJº ativado é translocado para O 
núcleo e se liga ao NF-AT nuclear (NF-AT)*, promovendo diretamente a transcrição 
de IL-2. Na segunda via de transdução de sinal (conectada à primeira) (à direita 
da figura), a recém-sintetizada IL-2 é, então, secretada pela célula T e atua como 
fator autócrino na ligação ao domínio extracelular do receptor de IL-2 das células 
T para formar um complexo, conforme representado na parte superior direita da 
figura. Esse complexo induz ativação de uma outra cascata de transdução de sinal, 
em que a proteína-alvo da rapamicina (TOR) é estimulada e, por sua vez, ativa 
ciclinas quinases que promovem ativação de ciclinas. Estas, por sua vez, promovem 
a progressão do ciclo celular de G1 para 5, necessária à transformação blástica das 
células T clonais que, aliadas aos macrófagos, internalizam e destroem o antígeno. 
Todos os elementos das vias de sinalização normais são representados como 
quadrados rosa. Os fármacos imunossupressores e suas proteínas-alvo bloqueiam 
diferentes etapas dessas duas vias, sendo representados como elipses amarelas. 
A ciclosporina (CsA) e o tacrolimus se acoplam, respectivamente, à ciclofilina e 
ao FKBP12 para formar complexos inibitórios que bloqueiam a calcineurina na 
primeira via. Por outro lado, a rapamicina bloqueia a TOR e, assim, impede a 
transformação blástica induzida pela IL-2 na segunda via. O micofenolato de mofetil 
(MMF) bloqueia a síntese de nucleotídeos e, desse modo, impede a progressão G1-S 
na segunda via. MPA = ácido micofenólico. 


se de deoxipurina nucleotídeo que, por sua vez, inibe a síntese de DNA. 
Atuando nessa mesma linha, alguns agentes alquilantes geralmente utili- 
zados como quimioterápicos, como a ciclofosfamida (Cytoxan), podem 
ser empregados para suprimir a síntese de DNA nas células T. 


É preciso ter em mente que os corticosteroides também exercem efeitos 
imunossupressivos sobre a imunidade mediada por células, mas são bem 
menos específicos e — como já discutido na seção anterior — produzem 
múltiplos efeitos colaterais indesejáveis. Por esses fatores, os corticoste- 
roides não são os fármacos de escolha em casos de transplante. 

Na próxima seção, são discutidas as propriedades dos fármacos 

imunossupressivos mais específicos que, em sua maioria, requerem 
monitoramento dos níveis séricos (plasma). 
Ciclosporina (CsA). Trata-se de um polipeptídeo cíclico, composto por 
11 aminoácidos, dos quais 5 são metilados. O máximo efeito supres- 
sor da CsA é atingido nas primeiras 24 horas de estimulação antigênica 
pelo aloenxerto. Assim, esse fármaco deve ser administrado durante a 
fase inicial da resposta imune para obtenção de uma supressão ótima da 
função da célula T e garantir o sucesso do transplante (McEvoy, 2004). 

A CsA é indicada para prevenção da rejeição de órgãos em transplan- 
tes alogênicos de rim, coração e fígado, sendo o fármaco de escolha 
para manutenção de aloenxertos de rins, fígado, coração e coração- 
pulmão. Também pode ser empregada como fármaco de primeira ou 
segunda linha no tratamento da doença do transplante versus hospe- 
deiro aguda que ocorre após transplantes de medula óssea, bem como 
de casos severos de artrite reumatoide e psoríase de placa recalcitrante. 
Outros usos possíveis da CsA são no tratamento de doenças autoimu- 
nes diversas e no transplante de órgãos. 

Como a CsA é absorvida de modo variável a partir do trato GI, sua 
dose ótima deve ser determinada com cuidado, individualmente para 
cada paciente, e seus níveis sanguíneos precisam ser monitorados 
com frequência. Ocasionalmente, descobriu-se que um nível terapéu- 
tico é mantido pela presença de metabólitos (alguns ativos) no soro 
enquanto os níveis do fármaco original se mantêm baixos. Portanto, é 
necessário determinar a concentração de metabólitos da CsA no soro 
dos pacientes que aparentemente apresentam baixos níveis séricos do 
fármaco original. A concentração de CsA no sangue atinge o pico em 
aproximadamente 3,5 horas após a administração. Cerca de 20 a 40% 
da dose é absorvida, sofrendo metabolização hepática de primeira pas- 
sagem. O citocromo P450 III A3 humano, membro da família do gene 
p450 III, parece ser a enzima primária responsável pelo metabolismo 
da CsA. Uma vez que inúmeros compostos tanto induzem como são 
metabolizados por essa isozima do citocromo P450, a coadministração 
de tais compostos pode acarretar alterações nos níveis de CsA e, assim, 
provocar o surgimento de complicações na terapia com esse fármaco 
(Kronbach, 1988). Concentrações no sangue total ou no plasma, em 24 
horas, equivalentes a 250 a 800 ng/mL ou 50 a 300 ng/mL (determinadas 
por imunoensaio), respectivamente, são consideradas minimizadoras 
da rejeição de enxertos e, ao mesmo tempo, produzem efeitos tóxicos. 

Os efeitos adversos produzidos pela CsA podem afetar todos os 
sistemas orgânicos do corpo. Níveis séricos totais (determinados 
por RIA) maiores que 500 ng/mL estão associados à nefrotoxicidade 
induzida por ciclosporina, que é a reação tóxica mais frequentemente 
induzida por esse fármaco. Esse distúrbio é acompanhado de hiperca- 
lemia e hiperuricemia, hipertensão e hiperplasia da gengiva. 

Outros efeitos tóxicos são neurológicos (tremores, dor de cabeça, 
parestesia, rubor, confusão), dermatológicos (hirsutismo, hipertrico- 
se, erupções cutâneas), hepatotoxicidade, efeitos GI (diarreia, náusea, 
vômitos, anorexia, desconforto abdominal), complicações infeccio- 
sas, efeitos hematológicos (leucopenia, anemia, trombocitopenia) e 
reações de sensibilidade, incluindo anafilaxia (Philip, 1998). Um fato 
importante é o risco aumentado de desenvolvimento de estados imu- 
nossuprimidos. A ocorrência de linfomas, especialmente no SNC, 
também pode estar associada à imunossupressão induzida pela CsA. 
Há bem pouco tempo, descobriu-se que esse fármaco induz aumento 
da invasividade de células de adenocarcinoma in vitro, de modo inde- 
pendente do sistema imune e, aparentemente, por meio da ativação 
do fator transformador do crescimento B (TGF-B, transforming growth 
factor B) (Hojo, 1999). Esse comportamento é bloqueado pela adição 
de anticorpos monoclonais para TGF-B. 

Existem preparações de CsA disponíveis, tanto orais como endoveno- 
sas. À absorção da formulação oral apresenta variação inter e intrapa- 
ciente, podendo ser afetada por diversos fatores. Em geral, recomenda-se 
que o monitoramento dos níveis de fármaco seja feito no sangue total, 
utilizando-se um método de ensaio que possua alta especificidade para 
o fármaco não modificado (em vez dos metabólitos). Portanto, a dose 


ótima deve ser determinada com cautela e individualmente para cada 
paciente. Os níveis sanguíneos devem ser monitorados com frequência, 
com qualificação da concentração de CsA no sangue de acordo com o 
líquido biológico (sangue total vs. plasma vs. soro) e o método de ensaio 
(imunoensaio vs. HPLC) utilizados. Até o momento, nenhum dos méto- 
dos de imunoensaio existentes (RIA, FPIA, EMIT) é aceitável para ser 
utilizado no monitoramento de rotina, embora seja importante adotar 
laboratórios e métodos consistentes (McEvoy, 2004). 

O Neoral é uma formulação de CsA em microemulsão miscível 
em água. Essa formulação aumenta a solubilidade da CsA no intesti- 
no delgado (Miller, 1998). Sua farmacocinética é superior, com uma 
biodisponibilidade melhorada e segurança equivalente, sem nenhum 
aumento aparente da toxicidade. Em relação à formulação oral, o 
Neoral parece oferecer como vantagem um menor nível de variabi- 
lidade sanguínea intra e interpaciente. O uso da CsA endovenosa é 
reservado aos pacientes com intolerância à administração oral. Essa 
via de aplicação está associada a um risco baixo (0,1%) — porém def- 
nitivo — de anafilaxia, inexistente quando o fármaco é administrado 
por via oral. 

Tacrolimus (FK-506). Esse fármaco é um antibiótico macrolídeo lacto- 
na, cujo mecanismo de ação é semelhante ao da CsA, embora produza 
um efeito inibitório muito mais potente (McEvoy, 2004). Atualmente, 
é utilizado em casos de cirurgia de transplante, na prevenção da rejei- 
ção de órgãos transplantados. Similar à CsA, uma concentração total 
maior de tacrolimus parece estar associada ao risco relativo aumenta- 
do de toxicidade. Por esse motivo, recomenda-se que seus níveis sejam 
monitorados. O mesmo anticorpo monoclonal é utilizado nos dois 
métodos disponíveis para monitoramento: um imunoensaio enzimá- 
tico de micropartículas e um ELISA (enzyme-linked immunosorbent 
assay). A amostra de escolha é o sangue total. O potencial tóxico desse 
fármaco parece ser semelhante aos efeitos tóxicos produzidos pela CsA, 
sendo que os mais comuns incluem nefrotoxicidade, neurotoxicidade 
(p. ex., tremores e dor de cabeça), efeitos GI (p. ex., diarreia e náusea), 
hipertensão, alterações envolvendo o metabolismo da glicose (diabetes 
melito), hipercalemia e complicações infecciosas. Entretanto, diferen- 
temente da CsA, não ocorre hiperplasia gengival nem hirsutismo. Sua 
administração por via endovenosa pode resultar em anafilaxia, sendo 
recomendado usar a via oral sempre que possível. O tacrolimus é mais 
indicado para ser utilizado em combinação com outros agentes imu- 
nossupressores novos. 

Rapamicina (Sirolimus). A rapamicina é um antibiótico similar 
ao tacrolimus. Seus principais efeitos colaterais são sintomas GI 
(níveis lipídicos anormais) e trombocitopenia. Aparentemente, não 
é nefrotóxico. 

Micofenolato de mofetil. É um derivado do ácido micofenolato, 
um antibiótico fúngico. O uso desse fármaco pode reduzir a taxa de 
rejeição de aloenxertos renais, contudo diferenças definitivas entre a 
sobrevida de pacientes e aloenxertos ainda estão para ser demonstra- 
das (Isoniemi, 1997). Pode ser útil em casos de pacientes que apre- 
sentam certo grau de intolerância à CsA ou ao tacrolimus (FK-506). 
Os principais efeitos colaterais produzidos pelo fármaco são sintomas 
GI (como diarreia e náusea) e mielossupressão. Até o momento, não 
foram demonstrados efeitos nefrotóxicos nem neurotóxicos. 
Leflunamida (LFM). Além de ser um agente inibidor da síntese de 
deoxinucleotídeos (pirimidinas), é um derivado isoxazola que inibe 
a proliferação de linfócitos. Atualmente, é empregado no tratamento 
da artrite reumatoide — a única condição para cujo tratamento seu uso 
foi aprovado. Não há demonstrações de que o LFM cause nefrotoxici- 
dade ou mielossupressão em seres humanos. 


Fármacos utilizados no tratamento da depressão 
maniaca: lítio e antidepressivos tricíclicos 


Tanto o lítio como os antidepressivos tricíclicos são empregados no 
tratamento de distúrbios afetivos psiquiátricos. 


Lítio 
O lítio é um cátion monovalente que faz parte do grupo de 
metais alcalinos. É comercializado sob a forma de sais de citrato e 


carbonato. Os sais de lítio são considerados agentes antimaníacos 
e são empregados na profilaxia e tratamento do transtorno bipolar 
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3 Toxicologia e monitoramento de fármacos terapêuticos 





(psicose maniaco-depressiva). Alguns investigadores adotam o lítio 
como fármaco de escolha na prevenção da cefaleia em salvas crôni- 
ca, podendo ser efetivo também nas formas episódicas ou periódicas 
de cefaleia em salvas. 

Em casos de mania aguda, as doses orais iniciais de lítio variam de 
0,6 a 1,8 g/dia (dose máxima de 2,4 g) e são utilizadas para obter um 
nível sérico terapêutico de 0,75 a 1,5 mEq/L. Com a reversão das cri- 
ses, a dose é reduzida rapidamente para obter uma concentração séri- 
ca de 0,4 a 1,0 mEq/L. Em casos de cefaleia em salvas, a dose oral para 
adultos em geral varia de 0,6 a 1,2 g/dia em doses repartidas. Os níveis 
séricos e a resposta do paciente costumam ser considerados para 
determinar doses individuais e devem ser monitorados com cuidado. 

A completa absorção do lítio ocorre em 6 a 8 horas após a adminis- 
tração oral. A meia-vida no plasma varia de 17 a 36 horas, sendo que 
o início da ação do fármaco é lento (5 a 10 dias). Sua eliminação se 
dá inteiramente pelos rins, com uma reabsorção de cerca de 80% do 
lítio filtrado. O lítio não se liga a proteínas e é distribuído no conteú- 
do de água corporal total, porém apresenta uma distribuição tecidual 
tardia e variável. Assim, os sintomas de intoxicação aguda às vezes 
não apresentam boa correlação com os níveis séricos, visto que a dis- 
tribuição do fármaco nos diferentes órgãos pode ser lenta e/ou variá- 
vel. O exato mecanismo de ação do lítio é desconhecido. Entretanto, 
sendo um cátion monovalente, o lítio compete com outros cátions 
mono- e divalentes (p. ex., sódio, potássio, cálcio e magnésio) pelos 
canais iônicos existentes nas membranas celulares e em sítios de 
ligação proteica (como em receptores de membrana e moléculas de 
transporte proteina/peptideo, além de enzimas críticas para síntese, 
armazenamento, liberação e captação de neurotransmissores cen- 
trais). O fármaco exerce ainda um marcante efeito inibitório sobre a 
inositol monofosfatase, a síntese de fosfatidilinositídeos — segundos 
mensageiros envolvidos na neurotransmissão — e a síntese de cAMP. 
Também está envolvido na neurotransmissão (Phiel, 2001). 

A toxicidade pode se manifestar de forma aguda, como resultado 
de uma única dose tóxica, ou de forma crônica, em decorrência da 
administração de doses altas e/ou por tempo prolongado ou devido 
a alterações envolvendo a farmacocinética do lítio. A perda de água 
(resultante de febre, diminuição da ingestão, condições GI anormais 
como a diarreia, vômitos, uso de diuréticos ou pielonefrite) é o prin- 
cipal fator contribuinte subjacente à intoxicação crônica. A toxicidade 
renal e o hipotireoidismo também são possíveis efeitos colaterais pro- 
duzidos pelo lítio. Em casos de pacientes submetidos ao tratamento 
contínuo com esse fármaco, recomenda-se que os níveis de creatinina 
e TSH sejam monitorados periodicamente. 

O grau de severidade da intoxicação não está claramente associado aos 
níveis séricos de lítio. Todavia, pode ser feita uma tentativa imprecisa de 
prever a gravidade da intoxicação, considerando-se os níveis séricos de 
lítio obtidos 12 horas após a administração da última dose. Assim, have- 
ria intoxicação de grau brando a moderado diante de concentrações da 
ordem de 1,5 a 2,5 mEq/L; intoxicação severa com 2,5 a 3,5 mEq/L; e 
intoxicação potencialmente letal diante de níveis séricos de lítio acima 
de 3,5 mEq/L. A gravidade da intoxicação também depende da extensão 
do período em que a concentração sérica de lítio permanece tóxica. 

Os sintomas mais comuns de intoxicações brandas a moderadas 
incluem náuseas, mal-estar, diarreia e leves tremores das mãos. O 
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paciente pode ainda apresentar sede, polidipsia e poliúria, bem como 
tontura, fraqueza muscular, ataxia e fala arrastada. No caso da intoxi- 
cação de grau moderado e severo, os sintomas são reflexos de hipera- 
tividade dos tendões profundos, movimentos coreoatetoides, náusea e 
vômitos persistentes, fasciculações, ataques convulsivos generalizados 
e movimentos clônicos dos membros por inteiro. Nos indivíduos que 
apresentam níveis séricos de lítio acima de 3,5 mEq/L, tais sintomas 
podem evoluir rapidamente para convulsões generalizadas, oliguria, 
insuficiência circulatória e morte. 


Antidepressivos tricíclicos 

As estruturas de vários desses compostos relacionados são repre- 
sentadas na Figura 23.16. Outros dois fármacos antidepressivos tri- 
cíclicos efetivos são a doxepina (Fig. 23.16) e o desyrel (Trazadone). 
Esse último é um antidepressivo tricíclico de segunda geração, no qual 
está ausente o sistema de três anéis fundidos encontrado nos demais. 
O mecanismo de ação desses antidepressivos tricíclicos consiste em 
bloquear a recaptação dos neurotransmissores adrenérgicos e dopa- 
minérgicos, conforme discutido na seção intitulada “As drogas de 
abuso” (ver a Fig. 23.8). Em consequência, a ação desses transmissores 
excitatórios é prolongada, ao se permitir que os mesmos permaneçam 
mais tempo no sítio de seus respectivos receptores. Além de estimular 
as vias dopaminérgicas, os tricíclicos — principalmente a amitriptilina 
— exercem efeitos anticolinérgicos. 

Os efeitos colaterais farmacológicos dos antidepressivos tricíclicos refle- 
tem, na verdade, suas atividades anticolinérgicas. Estas incluem boca seca, 
constipação, visão embotada, hipertermia, íleo adinâmico, retenção uri- 
nária e retardo da micção. Outros efeitos ao nível do SNC incluem tontu- 
ra, fraqueza, fadiga e letargia, que são mais comuns, bem como agitação, 
inquietação, insônia e confusão. Ataques convulsivos e coma também 
podem ocorrer, assim como sintomas extrapiramidais, incluindo um tre- 
mor leve e persistente das mãos, rigidez, distonia e opistótonos. 

Mais recentemente, foram desenvolvidos outros fármacos não trici- 
clicos com forte atividade antidepressiva, dentre os quais a fluoxetina 
(Prozac) é o mais proeminente. Esse fármaco bloqueia a recaptação 
da serotonina nas vias serotonérgicas centrais, sendo referido como 
agente inibidor seletivo da recaptação de serotonina (SSRI, selective 
serotonin reuptake inhibitor). A fluoxetina pode produzir alguns dos 
efeitos colaterais próprios ao uso dos antidepressivos tricíclicos, como 
os efeitos anticolinérgicos, contudo há relatos indicando que pode 
causar náusea e diminuição da libido e da função sexual. Também há 
relatos de alguns casos de pacientes submetidos ao tratamento com o 
fármaco que tentaram o suicídio. 

É importante ter em mente que os antidepressivos tricíclicos são 
utilizados com frequência em tentativas suicidas por indivíduos 
deprimidos submetidos ao tratamento com esses fármacos. Os sinais 
cardinais da overdose por antidepressivos tricíclicos são sintomas anti- 
colinérgicos: pupilas dilatadas e pele seca. 

Toxicidade. A overdose produz sintomas que são primariamente 
extensões de reações adversas comuns, com estimulação excessiva 
do SNC e da atividade anticolinérgica. Esses sintomas incluem con- 
vulsões, coma, hipotensão, depressão respiratória, arreflexia, choque 
e parada cardiorrespiratória. Também pode haver agitação, confu- 
são, hipertensão e síndrome parkinsoniana, bem como alucinações e 


Figura 23.16 Estruturas dos antidepressivos tricíclicos mais comumente 
utilizados. 
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delírio. Entre as manifestações ocasionais estão a ataxia, insuficiência 
renal, disartria e vômitos. 

Tratamento. Cuidados sintomáticos e de suporte constituem, em ter- 
mos gerais, a forma de tratamento aplicada. Usualmente, recomenda- 
se a realização de uma lavagem gástrica acompanhada da instilação de 
carvão ativado para remoção dos compostos tricíclicos do trato GI. Os 
ataques convulsivos são tratados em geral pela administração endove- 
nosa de diazepam. Em casos de overdose por amitriptilina (Fig. 23.16), 
foi demonstrado que o uso de inibidores da colinesterase (p. ex., neos- 
tigmina) é efetivo na reversão dos sintomas anticolinérgicos. 


Neurolépticos, principais tranquilizantes 
antipsicóticos 


Fármacos desse tipo são usados principalmente no tratamento da 
esquizofrenia aguda e suprimem o estado de agitação. Todos os neu- 
rolépticos parecem bloquear a ação da dopamina e da serotonina ao 
nível pós-sináptico no sistema límbico e no córtex motor (ver a Fig. 
23.8). Essas áreas são conectadas à substância negra do mesencéfalo 
por vias dopaminérgicas específicas denominadas vias mesolímbicas- 
-mesocorticais. Adicionalmente, a substância negra se conecta aos 
gânglios basais por meio da via nigroestriatal. A depleção da dopamina 
dessa via resulta no aparecimento da doença de Parkinson. Portanto, 
espera-se que os antagonistas da dopamina afetem essa última via além 
das vias mesolímbicas-mesocorticias. De fato, muitos agentes neuro- 
lépticos estão associados a efeitos indesejados como distonias, disci- 
nesias tardias e franco parkinsonismo — com esse último, felizmente, 
sendo bem menos comum. Duas classes de neurolépticos eram, ori- 
ginalmente, os fármacos de escolha: as fenotiazidas, representadas 
pela clorpromazina, e as butirofenonas, tipificadas pelo haloperidol 
(Haldol). Além do bloqueio da dopamina ao nível pós-sináptico, sabe- 
-se também que o Haldol se liga com alta afinidade aos receptores 
Ô existentes no SNC, e que essa ação pode estimular vias inibitórias 
moduladoras da atividade das vias dopaminérgicas. Todos os compos- 
tos de ambas as classes apresentavam os indesejáveis efeitos colaterais 
extrapiramidais mencionados anteriormente. 

Recentemente, foram desenvolvidos novos agentes neurolépticos 
que afetam a via nigroestriatal em menor extensão e atuam como 
potentes bloqueadores pós-sinápticos da dopamina nas vias meso- 
límbicas-mesocorticais. Tais agentes são eficazes e produzem menos 
efeitos extrapiramidais do que os fármacos neurolépticos mais anti- 
gos. Esses fármacos modernos (ver também Burns, 2001) incluem o 
riperdal (Risperidona) (há alguns registros de efeitos colaterais extra- 
piramidais associados ao seu uso), olonzapina (Zyprexa), quetiapina 
(Seroquel) e aripiprazola (Abilify). 

Tem sido difícil monitorar os níveis séricos de qualquer um des- 
ses fármacos, devido ao grande número de metabólitos produzidos a 
partir da extensiva metabolização hepática de cada um deles. A clor- 
promazina, por exemplo, possui cerca de 150 metabólitos. A eficácia 
terapêutica da maioria desses metabólitos é desconhecida. Essa situa- 
ção dificulta bastante a determinação das faixas de níveis séricos nor- 
mais desses fármacos. Os métodos de ensaios analíticos são FPIA e 
HPLC. Com relação ao FPIA, ainda é preciso esclarecer se há e quais 
são os metabólitos que apresentam reação cruzada com o anticorpo 
do teste. No caso da clorpromazina, a faixa terapêutica estimada é 
ampla (50-300 ng/mL). Sua meia-vida é de 16 a 30 horas e a biodispo- 
nibilidade, 25 a 35%. As doses consideradas normais para a clorpro- 
mazina variam entre 200 e 600 mg/dia, sendo administradas em doses 
repartidas. Outros fármacos da série da fenotiazina são a tioridazina e 
a flufenazina (Prolixin). 

Além dos efeitos extrapiramidais, as fenotiazinas, sobretudo, 
podem causar hipotensão ortostática, colestase e, mais raramente, 
anemia aplásica. Em certas ocasiões, foi relatado que as fenotiazinas 
podem causar dermatite. Merece consideração especial o subgrupo 
de pacientes submetidos ao tratamento crônico com esses fármacos 
e que desenvolvem discinesia tardia. Na maioria desses pacientes, os 
distúrbios motores são irreversíveis. 

Os agentes neurolépticos podem causar uma reação adversa rara e 
importante denominada síndrome neuroléptica maligna. Essa síndro- 
me afeta pacientes que são extremamente sensíveis aos efeitos extrapi- 
ramidais produzidos pelos neurolépticos, podendo inclusive ser fatal. O 


primeiro sintoma a surgir é uma marcante rigidez muscular, à qual pode 
se seguir febre alta, alteração da pulsação e da pressão sanguínea e leuco- 
citose. Acredita-se que uma inibição excessivamente rápida dos recepto- 
res de dopamina pós-sinápticos seja a responsável pela manifestação da 
sindrome. O tratamento consiste na suspensão do fármaco. 


Agentes quimioterápicos: 
metotrexato e busulfan 


Os níveis séricos desses dois agentes são monitorados para avaliar se 

os níveis séricos terapêuticos foram alcançados. 
Metotrexato. Trata-se de um antimetabólito constituído por uma mis- 
tura que contém até 85% de ácido 4-amino-10-metilfólico e compos- 
tos relacionados, com ação ácido fólico-antagonista (ver a Tab. 23.7). 
Inibe a enzima dihidrofolato redutase e, como consequência, promo- 
ve o bloqueio da síntese de ácido tetrahidrofólico. Este, por sua vez, é 
necessário à formação de N-5,10-tetrahidrofolato — um intermediário 
da transferência de um grupo metil para o desoxiuridilato na formação 
de timidilato, necessário à síntese de DNA. Também foi sugerido que o 
metotrexato pode causar um aumento dos níveis intracelulares de ATP, 
que resulta no bloqueio da redução de ribonucleotídeo e, igualmente, 
da síntese de DNA. Esse fármaco também parece inibir a polinucleoti- 
deo ligase envolvida na síntese e reparo do DNA. 

Da mesma forma, o metotrexato é um importante agente imunos- 
supressor e, como tal, seu uso é indicado em casos de psoriase recalci- 
trante severa e artrite reumatoide severa ativa. Nesse último caso, pode 
ser utilizado combinado a CsA (Tugwell, 1995). Também é utilizado 
como agente anticâncer na terapia de algumas doenças neoplásicas. 
Dependendo da doença que está sendo especificamente tratada, as 
doses e os níveis terapêuticos variam. A Tabela 23.17 mostra as doses 
e concentrações farmacológicas terapêuticas para diversas condições 
patológicas. Os níveis séricos foram determinados por FPIA. 

A cinética dos níveis de equilíbrio dinâmico do metotrexato é bifá- 
sica: uma fase rápida, em que tı; é de 2 a 3 horas, e uma fase lenta, 
em que t,, é de 8 a 10 horas. A excreção desse fármaco também é 
bifásica: 92% do fármaco é excretado em 24 horas, enquanto o restan- 
te é excretado no decorrer de alguns dias. Cerca de 50% do fármaco 
presente no sangue encontra-se ligado a proteínas séricas. 

Os efeitos tóxicos do metotrexato incluem efeitos hematológicos (1. 
e., leucopenia e trombocitopenia) e GI (i. e., ulceração, glossite, estoma- 
tite, náusea, vômitos); lesões hepáticas (p. ex., cirrose) e pulmonares 
(p. ex., fibrose pulmonar); efeitos dermatológicos (p. ex., urticária e 
vasculite); e efeitos sobre o SNC a partir do metotrexato intratecal (p. 
ex., aracnoidite, leucoencefalopatia e aumento da pressão do LCE). 
Ocasionalmente, é necessário administrar doses elevadas de metotre- 
xato a indivíduos com tumores que não respondem a doses normais 


Tabela 23.7 Metotrexato 


Condição Dose usual Concentração sérica 

Psoríase im. ou i.v.: 7,5 - 50 mg/sem. <10nM (ver Roenigk, 
Oral: 7,5 - 30 mg/sem. 1998) 

Artrite iim.: 5 — 25 mg/sem. (ver Tugwell, 1987a e b)* 

reumatoide Oral: 7,5 — 15 mg/sem. 

refratária 

Doenças im. ou i.v.: 25 mg/m’, Aprox. 50 nM 

neoplasticas 1 — 2 vezes/sem. 

malignas' Oral: 2,5 - 5 mg/dia 


dose i.v. alta: 1,5 g/m? 
com recuperação a cada 
3 semanas (há diferentes 
regimes disponíveis) 


“Monitoramento basal dos parâmetros do paciente (hemoglobina; contagem de células 
brancas do sangue; volume corpuscular médio; contagem de plaquetas; urinálise; 
nitrogênio ureico sanguíneo; e níveis séricos de creatinina, transaminase e fosfatase 
alcalina) é defendido. 


‘Com a terapia de doses altas, os níveis de metotrexato são acompanhados e as doses de 
leucovorina são ajustadas até que os níveis séricos de metotrexato se tornem menores que 
50 nM (ver em Grem, 1995). 
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376 desse fármaco. Em casos como esses, a leucovorina (fator citrovorum) 


3 Toxicologia e monitoramento de fármacos terapêuticos 


é administrada de 18 a 36 horas após a dose inicial de metotrexato, 
durante o monitoramento dos níveis de metotrexato. A leucovorina 
é um N-5-formiltetra-hidrofolato, produto da di-hidrofolato reduta- 
se. Esse composto sobrepuja o bloqueio exercido pelo metotrexato. O 
fundamento desse regime parte do princípio de que as células tumorais 
em proliferação rápida são mortas por uma dose alta de metotrexato, 
enquanto as muitas células normais que não entraram em processo 
de divisão celular frequentemente podem ser “salvas” pela leucovo- 
rina. Esse tipo de regime farmacológico, em especial, é essencial a um 
monitoramento cuidadoso dos níveis séricos de metotrexato. A leuco- 
vorina deve ser administrada imediatamente aos pacientes que este- 
jam recebendo doses baixas de metotrexato, mas que mesmo assim 
apresentam indícios de overdose por esse fármaco (Roenigk, 1998). 
Os níveis séricos de metotrexato devem ser monitorados durante esse 
período (Grem, 1995). 

Busulfan. Esse agente alquilante é utilizado no tratamento de uma 
variedade de leucemias e linfomas, antes da realização de um trans- 
plante de medula óssea. Exibe citotoxicidade para as células da medu- 
la e é utilizado em combinação com a ciclofosfamida. Esta, por sua 
vez, é citotóxica para os linfócitos maduros que podem estar envol- 
vidos na reação enxerto versus hospedeiro (Slattery, 1998). Seu índice 
terapêutico é estreito. Concentrações plasmáticas elevadas aumentam 
a possibilidade de desenvolvimento de doença veno-oclusiva hepáti- 
ca (VOD), uma complicação potencialmente fatal. Por esse motivo, o 
monitoramento terapêutico dos níveis de busulfan por meio de HPLC 
ou GC-MS, com determinação do seu intervalo de dose, atualmente 
é realizado na rotina dos centros de transplante de medula de óssea. 
Esse procedimento diminui a incidência de VOD em pacientes com 
níveis iniciais de busulfan muito altos e permite aumentar as doses 
administradas aos pacientes que apresentam níveis iniciais muito bai- 
xos do fármaco. Com isso, os níveis terapêuticos são otimizados para 
cada paciente. 


Toxinas e envenenamento agudo 


A presente seção aborda os agentes que causam lesões agudas ou 
crônicas ao paciente. Tais lesões podem ser diretas — como nos casos 
de envenenamento (p. ex., cianeto e monóxido de carbono) — ou indi- 
retas — como as provocadas por carcinógenos indutores de mutações 
em genes que codificam proteínas críticas ao controle do ciclo celular. 


Carcinógenos ambientais 


Há cerca de 10 anos, as atenções têm se voltado para os efeitos dos 
carcinógenos — agentes químicos ambientais que predispõem os indi- 
víduos a eles expostos ao desenvolvimento de tumores nos vários teci- 
dos onde se acumulam. Muitos daqueles que se expõem a tais agentes 
trabalham nas indústrias que os produzem. O benzopireno, um com- 
posto aromático produzido por cigarros e também pelo escapamento 
de motores, é um conhecido carcinógeno potente que foi implicado 
como agente causador de câncer de pulmão. Os nitritos, utilizados 
como conservantes de carnes vermelhas, foram associados ao câncer 
de cólon. A aflatoxina, produzida pelo fungo Aspergillus, foi implicada 
como causa do carcinoma hepatocelular. Os hidrocarbonetos aromá- 
ticos, como o benzeno e a radiação ionizante, foram implicados como 
agentes causadores de leucemias agudas. O cloreto vinílico e o corante 
Thorotrast, que costumava ser utilizado antigamente como contraste 
para exames de raios X, foram associados ao angiossarcoma. Corantes 
de benzidina, B-naftilamina, dimetilbenzantraceno e outros com- 
postos aromáticos foram correlacionados a múltiplas malignidades 
observadas em seres humanos. À exposição ao asbesto foi fortemente 
implicada como carcinogênica para o câncer de pulmão e o mesote- 
lioma. Em estudos animais, os bifenilpoliclorados (PCB, polychlori- 
nated biphenyls) — produzidos em incêndios — e a dioxina foram pesa- 
damente implicados como agentes causadores de uma variedade de 
cânceres. Inúmeros carcinógenos, entre os quais o benzopireno, são 
inativos em sua forma original e se transformam em agentes carci- 
nogênicos ao serem submetidos às reações oxidativas catalisadas por 
sistemas dependentes do citocromo P450. Assim, para ser um carci- 
nógeno ativo, o benzopireno precisa ser convertido em benzopireno 
diol epóxido. Como somente certas isoformas de citocromo P450 são 


capazes de reagir com determinados carcinógenos em particular, ape- 
nas os indivíduos portadores dos genes codificadores dessas isoformas 
são suscetíveis (ver, p. ex., Caraco, 1998). Atualmente, um grande 
esforço está sendo empreendido para identificar indivíduos que apre- 
sentam fenótipos de risco (ver revisão em Peto, 2001). 

Um interesse significativo tem sido concentrado em trabalhadores 
que exercem suas ocupações onde existem carcinógenos presentes 
em grandes quantidades. Fundições de aço, indústrias de construção 
naval e fábricas de borracha, entre outros estabelecimentos industriais, 
podem produzir quantidades significativas de tais carcinógenos. Em 
algumas dessas indústrias, as taxas de ocorrência de certos tipos de 
câncer são mais elevadas do que na população em geral (Brandt-Rauf, 
1998; Pincus, 2003). Assim, nesses grupos de indivíduos expostos, 
tornou-se desejável determinar os níveis de exposição a certos carci- 
nógenos conhecidos. 

Acredita-se que os agentes carcinogênicos se ligam ao DNA e, como 
resultado final, acarretam mutações que afetam o código genético 
e muitas vezes levam à síntese de proteínas mutantes envolvidas no 
controle do ciclo celular (Brandt-Rauf, 1998; Pincus, 2003). Essas 
proteínas são denominadas proteínas codificadas por oncogenes ou 
oncoproteínas. O Capítulo 75 aborda a mutagênese, os oncogenes e 
as oncoproteínas. 

Em populações com história de exposição a carcinógenos, foram 
desenvolvidos ensaios para detectar a presença tanto dos próprios car- 
cinógenos como de seus adutos de DNA. Para a detecção de agentes 
carcinogênicos menos modificados, atualmente o método de escolha 
é a GC-MS. No caso de certos compostos carcinogênicos, como os 
PCBs, utiliza-se o método de captura de elétrons. Compostos alogena- 
dos, como os PCBs, são separados em uma coluna de GC empregando 
gás ionizado como transportador. Esses compostos alogenados “cap- 
turam” os elétrons conduzidos pelo gás transportador e são detecta- 
dos pelas correntes reduzidas. 

Muitas vezes, detectar diretamente a presença de carcinógenos no 
sangue ou na urina é uma tarefa árdua. Entretanto, esses compostos 
podem estar ligados a proteínas ou ao DNA no meio intracelular. 
Esses adutos podem ser detectados por análise de Western blot, que 
conta com a vantagem de poder utilizar anticorpos monoclonais para 
adutos de carcinógeno-DNA (Santella, 1987; Perera, 1988). Trata-se 
de uma técnica sensível, capaz de detectar nanogramas de adutos de 
ácido nucleico convenientemente coletadas de linfócitos periféricos. 
Também é muito útil na detecção de oncoproteínas em amostras de 
líquidos corporais obtidas de pacientes expostos a agentes carcinogê- 
nicos (De Vivo, 1994), conforme descrito no Capítulo 75. 


Cianeto 


O ânion cianeto se liga avidamente ao ferro em estado férrico ou 
trivalente. Como o cianeto forma um complexo cianoférrico relativa- 
mente estável, consegue ativar enzimas que contêm ferro e que alter- 
nam entre os estados ferroso e férrico em reações de oxidorredução. 

O cianeto produz hipóxia tecidual e celular, primariamente através 
da ligação ao citocromo A, e da inibição de sua reoxidação. Em con- 
sequência, o sistema de transporte de elétrons é inibido e a respiração 
celular é interrompida, assim como a formação de ATP (fosfato alta- 
mente energético). Esses efeitos impedem a utilização do oxigênio e 
o metabolismo aeróbio, provocando uma severa acidose metabólica 
(lática). Embora o cianeto se ligue preferencialmente ao ferro férri- 
co, também pode se ligar ao ferro ferroso da hemoglobina e produzir 
uma ciano-hemoglobina incapaz de transportar oxigênio. Do mesmo 
modo, o cianeto forma complexos com outras enzimas que contêm 
ferro, porém seu efeito de envenenamento agudo é atribuível à inibi- 
ção do transporte de elétrons e à morte celular, em especial no SNC. 

Os principais sintomas de overdose por cianeto são taquipneia (ini- 
cialmente), seguida de depressão respiratória e cianose, hipotensão, 
convulsões e coma. A morte pode ocorrer em questão de minutos, 
pois o cianeto é uma toxina de ação rápida. O diagnóstico pode ser 
difícil, sendo necessário um índice de suspeita elevado para estabe- 
lecer o diagnóstico correto. Os indícios incluem odor de amêndoas 
amargas, ocorrência de status mental alterado e taquipneia na ausên- 
cia de cianose, além de uma acidose metabólica inexplicável (com 
intervalo aniônico aumentado). 


A terapia com antídoto baseia-se numa estratégia de duas etapas. 
Na primeira, para expulsar os ions CN” do citocromo A;, a hemoglo- 
bina é convertida em meta-hemoglobina (estado Fe**) com auxílio de 
agentes oxidantes específicos (1. e., nitrito de amila e nitrito de sódio; 
o primeiro é administrado antes, pois pode ser inalado). A metemo- 
globina compete diretamente com o ferricitocromo A, para formar 
um complexo meta-hemoglobina-CN”. Esse complexo cianometa-he- 
moglobina é relativamente atóxico. Na segunda etapa, o tiossulfato de 
sódio é administrado por via endovenosa. Essa substância reage com a 
cianometa-hemoglobina e forma tiocianato, um produto inócuo que é 
excretado pela urina. A primeira etapa é necessária simplesmente para 
remover o CN” da cadeia respiratória. Cerca de 25 a 40% do conteúdo 
total de hemoglobina do paciente é convertido em meta-hemoglobina 
nessa etapa. A meta-hemoglobina, por sua vez, é rapidamente recon- 
vertida a oxi-hemoglobina pelas hemácias. Os antídotos envolvidos 
em cada etapa são comercializados como kits de antídoto para cianeto 
pela Eli Lilly and Company (Indianapolis, IN). 


Monóxido de carbono 


A intoxicação por monóxido de carbono (CO) produz hipóxia teci- 
dual como resultado da diminuição do transporte de oxigênio. O CO 
interrompe esse transporte ligando-se à hemoglobina para formar um 
complexo reversível — a carboxiemoglobina. Também produz toxicida- 
de ao diminuir ou inibir a saturação da oxi-hemoglobina promovendo 
um deslocamento de sua curva de dissociação para a direita e ligando- 
se a outras proteínas que contêm heme, como mioglobina e citocromo 
As. A ligação ao citocromo A; inibe a respiração celular e o transporte 
de elétrons, enquanto a ligação à hemoglobina diminui as reservas de 
oxigênio disponibilizadas para os músculos cardíaco e esquelético, afe- 
tando principalmente o miocárdio. 

Como o cérebro e o coração são mais suscetíveis ao envenenamen- 
to por CO, a intoxicação por essa substância costuma se manifestar 
através de sintomas respiratórios, neurológicos e cardíacos, sendo a 
dispneia o principal deles. Outros sintomas incluem dor de cabeça, 
distúrbios visuais, taquicardia, sincope, taquipneia, coma, convulsões 
e morte. A sintomatologia apresenta certa correlação com a concen- 
tração sanguínea de carboxiemoglobina. Entretanto, o diagnóstico é 
difícil, pois o único sintoma patognomônico observado é a cor ver- 
melho-cereja da face, que constitui forte indício de envenenamento 
agudo por CO. O envenenamento por CO deve fazer parte do diag- 
nóstico diferencial de um estado encefalopático agudo mediante cir- 
cunstâncias ou condições apropriadas. 

O co-oxímetro é utilizado para estabelecer o diagnóstico definitivo, 
pela determinação da concentração sanguínea de carboxiemoglobina. 
Esse instrumento consiste num espectrofotômetro que faz uma var- 
redura simultânea em quatro comprimentos de onda diferentes para 
determinar a concentração total de hemoglobina e os percentuais de 
carboxi-, oxi- e meta-hemoglobina. A análise rápida e acurada é obriga- 
tória para estabelecer o diagnóstico e deve ser realizada com o mínimo 
de atraso possível após a exposição ao CO. O tratamento consiste prin- 
cipalmente na administração de oxigênio a 100%, sendo aplicado um 
tratamento de apoio sempre que necessário. 


Álcool e glicóis 


Etanol. (Tab. 23.8) É provavelmente a droga de abuso mais comum, 
com frequência responsável pela alteração do status mental apresen- 
tada pelos pacientes que chegam aos hospitais e unidades de atendi- 
mento emergencial. É rapidamente absorvido pelo trato GI, tem um 
volume de distribuição quase igual ao volume de água corporal total e 
se difunde livremente nos tecidos do corpo. É metabolizado de modo 
preferencial pela enzima hepática álcool desidrogenase, transforman- 
do-se em acetaldeído e ácido acético e, em seguida, na via do ciclo de 
Krebs, em dióxido de carbono e água. A dose letal em geral é 300 a 400 
mL de etanol puro (600 a 800 mL de uísque com 100% de teor alco- 
ólico) consumido em um período de menos de 1 hora. As concentra- 
ções plasmáticas de pico usualmente são atingidas 1 hora depois da 
ingestão. A Tabela 23.8 resume os efeitos de diferentes níveis séricos 
de etanol sobre as funções humanas. 

O etanol atua como sedativo-hipnótico e deprime o SNC de 
modo irregular, em ordem descendente do córtex para a medula. A 


Tabela 23.8 Influência da ingestão aguda de etanol sobre os níveis de 
etanol e o comportamento 


Volume Concentração no sangue Influência 
ingerido 
(mL) 
30-60 10-50 mg/dL (2,2-10,9 mmol/L) Euforia discreta ou ausente 
90-120 50-100 mg/dL Influência discreta na visão 
(10,9-21,7 mmol/L) ou estereoscópica e na adaptação 
> 100 mg/dl (21,7 mmol/L) ao escuro 
120-180 100-150 mg/dL Legalmente intoxicado 
(21,7-32,6 mmol/L) Euforia; desaparecimento da 
inibição; tempo de reação 
prolongado 
180-210 150-200 mg/dL Envenenamento de grau 
(32,6-43,4 mmol/L) moderado a severo; tempo 
de reação significativamente 
prolongado; perda da inibição 
e perturbações discretas 
envolvendo o equilíbrio e a 
coordenação 
240-270 200-250 mg/dL Envenenamento grave; 
(43,4-54,3 mmol/L) perturbações do equilíbrio e 
da coordenação; retardo dos 
processos do raciocínio e 
obscuração da consciência 
300-450 250-400 mg/dL Coma profundo, possivelmente 
(54,3-86,8 mmol/L) fatal 


intoxicação aguda pode se manifestar através da diminuição do com- 
portamento inibido, falta de coordenação, visão turva, fala arrastada, 
estupor, coma, convulsões e morte. A maioria das intoxicações fatais 
ocorre a concentrações sanguíneas acima de 400 mg/dL. Amostras de 
sangue capilar e arterial refletem com maior acurácia as concentrações 
de etanol no cérebro. As concentrações séricas de etanol costumam ser 
determinadas por técnicas enzimáticas, de cromatografia gasosa ou de 
oxidação eletroquímica. Nos ensaios mais acurados para detecção de 
etanol, a amostra de soro é incubada com a álcool desidrogenase, que 
oxida o etanol a acetaldeído, e o NAD é convertido em NADH. Assim, 
o simples monitoramento da absorbância a 340 nm da amostra de 
soro incubada fornece uma estimativa direta da quantidade de álcool 
presente. O envenenamento agudo em geral é tratado com terapia de 
suporte, lavagem gástrica com água de torneira, ou hemodiálise, caso 
haja indicação (concentrações > 500 mg/dL). Os sintomas da intoxi- 
cação crônica, como a mania alcoólica aguda, podem ser tratados com 
diazepam. A fenitoína pode ser utilizada em pacientes com história de 
ataques convulsivos. 

Metanol. O envenenamento por metanol (álcool da madeira) é observa- 
do em pacientes que ingerem bebidas alcoólicas metiladas ou anticon- 
gelantes contendo metanol. É rapidamente absorvido a partir do trato 
GI, metabolizado e excretado a uma taxa equivalente a 20% da taxa de 
excreção do etanol. Considera-se que sua faixa de níveis tóxicos varie 
entre 60 e 250 mL, embora 15 mL sejam suficientes para causar morte 
em certos casos. A álcool desidrogenase metaboliza o metanol a formal- 
deído e ácido fórmico, responsável pela toxicidade ocular (diminuição 
da sensação luminosa ou cegueira franca) e pela acidose metabólica 
com intervalo aniônico, que são os principais sintomas de intoxicação. 
Outros sintomas incluem náusea, vômitos, dor de cabeça, distúrbios 
convulsivos e coma. A GC-MS é empregada na determinação dos níveis 
sanguíneos de metanol, cujas concentrações de pico acima de 50 mg/ 
dL são consideradas tóxicas. Além disso, a osmolalidade sérica aumenta 
para valores acima de 300 mOsm. O envenenamento por metanol (ou 
etilenoglicol) deve ser considerado em pacientes com doença aguda que 
apresentam hiperosmolaridade e acidose metabólica e intervalo aniôni- 
co aumentado. 

Etilenoglicol. O etilenoglicol (1,2-etanodiol) é utilizado como anticon- 
gelante em radiadores de automóveis. Sua meia-vida dura em torno 
de 3 horas. Sofre metabolização e dá origem a três compostos tóxicos 
principais: glicoaldeido, ácido glicólico e ácido glioxilico. A oxidação do 
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etilenoglicol a glicoaldeído é catalisada pela álcool desidrogenase hepá- 
tica. Há formação de pequenas quantidades de ácido oxálico e de ácido 
fórmico. O ácido oxálico é um composto altamente tóxico que preci- 
pita rapidamente como cristais de oxalato de cálcio em vários tecidos, 
bem como na urina. À formação desses cristais na urina, embora seja 
pouco comum, constitui importante indício diagnóstico do envenena- 
mento por etilenoglicol. O ácido glicólico é o metabólito que se acumu- 
la em maior quantidade no sangue, e suas concentrações no sangue e na 
urina parecem estar diretamente correlacionadas com a sintomatologia 
ea mortalidade. Trata-se do principal contribuinte para o intervalo ani- 
ônico observado na acidose metabólica. A dose letal de etilenoglicol é 
de aproximadamente 100 g e os principais sintomas de envenenamen- 
to agudo são a anúria e a necrose. Outros sintomas incluem náusea e 
vômitos, mioclônus, ataques convulsivos, reflexos deprimidos e coma. 
o diagnóstico definitivo de intoxicação por etilenoglicol pode ser esta- 
belecido através da quantificação do conteúdo sérico de etilenoglicol e 
ácido glicólico por HPLC. 

O tratamento da toxicidade por etilenoglicol e por metanol é seme- 
lhante, e se baseia na sintomatologia e nos níveis séricos. O ponto de 
apoio do tratamento é a terapia com etanol, uma vez que este compete 
tanto com o metanol como com o etilenoglicol na metabolização pela 
álcool desidrogenase. Se essa enzima for saturada pelo etanol, o meta- 
bolismo do metanol e do etilenoglicol diminui, seus produtos tóxicos 
não se acumulam nos tecidos e os compostos originais são excretados 
pela urina sem serem modificados. Além do etanol, a terapia endo- 
venosa com substâncias alcalinas (bicarbonato) geralmente é inicia- 
da em pacientes acidóticos, para correção da acidose metabólica. A 
diálise, seja hemodiálise ou diálise peritoneal, também é empregada 
para remoção tanto do composto original como de seus metabólitos 
tóxicos correspondentes. 

Álcool isopropílico. Apresenta meia-vida aproximada de 3 horas 
e volume de distribuição semelhante ao do etanol. É prontamente 
absorvido via trato GI, sendo metabolizado a uma taxa equivalente a 
cerca de 50% da taxa de metabolização do etanol. O metabolismo do 
isopropanol se dá principalmente por ação da álcool desidrogenase, 
com produção de acetona, dióxido de carbono e água. A dose letal 
corresponde a uma ingestão de 250 mL. Tanto o álcool isopropílico 
como seu principal metabólito — a acetona — são depressores do SNC. 

A depressão do SNC é o sintoma mais importante da intoxicação 
aguda por isopropanol. O indivíduo com essa condição também apre- 
senta uma significativa irritação do trato GI que pode se manifestar 
como náuseas e vômitos, incluindo hematêmese e melena, dor abdo- 
minal gastrite. Outros sintomas incluem confusão, coma, hiperten- 
são, insuficiência respiratória e morte. 

E difícil estabelecer um diagnóstico de intoxicação por isopropanol. 
Os indícios diagnósticos são acetonúria, acetonemia e hiperosmolari- 
dade sem glicosúria, hiperglicemia ou acidose. A cromatografia gasosa 
em geral é considerada a melhor técnica para determinar a concen- 
tração de isopropanol no sangue. O tratamento inclui cuidados de 
suporte, carvão ativado e lavagem gástrica, e hemodiálise para casos 
de envenenamento severo. 


Arsénico 


O arsénico é utilizado como veneno para formigas, rodenticidas, 
herbicidas e exterminadores de ervas daninhas, inseticidas, tintas, 
conservantes de madeira, cerâmicas, na produção de várias ligas 
metálicas, ração de gado, como curtidor e em medicamentos. As prin- 
cipais formas tóxicas de arsênio são: os arsênicos inorgânicos, incluin- 
do arsenato de sódio e o arsenito de chumbo ou cobre; os arsênicos 
orgânicos, como carbarsona e triparsamida; e o gás arsina. O envene- 
namento por gás arsina geralmente ocorre no cenário industrial, onde 
esse composto é produzido a partir a ação de um ácido ou da água 
sobre metais que contêm arsênico. 

É rapidamente absorvido no trato GI e nos pulmões, sendo que a 
absorção através da pele é um processo mais lento. O arsênico é distri- 
buido a todos os tecidos corporais 24 horas após ser ingerido. A prin- 
cipal via de excreção é a renal. O arsênico atravessa a placenta. 

A principal preocupação associada à ingestão dessa substância consis- 
te no envenenamento sistêmico, provavelmente através de sua interação 
reversível com múltiplos grupos sulfidril enzimáticos. Como resultado 
dessa interação, múltiplos sistemas metabólicos são comprometidos. 


O gás arsina — a forma mais perigosa do arsênico — pode acoplar-se 
de modo irreversível aos grupos sulfidril existentes na hemoglobina, 
causando hemólise intravascular, hemoglobinemia e consequente 
insuficiência renal aguda, além de exercer nefrotoxicidade direta. 

A dose letal aguda de trióxido de arsênico é aproximadamente 120 
mg, enquanto menos de 30 partes por milhão (ppm) de gás arsênico 
são suficientes para causar envenenamento. Os arsênicos orgânicos 
liberam o arsênico devagar e apresentam uma dose letal de aproxima- 
damente 0,1 a 0,5 g/kg. 

A toxicidade aguda usualmente se manifesta dentro de 1 hora após 
a ingestão e em geral reflete o envolvimento de múltiplos órgãos. A 
sintomatologia GI é a apresentação mais comum, com queimação 
e secura da boca e da garganta, dificuldade de deglutição, vômitos 
e diarreia aquosa ou sanguinolenta, contendo fragmentos de reves- 
timento intestinal ou muco. O paciente pode apresentar hálito com 
odor semelhante ao de alho e gosto metálico na boca. Cianose, hipo- 
tensão, taquicardia e arritmias ventriculares podem se desenvolver. A 
neuropatia costuma ocorrer tardiamente após a ingestão (1-2 sema- 
nas), ou pode ser sofrer intensificação durante esse período. Pode 
haver depleção volumétrica grave e necrose tubular renal aguda que 
levam o paciente à morte por insuficiência circulatória. É usual os sin- 
tomas de envenenamento com gás arsina se manifestarem em cerca de 
2 a 24 horas após a exposição, podendo inicialmente envolver náusea 
e vômitos, dor de cabeça, anorexia e parestesias. Hematémese e dor 
abdominal também são sintomas comuns, e o paciente pode desen- 
volver insuficiência renal, lesão cardíaca, anemia e hemólise ou edema 
pulmonar. Usualmente, é difícil estabelecer o diagnóstico de intoxica- 
ção crônica, o qual deve ser considerado para pacientes que apresen- 
tam uma combinação de sintomatologia GI, neuropatia e distúrbios 
cutâneos, cardiovasculares e renais. 

A análise da urina, cabelo e unhas por espectroscopia de emissão 
iônica é importante para determinar o diagnóstico de envenenamento 
crônico por arsênico. O tratamento de envenenamento agudo inclui 
a remoção do arsênico residual por lavagem gástrica ou êmese, e 
tratamento com dimercaprol, ou British anti-Lewisite (BaL), que se 
combina ao arsênico através de seus grupos sulfidril e produz com- 
plexos cíclicos hidrossolúveis. Entretanto, a toxicidade inerente a esse 
composto limita sua utilidade terapêutica. Existem derivados de BaL 
menos tóxicos, como 2,3-ditioeritritol, que é menos tóxico em cultu- 
ras celulares e, ao mesmo tempo, é mais eficaz do que o BaL no resgate 
das células de cultura que foram envenenadas pelo arsênico (Boyd, 
1989). Em casos de envenenamento severo, a hemodiálise pode ser 
utilizada para remoção de complexos arsênico-dimercaprol. 


Mercúrio 


Existem quatro tipos diferentes de compostos de mercúrio, os quais 
estão associados a diferentes potenciais toxicológicos: elementares ou 
metálicos (Hg°); mercurosos (Hg*); mercúricos (Hg**); e de alquil 
mercúrio (i. e., organomercuriais). O mercúrio elementar apresenta 
fraca absorção no trato GI, desde que a integridade da mucosa este- 
ja preservada, e comente produz efeitos tóxicos se for convertido à 
forma divalente. Embora seja incomum, essa conversão pode ocorrer 
através de um lento processo de oxidorredução em presença de água e 
ions cloreto, caso exista um sítio GI de estase para o mercúrio. O mer- 
cúrio elementar produz envenenamentos significativos ao ser inalado 
ou absorvido através da pele. Pode atravessar a barreira hematoen- 
cefálica e acumular-se no SNC, onde uma oxidação produz íons de 
mercúrio. Desse modo, são produzidas toxicidades primariamente ao 
nível dos pulmões e do SNC. 

Entre os dois sais inorgânicos do mercúrio, os sais mercurosos 
(Hg*) apresentam baixa solubilidade e, em consequência, são pouco 
absorvidos. Entretanto, o sal mercúrico (Hg**) é prontamente solúvel 
e absorvido após a ingestão oral ou a inalação. Pode provocar infla- 
mação severa na boca, bem como outros sintomas GI. Os rins são 
também os sítios preferidos de acúmulo dos compostos mercúricos 
inorgânicos, onde provocam lesões agudas tubulares renais e glome- 
rulares. Tanto o mercúrio elementar como os compostos de mercúrio 
inorgânicos são excretados principalmente através da urina. 

Em contraste com as formas de mercúrio elementar e inorgânica, 
os compostos de mercúrio orgânicos que contêm grupos alquil, aril e 
alcoxialquil são considerados poluentes ambientais. Esses compostos 


possuem ao menos uma ligação covalente entre mercúrio e carbono. 
Tanto os compostos alcoxialquil como mercuriais sofrem quebra 
metabólica e biotransformação para produzirem mercúrio inorga- 
nico. Este, por sua vez, exerce ação tóxica e provoca manifestação 
de intoxicação, exatamente como fazem os compostos de mercú- 
rio inorgânico anteriormente referidos. De outro modo, as ligações 
mercúrio-carbono existentes nas formas metil e etil são extremamen- 
te estáveis e produzem maior grau de toxicidade do que as formas 
aril e alcoxialquil. As formas alquil são mais lipossolúveis, atravessam 
prontamente as membranas e, ao serem ingeridas, em geral apresen- 
tam maior absorção corporal. Seu principal efeito químico se dá no 
SNC, sendo que tais compostos apresentam meia-vida biológica de 
70 a 90 dias. Como a bile é a principal via de excreção, o metil mercú- 
rio pode ser reabsorvido para o sangue através do sistema enteropáti- 
co e, em parte, é por esse motivo que apresenta meia-vida estendida. 
Acredita-se que o principal mecanismo de ação do envenenamento 
pode mercúrio esteja associado à ligação covalente dos grupos sulfi- 
dril das proteínas, que leva uma disfunção enzimática ampla e ines- 
pecífica, inativação e desnaturação. 

Dependendo da forma em que se encontra, o mercúrio pode causar 
toxicidade sistêmica ou lesões locais na pele e nas membranas muco- 
sas. Tanto o mercúrio orgânico como o elementar produzem efeitos 
no SNC, enquanto a sintomatologia GI é produzida primariamente 
pelos sais inorgânicos. O mercúrio elementar também pode produzir 
reações pulmonares severas. 

De um modo geral, a partir de amostras de urina de 24 horas é possível 
diagnosticar a toxicidade aguda produzida pelas formas elementar, inor- 
gânica ou pela maioria das formas orgânicas. Os níveis sanguíneos podem 
subir rapidamente após a exposição aguda, porém caem com igual rapi- 
dez e podem não refletir a carga corporal total. Em contraste, como os 
compostos alquil mercúricos orgânicos de cadeia curta são excretados 
principalmente pela bile, os níveis sanguíneos são os melhores indicado- 
res das concentrações teciduais e de uma exposição aguda significativa. A 
realização de análises de amostras de cabelo para detecção de mercúrio 
ajudam a identificar a exposição crônica ao mercúrio. 

O tratamento inclui lavagem gástrica ou êmese para remover o vene- 
no ingerido, bem como administração de dimercaprol e succímero. 
Todavia, no envenenamento por metil- e alquilmercúrio, o dimerca- 
prol é contraindicado, pois foi demonstrado que induz aumento da 
concentração desses compostos no cérebro (Bryson, 1989). Em casos 
como esse, o tratamento é sintomático, embora novos agentes estejam 
sendo avaliados clinicamente. 


Ferro 


O envenenamento agudo por ferro é comum entre crianças peque- 
nas e usualmente resulta da ingestão de produtos que contêm o metal. 
Embora os íons férricos provenientes dos alimentos normalmente 
seja reduzidos a íons ferrosos e absorvidos no estômago, o intestino 
grosso e o intestino delgado promovem a rápida absorção de quan- 
tidades tóxicas (> 30 mg/kg) de ferro elementar. Uma vez absorvido 
pelo corpo, o ferro quase nunca é removido. Acredita-se que doses 
altas de ferro causam dano agudo às células mucosas, e que há uma 
significativa absorção de ferro tão logo a capacidade de ligação da 
transferrina seja excedida. O ferro livre no soro provoca toxicidade 
ao induzir lesão celular hepática, choque e acidose lática. A hepato- 
toxicidade parece apresentar correlação com a dose, ocorre em 1 a 2 
dias após a ingestão e foi associada à detecção de níveis > 1.700 ug/dL 
(Tenenbein, 2001). 

O vômito é uma provável manifestação inicial da intoxicação pelo 
ferro, acompanhado de uma gastroenterite severa, melena, dor abdo- 
minal e hematêmese. Tais sintomas se manifestam em até 6 horas 
após a ingestão. Nas próximas 10 horas, o paciente pode aparentar 
melhora. No entanto, esse estado é decepcionante, pois podem surgir 
manifestações de toxicidade sistêmica (cianose, convulsões, choque, 
coagulopatia, insuficiência renal e hepática) que levam o paciente a 
óbito. Tanto os pacientes que desenvolvem como os que não desen- 
volvem sintomatologia sistêmica severa podem desenvolver compli- 
cações tardias, incluindo obstruções ou estenoses GI. 

O diagnóstico definitivo é estabelecido com base nas medidas da 
concentração sérica de ferro e na capacidade total de ligação ao ferro 


(TIBC, total iron-binding capacity) da transferrina. Somando-se ao 
tratamento de suporte, é realizada êmese ou lavagem gástrica para 
prevenir a absorção de ferro. A terapia de quelação com deferoxamina 
também é aplicada nos casos graves de intoxicação aguda. 


Chumbo 


Os compostos do chumbo, tanto orgânicos como inorgânicos, 
podem ser altamente tóxicos, produzindo efeitos mais sérios no siste- 
ma nervoso central e periférico. Podem ser absorvidos após a inalação 
ou a ingestão. Acredita-se que a absorção de doses acima de 0,5 mg de 
chumbo/dia leva ao acúmulo e à toxicidade pelo metal. A absorção de 
0,5 g de chumbo é considerada uma dose letal. Por outro lado, casos de 
toxicidade aguda são incomuns e, em geral, observados em pacientes 
que foram expostos a altas concentrações de pó de chumbo. O enve- 
nenamento é observado em crianças, que vivem nas grandes cidades 
e consomem chumbo em forma de tinta seca (pica). As manifestações 
agudas são primariamente sintomas envolvendo o SNC (encefalopatia, 
convulsões, estupor) e sintomatologia GI (p. ex., cólicas). A toxicidade 
crônica com acúmulo de chumbo no sangue, tecidos moles e ossos é 
mais comum. O maior compartimento para o chumbo são os ossos, 
que contêm em torno de 96% da carga corporal total. Sua meia-vida 
é de 32 anos nos ossos, que podem servir de reservatório para into- 
xicação endógena. A toxicidade crônica pode se manifestar através da 
uma variedade de efeitos sistêmicos, tais como mal-estar geral, perda 
de peso, anorexia, constipação; encefalopatia por chumbo manifestada 
como mal-estar com apatia, sonolência, estupor e convulsões; neuro- 
patia periférica com punho ou pé caído; e nefrose por chumbo com 
albuminúria, hematúria e piúria, além de anemia (hipocrômica, micro 
ou normocítica) com pontilhado basofílico — esse último achado mui- 
tas vezes é um forte indício. 

Além disso, as alterações patológicas induzidas pelo chumbo 
podem ocorrer diante de níveis de exposição ainda menores ao metal. 
Needleman e Gatsonis (1990) revisaram 24 casos de exposição ao 
chumbo na infância, com o objetivo de obter evidências estatísticas 
de que baixas doses de chumbo podem acarretar déficits intelectuais 
em crianças. Schwartz et al. (1990) avaliaram a ocorrência de anemia 
induzida por chumbo em crianças com 1 a 5 anos de idade, empre- 
gando um estudo transversal epidemiológico. Eles constataram a 
existência de uma relação entre idade, concentração de chumbo no 
sangue e hematócrito, de tal modo que as crianças mais novas apre- 
sentaram maior risco de desenvolver anemia a concentrações sanguí- 
neas menores, do que as crianças que eram apenas alguns anos mais 
velhas. Assim, é possível concluir que o chumbo produz efeitos dele- 
térios especialmente em crianças, mesmo diante de baixos níveis de 
exposição. De um modo geral, concentrações séricas de chumbo > 10 
ug/dL indicam a ocorrência de uma absorção excessiva do metal em 
crianças, enquanto concentrações acima de 25 ug/dL indicam a pos- 
sibilidade de considerar uma terapia de quelação para um pacientes 
pediátrico. O CDC (Centers for Disease Control) recomenda a rea- 
lização de triagens universais para crianças, a partir dos 6 meses de 
idade (Klaassen, 2001; Bernard, 2003). 

Os organocompostos de chumbo, como o tetraetil chumbo e o tetra- 
metil chumbo, são lipossolúveis e, assim como os compostos organo- 
mercuriais já discutidos, produzem seus principais efeitos tóxicos no 
SNC. A encefalopatia por chumbo pode ocorrer no início da intoxica- 
ção e não apresenta boa correlação com as concentrações sanguíneas 
do metal. Reflexos de hiperatividade em tendões profundos, tremores 
de intenção, reflexo mandibular anormal e anomalias posturais e da 
marcha são as manifestações neurológicas da toxicidade por organo- 
compostos de chumbo observadas de forma mais consistente. 

O chumbo interage com grupos tiol, carboxílico e fosfato para 
formar complexos estáveis com enzimas e outras proteínas (Bryson, 
1989). Essa interação é particularmente conhecida no caso da sín- 
tese do heme, em que o chumbo bloqueia a ação das enzimas ácido 
A-aminovulínico (ALA) sintase, da A-ALA desidratase (ALAD), 
coproporfirinogênio descarboxilase e ferroquelatase, causando ane- 
mia. Essas interrupções na síntese do heme permitem realizar testes 
objetivos para avaliação do grau de exposição ao chumbo inorgani- 
co. Concentrações aumentadas de ALA na urina, diminuição da ati- 
vidade de ALAD nas CVS, níveis aumentados de protoporfirina eri- 
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trocitária livre e quantidades aumentadas de zinco protoporfirínico 
são detectadas em casos de envenenamento por chumbo inorgânico. 
O teste para detecção de zinco protoporfirínico consiste num ensaio 
fluorimétrico particularmente simples de ampla utilização e que pode 
ser empregado como excelente teste de triagem. Em casos de envene- 
namento por organocompostos de chumbo, o teste de triagem mais 
sensível é o ensaio para detecção da atividade diminuída de ALAD 
em amostras de urina. Esse teste é mais sensível devido à inconsis- 
tência das alterações que ocorrem nas atividades de outras enzimas e 
nos níveis de produtos da síntese de heme. Embora as concentrações 
de chumbo no sangue sejam consideradas um indicador confiável de 
exposição recente ao metal, a curta meia-vida do chumbo circulante 
faz com que as estimativas da carga corporal total não sejam segu- 
ras. Entretanto, o emprego da técnica de fluorescência de raios X in 
vivo para análise dos ossos permite a determinação da carga cumu- 
lativa do metal (Kosnett, 1994). O tratamento do envenenamento 
inclui uma terapia de suporte, bem como a remoção dos compostos 
de chumbo solúveis por meio de lavagem gástrica. Soluções diluídas 
de sulfato de magnésio ou sulfato de sódio costumam ser utilizadas. 
Adicionalmente, sempre que houver necessidade, podem ser utiliza- 
dos agentes quelantes, como dimercaprol, edetato de cálcio dissódico 
e succímero. 

Quantificação de chumbo no soro. Os níveis séricos de chumbo 
podem ser determinados diretamente por espectroscopia de absor- 
ção atômica, ou por um método mais moderno e prontamente 
acessível denominado voltimetria de remoção anódica. Neste, uma 
célula voltaica é ajustada de tal modo que o ânodo consiste de uma 
haste de grafite revestida com mercúrio. Quando um potencial 
negativo é aplicado a esse ânodo, metais catiônicos (como o chum- 
bo) “deslocam-se” do ânodo em suas formas metálicas. Em seguida, 
a voltagem aplicada é suspendida. Como há um excesso de elétrons 
no ânodo, a corrente flui para o cátodo. Cada um dos metais que se 
deslocaram do ânodo são, então, oxidados e retornam a suas respec- 
tivas formas iônicas (i. e., são removidos do anodo). Os metais que 
apresentam menor potencial de oxidação são removidos primeiro. 
Cada metal é removido do ânodo de acordo com seu potencial de 
oxidação, registrado como potencial de meia-onda que, por sua vez, 
é uma constante para um determinado metal. A corrente total asso- 
ciada à remoção de cada metal é proporcional à concentração do 
metal removido. 


Organofosfatos e carbamatos 


Os organofosfatos são ésteres do ácido fosfórico ou do ácido tio- 
fosfórico, enquanto os carbamatos são derivados sintéticos do ácido 
carbâmico. Embora sejam dois tipos diferentes de compostos, ambos 
interferem na neurotransmissão e são amplamente utilizados como 
pesticidas na agricultura. Os dois compostos inibem a enzima AChE, 
que normalmente hidrolisa o neurotransmissor ACh após a efetivação 
de um potencial de ação e subsequente liberação do sítio de ligação de 
seu receptor. Ambos produzem efeitos inibitórios ao reagirem com o 
sítio ativo da AChE. Essa interação ocorre por meio da fosforilação 
com organofosforados — resultando na formação de uma ligação éster- 
fosfato relativamente estável — e por carbamoilação com os carbama- 
tos — com consequente formação de uma ligação éster-carbamato, que 
é mais lábil e facilmente reversível. Ambos os compostos provocam 
acúmulo de ACh nas sinapses neuronais e nas junções mioneurais, 
causando toxicidade. 

A ACh é um importante neurotransmissor no sistema nervoso 
central e periférico. É encontrada em inúmeras sinapses diferentes 
no SNC; nas sinapses ganglionares localizadas entre as fibras pré e 
pós-ganglionares simpáticas e parassimpáticas; nas junções existentes 
entre as fibras pós-ganglionares parassimpáticas e os órgãos efetores; 
e nas junções localizadas entre neurônios motores somáticos e célu- 
las musculares lisas. Desse modo, os sinais e sintomas de envenena- 
mento por organofosfatos incluem manifestações parassimpáticas, 
como salivação, lacrimação, micção e defecação (SLUD, salivation, 
lacrimation, urination, defecation); constrição pupilar; bradicardia; e 
broncoconstrição, que pode predominar em casos de envenenamen- 
to com doses baixas. As manifestações ganglionares autonômicas e 
motores somáticas (fraqueza muscular, contração, arreflexia, taqui- 


cardia e hipertensão), bem como as manifestações envolvendo o SNC 
(confusão, fala arrastada, ataxia, convulsões e depressão do centro 
respiratório e/ou cardiovascular) podem predominar nos casos de 
intoxicação severa. A morte usualmente é consequência de uma insu- 
ficiência respiratória, como resultado da combinação de depressão 
central, broncoespasmo, excesso de secreções brônquicas e paralisia 
do músculo respiratório. 

É preciso observar que a morbidade e mortalidade associadas ao 
envenenamento por carbamato são menos severas, uma vez que esses 
compostos não penetram o SNC tão efetivamente quanto os organo- 
fosfatos e, assim, produzem efeitos colinérgicos mínimos. Além disso, 
a labilidade significativamente maior da ligação éster-carbamato 
permite a reativação espontânea da AChE. Essa reativação, por sua 
vez, diminui a inclinação da curva dose-resposta de toxicidade — em 
comparação à curva dos organofosfatos —, tornando menos provável 
que pequenos incrementos na dose de carbamato acarretem graves 
aumentos na toxicidade. 

Além do envenenamento agudo, os organofosfatos podem produzir 
uma síndrome intermediária em 1 a 4 dias após o envenenamento, e/ 
ou neurotoxicidade tardia usualmente em 2 a 5 semanas após a expo- 
sição aguda. A primeira síndrome se desenvolve após a manifestação 
de uma crise colinérgica aguda e parece envolver paralisias do nervo 
cranial, fraqueza dos membros proximais e paralisia respiratória, com 
necessidade de ventilação de suporte para o paciente (Senanayake, 
1987, 1998). Em contraste, a neurotoxicidade tardia — que não é pro- 
vocada por todos os compostos de organofosfato — parece ser causada 
pela inibição da esterase neurotóxica e usualmente provoca nos mem- 
bros uma polineuropatia sensório-motora distal simétrica (Davies, 
1987; Tafuri, 1987). 

O diagnóstico de envenenamento por organofosfatos depende 
da existência de uma história de exposição pouco antes do início da 
doença, de manifestação dos sinais e sintomas de estimulação paras- 
simpática difusa e da confirmação laboratorial da exposição através 
de medidas da atividade de AChE eritrocitária e PChE plasmática. 
Enquanto a AChE é encontrada primariamente no tecido nervoso e 
nos eritrócitos, a PChE é encontrada no plasma. A PChE apresenta 
ação bem menos específica do que a AChE, de modo que, além da 
hidrólise mediada pela AChE, a PChE hidrolisa diversos ésteres natu- 
rais e sintéticos. As atividades de ambas as enzimas podem ser diminu- 
ídas e medidas em laboratório. Entretanto, apenas a inibição da AChE 
é considerada especifica para o envenenamento por organofosfatos, 
visto que inúmeras condições podem produzir baixos níveis plasmáti- 
cos de PChE (Tafuri, 1987). Dessa forma, em casos de envenenamento 
por compostos organofosforados, essa última quantificação é mais 
sensível, porém menos específica do que a determinação dos níveis 
de colinesterase de CVS. Concentrações equivalentes a 30 a 50% da 
concentração normal geralmente indicam exposição, enquanto as 
manifestações tóxicas são induzidas por inibições superiores a 50%. 
Entretanto, é possível que os sintomas não apareçam até que concen- 
trações equivalentes a 20% ou menos sejam atingidas. Atualmente, a 
confirmação — em vez do diagnóstico — de envenenamento é obtida 
por meio de determinações laboratoriais. Considerando a indispo- 
nibilidade dos valores basais dos níveis de colinesterase anteriores à 
exposição, determinações sequenciais dos níveis dessa enzima após a 
exposição parecem ser a melhor forma de confirmar o envenenamento 
por organofosfatos (Coye, 1987). 

O tratamento de casos de envenenamento agudo envolve suporte 
respiratório (se necessário), descontaminação do paciente e realização 
de lavagem gástrica ou êmese. Diante da manifestação dos sintomas, 
é feita a administração de atropina para melhorar a excessiva estimu- 
lação parassimpática por meio do bloqueio competitivo da ação da 
ACh ao nível dos receptores muscarínicos. A pralidoxima também é 
administrada como antídoto específico para o envenenamento por 
organofosfatos. Se esse fármaco for administrado em 24 a 48 horas 
após a exposição, pode reativar a colinesterase fosforilada ao remo- 
ver o grupo fosfato covalentemente ligado ao sítio ativo da enzima. 
Entretanto, esse intervalo de tempo é variável e pode ser indicada a 
utilização da pralidoxima depois de 48 horas (Clark, 2002; Howland, 
2002). O tratamento usual dos casos de envenenamento crônico con- 
siste em evitar novas exposições até que os níveis de colinesterase vol- 
tem ao normal. 
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Avaliação da função endócrina 
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Hipófise 383 Glândula suprarrenal 401 
Prolactina 385 Hormônios da medula suprarrenal 401 
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| PONTOS-CHAVE 

| e O sistema endócrino é um sistema finamente integrado 
no qual o hipotálamo, a hipófise e as glândulas-alvo 

mantêm comunicação contínua por meio da inibição e estimulação 

por retroalimentação, para controlar todos os aspectos relacionados 

ao metabolismo, ao crescimento e à reprodução. À compreensão 

dessa interface e a manipulação cuidadosa desses sistemas por 

meio de estímulos provocativos e supressivos permitem caracterizar 

anomalias subjacentes e fornecer tratamento direcionado. 


e Os níveis de PRL podem sofrer elevação em decorrência de uma 
variedade de estímulos farmacológicos e fisiológicos; entretanto, 
valores acima de 200 ng/mL quase sempre estão associados à 
existência de um tumor hipofisário. 

e Para indivíduos com suspeita de acromegalia, a triagem inicial 
deve ser a detecção de IGF-1 no soro. 


e Muitas vezes, é desnecessário realizar testes de estimulação 
provocativa para registrar deficiência de GH em pacientes que 
apresentam uma história conhecida de doença da hipófise ou 
evidências de deficiência de três ou mais hormônios dessa glândula. 
e Uma vez que o eixo hipotálamo-hipófise-tireoide esteja intacto, o 
teste ultrassensível de TSH constitui o melhor método para detecção 
de uma disfunção tireoidiana clinicamente significativa. 

e Todas as vezes em que a tireoglobulina for quantificada como 
marcador tumoral para o câncer da tireoide, uma outra amostra 
deve ser sempre checada simultaneamente quanto à presença de 
anticorpos para tireoglobulina. 

e À determinação cromatográfica do conteúdo plasmático de 
metanefrinas e normetanefrinas constitui o melhor teste de triagem 
para o feocromocitoma. O paciente deve evitar o uso de cafeína, 
álcool e acetaminofeno, inibidores da monoamina oxidase e 
antidepressivos tricíclicos ao menos por 5 dias antes da realização 
dos testes. 





e Com frequência, é desnecessário realizar o teste de estimulação 
com ACTH em pacientes com doença grave. Uma concentração 
aleatória de cortisol acima de 25 pg/dL (700 nmol/L) em situação 
de estresse torna altamente improvável a existência de uma 
insuficiência suprarrenal no paciente. 


e À quantificação dos níveis de FSH nos dias 2 e 3 é um bom 
indicador da reserva folicular, enquanto os níveis de progesterona 
dos dias 21 e 22 são utilizados para avaliar se os ciclos são 
ovulatórios. 


Hipófise 

O sistema endócrino é um servossistema finamente ajustado, pelo 
qual o hipotálamo, a hipófise e várias glândulas endócrinas se comu- 
nicam por meio de um intrincado esquema de inibição/estimulação 
por retroalimentação. De acordo com o sentido clássico, um hormô- 


nio é definido como uma substância que atua em um sítio distante 
do local de sua produção original. Na denominação de hormônios, 
atualmente, estão incluídos os grupos que exercem ação autócrina 
(atuam diretamente sobre si próprios), parácrina (atuam em células 
adjacentes às células de origem) e intrácrina (atuam junto às células 
de origem sem nem mesmo saírem delas). É por meio dessa interação 
íntima entre sinais que o sistema endócrino controla o metabolismo, 
o crescimento, a fertilidade e as respostas ao estresse. 

A hipófise está localizada junto aos confins da sela turca. Conecta-se 
pelo pedúnculo infundibular à eminência média do hipotálamo. Está 
dividida em dois lobos: anterior (adeno-hipófise) e posterior (neuro- 
-hipófise). Pesa aproximadamente 0,6 g e mede cerca de 12 mm, no 
diâmetro transversal, por 8 mm, no diâmetro anteroposterior. A 
adeno-hipófise possui cinco populações de células distintas que sin- 
tetizam e secretam hormônios. Esses grupos celulares incluem soma- 
totrofos secretores de GH, lactotrofos secretores de PRL, tireotrofos 
secretores de TSH, gonadotrofos secretores das subunidades à e B do 
FSH e do LH, e corticotrofos secretores de pró-opiomelanocortina 
(POMC). O POMC é clivado na hipófise e dá origem à adenocortico- 
trofina (ACTH) e B-lipotropina (B-LPH). O hipotálamo se comunica 
com a adeno-hipófise ao secretar seu próprio conjunto de hormônios 
tróficos específicos para cada população celular (Fig. 24.1). Esses hor- 
mônios tróficos viajam pelo pedúnculo infundibular e seguem para a 
adeno-hipófise por meio de um sistema de vasos porta. 

Em contraste com a adeno-hipófise, a neuro-hipófise não sintetiza hor- 
mônios. Os hormônios que secreta — arginina vasopressina (AVP) (tam- 
bém conhecida como hormônio antidiurético [ADH]) e ocitocina — são 
sintetizados nos núcleos paraventricular e supraótico do hipotálamo, 
transportados ao longo dos axônios e armazenados nas terminações ner- 
vosas que acabam na neuro-hipófise. A Tabela 24.1 fornece um resumo 
dos diferentes hormônios secretados pela hipófise. 

As anomalias que afetam a função hipofisária são classificadas em 
duas categorias amplas: excesso e deficiência de hormônios. O excesso 
de hormônios usualmente resulta da expansão clonal de uma popula- 
ção celular distinta, contudo, também pode resultar de um aumento 
dos níveis de hormônios tróficos tanto do hipotálamo como de sítios 
ectópicos. As causas da deficiência hormonal são mais variadas (Tab. 
24.2) e podem acarretar a deficiência de um ou mais hormônios, mui- 
tas vezes com a perda contínua e progressiva de outros hormônios ao 
longo do tempo. 


Tumores hipofisários 

Os tumores hipofisários são classificados como microadenomas (< 
1 cm de maior diâmetro e confinados à sela) ou macroadenomas (> 1 
cm no maior diâmetro). São também subclassificados em variedades 
secretoras e não secretoras (Tab. 24.3). Todos os tumores apresentam 
potencial de crescimento e, ao crescer, podem comprimir o quias- 
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(eds.): 


Williams Textbook of Endocrinology, 10. ed. Philadelphia, Saunders, 2003: 181, com permissão.) 


Tabela 24.1 Hormônios da hipófise 


Adeno-hipófise 
Hormônio do crescimento (GH) (somatotropina) 
Hormônio estimulador da tireoide (TSH) (tireotropina) 
Gonadotrofinas: 
Hormônio folículo-estimulante (FSH) 
Hormônio luteinizante (LH) 
Pró-opiomelanocortina (POMC) 
Adrenocorticotropina (ACTH) 
B-lipotropina 
Prolactina (PRL) 
Neuro-hipófise 
Arginina vasopressina (AVP) = hormônio antidiurético (ADH) 
Oxitocina 


ma óptico e causar defeitos envolvendo o campo visual, dos quais a 
hemianopia bitemporal é o mais frequente. A invasão do seio caver- 
noso pode provocar compressão dos nervos craniais III, IV, VI, V, 
Ve da porção intracavernosa da artéria carótida interna. Do mesmo 
modo, pode causar hidrocéfalo decorrente da obstrução do terceiro 
ventrículo. À parte da hipersecreção de um hormônio em particular 
e da extensão até as regiões adjacentes, esses tumores também acar- 
retam deficiência hormonal resultante da compressão de células de 
outras linhagens junto à hipófise. 


Tabela 24.2 Causas da deficiência hormonal hipofisária 


Neoplasma hipofisário: 
Adenoma hipofisário 
Craniofaringioma 
Metástases ou carcinoma primário (raramente) 
latrogênicas: 
Radiação 
Hipofisectomia 
Ressecção peduncular 
Doença granulomatosa: 
Sarcoidose 
Infecção: 
Tuberculose 
Sífilis 
Fungos 
Hemorragia e infarto: 
Necrose pós-parto (sindrome de Sheehan) 
Trauma na cabeça 
Apoplexia 
Aneurismas da artéria carótida interna 
Hipofisite linfocítica autoimune 
Hemocromatose 
Distúrbios hipotalâmicos primários: 
Tumor 
Granulomas 
Deficiências hormonais idiopáticas ou genéticas envolvendo a hipófise ou o 
hipotálamo 


Tabela 24.3 Frequência relativa da ocorrência de tumores hipofisários 


Lactotrofo (PRL) 30% 
Somatotrofo (GH) 15% 
Combinado GH/PRL 8% 
Corticotrofo (ACTH) 15% 
Tireotrofo (TRH) 1% 
Pleuri-hormonal 4% 
Não funcional 27% 


Prolactina 


A PRL é um polipeptídeo produzido pelos lactotrofos da hipófise. É 
responsável pela iniciação e manutenção da lactação. Sua secreção nor- 
malmente é mantida em níveis baixos por meio das ações inibitórias da 
dopamina (Do) produzida pelo hipotálamo. Assim como ocorre com 
diversos hormônios hipofisários, a PRL é secretada de modo circadia- 
no e os níveis mais altos são atingidos durante o sono e o nadir, entre 
as 10 horas da manhã e o período da tarde (Sassin, 1972). A secreção 
da PRL é pulsátil, com uma amplitude e frequência que não só variam 
ao longo do dia, como também são impactadas por uma variedade de 
estímulos fisiológicos (p. ex., estresse, no pós-prandial, exercícios). Em 
razão de tais fatores e da meia-vida sérica de 26 a 47 minutos, recomen- 
da-se obter dos pacientes três amostras a intervalos de 20 a 30 minu- 
tos para realização da triagem para hiperprolactinemia. Essas amostras 
podem ser analisadas separadamente para cálculo da média dos resul- 
tados obtidos, ou alíquotas iguais de cada amostra podem ser mistura- 
das para compor uma única amostra final que, em seguida, é analisada. 

A principal forma circulante da PRL é um monômero não glicosila- 
do. Inúmeras formas diferentes ocorrem, entre as quais a PRL “grande” 
e a macroprolactina (PRL “grande, grande”), que é considerada uma 
PRL acoplada a uma imunoglobulina (Yazigi, 1997; Conner, 1998). 
Como todas essas formas reagem com imunoensaios, podem gerar 
resultados de PRL falsamente elevados em amostras de pacientes cuja 
elevação patológica da concentração de PRL não é confirmada por TC 
nem IRM. Vários métodos analíticos foram desenvolvidos para elimi- 
nar essa confusão, tais como o desempenho do imunoensaio após a 
extração com polietileno glicol e ultrafiltração centrífuga (Amadori, 
2003; Diver, 2001; Fahie-Wilson, 2003; Toldy, 2003; Prazeres, 2003; 
Suliman, 2003). 

Em certos casos de prolactinoma, os valores de PRL podem estar 
extremamente altos. Como é habitual usar uma única diluição nos tes- 
tes para detecção desse hormônio, as concentrações extremamente altas 
podem saturar os sítios de ligação e produzir falsos resultados baixos 
(Barkan, 1998). Esse efeito de “gancho” pode conduzir ao erro diagnós- 
tico do paciente, com indicação da existência de um adenoma cromó- 
fobo não funcional. Diante de uma elevada probabilidade de pré-teste 
de que o paciente apresente macroprolactinoma, recomenda-se que a 
amostra sérica seja submetida a uma diluição mínima de 1:100. 

A PRL atua no tecido da mama e, nesse local, ao ajustar o condi- 
cionamento pelo estrógeno, estimula a lactação. A PRL também atua 
no hipotálamo para inibir a secreção do GnRH. A inibição desse hor- 
mônio resulta em diminuição da liberação de LH e de FSH a partir 
da adeno-hipófise. Na mulheres, esse efeito provoca a diminuição 
da síntese e da secreção de estrógenos e progesterona pelos ovários, 
bem como falha da maturação folicular ovariana (ovulação). Nos 
homens, uma deficiência de FSH e LH causa diminuição da produção 
testicular e síntese de testosterona, além de cessar a espermatogênese. 
Adicionalmente, foi sugerido que a hiperprolactinemia também pode 
estimular a produção suprarrenal, bem como afetar a responsividade 
imunológica (Lobo, 1980; Walker, 1993). 

Os valores séricos de referência da PRL variam de 1 a 25 ng/mL (1 
— 25 ug/L) para mulheres, e 1 a 20 ng/mL (1 — 20 ug/L) para homens. 
Nas mulheres, os maiores níveis de PRL aparecem na pós-puberdade e é 
provável que decorram do efeito estimulatório do estrógeno (Eastman, 
1996). Durante a gravidez, ocorre uma progressiva elevação dos níveis 
séricos de PRL que podem chegar a 500 ng/mL em torno do terceiro 
trimestre (Rigg, 1977). Esse fenômeno se deve em grande parte a um 
aumento do número de células secretoras do hormônio e pode estar 


associado a um acréscimo de duas vezes ou mais no tamanho da hipó- 
fise (Scheithauer, 1990). Os níveis de PRL retornam aos valores basais 
em cerca de 3 semanas pós-parto nas mulheres que não estão ama- 
mentando. Em mães que amamentam, os níveis basais de PRL perma- 
necem moderadamente elevados e apresentam explosões episódicas 
de secreção em resposta à sucção do mamilo. 

Os níveis de PRL aumentam em decorrência de muitos fatores fisio- 
lógicos e patológicos, bem como por ação de uma ampla variedade de 
medicamentos (Tab. 24.4). A elevação dos níveis de PRL consequente à 
estimulação fisio- e farmacológica raramente excede 200 ng/mL. 

Pode haver deficiência de PRL diante da necrose ou infarto da hipó- 
fise e, em alguns casos, no pseudo-hipoparatireoidismo. Distúrbios 
menstruais e infertilidade foram observados em mulheres com total 
deficiência do hormônio (Kauppila, 1997). É o excesso de PRL que está 
associado à patologia clínica. A hiperprolactinemia leva à inibição da 
secreção de GnRH, cuja manifestação típica é a disfunção sexual com 
infertilidade em indivíduos de ambos os sexos. As mulheres podem 
apresentar anormalidades envolvendo a fase lútea, oligomenorreia ou 
amenorreia franca, com ou sem galactorreia. Os homens apresentarão 
hipoandrogenemia, diminuição da libido e impotência. 

Os adenomas hipofisários constituem uma causa importante de hiper- 
prolactinemia. No entanto, qualquer processo que envolva a sela ou o 
espaço parasselar, comprima o pedúnculo hipofisário e interrompa a dis- 
tribuição tônica de Do pode acarretar a desinibição da secreção de PRL. 
O grau de elevação dos níveis séricos de PRL costuma ter correlação com 
a possibilidade da presença de um tumor hipofisário. Níveis séricos acima 
de 200 ng/mL quase sempre indicam a existência de um prolactinoma 
(Frantz, 1998; Freda, 1999; Kleinberg, 1977). Diferente do que se obser- 
va em outros tumores hipofisários funcionais, o grau de elevação da PRL 
apresenta uma boa correlação com o tamanho do tumor. 

Cerca de 20 a 40% dos pacientes com acromegalia apresentam 
hiperprolactinemia. Essa incidência decorre da presença de um tumor 
misto (contendo lactotrofos e somatotrofos) ou de uma interferência 
nos mecanismos inibidores de PRL que normalmente estão ativos 
(p. ex., interrupção da distribuição de Do em razão da compressão 
do pedúnculo por um tumor, com resultante desinibição da secreção 
de PRL). Outra causa importante de hiperprolactinemia é o hipoti- 
reoidismo. O hormônio liberador de tireotrofina (TRH) estimula a 


Tabela 24.4 Causas de hiperprolactinemia 


Fisiológicas: 
Sono, estresse, pós-prandialmente, dor 
Coito, gravidez, estimulação do mamilo ou amamentação 
Distúrbios sistêmicos: 
Lesões na parede torácica ou na medula espinal torácica 
Hipotireoidismo primário ou secundário 
Insuficiência suprarrenal 
Insuficiência renal crônica 
Cirrose 
Medicamentos: 
Medicações de uso psiquiátrico: 
fenotiazinas, haloperidol, tioxantinas, buspirona, olanzapina, risperidona, 
domperidona, inibidores da MAO, fluoxetina, amitriptilina 
Netoclopramida 
Anti-hipertensivos: labetolol, a-metildopa, reserpina, verapamil 
Cimetidina, ranitidina 
Estrógenos, contraceptivos orais, suspensão de contraceptivos orais 
Opiáceos: heroína, metadona, morfina, apomorfina 
Tumor hipofisário secretor de prolactina: prolactinoma, acromegalia 
Macroadenoma (compressão do pedúnculo da hipófise) 
Macroprolactinemia 
Compressão no ou transecção do pedúnculo da hipófise — interrupção da 
transmissão da dopamina aos receptores D2 nos lactotrofos 
Secreção ectópica da prolactina por tumores não hipofisários 
Idiopático 
Doença dos ovários policísticos 
Ataques epiléticos 
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secreção não só de TSH como também de PRL, explicando a discre- 
ta hiperprolactinemia observada tanto no hipotireoidismo primário 
(tireoide) como secundário (hipófise). O tratamento de reposição 
com hormônio da tireoide usualmente faz com que os níveis de PRL 
retornem ao normal. Em raras ocasiões, a hiperprolactinemia pode 
ser causada pela produção ectópica de hormônio. 

É importante avaliar todos os pacientes cujos níveis de PRL encon- 
tram-se anormalmente elevados. Testes de função da tireoide (tiroxina 
livre [T,L] e TSH) são sempre indicados para excluir a possibilidade de 
hipotireoidismo. Como a hiperprolactinemia pode estar presente em 
mais de 40% dos casos de acromegalia, é conveniente quantificar os níveis 
de fator de crescimento da insulina-símile 1 (IGF-1, insulin-like growth 
factor), discutido adiante. Outros hormônios que podem ser testados 
incluem FSH, LH testosterona, estradiol e, havendo indicação clínica, tes- 
tes de função do eixo suprarrenal. Todos os pacientes devem ser submeti- 
dos a exames de TC ou IRM para avaliação da sela, com e sem contraste. 
A IRM proporciona melhor contraste e detalhamento anatômico, além 
de ser a melhor forma de visualizar microadenomas. O exame formal do 
campo visual também é uma ferramenta de monitoramento essencial na 
supervisão de pacientes com tumores hipofisários e deve ser realizado ao 
menos anualmente em pacientes com doença estável. 


Hormônio do crescimento (GH) 


O GH é sintetizado, armazenado e secretado pelos somatotrofos hipo- 
fisários em resposta à secreção de hormônio liberador de GH (GHRH, 
growth hormone-releasing hormone) pelo hipotálamo. A somatostatina, 
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também produzida pelo hipotálamo, inibe a liberação de GH. Embora 
haja evidências da ação direta do GH sobre os ossos longos em crianças, 
a maioria de suas ações anabólicas e metabólicas é mediada de forma 
indireta, por meio de uma substância intermediária — a IGF-1 (também 
conhecido como somatomedina C). A IGF-1 é sintetizado no fígado e 
em certos tecidos-alvo, em resposta à estimulação pelo GH. Circula no 
sangue complexado a proteínas ligadoras de IGF (IGF-BP, IGF-binding 
proteins). Dentre essas proteínas, a IGF-BP3 é a variedade predominante 
na circulação. Como ocorre com todos os hormônios, é a forma livre 
(não ligada) que apresenta atividade biológica. De modo semelhante à 
somatostatina, a IGF-1 exerce retroalimentação negativa sobre a hipófi- 
se e inibe a secreção de GH. 

A secreção do GH é pulsátil. A frequência e a amplitude dos picos 
são maiores durante a puberdade e exibem um declínio estável com o 
avanço da idade (Casanueva, 1992). Uma vez que até 70% da secreção 
de GH ocorre durante o 4º estágio (ondas lentas) do sono, foi sugerido 
que um declínio do GH nesse estágio associado à idade pode ser o res- 
ponsável pela queda dos níveis desse hormônio observada no decor- 
rer do envelhecimento (Van Cauter, 1998, 2000). Além do GHRH e 
da somatostatina, vários fatores modulam regularmente a secreção de 
GH (Fig. 24.2). O estresse intenso (p. ex., cirurgia, sepse), jejum, este- 
roides sexuais, desnutrição crônica, apomorfina, levodopa e refeições 
ricas em proteína são todos fatores estimulantes da secreção de GH. 
Em comparação aos homens, as mulheres tendem a apresentar níveis 
de GH mais altos, talvez em decorrência da sensibilização do hipotála- 
mo por outros fatores estimulantes do GH (Eastman, 1996). 


Figura 24.2 Eixo hipotálamo-hipófise-hormônio 
do crescimento. Alça de retroalimentação 
influenciando a secreção e a ação de GH-IGF-1. 
GHRH = hormônio liberador do GH; GH = 
hormônio do crescimento; GHBP = proteína 
ligadora do GH; GHR = receptor do GH; IGF-1 

= hormônio de crescimento insulina-símile 1 
(somatomedina C); IGFBP = proteína ligadora do 
IGF; AGL = ácidos graxos livres. (De Melmed, S; 
Kleinberg, D: Anterior Pituitary. In: Larsen, PR; 
Kronenberg, HM; Melmed, S et al. (eds.): Williams 
Textbook of Endocrinology, 10 thed. Philadelphia, 
Saunders, 2003:221, com permissão.) 
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Os níveis séricos de GH são indetectáveis durante a maior parte do 
dia em indivíduos sadios e não estressados. Esse fato, aliado à nature- 
za episódica da secreção de GH, dificulta a interpretação de amostras 
únicas. Em consequência, o diagnóstico da deficiência desse hormônio 
é feito com base em quantificações realizadas mediante estimulação 
farmacológica, sendo que o excesso de GH é confirmado pela falha em 
suprimir o hormônio após uma carga oral de glicose. O GH costuma 
ser quantificado por imunoensaio de quimioluminescência. 


Deficiência de hormônio do crescimento 

A deficiência idiopática de GH é a causa mais comum de deficiên- 
cia desse hormônio (DGH) em crianças, enquanto o adenoma hipo- 
fisário constitui a causa mais frequente da DGH em adultos. Não 
há um método simples e reproduzível que seja capaz de determinar 
padrões secretórios anormais de GH. Em indivíduos sadios, 70 a 80% 
dos resultados de GH são inferiores a 1 ng/mL (< 1 g/L), contudo, 
os picos de secreção tipicamente alcançam de 20 a 40 ng/mL (20-40 
g/L) (Baumann, 1987). Assim, em crianças que apresentam retardo da 
velocidade de crescimento, uma concentração de GH baixa ou inde- 
tectável não necessariamente indica DGH. De modo semelhante ao 
GH, o IGF-1 sofre declínio com o envelhecimento. O IGF-1 tem maior 
utilidade diagnóstica para pacientes com menos de 40 anos de idade 
e, mesmo assim, não é sensível o bastante para ser empregado como 
teste independente no diagnóstico de DGH (Almeretti, 2003). 

A manipulação do sistema endócrino por meio da estimulação e 
supressão de vários eixos é frequentemente necessária para diagnosticar 
condições de deficiência e excesso de hormônios. Nesse sentido, a DGH 
é diagnosticada pela demonstração da falha dos níveis de GH para 
aumentar de maneira adequada em resposta à estimulação farmacoló- 
gica. O teste de tolerância à insulina (TTI) há muito é considerado o 
“padrão-ouro” do diagnóstico da DGH. Entretanto, é mais desagradável 
ao paciente, requer o acompanhamento de um médico no decorrer de 
todo o procedimento do teste e é contraindicado àqueles que possuem 
história de ataques convulsivos ou doenças cardíacas ou cerebrovascu- 
lares. A falha em elevar a concentração de GH acima de 5 ng/mL em 
adultos, e acima de 10 ng/mL em crianças, é considerada anormal. Em 
casos de indivíduos impossibilitados de submeterem-se ao TTI ou para 
aqueles que necessitam passar por um segundo teste confirmatório, a 
próxima etapa costuma ser a estimulação com arginina, seja isolada ou 
combinada ao GHRH. O teste preferido é uma combinação de GHRH 
mais arginina, uma vez que muitos indivíduos adultos falham na esti- 
mulação com arginina isolada (Biller, 2002). A falha em aumentar os 
níveis de GH acima de 4,1 está associada a uma sensibilidade de 95% 
e especificidade de 91% no diagnóstico da DGH (Biller, 2002). Outros 
métodos utilizados na avaliação da DGH são: monitoramento de GH 
por 24 horas ou durante o período noturno e testes provocativos com 
clonidina, L-dopa ou glucagon (em seguida ao condicionamento com 
propranolol). Todos esses testes trazem uma significativa variabilidade 
individual e ainda não foram sistematicamente estudados. Seu uso é 
destinado principalmente à população pediátrica (Rose, 1988). As mes- 
mas faixas de normalidade são atribuídas a esses testes, como descrito 
para o TTI. Existem duas situações em que é possível argumentar contra 
a necessidade de realizar testes para DGH. A primeira diz respeito aos 
pacientes com doença hipofisária conhecida e baixos níveis de IGF-1. A 
outra situação é representada pelos pacientes com evidências de três ou 
mais deficiências de hormônios hipofisários — estudos demonstraram 
que tais pacientes apresentam uma probabilidade > 96% de terem DGH 
(Hartman, 2002). 

Para crianças, é comum empregar testes de exercícios na triagem para 
DGH. A realização de mais testes é contraindicada quando os resultados 
obtidos nessa triagem são normais. Entretanto, se não for observado o 
devido aumento dos níveis de GH, o paciente certamente deve ser sub- 
metido ao teste farmacológico (Eddy, 1974). Uma vez que crianças sadias 
podem não responder isoladamente a qualquer teste provocativo de 
GH, a DGH na infância é definida pela ausência de elevação dos níveis 
séricos de GH em resposta a pelo menos dois estímulos farmacológicos. 
Quantificações de IGF-1 têm sido utilizadas na triagem de crianças com 
DGH, porém, como são vários os fatores que podem causar diminuição 
dos níveis de IGF-1, essas medidas não são empregadas na confirmação 
do diagnóstico de DGH. Os níveis de IGF-1 declinam em condições de 
desnutrição, hipotireoidismo, doença hepática, diabetes melito descom- 


pensado e envelhecimento. Os níveis de IGFBP-3 usualmente se man- 
têm em paralelo com os de IGF-1 e com frequência são baixos na DGH. 
Entretanto, os resultados que caem na faixa de referência não excluem 
o diagnóstico, no caso da DGH. Até 18% dos indivíduos que apresen- 
tam essa deficiência podem exibir níveis normais de IGF-1. É preciso ter 
cuidado ao interpretar os valores de IGF-1 e IGFBP-3, uma vez que os 
próprios ensaios e os cutoffs utilizados para definir a condição normal 
diferem consideravelmente entre os laboratórios. 

É importante compreender a diferença acerca dos aspectos fisio- 
lógicos por trás do teste com GHRH, em contraposição aos demais 
secretagogos. O TTI e a arginina estimulam a produção de GHRH. A 
clonidina inibe a somatostatina. Para que esses agentes provocadores 
desencadeiem o aumento dos níveis de GH, o hipotálamo deve estar 
intacto. Ao utilizar o GHRH, desvia-se do hipotálamo e estimula-se 
diretamente a hipófise. Portanto, é possível que até 50% dos casos de 
pacientes com DGH terciária (hipotalâmica) não sejam detectados. 


Excesso de hormônio do crescimento 


A superprodução de GH possa resultar em uma condição denomina- 
da acromegalia. Se essa condição se desenvolver antes do fechamento 
das epífises, os indivíduos afetados podem ser tornar excessivamente 
altos — é o “gigantismo”. Esse distúrbio é mais comum durante a idade 
adulta e causa alargamento difuso dos tecidos moles e órgãos no corpo 
inteiro. Algumas de suas características incluem prognatismo, forma- 
ção de bossa frontal e mãos em forma de pá. O teste de triagem para 
casos de suspeita clínica de acromegalia consiste na coleta aleatória para 
detecção de IGF-1. Se os níveis desse fator estiverem altos em relação à 
faixa de valores de referência para a idade e o sexo, torna-se necessário 
confirmar o diagnóstico por meio de um teste de tolerância à glicose 
oral (TTGO). Esse teste consiste em administrar 75 g de glicose por via 
oral e coletar amostras de sangue no estado basal e a intervalos de 30 
minutos, durante as 2 horas subsequentes, para determinação dos níveis 
de glicose e GH. A resposta normal reflete a supressão de GH, com con- 
centrações < 1 ng/mL (1 pg/L) em qualquer momento no decorrer da 
realização do teste. Se não for observada essa queda dos níveis de GH, 
o paciente recebe o diagnóstico de acromegalia (American Association 
of Clinical Endocrinologists, 2004). A dificuldade reside no diagnóstico 
da doença branda. Freda et al. estudaram 60 pacientes com acromegalia 
em período pós-operatório, 22 pacientes com doença ativa (níveis ele- 
vados de IGF-1), 38 pacientes em processo de remissão (IGF-1 normal) 
e 25 pacientes-controle sadios. A maior concentração de GH de nadir 
foi 0,13 ug/L no grupo controle, e 0,30 ug/L no grupo de pacientes com 
doença ativa. Cerca de 50% dos pacientes com doença ativa apresenta- 
ram valores < 1 ug/L e tais resultados conduziram a erros de classifica- 
ção de tais indivíduos, foram considerados pacientes normais segundo 
os critérios adotados, mencionados anteriormente (Freda, 1998; Trainer, 
2002). Em um estudo mais recente de 16 pacientes com a forma bran- 
da da doença, a maioria com microadenomas, Dimaraki et al. (2002) 
também constataram que 50% dos pacientes com acromegalia eram 
capazes de suprimir os níveis de GH a valores < 1 ug/L após um TTGO 
(Dimaraki, 2002). Um dos motivos propostos seria que os pacientes 
com doença ativa e supressão normal podem ter sofrido alterações 
sutis na secreção de GH que podem não ter sido desencadeáveis com 
esse teste de supressão de curta duração. Para avaliar essa possibilidade, 
adotou-se preferencialmente a seguinte sugestão (Trainer, 2002): se os 
resultados aleatórios de IGF-1 são normais e GH < 0,3 ug/L, significa 
que a acromegalia pode ser excluída. Por outro lado, se o teste resultar 
anormal, a determinação de IGF-1 deve ser repetida e deve ser realizado 
um TTGO. A falha da supressão dos níveis de GH para valores < 0,3 
g/L acompanhada de níveis elevados de IGF-1 é diagnóstica de acro- 
megalia. A supressão do GH com queda para níveis < 0,3 ug/L e IGF-1 
normal exclui a possibilidade de acromegalia. O acompanhamento de 
perto é indicado no caso de pacientes que suprimem adequadamente o 
GH e apresentam níveis de IGF-1 elevados (Trainer, 2002). 

Pacientes com acromegalia podem mostrar um aumento paradoxal, 
ausência de resposta ou declínio parcial dos níveis de GH em resposta 
ao TTGO (Ezzat, 1997). A amostragem aleatória para GH é considera- 
da inadequada quando se deseja estabelecer o diagnóstico de acrome- 
galia, pois existe uma considerável sobreposição dos níveis desse hor- 
mônio entre indivíduos sadios e com doença. Além disso, os níveis de 
GH podem estar aumentados em pacientes com diversos distúrbios, 
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expostos ao estresse físico ou emocional. 

Apesar de haver uma associação entre adenomas maiores e níveis 
mais altos de GH, considera-se fraca a correlação existente entre os 
níveis desse hormônio e as manifestações de acromegalia. Na maioria 
dos pacientes com acromegalia não tratada, os níveis de GH perma- 
necem acima dos valores basais no decorrer do dia, com uma variação 
de 10 a 100 ng/mL (10 — 100 pg/L). Níveis séricos excessivos de GH 
da ordem de 50 a 100 ng/mL (50 — 100 pg/L) são virtualmente jamais 
observados em indivíduos sem acromegalia (Barkan, 1989). 

Outras manobras diagnósticas que empregam TRH, GnRH e GHRH 
fornecem resultados discordantes para cerca de 50% dos pacientes 
com acromegalia. Por isso, o uso desses testes para fins diagnósticos 
ou no monitoramento da doença não é recomendado (American 
Association of Clinical Endocrinologists, 2004). 

No caso de pacientes com diagnóstico de acromegalia que não 
apresentam evidências de um tumor hipofisário, os níveis de GHRH 
devem ser determinados para detectar uma fonte hipotalâmica ou 
ectópica da acromegalia. 

Pacientes tratados para a acromegalia requerem monitoramento 
permanente da atividade dessa doença. A meta da terapia consiste em 
normalizar os níveis de IGF-1 e suprimir a resposta de GH ao TTGO 
para valores < 1 ng/mL (1 ug/L). Vários estudos demonstraram que 
o cumprimento dessa meta resulta em taxas de mortalidade compa- 
ráveis àquelas observadas na população normal (Swearingen, 1998; 
Holdaway, 2004; Rajasoorya, 1994; Orme, 1998). 


Hormônios da neuro-hipófise 


A ocitocina e a AVP (também denominada ADH e discutida nos 
Caps. 8 e 14) são os principais hormônios da neuro-hipófise. Cada um 
deles possui papéis fisiológicos distintos, com sobreposição parcial de 
efeitos na estimulação da contração da musculatura lisa e na manu- 
tenção da homeostasia hídrica. São ambos oligopeptídeos pequenos, 
cada um é composto por nove resíduos de aminoácidos e apresenta 
massa total de aproximadamente 1 kDa. São sintetizados nos corpos 
celulares nervosos ao nível do hipotálamo e transportados ao longo 
dos axônios até os terminais nervosos situados na neuro-hipófise, 
onde são estocados em grânulos de secreção. Os potenciais de ação 
neuronais originados no hipotálamo são conduzidos ao longo dos 
axônios, resultando na degranulação das vesículas e liberação de 
ocitocina e AVP no espaço perivascular e, por fim, na circulação. 
Diferente da adeno-hipófise, a neuro-hipófise é algo mais do que um 
repositório onde os hormônios permanecem até serem secretados. 
Desse modo, o rompimento do pedúnculo infundibular ou a remoção 
da neuro-hipófise não necessariamente resultam em perda total desses 
hormônios, cuja produção ocorre no hipotálamo. 


Ocitocina 


A secreção de ocitocina é estimulada pelo estiramento da cérvix e da 
vagina durante o parto; isso é conhecido como reflexo de Fergusson. A oci- 
tocina contribui para as contrações uterinas tardias que ocorrem duran- 
te o trabalho de parto, atuando diretamente na decídua (Fuchs, 1982). 
Também tem papel na homeostasia no sítio placentário após o parto. No 
decorrer da gestação, o estrógeno regula positivamente a expressão dos 
receptores de ocitocina no útero e na decídua, resultando em aumento da 
sensibilidade a esse hormônio ao final do termo gestacional. 

A ocitocina estimula a contração das células mioepiteliais que cir- 
cundam as glândulas mamárias e os ductos lactíferos, provocando a 
ejeção do leite. Em resposta à sucção, os estímulos neurogênicos são 
transmitidos a partir do mamilo até os III, IV e V nervos torácicos, 
a medula espinal, o mesencéfalo e o hipotálamo, onde a liberação de 
ocitocina é desencadeada, Estímulos psicológicos podem desviar essa 
via, de modo que explosões de secreção de ocitocina podem ocorrer 
quando a mãe antecipa a amamentação ou escuta um bebê chorar 
(Jenkins, 1991; Yokoyama, 1994). Situações estressantes podem inibir 
a secreção do hormônio, resultando na diminuição da ejeção de leite. 

Condições patológicas associadas ao excesso ou à deficiência de oci- 
tocina são raras e limitam-se a relatos de caso. Nos homens, a fun- 
ção do hormônio permanece desconhecida. A demanda clínica pela 
determinação dos níveis de ocitocina é bastante escassa. Como possui 
meia-vida de 3 a 5 minutos e está sujeita à rápida degradação pela oci- 


tocinase, um procedimento laboratorial de referência individual para 
sua coleta deve ser seriamente adotado para obtenção de resultados 
significativos. 


Arginina vasopressina (AVP)/Hormônio 
antidiurético (ADH) 

A AVP — também conhecida como ADH — é sintetizada junto aos 
núcleos paraventricular e supraótico do hipotálamo. Sua principal 
função consiste em manter a homeostase osmótica por meio da regu- 
lação do equilíbrio hídrico. 

Para tanto, a AVP estimula os receptores V2 localizados nas células 
principais que delimitam os ductos coletores corticais dos rins. Como 
já discutido no Capítulo 14, o ADH induz um aumento da produção 
de cAMP, que, por sua vez, promove a fusão dos canais de água (aqua- 
porinas) com a membrana apical das células principais, aumentando 
a permeabilidade e a reabsorção da água. Em concentrações sanguí- 
neas bem maiores, o AVP também atua como pressor potente e causa 
vasoconstrição (receptor V1), promove a secreção de ACTH a partir 
da adeno-hipófise e estimula a produção do fator de coagulação VIII. 

A secreção de ADH é modulada por alterações na osmolalidade sérica 
e no volume intravascular. As modificações na osmolalidade plasmática 
são detectadas pelos osmorreceptores localizados junto ao hipotálamo 
anterior. Os níveis plasmáticos de ADH sobem e caem de modo direta- 
mente proporcional à osmolalidade sérica. Existe uma relação linear de 
concordância entre o ADH e a osmolalidade da urina (Uosm). A Uosm 
tem seu limite em torno de 1.200 mOsm/kg, que é a máxima Uosm 
tolerada pelo gradiente de concentração medular renal. 

A máxima estimulação da secreção de ADH ocorre a osmolalidades 
séricas > 295 mOsm/kg, sendo suprimida quando a osmolalidade cai a 
menos de 284 mOsm/kg. A sede pode ser considerada um mecanismo 
à prova de falhas para manutenção da homeostase líquida e osmótica, 
iniciado a osmolalidades plasmáticas (Posm) maiores do que aquelas 
necessárias para estimulação da secreção de ADH. Os receptores da 
sede estão localizados no hipotálamo e diferem dos osmorreceptores 
que estimulam a secreção desse hormônio. 

As alterações do volume intravascular são detectadas pelos barorre- 
ceptores, que estão distribuídos em dois grupos: os receptores de volu- 
me de baixa pressão, localizados no átrio direito e no sistema venoso 
pulmonar; e os barorreceptores arteriais de alta pressão, localizados 
no seio carótico e no arco aórtico. Tais receptores normalmente são 
mantidos sob inibição tônica. A diminuição do volume intravascular 
remove essa inibição e resulta em aumento da concentração de ADH, 
provocando aumento da reabsorção da água. A secreção de ADH é 
bem mais sensível às alterações de osmolalidade do que às alterações 
do volume intravascular. Um aumento de 1 a 2% da osmolalidade é 
suficiente para causar elevação da secreção do hormônio, enquanto 
um estímulo muito mais intenso (p. ex., uma queda de 5 a 10% no 
volume ou pressão sanguínea) é necessário para que o disparo dos 
barorreceptores provoque liberação de ADH. 

Além das alterações da osmolalidade e do volume intravascular, 
outros fatores fisiológicos capazes de estimular a secreção do ADH 
incluem náusea, citocina IL-6, hipoglicemia e nicotina (Masrorakos, 
1994; Reihman, 1985). 

Os níveis plasmáticos basais de vasopressina normalmente variam 
entre 0,5 e 2 pg/L. Em concerto com o hormônio natriurético atrial, 
a sede e o eixo renina-angiotensina-aldosterona, o ADH atua na manu- 
tenção da pressão, do volume e da tonicidade do sangue. Do mesmo 
modo, é preciso considerar esses múltiplos fatores interativos ao avaliar 
um paciente quanto à existência de distúrbios da homeostase hídrica. A 
osmolalidade plasmática normal varia de 280 a 295 mOsm/kg, enquan- 
to a concentração de sódio no plasma oscila entre 135 a 145 mmol/L. 
Essa osmolalidade pode ser medida diretamente, por meio da determi- 
nação da depressão do ponto de congelamento do plasma ou da pressão 
de vapor plasmática. De modo indireto, é possível determinar a osmola- 
lidade pela quantificação da concentração plasmática de sódio, do BUN 
e da glicose, bem como pela aplicação da seguinte fórmula: 


Osmolalidade plasmática = (2 - [Na] (mEq/L)} + (24.1) 
(glicose (mg/dL)/18} + {BUN (mg/dL)/2,8} 


Essa equação é discutida em detalhes nos Capítulos 8 e 14. 
Como o sódio é o principal soluto do plasma, a hiponatremia é equi- 


valente à hipo-osmolalidade. É usual haver uma excelente concordân- 
cia entre a osmolalidade determinada de modo direto e a calculada. 
Entretanto, existem duas situações em que essa concordância está ausen- 
te: na pseudo-hiponatremia (também denominada hiponatremia “artifi- 
cial”) e na presença de altas concentrações de outros solutos efetivos. Na 
pseudo-hiponatremia, o volume de plasma é deslocado pela presença de 
altas concentrações de lipídeos ou proteínas (p. ex., hiperglobulinemia) 
e resulta na concentração plasmática de Na” falsamente baixa, detectada 
por espectrofotometria de chama. Essa possibilidade é pouco preocupan- 
te nos dias atuais, visto que a maioria dos laboratórios utiliza eletrodos 
ion-especificos na quantificação do Na*. É importante ter em mente 
que a Posm medida não é afetada pela presença de hiperlipidemia ou de 
paraproteinemia, uma vez que a concentração de partículas de soluto por 
volume de líquidos não sofre alterações. 

A presença de altas concentrações de solutos osmoticamente ativos, 
tais como glicose, agentes de contraste radiológico, manitol e etilenogli- 
col, faz a água sair do espaço intracelular para o compartimento extra- 
celular, causando hiponatremia por diluição. Uma hiponatremia “por 
translocação” semelhante ocorre com a absorção de glicina durante a 
ressecção transuretral da próstata, bem como na execução de procedi- 
mentos ginecológicos e ortopédicos (Hahn, 2001; Ayus, 1997). Em tais 
circunstâncias, a Posm calculada não é confiável e deve ser medida dire- 
tamente. Uma diferença > 10 mOsm/kg entre Posm calculada e Posm 
medida sustenta a ocorrência de pseudo-hiponatremia ou de outros 
solutos osmolares (Kumar, 1998). 

Na hiperglicemia, a concentração de Na* medida deve ser corrigi- 
da com a adição de 1,6 mEq/L para cada aumento de 100 mg/dL nos 
níveis séricos de glicose acima do normal (100 mg/dL). Uma análise 
mais recente sugeriu que essa fórmula pode subestimar a diminuição 
dos níveis de Na* promovida pela hiperglicemia, e defendeu o uso de 
um fator de correção valendo 2,4 mEq/L (Hillier, 1999). Trata-se de 
um caso de hiponatremia verdadeira se, após aplicada a fórmula de 
correção, a concentração sérica de Na” ainda for < 135 mEq/L. 

Durante a gravidez, ocorre uma reconfiguração dos centros de regu- 
lação osmótica (osmostat), em que a osmolalidade sofre uma queda 
de aproximadamente 10 mOsm/kg (Lindheimer, 1995). O mecanismo 
preciso por meio do qual esse fenômeno ocorre permanece desconhe- 
cido. Todavia, estudos sugeriram um papel para o hormônio relaxina 


e para a enzima ocitocinase. Durante a gestação, há um aumento pro- 
gressivo da produção placentária de ocitocinase, que, além de quebrar 
a ocitocina, também quebra a vasopressina, possivelmente acarretan- 
do uma modificação da alça de retroalimentação da osmolalidade da 
AVP hipotalâmica. 


Diabetes insípido 

O diabetes insípido (DI) pode ser classificado como central (em 
razão da ausência ou diminuição da secreção de ADH a partir do 
hipotálamo ou da neuro-hipófise) ou nefrogênico (em função da 
resistência renal às ações do ADH). Cada tipo de diabetes é ainda sub- 
classificado como completo ou parcial. Todas as variantes são caracte- 
rizadas pela passagem de grandes volumes de urina diluída (> 2,5L/ 
dia), em face de uma osmolalidade plasmática inadequadamente ele- 
vada. Contanto que o mecanismo da sede permaneça intacto e que 
haja livre acesso à água, a maioria dos indivíduos pode evitar a desi- 
dratação e manter a osmolalidade plasmática normal (Posm), assim 
como os níveis séricos de Na”. 

O teste de deprivação da água é o teste preferido para o diagnós- 
tico de DI (Tab. 24.5). É possível distinguir as formas de DI central 
e nefrogênica por meio da resposta à vasopressina, tanto endógena 
como exógena (Tab. 24.6). Na DI neurogênica, os níveis de ADH são 
baixos e os rins atuam rapidamente no sentido de conservar a água 
em resposta à administração exógena de ADH. Em contraste, a DI 
nefrogênica está associada a níveis normais ou aumentados de ADH 
e a administração de ADH adicional exerce pouco ou nenhum efeito 
sobre a reabsorção renal de água. A diferenciação da DI nefrogénica 
parcial da polidipsia primária (PP) pode ser mais difícil. Enquanto no 
DI o problema subjacente reside na dificuldade de manter o conte- 
údo de água livre, na PP a patofisiologia advém de um aumento da 
ingestão de líquidos. A PP pode ser decorrente tanto de um DI dip- 
sogénico como de uma polidipsia psicogênica. Na DI dipsogênica, o 
ponto de ajuste para a secreção de ADH é normal, entretanto, ocor- 
re uma reconfiguração do limiar da sede que passa a ser inferior ao 
limiar para secreção do ADH. Na polidipsia psicogênica, os osmos- 
tat para secreção de ADH são normais, contudo, em razão da doença 
psiquiátrica subjacente, o indivíduo apresenta compulsão para beber 
volumes excessivos de lí quido. Essa ingestão de grandes volumes de 


Tabela 24.5 Teste de deprivação hídrica para diagnóstico e classificação do diabetes insípido 


Nos casos de poliúria suave, é possível instruir o paciente a abster-se da ingestão de líquidos a partir das 10 h da noite em diante. Para indivíduos com poliúria de grau 
mais severo (8 a 10 L/dia), a deprivação da água deve ser iniciada de manhã cedo, sob estreita observação. 


1 Durante o teste, o paciente fica proibido de ingerir qualquer coisa pela boca. 


2 Obtenha a medida dos parâmetros basais: volume (Uvol) e osmolalidade da urina (Uosm), osmolalidade plasmática (Posm) e níveis plasmáticos de sódio (Py). Registre 
também o peso (Pe) e a pressão sanguínea (PS)/pulsação (P) com o paciente sentado e em pé. 


3 Amostras de urina e plasma são coletadas a cada hora para avaliação de Uvol, Uosm e Posm. Os valores de Pe, PS e P também são registrados, bem como os pedidos 


de líquido. 


4 Obtenha amostras para avaliação de Uvol, Uosm, Posm, Px, e AVP (plasma) diante de qualquer uma das seguintes situações: quando a Uosm atingir um platô (p. ex., a 
cada hora, um aumento < 30 mOsm/kg durante 3 h consecutivas) ou o peso corporal diminuir em 3 - 5%, ou quando o paciente desenvolver uma queda > 20 mmHg 


na PS sistólica. 


5 Administrar 1 pg de desmopressina por via i.v. ou i.m.; ou 5 ug de vasopressina aquosa (AVP) por via s.c. A produção de urina e a osmolalidade do plasma devem ser 
registradas em 30, 60 e 120 minutos após a injeção. O maior valor de Uosm é utilizado para avaliar a resposta do paciente à AVP. 


Precauções 


Quando possível, descontinuar qualquer medicação que possa influenciar a secreção de ADH. Observe se o paciente apresenta hipotensão e náuseas, que podem 
estimular a secreção desse hormônio. O paciente deve ser proibido de fumar durante a realização do teste. 


Interpretação 
Normal 

Uosm alcançado apenas com a restrição hídrica. 
DI neurogênico 
DI nefrogênico 
DI central parcial 
DI nefrogênico 
parcial 


A Uosm final antes do desafio com AVP é maior do que a Posm. Após o desafio, a Uosm se torna menos de 10% mais alta do que o valor maximo de 


A Uosm final antes do desafio com AVP é menor do que Posm. Após a administração de AVP, a Uosm sofre um aumento superior a 50%. 

A Uosm final antes do desafio com AVP é menor do que Posm. Após a administração de AVP, a Uosm sofre um aumento inferior a 10%. 

A Uosm pode ser maior do que a Posm após a desidratação; entretanto, há um aumento de apenas 10 — 50% da Uosm após a administração de AVP. 
A Uosm pode ser maior do que a Posm após a desidratação; entretanto, há um aumento superior a 10% na Uosm após a administração de AVP. 


A representação gráfica, em nomogramas de Zerbe e Robertson, dos valores de Uosm basais e pós-desidratação, e também dos valores de ADH plasmático permitirá 
distinguir entre DI nefrogênica parcial, DI central parcial e polidipsia primária (Figs. 24.3 e 24.4). 


Uosm = osmolalidade da urina; Posm = osmolalidade do plasma. 
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Tabela 24.6 Testes de diagnóstico diferencial dos distúrbios da hemostasia hídrica 


Basal Após 12 h de restrição líquid 
asa pôs des all Osmolalidade da 
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Distúrbio Na+ e osmolalidade Nat e osmolalidade ADH urina após desafio 
no soro na urina sérico no soro na urina sérico com AVP 

Controle normal N N N N Alta Alto inalterada 

SIADH Baixa N-Alta Alto Baixa-N Alta Alto 

DI neurogênica N-Alta Baixa Baixo Alta Baixa-N Baixo Aumentada 

DI nefrogênica N-Alta Baixa N-Alto Alta Baixa-N Alto Inalterada 

Polidipsia psicogênica Baixa—N Baixa Baixo N N-Alta N-Alto Inalterada 


SIADH = síndrome da secreção inadequada de ADH; DI = diabetes insipido; ADH = hormônio antidiurético; AVP = arginina vasopressina; N = normal. 


líquido, assim como na PP, lava o gradiente de concentração medular 
existente nos rins e resulta na diminuição da habilidade de concentrar 
a urina em resposta à desidratação. Diferenciar entre DI nefrogênica e 
PP, bem como entre aqueles que apresentam resposta equivocada ao 
ADH, é uma tarefa que pode ser melhor realizada por meio da repre- 
sentação gráfica dos valores basais e pós-desidratação de Uosm e ADH 
plasmático em nomogramas criados por Zerbe e Robertson (Figs. 24.3 
e 24.4) (Zerbe, 1981, 1987). A quantificação direta dos níveis plasmáti- 
cos de ADH pode ser útil na confirmação do diagnóstico de uma defi- 
ciência ou excesso patológicos de ADH na presença de um distúrbio 
conhecido ou suspeito envolvendo a função renal ou a homeostasia 
de líquidos e eletrólitos, ou quando um paciente é incapaz de tolerar 
testes fisiológicos. Nos casos de DI congênita, os familiares portadores 
heterozigotos de mutações do gene do ADH podem ser identificados 
pela demonstração da diminuição dos níveis desse hormônio, que tal- 
vez seja a única manifestação subclínica da deficiência de ADH. 

A DI nefrogênica pode ser tanto congênita como adquirida. Um 
defeito no receptor com herança ligada ao cromossomo X é a etiolo- 
gia mais comum da DI nefrogênica congênita. A causa mais comum 
de DI nefrogênica adquirida são os medicamentos (Holtzman, 1994). 
Sabe-se que os medicamentos associados a essa doença são o lítio, 
demeclociclina e anestésico metoxiflurano. Outras causas de DI nefro- 
gênica adquirida são a hipercalcemia, hipocalemia, anemia falciforme 
e uropatia pós-obstrutiva (Tab. 24.7). 

A DI neurogênica pode ser congênita por causa da ocorrência de muta- 
ções autossômicas dominantes no peptídeo sinalizador ou nos éxons codi- 
ficadores de neurofisinas (McLeod, 1993; Yuasa, 1993). É mais comumente 
o resultado de lesões que afetam o hipotálamo, incluindo tumores metas- 
táticos, trauma e distúrbios granulomatosos. Os fármacos que causam a 
doença ao suprimir a liberação de ADH são a fenitoína, a clorpromazina 
e Os agonistas Ol-adrenérgicos. Suspeita-se de que autoanticorpos dirigidos 
contra as células produtoras de ADH hipotalâmicas possam ser os respon- 
sáveis por alguns casos de DI neurogênica idiopática (De Bellis, 1994, 1999; 
Maghnie, 2000). Esses anticorpos são detectáveis por imunofluorescência 
indireta com anticorpos (Tab. 24.7). 

Outra condição comum na qual os níveis de ADH encontram-se 
diminuídos é a enurese noturna primária em crianças. Embora esses 
pacientes apresentem níveis de ADH apenas discretamente menores 
do que no grupo controle (2,9 ng/L versus 3,6 ng/L), a terapia com 
vasopressina permite melhorar com segurança os sintomas clínicos 
(Willie, 1994). A determinação dos níveis de ADH nem sempre é útil 
ao diagnóstico dessa condição, por causa da sobreposição moderada 
entre as populações de crianças enuréticas e normais. À determinação 
da gravidade específica de uma amostra da primeira urina da manhã 
é um método mais confiável para identificar crianças que podem ser 
beneficiadas pela suplementação com ADH. A urina dessas crianças 
terá gravidade específica abaixo de 1,015 (Mevorach, 1995). 


Sindrome da secreção inadequada de ADH (SIADH) 

A síndrome da secreção inadequada de ADH (SIADH, syndrome of 
inappropriate secretion of ADH) é caracterizada por uma hiponatre- 
mia hipo-osmolar euvolêmica, associada a uma urina hiperosmolar 
(resultante de uma natriurese inadequada contínua). Por definição, 
não é possível diagnosticar a SIADH sem antes excluir a possibilidade 


de um estímulo não osmótico para secreção de ADH, bem como de 
outras patologias que interferem na depuração de água livre (Vistorina, 
2002). Os fatores fisiológicos que desencadeiam a secreção de ADH são 
náusea, gravidez, hipoglicemia, hipertensão intracraniana, ventilação 
mecânica e hipóxia. Hipotireoidismo e deficiência de glicocorticoides 
causam diminuição da depuração de água livre e levam à hiponatre- 
mia por diluição. A deficiência de mineralocorticoides pode conduzir à 
hiponatremia, em razão do aumento da perda renal de sódio. Portanto, 
é extremamente importante realizar testes para detecção de deficiências 
envolvendo esses eixos e para instituir uma terapia de reposição hor- 
monal apropriada antes de estabelecer o diagnóstico de SIADH. Outros 
fatores que causam confusão e podem prejudicar o diagnóstico da sín- 
drome incluem doença renal, doença cardíaca e medicamentos, como 
os diuréticos. Em tais casos, é preciso realizar com cautela um teste de 
carga de água (Tab. 24.8). Na ausência de fármacos ou outras condi- 
ções que possam comprometer a diurese, considera-se consistente com 
o diagnóstico de SIADH uma falha em excretar cerca de 80 a 90% da 
carga de água administrada em 4 horas, além da supressão da Uosm a 
níveis < 100 mOsm/kg. 

Em um cenário clínico apropriado, o diagnóstico de SIADH por 
vezes é estabelecido de forma confiável com base somente na determi- 
nação da concentração de eletrólitos no soro e na urina. Considerando 
um pequeno volume de urina, uma concentração de sódio < 30 
mEq/L em geral é capaz de distinguir indivíduos com hiponatremia 
decorrente de depleção volumétrica, daqueles com SIADH, nos quais 
a concentração de sódio é > 30 mEq/L (Chung, 1987). Em contras- 
te, uma tarefa que pode ser bem mais difícil é a diferenciação de um 
paciente com euvolemia e SIADH de outro com hipovolemia e perda 
de sal renal concomitante (p. ex., nefropatia perdedora de sal, uso de 
diurético). Além da hiponatremia, ambos apresentam (em um peque- 
no volume de urina) Uy," > 30 mEq/L e uma excreção fracional de 
Na‘ > 1. A excreção fracional do sódio (EFy,[%]) é calculada por meio 
da seguinte equação: 

U wat] * Prey 
Re Da 100 (24.2) 

Em que U,x.'| = concentração de sódio na urina; Px, = concentra- 
ção de sódio no plasma; U,c,| = concentração de creatinina na urina; e 
Picy = concentração de creatinina no plasma. 

Um modo de diferenciar esses dois pacientes consiste em administrar 
1 L de NaCl 0,9% por via intravenosa durante 24 horas, por 2 dias. Um 
aumento dos níveis séricos de Na* em mais de 5 mEq/L é sugestivo de 
hipovolemia. Na SIADH, não se observa alteração nem aumento superior 
a 5 mEq/L. Alternativamente, a restrição de líquidos para 600 a 800 mL/ 
dia durante 2 a 3 dias conduz à melhora do quadro de hiponatremia na 
SIADH, porém, não afeta a perda de sal renal ( Tab. 24.6). 

A etiologia da perda de sal renal na SIADH é dupla. No início da 
doença, há uma expansão volumétrica que inibe o eixo renina-aldos- 
terona e que também leva a uma maior distribuição de sódio aos túbu- 
los distais. A perda continuada de sódio se deve à secreção da proteína 
natriurética atrial (Kamoi, 1990). 

Em virtude da hiperfiltração e das ações locais do ADH nos receptores 
renais V2, a SIADH constitui um dos dois estados em que se observa os 
menores níveis de ácido úrico; o outro é a gravidez. Na SIADH, os níveis 
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Figura 24.3 Relação entre osmolalidade urinária e vasopressina plasmática (ADH) 
em pacientes com poliúria de etiologias e grau de severidade diversos. Cada 

uma das três categorias de poliúria é descrita por sua própria família de curvas 
sigmoides de diferentes alturas. Essas diferenças de altura entre as famílias reflete 
as diferenças relativas à capacidade máxima de concentração, por causa da 
“lavagem” do gradiente de concentração medular. São proporcionais ao grau de 
severidade da poliúria (indicado em L/dia na extremidade direita de cada platô). A 
resposta normal é representada em amarelo. As três categorias de poliúria diferem 
principalmente quanto à porção ascendente da curva dose-resposta. Nos pacientes 
com diabetes insípido neurogênico parcial, a curva segue à esquerda do normal, 
refletindo a sensibilidade aumentada aos efeitos antidiuréticos das concentrações 
bastante reduzidas de ADH no plasma. Em contraste, nos pacientes com diabetes 
insípido nefrogênico parcial, a curva segue à direita do normal, refletindo a 
sensibilidade diminuída ao ADH. Na polidipsia primária, a relação de Uosm para 
ADH permanece relativamente normal. (Redesenhado a partir de Bichet, DG: 
Diabetes Insipides and Vasopressin. In: Moore, WT; Eastman, RC (eds.): Diagnostic 
Endocrinology, 2. ed., St Louis: Mosby; 1996: 158, com permissão.) 
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Figura 24.4 Esquerda: relação entre arginina vasopressina plasmática (ADH) e 
osmolalidade plasmática durante a infusão de salina hipertônica. Pacientes com 
polidipsia primária e diabetes insípido nefrogênico apresentam valores junto à faixa 
de referência normal (área aberta), ao contrário dos pacientes com diabetes insípido 
neurogênico, que mostram uma resposta subnormal de ADH plasmático à elevação 
da osmolalidade (rosa). Direita: relação entre osmolalidade urinária e ADH durante a 
desidratação e a carga hídrica. Pacientes com polidipsia primária e diabetes insípido 
neurogênico exibem valores junto à faixa de referência normal (área aberta), ao 
contrário dos pacientes com diabetes insípido nefrogênico, que têm urina hipotônica 
apesar da elevada concentração plasmática de ADH (verde). (Redesenhado a partir de 
Bichet, DG: Diabetes Insipides and Vasopressin. In: Moore, WT; Eastman, RC (eds.): 
Diagnostic Endocrinology, 2nd ed., St Louis: Mosby; 1996: 168, com permissao.) 


Tabela 24.7 Causas do diabetes insípido 


Central 

Primário: 
Familiar 
Idiopático 

Adquirido: 

Tumores — craniofaringioma, tumores hipofisários, metastases (i. e., pulmão, 
seios), cisto da fenda de Rathke, leucemia não linfocítica 

Distúrbios granulomatosos — sarcoidose, histiocitose da célula de Langerhans, 
granulomatose de Wegener 

Traumatico — trauma na cabeça, cirurgia 

Infeccioso — tuberculose, meningite, encefalite 

Vascular — aneurisma cerebral, anemia falciforme, síndrome de Shehan 

Fármacos — álcool, difenil-hidantoína, clorpromazina e agonistas a-adrenérgicos 

Outros — hipofisite linfocítica, encefalopatia hipóxica 

Nefrogênico 
Hereditário: 
Mutação no receptor V2 
Mutação no gene da aquaporina 
Adquirido: 

Fármacos - lítio, fenitoína, demeclociclina, vimblastina, cisplatina, propoxifeno, 
colchicina, gentamicina, anfotericina, etanol, hormônio natriurético atrial, 
noraepinefrina, anestésicos à base de metoxifluorano, furosemida 

Distúrbios eletrolíticos — hipercalcemia, hipocalemia 

Doenças sistêmicas — anemia falciforme, mieloma múltiplo, amiloidose, 
sarcoidose, síndrome de Sjógren, doença renal policística 

Outros - dieta pobre em proteínas, uropatia pós-obstrutiva 


Tabela 24.8 Teste da carga hídrica 


1 Basal: o paciente deve ser euvolêmico e deve ter níveis séricos de Na” entre 
125 - 150 mmol/L, e Posm > 275 mOsm/kg. 

2 O paciente deve beber 20 mL de água/kg de peso corporal seco (máx. = 1.500 
mL) em 30 minutos. 

3 Como paciente em posição reclinada, coleta-se a produção de urina a cada 
hora, durante as próximas 5 horas. O volume e a osmolalidade de cada 
amostra devem ser registrados. 


Interpretação 

Normal  Excreta de 80-90% da carga hídrica administrada em 4 horas, e 
suprime a Uosm a níveis < 100 mOsm/kg. 

A falha em cumprir os critérios na ausência de medicação ou outras 


condições que possam impedir a diurese é consistente com o 
diagnóstico de SIADH. 


SIADH 


séricos de ADH podem estar variavelmente aumentados, com frequén- 
cia desproporcional à Posm. Entretanto, cerca de 20% dos casos que 
correspondem ao diagnóstico fisiológico da síndrome não apresentam 
níveis detectáveis de ADH (Zerbe, 1980). Esse fenômeno pode aconte- 
cer em função da insensibilidade do ensaio a baixos níveis de ADH, um 
aumento da sensibilidade renal ao ADH ou, talvez, à presença de outro 
hormônio com atividade antidiurética (Kamoi, 1997). 

Em grande parte, o diagnóstico de SIADH se baseia na exclusão, sendo 
estabelecido depois de descartada a possibilidade de outras causas de 
hiponatremia (Fig. 24.5). Com mais frequência, manifesta-se como 
uma síndrome paraneoplásica, mas também pode ocorrer em casos de 
infecção ou trauma envolvendo o sistema nervoso central (SNC), doen- 
ça pulmonar ou a partir do uso de certos fármacos (alcaloides da vinca, 
antidepressivos tricíclicos, inibidores da captação de receptores de sero- 
tonina [SSRIs, serotonin receptor uptake inhibitors) (Tab. 24.9). 


Glândula tireoide 


A glândula tireoide normal pesa cerca de 15 a 25 gramas. Ela é divi- 
dida em lóbulos que são compostos por 20 a 40 folículos separados 
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Figura 24.5 Algoritmo para avaliação da 
hiponatremia. (De Singer, GG: Fluid and 
electrolyte management. In: Carey, CF; Lee, HH; 
Woeltje, KF (eds.): The Washington Manual of 
Medical Therapeutics, 29th ed. Philadelphia, 
Lippincott-Raven, 1998, p.44, com permissão.) 


Baixa 


Grandes volumes de urina 


maximamente diluída”? 





Sim | 








Diminuído 





Concentração 
urinária de Na” 


| > 20 mmol/L 
Fy. > 1 


* Nefropatia perdedora de Na* 
* Hipoaldosteronismo 
* Diurético 


- Vômito 





Tabela 24,9 Causas de SIADH 


Doença no SNC: 
Neoplasma, infecção, trauma, acidente cerebral vascular 
Neoplasma: 
Carcinoma de pequenas células e adenocarcinoma pulmonar, câncer de 
pâncreas, linfoma 
Infecção pulmonar: 
TB, pneumonia, pressão positiva de ventilação 
Idiopática 
Medicações: 
Hipoglicêmicos orais — clorpropamida, tolbutamida 
Antineoplásicos — vincristina, ciclofosfamida 
Diuréticos — hidroclorotiazida 
Psicotrópicos — amitriptilina, fenotiazinas, inibidores seletivos da recaptação 
de serotonina (SSRIs), inibidores da MAO 
Outros — morfina, barbitúricos, clofibrato, nicotina, acetilcolina, agentes 
anestésicos, estimulantes B-adrenérgicos, metoclopramida, desmopressina 


por tecido conjuntivo altamente vascularizado. Os folículos são estru- 
turas com forma anelar, nas quais uma única faixa celular de células 
foliculares circunda um centro que contém coloide, hormônio tireoi- 
diano, tireoglobulina (Tg) e várias glicoproteínas. Os folículos consti- 
tuem o local de síntese e armazenamento do hormônio da tireoide. A 


glândula tireoide também possui células parafoliculares ou células C, 
que são responsáveis pela síntese e secreção da calcitonina, um impor- 
tante hormônio no metabolismo do cálcio. 

A síntese normal do hormônio da tireoide requer um eixo HPT 
intacto e uma fonte de iodo prontamente disponível. O hipotálamo 
secreta TRH que, por sua vez, estimula os tireotrofos da adeno-hipó- 
fise a secretarem TSH. Como indica o próprio nome, o TSH estimula 
a síntese e a secreção de hormônio da tireoide pela glândula tireoi- 
de. Esse hormônio atua na periferia, onde media inúmeras atividades 
metabólicas, além de promover a retroalimentação negativa no hipo- 
tálamo e na hipófise para manter as concentrações hormonais dentro 
de limites estreitos. 

Mediante estimulação pelo TSH, o iodo entra nas células foliculares 
como iodo inorgânico e é transformado em hormônios tireoidianos: 
tiroxina (T,) e 3,5,3'-tri-iodotironina (T,) em uma série de etapas meta- 
bólicas. A sequência de eventos, conforme ilustra a Figura 24.6, pode 
ser dividida em: (1) transporte ativo de iodo para dentro da célula; (2) 
iodinac4o dos resíduos de tirosil na tireoglobulina (Tg); (3) acoplamento 
de moléculas de iodotirosina livre junto ao Tg para formar T, e T;; (4) 
proteólise de Tg com liberação de iodotirosina livre, T, e T}, e secreção 
de iodotironina na circulação; (5) deiodinação das iodotirosinas junto à 
tireoide e reutilização do iodo liberado; e (6) deiodinação de T, a T.. 

Cem por cento da T, circulante tem origem tireoidiana, contra apenas 
20% de T;. Oitenta por cento do T, é produzido enzimaticamente em 
tecidos não tireoidianos por meio da 5 -monodeiodinização de T, (Lum, 
1984). Cerca de 110 nmol (85 ug) de T, e 10 nmol (8,5 ug) de T; são pro- 
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duzidos diariamente pela tireoide. Os hormônios da tireoide circulam 
acoplados a proteínas plasmáticas. Cerca de 70% do T, se liga à globulina 
ligadora de tirotoxina (TBG, thyroxine-binding globulina), 20% se liga à 
transferrina (antigamente, denominada pré-albumina de ligação) e 10% 
à albumina. Se por um lado a maior parte do T, circulante está ligada à 
TBG, essa ligação apresenta uma afinidade 10 vezes menor se comparada 
à de T, (Braverman, 2000; Robbins, 1996). Uma pequena porcentagem de 
T, e T, permanece sem se ligar a nenhuma proteína, sendo que cerca de 
0,03% de T, e 0,3% de T; são oriundos da deiodinação periférica. O figa- 
do e o rim exercem papel importante nessa transformação. Assim como 
para os demais hormônios, o componente livre é metabolicamente ativo. 
A doença da tireoide pode ser classificada em hiper, hipo e eutireoi- 


Figura 24.6 Eixo hipotálamo-hipófise-tireoide 
e síntese do hormônio da tireoide. As etapas da 
síntese e liberação do hormônio da tireoide são 
detalhadas no texto. 
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dismo. Os sinais e sintomas de hipertireoidismo incluem intolerancia ao 
calor, taquicardia, perda de peso, fraqueza, labilidade emocional e tremor. 
A sindrome clinica mais comumente associada ao hipertireoidismo é a 
doença de Graves (DG). Essa doença é causada por anticorpos circulan- 
tes que reconhecem o receptor de TSH. Outros distúrbios que levam ao 
hipertireoidismo são o adenoma tóxico e, mais raramente, os tumores 
hipofisários secretores de TSH e o carcinoma da tireoide. 

O hipotireoidismo resulta em rouquidão, sensibilidade ao frio, res- 
secamento da pele, constipação, bradicardia e fraqueza muscular. O 
coma por mixedema é um estágio avançado da deficiência de hormô- 
nio da tireoide, caracterizado pelo estupor, hipotermia e hipoventilação 
progressivos. A falha da própria tireoide em secretar uma quantidade 
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adequada de hormônio da tireoide é denominada hipotireoidismo pri- 
mário. Essa condição costuma ter origem iatrogênica, sendo resultado 
tanto da ablação com iodo radioativo como do tratamento cirúrgico 
do hipertireoidismo. O hipotireoidismo secundário ocorre quando a 
secreção de TSH diminui em decorrência de um distúrbio hipofisário. 
O hipotireoidismo terciário resulta de uma disfunção hipotalâmica. 
Doenças envolvendo a tireoide, tais como gota, adenoma e carcinoma 
de tireoide, tipicamente ocorrem em indivíduos eutireóideos. O desen- 
volvimento de ensaios mais sensíveis possibilitou o diagnóstico de hiper 
e hipotireoidismo subclínicos: pacientes que apresentam tais condições 
parecem ser clinicamente eutireóideos. Entretanto, seus níveis de TSH 
encontram-se, respectivamente, suprimidos ou elevados. Há diversas 
situações clínicas que podem dificultar a interpretação dos resultados dos 
testes de função da tireoide: a presença de proteínas ligadoras de proteína 
anormais (sejam congênitas, sejam induzidas por fármacos); e alterações 
do metabolismo do hormônio da tireoide, do tipo que se observa em 
pacientes hospitalizados com doença psiquiátrica aguda, ou nos casos em 
que o paciente utiliza fármacos que afetam tanto a ligação do hormônio 
da tireoide como o eixo HPT, diretamente. O problema mais importante e 
mais comum enfrentado pelos testes de função da tireoide provavelmente 
reside nos pacientes com várias doenças que podem não ter envolvimento 
direto com a tireoide — as chamadas doenças não tireoidianas (DNTs). 


Síntese e metabolismo do hormônio da tireoide 


O iodo é o principal componente do hormônio da tireoide. A prin- 
cipal fonte de iodo é a dieta. Outra fonte é a deiodização dos grupos 
contendo iodo que ocorre na glândula. O iodo inorgânico é transpor- 
tado para dentro das células foliculares pelo simportador sódio-iodo 
(NIS, sodium-iodide symporter), localizado na membrana basolateral 
(Chambard, 1983). O TSH modula a atividade do NIS: o aumento 
da secreção de TSH aumenta a captação do iodo pela célula folicular. 
O transporte de iodo para dentro da tireoide também é influenciado 
pelos níveis séricos de iodo. A deficiência de iodo aumenta a atividade 
da bomba, enquanto o excesso inibe sua captação. 

A Tg é uma glicoproteína sintetizada no retículo endoplasmático 
rugoso, nas regiões basal e perinuclear da célula folicular. Sofre influ- 
ência do complexo de Golgi na porção apical da célula folicular, onde 
os resíduos tirosil são iodados e formam-se mono- e di-iodotirosilas 
(MIT e DIT). A Tg é transferida para dentro do coloide para armaze- 
namento (Vassart, 1973a; Roth, 1985). Essa transformação da Tg em 
hormônio da tireoide requer duas reações oxidativas isoladas e cata- 
lisadas pela peroxidase da tireoide (TPO, thyroid peroxidase), a ligação 
do iodo aos resíduos tirosil de Tg para formação das iodotirosilas MIT 
e DIT, e o acoplamento subsequente de MIT e DIT para produção de 
T,e T, (Deme, 1976; Bjorkman, 1981). T, é formada pelo acoplamento 
de duas moléculas de DIT, enquanto a formação de T, resulta da união 
de um MIT a um DIT. T, e T, são liberadas a partir de Tg via degra- 
dação lisossômica e, em seguida, secretadas na circulação ao nível da 
membrana basal. Todas essas reações são controladas pelo TSH. 

Cerca de metade de todo o conteúdo de T, sofre monodeiodização na 
posição 5° para formar T;-3,5,3'-tri-iodotironina, cerca de 40% sofre deio- 
dização no anel interno de T, para dar origem ao T; reverso (rT;-3,3,5-tri- 
-iodotironina). A formação de rT; — a terceira forma circulante mais impor- 
tante do hormônio da tireoide — é catalisada pela enzima 5-deiodinase. O 
T, reverso não apresenta atividade biológica, possui uma meia-vida curta 
de 4 horas, circula ligado à TBG e sua formação é considerada uma via de 
descarte do metabolismo periférico de T, (LoPresti, 1989). 

A ingestão de iodo influencia a proporção DIT/MIT na Tg. A iodo- 
tirosina preferencialmente formada é a DIT e, assim, havendo abun- 
dância de iodo, o T, é a forma de hormônio sintetizada e secretada 
de modo predominante. Por outro lado, quando as fontes de iodo são 
reduzidas, a MIT é produzida em quantidades maiores e conduz à for- 
mação e liberação de mais T;. Além disso, a glândula tireoide possui 
uma 5 -deiodinase que converte T, em T;. Esse processo é controlado 
pelo TSH, de modo que a secreção de T, é intensificada durante os 
períodos de estimulação por TSH (i. e., no hipotireoidismo primário e 
diante da presença de imunoglobulinas estimuladoras de TSH [TSHI, 
TSH-stimulating tmmunoglobulin]) (Ishii, 1983). 

A monodeiodização de T, em T, e o rT, correspondem a 70% do 
metabolismo periférico de T, (LoPresti, 1989). O restante do meta- 


bolismo de T, se dá por conjugação de T, em sulfato, deaminação e 
descarboxilação para formação do tetrac (análogo do ácido acético), e 
pela clivagem da ligação éter (Engler, 1989) (Tab. 24.10). T,, e nao rT;, 
pode ser conjugado ao sulfato para dar origem ao T;-sulfato e também 
pode ser convertido em seu análogo triac (Engler, 1989). As enzimas 
responsáveis por essas reações são as fenolsulfotransferases, que estão 
presentes em muitos tecidos corporais, e a L-aminotransferase, locali- 
zada no fígado, respectivamente (Engler, 1984). 

Os hormônios tireoidianos ligados a proteínas não entram nas célu- 
las e são considerados biologicamente inertes, além de atuarem como 
reservatórios de hormônios tireoidianos circulantes. Em contraste, 
para exercerem efeitos biológicos, níveis de minuto das frações de 
hormônio livre entram prontamente nas células por um mecanismo 
de transporte através da membrana. Esses efeitos são mediados pelos 
receptores de T, localizados no núcleo celular. 

Foram descritas quatro isoformas de receptores para T;: O}, O, B; e 
B- (Brent, 1991). Os receptores q, e B, estão presentes na maioria dos 
tecidos. A ligação de T; a tais receptores promove a ação de hormônio 
tireoidiano, provavelmente por meio do aumento de mRNA e da sín- 
tese proteica. O receptor B, é exclusivo da hipófise e tem papel central 
na regulação do TSH por retroalimentação negativa pelos hormônios 
tireoidianos. O receptor Œ, é inibitório e atua como regulador negati- 
vo da ação hormonal tireoidiana. 

Na síndrome da resistência ao hormônio da tireoide, foram des- 
critas mutações que afetam os receptores 5 e causam diminuição da 
capacidade de T, se ligar ao núcleo. Indivíduos com essa síndrome 
apresentam graus variáveis de crescimento e retardo mental, bem 
como hipotireoidismo (Refetoff, 1991). 


Eixo hipotálamo-hipófise-tireoide (HHT) 


Os reguladores fisiológicos responsáveis pela integração da função da 
glândula tireoide à periferia são: hormônio hipotalâmico, TRH, hormô- 
nio da hipófise, TSH (também denominado tirotropina) e concentra- 
ções séricas de T, e T; livres. O TRH aumenta a síntese de TSH, esti- 
mula a secreção de qualquer TSH pré-formado a partir dos tireotrofos 
e modula a bioatividade do TSH, resultando na secreção do hormônio 
bioativo (Shupnik, 1986; Beck-Peccos, 1985). O próprio TRH está sob 
influência do mecanismo de retroalimentação negativa dos hormônios 
tireoidianos circulantes (os níveis de mRNA do TRH estão inversamen- 
te associados aos valores de T, circulante) (Kakucska, 1992). A mesma 
inibição por retroalimentação ocorre ao nível dos tireotrofos. 


Hormônio liberador de tireotrofina (TRH) 

Os hormônios tireoidianos regulam sua própria produção por meio 
da inibição por retroalimentação da síntese de ambos, TRH e TSH, ao 
nível do hipotálamo e da hipófise, respectivamente. O TRH atua tam- 
bém na produção de outros hormônios hipofisários, em especial da 
PRL. A leptina exerce papel significativo na regulação do gene do TRH 


Tabela 24.10 Dinâmica metabólica de T, eT, 


Ja Ts 

Velocidade de produção (nmol/dia) 110 50 
Fração de hormônio circulante de origem tireoidiana 100% 20%* 
Concentração sérica 

Total (nmol/L) 100 1,8 

Livre (pmol/L) 20 5 
Fração de hormônio total na forma livre 0,0002 0,003 
Meia-vida (dias) ~7 0,75 
Potência metabólica relativa 0,3 1,0 


* 80% do T; circulante é proveniente da deiodinização periférica de T,. Para converter T; 
total a partir de nmol/L para ug/dL ou T, livre a partir de pmol/L para ng/dL, divida por 
12,87. Para converter T, total a partir de nmol/L para ng/dL ou T, livre a partir de pmol/L 
para pg/dL, multiplique por 65,1. 

De Larsen, PR; Davies, TF; Schlumberger, MJ; Hay, ID: Thyroid physiology and diagnostic 
evaluation of patients with thyroid disorders. In: Larsen, PR; Kronenberg, HM; Melmed, $; 
Polonsky, KS (eds.): Williams Textbook of Endocrinology, 10th ed. Philadelphia, Saunders, 
2003, p. 342. 


(Bjobeck, 2004), afetando no indivíduo o desejo de ingerir alimentos. 
Testes laboratoriais não têm utilidade em casos de distúrbios da tireoi- 
de, em razão da dificuldade para desenvolver anticorpos específicos. 


Hormônio estimulador da tireoide (TSH) 

O TSH é uma glicoproteína constituída por duas subunidades, O e 
B, ligadas de modo monoconvalente. A subunidade q possui as mes- 
mas sequências de aminoácidos que os hormônios LH, FSH e GCH. 
A subunidade À carrega a informação específica para a ligação aos 
receptores e consequente expressão das atividades hormonais. 

O radioimunoensaio utilizado na quantificação do TSH foi desenvol- 
vido em 1965, por Odell et al. No meio da década de 1980, foi desen- 
volvido um método imunométrico “sensível” para TSH, utilizando anti- 
corpos mono- ou policlonais, cuja sensibilidade aprimorada era de 0,1 
a 0,2 mU/L. Uma terceira geração de ensaios imunométricos para TSH, 
empregando marcador quimioluminescente, foi desenvolvida na década 
de 1990. O método desses ensaios tem sido comumente utilizado até os 
dias atuais. Sua sensibilidade foi reduzida para cerca de 0,005 mU/L, que 
representa um aumento de sensibilidade de 100 vezes em comparação ao 
ensaio antes considerado o mais “sensível” para o TSH, e de 1.000 vezes 
em relação aos métodos de radioimunoensaio. Uma quarta geração de 
ensaios para TSH foi desenvolvida recentemente e, embora apresente 
uma sensibilidade de 0,0004 mU/L, não é amplamente disponibilizado. 
Além disso, os ensaios de terceira geração fornecem um grau de sensibi- 
lidade adequado à vasta maioria das aplicações clínicas. As recomenda- 
ções da American Thyroid Association (ATA) estabelecem que os ensaios 
de terceira geração devem ser capazes de quantificar níveis de TSH na 
faixa de 0,010 a 0,020 mU/L, segundo uma base interensaios, com coe- 
ficiente de variação < 20%. No que se refere ao relato dos resultados do 
ensaio, a ATA recomenda fazer uso da sensibilidade funcional, que, por 
sua vez, é definida como o ponto em que a precisão interensaios apresen- 
ta coeficiente de variação igual < 20% (Spencer, 1996). 

Em virtude do aprimoramento de sua sensibilidade, o ensaio para 
TSH isolado é capaz de identificar virtualmente todas as instâncias 
de hiper- e hipotireoidismo, exceto em casos de dano ao hipotálamo 
ou à hipófise, resistência ao hormônio da tireoide ou interferência de 
medicamentos no funcionamento normal do eixo HPT. Os resulta- 
dos de TSH situados dentro do intervalo de referência usualmente 


excluem a disfunção da tireoide e ajudam a distinguir uma profunda 
supressão de TSH, típica da tireotoxicose severa da DG (TSH < 0,01 
mUI/L), de graus mais modestos de supressão desse hormônio (0,01 
— 0,1 mUI/L), observada no hipotireoidismo primário (subclínico) 
discreto e em alguns casos de DNT. Conforme observado, uma vez 
que a sensibilidade do ensaio melhorou, a faixa de valores normais 
permaneceu a mesma (0,5-5,0 mUI/L) na maioria dos laboratórios. 
Entretanto, a concentração sérica detectada em pacientes com tireoto- 
xicose severa tem se tornado menor a cada aprimoramento sucessivo 
dos ensaios para TSH: ao utilizar ensaios de quarta geração, os níveis 
séricos de TSH são < 0,004 mUI/L em pacientes com hipertireoidismo 
severo. Pacientes com hipertireoidismo apresentam supressão de TSH, 
exceto nos poucos casos de indivíduos cuja doença é causada por um 
tumor produtor do hormônio ou por outras patologias, tais como 
resistência hipofisária ao hormônio da tireoide. O hipertireoidismo 
subclínico é definido pela presença de baixos níveis de TSH com níveis 
normais de T, e T, (Tab. 24.11). 

Na maioria dos indivíduos com hipotireoidismo, os resultados 
de TSH sérico estão claramente aumentados, porém, os resultados 
referentes aos níveis de T, e T, podem estar indevidamente normais 
naqueles que apresentam distúrbios hipofisários ou hipotalâmicos. A 
denominação “hipotireoidismo subclínico” é utilizada para descrever 
pacientes que apresentam alta concentração de TSH, porém níveis 
normais de T, T, e T,L. A DNT constitui uma causa importante de 
resultados de TSH tanto aumentados como diminuídos. Pacientes 
com DNT tendem a apresentar resultados de TSH baixos durante sua 
doença aguda, então os níveis desse hormônio se elevam e atingem 
valores próximos ou acima dos valores da faixa de referência com a 
resolução da doença subjacente. Por fim, a normalidade é alcançada 
com a resolução da doença aguda. Trata-se de uma situação compli- 
cada, pois o TSH é suprimido por certos medicamentos, como gluca- 
gons, opioides, glicocorticoides e Do. Ensaios sensíveis para TSH são 
úteis na avaliação do tratamento com hormônio da tireoide, seja para 
terapia de reposição ou de supressão. 

Apesar da sensibilidade clínica do TSH, uma estratégia centrada nesse 
hormônio apresenta duas limitações primárias. Em primeiro lugar, con- 
sidera que a função hipotalâmica-hipófise permanece intacta e normal. 
Em segundo, assume que a condição do paciente é estável (i. e., que o 


Tabela 24.11 Caracterização dos distúrbios da tireoide conforme os resultados dos testes de função tireoidiana 


Distúrbio TSH T, T; T;l Tg 
Hipotireoidismo primário 7 i Nout J Noud 
Hipotireoidismo neonatal 1 J J L Noud 
transiente 

Hipotireoidismo da T Noul Nout Nou% Noul 
tireoidite de Hashimoto 

Doenca de Graves 1 T it T T 
Doença de Graves neonatal J T P T T 
Deficiência de TSH Nous J 4 ļ y 
Desormogênese T 1 y L N, 4 ou T 
tireoidiana 

Resistência ao hormônio Nou? 7 l) T tT 

da tireoide 

Hipertireoidismo T ij {j T T 
dependente de TSH 

Anomalias da proteína N V V N N 
ligadora de T,* 

Doença não tireoidiana V Noud J V N 
Tireoidite subaguda' LouT Toul Toul Toul Tous 


TBG rT; ATPO ATG TBII TSI TBA 
N L N ou Î Nou? N ou Î n nou Î 
N J N N T n Ti 

N L T T n ou Î n n ou Î 
N if T T T T n ou Î 
N tT n ou Î n ou Î T T nou Î 
N $ n n n n n 

N T n n n n n 

N I n n n n n 

N T n n n n n 

Vr V n n n n n 

N NouT n n n n n 

N Toul n n n n 


TSH = hormônio estimulador da tireoide; T, = tiroxina; T, = tri-iodotironina; T,L = tiroxina livre; Tg = tireoglobulina; TBG = globulina ligadora de tiroxina; rT, = T, reversa; ATPO = 
peroxidase antitireoide; ATG = antitireoglobulina; TBII = imunoglobulina ligadora de TSH inibitória; TSI = imunoglobulina estimuladora da tireoide; TBA = anticorpo bloqueador do 


receptor de TSH; N = normal; n = negativo; V = variável, 


* O espectro de anormalidades da proteína ligadora inclui aumento ou diminuição da ligação à transtiretina, e T ligação à albumina, 


“A tireoidite subaguda envolve um período transiente de hipertireoidismo, seguido de um estado transitório de hipotireoide. 
De Fisher, DA (ed): Disorders of Thyroid Function, versão on line do Quest Diagnostic Manual, 3rd ed, p. 268. 
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hiper- ou hipotireoidismo) (Wardle, 2001). Se qualquer um desses crité- 
rios não forem atendidos, o resultado referente aos níveis séricos de TSH 
pode ser enganoso (Tab. 24.11). Em tais circunstâncias, para confirmar a 
existência de disfunção da tireoide, pode ser útil quantificar os níveis de 
T,L com ou sem T, total, além de determinar os níveis de TSH. A con- 
centração sérica de T, livre aliada às quantificações de TSH sérico são 
apropriadas para casos de pacientes com suspeita de hipertireoidismo, 
pois estes podem apresentar tireotoxicose por T, caracteristicamente 
associada a níveis baixos a normais de T,. 

Tiroxina 

Após a liberação de seus folículos tireoidianos, a tiroxina irá se ligar 
a várias proteínas existentes no sangue (TBG, albumina, tiretina). A 
tiroxina pode ser quantificada por imunoensaio, após separar o hor- 
mônio da sua proteína transportadora. A faixa de referência é de 5 
a 12,5 ug/dL em adultos, com resultados discretamente mais baixos 
em determinados grupos pediátricos. Embora o teste de TSH seja o 
mais importante na avaliação da função tireoidiana, as determinações 
dos níveis de tiroxina são frequentemente empregadas com o teste de 
TSH, podendo ser importantes para a interpretação dos resultados de 
TSH. A combinação de baixos níveis de T, e aumento da concentração 
de TSH indica hipotireoidismo primário, enquanto a elevação de T, e 
T; com diminuição dos níveis de TSH são características do hiperti- 
reoidismo primário. Contudo, há relatos de casos de hipertireoidismo 
em pacientes altos níveis séricos de T, e níveis séricos de T; junto ou 
abaixo da faixa de referência. Essa tireotoxicose por T, pode ocorrer 
em pacientes com tireotoxicose induzida por iodo, em pacientes que 
fazem uso de B-bloqueadores, amiodarona ou grandes doses de este- 
roides, e naqueles tireotóxicos com DNT. A supressão dos níveis de 
TSH associada a níveis normais a baixos de T, e níveis aumentados de 
T, caracteriza a tireotoxicose por T;. Essa condição é mais comum em 
casos de nódulos tóxicos ( Tab. 24.11). 

A DNT severa está associada a níveis baixos de T, e de T, — tam- 
bém chamada de síndrome do T, e T, baixos (uma resposta adapta- 
tiva para reduzir as demandas metabólicas e conservar as reservas de 
proteína) (LoPresti, 1995) — e é também associada a um prognóstico 
ruim (Chopra, 1997). Acredita-se que sua manifestação seja causada 
pelo desajuste da inibição central exercida pelo TRH (Van den Berghe, 
1998; 2000) (Fig. 24.7). 

A hipertireoxinemia eutireóidea é distinguida pela presença de 
níveis séricos de T, aumentados e associados a uma concentração nor- 
mal de TSH, em um indivíduo eutireóideo. Essa entidade apresenta 
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causas variadas, incluindo intensificação da ligação a proteínas, con- 
forme se observa com o uso de certos fármacos (p. ex., estrógeno) ou 
em algumas condições médicas (p. ex., doença hepática). Também é 
observada em pacientes submetidos à hospitalização aguda em decor- 
rência de doença psiquiátrica, e naqueles com disalbuminemia fami- 
liar. Quando medicamentos ou outros fatores provocam aumento da 
ligação a proteínas, há um aumento dos níveis séricos de T, total. Ao 
contrário, uma diminuição da capacidade de ligação conduz à dimi- 
nuição dos níveis de T, total no soro. Essas perturbações não apre- 
sentam nenhum efeito fisiológico, assim como no caso do hormônio 
livre, sendo que o componente ligado à proteína é o responsável pela 
atividade biológica. Em situações semelhantes, o T, livre apresenta 
melhor correlação com o status funcional da tireoide, se comparado 
ao T, sérico total. 

É necessário determinar ao mesmo tempo a “captação” de T, (T,-UP, 
T,-uptake) e a concentração de T, total, a fim de refletir com acurácia 
o status da T, livre biologicamente ativo. Um resultado de teste de cap- 
tação consiste na determinação relativa do número de sítios de ligação 
desocupados existentes em todas as proteínas circulantes. O índice de 
tiroxina livre (ITL) é calculado em seguida (T;-UP do paciente/média 
de T;-UP do laboratório de referência, multiplicado pela concentração 
de T, total do paciente). O ITL (faixa de referência de 5,4 a 9,7) é ape- 
nas uma estimativa da concentração de T, livre. De um modo geral, 
durante a tireotoxicose, tanto T, total como T,-UP estão aumentadas. 
Por outro lado, no hipotireoidismo, ambas estão diminuídas e, haven- 
do uma anormalidade de ligação à globulina, podem divergir (p. ex., 
T, total aumenta e T,-UP diminui ou vice-versa). O ITL foi significa- 
tivamente substituído pela quantificação direta de T, livre, seja por 
imunoensaio, seja por diálise de equilíbrio. 


Tiroxina livre (T,L) 

A T, livre é a fração biologicamente ativa da tiroxina no sangue cir- 
culante. Nos últimos 10 a 15 anos, a quantificação direta de T, livre 
adquiriu maior sensibilidade e precisão. É possível determiná-la por 
diálise de equilíbrio, um método que não é afetado pelas alterações da 
concentração de proteínas de ligação nem por DNTs. Primeiramente, 
a amostra é dialisada em um tampão não proteico e contra uma fina 
membrana ultrafiltrante. Durante a incubação, o equilíbrio é alcançado 
entre as concentrações de T, livre em ambos os lados da membrana. 
A tiroxina presente na solução isenta de proteínas é, então, coletada e 
analisada por seu conteúdo de T,. Trata-se de um método demorado e 
que não atende à demanda de grandes volumes dos laboratórios clíni- 
cos. Níveis comerciais de T,L costumam ser medidos com técnicas de 


Figura 24.7 Alterações dos hormônios da tireoide 
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com permissão.) 
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imunoensaio, entretanto esses métodos são menos confiáveis, porque 
podem ser afetados por doenças ou alterações envolvendo proteínas de 
ligação (Spencer, 1986; Hay, 1991). Métodos mais novos, que utilizam 
anticorpo com alta afinidade pelo hormônio, quantificam os níveis de 
hormônio livre em função do grau de ocupação funcional dos sítios de 
ligação do anticorpo ao hormônio (o número de sítios de ligação do 
anticorpo desocupados é inversamente proporcional à concentração de 
hormônio livre). A quantificação é realizada utilizando um hormônio 
marcado com fluorescência ou quimioluminescência. Em seguida, com 
auxílio de calibradores, o sinal produzido é convertido em concentração 
de hormônio livre, sendo que os valores correspondentes ao hormônio 
livre são atribuídos por um método que emprega separação física. Essa 
abordagem atualmente é o método de teste de hormônio livre preferido 
para uso na maioria das plataformas automatizadas. 

“Na prática, o uso de “T, livre direta” é suficiente para a maioria das situ- 
ações clínicas. Entretanto, nos casos em que alterações marcantes afetam 
a ligação de hormônios, a quantificação de T, livre mais acurada deve ser 
realizada por “diálise de equilíbrio”. A hipertireotoxinemia disalbuminé- 
mica familiar é causada por uma variante da albumina que se liga à T, 
de modo anormal. Esses pacientes apresentam níveis séricos de tiroxina 
elevados e níveis de TSH normais. Nesse cenário, a quantificação direta 
fornece respostas que variam de acordo com o laboratório. Sendo assim, a 
T, livre deve ser medida por diálise de equilíbrio. Dependendo do ensaio 
utilizado, também podem ocorrer resultados espúrios para T, livre dian- 
te de anormalidades envolvendo TBG, transtiretina (pré-albumina liga- 
dora de T,), albumina e na presença de autoanticorpos para T, ou T; 
(Langsteger, 1997). Há relatos de elevações ou quedas da concentração 
sérica de T, livre sem alterações concomitantes do estado metabólico na 
gravidez, com DNTs e em pacientes sob tratamento com certos fármacos. 
Por exemplo, a administração prolongada de fenitoína ou carbamazepina 
resulta em uma diminuição de 15 a 30% dos níveis séricos, tanto de T, 
como de T, livre. Essa é mais uma situação em que a quantificação de T, 
deve ser realizada por diálise de equilíbrio. 

A T, livre também pode ser determinada por espectroscopia de 
massa, após a separação de T,L do complexo proteína-hormônio por 
meio de ultracentrifugação a 37°C, evitando-se efeitos de diluição (De 
Brabandere, 1998). 


Tri-iodotironina 

A tri-iodotironina sérica (T,), quantificada por imunoensaio, apre- 
senta um intervalo de referência que varia tipicamente entre 60 a 160 
ug/dL (0,9 a 2,46 nmol/L). Comparada à T, a T; liga-se bem menos às 
proteínas séricas e, em consequência, há uma proporção relativamen- 
te maior de T, na forma livre e em estado difundível. A quantificação 
da T; sérica total é útil para confirmar o diagnóstico de hipertireoidis- 
mo, em especial para pacientes cujos níveis de T, apresentam elevação 
mínima ou nula, ou manifestações clínicas ambíguas. Em 90% dos 
pacientes com hipertireoidismo, os valores de T, e T, estão aumen- 
tados, sendo usual os níveis de T; exibirem maior elevação do que os 
níveis de T,. Entretanto, nos pacientes com hipertireoidismo, os níveis 
de T, podem se manter baixos ou na faixa de referência caso haja uma 
DNT coexistente ou se esses pacientes estiverem utilizando fármacos 
que causam diminuição da conversão de T, em T; (p. ex., propranolol 
e amiodarona). 

O hipertireoidismo com elevação dos níveis séricos de T, e níveis 
normais de T, e T, livre caracteriza uma condição denominada tire- 
otoxicose por T, (Bitton, 1990). Pacientes com essa síndrome cons- 
tituem um grupo heterogêneo sem sinais nem sintomas distintivos. 
Apesar da maioria dos pacientes apresentar DG, a tireotoxicose por 
T, pode acometer pacientes com hipertireoidismo de causas diversas, 
entre as quais gota nodular tóxica ou adenoma tóxico. Cerca de 1 a 
4% dos pacientes tireotóxicos apresentam tireotoxicose por T,, exceto 
nas regiões de deficiência de iodo, onde essa condição é mais comum. 

Níveis séricos de T, elevados e níveis de T, normais também podem 
ser observados em pacientes com hipertireoidismo ainda no início do 
curso do tratamento com fármacos antitireoide, ou nos casos de recaí- 
da após o tratamento. Níveis elevados de T, são detectados em pacien- 
tes com níveis elevados de TBG. 

Em geral, a quantificação da concentração sérica de T, não tem uti- 
lidade na avaliação de pacientes com suspeita de hipotireoidismo, pois 
os níveis séricos de T, encontram-se junto ao intervalo de referência 


em 15 a 30% dos pacientes que apresentam esse distúrbio (Surks, 
1990). Por outro lado, níveis de T, diminuídos são observados em 
pacientes com hipotireoidismo severo, ou seja, naqueles cujos níveis 
de T, são inferiores a cerca de 2 ug/dL (32 nmol/L) (Bigos, 1978). 
Baixos níveis séricos de T, ocorrem em pacientes com uma ampla 
variedade de DNTs. Nos casos de doença aguda, como infarto do mio- 
cárdio (IM), a diminuição de T; sérica acontece rapidamente, decli- 
nando em alguns dias a níveis equivalentes a cerca de 50% do valor 
de referência (Utiger, 1980). As concentrações séricas de T, também 
são baixas no sangue de cordão, porém, aumentam de forma rápida 
durante as primeiras horas de vida. 

Pacientes que estejam recebendo preparações contendo T;, como tireoi- 
de desidratada e combinações de T; e T, sintéticas, ou aqueles tratados 
com T, apresentarão resultados de T, sérica sem sentido, a menos que 
seja conhecido o horário da administração do hormônio. A administra- 
ção de T, (Ctyomel!M) resulta em uma rápida elevação da concentração 
desse hormônio, a qual atinge o pico em 2 a 4 horas e, em seguida, passa a 
declinar. Em contraste, esse pico de T, não ocorre nos pacientes tratados 
diariamente com T, (levotiroxina). Em vez de atingirem valores de pico, 
os níveis de T, derivados da conversão periférica de T, tornam-se esta- 
veis nesses pacientes somente após algumas semanas de terapia. Inúmeros 
agentes farmacológicos estão associados à diminuição dos níveis de T, e 
de T; livre com níveis séricos normais ou mesmo altos de T, e T, livre. 
Entre esses agentes estão os glicocorticoides, amiodarona e doses altas de 
propranolol. Tais pacientes usualmente apresentam resultados de TSH 
normais, contudo, a amiodarona pode induzir hiper- ou hipotireoidismo 
e, nesses casos, os valores de TSH estarão suprimidos ou elevados, res- 
pectivamente. As concentrações de T, total são quantificadas por meio de 
métodos de imunoensaio, que, em sua maioria, são atualmente não isotó- 
picos e utilizam enzimas, fluorescência ou moléculas quimioluminescen- 
tes como sinais (Nelson, 1996). 


Tri-iodotironina reversa (rT3) 

ArT; é o principal metabólito da tiroxina e é produzida por 5-deio- 
dinização de T.. 

Em muitas situações clínicas, demonstrou-se que T, e rT, presentes 
no soro variam de modo recíproco. No entanto, as quantificações de rT; 
se mostraram clinicamente pouco úteis. Esse metabólito é detectado em 
altas concentrações no soro de pacientes com DNT, cujos níveis de T, 
total encontram-se diminuídos. Os níveis de rT, também são aumen- 
tados em recém-nascidos sadios, em pacientes com hipertireoidismo 
(incluindo hipertireoidismo artificial) e naqueles que fazem uso de cer- 
tos medicamentos, como amiodarona e propranolol. 


Tireoglobulina (Tg) 

A Tg é sintetizada e secretada pelos folículos. Está presente no soro 
de indivíduos normais em uma faixa de concentração de até 30 ng/ 
mL (45 pmol/L). À concentração sérica de Tg reflete a massa da tireoi- 
de, lesões nessa glândula e estimulação do receptor de TSH (Spencer, 
1995). O aumento dos níveis de Tg ocorre em vários distúrbios, tais 
como DG, tireoidite e gota nodular. Pacientes com tireotoxicose arti- 
ficial exibem níveis de Tg indetectáveis, em contraste com as altas 
concentrações de Tg observadas nos pacientes com tireotoxicose de 
outras causas. À quantificação de Tg na rotina jamais é indicada e sua 
utilidade reside no monitoramento da recorrência de certas variantes 
do câncer da tireoide, diagnóstico de disgênese da tireoide no hipoti- 
reoidismo congênito e, conforme mencionado anteriormente, distin- 
ção entre tireoidite subaguda e tireotoxicose artificial. 

O papel mais importante da quantificação de Tg consiste no acom- 
panhamento pós-operatório de pacientes que apresentam maligni- 
dades tireoidianas (Ericsson, 1984). É útil em casos de pacientes com 
carcinoma de tireoide bem diferenciado, mas não para aqueles com 
tumores indiferenciados ou câncer de tireoide medular. O valor cli- 
nico de sua determinação é limitado por vários problemas técnicos, 
como a presença de anticorpos em 20% dos pacientes com carcinoma 
de tireoide (Spencer, 1999). Esses anticorpos interferem na quanti- 
ficação de Tg e provocam super- ou subestimação dos níveis séricos 
dessa molécula. Sendo assim, todas as vezes em que os níveis de Tg 
forem determinados para monitoramento da recorrência/persistência 
de câncer de tireoide, é extremamente importante obter ao mesmo 
tempo uma amostra para detecção de anticorpos para Tg (TgAc). 
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(com amostras de soro) para amplificar o mRNA de TgAc pode elimi- 
nar esse problema. 

TSH humano recombinante (rhTSH) é comumente empregado para 
testar pacientes com câncer de tireoide quanto à presença de doença 
residual/recorrente. Esse método é bem mais prático, conveniente e 
significativamente menos incômodo para o paciente do que frear a 
supressão hormonal da tireoide no decorrer de várias semanas para 
aumentar os níveis de TSH. São necessários níveis elevados de TSH 
para haver captação de RAI (iodo radioativo) em qualquer tumor resi- 
dual ou recorrente que o paciente ainda possa ter. À determinação dos 
níveis de Tg 72 horas após a última dose de rhTSH apresenta alta cor- 
relação com a recorrência, sendo que algumas autoridades apoiam o 
uso isolado desse teste, sem triagem para iodo corporal, em casos de 
pacientes com tumores de “baixo risco” (idade < 40 anos, sem metás- 
tases distantes, tamanho < 1 cm, bem diferenciado). Todos os demais 
pacientes com câncer de tireoide precisam ser submetidos a triagens 
de corpo total, além da quantificação do TSH. O uso concomitante de 
ambos os testes resulta em uma sensibilidade igual a da triagem reali- 
zada após a retirada do hormônio da tireoide, que é de cerca de 97%. 
Em pacientes com câncer de tireoide submetidos à ablação residual e 
que estejam sob tratamento com terapia de supressão hormonal, qual- 
quer aumento pós-rhTSH dos níveis séricos de Tg acima de 2 ng/mL 
levanta a suspeita de doença recorrente/persistente e aponta a necessi- 
dade de um trabalho de acompanhamento condizente (i. e., reestadia- 
mento completo, com a hipotireoide fora da terapia de supressão). 

Tumores bem diferenciados tipicamente exibem um aumento de 10 
vezes na concentração de Tg em resposta ao TSH alto (Spencer, 1999). 
Tumores pouco diferenciados, que não concentram iodo, podem exi- 
bir uma resposta fraca à estimulação por TSH (Schlumberger, 1980). 
Nas primeiras semanas após a realização de uma tireoidectomia, é 
típico haver uma queda dos níveis de TSH, cuja meia-vida é de 2 a 4 
dias. O padrão de alteração dos valores séricos de Tg frente ao trata- 
mento com T4 indica melhor a ocorrência de uma alteração na carga 
tumoral, comparado a qualquer valor sérico de Tg isolado (Spencer, 
1995). Em razão da variabilidade de interensaios, é extremamente 
importante que o monitoramento seja realizado sempre pelo mesmo 
laboratório (ensaio de TSH). 


Globulina ligadora de tiroxina (TBG) 

A TBG é a principal proteína transportadora sérica para T, e, tam- 
bém, T;. Sua quantificação pode ser útil em casos de pacientes cujos 
níveis séricos desses hormônios estão em desacordo com outros para- 
metros laboratoriais da função da tireoide, ou são incompatíveis com 
os achados clínicos. Quantificada por imunoensaio, a TBG encontra- 
se na faixa de 13 a 39 ug/dL (150 — 360 nmol/L) em indivíduos sadios. 
As anomalias congênitas envolvendo essa proteína incluem deficiências 
total e parcial, bem como variantes com menor afinidade por T, ou T; 
e excesso de TBG (Langsteger, 1997). Entre as etiologias adquiridas das 
anomalias de concentração de TBG estão vários fármacos e condições 
médicas (Tab. 24.12). Medicamentos, como salicilatos, fenitoína, penici- 
lina e heparina, podem deslocar T, da ligação à proteína. 


Autoanticorpos antitireoide 


A doença autoimune da tireoide causa dano celular e altera a fun- 
ção da glândula. O dano celular ocorre quando os autoanticorpos 
ou os linfócitos T sensibilizados se ligam às membranas das células 
tireoidianas, provocando lise celular e reações inflamatórias. Existem 
três autoantígenos tireoidianos responsáveis pelos distúrbios autoi- 
munes envolvendo a tireoide: TPO, Tg e receptor de TSH (TSH-R). 
Os anticorpos para TPO (TPOAc) estão envolvidos no processo de 
destruição tecidual associado ao hipotireoidismo nas tireoidites de 
Hashimoto e atrófica. Alguns estudos sugerem que o TPOAc pode ser 
citotóxico para a tireoide (Cheovato, 1993; Guo, 1997). TgAc, mesmo 
presente em baixas concentrações no soro, pode interferir na atuação 
dos anticorpos anti-Tg utilizados no imunoensaio para quantificação 
de Tg. Assim, a concentração de TgAc deve ser determinada em todos 
os pacientes antes de iniciar a análise de Tg. Nas áreas com deficiências 
de iodo, a quantificação do TgAc pode ser empregada na detecção da 
doença autoimune tireoidiana em casos de pacientes com gota, ou no 
monitoramento da terapia com iodo em áreas endêmicas. 


Tabela 24.12 Algumas causas de alterações na globulina ligadora de 
tiroxina 


Aumentos Diminuições 
Fármacos/drogas Fármacos/drogas 
Clofibrato Andrógenos 
Estrógenos, contraceptivos orais Glicocorticoides 
5-fluoracil Genética 
Heroina Deficiéncia total 
Metadona Deficiéncia parcial 
Genética Insuficiéncia hepatica 
Hepatite aguda ou crônica ativa Desnutrição 
Gravidez Sindrome nefrótica 
Idiopática Idiopática 


Os anticorpos para TSH-R (TSH-RAc) eram previamente conheci- 
dos como imunoglobulinas estimuladoras da tireoide (TSI, thyroid- 
-stimulating immunoglobulin) ou estimulantes tireoidianos de ação 
prolongada (LATS, long-acting thyroid stimulators). Os TSH-RAc são 
classificados como anticorpos estimulantes ou bloqueadores. A DG é 
uma condição autoimune em que gota e hipertireoidismo são induzi- 
dos por anticorpos estimuladores da tireoide (ETAc) que mimetizam 
a ação do TSH. O alvo da resposta autoimune é o TSH-R. Embora 
haja anticorpos tanto estimuladores como bloqueadores na DG, estes 
em geral não produzem sintomas. Contudo, em alguns casos escassos, 
esses anticorpos podem levar ao desenvolvimento de hipotireoidismo. 
Cerca de 85% dos pacientes com DG são positivos para TSH-RAc. 
A quantificação desses anticorpos tem sido utilizada para predizer o 
resultado da terapia farmacológica aplicada aos pacientes com DG. Se 
o título de TSH-RAc estiver baixo antes do início da terapia, significa 
que os pacientes contam com melhores chances de remissão após 6 a 
12 meses de terapia. 

A quantificação de TSH-RAc também tem sido empregada na pre- 
dição do risco de disfunção da tireoide em recém-nascidos de mães 
com DG, em decorrência da passagem transplacentária de TSH-RAc 
materno (Radetti, 1999; Heithorn, 1999). Nesses casos, são clinica- 
mente importantes os ensaios que distinguem anticorpos bloqueado- 
res de anticorpos estimulantes (Davies, 1998). 

Estudos longitudinais sugerem que os TPOAc podem constituir 
fatores de risco para o desenvolvimento futuro de disfunção tireoidia- 
na, incluindo tireoidite pós-parto, complicações autoimunes advindas 
do tratamento com amiodarona, interferon-o e lítio (Martino, 2001; 
Johnson, 1999; Bell, 1999; Ward, 2001; Feldt- Rasmussen, 1994). 


Quantificação de iodo urinário 

O iodo é necessário para a produção normal dos hormônios da tireoi- 
de. As quantificações são utilizadas principalmente para avaliar sua inges- 
tão dietética junto a certas populações. Essa avaliação é muito impor- 
tante, uma vez que os distúrbios associados à deficiência de iodo afetam 
mundialmente 2,2 bilhões de indivíduos, inclusive nos EUA (Delange, 
1995; Dunn, 1998). Como a maior parte do iodo ingerido é excretada 
pela urina, a determinação da excreção urinária de iodo (IU) fornece 
uma estimativa acurada da ingestão dietética de iodo (Dunn, 1998). A 
excreção de IU é expressa em ug de iodo por volume de urina (pg/dL). As 
faixas sugeridas de excreção IU são mostradas na Tabela 24.13. 


Programas de triagem para detecção 
de hipotireoidismo neonatal 

Estima-se que a prevalência de hipotireoidismo em recém-nascidos 
seja de 1 a cada 3.000 a 5.000. Essa prevalência é maior em certos gru- 
pos étnicos e nas regiões do planeta com deficiência de iodo. A detec- 
ção precoce do hipotireoidismo durante o período neonatal é crítica 
para eliminar o severo retardo mental associado à deficiência de hor- 
mônio da tireoide. A quantificação de T, e TSH é utilizada na triagem, 
que, por sua vez, é realizada com manchas de sangue secas ou soro de 
cordão. A taxa de detecção depende dos testes utilizados e o momen- 
to da coleta da amostra. A quantificação apenas de T, está associada a 
uma alta incidência de resultados falso-positivos, tornando necessária 


a reconvocação de um grande número de bebês para repetição dos tes- 
tes. Esses resultados falso-positivos são produzidos pelos baixos níveis 
de T, que ocorrem tanto em bebês prematuros como naqueles com 
ausência congênita de TBG. A triagem apenas de T, pode não detectar 
bebês que apresentam insuficiência tireoidiana compensada ou parcial. 
Considerando que cerca de 15% dos bebês que apresentam distúrbios 
primários da tireoide têm hipotireoidismo compensado (níveis séricos 
normais de T, associados à elevação de TSH), a detecção do aumento 
dos níveis de TSH constitui o teste mais sensível para diagnóstico do 
hipotireoidismo congênito. Entretanto, ocasionalmente são observa- 
dos resultados falso-positivos, como é o caso dos bebês prematuros ou 
submetidos ao estresse severo. Ao realizar a triagem isolada de T, tam- 
bém deixarão de ser detectados os casos de bebês com doença hipotala- 
mica ou hipofisária. Bebês que apresentam peso corporal muito baixo 
ao nascimento devem ser submetidos novamente aos testes em 2 e 4a 
6 semanas para detecção de hipotireoidismo transiente de início tar- 
dio (Frank, 1996). No caso de recém-nascidos, se o valores iniciais de 
TSH forem < 10 mUI/L, é desnecessário realizar qualquer ação. Se esses 
valores estiverem em uma faixa de 10 a 20 mUT/L, então será necessá- 
rio repetir o teste em 2 a 6 semanas. Por fim, se os valores iniciais de 
TSH obtidos no teste da mancha de sangue forem > 20 mUI/L, torna- 
-se necessário realizar uma avaliação endocrinológica para estabelecer 
o diagnóstico de hipotireoidismo. 


Doença não tireoidiana (DNT) 

Pacientes seriamente doentes podem apresentar testes de tireoide 
anormais sem que haja nenhuma patologia tireoidiana subjacente 
(DeGroot, 1992; Kaptein, 1996). É típico observar o desenvolvimen- 
to de um rápido declínio dos níveis de T; livre e total no cenário de 
uma doença grave (p. ex., IM, sepse) (Piketty, 1996). À medida que 
o grau de severidade da doença aumenta, os níveis séricos de T, total 
diminuem em razão da quebra da proteína ligadora de T, por ação 
de inibidores presentes na circulação (Wartofsky, 1982; Docter, 1993; 
Wilcox, 1994). Pacientes com DNT cujos níveis de T, caem a valores 
abaixo de 2 ng/dL apresentam um prognóstico excepcionalmente 
ruim. As alterações ocorridas nos testes de função da tireoide duran- 
te uma DNT são denominadas “síndrome do doente eutireoideo” ou 
“síndrome do T, baixo”. A Figura 24.7 mostra o espectro de alterações 
dos testes de tireoide, conforme a relação com o grau de severidade e o 
estágio da doença. Na doença aguda, os pacientes com DNT tendem a 
apresentar níveis de TSH e de T, baixos ou normais reduzidos, porém 
níveis muito baixos de T;. Com a resolução da doença subjacente, os 
níveis de TSH se elevam e atingem valores normais ou acima do nor- 
mal, retornando finalmente à faixa normal (Faber, 1987). Essa situa- 
ção pode ser agravada pelo uso de certos fármacos para tais doenças, 
como glucagon, Do e altas doses de corticosteroides, que suprimem o 
TSH e podem mascarar o status da tireoide enquanto estiverem em 
uso (Brabant, 1989; Samuels, 1997; Kaptein, 1980; Skamene, 1984). 

Na uremia, o acúmulo de ácido indolacético interfere na ligação ao 
hormônio da tireoide (litaka, 1998). 


Variáveis fisiológicas 

Por questões práticas, variáveis como idade, gênero, raça, estação, 
fase do ciclo menstrual, hábito de fumar, exercícios, jejum ou esta- 
se induzida por flebotomia exercem efeitos mínimos sobre os testes 
de função da tireoide de pacientes adultos ambulatoriais (Hollowell, 
2002). Estudos sugeriram que cada indivíduo possui um ponto de 
ajuste de T,L geneticamente determinado (Meikle, 1988; Andersen, 
2002), e qualquer desvio em relação a esse ponto de ajuste é percebi- 
do pela hipófise e provoca uma alteração correspondente na secreção 
de TSH. Nos estágios iniciais do desenvolvimento de uma disfunção 
tireoidiana, uma anormalidade envolvendo os níveis séricos de TSH 
precede o desenvolvimento de T,L anormal, uma vez que o TSH res- 
ponde de modo exponencial a alterações mínimas de T,L, conforme 
esquematizado na Figura 24.8. 

Apesar da variabilidade do TSH sérico ser mais ampla em indivíduos 
mais velhos, parece não haver uma justificativa para a adoção de uma 
faixa de valores de referência ampliada ou ajustada de acordo com a 
idade do paciente. Essa abordagem conservativa é justificada por rela- 
tos que apontam a existência de uma associação entre níveis de TSH 
discretamente suprimidos ou elevados e aumento da morbidade e mor- 


Tabela 24.13 Excreção urinária e deficiência de iodo 


Excreção urinária 


de iodo (ug/L) >100 50-99 20-49 < 20 
Grau de deficiência* nula branda moderada severa 
Prevalência da gota <5% 5-19,9%  2-29,9% > 30% 


* IDD Newsletter Aug 1999; 15:33—48. 


De Demers LM, Spencer CA (eds.): NACB Laboratory Support for the Diagnosis and 
Monitoring of Thyroid Disease. 2003, p. 75. 


talidade cardiovascular (Sawin, 1991; Parle, 2001). Em crianças, o eixo 
HPT passa por um processo de maturação e modulação progressivo. 
A proporção TSH/T,L declina de modo contínuo a partir do meio da 
gestação até após a puberdade (Nilson, 1993; Adams, 1995; Lu, 1999; 
Zurakowski, 1999; Fisher, 2000a,b) e, como resultado, concentrações 
mais altas de TSH são tipicamente observadas em crianças. 

Durante a gestação, a produção de estrógeno aumenta progressivamen- 
te e eleva a concentração de TBG, de modo que ao redor da 16º semana 
observa-se um aumento da faixa de referência de T, e T, totais equivalente 
a quase 1,5 vezes os valores referenciais máximos observados na ausência 
de gravidez (Weeke, 1982; Pedersen, 1993; Nohr, 2000). Embora o exces- 
so de TBG conduza a um aumento das concentrações séricas de T, e T; 
totais, os níveis séricos de T; e T, livres permanecem inalterados. 

A GCH sérica, que apresenta semelhança estrutural com o TSH, exibe 
uma fraca atividade estimulatória da tireoide (Talbot, 2001). O aumen- 
to dos níveis de GCH que ocorre logo após a fertilização resulta em 
um pequeno aumento das concentrações de T, e T, livres, usualmente 
ainda dentro da faixa de referência normal. Tais alterações provocam 
uma queda dos níveis séricos de TSH no primeiro trimestre. Uma con- 
centração sérica de TSH abaixo do normal pode ser observada em cerca 
de 20% das mães cuja gravidez é normal (Glinoer, 1990, 1997; Panesar, 
2001). O pico do aumento dos níveis de GCH e o nadir do TSH ocorrem 
juntos, em torno da 102 a 12º semana de gestação. Em 2% das gestações, 
o aumento de T,L atinge níveis supranormais e, se for prolongado, pode 
levar a uma síndrome denominada “tireotoxicose transiente gestacional” 
(GTT, gestational transient thyrotoxicosis). Essa síndrome é caracterizada 
pela manifestação de sintomas e sinais pronunciados de tireotoxicose, 
sendo uma condição frequentemente associada à hiperêmese da gravidez 
de primeiro trimestre (Goodwin, 1992; Hershman, 1999). 


Medicamentos e testes de função da tireoide 


Fármacos podem produzir efeitos tanto in vitro como in vivo nos tes- 
tes da tireoide. Como consequência, pode haver erro de interpretação 
dos resultados obtidos nesses testes, diagnósticos incorretos e realização 
de novos testes desnecessários (Surks, 1995; Kailajarvi, 2000). O aumen- 
to dos níveis de TBG induzido pelo estrógeno resulta em níveis anor- 
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Diagnosis and Monitoring of Thyroid Disease. 2003, p.47.) 
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livres de T; e T,. Altas doses de glicocorticoides podem suprimir o TSH 
e diminuir a conversão de T, em T, (Samuels, 1997; Kaptein, 1980). A 
Do inibe o TSH e pode moderar o esperado aumento dos níveis de TSH 
em pacientes hospitalizados com hipotireoidismo primário (Kaptein, 
1980). O propranolol inibe a conversão de T, em T, (e esse é um dos 
motivos pelo qual é usado no tratamento da tireotoxicose). 

O iodeto é encontrado em diversos meios de contraste à base de 
iodeto utilizados nas varreduras de TC e na angiografia coronaria- 
na, bem como em soluções empregadas para esterilizar a pele e em 
corantes radiopacos. Pode causar tanto hiper- como hipotireoidismo 
em pacientes suscetíveis (Meurisse, 2000). Fármacos que contêm iodo, 
como a amiodarona (utilizada como agente antiarrítmico), produzem 
efeitos complexos sobre a função da tireoide e podem causar tanto 
hiper- (10% dos pacientes) como hipotireoidismo (1-2%) em indiví- 
duos suscetíveis e positivos para anticorpos (TPOAc) (Martino, 1987, 
2001; Daniels, 2001; Harjai, 1997; Caron, 1995). 

O lítio inibe a síntese e liberação do hormônio da tireoide e pode 
causar hipotireoidismo em cerca de 15 a 50% dos pacientes, espe- 
cialmente naqueles que são positivos para TPOAc (Lazarus, 1998; 
Kusalic, 1999; Oakley, 2000). Seu mecanismo de ação é similar ao do 
iodeto. O lítio é concentrado pela tireoide e inibe a captação de iodo 
por essa glândula, bem como o acoplamento à iodotirosina. Também 
altera a estrutura da tireoglobulina e suprime a secreção do hormônio 
da tireoide. Esse último efeito é essencial para o desenvolvimento de 
hipotireoidismo e gota (Lazaraus, 1998). 

Fármacos como a fenitoína, carbamazepina e furosemida inibem por 
competição a ligação da tireoide a proteínas séricas in vitro, e causam 
elevação artificial dos níveis de T,L, redução da concentração de T, total 
e do índice de T,L. Doses terapêuticas de fenitoína também podem 
induzir aceleração da eliminação de T, e, talvez, inibam diretamente o 
TSH ao nível central, sendo que todos esses mecanismos são responsá- 
veis pela redução dos níveis de T, (Surks, 1995). A heparina pode esti- 
mular a lipoproteína lipase in vitro e liberar ácidos graxos livres, que, 
por sua vez, inibem a ligação do T, a proteínas séricas e promovem uma 
falsa elevação dos níveis de T,L (Mendel, 1987). 

Medicamentos como fenobarbital, fenitoína, rifampina e carbama- 
zepina aumentam a taxa de depuração do hormônio da tireoide, por 
meio da indução do aumento da deiodinização de T, e T,. Pacientes 
com hipotireoide submetidos ao tratamento com qualquer um des- 
ses fármacos devem ter seus níveis hormonais monitorados de perto, 
visto que pode ser necessário aumentar a dose de levotiroxina (L-T,). 
As alterações no status do hormônio da tireoide, por sua vez, afetam 
a depuração de muitos fármacos, incluindo aqueles listados ante- 
riormente (p. ex., o hipertireoidismo pode acarretar o aumento da 
depuração do fenobarbital, enquanto o hipotireoidismo tem efeito 
contrário). Em razão dessas várias alterações envolvendo parâmetros 
relacionados ao hormônio da tireoide, considera-se que o melhor 
indicador do status da tireoide é a quantificação de TSH com a de T,L. 
No caso dos indivíduos com doença hipofisária ou que façam uso de 
dilantina, o T, deve ser quantificado por diálise de equilíbrio. 

A somatostatina (ou seu análogo octreotida), que é empregada no 
tratamento da acromegalia (Itoh, 1988) e a Do (Kaptein, 1980) ini- 
bem, ambas, a síntese de TSH, tornando os níveis desse hormônio 
indetectáveis em pacientes com DNT severa. 


Doença da tireoide 

Pacientes com hipertireoide podem apresentar um ou todos os 
seguintes sinais e sintomas: perda de peso, sudorese, intolerância ao 
calor, palpitações, insônia, aumento da motilidade intestinal, tremo- 
res, infertilidade ou amenorreia. Os níveis de TSH estão suprimidos 
nesses pacientes, exceto nos poucos indivíduos com hipertireoidismo 
secundário causado por tumores hipofisários produtores de TSH, ou 
naqueles que apresentam distúrbios raros (p. ex., resistência hipofi- 
sária aos hormônios da tireoide). O hipertireoidismo subclínico é 
definido como uma condição em que os níveis de TSH são baixos (< 
0,1 LUI/mL) e os de T, e T, permanecem junto à faixa de valores de 
referência, sem haver manifestação de quaisquer sinais ou sintomas de 
hipertireoidismo (Ross, 1991). A detecção do hipertireoidismo sub- 
clínico é particularmente importante para pacientes com mais de 60 
anos de idade, que apresentam maior risco de fibrilação atrial, maior 


mortalidade cardiovascular (Sawin, 1994) e osteoporose. O mínimo 
excesso de hormônio da tireoide pode causar fibrilação atrial e esti- 
mular atividade osteoclástica nos ossos, causando osteoporose. 

Pacientes com hipotireoidismo primário podem apresentar um ou 
todos os seguintes sinais e sintomas: intolerância ao frio, constipação, 
retenção hídrica, hipercolesterolemia, depressão, mixedema pré-tibial, 
edema periorbital e elevação de TSH com níveis baixos de T, e T}. Os 
níveis de TSH são baixos em pacientes com hipotireoidismo secundário 
causado por distúrbios hipotalâmicos ou hipofisários. Pacientes com 
hipotireoidismo subclínico apresentam elevação de TSH (> 4,5 uU/ 
mL), no entanto T, e T, encontram-se junto à faixa de referência. Em 
2004, o conselho de especialistas composto por 13 membros liderados 
por Surks publicou seus achados na edição de janeiro da JAMA, onde 
recomendou limites de referência de TSH de 0,4 a 4,5 U/mL e que os 
pacientes com TSH na faixa de 4,5 a 10 mU/L não recebessem trata- 
mento de rotina. As diretrizes de 2002 da AACE (American Association 
of Clinical Endocrinologists, 2002) recomendou o tratamento de 
pacientes com TSH > 10 uU/mL ou daqueles com gota e positividade 
para TPOAc, cujos níveis de TSH estivessem na faixa de 4,5 a 10 uU/mL. 
A quantificação de TPOAc é útil para estabelecer a presença de autoi- 
munidade. Indivíduos com títulos elevados de anticorpos apresentam 
maior probabilidade de desenvolver insuficiência tireoidiana manifesta 
(clínica). 


Triagem para doença da tireoide 

A American Thyroid Association, em suas diretrizes, recomenda 
a realização da triagem aos 35 anos de idade e, subsequentemente, a 
cada 5 anos (Ladenson, 2000). Aparentemente, essa é uma estratégia 
custo-efetiva, em especial para as mulheres (Parle, 2001) e os idosos 
(Ladenson, 2000; Vanderpump, 1995; Parle, 2001). A tireoidite de 
Hashimoto é uma doença autoimune da tireoide causada pela ligação 
de linfócitos T sensibilizados e/ou autoanticorpos à membrana celu- 
lar, com consequente lise da célula e produção de reação inflamatória 
que provoca dano celular. É uma condição associada a níveis elevados 
de TSH e positividade para TPOAc, apresentando incidência crescente 
conforme a idade aumenta (Vanderpump, 1995). 

Existem evidências de suporte indicando que uma anomalia per- 
sistente de TSH pode conduzir a riscos aumentados se não for devi- 
damente tratada. Um estudo relatou a ocorrência de maior taxa de 
mortalidade cardiovascular entre pacientes que apresentavam níveis 
de TSH cronicamente baixos (Parle, 1991). Há ainda inúmeros relatos 
indicando que o hipotireoidismo suave no início da gestação provoca 
aumento da incidência de perda fetal e compromete o QI da descen- 
dência (Pop, 1995, 1999; Haddow, 1999). É importante sempre confir- 
mar a existência de qualquer anomalia relacionada ao TSH utilizando 
amostras frescas (obtidas após 3 semanas), antes de estabelecer o diag- 
nóstico de anormalidades discretas. 


Usos da L-tiroxina (L-T,) 

Uma dose média de reposição para adultos é 1,6 pg/kg de peso cor- 
poral/dia. Para crianças, essa dose é de até 4,0 ug/kg de peso corporal/ 
dia, sendo que para indivíduos com idade mais avançada são utilizadas 
doses médias de reposição mais baixas (1,0 ug/kg de peso corporal/dia) 
(Sawin, 1983; Davis, 1984). A dose inicial e o tempo ótimo necessário 
para estabelecer uma dose de reposição integral dependem da idade, 
peso e status cardíaco de cada paciente. As exigências talvez aumentem 
durante a gravidez e em mulheres na pós-menopausa que estejam ini- 
ciando a reposição hormonal (Arafah, 2001). Uma concentração sérica 
de TSH entre 0,5 e 2,0 U/mL é o nível de meta terapêutica da reposi- 
ção com L-T, nos casos de hipotireoidismo primário. Para os casos de 
hipotireoidismo central, o alvo da terapia é uma concentração sérica de 
T,L situada no terço superior do intervalo de referência. 

O TSH deve ser utilizado para monitorar pacientes que estejam rece- 
bendo terapia de reposição de hormônio da tireoide, bem como aqueles 
tratados com hormônio para suprimir doenças tireoidianas malignas 
(Spencer, 1990). Ambos, TSH e T,L, devem ser utilizados no monitora- 
mento de pacientes com hipotireoide que apresentam suspeita de falta 
de complacência intermitente. É necessário aguardar um período míni- 
mo de 6 semanas antes de repetir o teste de TSH, após a mudança da 
dose de L-T,. Medidas anuais de TSH são recomendadas para pacientes 
que estejam recebendo uma dose estável de T,. Quando estão sendo rea- 


lizados ensaios para T,L, o paciente deve suspender a aplicação de sua 
dose de levotiroxina no dia da execução do teste. Essa medida é neces- 
sária porque os níveis de T,L estarão acima (um aumento de aproxi- 
madamente 13%) do valor basal durante um período de 9 horas após 
a ingestão da última dose (Ain, 1993). O TSH, contudo, provavelmente 
se manterá inalterado. No procedimento ideal, o L-T, deve ser tomado 
antes das refeições, sempre no mesmo horário todos os dias e com um 
intervalo de pelo menos 4 horas em relação a quaisquer outras medica- 
ções ou vitaminas/suplementos dietéticos. 

O L-T, é utilizado para suprimir o TSH em pacientes com carcino- 
ma de tireoide bem diferenciado, para os quais a tireotropina é con- 
siderada um fator trófico (Dulgeroff, 1994). É recomendável adotar 
como alvo níveis de TSH de 0,05 a 0,1 U/mL para pacientes com 
baixo risco, e valores < 0,1 U/mL para pacientes de alto risco. Se os 
níveis de tireoglobulina forem indetectáveis e não houver evidências 
de recorrência em 5 a 10 anos após a realização de uma tireoidecto- 
mia, a dose de L-T, pode ser reduzida para produzir valores de TSH 
baixos-normais < 0,4 U/mL. 


Calcitonina 


O carcinoma de tireoide medular (CTM) se origina das células C da 
tireoide. Esse tipo de tumor representa cerca de 5 a 8% dos cânceres de 
tireoide e 0,57% dos nódulos tireoidianos (Pacini, 1994). 

Vinte e cinco por cento dos CTMs são hereditários (neoplasia endó- 
crina múltipla de tipos 2A e 2B) (Cobin, 2001; Brandi, 2001; Dunn, 
1994), os quais são síndromes multiglandulares de herança autossô- 
mica dominante. Uma importante mutação genética recorrente, asso- 
ciada ao CTM, foi localizada na sub-banda cromossômica 10q11.2 
(Mulligan, 1993; Hofstra, 1994). 

A célula C secreta calcitonina. Níveis elevados de calcitonina no 
sangue circulante indicam a presença de CTM. À calcitonina madu- 
ra resulta da modificação pós-traducional de um precursor maior 
(pré-pró-calcitonina), composto por 141 aminoácidos, junto às célu- 
las C parafoliculares. A pré-pró-calcitonina sofre clivagem de um 
único peptídeo e dá origem à pró-calcitonina. Esta tem 116 amino- 
ácidos residuais. O peptídeo da calcitonina imatura, constituído de 
33 aminoácidos, está localizado centralmente na molécula de pró- 
-calcitonina. A forma madura e ativa da calcitonina, composta por 
32 aminoácidos, é produzida a partir da calcitonina imatura por ação 
da enzima peptidilglicina-amidante mono-oxidase (PAM). A quan- 
tificação da calcitonina é feita por meio de ensaios imunométricos 
de dois sítios empregando anticorpos monoclonais: um reconhece a 
região N-terminal, e o outro, a região C-terminal. Esse método é mais 
sensível e mais específico (van Heyningen, 1994; Becker, 1996; Motte, 
1988). O nível de cutoff em indivíduos adultos é de aproximadamente 
10 ng/L. 

As quantificações da calcitonina sérica são utilizadas como marca- 
dores tumorais para detecção de tecido tireoidiano residual ou metás- 
tases em pacientes com CTM. Devem ser realizadas antes e 6 meses 
após a cirurgia. À presença de tecido residual ou a recorrência de CTM 
somente podem ser excluídas caso ambas — a calcitonina basal e pós- 
pentagastrina ou a calcitonina estimulada pelo cálcio — forem inde- 
tectáveis. Estímulos provocativos, como cálcio e pentagastrina (Pg) 
ou omeprazol, foram utilizados na detecção de anomalias da célula C, 
uma vez que aumentam os níveis de calcitonina em todos os estágios 
do CTM (Wells, 1978; Gagel, 1996; Wion-Barbot, 1997; Barbot, 1994; 
Erdogan, 1997; Vieira, 2002; Vitale, 2002). 

No teste de estimulação da Pg para diagnóstico de CTM, a Pg é 
infundida por via endovenosa (0,5 pg/kg de peso corporal) em 5 
segundos. Amostras de sangue são coletadas no estado basal, 1, 2,5 e 
10 minutos após o início da infusão. A interpretação dos resultados é 
resumida na Tabela 24.14. 

No teste de estimulação com cálcio, o paciente recebe uma injeção 
endovenosa de 2,5 mg de gliconato de cálcio/kg em 30 segundos e as 
amostras de sangue são coletadas no estado basal, 1, 2 e 5 minutos. A 
elevação dos níveis plasmáticos de calcitonina a valores acima de 100 
ng/L é uma indicação de hiperplasia da célula C. Segundo relatos, o 
teste de infusão de cálcio é menos sensível do que o teste de Pg para o 
diagnóstico do CTM. No entanto, quando ambos os testes são combi- 
nados, o teste de infusão de cálcio intensifica a sensibilidade do teste 
de Pg (Wells, 1978). 


A calcitonina também pode estar aumentada em outras condições 
não relacionadas às condições de neoplasia da tireoide, como mostra 
a Tabela 24.15. 


Glândula suprarrenal 


As glândulas suprarrenais são estruturas piramidais que se posi- 
cionam em cima de cada um dos rins. Cada uma delas pesa aproxi- 
madamente de 4 a 6 g. Em termos anatômicos, a suprarrenal é divi- 
dida em duas partes distintas: a medula (camada interna) e o córtex 
(camada externa). A medula, originária da crista neural (ectoder- 
me), armazena e secreta catecolaminas. O córtex tem origem mesen- 
quimal e é subdividido em três zonas: a zona glomerulosa, que é 
mais externa e produz mineralocorticoides; a zona fasciculada, res- 
ponsável pela produção de glicocorticoides; e a zona reticular inter- 
na, que sintetiza andrógenos. O córtex representa cerca de 80 a 90% 
da glândula suprarrenal. As glândulas contam com um suprimento 
arterial muito rico que forma o plexo subcapsular e se esvazia no 
interior de uma veia central. Considerando o peso, essas glândulas 
exibem a maior perfusão sanguínea por grama de tecido e tal carac- 
terística assegura a rápida disseminação de seus hormônios por todo 
o corpo em resposta ao estresse. 


Hormônios da medula suprarrenal 


A medula suprarrenal faz parte do eixo simpatosuprarrenal. Tendo 
origem na crista neural, possui a capacidade de sintetizar catecolami- 
nas por meio de um processo de captação e descarboxilação de precur- 
sor de amina (APUD, amina precursor uptake and decarboxilation). 
A etapa inicial e limitante do processo na síntese das catecolaminas 
é a conversão da tirosina em 3,4-di-hidroxifenilalanina (dopa) pela 
enzima tirosina hidroxilase (TH). Por meio de uma série de etapas, 
a L-dopa é subsequentemente convertida em dopamina (Do), norae- 
pinefrina (NEp) e epinefrina (Ep) (Fig. 24.9). A Ep é quase exclusiva- 
mente produzida e secretada pela medula suprarrenal, onde a propor- 
ção NEp:Ep é de 1:4. Entretanto, uma vez que todas as catecolaminas 
também são sintetizadas no SNC e no sistema nervoso simpático 
(SNS), a proporção NEp:Ep na periferia é de aproximadamente 9:1. 


Tabela 24.14 Interpretação do teste da pentagastrina (Pg) 


Pico de calcitonina (CT) 
em ng/L (pg/mL) 

<10 

> 30, porém < 50 

> 50, porem < 100 


Interpretação 


Normal (80% dos adultos) 

5% dos adultos normais 
Possibilidade de MTC ou outra 
patologia da tireoide 

MTC provável 


Patologia da célula C ou tecido residual 
em pacientes com MEN 2 e em 
pacientes com MTC após a cirurgia 


> 100 
Basal ou valor CT pós-Pg > 10 pg/mL 


MTC = cancer de tireoide medular; MEN 2 = neoplasia endócrina múltipla 2. 


De Demers LM, Spencer CA (eds.): NACB Laboratory Support for the Diagnosis and 
Monitoring of Thyroid Disease. 2003, p. 69. 


Tabela 24,15 Outras condições, além da MTC, nas quais a calcitonina 
pode estar elevada 
Tumores neuroendócrinos Câncer pulmonar de células pequenas; 
carcinoides intestinal e brônquico; e todos os 
tumores neuroendócrinos 
Hiperplasia benigna de 
células C (HCC) 
Outras doenças 


Doença tireoidiana autoimune, câncer de 
tireoide diferenciado 
Doença renal; hipergastrinemia; hipercalcemia 


De Demers LM, Spencer CA (eds.): NACB Laboratory Support for the Diagnosis and 
Monitoring of Thyroid Disease. 2003, p. 70. 
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As catecolaminas são metabolizadas tanto pela catecol-O-metiltrans- 
ferase (COMT) como pela monoamina oxidase (MAO). A COMT con- 
verte a Do em metoxitiramina, bem como a Ep em metanefrina (MN) 
e a NEp em normetanefrina (NMN), sendo que todos esses produtos 
de conversão podem ser oxidados a ácido vanililmandélico (VMA) por 
ação da MAO. Esta última também converte a Ep e a NEp em ácido 3,4- 
di-hidroximandélico, que sofre ação da COMT e dá origem ao VMA. O 
ácido 3-metóxi-4-hidroxifenilacético (ácido homovanilico [HVA]) é o 
produto final do metabolismo da Do. 


Feocromocitoma 


Feocromocitomas são tumores raros que produzem catecolami- 
nas, cuja incidência aproximada é de 500 a 1.600 casos ao ano (Pacak, 
2001a). Correspondem a < 1% de todas as causas secundárias de 
hipertensão. Embora 90% dos feocromocitomas sejam benignos, são 
quase invariavelmente letais se não forem diagnosticados e tratados 
da forma correta (Pacak, 2001a). Cerca de 90% dos tumores surgem 
na medula suprarrenal e de 10 a 15% são de origem extrassuprarre- 
nal (paraganglioma). A maioria dos feocromocitomas é esporádica, 
entretanto de 10 a 20% são familiares e ocorrem como parte de uma 
neoplasia endócrina múltipla de tipo 2A ou 2B (MEN-2A ou MEN- 
2B), doença de von Hippel-Lindau (VHL), neurofibromatose de tipo 
1 (NF-1) ou paraganglioma familiar. As formas hereditárias tendem 
a aparecer no indivíduo jovem e os tumores costumam ser intra- 
-suprarrenais e bilaterais. O teste genético deve ser realizado quando 
o diagnóstico de feocromocitoma é estabelecido para indivíduos com 
menos de 50 anos de idade. A seleção do teste genético é guiada pela 
história médica e familiar do paciente. 

A hipertensão sustentada ou paroxística é a manifestação mais 
comum dessa doença e está presente em cerca de 90% dos pacientes. 
Notavelmente, 10% dos pacientes são normotensos. Mais de 90% irão 
apresentar ataques paroxísticos caracterizados pela manifestação de 
pelo menos dois dos três sintomas seguintes: dores de cabeça associa- 
das a palpitações e diaforese (Sheps, 1994). Outros sintomas incluem 
hipotensão ortostática, pressão arterial instável, sudorese excessiva, 
ansiedade, nervosismo, perda de peso, fadiga, palidez e tremores. À 
duração desses sintomas pode ser de poucos segundos a várias horas, 
com um intervalo bastante variável entre as crises, que pode ser de 
diversas vezes ao dia a uma vez em alguns meses. A Tabela 24.16 lista 
as indicações da triagem para feocromocitoma. 

Há muita discussão sobre qual teste é a melhor opção para o diag- 
nóstico do feocromocitoma. O aprimoramento da técnica do ensaio 
forneceu evidências que apoiam, para uso como teste inicial, a quan- 
tificação cromatográfica dos níveis plasmáticos das formas livres de 
MN e NMN. O diagnóstico de feocromocitoma é estabelecido se as 
concentrações plasmáticas tanto de MN livre como NMN livre forem 
equivalentes a cerca de 4 vezes o limite de referência superior. É neces- 
sário realizar testes adicionais em casos de pacientes que apresentam 
níveis altos, porém inferiores a 4 vezes o limite de referência superior 
(Sheps, 1994; Eisenhofer, 2004a,b). 


Nos centros onde falta o acesso a esse teste, deve ser adotada como 
teste inicial a quantificação cromatográfica de NMN, MN, catecolami- 
nas livres fracionadas (Ep, Nep, Do) e creatinina em uma coleção de 
urina de 24 horas (Eisenhofer, 2004a,b; Lenders, 2002). A MN é o mais 
sensível e específico dentre esses metabólitos (Heron, 1996). O diag- 
nóstico de feocromocitoma também pode ser estabelecido pela quan- 
tificação das catecolaminas plasmáticas. Todavia, uma vez que possuem 
meia-vida curta e são secretados ocasionalmente, sua quantificação é 
útil somente se a amostra for coletada durante um paroxismo. De modo 
geral, são diagnósticos de feocromocitoma valores obtidos a partir de 
coleções de urina de 24 horas ou de catecolaminas plasmáticas equiva- 
lentes a 2 a 3 vezes o limite de referência superior considerado normal. 

Ao lidar com casos de feocromocitoma “esporádico”, a escolha e 
interpretação dos testes diagnósticos depende do nível pré-teste de 
suspeita da doença. Em situações como essa, a quantificação de MN 
e catecolaminas na urina de 24 horas apresenta um grau clinicamente 
aceitável de sensibilidade e uma especificidade bem melhor do que a 
obtenção de valores de MN livre fracionada no plasma (Sawka, 2003). 
Em razão das dificuldades para coletar uma amostra completa de 
urina de 24 horas de pacientes pediátricos, a determinação dos níveis 
plasmáticos de MN livre fracionada deve ser considerada o teste de 
escolha para essa população (Weise, 2002) (Tab. 24.17). 

Existem inúmeros fatores que causam resultados falso-positivos por 
estimularem a secreção de catecolaminas e/ou interferirem no ensaio 
(Tab. 24.18). Para o ensaio de avaliação de MNs livres no plasma, os 
pacientes devem se abster de bebidas à base de cafeína e álcool durante 
um período de 24 horas antes da realização do teste. Também devem 
evitar o uso de acetaminofeno, antidepressivos tricíclicos, fenoxibenza- 
mina, Ot-agonistas (p. ex., aldomet) e inibidores de MAO durante um 
período mínimo de 5 dias antes da realização do teste (Lenders, 1995). 
Para testar catecolaminas, além das MNs, o paciente também deve evi- 


Tabela 24,16 Indicações da triagem para feocromocitoma 


Hipertensão com características episódicas sugestivas de feocromocitoma 
Hipertensão refratária 

Labilidade da pressão sanguínea proeminente 

Resposta pressora severa durante a anestesia, parto, cirurgia ou angiografia 
Hipotensão inexplicável causada por anestesia, cirurgia ou gravidez 
História familiar de feocromocitoma, MEN-2A ou 2B, doença VHL, 
neurofibromatose 


o Ul Et M = 


Massa suprarrenal incidentalmente descoberta 

8 Cardiomiopatia dilatada idiopática 

9 Acessos ou ataques que ocorrem durante o esforço, torção ou giro do torso, 
tensão, coito ou micção 


De Dluhy RG, Lawrence JE, Wiliams G: Endocrine hypertension. In Larsen PR, Kronenberg 
HM, Melmed 5, Polonsky KS (eds.): Williams Textbook of Endocrinology, 10th ed. 
Philadelphia: WB Saunders, 2003, p. 557. 
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Figura 24.9 Catecolaminas: via biossintética. A etapa limitante do processo é a conversão da L-tirosina em L-3-4-di-hidrofenilalanina (L-dopa) por meio das ações da tirosina 
hidroxilase. AADC = L-aminoácido aromático descarboxilase; DBH = dopamina B-hidroxilase; PNMT = feniletanolamina N-metiltransferase; TH = tirosina hidroxilase. 
(Redesenhado a partir de Dluhy, RG; Lawrence JE; Williams, GH: Endocrine hypertension. In: Larsen, PR; Kronenberg, HM; Melmed, S; Polansky, KS (eds.): Williams Textbook 


of Endocrinology, 10th ed. Philadelphia, WB Saunders, 2003, p. 555, com permissão.) 


tar o consumo de nicotina, agentes simpatomiméticos (teofilina, pseu- 
doefedrina), &-agonistas (p. ex., albuterol) e levodopa/carbidopa. Se o 
paciente necessitar de medicamentos anti-hipertensivos, inibidores da 
enzima conversora de angiotensina (ACE-I), bloqueadores do receptor 
de angiotensina e bloqueadores seletivos do ot,-adrenorreceptor (p. ex., 
prazocina) podem ser utilizados sem medo de obter resultados falso- 
-positivos (Eisenhofer, 2003). 

Apesar de os níveis urinários de catecolaminas estarem elevados na 
insuficiência e na falência renais, a quantificação de MNs livres no plasma 
pode ser utilizada para estabelecer com segurança o diagnóstico de feo- 
cromocitoma nessas duas condições (Eisenhofer, 2004b). Estresses, como 
IM agudo, insuficiência cardíaca congestiva, cirurgia e acidente cerebral 
vascular (AVC) agudo, estão todos associados à elevação dos níveis de 
catecolaminas. Em tais situações, há duas abordagens possíveis: aplicar 
tratamento empírico e realizar o teste com o paciente estável; ou adotar 
outros testes diagnósticos, incluindo análises de imagem. As concentra- 
ções plasmáticas de NMN aumentam com a idade e, em consequência, 
pacientes idosos são particularmente suscetíveis a apresentar resultados 
falso-positivos nos testes. O uso das MNs fracionadas urinárias e das 
catecolaminas pode ser mais adequado a essa população (Sawka, 2003). 

Níveis plasmáticos de NMN abaixo de 112 ng/L (0,61 nmol/L) e 
níveis de MN abaixo de 61 ng/L (0,31 nmol/L) virtualmente excluem 
o diagnóstico de feocromocitoma, de modo a tornar desnecessária 
a imediata realização de testes adicionais para detecção de tumores. 


Tabela 24.17 Sensibilidade e especificidade dos níveis hormonais no 
diagnóstico do feocromocitoma 


Sensibilidade (%) Especificidade (%) 


Esporádico Hereditário Esporádico 


Hereditário 
Plasma 
Metanefrinas livres 97 99 96 82 
Catecolaminas 69 92 89 72 
Urina 
Metanefrinas 96 97 82 45 
fracionadas 
Catecolaminas 79 91 96 75 
Metanefrinas totais 60 88 97 89 
Acido vanililmandélico 46 77 99 86 


De Pacak, 2004; Lenders, 2002. 


Tabela 24.18 Efeitos de medicamentos sobre o teste para 
feocromocitoma 


Plasma Urina 
Classe de medicamento NMN NEp MN Ep NMN NEp MN Ep 
Tricíclicos + + = =i os dm = 
Fenoxibenzamina - + = — + + = = 
Buspirona — = cm BS na sã 4 = 
Bloqueadores ~ Sim Es gm É = = 
ot-adrenérgicos 
Bloqueadores — =- $ = oe i + ER 
B-adrenérgicos 
Bloqueadores de canais — + = - - ËE i= + 
de cálcio 
Simpatomiméticos + + - - + + — - 


* Diuréticos, inibidores da enzima conversora de angiotensina e bloqueadores do receptor 
de angiotensina II exercem pouca influência sobre a frequência de resultados falso- 
positivos. 

NMN = normetanefrina; NEp = noraepinefrina; MN = metanefrina; Ep = epinefrina. 

De Eisenhofer, 2003. 


Diante de concentrações plasmáticas de NMN acima de 400 ng/L 
(2,19 nmol/L) ou concentrações de MN acima de 236 ng/L (1,20 
nmol/L), a probabilidade de haver feocromocitoma é tão alta que a 
tarefa imediata consiste em localizar o tumor (Eisenhofer, 2003). 

Na maioria das vezes, os resultados dos testes retornam equivocados e 
é necessário realizar testes confirmatórios, como o de supressão da clo- 
nidina, de estimulação por glucagon ou a quantificação das catecola- 
minas fracionadas urinárias. A clonidina é um agonista o-adrenérgico 
de ação central, que inibe a liberação das catecolaminas a partir do 
sistema nervoso, mas não exerce efeito em sua liberação pelo tumor 
(Bravo, 1981). Nos indivíduos com feocromocitoma, a clonidina falha 
em suprimir adequadamente os níveis plasmáticos de NEp. O teste de 
supressão da clonidina é indicado somente quando a concentração de 
catecolaminas no plasma ultrapassa 1.000 pg/mL (5,9 nmol/L). Para 
aqueles cujos níveis plasmáticos de catecolaminas estão normais ou dis- 
cretamente aumentados, esse teste não é confiável (Taylor, 1986; Elliott, 
1988; Sjoberg, 1992). Eisenhofer et al. (2003) demonstraram que se os 
níveis plasmáticos de NMNs pré- e pós-clonidina forem quantificados, 
o grau de sensibilidade e especificidade desse teste aumenta, em especial 
nos casos em que a NEp sofre apenas elevações modestas. O teste de 
estimulação por glucagon pode provocar aumentos perigosos na pres- 
são sanguínea e raramente é utilizado. Deve ser realizado somente em 
pacientes cuja pressão sanguínea é bem controlada, mediante a presença 
de um médico até o final da execução do teste. Um aumento de mais de 
3 vezes dos níveis plasmáticos de NEp ou acima de 2.000 pg/mL é diag- 
nóstico de feocromocitoma (Tab. 24.19). O mecanismo de ação propos- 
to seria a estimulação dos receptores de adenilato ciclase sensíveis ao 
glucagon expressos nos tumores. 

A menos que haja uma história convincente ou o paciente seja clas- 
sificado em uma das categorias de distúrbios geneticamente herdados, 
com frequência, é desnecessário repetir os testes de pacientes com 
resultados discretamente positivos. 

A cromogranina A (CgA) é uma proteína armazenada e secretada 
com as catecolaminas a partir da medula da suprarrenal e do SNS. 
Embora seus níveis estejam elevados em mais de 80% dos casos de 
feocromocitomas, não é uma proteína específica para esse distúrbio 
e também pode ser secretada por outros tecidos cromafins (Hsiao, 
1991). A CgA inicialmente era considerada útil ao diagnóstico do 
feocromocitoma, pois as medicações que se costumava utilizar no 
tratamento da condição não exerciam impacto em sua secreção nem 
na quantificação. Apesar da sensibilidade relativamente alta (86%), 
sua especificidade diagnóstica é fraca. Essa falta de especificidade se 
deve, em grande parte, ao fato de os rins desempenharem um papel 
essencial na depuração da CgA a partir da circulação, de modo que 
até mesmo graus mínimos de comprometimento renal (p. ex., depu- 


Tabela 24,19 Testes farmacológicos para diagnóstico do feocromocitoma 


Teste de supressão com clonidina 

Indicações Pacientes com hipertensão e achados clínicos ou história 

familiar altamente sugestivos de feocromocitoma, cujos níveis de 

catecolaminas estejam elevados, mas não a ponto de confirmar o 

diagnóstico de feocromocitoma. 

Interpretação Normal: diminuição dos níveis de NEp a valores abaixo do normal 
ou declínio > 50% em relação ao basal. Redução dos níveis de 
normetanefrinas a valores abaixo do normal ou declínio de 40% 
em relação ao basal. 

Feocromocitoma: os níveis de NEp falham em cair a valores abaixo 
do normal ou o equivalente a 50% em relação ao basal. Os níveis 
de normetanefrinas falham em cair a valores abaixo do normal ou 
ao equivalente a 40% em relação ao basal. 


Teste de estimulação com glucagon 


Indicações | Quando os achados clínicos ou história familiar são altamente 
sugestivos de feocromocitoma, porém, a pressão sanguínea se 
mantém normal e as catecolaminas estão apenas modestamente 
elevadas. 

Interpretação Feocromocitoma: um aumento mínimo equivalente a três vezes 


a concentração plasmática de NEp, ou a elevação dos níveis a 
valores > 2.000 pg/mL. 
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ração de creatinina [CrC] < 80 mg/mL/min) podem acarretar aumen- 
tos significativos na concentração sérica dessa proteína (Bravo, 2003). 
Entre os pacientes hipertensos que apresentam depuração de creatini- 
na abaixo de 80 mL/min, a sensibilidade geral, especificidade, acurácia 
e valores preditivos positivo e negativo da CgA sérica caem para 85, 
50, 59, 38 e 90%, respectivamente. Todavia, ao ser combinada às ele- 
vadas concentrações plasmáticas de catecolaminas em pacientes com 
depuração de creatinina mínima de 80 mL/min, a especificidade diag- 
nóstica e os valores preditivos positivos melhoram, aumentando para 
98% e 97%, respectivamente (Canale, 1994). Seu principal uso se dá 
no monitoramento pós-operatório da recorrência dos tumores. 
Procedimentos do teste. Para coletas de urina de 24 horas, a creati- 
nina é quantificada para verificar a adequação da coleção. A fim de 
preservar a adequação da amostra, a urina deve ser coletada em um 
frasco contendo 25 mL de HCl 6 N. 

As catecolaminas plasmáticas são coletadas após o paciente jejuar 
de um dia a outro (a ingestão de água é permitida). Em um ambiente 
tranquilo, o paciente é colocado em posição inclinada e uma trava de 
heparina é inserida por via intravenosa. Decorridos 20 a 30 minutos, 
o sangue do paciente é coletado em um tubo pré-resfriado contendo 
EDTA (ácido etilenodiaminotetra-acético) e de tampa cor de lavanda. 
A amostra de sangue total deve ser mantida em água com gelo até o 
momento da centrifugação (de preferência, a 4°C). A separação do plas- 
ma deve ser realizada dentro de 2 horas após a realização da flebotomia. 
A amostra, em seguida, deve ser congelada imediatamente. 

Tanto as amostras de urina como de plasma devem ser analisadas 

por HPLC acoplada à espectrometria de massa em tandem, pois essa 
técnica elimina uma grande parte dos problemas causados por subs- 
tâncias interferentes ( Taylor, 2002). No caso dos metabólitos urinários, 
ao interpretar os resultados, é importante adotar faixas de referência 
apropriadas para a idade do paciente. Do mesmo modo, é importante 
atentar para o fato de que as faixas de referência não só podem variar 
amplamente de um laboratório para outro como também dentro do 
mesmo laboratório, à medida que metodologias mais novas vão subs- 
tituindo os ensaios menos sensíveis. 
Testes de acompanhamento adicionais. Uma vez confirmado o diag- 
nóstico bioquimicamente, o tumor deve ser localizado tanto por var- 
redura de TC como por análise de IRM das suprarrenais. Se os resul- 
tados obtidos forem negativos, o abdome, o tórax e a pelve devem ser 
analisados. A TC apresenta maior sensibilidade, enquanto a IRM é 
mais específica. A IRM é superior à TC na detecção de lesões extra- 
-suprarrenais e proporciona a vantagem de dispensar o uso de radia- 
ção ionizante e a necessidade de contraste iônico. 

Se um tumor não puder ser localizado por TC nem por IRM, ou se 
há suspeita de doença metastática, deve ser realizada uma varredura 
empregando meta-iodobenzil-guanidina (MIBG) marcada com 2H 
ou "I. À cintigrafia com octreotide (OctreoScan) e a tomografia com 
emissão de pósitron são técnicas reservadas para o caso de as anterio- 
res falharem. 

Após a ressecção bem-sucedida do tumor, o prognóstico em geral 
é excelente. Decorridas várias semanas da cirurgia, as MNs urinárias 
devem ser novamente testadas para garantir que a ressecção tenha 
sido total. Também devem ser quantificadas periodicamente, como 
marcadores iniciais de doenças recorrentes (Werbel, 1995). 

Eisenhoffer et al. (2003) propuseram um algoritmo para avaliação 
do feocromocitoma (Fig. 24.10). 


Neuroblastoma 


De modo semelhante ao feocromocitoma, o neuroblastoma tem 
origem na crista neural, surgindo junto às suprarrenais ou na cadeia 
simpática. É o segundo tumor sólido maligno mais comum na infân- 
cia, ocorrendo geralmente antes dos 3 anos de idade. Os sintomas estão 
primariamente relacionados à massa tumoral, em vez da hipertensão, 
que muitas vezes é branda ou está ausente. No momento do diagnós- 
tico, 70% dos casos apresentam metástases em regiões distantes. Cerca 
de 90% dos pacientes apresentam níveis urinários elevados de HVA no 
momento do diagnóstico, enquanto quase 75% dos pacientes apresen- 
ta níveis urinários elevados de VMA (Tuchman, 1985). Ambos os testes 
devem ser solicitados ao realizar a triagem para detecção da doença. Em 
crianças sadias, pelo menos até os 15 anos de idade, os níveis uriná- 
rios de VMA e MNs tendem a ser mais altos (por mg de creatinina) e 
mais variáveis do que nos adultos. As MNs urinárias também podem 


estar elevadas nos pacientes com neuroblastoma, porém não consti- 
tuem medida sensível de tumor residual. O HVA urinário também está 
aumentado na disautonomia familiar (síndrome de Riley-Day) e em 
alguns pacientes com feocromocitoma. 


Hormônios do córtex da suprarrenal 


O córtex da suprarrenal é composto por três zonas distintas: a mais 
externa é a zona glomerulosa, seguida pela zona fasciculada interme- 
diária que, por sua vez, circunda a zona reticular (a mais interna de 
todas). Em termos mais amplos, cada zona é responsável pela síntese 
e secreção de um conjunto único de hormônios: a zona glomerulosa 
está associada aos mineralocorticoides (aldosterona); a zona fascicu- 
lada é responsável pelos glicocorticoides (cortisol); e a zona reticular 
abrange os esteroides sexuais (DHEAS e andrógenos). Entretanto, sob 
certas condições patológicas e fisiológicas, tais distinções se tornam 
obscuras. 


Eixo mineralocorticoide 


A aldosterona é o mais importante dos mineralocorticoides. 
Promove reabsorção de sódio e água pelos rins para ajudar a manter a 
pressão sanguínea e a tonicidade. A enzima CYP11B2 (aldosterona sin- 
tase) é expressa de modo sítio-específico na zona glomerulosa. Como 
resultado, a sintese da aldosterona e seus metabólitos 18-hidroxilados 
intermediários é restrita à zona glomerulosa. As moléculas precurso- 
ras de aldosterona, 11-desoxicorticosterona (DOC) e 11-desoxicorti- 
sol, similarmente possuem atividade mineralocorticoide. Entretanto, 
diferente da aldosterona, esses precursores podem ser sintetizados na 
zona fasciculada, além da zona glomerulosa. Esse fato explica a hiper- 
tensão e os distúrbios eletrolíticos observados em algumas formas de 
hiperplasia suprarrenal congênita. Embora a aldosterona responda às 
alterações agudas envolvendo o ACTH, é controlada principalmente 
pelo sistema renina-angiotensina. 

A zona fasciculada, que corresponde a até 75% do córtex, é respon- 
sável pela síntese e secreção dos glicocorticoides e, em menor exten- 
são, dos andrógenos e estrógenos. Os glicocorticoides são compostos 
esteroides contendo 21 átomos de carbono e um grupo hidroxila no 
carbono 17, que confere o sinônimo 17-hidroxicorticosteroides. O 
cortisol é o glicocorticoide-chave, que regula sua própria secreção por 
retroalimentação negativa no eixo hipotálamo-hipófise-suprarrenal 
(HPA), inibe a liberação de ACTH a partir da hipófise e a do hormô- 
nio liberador de corticotropina (CRH, corticotropin-releasing hormo- 
ne) a partir do hipotálamo. Ambos, CRH e AVP (ADH), são produzi- 
dos pelos neurônios parvocelulares dos núcleos paraventriculares do 
hipotálamo. A secreção do ACTH é estimulada pelo CRH e, em grau 
bem menor, pela AVP. O ACTH, por sua vez, estimula a produção de 
cortisol pelas suprarrenais. O cortisol é necessário em momentos de 
estresse, para manutenção da pressão sanguínea, dos níveis de açúcar 
no sangue e para prevenir o choque. Embora o cortisol seja o glicocor- 
ticoide mais importante, a corticosterona — um hormônio da via dos 
mineralocorticoides — também possui atividade de glicocorticoide. 

Andrógenos e estrógenos são produzidos pela zona reticular. Os 
andrógenos são esteroides compostos por 18 átomos de carbono e 
contendo anéis À saturados, que contrastam com os estrógenos. Estes 
são esteroides constituídos por 17 átomos de carbono e contêm anéis 
A insaturados. 

A Tabela 24.20 resume as funções desses hormônios. 


Distúrbios congênitos das deficiências 
de enzimas corticais suprarrenais 

Os hormônios do córtex da suprarrenal são derivados esteroides, sin- 
tetizados a partir do colesterol LDL. A LDL é distribuída às suprarrenais 
e captada pelos receptores de LDL. A proteína regulatória aguda de este- 
roides (StAR, steroid acute regulatory protein), em seguida, a transporta 
através da membrana mitocondrial, onde tem início sua jornada pela 
via esteroidogênica (Fig. 24.11). As enzimas que catalisam essas reações 
sintéticas estão classificadas em quatro tipos gerais: hidroxilases, desi- 
drogenases, desmolases e isomerases. Como a maioria dos erros inatos 
do metabolismo que afetam a síntese dos hormônios esteroides no cór- 
tex suprarrenal envolve deficiências de hidrolases, estas constituem o 
grupo de enzimas de maior importância clínica. 


Suspeita clínica de feocromocitoma 


Quantificação de normetanefrina e metanefrina no plasma 








Níveis normais de ambos os 
metabólitos (normetanefrina 
< 112 ng/L; metanefrina < 61 ng/L) 


TUMOR ALTAMENTE IMPROVÁVEL 


Elevação discreta a moderada 
Normetanefrina > 112 ng/L e < 400 ng/L 
Metanefrina > 61 ng/L e < 236 ng/L 


TUMOR POSSÍVEL | 


metabólitos 
Considerar a 








Suspender medicações ou outras 
causas de resultados falso-positivos 


Testes bioquímicos de acompanhamento: 


repetir a avaliação de metanefrinas fracionadas em amostras de plasma/urina 
testes adicionais de avaliação das catecolaminas plasmáticas 


Os níveis de metanefrinas continuam elevados à repetição do teste 


TUMOR AINDA POSSÍVEL 


extensão do aumento 


TUMOR ALTAMENTE PROVÁVEL 





Figura 24.10 Algoritmo para avaliação do 
feocromocitoma. MIBG = '*'|-metaiodoben- 
zilguanidinina. (Redesenhado a partir de Eisenhofer, 
G; Goldstein, DS; Walther, MM et al: Biochemical 
diagnosis of pheochromocytoma: How to distinguish 
true- from false-positive test results. J Clin Endocrinol 
Metab 2003; 88(6):2656-2666, com permissao.) 







Aumento dos niveis de 
um ou ambos os 


Aumento significativo 
Normetanefrina > 400 ng/L 
Metanefrina > 236 ng/L 











Os niveis de metanefrinas estao 
normais à repetição do teste 


TUMOR IMPROVÁVEL 





Teste de supressão com clonidina 


Supressão da normetanefrina 


TUMOR IMPROVÁVEL 


normetanefrina 


Repetir o teste posteriormente, 
caso a suspeita clinica persista 


Foram descritos ao menos oito defeitos metabólicos diferentes envol- 
vendo a síntese de cortisol e aldosterona, cada um deles caracterizado 
pela deficiência de uma enzima específica da suprarrenal. À vasta maioria 
dessas deficiências enzimáticas é herdada como traço autossômico reces- 
sivo, com graus variáveis de penetrância. Os defeitos enzimáticos que 
afetam unicamente a biossintese do cortisol são agrupados sob a deno- 
minação de hiperplasia suprarrenal congênita (HSC). As cinco enzimas 
afetadas são: P450scc (defeito na StAR), 3B-hidroxiesteroide desidroge- 


Alta proporção metanefrinas/ 
catecolaminas no plasma 


| TUMOR ALTAMENTE PROVÁVEL 





Ausência de supressão de 


TUMOR ALTAMENTE PROVÁVEL 


LOCALIZAR O TUMOR 
(TC, IRM, MIBG) 


nase, 21-hidroxilase, 11-hidroxilase e 17-hidroxilase. A síntese e secreção 
de CRH e ACTH normalmente são controladas pelo cortisol por meio 
de um mecanismo de retroalimentação negativa. Na HSC, os defeitos 
que afetam as enzimas necessárias à produção de cortisol causam def- 
ciência desse hormônio. A deficiência de cortisol resulta na eliminação 
da inibição exercida pela retroalimentação negativa sobre a produção de 
CRH e ACTH. Em consequência, os níveis de CRH e ACTH aumentam, 
induzindo hiperplasia suprarrenal e forçando a esteroidogênese adiante, 
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Tabela 24.20 Efeitos fisiológicos dos esteroides 


Hormônio representativo Efeitos biológicos 


Aumento do catabolismo de proteínas 
Gliconeogênese 
Aumento da concentração de glicose no 
sangue 
Diminuição da tolerância à glicose 
Aumento do glicogênio hepático 
Aumento da glicogendlise hepatica 
Diminuição da captação periférica e 
utilização da glicose 
Diminuição da síntese de mucopolissacarídeos 
sulfatados ácidos 
Síntese e redistribuição de gorduras 
Efeitos ao nível celular e tecidual 
Anti-inflamatórios 
Dissolução do tecido linfoide 
Linfopenia 
Eosinopenia 
Eritropoiese aumentada 
Alteração da permeabilidade celular, em 
especial diminuição da permeabilidade da 
membrana à água 
Aumento da secreção gástrica (HCI e pepsina) 
Regulação eletrolítica 
Retenção de sódio (Na”) 
Excreção de potássio (K*) 
Retenção de água e expansão do volume 
de líquidos extracelulares 
Aumento da pressão sanguínea 


Cortisol (representando 
nitrogenadas 
glicocorticoides) 


Aldosterona (representando 
mineralocorticoides) 


Andrógenos (representando 
hormônios sexuais) 


Anabolismo de proteínas nitrogenadas 
Crescimento e maturação — óssea e muscular 
Pelos corporais (pubianos e axilares) 


enquanto o organismo tenta compensar e normalizar a produção de cor- 
tisol. Esse cenário não só resulta em acúmulo dos precursores hormonais 
diretamente precedentes ao defeito enzimático, como também causa um 
desvio massivo desses precursores para as etapas ainda funcionais da via 
metabólica. As manifestações clínicas da HSC são heterogêneas, depen- 
dendo do grau de severidade e da localização dos defeitos enzimáticos, 


de quais hormônios estão deficientes e quais estão sendo produzidos em 
excesso. Os sintomas vão desde choque, perda de sal e desenvolvimen- 
to sexual anômalo na infância até hirsutismo e infertilidade no adulto. 
Em alguns casos, como nas deficiências enzimáticas parciais da síntese 
de cortisol, é possível haver uma síntese hormonal quase adequada, se a 
hipersecreção de ACTH for capaz de estimular a hiperplasia suprarrenal 
a compensar a deficiência. As manifestações clínicas de várias deficiên- 
cias de enzimas corticais suprarrenais e seus respectivos achados labora- 
toriais estão resumidos na Tabela 24.21. 

O diagnóstico é estabelecido por meio da quantificação dos níveis 
séricos de vários hormônios e pela avaliação de quais esteroides estão 
sendo produzidos em excesso, e quais estão deficientes, bem como 
calculando a proporção precursor/produto e comparando esses resul- 
tados com dados normativos emparelhados conforme a idade e o 
gênero. Como os níveis de hormônios distais ao bloqueio (hormônio- 
-produto) podem estar elevados em consequência da conversão peri- 
férica de hormônios precursores, cujos níveis estão acentuadamente 
aumentados, o uso de proporções precursor/produto é importante 
para evitar erros de diagnóstico decorrentes da elevação enganosa dos 
níveis de hormônios-produto (Levine, 2002). Se os níveis hormonais 
retornarem como limítrofes, porém, a suspeita clínica de HSC ainda 
for alta, é preciso repetir a quantificação dos níveis de esteroides 60 
minutos após a administração endovenosa de 0,25 mg de ACTH. O 
ACTH impulsiona a esteroidogênese adiante, acentuando o bloqueio. 
Havendo uma pró-banda, o diagnóstico pode ser mais acuradamente 
determinado por genotipagem. 

A HSC é classificada de acordo com o grau de severidade da doença 
nas formas clássica (neonatal, severa) e não clássica (de início tardio, 
criptogênica). A forma clássica é subdividida nas variantes perdedora 
de sal e não perdedora de sal (virilizante simples). 


Deficiência de 21-hidroxilase 

A enzima 21-hidroxilase (também referida como CYP21, CYP21A2, 
P450.,,) está localizada junto ao retículo endoplasmático mitocon- 
drial. Sua deficiência é a causa mais comum de HSC, sendo observada 
em cerca de 95% dos casos. À triagem de recém-nascidos utilizando 
sangue capilar obtido do calcanhar em discos de papel de filtro tem 
identificado esse distúrbio em cerca de 1 a cada 14 mil indivíduos 
na América do Norte, e em 1 a cada 300 esquimós Yupik, no Alasca 
(Pang, 1988, 1982). A forma clássica é detectada em aproximadamente 
1 a cada 16 mil bebês nascidos vivos, enquanto a forma não clássica 
é vista em cerca de 0,2% da população branca em geral, podendo ser 
encontrada em 1 a 2% da população descendente de judeus oriundos 
do leste europeu (Therrell, 2001; Speiser, 1985). 


Tabela 24.21 Hiperplasia suprarrenal congênita: características clínicas e bioquímicas 


Característica Deficiência de Deficiência de Deficiência de Deficiência de Hiperplasia Deficiência de 
21-hidroxilase 11B-hidroxilase 17B-hidroxilase 3B-hidroxiesteroide | lipoide aldosterona sintase 
Gene defeituoso CYP21 CYP11B1 CYP17 HSD3B2 StAR CYP11B2 
Incidéncia 1: 15.000 1: 100.000 Rara Rara Rara Rara 
Genitalia ambigua + (feminina) + (feminina) + (masculina) + (masculina) + (masculina) Normal 
ausência de suave no sexo ausência de 
puberdade (feminina) feminino puberdade (feminina) 
Insuficiência + Rara Não “ ++ Apenas perda de sal 
suprarrenal aguda 
Achados laboratoriais 117-OHPe f DOC e T níveis séricos T níveis séricos de Diminuição de todos 7 níveis séricos de B, 
pregnanetriol 11-desoxicortisol de DOC, 170H-pregnenolona, os esteroides no soro 11-DOCe18-OHB 
no plasma no soro 18-0H DOC, pregnenolona e DHEA eno plasma 
Acentuado Tde 1 17-OHCS e 18-OHB e B T 17-KS na urina 
pregnanetriol e 17-KS na urina T A5/A4 esteroides 
17-KS na urina no soro € na urina 
Glicocorticoides J + y 4 $ Normal 
Mineralocorticoides J T É 4 4 4 
Andrógenos 7 1) 4 4 masculino, T feminino J Normal 


B = corticosterona; 18-OHB = 18-hidroxicorticosterona; DOC = 11-desoxicorticosterona; 17-KS = 17-cetosteroides; 17-OHP = 17a-hidroxiprogesterona; 17-OHCS = 


17-hidroxicorticosteroides; DHEA = desidroepiandrosterona. 


De Stewart PM: The suprarrenal cortex. In Larsen PR, Kronenberg HM, Melmed S, Polonsky KS (eds.): Williams Textbook of Endocrinology, 10th ed. Philadelphia, Saunders, 2003, p. 533. 
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Figura 24.11 Vias esteroidogénicas do córtex suprarrenal. Os esteroides suprarrenais são classificados em mineralocorticoides, glicocorticoides ou andrógenos, de acordo 
com o tipo de atividade. StAR = proteína reguladora de esteroide aguda; ACTH = adenocorticotropina; A’diona = androstenediona; DHEA = desidroepiandrosterona; DOC = 
desoxicorticosterona. As estruturas químicas desses esteroides são mostradas na Figura 25.1, no próximo capítulo. 


A 21-OH catalisa a conversão da 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) 
em 11-desoxicortisol (composto $), e da progesterona em 11-DOC. 
Portanto, sua deficiência acarreta a elevação dos níveis dos precurso- 
res esteroides 17-OHP e pregnanetriol na urina, e de 17-OHP no soro. 
Esses precursores são desviados pela via metabólica adiante e causam 
produção excessiva de androstenediona e testosterona (Fig. 24.12). A 
apresentação clínica muitas vezes está correlacionada ao grau de seve- 
ridade da disfunção enzimática. A variedade clássica se manifesta na 
fase de recém-nascido ou no início da infância, como insuficiência 
suprarrenal e virilização, com ou sem perda de sal. A forma não clás- 
sica se manifesta no final da infância, como adrenarca precoce, ou na 
fase de adulto-jovem, como hirsutismo, amenorreia e infertilidade. Nas 
mulheres, as manifestações são bastante similares aquelas da doença dos 
ovários policísticos. Os homens podem desenvolver puberdade precoce, 
remanescentes da suprarrenal nos testículos e infertilidade. 

Há uma íntima relação funcional entre o córtex e a medula das suprar- 
renais. Foram descritos casos de displasia medular e hipossecreção de 
catecolaminas na deficiência clássica de 21-OH. Em um estudo realiza- 
do com 38 crianças que apresentavam a forma clássica (CYP21A2) da 
doença, constatou-se que os níveis plasmáticos de Ep e MN, e os níveis 


urinários de Ep eram de 40 a 80% mais baixos nos indivíduos afetados, 
em comparação aos indivíduos normais (Merke, 2000). Em um outro 
estudo, aqueles com doença clássica (CYP21A2) apresentaram uma sig- 
nificativa redução da resposta de catecolaminas ao exercício que não foi 
afetada pela administração de doses de carga de glicocorticoides (Weise, 
2004). Foi sugerido que o grau de comprometimento medular pode ser 
um biomarcador da severidade da HSC (Merke, 2002). 

Diagnóstico. O diagnóstico pré-natal é importante porque o trata- 
mento supressor com esteroides pode anular o desenvolvimento da 
virilização do feto de gênero feminino. O diagnóstico pode ser esta- 
belecido por meio da quantificação dos níveis de 17-OHP no líquido 
amniótico ou por genotipagem de células obtidas por amostragem 
das vilosidades coriônicas. Os genes responsáveis pela deficiência de 
21-OH — CYP21 (CYP21A2) e CYP21P (CYP21A) — estão localiza- 
dos no cromossomo 6. Entre esses dois genes homólogos, apenas o 
CYP21 é ativo, sendo que mutações deletérias em CYP21P interferem 
na expressão genética normal. Essas mutações podem ser identificadas 
por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR, polimerase chain 
reaction) e por Southern blotting utilizando amostras de vilosidades 
coriônicas (New, 1995; White, 1994a). 
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A triagem neonatal — atualmente obrigatória em muitos estados 
americanos — consiste na quantificação de 17-OHP ou na genoti- 
pagem de sangue obtido com uma picada no calcanhar e coleta em 
papel de filtro. Além de a genotipagem ser o teste mais definitivo para 
o diagnóstico de HSC, o fato de o genótipo apresentar uma boa corre- 
lação com o grau de severidade da doença significa que também pode 
ser utilizado como ferramenta prognóstica (Nordenstrom, 1999). 

Em recém-nascidos com perda de sal, os níveis de 17-OHP não esti- 
mulados são tipicamente > 8.000 ng/dL, sendo que aumentam para 
100.000 ng/dL (3.000 nmol/L) após a administração de ACTH. Na 
variante virilizante simples, os níveis variam de 10.000 a 30.000 ng/dL 
(300 a 1.000 nmol/L). Indivíduos com doença não clássica tipicamen- 
te apresentam níveis de 17-OHP que variam de 1.500 a 10.000 ng/dL 
(50 a 300 nmol/L) (New, 1983). É interessante observar que os níveis 
hormonais determinados ao acaso podem se mostrar normais em 
indivíduos com a forma não clássica da doença. Portanto, é importan- 
te que o teste seja realizado de manhã cedo. Se os resultados obtidos 
forem equivocados, o diagnóstico pode ser confirmado por meio da 
comparação dos níveis séricos de 17-OHP antes e 60 minutos após 
a administração de 0,25 mg de ACTH (Cortrosyn). Esse hormônio 
ajuda a estimular a esteroidogênese e serve para aumentar dramatica- 
mente o estreitamento no sítio de bloqueio enzimático, resultando em 
um dramático aumento dos precursores — nesse caso, 17-OHP. Valores 
de 17-OHP pós-ACTH abaixo de 330 ng/dL são considerados nor- 
mais; valores entre 330 e 1.000 ng/dL indicam portadores heterozi- 
gotos e níveis > 2.000 ng/dL são diagnósticos da forma não clássica da 
HSC. Caso haja uma pró-banda disponível, o método de genotipagem 
é superior a esses testes bioquímicos antigos em termos de identifica- 
ção de indivíduos heterozigotos (Honour, 1993). 

A meta da terapia de reposição com glicocorticoides e mineralocorti- 
coides para crianças consiste em fazer o paciente atingir níveis normais de 
crescimento, peso e desenvolvimento puberal, bem como otimizar a altura 
final na fase adulta. Por outro lado, os objetivos mais importantes do tra- 
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Figura 24.12 Esteroidogénese defeituosa decorrente 

da deficiência de 21-hidroxilase. O aumento relativo 

da concentração de hormônios proximal ao bloqueio é 
representado em cor mais intensa. Quanto mais grave 

é o defeito enzimático, maior é a concentração de 
hormônios precursores. DHEA = desidroepiandrosterona; 
DOC = desoxicorticosterona; P450.,-- = enzima de 
clivagem da cadeia lateral dependente do citocromo 
P450. 






tamento para indivíduos adultos são a redução dos sinais de virilização e 
a retomada da fertilidade. O objetivo da reposição de mineralocorticoides 
é normalizar a atividade da renina plasmática. Já a reposição de glicocor- 
ticoides tem como finalidade manter os níveis de 17-OHP parcialmente 
suprimidos, em torno de 100 a 1.000 ng/dL (3 a 30 nmol/L), e os níveis de 
ACTH abaixo de 100 ng/L, visando a prevenir desvios na direção da síntese 
de testosterona e normalizar os níveis de androstenediona e testosterona. 
Devem ser evitadas tentativas de normalizar os níveis de 17-OHP, pois essa 
ação requer níveis suprafisiológicos de glicocorticoides e pode levar à sin- 
drome de Cushing (Speiser, 2003). 


Deficiência de 11B-hidroxilase (11-OH) 

Trata-se da segunda deficiência enzimática mais comum do córtex 
suprarrenal, que corresponde a cerca de 7% de todos os casos de HSC. 
Um defeito na enzima 11-OH bloqueia a conversão final do 11-deso- 
xicortisol em cortisol e da DOC em corticosterona. Assim como na 
deficiência da 21-OH, ocorre um aumento compensatório da secreção 
de ACTH que causa hiperplasia suprarrenal e desvio em massa de pre- 
cursores esteroides para a síntese de testosterona, resultando no apa- 
recimento de sinais de virilização. Esse bloqueio também resulta no 
acúmulo de DOC. A atividade mineralocorticoide da DOC conduz ao 
desenvolvimento de hipertensão e hipocalemia, de modo semelhante 
ao que se observa no hiperaldosteronismo (Fig. 24.13). 

A deficiência de 11-OH é um distúrbio autossômico recessivo cau- 
sado por mutações nos genes CYP11B1 e CYP11B2, localizados no 
cromossomo 8q21-q22 (White, 1994b). Em neonatos, o diagnóstico 
é estabelecido pela presença de níveis elevados de 11-desoxicorti- 
sol, tanto basais como estimulados por ACTH. Esses bebês também 
apresentarão concentrações elevadas de tetra-hidro-11-desoxicorti- 
sol (THS) na urina. Durante a infância e na fase de adulto-jovem, o 
diagnóstico da deficiência de 11-OH é dado pela presença de níveis 
séricos elevados de 11-desoxicortisol no início da manhã e também 
estimulados por ACTH, que atinjam valores equivalentes a três vezes 
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o limite superior normal correspondente à faixa etária do paciente. 
Os níveis de DOC e andrógenos da suprarrenal (androstenediona, 
desidroepiandrosterona e sulfato de desidroepiandrosterona) também 
estão aumentados. A atividade da renina plasmática e a aldosterona 
muitas vezes encontram-se suprimidas em decorrência das elevações 
da DOC, que causam retenção de sais e água. Diferentemente dos 
indivíduos heterozigotos com deficiência de 21-OH, aqueles que são 
deficientes de 11-OH com frequência falham em mostrar aumento 
dos níveis de precursores após a estimulação com ACTH (Pang, 1980). 
Entretanto, uma resposta exuberante foi observada em indivíduos 
com hirsutismo (Gabrilove, 1965). 

O diagnóstico pré-natal da deficiência de 11-OH é estabelecido com 
base na quantificação dos níveis de THS na urina materna ou no liqui- 
do amniótico. Os níveis dessa substância começam a cair no primeiro 
trimestre de gestação. Além do THS, também há aumento dos níveis 
de 11-desoxicortisol e da proporção THS/(tetra-hidrocortisol + tetra- 
hidrocortisona) (Rosler, 1988). 

O tratamento consiste na reposição de glicocorticoides, com conse- 
quente normalização da DOC e da atividade da renina plasmática. 


Deficiência de 3B-hidroxiesteroide 
desidrogenase (3B-HSD) 

A 3B-hidroxiesteroide desidrogenase (3B-HSD), que catalisa a 
segunda etapa enzimática da esteroidogénese, é codificada por dois 
genes: HSD3BI e HSD3BII. O HSD3BI é expresso nas suprarrenais 
e gônadas, enquanto o HSD3BI é expresso na placenta, pele e outros 
tecidos periféricos, e usualmente permanece intacto na HSC. Um 
defeito afetando 3B-HSD leva ao bloqueio da conversão de A-5 este- 
roides (pregnenolona, 17-OH pregnenolona e di-hidroepiandroste- 
rona) em A-4 esteroides (progesterona, 17-OHP, androstenediona), 
resultando no aumento dos níveis circulantes de A-5 esteoroides (Fig. 
24.14). Entretanto, como HSD3BI usualmente se mantém intacto, os 
níveis de A-4 esteroides podem estar normais ou mesmo aumentados. 


Figura 24,13 Esteroidogênese defeituosa decorrente 
da deficiência de 11 B-hidroxilase. O aumento relativo 
da concentração de hormônios proximal ao bloqueio é 
representado em cor mais intensa. Quanto mais grave 
é o defeito enzimático, maior é a concentração de 
hormônios precursores. Os níveis elevados de 
11-desoxicorticosterona (DOC) gerados pelo 

bloqueio produzem um estado de excesso de 
mineralocorticoides. DHEA = desidroepiandrosterona; 
DOC = desoxicorticosterona; P450.-;- = enzima de 
clivagem da cadeia lateral dependente do citocromo 
P450. 


Pacientes com a forma clássica da doença apresentam manifestações de 
deficiência de glicocorticoides, com ou sem perda de sais. Homens afe- 
tados exibem masculinização incompleta, enquanto as mulheres afetadas 
podem ser tanto normais como ter genitália ambígua. Foi descrita uma 
variante de início tardio que está associada a características típicas de 
PCOS, tais como hirsutismo, oligomenorreia e infertilidade (Pang, 1985). 

Os critérios anteriores para o diagnóstico da deficiência de 3B-HSD 
examinavam as proporções entre A-4 basal e A-4 estimulado por 
ACTH versus A-5 esteroides, 17-OH-pregnenolona (17-OHP) versus 
cortisol, bem como os níveis de pregnenolona, 17-OH-pregnenolona 
e desidroepiandrosterona na urina e no sangue. O padrão para o diag- 
nóstico desse distúrbio foi revisto recentemente, a fim de que fosse 
alcançada uma correlação mais próxima com os estudos genotípicos. 
Os níveis de A-5-17P estimulados pelo ACTH e a proporção A-5-17P/ 
cortisol mostraram-se os melhores índices de diagnóstico definitivo 
da deficiência de 38-HSD (Lutfallah, 2002). A aplicabilidade desses 
novos critérios aos pacientes com a variante não clássica da doença 
ainda é objeto de discussão. 

O tratamento consiste na administração de glicocorticoides e mine- 
ralocorticoides, bem como de esteroides sexuais, em conformidade 
com um crescimento e desenvolvimento normais. 


Deficiência de 17-hidroxilase 

A 17-hidroxilase (CYP17, P450.,,) é expressa tanto nas suprarrenais 
como nas gônadas e codifica duas enzimas: 17a-hidroxilase e 17,20- 
liase. A 170t-hidroxilase catalisa a conversão da pregnenolona e da pro- 
gesterona em seus respectivos derivados 17-OH. A 17,20-liase converte 
a 17-OH pregnenolona em DHEA, e a 17-OH progesterona em andros- 
tenediona. A deficiência de CYP17 bloqueia a conversão da pregneno- 
lona e da progesterona em derivados 17-OH, provocando um desvio da 
síntese de testosterona e cortisol na direção da aldosterona (Fig. 24.15). 
Sendo assim, esses pacientes desenvolvem hipertensão e alcalose hipo- 
calêmica em associação a uma masculinização incompleta (no homem) 
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e a diminuição dos níveis de testosterona e cortisol. A deficiência de 
17-OH é diagnosticada por meio da demonstração de níveis altos de 
DOC, pregnenolona e progesterona, acompanhados da diminuição da 
concentração urinária de 17-cetoesteroides e 17-hidroxicorticosteroi- 
des. O gene associado a essa condição (CYP17) foi localizado no cro- 
mossomo 10q e é o mesmo gene da 17,20-desmolase (Kater, 1994). 


Hiperplasia suprarrenal congênita lipoide 

A hiperplasia suprarrenal congênita lipoide (HSC lipoide) é a forma 
mais severa da HSC, em que há comprometimento marcante da síntese 
de todos os esteroides gonadais e suprarrenais. A HSC lipoide pode ser 
causada por um defeito afetando a StAR ou a P450sce (Fujieda, 2003). 
A StAR, cujo gene localiza-se no cromossomo 8p11, controla a etapa 
limitante do processo na esteroidogênese, sendo responsável pelo desvio 
do colesterol a partir da membrana mitocondrial externa para a inter- 
na. À 20,22-desmolase (CYP11A1, P450;cc [sce = side chain cleavage ou 
clivagem da cadeia lateral |) converte o colesterol em pregnenolona (Fig. 
24.16). Em termos patológicos, o córtex suprarrenal exibe um grande 
acúmulo de colesterol e outros lipídeos. Essa característica primária 
possibilita a distinção em relação à hipoplasia suprarrenal congênita. 

A manifestação desse distúrbio extremamente raro é a mesma da insu- 
ficiência suprarrenal severa, com hipotensão, perda de sais e feminilização 
da genitália externa nos homens. Ocasionalmente, as mulheres podem 
não apresentar o distúrbio antes do início da puberdade. O diagnóstico é 
estabelecido pela detecção de concentrações extremamente baixas de cor- 
tisol e aldosterona, elevação do ACTH e atividade da renina plasmática. 


Deficiência da aldosterona sintetase (CYP11B2) 

A aldosterona sintetase (CYP11B2) atua na etapa final da via de síntese 
de esteroides, conduzindo à produção de aldosterona. Estimula um pro- 
cesso de etapas múltiplas: a 11-hidroxilação da DOC em corticosterona, 
a 18-hidroxilação da corticosterona em 18-hidroxicorticosterona e, por 
fim, a 18-desidrogenação à aldosterona. A deficiência isolada da enzima 
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Figura 24.14 Esteroidogênese defeituosa 

decorrente da deficiência de 3-hidroxiesteroide 
desidrogenase. O aumento relativo da concentração 
de hormônios proximal ao bloqueio é representado 
em cor mais intensa. Quanto mais grave é o defeito 
enzimático, maior é a concentração de hormônios 
precursores. Os níveis de 17a-hidroxiprogesterona 
podem estar aumentados em razão da conversão 
periférica da 17a-hidroxipregnenolona. 

DHEA = desidroepiandrosterona; DOC = 
11-desoxicorticosterona; P450.-- = enzima de 
clivagem da cadeia lateral dependente do citocromo 
P450. 
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leva à perda de sais, hipercalemia e acidose metabólica. Essa condição 
pode ser diagnosticada pela demonstração da presença da metabóli- 
tos da corticosterona e 11-desoxicorticosterona na urina, elevação dos 
níveis séricos de DOC e deficiência de corticosterona, 18-hidroxicorti- 
costerona ou aldosterona no soro. 


Cortisol e glicocorticoides 


O córtex suprarrenal secreta cortisol em resposta ao ACTH, ritmo 
diurno e estresse. O ACTH, sintetizado na adeno-hipófise, é formado 
a partir da clivagem de uma molécula precursora bem maior: a pró- 
-opiomelanocortina (POMC). Além da produção de ACTH, a cliva- 
gem da POMC resulta na liberação de B-lipotropina (B-LPH) que, por 
sua vez, é clivada para render y-LPH e B-endorfina. Na sequência do 
ACTH, estão a a-MSH e a proteína do lobo intermediário cortico- 
tropina-símile (CLIP, corticotropin-like intermediate lobe protein). As 
endorfinas, que atuam nos neurônios cerebrais, compreendem um 
sistema peptidérgico distinto associado à percepção da dor. Embora a 
B-endorfina seja secretada em paralelo ao ACTH, a importância desse 
fenômeno permanece desconhecida. 

O ACTH é constituído por 39 resíduos de aminoácidos, sendo que 
os resíduos 1 a 24 situados na região aminoterminal possuem toda a 
atividade hormonal. Ocasionalmente, a POMC é processada de modo 
incompleto e, em consequência, há formação de outras formas de 
ACTH que costumam exibir baixa atividade biológica, ainda que pos- 
sam reter a imunorreatividade. Essas formas podem ser predominan- 
tes em condições malignas, tais como produção ectópica a partir de 
câncer de pulmão primário ou metastático, e em alguns pacientes com 
síndrome de Nelson, um distúrbio caracterizado pela ocorrência de 
tumor hipofisário e hiperpigmentação cutânea subsequente à suprar- 
renalectomia bilateral. Defeitos que afetem as enzimas de clivagem da 
POMC também podem ser responsáveis pela manifestação de formas 
raras de deficiência de ACTH isoladas (Nussey, 1993). 
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O ACTH é secretado em resposta a vários fatores, dos quais o CRH 
e a AVP são os mais importantes. Entre outros grupos descritos como 
estimuladores da secreção de ACTH, estão o fator natriurético atrial 
(ANF, atrial natriuretic factor), angiotensina II, IL-6, IL-1 e TNF-o 
(Rivier, 1983; Chrousos, 1998). 

O CRH, além de exibir um padrão circadiano de liberação, também 
é secretado em resposta a estímulos fisiológicos, tais como estresse e 
hipoglicemia. Formas sintéticas de CRH são utilizadas para testar as 
reservas de ACTH da adeno-hipófise por meio da comparação dos 
níveis de ACTH ou cortisol antes e uma hora depois da estimulação 
por CRH (Grodum, 1993). Esse teste é útil para distinguir lesões afe- 
tando o hipotálamo, hipófise e glândulas suprarrenais (Fukata, 1993). 
Quando uma lesão ocorre no hipotálamo, após certo atraso, os níveis 
de ACTH aumentam em seguida à administração de CRH. Se a lesão 
ocorre ao nível da hipófise, não há nenhuma resposta significativa de 
ACTH. Diante de uma insuficiência suprarrenal primária, a adminis- 
tração de CRH provoca um novo aumento dos níveis já elevados de 
ACTH, contudo, os níveis de cortisol sofrem uma pequena elevação ou 
não são afetados. 

O eixo HPA é constituído por várias alças de retroalimentação que 
controlam a síntese e secreção do cortisol. Quando os níveis plasmáti- 
cos de cortisol aumentam, há supressão da liberação de ACTH, CRH 
e AVP que, por sua vez, leva à diminuição dos níveis de cortisol. Ao 
contrário, quando os níveis séricos de cortisol atingem o nadir, a hipó- 
fise responde aumentando a produção do ACTH, com consequente 
estimulação da formação de cortisol. Por meio desse mecanismo, o 
ACTH e o cortisol controlam a concentração um do outro, manten- 
do-as junto a um limite bem estreito, de tal modo que uma pequena 
alteração na concentração de um resulta na alteração concomitante da 
concentração do outro. Quando a suprarrenal é incapaz de responder 
ao ACTH em razão de um dano ou doença, os níveis de cortisol abai- 
xam e os de ACTH aumentam. Nas condições em que há destruição 









Figura 24.15 Esteroidogênese defeituosa decorrente 
da deficiência de 17B-hidroxilase. O aumento 
relativo da concentração de hormônios proximal 

ao bloqueio é representado em cor mais intensa. 
Quanto mais grave é o defeito enzimático, maior é a 
concentração de hormônios precursores. Os níveis 
elevados de 11-desoxicorticosterona (DOC) e de 
corticosterona gerados pelo bloqueio produzem um 
estado de excesso de mineralocorticoides. DHEA 

= desidroepiandrosterona; P450,cc = enzima de 
clivagem da cadeia lateral dependente do citocromo 
P450. 
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da hipófise, o ACTH deixa de ser formado e os níveis de cortisol, em 
consequência, diminuem. O dano ao hipotálamo também está asso- 
ciado a níveis baixos de ACTH e cortisol. O teste com CRH permi- 
te distinguir essas duas condições. Se o eixo HPA for interrompido 
pela administração de altas doses de glicocorticoides exógenos, estes 
exercerão um efeito inibitório sobre o hipotálamo e a hipófise, supri- 
mindo a secreção de CRH e ACTH. Se essa supressão se estender por 
um período de semanas, a hipófise pode se tornar persistentemente 
suprimida e acarretar a atrofia das suprarrenais. Como resultado, o 
eixo HPA se torna incapaz de secretar cortisol diante de situações de 
estresse. 

A segunda influência atuante sobre os níveis de cortisol é o padrão 
diurno, que se deve ao padrão circadiano de secreção do ACTH. Entre 
as 4h eas 8 h, observam-se aumentos significativos da secreção, segui- 
dos da queda dos níveis de ACTH pelo resto do dia. Em indivíduos 
com ciclo de dormir-despertar normal, as menores concentrações de 
ACTH ocorrem logo após a meia-noite. Mudanças repentinas nos 
padrões de dormir-despertar produzem pouco efeito sobre o padrão 
diurno, no entanto mudanças permanentes nos hábitos de sono diá- 
rios resultam em modificação gradual dos padrões secretórios diur- 
nos. Sobreposto à periodicidade circadiana, há um ritmo ultradiano 
de 10 a 18 explosões secretórias/24 horas (Horrocks, 1990). 

A terceira influência mais importante sobre a secreção de cortisol é 
o estresse. Estímulos como trauma cirúrgico, pirógenos, hipoglicemia e 
hemorragia podem acarretar um aumento agudo da secreção de ACTH 
e cortisol. Essa resposta ao estresse pode estar ausente ou exibir menor 
magnitude em pacientes que receberam altas doses de esteroides duran- 
te certo tempo. A iniciação da resposta a qualquer estresse depende da 
integridade do sistema nervoso. Exemplificando, traumas normalmen- 
te resultam em liberação aguda de ACTH e cortisol. Entretanto, em 
pacientes com transecção da medula espinal — que interrompe a trans- 
missão normal dos estímulos neurológicos —, a aplicação do mesmo 
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Figura 24.16 Esteroidogênese defeituosa na 
hiperplasia suprarrenal lipoide congênita 

decorrente de defeito envolvendo tanto a proteína 
esteroidogênica regulatória aguda (StAR) como a 
enzima de clivagem da cadeia lateral dependente 
do citocromo P450 (P450scc). O aumento relativo 
da concentração de hormônios proximal ao 
bloqueio é representado em cor mais intensa. Nesse 
distúrbio, a síntese de todas as classes de esteroides é 
e defeituosa. DHEA = desidroepiandrosterona; DOC = 
DHEA 3 11-desoxicorticosterona. 
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trauma em um membro não desencadeará nenhuma resposta de ACTH 
ou cortisol. Evidências indicam que a resposta de cortisol ao estresse é 
mediada pela chegada de estímulos excitatórios e inibitórios que se inte- 
gram ao nível do hipotálamo e modulam a secreção de CRH. Os níveis 
de cortisol também aumentam após as refeições, em especial as ricas em 
proteínas, e nos estados de depressão (Linkowski, 1987). 

A maioria dos distúrbios pode ser classificada de acordo com os 
padrões de resposta de três hormônios à supressão e à estimulação: 
ACTH, cortisol plasmático e cortisol livre urinário (Snow, 1992). 


Quantificação laboratorial do ACTH 


O ACTH plasmático é quantificado tanto por RIA de dois sítios como 
por ensaio de imunoquimioluminescência (ICMA). Para prevenir a 
degradação do hormônio, a amostra deve ser coletada em tubo pré-res- 
friado contendo EDTA (com tampa cor de lavanda). A amostra deve ser 
mantida em banho de gelo e processada o quanto antes. Após o proces- 
samento em centrífuga refrigerada, a amostra deve ser separada, transfe- 
rida para um tubo de plástico e mantida sob congelamento a — 20 °C até 
o momento da análise. A faixa de referência normal é de 2 a 12 pmol/L 
(9-52 pg/mL) das 7 h as 10 h. O ACTH plasmático é uma ferramenta útil 
para distinguir a forma primária (suprarrenal) de insuficiência suprarre- 
nal da forma secundária (hipófise) ou da terciária (hipotálamo). Na insu- 
ficiência suprarrenal primária, são detectados níveis baixos de cortisol e 
níveis aumentados de ACTH. Nas insuficiências suprarrenais secundária 
ou terciária, espera-se que os níveis de ambos, ACTH e cortisol, estejam 
baixos. Os níveis de ACTH discriminam melhor entre indivíduos sadios e 
aqueles com insuficiência suprarrenal quando as amostras para sua deter- 
minação são coletadas pela manhã, entre 8 e 10 h. 

O ACTH tem menor utilidade nos casos de doenças por excesso 
de cortisol. Até 50% dos pacientes podem apresentar níveis normais 
de ACTH na doença de Cushing. Embora os valores tendam a ser 
maiores (> 20 pmol/L [> 90 pg/mL]) em indivíduos com síndrome 
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de Cushing, graças à produção ectópica do ACTH, há uma sobreposi- 
ção com os valores observados na doença em cerca de 30% dos casos 
(Findling, 1992). Por causa da variação diurna normal da secreção de 
ACTH e cortisol, a quantificação desses valores durante seu esperado 
nadir (das 23 h à 1 h) ajuda a confirmar o diagnóstico de Cushing 
dependente de ACTH. Esse diagnóstico também é confirmado por 
uma concentração de ACTH que, à meia-noite, seja maior do que 5 
pmol/L (23 pg/mL) em face de uma elevada concentração sérica de 
cortisol. Pacientes com tumores secretores de ACTH ectópico apre- 
sentam como característica uma elevação marcante dos níveis plasmá- 
ticos de ACTH (usualmente, > 200 pg/mL) e níveis séricos de cortisol 
elevados. A quantificação do ACTH por extração a partir do plasma 
— que detecta precursores e fragmentos de ACTH — pode ser útil para 
distinguir pacientes com síndromes relacionadas ao câncer ou tumo- 
res secretores de ACTH daqueles com doença de Cushing, uma vez 
que os primeiros mais provavelmente produzem tais formas distintas 
de ACTH (White, 1993). A possível existência de neoplasmas secre- 
tores ocultos cria mais dificuldades para estabelecer o diagnóstico. 
Diante dessa situação, observou-se que a quantificação dos níveis de 
ACTH em amostras venosas seletivas é útil à localização da lesão. 

Em pacientes que apresentam níveis aumentados de glicocorticoi- 
des circulantes em decorrência de adenomas ou carcinomas suprarre- 
nais, a secreção de ACTH está inibida. Portanto, nesses indivíduos, os 
níveis de ACTH circulante são baixos ou indetectáveis. Nos pacientes 
com hiperplasia suprarrenal induzida pela hipófise, a concentração 
de ACTH plasmático pode estar junto ou acima da faixa de referên- 
cia superior às 9 h da manhã. No entanto, não se observa a esperada 
queda de seus valores após a meia-noite. Outro uso dos ensaios para 
ACTH consiste na determinação do grau de adequação da reposição 
de cortisol em casos de hiperplasia suprarrenal congênita. Quando 
a terapia de reposição é ótima, os valores de ACTH se assemelham 
àqueles observados na população de referência. 


Hormônio liberador de corticotropina plasmático (CRH) 

As quantificações do CRH são realizadas por cromatografia líquida 
e espectrofotometria de massa em tandem, e continuam sendo larga- 
mente uma ferramenta de pesquisa. 

O CRH circula sob uma ou duas formas, tanto livre como ligado à 
proteína ligadora de CRH. A concentração dessa proteína de ligação 
aumenta durante a gravidez. Os níveis de CRH estão aumentados em 
pacientes com síndrome de Cushing por causa da à produção ectópi- 
ca do hormônio. A faixa de referência para a concentração plasmática 
de CRH em homens e mulheres que não estejam grávidas é < 34 pg/ 
mL. À faixa normativa varia ao longo de toda a gestação: no primeiro 
trimestre, é < 40 pg/mL; no segundo trimestre, é < 153 pg/mL; e no 
terceiro trimestre, < 847 pg/mL (Goland, 1986). 


Quantificações de cortisol sérico 

Cerca de 90% do cortisol circulante está ligado a proteínas séricas. 
Desse grupo, entre 10 e 20% se liga fracamente à albumina e o res- 
tante está ligado à proteína transcortina (globulina ligadora de cor- 
tisol [CBG, cortisol-binding globulim]). Os 10% restantes do cortisol 
circulante permanece como hormônio livre, não ligado. Acredita-se 
que somente o cortisol livre seja ativo e que a fração ligada a proteínas 
seja inerte em termos metabólicos, servindo provavelmente de reser- 
vatório de cortisol livre. A ligação a proteínas também pode proteger o 
cortisol da desativação hepática ou da filtração renal. 

Um dos métodos mais antigos e simples utilizados para determinar 
os níveis séricos de cortisol era o ensaio fluorimétrico desenvolvido por 
Nelson e Samuels, baseado em uma técnica desenvolvida pela primeira 
vez por Porter e Silber (Nelson, 1952; Porter, 1950). O imunoensaio é um 
método mais específico para estimar o cortisol. Entre as vantagens desse 
método estão o pequeno volume de amostra e o rápido tempo de retor- 
no. Alguns dos anticorpos utilizados apresentam elevado grau de reativi- 
dade cruzada com outros esteroides, tais como 11-desoxicortisol, deso- 
xicorticosterona e esteroides sintéticos, como a dexametasona. Embora 
a reatividade cruzada não atrapalhe o teste basal, pode levar à obtenção 
de falsos resultados elevados nas manobras estimulatórias e supressivas, 
como na supressão por metirapona ou dexametasona. Com a deterio- 
ração da função renal, vários esteroides e seus glicuronídeos se acumu- 
lam no sangue. Em virtude da estrutura que possuem, os conjugados 
podem apresentar reação cruzada com alguns anticorpos para cortisol 
e produzir uma interferência cuja magnitude pode ser a mesma exercida 
pela concentração de cortisol real. Na HSC, concentrações elevadas de 
precursores de cortisol são encontradas no soro, em razão da ocorrên- 
cia de um defeito enzimático. Como esses precursores enzimáticos exi- 
bem reação cruzada com os anticorpos do ensaio, podem ser detectadas 
elevações espúrias do níveis de cortisol. O grau de interferência varia de 
acordo com o ensaio e não pode ser facilmente previsto. Métodos de 
imunoensaio não isotópicos empregando traçadores organometálicos, 
fluorescência polarizada e técnicas de imunoensaio enzimático tam- 
bém foram desenvolvidos para as determinações de cortisol (Bacarese- 
Hamilton, 1992; Lentjes, 1993; Philomin, 1994). A maior desvantagem 
dos ensaios de cortisol continua sendo a falta de especificidade. 

A quantificação do cortisol por RIA e técnicas imunométricas de 
quimioluminescência foi amplamente suplantada pelo HPLC aco- 
plado à espectrometria de massa em tandem, que parece oferecer o 
devido grau de especificidade. A maioria dos sistemas de HPLC para 
quantificação do cortisol empregam a cromatografia líquida de fase 
reversa com detecção na faixa da luz ultravioleta (Volin, 1992). Esse 
método é altamente sensível e também isento de muitas fontes de 
interferência encontradas nos imunoensaios (Samaan, 1993). 

O cortisol sérico é coletado em um tubo sem aditivos (tampa ver- 
melha). Os valores de referência para o cortisol sérico em indivíduos 
de ambos os gêneros variam, a grosso modo, entre 5 e 25 ug/dL (140 
a 690 nmol/L) das 8 h às 10 h, caindo para cerca de 3 a 12 ug/dL (80 a 
330 nmol/L) às 16 h. Por causa da ampla oscilação dos níveis basais de 
cortisol em decorrência de seu padrão de secreção diurno e ultradiano, 
os ensaios para cortisol são mais úteis quando avaliados no contexto 
da manipulação dinâmica (1. e., estimulação ou supressão suprarrenal). 


Cortisol salivar 
Até 30% dos testes de triagem de cortisol livre urinário (UFC, urina- 
ry free cortisol) e de supressão por dexametasona (TSD) podem gerar 


resultados incorretos. Estudos recentes mostraram que o uso do cor- 
tisol salivar da meia-noite (MSC, midnight salivary cortisol) constitui 
uma alternativa viável. 

Um estudo comparou a sensibilidade da detecção da síndrome 
de Cushing por quantificação dos níveis de cortisol salivar noturno 
e por determinação simultânea dos níveis de cortisol sérico e excre- 
ção urinária de glicocorticoides em paciente interno. Constatou-se 
que as quantificações de cortisol salivar funcionaram tão bem quanto 
as quantificações plasmáticas, e apresentaram melhor desempenho 
do que a determinação da excreção urinária de glicocorticoides. Os 
autores do estudo concluíram que a quantificação do cortisol salivar 
no momento de deitar era uma forma prática e acurada de teste de 
triagem para o diagnóstico da síndrome de Cushing (Papanicolaou, 
2002). Outro estudo comparou a quantificação do MSC, a quantifica- 
ção dos níveis séricos de cortisol da meia-noite (MNC, midnight serum 
cortisol) e a determinação do UFC quanto ao desempenho diagnós- 
tico, na diferenciação entre 41 pacientes com síndrome de Cushing, 
33 pacientes com estado pseudo-Cushing, 199 pacientes com obesi- 
dade simples e 27 voluntários sadios com peso corporal normal. Na 
população total estudada, os testes não apresentaram diferenças esta- 
tisticamente significativas em termos de sensibilidade, especificidade, 
acurácia diagnóstica e valores preditivos. Em particular, a acurácia 
diagnóstica geral para o MSC foi similar aquelas associadas ao UFC e 
ao MNC (Putignano, 2003). 


Quantificações de cortisol livre urinário (UFC) 

Apenas cerca de 1% da secreção suprarrenal total aparece na urina 
como cortisol, porém, é essa fração que fornece valioso auxílio no 
diagnóstico da doença suprarrenal. Nos rins, a filtração glomerular do 
cortisol livre é acompanhada da reabsorção tubular passiva sem que 
haja uma reabsorção máxima demonstrável. À urina coletada em 24 h 
constitui a melhor amostra a ser submetida para análise, pois fornece 
um padrão integrado da secreção de cortisol total. A urina também 
deve ser avaliada quanto ao conteúdo de creatinina para garantir o 
envio de uma amostra adequada. À confiabilidade do teste pode ser 
melhorada por meio da submissão da urina coletada em 2 a 3 dias, 
pois sabe-se que a excreção de cortisol flutua dia a dia. 

A níveis séricos de cortisol da ordem de 20 a 25 ug/dL (o valor de 
referência superior às 8 h da manhã), a capacidade de ligação da trans- 
cortina é excedida. Em consequência, há um aumento muito rápido e 
desproporcional da fração não ligada em comparação ao cortisol séri- 
co total. Por exemplo, um aumento equivalente ao dobro dos níveis de 
cortisol (de 20 para 40 ug/dL) resulta em um aumento mínimo de 5 
vezes dos níveis séricos de cortisol não ligado. Diante desses valores, a 
depuração de cortisol livre pelos rins é diretamente proporcional à con- 
centração sérica de cortisol não ligado e conduz a uma elevação abrupta 
da depuração do cortisol. Assim, quando se utiliza a excreção urinária 
do cortisol livre, em vez do cortisol sérico, torna-se mais fácil discrimi- 
nar pacientes com hiperfunção suprarrenal da população de referência. 

Os níveis urinários de cortisol livre permanecem inalterados pelas 
modificações que ocorrem no metabolismo hepático do cortisol. 
Embora a produção de cortisol total e de 17-hidroxicorticosteroides 
(17-OHCS) urinários possa estar aumentada, os níveis séricos de cor- 
tisol e os níveis urinários de cortisol livre se mantêm junto ao interva- 
lo de referência. Como a depuração renal do cortisol depende da fun- 
ção renal normal, não surpreende que os pacientes com doença renal 
possam apresentar valores urinários baixos. O UFC não é confiável 
quando a depuração de creatinina (CrC) é < 20 mL/min, sendo pouco 
confiável quando CrC < 60 mL/min (Chan, 2004). O aumento da con- 
centração de transcortina durante a gravidez e na terapia com estró- 
genos resulta em aumento dos níveis séricos de cortisol. Esse aumento 
não é refletido por uma elevação da concentração de metabólitos do 
cortisol na urina, porém o cortisol livre urinário pode estar aumenta- 
do. As condições em que níveis ilusoriamente aumentados são obser- 
vados incluem jejum, uso de esteroides tópicos e, talvez, hidratação 
sob a forma de carga hídrica. 

Método. O HPLC acoplado à espectrometria de massa é atualmen- 
te considerado o método de referência para quantificação do UFC. 
Apresenta uma sensibilidade diagnóstica de 100% e uma especifici- 
dade de 98% para distinguir pacientes com síndrome de Cushing de 
indivíduos normais (Rudd, 1985). Os ensaios antigos (como RIA) 
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eram menos específicos e tendiam a superestimar a quantidade de 
cortisol presente na amostra. Na determinação do UFC por RIA, 
constatou-se que os intervalos de referência variavam de acordo com 
o sexo do paciente (homens apresentam valores de intervalo de refe- 
rência maiores do que os das mulheres), a aplicação do procedimento 
de extração e o kit de teste de RIA utilizado (Lamb, 1994). 

A faixa normal varia de acordo com a técnica de ensaio utilizada. 
Entretanto, valores equivalentes a quatro vezes o limite de referência 
superior são diagnósticos da síndrome de Cushing. Um baixo valor 
de UFC é sugestivo de hipofunção da suprarrenal. Por outro lado, 
como há uma considerável sobreposição com o intervalo de referência 
normal, esse teste não é empregado para estabelecer o diagnóstico de 
insuficiência suprarrenal. 


Hipercortisolismo: síndrome de Cushing 

A síndrome de Cushing constitui um grupo de distúrbios clínicos 
e metabólicos caracterizado por hiperfunção adrenocortical. Está 
associada à produção excessiva de glicocorticoides, ou de glicocor- 
ticoides e andrógenos. Pacientes com formas severas da síndrome 
são facilmente reconhecíveis quando o distúrbio é dito florido. Nos 
indivíduos menos afetados, pode ser mais difícil reconhecer os sinais 
e sintomas vagos observados como sendo causados por hipercortiso- 
lismo. Embora muitos pacientes com tumores ectópicos produtores 
de ACTH apresentem níveis elevados de ACTH e glicocorticoides, em 
razão do rápido crescimento tumoral, a morte pode ocorrer antes do 
aparecimento dos sinais clínicos da síndrome. 

Na síndrome de Cushing, os achados laboratoriais são: (1) produção 
excessiva e persistente de cortisol, quantificada como níveis elevados 
de cortisol sérico, UFC ou 17-OHCS; (2) perda do ritmo circadiano 
do ACTH e do cortisol; (3) perda da supressão da produção de cortisol 
por ação da administração do glicocorticoide sintético dexametasona, 
e (4) hiperglicemia. Entre os achados clínicos sugestivos da síndrome 
de Cushing, os mais comuns são a obesidade central, hipertensão e 
hirsutismo. 

A doença de Cushing é um estado de excesso de glicocorticoide 
resultante da existência de um adenoma hipofisário secretor de ACTH. 
A síndrome de Cushing é um termo mais global, que abrange uma 
ampla variedade de entidades associadas à hipercortisolemia. A ava- 
liação de um paciente suspeito de ter a síndrome é dividida em duas 
fases. A primeira fase consiste na real documentação do hipercortiso- 
lismo, enquanto a segunda fase consiste na identificação do processo 
patofisiológico por trás do hipercortisolismo. A síndrome de Cushing 
é mais comumente de origem iatrogênica, contudo, também pode ser 
em razão da produção ectópica de CRH ou ACTH por um tumor, ou 
decorrente de uma malignidade suprarrenal primária. A síndrome de 
Cushing suprarrenal é um distúrbio que envolve a produção autôno- 
ma excessiva de cortisol pelas suprarrenais, com consequente supres- 
são do eixo hipotálamo-hipófise. O Cushing suprarrenal (adenoma 
ou carcinoma) corresponde a menos de 20% dos casos, enquanto o 
Cushing hipofisário corresponde a cerca de 68% e a produção ectó- 
pica de ACTH fora do eixo hipófise-suprarrenal constitui a causa de 
aproximadamente 12% dos casos (Orth, 1995). Como o tratamento e 
o prognóstico diferem dependendo da causa, é importante estabelecer 
um diagnóstico específico. 


Testes utilizados no diagnóstico da síndrome de Cushing 
(Fig. 24.17) 

Testes de triagem. Existem três testes de triagem utilizados para ava- 
liar pacientes suspeitos de apresentarem síndrome de Cushing: UFC 
de 24 h, TSD de um dia a outro e determinação dos níveis de cortisol 
à meia-noite, tanto no plasma como na saliva. Cada um tem seus pró- 
prios méritos e desvantagens. 

O teste de UFC de 24 h reflete o cortisol não ligado circulante, que 
é livremente filtrado pelo glomérulo. Diferente do cortisol sérico, não 
é afetado pelos níveis de CBG circulante. O HPLC ou a cromatogra- 
fia gasosa acoplada à espectrometria de massa proporcionam a melhor 
especificidade possível para quantificação do UFC. A faixa de referência 
superior considerada normal para esses métodos é de 110 a 138 nmol/24 
h (40 — 50 ug/h) (Raff, 2003). A creatinina deve ser medida em todas 
as amostras coletadas, a fim de garantir a adequação das mesmas. 
A excreção de cortisol urinário diminui quando a taxa de filtração 


glomerular é inferior a 30 mL/min e, assim, pode se manter normal 
mesmo diante de uma produção excessiva de cortisol (Arnaldi, 2003). 
Valores superiores ao equivalente a quatro vezes o limite superior nor- 
mal são diagnósticos da síndrome de Cushing. Entretanto, de 10 a 15% 
dos pacientes com síndrome de Cushing apresentam retorno normal 
de pelo menos uma em cada quatro amostras de urina de 24 h coleta- 
das para análise de cortisol livre (Nieman, 1990). Se a excreção de cor- 
tisol for normal, mas a suspeita clínica for alta, pode-se tanto repetir o 
estudo como utilizar um método de triagem diferente. Elevações mais 
brandas podem ser observadas em casos de pseudo-Cushing e na gra- 
videz normal. O pseudo-Cushing é uma entidade caracterizada pela 
hiperatividade do eixo HPA, porém, não se observa uma síndrome de 
Cushing verdadeira. Foi descrito em casos de depressão, distúrbios da 
ansiedade, alcoolismo e obesidade mórbida. 

O TSD de um dia a outro é de execução bem mais simples. O 
paciente toma 1 mg de dexametasona por via oral entre as 23 he a 
meia-noite. O plasma contendo cortisol é coletado na manhã seguin- 
te, entre 8 e 9 h. O critério original para uma resposta anormal era a 
falha em suprimir os níveis de cortisol matinais a valores < 5 ug/dL 
(138 nmol/L). Todavia, esses valores foram revistos e foram estabe- 
lecidos níveis ainda menores, com valores < 1,8 ug/dL (50 nmol/L) 
(Arnaldi, 2003; Findling, 1999). A falha da supressão pode ser causada 
pela síndrome de Cushing ou pelo pseudo-Cushing, podendo ocorre 
até mesmo em alguns pacientes normais. A taxa de resultados falso- 
positivos pode ser de até 30%, sendo atribuída a causas diversas: a 
medicação pode ter sido tomada antes do momento certo; o paciente 
faz uso de fenobarbital, dilantina ou outro fármaco que sabidamente 
provoque aceleração do metabolismo da dexametasona; má absor- 
ção; alcoolismo; ou obesidade mórbida. Gravidez e fármacos como 
o estrógeno, que elevam os níveis séricos de transcortina (a proteína 
ligadora de cortisol), também podem acarretar elevação dos níveis de 
cortisol. Por causa desses e de outros fatores, cerca de 1% dos indivi- 
duos sadios, 13% dos pacientes obesos e 25% dos pacientes hospita- 
lizados e cronicamente doentes apresentam resultados falso-positivos 
nos TSDs de um dia a outro. Os resultados falso-negativos, por outro 
lado, ocorrem em menos de 2% dos pacientes. 

A determinação dos níveis de cortisol na saliva tarde da noite (11 
h) é um teste simples, que apresenta alta sensibilidade e especificida- 
de diagnósticas. O paciente pode coletar a amostra em casa. Há dois 
métodos de coleta de amostras: o paciente pode mascar um tubo de 
algodão durante 2 a 3 minutos e, em seguida, colocá-lo dentro de um 
tubo de plástico; de modo alternativo, o paciente pode expectorar 
diretamente dentro de um tubo de ensaio. A amostra é, então, envia- 
da por correio ao laboratório de referência. Como o cortisol da saliva 
é bastante estável, há pouca preocupação no que diz respeito a uma 
possível degradação durante o transporte. A amostra é analisada por 
ensaio imunosorvente ligado a enzimas (ELISA) ou RIA, sendo que os 
valores normativos variam de acordo com o laboratório de referência. 

Testes confirmatórios para o diagnóstico da síndrome de Cushing. 
Uma triagem positiva para síndrome de Cushing é seguida da realiza- 
ção de testes confirmatórios, seja para determinação dos níveis de cor- 
tisol plasmático à meia-noite, seja o TSD com baixas doses realizado 
isoladamente ou combinado à administração de CRH. 

A avaliação do cortisol plasmático da meia-noite requer a interna- 
ção hospitalar do paciente por no mínimo 48 h, inserção de uma linha 
de acesso 1.v. antes das 10h da noite, o paciente deve dormir durante 
a coleta de sangue e deve haver uma equipe de funcionários disponí- 
vel para coletar a amostra à meia-noite. Níveis de cortisol plasmático 
de meia-noite > 7,5 ug/dL (207 nmol/L) são diagnósticos de Cushing. 
Esse resultado apresenta uma especificidade de 100% para casos nor- 
mais e para indivíduos com pseudo-Cushing (Papanicolaou, 1998). 
Mais recentemente, várias autoridades sugeriram adotar o valor de 1,8 
ug/dL (50 nmol/L) como cutoff para a normalidade. Esse valor apre- 
senta um alto grau de sensibilidade (Newell-Price, 1995). 

A baixa dose de dexametasona (2 dias, 2 mg) do TSD requer a coleta 
de duas amostras de urina de 24 h basais para determinação do UFC. 
O paciente então recebe 0,5 mg de dexametasona por via oral, a cada 
6 h, durante os próximos 2 dias. No segundo dia de administração 
de dexametasona, coleta-se mais uma amostra de urina de 24 h para 
determinação do UFC. A resposta normal consiste em uma diminui- 
ção do UFC a valores abaixo de 10 ug/24 h (27 nmol/24 h) no segun- 


do dia de administração da dexametasona. Esse teste apresenta uma 
sensibilidade de 97 a 100% para discriminação entre indivíduos com 
síndrome de Cushing e indivíduos normais (Newell-Price, 1998). Em 
vez de quantificar o UFC, pode-se medir os níveis séricos de cortisol 
às 9 h da manhã e 48 h após a administração da primeira dose de 
dexametasona. Nesse caso, a resposta normal consiste na supressão 
dos níveis plasmáticos de cortisol a valores abaixo de 1,8 ug/dL (50 
nmol/L), sendo que o teste possui uma sensibilidade e especificidade 
maiores que 95% (Newell-Price, 1998). O desempenho do TSD com 
CRH foi supostamente melhor em termos de distinção entre síndro- 
me de Cushing e pseudo-Cushing (Yanovski, 1993). 

Testes para definição da causa do Cushing. Uma vez estabelecido o 
diagnóstico da síndrome de Cushing, a próxima etapa consiste em 
determinar sua causa. Essa síndrome é classificada como sendo depen- 
dente ou independente do ACTH. Para tanto, pode-se medir os níveis 
plasmáticos de ACTH, realizar um TSD com doses elevadas ou aplicar 
um teste de estimulação com CRH (Tab. 24.22). 

A síndrome de Cushing independente de ACTH resulta da produ- 
ção autônoma de cortisol que, por sua vez, exerce retroalimentação ao 
nível do hipotálamo e da hipófise, e provoca supressão da secreção de 
ACTH e de CRH. A técnica para quantificar o ACTH plasmático foi 
descrita anteriormente. Valores abaixo do nível de detecção ou abai- 
xo de 10 pg/mL (2 pmol/L) às 9h da manhã, acompanhados de uma 
elevação concomitante dos níveis de cortisol, sustentam uma causa 
independente de ACTH para a síndrome de Cushing. Por outro lado, 
níveis plasmáticos acima de 20 pg/mL (4 pmol/L) em face do hiper- 
cortisolismo são fortemente sugestivos de uma causa dependente de 
ACTH. Recomenda-se realizar o teste de estimulação por CRH com 
quantificação de ACTH nos casos em que forem detectados valores 
entre 10 e 20 pg/mL (2 e 4 pmol/L) (Orth, 1995). Apesar de os pacien- 
tes com produção ectópica de ACTH tenderem a exibir níveis de 
ACTH acentuadamente elevados, há uma grande sobreposição com os 
níveis observados na síndrome de Cushing. Portanto, essa quantifica- 
ção não é um método seguro para distinguir essas entidades. 

O TSD com doses elevadas (2 dias, 8 mg) é útil na distinção entre 
doença de Cushing e Cushing suprarrenal ou ectópico. É importante 
notar que tumores neuroendócrinos, tais como o tumor carcinoide 
bronquial, também podem induzir supressão no teste com doses ele- 
vadas de dexametasona. O TSD com doses elevadas requer a coleta de 
uma amostra de urina de 24 h basal para avaliação do UFC. A partir 
do primeiro dia, o paciente recebe 2 mg de dexametasona por via oral, 
a cada seis horas, durante 48 h. A urina para determinação do UFC é 
coletada nos dias 1 e 2. Uma alternativa à quantificação do UFC con- 
siste em coletar plasma antes, durante e após a administração de dexa- 
metasona para avaliar o cortisol. A doença de Cushing é diagnostica- 
da pela detecção de uma supressão, tanto do UFC como do cortisol 
plasmático, equivalente a pelo menos 50% do valor basal. A maioria 
dos pacientes com adenomas suprarrenais, carcinomas ou síndromes 
ectópicas envolvendo ACTH não apresenta supressão. Esse teste conta 
com uma sensibilidade e especificidade de 60 a 85%. Quanto maior o 
grau de supressão, maior a especificidade. 

Segundo relatos de vários autores, o TSD de um dia a outro com 
administração de 8 mg de dexametasona apresenta níveis de sensibi- 
lidade e especificidade semelhantes aos do TSD com doses elevadas 
(Dicheck, 1994). Determina-se os níveis de cortisol plasmático às 
8 h e o paciente recebe 8 mg de dexametasona por via oral às 23 h. 
Na manhã do dia seguinte, às 8 h, os níveis plasmáticos de cortisol 
são determinados. A detecção de uma redução do cortisol a valores 
abaixo de 5 ug/dL constitui forte indicação da existência de doença de 
Cushing (Fig. 24.17). 

A maioria dos indivíduos com tumores hipofisários e poucos com 
tumores secretores de ACTH ectópicos irão responder à estimulação 
pelo CRH com um aumento dos níveis plasmáticos de ACTH e corti- 
sol. Aqueles com Cushing suprarrenal, no entanto, apresentarão ape- 
nas uma resposta fraca. Para o teste de estimulação por CRH, são cole- 
tadas duas amostras de plasma para avaliação do cortisol basal e dos 
níveis de ACTH. Essas coletas devem ser feitas com um intervalo de 
5 minutos entre ambas e, em seguida, injeta-se CRH ovino sintético 
(oCRH) por via intravenosa, a uma concentração de 1 pg/kg de peso 
corporal ou uma quantidade equivalente a 100 ug. Amostras de san- 
gue são obtidas a cada 15 minutos durante 1 a 2 horas, para avaliação 


Tabela 24,22 Diagnóstico diferencial dos valores hormonais observados 
na síndrome de Cushing 


Causa ACTH Cortisol Supressao com 
plasmatico plasmático dose alta de 
(PM) dexametasona 

ou de um dia 
a outro 

Dependente da hipófise N-Tdiscreto 1 Sim 

Doença suprarrenal 4 -indetectável T Não 

Cushing ectópico* TTT TT Usualmente não 

Pseudo-Cushing N-Tdiscreto N-T Usualmente sim 


* Os niveis de ACTH podem se sobrepor aos valores observados na doenca dependente da 
hipófise. 


N = normal. 


do cortisol e do ACTH. Indivíduos normais apresentam uma elevação 
de aproximadamente 15 a 20% nos níveis desses hormônios, enquan- 
to é típico daqueles com doença de Cushing apresentar aumentos 
superiores a 50 e 20% nos níveis de ACTH e cortisol, respectivamente, 
em relação aos níveis basais (Stewart, 2003; Kaye, 1990; Newell-Price, 
2002). O oCRH é superior ao CRH humano em termos de distinção 
das diferentes causas da síndrome de Cushing (Nieman, 1989). A AVP 
estimula liberação de ACTH ao atuar nos receptores V3 localizados 
na adeno-hipófise. A administração de 10 unidades de AVP por via 
intramuscular normalmente faz com que os níveis de ACTH atinjam 
o dobro da concentração, além de provocar um aumento de 150 ug/L 
nos níveis séricos de cortisol, em relação aos valores basais. Portanto, 
esse procedimento não oferece nenhuma vantagem em relação ao teste 
com CRH, exceto pelo fato de ser útil na diferenciação entre doença 
de Cushing e síndrome pseudo-Cushing, e também na avaliação pós- 
-operatória da doença de Cushing (Newell-Price, 2002). 

Em raros casos, pode ser necessário realizar amostragem seletiva de 
sangue a partir do seio petroso inferior da dura-máter, para registrar 
que a hipófise constitui a fonte do excesso de ACTH. Esse procedi- 
mento invasivo e difícil em termos técnicos está associado a um custo 
e a uma incidência de complicações relativamente altos, de modo que 
somente deve ser executado em centros que tenham muita experiência 
com essa técnica. A concentração do ACTH no sague do seio petroso 
da dura-máter deve exceder o dobro da concentração no sangue peri- 
férico para assegurar uma sensibilidade e especificidade diagnósticas 
de 100% (Orth, 1995). Nos indivíduos com produção ectópica, a pro- 
porção costuma ser inferior a 1,4:1. O uso do CRH durante a amostra- 
gem aumenta a sensibilidade e a especificidade. 

Considerando os relatos de que o “incidentaloma” das suprarrenais 
e da hipófise apresenta uma incidência de 10%, análises de imagem 
devem ser realizadas somente após o estabelecimento do diagnóstico 
hormonal da doença ou da síndrome de Cushing. Na doença, a visu- 
alização da sela pode ser feita tanto por IRM como TC, com ou sem 
contraste. Para o Cushing suprarrenal, o teste de escolha é a TC do 
abdome. Nos casos de doença ectópica, é possível que também seja 
necessário realizar TC do tórax. 


Sindrome pseudo-Cushing 

O excesso de atividade do eixo hipotálamo-hipófise semelhante ao 
observado na síndrome de Cushing hipófise foi detectado em alguns 
pacientes com alcoolismo, depressão significativa e obesidade. A reso- 
lução do problema subjacente resulta na normalização do eixo HPA. 
Esses pacientes talvez não apresentem supressão no TSD com doses 
baixas e podem ter UFC elevado. Pacientes deprimidos que falham em 
suprimir a secreção de cortisol em resposta à dexametasona também 
apresentam comprometimento da resposta de ACTH ao CRH exóge- 
no. No entanto, nesses indivíduos a resposta de cortisol usualmente 
se mantém normal (Thalen, 1993; Gold, 1986). Foi demonstrado que 
uma única detecção de níveis séricos de cortisol acima de 7,5 ug/dL 
à meia-noite discrimina a síndrome de Cushing do pseudo-Cushing 
com uma especificidade de 100% (Papanicolaou, 1998). Um teste mais 
definitivo para distinguir essas duas entidades consiste na combinação 
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416 Figura 24.17 Algoritmo para avaliação 


Cortisol livre na urina de 24 horas da síndrome de Cushing. Todos os testes 
ou de triagem devem ser acompanhados de 
TRIAGEM DST de 1 mg de um dia a outro um teste confirmatório. ACTH = hormônio 


adenocorticotrófico; oCRH = hormônio liberador 
ou de corticotropina ovino. 
cortisol salivar (11 h da noite — de um dia a outro) 


2 dias de DST de dose baixa (0,5 mg de dexametasona a cada 6 h, durante 48 h) 
y ou 
CONFIRMAÇAO cortisol plasmático de um dia a outro 


ACTH 
+ 
2 dias de DST de dose alta (2 mg de dexametasona a cada 6 h, durante 48 h) 
ou 
DST de 8 mg de um dia a outro 
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Avaliação da função endócrina 


DEFINIÇÃO DA e e DST de dose alta 
CAUSA DA 4 ACTH 4 ACTH e YACTH 
SINDROME 
DE CUSHING 
Doença de Cushing „> Sindrome de * Tumor suprarrenal 
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E TC do tórax/ * Uso sub-reptício 
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TC das 
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Cirurgia fazer o teste de estimuladão com oCRH 








4 > 50% ACTH Inconclusivo 
4> 20% cortisol Abreviaturas: 
| IPSS com oCRH DST - teste de supressão 
Doença de com dexametasona 
Cushing IPSS - amostragem do seio 
petroso inferior 
Repetir UFC - cortisol livre 
esting urinario 
radiológicos 


* Se não houver nenhuma massa hipofisária, obtenha exames de raios X e TC do tórax 
para excluir a possibilidade de carcinoide brônquico, antes de proceder à IPSS. 


da dexametasona ao oCRH. O oCRH é infundido 2 h após a realiza- centrais consiste no fato de a doença primária estar associada à defici- 
ção do TSD com doses baixas de dexametasona. Uma concentração ' éncia de mineralocorticoides. No ocidente, a insuficiência suprarrenal 
plasmática de cortisol acima de 38 nmol/L detectada 15 minutos após primária — também conhecida como doença de Addison — ocorre mais 
a administração do oCRH identifica corretamente todos os casos de comumente em razão da suprarrenalite autoimune (70-90% de todos 
síndrome de Cushing e de pseudo-Cushing com uma especificidade, os casos), sendo que as demais causas incluem tuberculose (causa mais 
sensibilidade e acurácia diagnósticas de 100% (Yanovski, 1993). comum ao nível internacional), distúrbios granulomatosos, doença 
metastática, hemorragia, HIV-AIDS e infecção. A causa mais comum de 
insuficiência suprarrenal central é a supressão do eixo HPA decorrente 
do tratamento prolongado com doses farmacológicas de esteroides. 
Testes para diagnóstico de insuficiência suprarrenal. 

Quantificações hormonais basais. Uma concentração de cortisol plas- 
mático < 3 ug/dL (83 nmol/L) das 8 às 9 h indica insuficiência suprar- 


Insuficiência suprarrenal 

A insuficiência suprarrenal é classificada de acordo com o sítio crí- 
tico de disfunção junto ao eixo HPA: primária (suprarrenal); secun- 
dária (hipófise); e terciária (hipotálamo). Uma importante distinção 
entre insuficiência suprarrenal primária e quaisquer uma das causas 


renal e torna óbvia a necessidade de realizar mais testes. Embora a 
maioria dos pacientes com hipocortisolismo apresente baixos níveis 
de cortisol sérico, uma concentração medida durante um momento 
de estresse que esteja dentro da faixa de referência não exclui o diag- 
nóstico. Em vez disso, pode até sustentá-lo, pois uma concentração 
de cortisol subótima pode ter sofrido aumento e atingido a faixa 
de referência em resposta a uma elevação significativa dos níveis de 
ACTH induzida pelo estresse. Uma concentração aleatória de cortisol 
> 25 ug/dL (700 nmol/L) em situação de estresse torna improvável o 
paciente apresentar insuficiência suprarrenal (Burke, 1985). 

Teste de estimulação com ACTH. O procedimento mais convenien- 
te para estudar pacientes com suspeita de hipocortisolismo é o teste 
de estimulação com ACTH. Esse teste, que pode ser realizado a qual- 
quer momento do dia, consiste na determinação dos níveis basais de 
cortisol sérico, seguida da administração de 250 ug de Cosyntropin 
(um análogo do ACTH comercialmente disponível) por via intra- 
venosa ou intramuscular. Amostras de soro para avaliação do cortisol 
são novamente coletadas em 30 e 60 minutos após a administração 
do Cosyntropin. A resposta considerada normal é a detecção de níveis 
de cortisol acima de 18 a 20 ug/dL (500 a 550 nmol/L) em qualquer 
momento no decorrer do tempo (Burke, 1985; Speckart, 1971). 
Delinear os níveis de ACTH basais pode ajudar a distinguir a insu- 
ficiência suprarrenal primária (associada a elevações do ACTH usu- 
almente acima de 50 a 100 pg/mL) da forma secundária ou terciária 
(nas quais os baixos níveis de ACTH devem ser < 10 pg/mL) (Oelkers, 
1992) (Consultar a seção sobre Quantificação laboratorial do ACTH, 
na p. 412.) A resposta de aldosterona ao ACTH também pode ajudar 
nessa distinção. A falha em aumentar os níveis de aldosterona em mais 
de 4 ng/dL acima do nível basal sugere a existência de uma disfunção 
suprarrenal primária. 

Jamais se deve retirar esteroides de um paciente criticamente doente 
com suspeita de insuficiência suprarrenal. Pode ser obtida uma amos- 
tra aleatória para avaliação do cortisol e do ACTH e deve ser iniciado o 
tratamento com dexametasona, que não interfere no ensaio de cortisol. 
Testes formais devem ser realizados assim que possível, dentro de 72 
horas, antes da supressão do eixo HPA pelo tratamento com esteroide. 

Vários estudos sustentam o uso de uma dose de 1 ug de ACTH, em 
vez da dose integral de 250 ug, para o diagnóstico da insuficiência 
suprarrenal. A premissa é a de que uma dose massivamente suprafi- 
siológica de 250 pg induz uma resposta normal em indivíduos com 
insuficiência suprarrenal parcial que falham em apresentar o devido 
aumento nos níveis de cortisol em resposta à dose de 1 ug. Esse pro- 
cedimento ainda não ganhou ampla aceitação nem teve padronizada 
uma faixa de referência normal. 

O teste de tolerância à insulina (TTI) há muito tempo vem sendo 
considerado o padrão-ouro da avaliação do eixo HPA. Diferente do 
teste de estimulação com ACTH, o TTI avalia a integridade de todo 
o eixo. Se este estiver intacto, a hipoglicemia induzida pela insulina 
estimula o hipotálamo e a hipófise a secretarem CRH e ACTH, res- 
pectivamente, que, por sua vez, leva ao aumento dos níveis de corti- 
sol. Esse teste é contraindicado para indivíduos com doença cardia- 
ca isquêmica, idosos (idade > 70 anos) e indivíduos com história de 
ataques convulsivos. Pacientes com elevada suspeita de insuficiência 
suprarrenal central (1. e., anterior à cirurgia hipófise ou radioterapia) 
devem receber uma dose de insulina menor (0,05 U/kg). A glicose e 
o cortisol são quantificados no momento basal e, então, aos 15, 30, 
45, 60, 90 e 120 minutos após a administração de insulina. Para que o 
teste seja válido, um nível adequado de hipoglicemia deve ser alcança- 
do (sinais e sintomas de hipoglicemia e níveis de glicose < 40 mg/dL 
[2,2 mmol/L]). Uma resposta normal consiste na elevação dos níveis 
de cortisol a valores > 18 ug/L ou 20 ug/L a qualquer momento no 
decorrer do teste (Burke, 1985; Grinspoon, 1994; Nelson, 1978). A 
resposta de cortisol à hipoglicemia pode ser prevista de forma con- 
fiável pela resposta à estimulação aguda com ACTH — um teste mais 
seguro, econômico e rápido (Stewart, 2003). O TTI é mais utilizado 
como medida de segunda linha para novas avaliações de pacientes que 
apresentaram respostas limítrofes no teste de estimulação por ACTH. 

Antes da comercialização de um ensaio confiável para quantificação 
do ACTH, era comum realizar um longo teste de estimulação com esse 
hormônio (o ACTH era infundido no paciente durante 2 dias) para 
distinguir as formas central e primária da insuficiência suprarrenal. 


Em outros sistemas hormonais, a falta de estimulação normalmente 
conduz à regulação positiva (aumento) dos receptores em órgãos ter- 
minais. Entretanto, as suprarrenais regulam negativamente (inibem) 
seus receptores de ACTH em resposta à falta de estimulação. Um teste 
curto de estimulação com ACTH tipicamente produziria uma respos- 
ta inadequada. Por meio do condicionamento do sistema com a expo- 
sição prolongada ao Cortrosyn, indivíduos com doença hipotalâmica 
exibem um aumento tardio, porém normal, dos níveis de cortisol. 

Teste de metirapona de um dia a outro. A metirapona também tem 
sido utilizada na avaliação da integridade do eixo HPA. Ela inibe a 
11B-hidroxilase e previne a conversão do 11-desoxicortisol (composto 
S) em cortisol. Sob circunstâncias normais, a queda dos níveis de cor- 
tisol induzida pela metirapona é detectada ao nível do hipotálamo e 
da hipófise, e ocorre um aumento compensatório da secreção de CRH 
e ACTH que estimula a esteroidogênese e leva ao acúmulo de 11-deso- 
xicortisol, o hormônio que precede o bloqueio. Pacientes com insufi- 
ciência suprarrenal central falham em aumentar a secreção de CRH 
e/ou ACTH, de modo que a esteroidogênese não é estimulada e não 
ocorre aumento dos níveis de 11-desocortisol. A metirapona é admi- 
nistrada na concentração de 30 mg/kg, por via oral, à meia-noite. Na 
manhã seguinte, às 8 h, é coletada uma amostra de sangue para avalia- 
ção do cortisol e do 11-desoxicortisol. A detecção de um aumento dos 
níveis de 11-desoxicortisol para mais de 7 ug/dL (200 nmol/L) é con- 
siderada normal (Grinspoon, 1994; Fiad, 1994). Uma resposta anor- 
mal é definida pela detecção de níveis de 11-desoxicortisol abaixo de 
7 ug/dL, acompanhada da detecção de níveis de cortisol abaixo de 
5 g/dL. Esse teste deve ser realizado com cuidado, pois pode provocar 
uma crise adissoniana em indivíduos com hipocortisolismo central. 

Teste do hormônio liberador de corticotropina (CRH). O teste do 
oCRH pode ser empregado não só para o diagnóstico de hipocorti- 
solismo, mas também para localizar o sítio de dano (Schutte, 1984). 
Trata-se de um teste seguro, entretanto é caro. Após a coleta de uma 
amostra de sangue para determinação dos níveis basais de ACTH e 
cortisol, 100 ug de oCRH são administradas por via intravenosa. O 
sangue, então, é coletado novamente a cada 15 minutos, durante 60 a 
90 minutos, para determinar os níveis desses hormônios. À resposta 
normal corresponde a uma concentração de cortisol > 20 ug/dL. Os 
níveis basais de ACTH e suas alterações na resposta ao oCRH são utili- 
zados para localizar o sítio da patologia. Os níveis plasmáticos de cor- 
ticotropina usualmente atingem o pico em 15 a 30 minutos, enquanto 
o cortisol chega ao pico mais ou menos em 30 a 40 minutos após a 
injeção do oCRH (Oelkers, 1996). 

Anticorpos contra o antígeno da 21-hidroxilase devem ser testados 
em casos de indivíduos cuja doença de Addison (insuficiência suprar- 
renal hipófise) não possui explicação óbvia. A positividade para os anti- 
corpos confirmam a existência de suprarrenalite autoimune, sendo que 
esses pacientes devem ser submetidos a uma triagem e monitorados 
quanto ao desenvolvimento de outros distúrbios autoimunes. 

O uso de esteroides para tratamento de muitos distúrbios malignos 
e imunológicos constitui causa iatrogênica comum de insuficiência 
suprarrenal. O grau de supressão suprarrenal depende especificamen- 
te da dose de glicocorticoide, duração, frequência e via de adminis- 
tração. Para avaliar a função suprarrenal em um paciente submetido 
ao afunilamento de esteroides exógenos, omite-se a dose matinal de 
glicocorticoide e quantifica-se os níveis de cortisol às 8 h da manhã. 
Se forem detectados níveis acima de 10 ug/dL, a suplementação de 
esteroides de rotina pode ser finalizada. Como o córtex suprarrenal 
apresenta um retardo em relação à hipófise na recuperação da supres- 
são induzida pelos esteroides, a completa recuperação da suprarrenal 
também pode ser demonstrada pelo devido aumento dos níveis séri- 
cos de cortisol após uma infusão de Cosyntropin às 8 h da manhã. 


Eixo renina-aldosterona 


Nos Estados Unidos, há pelo menos 20 milhões de indivíduos hiper- 
tensos, sendo que 90 a 98% dos casos são classificados como hiperten- 
são essencial. A mortalidade e morbidade associadas às complicações 
miocárdicas, cerebrovasculares e renais requerem o tratamento agres- 
sivo desse distúrbio. Investigações acerca da etiologia da hipertensão 
revelaram a importância do sistema renina-angiotensina-aldosterona, 
não só na origem e persistência da hipertensão, mas também como 
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manter a pressão sanguinea dentro dos limites normais, por meio da 
percepção do volume de plasma, do equilíbrio salino e da pressão de 
perfusão renal e subsequente ajuste desses parâmetros. 

A renina é uma enzima proteolítica que, embora seja formada em 
outros tecidos ao longo do corpo, é produzida e armazenada princi- 
palmente nas células justaglomerulares (JG), junto à mácula densa do 
rim. À renina é sintetizada a partir de uma proteína precursora maior 
denominada pró-renina (renina grande) e convertida em sua forma 
ativa junto às células JG. A liberação da renina na circulação se dá em 
resposta a uma variedade de estímulos desencadeadores: queda da 
pressão hidrostática renal, hiponatremia, hipercalemia, diminuição 
das catecolaminas, angiotensina II ou hormônio natriurético atrial. 
A renina possui diversas isozimas, cuja liberação é controlada pelo 
cAMP. A renina atua sobre o angiotensinogênio (substrato da renina) 
— uma -globulina formada pelo fígado — convertendo-o em angio- 
tensina I. Esta, por sua vez, é convertida em angiotensina II por ação 
da enzima conversora de angiotensina (ACE, angiotensin-converting 
enzyme). A ACE é encontrada no endotélio pulmonar e vascular, bem 
como nas membranas celulares no rim, coração e cérebro (Brewster, 
2004). Acredita-se que a angiotensina II seja o peptídeo responsável 
pelos efeitos fisiológicos sobre o tecido-alvo. A angiotensina II não 
só estimula a liberação da aldosterona, como também é um potente 
agente vasoconstritor, estimula a liberação de catecolaminas a partir 
das suprarrenais, a de NEp a partir do SNS e, ainda, a de vasopressina. 
O octapeptídeo angiotensina II sofre nova quebra e dar origem a um 
heptapeptídeo denominado angiotensina III, ou a angiotensina I pode 
se modificada diretamente a angiotensina III, sem ser convertida em 
angiotensina II. Embora ainda existam especulações acerca das fun- 
ções exercidas pela angiotensina III, esta parece modular a secreção da 
aldosterona. As angiotensinas ativas são rapidamente eliminadas pela 
ação de várias aminopeptidases (angiotensinases) presentes na circu- 
lação e também durante o trânsito pelos tecidos. Essas relações são 
esquematizadas na Figura 24.18. 

A renina, por meio de seu produto, a angiotensina II, estimula dire- 
tamente a síntese e secreção da aldosterona pela zona glomerulosa 
suprarrenal. A liberação da renina, que constitui a etapa limitante 
do processo no eixo renina-aldosterona, depende das alterações no 
volume plasmático efetivo, que, por sua vez, dependem da reabsorção 
tubular de sódio nos rins. Um volume plasmático baixo e uma baixa 
concentração sérica de sódio estimulam a secreção da renina, resul- 
tando na liberação de aldosterona. Esta, por sua vez, causa retenção 
de sódio com consequente aumento do volume plasmático, pressão 
sanguínea e perda de potássio. De modo inverso, um aumento do 
volume de sangue efetivo ou uma elevação aguda da pressão sangui- 
nea resultam em baixas concentrações de renina, níveis reduzidos de 
aldosterona e perda de sódio subsequente. Em oposição à aldosterona, 
a secreção de renina é inibida pela hipercalemina (Fig. 24.19). 

A aldosterona (e os glicocorticoides) atua no receptor de mineralo- 
corticoides localizado nas células limitantes dos ductos coletores do 
rim e promove reabsorção de sódio, levando ao aumento do volume 
intravascular. A aldosterona também causa perda de potássio renal. 
Estudos sugeriram um papel para a aldosterona no desenvolvimento e 
perpetuação de vasculopatias. Foi demonstrado que a aldosterona esti- 





mula genes para a síntese de colágeno, fatores de crescimento teciduais, 
fatores inflamatórios e inibidor do ativador de plasminogênio de tipo 1 
(Brilla, 1994; Schunkert, 1997; Luft, 2002; Rocha, 2000; Brown, 2000). 
A síntese da aldosterona é restrita à zona glomerulosa. É nesse local que 
a enzima aldosterona sintase converte corticosterona em aldosterona. 
O principal estímulo para a secreção da aldosterona são a angiotensina 
II e a hipercalemia, enquanto o ACTH é um estímulo bem mais fraco. 
Somatostatina, hormônio natriurético atrial, Do e heparina inibem 
diretamente a síntese da aldosterona. O cortisol circula em concentra- 
ções bem mais altas do que as de aldosterona e, embora se ligue com 
igual afinidade ao receptor de mineralocorticoides, normalmente não 
atua como um mineralocorticoide importante. O motivo é que a enzi- 
ma 11-hidroxiesteroide desidrogenase II (11-HSD-2, também conhe- 
cida como CYP11B2), expressa nas células-alvo dos mineralocorticoi- 
des nos túbulos coletores, converte o cortisol em cortisona inativa. 


Renina e hipertensão 


O trabalho de Laragh indicou que a hipertensão essencial pode ser 
classificada com base na quantificação de renina, como sendo de alta, 
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Figura 24.19 Eixo renina-angiotensina-aldosterona normal. A renina, secretada 
pelo rim, cliva a angiotensina | a partir do substrato de renina (angiotensinogênio), 
o qual é produzido pelo fígado. A angiotensina | é convertida em angiotensina 
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angiotensina Il aumenta a resistência vascular periférica e, aliada à angiotensina III, 
estimula a secreção de aldosterona, com consequente retenção de sódio e aumento 
do volume plasmático. (Adaptado de Stewart PM: The Suprarrenal Cortex. In: 
Larsen, PR; Kronenberg, HM; Melmed, 5; Polansky, KS (eds.): Williams Textbook of 
Endocrinology, 10. ed. Philadelphia, Saunders, 2003, p. 499.) 
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baixa ou normal, e também que a escolha dos fármacos pode ser feita 
de acordo com essa classificação (Laragh, 1972; Laragh, 1993). Cerca 
de 15% dos pacientes com hipertensão essencial apresenta hipertensão 
de renina alta. A hiper-reninemia resultante de uma doença parenqui- 
matosa renal ou de vasculopatia renal conduz ao aumento da produ- 
ção de aldosterona e à subsequente retenção de sódio com excreção 
de potássio aumentada. Pacientes com essa condição são hipervolêmi- 
cos, intensamente vasoconstritivos e mais propensos a sofrerem lesão 
isquêmica. O perfil da renina demonstrou que a mesma constitui um 
fator de risco independente de IM. Mesmo que as pressões sejam con- 
troladas por agentes anti-hipertensivos, se estes não forem direciona- 
dos à atividade da renina plasmática, o paciente piora bem mais do 
que os indivíduos que apresentam menores níveis de renina (Alderman, 
1991). A aldosterona aumentada (aldosteronismo secundário) pode 
contribuir de forma significativa para os sintomas e curso da hiper- 
tensão de renina alta. Algumas das causas desse tipo de hipertensão 
são listadas na Tabela 24.23. 

Tumores secretores de renina são extremamente raros e pode ser 
difícil diagnosticá-los. Esses tumores podem ser benignos ou malig- 
nos, renais ou extrarrenais. À localização mais comum é o aparelho 
justaglomerular. Um paciente jovem com atividade de renina plas- 
mática acentuadamente elevada, hiperaldosteronismo e hipocalemia 
na ausência de lesão renovascular exemplifica a apresentação clínica 
associada ao tumor (Corvol, 1994). A hipertensão maligna também 
está associada à aldosterona e à atividade de renina plasmática aumen- 
tada. Quando tais pacientes recebem medicações que interrompem o 
eixo renina-aldosterona, como os inibidores de ACE (ACE-Is), a pres- 
são sanguínea com frequência é normalizada. Na hipertensão vascular 
renal, os níveis de renina e aldosterona também estão aumentados. 
Entretanto, ao contrário do que ocorre na hipertensão maligna, o tra- 
tamento com ACE-Is costuma resultar em maior deterioração da fun- 
ção renal. Pacientes com suspeita de estenose da artéria renal devem 
ser submetidos a mais testes, por exemplo, o renograma induzido 
pelo Captopril, ultrassonografia dúplex renal ou angiografia por RM. 
Um teste positivo conduz ao cateterismo e angiogramas venosos para 
amostragem de sangue seletiva. Na doença renal unilateral, tanto a 
renina plasmática como a aldosterona estão elevadas. A assimetria dos 
níveis de renina obtida durante a cateterização da veia renal propor- 
ciona uma das melhores medidas para avaliar a probabilidade de res- 
posta da pressão sanguínea à cirurgia corretiva. Quando a proporção 
de renina plasmática na veia renal do lado afetado em relação ao lado 
não afetado é igual a no mínimo 1,5:1, significa que a cirurgia pode 
trazer benefícios. Com a supressão da liberação de renina a partir do 
lado não afetado, os níveis de renina na veia renal próximos daqueles 
observados nas amostras de sangue obtidas da veia cava inferior tam- 
bém indicam um provável sucesso da cirurgia curativa. Entretanto, 
quase 40% desses pacientes apresenta atividade de renina plasmáti- 
ca no sangue periférico dentro da faixa de referência (Streeten, 1979). 
Em consequência, a renina plasmática periférica é um preditor fraco 
da resposta à cirurgia. É possível detectar secreção de renina em cân- 
ceres de pulmão, hamartoma hepático e outras condições pouco usu- 
ais (Anderson, 1989). 

Diante de uma aceleração da hipertensão, a renina costuma estar 
acentuadamente aumentada. Todavia, com a insuficiência renal crô- 
nica, espera-se detectar quase qualquer nível de renina. Um peque- 
no número de pacientes hipertensos submetidos à diálise apresentam 
hipertensão acelerada intratável. Em pacientes cuja hipertensão não 
pode ser controlada pela diálise, os níveis acentuadamente elevados 
de renina podem ser reduzidos por nefrectomia ou, no caso de uma 
estenose da artéria renal, angioplastia ou revascularização (Sonkodi, 
1990; Tullis, 1999; Whitehouse, 1981). Os ACE-Is podem ser empre- 
gados para mitigar a elevação da aldosterona. Em pacientes sub- 
metidos ao transplante renal que apresentaram rejeição, os eleva- 
dos níveis plasmáticos de renina podem ser indicativos de isquemia 
renal. A hipertensão sistêmica ocorre em pacientes com síndrome de 
Cushing, sendo que alguns desses pacientes apresentam níveis eleva- 
dos de renina e de seus substrato. Outros pacientes com essa síndrome 
apresentam hipocalemia associada à secreção de um mineralocorti- 
coide de menor importância (p. ex, DOC ou corticosterona) que 
provoca hipertensão (Krakoff, 1975). Em outros pacientes, ainda, os 
níveis de cortisol severamente elevados sobrepujam a capacidade da 


Tabela 24,23 Causas de hipertensão associadas a níveis elevados 
de renina plasmática 


Tumor secretor de renina Síndrome de Cushing 

Hipertensão acelerada maligna 

Hipertensão renovascular 
Lesões arteriais importantes 


latrogênica 
Agentes depletadores de volume 
Agentes vasodilatadores 
Glicocorticoides 
Estrógenos 


Lesões segmentares 
Insuficiência renal crônica 

Estágio terminal 

Rejeição de transplante 


11-hidroxiesteroide desidrogenase (11-HSD) de converter o cortisol 
em cortisona, levando a um quadro de atividade excessiva de minera- 
locorticoide com supressão da atividade da renina plasmática. Outras 
causas de hipertensão com elevação da renina incluem o tratamento 
com medicamentos como diuréticos, vasodilatadores ou outros agen- 
tes anti-hipertensivos. Agentes hormonais, como os glicocorticoides, e 
alguns contraceptivos orais que contêm estrógeno parecem aumentar 
a atividade do substrato da renina. 

Embora a atividade da renina plasmática, aldosterona e excreção 
urinária de sódio possam estar normais em 60% dos pacientes hiper- 
tensos, o acúmulo crescente de evidências indica que o sistema reni- 
na-angiotensina exerce participação significativa na hipertensão com 
renina normal. Em muitos pacientes hipertensos cujos níveis de reni- 
na permanecem normais, a resposta aos ACE-Is ou aos antagonistas 
da angiotensina II (saralasina) tem implicado a renina e a angioten- 
sina II na manutenção da hipertensão. Além disso, Ames demonstrou 
que, se a pressão sanguínea for elevada por uma infusão de angioten- 
sina, pode ser mantida com apenas 1/5 da dose original (Ames, 1965). 

Descobriu-se que a hipertensão essencial com baixos níveis de 
renina — envolvendo expansão crônica do volume de plasma e 
de líquidos extracelulares — é caracterizada pela hipersecreção de 
aldosterona e responde à terapia diurética. Pelo menos 25% dos 
pacientes com hipertensão essencial apresentam hipertensão com 
níveis baixos de renina. A maioria dos investigadores caracterizou 
esse estado como sendo hiporresponsivo, no sentido de que os 
pacientes hipertensos com renina diminuída falham em respon- 
der tão bem quanto os indivíduos sadios quando em posição ereta, 
à restrição ao sódio, uso de diuréticos, vasodilatadores ou a uma 
combinação desses fatores. O peptídeo natriurético atrial pode 
estar elevado nesses pacientes, assim como a resposta da aldostero- 
na à renina pode ser exagerada (Sergev, 1990). A supressão da reni- 
na aumenta com o avanço da idade e parece ser mais comum em 
mulheres e na população negra. 

A Tabela 24.24 lista um grupo de síndromes associadas a níveis 
baixos de renina plasmática. Esse grupo foi subdividido em dois sub- 
grupos: um com origem suprarrenal (primária) e outro cuja origem 
das síndromes não é suprarrenal (secundária). O aldosteronismo pri- 
mário é incomum, se comparado à hipertensão associada à renina, e 
caracteriza-se por (1) hipertensão sistólica e diastólica causada pela 
hipersecreção de aldosterona por um adenoma suprarrenal (adeno- 
ma produtor de aldosterona [APA, aldosterone-producing adenoma] ) 
ou hiperplasia da glândula (hiperaldosteronismo idiopático [IHA, 
idiopathic hyperaldosteronism]); (2) níveis baixos de renina ou eleva- 
da proporção aldosterona/renina (> 50); (3) perda de potássio renal; 
e (4) retenção de sódio. Vários testes com potencial de uso têm sido 
empregados na triagem para detecção de aldosteronismo primário e 
para separar os adenomas unilaterais produtores de aldosterona de 
outras causas de aldosteronismo primário. Dietas com baixo conte- 
údo de sais (< 2 g/dia), estresse, postura ereta e diuréticos são fatores 
que aumentam a aldosterona plasmática, enquanto dietas com ele- 
vado teor de sal e a posição deitada em supino suprimem a secreção 
de aldosterona em indivíduos sadios. A combinação dessas manobras 
tem sido utilizada no diagnóstico da secreção excessiva de aldoste- 
rona, embora não permita distinguir com segurança APA de IHA. 
Quando indivíduos sadios ingerem uma dieta rica em sais e se deitam 
em supino, apresentam supressão dos níveis de aldosterona a valores 
inferiores a 10 ng/dL (278 pmol/L). 
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Tabela 24.24 Causas de hipertensão associadas a baixos níveis 
de renina plasmática 


Excesso “primário” de mineralocorticoides 

Aldosteronismo primário 

Aldosteronismo pseudoprimário (idiopático) 

Aldosteronismo suprimível com glicocorticoides 

Excesso de 11-desoxicorticosterona (HSC devido a deficiência de 11-hidroxilase) 
Excesso de 18-hidroxi-11-desoxicorticosterona 

Carcinoma suprarrenal (excesso de mineralocorticoides e/ou glicocorticoides) 
Excesso “secundário” de mineralocorticoides 

Ingestão de alcaçuz 

Ingestão excessiva de sódio 

Hipoaldosteronismo hiporrenina 


Hipertensão essencial duradoura 
Diabetes melito 


Hiperaldosteronismo primário — triagem 
e testes de confirmação 

O algoritmo proposto por Blumenfeld para avaliação de pacientes 
hipertensos com suspeita de hiperaldosteronismo primário consiste 
em quantificar inicialmente os níveis séricos de potássio (Blumenfeld, 
1994). Quando esses níveis são menores do que 3,6 mmol/L, a ativida- 
de da renina plasmática é, então, determinada. Diante de uma ativida- 
de de renina plasmática < 1,0 ng/mL/h, é realizada a coleta de urina 
de 24 horas para avaliação da aldosterona e da excreção de potássio. 
Achados de urina de 24 horas acima de 30 mEq/24 h em face de hipo- 
calemia e níveis de aldosterona > 15 ug/24 h conduzem à localização 
da patologia suprarrenal. 

Embora os pacientes com hiperaldosteronismo primário classica- 
mente apresentem hipocalemia tanto espontânea como de fácil indu- 
ção, na verdade, muitos apresentam níveis séricos de potássio dentro 
da faixa de referência normal. Sendo assim, o teste de triagem prefe- 
rido é a determinação da proporção PAC/PRA: concentração plasmá- 
tica de aldosterona/atividade de renina plasmática. A PAC é expressa 
em ng/dL e a PRA, em ng/mL/h. Esse teste é realizado após o paciente 
permanecer no mínimo 2 horas em posição vertical e, de modo ideal, 
com o uso suspenso de espirolactona e esplerenona por um período 
de 4 a 6 semanas, bem como de quaisquer agentes anti-hipertensivos 
por ao menos 2 semanas. Similarmente, é preciso corrigir a hipocale- 
mia e o paciente não deve estar sob dieta com restrição de sódio. Uma 
proporção PAC/PRA maior do que 30 é sugestiva de hiperaldostero- 
nismo primário, sendo que um valor acima de 50 é virtualmente diag- 
nóstico (Blumenfeld, 1994; Weinberger, 1993). É importante notar 
que o limite inferior normal do teste de PRA varia de acordo com o 
laboratório. Portanto, o diagnóstico ganha suporte apenas quando há 
elevação tanto da proporção PAC/PRA como da PAC. 

O diagnóstico do hiperaldosteronismo primário é confirmado por 
meio de um teste de supressão com salina. Para tanto, o paciente pode 
ser submetido a uma infusão com 2 L de salina a 0,9% por 4 horas, ou 
pode ingerir comprimidos de 10 a 12 g de cloreto de sódio diariamente, 
durante 3 dias. Ao final do período de infusão, uma concentração plas- 
mática de aldosterona maior que 5 ng/dL (140 pmol/L) confirma o diag- 
nóstico — há autores que defendem o uso de um cutoff > 10 ng/dL (280 
pmol/L). No último dia de administração de sódio por via oral, coleta-se 
uma amostra de urina de 24 horas para avaliação da aldosterona, crea- 
tinina (para verificar a adequação da amostra) e sódio (> 200 mEq/dia 
confirmam a ingestão de sódio adequada). Níveis de aldosterona acima 
de 10 ug/24 horas (28 nmol/24 h) após os 3 dias de carga de sódio tam- 
bém confirmam o diagnóstico (Bravo, 1983, 1994; Holland, 1984). 


Diferenciação de causas diversas 
do hiperaldosteronismo primário 

O APA difere do hiperaldosteronismo idiopático decorrente de IHA 
graças a pressões sanguíneas mais extremas, maior perda de potássio 
e níveis mais altos de peptídeo natriurético atrial. Indivíduos com 
APA também tendem a apresentar maiores níveis urinários e séricos 
de 18-oxocortisol, 18-hidroxicortisol (soro > 300 ng/dL) e 18-hidroxi- 


corticosterona (soro > 100 ng/dL). Um resultado positivo no teste de 
estimulação postural (aldosterona plasmática: deambulação < 130% 
em supino) apresenta um grau moderado de sensibilidade e especi- 
ficidade para casos de adenoma, mas não para hiperplasia. Uma vez 
confirmado o diagnóstico de hiperaldosteronismo primário, a etapa 
seguinte consiste em realizar análise de imagem das suprarrenais 
tanto por TC como por IRM, em busca de uma hiperplasia bilateral 
ou de um adenoma hipodenso unilateral. A especificidade da análi- 
se de imagens na correta classificação dos pacientes com APA versus 
IHA varia entre 67% e 84% (Doppmann, 1992; Gleason, 1993; Harpe, 
1999; Magill, 2001). A remoção do adenoma é curativa em 35% dos 
casos e leva à melhora em outros 55% (Blumenfeld, 1994). A hiperpla- 
sia nem sempre é bilateral. A cirurgia pode curar ou melhorar a hiper- 
tensão nos pacientes com doença unilateral. Para aqueles com doença 
bilateral, o tratamento médico com fármacos (p. ex., espironolactona) 
conduz à melhora em 76% dos casos. 

A amostragem bilateral a partir da veia suprarrenal é um procedi- 
mento tecnicamente exigente e arriscado. Contudo, quando realizado 
por um radiologista experiente, constitui o padrão ouro para distin- 
ção dos casos de adenoma e hiperplasia. Para tanto, 30 minutos antes 
da amostragem, inicia-se uma infusão de 50 ug de ACTH/h que con- 
tinua durante todo o procedimento. Essa infusão serve para acentuar a 
diferença existente entre as suprarrenais esquerda e direita nos casos de 
adenoma. A partir de cada veia suprarrenal e da periferia, são obtidas 
amostras para avaliação da aldosterona e do cortisol. A quantificação 
do cortisol garante que as amostras sejam oriundas das veias suprarre- 
nais. Entre ambas as suprarrenais, deve haver uma diferença < 20% dos 
níveis de cortisol. No lado que contém o adenoma, a proporção aldos- 
terona/cortisol (A/C) na veia suprarrenal é maior do que na periferia. 
Uma proporção A/C > 1 bilateralmente indica hiperplasia. Usualmente, 
a PAC é no mínimo cinco vezes maior no lado que contém o adeno- 
ma. Na hiperplasia, nenhum gradiente é observado (Doppmann, 
1996). Vários estudos mostraram que até 1/3 de todos os casos apre- 
sentam uma discrepância entre os achados radiológicos e os cirúrgicos. 
Entretanto, ainda falta definir de forma clara os critérios que determi- 
nam quais pacientes devem ser submetidos à amostragem venosa. 

Dada a prevalência aumentada (5-10%) dos incidentalomas suprar- 
renais (tumores suprarrenais não funcionais) com o avanço da idade, 
algumas autoridades recomendaram o uso da amostragem a partir da 
veia suprarrenal para pacientes com hiperaldosteronismo que tenham 
idade acima de 40 anos e nódulo suprarrenal hipodenso unilateral (> 
1 cm) detectado em varredura por TC (Young, 1999). Com base nos 
achados de estudos prospectivos amplos, foi sugerido que a principal 
força dessa técnica pode residir na avaliação dos pacientes que, apesar 
de estarem associados a uma alta probabilidade de AHA, apresentam 
tanto achados normais como doença bilateral à TC. Novamente, é pre- 
ciso destacar que trata-se de um teste tecnicamente difícil e, mesmo 
quando realizado pelos melhores profissionais, é bem-sucedido em ape- 
nas 92 a 96% dos casos (Young, 1999; Radin, 1992; Doppman, 1992). 

A renina pode ser suprimida pela ingestão de alcaçuz (que é rico em 
ácido glicirrízico), pelo ato de mascar tabaco e pela ingestão excessiva 
de sódio. Também está suprimida na síndrome do hiperaldosteronis- 
mo hiporrenina, que é mais comum em pacientes com diabetes melito 
e doença renal. O aldosteronismo secundário resulta de uma doença 
não suprarrenal, em que ambas as glândulas suprarrenais são estimu- 
ladas (Tab. 24.25). Pacientes com esse distúrbio tipicamente não são 
hipertensos. Condições como nefrose, cirrose e insuficiência cardíaca 
constituem causas usuais, sendo que em todas há um aumento dos 
níveis de renina e aldosterona. Durante a gravidez, a resposta do sis- 
tema renina-aldosterona é especialmente complexa, parecendo haver 
elevação dos níveis de renina e de seu substrato, de angiotensina II e 
de aldosterona. 

Os casos familiares de aldosteronismo tratável com glicocorticoides 
sabidamente apresentam herança mendeliana (Kurtz, 1993; Lifton, 
1992). Esse distúrbio herdado de forma dominante é caracterizado 
pelo hiperaldosteronismo, hiporreninemia e hipertensão resultante da 
translocação da aldosterona sintase (CYP18) para a sequência do pro- 
motor sensível ao ACTH do gene da 11B-hidroxilase (CYP11B), junto 
à zona fasciculada. Assim, a síntese de aldosterona é estimulada pelo 
ACTH. O diagnóstico dessa condição é confirmado pela normalização 
da aldosterona após 4 a 6 semanas de supressão de esteroides. 


Tabela 24.25 Diferenciação entre as várias causas de hiperaldosteronismo 


Distúrbio Aldosterona Renina K* sérico 
Hiperaldosteronismo primário tT 4 J 
Tumor secretor de renina T T L-N 
Hiperaldosteronismo suprimível T 4 L 
com dexametasona 

Hipertensao renovascular N-T N-T +-N 
Sindrome de Bartter T i d 
Uso de diuréticos, insuficiência T T Nal 


cardíaca, cirrose, síndrome nefrótica 


N = normal. 


A síndrome de Liddle é outro distúrbio autossômico dominante 
raro. Caracteriza-se por hipertensão e hipocalemia, com PRA e PAC 
baixas. O defeito se deve a uma mutação que afeta os canais de sódio 
junto aos ductos coletores renais, acarretando o aumento da reabsor- 
ção de sódio e da excreção de potássio. 


Quantificações de aldosterona 


Uma quantificação isolada de aldosterona sem considerar a prepara- 
ção do paciente tem pouco valor clínico. Mesmo quando o momento 
da amostragem, a postura e a ingestão dietética de sódio e potássio são 
controladas, é difícil discriminar com certeza os casos de aldostero- 
nismo primário das demais formas de hipertensão utilizando apenas 
medidas isoladas da aldosterona plasmática. Os ensaios são realizados 
com amostras de plasma, utilizando método de extração para remo- 
ver a aldosterona das proteínas plasmáticas, seguido de cromatografia 
e RIA. Amostras de urina são testadas por hidrólise ácida, extração e 
RIA. Existem valores normativos para diferentes grupos de faixa etá- 
ria, postura e ingestão de sódio ( Tab. 24.26). 


Quantificações de renina 


Existem diferenças técnicas importantes referentes à determina- 
ção da renina empregando as metodologias atuais. São dois os tipos 
de quantificação da renina: PRA e ensaio de renina direto. O PRA 
é um bioensaio em que uma amostra de plasma contendo renina 
reage com seu substrato (angiotensinogênio). Após um período de 
tempo estabelecido, a reação é finalizada e a angiotensina I produzi- 
da é quantificada por RIA. Para a estimação da atividade da renina 
plasmática, o substrato endógeno não é eliminado. Desse modo, a 
taxa de geração de angiotensina I é influenciada pela concentração 
tanto de renina endógena como de seu substrato. Esse tipo de ensaio 
é o método mais amplamente utilizado para determinação da reni- 
na. Não é possível comparar os resultados de diferentes laboratórios, 
em razão das variações de pH, força iônica, duração do ensaio, inibi- 
dor de angiotensina empregado, falta de preparação específica refe- 
rencial e condições de obtenção da amostra. Além disso, a literatura 
existente sobre os ensaios de renina é confusa no que diz respeito às 


Tabela 24.26 Diferenciação entre as várias causas de hipoaldosteronismo 


Distúrbio Aldosterona Renina K*sérico 
Doença de Addison 4 ji jj 
Síndrome de Cushing J 1 Nou 
Síndrome de Liddle 1 $ 4 
Hipoaldosteronismo hiporrenina 1 L ij 
Aparente excesso de mineralocorticoides 4 1 i 
Hipoaldosteronismo isolado 4 T E 


N = normal. 


unidades de medida empregadas. Mesmo quando se tenta expressar 
nos mesmos termos (ng de angiotensina liberada/mL/h) as diversas 
unidades arbitrárias, existem amplas faixas de referência descritas 
para a atividade de renina plasmática humana nas populações de 
referência. 

Ao determinar a concentração de renina, em vez da PRA, elimina- 
se o efeito do substrato. O ensaio de renina direto utiliza anticorpos 
direcionados contra a própria molécula da renina. A amostra é, então, 
analisada por técnicas de ICMA ou RIA. 

Os ensaios de PRA e determinação da concentração plasmática de 
renina fornecem informações semelhantes, exceto em algumas situ- 
ações clínicas. Diante do uso de contraceptivos orais, a concentração 
de renina plasmática permanece junto à faixa de referência, enquan- 
to a PRA aumenta em decorrência do aumento da concentração de 
substrato. Foi demonstrado que outros procedimentos, como conge- 
lamento, descongelamento e acidificação, convertem a pró-renina em 
renina e, assim, aumentam os valores de renina plasmática nos ensaios 
de determinação da concentração. 

Como a liberação de renina é controlada por muitas variáveis 
fisiológicas e farmacológicas, é extremamente importante conhecer 
as condições de obtenção das amostras de sangue. Condições como 
postura ereta, administração de diuréticos ou dietas pobres em sódio, 
constituem estímulos potentes da liberação de renina e devem ser 
devidamente controladas antes da quantificação da renina plasmática. 
Esta, por sua vez, também parece ser extremamente lábil e, por esse 
motivo, é preciso exercer um controle vigoroso das variáveis envol- 
vidas no processamento da amostra. O sangue deve ser coletado em 
tubos resfriados contendo EDTA, que inativa enzimas (p. ex., angio- 
tensinases). Em seguida, deve ser centrifugado a 4°C e o plasma deve 
ser prontamente separado da fração celular, congelado e mantido no 
freezer até o momento da análise. Essa técnica preserva a estabilidade 
das amostras por vários meses, a —20°C. 

A medida direta do substrato da renina, angiotensina I, ou da angio- 
tensina II não é amplamente utilizada na prática clínica, por causa das 
tediosas etapas de extração ou concentração, e pela dificuldade de eli- 
minar a formação ou degradação desses compostos por ação das pro- 
teases e demais enzimas envolvidas no sistema da renina. Embora seja 
possível determinar facilmente os níveis de ACE, essa informação tem 
pouco valor para o diagnóstico de distúrbios hipertensivos. 
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O PONTOS-CHAVE 
e À função reprodutiva e a gravidez são reguladas por 


interações complexas que envolvem uma variedade de 
hormônios, os quais são sintetizados e secretados pelos testículos 
(testosterona), ovários (estradiol e progesterona), hipófise (FSH e LH), 
hipotálamo (GnRH) e placenta (GCH, estrógenos e progesterona). 


e A avaliação laboratorial da função reprodutiva masculina 
normalmente começa com a análise do sêmen. Se os resultados 
forem normais, uma avaliação mais aprofundada pode ser 
desnecessária. Se os resultados forem anormais, torna-se importante 
determinar os níveis séricos hormonais, em particular da 
testosterona, do FSH e do LH. 


e Na mulher, uma disfunção reprodutiva, muitas vezes, é indicada 
pela presença de anorreia e/ou infertilidade. A avaliação laboratorial, 
assim como para o homem, envolve a determinação dos níveis 
séricos de hormônios, em particular do GCH, PRL, TSH, FT4, FSH e 
andrógenos. 


e A infertilidade pode ser tratada por meio de várias tecnologias 

de reprodução assistida (TRAs). Estas envolvem uma variedade de 
manipulações clínicas, todas direcionadas ao máximo controle externo 
possível do processo reprodutivo, a fim de alcançar a elevar a termo 

a gravidez. O monitoramento dos níveis séricos hormonais (estradiol, 
progesterona e GCH) exerce importante papel nesses protocolos. 


e À gravidez precoce é monitorada pela determinação da 
concentração sérica de GCH e detecção de um padrão 
acentuadamente aumentado durante o primeiro semestre, conforme 
as expectativas. 


e O risco de ocorrência das deformidades inatas mais comuns, 
defeitos de tubo neural (DTNs) e síndrome de Down (SD) é 
determinado no início do segundo trimestre, por meio de triagem do 
soro materno para quantificação dos níveis de AFP, GCH e estradiol 
não conjugado (uE3). 

e A doença fetal hemolítica (eritroblastose fetal) é monitorada por 
estimação espectrofotométrica da concentração de bilirrubina no 
líquido amniótico. 

e O status da maturação pulmonar fetal é estimado a partir da 
avaliação do surfactante pulmonar no líquido amniótico. Essa 
avaliação pode ser realizada por meio de vários métodos, incluindo 
a determinação (1) da proporção lecitina/esfingomielina (L/E) e 
fosfatidilglicerol (FG) por cromatografia, ou (2) da microviscosidade 
por fluorescência polarizada. 

e A toxemia da gravidez — ou pré-eclâmpsia — é caracterizada por 
hipertensão e proteinúria, portanto, pode ser monitorada de acordo 
com a determinação da concentração de proteína na urina. 


e O rompimento precoce de membranas pode ser avaliado por 
imunoensaio para fibronectina em amostras de líquido amniótico. 


Fisiologia normal 


A função reprodutiva normal é mediada por vários hormônios sin- 
tetizados e secretados pelas gônadas (testículos e ovários), suprarre- 
nais, hipófise, hipotálamo e placenta. Além disso, os tecidos periféricos 
não glandulares também podem contribuir com a síntese hormonal. 
Mediadores parácrinos e autócrinos também estão envolvidos, porém 
quase sempre suas funções exatas são desconhecidas. 


Esteroides sexuais 


Os testículos e ovários sintetizam esteroides sexuais (andrógenos e 
estrógenos) a partir do colesterol, pela via inicial também utilizada 
pelas glândulas suprarrenais para sintetizar mineralocorticoides, gli- 
cocorticoides e andrógenos (Fig. 25.1). O hormônio secretado especi- 
ficamente pela glândula endócrina está sujeito à presença e atividades 
relativas de várias enzimas atuantes na via de esteroides. Enquanto as 
suprarrenais sintetizam andrógenos, como a deidroepiandrosterona 
(DHEA), o sulfato de DHEA (DHEAS) e a androstenediona, os tes- 
tículos metabolizam esses esteroides primariamente em testosterona. 
O ovário converte a testosterona em estradiol e a androstenediona em 
estrona. Os tecidos periféricos (incluindo aqueles que são alvo dos 
andrógenos) reduzem a testosterona a deidrotestosterona (DHT). 
Como a DHT é 2 ou 3 vezes mais potente do que a testosterona, esse 
processo resulta em um efeito androgênio aumentado ou ativado. 
Os tecidos periféricos, entre os quais o fígado, também hidroxilam 
o estradiol a estriol, cuja potência estrogênica equivale a apenas um 
centésimo da potência de seu precursor. Durante a gravidez, o estriol 
é sintetizado por uma via diferente e pode exercer papel igualmente 
distinto daquele do estradiol (ver adiante). Os tecidos periféricos tam- 
bém convertem andrógenos suprarrenais em testosterona e andró- 
genos em estrona e estradiol, sendo que esse último está presente no 
tecido adiposo. A potência da estrona equivale a cerca de um décimo 
da potência do estradiol. Repare que, embora a progesterona atue 
como intermediária na síntese de todos os hormônios esteroides, tam- 
bém atua como esteroide sexual por si só nas mulheres. 

Como ocorre com qualquer hormônio, os esteroides sexuais atuam 
em sítios teciduais distantes aos de seus sítios de síntese e secreção. Uma 
vez no sangue, a maioria dos esteroides sexuais hidrofóbicos se liga tanto 
de modo reversível e não covalente às proteínas plasmáticas. Essa intera- 
ção inclui ligação inespecífica de baixa afinidade aos sítios hidrofóbicos 
da albumina, bem como ligação de alta afinidade a proteínas transpor- 
tadoras específicas sintetizadas pelo fígado. A globulina ligadora de hor- 
mônio sexual (SHBG, sex hormone-binding globulin) transporta andró- 
genos e estrógenos, enquanto a globulina ligadora de corticosteroides 
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Figura 25.1 Síntese de hormônios esteroides. Abreviações dos nomes das enzimas: 20,22-Des = 20,22 desmolase; 3B-HSD = 3B-hidroxiesteroide desidrogenase; 
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(CBG, corticosteroid-binding globulin) transporta a progesterona (e que só o hormônio livre pode estar presente no sistema vascular (por 
também os glicocorticoides). No sangue, somente cerca de 1 a 2% dos difusão) e interagir com as células-alvo. 
esteroides sexuais estão na forma livre (não ligados). Cerca de metade Cada esteroide se liga com alta afinidade aos receptores proteicos espe- 
do conteúdo restante está ligado a SHBG ou a CBG, e o restante está cíficos que ativam ou inativam genes na célula-alvo. Assim, um mesmo 


ligado à albumina. Somente a fração livre é biologicamente ativa, visto hormônio é capaz de desencadear respostas diferentes, conforme o tipo 


de célula-alvo. A potência do efeito de um hormônio esteroide (p. ex., 
efeito androgênico) é uma função primária de sua afinidade pelo recep- 
tor proteico específico e da afinidade do complexo pelos sítios aceptores 
de cromatina. Desse modo, o DHT é um andrógeno mais potente do que 
a testosterona. DHEA e androstenediona ligam-se apenas fracamente, 
quando se ligam, ao receptor de andrógenos. Em consequência, produ- 
zem baixo efeito androgênico e a maior parte de sua atividade androgê- 
nica (senão toda) deriva da conversão periférica da testosterona. 


Regulação da reprodução masculina 


A Figura 25.2 resume a regulação da reprodução no homem. O hor- 
mônio liberador da gonadotrofina (GnRH, gonadotropin-releasing hor- 
mone) é um decapeptídeo sintetizado e secretado por células neuroen- 
dócrinas do hipotálamo, principalmente do núcleo arqueado. O GnRH 
se liga a receptores específicos existentes na membrana celular dos gona- 
dotrofos localizados na adeno-hipófise, resultando na síntese e secreção 
de dois hormônios proteicos, hormônio folículo-estimulante (FSH, 
follicle-stimulating hormone) e hormônio luteinizante (LH), nomea- 
dos segundo os efeitos que exercem nas mulheres. Ambos, FSH e LH, 
são semelhantes aos hormônio estimulador da tireoide (TSH, thyrotro- 
phin-stimulating hormone), sendo constituídos por duas subunidades e 
compartilhando a mesma subunidade ot. Entretanto, diferem quanto à 
subunidade B que lhes confere a especificidade funcional. 

Os túbulos seminíferos dos testículos contêm células em vários está- 
gios de espermatogênese (espermatogônias, espermatócitos, espermá- 
tides), além das células de Sertoli e das células de Leydig. O FSH induz 
as células de Sertoli a sintetizarem e secretarem a proteína ligadora de 
andrógenos (ABP, androgen-binding protein) no lúmen dos túbulos 
seminiferos. A secreção de ABP, então, mantém elevada a concentra- 
ção de testosterona para atender às necessidades do processo de esper- 
matozoidogênese normal. O LH induz as células de Leydig a sintetiza- 
rem testosterona. Parte segue para a circulação geral e é transportada 
a outros tecidos, como o músculo esquelético, onde exerce efeito ana- 
bólico. Um pouco da testosterona é transportada até o hipotálamo e 
a glândula adeno-hipófise, onde exerce retroalimentação (feedback) 
negativa — diminui a síntese e secreção de GnRH, FSH e LH, com con- 
sequente redução da síntese de testosterona pelas células de Leydig. 
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Figura 25.2 Regulação da reprodução no homem. 


As células de Sertoli também sintetizam e secretam outro hormônio 
proteico — a inibina. Este hormônio, por sua vez, interage com as gona- 
dotrofinas na adeno-hipófise, onde exerce efeito de retroalimentação 
negativa: diminui a síntese e a secreção de FHS, mas não a de LH. O 
papel exato da inibina no processo regulatório é desconhecido. 


Regulação da reprodução feminina 


A Figura 25.3 resume a regulação da reprodução feminina. Assim 
como no homem, o GnRH oriundo do hipotálamo aumenta a sínte- 
se e secreção de FSH e LH a partir da adeno-hipófise. Por outro lado, 
diferente do que ocorre no homem, o processo regulatório feminino 
é cíclico e referido como ciclo menstrual. As alterações que ocorrem 
na hipófise, ovários e útero ao longo dos 28 dias do ciclo menstrual 
estão ilustradas de forma resumida na Figura 25.4. De acordo com a 
ilustração, o ciclo tem início com a menstruação ou desprendimento 
do endométrio uterino. Durante esse período, no ovário, um grupo de 
folículos é “recrutado” para crescer e se desenvolver. Nesse grupo, um 
folículo (usualmente) é “selecionado” para ser o folículo dominante e, 
assim, continua a crescer e a se desenvolver. Os demais folículos recruta- 
dos sofrem regressão ou atresia. Esses processos ocorrem durante a fase 
folicular do ciclo ovariano como resultado da ação do FSH. Na medida 
em que o folículo cresce, quantidades maiores de estradiol são sintetiza- 
das e secretadas. O estradiol restaura o endométrio, promovendo pro- 
liferação e crescimento celular — tem início a fase proliferativa do ciclo 
endometrial uterino. Esse hormônio também exerce retroalimentação 
negativa no hipotálamo e na adeno-hipófise, provocando o declínio dos 
níveis de FSH tardiamente durante a fase folicular. 

Perto do final da fase folicular, quando os níveis de estradiol atingem 
seu pico, o efeito de retroalimentação no hipotálamo e na adeno-hipó- 
fise é revertido e se torna positivo. O mecanismo dessa reversão nega- 
tivo-positivo da retroalimentação é desconhecido. Seu efeito, contudo, 
é dramático: provoca uma onda de secreção de GnRH, FSH e, princi- 
palmente, de LH, que culmina na ovulação. O oócito entra no oviduto. 
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Figura 25.3 Regulação da reprodução na mulher. 
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Figura 25.4 Alterações hipófisárias, ovarianas e uterinas, durante o ciclo menstrual. 


Devido à ruptura do folículo, a síntese e secreção do estradiol sofrem 
uma queda marcante. O folículo rompido começa a se diferenciar em 
corpo lúteo — tem início a fase lútea do ciclo ovariano. O corpo lúteo 
sintetiza estradiol e progesterona em decorrência da ação do LH. Os dois 
esteroides combinados atuam sobre o endométrio uterino e promovem 
o desenvolvimento de inúmeras glândulas exócrinas, dando início à fase 
secretória do ciclo endometrial uterino. Essa fase prepara o endométrio 
para a implantação, caso ocorra fertilização e desenvolvimento precoce. 
Os níveis de LH declinam gradualmente durante a fase lútea, indicando 
a restauração da regulação por retroalimentação negativa do estradiol e 
da progesterona no hipotálamo e na adeno-hipófise. 

Assim como no homem, a inibina exerce retroalimentação negati- 
va seletiva sobre o FSH. Entretanto, na mulher, existem duas formas 
diferentes. Uma delas é sintetizada e secretada por folículos em desen- 
volvimento (inibina B),a outra é oriunda do corpo lúteo (inibina A) 
(Welt, 1999). Mais uma vez, são desconhecidos os papéis regulatórios 
exatos desempenhados por esses hormônios. 

No ciclo em que não há fertilização, o corpo lúteo começa a regre- 
dir ao final da fase lútea. Como resultado, há diminuição da síntese e 
secreção de estradiol e progesterona. Como esses esteroides são neces- 
sários à manutenção do endométrio secretor, eles começam a se dete- 
riorar, até serem eliminados durante a menstruação. Com a queda dos 
níveis de estradiol e progesterona, os efeitos de retroalimentação nega- 


tiva desses hormônios também diminuem, enquanto os níveis de FSH 
e LH aumentam para iniciar um novo ciclo. 


Gravidez 


Quando é fertilizado ao transitar oviduto abaixo, o oócito se desen- 
volve num blastocisto multicelular, no momento em que atinge o 
útero. No momento da implantação (cerca de 9 dias após a ovulação), e 
antes do corpo lúteo começar a regredir, quantidades crescentes de um 
hormônio análogo ao LH — a gonadotrofina coriônica humana (GCH) 
— são detectadas no sangue materno. A GCH é sintetizada e secretada 
pelas células trofoblásticas da placenta em desenvolvimento. Trata-se 
de um hormônio proteico dimérico, que possui a mesma subunidade 
œ do LH, FSH e TSH, cuja subunidade é diferente. Sua subunidade 
B é muito parecida com a do LH, porém é maior. Sendo assim, a GCH 
consegue interagir com os receptores de LH existentes nas células lúte- 
as. Essa interação previne a regressão do corpo lúteo e garante a manu- 
tenção da síntese e secreção de estradiol e progesterona, que são neces- 
sários à manutenção apropriada do endométrio uterino no decorrer de 
toda a gravidez. 

Durante o primeiro trimestre de gravidez, a concentração de GCH 
sobe de < 5 mUI/mL de soro para > 1 - 10º mUI/mL de soro (Fig. 25.5). 
Tal aumento é responsável pelos aumentos marcantes e semelhantes 
dos níveis de estradiol e progesterona. Ao fim do primeiro trimestre, 
contudo, os níveis de GCH declinam significativamente. Os níveis de 
estradiol e progesterona continuam a aumentar, pois a placenta, a partir 
desse momento, passa a ser a fonte mais significativa de estrona e estriol. 
Diferente do observado com a GCH, os níveis desses esteroides aumen- 
tam à medida em que a placenta cresce. Esteroides intermediários prove- 
nientes da glândula suprarrenal e fígado fetais também contribuem para 
o processo. Exemplificando, o estriol não é sintetizado a partir da hidro- 
xilação do estradiol (Fig. 25.1), mas pela conversão a partir de 16-hidro- 
xi-DHEAS. Isso explica o porquê de as quantificações do estriol materno 
serem historicamente utilizadas para avaliar o bem-estar do feto ao final 
da gestação (Carr, 2004). A potência estrogênica do estriol equivale ape- 
nas a cerca de um centésimo da potência do estradiol e somente a um 
décimo da potência da estrona. No entanto, o estriol promove um fluxo 
sanguíneo útero-placenta de modo quase tão potente quanto os demais 
estrógenos, e isso pode explicar a dramática elevação de seus níveis, 
observada durante os dois últimos trimestres (Resnik, 1974). 

O lactógeno plancetal humano (HPL, human placental lactogen) 
é outro hormônio sintetizado em grande quantidade pela placenta 
durante os dois trimestres finais. Apresenta semelhança estrutural 
com a prolactina (PRL) e o hormônio do crescimento. Possui ativi- 
dades tanto lactogênicas como promotoras do crescimento, embora 
sejam relativamente fracas. Além disso, o HPL é antagonista da insu- 
lina e, como tal, atua na utilização da glicose materna. Por outro lado, 
seu papel exato permanece desconhecido, uma vez que foram descri- 
tas gestações aparentemente normais em que esse hormônio não é 
detectado no sangue ou na placenta materna (Sideri, 1983). Diferente 
da GCH, também ocorre aumento dos níveis de HPL paralelamente 
ao crescimento da massa placentária (Carr, 2004). 
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Figura 25.5 Níveis de GCH durante a gravidez normal. (De Lau, HL: Testing for 
pregnancy. In: Hagerstown, MD: Practice of Medicine, Vol Il. Harper & Row, 1975, 
Ch 29; and Braunstein GD, Rasor J, Adler D, Danzer H, Wade ME: Am J Obstet 
Gynecol 1976; 126:678.) 


A placenta também sintetiza inibina. Enquanto a inibina gonadal 
(testículos e ovários) atua como inibidor endócrino da secreção hipo- 
fisária de FSH, a inibina placentária pode atuar como inibidor pará- 
crino ou autócrino da secreção de GCH placentária (Mesiano, 2004). 
Seu papel regulatório exato, contudo, ainda precisa ser elucidado. 

O parto é o processo pelo qual o feto é expulso do ambiente interno 
— o útero materno — para o ambiente externo. Ocorre como resulta- 
do de uma alteração da atividade do miométrio uterino (musculatu- 
ra lisa), em que as contrações irregulares, prolongadas e incontínuas 
passam a ser regulares, fortes e muito frequentes. A iniciação desse 
processo nos seres humanos é ainda pouco compreendida, e parece 
ser diferente daquela observada em outros mamíferos. A progestero- 
na, por exemplo, inibe as contrações uterinas durante a gestação e, na 
maioria dos outros mamíferos, o início do trabalho de parto é prece- 
dido por uma diminuição significativa dos níveis plasmáticos de pro- 
gesterona materna. Nos serem humanos, entretanto, isso não ocorre. 
Foi postulada a existência de uma “cascata de parto” nas mulheres, a 
qual envolve múltiplos e redundantes mediadores endócrinos, pará- 
crinos e autócrinos. Acredita-se que tais mediadores sejam: DHEAS e 
cortisol fetal; estriol placentário, ocitocina, prostaglandinas e hormô- 
nio de liberação da corticotrofina; além da ocitocina materna. Os efei- 
tos desses mediadores podem ser modulados por alterações no nível 
de expressão de seus receptores (Norwitz, 2004). 

Seguindo-se ao parto, há a lactação. O desenvolvimento primário 
das glândulas mamárias ocorre durante a puberdade, quando o estra- 
diol promove o crescimento e ramificação dos ductos, e a progesterona 
induz a formação dos alvéolos. De modo similar, durante a gravidez, 
as elevadas concentrações de estrógenos e progesterona causam mais 
ramificações dos ductos e crescimento dos alvéolos. A capacidade secre- 
tória das células epiteliais alveolares é induzida pela PRL, cujos níveis 
aumentam durante a gravidez, e pelo HPL. No parto, a diminuição dos 
níveis de estrógeno e progesterona elimina seus efeitos inibitórios sobre 
a secreção de leite que, por sua vez, ainda requer PRL. A ejeção do leite, 
contudo, requer a ocitocina, como parte de um reflexo neuroendócri- 
no. Esse reflexo é iniciado pelo estímulo produzido pela sucção, gerando 
impulsos nervosos que viajam do mamilo até o hipotálamo. Neste, os 
impulsos causam secreção de ocitocina, a partir das células neuroen- 
dócrinas da neuro-hipófise. A ocitocina viaja até a glândula mamária 
e estimula a contração das células de músculo liso que cercam os alvéo- 
los, provocando a ejeção do leite. A PRL também participa desse refle- 
xo neuroendócrino, de modo que os impulsos nervosos que alcançam 
o hipotálamo também inibem a síntese e secreção de dopamina, cuja 
atuação é semelhante a de um hormônio inibidor da liberação de PRL. 
Como resultado, a PRL é secretada a partir da adeno-hipófise e segue 
para as glândulas mamárias, onde estimula a secreção do leite. O objeti- 


vo, nesse caso, é repor o leite que foi ejetado. A concentração plasmática 
de PRL permanece alta enquanto houver lactação. Essa hiperprolacti- 
nemia pós-parto provoca amenorreia pós-parto devido à interferência 
na regulação normal da secreção de FHS e LH realizada pela GnRH. 
Embora esse estado hipogonadotrófico previna a gravidez, não é consi- 
derado um modo seguro de contracepção, em particular nas sociedades 
modernas com amamentação variável. 


Avaliação laboratorial da função reprodutiva 


A Tabela 25.1 descreve os achados laboratoriais obtidos de vários 
homens e mulheres que apresentavam doença reprodutiva, tipicamen- 
te classificada de acordo com a presença de (1) deficiência ou exces- 
so de hormônio, e (2) disfunção primária (gonadal) ou secundária 
(hipofisária). Nos estados de doenças primárias, os níveis de esteroi- 
des gonadais apresentam uma correlação inversa aos níveis de gona- 
dotrofinas hipofisárias, enquanto nos estados de doenças secundárias 
essa correlação é diretamente proporcional (p. ex., ambos aumentam 
ou diminuem). Essas alterações ocorrem porque os esteroides gona- 
dais exercem retroalimentação negativa sobre as gonadotrofinas. Na 
insuficiência ovariana primária, por exemplo, a diminuição dos níveis 
de estradiol reduz seu efeito de retroalimentação negativa sobre o eixo 
hipotálamo-hipofisária, resultando na elevação de FSH e LH. 


Avaliação do homem 


A avaliação da disfunção reprodutiva no homem costuma ser iniciada 
pela análise do sêmen, pois trata-se de um procedimento custo-efetivo 
relativamente simples. Com frequência, quando os resultados obtidos 
são normais, outras avaliações são desnecessárias. Por outro lado, quan- 
do os resultados são anormais, são realizadas análises hormonais. 
Análise de sêmen. Além do uso na avaliação da disfunção reprodutiva, 
em particular nos casos de infertilidade, a análise de sêmen também 
é empregada na seleção de doadores para inseminação terapêutica e 
no monitoramento do sucesso de procedimentos cirúrgicos, como 
varicocelectomia e vasectomia. A análise de sêmen é composta por 
componentes microscópicos e macroscópicos, sendo que estes últi- 
mos incluem a determinação das propriedades físicas (p. ex., volume) 
e químicas (p. ex., pH). Existem guias e referências úteis, que abordam 
o procedimento (Gilbert, 1992; Mortimer, 1994; Tomlinson, 1999; 
World Health Organization, 1999). 

Coleta da amostra. O paciente deve ser instruído a coletar o sêmen 
após 3 dias de abstinência sexual. Períodos de abstinência maiores 
costumam resultar em volumes de sêmen também maiores, porém 
com reduzida motilidade do espermatozoide. Nesse caso, deve ser 
coletada uma segunda amostra de sêmen 2 horas após a primeira 


Tabela 25.1 Alterações dos níveis de hormônios reprodutivos em diversas doenças 


Doença 
Classificação Exemplo FSH 
Homem 
Deficiência primária Síndrome de Klinefelter Alto 
Deficiência secundária Pan-hipo-hipofisarismo Baixo 
Excesso primário Tumor testicular Baixo 
Excesso secundário Puberdade precoce Alto 
Outros Insuficiência de túbulos seminiferos Alto 
Outros Insensibilidade parcial a andrógenos Normal 
Mulheres 
Deficiência primária Menopausa Alto 
Deficiência secundária Síndrome de Sheehan Baixo 
Excesso primário Tumor ovariano feminilizante Baixo 
Excesso secundário Tumor produtor de gonadotrofina (raro) Alto 
Outros Sindrome dos ovarios policisticos Normal 
Outros Tumor ovariano masculinizante Baixo 


Niveis de hormônio 


LH Testosterona Estradiol 
Alto Baixo - 
Baixo Baixo - 
Baixo Alto - 
Alto Alto - 
Normal Normal - 
Alto Alto = 
Alto - Baixo 
Baixo -= Baixo 
Baixo - Alto 
Alto - Alto 
Alto Alto - 
Baixo Alto - 


De: Nickel KL: The gonads. In: Kaplan LA, Pesce AJ (eds): Clinical Chemistry — Theory, Analysis, and Correlation, 3. ed., St Louis, Mosby, 1996, pp. 892-911, com permissão. 
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coleta. O paciente deve esvaziar a bexiga urinária antes de ejacular. O 
laboratório deve fornecer ao paciente um frasco de coleta pré-pesado, 
de plástico estéril (polipropileno) e com tampa de rosca. A amostra 
de sêmen deve ser entregue ao laboratório dentro de 1 hora após a 
coleta e mantida aquecida durante o transporte. Em caso de suspeita 
de ejaculação retrógrada, pode ser solicitada nesse momento a coleta 
pós-ejaculação de uma amostra de urina. Duas amostras coletadas a 
intervalos de 2 a 3 semanas devem ser analisadas e, caso apresentem 
diferenças marcantes, devem ser obtidas amostras adicionais. Na situ- 
ação ideal, as amostras de sêmen devem ser coletadas com privacida- 
de, num recinto adjacente ao laboratório, porque em algumas amos- 
tras o espermatozoide precisa ser isolado do plasma seminal o quanto 
antes. As tecnologias reprodutivas assistidas (TRAs — ver adiante), tais 
como a fertilização in vitro (FIV), requerem que um espermatozoide 
móvel seja isolado do plasma seminal em até 1 hora após a ejaculação, 
a fim de proteger o espermatozoide dos efeitos inibitórios do plasma 
seminal sobre a fertilização. O sêmen deve ser obtido por meio de 
masturbação. Caso as circunstâncias impeçam a coleta, preservativos 
Silastic especiais devem ser disponibilizados para a coleta durante o 
coito. Amostras de sêmen incompletas não devem ser analisadas. 

Exame macroscópico. Deve ser realizado após a liquefação, que usu- 
almente ocorre em menos de 20 minutos, à temperatura ambiente. Se 
a amostra falhar em se liquefazer, pode ter havido secreção prostática 
inadequada. O sêmen deve ser totalmente homogeneizado antes do 
exame, bem como sua viscosidade deve ser registrada. O volume ejacu- 
lado pode ser medido pesando-se o copo que será analisado antes e após 
a coleta da amostra. O aparecimento de uma tonalidade amarelada está 
associado à pirospermia, enquanto uma cor de ferrugem indica sangra- 
mento na vesícula seminal. O pH varia entre 7,2 e 7,8, contudo pode 
chegar a 8,0, ou até mais, em decorrência de infecções agudas da prósta- 
ta, vesícula seminal ou epidídimo. O pH será < 7,0 se a amostra estiver 
contaminada com urina, em caso de obstrução dos ductos ejaculatórios 
ou quando a amostra consiste, principalmente, em líquido prostático. 

Exame microscópico. Deve ser realizado para obtenção de estimativas 
de concentração, motilidade e aglutinação do espermatozoide. Outros 
elementos celulares, como as células poligonais do trato uretral e as 
“células arredondadas (p. ex., células espermatozoidogênicas e leucó- 
citos) também podem ser observados na contagem de espermatozoides 
em hemocitômetro. Uma vez que a motilidade e a velocidade dos esper- 
matozoides dependem da temperatura, esses parâmetros devem ser 
avaliados em microscópio, com placa de aquecimento. Uma lamínula 
de vidro de 22 x 22 mm cobre, em geral, 8 uL de sêmen (com viscosi- 
dade normal), rendendo uma preparação a fresco com profundidade 
de 16,5 um. Alternativamente, alíquotas de 4 uL de amostra são trans- 
feridas para lâminas de vidro descartáveis contendo dois poços (utili- 
zados com lamínulas de vidro espessas), resultando na obtenção de 
preparações com 20 um de profundidade. Um hemocitômetro ou um 
microcâmara pode ser empregado na contagem de espermatozoides. Ao 
menos quatro campos distintos para cada uma das duas alíquotas de 
amostra devem contados. A média de oito leituras separadas deve ser 
registrada. Em seguida, a contagem total de espermatozoides é calcula- 
da multiplicando-se o fator de diluição (faixa de concentração normal: 
20-50 milhões/mL) pelo volume normal (faixa de volume normal: 2-5 
mL). A motilidade (faixa normal: > 50%) é expressa como percentual de 
espermatozoide que se move e o movimento para a frente é classificado 
em graus. Assim, espermatozoides que se movem rapidamente em linha 
reta, com poucos desvios e movimentos laterais, são classificados como 
sendo de grau 4. Espermatozoides que se movem mais lentamente são 
considerados de grau 3, enquanto aqueles que se movem ainda mais 
devagar e, por vezes, desviam da trajetória são classificados como sendo 
de grau 2. Os espermatozoides de grau 1 não se movem para frente. 
Uma progressão nula denota ausência de qualquer motilidade. Quando 
a motilidade é inferior a 50%, realiza-se a determinação da viabilidade 
por meio de coloração com eosina Y, utilizando nigrosina como con- 
tracoloração. À microscopia de campo luminoso, os espermatozoides 
mortos aparecem corados em vermelho, enquanto os vivos excluem os 
corantes e se mostram não corados. Em amostras sem nenhum esper- 
matozoide visível, como nas de sêmen pós-vasectomia, a amostra inteira 
deve ser centrifugada e o precipitado obtido deve ser examinado quanto 
à presença de fragmentos de espermatozoides danificados ou intactos. A 
análise deve ser repetida em 4 a 6 meses. 


A aglutinação ocorre quando espermatozoides móveis aderem uns 
aos outros, segundo uma orientação que pode se repetir numa dada 
amostra, como cabeça com cabeça, cauda com cauda, peça inter- 
mediária com perça intermediária ou formas mistas, dependendo 
da especificidade dos anticorpos do espermatozoide. A presença de 
aglutinação sugere uma causa imunológica para casos de infertilida- 
de, sendo recomendável registrar o tipo de aglutinação observado. O 
tipo de aglutinação usualmente pode ser distinguido da aglutinação 
decorrente de infecção bacteriana ou debris teciduais, que tipicamente 
envolve uma orientação inespecífica dos espermatozoides. 

As células arredondadas devem ser diferenciadas em duas classes: 
células germinativas imaturas, que apresentam um ou dois núcle- 
os altamente condensados e uma área de citoplasma relativamen- 
te ampla; e leucócitos polimorfonucleares, que são menores do que 
as células germinativas e apresentam proporção núcleo/citoplasma 
também inferiores. A coloração com peroxidase identifica de forma 
específica os leucócitos polimorfonucleares em presença de linfócitos 
e outras células normalmente encontradas no sêmen. É preciso obser- 
var a existência de contaminação por bactérias, bem como a presen- 
ça ou ausência de células epiteliais. Se for constatada a existência de 
uma associação entre ausência de espermatozoide e obtenção de um 
pequeno volume de sêmen, deve ser realizado o teste de frutose para 
confirmar a presença de líquido proveniente da vesícula seminal. Esse 
mesmo teste deve ser realizado em amostras de urina de pós-ejacula- 
ção, com a finalidade de excluir a possibilidade de ejaculação retrógra- 
da. Todavia, a importância do resultado do teste de frutose tem decli- 
nado com o passar dos anos devido à disponibilidade de ferramentas 
diagnosticas mais diretas, como a ultrassonografia transretal. 

A morfologia do espermatozoide pode predizer a fertilidade 
(Ombelet, 1997). Em geral, mais de 50% dos espermatozoides pre- 
sentes em uma amostra de sêmen deve exibir morfologia normal. 
Espermatozoides morfologicamente anormais costumam apresentar 
múltiplos defeitos. A média do número de defeitos por espermatozoi- 
de — denominada índice teratozoospérmico — é um fator significativa- 
mente preditivo da função do espermatozoide, tanto in vivo como in 
vitro. À característica mais óbvia do espermatozoide anormal é a ampla 
variabilidade do tamanho do capuz acrossômico. Um capuz acrossômi- 
co que envolva menos de um terço da superfície da cabeça é conside- 
rado anormal, assim como a retenção de uma gotícula citoplasmática, 
cujo tamanho seja maior que o equivalente à metade do tamanho da 
cabeça ou de uma cauda com menos de 45 um de comprimento. Uma 
particularidade a ser notada é a relação direta existente entre o tamanho 
do acrossomo e a frequência de fertilizações ou episódios de gravidez. A 
varredura morfológica auxiliada por computador é especialmente útil 
em casos de amostras que apresentem números muito baixos de esper- 
matozoides normais que, de outro modo, talvez não fossem detectados. 

Testes imunológicos. A ligação de anticorpos para espermatozoides 
aos antígenos da cabeça ou da cauda é considerada uma característica 
específica de infertilidade imunológica. Esses anticorpos usualmente 
pertencem às classes IgA e IgG, e é raro que sejam IgM. Os anticorpos 
IgA são os que possuem maior importância clínica. Os métodos moder- 
nos detectam anticorpos ligados a espermatozoides por meio de testes 
de reação de aglutinação mista direta e indireta (MAR, mixed aggluti- 
nation reaction) para IgG e IgA, ou por intermédio de ensaio com imu- 
nobeads, que detecta todas as classes de anticorpos com diferentes graus 
de sensibilidade. Ambos os testes podem ser realizados com amostras de 
sêmen frescas e fornecem resultados em poucos minutos, com auxílio 
de um microscópio de luz. O sêmen é misturado a partículas de látex 
revestidas com anticorpos IgG humanos inespecíficos e, em seguida, é 
adicionado um antissoro monoespecifico para IgG humana. Os anticor- 
pos anti-IgG atuam como pontes entre a IgG ligada ao espermatozoide 
— caso esteja presente — e a IgG ligada à partícula, formando aglutina- 
dos mistos. Quando não há IgG ligada a espermatozoides, os anticorpos 
anti-IgG apenas aglutinam as partículas de látex. À microscopia de luz, 
a ligação localizada das partículas identifica o anticorpo como sendo 
específico para a cabeça, cauda ou qualquer outra região da estrutura do 
espermatozoide. Também é possível realizar um teste indireto com esse 
reagente para detectar a presença de anticorpos para espermatozoide 
em amostras de sêmen, muco cervical ou soro. 

O ensaio com imunobeads consegue detectar anticorpos das três 
classes de imunoglobulina, mediante revestimento das pérolas (beads) 


com antissoro monoespecífico para cada classe. Dessa forma, antes da 
adição das pérolas, os espermatozoides são lavados, para a remoção de 
todas as imunoglobulinas livres presentes. Também é possível conduzir 
um ensaio indireto utilizando esse reagente. Leituras melhores são obti- 
das por microscopia de fase. Entre os homens, observa-se que o risco 
de desenvolver anticorpos contra espermatozoides é maior em casos de 
vasectomia, infecções repetidas, obstrução de ductos, criptorquidismo, 
varicocele, biópsias testiculares, trauma, torção, câncer e predisposição 
genética (Gilbert, 1992). Entre as mulheres, o aparecimento de anticor- 
pos contra espermatozoides costuma estar associado à existência de um 
intenso processo inflamatório na mucosa do trato genital. 

Infecções envolvendo o trato genital (ver “Parte VII — Microbiologia 
médica”) podem ter efeitos colaterais significativos sobre a fertilida- 
de masculina e feminina. A Echerichia coli, por exemplo, pode causar 
aglutinação e imobilização de espermatozoides. A aderência dessa bac- 
téria a espermatozoides é mediada por manoses e estruturas de liga- 
ção à manose existentes na superfície celular encontrada em ambos 
os tipos de célula (Wolff, 1993; Sarkar, 1974). É preciso adotar medi- 
das preventivas especiais ao coletar amostras de sêmen para detectar 
bactérias ou leveduras, visando eliminar possíveis fontes externas de 
contaminação. Culturas de plasma seminal podem auxiliar no diag- 
nóstico da infecção de glândulas acessórias masculinas, em particular 
da próstata. Quando a concentração de bactérias excede 1.000 unida- 
des formadoras de colônia/mL, as colônias devem ser identificadas e 
testadas quanto à sensibilidade a antibióticos. 

Glândulas acessórias. A função da vesícula seminal, próstata e epi- 
dídimo pode ser avaliada por meio de uma análise de constituintes 
únicos a cada uma dessas estruturas. Exemplificando, as secreções da 
próstata são acídicas e contêm fosfatase ácida. Um líquido seminal 
mais alcalino do que o normal (pH > 8,0) com conteúdo de fosfa- 
tase ácida diminuído é sugestivo de disfunção prostática. A frutose é 
uma medida da função secretória da vesícula seminal. Na azoosper- 
mia decorrente da ausência congênita dos vasos deferentes, a detec- 
ção de baixos níveis de frutose pode indicar uma disgenia associada 
às vesículas seminais. A obstrução do ducto ejaculatório, ou agênese 
dos vasos deferentes e vesículas seminais, pode resultar na produção 
de um baixo volume de sêmen, com pH baixo, falta de coagulação e 
ausência do odor característico do sêmen. A ot-glucosidase neutra se 
origina unicamente do epidídimo e sua quantificação, quando consi- 
derada com achados hormonais e testiculares, possui valor diagnósti- 
co para obstrução do ducto distal. 

Análise de imagens. A avaliação de rotina do sêmen pode ser condu- 
zida com auxílio de um sistema de análise de imagens automatizado, 
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magnitude de vários parâmetros natatórios. Contudo, o espermatozoi- 
de humano é extremamente heterogêneo no que se refere à morfolo- 
gia, características natatórias e conteúdo de DNA. Assim, não existem 
referências que permitam avaliar as amostras como sendo normais 
ou anormais, férteis ou inférteis. A avaliação do sêmen por métodos 
manuais executados por técnicos treinados continua, portanto, sendo a 
prática padrão nos laboratórios de andrologia. 

Análise hormonal. Se múltiplas análises de sêmen demonstrarem azo- 
ospermia (ausência de espermatozoides), oligoespermia (< 20 milhões 
de espermatozoides/mL) ou outra anormalidade, então, são realizadas 
análises hormonais que ajudem a identificar especificamente a disfunção. 
Um exemplo de algoritmo diagnóstico é mostrado na Figura 25.6. 

Diminuição dos níveis de testosterona com aumento dos níveis de 
FSH e LH indica insuficiência testicular primária. Esta pode ser uma 
doença tanto adquirida como genética (síndrome de Klinefelter). A 
diminuição da concentração de testosterona acompanhada por níveis 
diminuídos ou anormais de FSH e LH indicam doença hipotalâmica- 
-hipofisária, com consequente insuficiência testicular secundária. 
Quando os níveis de LH e FSH estão anormais, a ocorrência de uma 
doença secundária pode ser confirmada por um teste de estimulação 
da GCH. A GCH interage com os receptores de LH e, no homem, essa 
interação estimula as células de Leydig (normais) a sintetizar e secretar 
testosterona. Assim, espera-se que a administração de GCH provoque 
um aumento nos níveis de testosterona no indivíduo com insuficiência 
testicular secundária, mas não naqueles que apresentem insuficiência 
testicular primária. 

Se houver suspeita de doença hipotalâmica-hipofisária, também 
pode ser realizada a quantificação dos níveis de PRL. A hiperprolac- 
tinemia interfere na regulação normal da secreção de FSH e LH pelo 
GnRH, sendo que os prolactinomas são o tipo mais comum de tumor 
da hipófise. Entretanto, quando os níveis de PRL estão aumentados, o 
hipotireoidismo primário deve ser excluído como possível causa subja- 
cente. No hipotireoidismo primário, os níveis de TSH e hormônio libe- 
rador de tireotrofina (TRH) estão elevados. Embora a função do TRH 
seja estimular a síntese e secreção de TSH, esse hormônio também esti- 
mula a síntese e secreção da PRL. Dessa forma, uma alta concentração 
de TSH aponta o hipotireoidismo primário como causa da hiperpro- 
lactinemia, enquanto níveis normais sugerem que a causa subjacente é 
um prolactinoma. Diante dessa última situação, devem ser empregadas 
técnicas de imagem para avaliar o eixo hipotálamo-hipófise. 

Quando níveis normais de testosterona, LH e FSH acompanham a 
oligoespermia ou a azoospermia, o líquido seminal deve ser submeti- 
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Figura 25.6 Um algoritmo diagnóstico para o hipogonadismo masculino. TRA = tecnologia reprodutiva assistida; PRL = prolactina. (De Braunstein GD: Testes. In: Greenspan 
FS, Gardner DG (eds): Basic and Clinical Endocrinology, 7.ed. New York, Lange Medical Books/McGraw-Hill, 2004, pp. 478-510, com permissão.) 
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cia congênita de vasos deferentes e vesículas seminais. A presença de 
frutose sugere tanto uma obstrução ductal como uma insuficiência 
espermatogênica, a qual pode ser distinguida por biópsia testicular. 
Oligoespermia acompanhada de níveis normais de testosterona e LH 
com elevação da concentração de FSH sugere insuficiência dos túbu- 
los seminíferos. É provável que esse aumento de FSH se deva à dimi- 
nuição da ação inibitória da retroalimentação negativa em decorrên- 
cia da diminuição da concentração de inibida proveniente das células 
de Sertoli. Níveis aumentados de testosterona e LH com concentra- 
ção normal de FSH sugerem tanto hipertireoidismo primário como 
insensibilidade parcial a andrógenos, que podem ser distinguidas pela 
quantificação dos níveis de TSH. Em tais condições, é provável nova- 
mente que o efeito diferencial do LH sobre o FSH se deva a um efeito 
seletivo da inibina sobre o FSH. 

Em protocolos de avaliação como o ilustrado na Figura 25.6, tem 
se tornado mais comum determinar não apenas a testosterona total, 
mas também a testosterona livre e/ou biodisponível. Essa última 
representa a soma da testosterona livre com a testosterona fracamen- 
te ligada à albumina. O restante do hormônio está fortemente ligado 
à SHBG. A testosterona livre ou biodisponível representa com maior 
acurácia o hormônio biologicamente ativo nas condições em que os 
níveis de SHBG estão alterados. Exemplificando, quando os níveis de 
SHBG estão aumentados, os de testosterona estão diminuídos, os de 
estrógeno estão aumentados, há hipertireoidismo e doença hepática. 
Por outro lado, quando os níveis desse hormônio diminuem enquan- 
to os de testosterona aumentam, há hipotireoidismo e acromegalia. 
Portanto, se a concentração de SHBG estiver alta, os níveis de testos- 
terona total podem estar normais, porém os de hormônio livre ou 
biodisponível podem estar baixos. Na situação inversa, se a concen- 
tração de SHBG estiver baixa, os níveis de testosterona total podem 
estar normais, contudo os de hormônio livre ou biodisponível podem 
estar altos (Ismail, 1986). Os analisadores automáticos utilizados nos 
imunoensaios contam com métodos prontamente disponíveis para 
determinar os níveis de testosterona total, no entanto, os métodos 
para determinação dos níveis de testosterona livre e biodisponível 
são significativamente mais trabalhosos. Em consequência, as aná- 
lises para testosterona livre e biodisponível costumam ser realizadas 
em laboratórios de referência. As mesmas considerações se aplicam às 
quantificações de testosterona em mulheres (ver adiante). 

Acredita-se que a ginecomastia, ou desenvolvimento de seios em 
homens, ocorra por um desequilíbrio relativo entre andrógenos 
(diminuição) e estrógenos (aumento) que atuam sobre as glândulas 
mamárias. À diminuição da ação dos andrógenos pode ser decorrente 
tanto de uma concentração deficiente como de uma deficiência envol- 
vendo o receptor (insensibilidade). A condição é comum durante o 
período neonatal e a puberdade. Foram identificadas várias outras 
causas, entre as quais anomalias endócrinas, tumores, doenças sistê- 
micas e devido à utilização de diversos fármacos. A redução do uso ou 
a suspensão de determinadas medicações pode excluir a doença indu- 
zida por fármacos. A doença hepática ou renal pode ser identificada 
por meio de triagens bioquímicas com amostras de sangue. A deter- 
minação dos níveis séricos de testosterona, estradiol, LH, GCH, PRL 
e TSH identifica uma anormalidade endócrina ou um tumor secretor 
de hormônio. Os resultados desses testes aliados aos métodos de aná- 
lise de imagem podem ajudar a diferenciar as seguintes causas prová- 
veis de ginecomastia: insuficiência testicular primária ou secundária; 
hipertireoidismo; resistência aos andrógenos; prolactinoma; tumor 
testicular ou de célula germinativa; tumor de células de Leydig ou de 
Sertoli; ou tumor suprarrenal (Braunstein, 2004). 


Avaliação da mulher 


A amenorreia pode ser definida como ausência de fluxo menstru- 
al. Em pacientes que ainda não menstruaram tendo completado 16 
anos de idade, esse fenômeno com frequência se deve a uma anomalia 
genética e/ou anatômica. Nesses casos, entretanto, ainda é possível que 
a causa seja uma anormalidade endócrina, e a presença ou ausência de 
características sexuais secundárias (p. ex., desenvolvimento dos seios) 
constitui importante indicador para avaliação. Uma anomalia endó- 
crina é a causa mais provável em pacientes com histórico de mens- 


truação e que estejam sem menstruar há mais de 3 meses. Uma abor- 
dagem em etapas para avaliação da amenorreia (Fig. 25.7) baseia-se 
na determinação da concentração de GCH, PRL, TSH, tiroxina livre 
(FT,), FSH, LH e andrógenos, e na avaliação do status de estrógenos. 
Etapa 1: quantifica-se a GCH para excluir uma gravidez. Embora um 
resultado > 5 mUI/mL seja indicativo de gravidez, a detecção de con- 
centrações aumentadas também pode ocorrer em casos de doença tro- 
foblástica ou tumor secretor de GCH. Etapa 2: quantifica-se PRL, TSH 
e FT, para excluir prolactinomas e doença da tireoide. Níveis aumen- 
tados de PRL acompanhados de níveis normais de TSH e FT, sugerem 
a existência de um prolactinoma, o qual pode ser melhor investigado 
por meio de técnicas de análise de imagem. No entanto, a hiperpro- 
lactinemia também pode ser causada pelo hipotireoidismo primá- 
rio, sendo indicada por níveis altos de TSH e baixos de FT, (ver em 
“Avaliação do homem”). O mecanismo pelo qual a elevação da PRL 
causa amenorreia é o mesmo discutido anteriormente, para a ame- 
norreia pós-parto em mulheres e para o hipogonadismo nos homens. 
Níveis baixos de TSH e FT, são sugestivos de hipotireoidismo secun- 
dário e, nesse caso, o paciente deve ser avaliado quanto à possibilidade 
de ter pan-hipo-hipofisarismo — uma deficiência envolvendo todos os 
hormônios da adeno-hipófise. O hipertireoidismo (aumento de FT,) 
também pode estar associado à amenorreia. Etapa 3: se os níveis de 
GCH, PRL, TSH e FT, estiverem normais, será necessário avaliar o 
status de estrógenos endógenos por meio de teste de remoção de pro- 
gestina. Para tanto, a progestina é administrada oralmente entre 5 a 
7 dias ou por injeção intramuscular (dissolvida em óleo). A presença 
de sangramento à remoção em 7 dias após o tratamento indica que: 
(1) o fluxo de saída do trato está intacto, e (2) havia no início uma 
concentração de estrógeno suficiente para estimular o crescimento 
endometrial. Se não houver sangramento à remoção, o trato genital 
deve ser avaliado com auxílio de técnicas de imagem e, na etapa 4, os 
níveis séricos de FSH e LH devem ser determinados. A elevação dos 
níveis de FSH e LH indica insuficiência ovariana primária, enquanto 
níveis baixos ou inadequadamente normais desses hormônios apon- 
tam para a existência de insuficiência ovariana secundária. Esta, por 
sua vez, tem origem hipotalâmica-hipofisária e pode ser resultado de 
uma variedade de distúrbios clínicos, tais como síndrome de Sheehan, 
distúrbios alimentares, perda de peso e estresse. Diante da ausência 
de sangramento à remoção, então, na etapa 5, são determinados os 
níveis séricos de andrógenos. Níveis elevados de testosterona indicam 
tanto a presença de um tumor de ovário, como da sindrome dos ová- 
rios policísticos (PCOS, polycistic ovarian syndrome). Essa síndrome 
é uma entidade clínica associada à observação de ovários aumenta- 
dos e infertilidade, bem como amenorreia, com frequencia. Níveis de 
DHEAS aumentados são sugestivos de tumor suprarrenal. A 17-OH 
progesterona é um precursor de andrógeno (Fig. 25.1) e um aumento 
de seus níveis séricos pode indicar hiperplasia suprarrenal congênita 
ou início da vida adulta, decorrente da deficiência de 21-hidroxilase. 
As anormalidades mencionadas podem ser acompanhadas de hirsu- 
tismo, isto é, padrão masculino de crescimento de pelos na mulher. Os 
testes da etapa 5 também podem ser utilizados para avaliar o hirsutis- 
mo em sua apresentação clínica primária. 

Uma vez que a amenorreia ou a oligomenorreia com frequência 
estão associadas à infertilidade (Lobo, 1997), essa última pode ser 
avaliada segundo o mesmo tipo de algoritmo diagnóstico daque- 
le reapresentado na Figura 25.7. A infertilidade, no entanto, pode 
ocorrer diante da menstruação aparentemente normal. Isso ocor- 
re na deficiência da fase lútea, quando a maturação do endométrio 
secretório é retardada, de modo que a implantação do blastocisto não 
ocorre. Em muitos casos (mas não em todos), esse endométrio “fora 
de fase” pode ser demonstrado por meio da avaliação histológica de 
uma biópsia endometrial obtida a partir da fase lútea. O mecanis- 
mo responsável por essa condição é desconhecido, contudo sabe-se 
que pode envolver desenvolvimento folicular, ovulação e/ou função 
lútea anormais, resultando na síntese e secreção subótimas de estra- 
diol e/ou progesterona. Diversas causas clínicas foram identificadas, 
incluindo certos medicamentos, estados de doenças sistêmicas e 
anormalidades endócrinas. Além da biópsia de endométrio “fora de 
fase’, o diagnóstico se baseia tanto na detecção de baixos níveis séri- 
cos de progesterona durante a fase lútea como no encurtamento da 
fase lútea. Esse encurtamento da fase é determinado por um moni- 
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Figura 25.7 Um algoritmo diagnóstico para amenorreia. As etapas sequenciais da avaliação estão numeradas. PCOS = síndrome dos ovários policísticos. 


toramento cuidadoso da temperatura corporal basal no decorrer do 
ciclo menstrual, pois ela aumenta e diminui de acordo com os níveis 
de progesterona (Strauss, 2004). 


Tecnologia reprodutiva assistida (TRA) 


Um casal é considerado infértil quando a concepção não ocorre após 
6 meses de relações sexuais sem a utilização de métodos contracepti- 
vos. Os tratamentos iniciais podem incluir inseminação artificial com 
espermatozoides lavados ou concentrados e/ou indução de ovulação 
com citrato de clomifeno. Quando essas medidas falham, então, há 
a possibilidade de utilizar uma das várias TRAs. Estas envolvem não 
apenas a indução da ovulação, mas também a recuperação de oóci- 
tos e outras manipulações que visam controlar, o máximo possível, os 
processos reprodutivos, a fim de alcançar a gravidez e levá-la a termo. 
Boa parte desse controle externo requer monitoramento significativo 
por meio de análises laboratoriais. 

As indicações para o tratamento com TRA incluem casos de infertili- 
dade andrológica, imunológica e idiopática, bem como doença tubária 
e endometriose. Não raro, um casal pode apresentar várias causas de 
infertilidade. A TRA também pode ser aplicada a casais inférteis, que 
requeiram doação de oócito. Nesse caso, estão envolvidos dois tipos 
distintos de pacientes: (1) mulheres com ausência de função gonadal 
decorrente de disgênese gonadal, menopausa precoce (que pode ocor- 
rer de forma espontânea ou após castração cirúrgica ou induzida por 
quimio-/radioterapia) ou síndrome do ovário resistente; e (2) mulhe- 
res cujos ovários são funcionais e que não desejam utilizar os próprios 


oócitos para engravidar, devido ao risco de transmissão de anomalias 
cromossômicas aos descendentes (p. ex., caso haja história de doença 
autossômica dominante ou doença ligada ao X, ou quando ambos os 
parceiros são portadores de uma doença autossômica recessiva) (Van 
Steirteghem, 1992; Pados, 1994). 

Um típico protocolo de TRA possui três componentes básicos: admi- 
nistração de medicações, execução de procedimentos clínicos e moni- 
toramento (Trounson, 2000). Inicialmente, um análogo de GnRH 
(Lupron) pode ser administrado para suprimir a síntese e secreção 
normais de FSH e LH, ainda que essa medida nem sempre seja neces- 
sária. A etapa seguinte consiste em estimular o crescimento folicular 
utilizando uma preparação de gonadotrofina menopáusica humana 
(HMG, human menopausal gonadotropin), cuja atividade pode ser 
tanto de FSH e LH, como predominantemente de FSH, dependendo 
especificamente do material empregado. Diferente do ciclo reprodu- 
tivo normal, em que tipicamente apenas um folículo sofre maturação, 
no ciclo da TRA múltiplos folículos crescem e amadurecem. O número 
e o aumento de tamanho dos folículos são monitorados com análises 
de ultrassom regulares. À função dos folículos em desenvolvimento é 
monitorada por meio da realização de determinações sequenciais dos 
níveis séricos de estradiol. Quando um nível suficiente de maturação 
folicular é alcançado, com base nas análises de ultrassom e de estra- 
diol, o paciente recebe um bolo de GCH. Essa GCH atua substituindo 
a onda de LH, interagindo com receptores foliculares de LH para dar 
início ao processo de ovulação. À continuidade desse processo é blo- 
queada, impedindo sua finalização. A ovulação normalmente ocorre 
em 48 horas após a administração de GCH. Assim, 12 horas antes da 
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estimulados. Cada oócito é, em seguida, misturado aos espermatozoi- 
des. Dependendo do tipo de TRA adotada, os gametas tanto podem 
ser transferidos imediatamente para a trompa de Falópio como 
podem ser incubados juntos por até 48 horas, sendo que os zigotos 
ou embriões resultantes são transferidos para a trompa de Falópio ou 
para o útero. 

A recuperação de oócitos acarreta o rompimento dos folículos, 
assim como ocorre na ovulação normal, e os níveis de estradiol con- 
sequentemente caem logo em seguida. Conforme os folículos se dife- 
renciam em corpos lúteos, todavia, os níveis de estradiol religado e 
de progesterona sérica aumentam. Esse processo, no entanto, pode 
necessitar de um “reforco’com injeções extras de GCH (doses meno- 
res que aquela utilizada na recuperação dos oócitos) e/ou injeções de 
progesterona. Assim como no ciclo normal, a combinação de estradiol 
mais progesterona é necessária para preparação do endométrio uteri- 
no para o evento da implantação. Por isso, os níveis séricos de ambos 
os esteroides são monitorados após a transferência. A quantificação 
da concentração sérica de GCH tem início em cerca de 10 dias após 
a realização da transferência e objetiva determinar se a gravidez foi 
alcançada. Em aproximadamente 20 dias após a transferência, pode 
ser realizado um exame de ultrassom para confirmar a presença do 
saco gestacional. 


Avaliação laboratorial da gravidez 


Durante a primeira visita da paciente ao obstetra — idealmente, no 
primeiro trimestre de gravidez — uma bateria de vários testes labora- 
toriais clínicos é solicitada para identificar possíveis distúrbios que 
podem ser tratados ou mesmo evitados (Willet, 1994). Testes de san- 
gue e urina, simples e de baixo custo, são realizados para detecção de 
anemia, aloimunização por células vermelhas e infecções bacterianas 
ou virais suspeitas. Em certos casos, a história clínica, o exame físico 
ou os resultados obtidos nos testes indicam a necessidade de realizar 
estudos adicionais para detecção de doença genética, distúrbios da 
coagulação ou trombose, causas de aborto espontâneo e outras con- 
dições. Os procedimentos laboratoriais empregados na rotina para 
monitoramento da gravidez são resumidos na Figura 25.8. 
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GCH e gravidez precoce 


A elevação do níveis de GCH no sangue e na urina materna são indi- 
cadores confiáveis de gravidez. Ensaios imunométricos ( sanduíche”) 
são empregados em ambos os casos. Atualmente, a maioria dos ensaios 
séricos quantifica o conteúdo de subunidade À livre e de GCH intacta 
(subunidade q + subunidade B) utilizando dois anticorpos diferentes 
que reconhecem diferentes epítopos presentes na subunidade f. Tais 
ensaios podem quantificar concentrações de GCH da ordem de 1 a 2 
mUI/mL. Tipicamente, os ensaios para amostras de urina empregam 
um anticorpo direcionado contra a subunidade P e outro que reco- 
nhece a subunidade a. O uso desses dois anticorpos permite que os 
ensaios quantifiquem tanto a GCH intacta como seus fragmentos que 
aparecem na urina. Os níveis séricos de GCH aumentam e ultrapas- 
sam o limite máximo do intervalo de referência (tipicamente, 4 — 6 
mUI/mL) no momento da implantação, 6 a 12 dias (média = 9,1 dias) 
após a ovulação (Wilcox, 1999). Os níveis urinários de GCH costu- 
mam ser determinados com kits de testes de imunoensaio, cujos limi- 
tes de detecção são de aproximadamente 20 mUI/mL. Esses métodos 
conseguem detectar níveis elevados de GCH na urina 2 a 3 dias mais 
tarde que os métodos séricos. Os ensaios qualitativos destinados ao 
uso domiciliar possuem limites de detecção em torno de 50 mUI/ 
mL e, assim, conseguem detectar níveis urinários elevados vários dias 
mais tarde, ou logo após a primeira falta de menstruação. 

A concentração sérica de GCH aumenta dramaticamente durante o 
primeiro trimestre, atingindo o pico em cerca de 10 semanas de ges- 
tação (Fig. 25.5). Ao longo de toda a gravidez, a forma intacta desse 
hormônio é a predominante. Entretanto, uma pequena quantidade de 
subunidade f livre é detectada no primeiro trimestre. A subunidade o 
livre aparece no segundo trimestre e seus níveis sobem de modo está- 
vel até o último trimestre (Ozturk, 1987). 

Após 10 semanas, se os níveis de GCH continuarem a subir, deve ser 
considerada a possibilidade de haver um tumor trofoblástico. Outros 
tipos de tumores, em particular tumores de células germinativas testi- 
culares, também produzem GCH. A produção tumoral com frequência 
inclui quantidades significativas de subunidade § livre, além da GCH 
intacta. O uso de GCH como marcador tumoral é discutido em mais 
detalhes no Capítulo 75. Os resultados quantitativos de GCH são 
indicativos nos casos em que a paciente apresenta sinais gestacionais 
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Figura 25.8 Aproximação do número de semanas gestacionais para avaliação laboratorial dos principais estados doentios na gravidez (quando houver indicação clinica). 
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iniciais de sangramento vaginal ou dor abdominal que possam sugerir 
a presença de gravidez ectópica ou aborto espontâneo. Um protocolo 
simples, que utiliza apenas os exames de ultrassom e quantitativo de 
GCH, proporciona diagnóstico e monitoramento de sons de forma 
mais acurada do que o julgamento clínico isolado (Koh, 1997). Uma 
vez que as concentrações de GCH sobem rapidamente no início da 
gravidez normal, medidas seriadas podem ser realizadas para garantir 
que, de fato, houve implantação intrauterina. Uma elevação equiva- 
lente a duas vezes os níveis de GCH em 2 a 3 dias corresponde a uma 
probabilidade de mais de 80% de ter havido implantação intrauteri- 
na de um ovo fertilizado. Quando as concentrações de GCH excedem 
1.500 a 2.000 pUI/mL, um saco gestacional se torna visível ao exame 
de ultrassom na gravidez normal. A ausência desse saco ou a presença 
de uma massa adnexa indica a possibilidade de uma gravidez ectópi- 
ca. Além disso, a falha em detectar a duplicação dos níveis séricos de 
GCH sugere perda da gravidez. 

Quantificações de estradiol e progesterona podem fornecer infor- 
mação adicional. Baixos níveis séricos de progesterona (< 15 ng/mL) 
ou de estradiol (< 200 ng/mL) indicam a presença de um ovo anem- 
brionado, com uma probabilidade de 90%. Se a concentração de GCH 
estiver abaixo de 1.000 mUI/mL numa paciente que apresenta sangra- 
mento vaginal, uma concentração de progesterona < 5 ng/mL corres- 
ponde a um valor preditivo de 94% para gravidez anormal. 

A intervenção médica com metotrexato intramuscular para gra- 
videz ectópica sem rompimento é uma alternativa menos onerosa 
do que a cirurgia, pode ser um procedimento menos complicado e 
pode melhorar a fertilidade da paciente no futuro. A seleção dos casos 
a serem tratados com metotrexato deve ser realizada através de um 
exame de ultrassom, com o intuito de confirmar a implantação tubá- 
ria e para diferenciá-la de uma implantação intestinal — caso em que 
não há indicação para o metotrexato. O ultrassom também confirma 
um pequeno volume (< 3 cm) de tecido de concepto com movimen- 
tação cardíaca fetal. A queda dos níveis de progesterona para concen- 
trações abaixo de 1,5 ng/mL pode ser um fator preditivo mais ade- 
quado de resolução, pois as concentrações de GCH não declinam de 
modo tão rápido após a cirurgia (podendo até aumentar, em alguns 
casos) (Saraj, 1998). 

O laboratório pode fornecer testes que ajudam a determinar o moti- 
vo que levou a um aborto espontâneo ainda no início de uma gravidez. 
Por exemplo, nos casos de aborto recorrente, a síndrome antifosfolipí- 
deo pode ser identificada pela presença de anticorpos anticardiolipina 
e de anticorpos específicos para fosfolipídeos no primeiro trimestre. Se 
a gestação for interrompida no segundo trimestre, um teste para detec- 
ção de células fetais no sangue materno pode demonstrar a ocorrência 
de uma hemorragia feto-maternal significativa. 


Defeitos do tubo neural 


A triagem para detecção de defeitos estruturais utilizando marca- 
dores bioquímicos do soro materno tornou-se uma prática obstétrica 
rotineira. Programas de triagem foram iniciados para encontrar defei- 
tos no tubo neural (DTNs) por meio da detecção de concentrações 
aumentadas de a-fetoproteína (AFP) no soro materno. Um achado 
importante foi a constatação de que a suplementação com ácido fóli- 
co reduz o risco de recorrência de DTNs em cerca de 70%, entre as 
mulheres que já tiveram um filho afetado (ACOG, 1993). 

Os DTNs constituem um dos casos de má formação congênita seve- 
ra mais comuns (Botto, 1999). Ocorrem ao redor do 27º dia após a 
concepção, mediante uma falha envolvendo a placa neural e seu reves- 
timento em fundirem-se adequadamente. A anencefalia envolve a 
ausência da calvária, abóbada craniana e hemisférios cerebrais, sendo 
letal ante ou logo após o nascimento. A espinha bífida apresenta-se 
mais comumente sob a forma de meningomielocele lombar (ou cer- 
vical), com herniação das meninges, medula espinhal e raízes nervo- 
sas. A severidade das complicações, entre as quais paralisia ou fraque- 
za muscular, incontinência fecal e/ou urinária e comprometimento 
intelectual, dependem ao menos parcialmente do nível vertebral e 
da extensão da espinha bífida. Esta, por sua vez, pode ser aberta (se 
refere ao defeito estar completamente descoberto ou coberto somente 
por uma membrana bem delgada) ou fechada (revestida com pele ou 
membrana espessa). Aproximadamente 80% dos defeitos de espinha 


bífida são abertos. Essa distinção é importante, uma vez que a triagem 
do soro materno detecta somente defeitos abertos. 

Nos Estados Unidos, a incidência de DTNs é de 1 a 2 em cada 1.000 
gestações. Algumas populações (p. ex., Irlanda do Norte) apresen- 
tam uma frequência de 6 a 8 em cada 1.000 gestações. Descendências 
raciais e étnicas parecem influenciar a incidência. Os caucasianos 
que vivem nos EUA apresentam uma ocorrência média de 1,6:1.000, 
enquanto os afro-americanos exibem uma incidência de 0,9:1.000 
(Myrianthopoulos, 1987). 

Os DTNs são esporádicos em 90% dos casos e apresentam defeitos 
isolados com etiologia multifatorial, envolvendo tanto fatores genéti- 
cos como não genéticos. Entretanto, as famílias apresentam maior risco 
de recorrência. Exemplificando, quando um casal teve um descendente 
com DTN, o risco de ocorrer qualquer tipo de DTN numa próxima 
gestação aumenta em aproximadamente 1 a 3% (Toriello, 1983). 

Apesar dos DTNs serem tipicamente defeitos isolados, é importan- 
te realizar a avaliação completa de fetos ou bebês afetados, visando 
excluir a existência de outros distúrbios que possam estar associa- 
dos a um prognóstico e/ou risco de recorrência diferentes. Fetos que 
possuem certas anomalias cromossômicas podem apresentar DTNs. 
Embora sejam poucos, há distúrbios envolvendo um único gene que 
também produzem DTNs. Condições adquiridas, como a síndrome 
da banda amniótica, podem resultar nesses defeitos, porém não estão 
associadas a um maior risco de recorrência. Por outro lado, a expo- 
sição teratogênica, como no caso da ingestão de valproato pela mãe, 
está associada a um risco aumentado de DTNs. Mulheres com diabetes 
melito dependente de insulina (IDDM, insulin dependent diabetes melli- 
tus) também apresentam um risco 3 a 5 vezes maior de DTNs compara- 
tivamente à população geral (ACOG, 1993). 

A triagem para detecção de DTN consiste em determinar a con- 
centração sérica de AFP no sangue materno, tipicamente, utilizan- 
do um imunoensaio com analisador automático. A AFP é a proteína 
mais abundante no soro fetal durante o desenvolvimento do feto. A 
produção hepática de AFP se mantém constante ao longo de aproxi- 
madamente 30 semanas de gestação e, então, diminui. À concentra- 
ção máxima de AFP no soro fetal é de cerca de 3 mg/mL, alcançada 
em 12 a 14 semanas de gestação. Após esse período, passa a declinar 
no decorrer de toda a gestação. Os níveis de AFP continuam a cair 
após o nascimento e, com 1 ano de idade, são de aproximadamen- 
te 1 ng/mL. Essa concentração permanece por toda a vida adulta. 
A AFP se difunde através das membranas amnióticas, produzindo 
uma concentração no líquido amniótico (LA) que é quase 100 vezes 
menor do que concentração no soro fetal. A AFP-LA atinge o pico 
em 13a 14 semanas e, em seguida, no segundo trimestre de gestação, 
diminui a uma taxa de 10%/semana. Pequenas quantidades de AFP 
também são transferidas através da placenta (a partir do soro fetal) 
e através das membranas amnióticas (a partir do LA) para o soro 
materno (SM), onde as concentrações de AFP são quase 1.000 vezes 
mais baixas do que no LA. No segundo trimestre, quando é reali- 
zada a triagem materna, os níveis de AFP-SM aumentam em torno 
de 15%/semana de gestação. Esse aumento da AFP-SM, ao mesmo 
tempo em que os níveis no LA estão caindo, se deve a alterações 
combinadas envolvendo a transferência para o SM e a depuração 
materna (Ashwood, 1999). 

A associação de uma concentração aumentada de AFP-SM com 
DTNs fetais abertos foi descrita pela primeira vez em 1974 (Brock, 
1974). A AFP encontra-se aumentada porque o soro fetal, a partir das 
membranas neurais expostas e dos vasos sanguíneos, vaza para o LA. 
Sendo a AFP de origem exclusivamente fetal, a AFP-LA pode ser uti- 
lizada como marcador para detectar DTNs. Os níveis aumentados de 
AFP no LA também se refletem no SM, ainda que em menor exten- 
são. Esse aumento mensurável constitui a base da triagem de AFP-SM 
realizada no trimestre intermediário para detecção de DTNs (UK 
Collaborative Study, 1977). 

A triagem do SM baseia-se na comparação dos níveis séricos de AFP 
de mulheres grávidas, no trimestre intermediário de gestação, com os 
valores médios de AFP de mulheres cujos fetos são normais e apresen- 
tam idade gestacional comparável. Tais comparações são subsequen- 
temente expressas como múltiplos da mediana (MoM). Os valores 
de mediana se baseiam em dados oriundos de uma população refe- 
rencial submetida à triagem. A expressão dos resultados do paciente 
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em MoMs normaliza os valores, permitindo estabelecer comparações 
diretas de resultados entre laboratórios, além de evitar a variação 
decorrente das diferenças entre os procedimentos realizados. 

Os fatores clínicos que devem ser considerados ao calcular resulta- 
dos paciente-específicos (Ashwood, 1999) estão descritos a seguir: 

1. Peso da mãe: a concentração de AFP-SM diminui com o aumento 
do peso da mãe. Enquanto o feto, por si só, produz uma quantidade 
constante de AFP, o volume de sangue materno varia de acordo com 
o peso da mãe. A falha em fazer os devidos ajustes considerando o 
peso da mãe resulta em aumento da incidência de resultados tanto 
falso-positivos como falso-negativos, além de afetar a sensibilidade 
e a especificidade do teste (Johnson, 1990a). Rotineiramente, os 
laboratórios costumam ajustar a MoM de AFP-SM de acordo com o 
peso da mãe. Correções matemáticas similares também se aplicam 
aos cálculos da MoM para GCH e estriol em casos de síndrome de 
Down (ver adiante). 

2. Raça: por razões desconhecidas, as mulheres afro-americanas 
apresentam valores de AFP-SM cerca de 10 a 15% mais altos do 
que os valores apresentados pelas mulheres caucasianas (Johnson, 
1990b). É necessário efetuar a correção matemática dessa diferen- 
ça ou corrigi-la através da comparação dos valores de mediana 
das pacientes afro-americanas com as medianas normais obtidas 
da população referencial. 

3. Diabetes melito dependente de insulina (IDDM): em mulheres 
que seriam consideradas normais se não apresentassem IDDM, 
os níveis de AFP-SM são aproximadamente 20% mais baixos do 
que na população geral. Portanto, os valores de MoM devem ser 
corrigidos para cima no ajuste para esse fenômeno. Essa correção 
é tipicamente obtida multiplicando-se o valor inicial de MoM por 
um fator, empregando uma constante matemática para aumentar 
o resultado de MoM inicial. 

4. Gestação múltipla: a gestação múltipla (p. ex., gêmeos) está 
associada a níveis maiores de AFP-SM, uma vez que cada feto 
contribui transferindo sua própria AFP para o sangue materno. 
Os níveis de AFP-SM são aproximadamente proporcionais ao 
número de fetos, e o efeito pode ser factorado no cálculo labora- 
torial e na interpretação dos resultados. A triagem para defeitos 
fetais não é tão confiável quanto nas gestações de feto único, uma 
vez que não é possível determinar as contribuições individuais 
de AFP de cada feto. Portanto, quando comparada à gravidez de 
feto único, a gravidez múltipla apresenta uma taxa de detecção 
de DTN menor. O mesmo princípio se aplica aos ajustes de MoM 
para GCH e estriol não conjugado na realização de análises com 
múltiplos marcadores para síndrome de Down (ver adiante). 

5. Determinação da idade gestacional: para estabelecer um valor de 
MoM válido, é essencial estimar a idade gestacional com seguran- 
ça. O motivo mais comum de resultados anormais de triagem de 
SM é a estimação incorreta da idade gestacional. Tipicamente, os 
laboratórios seguem protocolos específicos baseados na informa- 
ção obtida junto ao prestador de cuidados obstétricos, a fim de 
determinar a idade gestacional mais confiável. Quando a gravidez 
é inicialmente datada por ultrassonografia, a sensibilidade e a 
especificidade da triagem são acuradas (Wald, 1994). Entretanto, 
as informações dessa análise frequentemente não estão disponi- 
veis no momento em que a triagem de SM é realizada. Gestações 
com resultados de triagem positivos e que foram originalmente 
datadas com base na última menstruação devem ter a idade gesta- 
cional confirmada por ultrassonografia. Se as duas estimativas de 
idade gestacional apresentarem uma diferença definida (os proto- 
colos laboratoriais variam, porém usualmente em mais de 9 dias), 
então os resultados devem ser recalculados com base nos dados 
da análise de ultrassom. 

A meta de qualquer programa de triagem de soro materno é identi- 
ficar as mulheres com risco suficiente de apresentarem um distúrbio 
fetal, a fim de garantir a realização de novas avaliações e acompanha- 
mento do caso. Os níveis de AFP-SM são utilizados como uma das 
principais ferramentas de triagem na identificação dessas mulheres, 
consideradas expostas a um risco elevado de DTNs abertos. Os valores 
de AFP-SM obtidos a partir de gestações com DTNs abertos são altos 
(MoM = 7 em casos de anencefalia, e MoM = 4 em casos de espinha 
bífida). É importante destacar que o teste para AFP-SM é um teste de 


triagem, e não uma ferramenta diagnóstica, portanto não permite dis- 
criminar todas as gestações afetadas de todas as gestações não afeta- 
das. Assim, foram estabelecidos programas para identificar indivíduos 
que apresentam risco suficientemente alto e garantir, para tais casos, 
novas avaliações diagnósticas. 

O cutoff da triagem é estabelecido pela escolha de um valor de MoM 
que maximize a taxa de detecção para DTNs e, ao mesmo tempo, 
mantenha uma taxa baixa e aceitável de resultados falso-positivos. 
Dependendo do laboratório, os cutoffs variam de 2,0 a 2,5 MoM, de 
modo que a taxa de detecção (sensibilidade) para casos de espinha 
bífida aberta é de 75 a 85% (muito maior para os casos de anencefa- 
lia), enquanto a taxa de resultados falso-positivos varia de 2 a 4%. 

Apesar dos programas de triagem para AFP-SM tenham sido ori- 
ginalmente estabelecidos para detectar DTNs fetais, qualquer defei- 
to fetal aberto que permita o vazamento de soro fetal para o LA cir- 
cundante ou que acarrete o aumento da perda de proteínas através 
da urina fetal também pode resultar em níveis elevados de AFP-SM. 
Defeitos da parede ventral abertos (gastrosquise e onfalocele) podem 
ser detectados através da elevação dos níveis de AFP. A nefrose con- 
gênita, uma doença autossômica recessiva, pode se manifestar através 
de níveis muito altos de AFP-SM e AFP-LA, devido ao funcionamento 
anormal dos rins fetais. Do mesmo modo, anomalias cutâneas fetais 
podem permitir que o soro fetal vaze para o LA e, em consequência, 
causar a elevação dos níveis de AFP-SM. 

Anormalidades envolvendo a placenta podem acarretar aumento 
dos níveis de AFP-SM, devido ao comprometimento das membranas 
feto-maternas ou da estrutura placentária. A elevação dos níveis de 
AFP-LA que não é explicada por um problema genético ou congênito 
com frequência está associada a complicações obstétricas no decorrer 
da gestação, tais como ameaça de aborto, baixo peso ao nascimento, 
pré-eclâmpsia e oligoidrâmnio (Burton, 1988). 

Se a triagem de AFP-SM sugere risco aumentado para DTN, porém 
os resultados do exame de ultrassom são normais, a paciente pode ser 
indicada para uma amniocentese. Nesse caso, é realizada a quantifi- 
cação de AFP no LA. Devido, em parte, à maior concentração de AFP 
no LA do que no SM (ver anteriormente), a AFP-LA é um fator pre- 
ditivo mais apropriado de DTNs. Laboratórios que analisam os níveis 
de AFP-LA também devem medir a AChE no LA, em qualquer amos- 
tra cujos níveis de AFP estejam aumentados (> 2,0 MoM). Conforme 
discutido no Capítulo 20, sobre Enzimologia, a AChE é uma enzima 
que deriva exclusivamente do tecido neural e, em consequência, está 
presente em concentrações bastante altas no LCE. Por isso, essa enzi- 
ma pode ser utilizada como marcador sensível e específico para DTNs 
abertos. Ademais, a AChE permite discriminar entre DTNs e outros 
defeitos fetais nos quais os níveis de AFP também estejam aumenta- 
dos, excluindo resultados falso-positivos de AFP. 


Síndrome de Down 


Os programas de triagem para AFP-SM foram iniciados com o 
objetivo de identificar gestações associadas a um risco aumentado de 
DTNs. Subsequentemente, foi descrita uma associação entre valores 
baixos de AFP-SM e a SD (Merkatz, 1984). Quando se utiliza o valor 
de AFP-SM e a idade para avaliar mulheres que apresentam alto risco 
de ter um feto com SD, a taxa de detecção é duas vezes maior do que 
quando se utiliza apenas a idade da mãe. Entretanto, essa triagem não 
é considerada um protocolo suficientemente sensível ou específico. Foi 
demonstrado que inúmeros outros marcadores séricos maternos apre- 
sentam alterações da concentração na SD fetal. Os dois analitos mais 
testados com a AFP-SM no segundo trimestre são o estriol não con- 
jugado (uE3) e a GCH (Palomaki, 1997). Assim como a AFP-SM, os 
níveis de uE3 caem no segundo trimestre em casos de gestação com 
SD, segundo uma ordem de magnitude semelhante a da AFP-SM. A 
GCH, ao contrário, está aumentada nas gestações afetadas. De fato, 
a GCH é isoladamente o melhor discriminante dentre as três quan- 
tificações séricas, em termos de separar as gestações afetadas das não 
afetadas. Apresenta níveis de MoM de mediana de aproximadamente 
2,0, nos casos de gestação afetada. O risco específico de SD em deter- 
minada paciente deve ser calculado utilizando-se todos os três marca- 
dores (AFP-SM, uE3 e GCH) combinados à idade materna (Ashwood, 
1999). A taxa de detecção (sensibilidade) desse método de triagem é 


de cerca de 60%, com uma incidência de resultados falso-positivos de 
aproximadamente 5% (Palomaki, 1996). A Figura 25.9 destaca um 
protocolo para triagem simultânea de SD e DTN. Mais recentemente, 
alguns laboratórios incorporaram a inibina À como 4º marcador na 
triagem do SM para SD. Assim como ocorre com a GCH, a inibina A 
está amentada nas gestações afetadas pela SD. Estima-se que a inclusão 
da análise da inibina À ao atual protocolo de três marcadores pode ele- 
var a taxa de detecção da SD para quase 75%, com uma taxa de falsos- 
-positivos de 5% (Haddow, 1998). 


Eritroblastose fetal 


Trata-se de uma severa doença hemolítica fetal, marcada por anemia 
com hiperplasia monoblástica (eritroblastose), que pode ser seguida 
de insuficiência cardíaca congestiva (hidropsia) e morte intrauterina. 
O papel da medicina transfusional na supervisão de mães imunizadas 
Rhy. negativas é revisto no Capítulo 35. 

A hemoglobina, liberada por hemólise, é catabolizada à bilirrubina 
não conjugada. No entanto, o feto com doença hemolítica não desen- 
volve hiperbilirrubinemia nem se torna ictérico, porque a placenta, 
em geral, remove a bilirrubina. Ao mesmo tempo, um pouco dessa 
bilirrubina aparece no LA. Portanto, o monitoramento da concentra- 
ção de bilirrubina no LA por espectrofotometria (teste de Liley) é uma 
maneira de determinar o grau e a progressão da doença hemolítica. 

A absorção luminosa máxima da bilirrubina se dá a 450 nm, confe- 
rindo uma cor amarela ao LA. Este pode ser tanto de origem mater- 
na como fetal, portanto, a pigmentação é incapaz de distinguir se o 
processo hemolítico ocorre na mãe ou na criança. Na eritroblastose, o 
grau de severidade da anemia (ou taxa hemolítica) apresenta correla- 
ção com a absorbância luminosa líquida a 450 nm. A bilirrubina está 
ligada à albumina, sua concentração depende da renovação proteica e 
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Figura 25.9 Algoritmo diagnóstico para triagem simultânea de fetos com defeitos do 
tubo neural (DTNs) e sindrome de Down (SD). 


não é alterada rapidamente no LA. Se uma gestação anterior resultou 
em morte fetal por eritroblastose, o LA da gestação atual deve ser ini- 
cialmente amostrado, aproximadamente 10 semanas antes da semana 
gestacional em que ocorreu a morte do outro feto. A análise espectro- 
fotométrica do líquido aspirado é mais acurada quando realizada após 
26 a 28 semanas. Antes desse período, uma anemia fetal branda pode 
ser monitorada pela determinação dos títulos de anticorpos ou, possi- 
velmente, da máxima velocidade de fluxo na veia umbilical, de acordo 
com a ultrassonografia (Iskaros, 1998). Uma anemia severa pode ser 
detectada pela determinação do pico da velocidade sistólica do sangue 
na artéria cerebral média (Mari, 2000). 

Uma amostra de LA (5 mL) é coletada, mantida ao abrigo da luz e 
centrifugada ou filtrada. A absorbância luminosa do líquido entre 350 
a 700 nm é representada em um gráfico de modo contínuo. A resultan- 
te curva espectrofotométrica pode ser utilizada para: (1) determinar se 
o material contém ou não bilirrubina e/ou outros produtos pigmenta- 
dos oriundos de hemólise; e (2) quantificar o pigmento bilirrubina que 
esteja presente. 

A curva inicial pode representar o comprimento de onda (abcissa) 
em função da absorbância total (ordenada) em coordenadas lineares. 
A absorbância “real” a 450 nm é observada a partir do gráfico original 
(linear). Em seguida, a curva do pigmento é transformada em uma 
reta, transferindo-se dois valores de absorbância a 365 e 550 nm para 
um gráfico em papel com escala semilogaritmica (o eixo y é logarit- 
mico). Esses dois pontos estão bem acima e abaixo do pico de absor- 
bância a 450 nm do pigmento bilirrubina, de modo que a reta traçada 
entre ambos representa a absorbância de fundo (background) do pró- 
prio líquido sem pigmentação. À absorbância “esperada” a 450 nm é, 
então, registrada a partir da reta traçada no gráfico em logaritmo. A 
diferença existente entre os valores de absorbância reais e esperados 
corresponde à absorbância “líquida” a 450 nm. Esse valor é corrigi- 
do para a interferência da hemoglobina, que também absorve a 450 
nm. Para calcular a correção devida à hemoglobina, a absorbância da 
amostra a 410 nm (comprimento de onda em que apenas a hemoglo- 
bina — e não a bilirrubina — absorve luz) é determinada. A absorbância 
“esperada” a 410 nm é subtraída do valor obtido. A 450 nm, a absor- 
bância da hemoglobina equivale a 5% de sua absorbância a 410 nm. 
Assim, a absorbância líquida da hemoglobina a 410 nm é multiplicada 
por 0,05 e subtraída de sua absorbância líquida a 450 nm. A absorban- 
cia líquida é registrada num gráfico de Liley, onde as semanas gesta- 
cionais são representadas na abscissa linear e a absorbância líquida, na 
ordenada de escala logaritmica (Ashwood, 1999). 

A absorbância líquida a 450 nm diminui na medida em que a dura- 
ção de uma gestação normal avança após 28 semanas. (Antes de 26 
semanas, a absorbância de fundo se mantém relativamente constan- 
te.) A absorbância decrescente reflete a diluição do líquido pela urina 
fetal e responde pelas curvas negativas das linhas que demarcam as 
zonas preditivas de Liley (inferior = zona 1; intermediária = zona 2; 
superior = zona 3) para hemólise branda, moderada e severa, respec- 
tivamente. Quanto maior a absorbância líquida a 450 nm, maior a 
hemólise. Embora o método de Liley originalmente se aplique apenas 
ao terceiro trimestre de gestação, foram obtidos dados que mostram a 
possibilidade de expandir o uso da técnica para o segundo trimestre 
(Queenan, 1993). Nesse período, as amostras de LA também podem 
ser obtidas para avaliação de DTNs e/ou SD (Fig. 25.10). 

A realização de testes seriados (a cada 14 dias ou menos) é prática 
comum e permite estabelecer uma tendência para os valores de absor- 
bância líquida. Valores altos e crescentes podem indicar a necessidade 
de análises de LA mais frequentes, entrega mais cedo ou cordocente- 
se com determinação do hematócrito fetal e, se for o caso, transfu- 
são intrauterina (Queenan, 1993). As tendências costumam ser uni- 
direcionais, tanto paralelas às retas de inclinação negativa do gráfico 
de Liley como exibindo uma inclinação positiva. Em certos casos, as 
curvas das linhas de tendência podem sofrer mudanças, às vezes, dra- 
máticas. Exemplificando, quando valores de absorbância líquida ini- 
ciais encontram-se na zona intermediária, a absorbância líquida pode 
sofrer um aumento agudo se a hemólise piorar. Após 30 semanas de 
gestação, o resultados do teste de Liley é, em geral, combinado à uma 
avaliação da maturidade pulmonar fetal: análises da pigmentação e do 
surfactante amnióticos auxilia, em ambos os casos, a decisão clínica de 
induzir ou não o parto (ver adiante). 
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Figura 25.10 Gráfico para interpretação da absorbância líquida a 450 nm do líquido 

amniótico. As quatro zonas indicam os níveis relativos de doença hemolítica fetal, 

(De Queenan, JT, Tomai, TP, Ural SH, et al: Deviation in amniotic fluid optical 

density (OD) at a wavelenght of 450 nm in Rh-immunized pregnancies from 


14-40 weeks’ gestation: A proposal for clinical management. Am J Obstet Gynecol 
168:1370-1376, 1993, com permissao.) 


Os resultados do teste de Liley devem ser interpretados por um 
médico experiente, capacitado a integrar achados clínicos, histó- 
rico, informação de banco de sangue e outros dados laboratoriais. 
Desiquilíbrios ácidobásicos maternais e fetais podem alterar o pH 
do LA e mudar o comprimento de onda em que o pigmento apre- 
senta absorção máxima. Além da bilirrubina, outros pigmentos que 
possam estar presentes e que afetam os resultados são hemoglobina 
(como já discutido), meta-hemealbumina e mecônio. Cada um des- 
ses pigmentos produz um efeito espectrofotométrico característico. 
A contaminação do sangue (com interferência causada por hemólise) 
é observada com frequência. Menos comum, a icterícia ou hemólise 
materna in vivo podem causar erros de interpretação. A presença de 
células vermelhas fetais no LA indica piora da anemia decorrente da 
perda de sangue ou pode explicar um aumento do título de anticorpos 
maternos (resposta anamnésica a uma nova hemorragia feto-mater- 
nal), desenvolvimento de novos anticorpos e aumento subsequente 
da absorbância do LA a 450 nm. A coloração do LA pelo mecônio é 
sinal de angústia fetal. A exposição do LA à luz, o uso materno de este- 
roides, concentração de hemoglobina acentuadamente aumentada no 
LA e calibração precária do espectrofotômetro são fatores que podem 
acarretar medidas inacuradas de absorbância líquida. 

As tentativas de amniocentese ocasionalmente resultam na obten- 
ção de aspirados que não são LA. Amostras de ascite fetal, LA de um 
gêmeo, conteúdos de cistos amnióticos e ( com maior frequência) 
urina materna podem ser submetidas por engano como sendo LA. 
Uma varredura espectrofotométrica da urina materna assemelha-se a 
uma curva de LA normal, a não ser pela maior inclinação negativa da 
curva. À urina materna contém nitrogênio ureico em concentrações 
da ordem de 300 mg/dL, bem como creatinina em níveis acima de 10 
mg/dL. No LA, a concentração de nitrogênio ureico usualmente é de 
cerca de 30 mg/dL, enquanto a de creatinina é inferior a 3,5 mg/dL. 
Medidas de precaução dos níveis de creatinina ou nitrogênio ureico 
do LA podem ser obtidas para distinguir amostras de LA e de urina. O 
uso de varetas medidoras de nível para detectar proteína e glicose no 
LA é menos útil, visto que ambas as substâncias podem estar presentes 
tanto no LA como na urina de mulheres grávidas. É preciso notar que 
a presença de hemoglobina fetal pode provocar interferência em mui- 
tos métodos baseados na creatinina. 

O sangue torna-se visivelmente evidente quando diluído 1.000 vezes 
em LA (v:v). Punções sanguinolentas são obtidas em cerca de 2 ou 3% 
dos aspirados de amniocenteses iniciais, e em 20% dos aspirados mais 
tardios. A presença de sangue pode causar interferência nos testes de 
absorbância líquida, surfactantes e outros. Em alguns casos, o sangue 
é oriundo do feto, levantando possibilidades subsequentes de anemia 
fetal e aloimunização anamnésica ou primária. 


Diabetes gestacional 


Qualquer intolerância à glicose em uma mulher grávida é denomi- 
nada diabetes gestacional (ver o Cap. 16), independentemente de o 
estado de tolerância à glicose ser ante- ou pós-parto. O pronto diag- 
nóstico e tratamento do diabetes gestacional pode ajudar a evitar a 
pré-eclâmpsia materna, bem como a morte fetal após 32 semanas e 
a macrossomia neonatal (tamanho do corpo anormalmente grande), 
hipoglicemia, policitemia ou icterícia. 


Maturidade pulmonar fetal 


A maturação pulmonar fetal é marcada pela produção de um mate- 
rial similar ao detergente — o surfactante — que forma uma película 
sobre as superfícies alveolares. A presença de surfactante reduz a ten- 
são superficial na interface entre o tecido dos pulmões e o ar. O surfac- 
tante diminui o esforço realizado na respiração ao reduzir a resistên- 
cia à expansão dos pulmões durante a inspiração e prevenir o colapso 
alveolar durante a expiração. A deficiência de surfactante acarreta a 
síndrome da angústia respiratória (RDS, respiratory distress syndro- 
me), um distúrbio que resulta em hipóxia, acidemia e transudação 
proteica vascular para o interior dos espaços alveolares de ar (doença 
da membrana hialina). 

Antes de 35 semanas de gestação, o principal componente do surfac- 
tante é a lecitina o-palmitica B-mirística. Após esse período, a leciti- 
na dipalmítica passa a predominar e o fosfatidil glicerol (FG) aparece 
cerca de 1 semana depois. Os níveis de FG continuam a aumentar até 
o final da gestação e mantêm a estabilidade alveolar. Os componentes 
minoritários do surfactante são fosfatidilinositol, fosfatidiletanolami- 
na, fosfatidilserina e esfingomielinas. 

O processo de amadurecimento pulmonar é rápido (1-2 dias). Uma 
vez que a concentração de esfingomielina (E) no LA permanece cons- 
tante ao longo do terceiro trimestre, pode ser utilizada como material 
de referência contra o qual a lecitina do surfactante (L) pode ser com- 
parada. A determinação da proporção L/E (ver adiante) evita proble- 
mas associados à variabilidade das extrações químicas e à inacurácia 
das estimativas da concentração absoluta por volume de LA, 

Embora exista surfactante exógeno disponível para profilaxia e tera- 
pia de recém-nascidos com RDS, há casos em que a doença pode ser 
evitada pelo retardo da distribuição até que os pulmões do feto estejam 
maturados ou por meio de medicação dada à mãe, para induzir pro- 
dução de surfactante em seu feto. A produção de surfactante fetal pode 
ser avaliada por meio de testes com amostras de LA. Antes do parto, 
os movimentos respiratórios do feto fazem com que o surfactante se 
difunda nos pulmões não expandidos, por intermédiodo líquido con- 
tido na árvore brônquica e dentro do espaço amniótico. O surfactante 
no LA pode ser monitorado durante o terceiro trimestre. A análise de 
surfactante é importante na supervisão de distúrbios associados à RDS: 
parto prematuro, ruptura precoce das membranas, diabetes materno, 
hipertensão materna crônica, retardo do crescimento fetal, doença 
hemolítica aloimune e parto prematuro por cesariana. 

À quantidade de surfactante no LA pode ser determinada por méto- 
dos físicos ou químicos. O grande número de procedimentos dispo- 
níveis sugere que nenhum deles é ideal na predição da ocorrência ou 
ausência de RDS. À utilidade clínica de um método está relacionada ao 
grau de simplicidade, disponibilidade ao longo de 24 horas, tempo de 
renovação, baixo custo e acurácia clínica. O método referencial conti- 
nua sendo a determinação da proporção L/E, que é feita por cromato- 
grafia em camada delgada. Por outro lado, os testes de microviscosida- 
de (fluorescência polarizada) são métodos de baixo custo, acurados e 
populares. Também tem sido defendido um teste de “clique” de cabe- 
ceira, em que são feitas observações microscópicas das alterações do 
tamanho de uma bolha induzidas pelo surfactante (Osborn, 1998). 

O teste de proporção L/E foi o primeiro teste químico prático a ava- 
liar o status pulmonar fetal (Gluck, 1971) e continua sendo o teste de 
referência. Existem kits para determinações de L/E sendo comerciali- 
zados. Após a extração e purificação com solventes, os lipídeos presen- 
tes na amostra de surfactante de LA são analisados por cromatografia 
em camada delgada (TLC) de sílica (ver os Caps. 4 e 23, que abordam 
os princípios da instrumentação e toxicologia, e o monitoramento 
de fármacos terapêuticos, respectivamente). Os fosfolipídeos se tor- 


nam visíveis quando submetidos à carbonização por aquecimento 
ou coloração. A quantificação densitométrica determina a proporção 
L/E. Proporções L/E > 2,0, em geral, indicam maturidade; propor- 
ções entre 1,5 e 2,0 indicam maturação limítrofe e proporções < 1,5 
apontam imaturidade. Para esse teste, foram descritas sensibilidades 
e especificidades que variam de 80 a 85%. Alguns consideram o teste 
insatisfatório para casos de mulheres com diabetes, cujos recém- 
-nascidos podem apresentar RDS diante de proporções L/E acima de 
2,0 (Dubin, 1992). A presença de FG no cromatograma de TLC, cuja 
proporção L/E é > 2,0 representa uma indicção certa de maturidade 
pulmonar para qualquer paciente. 

O método empregado no teste de proporção L/E é lento, trabalhoso 
e insensível, além de apresentar variabilidades pré-analíticas que afe- 
tam sua acurácia. Uma dessas variabilidades se refere à diluição por 
secreção de líquidos (p. ex., quando o LA é aspirado a partir da vagi- 
na, em vez da utilização de amniocentese). O erro analítico resulta da 
supercentrifugação (velocidade e tempo), contaminação com sangue 
(hemólise) e imprecisão da TLC. O mecônio também interfere, por 
impedir que a lecitina se separe da esfingomielina. | 

Os testes rápidos para FG foram desenvolvidos, porque a cromato- 
grafia é um método embaraçoso e frequentemente indisponível quan- 
do se faz necessário (p. ex., durante a noite, fins de semana). O método 
da aglutinação rápida do látex para detecção de FG é disponibilizado 
e pode ser utilizado na triagem da maturidade pulmonar. O método 
cromatográfico é indicado para os casos em que são obtidos resulta- 
dos imaturos ou equivocados (Ashwood, 1992). A contaminação com 
glicerol (lubrificante) pode provocar interferências nas análises de FG. 

A microviscosidade do LA apresenta correlação com os resultados 
do teste de referência da proporção L/E obtidos em estudos clínicos, 
podendo ser determinado por fluorescência polarizada. Mistura-se 
um corante fluorescente ao LA e esse corante interage tanto com o 
surfactante como com a albumina. A viscosidade é menor, quanto 
maior for a concentração de surfactante em relação a uma concen- 
tração de albumina relativamente constante. O grau de polarização 
de fluorescência apresenta uma correlação inversa com a concentra- 
ção de surfactante e sua menor viscosidade. O método pode fornecer 
resultados errados para amostras de LA concentradas (p. ex., na obs- 
trução do trato urinário fetal) e para amostras que contenham quanti- 
dades visíveis de sangue. As amostras de LA são preparadas por filtra- 
ção para evitar a perda de surfactante causada pela centrifugação. Há 
um aparelho automático comercializado para execução de ensaios de 
fluorescência polarizada (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) que 
tem sido amplamente utilizado. Suas análises são rápidas e parecem 
ser acuradas para a maioria das situações clínicas (Bender, 1994). 


Toxemia da gravidez (pré-eclâmpsia) 


A pré-eclâmpsia é uma doença que ocorre ao final da gestação (> 20 
semanas), caracterizada por hipertensão com proteinúria acima de 0,3 
g/L em amostra de urina de 24 horas, ou acima de 1,0 g/L em amos- 
tras colhidas ao acaso. A pré-eclâmpsia afeta cerca de 1 em cada 10 
mulheres grávidas e é mais frequente nas primeiras gestações, pacien- 
tes diabéticas, gestações múltiplas e mulheres que já apresentaram o 
distúrbio em gestações anteriores. 

A pré-eclâmpsia pode ser prevenida com a administração oral de 
salicilatos ou cálcio. Entretanto, além da urinálise, o monitoramen- 
to laboratorial, em geral, é desnecessário em casos brandos. A doença 
severa ou convulsiva (eclâmpsia) requer intervenção e monitoramen- 
to ativos. 

A toxemia da gravidez pode mimetizar outros distúrbios, incluindo 
hipertensão, doença renal ou hepática, lúpus eritematoso sistêmico, 
púrpura trombocitopênica idiopática, anemias microangiopáticas 
e, em especial, púrpura trombocitopênica trombótica. Essa última 
condição raramente ocorre nos estágios tardios da gestação, contudo, 
diferente da pré-eclâmpsia, persiste após o parto. 

A proteinúria da toxemia é do tipo glomerular (na maior parte, albu- 
mina) e o sedimento da urina contém finos cálculos granulares e hia- 
linos. É isento de bactérias, hemácias ou cálculos grandes ou cerosos. 
A concentração de proteína na urina é monitorada para determinar 
o progresso ou controle da doença. A depuração da creatinina sofre 
diminuição e cai a valores abaixo de 130 mL/min (ver no Cap. 14). 


Em geral, o sangue apresenta trombocitopenia e uma relativa eritro- 
citose, quando o volume de plasma não aumenta como deveria, como 
ocorre na gestação normal. As concentrações de ureia (> 15 mg/dL) e 
creatinina (> 0,8 mg/dL) sofrem aumentos de grau brando a modera- 
do, sendo que há um aumento marcante dos níveis de ácido úrico. A 
concentração de lactato desidrogenase (LDH) aumenta, primariamen- 
te em decorrência da doença hepática (na maior parte LDH,). Às vezes, 
devido à hemólise (p. ex., na síndrome HELLP — hemólise [hemolysis], 
elevação das enzimas hepáticas [elevated liver enzymes] e redução das 
plaquetas [low platelets]), LDH, e LDH, aumentam. A concentração 
de ALT, usualmente, corresponde ao dobro do valor normal, a bilir- 
rubina apresenta discreta elevação (> 1,2 mg/dL) e o D-dímero está 
aumentado. A excreção urinária de cálcio pode estar diminuída (< 12 
mg/dL/24 horas) e esse achado pode preceder a toxemia clínica. 

A toxemia termina com o parto, de modo que este pode ser tera- 
peuticamente induzido em casos de doença severa em que a gestação 
passa das 36 semanas, ou mediante evidência de maturidade pulmo- 
nar fetal (ver anteriormente). Antes de 36 semanas, a paciente com 
pré-eclâmpsia é tratada com repouso. Testes de função renal e hepá- 
tica usualmente são monitorados diariamente, acompanhados de 
determinação da contagem plaquetária, esfregaços sanguíneos e teste 
quantitativo do D-dímero. 

A piora do quadro de pré-eclâmpsia é caracterizada por oligúria (< 400 
mL/24 horas), trombocitopenia severa (plaquetas < 50.000/ul), aumento 
dos níveis séricos de creatinina e concentração se LDH total > 1.000 U/L. 


Rompimento precoce das membranas 


O rompimento precoce das membranas ocorre diante do escape 
de LA antes do início do trabalho de parto. Pode ser seguido de uma 
variedade de complicações, tais como corioamnionite, hipoplasia pul- 
monar fetal, ruptura da placenta e angústia respiratória neonatal. 

O LA constitui parte dos líquidos vaginais posteriores e a identifi- 
cação do componente amniótico é idealmente conduzida em 2 horas 
após o rompimento das membranas. Diferente das secreções vaginais, 
cujo pH é acídico (4,5 a 5,0), o LA é alcalino e exibe um pH de 7,0 a 
7,5. O aspirado vaginal de uma grávida que apresenta descarga aquosa 
pode ser testado com papel de nitrazina, a fim de estimar o pH visu- 
almente. Um teste positivo é indicado pelo aparecimento da cor azul, 
enquanto o resultado negativo é indicado pela cor amarelo-esverde- 
ada. Um tampão cervical não deve contaminar o aspirado. Há uma 
incidência de 5% de resultados falso-positivos, associada à presença 
de sangue, muco, sêmen, urina alcalina ou sabão. Resultados falso-ne- 
gativos são menos frequentes (1%), porém são possíveis em casos de 
rompimento de membrana que tenham ocorrido a mais de 24 horas 
ou quando a amostra é inadequada. O teste de nitrazina costuma ser 
executado na cabeceira e sua acurácia tem sido descrita como sendo 
de 90% na ausência de evento hemorrágico, descarga vaginal ou rom- 
pimento de membrana por tempo prolongado (Friedman, 1969). 

Uma alíquota de líquido aspirado também pode ser transferida 
a uma lâmina de vidro para microscopia, deixada para secar por 5 
minutos e examinada ao microscópio para detecção de um padrão em 
“samambaia” (fern), indicativo da presença de LA na coleção de líqui- 
dos vaginais. Um resultado falso-positivo com ferning é observado em 
menos de 2% dos casos e está associado à presença de sangue, urina 
ou muco cervical. Resultados falso-negativos ocorrem em menos de 
5% dos casos. 

A fibronectina fetal é uma proteína trofoblástica coriônica que nor- 
malmente se acumula no espaço virtual situado entre a placenta e a 
decídua uterina. Se a concentração dessa proteína estiver aumentada 
no plasma materno, no LA ou nas secreções cervicovaginais entre 22 a 
34 semanas de gestação, significa que houve perda da integridade das 
membranas fetais, decorrente de infecção, pré-eclâmpsia ou rompi- 
mento precoce. Resultados falso-positivos (< 5%) podem estar rela- 
cionados a relações sexuais recentes. 

Quando as membranas estão intactas e mesmo assim é detectado 
um aumento da concentração de fibronectina fetal no líquido vagi- 
nal (> 0,05 ug/mL), há probabilidade de que o parto seja prematuro 
(Ascarelli, 1997). Nesses casos, aumenta em 25 vezes o risco relativo 
de parto em 7 dias entre mulheres que apresentem sintomas de parto 
antes do tempo, entre a 242 e a 34º semana de gestação. O teste da 
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442 fibronectina parece ter valor para gestações em que o feto se desenvol- 


dutiva e gravidez 


ve sozinho e na gestação de gêmeos, porém, não apresenta valor nos 
casos de gestação prolongada (> 42 semanas). Existe um imunoensaio 
comercializado para detecção de fibronectina fetal (Adeza Biomedical 
Corp., Sunnyvale, CA). 


Asfixia fetal 


Embora recém-nascidos usualmente nao sofram efeitos adversos 
por acidose até quando o pH sanguíneo está abaixo de 7,1, a acide- 
mia com pH abaixo de 7,2 tem sido empregada como limite de ação 
obstétrica para prevenir danos neurológicos decorrentes de hipó- 
xia. No momento do parto, o pH do sangue fetal é determinado em 
uma amostra de sangue capilar coletada a partir da pele de uma parte 
exposta (p. ex., escalpo). A coleta de sangue muitas vezes é um pro- 
cedimento difícil e as amostras podem ser rejeitadas pelo laboratório 
devido ao volume insuficiente, contaminação com bolhas de ar e coa- 
gulação. Amostragens repetidas são usuais e proporcionam a vantagem 
de demonstrar uma tendência de valores e de detectar alguns resulta- 
dos espúrios. O desequilíbrio ácidobásico materno pode afetar o pH 
do sangue fetal e provocar erros de interpretação. Problemas técnicos, 
baixo valor preditivo para dano neurológico e baixa adesão às diretri- 
zes práticas (Skelton, 1997) têm levantado dúvidas acerca do valor das 
determinações de pH realizadas com amostras de escalpo fetal. 

Nos partos de rotina, um segmento de cordão umbilical preso com 
pinça pode ser removido e armazenado até que a condição do recém- 
nascido seja avaliada após 5 minutos. Se o bebê estiver clinicamente 


estável e vigoroso, e o escore de Apgar for “satisfatório”, a amostra de 
cordão é descartada. Caso contrário, se houver razão clínica para se 
realizar análises de gases sanguíneos, uma artéria umbilical (a veia, 
se necessário) pode ser amostrada e submetida à análise (ACOG 
Committee, 1994). O benefício proporcionado pela quantificação 
de gases no sangue reside na possibilidade de determinar um déficit 
basal, de modo a permitir que os componentes respiratório e metabó- 
lico da acidose possam ser avaliados. 


Outras avaliações 


Infecções durante a gravidez. Infecções virais, bacterianas e parasí- 
ticas podem exercer um impacto significativo sobre a mãe, o feto ou 
ambos. Exemplos importantes são os casos de infecção pelo vírus 
da imunodeficiência humana (HIV), virus da hepatite (A, Be C), 
da rubéola, da catapora, parvovírus B19, citomegalovírus (CMV), 
Chlamydia trachomatis, estreptococos do grupo B (GBS), Neisseria 
gonorrheae, sífilis, tuberculose, toxoplasmose e malária. Essas infec- 
ções são discutidas na Parte VII. 

Distúrbios hematológicos e da coagulação. vários distúrbios podem 
exercer efeito negativo sobre a mãe, o feto ou ambos, entre os quais 
anemias maternas (nutricionais, falciforme), trombocitopenias 
maternas e fetais (púrpura trombocitopênica idiopática, tromboci- 
topenia aloimune fetal, púrpura trombocitopênica trombótica), coa- 
gulopatias maternas (coagulação intravascular disseminada aguda, 
doença de von Willebrand) e trombofilias maternas. Essas doenças são 
abordadas nas Partes IV e V deste livro. 
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CO PONTOS-CHAVE 
e Quantidades muito pequenas de vitaminas e 


oligoelementos são necessárias para satisfazer as 
demandas metabólicas. 


e As vitaminas são substâncias orgânicas essenciais que o corpo 
não consegue sintetizar ou não sintetiza suficientemente. Isso é 
específico para a espécie. As vitaminas podem atuar de várias 
maneiras, como cofatores enzimáticos, antioxidantes ou hormônios, 
e são ativas no metabolismo energético, no metabolismo proteico, 
na maturação de células sanguíneas e na formação óssea. As 
vitaminas não estão relacionadas quimicamente e apresentam 
atividades fisiológicas e fontes alimentares diferentes. 


e As vitaminas podem ser substâncias químicas simples (p. ex., 
ácido ascórbico) ou incluir uma família de compostos intimamente 
relacionados (p. ex., vitaminas A, D, E, K e cobalamina). Elas podem 
ser classificadas de acordo com a sua solubilidade em água ou em 
lipídeos, a qual afeta a sua absorção e transporte, armazenamento, 
toxicidade, excreção e doenças que causam deficiências mesmo 
quando há ingestão nutricional suficiente. 


e A avaliação da ingestão dietética e das reservas corporais exige 
diferentes estratégias de teste para diagnóstico de deficiência ou 
toxicidade. As deficiências são especialmente importantes nas 
idades extremas da vida e na desnutrição por qualquer causa. 
Frequentemente, um estudo terapêutico do nutriente considerado 
deficiente é a abordagem mais confiável para o diagnóstico e o 
tratamento. 


e Oligoelementos essenciais possuem funções metabólicas 
específicas, que não podem ser substituídas por outros minerais. 


e Deficiências de oligoelementos podem ser decorrentes da ingestão 
insuficiente porque o solo, a água ou as plantas da região são 
inadequados a um elemento específico; outras substâncias dietéticas 
interferem na absorção; há ausência da proteína necessária para a 
absorção ou o metabolismo; ou há suplementação inadequada em 
um paciente submetido à nutrição parenteral total. 


e Os oligoelementos possuem funções estruturais, de transdução de 
sinal e catalíticas. Alguns são componentes de metaloenzimas, ou 
atuam como cofatores enzimáticos, fornecem elétrons e transportam 
oxigênio, ou são ativos na manutenção da conformação de 
macromoléculas. 


e Para evitar a contaminação, os oligoelementos devem ser 
analisados com cuidado considerável, pois encontram-se 
amplamente distribuídos no ambiente e estão presentes nos líquidos 
e tecidos corporais em quantidades mínimas. Por isso, as técnicas 
devem ser suficientemente sensíveis para analisar concentrações de 
ug/L ou mesmo ng/L. 


e As concentrações de oligoelementos nos líquidos corporais 
apresentam pouca correlação com a quantidade de reservas 
corporais. Os níveis séricos não são confiáveis, por causa da 
influência de condições não relacionadas. Não existem ensaios 
particularmente bons para a condição dietética de oligoelementos. 
Os resultados dos exames devem ser interpretados com cautela. 


e O único exame definitivo de deficiência humana de oligoelemento 
é a avaliação da resposta clínica à suplementação controlada do 
elemento considerado deficiente. 

e A ingestão necessária para causar toxicidade é muito variável para 
os diferentes oligoelementos. 


Vitaminas e oligoelementos são um grupo heterogêneo de ingredien- 
tes dietéticos necessários para a saúde e a sobrevivência. Coletivamente, 
são descritos como micronutrientes por causa das quantidades muito 
pequenas necessárias para satisfazer os seus diversos papéis fisiológi- 
cos, e suas funções são tão variadas quanto suas composições (Mason, 
1996). As quase duas dúzias de nutrientes essenciais são de catalisado- 
res orgânicos não relacionados e elementos que não são sintetizados de 
maneira endógena (Rubin, 2005). Estados de deficiência e toxicidade 
são comumente insidiosos para ambos e podem ser atribuídos a uma 
ingestão inapropriada ou à utilização inadequada. Com frequência, 
as deficiências ocorrem por causa da desnutrição (McLaren, 1994). 
Inicialmente, o interesse era a prevenção de doenças carenciais e a elu- 
cidação dos papéis bioquímicos desses micronutrientes como coenzi- 
mas e cofatores. A pesquisa sobre o impacto nutricional de vitaminas e 
oligoelementos identificou ainda mais suas muitas outras importantes 
funções como a atividade antioxidante, a estimulação similar à de hor- 
mônios e seus papéis reguladores (Machlin, 1992). 

Ingestão dietética de referência (DRI, dietary reference intake) é 
uma expressão abrangente que inclui valores de referência ou estima- 
tivas do nível dietético de cada nutriente essencial. A DRI foi intro- 
duzida pelo Food and Nutrition Board, do Institute of Medicine of 
the National Academy of Sciences (Institute of Medicine, 1997, 1998, 
2000, 2002) e fornece quatro valores dietéticos de referência, original- 
mente destinados aos nutricionistas (Barr, 2002). A ingestão dietética 
recomendada (RDA, recommended dietary allowance) é a quantida- 
de dietética diária média suficiente para as demandas nutricionais da 
maioria (97 — 98%) dos indivíduos saudáveis categorizados por idade, 
sexo e necessidade fisiológica. A RDA deriva do requerimento médio 
estimado (EAR, estimated average requirement), o nível estimado de 
ingestão diária média do nutriente para suprir as demandas da metade 
dos indivíduos saudáveis em um determinado estágio da vida e sexo. 
A ingestão adequada (Al, adequate intake) é uma estimativa do valor 
da ingestão diária recomendada média quando a RDA não puder ser 
determinada. O nível de ingestão máxima tolerada (UL, tolerable upper 
intake level) é o nível mais alto da ingestão diária de um nutriente que 
não apresenta risco de causar efeitos adversos à saúde na maioria dos 
indivíduos da população geral (Institute of Medicine, 1998). Quando a 
ingestão é acima do UL, a possibilidade de efeitos adversos aumenta. 

Os micronutrientes foram envolvidos por uma aura mágica. Existe 
uma crença comum pouco judiciosa de que “megadoses podem se 
tornar um elixir que cura tudo. Talvez isso ocorra por causa da extra- 
ordinária proeza fisiológica gerada pela ingestão de quantidades míni- 
mas dessas substâncias. Contudo, eles podem ser perigosos. Embora 
sejam seguros dentro do nível de ingestão máxima tolerada (UL) 
(Institute of Medicine, 1998), existe o risco de overdose tóxica. 

Vários grupos de indivíduos justificam o uso de suplementação 
seletiva de micronutriente. Eles incluem: gestantes, neonatos e lac- 
tentes; idosos; pacientes submetidos durante muito tempo à nutrição 
parenteral ou à hipernutrição; e aqueles com alterações nutricionais 
ou metabólicas. A pobreza e as idiossincrasias alimentares são causas 
persistentes de deficiências. Para a população geral, com raras exce- 
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As vitaminas são moléculas orgânicas necessárias em quantidades 
pequenas (miligramas a microgramas) para a saúde, crescimento e 
reprodução (McCormick, 1994). Com exceção da vitamina D, o corpo 
depende completamente da ingestão dietética de vitaminas, embora 
haja alguma produção bacteriana entérica de vitamina K, ácido nico- 
tínico, riboflavina, biotina, cobalamina e ácido fólico (Fastwood, 2003; 
Grodner, 2004). Entretanto, essas sínteses ocorrem principalmente no 


ções, a suplementação de vitaminas e oligoelementos não é requerida, 
sendo mesmo desnecessária ou inútil, por causa de sua distribuição 
onipresente e de sua pronta disponibilidade a partir de várias fontes. 

Esta seção irá abordar os micronutrientes, que incluem as vitaminas 
e os oligoelementos minerais. As 13 vitaminas estão listadas na Tabela 
26.1, acompanhadas de um resumo de suas funções, deficiências e esta- 
dos de toxicidade; os 10 oligoelementos minerais essenciais estão apre- 
sentados de maneira semelhante na Tabela 26.4, onde há também um 
resumo de suas funções, efeitos da deficiência e toxicidade. 


Tabela 26.1 Vitaminas: funções, síndromes de deficiência e toxicidade 


Vitaminas Funções Síndromes de deficiência Toxicidade 





Hidrossolúveis 


Ascorbato (vitamina C) Muitas reações de oxidorredução, Escorbuto 


hidroxilação do colágeno 


Megadoses crônicas de 10-150 vezes a RDA 
(1-15 g), cãibras, diarreia, náusea, litíase renal. 
Megadoses, o corpo acelera o metabolismo de 
drogas. Pode produzir escorbuto quando a 
megadose é bruscamente interrompida 


Biotina Cofator em reações de carboxilação Rara. Causada por falta de biotina na Nenhuma toxicidade conhecida 
nutrição parenteral total. Além disso, a 
avidina na clara de ovo crua liga a biotina 
no intestino, impedindo a absorção. 
Dermatite, glossite, queda de cabelo, 
anorexia, depressão e hipercolesterolemia 
Metabolismo do folato e síntese 
de DNA, manutenção da 
mielinização do trato espinal 
Folato Transferência e uso de unidades 
1-carbono no DNA e síntese de 
aminoácidos 
incorporada no NAD e no 
NAD-fosfato, reações de 
oxidorredução 
Como o pirofosfato, é uma coenzima 
em reações de descarboxilação 


Cobalamina (vitamina B,,) Anemia megaloblástica, neuropatia 


periférica 


Nenhuma toxicidade registrada 


Anemia megaloblástica, defeitos do 
tubo neural 


Efeito teratogénico em roedores 

Nenhum efeito adverso com doses orais elevadas 
Niacina (ácido nicotínico) Pelagra: demência, dermatite, diarreia O excesso de niacina pré-formada e ácido 
nicotinico causa dilatação vascular, “rubor”; 
hepatotoxicidade 

Somente quando administrada pela via 
parenteral. Cefaleia, fraqueza muscular, arritmia 
cardíaca, convulsões 


Doses muito altas: diarreia 


Beribéri seco (neuromuscular) e úmido 
(insuficiência cardíaca), sindrome de 
Wernicke-Korsakoff 

Nenhuma síndrome reconhecida 
Queilose, glossite, dermatite, neuropatia 
periférica, convulsões 


Tiamina (vitamina B,) 


Acido pantotênico (vitamina B;) 
Piridoxina (vitamina B,) 


Incorporado na coenzima À 
Derivados são coenzimas em muitas 
reações intermediárias; metabolismo 
de aminoácidos, fosfolipídeos 

e glicogênio 

Convertido em coenzimas flavina; 


Suplementação prolongada com megadose causa 
ataxia e neuropatia sensorial. O UL é de 
100 mg/dia 





Riboflavina (vitamina B,) Ariboflavinose, queilose, estomatite Não existe relato de toxicidade da riboflavina. 


Lipossolúveis 
Vitamina A (retinol) 


Vitamina D (colecalciferol) 


Vitamina E (tocoferol) 


Vitamina K (fitomenadiona) 


cofator de muitas enzimas no 
metabolismo intermediário 


Um componente do pigmento do 
bastão retineano. Papel na visão na 
luz tênue; crescimento; reprodução; 
manutenção da resistência 

a infecções 


Promove a absorção de cálcio e 
fósforo; mineralização Óssea 
e dental 


Antioxidante, elimina radicais 
livres; respiração celular, 
principalmente no músculo; 
integridade dos eritrócitos 
Cofator de pró-coagulantes —- 
fatores hepáticos || (protrombina), 
VII e X, proteína C e proteína S 


angular, glossite, dermatite, 
vascularização corneana 


Metaplasia escamosa, especialmente 
glandular, hiperqueratose folicular; 
xeroftalmia; cegueira noturna; distúrbios 
da reprodução; vulnerabilidade 

a infecções 


Raquitismo em crianças; osteomalacia 
em adultos; hipocalcemia, tetania 


Degeneração espinocerebelar, ataxia 


Defeito da coagulação, distúrbio 
hemorrágico 


Dados de Berdanier, 1998; Combs, 1998; Eastwood, 2003; Grodner, 2004; Kane, 2005; Katz, 2001. 


Absorção limitada normalmente 


O fígado de urso polar e animais grandes 


apresenta níveis muito altos de vitamina A 
Aguda: pode causar tontura, cefaleia, vômitos, 
estupor, descamação cutânea e papiledema 


Crônica: teratogênica, osteoporose, 


hepatotoxicidade. Carotenoides em excesso: 


cor da pele laranja-amarelada distinta 


Alta ingestão de vitamina D: hipercalcemia e 
hipercalciúria, toxicidade com UL superior a 
50 pg. Desmineralização óssea, constipação, 


fraqueza muscular, litiase renal 
Desconforto gastrintestinal leve, náusea; 


coagulopatias em pacientes que fazem uso de 


anticonvulsivantes 


Alimentos que contêm vitamina K não causam 
problemas de toxicidade. Quantidades excessivas 
podem diminuir o tempo de coagulação 
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Tabela 26.2 Vitaminas: RDA, fontes alimentares e análise de níveis corporais 


Vitaminas 


Hidrossolúveis 


Ácido ascórbico 


(vitamina C) 


Biotina 


Cobalamina 
(vitamina B4») 
Folato 


Niacina (ácido 
nicotínico) 


Ácido pantotênico 


Piridoxina 
(vitamina B,) 


Riboflavina 
(vitamina B,) 


Tiamina 
(vitamina B,) 


Lipossolúveis 


Vitamina A (retinol) 


RDA 


H: 90 mg 
M: 75 mg 


Tabagistas: 125 mg 


Al: 30 «g 
H/M: 2,4 æg 
H/M: 400 =g 


Gestação: 600 «g 
Lactação: 500 œg 


Niacina equivalente 
(NE) = 1 mg de niacina 
ou 60 mg de triptofano 


H: 16 mg NE/dia 
M: 14 mg NE/dia 
Al 5 mg 


H/M: 1,3 mg 


H: 1,3 mg 

M: 1,1 mg 

A riboflavina é 
destruida pela luz 


H: 1,2 mg 
M: 1,1 mg 


Equivalentes da 


atividade do retinol 
(RAE, retinol activity 


equivalents) 
H = 900 pg RAE 
M: 700 pg RAE 


Fontes alimentares 


Frutas e vegetais: frutas citricas, 
pimentas vermelhas e verdes, 
morangos, tomates, brócolis, 
batatas, verduras de folhas 
verdes 


Fígado, rins, manteiga de amendoim, 


gema de ovo, levedura 


Carne vermelha, peixes, aves, 
ovos e laticínios 


Verduras de folhas verdes, 
legumes, cereais, algumas 
frutas e sucos 


Alimentos que contêm proteínas 
são boas fontes de niacina e 
triptofano. Carnes vermelhas, 
aves, peixes, legumes, cereais 
enriquecidos, leite, café e chá 
Grãos integrais, legumes, carnes 
vermelhas, peixes, aves 

Grãos integrais, cereais, legumes, 
frangos, peixes, porcos e ovos 


Leite, grãos enriquecidos, 
brócolis, aspargos, verduras de 
folhas verde-escuras, grãos 
integrais, pães enriquecidos, 
cereais. Além de laticínios, 
carnes vermelhas, peixes, 

aves e ovos 

Grãos integrais ou enriquecidos, 
farinha, carne de porco magra, 
legumes, sementes e nozes 


Vitamina A natural pré-formada 
somente na gordura de alimentos 
de origem animal: leite integral, 
manteiga, fígado, gema de ovo e 
peixe gorduroso. Carotenoides 
são encontrados em frutas e 
vegetais de cor verde-escura, 
amarela e laranja: brócolis, 
melão, batata-doce, cenouras, 
tomates, espinafre 


Avaliação laboratorial para estados de deficiência subclínicos 


É necessária a coleta de amostra em jejum 

Ácido 5-ascórbico; deficiência < 11,4 

O ácido ascórbico nos leucócitos por HPLC reflete as reservas tissulares 
Preparação e exame difíceis. < 11,4 nmol/10° células associado ao escorbuto; 
Ácido ascórbico na urina de 24 horas; reflete a ingestão dietética recente 
Exame de urina com carga de vitamina C 


Exame microbiológico 


Vitamina B,, no soro por RIE; deficiência < 74-59 pmol/L 
Ácido metilmalônico na urina 
A hemólise interfere no folato nos eritrócitos e folato no soro 
O metiltetra-hidrofolato no soro reflete a ingestão recente, não as reservas 
Ponto de cutoff, balanço negativo de folato < 6,8 nmol/L 
Formas de poliglutamato de folato presentes refletem as reservas de folato do corpo 
Folato (nmol/L): 

Depleção < 368 

Deficiente < 322 

Anemia < 227 
Acido formiminoglutâmico na urina 
Exame de urina com carga de histidina 
Relação nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) e NADP nucleotídeo 
nos eritrócitos: < 1 pode indicar risco de deficiência de niacina 
Relação 2-piridona (40-60%) e N'-metil nicotinamida (20-30%): 
deficiência de niacina quando a relação for < 1 


Ácido pantotênico no sangue total: ingestão inadequada < 100 g/dL 
Ácido pantotênico na urina: anormalmente baixo < 1 mg/dia 
P-piridoxal-5'-fosfato, HPLC de troca de cátions, ensaio fluorimétrico 
Condição da vitamina Bg: 

Adequada: > 30 nmol/L 

Aceitável: > 0,8 

Limitrofe ou inadequada: < 0,5 
Aminotransferases nos eritrócitos refletem a condição a longo prazo da 
piridoxina; a ALT é mais sensível à deficiência de vitamina B, que a AST 
Ácido 4-piridóxico na urina, ingestão dietética de B, 
Ácido xantenúrico na urina, metabólito do triptofano 
Exame de urina com carga de triptofano 
Glutation redutase nos eritrócitos, expresso como relações em exames 
com e sem flavina adenina dinucleotídeo 
Dosagem de riboflavina na urina de 24 horas mensura a ingestão recente, 
e não as reservas no organismo, inespecífica; varia com a atividade física 


Atividade da transcetolase nos eritrócitos, expresso como relação em exames 
com e sem tiamina pirofosfato 

Dosagem de tiamina na urina de 24 horas mensura a ingestão dietética 
recente, e não as reservas do organismo 


A hemólise interfere 

Reservas hepaticas de retinol: retinol no soro, exame insensivel 

Resposta a dose: retinol e de-hidrorretinol no soro por HPLC, 4-6 horas após 
a administração oral de 3,4-didehidroretinil acetato (100 pg/kg); índice mais 
sensível da condição limítrofe do retinol que o retinol sérico 

Resposta relativa à dose: proteína ligadora do retinol, índice de retinol, baixa 
especificidade. Na deficiência de vitamina A, a proteína ligadora do retinol 
acumula-se no fígado como apoproteína ligadora do retinol (proteína não 
ligada ao retinol). Após a dose de retinol, ele se liga à apoproteina ligadora 
do retinol no fígado; holoproteína ligadora do retinol (proteína ligada ao 
retinol) é liberada do figado e provoca aumento do retinol sérico. Coleta de 
amostra de sangue no inicio e 5 horas após a dose oral de vitamina A. 
Calcular a resposta relativa à dose (%): 14 a 20%, condição limitrofe da vitamina A 
Carotenoides no soro indicam a ingestão atual de carotenoides 

Adaptação rápida ao escuro para cegueira noturna 
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Tabela 26.2 Vitaminas: RDA, fontes alimentares e análise de níveis corporais (continuação) 


Vitaminas RDA Fontes alimentares Avaliação laboratorial para estados de deficiência subclínicos 
Vitamina D Al H/M: 5 æg Manteiga, gema de ovo, figado 25-hidróxi vitamina D no soro: 
Idades: e peixes gordurosos. Leite Deficiência: < 3 nmol/L 
51-70 anos 10 «g fortificado com vitamina D Toxicidade: > 500 nmol/L 
>70 anos 15 xg A exposição à luz solar converte Dosagem separada de 25-OH-vitamina D no soro por HPLC, exame por CPBA 
o precursor em vitamina D ativa (competitive protein binding assay), indica a quantidade total de vitamina D 
endógena e exógena; reflete o conteúdo de vitamina D no fígado 
Vitamina E Equivalentes de Óleos vegetais, milho, soja, Relação tocoferol/lipídeos no soro: HPLC de fase reversa com detector de 
(tocoferol) a-tocoferol (a-TE): açafroa. Grãos integrais, fluorescência da alta sensibilidade; os níveis correlacionam-se com o colesterol 
H/M: 15 mga-TE sementes, nozes, germe de trigo, sérico; deficiência quando a relação for < 0,6 mg de tocoferol total/g de lipídeos 
vegetais de folhas verdes séricos 
Vitamina K Al A vitamina K é sintetizada por Tempo de protrombina 


H: 120 pg 
M: 90 ug 


bactérias no jejuno e no íleo; a 
ingestão dietética ainda é 
necessária. Vegetais de folhas 
verde-escuras 


H = homem; M = mulher; HPLC = cromatografia líquida de alto desempenho; CPBP = ensaio competitivo de proteina ligadora. 


Dados de Grodner, 2004; Gibson, 2002; Brewster, 1996; McCormick, 1994, 


cólon e não são significativas do ponto de vista nutricional porque 
as vitaminas produzidas são mal absorvidas. A falta de uma determi- 
nada vitamina causa um déficit metabólico claramente definível. Isso 
é específico para a espécie, uma vez que existem diferenças na capa- 
cidade de síntese entre diferentes espécies. Muitos animais inferiores 
podem produzir seu próprio ácido ascórbico. No entanto, os humanos 
não conseguem fazê-lo e necessitam de ácido ascórbico para prevenir 
o escorbuto (Combs, 1998). 

As vitaminas podem ser classificadas de acordo com as suas proprie- 
dades, como função, fonte nutricional ou solubilidade na água. Ver a 
Tabela 26.1: Vitaminas: funções, síndromes de deficiência e toxicida- 
de. Nesta discussão, as vitaminas são divididas em dois grupos basea- 
dos em sua solubilidade. A solubilidade afeta a absorção e o transporte. 
Vitaminas hidrossolúveis são facilmente absorvidas, o que permite um 
armazenamento mínimo. Contudo, deficiências podem se desenvolver 
rapidamente, em semanas (Grodner, 2004). Tiamina, riboflavina, nia- 
cina, piridoxina, cobalamina, vitamina C, folato, ácido pantotênico e 
biotina são vitaminas hidrossolúveis. As vitaminas A, D, E e K são con- 
sideradas não hidrossolúveis, ou lipossolúveis, e dependem da diges- 
tão lipídica normal e da solubilização micelar para a absorção, assim 
como da presença de bile. A má absorção de gorduras pode causar 
deficiências de vitaminas lipossolúveis, mesmo quando há ingestão 
dietética adequada. 

As vitaminas são encontradas em quase todos os alimentos, mas 
nenhum grupo alimentar é uma boa fonte de todas as vitaminas 
(Grodner, 2004). Ver a Tabela 26.2: Vitaminas: RDA, fontes alimen- 
tares e análise de níveis corporais. O complexo de vitaminas B inclui: 
tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina e cobalamina. A cobalamina 
está presente somente em produtos animais, os quais incluem carne 
vermelha (especialmente o fígado), leite, queijo, ovos e outras prote- 
inas animais. Todos os outros membros do complexo de vitaminas B 
são encontrados em verduras, leite e fígado. A vitamina A e a niaci- 
na têm substâncias precursoras que podem ser convertidas na forma 
ativa da vitamina nos seres humanos. A vitamina K e a biotina são 
produzidas pela microflora intestinal, mas em quantidades insuficien- 
tes para manter o metabolismo. À niacina e a vitamina D podem ser 
produzidas no corpo humano. Tanto a tiamina quanto a biotina pos- 
suem antagonistas naturais ( Williams, 2002). 

Deficiências são particularmente importantes nos extremos da vida, 
uma preocupação para o feto em desenvolvimento, para o lactente 
e o idoso (Seymour, 2000). As deficiências também são frequentes 
naqueles com desnutrição proteica e energética em países em desen- 
volvimento. Nos países desenvolvidos, as condições que levam a defi- 
ciências vitamínicas incluem a diminuição da ingestão, da absorção 
ou da produção. A diminuição da ingestão ocorre caracteristicamente 
em pacientes alcoolistas (tiamina); com doenças do intestino delgado 


(folato e as vitaminas lipossolúveis A, D, E e K); vegetarianos (vita- 
mina D, cobalamina); e idosos (vitamina D, folato). Condições que 
causam diminuição da absorção são doenças hepáticas e do trato 
biliar (vitaminas A, D, E e K); e doença ou ressecção ileal (cobalami- 
na). Condições que causam diminuição da produção são as doenças 
renais (vitamina D); e drogas como o metotrexato (folato). Também 
podem ocorrer deficiências naqueles indivíduos com doenças crôni- 
cas como a sindrome da imunodeficiência adquirida (AIDS). A avalia- 
ção das reservas do corpo e do estado nutricional crônico relacionada 
aos micronutrientes continua a apresentar dificuldades. Geralmente, 
os exames indicam somente a ingestão nutricional recente. Um ensaio 
terapêutico do nutriente considerado deficiente é, com frequência, a 
abordagem mais fácil e mais confiável. Estratégias diagnósticas especí- 
ficas são úteis (Feldman, 1994; Gibson, 2002). Ver Tabela 26.2. 

A toxicidade raramente é decorrente da ingestão dietética excessiva. 
É comum que ela seja causada por overdoses de suplementos vitamí- 
nicos. Altas doses únicas de vitaminas hidrossolúveis raramente são 
tóxicas, pois são rapidamente excretadas, mas doses repetidas podem 
causar toxicidade. A vitamina A apresenta um potencial tóxico maior 
que o das outras hipervitaminoses, embora a incidência real seja baixa. 
Ingestões de 25 vezes a RDA são consideradas potencialmente tóxicas 
para a vitamina A. Os carotenoides possuem baixa toxicidade. A vitami- 
na D é a outra vitamina com potencial relativamente alto de toxicidade. 
Ingestões de aproximadamente 50 vezes a RDA têm sido relatadas como 
tóxicas em humanos. As crianças demonstraram ser particularmen- 
te sensíveis quando altas doses de vitamina D foram administradas na 
profilaxia ou no tratamento do raquitismo, e a hipervitaminose D foi 
exacerbada por altas ingestões de cálcio e fósforo (Combs, 1998). 


Vitaminas hidrossolúveis 


Tiamina (vitamina B,). À tiamina pirofosfato é um cofator essencial 
de enzimas envolvidas no metabolismo intermediário de carboidratos 
e aminoácidos e é importante na função cerebral. Boas fontes de tia- 
mina incluem leveduras, legumes, produtos com grãos enriquecidos 
e carne de porco. Os sinais iniciais de deficiência incluem a anorexia, 
perda de peso, fraqueza muscular, apatia, confusão mental e irrita- 
bilidade. As consequências tardias incluem o edema e a insuficiência 
cardíaca com débito alto (beribéri úmido), polineuropatia com dimi- 
nuição de reflexos, parestesias, fraqueza e atrofia muscular (beribéri 
seco), e psicose (síndrome de Wernicke-Korsakoff) caracterizada por 
demência, ataxia e oftalmoplegia. Lesões dos corpos mamilares e da 
área contígua ao terceiro ventrículo são achados característicos (Rubin, 
2005). A forma infantil ocorre em lactentes que são amamentados 
por meses sem suplementação. A insuficiência cardíaca em lactentes 
de baixa idade pode ser súbita e rapidamente fatal. O alcoolismo em 
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adultos esta frequentemente associado a deficiéncia, talvez porque o 
álcool interfira na captação e no metabolismo da tiamina. A deficién- 
cia de tiamina também é observada naqueles com má nutrição. Não 
foi descrita toxicidade com altas doses orais. Fatores antitiamina estão 
presentes na noz de betel, no chá e em alguns alimentos. Nos Estados 
Unidos, todos os pães e farinhas são enriquecidos com tiamina. Existe 
uma perda importante de tiamina quando os alimentos são cozidos 
em água, pois ela se torna instável em altas temperaturas. A tiamina é 
produzida no cólon por enterobactérias normais, mas a contribuição 
é aparentemente discreta. A tiamina é absorvida através do intestino 
delgado e liga-se à albumina no plasma. Em ingestões altas, o excesso é 
excretado na urina (Kohlmeier, 2003). A atividade da transcetolase eri- 
trocitária com ou sem tiamina pirofosfato adicionada é um exame útil 
para a avaliação de deficiência de tiamina. O sangue total heparinizado 
é necessário, e o exame é mais bem processado em uma amostra fresca 
(Truswell, 20024). O teste mais confiável para a deficiência de tiamina 
é a resposta à administração parenteral dessa vitamina (Rubin, 2005). 
Riboflavina (vitamina B,). Normalmente, ela forma duas coenzi- 
mas, a flavina mononucleotídeo e a flavina adenina dinucleotídeo. 
Elas têm um papel importante no transporte de elétrons em vários 
sistemas oxidativos. As fontes dietéticas incluem leite e laticínios, car- 
nes vermelhas, aves, peixes e vegetais verdes. Pães e cereais são for- 
tificados com riboflavina. A absorção ocorre predominantemente no 
jejuno. Nos humanos, a riboflavina é tão prevalente na dieta que uma 
deficiência grave o suficiente para causar debilidade acentuada não é 
conhecida. Deficiências leves de riboflavina são provavelmente o lugar 
comum. A deficiência frequentemente ocorre em associação com a 
falta de tiamina e/ou niacina (Guyton, 1997). Na deficiência prolon- 
gada, ocorre fissura e edema de lábios (queilose), fissura e inflamação 
dos ângulos da boca (estomatite angular), língua lisa e com cor verme- 
lho-escura (glossite, atrofia), descamação gordurosa das bochechas e 
das áreas atrás das orelhas (dermatite seborreica) e anemia normoci- 
tica (Kohlmeier, 2003). A ceratite intersticial da córnea é a lesão mais 
perturbadora. Ela causa opacificação e ulceração da córnea (Rubin, 
2005). Deficiências durante a lactação e a infância comprometem o 
crescimento. Existe pouco perigo de toxicidade, porque o excesso de 
riboflavina é rapidamente excretado. Uma amostra de urina de 24 
horas indicará a ingestão recente de riboflavina (Kohlmeier, 2003). 
Niacina (ácido nicotínico). Tem um papel importante na formação 
de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e de seu fosfato NADP, 
que são importantes no metabolismo intermediário e em um grande 
número de reações de oxidorredução. Proteínas animais são alimen- 
tos ricos em triptofano, assim como carnes vermelhas, ovos e leite. 
Elas são boas fontes de niacina sintetizada de maneira endógena. A 
urina é a principal via de excreção de metabólitos da niacina. À niaci- 
na é encontrada em muitos grãos. Sua deficiência causa pelagra, que 
é pouco comum atualmente, mas observada em alcoolistas desnutri- 
dos e em pessoas com idiossincrasias alimentares que não consomem 
proteínas suficientes, que apresentam deficiência de triptofano e que 
não fazem uso de niacina exógena. A má absorção de triptofano, como 
a observada na doença de Hartnup ou na síndrome carcinoide, onde 
o triptofano é consumido para produzir serotonina, pode produzir 
sintomas leves de pelagra. Deficiências de piridoxina e riboflavina 
aumentam a demanda de niacina, porque ambos são cofatores neces- 
sários para a síntese de niacina. O milho é uma fonte ruim de tripto- 
fano, e a niacina no milho está ligada e possui disponibilidade ruim. A 
pelagra é prevalente em áreas onde o milho é o alimento básico, como 
em certos países da África (Guyton, 1997). 

A pelagra é caracterizada por dermatite, diarreia, demência e, quan- 
do não tratada, provoca morte. Ocorre dermatite descamativa das 
áreas expostas a luz ou pressão, como joelhos e cotovelos. As mãos 
apresentam dermatite descamativa áspera com uma distribuição do 
tipo luva e um padrão de hiperqueratose, vascularização e inflamação 
crônica. Lesões similares são observadas na boca e na mucosa vaginal 
(Rubin, 2005). A ingestão excessiva de niacina causa rubor (sensação 
de queimação e formigamento na face, tórax e membros superiores). À 
lesão hepática pode ocorrer com o uso continuado de doses muito altas, 
que costumam ser utilizadas com o objetivo de reduzir o colesterol. 
Piridoxina (vitamina B,). É uma coenzima e participa em mais de 100 
reações de transaminação, descarboxilação e outras, incluindo a etapa 
inicial da síntese de porfirinas, mobilização de glicogênio, trans-sul- 


furação de aminioácidos e síntese de neurotransmissores. Boas fontes 
alimentares incluem cereais fortificados, vísceras, alimentos para os 
músculos, batatas e frutas, exceto as cítricas. O cozimento acarreta a 
liberação da piridoxina na água que será descartada. A urina é a prin- 
cipal via excretora. Deficiências geralmente são observadas com outras 
deficiências vitaminicas ou proteicas e ocorrem em alcoolistas. A defi- 
ciência de piridoxina é pouco comum e pode causar anemia hipocrô- 
mica microcítica, com reservas de ferro saturadas, crises convulsivas, 
anormalidades eletrocardiográficas, depressão, confusão mental, 
dermatite seborreica e possivelmente anormalidades plaquetárias e 
da coagulação. Vários erros congênitos do metabolismo de aminoá- 
cidos respondem a doses muito altas de piridoxina. A homocisteint- 
ria, onde ocorre um maior risco de doença cardiovascular, responde à 
suplementação de folato, cobalamina e, algumas vezes, piridoxina. 
Exames bioquímicos ( TRUSWELL, 2002) 

Dosagem do nivel plasmático de piridoxal 5 fosfato (PLP). Trata- 

se da principal forma de coenzima no corpo e a forma primária 

da vitamina B, circulante no plasma. O valor normal >30 nmol/L 

indica uma condição adequada no adulto. 


Dosagem de ácido 4-piridóxico na urina de 24 horas. O nível 
reflete a ingestão dietética recente de vitamina B,. Ela varia com 
idade, sexo e gestação. Mais de 0,8 mg/dia é aceitável para a vita- 
mina B,. 

* A dosagem de ácido xanturénico na urina após uma carga oral de 
triptofano (ou metionina) é uma mensuração indireta da defici- 
ência de vitamina B, funcional. 


- Atividade da alanina aminotrasferase do eritrócito (RBC-ALT), 
com ou sem PLP in vitro. A RBC-ALT diminui na deficiência. 


Ingestão excessiva. Doses muito altas de piridoxina (>100 mg/dia 
nos adultos) podem causar neuropatia sensorial periférica e possivel- 
mente lesões cutâneas (Kohlmeier, 2003). 

Cobalamina (vitamina B,,). Contém cobalto. Sua estrutura é complexa 
e sintetizada apenas por bactérias. É produzida por bactérias colônicas, 
mas não é absorvida. Possui muitas funções metabólicas como coenzi- 
ma receptora de hidrogênio. Sua função mais importante é atuar como 
coenzima para reduzir ribonucleotídeos em desoxirribonucleotídeos, 
uma etapa na formação dos genes. As duas principais funções da coba- 
lamina são a promoção do crescimento e a promoção da maturação dos 
eritrócitos. A ingestão dietética inadequada não é a causa usual de defici- 
ência de cobalamina. A mais comum é a má absorção por causa da atro- 
fia da mucosa gástrica, com consequente quantidade inadequada de fator 
intrínseco, ou por doença do íleo terminal. A deficiência de cobalamina 
causa anemia megaloblástica, na qual os eritrócitos não amadurecem 
adequadamente. Também ocorre a desmielinização de fibras nervosas 
grandes da medula espinal, especialmente das colunas posteriores e late- 
rais. À desmielinização causa perda da sensibilidade e da potência moto- 
ra nos membros inferiores. As reservas do corpo são suficientes para 3 a 
6 anos. As fontes são fígado, frutos do mar, peixes, carne vermelha, ovos, 
leite, queijos e iogurte. Os vegetarianos apresentam risco de deficiência 
de cobalamina (Eastwood, 2003). O nível plasmático de cobalamina < 80 
pg/mL indica deficiência. O nível sérico ou urinário elevado de metilma- 
lonato e o nível plasmático aumentado de homocisteína indicam que a 
cobalamina está baixa. O teste de Schilling mensura a absorção de coba- 
lamina, com ou sem fator intrínseco, em dias diferentes (West, 2002). A 
toxicidade da cobalamina é extremamente baixa, e doses altas, de até 3 
mg/dia, são toleradas sem efeitos tóxicos. A ingestão dietética média de 
cobalamina é inferior a 1 ug/dia (Eastwood, 2003). 

Ascorbato (Vitamina C). É um potente agente redutor envolvido em 
muitas reações de oxidorredução e na transferência de prótons. A vita- 
mina C participa na síntese do sulfato de condroitina e na formação da 
hidroxiprolina do colágeno. Ela tem um papel importante na cicatri- 
zação, na biossintese de alguns neurotransmissores e na função imune 
(Rubin, 2005). É essencial para as gengivas, artérias e outros tecidos 
moles, ossos (síntese de colágeno), função cerebral e nervosa (síntese de 
neurotransmissores e hormônios). Também é importante para o meta- 
bolismo de nutrientes (especialmente ferro, proteínas e gorduras) e na 
defesa antioxidante e eliminação de radicais livres (diretamente e pela 
ativação da vitamina E). A vitamina C está em alta concentração em leu- 
cócitos, glândulas suprarrenais, hipófise e cérebro. As fontes alimentares 
são as frutas cítricas, frutas vermelhas, tomates e muitas frutas e vegetais. 


O armazenamento e cozimento prolongados provocam perda significati- 
va da vitamina. A RDA é de 90 mg/dia para os homens e 75 mg/dia para 
as mulheres. A deficiência causa escorbuto, com sangramento gengival 
(se houver dentes), articulações doloridas e aumentadas de volume, má 
cicatrização, confusão mental, fadiga e diminuição da função imune. O 
escorbuto é atualmente observado com maior frequência em alcoolistas 
e em idosos pobres que vivem sozinhos. Os sintomas do escorbuto foram 
descritos desde a antiguidade. A doença era disseminada entre mari- 
nheiros nos séculos XVI a XVIII, e o padrão típico era o de sangramento 
gengival, articulações doloridas e aumentadas de volume e fraqueza mus- 
cular. O início ocorria meses após o início da viagem. Expedições brita- 
nicas sofreram perdas devastadoras de homens por causa do escorbuto. 
Isso levou o Ministério da Marinha a buscar uma cura e, em 1747, James 
Lind, um cirurgião escocês, realizou um experimento clínico de nutrição 
a bordo de um navio, testando seis diferentes suplementos nutricionais 
administrados em seis pares de marinheiros com escorbuto. Laranjas 
e limões curaram o escorbuto, foi o que ele descreveu, em 1753, no seu 
livro Treatise of the scurvy (Jacob, 1994). Ele acreditava que o escorbuto 
era causado pela umidade e pela aglomeração. Apenas posteriormente foi 
compreendido que o escorbuto surgia por causa da deficiência de vitami- 
na C. A ingestão excessiva de 2.000 mg ou mais por dia pode causar irrita- 
ção gástrica e intestinal, litíase renal e interferir no metabolismo do cobre. 
Diferentemente dos outros vertebrados, os seres humanos não são capa- 
zes de completar a síntese da vitamina C (Kohlmeier, 2003). Exames para 
avaliar a condição da vitamina C podem ser realizados no soro ou nos 
leucócitos. Ambos correlacionam-se bem com a ingestão dietética. Testes 
de urina tendem a refletir a ingestão dietética recente (Skeaff, 2002). 
Folato. É o nome genérico de compostos relacionados ao ácido fólico 
(ácido pteroilglutâmico). Sua função mais importante é a síntese de 
purinas e pirimidinas, que são necessárias para a formação de ácido 
desoxirribonucleico (Guyton, 1997). Ele também é importante para a 
maturação dos eritrócitos. Está amplamente disponível em plantas e, 
em menor extensão, em vísceras. Mais da metade do conteúdo de folato 
nos alimentos é perdida durante o cozimento. A deficiência causa ane- 
mia megaloblástica e leucopenia. Na gestação, defeitos do tubo neural 
fetal estão associados ao baixo nível de folato, e a suplementação duran- 
te a gestação reduz acentuadamente a incidência (Wildman, 2000). 
Ácido pantotênico. Faz parte da coenzima A (CoA) e da proteína 
transportadora de acil (ACP, acyl carrier protein). Ambas são trans- 
portadoras de grupos acil. A acetil-CoA está envolvida no ciclo do 
ácido tricarboxílico, e a CoA, na síntese de lipídeos. Ele é transporta- 
do nos eritrócitos como CoA. As maiores concentrações tissulares são 
observadas no fígado, suprarrenais, rins, cérebro, coração e testículos. 
A CoA ea ACP são metabolizadas em ácido pantotênico livre e excre- 
tadas na urina. O nível urinário indica a ingestão dietética e varia de 
2a7 mg/dia. O ácido pantotênico está amplamente presente nos ali- 
mentos, e a deficiência dietética ocorre somente na desnutrição grave 
com outras deficiências nutricionais. A “síndrome do ardor nos pés” 
observada em prisioneiros de guerra desnutridos durante a Segunda 
Guerra Mundial respondia a altas doses de Ca-pantotenato (Truswell, 
20024). 

Biotina. É uma coenzima para várias enzimas carboxilase: piruvato 
carboxilase (fornece oxaloacetato para o ciclo do ácido tricarboxílico), 
acetil-CoA (coenzima A) e carboxilase (síntese de ácidos graxos). A 
deficiência de biotina é rara, porque ela está amplamente distribuída 
nos alimentos e a produção bacteriana intestinal suplementa a inges- 
tão dietética. A avidina, uma antivitamina, é encontrada na clara de 
ovo crua e pode causar uma deficiência de biotina quando ingerida 
em grande quantidade, uma vez que se liga à biotina no intestino, pre- 
venindo sua absorção. A deficiência de biotina em humanos ocorre da 
falha em incluir a biotina na nutrição parenteral total e é caracterizada 
por dermatite descamativa, glossite, perda de cabelo, anorexia, depres- 
são e hipercolesterolemia (Truswell, 2002a). 


Vitaminas lipossolúveis 


Vitamina A (retinol). A atividade da vitamina A é obtida de duas classes 
de compostos: vitamina A pré-formada, retinol e compostos relaciona- 
dos, e os precursores do -caroteno e carotenoides relacionados. Estes 
últimos são pró-vitaminas, encontrados em pigmentos vegetais amare- 
los e vermelhos abundantes em vegetais e em algumas frutas. O retinol 


é essencial para a visão em intensidades luminosas baixas, na síntese de 
“sulfato ativo” e na reprodução. As funções nas quais o ácido retinoi- 
co também participa incluem a diferenciação celular, envolvimento na 
morfogênese; síntese de glicoproteinas; expressão genética; imunidade; 
crescimento; e prevenção de cânceres e de doenças cardíacas (Truswell, 
2002b). A vitamina A é necessária para manter certas membranas celu- 
lares especializadas; para a maturação esquelética; para participar na 
formação dos bastões sensíveis à luz da retina; e na estrutura de mem- 
branas celulares. A deficiência de vitamina A é pouco comum em paises 
desenvolvidos, mas continua sendo uma causa frequente de cegueira por 
lesão corneana nas regiões mais pobres do mundo, particularmente em 
partes da África, Oriente Médio e Sudeste Asiático. O retinol é encon- 
trado em grande concentração no fígado de peixes, e vegetais verdes 
com folhas são uma rica fonte de caroteno (Rubin, 2005). Hipócrates 
(466-377 a.C.) escreveu que o fígado poderia curar a cegueira noturna 
(West, 2002). A deficiência de vitamina A é observada onde a dieta não 
inclui laticínios e vegetais por longo período ou em síndromes de má 
absorção (Eastwood, 2003). A deficiência causa metaplasia escamosa 
e, como consequência, obstrução de glândulas sudoríparas e lacrimais 
por restos escamosos. Epitélios da traqueia, brônquios, pelve renal, duc- 
tos pancreáticos, útero e glândulas salivares são comumente afetados. 
O sinal mais precoce da deficiência de vitamina A é a perda da visão 
na luz tênue (cegueira noturna). A toxicidade é usualmente produzida 
pela suplementação excessiva de vitamina A, especialmente em crianças. 
A toxicidade da vitamina À ocorreu em exploradores que consumiram 
fígado de urso polar, o qual possui uma concentração excepcionalmente 
alta de vitamina A. Na toxicidade, o fígado e o baço aumentam de volu- 
me com macrófagos carregados de lipídeos. A vitamina A é encontrada 
nos hepatócitos, e a toxicidade prolongada causa cirrose. Os sintomas 
iniciais são cefaleia, hiperexcitabilidade e dor óssea. No início, a maio- 
ria das lesões é reversível com a interrupção da ingestão excessiva. Altas 
doses de derivados sintéticos do ácido retinoico são teratogênicas. O 
excesso de caroteno é benigno e causa uma descoloração na pele seme- 
lhante à icterícia (Rubin, 2005). 

Vitamina D. A exposição da pele à luz ultravioleta converte natural- 
mente o 7-de-hidrocolesterol em colecalciferol ou vitamina D;. Como 
o corpo consegue produzir vitamina D, alguns a designaram como um 
hormônio. Trata-se de uma vitamina para aqueles que vivem princi- 
palmente em ambientes fechados, especialmente no hemisfério norte, 
assim como para aqueles cujas roupas cobrem completamente a pele, 
bloqueando a luz solar. O colecalciferol é derivado da dieta de fon- 
tes animais, particularmente fígado e óleo de peixes. O ergocalcife- 
rol, ou vitamina D,, possui potência igual nos humanos e é derivado 
da sua pró-vitamina, o ergosterol, que ocorre em fungos e plantas e 
é a principal forma sintética utilizada para fortificar o leite e a mar- 
garina. Tanto a vitamina D, quanto a D, exigem hidroxilação para a 
forma ativa, a qual ocorre no fígado e nos rins. À vitamina D promo- 
ve a absorção de cálcio e fosfato do intestino delgado (DeLuca, 1992; 
Truswell, 2002b). A deficiência é decorrente de uma dieta inadequada; 
luz solar insuficiente atingindo a pele; absorção inadequada, como 
a que ocorre nas síndromes de má absorção de lipídeos; ou falha na 
conversão para o metabólito ativo por causa de doença hepática ou 
renal crônica. Em crianças, antes do fechamento epifisário, a sindrome 
da lesão óssea é denominada raquitismo; nos adultos, ela é chama- 
da osteomalacia. A incidência diminuiu com a adição de ergosterol 
ao leite e outros alimentos (Rubin, 2005). A principal função da vita- 
mina D é a homeostasia do Ca** e do fosfato, regulando a adsorção 
intestinal, a mineralização e mobilização ósseas e a excreção renal 
(Combs, 1998). A hipervitaminose D ocorre, com frequência, por 
causa da ingestão excessiva de preparações com vitamina D. A conver- 
são anormal de metabólitos ativos ocorre algumas vezes na sarcoidose. 
A hipervitaminose D causa hipercalcemia. Os sintomas iniciais são 
fraqueza e cefaleia. As sequelas de hipercalcemia incluem a hipercal- 
ciúria, a nefrocalcinose, a nefrolitíase e a calcificação ectópica de vasos 
sanguíneos, coração e pulmões (Rubin, 2005). A superexposição à luz 
ultravioleta acarreta queimadura solar, mas não causa hipervitamino- 
se D. Os níveis plasmáticos de cálcio e fósforo caem na deficiência de 
vitamina D, e o nível de fosfatase alcalina (isoenzima óssea) aumenta 
no raquitismo e na osteomalacia. A maneira mais direta de se deter- 
minar a condição da vitamina D é a dosagem da 25-OH-vitamina D 
(Truswell, 2002b). 
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Vitaminas e oligoelementos 


dor de radicais livres que inativa radicais livres de oxigênio. Existem 
oito formas naturais. À vitamina E é o único antioxidante lipossolú- 
vel encontrado no plasma e na membrana de eritrócitos. O milho e a 
soja são ricos em vitamina E. A deficiência é pouco comum, mas pode 
ocorrer como consequência da má absorção, na nutrição parenteral 
total ou em lactentes prematuros. Os achados clínicos em deficiências 
são inconsistentes, com relatos de ataxia e perda de reflexos. Não exis- 
te toxicidade conhecida (Eastwood, 2003). 

Vitamina K (fitomenadiona). Está envolvida na ativação de prote- 
inas importantes na coagulação sanguínea, protrombina (II), fator 
VII, fator IX e fator X, assim como as proteínas C e S. A deficiência 
dos fatores listados pode causar defeitos da coagulação e distúrbios 
hemorrágicos. O tempo de protrombina monitora funcionalmente 
a atividade da vitamina K. A vitamina K ocorre sob duas formas: a 
K, está presente em vegetais verdes frescos (p. ex., brócolis, repolho 
e espinafre) e fígado; a K, é produzida por bactérias intestinais. A 
deficiência dietética é pouco comum. Ela ocorre na má absorção de 
gorduras, como na doença celíaca e na obstrução biliar. Além disso, a 
esterilização da flora intestinal com antibiótico pode causar deficiên- 
cia de vitamina K. 


Oligoelementos 


Os oligoelementos minerais são metais, com exceção de selênio e 
halogenados, do fluoreto e do iodeto. Individualmente, estão presen- 
tes nos tecidos em concentrações < 1 ug/g de tecido molhado (Kane, 
2005) e constituem menos de 0,01% do peso corporal seco (Gibson, 
1990; Taylor, 1996). Foram designados oligoelementos porque sua 
quantificação com os métodos analíticos disponíveis na época era 
impossível (O’Dell, 1997). Os oligoelementos essenciais são aqueles 
que causam comprometimento da saúde, da função ou do desenvolvi- 
mento normal quando há uma deficiência, que é corrigida quando é 
realizada uma suplementação com níveis fisiológicos do elemento em 
questão (Mertz, 1981a; Gibson, 1990), e apresentam funções metabó- 
licas específicas in vivo que não podem ser efetivamente substituídas 
por outros elementos similares (Milne, 1994). 

Os diversos oligoelementos essenciais foram descobertos por vários 
meios diferentes. Foram observadas deficiências de alguns desses ele- 
mentos em áreas onde o solo, a água ou as plantas possuíam quan- 
tidades inadequadas de um elemento específico, como o iodo, o 
flúor, o cobalto ou o cobre. Deficiências também foram identificadas 
quando elementos essenciais tornaram-se biologicamente indispo- 
níveis por causa da interferência de outras substâncias ingeridas. Por 
exemplo, a deficiência de zinco observada especialmente em homens 
do Oriente Médio e em hispânicos de Denver por causa do consumo 
de pão sem levedura e rico em fitato, o qual é composto por um alto 
conteúdo de fibras, e do baixo consumo de carne vermelha em suas 
dietas (Wildman, 2000); e a anemia da deficiência de cobre induzida 
pelo zinco (Milne, 1994). Outras deficiências são causadas por uma 
mutação que causa a falta de uma proteína necessária para absorver 
ou metabolizar o elemento. Os sintomas de outras deficiências foram 
identificados em pacientes cujas dietas não supriam o elemento neces- 
sário ou naqueles submetidos à nutrição parenteral total não suple- 
mentada com um oligoelemento essencial (O’Dell, 1997). 

Geralmente, dez oligoelementos minerais são reconhecidos como 
essenciais nos seres humanos — ver Tabela 26.3: “Classificação de oli- 
goelementos minerais”. Somente cobre, iodo, selênio e zinco estão 
associados a deficiências bem definidas (Kane, 2005). Ainda não foi 
demonstrado de modo conclusivo um papel bioquímico necessário 
para o cromo, o flúor ou o manganês, embora tenham sido descri- 
tos sinais de deficiência (Mertz, 1981b). É difícil criar um modelo de 
deficiência, por causa da distribuição generalizada desses elementos 
no ambiente e nos suprimentos alimentares, o que frequentemente 
causa contaminação do sistema de teste, e porque apenas quantida- 
des mínimas são necessárias para suportar os processos fisiológicos. 
Permanece incerto se outros oligoelementos minerais são essenciais 
nos animais e nos humanos. Alguns autores concluíram que o arsê- 
nico, o boro, o lítio, o níquel, o silício e o vanádio, que mostraram 
ter um papel bioquímico essencial em algumas espécies animais, são 
supostamente essenciais também nos humanos (Milne, 1994). 


Tabela 26.3 Classificação de oligoelementos minerais 


Essenciais em Essenciais em Possivelmente Não 


humanos e animais algunsanimaise,  essenciaisem essenciais 
possivelmente, alguns animais 
nos humanos 
Cromo Arsénico Bromo Aluminio 
Cobalto Boro Cadmio Antimônio 
Cobre Lítio Chumbo Bismuto 
Flúor Níquel Estrôncio Germanio 
lodo Silicio Estanho Mercúrio 
Ferro Vanádio Selênio 
Manganês Prata 
Molibdênio Tálio 
Selênio Titânio 


Zinco 





Segundo Gibson, 1990; O'Dell, 1997. 


Os papéis dos oligoelementos minerais incluem propriedades estru- 
turais, de transdução de sinal e, especialmente, catalíticas — ver Tabela 
26.4: Função, deficiência e toxicidade dos oligoelementos minerais 
essenciais”. Alguns dos oligoelementos minerais são componentes de 
metaloenzimas, atuam como cofatores de enzimas, proveem o trans- 
porte de elétrons e de oxigênio, são ativos na manutenção da confor- 
mação de macromoléculas ou na atividade de vitaminas e hormônios. 
Esses oligoelementos são avidamente acumulados pelas células sob o 
controle de várias famílias de proteínas (Finney, 2003). Normalmente, 
a homeostasia desses elementos é rigorosamente controlada. Somente 
alguns dos mecanismos bioquímicos dos efeitos clínicos da deficiência 
de oligoelementos foram determinados (Mertz, 1981b). 

Em geral, deficiências de oligoelementos ocorrem por causa de defi- 
ciência nutricional; suplementação inadequada na nutrição parenteral 
total ou uma doença na qual ocorre absorção intestinal insuficiente 
ou excreção ou utilização aumentada. As deficiências também podem 
ocorrer por causa de interações entre oligoelementos (p. ex., zinco e 
cobre) e com outros nutrientes (p. ex., zinco e vitamina A) que inter- 
ferem na absorção ou afetam de modo adverso a sua utilização meta- 
bólica. Grandes quantidades de zinco na dieta interferem na absorção 
intestinal de cobre e causam deficiência de cobre e anemia (Milne, 
1994; Willis, 2005). 

Os defeitos genéticos do metabolismo de oligoelementos incluem 
a síndrome do pelo enroscado de Menkes (cobre), atransferrinemia 
congênita (ferro), acrodermatite enteropática (zinco) e deficiências de 
xantina e sulfito oxidase (molibdênio) (Gibson, 1990). 

Os oligoelementos devem ser analisados com um cuidado conside- 
rável porque estão amplamente distribuídos no ambiente (p. ex., água, 
ar) e em dispositivos biológicos (p. ex., agulhas, seringas, tampas) e, 
como consequência, podem contaminar imediatamente uma amostra 
(McNeely, 1986). Devem ser utilizadas técnicas de ambiente limpo e 
reagentes ultrapuros. Materiais de referência e controle de qualidade 
rigoroso são requisitos em cada processamento para garantir a acurá- 
cia analítica. É especialmente importante que o exame seja realizado 
por técnicos treinados (Mertz, 1975; Veillo, 1986). Atualmente, exis- 
tem materiais melhores para coleta, processamento e análise de oli- 
goelementos que reduzem a contaminação. Eles incluem seringas sem 
oligoelementos, tubos a vácuo com seringas siliconadas encaixadas, 
materiais de vidro lavados com ácido e materiais de referência padrão 
com valores certificados (Casey, 1983; Gibson, 1990). 

Os principais avanços na compreensão e manutenção da dinâmica 
dos oligoelementos durante as duas últimas décadas foram obtidos por 
meio da extraordinária precisão e sensibilidade dos instrumentos ana- 
líticos aperfeiçoados. O espectrômetro de absorção atômica (AAS) é o 
instrumento mais amplamente utilizado para a análise clínica de oligo- 
elementos em amostras biológicas. A fornalha de grafite AAS melhorou 
o limite de quantificação para partes por bilhão (ppb, ug/L) e permite 
a mensuração simultânea de múltiplos elementos. A correção de fundo 
do efeito Zeeman melhora a mensuração do sinal do elemento quan- 


Tabela 26.4 Função, deficiência e toxicidade de oligoelementos minerais essenciais 


Elemento 


Cromo 


Cobalto 


Cobre 


Flúor 
lodo 


Ferro 


Manganês 


Molibdênio 


Selênio 


Zinco 


Função/componente de enzima 


Potencializa a ação da insulina, o metabolismo da 
glicose e dos lipídeos, a baixa toxicidadedo CriIll), 


mal absorvido 
Componente do fator de tolerância à glicose 


Síntese de hemoglobina 
Componente da vitamina B,, 


Respiração celular, regulador de 


neurotransmissores, reação de oxidação, transporte 
de elétrons, síntese de colágeno, desenvolvimento 


de estruturas vasculares e esqueléticas e do SNC, 
antioxidante 

Componente da CuZnSOD, metalotioneina, 
citocromo c, tirosinase, dopamina 

B-hidroxilase, lisil oxidase 


Previne cáries dentais 
Componente de hormônios tireoidianos 


Transporte de oxigênio, respiração, metabolismo 
de aminoácidos e radicais livres, lipídeos, 
fosforilação oxidativa 

Componente da hemoglobina, metaloenzimas, 
vitamina À 


Osso e tecido conjuntivo 

Componente de metaloenzimas: hidrolases, 
oxidorredutases e lipases, piruvato carboxilase, 
superóxido dismutase e arginase 

Metabolismo do DNA, essencial para a produção 
de ácido úrico 

Componente da sulfito e da xantino oxidase 


Protege contra a lesão oxidativa dos lipídeos, 
expressão genética, tiroxina deiodinase 
Componente da glutationa peroxidase 


Síntese proteica, proteínas dedos de zinco — 
expressão genética, imunidade, necessário para 
pele, ossos e cabelo normais 

Componente da metalotioneína, -300 enzimas 


Efeitos da deficiência 


Nenhum método para determinar a 
deficiência em humanos; 
comprometimento da tolerância à glicose 
no diabetes tipo 2, resistência à insulina, 
hiperglicemia, neuropatia periférica, 
hiperlipidemia 

Não ocorre deficiência de cobalto em 
humanos; os sintomas são devidos à falta 
de vitamina B,,: anemia, anorexia, 
inibição do crescimento 

Síndrome de Menkes: ligado ao X; falha 
congênita na absorção do cobre; ligação 
cruzada do colágeno anormal, fraqueza 
muscular, anemia hipocrômica refratária 
ao ferro, leucopenia, defeitos 
neurológicos, hipopigmentação. Na 
prematuridade: fraturas ósseas, defeitos 
esqueléticos 

Ocorre em crianças desnutridas e em 
lactentes prematuros que não recebem 
suplementação 

Aumento de cáries dentais 

Bócio, hipotireoidismo, cretinismo em 
lactentes, mixedema em adultos 

Anemia microcítica hipocrômica, 
glossite, estomatite angular, queilose, 
coiloniquia 

Perda de sangue ou ingestão inadequada 
de ferro; anemia ferropriva: < 7 g/100 mL 
de sangue 

Não é bem definida em humanos; 
defeitos esqueléticos e cartilaginosos 


A deficiência natural não é conhecida; 
inibição do crescimento, hipercupremia, 
formação defeituosa de queratina, bócio, 
cretinismo 

Doença de Keshan: cardiomiopatia, 
cardiomegalia, insuficiência cardíaca, 
catarata, osteoartrite em crianças, miopatia, 
unhas com alteração da cor/espessadas, 
comprometimento do crescimento 
Acrodermatite enteropática; causa 
cardiomiopatia em crianças 

Em crianças, baixo peso, hipogeusia, 
retardo do crescimento, infertilidade, 
déficits imunes, retardo da cicatrização, 


Efeitos da toxicidade 


Cr(VI) tóxico, lesão oxidativa, úlceras 
cutâneas, dermatite de contato, asma, necrose 
renal e hepática, câncer de pulmão 


Cardiomiopatia, insuficiência cardíaca, bócio, 
hipotireoidismo; sensação de calor, 
vômitos, diarreia 


Relativamente não tóxico 

Doença de Wilson: autossômica recessiva; 

falha em excretar cobre na bile; excesso de cobre 
em fígado, rins, cérebro e olhos; necrose 
hepática, hipertensão arterial, anéis de 
Kayser-Fleischer nos olhos; o cobre interfere na 
absorção de ferro e zinco 


Esmalte moteado, fluorose 
Bócio, tireotoxicose 


Hemocromatose: 
Genética, primária, autossômica recessiva 
adquirida, secundária, sobrecarga de ferro 
Depósito de ferro no fígado, pâncreas, 
coração e pele 


O menos tóxico dos oligoelementos 

Distúrbios psiquiátricos: memória, fala, 
alucinações; síndrome semelhante às doenças de 
Parkinson e de Wilson 

Anemia, bócio, tireotoxicose, hipouricemia, 
hiperoxipurinemia 


Perda de cabelo e unhas, selenose, cáries dentais, 


neuropatia, insuficiência hepática, odor de alho 
no hálito 


Relativamente não tóxico, náusea, vômitos e 
irritação gastrintestinal, causa deficiência de 
cobre 


Segundo Fausto da Silva, 1991; Alcock, 1996; Kane, 2005. 


do o teste for de amostras complexas como soro, plasma ou sangue. 
Outros avanços na manipulação de amostras melhoraram ainda mais a 
sensibilidade e a precisão. A chama AAS apresenta um limite de quanti- 
ficação de partes por milhão (ppm, mg/L) A espectrometria de emissão 
atômica consiste na chama AES e espectrometria de emissão de fonte 
do plasma, a qual mensura o débito de fótons em vez da absorção de 
fótons como na AAS. As linhas de emissão de elétrons excitados são 
mensuradas. O limite de quantificação é em ppm (mg/L). A amostra 
na análise de ativação de nêutrons (NAA, neutron activation analysis) 
é irradiada com nêutrons de baixa energia para a produção de radio- 
nuclídeos. Na NNA, ocorre excitação do núcleo atômico, de modo que 
o oligoelemento é determinado independentemente de seu estado fisi- 
co ou químico. O radionuclídeo recém-formado emite raios X ou y. O 


glossite, dermatite seborreica, osteoporose 


limite de quantificação é em ppb (ug/L) a partes por trilhão (ppt, ng/L) 
com detecção de múltiplos elementos, mas com uma faixa dinâmica 
limitada. Esta técnica é especialmente adequada para a determinação 
de oligoelementos in vitro em matrizes biológicas. Na análise de ativa- 
ção de nêutrons instrumental (INAA, instrumental neutron activation 
analisys), ocorre uma mensuração direta da radiação X ou y emitida. A 
espectroscopia de massa com plasma acoplado (ICP-MS, inductively 
coupled plasma-mass spectroscopy) é um método altamente sensível e 
específico para mensuração de múltiplos oligoelementos em um único 
processamento com uma faixa dinâmica especialmente ampla e baixa 
interferência de fundo, e seu limite de quantificação é em ppb (pg/L) 
a ppt (ng/L). Um padrão interno é utilizado para aumentar a precisão 
(Milne, 1994; Chan, 1998a). 
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Uma avaliação da condição de oligoelementos requer a mensuração 
da concentração em tecidos acessíveis (cabelo, unhas) e em líquidos 
corporais (soro, urina), ou da atividade de uma enzima dependen- 
te do oligoelemento. Não existem indicadores particularmente bons 
para a determinação da condição dietética de um oligoelemento por 
causa da má correlação com as reservas totais do corpo. O único teste 
definitivo de deficiência de oligoelemento mineral no ser humano é 
a resposta clínica à suplementação controlada com o elemento em 
questão, por meio da avaliação da melhoria da função comprometi- 
da (Milne, 1994; Eastwood, 2003). A combinação de exames permite 
uma interpretação mais confiável, especialmente quando os achados 
forem concordantes. A interpretação de níveis plasmáticos ou séricos 
pode ser decepcionante, por causa da resposta ao estresse ou quando 
há expansão do volume sanguíneo ou diminuição da albumina séri- 
ca como ocorre, por exemplo, no terceiro trimestre de gestação. Além 
disso, a hemólise interfere nos exames. Os níveis séricos de zinco, 
cobre, manganês, cromo e molibdênio não são confiáveis para se ava- 
liar a condição nutricional ou a ingestão dietética porque os resul- 
tados não refletem as reservas do organismo. Tanto a concentração 
sérica quanto a urinária indica a ingestão dietética recente. Ver Tabela 
26.5: Propriedades dos oligoelementos minerais essenciais. 

Amostras de cabelo e unhas devem ser coletadas com cuidado e 
lavadas para evitar a contaminação da superfície. 

Exames de oligoelementos em sangue, soro ou urina geralmente 
refletem a condição nutricional atual. A primeira urina da manhã é 
menos afetada pela ingestão dietética recente. Testes de carga mensu- 
ram a alteração da concentração na urina após uma dose de carga do 
elemento mineral. Quando os níveis tissulares são baixos, a deficiência 
causará retenção do elemento. De modo similar, os testes de tolerância 
mensuram a alteração da concentração plasmática após uma dose de 
desafio. Geralmente, a dose encontra-se dentro da faixa farmacológica 
e não do nível fisiológico normalmente apresentado. Análises do cabe- 
lo e de unhas (das mãos e dos pés) fornecem um quadro retrospectivo 
ou uma avaliação da exposição crônica durante o período de cres- 
cimento do cabelo ou das unhas (Gibson, 2002). Por causa do risco 


Tabela 26.5 Propriedades dos oligoelementos minerais essenciais 


de contaminação ambiental, amostras de cabelo e unhas têm um uso 
limitado na determinação da ingestão dietética ou do estado do orga- 
nismo, exceto quando ela for reduzida (Eastwood, 2003). 

“Todas as substâncias são venenos... a dose diferencia um veneno.” 

Paracelso (1493-1541). 

A toxicidade nunca é uma questão de presença, somente de quanti- 
dade. Cada oligoelemento mineral essencial e não essencial pode ser 
tóxico quando presente em alta concentração. Um veneno é o excesso 
de qualquer coisa. A toxicidade é muito variável para os diferentes oli- 
goelementos. Alguns apresentam alta toxicidade. Os efeitos tóxicos do 
selênio são produzidos pela ingestão de apenas 10 vezes a demanda 
nutricional. Em contraste, a toxicidade do cromo nunca foi relatada 
após doses farmacológicas orais (Gibson, 1990). 


Cobre (Cu) 


O cobre é o terceiro oligoelemento mais abundante no corpo huma- 

no, após o zinco e o ferro. É um cátion muito eficaz em reações que 
envolvem a transferência de elétrons e a ligação a moléculas orgânicas 
(Samman, 2002). 
Bioquímica. O cobre está envolvido no transporte de elétrons e em 
reações de oxidação e é essencial para a respiração celular, regulação 
de neurotransmissores, síntese de colágeno, metabolismo de nutrien- 
tes (especialmente o ferro) e como antioxidante contra radicais livres 
(Kohlmeier, 2003). 

O cobre está presente em todas as células vivas (Marston, 1952) e 
atua principalmente como um componente das cuproenzimas e pro- 
teinas que contêm cobre. As amino-oxidases plasmáticas que contêm 
cobre catabolizam algumas aminas ativas, como a tiramina, a histidina 
e as poliaminas, e inativam as catecolaminas (norepinefrina, tiramina, 
dopamina e serotonina). Uma outra cuproenzima, a lisil oxidase, ajuda 
na ligação cruzada de proteínas do colágeno em fibras grandes. Além 
disso, o cobre é um componente da citocromo c oxidase, que catalisa a 
utilização celular de oxigênio (Wildman, 2000). A superóxido dismutase 
extracelular é encontrada em alta concentração nos pulmões, na tireoi- 


Elemento Distribuição nos tecidos Conteúdo corporal Transporte (valor de referência) | Excrecao 

Cromo Baço, coração 4-6 mg de Cr (Ill) Transferrina-P Urina: 100--200 ng/dia 
0,15 pg/mL de Cr 
(0,12-2,1 ug/L) 

Cobalto Músculo, fígado, gordura 1,1 mg Albumina Urina: 80% 
(0,11-0,45 pg/L) 

Cobre Músculo e fígado 
Fígado: 30-50 ug/g de tecido seco; 50-80 mg Ceruloplasmina: 60-95%, albumina, Fezes incluem o cobre biliar e o 
50-70% do Cu total (1,2-2,5 «g/g de tecido magro) transcuprina dietético não absorvido 

(Cu-S: 70-140 «cg/dL AAS) 

lodo Tireoide: 70-80% do | corporal total 15-20 mg Proteína ligadora da tiroxina, 80% Urina: 100-150 ug/dia 

na tiroxina ligada à tireoglobulina (11-15 mg na tireoide) pré-albumina ligadora da tiroxina 
(transtiretina) 

Ferro Hb nos eritrócitos: 400-600 mg/L, 4-5 g (3/4 na Hb) Transferrina-P Bile: 84 pg/kg, perda sanguinea, 
fígado, baço, medula óssea: 25%, 50 mg/kg (2-2,5 g/L) menstruação, células da mucosa 
mioglobina 2,5 g nos eritrócitos Ferritina-S 1 pg/L = 10 mg tecido gastrintestinal 

reservas de ferro 
Hemossiderina: 1 g de ferro 
Manganês Fígado, osso, pâncreas 12-20 mg (Mn-sangue: 200 nmol/L) Secreções biliares e intestinais 
Molibdênio Fígado, rins, osso, suprarrenais Sangue: 30-700 nmol/L Proteína do eritrócito, Urina: 90%, bile: 10% 
a.,-macroglobulina (S: 8-34 g/L) 
Selênio Fígado, rins, músculo 15 mg Proteina Urina: 60%, fezes: 40% 
(Se-P: 7-30 pg/dL) 
Zinco Músculo: 60%, osso: 30%, fígado, 1,2-2,3 g Albumina: 60-70%, Fezes, secreções intestinais, células 


próstata, sêmen 


P = plasma; $ = soro; AAS = espectrometria de absorção atômica. 
Dados de Fausto da Silva, 1991; Milne, 1994; O'Dell, 1997; Kohlmeier, 2003. 


,-macroglobulina 
(Zn-P: 11-22 «mol/L) 


da mucosa gastrintestinal 


de e no útero. As cobre/zinco dismutases estão presentes no citoplas- 
ma da maioria das células, especialmente no cérebro, tireoide, fígado, 
hipófise e eritrócitos. Ambas eliminam e reduzem radicais superóxidos. 
As proteínas que contêm cobre incluem a ceruloplasmina, albumina e 
transcupreína, que transportam o cobre; metalotioneina, que sequestra 
e armazena cobre; e o fator de coagulação V (Chan, 1998). 

Fontes dietéticas. Fontes ricas em cobre incluem fígado, frutos do 
mar, chocolate, nozes e sementes. Canos ou vasilhas de cobre não 
aumentam o conteúdo de cobre da água, exceto quando expostos a 
ácidos (Kohlmeier, 2003). A ingestão diária média de cobre dos norte- 
-americanos adultos é de aproximadamente 1,6 mg para os homens e 
1,2 mg para as mulheres. Os adultos devem consumir pelo menos 0,9 
mg/dia (Institute of Medicine, 2002). O tabagismo, o exercício exte- 
nuante, infecções e lesões aumentam a necessidade de cobre. 
Metabolismo. A absorção do cobre ocorre no estômago e especial- 
mente no intestino delgado (Wapnir, 1998). A bile adiciona cerca de 
5 mg/dia ao cobre ingerido. A absorção diminui com a ingestão exces- 
siva de zinco ou ferro. O excesso de cobre pode causar deficiência de 
ferro. A histidina e também o gluconato e o citrato aumentam a absor- 
ção de cobre (Wildman, 2000). O ácido ascórbico diminui a absorção 
de cobre reduzindo o Cu** em Cu* (Kohlmeier, 2003). 

O cobre recém-absorvido é transportado ligado à albumina e à 
transcupreína e é rapidamente removido da circulação sanguínea pelo 
fígado. Quando retorna à circulação, é sob a forma de ceruloplasmi- 
na, que transporta 65-90% do cobre plasmático, e metalotioneína e 
outras proteínas que contêm cobre. À ceruloplasmina não é uma pro- 
teína transportadora porque o cobre não é intercambiável (Eastwood, 
2003). Metalochaperonas são proteínas ligadoras específicas que pro- 
veem o transporte do cobre intracelular para liberá-lo para suprir as 
demandas metabólicas (Kohlmeier, 2003). O cobre em excesso é ligado 
à tioneína, diminuindo o risco de toxicidade (Wildman, 2000). Ions 
cobre livres são uma fonte de radicais livres de oxigênio, e o cobre livre 
intracelular é mantido em uma concentração muito baixa. 

A excreção é principalmente nas fezes, que inclui o cobre dietético 
não absorvido e secreções biliares e gastrintestinais, embora pequenas 
quantidades também sejam eliminadas no suor, na urina e na saliva. 
Teste. O cobre total em um indivíduo adulto é de 50 a 80 mg, concentra- 
do principalmente no músculo e no fígado. O fígado possui a maior con- 
centração de cobre, em média entre 30 e 50 mg/g de tecido seco. As faixas 
de referência da concentração sérica de cobre dependem da idade e do 
sexo e são mais altas na gestação. Há variação diurna com valores máxi- 
mos pela manhã. As faixas são: para as mulheres, 49-184 mg/dL (7,7-29,0 
umol/L); para os homens, 59 a 118 mg/dL (9,3—18,6 umol/L) pelo ICP- 
MS (inductively coupled plasma mass spectroscopy) (Chan, 1998b). O 
método analítico clínico mais amplamente utilizado é o de chama AAS. 
O nível sérico ou plasmático de cobre é insensível para o diagnóstico de 
deficiência de cobre e diminui somente na deficiência grave (Gibson, 
2002). Concentrações mais baixas podem indicar depleção das reservas 
de cobre. No entanto, o nível de cobre circulante é afetado por fatores 
não relacionados à nutrição. Gestação, infecções, condições inflamató- 
rias, estresse ou uso de contraceptivos orais aumentam o nível de cobre 
circulante. Corticosteroides e corticotropina o diminuem (Jacob, 1993). 
A diminuição de proteínas séricas por causa de nefrose, má absorção ou 
desnutrição reduzem a concentração sérica de cobre, sem refletir reser- 
vas hepáticas de cobre inadequadas. À ceruloplasmina, uma proteína que 
contém cobre, é um indicador útil da condição do cobre. Trata-se de uma 
o4-globulina, um reagente da fase aguda. A ceruloplasmina é sensível aos 
mesmos fatores que afetam o cobre plasmático e pode ser mensurada 
por meio de métodos imunoquímicos ou por sua atividade de oxidase 
(Milne, 1994). Ela aumenta em pacientes com infecções, neoplasias, ges- 
tantes e em uso de contraceptivos orais (Kohlmeier, 2003). A mensuração 
da superóxido dismutase do eritrócito é útil para avaliar a condição do 
cobre. A atividade é reduzida em condições de deficiência de cobre. 
Doenças genéticas. A síndrome de Menkes e a doença de Wilson são 
defeitos genéticos do metabolismo do cobre. A síndrome de Menkes 
é um defeito congênito raro da absorção de cobre ligado que comu- 
mente manifesta-se clinicamente em torno dos 3 meses de idade. Ela 
é caracterizada por um desenvolvimento mental ruim, falha de quera- 
tinização do cabelo, problemas esqueléticos e alterações degenerativas 
da aorta. O cabelo quebradiço é crespo ou torcido, e há pouca pigmen- 
tação cutânea e capilar. Além disso, o indivíduo pode apresentar hipo- 


termia e crises convulsivas. O cabelo assemelha-se à lã do carneiro que 
se alimenta de pastos com falta de cobre. Os lactentes afetados apre- 
sentam deficiência de cobre e diminuição das concentrações sérica e 
hepática. O cobre nos eritrócitos é normal (Wildman, 2000). 

A doença de Wilson (degeneração hepatolenticular) é uma doen- 
ça autossômica recessiva resultante da diminuição da excreção biliar 
de cobre. Ela afeta crianças e adultos jovens, com idades entre 6 e 40 
anos. O excesso de cobre é depositado no fígado e nos núcleos basais 
do cérebro, provocando esclerose e anormalidades renais, corneanas 
e encefálicas. Com frequência, o padrão dos sintomas iniciais é o de 
uma hepatite aguda, crônica ou fulminante. Os sintomas incluem dis- 
túrbios neurológicos, cirrose hepática e anéis de Kayser-Fleischer, por 
causa da deposição de cobre nas córneas. O cobre urinário aumenta 
(> 100 mg/24 h), e a ceruloplasmina comumente diminui. A gravi- 
dade clínica da doença apresenta uma má correlação com o nível de 
ceruloplasmina, pois esta pode estar normal ou aumentada em res- 
posta à inflamação hepática. Geralmente, o cobre sérico está diminu- 
ido por causa da ceruloplasmina baixa, e o nível sérico de cobre não é 
útil do ponto de vista diagnóstico. Uma concentração sérica de ceru- 
loplasmina < 20 mg/dL com aumento do cobre hepático (> 250 mg/g 
de tecido seco) é diagnóstica. A quelação é um tratamento efetivo para 
promover a excreção do cobre (Milne, 1994). 

A deficiência é improvável, exceto em indivíduos com distúrbios 
genéticos raros ou submetidos à desnutrição ou ao jejum prolonga- 
dos. Deficiências foram observadas em prematuros, lactentes e adultos 
desnutridos; em pacientes submetidos à hiperalimentação prolongada 
com infusões deficientes em cobre; em pacientes com doença falcifor- 
me submetidos à terapia com zinco; e naqueles tratados com agen- 
tes quelantes do cobre, como a penicilamina (Milne, 1994). Foram 
observadas reduções do nível de cobre em pacientes idosos com fra- 
turas do colo do fêmur (Conlan, 1990). Os sintomas da deficiência de 
cobre incluem anemia hipocrômica, ataxia, neutropenia, osteoporo- 
se e anormalidades ósseas e articulares, diminuição da pigmentação 
cutânea e distúrbios neurológicos. As reservas do organismo duram 
apenas algumas poucas semanas quando a ingestão é baixa. 

A toxicidade do cobre decorrente da ingestão alimentar não foi rela- 
tada. Doses superiores a 10 mg/dia causam náusea, vômitos, cólicas 
abdominais e diarreia, e podem causar lesão hepática, especialmente 
em lactentes. A intoxicação aguda pode se manifestar com hemólise e 
lesão celular encefálica e hepática (Eastwood, 2003). Doses mais ele- 
vadas podem causar coma e morte. A suplementação excessiva ou a 
ingestão de água contaminada são as fontes mais comuns. À ingestão 
de fungicidas que contêm sulfato de cobre ou a exposição industrial 
algumas vezes causa intoxicação aguda pelo cobre (Williams, 1982). 


Zinco (Zn) 


Depois do ferro, o zinco é o oligoelemento mais abundante no corpo. 
Ele é o íon metal catalítico mais comum no citoplasma das células. A 
reserva corporal total de zinco em mulheres adultas é de 1,5 g e, nos 
homens, é de 2,5 g. Ela é distribuída em todos os tecidos. O zinco é 
quase totalmente intracelular (King, 1994). A maior parte do zinco está 
no músculo esquelético (-60%) e no osso (-30%) (Wildman, 2000). 
Ele é um cofator para quase 300 enzimas e está envolvido em quase 
todos os aspectos do metabolismo. É importante na síntese de proteínas 
e ácidos nucleicos. Ele é essencial para a ativação genética (Kohlmeier, 
2003) e para a síntese e ação da insulina (Samman, 2002). O zinco está 
presente apenas no estado divalente em sistemas biológicos, e funções 
de oxidorredução não são possíveis. São importantes metaloenzimas 
que contêm zinco: anidrase carbônica, fosfatase alcalina, RNA e DNA 
polimerases, transcriptase reversa, timidina cinase, carboxipeptidases, 
álcool desidrogenase e superóxido dismutase (SOD). 

Fontes dietéticas. O zinco está onipresente nos alimentos. As ostras 
são especialmente ricas em zinco. Outros frutos do mar e carnes ver- 
melhas também são boas fontes. As plantas apresentam uma concen- 
tração muito menor. O fitato de grãos integrais e alguns vegetais inter- 
ferem na absorção do zinco (Kohlmeier, 2003). A demanda média 
estimada para manutenção de reservas adequadas é de 8 mg/dia para 
as mulheres que consomem uma dieta mista e de 11 mg/dia para os 
homens (Institute of Medicine, 2002). Vegetarianos e gestantes ou 
mulheres em fase de aleitamento necessitam de uma quantidade dis- 
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cretamente maior. O zinco é excretado principalmente pelo intestino. 
Metabolismo. O zinco é absorvido principalmente no duodeno, embo- 
ra uma parte seja absorvida no intestino delgado. Parte do zinco entra 
no lúmen intestinal com secreções pancreáticas. A digestão intralumi- 
nal por proteases, DNAses e RNAses libera o zinco, e complexos com 
histidina, cisteína e nucleotídeos são formados para aumentar a absor- 
ção. O fitato reduz a absorção. A absorção de zinco também é diminuí- 
da pelo consumo dietético alto de cálcio e baixo de proteínas (Samman, 
2003). A metalotioneina regula a transferência do zinco para o sangue 
portal. No sangue, o zinco liga-se à albumina e à 0,-macroglobulina, 
com concentrações sanguíneas de zinco de 10 a 17 pmol/L. 

Músculos e ossos, que contêm a maior parte das reservas de zinco 
do organismo, apresentam turnover lento, com meia-vida de 300 
dias (Wastney, 2000). A meia-vida do zinco ligado à metalotioneína 
no fígado é de aproximadamente 2 semanas; ele pode ser pronta- 
mente mobilizado e compensar uma ingestão dietética insuficiente. 
Entretanto, a reserva hepática é pequena e contém menos de 170 mg. 
A deficiência de zinco pode se tornar importante do ponto de vista 
funcional em uma semana (Miller, 1994). 

Quase todo o zinco no sangue forma complexo com proteínas gran- 
des, albumina ou &,-macroglobulina, de modo que existe pouco zinco 
no filtrado glomerular. A urina excreta aproximadamente 0,5 mg/dia 
(Kohlmeier, 2003). Cerca de 1 mg/dia é excretado pelo suor, pele e cabe- 
lo. As perdas fecais, que incluem dieta e secreções endógenas, podem ser 
inferiores a 1 mg/dia (Sian, 1996). Cada ejaculação contém aproxima- 
damente 0,5 mg, provavelmente oriunda das secreções prostáticas. 

O nível inadequado de zinco compromete a replicação do DNA, 
digestão e absorção alimentar, paladar e apetite, crescimento e cicatri- 
zação, transmissão sináptica, expressão genética, resposta ao estresse 
oxidante, função imune e outras funções. 

Zinc fingers são proteínas ligadoras de DNA looped com especifi- 

cidade de sequência que atuam como mediadores da transcrição de 
ácidos nucleicos. O zinco é quelado com a cisteína e/ou histidina, 
ligando-se a uma região específica do DNA e controlando a expressão 
ou repressão genética, visando principalmente às regiões promotoras 
dos genes (Wildman, 2000). 
Deficiência. A deficiência de zinco é comum em pacientes com diabetes 
melito, que fazem uso abusivo de álcool, com síndromes de má absorção 
e com doenças hepáticas e renais. Os sintomas são gerais por causa das 
muitas enzimas e tecidos afetados. Nas deficiências graves, ocorre hipo- 
gonadismo, nanismo, deformação óssea, má cicatrização, cabelo e unhas 
anormais, perda do paladar, distúrbios gastrintestinais, má formação de 
quilomicron, anormalidades do SNC, imunodeficiências e má absorção. 
A deficiência de zinco pode ser teratogênica durante a gestação, com má 
formações congênitas, peso fetal baixo para a idade gestacional, prema- 
turidade, defeitos do tubo neural e espinha bífida (Chan, 1998). 

A deficiência nutricional de zinco é bem prevalente, apesar de sua 
ampla disponibilidade nos alimentos. Ela produz uma síndrome 
caracterizada por retardo do crescimento, hipogonadismo masculino, 
alterações cutâneas, letargia mental, hepatoesplenomegalia, anemia 
ferropriva e geofagia (ingestão de terra). Foi observada principal- 
mente em crianças do sexo masculino no Irã e no Egito, como con- 
sequência de uma dieta pobre em zinco e alto conteúdo de fibras, que 
diminuem a absorção do zinco disponível. E também foi relatada na 
Turquia, Portugal, Marrocos e antiga Iugoslávia (Milne, 1994). Em 
algumas áreas do Oriente Médio, as pessoas frequentemente conso- 
mem pão sem fermento, que é rico em fitato. A levedura contém fita- 
to. No entanto, a receita para a massa do pão não contém levedura. O 
alto conteúdo de fibras e o baixo consumo de carne vermelha e proteí- 
nas nessa população resultam na deficiência de zinco. Eles respondem 
bem à suplementação dietética de sulfato de zinco (Eastwood, 2003). 
A falha de crescimento, a redução do paladar e o hipogonadismo em 
adultos jovens de New York e do Tennessee e em estudantes do primei- 
ro grau do Colorado foram imputados à deficiência de zinco (Milne, 
1994). A deficiência de zinco também foi relatada em indivíduos ido- 
sos; gestantes; mulheres no período de aleitamento; indivíduos com 
esteatorreia, queimaduras extensas, doença renal e em terapia com 
diuréticos e drogas antimetabólicas. Na deficiência de zinco em alcoo- 
listas e em indivíduos com cirrose, a concentração sérica de zinco está 
baixa e a excreção urinária aumenta (Eastwood, 2003; Prasad, 1982). 

A acrodermatite enteropática é um distúrbio autossômico recessivo 


raro com comprometimento da absorção intestinal e do transporte de 
zinco. Os sintomas incluem lesões cutâneas hiperpigmentadas, der- 
matite pustulosa ou bolhosa, alopécia, retardo do crescimento, diar- 
reia, infecção secundária, irritabilidade, letargia e depressão. O nível 
plasmatico ou sérico é inferior a 40 mg/mL. A terapia oral com zinco 
causa uma remissão rápida e completa (Chan, 1998b). 

Um caso de deficiência de zinco, chamado “acrodermatite enteropática 
adquirida”, foi descrito em uma mulher de 41 anos, com história de alco- 
olismo e diabetes mellitus tipo 1, complicada com retinopatia e nefropatia 
em estágio final. Ela apresentava uma história de 5 meses com alopécia, 
cabelo quebradiço, diarreia, queilite angular e erupção cutânea eritemato- 
sa, descamativa e pruriginosa nas extremidades, no períneo e nas nádegas. 
Uma biópsia cutânea revelou paraqueratose confluente com ausência de 
camada granulosa. O nível sérico de zinco estava acentuadamente redu- 
zido: 0,35 ug/mL (5,4 umol/L) (normal: 0,66-1,10 ug/mL [10,1-16,8 
umol/L)). A terapia oral com sulfato de zinco eliminou a diarreia, a erup- 
ção cutânea desapareceu, e o cabelo voltou a crescer (Wang, 2005). 

A toxicidade do zinco é rara nos humanos. Animais que receberam 
altas doses de suplementação apresentaram disfagia. Os outros efeitos, 
como perda de peso, são atribuídos à redução da ingestão alimentar. 

A inalação de fumaça de óxido de zinco é a causa mais comum de 

febre relacionada à fumaça de metais. Os sintomas são os de uma 
doença similar ao resfriado, com início 4 a 6 horas após a exposição 
à fumaça. Essa doença autolimitada e com resolução dos sintomas em 
36 horas é caracterizada por fadiga, tremores, mialgia, tosse, dispneia, 
leucocitose, sede, sabor metálico e sialorreia. 
Teste. Não existe um único exame que seja definitivo para a condi- 
ção das reservas de zinco. Existem dois grupos de exames: análise do 
zinco em um tecido do corpo ou líquido corporal, como plasma, soro, 
células sanguíneas ou urina, e o exame de uma função dependente do 
zinco, como a acuidade do paladar ou a mensuração da atividade de 
enzimas que contêm zinco. Na maioria das vezes, os exames revela- 
rão uma diminuição na deficiência de zinco. Os resultados dos exames 
devem ser interpretados com cautela, pois os níveis podem ser afeta- 
dos por condições não relacionadas. Existe uma variação diurna do 
nível de zinco. Ele diminui após as refeições e aumenta após o jejum. 
O nível de albumina afeta significativamente o nível de zinco circu- 
lante. Além disso, muitos esteroides, incluindo os adrenocorticais e 
gonadais, diminuem o nível de zinco. O nível nos eritrócitos é 10 vezes 
maior que o do soro, e a hemólise é um problema sério que afeta a 
utilidade dos resultados. 

A espectrometria de absorção atômica de chama (FASS, flame ato- 
mic absorption spectrometry) é o método de escolha para o teste clí- 
nico do zinco em líquidos corporais. A espectroscopia de massa com 
plasma acoplado (ICP-MS) é o método de referência utilizado para o 
teste do zinco no soro ou no plasma. 

O valor de referência do nível plasmático do zinco é de 70 a 
120 ug/dL (10,7-18,4 pmol/L), do qual um terço está ligado a 
0,-macroglobulina e o restante, à albumina: 10 a 20% do zinco san- 
guíneo estão no plasma. O restante está associado à anidrase carbô- 
nica nos eritrócitos. A hemólise deve ser evitada. O nível matinal em 
jejum de zinco inferior a 70 mg/dL (10,7 mmol/L) sugere deficiência 
limítrofe. O valor do zinco sérico é 5 a 10% maior do que o valor plas- 
mático. O nível de zinco é inferior quando o indivíduo não está em 
jejum; em infecções e inflamações; quando o indivíduo está em uso de 
esteroide; na gestação; ou quando existe hipoalbuminemia. 

O zinco nos eritrócitos e no cabelo fornece uma avaliação de longo 
prazo da condição do zinco no organismo. A diminuição do zinco no 
cabelo foi demonstrada em várias condições diferentes de deficiência de 
zinco. Deve-se ter cuidado para evitar a contaminação ambiental e coletar 
amostras de cabelo durante o estudo, e não antes do mesmo ser iniciado 
(Milne, 1994). Os valores de referência da excreção urinária de zinco são 
de 0,15 a 1,00 mg/dia (2,3 a 15,3 umol/dia). A excreção urinária de zinco 
comumente diminui na deficiência de zinco. Em algumas condições asso- 
ciadas à deficiência de zinco, como cirrose, alcoolismo grave, doença fal- 
ciforme, períodos pós-operatórios e nutrição parenteral total, o aumento 
da excreção urinária de zinco está frequentemente presente (Jacob, 1993). 

A hiperzincemia é um distúrbio familiar que causa aumento do 
nível sérico de zinco, mas não causa qualquer toxicidade aparente. 
Sabe-se que overdoses de zinco que resultam em um nível similar são 
fatais (Wildman, 2000). 
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TO PONTOS-CHAVE 
| e Muitas doenças podem exibir anormalidades na 


urina. Por isso, o exame de urina tem importante função 
laboratorial. 


e À urinálise consiste basicamente em um exame de urina geral 

e análise com vareta medidora de nível para detecção de sangue, 
leucócitos, açúcar e outras substâncias. A leitura dos dados obtidos 
com a vareta pode ser realizada manualmente ou por instrumento 
automatizado. 


e Um exame microscópico de urina pode ser necessário em muitos 
casos. Esse exame é empregado para detectar elementos celulares, 
cilindros e cristais. A presença de cada um desses componentes 
pode estar associada a diferentes estados patológicos. 

e Embora o exame microscópico de urina na maioria das vezes seja 
manual, existem diversos instrumentos automatizados que podem 
realizar essa análise. 

e Hemácias eventualmente presentes na urina podem ser oriundas 
de qualquer ponto ao longo do trato urinário. Eritrócitos dismórficos 
com frequência sinalizam a existência de doença glomerular. 


e À primeira urina de esvaziamento matinal, por ser a mais 
concentrada, costuma ser a melhor amostra para realização das 
análises. Alguns procedimentos podem requerer amostras de urina 
de 12 ou 24 horas. 


e As medidas de gravidade específica e osmolalidade refletem 

a capacidade de concentração dos rins. Após um período de 
desidratação, a osmolalidade deve ser equivalente a 3 ou 4 vezes a 
osmolalidade plasmática. 


e Níveis de proteinuria acima de 4 g/dia são observados na 
sindrome nefrótica. Embora essa síndrome usualmente seja 
observada em casos de doença renal primária, há situações em que 
pode acompanhar uma doença sistêmica e afetar os rins. 


e Indivíduos com diabetes podem apresentar cetonuria, a qual 
também pode estar presente em outros estados, como doenças febris 
e caquexia. 


e O teste de nitrito com vareta medidora de nível e o de esterase 
leucocitaria são auxiliares no diagnóstico das infecções do trato 
urinário. Resultados positivos devem ser confirmados com exame 
microscópico de urina. 

e Cálculos urinários são mais comumente formados a partir do 


cálcio. O work up dos habituais agentes de formação ric) nae deve 
incluir tanto a análise dessas estruturas quanto o exame de urina. 


O exame de urina pode fornecer uma quantidade significativa de 
informações. O exame cuidadoso permite a detecção de processos 
patológicos intrínsecos ao sistema urinário, sejam funcionais (fisio- 
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lógicos), sejam estruturais (anatômicos). A progressão ou a regressão 
de várias lesões também pode ser monitorada, causando o mínimo de 
perturbações possível ao paciente. Ademais, processos patológicos sis- 
têmicos, como anomalias endócrinas ou metabólicas, podem ser detec- 
tados por meio do reconhecimento de quantidades anormais de meta- 
bólitos doença-específicos excretados na urina. Os testes laboratoriais 
de urina continuarão a exercer papel essencial na medicina clínica. 

O propósito do presente capítulo é destacar as informações perti- 
nentes que podem ser fornecidas pelos exames de urina mais comuns. 
Atualmente, são realizados dois tipos principais: (1) a urinálise com 
vareta medidora de nível (tira reativa), que costuma ser utilizada de 
maneira habitual nas triagens em laboratórios, em consultórios médi- 
cos e em testes realizados pelo próprio paciente em casa; e (2) a uri- 
nálise básica (rotina), que acrescenta o exame microscópico do sedi- 
mento urinário à avaliação com tira reativa de urinálise. Esses exames 
envolvem diversas disciplinas laboratoriais, principalmente bioquími- 
ca e microscopia. Além desses procedimentos diagnósticos de primei- 
ra linha, novas tecnologias de imunocitoquímica, diagnóstico mole- 
cular, DNAploidia e análise do ciclo celular estão sob desenvolvimento 
constante para fornecer informações diagnósticas e prognósticas extras. 
Os estudos microbiológicos de urina — cruciais ao diagnóstico de pató- 
genos infecciosos no trato urinário — são abordados ao longo do texto. É 
importante ter em mente que cada uma dessas modalidades possui um 
certo grau de utilidade clínica. A Tabela 27.1 lista os benefícios propor- 
cionados pelos exames laboratoriais de urina mais solicitados. 

A urinálise com vareta medidora de nível apresenta informações 
sobre múltiplas propriedades fisioquímicas da urina. Utilizado de 
forma predominante nas triagens, o teste com vareta medidora de nível 
requer treinamento de pessoal menos sofisticado e gera resultados em 
poucos minutos. Foi demonstrado que em certos casos, particular- 
mente na avaliação de pacientes com sinais ou sintomas que urgem 
a realização de uma urinálise para detecção de sangue ou infecção, é 
possível substituir as varetas empregadas na urinálise por uma urináli- 
se de rotina integral, reservando-se a microscopia da urina para aque- 
les pacientes com discordância entre apresentação clínica e resultados 
de teste com vareta (Jou, 1998). A urinálise de rotina é constituída por 
dois componentes principais: (1) determinações físico-químicas (apa- 
rência, gravidade específica e medidas com tiras reativas); e (2) exame 
microscópico do sedimento urinário em campo claro ou com con- 
traste de fase para evidenciar hematúria, piúria, cilindros (cilindrú- 
ria) e cristalúria. Este último é tipicamente mais demorado e necessita 
de conhecimentos especializados de microscopia para interpretação 
correta das leituras. Entretanto, atualmente existem equipamentos 
disponíveis que automatizam a urinálise de rotina de modo parcial ou 
total. O exame citopatológico do sedimento urinário também requer 
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Tabela 27.1 Benefícios dos exames de urina laboratoriais comuns 


Utilidade clínica 


Tipo de teste Objetivo Triagem Diagnós- Monito- Prognós- 
tico ramento tico 

Bioguímicada Glucosúria +++ 4 + -+ 
urina (tira reativa) Proteinúria 

Hematúria 

Leucocitúria 

Infecção 
Urinálise a fresco Diabetes +H ++ ++ + 
(rotina) Proteinúria 

Hematúria 

Leucocitúria 

Infecções 

Cilindrúria 

Cristalúria 
Microbiologia Infecções ++ +++ ++ + 
urinária 
Citologia urinária Câncer + ++ + = 
(convencional) Inflamação 

Infecções 

virais 
Urinálise Distúrbios + +444 +++ ++ 
citodiagnóstica glomerulares 

e tubulares 

renais 

Distúrbios 

do TUI 

Infecções não 

bacterianas 

Litiase 
Citometria de Cancer - = +++ -== 
imagem e urotelial 
análise do DNA 
Citometria Câncer -= + ++ ~- 
de fluxo urotelial 


TUI = trato urinário inferior. 


De Schumann GB, Schumann JL, Marcussen N: Cytodiagnostic Urinalysis of Renal and 
Lower Urinary Tract Disorders. New York, Igaku-Shoin Medical Publishers, 1995, com 
permissão. 


treinamento especial e constitui o ponto de apoio do diagnóstico e do 
seguimento de neoplasias envolvendo o trato urinário, bem como de 
algumas condições não neoplásicas em particular, como a rejeição de 
alotransplante renal. 

Neste capítulo, são detalhados os componentes pertinentes da uri- 
nálise de rotina. As diversas metodologias são brevemente revistas e 
incluem preparo das amostras, reações com tiras reativas, testes con- 
firmatórios e métodos microscópicos. Maior ênfase foi dispensada à 
correlação clinicopatológica referente aos achados laboratoriais obti- 
dos a partir desses testes de urina. 


Formação de urina 


No adulto normal, cerca de 1.200 mL de sangue perfundem os rins 
a cada minuto, o que corresponde a 25% do débito cardíaco. Os glo- 
mérulos (normalmente, pelo menos 1 milhão/rim) recebem sangue 
das arteríolas aferentes, enquanto um ultrafiltrado de plasma atra- 
vessa cada glomérulo e entra no espaço de Bowman. A partir daí, o 
filtrado atravessa os túbulos e os ductos coletores, nos quais podem 
ocorrer reabsorção ou secreção de várias substâncias e concentração 
da urina. Por fim, o volume de filtrado glomerular original de apro- 
ximadamente 180 L é reduzido a 1 ou 2 L em 24 horas, dependendo 
do status da hidratação. A urina formada nos rins segue dos ductos 
coletores para a pelve renal, ureteres, bexiga urinária e uretra durante 
o esvaziamento. 


Os rins exercem várias funções regulatórias. Por meio da filtração 
glomerular e da secreção tubular, inúmeros produtos residuais são 
eliminados do corpo, incluindo compostos nitrogenados oriundos 
do catabolismo proteico, assim como ácidos e bases tanto orgânicos 
quanto inorgânicos. Líquidos, eletrólitos (incluindo sódio, potássio, 
cálcio e magnésio) e o status acidobásico são regulados na homeos- 
tasia. Além disso, os rins promovem importante regulação hormonal 
com produção de eritropoetina e renina, bem como ativação de vita- 
mina D. Qualquer desorganização dessas funções por ação de doenças 
renais ou sistêmicas pode se refletir em uma urina que apresenta alte- 
rações bioquímicas ou citológicas. 


Componentes da urinálise básica (rotina) 


A urinálise básica (rotina) é composta por quatro partes: avaliação da 
amostra, exame geral/físico, triagem bioquímica e exame do sedimento. 


Avaliação da amostra 


Antes de iniciar qualquer exame, a amostra de urina deve ser ava- 
liada em termos de aceitabilidade. Os aspectos a serem considerados 
incluem identificação correta, amostra apropriada para o exame solici- 
tado, conservação adequada, sinais de contaminação visíveis e se even- 
tuais atrasos de entrega podem ter causado deterioração significativa. 
Cada laboratório deve possuir suas próprias diretrizes por escrito e 
fazê-las cumprir para aceitar ou rejeitar amostras. Na correta identi- 
ficação de uma amostra, devem constar o nome completo do pacien- 
te, a data e o horário da coleta do material. A necessidade de incluir 
informações adicionais fica a critério da instituição, contudo esses três 
dados atendem aos requisitos mínimos para identificação da amostra. 

A urina do primeiro esvaziamento matinal, que é a mais concentra- 
da, é a melhor amostra para urinálise de rotina. As vezes, são recebidas 
amostras de urina coletadas por cateterismo ou da região suprapubia- 
na. Se uma única amostra tiver de ser submetida a múltiplas quanti- 
ficações, o exame bacteriológico deve ser realizado antes de qualquer 
outro, contanto que a coleta de urina tenha sido adequadamente reali- 
zada. No caso de pacientes pediátricos e indivíduos com insuficiência 
renal aguda, é provável que apenas um pequeno volume de urina seja 
disponibilizado para processamento e análise. Em tais circunstâncias 
deve ser feita uma observação e os exames mais pertinentes ao diag- 
nóstico devem ser priorizados. Para análises quantitativas, é preferí- 
vel utilizar amostras coletadas em tempos predeterminados (12 ou 24 
horas) do que amostras obtidas ao acaso. 


Aspecto macroscópio/físico 


Aspecto 
Algumas das alterações mais importantes na aparência da urina são 
descritas nesta seção. A Tabela 27.2 fornece uma lista abrangente. 


Cor 

A cor amarela da urina é devida, em grande parte, à presença do pig- 
mento urocromo, cuja excreção costuma ser proporcional à taxa meta- 
bólica. Essa excreção aumenta durante a febre, a tireotoxicose e o jejum. 
Quantidades pequenas de urobilina e uroeritrina (pigmento cor-de-ro- 
sa) também contribuem para a coloração da urina. Indivíduos normais 
podem produzir urina de cor amarela pálida ou escura, e essas diferen- 
ças de tonalidade são indicações grosseiras de hidratação e concentra- 
ção da urina. À urina de cor clara, tipicamente de baixa gravidade espe- 
cífica, é excretada logo após uma alta ingestão de líquidos, enquanto 
a urina de cor escura é observada na retenção líquida. Note que uma 
urina de alta gravidade específica pode ser produzida por indivíduos 
com diabetes melito. A referência de Cone (1968) trata das alterações 
de cor da urina em pacientes pediátricos. A Tabela 27.3 lista as altera- 
ções de cor da urina associadas aos fármacos mais utilizados. 
Urina vermelha. A cor anormal mais comum é a vermelha ou cas- 
tanho-avermelhada. Quando observada na urina das mulheres, é 
preciso considerar uma possível contaminação com sangue do fluxo 
menstrual. Hematúria (presença de hemácias — CVS), hemoglobinú- 
ria e mioglobinúria podem produzir colorações rósea, vermelha ou 
castanho-avermelhada. Embora essas três condições sejam facilmente 
detectadas pelo teste da tira reativa, é necessário realizar análises adi- 


Tabela 27.2 Aspecto e cor da urina 


Aspecto Causa Considerações 





Poliúria, diabetes insípido 

Solúvel em ácido acético diluído 
Dissolve a 60°C e em álcali 
Insolúvel em ácido acético diluído 
Lise em ácido acético 

Insolúvel em ácido acético diluído 
Insolúvel em ácido acético diluído 


Incolor Urina muito diluída 


Turva Fosfatos, carbonatos 
Uratos, ácido úrico 
Leucócitos 
Hemácias (“turva”) 
Bactérias, leveduras 
Espermatozoides 
Líquido prostático 
Mucina, filamentos de 

muco 
Cálculos, “pedras” 
Grumos, pus, tecidos 
Contaminação fecal 
Corante radiográfico 


Pode estar floculenta 
Fosfatos, oxalato 


Fistula retovesical 
Na urina acida 


Leitosa Muitos neutrófilos (piúria) Insolúvel em ácido acético diluído 
Gordura 
Lipidúria, opalescente Nefrose, lesão por esmagamento — 
solúvel em éter 
Quilúria, leitosa Obstrução linfática — solúvel em 
éter 
Parafina emulsificada Cremes vaginais 
Amarela Acriflavina Fluorescência verde 
Amarelo- Urina concentrada Desidratação, febre 
alaranjada Urobilina em excesso Sem espuma amarela 
Bilirrubina Com espuma amarela, se houver 
bilirrubina suficiente 
Amarelo- Bilirrubina-biliverdina Com espuma amarela 
esverdeada 
Castanho- Bilirrubina-biliverdina Com espuma amarela, marrom 
amarelada “cerveja” 
Vermelha Hemoglobina Positiva Eu bass 
Eritrócitos Pisa | fre PERDA pare 
| RP detecção de sangue 
Mioglobina Positiva 
Porfirina Pode ser incolor 
Fuscina, corante anilina Alimentos, doces 
Beterraba Alcalina amarela, genética 
Contaminação com Coágulos, muco 
menstruação 
Púrpura- Porfirinas Pode ser incolor 
avermelhada 
Castanho- Eritrócitos 


avermelhada Hemoglobina, em repouso 
Metemoglobina 
Mioglobina 

Bilifuscina (dipirrol) 
Metemoglobina 

Ácido homogentísico 
Melanina 


pH ácido 
Lesão muscular 
Resultante de hemoglobina instável 
Castanho-negra Sangue, pH ácido 
Alcalina, em repouso; alcaptonúria 
Em repouso, rara 
Azul-esverdeada Indicans Infecções no intestino delgado 
Infecções por Pseudomonas 
Clorofila Refrescantes bucais 








cionais para uma diferenciação absoluta (ver adiante, na seção Sangue, 
hemoglobina, hemossiderina e mioglobulina na urina). 

Nas porfirias, a coloração da urina é variável. Indivíduos com por- 
firia eritropoiética e porfiria cutânea tarda costumam apresentar 
urina de cor vermelha, enquanto aqueles com porfirintria por chum- 
bo geralmente produzem urina de cor normal. Na porfiria hepática 
aguda intermitente, a urina produzida tem cor normal, mas acaba 
escurecendo ao permanecer em repouso. À cor vermelha da urina 
também pode estar associada ao uso de fármacos e corantes nos testes 
diagnósticos. Por exemplo, a fenolsulfoftaleína, às vezes empregada na 
avaliação da função renal, provoca o aparecimento da cor vermelha na 
urina alcalina. Pacientes com hemoglobina instável podem produzir 
urina de cor castanho-avermelhada que não constitui indicação posi- 


Tabela 27.3 Alterações da cor da urina com fármacos comumente 
utilizados* 


Farmaco Cor 


Alcool, etil 
Laxantes a base de antraquinona 
(senna, cáscara) 


Palida, diurese 
Avermelhada, alcalina; 
castanho-amarelada, ácida 
Clorzoxazona (Paraflex) (relaxante muscular) Vermelha 

Mesilato de deferoxamina (Desferal) 
(quelante de ferro) 

Etoxazeno (Serenium) (analgésico urinário) 


Vermelha 


Alaranjada, vermelha 


Fluoresceina sódica (por via i.v.) Amarela 
Furazolidona (Furoxona) (Tricofuron) Marrom 
(nitrofurano antibacteriano, 

antiprotozoárico) 

Corante Índigo carmim (função renal, Azul 


citoscopia) 

Sorbitol de ferro (Jectofer) (possibilidade 
de haver na urina outros compostos de 
ferro formadores de sulfeto de ferro) 
Levodopa (L-dopa) (para parkinsonismo) 


Marrom, em repouso 


Vermelha e, em seguida, marrom, 
alcalina 

Mepacrina (Atabrine) (antimalárico) Amarela 
(vermes intestinais, Giardia) 
Metocarbamol (Robaxina) (relaxante 
muscular) 


Metildopa (Aldomet) (anti-hipertensivo) 


Castanho-esverdeada 


Escura; se houver agentes oxidantes, 
avermelhada a marrom 


Azul de metileno (utilizado para Azul, azul-esverdeada 
delinear fistulas) 

Metronizadol (Flagyl) (para infecções 
por Trichomonas, amebiase, Giardia) 
Nitrofurantoina (Furadantina) 
(antibacteriana) 

Fenazopiridina (piridio) (analgésico 
urinario), também composta com 
sulfonamidas (Azo Gantrisina etc.) 
Fenindiona (Hedulina) (anticoagulante) 
(importante na distinção da hematúria) 


Escura, castanho-avermelhada 
Castanho-amarelada 


Vermelho-alaranjada, pH ácido 


Alaranjada, alcalina; a cor 
desaparece com a acidificação 
Envenenamento com fenol 
Fenolftaleina (purgante) 
Fenolsulfonftaleina (também 
sulfobromoftaleina) 

Rifampina (Rifadina, Rimactane) 
(terapia da tuberculose) 

Riboflavina (multivitamínico) 
Sulfassalazina (Azulfidina) (para colite 
ulcerativa) 


Marrom; oxidado a quinonas (verde) 
Púrpura-avermelhada, pH alcalino 
Vermelho-rosado, pH alcalino 


Vermelho-alaranjada brilhante 


Amarela brilhante 
Amarelo-alaranjada brilhante, 
pH alcalino 


* Outros fármacos comumente utilizados que produzem alteração de cor uma única vez 
ou ocasionalmente: amitriptilina (Elavil) — azul-esverdeada; fenotiazinas — vermelha; 
triamtereno (Direnium) — azul-claro (fluorescência azul na urina ácida). Uma extensa lista 
é disponibilizada por Young et al. Clin Chem 1975; 21: 379. 


tiva da presença de hemoglobina nem de bilirrubina. É provável que 
o pigmento seja dipirrol ou bilifuscina. Uma urina vermelha inócua 
associada à ingestão de beterrabas pode ser produzida por indivíduos 
geneticamente suscetíveis. 

Urina castanho-amarelada ou castanho-esverdeada. Uma urina de 
cor castanho-amarelada ou castanho-esverdeada em geral é associada 
aos pigmentos biliares, principalmente a bilirrubina. Ao agitar a amos- 
tra de urina, é possível observar a formação de uma espuma amarela. 
Essa espuma distingue a urina que contém bilirrubina da urina nor- 
mal, concentrada e de tonalidade escura, na qual aparece uma espu- 
ma de cor branca. Na icterícia obstrutiva severa, a urina pode assumir 
uma cor verde-escura. 
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462 Urina vermelho-alanrajada ou castanho-alaranjada. O urobilinogê- 


nio excretado é incolor, porém na presença de luz e pH baixo é con- 
vertido em urobilina, cuja cor varia do amarelo-escuro ao alaranjado. 
A urobilina não irá colorir a espuma que se forma quando a amostra é 
agitada, por isso pode haver confusão com a urina normal concentra- 
da. A dúvida pode ser esclarecida por meio do teste com tira reativa. 
Urina castanho-escura ou negra. A urina ácida com hemoglobina 
irá escurecer ao permanecer em repouso, em razão da formação de 
metaemoglobina. A urina “cor-de-cola” pode ser produzida nos casos 
de rabdomiólise (Keverline, 1998) e por alguns pacientes que fazem 
uso de L-dopa. Causas raras de formação de urina castanho-escura 
são a presença de ácido homogentísico (alcaptonúria) e melanina. A 
urina que contém ácido homogentísico escurece mais rapidamente se 
estiver alcalina. 


Limpidez (característica) 

A urina normalmente é clara, portanto a presença de qualquer mate- 
rial em amostra não submetida à rotação merece ser investigada. O 
diagnóstico diferencial de uma urina turva está associado a várias pos- 
sibilidades, que incluem diversas entidades não patológicas. A turbi- 
dez pode ser devida simplesmente à precipitação de cristais ou sais não 
patológicos referidos como amorfos. Fosfato, urato de amônio e carbo- 
nato podem precipitar na urina alcalina e redissolvem-se quando ácido 
acético é acrescentado à amostra. O ácido úrico e os uratos provocam o 
aparecimento de uma névoa branca, rósea ou alaranjada na urina ácida 
e sofrem redissolução quando a amostra é aquecida a 60°C. 

A turbidez da urina pode ser atribuída à presença de vários elementos 
celulares. Leucócitos podem formar uma névoa branca similar aque- 
la produzida por fosfatos, mas que permanece após a acidificação. Do 
mesmo modo, o crescimento bacteriano pode causar uma opalescência 
que resiste à acidificação e à filtração. Por esse motivo, foi sugerido que 
a avaliação turbidimétrica que emprega um turbidímetro de feixe duplo 
pode ser útil na triagem de infecções urinárias (Livsey, 1995). A turbi- 
dez também pode ser decorrente da presença de CVS, células epiteliais, 
espermatozoides ou líquido prostático. Este, por sua vez, normalmente 
contém poucos leucócitos e outros elementos formados. 

Entre as diversas etiologias que podem ser atribuídas à produção 

de uma urina turva, estão a presença de muco proveniente do trato 
urinário inferior ou do trato genital, coágulos sanguíneos, sangue de 
menstruação e outros materiais particulados, como fragmentos de 
tecido, pequenos cálculos, acúmulos de pus e material fecal. A presen- 
ça de material fecal na urina pode ocorrer diante de conexões fistula- 
res entre o cólon ou o reto e a bexiga urinária. À contaminação com 
pó ou agentes antissépticos que se tornam opacos em contato com a 
água (fenóis) também faz a urina tornar-se turva. 
Quilúria. Trata-se de uma condição rara em que a urina apresenta 
linfa. Está associada à obstrução do fluxo de linfa e ao rompimento 
dos vasos linfáticos na pelve renal, nos ureteres, na bexiga urinária ou 
na uretra. Embora a etiologia predominante seja a infecção parasítica 
por Wuchereria bancrofti (filariose) (Cortvriend, 1998), o alargamento 
dos linfonodos abdominais e a presença de tumores também foram 
associados à quilúria. Essa condição é rara até mesmo em indivíduos 
com filariose. 

A aparência da urina varia com a quantidade de linfa presente, 
podendo exibir aspecto límpido a opaco ou leitoso. Pode haver for- 
mação de coágulos e, contanto que haja quantidade suficiente de linfa, 
a urina pode se assentar em camadas com quilomicrons no topo e 
deposição de fibrina e células inferiormente. Os quilomícrons podem 
permanecer indetectáveis à microscopia, a menos que coalesçam for- 
mando microglóbulos. Esse material gorduroso pode ser extraído da 
amostra de urina pela adição de igual volume de éter ou clorofórmio. 
Os fosfatos urinários, por outro lado, não são eliminados por esse 
método. A pseudoquilúria ocorre com o uso de cremes vaginais à base 
de parafina para tratamento de infecções por Candida. 

Lipidúria. O aparecimento de glóbulos de gordura na urina é mais 
frequente em indivíduos com síndrome nefrótica. Esse material é 
constituído de gorduras neutras (triglicerídeos) e colesterol. A lipidú- 
ria também pode estar presente em pacientes submetidos ao trauma 
esquelético contínuo, com fraturas nos principais ossos longos ou na 
pelve. É provável que a fonte de lipídeos seja a exposição da medula 
rica em gorduras. Tenha em mente que, além desses lipídeos endóge- 


nos, contaminantes oleosos (p. ex., parafina) também podem flutuar 
na superfície da urina. Talvez seja necessário realizar o exame micros- 
cópico da urina para classificar materiais gordurosos como gotículas 
positivas para Oil Red O ou ésteres de colesterol com polarização. 


Odor 

A urina normal apresenta um leve odor aromático de origem des- 
conhecida. Amostras com extensivo supercrescimento bacteriano 
podem ser reconhecidas pelo odor amoniacal e fétido. A ingestão de 
aspargos ou timol também confere um odor distintivo à urina. 

Os odores de urina característicos dos distúrbios de aminoácidos 
são: 

Pé suado — acidemias isovalérica e glutárica 

Xarope de bordo — doença da urina em xarope de bordo (maple 
syrup urine disease — MSUD) 


Repolho, lúpulo — má absorção de metionina 
Pardacenta — fenilcetonúria 

Peixe podre — trimetilaminúria 

Rançosa — tirosinemia 


A urina inodora dos pacientes com insuficiência renal aguda sugere a 
ocorrência de necrose tubular aguda, em vez de insuficiência pré-renal. 


Volume de urina 


Nas condições normais, o principal fator determinante do volu- 
me de urina é a ingestão de água. Um indivíduo adulto, em média, 
produz entre 600 e 2.000 mL de urina/dia, e a produção noturna de 
urina geralmente não ultrapassa 400 mL. Durante a gravidez, a varia- 
ção diurna usual pode ser revertida. Em comparação aos adultos, as 
crianças pequenas podem excretar cerca de 3 a 4 vezes mais urina por 
kg de peso corporal. A determinação do débito urinário a intervalos 
estabelecidos pode ser valiosa para o diagnóstico clínico. 


Aumento do volume de urina 

A produção de mais de 2.000 mL de urina em 24 horas é denomi- 
nada poliúria. À noctúria é a excreção noturna de mais de 500 mL de 
urina, com uma gravidade específica inferior a 1,018. Em geral, gran- 
des volumes de urina tendem a resultar em baixa gravidade específica. 

A ingestão excessiva de água (polidipsia) resulta em poliúria, assim 
como o consumo de certos fármacos que apresentam efeito diuréti- 
co, como a cafeína, o álcool, as tiazidas e outros diuréticos. Soluções 
endovenosas podem aumentar o débito urinário. À ingestão aumenta- 
da de sais e dietas ricas em proteína também requerem mais água para 
serem excretadas. 

Os estados patológicos que resultam em excesso de perda renal de 
líquidos/excreção urinária podem ser distribuídos em três grupos: 
Regulação hormonal defeituosa da homeostasia volumétrica. O 
diabetes insípido pode ser devido tanto a uma deficiência (variedade 
pituitária/central) quanto a uma ausência (nefrogênica) de resposta 
renal ao hormônio antidiurético. Em ambas as situações, o indivíduo 
apresenta sede e ingestão de água excessivas, além de poliúria e noctú- 
ria acentuadas. A produção diária de urina pode chegar a 15 L. 
Absorção renal defeituosa de sais/água. Esse defeito pode ser decor- 
rente da administração de agentes diuréticos ou de anormalidade dos 
túbulos renais, resultando na perda de sódio ou no comprometimento 
do mecanismo de contracorrente. Na insuficiência renal crônica pro- 
gressiva, há diminuição do funcionamento renal e perda gradual da 
capacidade de concentrar a urina. Para que ocorra a excreção renal 
diária da carga de solutos e água, o volume de urina por néfron resi- 
dual aumenta e a urina eventualmente se torna iso-osmótica em rela- 
ção ao ultrafiltrado plasmático. 

Diurese osmótica. No diabetes melito com hiperglicemia, observa-se 
uma excreção excessiva de glicose que provoca a diurese de solutos. 


Diminuição do volume de urina 


A oligúria é a excreção de menos de 500 mL de urina em 24 horas, 
enquanto a anúria é a supressão quase total da formação de urina. A 
deprivação de água causa uma redução do volume de urina mesmo 
antes do aparecimento de sinais e sintomas de desidratação. A oligúria 
pode ter início abrupto, como observa-se na insuficiência renal aguda, 


ou pode ser decorrente de uma doença renal crônica progressiva. Em 
ambos os casos, pode haver retenção de produtos nitrogenados resi- 
duais (azotemia) (ver Cap. 14). 

As causas de insuficiência renal aguda são classicamente categori- 
zadas em: 

Pré-renal. A perda do volume intravascular pode resultar de hemor- 
ragias ou desidratação associada a diarreia prolongada, vômitos, sudo- 
rese excessiva ou queimaduras graves. O fenômeno conhecido como 
terceiro espaço consiste na transferência dos líquidos intravasculares 
para os espaços extracelulares. Condições como insuficiência cardía- 
ca congestiva, sépsis, anafilaxia ou oclusão embólica da artéria renal 
podem acarretar a diminuição do fluxo sanguíneo renal. 

Pós-renal. A hidronefrose bilateral, que resulta de uma obstrução 
de alto grau ou prolongada do trato urinário, pode estar associada a 
uma diminuição marcante do fluxo urinário e, até mesmo, à anúria. 
Essa condição pode ocorrer em casos de carcinoma e hiperplasia da 
próstata. A obstrução ureteral bilateral causada por cálculos, coágulos 
e tecido fragmentado, assim como a obstrução uretral decorrente de 
estenose ou válvulas, são outras formas de obstrução. A anúria asso- 
ciada à terapia com sulfonamida e à desidratação deve-se à obstrução 
causada pela precipitação de cristais nos túbulos renais quando o pH 
urinário se torna acídico. 

Doença do parênquima renal. A possível existência dessa doença 
deve ser considerada somente após a exclusão de outras causas pré e 
pós-oligúria. A lista de condições é extensa e inclui vários distúrbios 
vasculares, glomerulonefrite aguda, nefrite intersticial e necrose tubu- 
lar aguda (NTA). A isquemia renal é causa comum de NTA, em razão 
tanto da insuficiência cardíaca quanto da hipotensão. Inúmeros agen- 
tes nefrotóxicos podem produzir NTA, tais como antibióticos diversos, 
mercúrio, cádmio, tetracloreto de carbono e glicerol. Outras etiologias 
incluem hemoglobinúria e mioglobinúria associadas à hemólise e ao 
dano muscular, respectivamente, bem como presença de quantidades 
excessivas de proteínas ou cristais no interior dos túbulos. 

A insuficiência renal crônica — uma perda progressiva e irreversível 
da função renal — resulta de várias entidades patológicas. Entre elas, 
estão a nefrosclerose hipertensiva e associada ao diabetes, a glomeru- 
lonefrite crônica, a doença renal policística e outros distúrbios uroló- 
gicos. A gravidade específica da urina é baixa e pode haver evidências 
de proteinúria, cilindros e células renais. Pielonefrite ou nefrite inters- 
ticial causam principalmente disfunção tubular com poliúria no iní- 
cio da doença, contudo, subsequentemente, surge uma oligúria tardia 
decorrente da insuficiência renal crônica. 


Gravidade específica e osmolalidade 

O volume excretado e a concentração de solutos da urina são para- 
metros modificados pelos rins com o intuito de manter a homeostasia 
hídrica e eletrolítica corporal. As medidas de gravidade específica e 
osmolalidade refletem o grau relativo de concentração ou diluição da 
amostra de urina. Esses dados ajudam a avaliar a capacidade renal de 
concentração e diluição. Foi demonstrado que ambos os índices, bem 
como a cor da urina, são indicadores confiáveis dos status de hidrata- 
ção (Armstrong, 1998). 

A gravidade específica da amostra indica a proporção relativa de 
componentes sólidos dissolvidos em relação ao volume total da amos- 
tra. Portanto, essa medida reflete a densidade da amostra. A osmola- 
lidade, por outro lado, indica o número de partículas de soluto por 
unidade de solução. Partículas maiores, como proteínas e açúcares, 
tendem a aumentar a gravidade específica de forma mais intensa do 
que os eletrólitos menores. Em situações críticas, a determinação da 
osmolalidade da urina (e do plasma) é preferível à determinação da 


gravidade específica. 


Gravidade específica 

Ureia (20%), cloreto de sódio (25%), sulfato e fosfato contribuem 
para a maior parte da gravidade específica da urina normal. Adultos 
normais com ingestão adequada de líquidos produzem urina com 
gravidade específica entre 1,016 e 1,022 em um período de 24 horas. 
Entretanto, rins normais têm a capacidade de produzir urina com 
gravidade específica variável entre 1,003 e 1,035. Se uma amostra de 
urina obtida ao acaso apresenta gravidade específica de 1,023 ou mais, 
a capacidade de concentração da urina pode ser considerada normal. 


A gravidade específica mínima após uma carga de água deve ser menor 
que 1,007. 

Urinas com baixa gravidade específica (menor que 1,007) são deno- 
minadas hipostenúricas. No diabetes insípido, a perda da capacida- 
de de concentração (como já descrito) resulta na geração de grandes 
volumes de urina com gravidade específica de até 1,001 (a gravidade 
específica da água vale 1,000). A excreção prolongada de urina com 
baixa gravidade específica também pode ser observada em várias ano- 
malias renais, tais como pielonefrite e glomerulonefrite. Gravidades 
específicas altas podem ser encontradas após desidratação/perda de 
quantidades excessivas de água, insuficiência suprarrenal, doença 
hepática ou insuficiência cardíaca congestiva. Uma condição denomi- 
nada isostenúria tem lugar quando várias amostras de urina obtidas 
de um mesmo paciente apresentam pouca ou nenhuma variabilidade 
e gravidade específica com valor fixo de aproximadamente 1,010. A 
detecção dessa condição é indicativa da existência de uma lesão renal 
severa com comprometimento das capacidades renais de concentra- 
ção e diluição. 

Métodos. Existem vários métodos que permitem determinar a gravi- 
dade específica: tiras reativas, refratômetro, urinômetro e método do 
gotejamento. 

Tiras reativas. Trata-se de um método indireto para medir a gra- 
vidade específica. A área reativa contém três ingredientes principais: 
polieletrólito, substância indicadora e tampão. O princípio dessa 
metodologia baseia-se na mudança de pK, de polieletrólitos pré-trata- 
dos em relação à concentração iônica da urina. Quando essa concen- 
tração é alta, o pK, diminui, assim como ocorre com o pH. A substân- 
cia indicadora, então, muda de cor conforme a concentração iônica, 
e esse fenômeno é traduzido em valores de gravidade específica. Esse 
método não é afetado por quantidades elevadas de glicose, proteínas 
ou contraste radiológico, que tendem a elevar as leituras de gravidade 
específica obtidas com refratômetros e urinômetros descritos a seguir. 

Refratômetro. Esse é igualmente um método indireto. O índice refra- 
tivo de uma solução está relacionado ao seu conteúdo de sólidos dissol- 
vidos. Esse índice corresponde à proporção entre velocidade da luz no 
ar e velocidade da luz na solução. Varia diretamente com a proporção 
de partículas em solução e, portanto, com a gravidade específica. 

O refratômetro clínico é um dispositivo que requer apenas algumas 
gotas de urina (diferente do urinômetro, que requer 15 mL de urina). 
Embora o refratômetro determine o índice refrativo de uma solução, 
a escala adotada é válida somente para a urina e não pode ser utiliza- 
da para indicar a gravidade específica de soluções de sais ou açúcares. 
É preciso lembrar desse detalhe caso sejam utilizadas soluções salinas 
para calibração. Devem ser elaborados gráficos especiais para converter 
os números da escala do índice refrativo em concentração de soluto de 
soluções aquosas, caso essa conversão seja necessária (American Optical 
Catalog, nº 10403). A leitura da gravidade específica no refratômetro 
em geral é discretamente menor (em aproximadamente 0,002) do que a 
leitura feita com urinômetro utilizando a mesma amostra de urina. 
Procedimento. Existe um modelo manual com compensação de tem- 
peratura. O instrumento conta com mecanismo de compensação da 
temperatura entre 15,6°C (60°F) e 37,8°C (100°F), que é danificado 
por temperaturas acima de 65,6°C (150ºF) e pela imersão da ocular e 
do anel de focalização na água. Sua leitura deve ser igual a zero para 
água destilada, e a leitura do zero pode ser reconfigurada sempre que 
necessário. Para tanto, remove-se o lacre localizado sobre o parafuso 
de ajuste e gira-se este com auxílio de uma pequena chave de fenda, 
recolocando o lacre em seguida. A calibração deve sempre ser checa- 
da diariamente. Como forma adicional de checagem, uma solução de 
sulfato de cobre pode ser ajustada para monitorar o elevado nível de 
gravidade específica. | 

Para determinar a gravidade específica da urina, as superfícies da 
cobertura e do prisma devem ser limpas com algumas gotas de água 
destilada e pano umedecido e, depois, deixadas para secar. Em segui- 
da, a cobertura deve ser fechada. Segurando em posição horizontal, 
aplica-se uma gota de urina na parte inferior chanfrada da cobertura, 
de modo que a amostra corra sobre a superfície do prisma por ação 
capilar. Então, aponta-se o instrumento na direção de uma fonte de 
luz, em um ângulo que ofereça contraste ideal. A ocular deve ser gira- 
da até a focalização da escala. O operador faz a leitura diretamente na 
escala de gravidade específica, a fina linha divisória entre o contraste 
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464 declaro e escuro. O processo deve ser integralmente repetido com um 


segunda gota de urina proveniente da mesma amostra. 

Urinômetro. Trata-se de um hidrômetro adaptado para medir dire- 
tamente a gravidade específica da urina à temperatura ambiente. Esse 
aparelho deve ser checado todos os dias, medindo-se a gravidade 
específica da água destilada. Se o urinômetro não fornecer uma lei- 
tura igual a 1,000, significa que é necessário aplicar a devida correção 
a todas as leituras obtidas com o aparelho. A acurácia de um urinô- 
metro pode ser ainda avaliada utilizando-se soluções com gravidade 
específica conhecida. 

Como a temperatura influencia a gravidade específica, as amostras 

de urina devem atingir a temperatura ambiente antes de serem subme- 
tidas à leitura. Alternativamente, utiliza-se um fator de correção igual 
a 0,001 para cada 3°C acima ou abaixo da temperatura de calibração 
indicada no urinômetro. Também devem ser implantadas as devidas 
correções considerando o conteúdo de proteínas ou glicose presente, 
subtraindo-se 0,003 a cada 1 g/dL para proteínas e 0,004 a cada 1 g/dL 
para glicose. 
Procedimento. Cerca de três quartos do reservatório do urinômetro 
são preenchidos com urina (o volume mínimo necessário é 15 mL). 
O aparelho é inserido em movimentos giratórios para garantir que 
flutue livremente. (Ao fazer a leitura no urinômetro, certifique-se 
de não tocar em ambas as laterais nem na parte inferior do cilindro. 
Evite a formação de bolhas de ar, pois elas dificultam a visualização do 
menisco.) É a parte inferior do menisco que deve ser lida. 

Método do gotejamento. Trata-se de um método direto para medir 
a gravidade específica. É mais acurado do que o refratômetro e mais 
preciso do que o urinômetro. Esse método emprega uma coluna espe- 
cialmente projetada que é preenchida com óleo imiscível em água. 
Uma gota de urina previamente medida é introduzida na coluna e, ao 
cair e se deslocar por ela, encontra dois feixes de luz. Ao atingir o pri- 
meiro feixe, a gota aciona o cronômetro e, ao atingir o segundo feixe, o 
desliga. O tempo de queda é medido eletronicamente e expresso como 
gravidade específica (Free, 1996). 


Osmolalidade 

Um indivíduo adulto normal cuja ingestão de líquidos é normal 
irá produzir uma urina com cerca de 500 a 850 mOsm/kg de água. O 
rim normal é capaz de produzir uma osmolalidade urinária na faixa 
de 800 a 1.400 mOsm/kg de água no estado de desidratação e uma 
osmolalidade urinária minima de 40 a 80 mOsm/kg de água na diure- 
se hídrica. Após um período de desidratação, a osmolalidade da urina 
deve ser entre 3 e 4 vezes a do plasma (p. ex., diante de uma osmola- 
lidade plasmática de 285 mOsm/kg de água, a urina deve apresentar 
uma osmolalidade de no mínimo 855 mOsm/kg de água). 
Métodos. O método da depressão do ponto de congelamento é comu- 
mente empregado. Uma solução com 1 osmol ou 1.000 mOsm/kg de 
água causa uma depressão do ponto de congelamento equivalente a 
1,86°C abaixo do ponto de congelamento da água. Para saber mais 
sobre o método, consulte o Capítulo 4. 


Triagem bioquímica 


As tiras reativas constituem a metodologia primária para o exame 
bioquímico da urina. Apesar da fácil utilização, essas tiras represen- 
tam reações químicas múltiplas e complexas que envolvem conheci- 
mentos avançados. A Tabela 27.4 lista as recomendações tanto para 
armazenamento quanto para uso das tiras reativas. Embora a leitura 
das tiras seja tradicionalmente realizada de forma manual, hoje exis- 
tem aparelhos automatizados, como o Bayer Atlas, que aspiram um 
volume preciso de urina, depositam-no em uma vareta medidora de 
nível e fazem a leitura por reflectância das reações químicas que ocor- 
rem na tira (Lyon, 2003; Penders, 2002). Tais sistemas fornecem uma 
excelente reprodutibilidade de resultados e não estão sujeitos a algu- 
mas das inconsistências que ocorrem quando mãos humanas tentam 
cronometrar as reações e olhos humanos se esforçam para discriminar 
as diferentes nuances de cor produzidas pelas reações. 

Com relação às tiras reativas, é preciso notar que os métodos mudam 
periodicamente, suas sensibilidades e reações de cor sofrem alterações 
e novas determinações são adicionadas. Os fabricantes fornecem tabe- 
las que contêm as substâncias interferentes mais comuns que devem 


Tabela 27.4 Recomendações referentes às tiras reativas 


Armazenamento 

Proteger contra umidade e calor excessivo 

Armazenar em ambiente frio, porém fora da geladeira 

A cada vez que for usar, verificar se houve descoloração; a ocorrência de 
descoloração pode indicar perda da reatividade 

Não usar tiras nem pastilhas descoradas 

Manter o frasco hermeticamente fechado 

A cada novo lote, verificar as instruções do fabricante quanto a alterações de 
procedimento 


Teste 

Sempre que possível, testar a urina logo após o recebimento 

Retirar apenas um número de tiras reativas que seja suficiente para o uso 
imediato; em seguida, fechar o frasco hermeticamente 

Testar uma amostra de urina bem homogeneizada e livre de espuma 

As amostras de urina devem estar à temperatura ambiente antes de iniciar o teste 

Não tocar a área de teste com os dedos 

Não utilizar as tiras reativas em presença de ácidos voláteis ou vapores alcalinos 

Mergulhar rapidamente a tira reativa na urina (por 1 segundo, no máximo) 

Drenar o excesso de urina — deslizar a extremidade da tira reativa ao longo da 
borda do tubo ou pressionar sua extremidade contra um pedaço de papel 
absorvente 

Não deixar que os reagentes escorram juntos 

Não deixar a tira reativa diretamente sobre a superfície da bancada 

Siga exatamente as recomendações de tempo para cada teste bioquímico 

Segurar a tira reativa próxima da cartela de cores e fazer a leitura sob iluminação 
adequada 

Conhecer as fontes de erro, sensibilidade e especificidade de cada teste com a tira 
reativa 

Estabelecer correlações entre a história do paciente e o teste individual e, 

então, seguir em frente 


ser consultadas. É possível encontrar a interferência causada pelo 
ácido ascórbico e os compostos que levam à produção de urina colo- 
rida, como a fenazopiridina (Piridínio) e outros compostos azo, bem 
como o cloreto de metiltionínio (azul de metileno). Informações mais 
detalhadas acerca das interferências produzidas por compostos qui- 
micos são listadas por Young (1990). 

As medidas bioquímicas mais encontradas com as tiras reativas serão 
discutidas primeiro, seguidas da discussão dos parâmetros bioquimi- 
cos cuja determinação é menos frequente. Uma discussão da aplica- 
ção clínica de cada analito precede a das tiras reativas, bem como a de 
outras metodologias. Os métodos confirmatórios são incluídos quan- 
do disponíveis e necessários. 


pH da urina 

Os rins e os pulmões normalmente trabalham em harmonia para 
manter o equilíbrio acidobásico. O pulmão secreta dióxido de carbo- 
no, enquanto a contribuição renal consiste em recuperar e gerar bicar- 
bonato e secretar íons amônio. O túbulo proximal renal é responsável 
pela parcela correspondente à reabsorção/geração de bicarbonato, 
enquanto o túbulo distal exerce as funções remanescentes. 

As células tubulares trocam íons hidrogênio pelo sódio do filtrado 
glomerular. A atividade metabólica do corpo produz ácidos não volá- 
teis, principalmente sulfúrico, fosfórico e hidroclorídrico, mas tam- 
bém pequenas quantidades de ácidos pirúvico, lático e cítrico, além de 
corpos cetônicos. Estes são excretados pelo glomérulo sob a forma de 
sais (de sódio, potássio, cálcio e amônio) e, com a amônia produzida 
pelos túbulos proximais, podem seguir adiante para capturar os íons 
hidrogênio secretados para eliminação via urina (ver Cap. 14). 


pH normal 

Um indivíduo adulto que consome dieta normal excreta, em média, 
cerca de 50 a 100 mEq de fons hidrogênio em 24 horas para produzir 
urina com pH em torno de 6. Nos indivíduos sadios, o pH urinário 
pode variar entre 4,6 e 8. 


Urina ácida 

Uma urina ácida pode ser produzida por meio da ingestão de die- 
tas ricas em proteína oriunda de carnes e com algumas frutas, como 
cranberries (oxicoco). Durante a acidose respiratória do sono, pode 
ser formada uma urina mais ácida. Do mesmo modo, a acidificação 
terapêutica da urina por vários agentes farmacológicos, incluindo clo- 
reto de amônio, metionina e mandelato de metenamina, é utilizada 
no tratamento de alguns cálculos, como os de fosfato e carbonato de 
cálcio, que tendem a se desenvolver em urinas alcalinas. 

Nos distúrbios acidobásicos, o pH da urina reflete as tentativas de 
compensação por parte dos rins. Pacientes com acidose metabólica ou 
respiratória devem produzir urina ácida, com concentração de íons 
amônio e acidez titulável. Na cetoacidose diabética, grandes quanti- 
dades de íons hidrogênio são excretadas, em grande parte sob a forma 
de ions amônio. Nos casos de depleção de potássio, como ocorre na 
alcalose hipovolêmica por vômito prolongado ou no hipercorticismo, 
ou diante do uso prolongado de diuréticos, pode haver acidúria para- 
doxal com produção de uma urina discretamente ácida na presença de 
alcalose metabólica. 


Urina alcalina 

A urina alcalina pode ser induzida pelo consumo de uma dieta 
rica em certas frutas e vegetais, especialmente frutas cítricas. A urina 
tende a se tornar menos ácida após uma refeição (a conhecida maré 
alcalina). Há muito tempo, acredita-se que esse fenômeno seja uma 
compensação urinária da secreção gástrica. Todavia, estudos recentes 
contestaram essa ideia (Johnson, 1995). Bicarbonato de sódio, citrato 
de potássio e acetazolamida podem ser utilizados para induzir a pro- 
dução de uma urina alcalina no tratamento de alguns tipos de cálculo, 
em particular daqueles compostos de ácido úrico, cistina ou oxalato 
de cálcio. Esses agentes também podem ser empregados em alguns 
casos de infecção urinária (os antibióticos neomicina, canamicina e 
estreptomicina são mais ativos na urina alcalina), na terapia com sul- 
fonamidas e no tratamento do envenenamento por salicilatos. 

A capacidade de trocar íons hidrogênio por cátions e a formação de 
amônia são reduzidas diante do comprometimento da função tubu- 
lar. Na acidose tubular renal clássica, a filtração glomerular permanece 
normal, porém a capacidade tubular distal de formar amônia e trocar 
íons hidrogênio por cátions é defeituosa. A urina é relativamente alca- 
lina e, mesmo com a administração de uma substância de carga ácida, 
não se pode diminuir o pH a valores abaixo de 6 a 6,5. Além disso, a 
acidez titulável e a concentração de amônia estão diminuídas (Singh, 
1995). Há perda de bicarbonato na acidose tubular renal proximal, e o 
mesmo pode ocorrer na síndrome de Fanconi. 

Na alcalose metabólica, há produção de uma urina alcalina com 
níveis elevados de bicarbonato urinário e diminuição da produção de 
amônia. Os rins podem formar urina com pH de até 7,8. Na alcalose 
respiratória, a urina alcalina produzida está associada ao aumento da 
excreção de bicarbonato. 


Métodos 

Tiras reativas. Os indicadores vermelho de metila e azul de bromo- 
timol produzem cores que variam entre alaranjado, verde e azul con- 
forme o pH aumenta, permitindo estimar valores de pH de até meia 
unidade na faixa de 5 a 9. A leitura deve ser realizada imediatamente, 
ainda que o tempo não seja um fator crítico. É preciso ter cautela para 
que as tiras reativas não fiquem excessivamente úmidas onde o tam- 
pão ácido da parte correspondente à proteína corre para dentro da 
parte correspondente ao pH, fazendo-a se tornar alaranjada. 

A determinação do pH e da acidez da urina deve ser sempre realizada 
com amostras obtidas de esvaziamentos recentes. Havendo necessidade 
de obter medidas precisas, o frasco deve ser preenchido a fim de mini- 
mizar O espaço morto, e a urina deve ser hermeticamente vedada. O 
frasco deve ser mantido resfriado, de preferência no gelo, mas não deve 
ser congelado. Enquanto a amostra permanece em repouso, o pH tende 
a aumentar em razão da perda de dióxido de carbono e da produção de 
amônia a partir de ureia associada ao crescimento bacteriano. 
Eletrodo de pH. Apesar de as estimativas de pH obtidas com tiras 
reativas serem suficientes na maioria dos casos, quando se trata de 
pacientes com distúrbios do equilíbrio acidobásico, o pH urinário 
pode ser avaliado com maior acurácia se for medido com um medi- 


dor de pH com eletrodo de vidro. Como o medidor de pH tende a 465 


produzir flutuações, deve ser calibrado imediatamente antes do uso 
com três tampões de pH conhecido. Após a calibração, o eletrodo deve 
ser borrifado com água destilada, limpo e seco com pano. Em seguida, 
esse eletrodo é imerso na amostra de urina e fornece a leitura do pH 
urinário de acordo com a temperatura em que a medição é realizada. 
Acidez urinária titulável. O pH da urina é bastante dependente da 
quantidade de fosfatos mono e dibásico presente. A acidez titulável é 
determinada titulando-se uma alíquota de urina de 24 horas (coleta- 
da no gelo) com uma solução de NaOH 0,1 N, tendo o pH 7,4 como 
ponto final. Essa quantificação pode ser utilizada de forma conjunta 
com a determinação da amônia urinária em casos de pacientes com 
acidose crônica de origem obscura. A acidez titulável considerada 
normal consome cerca de 200 a 500 mL da solução de titulação de 
NaOH 0,1 N (ou 6 mL de NaOH 0,1 N/kg de peso corporal), ou 20 a 
40 mEq/24 horas. Informações acerca desse procedimento podem ser 
encontradas nas edições anteriores deste livro (Henry, 1996). 


Proteína na urina 

Na situação normal, até 150 mg de proteína são excretadas diaria- 
mente pela urina, com uma concentração proteica urinária média que 
varia de 2 a 10 mg/dL, dependendo do volume de urina. Anderson 
et al. (1979) demonstraram a existência de mais de 200 proteínas 
urinárias distintas, derivadas tanto do plasma quanto do trato uri- 
nário. Cerca de um terço do total corresponde à fração da albumina, 
enquanto as demais proteínas plasmáticas incluem as pequenas glo- 
bulinas (a, B e y). Proteínas plasmáticas com peso molecular inferior 
a 50.000 a 60.000 atravessam a membrana basal glomerular e são nor- 
malmente reabsorvidas pelas células dos túbulos proximais renais. A 
albumina, cujo peso molecular vale 69.000, parece ser filtrada, ainda 
que apenas em quantidades muito pequenas. A proteína ligadora de 
retinol, a B,-microglobulina, as cadeias leves das imunoglobulinas e 
a lisozima são secretadas em pequenas quantidades. A glicoproteína 
de Tamm-Horsfall (uromucoide), secretada pelas células dos túbulos 
distais e da alça de Henle ascendente, constitui cerca de um terço ou 
mais do conteúdo de proteína normalmente perdido. A IgA presente 
nas secreções do trato urinário, as enzimas e proteínas originárias das 
células epiteliais tubulares, outras células descamadas e os leucócitos 
também contribuem para o componente proteico da urina. 

A detecção de uma quantidade anormal de proteína na urina é um 
indicador importante de doença renal, uma vez que as proteínas apre- 
sentam uma taxa de reabsorção tubular máxima (Tm) muito baixa. O 
aumento da filtração de proteínas satura rapidamente o mecanismo 
de reabsorção. Métodos de triagem são empregados na rotina para 
diferenciação entre excreção proteica normal e anormal, não devendo, 
portanto, detectar menos de 8 a 10 mg/dL em um indivíduo adulto 
normal com taxa normal de fluxo urinário. O método da tira reati- 
va é sensível à albumina. Como os métodos que utilizam precipitação 
ácida detectam todas as proteínas, também indicam a presença de glo- 
bulinas além da albumina. É importante notar que uma amostra de 
urina bastante diluída coletada ao acaso pode apresentar valores de 
proteína falsamente baixos. Como um resultado positivo para detec- 
ção de proteínas é significativo, deve ser confirmado por um segundo 
método e pela análise repetida de várias amostras. Dependendo dos 
dados obtidos com a história e o exame do paciente, as determinações 
confirmatórias da elevação do conteúdo proteico talvez tenham de ser 
acompanhadas de avaliação da função renal, exame do sedimento uri- 
nário e cultura de urina. 

A proteinúria funcional costuma ser inferior a 0,5 g/dia e pode ser 
observada em diversas situações, nas quais a desidratação contribui 
para a elevação dos níveis de proteína quantificados na urina. Com a 
prática de exercícios extenuantes, surge na urina uma mistura de pro- 
teínas com pesos moleculares altos e baixos, bem como muitos cilin- 
dros, tanto hialinos quanto granulares. A proteinuria funcional tam- 
bém pode acompanhar a insuficiéncia cardiaca congestiva, a exposicao 
ao frio e a febre. Seja qual for o evento, a proteinúria resolve-se com o 
tratamento adequado do paciente ou o repouso em 2 ou 3 dias. 

A proteinuria transitória intermitente é observada ocasionalmente 
em pacientes com história normal, exame físico e função renal tam- 
bém normais. Exceto pela proteinúria ocasional, os resultados da 
urinálise também são normais. Esses pacientes são tipicamente acom- 
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466 panhados a cada 6 meses para detectar uma possível hipertensão ou 


outras anormalidades, e o prognóstico geral é bom. Uma proteinuria 
transitória também pode ocorrer durante a gravidez normal, contu- 
do qualquer evento de proteinúria durante a gestação é um achado 
importante e requer investigação. Uma proteinúria persistente de 1 a 2 
g/dia em indivíduo assintomático, ou quando acompanhada de hema- 
túria, está associada a um prognóstico pior do que aquele da proteinú- 
ria intermitente (transiente) ou da proteinúria postural. 


Proteinúria postural 

A proteinúria postural (ortostática) acomete entre 3 e 5% da popu- 
lação de adultos jovens aparentemente sadios. Nessa condição, a pro- 
teinúria é detectada somente durante o dia, e não à noite, quando o 
paciente assume a posição recumbente (deitado). Alguns desses indi- 
víduos sadios podem desenvolver proteinúria persistente mais adiante. 
Biópsias renais demonstraram a existência de anormalidades envol- 
vendo o glomérulo em certos casos (Robinson, 1961). A proteinúria 
aparentemente está relacionada a uma posição lordótica exagerada e 
pode resultar de isquemia ou congestão renal. À excreção total de pro- 
teínas diária raramente excede 1 g e, na maioria dos casos, nenhuma 
outra evidência de doença renal desenvolve-se. 

Para avaliar a possibilidade de uma proteinúria postural, o paciente 
é instruído a esvaziar a bexiga urinária no momento em que for se dei- 
tar para dormir, à noite. Pela manhã, assim que se levantar, o paciente 
deve esvaziar a bexiga e coletar amostra dessa urina. Depois de per- 
manecer em pé e caminhar por 2 horas, o paciente esvazia a bexiga 
novamente e também coleta amostra dessa urina. As duas amostras de 
urina coletadas pelo paciente são analisadas quanto ao conteúdo pro- 
teico. O paciente apresenta proteinúria postural se a primeira amostra 
for negativa e a segunda, positiva. O paciente deve ser examinado com 
frequência para reavaliação dessa condição. 


Proteinúria no idoso 

A incidência de uma proteinuria significativa detectada por urinálise 
na população idosa é substancialmente maior se comparada ao obser- 
vado na população de indivíduos com menos de 60 anos de idade. 
Estima-se que a população de idosos, em geral, apresente uma inci- 
dência 3 a 4 vezes maior de glomerulonefrite, e aproximadamente um 
quarto desses indivíduos afetados apresenta um distúrbio semelhante 
a uma alteração mínima, que pode responder à terapia com esteroides. 
Nessa população, a existência de malignidades ocultas também pode 
causar o aparecimento de glomerulonefrite com consequente protei- 
núria (Threatte, 1986). 


Quantificação da proteinúria 

Mais informações úteis para o diagnóstico de doença renal e o 
acompanhamento da resposta ao tratamento podem ser obtidas por 
meio da análise quantitativa do conteúdo proteico excretado duran- 
te um período de 24 horas. É preciso notar que a acurácia das medi- 
das de qualquer determinação quantitativa urinária depende do grau 
de adequação e perfeição da coleta da amostra de urina. A obtenção 
de resultados errôneos muitas vezes está relacionada a problemas de 
coleta. Pode ser necessário repetir as medidas para decidir se a protei- 
núria é intermitente ou persistente. 
Proteinuria intensa (> 4 g/dia). Uma perda intensa de proteínas é carac- 
teristicamente observada na síndrome nefrótica. Na situação clássica, 
baixos níveis séricos de albumina, edema generalizado e aumento dos 
níveis séricos de lipídeos (colesterol, triglicerídeos e fosfatideos) acom- 
panham esse distúrbio. A concentração sérica de lipoproteínas — LDL e 
VLDL — está aumentada, enquanto a presença de HDL (uma molécula 
menor) foi demonstrada na urina (de Mendoza, 1976). Foi sugerido que 
a perda de lipoproteína lipase pela urina contribui para a elevação dos 
níveis séricos de lipídeos. A y-globulina também é perdida pela urina, e 
essa perda pode contribuir para a suscetibilidade a infecções bacteria- 
nas comumente encontradas em pacientes nefróticos. Quando há perda 
urinária de lipídeos, muitos cilindros granulares, cilindros de gordura e 
células epiteliais tubulares renais repletas de gordura (corpos adiposos 
ovais) são encontrados no sedimento. Gotículas de éster de colesterol 
podem ser demonstradas por polarização. 

A síndrome nefrótica está associada principalmente a dano/disfun- 
ção glomerular decorrente de (1) doenças renais primárias (incluindo 


doença idiopática) e (2) doenças sistêmicas com envolvimento renal. 
As causas transitórias ou mecânicas incluem insuficiência cardía- 
ca congestiva severa, pericardite constritiva e trombose na veia renal. 
Esta última causa pode ser uma consequência da síndrome nefrótica, 
em razão das perdas de fatores anticoagulantes por meio da urina e 
da elevação dos níveis séricos de fibrinogênio. Em crianças, uma causa 
comum de síndrome nefrótica é a doença de alterações mínimas (tam- 
bém conhecida como lesão nula), um distúrbio glomerular responsivo 
a esteroides. A glomerulonefrite em suas formas aguda, rapidamente 
progressiva e crônica constitui causa de proteinúria intensa e pode ser 
acompanhada da presença de eritrócitos urinários ou de cilindros eri- 
trocitários. O diabetes melito e o lúpus eritematoso são doenças sistê- 
micas que com frequência provocam lesão glomerular e forte proteinú- 
ria. O sedimento urinário pode ser “telescopado’, ou seja, exibir todos 
os tipos de células e cilindros na nefrite lúpica ou com uma reação de 
hipersensibilidade. Malária, hipertensão maligna, toxemia da gravidez, 
metais pesados (ouro, mercúrio), fármacos (penicilamina), neoplasias 
em geral, amiloidose, anemia falciforme, rejeição de transplante renal 
e, mais raramente, síndrome antifosfolipídica primária (Levy, 1998) 
constituem causas adicionais de proteinúria intensa. 

Proteinúria moderada (1 a 4 g/dia). A proteinúria moderada pode 
ser encontrada na vasta maioria das doenças renais, incluindo aquelas 
já mencionadas, bem como na nefrosclerose, no mieloma múltiplo e 
nas nefropatias tóxicas. Também incluídas estão as condições degene- 
rativas, malignas e inflamatórias que afetam o trato urinário inferior, 
entre as quais as condições causadoras de irritação, como a presença 
de cálculos. 

Proteinúria mínima (< 1 g/dia). Uma proteinúria mínima pode ser 
notada na pielonefrite crônica e, nesse caso, poderá ser intermitente. 
Nas fases relativamente inativas das doenças glomerulares, também 
é possível observar essa condição. Nefrosclerose, nefrite intersti- 
cial crônica, doenças congênitas (p.ex., doença policística e doença 
cística medular) e doenças tubulares renais são outras situações em 
que uma proteinúria mínima pode ser detectada. O sedimento uri- 
nário costuma estar normal nas doenças tubulares, contudo é pos- 
sível encontrar eritrócitos, leucócitos e células tubulares na nefrite 
intersticial. Achados significativos no sedimento urinário às vezes são 
acompanhados de resultados que indicam traços de proteínas. Uma 
proteinúria mínima também ocorre nas proteinúrias posturais e na 
proteinúria transitória. 


Categorias qualitativas de proteinúria 

A detecção dos tipos de proteinúria presentes na urina requer a 
separação eletroforética das proteínas urinárias. Com base nesses e em 
outros achados clínicos, é possível separar a proteinúria em padrões 
glomerular e tubular, indicando qual parte do néfron está primaria- 
mente envolvida. Entretanto, essas entidades anatômicas tendem a se 
misturar à medida que a doença avança. 
Padrão glomerular. A doença glomerular causa uma proteinúria que 
pode ser intensa (> 3 — 4 g/dia). Uma perda ou redução da carga negati- 
va fixa da membrana basal glomerular permite que grande quantidade 
de albumina permeie o espaço de Bowman, ultrapassando a quantidade 
que pode ser reabsorvida pelas células tubulares proximais. Quando a 
albumina sérica é perdida pela urina, outras proteínas de tamanho ou 
carga similares também são perdidas (p. ex., antitrombina, transferrina, 
pré-albumina, glicoproteína-ot, ácida, Ot,-antitripsina). Como a função 
tubular ainda pode estar normal, as proteínas plasmáticas de tamanho 
bem pequeno são intensamente reabsorvidas. As proteínas grandes, por 
outro lado, não são observadas na urina enquanto o glomérulo perma- 
necer seletivo (p. ex., 0,-macroglobulina e B-lipoproteina). Conforme 
as proteínas maiores vão aparecendo, a proteinúria torna-se menos sele- 
tiva, indicando a existência de um dano glomerular maior (p. ex., com 
nefropatia membranosa e glomerulonefrite proliferativa). 
Padrão tubular. Esse padrão está associado à perda de uma pequena 
quantidade de proteínas urinárias que, de outro modo, seriam ampla- 
mente reabsorvidas. Essas proteínas, em geral, são de baixo peso molecu- 
lar (p. ex., 0-microglobulina, B-globulinas, como a B,-microglobulina, 
cadeias leves de imunoglobulinas e lisozimas), e não apresentam nenhu- 
ma predileção por moléculas com tamanho aproximado ao da albumi- 
na. O radioimunoensaio possibilita quantificar a excreção urinária de 
B,-microglobulina em microgramas, como indicação de dano tubular. 


A excreção normal dessa proteína é de aproximadamente 100 ug/dia. 
Um padrão de proteinúria tubular é observado nos casos de doença 
tubular renal, como na síndrome de Fanconi, na cistinose, na doença 
de Wilson e na pielonefrite, bem como na rejeição de transplante renal. 
A quantidade de proteinúria é tipicamente menor do que a observada 
nas doenças glomerulares, sendo de cerca de 1 a 2 g/dia. A proteinúria 
tubular pode não ser detectada por meio do teste com tiras reativas, em 
razão da ausência ou da escassez de albumina, porém certamente pode 
ser detectada pelo método da precipitação ácida. 

Proteinúria por extravasamento. A proteinúria por extravasamento 
decorre do transbordamento dos níveis excessivos de uma proteína na 
circulação, e pode envolver a perda urinária de hemoglobina, mioglo- 
bina ou imunoglobulina. Essas proteínas inicialmente não estão asso- 
ciadas a doenças glomerulares ou tubulares, contudo podem causar 
dano renal por si mesmas. À mioglobina pode causar necrose tubular 
aguda (ver Mioglobina). A hemoglobina, quando em pequena quanti- 
dade, não é considerada tóxica, desde que na ausência de hipovolemia. 
Proteinúria de Bence Jones. A proteinúria de Bence Jones está asso- 
ciada a mieloma múltiplo, macroglobulinemia e linfomas malignos. 
A incidência desse tipo de proteinuria no mieloma múltiplo foi esti- 
mada em 50 a 80%, no entanto sua demonstração depende bastante 
da técnica utilizada. A proteína de Bence Jones pode passar completa- 
mente desapercebida se for utilizado apenas um único teste com tira 
reativa para proteínas. Os métodos de eletroforese e eletroforese por 
imunofixação (immunofixation electrophoresis - IFE) são os melhores 
métodos para sua detecção e quantificação. 

A excreção de grandes quantidades de proteína de Bence Jones, por 
vezes muitas gramas em 24 horas, faz com que as células tubulares 
sofram deterioração em razão dos elevados níveis de proteínas reab- 
sorvidas. Pode haver formação de inclusões dentro dessas células, e 
células descamadas podem gerar cilindros no lúmen tubular. Os cilin- 
dros também se formam a partir da mistura de imunoglobulinas com 
proteína de Tamm-Horsfall. Com a insuficiência renal, diminui a reab- 
sorção proteica e aumenta a concentração urinária de proteínas de 
Bence Jones, entre outras. O dano renal por vezes é denominado rim 
de mieloma, que pode ser acompanhado de síndrome nefrótica. 
Microalbuminúria. Trata-se da presença de albumina na urina em 
concentração acima do normal, porém abaixo da faixa detectável por 
meio dos métodos convencionais que empregam vareta medidora de 
nível de urina. Diversos autores sugeriram que esses níveis urinários 
de albumina mais baixos, com uma variação entre 20 e 200 mg/L 
(ou com taxa de excreção próxima de 20 — 200 ug/min), atuam como 
indicadores da existência de um dano glomerular ainda inicial e pos- 
sivelmente reversível (Mogensen, 1984; Viberti, 1982). Em pacientes 
diabéticos, a microalbumintria está associada a um aumento de 4 a 
6 vezes da taxa de mortalidade cardiovascular e constitui um fator de 
risco independente de mortalidade renal (Zelmanovitz, 1998; Bakris, 
1996). É também mais prevalente em indivíduos hipertensos (Gerber, 
1998). Várias metodologias foram introduzidas, entre as quais siste- 
mas de testes imunológicos e tiras de reações químicas para fixação de 
corantes, ambas discutidas a seguir. 


Métodos 

Existem diversos métodos para triagem e quantificação disponíveis 
para analisar o conteúdo proteico da urina. Em razão das sérias impli- 
cações de um resultado positivo de triagem, é importante confirmar 
os resultados por meio de um segundo método, distinto do anterior. 
Os testes de triagem comuns incluem o teste com tiras reativas colo- 
rimétrico qualitativo/semiquantitativo, bem como o teste baseado no 
método da precipitação (ver a Tab. 27.5). 

Resultados acurados são obtidos utilizando-se tiras reativas somen- 
te quando a concentração de albumina está aumentada. Em razão da 
falta de sensibilidade da tira reativa às globulinas, pode ser necessário 
utilizar o método da precipitação ácida para fins de triagem. Isso irá 
depender da população de pacientes analisada e das doenças que estão 
sendo pesquisadas na triagem. As tiras reativas proporcionam a van- 
tagem de evitar reações falso-positivas com iodetos orgânicos, como 
aqueles utilizados como contrastes para exames de raios X, tolbutami- 
das ou outros compostos. 

A maioria dos demais métodos de triagem qualitativos baseia-se na 
precipitação de proteínas (p. ex., com calor e ácido acético, com ácido 


Tabela 27.5 Teste de triagem para detecção de proteinúria 


Constituintes ou condição Tira reativa Precipitação ácida 
da urina 

Urina alcalina altamente tamponada Pode causar FP Pode causar FN 
Metabólitos de fármacos Sem efeito Pode causar FP 
Contraste radiográfico Sem efeito Pode causar FP 
Turbidez Sem efeito Pode causar FP 
Grupos de amônio quarternário Pode causar FP Sem efeito 


ou clorexidina 


FP = falso-positivo; FN = falso-negativo. 


nítrico e com ácidos sulfossalicílico [SSA] e tricloroacético). Esses 
métodos precipitam tanto as globulinas quanto a albumina. Na prá- 
tica, a negatividade para tiras reativas com positividade para meto- 
dologia de SSA das amostras de urina são atribuíveis à coloração para 
exame de raios X, às penicilinas e apenas raramente a um aumento 
isolado dos níveis de globulinas. O SSA e o ácido tricloroacético são 
utilizados para precipitar proteínas a frio e também como métodos de 
triagem convenientes. A sensibilidade permite detectar concentrações 
de até 0,25 mg/dL, dependendo da técnica adotada. 

Tiras reativas. Este método tira vantagem do erro proteína-relacio- 
nado dos indicadores de pH. Como as proteínas possuem carga em 
pH fisiológico, sua presença modifica o pH. A tira reativa é impregna- 
da com azul de tetrabromofenol tamponado a um pH ácido de valor 
igual 3, ou com tetracolorofenol-tetrabromossulfoftaleína. Na ausên- 
cia de proteínas, a tira exibe cor amarela. Decorridos 30 a 60 segundos 
da aplicação da amostra de urina, observa-se o desenvolvimento de 
várias nuances verdes, dependendo do tipo e da concentração de pro- 
teínas presentes na amostra. Os resultados podem ser lidos, em um 
sistema “extra”, como negativos, traços e de intensidade 1+ a 4+. A 
maioria dos métodos irá detectar entre 5 e 20 mg de albumina/dL. 

Como já mencionado, as tiras reativas tendem a ser mais sensíveis 
à albumina do que às globulinas, à proteína de Bence Jones ou às 
mucoproteínas. Os resultados que indicam “traços” podem ser obti- 
dos diante da excreção fisiológica normal de proteínas em amostra de 
urina concentrada provenientes de indivíduos sadios. Níveis altos de 
sais geram resultados com leituras menores. Amostras de urina excep- 
cionalmente alcalinas e/ou altamente tamponadas podem produzir 
resultados positivos na ausência de proteinúria significativa (p. ex., 
nos casos de pacientes que utilizam medicamentos alcalinos ou apre- 
sentam contaminação bacteriana). Resultados falsamente positivos 
podem ser produzidos em presença de compostos de amônio quar- 
ternário, amidoaminas que entram na composição de amaciantes de 
roupas, cloro-hexidina e com a lavagem excessiva em tampão ácido 
pela umidificação exagerada das tiras de teste. O método não é afetado 
pela turbidez da amostra, pelos meios radiológicos nem pela maioria 
das dos fármacos e seus metabólitos. 

Método do ácido sulfossalicílico — qualitativo. Este método depen- 
de da formação de um precipitado para determinação da presença de 
proteínas. 

Procedimento. As amostras devem ser centrifugadas, e o sobrena- 
dante límpido deve ser utilizado. Um volume aproximado de 3 mL 
de sobrenadante de urina em um tubo de ensaio limpo deve receber 
um volume equivalente de alíquota de uma solução de SSA a 3%. 
Para misturar os compostos, o tubo de ensaio deve ser invertido e, em 
seguida, deixado em repouso por exatamente 10 minutos. Então, o 
tubo de ensaio deve ser invertido mais duas vezes. Sob a iluminação 
comum do quarto (sem acender uma lâmpada), observa-se o grau de 
turbidez e/ou precipitação da mistura, e os resultados são classificados 
conforme as seguintes características: 

Negativo = ausência de turbidez (~ 5 mg/dL ou menos) 

Traços = turbidez perceptível (~ 20 mg/dL) 

1+ = Turvação distinguível, porém ausência de granulação (~ 50 mg/dL) 
2+ = Turbidez com granulação, porém sem floculação (~ 200 mg/dL) 
3+ = Turbidez com granulação e floculação (~ 500 mg/dL) 
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468 4+ = Acúmulos de proteína precipitada ou precipitado sólido (~1 


g/dL ou mais) 

Esse método irá detectar concentrações da ordem de 5 a 10 mg/dL. 
Albumina, globulinas, glicoproteínas e proteínas de Bence Jones são 
todas detectadas. Altas concentrações de detergentes podem levar a 
resultados menores. Na presença de corante radiológico, a precipita- 
ção de SSA aumenta durante o repouso e é possível observar cristais 
ao exame microscópico do precipitado. Nessa situação, é preciso testar 
outra amostra de urina do paciente. Os efeitos do meio radiológico, 
no entanto, podem permanecer por até 3 dias. O teste com tira reati- 
va pode ser substituído ou pode ser utilizado o método que emprega 
calor e ácido acético. Nesse método, o meio de contraste é eliminado 
pela ação do calor, enquanto a detecção de proteínas é intensificada. 
Determinações quantitativas de proteínas e métodos confirmató- 
rios. As determinações quantitativas do conteúdo proteico da urina 
são tipicamente adaptações de um dentre os vários métodos de preci- 
pitação, ou são ensaios colorimétricos por natureza. O SSA e o ácido 
tricloroacético (TCA) são empregados com frequência como agentes 
precipitantes. A turbidez produzida pode ser quantificada com auxílio 
de um fotômetro ou nefelômetro. Caso seja realizada uma interpre- 
tação visual, é possível utilizar um conjunto de padrões em forma de 
géis, comercialmente disponível, com concentrações corresponden- 
tes a 10, 20, 30, 40, 50, 75 e 100 mg/dL. Nesse caso, os resultados são 
expressos em mg/dL, diferentemente do método “extra” empregado 
nos testes de precipitação para triagem. Com o SSA, a turbidez pro- 
duzida com albumina é 2,4 vezes maior do que aquela produzida com 
globulina, e polipeptídeos, glicoproteínas e proteínas de Bence Jones 
também são precipitadas por esse método. Historicamente, o reagente 
de Exton contém ácido sulfossalicílico, sulfato de sódio e indicador 
azul de bromofenol. O TCA, por outro lado, faz as y-globulinas preci- 
pitarem com maior turbidez do que a albumina, embora a diferença 
observada não seja marcante. 

Existem métodos quantitativos mais adequados à quantidade meno- 
res de proteínas. Nesses métodos, um precipitado de TCA é dissolvi- 
do em hidróxido de sódio e quantificado pela reação com biureto. O 
método quantitativo do TCA-biureto é cansativo, porém apresenta 
uma boa precisão. Utiliza-se um blank para correção da cor. Lizana et 
al. (1977) comparam os métodos do biureto com o método da turbi- 
dez pelo SSA. 

Existem diversos métodos colorimétricos de fixação de corantes 
para quantificação da concentração de proteínas na urina. Entre esses, 
estão os métodos de azul de Coomassie, Ponceau S e o da turbidez 
com cloreto de benzetônio (McElderry, 1982). O molibdato de piroga- 
lol vermelho também reage com proteínas para formar um complexo 
de cor púrpura-azulada que absorve luz a 600 nm. 

Os métodos utilizados para quantificar proteínas urinárias são con- 
siderados insatisfatórios. Os participantes dos testes de proficiência 
do College of American Pathologists (CAP) devem ser alertados sobre 
a variação de aproximadamente duas vezes das médias entre os méto- 
dos, com o método do SSA produzindo valores altos. O grau de preci- 
são é fraco, e o método turbidimétrico do SSA apresenta o coeficiente 
de variação mais precário. Os métodos de turbidez de TCA-biureto, 
azul de Coomassie e TCA apresentam maior concordância e um coe- 
ficiente de variação equivalente à metade do coeficiente de variação 
associado ao método do SSA. Os problemas decorrem da falta de 
padronização dos métodos. No que se refere aos métodos de turbidez, 
a falta de padronização reflete-se no uso de concentrações de ácido e 
intervalos de tempo diferentes, assim como na variação do padrão de 
proteína. 

Métodos para determinação da microalbuminuria. Concentrações 
muito pequenas de proteínas, como albumina e B,-microglobulina, 
são quantificadas por métodos imunológicos com utilização de anti- 
corpos direcionados às proteínas, métodos nefelométricos ou RIA. O 
teste com tiras reativas Micra II (Boehringer Mannheim, Indianápolis, 
IN) é um sistema de teste imunológico que faz determinações semi- 
quantitativas quase imediatas de pequenas concentrações urinárias 
de albumina (Kutter, 1998). A oxitetraciclina pode causar interferên- 
cias nesse método, o que faz as leituras serem altas. O pH não pro- 
duz interferências. O Clinitek Microalbumin (Bayer Diagnostics, 
Tarrytown, NY) é um método mais moderno, que envolve a ligação 
a corantes e possui alta sensibilidade. Esse método também traz como 


vantagem um teste adicional com adesivo para quantificação simulta- 
nea da concentração de creatinina. A especificidade desse método pela 
albumina não é absoluta, uma vez que o corante também reage com a 
mucoproteína de Tamm-Horsfall. 
Métodos para determinação da proteinúria de Bence Jones. O 
melhor método para detecção da proteína de Bence Jones na urina é a 
eletroforese de proteínas. O procedimento tradicional de eletroforese 
emprega o corante negro de amida e uma amostra de urina concen- 
trada 200 vezes. Métodos mais modernos, que utilizam amostras de 
urina menos concentradas, incluindo uma modificação da coloração 
por azul de Coomassie brilhante, apresentam sensibilidade e especifi- 
cidade comparáveis (Wong, 1997). A presença da globulina de Bence 
Jones ou a produção clonal de imunoglobulinas são indicadas pelo 
aparecimento de único pico pontiagudo na região correspondente 
à globulina da eletroforese de proteínas. A globulina de Bence Jones 
representa as cadeias leves K ou À das imunoglobulinas. 

A proteína de Bence Jones precipita a temperaturas entre 40 e 60°C, e 
é redissolvida a aproximadamente 100ºC. Outros métodos dependem 
da precipitação da proteína a frio com sais, sulfato de amônio e áci- 
dos. Diante de uma intensa proteinúria de Bence Jones, a maioria dos 
métodos produz resultados positivos. Quando há apenas uma pequena 
quantidade dessa proteína ou se outras globulinas estiverem presen- 
tes, os resultados obtidos podem ser duvidosos. Reações falso-positivas 
são observadas quando outras globulinas precipitam por ação do ácido 
acético no método da precipitação pelo calor. Pode ocorrer uma reação 
falso-negativa caso a proteína de Bence Jones esteja demasiadamente 
concentrada e a fervura não redissolva o precipitado. 


Glicose e outros açúcares na urina 


Vários açúcares podem ser encontrados na urina sob certas circuns- 
tâncias, sejam patológicas ou fisiológicas. Esses açúcares são glicose, 
frutose, galactose, maltose, pentose e sacarose. À glicose, discutida a 
seguir, é sem dúvida o açúcar mais comum. 


Glicose 

A presença de quantidades detectáveis de glicose na urina é denomi- 

nada glicosúria. Essa condição ocorre sempre que os níveis de glicose 
no sangue excedem a capacidade de reabsorção dos túbulos renais. A 
presença de glicose na urina ocorre diante de diferentes níveis san- 
guíneos do açúcar, e não só em casos de hiperglicemia concomitante. 
O fluxo sanguíneo glomerular, a taxa de reabsorção tubular e o fluxo 
urinário também influenciam no seu aparecimento. Havendo hiper- 
glicemia, contudo, a glicosúria costuma ocorrer diante de níveis san- 
guíneos acima de 180 a 200 mg/dL. A glicosúria pode ser observada 
nas várias condições distintas descritas a seguir. 
Diabetes melito. Embora a hiperglicemia isolada não seja necessa- 
riamente indicativa de diabetes melito, o aparecimento de glicose na 
urina precisa ser investigado. Quando o paciente apresenta glicosú- 
ria, esta é tipicamente acompanhada de poliúria e sede. A utilização 
inadequada dos carboidratos pelo organismo desses pacientes resulta 
na elevação dos níveis de cetona no sangue e na urina, em razão do 
aumento do metabolismo lipídico. 

No caso dos indivíduos diabéticos, o método que utiliza amostras 
de urina em vez de sangue para detectar glicose traz como vantagens a 
ausência de dor e o baixo custo. A quantificação de glicose na urina é 
mais útil para indivíduos com diabetes bem controlada, que não pre- 
cisam ajustar com frequência a insulina e os agentes hipoglicêmicos. 
No diabetes insulino-dependente, um resultado negativo de quanti- 
ficação de açúcar na urina pode corresponder a uma ampla faixa de 
níveis séricos de glicose que, por sua vez, pode ser atribuída à gran- 
de variação do limiar renal apresentada pelos pacientes com diabe- 
tes. Sendo assim, as determinações realizadas com amostras de urina 
podem conduzir ao erro e, por esse motivo, é preferível que o paciente 
monitore em casa os próprios níveis sanguíneos de glicose. 

O monitoramento da glicosúria em paciente diabéticos não está livre 
de problemas. Pode ser difícil interpretar as tiras reativas diante de níveis 
de glicose de 1 g/dL (1%) e 2 g/dL (2%), de modo que pode ser mais 
eficaz adotar testes de redução de cobre ou testes mais modernos, bem 
como usar tiras reativas mais sensíveis. Com o método do comprimido 
Clinitest, pacientes com diabetes podem estimar níveis de substâncias 
redutoras presentes na urina de até 10 g/dL, utilizando apenas uma gota 


de amostra em vez de 2 a 5. Em algumas clínicas, a quantificação de 
glicose na urina de 24 horas é considerada útil para o monitoramento 
dos pacientes. Esse método representa um intervalo de tempo maior e, 
aliado à determinação dos níveis sanguíneos de hemoglobina glicada, 
contribui para a supervisão geral e prolongada da doença. 

Vários estudos concentraram-se na utilidade do exame de urina com 

vareta medidora de nível para determinação da glicosúria como méto- 
do de triagem para o diabetes, e os resultados obtidos foram mistos. 
Bullimore & Keyworth (1997) voltaram-se para o acompanhamen- 
to de pacientes com mais de 50 anos de idade, no cenário da prática 
geral, e constataram que esse método é pratico e efetivo. Friderichsen 
& Maunsbach (1997) chegaram a uma conclusão oposta. Esses pesqui- 
sadores sugeriram que, se a triagem do diabetes é realizada na prática 
geral, a quantificação da glicose no sangue deve ser realizada nos casos 
de pacientes que pertencem aos grupos de risco aumentado para dia- 
betes gestacional. A análise de rotina da glicose com vareta medidora 
de nível pode identificar mulheres grávidas com risco aumentado de 
desenvolver diabetes gestacional (Gribble, 1995). 
Outras causas de glicosúria. A glicosúria com hiperglicemia conco- 
mitante é observada em vários distúrbios endócrinos (ver Tab. 16.3), 
que incluem distúrbios envolvendo a pituitária e a suprarrenal, tais 
como acromegalia, síndrome de Cushing, hiperadrenocorticismo, 
tumores funcionais de células pancreáticas o ou B, hipertireoidismo e 
feocromocitoma. A doença pancreática com perda de células das ilho- 
tas funcionais também está associada à glicosúria — exemplificando, 
carcinoma, pancreatite e fibrose cística. 

Inúmeras outras causas de glicosúria com hiperglicemia foram 
identificadas. Entre estas, distúrbios afetando o sistema nervoso cen- 
tral (SNC), incluindo tumores ou hemorragia, doença hipotalâmica e 
asfixia. Distúrbios metabólicos associados a queimaduras, infecções, 
fraturas, infarto do miocárdio e uremia, bem como doença hepática, 
doenças do armazenamento de glicogênio, obesidade e alimentação 
após o jejum, podem estar associados à glicosúria. O mesmo ocorre 
com certos fármacos (p. ex., tiazidas, corticosteroides e hormônio ade- 
nocorticotrófico [ACTH], e pílulas anticoncepcionais). 

Na gravidez, há um aumento da taxa de filtração glomerular, e toda 
a glicose filtrada pode não ser reabsorvida. Nessa situação, a glicosú- 
ria pode aparecer diante de níveis sanguíneos de glicose relativamente 
baixos. É preciso investigar a glicosúria persistente ou as concentra- 
ções urinárias de glicose maiores do que apenas traços. Em alguns 
pacientes, o diabetes ocorre somente durante a gravidez. A tolerância 
à glicose também pode diminuir com o avanço da idade, em especial 
nos pacientes com ingestão deficiente de carboidratos, contudo nem 
sempre é acompanhada de glicosúria. 

A glicosúria sem hiperglicemia usualmente está associada à dis- 
função tubular renal. A glicosúria renal hereditária é incomum e está 
associada à redução da reabsorção da glicose. Nas doenças do trans- 
porte tubular renal, a glicosúria pode ser acompanhada do compro- 
metimento da reabsorção de água, aminoácidos, bicarbonato, fosfa- 
to e sódio, segundo um padrão observado na síndrome de Fanconi. 
Galactosemia, cistinose, envenenamento por chumbo e mieloma são 
outros exemplos de condições associadas à disfunção tubular renal e 
à possível glicosúria. 


Outros açúcares na urina 

Pequenas quantidades de dissacarídeos são normalmente excretadas 
na urina — cerca de 50 mg em 24 horas. Nas doenças intestinais, como 
o espru severo ou a enterite aguda, a concentração de dissacarídeos 
pode subir para 250 mg ou mais. Frutose, galactose, lactose, maltose 
e L-xilose são encontradas na urina de pacientes com distúrbios meta- 
bólicos hereditários (Scriver, 1989). Diante da suspeita de um distúrbio 
herdado, é possível identificar o açúcar por cromatografia em camada 
fina (thin layer chromatography, TLC). Os testes qualitativos confirma- 
tórios em geral são insatisfatórios quando se trata de açúcares. 
Frutose. A frutose aparece na urina associada a deficiências enzimáti- 
cas hereditárias que causam frutosúria essencial benigna e uma séria 
intolerância à frutose, associada a vômitos severos e doença renal e 
hepática. À frutosúria também pode ocorrer diante de alimentação 
parenteral que inclua frutose. A frutose urinária pode ser igualmente 
utilizada como marcador da ingestão de sacarose em estudos de inter- 
venção dietética (Luceri, 1996). 


Galactose. A galactose é encontrada na urina de indivíduos que apre- 
sentam distúrbios genéticos envolvendo seu metabolismo, associados 
à deficiência da enzima galactose-1 fosfato uridil transferase ou galac- 
toquinase. Nesses indivíduos, a galactose proveniente da lactose da 
dieta não é convertida em glicose, e a detecção precoce do distúrbio 
seguida da restrição dietética pode controlar a doença. 

Lactose. A lactose pode aparecer na urina nos estágios finais da ges- 
tação normal ou durante a lactação. Na intolerância à lactose, níveis 
elevados de açúcares se acumulam no intestino, enquanto a lactose é 
absorvida e excretada pela urina sem sofrer modificações. 

Pentose. A pentosúria pode acompanhar a ingestão de grandes quan- 
tidades de frutas, causando a excreção de L-xilulose e L-arabinose em 
concentrações de até 0,1 g/dia. Essa condição também pode ser obser- 
vada na terapia com certos fármacos e na pentosúria essencial benigna. 
Sacarose. A sacarose pode aparecer na urina após a ingestão de quan- 
tidades extremamente grandes desse tipo de açúcar. A deficiência de 
sacarose está associada à ocorrência de doenças intestinais, como 


espru, do mesmo modo que na deficiência de lactase. A intolerância à 


sacarose é um distúrbio hereditário que está associado às deficiências 
de sacarose e ot-dextrinase (isomaltase). Os sintomas são semelhantes 
àqueles observados na deficiência de lactase e aparecem nas primeiras 
semanas de vida, quando o bebê ingere alimentos adoçados. É possível 
que a tolerância se desenvolva, contudo a sacarose pode ser perma- 
nentemente evitada. A sucrosúria artificial pode levar à produção de 
uma urina com alta gravidade específica que é negativa nos testes de 
detecção de glicose oxidase e redução de cobre. 


Métodos 

Tiras reativas. Baseia-se no método específico da peroxidase e glico- 
se oxidase, em que há uma dupla reação sequencial. As tiras reativas 
diferem apenas quanto ao cromógeno utilizado. O método é especi- 
fico para a glicose, portanto não reage com lactose, galactose, frutose 
nem metabólitos da redução de fármacos. As tiras reativas podem ser 
utilizadas para obtenção de resultados semiquantitativos, e os resulta- 
dos devem ser expressos em g/dL aproximadas. O uso combinado de 
tiras reativas para glicose e cetona não só permite detectar cetonúria, 
mas também auxilia na detecção da supressão da reação de glicose 
por ação das cetonas, que ocorre em algumas tiras reativas. 

Leituras falso-positivas podem ser produzidas por ação de agentes 
fortemente oxidantes às vezes presentes no frasco de coleta de urina. 
A baixa gravidade específica pode provocar a falsa elevação dos resul- 
tados. O fluoreto de sódio utilizado como conservante pode levar à 
obtenção de leituras falso-negativas, assim como fazem a alta gravi- 
dade específica e o ácido ascórbico, ocasionalmente. As enzimas gli- 
colíticas oriundas de células e bactérias reduzem os níveis de glico- 
se urinários durante o repouso. É necessário que as amostras sejam 
prontamente mantidas sob refrigeração ou testadas. 

Bioquímica. 


glicose oxidase 
———— & 


Glicose + O, ácido glicônico + H,O, 


H,O, + cromógeno -peod cromógeno oxidado + H,O 
Entre os cromógenos utilizados em alguns testes comuns com vareta 
medidora de nível, estão: 
Clinistix — cromógeno à base de o-toluidina. A cor muda do rosa para 
o púrpura. Essa formulação detecta concentrações de glicose 
de 100 mg/dL e, comparada às demais, é mais sensível à ação de 
substâncias interferentes, como ácido ascórbico. 
Multistix — cromógeno à base de iodeto de potássio. A cor muda do 
azul para o castanho aos 30 segundos. 
Chemstrip — cromógeno à base de aminopropil-carbazol. À cor 
muda do amarelo para o castanho-alaranjado aos 60 segundos. 
Testes de redução de cobre. Como teste de triagem, o método da glicose 
oxidase não irá detectar o aumento dos níveis de galactose nem de quais- 
quer outros açúcares presentes na urina. Sendo assim, é importante uti- 
lizar o método da redução de cobre, em especial nos casos que envolvem 
pacientes pediátricos. Esse método é capaz de detectar quantidades sufi- 
cientes de quaisquer substâncias redutoras presentes na urina, incluindo 
os açúcares redutores, como lactose, frutose, galactose, maltose e pen- 
toses. Nas situações em que o método do cobre é positivo e o método 
da glicose oxidase é negativo, exclui-se a possibilidade de glicosúria. No 
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entanto, antes de investigar outros açúcares, é preciso avaliar os achados 
clínicos e a história farmacológica do paciente. Embora o método da 
redução de cobre detecte outros açúcares diferentes da glicose, o rendi- 
mento é extremamente baixo nesses casos. 

Recém-nascidos normais, durante os primeiros 10 a 14 dias de vida, 
podem produzir uma urina que apresenta reação positiva em decor- 
rência da presença de glicose, galactose, frutose e lactose. Mulheres 
normais grávidas ou no período pós-parto também podem apresentar 
reação positiva em razão da presença de lactose. 

Entre os métodos de redução de cobre utilizados para fins de tria- 
gem, o método qualitativo de Benedict é mais sensível para detecção 
de substâncias redutoras na urina do que o método de redução de 
cobre de um comprimido (Clinitest). Muitas substâncias encontradas 
na urina, metabólitos ou metabólitos relacionados a certos fármacos 
influenciam os métodos de avaliação de açúcares urinários (Tab. 27.6). 
Substâncias fortemente redutoras, como ácido ascórbico, ácido gentí- 
sico ou ácido homogentísico, podem inibir o método enzimático e, 
ao mesmo tempo, contribuir para a positividade do método de redu- 
ção de cobre. O método do comprimido não é tão afetado quanto o 
método de Benedict. Doses muito altas de ácido ascórbico não afetam 
o método de redução do cobre de duas gotas. Compostos químicos 
conduzem a resultados falso-positivos ou provocam o aparecimento 
de cores não usuais no Clinitest, em especial as cefalosporinas e os 
meios radiológicos. Embora altas doses de ácido ascórbico não afetem 
o Clinitest de duas gotas para açúcares (i. e., não provocam o apare- 
cimento de resultados falso-positivos), o método da glicose oxidase 
pode apresentar retardo no desenvolvimento da dor. 

Bioquímica. Em cada comprimido do Clinitest são incorporados 
sulfato de cobre, hidróxido de sódio, carbonato de sódio e ácido cítri- 
co. O sulfato de cobre reage com substâncias redutoras presentes na 
urina, convertendo o sulfato cúprico em óxido cuproso. Com base na 
reação de Benedict de redução do cobre: 


solução alcalina quente 
| | 


Cu” Cu” 
Cut + OH- —————————> CuOH (amarelo) 
calor 


2CuOH —— Cu,O (vermelho) + H,O 


O calor é produzido pela reação do hidróxido de sódio com a água 
e o ácido cítrico. 

Procedimento. Os comprimidos reativos do Clinitest detectam con- 

centrações de substâncias redutoras da ordem de 250 mg/dL de urina. 
Ambos os métodos Clinitest, de cinco e duas gotas, podem ser utilizados, 
e há gráficos de cor correspondentes disponíveis (Belmonte, 1967). O 
método de duas gotas foi desenvolvido em resposta ao conhecido fenô- 
meno de passagem, que pode ocorrer se uma concentração de açúcares 
acima de 2 g/dL estiver presente na urina. Nesse fenômeno de passagem, 
após a adição do comprimido Clinitest, a solução resultante apresenta 
uma variação de cores que abrange todo o espectro colorido e depois 
retorna à cor escura castanho-esverdeada. Essa cor final não é compa- 
rável a nenhuma seção do gráfico de cores. Por outro lado, aproxima-se 
mais de um resultado significativamente menor. É importante observar 
toda a reação e também por 15 segundos após a finalização da fervura no 
interior do tubo, a fim de detectar uma possível reversão a uma cor dife- 
rente e, assim, evitar comunicar um resultado falsamente baixo. 
Método de cinco gotas. Cinco gotas de urina são transferidas a um 
tubo de ensaio seco e, em seguida, 10 gotas de água são adicionadas. 
O comprimido Clinitest deve ser adicionado à mistura, tomando-se 
o cuidado de não tocar no tubo — pois este contém um álcali forte. A 
mistura deve ser observada durante a fervura, mas não se deve agitar 
nem tocar a parte inferior do tubo que estará quente. Terminada a fer- 
vura, aguardam-se 15 segundos para, em seguida, agitar o tubo com 
cuidado e comparar imediatamente a cor da solução com a escala de 
cores. Os resultados correspondem às seguintes concentrações aproxi- 
madas: negativo; 0,25 g/dL; 0,5 g/dL; 0,75 g/dL; 1 g/dL; 2 g/dL; passa- 
gem. É importante observar a solução com cuidado durante a fervu- 
ra. Se a cor dessa solução mudar de alaranjada para uma tonalidade 
escura de castanho-esverdeado, significa que a concentração de açúcar 
presente na amostra é superior a 2 g/dL. Esse valor deve ser registrado 
como > 2 g/dL, sem referência à escala de cores. Amostras de urina 
que apresentem efeito de passagem devem ser submetidas novamente 
ao teste pelo método de duas gotas. 


Tabela 27.6 Reações de substâncias no teste de glicosúria 


Constituinte Teste com comprimido 


de redução do cobre 


Tira reativa para 
glicose oxidase 


Glicose Positivo Positivo 
Outros açúcares 
Frutose 
Galactose 
Lactose 
Maltose 
Pentose 
Sacrose 
Cetona (grandes 
quantidades) 
Creatina 
Ácido úrico 
Ácido homogentísico 
(alcaptonúria) 


Sem efeito Positivo 


Pode enfraquecer Sem efeito 


a cor 
Sem efeito Pode causar falso-positivo 


Sem efeito Positivo 
Fármacos* 
Ácido ascórbico 
(grandes quantidades) 
Cefalosporinas (Keflin), 
etc. 


Pode retardar a cor Positivo (traços) 


Sem efeito Positivo, cor marrom 


L-dopa (grande) Falso-negativo Sem efeito 
Glicoronideo do ácido Sem efeito Positivo 
nalidíxico 
Probenecida Sem efeito Positivo 
Pirídio A cor alaranjada pode 

afetar o resultado 
Salicilatos (grande) Pode diminuir a leitura Sem efeito 
Corante de raios X Sem efeito Cor negra 


(diatrizoatos) 
Contaminantes 

Peróxido de hidrogênio 

Hipoclorito (alvejante) 

Fluoreto de sódio 


Falso-positivo Pode inibir teste positivo 
Falso-positivo 


Falso-negativo Sem efeito 


* Outros fármacos implicados na redução do cobre são aminoácidos, caronamida, cloral, 
clorofórmio, cloranfenicol, formaldeído, ácido hipúrico, isoniazida, tiazidas, oxitetraciclina, 
ácido p-aminossalicílico, penicilina, fenóis, estreptomicina, fenotiazina e sulfonamidas. 


Dados de Caraway (1962), Wirth (1965), Young (1975). 


Método de duas gotas. Duas gotas de urina são transferidas a um 
tubo de ensaio seco e, em seguida, 10 gotas de água são adicionadas. 
O comprimido Clinitest deve ser adicionado à mistura, que deve ser 
observada durante a fervura, mas não deve ser agitada. Terminada 
a fervura, aguardam-se 15 segundos para, em seguida, agitar o tubo 
com cuidado e comparar imediatamente a cor da solução com a 
escala de cores fornecida para o método de duas gotas. O fenômeno 
de passagem também pode ocorrer com esse método, diante de altas 
concentrações de açúcar (> 5 g/dL). Os resultados devem ser expres- 
sos em 1 g/dL; 2 g/dL; 3 g/dL; 5 g/dL; e, caso haja fenômeno de pas- 
sagem, > 5 g/dL. As amostras que apresentarem resultados negativos 
ou baixas concentrações de açúcar devem ser testadas pelo método 
das cinco gotas. 

Precauções. Observe as precauções constadas na literatura que 
acompanha os comprimidos Clinitest. A garrafa deve ser sempre 
mantida hermeticamente fechada, para prevenir a absorção de umi- 
dade, e protegida contra a exposição direta ao calor e à luz solar, em 
um ambiente refrigerado e seco. Os comprimidos normalmente pos- 
suem cor branca com manchas azuladas. Se não forem armazenados 
adequadamente, absorverão umidade ou sofrerão deterioração pela 
ação do calor, e sua cor se tornará azul-escura ou castanho. Nesse esta- 
do, os comprimidos não geram resultados confiáveis. Esses reagentes 
também são disponibilizados embrulhados em papel-alumínio, o qual 
ajuda a evitar a absorção de umidade. Embora resulte em um custo 
maior, essa embalagem de alumínio é útil quando se realiza um núme- 
ro limitado de determinações. 


Testes adicionais para açúcares. Conforme mencionado anterior- 
mente, o método de redução do cobre detecta a maioria dos açúcares 
diferentes da glicose que podem estar presentes na urina, à parte da 
sacarose, que não é um açúcar redutor. No entanto, esse método não 
diferencia entre si os açúcares que detecta e, portanto, necessita da rea- 
lização de testes adicionais mais complicados. Os testes confirmató- 
rios adicionais são discutidos a seguir. 

Frutose. A frutose é identificada por TLC. O teste do resorcinol, 
uma medida qualitativa, é útil. A frutose também reduz o reagente de 
Benedict a baixas temperaturas. 

Galactose. A TLC é utilizada para identificar a galactose na urina. 
Entretanto, sempre que há suspeita, a doença costuma ser identificada 
pelo ensaio da enzima eritrocitária. 

Lactose. A lactose é identificada por TLC ou pelo teste qualitativo de 

lactose, como descrito a seguir. 
Procedimento. Quinze mL de urina são transferidos para um tubo de 
ensaio, e são adicionados 3 g de acetato de chumbo. A mistura é agita- 
da e filtrada, e o filtrado é fervido. Em seguida, são adicionados 2 mL 
de NH,OH concentrado, e a mistura é novamente fervida. A lactose 
presente na amostra provocará a formação de uma solução verme- 
lha (da cor de tijolo) e, em seguida, de um precipitado vermelho com 
sobrenadante límpido. 

Pentose. A concentrações de 250 a 300 mg/dL, a L-xilose reduz o 
reagente qualitativo de Benedict a 50°C (banho-maria) em 10 minu- 
tos, ou à temperatura ambiente em várias horas. As pentoses geral- 
mente são identificadas por TLC. 

Sacarose. A sacarose fermenta leveduras e pode ser isolada por cro- 
matografia, porém precisa ser corada com uma substância que inde- 
penda de propriedades redutoras. 


Cetonas na urina 

Sempre que há um defeito envolvendo o metabolismo ou a absorção 
de carboidratos, ou diante de uma dieta com quantidade inadequada de 
carboidratos, o organismo tenta compensar metabolizando quantidades 
maiores de ácidos graxos. Quando esse aumento é significativo, corpos 
cetônicos (produtos do metabolismo lipídico incompleto) começam a 
aparecer no sangue e, consequentemente, são excretados pela urina. Na 
cetonúria, os três tipos de corpos cetônicos encontrados na urina são 
ácido acetoacético (diacético) (20%), acetona (2%) e 3-hidroxibutirato 
(cerca de 78%). A acetona é formada de modo irreversível a partir do 
ácido acetoacético. O ácido B-hidroxibutírico (3-hidroxibutirato) for- 
ma-se de modo reversível a partir do ácido acetoacético. 
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Dependendo dos métodos utilizados, a concentração total de cor- 
pos cetônicos (como a acetona) pode variar entre 17 e 42 mg/dL. De 
acordo com Killander (1962), uma concentração de ácido acetoacé- 
tico de até 2 mg/dL é considerada normal. A cetonemia e a cetonúria 
são comumente observadas no diabetes melito descompensado, bem 
como nas diversas condições discutidas a seguir. 


yr 
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Cetonúria diabética 

A cetonúria implica a presença de cetoacidose (cetose) e pode 
sinalizar um aviso de coma iminente. Uma concentração de ácido 
acetoacético de até 50 mg/dL pode ser detectada sem que haja evi- 
dências clínicas de cetose. Pacientes com diabetes tipo 1 são mais 
propensos a episódios de cetose, muitas vezes associados a infecções, 
estresse ou outros problemas relativos à supervisão. Enquanto gran- 
des quantidades de cetonas e glicose são encontradas na urina de 
pacientes com cetoacidose por diabetes, a cetonúria não é observada 
no coma hiperglicêmico hiperosmolar que por vezes ocorre no dia- 
betes tipo 2. 


Cetonúria não diabética 

Em bebês e crianças, é comum haver cetonúria em diversas condições, 
como doenças febris agudas e estados de intoxicação acompanhados de 
vômito e diarreia. Deve ser levantada a suspeita de doença metabólica 


hereditária diante de uma cetose neonatal persistente severa. Pode haver 
cetonúria na hiperêmese da gravidez, na caquexia e após a anestesia. 
Nesses casos, é provável que a cetonúria esteja relacionada ao catabo- 
lismo tecidual (principalmente adiposo), que encontra-se aumenta- 
do em face da limitada ingestão alimentar. Na gravidez, uma paciente 
normal apresenta baixos níveis de glicose no sangue e cetonúria suave. 
Ocasionalmente, a cetonúria é observada após a exposição ao frio ou 
a prática vigorosa de exercícios, ou ainda diante do consumo de dietas 
para redução de peso com baixo teor de carboidratos. 


Acidose lática 

A acidose lática pode coexistir com diversas condições, incluindo 
choque, diabetes melito, insuficiência renal, doença hepática e infec- 
ções, bem como ocorrer na resposta a certos fármacos, especialmente 
fenformina e envenenamento por salicilato. Os níveis de acetoaceta- 
to e 3-hidroxibutirato podem estar elevados, ainda que os níveis de 
butirato usualmente sejam altos e os de acetoacetato, baixos. Nessas 
circunstâncias, é possível que a cetonúria não seja detectada pelo teste 
de nitroprussiato habitual. 


Métodos 

Como a acetona, o ácido acetoacético e o 3-hidroxibutirato são 
encontrados na urina de indivíduos com cetonúria, os métodos que 
indicam a presença de qualquer um desses três corpos cetônicos em 
geral são satisfatórios para a detecção dessa condição. Comumente 
utilizados, os testes com comprimido e tira de nitroprussiato base- 
ados no método de Rothera detectam ácido acetoacético e acetona. 
Métodos distintos quantificam o ácido acetoacético isolado ou com 
a acetona. O cloreto férrico (teste de Gerhardt) detecta ácido acéti- 
co. Esses métodos não quantificam 3-hidroxibutirato, que é o corpo 
cetônico predominante. 

Em amostras de urina e plasma, os comprimidos e tiras reativas rea- 
gem com ácido acetoacético a uma concentração de 10 mg/dL, sendo 
menos sensíveis à acetona. Os níveis sanguíneos de corpos cetônicos 
podem ser estimados por meio do teste de detecção de cetona uriná- 
ria com vareta medidora de nível realizado na cabeceira do paciente. 
Esse teste é especialmente útil para determinar o grau de severidade da 
cetose no tratamento da acidose diabética. 

Quando o paciente está sob acompanhamento com determinações 
qualitativas de acetona e ácido acetoacético, relatos repetidos de ele- 
vações acentuadas não refletem a mudança que realmente está ocor- 
rendo no organismo. Nessa situação, é possível obter resultados semi- 
quantitativos tanto com o teste de tira reativa quanto pelo teste com 
comprimido de Rothera, por meio da realização de várias determina- 
ções mediante a diluição de cada amostra. 

Pode haver problemas com resultados falso-negativos, uma vez que 
os reagentes são instáveis e as cetonas são lábeis. A ação bacteriana ira 
acarretar a perda do ácido acetoacético, seja in vitro ou in vivo. À ace- 
tona é perdida à temperatura ambiente, a menos que seja mantida em 
um frasco bem fechado, na geladeira. As amostras refrigeradas devem 
ser trazidas à temperatura ambiente para a realização dos testes. A adi- 
ção de conservantes não evita o decaimento das cetonas. Se os resulta- 
dos forem inesperados, é preciso utilizar reagentes frescos, checando- 
os previamente contra controles positivos e negativos conhecidos. 
Tira reativa. Esse método baseia-se na reatividade do nitroprussiato 
(nitroferrocianeto de sódio) pelas cetonas. Existem várias formulações 
disponíveis. Tiras reativas sem álcalis reagem ao ácido acetoacético, e 
não à acetona. Diante da obtenção de resultados intensos (3+), a urina 
pode ser diluída e novamente quantificada, sendo relatado um resul- 
tado “moderado” e o devido fator de diluição. 

As tiras reativas Chemtrip contêm ácido nitroferrocianeto e glicina, 
os quais reagem com o ácido acetoacético e a acetona em meio alcali- 
no, produzindo uma cor violeta. Um resultado positivo é indicado pela 
mudança da cor bege para a cor violeta, cuja leitura deve ser feita em 60 
segundos. Esse método detecta cerca de 10 mg/dL de ácido acetoacético 
e 70 mg/dL de acetona, com grau de sensibilidade e reação da tira reativa 
similares aqueles do teste com comprimido (Acetest), descrito a seguir. 

O Multistix contém tampões e nitroferrocianeto de sódio, os quais 
reagem com ácido acetoacético e produzem uma cor castanho-rosa 
em 15 segundos. A área reativa detecta entre 5 e 10 mg de ácido aceto- 
acético/dL de urina. Não há reação com a acetona. 
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As tiras reativas apresentam uma correlação moderadamente boa 

com o acetoacetato quantitativo plasmático e uma correlação fraca 
com os níveis sanguíneos de cetonas totais. As reações de cor (falso- 
positivas) são observadas após o uso de ftaleínas (corantes BSP ou 
PSP) ou diante de concentrações extremamente altas de fenilcetonas e 
em presença do conservante 8-hidroxiquinolina ou de metabólitos da 
L-dopa. A acetilcisteina (aerossol) produz uma cor vermelha intensa. 
Os fármacos anti-hipertensivos metildopa e captopril geram resulta- 
dos positivos. A perda da reatividade dos reagentes acarreta a produ- 
ção de resultados falso-negativos. 
Teste do nitroprussiato. Um método de teste que utilize comprimi- 
do pode ser útil nos casos em que a urina apresentar uma coloração 
capaz de causar interferência. Tais comprimidos são bastante sensíveis 
à umidade e sofrem deterioração se não forem adequadamente arma- 
zenados. O comprimido do Acetest contém nitroprussiato de sódio, 
glicina e um tampão fortemente alcalino. Pode ser utilizado na análise 
de amostras de sangue total, plasma, soro ou urina. 

Em amostras de urina, o Acetest detecta uma concentração de ácido 
acetoacético de 5 a 10 mg/dL e uma concentração de acetona de 20 a 
25 mg/dL. Assim como as tiras reativas, o comprimido não reage com 
3-hidroxibutirato. Resultados positivos são produzidos em presença 
de L-dopa e de grandes quantidades de fenilcetonas, bem como em 
presença dos corantes BSP e PSP, que reagem com as bases contidas 
nos comprimidos. 

Procedimento. O comprimido deve ser colocado sobre uma super- 
fície limpa, de preferência em um pedaço de papel branco. Aplique 
sobre o comprimido uma gota de urina, soro, plasma ou sangue total. 
Para exames de urina, compare a cor do comprimido com a cartela 
de cores aos 30 segundos. Na análise de amostras de soro ou plasma, 
compare a cor do comprimido com a cartela de cores aos 2 minutos. 
Para medidas em amostra de sangue total, remova o sangue coagulado 
do comprimido e compare a cor dele com a cartela de cores 10 minu- 
tos após a aplicação da amostra. 

Se houver acetona e ácido acetoacético na amostra, o comprimido 

exibirá uma cor que varia de lavanda a púrpura-escuro. Os resultados 
devem ser relatados como negativos, fracos, moderados ou intensos. 
Caso sejam intensos, a amostra pode ser diluída. Essas análises devem 
ser relatadas da seguinte forma: “intensa” não diluída; “intensa” com 
diluição 1:2; “moderada” com diluição 1:4; e assim por diante. 
Outros testes para cetonas. O teste de cloreto férrico de Gerhardt foi 
empregado durante muitos anos para quantificação do ácido acetoa- 
cético. No entanto, os métodos com cloreto férrico são pouco especi- 
ficos e apresentam baixa sensibilidade (cerca de 25 — 50 mg/dL). Esse 
método fornece resultados positivos para amostras que contêm sali- 
cilato e L-dopa. O teste em tubo de ensaio com nitroprussiato pelo 
método de Rothera é sensível ao ácido acetoacético (cerca de 1 — 5 mg/ 
dL) e à acetona (com uma sensibilidade de 10 — 25 mg/dL). 


Sangue, hemoglobina, hemossiderina e mioglobulina 
na urina 

A presença de um número anormal de células sanguíneas na urina 
é denominada hematúria, enquanto o termo hemoglobinúria desig- 
na a presença de hemoglobina livre em solução na urina. A hematú- 
ria é relativamente comum, a hemoglobinúria é incomum e a mio- 
globinúria é rara. 


Hematúria 

Embora a hematúria microscópica assintomática possa ser detecta- 
da pelo teste com vareta medidora de nível em até 16% das popula- 
ções submetidas à triagem (Rockall, 1997), em muitas doenças sérias 
envolvendo o trato urinário há liberação de hemácias na urina. Uma 
investigação retrospectiva da hematúria microscópica por biópsia 
renal revela diversos achados histopatológicos, tais como nefropatia 
membranácea, nefropatia de IgA, glomerulonefrite mesangioprolife- 
rativa não IgA, glomerulosclerose focal e anormalidades glomerulares 
discretas. Mais de 15% dos pacientes estudados mostraram histologia 
normal (McGregor, 1998). A hematúria também pode ocorrer em cer- 
tas doenças (tanto neoplásicas quanto não neoplásicas) ou em trau- 
mas que afetam qualquer região dos rins ou do trato urinário, bem 
como em casos de distúrbios de sangramento e uso de anticoagulantes 
e ainda uso de outros fármacos, como a ciclofosfamida. Foi descrito 
um caso raro de arterite de células gigantes em que há manifestação de 


febre e hematúria (Govil, 1998). A hematúria também pode ser obser- 
vada em indivíduos sadios que praticam exercícios físicos em excesso 
(maratonistas), nos quais o sangramento tem início a partir da muco- 
sa da bexiga urinária. 

Em virtude da importância diagnóstica de pequenas quantidades de 
hematúria e dada a tendência dos eritrócitos de sofrerem lise na urina, 
o teste de triagem para detecção de hemoglobina atua como adjuvan- 
te útil do exame microscópico do sedimento. De fato, alguns estudos 
sugerem que a triagem com teste de tiras reativas para detecção de 
hemoglobina pode ser mais sensível do que a microscopia de urina 
na detecção da hematuria (Ooi, 1998). Entretanto, há um problema 
comum relacionado a esse método: a inibição da tira reativa de hemo- 
globina por ação de substâncias interferentes, frequentemente o ácido 
ascórbico. Esse problema enfatiza a necessidade do exame microscó- 
pico de rotina para a triagem dos casos de hematúria. Um resultado 
positivo no teste para detecção de hemoglobina acompanhado de um 
sedimento urinário normal sugere que uma amostra de urina fresca 
deve ser examinada quanto à presença de eritrócitos, uma vez que 
o pH alcalino ou uma gravidade específica de urina abaixo de 1,010 
podem causar a lise dessas células. 


Hemoglobinuria 

Qualquer causa de hemólise é também uma potencial causa de 
hemoglobinúria. No entanto, a presença de hemoglobinúria indica a 
ocorrência de um processo intravascular de hemólise significativo, em 
oposição a uma hemólise extravascular. A hemoglobina se liga à hapto- 
globina plasmática, enquanto a hemoglobina livre atravessa o gloméru- 
lo na forma de dímeros op (PM = 32.000), uma vez que sua capacidade 
de ligação está saturada. Uma parte da hemoglobina é reabsorvida pelas 
células tubulares proximais, enquanto o restante é excretado. 

A hemoglobinúria pode seguir-se à prática vigorosa de exercícios, 
em que há trauma direto a pequenos vasos sanguíneos. Muitas outras 
causas de lise eritrocitária aguda estão resumidas na Tabela 27.7. O 
plasma adquire uma tonalidade rósea diante de concentrações de 
hemoglobina de aproximadamente 50 mg/dL, e em casos de hemóli- 
se acentuada, os níveis plasmáticos podem chegar a 1 g/dL. Os níveis 
plasmáticos de hemoglobina aumentam com mais frequência nas ane- 
mias hemolíticas adquiridas severas do que nas anemias hemolíticas 
hereditárias. Entretanto, níveis moderadamente altos são observados 
na anemia falciforme e nas talassemias homozigotas. É preciso notar 
que a presença de hemoglobinas instáveis pode levar à produção de 
uma urina com pigmentos marrons. Acredita-se que esse fenômeno 
deva-se à dipirrola ou à bilifuscina, e não há reação com a tira reativa 
no teste para detecção de heme. A Tabela 27.8 contém uma compara- 
ção da urina esperada com os achados que mostram uma hemólise de 
grau moderado ou severo. 


Hemossiderina na urina 

A hemoglobina livre é prontamente filtrada pelos glomérulos e pode, 
mais adiante, ser reabsorvida pelas células tubulares renais, nas quais é 
catabolisada em ferritina e hemossiderina. A hemossiderina será detec- 
tada entre 2 e 3 dias após a ocorrência do episódio hemolítico agudo 
que causou a hemoglobinúria. Nesse momento, o método da tira rea- 
tiva para detecção de hemoglobina costuma ser negativo. Entretanto, é 
possível detectar a hemossiderina sob a forma de grânulos castanho- 
amarelados livres ou nas células epiteliais e ocasionalmente em cilin- 
dros (Fig. 27.1). A hemossiderina também aparece no sedimento uri- 
nário em certas doenças, como na siderose verdadeira do parênquima 
renal (hemocromatose). Embora a existência de hemossidenúria apon- 
te um estado hemolítico crônico, sua presença raramente é necessária 
para estabelecer o diagnóstico de hemólise. Outros testes, como os de 
quantificação dos níveis de bilirrubina sérica, lactato desidrogenase e 
haptoglobina, em geral indicam o diagnóstico correto. 

Em razão da presença intermitente de hemossidenúria, os níveis 
de ferro urinário podem ser quantificados para estabelecer a ocor- 
rência de um processo intravascular de hemólise crônica. A excreção 
urinária normal de ferro é de cerca de 0,1 mg/dia, porém aumen- 
ta diante da hemocromatose e em associação com o traumatismo 
de eritrócitos por válvulas cardíacas protéticas. Os níveis urinários 
de ferro mantêm-se normais na anemia perniciosa e na esferocitose 
hereditária. 


Tabela 27.7 Algumas causas de hemólise e hemoglobintria 


Trauma eritrocitário Prótese de válvulas cardíacas (em especial na aorta) 

Reparo do óstio primário com placa causando 
turbulência 

Queimaduras extensas 

Exercício vigoroso 

Marcha 

Trauma severo que afeta músculos ou outros tecidos 
vasculares 

Malária 

Bartonella 

Toxina de Clostridium welchii 

Picada de aranha marrom reclusa 


Indivíduos com deficiência de glicose-6-fosfato nas 
seguintes situações: exposição a fármacos oxidantes 
(acetanilida, sulfametoxazol, nitrofurantoina), 
antimaláricos (primaquina etc.), feijão de fava (Vicia 
fava) em grupos suscetíveis, com acidose diabética e 
com infecções 

Diante da exposição a fármacos oxidantes 


Organismos 


Deficiências de enzimas 
eritrocitárias 


Doenças da hemoglobina 
instável 


Sindrome urêmica hemolítica 
Púrpura trombocitopênica trombótica 
Transfusões sanguíneas incompatíveis 
Anticorpos reativos ao calor (autoimune — transiente 
após infecções, induzido por fármacos) 
Anticorpos reativos ao frio: 
IgM — viral, anti-i micoplasma anti-| 
IgG — paroxística, Donath-Landsteiner anti-P 
Sensibilidade da membrana, mediada por 
complemento (hemoglobinúria paroxística noturna) 
Fármacos 
Que atuam como haptenos (penicilinas) 
Complexo imune (quinidina, fenacetina) 
a-metildopa 
Hemólise oxidativa devida ao uso de fármacos, 
doses elevadas ou exposição ao naftaleno (naftalina), 
algumas sulfonamidas, sulfonas, nitrofurantoína 


Imunomediada 
(ver Caps. 31 e 35) 


Indivíduos normais 


Tabela 27.8 Achados na urina e no plasma diante da hemólise 
intravascular 


Teste Hemólise moderada  Hemólise marcante 
Urina 
Bilirrubina (conjugada) Ausente Ausente 
Urobilinogênio Normal ou elevada Elevada 
Hemoglobina Ausente Presente 
Hemossiderina Ausente Presente (tardia) 
Plasma 
Bilirrubina (conjugada) Elevada Elevada 
Haptoglobina Diminuída Ausente 
Hemoglobina Elevada Elevada (marcante) 


Figura 27.1 Célula epitelial tubular 
renal (não corada) com pigmento 
marrom de ferro (x 260). 





Mioglobinuria 

Nos casos em que ha destruição aguda de fibras musculares (rab- 
domidlise), como no trauma, a mioglobina é liberada, rapidamente 
eliminada do sangue e excretada pela urina sob a forma de pigmen- 
to castanho-avermelhado. A mioglobina livre, um monémero com 
peso molecular igual a 17.000, é rapidamente excretada. O complexo 
hemoglobina-haptoglobina, por outro lado, é removido de forma mais 
lenta. A mioglobinúria tem sido observada após a prática de alguns 
exercícios extenuantes, como maratonismo e caratê. Outras condições 
menos comuns associadas à mioglobinúria persistente ou recorren- 
te são a dermatomiosite (Rose, 1996), defeitos de fosfofrutoquinase 
muscular e deficiências de adenosina monofosfato deaminase (Bruno, 
1998) e proteína mitocondrial trifuncional (Miyajima, 1997). 

O diagnóstico da rabdomiólise e da mioglobinúria costuma ser 
feito a partir da história do paciente e de outros achados laboratoriais, 
conforme descrito a seguir. Na situação típica, o paciente apresenta 
sensibilidade muscular ou câimbras e produz urina com pigmentação 
castanho-avermelhada 1 a 2 dias após a prática de exercícios físicos. O 
exame de urina com tira reativa para detecção de hemoglobina resul- 
ta fortemente positivo, sendo encontradas proteínas e um pequeno 
número de hemácias na amostra. O soro é límpido e apresenta níveis 
acentuadamente altos de creatina quinase (CK), aldolase e níveis nor- 
mais de haptoglobina. A creatinina sérica pode estar aumentada. A 
urina em geral se torna límpida em 2 ou 3 dias, e os níveis séricos de 
CK declinam. As determinações séricas e a história do paciente aju- 
dam a distinguir a mioglobinúria da hemoglobinúria. 

Ao exame de urina, pode ser difícil diferenciar entre hematúria, 
hemoglobinúria e mioglobinúria. Em todos os casos, a urina pode 
apresentar uma coloração escura que varia do vermelho ao castanho, 
e alguns eritrócitos são observados no sedimento (em grau bem maior 
diante da hematúria). O teste com tira reativa para detecção de sangue 
também é positivo em todas essas condições. Ao ser examinado, o soro 
com frequência apresenta tonalidade rosa e hemoglobinemia, porém 
sua cor se mantém normal nos casos de mioglobinemia, uma vez que o 
pigmento é eliminado muito rapidamente. Também é possível realizar 
quantificações acuradas dos níveis urinários de mioglobina por meio 
de imunoensaio. Embora possa haver alguma interferência discreta da 
hemoglobina, trata-se de um modo excelente para detectar e quantifi- 
car a presença de mioglobinúria (Loun, 1996). Na Tabela 27.9, há uma 
comparação entre hemoglobinúria, mioglobinúria e hematúria. 


Métodos 

Tira reativa para detecção de compostos heme (hemoglobina, mio- 
globina). Este método baseia-se na liberação do oxigênio a partir do 
peróxido na tira reativa por ação da atividade peroxidase-símile do 
heme sobre a hemoglobina livre, os eritrócitos lisados ou a mioglo- 
bina. Os eritrócitos intactos são lisados na tira e, em consequência, 


Tabela 27.9 Diferenciação entre hematuria, hemoglobinuria e 
mioglobindria 


Condição Achados no plasma Achados na urina 


Cor — normal, turva, rosa, vermelha, 
marrom 

Eritrócitos — muitos 
Renal — cilindros de eritrócitos 
Proteína — aumento marcante 
TUI - ausência de cilindros 
Proteína — presente ou ausente 


Hematúria Cor — normal 


Cor — rosa, vermelha, marrom 

Eritrócitos — ocasionais 

Cilindros pigmentados — ocasionais 

Proteína — presente ou ausente 

Hemossiderina — tardia 

Cor — normal Cor — vermelha, marrom 

Haptoglobina - normal Eritrócitos — ocasionais 

Creatina quinase — Cilindros densos e marrons — ocasionais 
aumento acentuado Proteína — presente ou ausente 

Aldolase — aumentada 


Hemoglobinúria Cor — rosa (início) 
Haptoglobina — baixa 


Mioglobinúria 


473 





© 
Rs 
UM 
‘CD 
L 
[48] 
E 
é = 
= 
3) 
© 
QU 
5 





474 fazem a hemoglobina reagir. Desse modo, é preciso testar uma amos- 


tra de urina bem homogeneizada, pois há possibilidade de não detec- 
tar a presença de eritrócitos intactos caso seja utilizado somente o 
sobrenadante da urina. À área reativa é impregnada com uma mistura 
tamponada de peróxido orgânico e cromógeno tetrametilbenzidina. 


H,O; + cromógeno atividade de peroxidase do heme 
1,0; | 


cromógeno oxidado (mudança de cor) + H,O 


O heme catalisa a oxidação da tetrametilbenzidina e há produção de 
uma cor verde. À tira é lida 60 segundos após a aplicação da amostra. 

Os testes Multistix e Chemstrip detectam uma concentração uriná- 
ria de hemoglobina da ordem de 0,05 a 0,3 mg/dL. Note-se que 0,3 
mg de hemoglobina/dL equivale à concentração de hemoglobina pro- 
veniente da lise de 10 eritrócitos/uL. Cada eritrócito normal contém 
aproximadamente 30 pg de hemoglobina por célula. 

A sensibilidade do teste é menor diante de amostras de urina de alta 
gravidade específica — que podem não apresentar lise de eritrócitos — 
e também quando os níveis de proteína estão aumentados. Grandes 
concentrações de ácido ascórbico podem gerar resultados falso-nega- 
tivos, assim como a formalina, quando utilizada como conservante de 
amostras de urina. A presença de grandes quantidades de nitrito irá 
retardar a reação. Substâncias oxidantes contaminantes, como hipo- 
clorito (alvejante) ou iodo contidos em soluções de limpeza de pele, 
podem produzir resultados falso-positivos. Associada à infecção do 
trato urinário, a peroxidase microbiana é uma potencial causa de lei- 
turas falso-positivas. 

Outros testes para hemoglobina e mioglobina. Os testes qualitativos, 
de uma forma geral, têm se mostrado insatisfatórios na separação da 
mioglobina e da hemoglobina, sendo que ambas as condições podem 
estar presentes após a produção de lesões por esmagamento. A hemo- 
globina e a mioglobina podem estar ligadas a proteínas na urina, e 
essa ligação contribui para dificultar sua separação por precipitação 
em sais ou eletroforese em acetato. O método da precipitação em sais 
de Blondheim (1958) é descrito a seguir. 

Teste qualitativo para mioglobulina. 

1. Deve ser utilizada uma amostra de urina fresca. Observe sua 
cor. À urina do paciente com mioglobinúria, quando fresca, tem 
como característica a coloração avermelhada e torna-se casta- 
nha ao ser deixada em repouso. No entanto, é possível que haja 
certa concentração de mioglobina sem haver alteração de cor. 

A mioglobina é menos estável em pH ácido. A amostra deve ser 
neutralizada e mantida sob refrigeração enquanto se aguarda a 
realização do teste. 

2. Para o teste de detecção de proteínas, 1 mL de urina é misturado 
a 3 mL de ácido sufossalicílico a 3%. Se o pigmento precipitar, 
significa que é uma proteína. A mistura deve ser filtrada em 
seguida. Se o filtrado obtido apresentar cor normal, significa que 
a amostra não contém nenhum pigmento não proteico anormal. 
(Nota: o teste de calor e ácido acético não precipita a mioglobina 
nem a hemoglobina.) 

3. Em um tubo de ensaio com 5 mL de urina, são adicionados 2,8 g de 
sulfato de amônio, que é dissolvido por homogeinização. A amostra 
de urina, então, torna-se saturada em 80% com sulfato de amônio, 
que é uma condição ótima à precipitação da hemoglobina. Em 
seguida, a mistura deve ser filtrada ou centrifugada. Se o sobrena- 
dante apresentar cor normal, significa que o pigmento precipitado é 
hemoglobina. Caso o líquido sobrenadante seja colorido, trata-se de 
uma evidência presumível de mioglobina. 

Esse teste de precipitação foi substituído em grande parte por imu- 

noensaios específicos para mioglobina. 

O uso da eletroforese capilar tem sido bem-sucedido na separação 

da hemoglobina urinária da mioglobina, com base nas diferenças de 
mobilidade eletroforética (Shihabi, 1995). 
Detecção de hemossiderina na urina. A reação com azul da Prússia 
é empregada para demonstrar o ferro contido na hemossiderina (Fig. 
27.2). Um esfregaço seco e uma preparação a fresco alternativa são 
descritos a seguir. 

Procedimento a seco. Quando corada pelo reagente azul da Prússia, 
a hemossiderina é visualizada como grânulos azuis, medindo entre 1 
e 3 um, isolados ou agrupados, nas células tubulares epiteliais renais, 


Figura 27.2 Célula epitelial 
tubular renal positiva para 
hemossiderina, corada com azul 
da Prússia (x 260). 





como sedimento amorfo ou como grânulos azuis em cilindros. Uma 
coloração para ferro também é convenientemente utilizada na detec- 
ção de siderócitos no sangue ou na medula óssea. A coleta da urina 
é feita em um frasco de vidro isento de ferro, de um dia a outro. A 
amostra coletada deve ser deixada em repouso por 2 horas. Depois da 
decantação de 3/4 da amostra, o restante é centrifugado. Com o sedi- 
mento, prepara(m)-se o(s) esfregaço(s) que é(são) deixado(s) secar ao 
ar. (Nota: toda a vidraria utilizada, lâminas, lamínulas etc. devem ser 
isentas de ferro. A água deve ser desmineralizada.) 

Reagentes. O reativo azul da Prússia deve ser preparado no momento 
do uso (fresco). 

Coloração com azul da Prússia: HCl concentrado é adicionado a 
uma alíquota de solução de ferrocianeto de potássio (20% em água 
desmineralizada), até a formação de um precipitado branco que per- 
manece estável à agitação. Em seguida, a mistura é filtrada em papel 
de filtro nº 5. 

Contracorante de trabalho: 1 mL de corante safranina O (0,5 g em 
100 mL de água destilada) é diluído a 50 mL com tampão fosfato (pH 
entre 6,4 e 4,7). 

Procedimento 

1. Fixar o esfregaço com álcool metílico por 10 minutos. 

2. Lavar com água isenta de ferro (desmineralizada) e secar ao ar. 

3. Corar com reagente azul da Prússia por 30 minutos. 

4, Lavar delicadamente com água isenta de ferro por 4 minutos, e 
deixar secar ao ar. 

5. Contracorar com safranina O por 1 a 5 minutos. 

6. Lavar com água isenta de ferro. Secar ao ar. 

7. Montar a lamínula. 

Procedimento a fresco 

1. Uma amostra inteira de urina matinal ou de urina coletada 
ao acaso deve ser centrifugada por 5 minutos. Deve ser feito 
um agrupamento de sedimentos, e várias gotas de sedimento 
devem ser observadas ao microscópio, para detecção de grânulos 
castanho-amarelados grosseiros, em especial nas células epiteliais 
tubulares renais ou nos cilindros. 

2. Se esses grânulos forem observados, o restante do sedimento deve 
ser ressuspendido em uma mistura fresca com 5 mL de uma solu- 
ção de ferrocianeto de potássio a 2% e 5 mL de HCla 1%, seguido 
de repouso por 10 minutos. 

3. Em seguida, a mistura deve ser centrifugada e o sobrenadante, 
descartado. O sedimento deve ser examinado microscopicamen- 
te. Grânulos grosseiros de hemossiderina aparecem em azul nas 
células, nos cilindros e no material amorfo nas preparações por 
esse método. Caso os grânulos não sejam corados, repita o exame 
após 30 minutos (às vezes, a reação é retardada). 


Bilirrubina na urina 


A bilirrubina é um produto da quebra da hemoglobina que se forma 
nas células reticulares endoteliais do baço, do fígado e da medula 
óssea. Inicialmente, é transportada no sangue acoplada à albumina. 
Essa bilirrubina não conjugada (ou bilirrubina indireta) é insolú- 
vel em água e, portanto, incapaz de atravessar a barreira glomerular 
dos rins. A bilirrubina não conjugada é transportada para o fígado, 
no qual é conjugada ao ácido glicurônico para formar bilirrubina gli- 
curonida. Essa forma conjugada da bilirrubina (bilirrubina direta) é 
hidrossolúvel e consegue transpor o glomérulo nos rins, indo parar 
na urina. A bilirrubina conjugada normalmente é excretada na bile 
dentro do duodeno, e a urina normal de um indivíduo adulto contém 
apenas 0,02 mg de bilirrubina/dL. Essa pequena concentração não é 


detectada pelos métodos de teste usuais. A excreção da bilirrubina é 
intensificada pela alcalose. 

O aparecimento de bilirrubina conjugada na urina em geral indi- 
ca sua presença em excesso na circulação sanguínea. Isso ocorre em 
casos de (1) obstrução do fluxo biliar proveniente do fígado (intra 
ou extra-hepático), ou de (2) doença hepatocelular, com resultante 
incapacidade dos hepatócitos de excretar suficientemente a bilirru- 
bina conjugada na bile. Exemplificando, pode haver bilirrubinemia 
quando a pressão intracanalicular eleva-se de forma secundária a 
inflamação periportal, fibrose ou inchaço de hepatócitos. A presença 
de cálculos biliares no ducto biliar comum ou a existência de carci- 
noma da cabeça do pâncreas são possíveis fontes de obstrução biliar 
extra-hepática que leva à bilirrubinúria. Esta, por sua vez, é obser- 
vada com frequência na hepatite viral aguda ou na colestase indu- 
zida por fármacos antes do aparecimento de icterícia, e tipicamente 
acompanha a icterícia da hepatite alcoólica aguda. Em indivíduos 
expostos a toxinas ou fármacos hepatotóxicos, um resultado positivo 
no teste para detecção de bilirrubinúria pode constituir indicação 
inicial de colestase ou lesão hepática. Nas hiperbilirrubinemias con- 
gênitas, a bilirrubina aprece na urina de indivíduos com doença de 
tipos Dubin-Johnson e Rotor, mas está ausente naqueles com doen- 
ça de Gilbert ou doença de Crigler-Najjar. 

A bilirrubintria está associada à produção de uma urina cuja cor 
varia de castanho-amarelada a castanho-esverdeada e que pode apre- 
sentar um espuma amarela. Nessa condição, também se observa eleva- 
ção dos níveis séricos de bilirrubina (conjugada), icterícia e produção 
de fezes de cor pálida. Essas fezes são denominadas alcoólicas em vir- 
tude da ausência de pigmentos derivados da bilirrubina. Um resultado 
positivo de teste para detecção de bilirrubina urinária acompanhado 
de um resultado negativo de teste para detecção de urobilinogênio 
na urina indicam a existência de uma obstrução biliar intra ou extra- 
hepática. Esse teste é valioso para estabelecer o diagnóstico diferen- 
cial da icterícia, uma vez que a bilirrubinemia está ausente na icterícia 
hemolítica. A Tabela 27.10 resume os achados típicos de urina e fezes 
associados à icterícia de diversas etiologias. 


Métodos 

Tira reativa. O teste baseia-se na reação de acoplamento da bilirrubi- 
na a um sal de diazônio em meio ácido. Quando esse método é utili- 
zado, a urina normal contém concentrações indetectáveis de bilirru- 
bina. Testes específicos diferem quanto ao sal de diazônio empregado. 
O Multistix usa 2,4-dicloroanilina diazotada como sal diazo, cuja cor 
muda do amarelo-creme ao amarelo-queimado após 20 segundos. 
Esse sistema irá detectar na urina uma concentração de 0,8 mg/dL. 
Entretanto, pode ser difícil ler a mudança de cor. O Chemstrip usa 
2,6-diclorobenzeno-diazônio tetrafluoroborato, e sua cor muda de 
rosa para violeta entre 30 e 60 segundos. Esse teste detecta na urina 
concentrações da ordem de 0,5 mg/dL. 

A amostra de urina deve ser fresca, pois a bilirrubina glicuronida 
nela contida é rapidamente hidrolisada em sua forma livre e menos 
reativa. A oxidação da bilirrubina em amostras colhidas há muito 
tempo e que permaneceram em repouso nesse período, especialmen- 


Tabela 27.10 Achados na urina e nas fezes diante da icterícia 


Achado Normal Obstrução do Hemólise, Dano hepático, 
fluxo biliar anemia hepatite, 
hemolítica colestase 
Bilirrubina Ausente Aumentada, Ausente Inicialmente 
urinária urina escura aumentada 
Urobilinogênio Presente Neoplasma — Aumentada Inicialmente 
urinário baixo ou ausente; diminuído; 
cálculos biliares — aumentado na 
variável fase tardia 
Cor fecal Escura Pálida; intermitente, Escura Inicialmente 


com cálculos biliares 
no ducto biliar 
comum; persistente, 
com neoplasma no 
ducto ou pâncreas 


pálida; escura 
na fase tardia; 
pálida na 
colestase 


te se ficaram expostas à luz, acarretará a geração de resultados falso- 
negativos. Grandes quantidades de ácido ascórbico e nitrito também 
podem levar à obtenção de resultados com níveis mais baixos de 
bilirrubina. Metabólitos de certos fármacos, como a fenazopiridina 
(Piridínio), conferem uma cor avermelhada diante do baixo pH da 
tira reativa e mascaram o resultado do teste. A rifampina e grandes 
quantidades de metabólitos da clorpromazina podem gerar resultados 
falso-positivos, enquanto os salicilatos não causam interferência. O 
urobilinogênio não afeta o resultado. 

Testes confirmatórios para bilirrubina. É comum utilizar o método 
do teste diazo, em que a bilirrubina é acoplada ao p-nitrobenzeno dia- 
zônio p-tolueno sulfonato para dar origem a uma cor azul ou púrpura 
(na forma de comprimido ou tira reativa). O teste com tira reativa é 
bem menos reativo à bilirrubina livre do que o teste com comprimi- 
do, de modo que uma diferença de resultados torna-se mais aparente 
à medida que a urina envelhece. Outro teste emprega um reagente à 
base de cloreto férrico que oxida a bilirrubina à biliverdina verde. O 
método do comprimido diazo é descrito a seguir. 

Método do comprimido diazo. Os comprimidos contêm p-nitro- 
benzeno diazônio p-tolueno, bem como ácido sulfossalicílico e bicar- 
bonato de sódio. Essas duas últimas substâncias fornecem um meio 
ácido para a reação e uma mistura efervescente que garantirá a solu- 
ção de uma parte do comprimido quando a água for adicionada. (O 
kit Ictotest, que inclui tecidos absorventes e comprimidos reagentes, é 
comercializado pela Bayer Corporation, Tarrytown, NY.) 

Nota: os comprimidos reagentes são higroscópicos e devem ser, por- 
tanto, protegidos contra a hidratação ou a alta umidade. São forneci- 
dos em um frasco marrom, visto que a exposição direta e prolongada 
à luz intensa resulta na decomposição do composto diazônio estabili- 
zado. A exposição prolongada durante várias semanas a uma tempe- 
ratura de 37,8°C (100°F) ou superior também acarreta a deteriora- 
ção dos comprimidos. Uma cor castanho-desbotada indica que esses 
comprimidos estão deteriorados. Cada vez que o frasco for aberto, é 
necessário checar se os comprimidos apresentam reação positiva ou 
negativa. 

Procedimento 

1. 10 gotas de amostra são aplicadas no tecido de asbesto-celulose 
fornecido com o kit. Caso esteja presente, a bilirrubina será 
adsorvida na superfície do tecido. 

2. Um comprimido reagente deve ser colocado sobre a área umede- 
cida do tecido. 

3. Em seguida, uma gota de água é aplicada sobre o comprimido. 
Após 5 segundos, uma segunda gota é aplicada, de modo que a 
água escape do comprimido e caia sobre o tecido. Se houver bilir- 
rubina na amostra, ela se acoplará ao p-nitrobenzeno diazônio 
p-tolueno sulfonato contido no comprido, e a reação será indica- 
da pela formação de uma cor que varia do azul ao púrpura dentro 
de 30 segundos. É necessário mover o comprimido para revelar a 
cor púrpura. O aparecimento das cores rosa ou vermelho indica 
um teste com resultado negativo. 

O teste diazo reage positivamente com a bilirrubina em quantida- 
des da ordem de 0,05 a 0,1 mg/dL. Não há reação com aparecimento 
de cor púrpura envolvendo a urobilina ou outros pigmentos, embora 
níveis elevados de urobilina ou indicana resultam no aparecimento 
da cor vermelha. Os compostos azo induzem uma cor atípica (p. ex. 
piridínio). A rifampina também pode causar interferências. Os meta- 
bólitos da clorpromazina, quando em alta concentração, induzem o 
aparecimento de uma cor púrpura. Os metabólitos dos fármacos anti- 
inflamatórios ácido mefenâmico e ácido flufenâmico geram resulta- 
dos falso-positivos. 

Método do comprimido com lavagem. Quando há suspeita de rea- 

ções falso-positivas (p. ex., com a clorpromazina), o contaminante 
pode ser diluído com água no tecido. 
Procedimento. São preparados tecidos em duplicata e 10 gotas de 
urina são aplicadas em cada um deles. Em um dos tecidos, são adicio- 
nadas 10 gotas de água. Em seguida, um comprimido é colocado sobre 
cada tecido e 2 gotas de água são aplicadas sobre cada comprimido. 
Se estiver presente, a bilirrubina será adsorvida nas fibras do tecido e 
aparecerá do mesmo modo em ambos os tecidos. A presença de uma 
substância interferente resulta na produção de uma cor clara ou na 
ausência de cor no tecido com água extra. 
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A bilirrubina conjugada proveniente do fígado eventualmente 
alcança o duodeno, complexada a colesterol, sais biliares e fosfolipí- 
deos contidos na bile. A bilirrubina conjugada não é absorvida a par- 
tir do intestino delgado, mas atravessa-o e chega ao interior do cólon, 
no qual as bactérias residentes hidrolisam o conjugado. A bilirrubi- 
na livre é, então, reduzida a urobilinogênio, mesobilirrubinogênio e 
estercobilinogênio. Até 50% do urobilinogênio é reabsorvido na cir- 
culação porta e re-excretado na bile, sob a forma não conjugada. A 
vasta maioria do urobilinogênio remanescente é excretada pelas fezes 
como urobilinas ou estercobilina colorida, as quais são formadas após 
a remoção adicional do hidrogênio. Uma pequena quantidade é excre- 
tada pela urina. 

O urobilinogénio representa um grupo de compostos tetrapir- 
rol intimamente relacionados e, como na verdade é uma mistura de 
substâncias que se quantifica, o termo “unidades” é frequentemente 
preferido à terminologia mg/dL, mais precisa. Essas medidas são gros- 
seiramente equivalentes. O débito normal de urobilinogênio na urina 
pode ser de 0,5 a 2,5 mg ou unidades/24 horas. Essas substâncias são 
incolores e lábeis, ao contrário das urobilinas, que são produtos de 
oxidação do urobilinogênio que conferem a cor amarelo-alaranjada 
à urina normal. O débito de urobilinogênio está aumentado na urina 
alcalina e diminuído na urina ácida. 

Sempre que o figado é incapaz de remover eficientemente o urobili- 
nogênio reabsorvido a partir da circulação porta, uma quantidade de 
urobilinogênio acima do normal é desviada para os rins e, assim, excre- 
tada pela urina. Esse fenômeno pode ocorrer em caso de lesão hepato- 
celular decorrente de hepatite viral, fármacos ou substâncias tóxicas, 
ou em alguns casos de cirrose. Na insuficiência cardíaca congestiva, a 
congestão hepática previne o processamento efetivo do urobilinogênio, 
e a reexcreção na bile fica comprometida. Se houver infecção, como na 
colangite associada à obstrução, grandes quantidades de urobilinogê- 
nio são eliminadas com a bilirrubina por meio da urina. 

Em contraposição, o excesso de urobilinogênio na urina aliado à 
ausência de bilirrubina está tipicamente associado à ocorrência de 
hemólise. Essa condição pode ser observada após uma lise eritroci- 
tária aguda, como também na destruição dos precursores eritrocitá- 
rios na medula óssea de indivíduos com anemia megaloblástica. Há 
também um aumento dos níveis de urobilinogênio acompanhado de 
sangramento nos tecidos e subsequente formação excessiva de bilir- 
rubina. Esses pacientes ictéricos produzem fezes escuras em razão do 
excesso de urobilinogênio eliminado com elas. Havendo febre, o uro- 
bilinogênio urinário pode estar aumentado, associado a um quadro de 
desidratação e produção de urina concentrada. 

A ausência persistente de urobilinogênio urinário ocorre diante 
da completa obstrução do fluxo biliar no intestino e é acompanha- 
da da produção de fezes pálidas. Os antibióticos de amplo espectro, 
que suprimem a flora intestinal normal, podem prevenir a conversão 
da bilirrubina em urobilinogênio e, assim, reduzir sua excreção pelas 
fezes e urina. 

O pigmento marrom mesobilifuscina é um dipirrol que normalmen- 
te contribui para a cor das fezes e da urina. Não apresenta reação nos 
testes para detecção de sangue ou bilirrubina. Embora não seja deriva- 
do da bilirrubina, como é o caso do urobilinogênio, é provavelmente 
um subproduto da síntese do heme. Seu excesso causa a produção de 
uma urina castanho-escura que pode ser observada na -talassemia 
homozigota ou sempre que houver formação dos corpúsculos de 
Heinz nos eritrócitos (p. ex., diante de hemoglobinas instáveis). 


Métodos 

Tira reativa. O teste baseia-se tanto na reação do aldeído de Ehrlich 
quanto na formação de corante azo vermelho a partir de um compos- 
to diazônio. 

O Multistix utiliza o primeiro método. Sua área de teste é impregna- 
da com uma solução tampão ácida e p-dimetilaminobenzaldeído, que 
produz uma cor castanho-avermelhada com o urobilinogênio. A cor 
pode variar do amarelo-claro até nuances de castanho-avermelhado, e 
valores da ordem de 0,2 a 1 mg/dL são considerados normais. A meto- 
dologia desse teste é inespecífica para detecção do urobilinogênio e 
detectará substâncias que sabidamente reagem com o reagente de 
Ehrlich, tais como porfobilinogênio, metabólitos do ácido p-aminos- 


salicílico, sulfonamidas, procaína, ácido 5-hidroxi-indolacético, indol 
e metildopa (Aldomet). Não é um método confiável para detecção de 
porfobilinogênio. 

O Chemstrip para detecção de urobilinogênio possui uma área de 
teste que é impregnada com 4-metoxibenzeno-diazônio-tetrafluoro- 
borato, que se acopla ao urobilinogênio em meio ácido para formar 
um corante azo azul. Os resultados são lidos em 10 a 30 segundos, e 
o teste é capaz de detectar aproximadamente 0,4 mg/dL. Esse teste é 
específico para o urobilinogênio, diferindo das metodologias baseadas 
no reagente de Ehrlich. 

Uma amostra de urina recém-produzida é a melhor para uso nos 
testes, uma vez que o urobilinogênio é bastante lábil e potencialmente 
forma urobilina não reativa na urina ácida. Ambas as tiras reativas são 
afetadas por metabólitos de certos fármacos, como a fenazopiridina 
(Piridínio), que confere à urina uma cor vermelho-alaranjada em meio 
ácido, além de outros compostos, como Azo-Gantrisina. Essas interfe- 
rências podem mascarar a reação com o urobilinogênio ou gerar resul- 
tados falso-positivos. A bilirrubina e o sangue usualmente não afetam 
o teste, contudo a bilirrubina às vezes produz uma cor esverdeada. 
Outros testes para urobilinogênio e porfobilinogênio. Os testes qua- 
litativos para urobilinogênio e porfobilinogênio podem ser realizados 
quando os testes com tiras reativas indicarem a presença na urina de 
mais de 1 mg/dL de substância reagindo com reagente de Ehrlich (ver 
na seção sobre Porfirinas mais informações sobre essas modalidades 
de teste). 

Os testes quantitativos para detecção de urobilinogênio na urina 
raramente são realizados. Consulte na edição de 1979 deste livro a 
descrição do método quantitativo para urobilinogênio de 2 horas, 
bem como dos métodos de Davidsohn (1974) ou Schwartz (1944) 
para quantificações de 24 horas. Para fins de comparação quantitati- 
va de amostras de um mesmo paciente, utiliza-se um teste de 2 horas 
com amostra de urina coletada entre as 14 e as 16 h, após o almoço. 
Esse período, após a refeição, coincide com a excreção aumentada do 
urobilinogênio, visto que o pH da urina encontra-se mais próximo da 
neutralidade. Outros períodos de 2 horas também podem ser testados 
para fins de comparação. 


Testes indiretos para detecção 
de infecção no trato urinário 


Não raro, infecções significativas envolvendo o trato urinário podem 
estar presentes em pacientes que não apresentam nenhuma sintoma- 
tologia típica. Uma vez que essas infecções podem causar sério dano 
renal, caso permaneçam sem tratamento, muitos médicos consideram 
prudente solicitar testes para detecção de bacteinúria em indivídu- 
os sob alto risco. Entre estes, estão os pacientes idosos, as grávidas, os 
diabéticos e aqueles com história prévia de infecções do trato urinário. 
As duas modalidades de teste mais utilizadas para avaliação indireta 
da bacteinúria e da leucocitúria são a tira reativa de nitrito e a estera- 
se leucocitária, respectivamente. Esses testes serão discutidos a seguir. 
Um teste de tiras reativas imunocromatográfico para quantificação dos 
níveis urinários de lactoferrina também pode se mostrar útil para o 
diagnóstico rápido de infecção do trato urinário (Arao, 1999). A uri- 
nálise microscópica serve de teste confirmatório rápido para a presen- 
ça de leucócitos e bactéria, enquanto a cultura bacteriológica continua 
sendo o padrão-ouro para detecção de bacteinúria. 


Nitrito 

Muitas bactérias que são patógenos do trato urinário são capazes 
de reduzir nitrato em nitrito e, assim, gerar resultados positivos no 
teste de detecção de nitrito na urina quando presente em número 
significativo (> 10°—10°/mL de urina oriunda da bexiga urinária). 
Entre os organismos mais comuns, estão a Escherichia coli, Klebsiella, 
Enterobacter, Proteus, Staphylococcus e espécies de Pseudomonas. 
O Enterococcus é incapaz de reduzir nitrato em nitrito. Se o teste de 
detecção de nitrito for positivo, deve ser considerada a realização de 
uma cultura, desde que a amostra tenha sido adequadamente coletada 
e armazenada antes da execução do teste. A melhor amostra é a pri- 
meira urina da manhã, colhida no jato intermediário. 

Segundo Kunin & Degroot (1975), testes de detecção de nitrito 
repetidamente autoadministrados (três testes) em um pequeno grupo 
de pacientes revelaram, em geral, cerca de 70% de resultados positivos, 


em comparação às culturas. Quando somente E. coli estava presente, 
a bacteinúria detectada por meio de um resultado positivo para teste 
de detecção de nitrito em qualquer uma das três amostras de urina 
matinais apresentou uma concordância de 93% com os resultados 
das culturas. Não houve resultados de nitrito falso-positivos no grupo 
de testes maior. Outros pesquisadores relataram resultados menos 
satisfatórios na triagem de nitrito com vareta medidora de nível para 
detecção de infecções no trato urinário, em particular entre pacientes 
sob internação hospitalar (Zaman, 1998). 

Métodos. O teste depende da conversão do nitrato em nitrito por ação 
das bactérias presentes na urina. Como é tipicamente necessário haver 
incubação de um dia a outro (mínimo de 4 horas) na bexiga urinária, 
para que a população de bactérias infectantes converta o nitrato uri- 
nário em nitrito, a primeira urina da manhã é a melhor amostra. Um 
resultado positivo é indicação para a realização da cultura, a menos 
que a amostra tenha sido armazenada de forma indevida após a coleta, 
permitindo o crescimento de bactérias contaminantes. 

Tira reativa. A área de teste de nitrito do Multistix é impregnada com 
ácido p-arsanílico, que forma um sal de diazônio ao reagir com o nitrito 
presente na urina. Esse composto, então, é capaz de acoplar-se à benzo- 
quinolina para formar um corante azo cor-de-rosa. Esse método detecta 
nitrito em solução em concentrações da ordem de 0,075 mg/dL, geran- 
do leituras em 40 segundos. O Chemstrip contém uma benzoquinolina 
e uma sulfanilamida, que produzem um corante azo cor-de-rosa com o 
nitrito em 30 segundos. É capaz de detectar concentrações de nitrito da 
ordem de 0,05 mg/dL. Repare que o aparecimento de manchas ou bor- 
das cor-de-rosa é interpretado como resultado negativo. 

Resultados falso-negativos são mais frequentes quando se ana- 
lisa amostras coletadas/armazenadas indevidamente, em razão da 
presença de contaminantes e da proliferação bacteriana pós-coleta. 
Resultados falso-positivos também podem ser produzidos por medi- 
camentos, os quais conferem à urina uma cor vermelha ou tornam-se 
vermelhos em meio ácido (p. ex., fenazopiridina). 

Resultados falso-negativos para nitrito podem ser gerados em con- 
sequência da presença de ácido ascórbico, urobilinogênio ou baixo pH 
(< 6). Amostras coletadas ao acaso durante o dia, bem como a urina 
obtida de pacientes com cateteres de drenagem, não apresentam boa 
correlação entre teste de detecção de nitrito e bacteinúria significativa, 
provavelmente por causa do tempo necessário para que ocorra redução 
química a nitrito na urina da bexiga urinária. Além disso, alguns resul- 
tados falso-negativos se devem à ação de certos organismos redutores 
de nitrato que formam compostos diferentes do nitrito, como amônia, 
ácido nítrico, hidroxilamina e nitrogênio, gerando, portanto, resulta- 
dos falso-negativos no teste de detecção de nitrito. A falta de nitrato na 
dieta também pode levar a resultados falso-negativos, mesmo quando 
um número significativo de organismos está presente. 


Esterase leucocitária 

Extratos de grânulos (primários) azurofílicos de neutrófilos huma- 
nos contêm até 10 proteínas que mostram atividade esterolítica. Essa 
atividade de esterase é comumente empregada como marcador para 
detecção dessas células. Como os neutrófilos e outras células são lábeis 
na urina, a atividade de esterase leucocitária pode ser indicativa de 
resquícios de células invisíveis ao microscópio. 

A presença de um número significativo de neutrófilos na urina suge- 
re a existência de infecção no trato urinário. Todavia, dificuldades têm 
sido encontradas na determinação de pontos de cutoff adequados para 
números normais e anormais dessas células. Como as contagens quanti- 
tativas são demasiadamente baixas, a precisão é insatisfatória. Resultados 
positivos para detecção de esterase leucocitária correlacionam-se com 
números “significativos” de neutrófilos, sejam intactos ou lisados, e 
também com o número de resultados falso-negativos e falso-positivos 
que é baixo quando se usa como ponto de cutoff uma contagem em 
câmara de cerca de 10 neutrófilos/uL de urina fresca. Do mesmo modo, 
utilizando-se um sedimento urinário concentrado (10:1) em uma pre- 
paração citocentrifugada e corada, um resultado negativo de teste com 
tira reativa apresenta uma associação com menos de 100 neutrófilos em 
10 campos de maior aumento (hpf) (450 x). O teste da esterase leuco- 
citária também pode ser útil no acompanhamento de uma suspeita de 
uretrite em pacientes do sexo masculino, e possui um alto valor prediti- 
vo negativo nesse cenário diagnóstico (Bowden, 1998). 


Métodos. 

Tira reativa. O princípio do teste é semelhante ao da reação com 
cloroacetato de naftol utilizada para detecção da esterase de granuló- 
citos na hematologia. As esterases neutrofílicas catalisam a hidrólise de 
ésteres para produzir seus respectivos álcoois e ácidos. Exemplificando, 
o Multistix utiliza como substrato o éster de 3-hidroxi-5-fenilpirrol- 
N-tosil-L-alanina, o qual reage em presença da esterase leucocitária e 
forma álcool pirrol. Esse álcool, então, reage com um sal de diazônio 
para produzir uma cor púrpura. A intensidade da cor produzida é pro- 
porcional à concentração de enzima presente na amostra que, por sua 
vez, está associada ao número de neutrófilos também presente. 

As células originárias do trato urinário (1. e., urotélio) e os eritrócitos 
não contribuem para os níveis de esterase. A alta gravidade específica 
da urina e a concentração de proteínas e de glicose são fatores que alte- 
ram os resultados do teste, do mesmo modo que o ácido bórico e certos 
antibióticos, como tetraciclina, cefalexina e cefalotina. O ácido ascórbi- 
co inibe essa reação, quando em concentrações muito altas. 

A contaminação da amostra de urina com líquido vaginal pode 
levar à obtenção de resultados positivos, enquanto grandes números 
de células epiteliais escamosas e bactérias podem ser observados ao 
exame microscópico. Ainda, Trichomonas e eosinófilos podem repre- 
sentar fontes celulares alternativas de esterases e, assim, gerar resul- 
tados falso-positivos. Agentes oxidantes e formalina podem produzir 
cores que indicam resultados falsamente positivos, enquanto a nitro- 
furantoína e outras cores fortes podem afetar a interpretação da cor. 


Testes de triagem bioquímica diversos 


Ácido ascórbico 

O ácido ascórbico ocasionalmente pode ser encontrado em grandes 
concentrações na urina de indivíduos que consomem doses terapêu- 
ticas de vitamina C ou outras preparações ricas em ácido ascórbico. 
Em razão de suas propriedades redutoras, o ácido ascórbico pode ini- 
bir várias reações em tiras reativas (i. e., glicose, sangue, bilirrubina, 
nitrito e esterase leucocitária). As tiras reativas fornecidas pelos vários 
fabricantes diferem quanto à suscetibilidade a essa substância, tornan- 
do necessário investigar os resultados suspeitos. Por exemplo, quan- 
do o exame microscópico do sedimento urinário indica a presença de 
mais de 2 eritrócitos por campo de maior aumento, porém o heme 
não é detectado pelo método da tira reativa, pode ser útil checar a 
amostra quanto à presença de ácido ascórbico. 

Os testes de urina para detecção de ácido ascórbico também têm 
sido utilizados como indicação do grau de adequação da terapia com 
essa substância. Com a dieta ocidental habitual, um indivíduo excreta 
entre 2 e 10 mg/dL diariamente. Por outro lado, após a ingestão de 
grandes quantidades de ácido ascórbico, os níveis urinários podem se 
tornar maiores que 200 mg/dL. O oxalato e o sulfato são metabólitos 
do ácido ascórbico e, diante da ingestão de grandes quantidades dessa 
substância (> 1 g/dia), pode haver formação de cálculos de oxalato em 
indivíduos suscetíveis. 

Métodos. Diversos fabricantes desenvolveram métodos de tiras reati- 
vas para detecção do ácido ascórbico, os quais serão discutidos a seguir. 
A quantificação por cromatografia a gás/espectometria de massas (CG- 
EM) é um método quantitativo mais acurado (Deutsch, 1997). 

Tiras reativas. A área de teste para ácido ascórbico das tiras reativas 
do C-Stix é impregnada com fosfomolibdatos tamponados em meio 
ácido. Os fosfomolibdatos são reduzidos pelo ácido ascórbico a azul 
de molibdênio, e o teste detecta 5 mg/dL de ácido ascórbico na urina 
após 10 segundos. O ácido gentísico e a L-dopa podem gerar resulta- 
dos falso-positivos. 

As tiras reativas Stix não são tão sensíveis quanto as do C-Stix, e detec- 
tam cerca de 25 mg/dL de ácido ascórbico em 60 segundos. O reagente 
contido no Stix é o verde de metileno, que é reduzido a sua forma inco- 
lor pelo ácido ascórbico. O vermelho neutro fornece uma coloração de 
fundo, e a cor geral muda de azul para púrpura diante de concentrações 
da ordem de 150 mg/dL. Esse mesmo método de teste também está 
incorporado às tiras reativas múltiplas do Multistix. Grandes quantida- 
des de bilirrubina e pH acima de 7,5 são fatores que interferem no desen- 
volvimento da cor. À presença de uratos, salicilatos, ácido gentísico ou 
creatinina não está associada à ocorrência de resultados falso-positivos. 
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Acido 5-hidroxi-indolacético 

A serotonina (5-hidroxitriptamina) é produzida a partir do tripto- 
fano pelas células argentafins do intestino, e é transportada no sangue 
pelas plaquetas. Tumores carcinoides (argentafinoma) podem produ- 
zir quantidades excessivas de serotonina, em especial quando metastá- 
ticos. Os sintomas característicos incluem distúrbios intestinais e vaso- 
motores, além de broncoconstrição. Edema, doença cardíaca valvular 
à direita e sintomas neurológicos também podem estar presentes. 

Embora a serotonina urinária possa ser analisada diretamente por 
métodos de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) (Panholzer, 
1999), os testes de triagem que detectam o ácido 5-hidroxi-indolacético 
— um metabólito da serotonina — em amostras de urina são emprega- 
dos com mais frequência. O método quantitativo é mais sensível, pois 
elimina os cetoácidos e o ácido indolacético interferentes. A excreção 
normal de ácido 5-hidroxi-indolacético em 24 horas é de 1 a 5 mg. 
Teste de triagem. Uma amostra de urina coletada ao acaso usual- 
mente é suficiente para fins de triagem. Quando é feita uma cultura 
de 24 horas, a amostra deve ser acidificada com HC]. O ácido bórico 
também pode ser utilizado como conservante. Os pacientes devem 
ser instruídos a não consumir nenhum tipo de fármaco durante um 
período de 72 horas, antes da realização do teste. As fenotiazinas, fár- 
macos acetanilida e mefenesina (relaxante muscular) causam interfe- 
rência no teste. 

O princípio do teste baseia-se no desenvolvimento de uma cor 
púrpura que é específica para 5-hidroxi-indóis com ácido nitroso e 
1-nitroso-2-naftol. O cloreto de etileno é utilizado na remoção de cro- 
mógenos interferentes. O procedimento completo é descrito na edição 
de 1984 deste livro. 


Melanina 

Melanócitos normais convertem tirosina em di-hidroxifenilalanina 
(DOPA), em seguida em dopaquinona e, por meio de etapas oxidativas, 
em melanina. A enzima tirosina é necessária à primeira etapa de con- 
versão e é encontrada em organelas específicas existentes nos melanó- 
citos, denominadas melanossomas. Sua formação é intensificada pelo 
hormônio estimulador da melanina. Os melanossomas com pigmento 
são normalmente transferidos dos melanócitos para as células da pele e 
das membranas mucosas. Melanossomos com tamanho aumentado são 
observados em algumas células neoplásicas (p. ex., nevo, melanoma). 

À medida que o melanoma maligno produz metástases, aumen- 
ta a excreção urinária de metabólitos da melanina, embora seja raro 
pacientes com essa doença produzirem uma urina de cor escura, 
mesmo quando amostras são deixadas em repouso por 24 horas, à 
temperatura ambiente. Esses melanógenos urinários incluem indóis, 
catecóis e catecolaminas. A DOPA não aparece em grandes quantida- 
des na urina de pacientes com melanoma. 

Não há um teste específico para detecção de melanúria. Os testes 
de triagem para melanina devem utilizar amostras de urina fresca e 
incluir testes baseados em reações de cor inespecíficas produzidas com 
cloreto férrico, aldeído reagente de Ehrlich e nitroferricianeto. A edi- 
ção de 1984 deste livro aborda os procedimentos dos testes com clore- 
to férrico e nitroferricianeto. 

Um método cromatográfico com coluna de troca iônica permite a 
detecção de metabólitos da melanina na urina. Outra abordagem consis- 
te em quantificar os níveis urinários de DOPA oxidase. A concentração 
dessa enzima encontra-se aumentada na urina de pacientes com mela- 
noma e aumentada acentuadamente diante de metástases hepáticas. 

Em raros casos, células com pigmento melanina são encontradas no 
sedimento urinário quando há melanúria com captação de pigmen- 
to pelas células tubulares renais e nos casos de melanoma metastático 
para a bexiga. Uma coloração para captação de íons ferrosos pode ser 
utilizada para colorir de azul-escuro a melanina contida nas células. 


Porfirinas 

As porfirias são um grupo de doenças que resultam de defeitos 
na síntese do heme. Trata-se de deficiências enzimáticas herdadas 
em que o substrato da enzima usualmente é excretado em excesso 
pela urina e/ou fezes. Durante o ataque porfírico agudo, são excre- 
tados altos níveis de porfobilinogênio, contudo, entre os ataques, os 
níveis de porfobilinogênio podem estar aumentados ou normais. Os 
padrões de excreção das várias porfirinas variam de acordo com as 


diversas doenças existentes e, junto com os achados clínicos, ajudam 
a estabelecer o diagnóstico. 

As porfirinas são excretadas na maioria das porfirias e no envenena- 
mento por chumbo. Além disso, o metabolismo das porfirinas pode 
estar anormal nos pacientes com infecção por HIV estabelecida, par- 
ticularmente quando há infecção concomitante pelo vírus da hepatite 
C (O'Connor, 1996). 

A fotossensibilidade cutânea e o aparecimento de lesões na pele fre- 

quentemente acompanham níveis altos de porfirina. A entidade sem 
lesões na pele é a porfiria intermitente aguda. Em pacientes que apre- 
sentam doença neurológica e dor abdominal aguda — o grupo hepáti- 
co —, há aumento da produção e da excreção de ácido 6-aminovulinico 
(ALA) e porfobilinogênio durante o ataque porfírico agudo. Esse 
fenômeno provavelmente se deve ao aumento da atividade de ALA 
sintase e subsequente intensificação da produção de precursores. 
Exacerbações de doenças hepáticas são precipitadas por fármacos que 
sabidamente induzem atividade enzimática hepática (p. ex., barbitúri- 
cos e certos esteroides). 
Métodos. Em pacientes com suspeita de estarem tendo um ataque 
pofírico agudo, o porfobilinogênio é pesquisado em amostras de urina. 
O teste de Watson-Schwartz é utilizado para separar as causas de um 
resultado positivo no teste de reatividade de Ehrlich e para dar uma 
indicação da presença de porfobilinogênio ou grandes quantidades de 
urobilinogênio. Um resultado positivo para porfobilinogênio no teste 
de Watson-Schwartz pode ser confirmado pelo teste de Hoesch, pois o 
primeiro pode gerar resultados falso-positivos para porfobilinogênio 
em decorrência da ação de certos fármacos, como a metildopa. Diante 
de uma solicitação específica para realização de um teste qualitativo de 
porfobilinogênio ou no acompanhamento de um paciente porfírico, o 
teste de Hoesch — mais simples — pode ser utilizado em substituição ao 
teste de Watson-Schwartz. 

As amostras de urina para detecção de urobilinogénio ou porfobili- 
nogênio precisam ser frescas. Se houver atraso na execução do teste, o 
pH deve ser ajustado a um valor próximo da neutralidade (pH 7) e a 
amostra deve ser mantida na geladeira, na qual permanecerá estável por 
aproximadamente 1 semana. A urina pode escurecer caso o paciente 
tenha porfiria, em especial se mantida à temperatura ambiente. 

Teste de Watson-Schwartz. Os testes de reação do aldeído de Ehrlich 
e de Watson-Schwartz baseiam-se nas diferenças de solubilidade exis- 
tentes entre o urobilinogênio e o porfobilinogênio. O urobilinogênio 
pode ser extraído com clorofórmio e/ou butanol, enquanto o porfobi- 
linogênio permanecerá na fase aquosa. 

Procedimento 

1. 2,5 mL de reagente de Ehrlich são adicionados a 2,5 mL de urina 
fresca e, em seguida, a mistura é homogeneizada. 

2. 5 mL de acetato de sódio saturado são adicionados à mistura, 
seguindo-se a homogeneização. Com auxílio de uma fita medido- 
ra de pH, verifica-se o pH da solução que deve estar na faixa de 4 
a 5. Esse valor deve ser ajustado, caso haja necessidade. 

3. Em seguida, a mistura recebe 5 mL de clorofórmio. Uma tampa é 
colocada no frasco que contém a mistura e esta é vigorosamente 
agitada durante 1 minuto. Feito isso, aguarda-se algum tempo até 
que as fases estejam separadas. 

4. A fase de cima (aquosa) é examinada. Se estiver incolor, conside- 
ra-se que o resultado do teste de triagem é negativo, e o processo é 
interrompido. 

5. Se apresentar coloração, a fase aquosa deve ser isolada e tratada 
com 5 mL de butanol. O frasco com a solução é tampado e agita- 
do vigorosamente durante 1 minuto. Em seguida, aguarda-se até 
que as fases se separem. 

6. O aparecimento de uma coloração variável entre “rosa e rosa-aver- 
melhado” na fase de baixo (aquosa) indica um resultado positivo 
e sugere a existência de uma concentração de porfobilinogênio 
equivalente a várias vezes a concentração normal. O aparecimento 
de cor na fase de cima (que contém butanol) indica que houve 
aumento da concentração de urobilinogênio (Fig. 27.3). 

Teste de Hoesch. O teste de Hoesch se baseia no inverso da reação de 
Ehrlich (i. e., na manutenção da solução ácida por meio da adição de 
um pequeno volume de urina a um volume relativamente grande de 
reagente), eliminando o problema da reatividade do urobilinogênio. A 
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Figura 27.3 Teste de Watson-Schwartz. Interpretação do método de triagem para urobilinogênio e porfobilinogênio urinários. 


sensibilidade desse teste é semelhante à do teste de Watson-Schwartz, 
porém a reação é provocada pelo porfobilinogênio. O teste detecta 
concentrações de porfobilinogênio da ordem de 20 a 100 mg/L, e con- 
centrações de urobilinogênio de até 200 mg/L não geram resultado 
positivo (cor vermelha). O aparecimento de uma cor amarela pode ser 
causado pela presença de ureia. 

O pigmento urinário uroseína, relacionado ao ácido indolacético, 
produz resultados positivos no teste de Hoesch (em resposta ao HC] 
forte), e a cor rosa produzida pode ser confundida com um resultado 
positivo para porfobilinogênio. Alguns dos problemas falso-positivos 
podem ser excluídos testando-se separadamente a amostra com HCl 
concentrado (6 mol/L) de forma conjunta com o teste de Hoesch. A 
urina proveniente de um indivíduo com ataque porfírico agudo pode 
exibir uma cor vermelho-escura, necessitando ser diluída na propor- 
ção de 1:10 com água antes de iniciar o teste. 

O teste de Watson-Schwartz detecta níveis acima de 6 mg/L, enquan- 
to o teste de Hoesch detecta porfobilinogênio em concentrações acima 
de 11 mg/L. O teste de Watson-Schwartz é mais sensível do que o de 
Hoesch na detecção de porfobilinogênio e pode gerar resultado posi- 
tivo entre a ocorrência dos ataques de porfiria intermitente aguda. 
Há relatos de que doses mais altas de metildopa (Aldomet) geraram 
resultados positivos, assim como os indóis em alguns pacientes com 
íleo paralítico e o fármaco fenazopiridina (Piridínio) que se torna ala- 
ranjado em presença de HCl. Um teste qualitativo de porfobilinogénio 
torna-se necessário quando ambos os testes, de Watson-Schwartz e de 
Hoesch, geram resultados questionáveis. Essa situação pode ser decor- 
rente da instabilidade do porfobilinogênio. 

Foram descritos exames de urina alternativos para triagem de porfo- 
bilinogênio. Estes incluem um método cromatográfico capilar eletro- 
cinético micelar (Luo, 1996), bem como um kit semiquantitativo com 
o qual a amostra de urina é pré-tratada com resina de troca iônica e 
a cor do aduto Ehrlich-porfobilinogênio é comparada a um conjunto 
de padrões (Deacon, 1998). 

A uroporfirina e a coproporfirina podem ser detectadas por fluores- 
cência. Uma fluorescência vermelho-alaranjada é observada quando 
uma amostra positiva é colocada próximo a uma fonte de luz ultra- 
violeta (UV). 

Procedimento de triagem por fluorescência para porfirina. Neste 
método, a urina é acidificada e a porfirina extraída é exposta à luz UV. 
1. 5 mL de urina são transferidos para um tubo de centrífuga com 

tampa. Em seguida, adicionam-se 3 mL de uma solução que con- 


siste em uma mistura de ácido acético glacial e acetato de etila na 
proporção de 1:4. 

2. A mistura é agitada e deixada em repouso para que ocorra a sepa- 
ração das fases. A centrifugação acelera a separação. 

3. Com o auxílio de uma lâmpada de Wood, observa-se a camada de 
cima quanto à fluorescência. O tubo com a mistura deve ser ins- 
pecionado em um recinto escuro, apenas com a luz UV refletida. 
Uma cor com tonalidade entre lavanda e violeta indica a presença 
das porfirinas. Uma fluorescência variável entre rosa e verme- 
lho indica níveis mais altos de porfirina. Uma cor azul-clara e a 
ausência da cor rosa representam um resultado negativo. À urina 
normal apresenta fluorescência azul. 

Para aumentar a sensibilidade do teste e remover metabólitos de fár- 
maco interferentes, a camada de cima da mistura deve ser transferida 
para um tubo de vidro e acidificada com 0,5 mL de HCl 3 M (25 mL 
de HCl concentrado diluído com água a um volume de 100 mL). Após 
a homogeneização, as porfirinas são extraídas na camada aquosa infe- 
rior e apresentarão fluorescência vermelho-alaranjada. 

Um método de triagem alternativo utiliza coluna com resina de 
troca iônica. As porfirinas são adsorvidas, eluídas e expostas à luz flu- 
orescente. Esse método remove substâncias interferentes, e seu princí- 
pio é similar ao do método quantitativo para porfirinas totais e para 
copro e uroporfirinas. 

Os testes de triagem aliados aos achados clínicos indicarão se há 
necessidade de realizar testes quantitativos. Estes últimos são realiza- 
dos por laboratórios de referência ou de pesquisa. 

Amostras de urina para avaliação de porfobilinogênio devem ser 
mantidas com pH próximo ao neutro (entre 6 e 7) e ao abrigo da luz. 
Amostras congeladas são bastante estáveis, embora o ALA permaneça 
mais estável se a urina estiver acidica. Caso a urina precise ser testa- 
da quanto à presença de ambas as substâncias, é preferível que o pH 
esteja próximo ao neutro e a alíquota de urina esteja congelada. Essas 
substâncias são quantificadas por meio da eluição em diferentes colu- 
nas e da reação com reagente de Ehrlich. Foi descrito um método cro- 
matográfico capilar eletrocinético micelar que permite a separação de 
ALA e porfobilinogênio (Luo, 1996). 

Amostras de urina para avaliação quantitativa de porfirinas são 
coletadas em um frasco escuro com 5 g de carbonato de sódio, para 
que a amostra de 24 horas forneça uma concentração de carbonato 
de sódio a 0,1% ou seja produzida uma amostra com pH neutro. A 
copro e a uroporfirina podem ser separadas por TLC ou por extração 
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e fluorometria, seguidas da quantificação em colunas de troca iônica. 
Métodos adicionais incluem o teste com coluna (porfirina) da Bio- 
Rad, espectrofotometria (Zuijderhoudt, 1998), eletroforese capilar 
(Chiang, 1997), espectrofotometria de massa com bombardeamento 
rápido de íons (Luo, 1997) e espectrofotometria de massa por tempo 
de voo com dessorção/ionização a laser (Jones, 1995). 

As porfirinas fecais podem ser qualitativamente estimadas por 
meio de extração e luz UV, ou quantificadas. Em algumas porfirias, 
os eritrócitos podem apresentar fluorescência ao exame microscópico 
de um esfregaço sanguíneo não corado. Os eritrócitos nucleados da 
medula óssea apresentam fluorescência mais intensa. 


Exame do sedimento urinário 


O exame microscópico da urina, somado à análise bioquímica com 
vareta medidora de nível, auxilia na detecção de processos patológi- 
cos renais e do trato urinário. A microscopia possibilita a detecção dos 
elementos celulares e acelulares da urina que não produzem reações 
bioquímicas distintas. A microscopia também pode servir de teste 
confirmatório em algumas circunstâncias (p. ex., eritrócitos, leucóci- 
tos e bactéria). 

Para realizar uma avaliação microscópica da urina de forma compe- 
tente é preciso conhecer as inúmeras entidades morfológicas existentes 
(p. ex., organismos, células hematopoéticas e epiteliais, cristais e cilin- 
dros). Do mesmo modo, o microscopista deve estar atento à relevância 
clínica dos achados urinários, bem como das anomalias bioquímicas 
comumente associadas às interpretações microscópicas. As discrepân- 
cias devem ser investigadas antes de comunicar os resultados. 

O sedimento urinário centrifugado deve conter todos os materiais 
insolúveis (comumente referidos como elementos formados) acumu- 
lados na urina após a filtração glomerular e durante a passagem de 
líquidos pelos túbulos renais e pelo trato urinário inferior. Os elemen- 
tos celulares são oriundos de duas fontes: (1) células de revestimento 
epiteliais descamadas/esfoliadas espontaneamente, provenientes dos 
rins e do trato urinário inferior; e (2) células de origem hematóge- 
na (leucócitos e eritrócitos). Cilindros celulares e acelulares podem 
ser observados, os quais são formados nos túbulos renais e nos duc- 
tos coletores. Também pode haver cristais de significados clínico- 
patológicos variados. Organismos (bactérias, fungos, células com 
inclusão viral, parasitas) e células neoplásicas constituem elementos 
tipicamente estranhos na urina, de modo que sua detecção precisa ser 
investigada. 

Os valores “normais” ou de referência para elementos formados 
variam de um laboratório a outro, em virtude da (1) variação da con- 
centração de amostras de urina coletadas ao acaso e (2) diferentes 
métodos empregados para concentrar o sedimento por centrifugação. 
Não há um procedimento padronizado específico. Os laboratórios 
estabelecem individualmente seus próprios valores de referência, mui- 
tas vezes unindo-se a nefrologistas e nefropatologistas. 


Métodos de exame do sedimento urinário 


De uma forma geral, as amostras de urina coletadas ao acaso são satis- 
fatórias para a avaliação microscópica. Entretanto, recomenda-se que o 
exame seja realizado enquanto a amostra estiver fresca, particularmen- 
te se não tiver sido tratada com conservante. Células e cilindros come- 
çam a sofrer lise 2 horas após a coleta. A refrigeração (entre 2 e 8°C) 
ajuda a prevenir a lise de entidades patológicas, contudo pode acarretar 
o aumento da precipitação de vários materiais amorfos e cristalinos. A 
coleta do jato intermediário de urina é recomendada para as mulheres, 
visando a reduzir a contaminação com elementos vaginais. 


Microscopia de campo claro 

Embora a microscopia de campo claro possa ser realizada a uma 
extensão limitada utilizando preparações de urina não coradas, pode 
ser difícil identificar leucócitos, histiócitos, células epiteliais e cilin- 
dros celulares. A luz menos intensa é mais eficaz no delineamento das 
estruturas mais translúcidas presentes na urina, tais como cilindros 
hialinos, cristais e filamentos de muco. À coloração com cristal viole- 
ta de safranina é comumente utilizada para auxiliar no delineamento 
dos elementos formados presentes na urina. 





Reagentes de coloração supravital 


Solução I: Cristal violeta 3g 
Álcool etílico (95%) 20 mL 
Oxalato de amônio 0,8 g 

Solução II: Safranina O lg 
Álcool etílico (95%) 40 mL 
Água destilada 400 mL 


Três partes da solução I e 97 partes da solução II são misturadas e 
filtradas. A mistura deve ser clareada por filtração a cada 2 semanas e 
desprezada após 3 meses. À parte, as soluções I e II podem ser manti- 
das indefinidamente à temperatura ambiente. 

Vários reagentes para coloração são comercializados e encontram-se 
disponíveis. Uma solução a 2% de azul de metileno e azul de toluidina 
também pode ser utilizada como coloração rápida simples e supravital. 
Procedimento. Uma a 2 gotas de corante são adicionadas a cerca de 
1 mL de sedimento urinário concentrado. A mistura é homogenei- 
zada com o auxílio de uma pipeta e uma gota dessa suspensão é apli- 
cada sobre uma lâmina de vidro, sendo coberta com lamínula. 


Microscopia de contraste de fase 


A microscopia de contraste de fase é benéfica para a detecção de 
elementos formados mais translúcidos presentes no sedimento uri- 
nário, notavelmente cilindros que podem escapar à detecção pela 
microscopia de campo claro convencional. A microscopia de contras- 
te de fase possui a vantagem de enrijecer os contornos até mesmo dos 
elementos formados mais transparentes, simplificando sua detecção 
(Figs. 27.4 A e B). O tempo de varredura é reduzido, e o rendimento 
aumenta. Existem diversos microscópios que foram projetados para 
permitir que o operador realize exames tanto em campo claro quanto 
em contraste de fase, dependendo de quais objetivas ou condensado- 
res são utilizados. 


Microscopia polarizada 

Trata-se de um tipo de microscopia que é empregada para distin- 
guir cristais e fibras de cilindros celulares e proteicos. Gotículas lipí- 
dicas ou esferocristais com ésteres de colesterol são anisotrópicas à 
luz polarizada, mostram-se brilhantes em campo escuro e formam 
cruzes de Malta com polarização cruzada. As evidências visíveis de 
anisotropia dependem da orientação do cristal no campo, mas nem 
todos são vistos. Se for inserida uma placa de retardo vermelha, a 
gotícula de colesterol mostrará quadrantes azuis e amarelos típicos 
contra o fundo vermelho. Grânulos de amido apresentam aspecto 
semelhante quando são polarizados, porém são maiores. Cristais, 
cabelo e fibras de roupa também aparecem brilhantes, porém não 
formam as cruzes de Malta. Ácidos graxos e triglicérides não formam 
esferocristais líquidos e não mostram anisotropia, contudo os glico- 
esfingolipídeos observados na doença de Fabry são birrefringentes e 
podem ser vistos em sedimentos urinários. 


Contagens quantitativas 


O hemocitômetro é utilizado em muitos laboratórios para quan- 
tificar os elementos do sedimento urinário. As células e os cilindros 
presentes em amostras de urina bem homogeneizadas e não diluídas 
são quantificados e expressos em número de células/uL. Os valores 
normais para neutrófilos variam de 5 a 30/uL entre diferentes pro- 
fissionais. Os limites superiores para eritrócitos variam de 3 a 20/uL, 
enquanto os valores para cilindros são da ordem de 1 a 2/uL. A con- 


Figura 27.4 A, cristais hialinos. 
Campo claro (x 100). B, cristais 
hialinos. Microscopia de contraste de 
fase (x 100). 


tagem de células em amostras de urina livres de pus com auxílio de 
hemocitômetro oferece vantagens em relação ao exame de amostras 
centrifugadas de urina purulenta. Entre essas vantagens estão a redu- 
ção da variabilidade causada pela centrifugação e suspensão da amos- 
tra, o uso de um volume fixo de urina para os exames e um campo 
visual marcante que possibilita realizar contagens acuradas. Kesson et 
al. (1978) forneceram evidências de que a realização de contagens em 
câmara utilizando amostras centrifugadas de sedimento urinário são 
mais confiáveis na predição de anomalias funcionais renais do que um 
método convencional que considere células/campo de maior aumen- 
to. A recuperação das células pode variar dependendo da velocidade 
da centrífuga, da gravidade específica e do pH. 


Componentes microscópicos 
no sedimento urinário 


Células 


Eritrócitos 

Sob maior aumento, os eritrócitos não corados são visualizados 
como discos bicôncavos pálidos que, embora possam apresentar certo 
grau de variação de tamanho, usualmente medem 7 um de diâmetro. 
Quando a amostra examinada não é fresca, os eritrócitos podem apa- 
recer como círculos tênues, incolores ou “células-fantasmas” (“célula- 
sombra”), pois a hemoglobina pode se dissolver. Em urinas hipertô- 
nicas, podem se tornar crenados e aparecer como células pequenas 
e rugosas com bordas onduladas. Na urina diluída, as células sofrem 
tumefação e lisam rapidamente, liberando hemoglobina e deixando 
apenas estruturas vazias constituídas de membrana celular, denomi- 
nadas “células-fantasma”. 

Em determinadas ocasiões, os eritrócitos podem ser confundidos 
com gotículas de óleo ou células de levedura. Entretanto, as gotículas 
de óleo exibem maior variação de tamanho e são altamente refringen- 
tes, enquanto as leveduras usualmente formam brotamentos. Caso 
a identificação seja difícil, podem ser realizadas duas preparações, e 
algumas gotas de ácido acético são adicionadas a apenas uma delas. Os 
eritrócitos sofrem lise na preparação acidificada. 

Na urina normal, os eritrócitos são encontrados em pequeno núme- 
ro (0 — 2 células/hpf), e mais de 3 células/hpf é considerada uma con- 
centração anormal. A presença de eritrócitos em números aumenta- 
dos na urina pode indicar uma variedade de condições sistêmicas ou 
envolvendo o trato urinário. Estas incluem: (1) doença renal — glome- 
rulonefrite, nefrite lúpica, nefrite intersticial associada a reações far- 
macológicas, cálculos, tumores, infecção aguda, tuberculose, infarto, 
trombose de veia renal, trauma (incluindo biópsia renal), hidronefro- 
se, rim policístico e, ocasionalmente, necrose tubular aguda e nefros- 
clerose maligna; (2) doença do trato urinário inferior — infecção aguda 
e crônica, cálculo, tumor, estenose e cistite hemorrágica após a terapia 
com ciclofosfamida; (3) doença extrarrenal — apendicite aguda, salpin- 
gite, diverticulite, episódios febris agudos, malária, endocardite bacte- 
riana subaguda, poliarterite nodosa, hipertensão maligna, discrasias 
sanguíneas, escorbuto e tumores de cólon, reto e pelve; (4) reações 
tóxicas causadas por fármacos, tais como sulfonamidas, salicilatos, 
metenamina e terapia anticoagulante; e (5) causas fisiológicas, entre 
as quais o exercício. Quando números aumentados de eritrócitos são 
detectados na urina acompanhados de cilindros de eritrócitos, é possi- 
vel afirmar que o sangramento tem origem renal. 

Eritrócitos dismórficos. Inúmeros estudos têm-se concentrado na 
morfologia variável dos eritrócitos urinários, na tentativa de localizar 
a origem da hematúria. Hemácias (CVSs) com protrusões celulares ou 
fragmentação são denominadas dismórficas (Fig. 27.5), e alguns auto- 
res sugeriram que sua presença em amostras de urina constitui forte 
indicação de sangramento glomerular renal (Fracchia, 1995). Outros 
pesquisadores, no entanto, não encontraram nenhuma morfologia 
dismórfica que fosse confiável para predizer casos de hematúria renal 
primária (Favaro, 1997; Ward, 1998). A conhecida “célula G,” — que 
possui formato de rosca com um ou mais brotamentos vesiculares na 
membrana — pode ser mais específica do que as células dismórficas 
para o diagnóstico da hematúria glomerular (Dinda, 1997). Outro 
estudo descreve a coloração imunocitoquímica de eritrócitos urinários 
com a proteína de Tamm-Horsfall em casos de hematúria renal, a qual 





parece ser ainda mais confiável do que a morfologia celular em termos 
de distinção entre fontes de eritrócitos renais e não renais (Fukuzaki, 
1996). Indivíduos normais também podem apresentar uma mistura 
de eritrócitos distorcidos e não distorcidos na urina. 


Leucócitos 

Neutrófilos. O leucócito polimorfonuclear (neutrófilo) é o tipo pre- 
dominante de leucócito (CBS) encontrado na urina. Sob o maior 
aumento, essas células são vistas como esferas granulares com dia- 
metro aproximado de 12 um e núcleo multilobulado. Os segmentos 
nucleares podem, às vezes, aparecer como núcleos pequenos, redon- 
dos e discretos. Quando a degeneração celular tem início, os detalhes 
nucleares podem ser perdidos e, então, torna-se difícil distinguir os 
neutrófilos das células epiteliais tubulares renais. Ácido acético diluído 
pode melhorar o detalhamento nuclear, de modo que ainda seja pos- 
sível obter um grau de definição sutil (Fig. 27.6). Por fim, no entanto, 
com o avanço da degeneração, os segmentos nucleares neutrofílicos 
fundem-se e dificultam ou impossibilitam distinguir essas células 
das células mononucleares. A coloração supravital também pode ser 
útil para enfatizar os detalhes nucleares. O cristal violeta de safranina 
colore os núcleos neutrofílicos em púrpura-avermelhado e o citoplas- 
ma em violeta. A reação citoquimica com peroxidase é igualmente útil 
na distinção entre neutrófilos e células tubulares. 

Na urina diluída ou hipotônica, os neutrófilos incham e seus gra- 
nulos citoplasmáticos exibem movimento browniano. Em virtude da 
refratilidade dos grânulos em movimento, os neutrófilos nessa condi- 
ção são denominados células glitter (células cintilantes). Essas células 
têm pouca afinidade por corantes supravitais e apresentarão perda da 
fragmentação nuclear. A tira reativa para esterase leucocitária é valiosa 
para confirmar a piúria em amostras de urina hipotônicas. 

Além disso, os leucócitos entram rapidamente em processo de lise 
quando estão em urina hipotônica ou alcalina. Cerca de 50% se per- 
dem após 2 a 3 horas de repouso à temperatura ambiente. Diante 
dessa situação, torna-se necessário proceder ao exame do sedimento 
urinário imediatamente após a coleta. 

Piúria. É típico encontrar menos de 5 leucócitos/hpf em amostras 
de urina normais, ainda que as mulheres não raro apresentem con- 
centrações discretamente maiores. A presença de leucócitos (princi- 
palmente neutrófilos) em números aumentados na urina é denomi- 
nada piúria e indica a ocorrência de infecção ou inflamação no trato 
urinário. Quando acompanhada de cilindros de leucócitos ou cilin- 
dros mistos contendo leucócitos e células epiteliais, considera-se que o 
número aumentado de leucócitos na urina tem origem renal. 

Uma infecção, seja ou não bacteriana, pode estar concentrada no 
parênquima renal (pielonefrite), ou pode permanecer localizada sob 
a forma de cistite, prostatite, uretrite ou balanite. Nas mulheres, a sín- 
drome uretral aguda (síndrome da disúria-piúria) está regularmente 
associada a uma concentração acima de 8 neutrófilos/uL em amostras 
de urina limpas (clean-catch). Entretanto, as contagens de colônias 


Figura 27.5 Eritrócitos dismórficos 
(x 160). 


Figura 27.6 Neutrófilos com ácido 
acético diluído (x 100). 
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482 bacterianas são menores do que o esperado. A Chlamydia trachoma- 


tis, o estafilococos e os coliformes são agentes causativos. Contagens 
de neutrófilos urinários acima de 30 células/hpf sugerem infecção 
aguda, e a repetição de culturas estéreis nessa situação pode indicar a 
ocorrência de tuberculose ou nefrite. A piúria grosseira pode refletir 
o rompimento de um abscesso renal ou do trato urinário. É preciso 
ter em mente que, em termos de indicação de infecção do trato uriná- 
rio, a detecção de leucócitos na urina não é um achado tão confiável 
quanto a detecção de bacteinúria por coloração de Gram ou cultura 
de amostra fresca colhida de jato intermediário. 

Um número aumentado de leucócitos pode ser detectado em diver- 
sas doenças que afetam o trato urinário, tais como glomerulonefrite, 
lúpus eritematoso sistêmico (SLE) e nefrite intersticial. A doença com 
cálculo, qualquer que seja o nível, pode levar ao aumento dos números 
de leucócitos urinários em decorrência de uma infecção ascendente ou 
de uma reposta inflamatória localizada na mucosa. Tumores de bexiga 
urinária, bem como uma variedade de processos inflamatórios locali- 
zados crônicos ou agudos, também podem causar elevação dos níveis 
de leucócitos na urina. Essas células podem se tornar mais numerosas, 
de forma transiente, durante episódios febris e após a prática extenu- 
ante de exercícios físicos. 

Eosinófilos. Estas são células comumente ausentes na urina, conside- 
ra-se significativa a detecção de 1% de eosinófilos na população de 
leucócitos urinários (Fig. 27.7). Para determinar corretamente se os 
eosinófilos estão presentes, é necessário avaliar uma amostra de urina 
concentrada e corada. Costuma-se utilizar preparações obtidas por 
citocentrifugação e coradas por Wright, Diff-Quick ou Papanicolaou, 
e a coloração de Hansel para secreções (azul de metileno e eosina Y em 
metanol, Libe Labs, Florissant, MO) também tem se mostrado uma 
excelente coloração para reconhecimento da eosinofilúria. Eosinófilos 
bilobulados, adequadamente corados, foram detectados em pacientes 
com doença túbulo-intersticial associada à hipersensibilidade a certos 
fármacos, como penicilina e análogos. Na nefrite intersticial alérgi- 
ca, o padrão celular tipicamente inclui muitos eritrócitos e algumas 
células epiteliais tubulares renais. A eosinofilúria também é observada 
em outras doenças agudas que envolvem o trato geniturinário, com 
pequenos números sendo observados em casos de infecções no trato 
urinário e de rejeição a transplantes renais. 

Linfócitos e leucócitos mononucleares. Pequenos linfócitos normal- 
mente estão presentes na urina e, ao lado dos histiócitos, são mais facil- 
mente diferenciados em esfregaços corados. Quando as células mono- 
nucleares (histiócitos, linfócitos ou células plasmáticas) constituem 30% 
ou mais de uma contagem diferencial, há indicação de um processo de 
inflamação crônica. Muitos linfócitos pequenos podem ser encontrados 
na urina em casos de rejeição a transplante renal. As células plasmáticas 
e os linfócitos atípicos devem ser detectados sempre que estiverem pre- 
sentes, de modo a assegurar a realização de novas investigações. 


Células epiteliais 
Células epiteliais escamosas. Essas células são o tipo mais frequente- 
mente observado de células epiteliais na urina normal, além de serem 
igualmente as menos significativas. O terço distal da uretra é delimita- 
do por células epiteliais escamosas. Na urina, essas células são grandes 
e achatadas, com citoplasma abundante e núcleo central pequeno e 
redondo (Fig. 27.8). Suas bordas muitas vezes apresentam dobras. À 
coloração com cristal violeta de safranina, exibem núcleos corados em 
púrpura e citoplasma cuja cor varia do rosa ao violeta. Muitas célu- 
las escamosas presentes na urina proveniente de mulheres podem ser 
derivadas da vagina ou da vulva. 
Células epiteliais de transição (uroteliais). As células epiteliais de 
transição delimitam o trato urinário a partir da pelve renal até o terço 
inferior da uretra. Essas células são menores do que as células esca- 
mosas, com tamanho variável entre 40 e 200 um. Seu formato é arre- 
dondado ou em pera, com um núcleo redondo localizado no centro. 
Formas binucleadas ocasionais podem ser notadas. Quando coradas, 
as células de transição exibem núcleo azul-escuro e quantidades vari- 
áveis de citoplasma corado de azul-claro (Fig. 27.9). Outra pista ade- 
quada à identificação dessas células é a característica borda “endo-ecto 
citoplasmática”. 

São encontradas poucas células uroteliais na urina, como reflexo de 
um processo normal de descamação. Assim como as células escamo- 





sas, elas raramente possuem significado patológico. A única exceção é 
a presença de grandes agregados ou lâminas de células de transição na 
ausência de instrumentação (i. e., cateterização). Essa situação requer 
um exame citológico com coloração de Papanicolaou para avaliar a 
possível existência de um carcinoma de células de transição. 

Células epiteliais tubulares renais. Este é o tipo de células epiteliais 
mais significativo encontrado na urina, pois a detecção da elevação 
de sua concentração indica a existência de dano tubular (Figs. 27.10 e 
27.11). Células tubulares em pequeno número podem ser detectadas 
na urina normal, refletindo o desprendimento das células envelheci- 
das. Tais células podem estar presentes em números um pouco maio- 
res na urina de recém-nascidos normais. 

A coloração de Papanicolaou mostrou-se especialmente útil na dis- 
tinção entre células tubulares renais e outras células mononucleares 
encontradas na urina. As células epiteliais renais oriundas dos túbulos 
convolutos proximal e distal ocorrem de maneira isolada. São células 


Figura 27.7 Eosinófilos (x 500). 








Figura 27.8 Célula epitelial 
escamosa. Corada com Pirídio 
(x 200). 


Figura 27.9 Células epiteliais 
de transição. Coradas por 
Papanicolaou (x 430). 


Figura 27.10 Células epiteliais 
tubulares renais (x 200). 


Figura 27.11 Células epiteliais 
tubulares renais e neutrófilos. 
Coradas por Papanicolaou (x 200). 


grandes (de 14 — 60 um), oblongas e possuem um citoplasma caracte- 
rístico que é eosinofílico e grosseiramente granular. Podem apresentar 
múltiplos núcleos, mas estes são pequenos e contêm cromatina densa, 
enquanto os nucléolos raramente ocorrem. Números aumentados de 
células epiteliais renais dos túbulos convolutos proximal e distal são 
observados em casos de necrose tubular aguda e de toxicidade causada 
por certos fármacos e metais pesados. 

As células epiteliais dos ductos coletores medem de 12 a 20 um e 
são identificadas por seu formato cuboide ou poligonal e pelo núcleo 
amplo, que costuma ser discretamente excêntrico. As propriedades 
citoplasmáticas incluem uma margem endo-ecto citoplasmática baso- 
fílica, em geral encontrada nas células epiteliais de transição. Números 
aumentados de células epiteliais oriundas dos ductos coletores são 
encontradas nos casos de rejeição a transplante renal, necrose tubular 
aguda (fase diurética) e outras lesões isquêmicas envolvendo o rim. 
Do mesmo modo, números aumentados podem ser encontrados na 
nefrosclerose maligna e também nos casos de glomerulonefrite aguda 
acompanhada de dano tubular. O consumo de vários fármacos e com- 
postos químicos pode acarretar em descamação tubular significativa. 
As células tubulares dos ductos coletores são facilmente detectadas na 
urina após a intoxicação por salicilatos. 

Foram descritos fragmentos de epitélio renal originários do ducto 
coletor. A presença de três ou mais células renais oriundas do ducto 
coletor constituem um fragmento epitelial, e sua presença indica a 
existência de uma forma mais severa de lesão tubular renal, em que há 
rompimento da membrana basal. Os fragmentos de epitélio renal são 
indicativos de necrose isquêmica, e é comum encontrá-los acompa- 
nhando graus variáveis de lesão tubular renal e cilindros patológicos. 
As células dos túbulos convolutos distal e proximal não ocorrem sob 
a forma de fragmentos. A identificação adequada dos fragmentos epi- 
teliais renais é essencial, não apenas para o diagnóstico de uma forma 
mais severa de lesão tubular renal, mas também para evitar o diagnós- 
tico falso-positivo de carcinoma de células de transição de baixo grau. 

Lipídeos em células epiteliais tubulares renais. Os corpos adiposos 
ovais são células tubulares que absorveram lipoproteínas com coleste- 
rol e triglicerídeos que vazaram de glomérulos nefróticos (Fig. 27.12). 
Portanto, os corpos adiposos ovais são uma forma de lipidúria. Os 
lipídeos também podem aparecer na urina como gotículas de ácidos 
graxos livres, ou nos histiócitos, como material ingerido. A presença 
de qualquer uma ou de todas essas formas de lipídeos aliada a uma 
proteinúria marcante é característica da síndrome nefrótica. 

Antes de estabelecer o diagnóstico de lipidúria, é necessária a iden- 
tificação positiva de lipídeos. Quando gotículas livres ou incorpora- 
das contêm grande quantidade de colesterol, exibem a formação em 
cruz de Malta à observação sob luz polarizada (Figs. 27.13 e 27.14). 
Quando essas gotículas contêm grandes quantidades de triglicerídeos, 
torna-se necessário utilizar colorações para gordura (Oleo Vermelho 
O ou Sudão III) a fim de obter a identificação positiva dos lipídeos. 

Pigmentos em células epiteliais tubulares renais. Diante da hemo- 
globinúria ou da mioglobinúria, o pigmento heme é absorvido pelas 
células e convertido em hemossiderina. As células carregadas de ferro 
descamam e são encontradas no sedimento urinário. Os grânulos 
citoplasmáticos exibem uma coloração castanho-amarelada e coram- 
-se por azul da Prússia para ferro. Essas células também podem estar 
incorporadas em cilindros (Figs. 27.1 e 27.2). 

A absorção dos grânulos de melanina no interior das células tubula- 
res ocorre nos raros casos de melanúria. As células pigmentadas des- 
camadas podem ser demonstradas no sedimento. Células tumorais 
pigmentadas também são encontradas quando há metástases de mela- 
noma para a bexiga urinária. 

O pigmento bilirrubina confere a cor amarela a todos os elementos 
do sedimento, incluindo células epiteliais tubulares renais e cilindros. 
Repare que a urobilina não cora células nem cilindros. 


Cilindros 

Os cilindros são os únicos elementos formados da urina que têm nos 
rins o único sítio de origem. A proteína de Tamm-Horsfall é uma gli- 
coproteína secretada pela parte espessa da alça ascendente de Henle (e 
possivelmente pelo túbulo distal), que constitui cerca de um terço do 
conteúdo total de proteínas urinárias em indivíduos normais. Há um 
consenso geral de que a proteína de Tamm-Horsfall compõe a matriz 





Figura 27.12 Corpo adiposo oval 
(x 160). 


Figura 27.13 Corpo adiposo oval 
com gotículas de gordura fixas. 
Campo claro (x 160). 


Figura 27.14 Corpo adiposo oval 
com gotículas de gordura fixas. 
Polarizado (x 160). 


de todos os cilindros. A proteína forma uma rede de fibrilas que tem o 
potencial de capturar quaisquer elementos presentes no filtrado tubu- 
lar, incluindo células, fragmentos celulares ou material granular. 

Os cilindros podem ser bastante variáveis quanto à aparência, tama- 
nho, forma e estabilidade. Essa variabilidade talvez seja um fator con- 
tribuinte para a aparente baixa precisão na identificação de cilindros 
em alguns laboratórios (Yoo, 1995; Rasoulpour, 1996). A largura de 
um cilindro depende do tamanho do túbulo no qual ele se forma. 
Cilindros amplos são observados em túbulos dilatados ou diante de 
estase nos ductos coletores. Cilindros estreitos ocorrem em túbulos 
comprimidos por tecido intersticial inchado ou por causa da desin- 
tegração. Os cilindros podem ser curtos e grossos, ou longos e convo- 
lutos. Essa última variedade aparece na diurese após a estase urinária. 
Os cilindros tipicamente apresentam laterais paralelas e extremidades 
cegas, no entanto começam a sofrer desintegração e mostram adelga- 
çamento e irregularidades com o avanço da idade. As fibrilas podem 
se separar, conferindo um aspecto puído. Caudas e extremidades afu- 
niladas podem ser observadas, e essas formas em desintegração são 
referidas como cilindroides. 

No indivíduo normal, são observados muito poucos cilindros no 
sedimento urinário. Nas doenças renais, é possível observar cilindros 
em grande número e de vários formatos. O aumento do número de 
cilindros usualmente indica a disseminação da doença renal, com 
envolvimento de muitos néfrons. Grandes números de cilindros tam- 
bém podem ser observados em indivíduos sadios após a prática exte- 
nuante de exercícios físicos, acompanhados de proteinúria. 

A formação de cilindros aumenta na presença de pH mais baixo, 
concentração iônica aumentada e estase ou obstrução de néfron 
por células ou debris celulares. Também aumenta diante da entra- 
da de quantidades excessivas de proteínas plasmáticas nos túbulos. 
Usualmente, a proteína em excesso é a albumina, contudo as globuli- 
nas, como a imunoglobulina de Bence Jones, provocam formação de 
cilindros, a exemplo da hemoglobina e da mioglobulina. É possível 
que as proteínas plasmáticas reajam ou se combinem à proteína de 
Tamm-Horsfall para formar cilindros menos translúcidos e cilindros 
granulares. 

Os cilindros podem ser classificados de acordo com a matriz, as 
inclusões, os pigmentos e as células que apresentam, conforme mostra 
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464 a Tabela 27.11. A seguir, é apresentada uma discussão detalhada com 
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inclusão do significado clínico. 


Matriz do cilindro 

Cilindros hialinos. Estes são o tipo de cilindro observado com maior 
frequência. São quase completamente constituídos de proteína de 
Tamm-Horsfall. A detecção de 0 a 2 cilindros hialinos por campo de 
menor aumento (lpf) é considerada normal. Os cilindros hialinos são 
translúcidos à microscopia de campo claro, coram-se de rosa com 
colorações supravitais e são mais facilmente visualizados por micros- 
copia de contraste de fase (Figs. 27.4 A e B). Aumentam em número 
nas doenças renais e, de forma passageira, na prática de exercícios, 
exposição ao calor, desidratação, febre, insuficiência cardíaca conges- 
tiva e terapia com diuréticos. 

Cilindros céreos. Nas doenças renais crônicas, alguns cilindros adqui- 
rem um aspecto mais denso e são denominados céreos (cerosos). 
Diferem dos cilindros hialinos por serem mais facilmente visualizados 
graças ao Índice refrativo mais alto. À observação por microscopia de 
campo claro, os cilindros céreos apresentam aspecto homogeneamen- 
te liso e bordas pontiagudas, extremidades cegas e ranhuras ou con- 
voluções ao longo das margens laterais, como indicação da medida de 
sua fragilidade (Fig. 27.15). 

Os cilindros céreos estão comumente associados à inflamação e à 
degeneração tubular. São observados com mais frequência em pacien- 
tes com insuficiência renal crônica, e também são encontrados em 
casos de rejeição aguda e crônica de transplante renal. Antigamente, 
alguns pesquisadores acreditavam que os cilindros céreos refletiam a 
fase final de dissolução de grânulos finos de cilindros granulares (Fig. 
27.16). Como é necessário certo tempo para que os grânulos sofram 
lise, os cilindros céreos implicam obstrução localizada de néfrons e 
oligúria. Quando são descomunalmente grandes, esses cilindros são 
conhecidos como cilindros da insuficiência renal. Sua presença impli- 
ca atrofia e/ou dilatação tubular avançada e, por sua vez, reflete a 
doença renal em estágio final e extrema estase do fluxo urinário. 


Cilindros celulares 

Cilindros de eritrócitos (CVS). A detecção desses cilindros na urina 
é um achado bastante significativo, pois indica a existência de sangra- 
mento no néfron. O dano glomerular possibilita o escape de eritróci- 
tos para o interior do túbulo e, se houver proteinúria concomitante 
e condições ótimas à formação de cilindros, formam-se cilindros de 
CVS no néfron distal. Na urina, esses cilindros exibem cor amarela ao 
serem observados com objetivas de menos aumento. Um pré-requisito 
para a identificação do cilindro de eritrócitos é que essas células apre- 
sentem contornos francamente definidos em pelo menos uma parte 
do cilindro (Fig. 27.17). A quantidade de material de matriz visível 
varia de uma matriz escassa a uma matriz hialina delicada e proemi- 
nente em que apenas 1 a 2 CVSs podem ser vistas. Esses cilindros são 
mais bem visualizados ao microscópio de contraste de fase ou com 
coloração supravital, em que os eritrócitos apresentam-se incolores 


Tabela 27.11 Classificação dos cilindros 


Matriz 
Hialina - tamanho variável 
Céreo — frequentemente de uso amplo 
Inclusões 
Grânulos — proteínas, debris celulares 
Glóbulos de gordura — triglicerídeos, ésteres de colesterol 
Grânulos de hemossiderina 
Cristais — incomuns 
Grânulos de melanina — raros 
Pigmentos 
Hemoglobina, mioglobina, bilirrubina, fármacos 
Células 
Eritrócitos e seus remanescentes 
Leucócitos — neutrófilos, linfócitos, monócitos e histiócitos 
Células epiteliais tubulares renais 
Células mistas — eritrócitos, neutrófilos e células tubulares renais 
Bactérias 


ou exibem uma matriz cor-de-lavanda ou rosada. Com a estase pro- 
longada, os cilindros de CVSs podem sofrer degeneração e aparecer 
na urina como cilindros (sangue) que contêm grânulos grosseiros de 
hemoglobina e de cor castanho-avermelhada. 

Entre as doenças em que há aparecimento de cilindros eritrocitários 

no sedimento estão diversas glomerulonefritides agudas, nefropatia 
de IgA, nefrite lúpica, endocardite bacteriana subaguda e infarto renal. 
Raramente, a doença tubulointersticial pode permitir a entrada de eri- 
trócitos com subsequente incorporação em um cilindro. Esse fenôme- 
no pode ocorrer na pielonefrite severa. Além disso, foi observado que 
a aparência dos cilindros de eritrócitos e de leucócitos coincide com 
recidiva renal em pacientes com SLE (Herbert, 1995). 
Cilindros de leucócitos (CBSs). Cilindros de CBSs são refráteis, exi- 
bem grânulos e frequentemente possuem núcleos multilobulados visí- 
veis (Fig. 27.18), a menos que a degranulação já tenha sido iniciada. 
A microscopia de contraste de fase pode auxiliar no delineamento da 
segmentação nuclear. Colorações supravitais também intensificam 
sua visualização. 

Em geral, os leucócitos adentram na lâmina tubular a partir do 
interstício e, na maioria dos cilindros leucocitários (Fig. 27.19), refle- 
tem a existência de uma doença tubulointersticial com exsudação 
neutrofílica e inflamação intersticial. Nessa categoria, a doença mais 
comum é a pielonefrite. Os cilindros leucocitários também podem 
estar presentes na doença glomerular em razão do efeito quimiotá- 
tico do complemento. São também observados na nefrite intersticial, 
nefrite lúpica e até mesmo na síndrome nefrótica. 

Cilindros de células epiteliais tubulares renais. Pode ser bastante 
difícil diferenciar entre cilindros de células epiteliais tubulares renais 


Figura 27.15 Cilindro céreo 
(x 200). 
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Figura 27.16 Cilindro granular 
delgado tornando-se céreo (x 200). 





Figura 27.17 Cilindro de eritrócito 
(x 200). 


Figura 27.18 Cilindro de 
leucócitos. Corado por 
Papanicolaou (x 200). 





e cilindros de leucócitos, em particular à observação por microscopia 
de campo claro de preparações não coradas. À coloração supravital, a 
microscopia de contraste de fase e a coloração de Papanicolaou (Figs. 
27.19 e 27.20) são úteis ao delineamento distintivo desses dois tipos de 
cilindros. À característica distintiva mais confiável das células tubula- 
res renais é o núcleo arredondado e único. 

Os cilindros de células epiteliais tubulares renais são observados na 

urina em casos de necrose tubular aguda, doença viral (p. ex., doença 
por citomegalovírus) ou exposição a uma variedade de fármacos. O 
envenenamento por metais pesados, etileno glicol e intoxicação por 
salicilatos podem provocar o aparecimento tanto de cilindros quanto 
das próprias células tubulares na urina. Nas unidades de transplante, 
essas células e cilindros constituem um dos critérios mais confiáveis 
para detecção da rejeição de aloenxerto aguda no terceiro dia de pós-- 
-operatério. 
Cilindros celulares mistos. Nao raro, é possivel que dois tipos celula- 
res estejam presentes em um único cilindro. Cilindros como esse têm 
sido denominados cilindros mistos, e alguns exemplos incluem leucó- 
cito/renal, eritrócito/leucócito e eosinófilo/renal (Fig. 27.21). Quando 
não é possível estabelecer com certeza todos os tipos celulares o cilin- 
dro resultante é chamado de cilindro celular (Fig. 27.22). Algumas 
inferências quanto aos tipos de células podem ser extraídas da popula- 
ção dominante de células livres no sedimento circunjacente. 


Cilindros de inclusão 
Cilindros granulares. Os cilindros granulares são bastante comuns 
e podem aparecer em condições tanto patológicas quanto não pato- 
lógicas (Fig. 27.23). Os grânulos podem ser pequenos ou grandes, 
e podem se originar a partir de agregados de proteínas plasmáticas 
que atravessam os túbulos de glomérulos danificados, bem como de 
remanescências de leucócitos, eritrócitos ou células tubulares renais 
danificadas. Precipitados de sais finos e lisossomos também podem 
ser componentes granulares. Os agregados proteicos incluem fibri- 
nogênio, imunocomplexos e globulinas. Com a estase prolongada, os 
grânulos grandes presentes nos cilindros tornam-se menores, e apa- 
rentemente não há nenhuma vantagem em separar os tipos de cilin- 
dros granulares. 

Os cilindros granulares surgem com as doenças glomerulares e tubu- 
lares, porém também são característicos da doença tubulointersticial e 


Figura 27.19 Cilindro celular 
(x 200). 





Figura 27.20 Cilindro de células epiteliais tubulares 
renais. Corado por Papanicolaou (x 430). 


Figura 27.21 Cilindro misto (leucócitos e células 
epiteliais tubulares renais) (x 200). 





da rejeição a aloenxertos renais. Podem acompanhar pielonefrite, infec- 
ções virais e envenenamento crônico por chumbo. Os cilindros gros- 
seiramente granulares são observados com a hematúria, nos casos de 
necrose papilar renal. É possível que alguns grânulos finos representem 
precipitados de fosfato de cálcio em pacientes com hiperparatireoidis- 
mo. Do mesmo modo, os cilindros granulares podem ser vistos após 
períodos de estresse extremo ou prática extenuante de exercícios físicos. 
Cilindros gordurosos. O material gorduroso é incorporado à 
matriz do cilindro, a partir de células tubulares renais carregadas 
de lipídeos. Estas são comumente observadas em casos de pro- 
teinúria severa e são características da síndrome nefrótica (Figs. 
27.24 e 27.25). 

Cilindros de cristais. Cilindros que contêm uratos, oxalato de cálcio 
e sulfonamidas (sulfametoxazola) são às vezes detectados. Uma matriz 
pode ser visualizada em cilindros de cristal verdadeiros, e o cristal 
pode polarizar. Esses cilindros indicam a ocorrência de deposição 
de cristais no túbulo ou ducto coletor. A hematúria, provavelmente 
associada ao dano tubular, acompanha com regularidade os cilindros 
de cristal. Estes, por sua vez, devem ser distinguidos com cuidado 
dos agregados de cristais que se formam à temperatura ambiente ou 
durante a refrigeração. 


Cilindros pigmentados 

Cilindros de hemoglobina (sangue). Os cilindros de hemoglobina 
tipicamente exibem coloração que varia do amarelo ao vermelho. 
Algumas vezes, no entanto, essa coloração se torna bastante pálida 
(Fig. 27.26). Os cilindros de hemoglobina (também conhecidos como 


Figura 27.22 Cilindro celular 
(x 200). 


Figura 27.23 Cilindro granular 
(x 200). 


Figura 27.24 Cilindro de gordura. 
Campo claro, não polarizado 
(x 160). 


Figura 27.25 Cilindro de gordura. 
Positivo para Óleo Vermelho O 
(x 200). 
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486 cilindros de sangue) são vistos com mais frequência acompanhados de 


cilindros de eritrócitos e doença glomerular. É menos comum serem 
observados em casos de sangramento tubular e em raros casos são 
acompanhados de hemoglobinúria. 

Cilindros de hemossiderina. Os grånulos de hemossiderina conti- 
dos nos cilindros derivam das células tubulares renais carregadas de 
pigmento. 

Cilindros de mioglobina. Esses cilindros possuem cor castanho-aver- 
melhada e ocorrem na mioglobinúria, após o dano muscular agudo. 
Podem estar associados à insuficiência renal crônica. 

Cilindros de bilirrubina e outros de fármacos. A bilirrubina é detec- 
tada na urina de indivíduos com icterícia obstrutiva, conferindo-lhe 
uma escura cor castanho-amarelada. Fármacos, como a fenazopiridi- 
na (Piridínio), promovem o aparecimento de uma cor brilhante ama- 
rela a alaranjada à urina ácida e coram cilindros e células presentes. 


Cilindros grandes 

Os cilindros grandes são definidos como aqueles cujo diâmetro 
equivale de 2 a 6 vezes o diâmetro dos cilindros normais. Indicam a 
presença de uma dilatação tubular e/ou estase no ducto coletor distal. 
Todos os tipos de cilindros podem ocorrer sob a forma de cilindros 
grandes, sendo tipicamente observados em indivíduos com insufici- 
ência renal crônica. Indicam mal prognóstico. 


Outros tipos de cilindros e estruturas 
semelhantes 

Bactérias podem ser incorporadas às matrizes dos cilindros e, 
mediante coloração supravital, são vistas na cor púrpura-escura com 
uma matriz rosa-claro. Filamentos de muco são comumente confun- 
didos com cilindros. Entretanto, são maiores, longos e apresentam 
forma de fita, com bordas pouco definidas e extremidades pontudas 
ou fendidas, em oposto aos cilindros que tendem a exibir bordas bem 
definidas e extremidades cegas. 


Sedimento telescopado 

Esse termo é empregado para descrever a ocorrência simultânea 
de elementos de glomerulonefrite e de síndrome nefrótica na mesma 
amostra de urina. Um sedimento telescopado pode, portanto, conter 
CVSs, cilindros de CVSs, cilindros celulares, cilindros céreos grandes, 
gotículas de lipídeos, corpos adiposos ovais e cilindros de gordura. 
Tal sedimento pode ser encontrado na doença vascular do colágeno 
(notavelmente, nefrite lúpica) e na endocardite bacteriana subaguda. 


Cristais 

Os cristais formam-se pela precipitação de sais urinários, em que 
alterações de fatores múltiplos afetam suas solubilidades. Tais altera- 
ções envolvem mudanças de pH, temperatura e concentração. Os pre- 
cipitados podem aparecer na urina sob a forma tanto de cristais ver- 


Figura 27.26 Cilindro de 
hemoglobina (x 200). 


Figura 27.27 Uratos ácidos 
(x 160). 


dadeiros quanto de material amorfo. Na maioria das vezes, a formação 
de cristais ocorre em amostras submetidas à refrigeração e naquelas 
deixadas em repouso por várias horas à temperatura ambiente. In 
vivo, o aumento da concentração de soluto é o fator tipicamente res- 
ponsável pela formação de cristais. 

Embora a maioria dos cristais presentes na urina tenha significado 
clínico limitado, é essencial que sejam identificados de maneira corre- 
ta para evitar a não detecção dos relativamente escassos cristais anor- 
mais associados a condições patológicas diversas. O conhecimento do 
pH da urina é valioso para auxiliar na identificação dos cristais, pois 
é o pH que determina qual composto químico irá precipitar. Muitos 
desses cristais encontrados com frequência apresentam morfologia 
característica. Contudo, a variabilidade existente por vezes leva à con- 
fusão entre estruturas cristalinas patológicas e não patológicas. Com 
o intuito de separar os cristais anormais daqueles de ocorrência mais 
comum e “incômoda”, é apresentado um resumo da morfologia dos 
cristais na Tabela 27.12. 


Cristais encontrados na urina ácida normal 
Uratos amorfos (uratos de cálcio, magnésio, sódio e potássio). Os 
uratos amorfos precipitam quando submetidos ao repouso em urina 
com pH discretamente ácido. Havendo grandes concentrações, o sedi- 
mento urinário pode ser visto com uma cor variável entre rosa-ala- 
ranjada e castanho-avermelhada ao exame microscópico. Esse aspecto 
tem sido referido como “poeira de tijolo”. No microscópio, esse mate- 
rial amorfo aparece como pequenos grânulos castanho-amarelados 
que podem formar grumos e aderir a fibras e filamentos de muco. Os 
uratos amorfos são convertidos em cristais de ácido úrico mediante a 
acidificação com ácido acético, e se dissolvem quando expostos a calor 
(60°C) e diluição álcali. 
Uratos cristalinos (sódio, potássio e amônio). Na urina com acidez 
discreta, esses biuratos e uratos ácidos formam pequenas esferas de 
cor marrom (Fig. 27.27) ou estruturas em agulha incolores. As esferas 
podem se agrupar em pares ou tríades. Assim como os uratos amorfos, 
essas formas cristalinas são lentamente revertidas em placas de ácido 
úrico mediante a acidificação com ácido acético. 
Ácido úrico cristalino. Os cristais de ácido úrico formam-se diante 
de pH baixo (entre 5 e 5,5) e apresentam uma variedade de formas, 
tais como placas rômbicas ou placas achatadas de quatro lados, pris- 
mas, formas ovais com extremidades pontudas (em forma de limão), 
cunhas, rosetas e placas irregulares (Figs. 27.28 e 27.29). A maioria 
das formas é colorida, variando tipicamente do amarelo ao castanho- 
avermelhado. Em raros casos, são incolores e apresentam forma hexa- 
gonal, semelhante à cistina (Fig. 27.30). Diferentes desta, contudo, 
apresentam birrefringência com luz polarizada (Fig. 27.31). 

À presença de cristais de ácido úrico e urato em grande número pode 
refletir aumento da renovação de nucleoproteínas, em especial durante 


Figura 27.28 Cristais de ácido 
úrico (x 160). 


Figura 27.29 Grande placa de 
ácido úrico, laminada (x 160). 
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Tabela 27.12 Características de sedimentos urinários amorfos e cristalinos 


H urinário quando encontrados ee 
P q Características de 








Substância Descrição Ácido Neutro Alcalino solubilidade e comentários 

Ampicilina Incomum — por dose alta; incolor; prismas longos + - - 
que se aglomeram, formam feixes 

Bilirrubina Castanho-avermelhado; agulhas amorfas, cubos ou + — - Solúvel em álcali, ácido, acetona e cloroférmio 
placas rômbicas; podem colorir cristais de ácido úrico 

Colesterol Raro; incolor; placas achatadas com cantos chanfrados; + + — Muito solúvel em clorofórmio, éter e 
acompanham cilindros de gordura e corpos adiposos ovais álcool quente 

Carbonato de cálcio Incolor; grânulos pequenos em pares, tétrades; esferas; — + + Solúvel em ácido acético com efervescência 


raramente, agulhas 

Di-hidrato - comum; incolor; octaedro pequeno e refrátil + + = 
Mono-hidrato — incomum; em forma de haltere e 

retângulo ovoide 

Cistina Incolor; placas hexagonais, frequentemente laminadas; + = — 
rapidamente destruídas por bactérias; pode ser 

confundida com ácido úrico, porém a cistina é 

solúvel em ácido hidrocloridrico 

Pequena, do tipo de uma “pedra de amolar” biconvexa + m = 
encontrada na hemoglobinúria 


Oxalato de cálcio Solúvel em HCI diluído 


Solúvel em álcali (especialmente amônia) e 
HCl diluído; insolúvel em água fervente, ácido 
acético, álcool, éter; aplica-se à reação 
cianeto-nitroprussiato 

Hematina 


Hemossiderina Castanho-dourada; grânulos em grumos, células, cilindros + + = Azul com azul da Prússia 
Ácido hipúrico Raro; incolor; agulhas, placas rômbicas e prismas de + + + Solúvel em água quente e álcali; insolúvel 
quatro lados; distinção dos fosfatos em ácido acético 
Indigotina Rara; azul; cristais amorfos ou pequenos; colore outros + + + Muito solúvel em clorofórmio; solúvel em éter; 
cristais insolúvel em acetona 
Fosfatos 
Fosfato amorfo Incolor; precipitados finos, granulares — + + Insolúvel no calor; solúvel em ácido acético, 
(magnésio, cálcio) HCI diluído 
Fosfato de cálcio Menos comum; incolor; formato de estrela, prismas dis =- dis Discretamente solúvel em ácido acético, solúvel 
hidrogenado alongados e finos, ou de agulhas; forma rosetas em HCI diluído 
Trifosfato (amônio, Forma comum: incolor; prismas com 3-6 lados; - + + Solúvel em ácido acético diluído 
magnésio) “tampas de caixão” 


Menos comum: forma de folha de samambaia 

achatada, lâminas, flocos 

Endovenoso: incolor; placas finas e rômbicas, algumas + e = 
chanfradas, parecidas com placas de colesterol; 

cristais alongados 

Retrógrado: incolor, cristais longos e pontudos 


Solúvel em NaOH a 10%; insolúvel em éter e 
clorofórmio; diante da alta gravidade específica 
da urina, polariza com cores interferentes 


Meio radiográfico 
(diatrizoato de 
meglumina) 


Sulfonamidas 





Acetilsulfadiazina “Feixes de trigo” com amarra excêntrica + = = 
Acetilsulfametoxazol Marrom; esferas densas ou esferas partidas irregulares + = 
Sulfadiazina Marrom; glóbulos densos + — Solúvel em acetona 
Tirosina Rara; incolor ou amarela, aparece negra ao ser + — — Solúvel em álcali, ácido mineral diluído; 
focalizada; agulhas finas e sedosas em feixes ou rosetas relativamente solúvel no calor; insolúvel em 
álcool e éter 
Uratos 
Amortos (cálcio, Comuns; podem ser desde incolores a castanho- + + — Solúveis em álcali diluído; solúveis a 60°C ou 
magnésio, sódio, amarelados; precipitados granulares amorfos menos; mudam para cristais de ácido úrico em 
potássio) presença de HCI concentrado ou ácido acético 
Urato monossódico Incolor; precipitados amorfos ou em agulha + = = 
Uratos (sódio, potássio, Marrons; pequenos, esféricos; os grumos parecem dis + — Solúveis a 60°C; mudam para ácido úrico na 
amônio) biuratos presença de ácido acético glacial 
Biurato de amônio Comum na urina “velha”; amarelo-escuro ou marrom; — + + Solúvel a 60°C com ácido acético; solúvel em 
esferas ou “estramônios” (esferas com cornos) álcali forte; muda para ácido úrico com ácido 
acético ou HCI concentrado 
Ácido úrico Comum; amarelo, castanho-avermelhado, marrom; grande + — — Solúvel em álcali; insolúvel em álcool e ácidos; 
variedade de formas — rômbica, placas de quatro lados, polariza com cores interferentes 
rosetas, “pedra de amolar” com formato de limão; 
raramente, hexágonos incolores 
Xantina Rara; incolor; placas pequenas e rômbicas + + - Solúvel em álcali; solúvel no calor; insolúvel em 


ácido acético 


dis = discreto. 
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a quimioterapia de leucemias ou linfoma. Concentrações aumentadas 
podem ser observadas em indivíduos com síndrome de Lesch-Nyhan, 
e fornecem evidência circunstancial da natureza de pequenos cálculos 
alojados nos ureteres, sobretudo se forem radiotransparentes e detec- 
tados com níveis séricos aumentados de ácido úrico concomitantes. 
Também podem prenunciar a nefropatia por urato da gota. 

Oxalatos de cálcio. Os di-hidratos podem aparecer em pH 6 ou na 
urina neutra. Sua forma clássica é a de um pequeno octaedro inco- 
lor, semelhante a um envelope (Fig. 27.32). Podem ocorrer formas de 
Dumbbell e formas ovoides (Fig. 27.33). O mono-hidrato de oxalato 
de cálcio produz formas mais longas. Os cristais de oxalato são insolú- 
veis em ácido acético. 

Quando em grandes concentrações, os cristais de oxalato podem 
refletir a existência de uma doença renal crônica severa ou uma toxi- 
cidade por etileno glicol ou metoxiflurano. A oxalúria é proeminente 
como reflexo de um aumento da absorção de oxalatos oriundos da 
dieta após doenças e ressecção do intestino delgado, de modo notável 
na doença de Crohn. A oxalúria também pode estar presente em indi- 
víduos geneticamente suscetíveis após a ingestão de grandes doses de 
ácido ascórbico. 


Cristais encontrados na urina alcalina normal 

Fosfatos amorfos (cálcio e magnésio). Assim como os uratos amorfos, 
os fosfatos amorfos apresentam um aspecto granular ao microscópio. 
Diferente daqueles, tendem a ser incolores e produzem um precipita- 
do macroscopicamente fino ou rendado. Grumos ou massas podem 
ser observadas com frequência por meio da microscopia de luz (Fig. 
27.34). Grandes quantidades desse material podem precipitar após o 
repouso prolongado à temperatura ambiente ou na geladeira. 


Figura 27.30 Cristais de ácido 
úrico hexagonais. Campo claro 
(x 50). 





Figura 27.31 Cristais de ácido 


úrico hexagonais. Polarizado 
(x 50). 


Figura 27.32 Cristais de oxalato de cálcio (x 200). 





Figura 27.33 Oxalato de cálcio. Forma oval incomum 
(x 200). 





Os fosfatos mono-hidrogenados de cálcio e magnésio são menos 
solúveis na urina alcalina, embora os fosfatos di-hidrogenados pos- 
sam ser solúveis em pH semelhante. Os fosfatos em geral são dissol- 
vidos em ácidos, como os ácidos hidroclorídrico e nítrico diluídos, e 
apresentam solubilidade variável em ácido acético. São insolúveis em 
soluções diluídas de hidróxido de sódio ou álcool. 

Fosfatos cristalinos. Os cristais trifosfatados (fosfato de magnésio e 
amônio) são um dos cristais urinários mais facilmente identificáveis, 
ainda que seja comum apresentarem certa variação de tamanho. São 
primas incolores que possuem entre 3 e 6 lados e extremidades obli- 
quas, referidas como “tampas de caixão” (Fig. 27.35). Podem formar 
lâminas ou flocos incolores (Fig. 27.36). O fosfato de magnésio forma 
romboides sem cor, alguns dos quais apresentam cantos ou extremi- 
dades chanfradas. É raro detectar tais estruturas. Os cristais de fosfato 
hidrogenado de dicálcio, por outro lado, podem ser encontrados na 
urina neutra ou levemente acídica. Esses cristais são prismas longos 
com três lados e extremidades pontudas. Podem formar grumos ou 
rosetas. De uma forma global, os cristais de fosfato possuem pouco 
ou nenhum significado clínico e muitas vezes são observados na urina 
infectada com pH alcalino. 

Carbonato de cálcio. Esses cristais pouco comuns são pequenos e 
incolores, e apresentam formas em haltere ou esféricas. Podem formar 
pares, tétrades ou grumos. São distinguidos dos demais cristais/mate- 
riais amorfos por sua produção de dióxido de carbono em presença de 
ácido acético. 

Biurato de amônio. Assim como os típicos cristais de urato, os cristais 
de biurato têm cor castanho-amarelada e possuem forma de esfera, 
com estriações radiais ou concêntricas e projeções irregulares ou espi- 
nhos (Fig. 27.37). Referidos como “estramônio”, também podem ser 
observados na urina neutra e, em alguns casos, na urina levemente 
ácida. São dissolvidos quando expostos ao calor (60°C) e ao ácido acé- 
tico, reaparecendo como típicos cristais de ácido úrico após cerca de 
20 minutos. 


Cristais encontrados na urina anormal 
Cistina. Os cristais de cistina são placas hexagonais incolores e refrá- 
tivas (Fig. 27.38), que aparecem na urina ácida. São solúveis na água 


Figura 27.34 Fosfato de cálcio 
(grande placa clara). Fosfatos quase 
amorfos (x 64). 


Figura 27.35 Trifosfato (x 50). 


Figura 27.36 Fosfato de cálcio 
(feixes finos) (x 160). 





em pH < 2 ou > 8 e podem ser confundidos com as formas hexa- 
gonais do ácido úrico (Fig. 27.30). Enquanto os cristais de ácido 
úrico polarizam (Fig. 27.31), os finos cristais de cistina não o fazem, 
embora suas formas laminadas mais espessas sejam capazes de pola- 
rizar. Além disso, tanto a cistina quanto o ácido úrico são solúveis 
em água amoniacal, porém somente a cistina também se dissolve em 
ácido hidroclorídrico diluído. 

Os cristais de cistina estão entre os cristais mais importantes a serem 

identificados no sedimento urinário. Ocorrem em pacientes com cis- 
tinúria e podem estar associados à presença de cálculos de cistina. O 
teste confirmatório consiste na reação cianeto-nitroprussiato (ver 
adiante, em “Cistinúria”). 
Tirosina. Na urina acídica, a tirosina forma estruturas em agulha 
finas e sedosas que podem estar dispostas em feixes ou grumos, espe- 
cialmente após a refrigeração. Tais estruturas podem ser incolores ou 
apresentar cor amarela, aparecendo negras quando o microscópio é 
focalizado (Fig. 27.39). São solúveis em álcali (hidróxido de amônia 
e de potássio) e em ácido hidroclorídrico diluído. São insolúveis em 
álcool e em éter. 

Esses cristais são bastante incomuns. São menos solúveis do que 

a leucina e, portanto, precipitam na urina com mais frequência (ver 
adiante, em “Tirosinúria”). Os cristais de tirosina e leucina às vezes são 
encontrados na urina de pacientes com doença hepática severa (ver 
adiante, em “Triagem urinária de doenças metabólicas hereditárias”). 
Leucina. Esses cristais também são raros. Aparecem como esferas 
amarelas, de aspecto oleaginoso, com estriações radiais e concêntricas 
(Fig. 27.40). São solúveis tanto em ácidos quanto em álcalis. Os cris- 
tais de leucina e de tirosina podem ser encontrados juntos, e a leuci- 
na pode precipitar-se com os cristais de tirosina mediante a adição de 
álcool à urina. 
Cristais de sulfonamida (sulfadiazina). Esses cristais podem ser 
encontrados na urina de pH ácido, podendo apresentar morfologias 
variadas, dependendo da forma do fármaco envolvido. Podem ser vis- 
tos com aspecto semelhante ao de feixes de trigo castanho-amarelados 
com amarras centrais, feixes estriados com amarras excêntricas (Fig. 
27.41), rosetas, cabeças de seta, pétalas, agulhas e formas arredondadas 
com estriações radiais. Em alguns casos, são incolores. O teste confir- 
matório consiste na reação diazo, e também foram descritos os méto- 
dos de HPLC e colorimétrico (Simo-Alfonso, 1995; Mount, 1996). 

Com o advento das sulfonamidas solúveis, os cristais de sulfa não 
são encontrados na urina com tanta frequência, sobretudo quando 
esta é examinada a 37ºC. Até então, esses cristais podiam ser observa- 
dos na urina de pacientes submetidos à terapia com sulfonamida, os 
quais eram hidratados de forma inadequada. Como resultado, poderia 
haver lesão tubular renal mediante a formação de cristais no néfron. 
Atualmente, a sulfametoxazola (Bactrim, Septa) é detectada com certa 
regularidade. 

Ampicilina (dose alta). A ampicilina pode sofrer cristalização na 
urina sob condições de dose alta. Os cristais formados aparecem na 
urina de pH ácido, como estruturas alongadas, finas e incolores (Fig. 
27.42). Podem formar feixes grosseiros após a refrigeração. 

Meio radiográfico (diatrizoato de meglumina). À formação de cris- 
tais urinários segue-se ao exame radiográfico com corantes à base de 
diatrizoato. Podem ser encontrados na urina de pH ácido logo após a 
realização dos estudos radiográficos endovenosos (em particular, se o 
paciente não tiver recebido uma boa hidratação), aparecendo como 
placas rômbicas chanfradas, sem cor, claras e achatadas, ou como 
retângulos finos e mais longos. São facilmente polarizados, mostran- 
do cores interferentes (Figs. 27.43 e 27.44). Também são observados 
após a realização de cistogramas retrógrados, sob a forma de agulhas 
alongadas e sem cor, formando agrupamentos após a refrigeração. À 
presença de cristais radiográficos deve estar correlacionada com uma 
alta gravidade específica (> 1.040). 

Outros fármacos. É preciso lembrar de verificar a terapia farmaco- 
lógica à qual o paciente está submetido sempre que forem encontra- 
dos cristais incomuns na urina. Há relatos sobre diversos fármacos 
que causam cristalúria ao serem administrados segundo esquemas 
de altas dosagens ou após uma superdosagem. Alguns exemplos são 
a terapia com altas doses de 6-mercaptopurina, superdosagem de 
primidona e di-hidroxiadenina proveniente de transfusão sanguínea 
em massa. 





Figura 27.37 Biurato de amônio 
(x 160). 


Figura 27.38 Cistina (hexagonal, 
laminada) (x 200). 


Figura 27.39 Cristais de tirosina 
(x 160). 


Figura 27.40 Cristais de leucina 
(x 160). 


Figura 27.41 Sulfadiazina (x 160). 


Figura 27.42 Ampicilina (x 160). 


Figura 27.43 Renografina 
(diatrizoato de meglumina). 
Campo claro (x 160). 
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490) Células anormais e outros elementos formados 


Células tumorais. Células tumorais malignas esfoliadas a partir da 
pelve renal, ureter, parede da bexiga urinária e uretra são mais bem 
identificadas com o auxílio de técnicas citológicas. Células de mielo- 
ma também já foram detectadas na urina, havendo ou não compro- 
metimento renal. Para ter acesso a uma discussão abrangente acerca 
dos tipos de doença e morfologias citológicas, o leitor deve consultar 
as referências padrão sobre citologia urinária (Bibbo, 1997). 

Células de inclusão viral. Células epiteliais com corpos de inclusão 
podem ser encontradas no sedimento urinário em diversas infecções 
virais que envolvem o trato urinário. As células sinciciais gigantes com 
inclusões intranucleares eosinofílicas são observadas em pacientes 
com infecções herpéticas. Nas crianças ou em pacientes imunossupri- 
midos infectados pelo citomegalovírus, as células afetadas aumentam 
de tamanho e contêm inclusão intranuclear basofílica e/ou corpos 
citoplásmicos. As células infectadas por poliomavírus contêm inclu- 
sões intranucleares homogêneas, basofílicas e densas que muitas vezes 
preenchem totalmente o núcleo. As técnicas citológicas são bem mais 
sensíveis na detecção de todos os efeitos citopáticos virais anterior- 
mente mencionados. 

Plaquetas. Essas estruturas foram demonstradas na urina. 
Concentrações de até 30.000/uL têm sido demonstradas por micros- 
copia de contraste de fase e confirmadas por microscopia eletrônica de 
amostras de urina provenientes de pacientes com síndrome hemolíti- 
ca-urêmica. 

Bactérias. A detecção de bactérias em amostras de urina pode ser um 
achado significativo, dependendo do método de coleta de urina uti- 
lizado e do quão prontamente essa coleta foi realizada. Se a bactéria 
foi identificada por meio de uma coloração de Gram em amostra de 
urina não centrifugada e sob observação com objetivas de imersão, 
esse achado sugere a presença de mais de 100.000 organismos/mL (i. 
e., bacteinúria significativa). Bactérias com forma de bastonete são 
mais observadas, uma vez que os organismos entéricos atuam como 
agentes causativos da maioria das infecções que envolvem o trato uri- 
nário (Fig. 27.45). Os leucócitos, do mesmo modo, são encontrados 
no sedimento urinário. 

Bacilos ácido-resistentes podem ser encontrados no sedimento 
urinário. No entanto, como a flora uretral pode conter organismos 
ácido-resistentes não patogênicos, a suspeita da presença do bacilo 
da tuberculose na urina deve ser levantada por meio da realização de 
cultura e/ou pela utilização da metodologia da reação em cadeia da 
polimerase (PCR). 

Fungos. As leveduras (mais comumente, as espécies de Candida) 
podem ser agentes causais de infecção do trato urinário (p. ex., no 
diabetes melito). Contudo, as leveduras também são contaminantes 
comuns da pele, do trato genital feminino e do ar. Ao exame micros- 
cópico, podem ser confundidas com eritrócitos. A presença de brota- 
mentos ajuda a identificá-las como células de levedura (Fig. 27.46). 


Figura 27.44 Renografina 
(diatrizoato de meglumina). 
Polarizado (x 160). 





Figura 27.45 Bactérias (x 200). 





Ocasionalmente, são também encontradas as pseudo-hifas da Candida 
(Fig. 27.47). 

Parasitas. Parasitas e seus ovos podem ser observados no sedimento 
urinário, como resultado de contaminação fecal ou vaginal. Quando 
tais estruturas são detectadas, o exame deve ser repetido utilizando- 
se amostras de urina fresca e limpa. Embora o Trichomonas vaginalis 
possa estar presente na urina em consequência de uma contaminação 
vaginal, é possível que haja infecção da uretra ou da bexiga urinária. 
Nesse caso, quando houver suspeita, é necessário pesquisar o pro- 
tozoário imediatamente em uma preparação a fresco do sedimento. 
A motilidade dos organismos é útil à sua correta identificação. Em 
pacientes com esquistossomíase causada por Schistosoma haemato- 
bium, ovos típicos são liberados diretamente na urina, acompanha- 
dos de eritrócitos provenientes da bexiga urinária. É raro encontrar 
amebas na urina, que podem alcançar a uretra a partir dos linfáticos 
ou, mais provavelmente, a partir da contaminação fecal da uretra. A 
Entamoeba histolytica patogênica costuma ser acompanhada de eri- 
trócitos e leucócitos. 


Contaminantes e artefatos 

Fibras musculares ou células vegetais parcialmente digeridas 
podem ser encontradas diante de contaminação fecal (Fig. 27.48). 
Espermatozoides às vezes estão presentes, enquanto os grãos de pólen 
contaminam as amostras de forma sazonal (Fig. 27.49). Fibras de fon- 
tes diversas podem ser observadas, incluindo fibras de algodão, cabelo, 
fibras de madeira provenientes de palitos aplicadores e fibras sinté- 
ticas oriundas de fraldas descartáveis. Diferentes dos cilindros, essas 
fibras polarizam com luminosidade. 


Figura 27.46 Candida. Leveduras 
em brotamento (x 200). 


Figura 27.47 Candida. 
Pseudo-hifas (x 200). 


Figura 27.48 Fibra muscular 
(x 200). 


Figura 27.49 Grão de pólen 
(x 160). 





Grânulos de amido provenientes de luvas cirúrgicas constituem o 
contaminante mais comum da urina e de outros líquidos corporais. 
Ao microscópio, são vistos como estruturas brilhantes, levemente 
estriadas, com contornos irregulares e depressão central (Fig. 27.50). 
Com os filtros de polarização cruzada, os grânulos de amido exibem 
um padrão típico em cruz de Malta e, em razão do grande tamanho 
(equivalente a várias vezes o tamanho de um eritrócito), é improvável 
confundi-los com gotículas de colesterol. Gotículas de óleo provenien- 
tes de lubrificantes de cateteres podem ser confundidas com células, 
especialmente CVSs. O material lipídico oriundo de cremes vaginais 
também forma gotículas na urina e pode formar grandes agregados 
amorfos. 


Métodos de urinálise 


Procedimento da urinálise básica (rotina) 


1. Despejar de 10 a 15 mL de amostra de urina bem homogenei- 
zada em um tubo de centrífuga graduado descartável. Proceder 
ao exame físico e às avaliações bioquímicas com tiras reativas. 
Centrifugar a 450 g por 5 minutos. 

2. Remover com cuidado e preservar o sobrenadante. O volume 
final utilizado para ressuspender o sedimento pode variar de 
acordo com o sistema padronizado adotado, porém deve perma- 
necer constante em um dado laboratório. Utilizar pipeta descar- 
tável, tubos especiais ou sistema de pipetagem para concentrar o 
sedimento. 

3. Ressuspender delicadamente o sedimento no sobrenadante rema- 
nescente e, caso deseje, adicionar 1 gota de corante supravital. 
Com o auxílio de uma pipeta apropriada, carregar a câmara de 
exame de uma lâmina padronizada. Deixar a urina sedimentar 
durante 30 a 60 segundos. 

4. Examinar a amostra com objetivas de menor e maior aumento. 
Uma iluminação suave ou de contraste de fase será necessária 
para detecção das entidades presentes no sedimento com baixo 
indice de refração. O ajuste fino deve ser alterado de modo conti- 
nuo, enquanto se faz a varredura. Avançar sistematicamente por 
toda a câmara de exame, tomando o cuidado de checar as mar- 
gens à procura de cilindros. 

5. Contar o número de cilindros ao menos em 10 Ipf, em média, 

e expressar o resultado em número de cilindros/|pf. Para tanto, 
pode ser adotada uma faixa razoável de valores (p. ex., 0-2, 2-5, 
5-10). Utilizar o maior aumento para identificar cilindros de 
acordo com o tipo. O uso de microscopia de contraste de fase 
impedirá que os cilindros escapem à detecção (ver Figs. 27.4 Ae 
B). 

6. Identificar e contar eritrócitos, leucócitos e células epiteliais 
renais com o auxílio da objetiva de maior aumento. Contar no 
mínimo 10 hpf, em média, e expressar os resultados em células/ 
hpf. Adotar uma faixa de valores razoável para descrever os resul- 
tados. 

7. Comentar os seguintes aspectos: 

a. presença de células escamosas ou de transição, se em grande 
número ou como fragmentos (células de transição); 

b. bactérias, leveduras e microrganismos. Bacteinúria detectável 
ao menor aumento deve ser descrita como de no mínimo 2+; 

c. cristais (quantificados em menor aumento). À presença de 
cristais anormais deve ser bioquimicamente confirmada e cor- 
relacionada com a história do paciente; 

d. presença de muco em grande quantidade. 

8. Os autores recomendam confirmar os resultados a seguir por 
meio de exame citopatológico ou testes bioquímicos específicos 
(cristais): 

a. mais de 2 células epiteliais renais/hpf; 

b. cilindros patológicos; 

c. células mononucleares atípicas, em particular as células urote- 

liais; 
d. fragmentos teciduais; 
e. cristais patológicos. 
O relato dos achados deve ser inteiramente revisto — incluindo os 

dados físicos, bioquímicos e microscópicos — e correlacionado à infor- 





mação clínica disponível. As discrepâncias devem ser resolvidas antes 
da liberação do resultado. Os valores normais do procedimento são: 0 
a 10 CVSs/hpf, 0 a 10 CBSs/hpf, 0 a 2 cristais hialinos/lpf. Os valores 
variam, dependendo do sistema padronizado adotado. 

A urinálise de rotina é uma ferramenta diagnóstica útil no work up e 
acompanhamento de vários distúrbios que envolvem o sistema uriná- 
rio. À Tabela 27.13 apresenta um resumo dos achados obtidos macros- 
copicamente, com tiras reativas e por microscopia, os quais são típicos 
das entidades encontradas com maior frequência. 


Urinálise automatizada 


Foram desenvolvidos diversos instrumentos para automatização 
parcial ou total da urinálise de rotina. Além de intensificar o fluxo de 
trabalho, a automatização também permite padronizar alguns aspec- 
tos da urinálise manual. A maioria desses instrumentos pode ser inte- 
grada aos sistemas de informação laboratoriais, facilitando tanto a 
emissão quanto a recuperação dos resultados. 

Existem vários instrumentos disponíveis para automatização tanto 
das análises microscópicas/bioquímicas quanto dos componentes 
microscópicos da urinálise de rotina. Exemplificando, produzidos por 
diversos fabricantes, os analisadores automáticos de tiras reativas para 
exames de urina bioquímicos são equipados para realizar automatica- 
mente a pipetagem ou a imersão das tiras de teste, bem como fornecer 
medidas fotométricas de campos das tiras reativas. 

As estações de trabalho IRIS Urinalysis combinam vários subsiste- 
mas automatizados, com o objetivo de realizar uma urinálise comple- 
ta. À gravidade específica é determinada por um medidor de gravidade 
de massas. Os componentes bioquímicos da urina são quantificados 
por um espectrofotômetro de refletância padrão. A análise microscó- 
pica é facilitada por sistema inteligente de microscopia automatizada. 
A centrifugação é dispensada, e o manuseio da amostra é mínimo. O 
uso de uma tela de vídeo sensível ao toque elimina a necessidade de 
digitar dados por meio do teclado. Na análise, a amostra de urina é 
transferida para a porta de entrada do aparelho, sobre uma tira reativa 
para bioquímica urinária. Essa tira é, então, colocada na plataforma 
de um fotômetro de refletância. As informações bioquímicas urinárias 
são automaticamente cronometradas, lidas e verificadas pelo com- 
putador interno. Uma parte da amostra é desviada para o medidor 
de gravidade de massas com oscilador harmônico para determinação 
da gravidade específica. O restante da amostra é corado e transferido 
a uma câmara de fluxo laminar, na qual os elementos formados são 
detectados e registrados por uma câmera de vídeo acoplada ao micros- 
cópio, enquanto uma lâmpada estroboscópica permite a obtenção de 
imagens em pausa-movimento. As imagens de células, cilindros, cris- 
tais, leveduras e bactérias encontradas no sedimento são, em seguida, 
separadas de acordo com o tamanho e apresentadas ao operador na 
tela sensível ao toque para identificação. Como o volume da câmara 
de fluxo laminar é conhecido, as imagens podem ser contadas e rela- 
cionadas ao volume de urina com uma precisão que ultrapassa aquela 
obtida com amostras centrifugadas e montadas entre lâmina e lamí- 
nula de vidro. Na maioria dos casos, o sistema pode eliminar a necessi- 
dade de realizar exame microscópico (Hughes, 2003). O computador, 
então, consolida a emissão do resultado imprimindo-o ou enviando-o 
ao sistema de informação do laboratório (SIL). 


Figura 27.50 Grão de 
amido (x 160). 
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Tabela 27.13 Diversas doenças do sistema urinário e respectivas 
anormalidades à urinálise 


Doenças 


Glomerulonefrite 
agluda 


Glomerulonefrite 
cronica 


Pielonefrite 
aguda 


Pielonefrite 
cronica 


Sindrome 
nefrótica 


Necrose tubular 
aguda 


Cistite 


Sindrome da 
disúria-piúria 


Rejeição aguda a 
aloenxerto renal 
(nefrose inferior) 


Neoplasia no 
trato urinário 


Urinálise macroscópica Urinálise microscópica 


Hematúria grosseira 
Turbidez “esfumaçada” 
Proteinúria 


Hematúria 
Proteinúria 


Turbidez 
Odor ocasional 
Proteinúria ocasional 


Proteinúria ocasional 


Proteinúria 
Gotículas de gordura 


Hematúria 
Proteinúria ocasional 


Hematúria 


Turvação discreta 


Hematúria 
Proteinúria ocasional 


Hematúria 


Cilindros de eritrócitos e sangue 
Cilindros epiteliais 

Cilindros hialinos e granulares 
Cilindros céreos 

Neutrófilos 

Eritrócitos 

Cilindros granulares e céreos 
Cilindros de sangue ocasionais 
Eritrócitos 

Leucócitos 

Cilindros epiteliais 

Gotículas de lipídeos 

Inúmeros neutrófilos (muitos 
em aglomerados) 

Poucos linfócitos e 

histiócitos 

Cilindros de leucócitos 
Cilindros epiteliais 

Células epiteliais renais 
Eritrócitos 

Cilindros granulares e céreos 
Bactérias 

Leucócitos 

Cilindros céreos amplos 
Cilindros granulares e epiteliais 
Cilindros de leucócitos 
ocasionais 

Bactérias 

Eritrócitos 

Cilindros gordurosos e céreos 
Cilindros granulares e celulares 
Corpos adiposos ovais e/ 

ou células epiteliais renais 
vacuolizadas ocorrendo isoladas 
ou em aglomerados celulares 
Células epiteliais renais 
necróticas ou degeneradas 
Neutrófilos e eritrócitos 
Cilindros granulares e epiteliais 
Cilindros céreos 

Cilindros amplos 

Fragmentos de tecido epitelial 
Inúmeros leucócitos 

Eritrócitos 

Células epiteliais de transição 
ocorrendo isoladamente ou 
como fragmentos 

Histiócitos e células gigantes 
Bactérias 

Ausência de cilindros 

Inúmeros leucócitos, bactérias 
Eritrócitos 

Ausência de cilindros 

Células epiteliais renais 
Linfócitos e células plasmáticas 
Neutrófilos 

Cilindros epiteliais renais 
Fragmentos epiteliais renais 
Cilindros granulares, 
sanguinolentos e céreos 
Células mononucleares atípicas, 
com núcleos aumentados, 
irregulares e hipercromáticos, 
às vezes com nucléolos 


(Continua) 


Tabela 27.13 Diversas doenças do sistema urinário e respectivas 
anormalidades à urinálise (continuação) 


Doenças Urinálise macroscópica Urinálise microscópica 


proeminentes que ocorrem 
isoladamente ou como 
fragmentos teciduais 
Neutrófilos 

Eritrócitos 

Células epiteliais de transição 
Células mononucleares 
aumentadas e/ou células 
multinucleadas com 
proeminentes inclusões 
intranucleares e/ou 
citoplasmáticas 

Neutrófilos 

Linfócitos e células plasmáticas 
Eritrócitos 


Hematúria 
Proteinúria ocasional 


Infecção viral 


O sistemas IRIS baseia sua análise na análise de imagens de células. 
Outra forma de analisar as células e os cilindros presentes na urina 
é por citometria de fluxo. Nesse caso, os analisadores coram o DNA 
e as membranas dos elementos formados presentes na urina nativa, 
passando-os sob a forma de fluxo laminar por um feixe de laser e 
medindo a dispersão da luz, a fluorescência e a impedância. O UF-100 
(Sysmex) analisa as células urinárias por citometria de fluxo e forne- 
ce resultados quantitativos para CVSs e CBSs, células epiteliais, cilin- 
dros e bactérias (Fig. 27.51). Esse aparelho detecta leveduras, cristais, 
hemácias dismórficas e cilindros patológicos (Fig. 27.52) presentes na 
urina (Ben-Ezra, 1998; Ottinger, 2003). Essa tecnologia pode ser útil 
para diminuir o número de amostras de urina que necessita de análise 
microscópica na rotina (Fenili, 1998). Os valores normais são inferio- 
res a 20 CVSs/uL, menores que 25 CBSs/uL e abaixo de 2.000 bacté- 
rias/uL. De modo semelhante ao exame microscópico de amostras de 
urina não centrifugadas, os sistemas automatizados não são propen- 
sos aos artefatos característicos do exame de amostras de sedimento 
urinário centrifugadas. 


Testes especiais e técnicas de monitoramento 
Cálculos urinários 


A nefrolitíase é uma condição comum que afeta cerca de 5 em cada 
1.000 indivíduos. Trata-se de um distúrbio heterogêneo em que há 
formação de cálculos como consequência de uma variedade de distúr- 
bios metabólicos ou ambientais. Apesar de a maioria dos estudos con- 
centrar-se nos componentes inorgânicos, foi demonstrado que muitos 
cálculos estão associados a uma matriz orgânica que contêm lipídeos 
e proteínas, sugerindo o envolvimento das membranas celulares na 
nucleação dos cristais (Khan, 1996). Um dos estudos mostrou que 
um antissoro contra essas proteínas da matriz dos cálculos apresentou 
reação cruzada com proteínas isoladas de diferentes cálculos, inde- 
pendentemente de sua composição mineral (Siddiqui, 1998). Muitos 
pacientes com cálculos também apresentaram elevação dos níveis de 
IL-6, e essa molécula futuramente poderá ser útil como marcador da 
doença por cálculos (Rhee, 1998). 

Os cálculos superiores (renais) são comuns entre as populações dos 
países industrializados ocidentais, enquanto os cálculos na bexiga uri- 
nária costumam ser pouco frequentes. A descida dos cálculos pelos 
ureteres causa cólicas renais, que se caracterizam por uma dor severa 
no flanco que irradia para a virilha. A passagem do cálculo frequente- 
mente é acompanhada de hematúria. Pode haver hidronefrose diante 
da obstrução da pelve renal ou do ureter pelos cálculos, sendo a infec- 
ção uma consequência comum. As recaídas são frequentes, porém 
a devida identificação dos cálculos e dos fatores de risco associados 
pode reduzir consideravelmente a formação dessas estruturas. 
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Os cálculos muitas vezes apresentam oxalato de cálcio ou uma mis- 
tura de oxalato e fosfato de cálcio (~ 80%). Seguindo-se a estes, os 
constituintes mais comuns são uma mistura de fosfato de cálcio, fos- 
fato de magnésio e amônio, e ácido úrico (entre 3 e 10% de cada). Por 
fim, há também os cálculos de cistina (1-2%). A presença de carbo- 
nato, com frequência detectada na análise bioquímica, provavelmente 
resulta da absorção de dióxido de carbono para os cristais de fosfato 
de cálcio. Os homens apresentam formação de cálculos de cálcio com 
maior frequência do que as mulheres, enquanto nas crianças o apare- 
cimentos desses cálculos é pouco comum. 

O oxalato de calcio precipita em meio ácido ou com pH neutro, e o 
fosfato de cálcio — hidroxiapatita Ca,)(PO),(OH), — forma cálculos 
em pH urinário normal (entre 6 e 6,5). O ácido úrico, sendo pouco 
solúvel, sofre cristalização em pH baixo (5,3) e forma cálculos. O 
fosfato de magnésio e amônio (estruvita) forma cálculos em pH 
alcalino, em que os níveis de amônio são altos. Esses cálculos tendem 
a se formar na pelve renal, contudo parecem não se fixar às papilas, 
diferindo dos cálculos de cálcio. Entretanto, os cálculos de estruvi- 
ta tendem a desenvolver-se em núcleos preexistentes, nos quais há 
infecção por organismos como Proteus e consequente alcalinização 
da urina. Esses cálculos podem tornar-se grandes, formar cilindros 
da pelve renal e apresentar aspecto coraliforme. Pode haver forma- 
ção de cálculos mistos diante da obstrução causada por cristais de 
cálcio ou ácido úrico (ou cálculos) seguida de infecção e subsequen- 
te deposição de sais de amônio. 








Figura 27.51 Impresso do analisador de urina 
automatizado UF-100, que mostra dados de uma urina 
normal. Note a ausência de CVSs, CBSs, bactérias e 
cilindros. 


Figura 27.52 Impresso do analisador de urina 
automatizado UF-100, que mostra dados de uma urina 
anormal. Compare com a Figura 27.51. Note o número 
significativo de CVSs, CBSs, bactérias e cilindros. 
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Dysmorphic ? 


Hipercalciúria e cálculos de cálcio 

A homeostasia do cálcio é mantida pelo hormônio da paratireoi- 
de (PTH) e pelo 1,25-di-hidroxicolecalciferol [1,25(0H),D]. Ambos 
afetam a reabsorção óssea pelos osteoclastos. O PTH diminui a reab- 
sorção de fósforo e aumenta a de cálcio pelas células tubulares renais. 
Também provoca o aumento da síntese de 1,25(0H),D, que atua na 
mucosa do intestino delgado induzindo o aumento da absorção de 
cálcio e fósforo. Baixos níveis séricos de cálcio ionizado aumentam a 
secreção de PTH, enquanto baixos níveis séricos de fósforo estimulam 
a síntese de 1,25(0H),D. 

Cerca de 40% dos pacientes com cálculos de cálcio apresentarão 
hipercalciúria. Esta, por sua vez, é definida como a excreção urinária 
diária de cálcio com um excesso de 0,1 mmol/kg (Houillier, 1998). 
A elevação da concentração urinária de cálcio pode resultar de um 
aumento da absorção intestinal de cálcio, da falta de uma reabsorção 
tubular renal adequada de cálcio, da reabsorção ou da perda de cálcio 
a partir dos ossos ou de uma combinação desses fatores. São poucos 
os casos de hipercalciúria em que é possível identificar um processo 
patológico subjacente. Na maioria das vezes, contudo, trata-se de uma 
hipercalciúria primária ou idiopática (HI). Embora o mecanismo exato 
da hipercalciúria permaneça desconhecido nesse distúrbio, é mais pro- 
vável que ocorra uma combinação de fatores, incluindo aqueles ante- 
riormente listados. Foram propostas três hipóteses para explicar a pato- 
fisiologia da HI: a possível existência de defeitos no conteúdo de ácidos 
graxos das membranas celulares, o aumento da expressão de receptores 
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494 de vitamina D ou de cálcio da 25-hidroxivitamina D,o-hidroxilase ou 


uma doença nos monócitos (Bataille, 1998). 

A perda excessiva de cálcio pela urina e a possível formação de cál- 
culos podem ser eventos secundários a uma variedade de condições. 
A hipercalciúria, por exemplo, pode ocorrer diante do aumento da 
absorção de cálcio a partir do intestino. Isso acontece quando há perda 
excessiva de fósforo a partir dos rins e os níveis séricos de fósforo estão 
baixos, bem como diante do aumento dos níveis séricos de 1,25(0H),D 
com níveis séricos de fósforo normais. O aumento da reabsorção óssea 
pode se dar com imobilização do esqueleto, doença óssea de progressão 
rápida, tireotoxicose e doença de Cushing, conduzindo à hipercalciúria. 
O cálcio pode ser perdido a partir dos ossos como resultado da exis- 
tência de tumores osteolíticos e também de doença renal, como acidose 
tubular renal distal e medula renal esponjosa. Sarcoidose, vitamina D 
em excesso e furosemida também podem causar hipercalciúria renal. 

Cerca de 5 a 10% dos cálculos de cálcio estão associados ao hiper- 
paratireoidismo primário. Nesse distúrbio, o aumento da renovação 
mineral óssea e a hipercalcemia constituem causas importantes de 
hipercalciúria. Os pacientes afetados por vezes apresentam sintomas 
associados aos cálculos, podendo haver depósitos de fosfato de cálcio 
no tecido renal, na córnea e em outros órgãos. 

A hipercalciúria dietética é causa incomum de formação de cálculos 
de cálcio. Está associada à ingestão de grandes quantidades de cálcio 
(da ordem de 3 a 4 g/dia) e proteínas. A ingestão normal recomendada 
para indivíduos adultos é de 800 mg/dia. 

Conforme já mencionado, os cálculos de oxalato de cálcio são os mais 
comuns. Podem se formar a partir de um excesso de oxalato e ácido 
úrico na urina, e este último serve de ninho para abrigar sua formação. 
Os agregados de oxalato de cálcio recém-formados têm diâmetro apro- 
ximado de 20 a 25 um e, portanto, são bem menores do que o canal de 
passagem dos ductos coletores. A aderência à superfície epitelial aparen- 
temente permite aos cálculos continuarem crescendo, em vez de serem 
excretados. A formação de cálculos de fosfato de cálcio é favorecida por 
uma urina menos ácida, conforme se observa na acidose tubular renal, 
nos casos de infecção e em indivíduos que consomem grandes quan- 
tidades de álcali. Tais cálculos são também observados no hiperpara- 
tireoidismo primário, ainda que a urina apresente pH dentro da faixa 
considerada normal. Em um paciente exposto ao calor e à desidratação, 
esses fatores podem contribuir para que haja um aumento dos níveis 
urinários de solutos, seguido da cristalização e formação de cálculos. 


Hiperoxalúria 

A maior parte dos cálculos de cálcio (70-80%) contém oxalato. Uma 
parte do oxalato contido na urina provém de bebidas (chá, chocolate, 
café, Coca-Cola), vegetais (feijão, ruibarbo, espinafre), nozes, frutas em 
bagas e cítricos. O oxalato também deriva do ácido ascórbico. 

O sistema gastrintestinal (GI) exerce papel importante na homeos- 
tasia do oxalato. A absorção de oxalato aumenta com a diminuição da 
ingestão de cálcio e magnésio. Enfermidades que afetam o intestino 
delgado, como a doença de Crohn, a ressecção do íleo e a cirurgia de 
desvio intestinal, podem resultar em absorção excessiva de oxalato, 
com subsequente excreção pela urina. A má absorção aliada à estea- 
torreia provoca perda de cálcio sob a forma de sabão, enquanto a má 
absorção com aumento concomitante da quantidade de sais biliares 
que permanecem no intestino é considerada promotora da absorção 
de oxalato no cólon. Além disso, a ausência de Oxalobacter formigenes 
do trato intestinal de pacientes com fibrose cística parece conduzir ao 
aumento da absorção de oxalato e, em consequência, ao risco aumen- 
tado de hiperoxalúria (Sidhu, 1998). 

Outras causas de hiperoxalúria incluem deficiência de piridoxina 
e hiperoxalúria primária. Esta, por sua vez, é uma rara condição de 
herança autossômica recessiva associada à deficiência de oxoglutarato 
carboligase. Na fase de adulto de jovem, o indivíduo apresenta oxalose 
sistêmica e insuficiência renal. Para o tratamento desses pacientes, têm 
sido realizadas tentativas de transplante renal e administração de altas 
doses de piridoxina ou nicotinamida. 


Hiperuricúria 
A excreção excessiva de ácido úrico pode ser devida à ingestão die- 
tética excessiva de purinas (fígado, feijão desidratado, certos tipos de 


peixe, carne) ou a diversos processos patológicos. A produção endó- 
gena de ácido úrico está aumentada na gota, nas doenças de arma- 
zenamento de glicogênio, na síndrome de Lesch-Nyhan, em muitas 
leucemias e nos tumores tratados com necrose celular associada. A 
quimioterapia e a irradiação podem levar ao aumento da destruição 
de células tumorais (nucleotídeo/purinas formam ácido úrico), que 
pode causar insuficiência renal aguda secundária à obstrução tubular 
e ureteral por massas de cristais de ácido úrico. 

Na gota, cerca de 20% dos pacientes apresentam formação de cálcu- 
los que, em sua maioria, são constituídos por ácido úrico puro ou uma 
mistura de ácido úrico com cálcio. Calor, desidratação e produção de 
urina descomunalmente ácida são fatores que contribuem para a for- 
mação de cálculos. A nefropatia da gota ocorre com a deposição de 
urato de sódio na medula, mesmo na ausência de cálculos, e as massas 
de cristais podem causar obstrução dos ductos coletores terminais nos 
rins. Fármacos uricosúricos causam potenciais problemas com um 
débito massivo de ácido úrico nos primeiros 3 a 4 dias de tratamento. 

Normalmente, cerca de um terço do ácido úrico formado é degra- 
dado por ação de bactérias no cólon. Ausência de bactérias ou desvios 
intestinais podem provocar o aumento da absorção de ácido úrico a 
partir do intestino. Como os pacientes com ileostomia perdem gran- 
des volumes de líquido alcalino a partir do intestino, secretam uma 
urina ácida e concentrada e são propensos a produzir cálculos de 
ácido úrico. 

A excreção de ácido úrico para indivíduos adultos é, em média, de 
500 a 600 mg/24 horas. Tanto a concentração de solutos quanto o pH 
parecem ser importantes para a solubilidade do ácido úrico e do urato. 
Sendo um ácido fraco, o ácido úrico dá origem à forma livre insolú- 
vel e não dissociada do próprio ácido úrico e a um urato (que é mais 
solúvel em presença de um pouco de sódio e potássio) em pH 5,5. À 
quantidade de ácido úrico livre presente na urina irá diminuir à medi- 
da que o pH aumentar, de modo que em pH 7 o ácido úrico torna-se 
mais solúvel do que o urato. Diante de altas concentrações de sais, o 
urato passa a ser menos solúvel. Se o volume de urina for pequeno, a 
solubilidade do ácido úrico em pH ácido será excedida. 

Enquanto grandes quantidades de cristais de ácido úrico são regu- 
larmente observadas no sedimento urinário, a formação de cálculos 
de ácido úrico é incomum. Esses cristais formam um sedimento que 
pode obstruir o néfron sem haver formação de um cálculo. Por outro 
lado, cristais de ácido úrico e de urato ácido de sódio são encontrados 
em núcleos de cálculos de cálcio. Os indivíduos mais normais, com 
pH 6, produzem uma urina saturada de ácido úrico e, no entanto, 
não formam cálculos. Aparentemente, a formação dos cálculos requer 
mais acidez ou desidratação. 


Cálculos de cistina 

Os cálculos de cistina formam-se em pacientes com distúrbios here- 
ditários envolvendo o transporte de aminoácidos (ver adiante, em 
“Cistinúria”). Subsequentemente, cistina, ornitina, lisina e arginina 
são excretadas em grandes quantidades pela urina. Entre esses ami- 
noácidos, somente a cistina forma cristais e cálculos. A cistina perma- 
nece insolúvel até o pH chegar a 7,4, enquanto os cálculos formam-se 
na faixa de pH urinário normal. Portadores heterozigotos dos genes 
dessa doença apresentam níveis urinários aumentados de cistina, 
porém não formam cálculos. Indivíduos homozigotos, por outro lado, 
formam cálculos. É necessário medir os níveis de cistina na urina de 
24 horas para identificar potenciais pacientes produtores de cálculos, e 
essa medida deve ser obtida sempre que forem encontrados cristais de 
cistina em amostras colhidas ao acaso. 


Cálculos raros 


Cálculos com sulfonamidas já foram descritos, e há relatos de cálcu- 
los de sílica em pacientes que ingeriram gel de sílica por tempo pro- 
longado. O Triamterene (Dyazida, Dyrenium), um agente diurético 
relativamente insolúvel, pode contribuir para a formação de cálculos. 
Esse composto pode formar cálculos de 1 a 2 mm e de cor mostarda, 
que exibem um fluorescência azul ao serem dissolvidos em butanol 
e expostos à luz UV. Há raras descrições da formação de cálculos de 
adenina em crianças com deficiência enzimática hereditária e hiperu- 
ricemia. Cálculos de xantina são incomuns e podem estar associados a 
um distúrbio genético com ausência de xantina oxidase. 


Testes laboratoriais utilizados para investigar 
agentes formadores de cálculos 


Exames de urina 

1. Urinálise de rotina, teste qualitativo para cistina e cultura de 
urina. A hematúria é um achado constante diante da presença 
de cálculos, mesmo nos casos assintomáticos. A proteinúria 
não constitui uma característica usual da doença por cálculos, 
contudo, diante do dano tubular renal, pode haver aumento da 
excreção de proteínas plasmáticas de baixo peso molecular, tais 
como B,-microglobulina e um pouco de albumina. É incomum 
encontrar cilindros de eritrócitos, bem como outros tipos de 
cilindros. Os leucócitos estão presentes em número aumentado 
quando há infecção, de modo que podem ser obtidos resultados 
elevados no teste com tiras reativas para nitrito e esterase leucoci- 
tária, Múltiplos aglomerados de células de transição não malignas 
podem ser encontrados na urina de pacientes com doença por 
cálculos, podendo ser úteis no diagnóstico dos cálculos na ausên- 
cia de suspeitas. 

. Amostra de urina de 24 horas: sódio, cálcio, fósforo, ácido úrico, 
oxalato e depuração da creatinina. Foi demonstrado que os valores 
de supersaturação para amostras de urina de 24 horas refletem de 
forma acurada as composições dos cálculos (Asplin, 1998). Alguns 
autores sugerem que manchas de amostras de urina são suficientes 
para realizar a avaliação metabólica de formadores de cálculos, 
ainda que seja necessário obter três amostras de urina em razão da 
variação de um dia a outro, para eliminar as dúvidas significativas 
de um único resultado (Strohmaier, 1997). 

3. A determinação do pH urinário de uma amostra fresca é impor- 
tante para determinar os tipos de cristais que podem precipitar, 
por exemplo, ácido úrico com baixo pH (de 5-5,5) e trifosfato 
com urina alcalina. 


bo 


Bioquímica do soro 
Os testes adequados incluem determinações de cálcio, fósforo, ácido 
úrico e eletrólitos. 


Análise do cálculo 

Os cálculos podem exibir tamanhos variados e em geral são descri- 
tos como grãos de areia, cascalho ou pedras. As características físicas 
dos vários cálculos em raros casos permitem identificá-los, contudo 
alguns pontos merecem atenção. Os cálculos de ácido úrico e urato 
são tipicamente amarelos a castanho-avermelhados, e apresentam 
dureza moderada. Os cálculos de fósforo costumam ser pálidos e fri- 
áveis. Os de oxalato de cálcio são bastante duros, muitas vezes exibem 
cor escura e sua superfície é tipicamente rugosa. E os de cistina têm cor 
castanho-amarelada e parecem um pouco gordurosos. 

Existem diversos métodos disponíveis para análise dos cálculos, tais 
como cristalografia óptica, difração de raios X e espectroscopia por 
infravermelho. A análise por feixe de elétrons e a espectroscopia de 
massa também são utilizadas. Um método simplificado para análise 
de cálculos renais foi apresentado por Farrington et al. (1980). Um 
método quantitativo para 5 em cada 8 substâncias medidas com fre- 
quência foi descrito utilizando os métodos de bioquímica clínica dis- 
poníveis: cálcio, fósforo, magnésio, amônio e ácido úrico. Cistina, oxa- 
lato e carbonato são detectados por meios qualitativos e interpretados 
com resultados quantitativos para caracterizar os cálculos. A maioria 
dos laboratórios envia amostras de cálculos para laboratórios mais 
especializados para serem submetidos a análises bioquímicas, nos 
quais são realizados tanto testes bioquímicos quanto testes especiais 
para determinar a composição dos cálculos. 


Método para exame geral dos cálculos 

i. Lavar o(s) cálculo(s) para eliminar resíduos de sangue, muco, 
soluções conservantes e assim por diante. Colocar os cálculos em 
um béquer cobrir com várias camadas espessas de gaze mantidas 
firmemente no lugar com elásticos de borracha e lavar sob água 
corrente fria. Remover o excesso de água, retirar as gazes com 
cuidado e secar o becker com os cálculos em estufa. Enxaguar os 
cálculos menores com água com o auxílio de uma pisseta (não 
usar água corrente). 


2. Registrar as dimensões do(s) cálculo(s). 

3. Descrever brevemente a cor e a textura da superfície externa do 
cálculo. Ele deve ser fotografado para fins de registro. 

4, Cortar, triturar ou partir o cálculo para examiná-lo internamente. 
Verificar se há algum corpo estranho que possa ter atuado como 
núcleo de sua formação. Descrever a cor e a textura da parte 
interna, bem como das camadas interiores, caso existam. 

5. Reduzir os cálculos pequenos a pó fino, pulverizando-os com 
auxílio de almofariz e pilão. 

6. Recomenda-se, sempre que possível, quando houver um cálculo 
muito grande, fazer análises separadas das camadas que aparente- 
mente apresentarem constituição diferente. 

Como os cálculos mais pequenos são constituídos de oxalato de 

cálcio, a melhor forma de analisá-los é transferir todo o pó disponí- 


vel para um tubo de ensaio. (Se o cálculo for muito pequeno, pode ser | 


colocado diretamente no tubo de ensaio e esmagado com o auxílio de 
uma espátula.) Os reagentes utilizados na determinação química de 
cálculos raros são descritos na edição de 1996 deste livro. É importan- 
te contar com material sabidamente correto para testar os reagentes. 


Exame radiológico 

Cálculos assintomáticos às vezes são encontrados. A maioria dos cál- 
culos é radiopaca, com exceção do ácido úrico puro e da rara xantina. 
Os cálculos de cistina são opacos em razão de seu conteúdo de enxofre. 


Triagem urinária de doenças 
metabólicas hereditárias 


Há muitos anos, a urina vem sendo utilizada na triagem de doenças 
metabólicas, em particular daquelas que resultam de uma predispo- 
sição genética. Em diversas doenças, tanto um metabólito anormal 
quanto uma quantidade excessiva de metabólito normal são excreta- 
dos pela urina. Por serem incomuns, tais condições estão associadas 
a sintomas frequentemente inespecíficos, alguns dos quais são tratá- 
veis mediante a confirmação do diagnóstico inicial, sendo necessário 
realizar exames de sangue e urina utilizando técnicas que apresentam 
alta seletividade e sensibilidade. Foram identificados inúmeros erros 
inatos do metabolismo, de modo que a presente seção descreve apenas 
algumas das doenças mais comuns. 


Aminoacidúrias 

A excreção de um ou mais aminoácidos pela urina pode ser decorren- 
te tanto de um bloqueio de uma das principais vias metabólicas (tipo 
do fluxo excessivo) quanto de uma deficiência na função tubular renal 
(tipo renal). A fenilcetonúria é um exemplo de aminoacidúria por fluxo 
excessivo, em que há acúmulo de um substrato enzimático e de outros 
metabólitos na via, acarretando aumento dos níveis de líquidos corpo- 
rais e intensificação da excreção urinária do substrato. Diferentemente 
das demais doenças por fluxo excessivo, nas aminoacidúrias do tipo 
renal não se observa elevação dos níveis de aminoácidos no sangue, 
pois o defeito primário afeta o mecanismo de reabsorção tubular renal. 
Um exemplo de aminoacidúria no transporte renal é a cistinúria. 
Fenilcetonúria. A fenilcetonúria é um distúrbio de herança autos- 
sômica recessiva, em que há ausência da enzima fenilalanina hidro- 
xilase. Indivíduos de ambos os sexos são igualmente afetados, e a 
doença apresenta uma incidência de 1 em 11.000. A heterogeneidade 
alélica pode ser bastante extensa, em particular nos Estados Unidos 
(Guldberg, 1996). O retardo mental constitui o principal achado clí- 
nico, e a restrição alimentar à fenilalanina mostrou-se eficaz no trata- 
mento dos pacientes afetados. 

Como não é convertida em tirosina nessa condição, a fenilalanina e 
outros metabólitos normais acumulam-se em quantidades anormais. 
Os níveis plasmáticos de fenilalanina e ácido fenilpirúvico tornam-se 
elevados. Os níveis urinários de ácido fenilpirúvico (os mais altos), 
ácido fenilacético e fenilalanina também aumentam. Os níveis uriná- 
rios de ácido indolacético e de outros indóis oriundos do metabolis- 
mo alterado do triptofano, além dos níveis de indicam (um indol), 
também encontram-se aumentados. Há diminuição da excreção do 
ácido 5-hidroxi-indolacético, paralelamente aos níveis séricos dimi- 
nuídos de 5-hidroxitriptamina. A urina e o suor desses pacientes exi- 
bem um odor característico de rato ou mofo, em razão da presença do 
ácido fenilacético. 
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Métodos. As tiras reativas Phenistix contêm sulfato férrico de 

amônio, sulfato de magnésio e ácido ciclo-hexilsulfâmico. Trinta 
segundos após a imersão na urina, a cor da área de teste é compa- 
rada com as cores da cartela fornecida pelo fabricante. O resultado 
do teste é positivo quando a cor observada varia entre cinza e cinza- 
esverdeado. Esse teste detecta concentrações da ordem de 5 a 10 mg/ 
dL. Salicilatos e metabólitos de derivados da fenotiazina podem pro- 
vocar o aparecimento de uma cor que varia do rosa ao púrpura. O 
método do HPLC com coluna de troca iônica tem-se mostrado con- 
veniente como teste quantitativo confirmatório de amostras anor- 
mais (Reilly, 1998). 
Alcaptonúria. Normalmente, a fenilalanina e a tirosina são meta- 
bolizadas a ácido homogentísico (ácido di-hidroxifenilacético) que, 
em seguida, é oxidado a ácido maleilacetoacético. Na alcaptonúria, 
há deficiência da enzima ácido homogentísico oxidase (homogen- 
tisic acid oxidase, HAO), e o ácido homogentisico é excretado pela 
urina em grande concentração. A urina adquire uma cor marrom- 
negra característica quando deixada em repouso ou em pH alcalino. Os 
pacientes com alcaptonúria produzem uma pigmentação que varia do 
azul ao negro nas cartilagens e no tecido conjuntivo, e a doença com 
frequência não é diagnosticada até o desenvolvimento de uma artrite. 

Métodos. Os métodos de triagem incluem testes com cloreto férri- 

co e nitrato de prata. Observa-se o aparecimento de uma coloração 
azul-escura quando 2 gotas de uma solução de cloreto férrico a 10% 
são adicionadas a 2 mL de urina com ácido homogentísico. O teste 
com nitrato de prata envolve a adição de 4 mL de nitrato de prata a 
3% a 0,5 mL de urina, a homogeinização e, em seguida, a adição de 
várias gotas de NH,OH a 10%. O ácido homogentísico irá causar o 
aparecimento de uma cor negra. Os métodos confirmatórios incluem 
cromatografia em papel ou TLC e eletroforese capilar. Esses métodos 
devem distinguir o ácido homogentísico do ácido gentísico, que é um 
metabólito da aspirina. 
Tirosinúria. A tirosinemia com tirosinúria ocorre diante do meta- 
bolismo anormal da tirosina proveniente da dieta ou da fenilalanina. 
Essa condição pode ser parte de um distúrbio de aminoácidos genera- 
lizado associado à doença hepática, ou pode representar um dos vários 
distúrbios genéticos que envolvem o metabolismo da tirosina. Os cris- 
tais de tirosina podem aparecer na urina sob a forma de cristais finos 
e sedosos, dispersos ou agregados que formam feixes. Apresentam cor 
que varia do marrom ao negro, precipitam em pH ácido e são solúveis 
em álcali. Pequenas quantidades de tirosina podem ser detectadas na 
urina de indivíduos normais. 

A hipertirosinemia transitória pode ocorrer em bebês que nascem 
com baixo peso corporal ou em bebês prematuros, como condição 
benigna. Essas crianças são tipicamente assintomáticas e não apresen- 
tam doença hepática nem renal. Os níveis elevados de tirosina oca- 
sionalmente podem ser acompanhados pela elevação passageira dos 
níveis de fenilalanina. A tirosina e os ácidos fenólicos, p-hidroxifenil- 
lático e p-hidroxifenilpirúvico, são excretados pela urina em concen- 
trações acima do normal. A natureza do defeito enzimático ainda não 
foi caracterizada, e os níveis de tirosina desses pacientes usualmente 
voltam ao normal em poucas semanas ou meses. 

A tirosinemia hereditária de tipo I (tirosinose) é um distúrbio 
autossômico recessivo caracterizado por defeitos nas enzimas fuma- 
rilacetoacetato hidrolase e maleilacetoacetato hidrolase. A succinilace- 
toacetona e a succinilacetona acumulam-se e inibem a função renal, 
a atividade de várias enzimas hepáticas e a porfobilinogênio sinteta- 
se. Os pacientes podem apresentar insuficiência hepática, disfunção 
renal, raquitismo e sintomas similares aos da porfiria intermitente 
aguda. O hepatoma é uma complicação tardia. Pode haver aminoaci- 
dúria generalizada, fosfatúria, glicosúria e uricosúria. A terapia baseia- 
se em uma dieta com baixo teor de tirosina/fenilalanina. 

A tirosinemia de tipo II (síndrome de Richner-Hanhart) é uma 
deficiência associada à herança autossômica recessiva da enzima 
tirosina aminotransferase. Os pacientes apresentam tirosinemia, 
tirosinúria e aumento dos níveis de ácidos fenólicos urinários. O 
metabolismo dos demais aminoácidos, a função renal e a função 
hepática permanecem normais. É comum os pacientes apresentarem 
erosão da córnea, da sola dos pés e das palmas das mãos e, às vezes, 
retardo mental. A terapia é centralizada em uma dieta com baixo 
teor de tirosina/fenilalanina. 


Métodos. O teste do nitrosonaftol para tirosina é um método de tria- 

gem inespecífico e deve ser confirmado por cromatografia ou ensaio 
sorológico quantitativo para esse aminoácido. A tirosina e a tiramina 
formam complexos vermelhos solúveis com o nitrosonaftol. 
Doença da urina em xarope de bordo (MSUD). A MSUD faz parte de 
um grupo de doenças associadas ao metabolismo anormal dos aminoá- 
cidos de cadeia ramificada. Entre elas, estão a hipervalinemia, a acidemia 
isovalérica causadora do odor de “pés suados” e outras doenças raras. 
Foram descritas várias formas clínicas diferentes da MSUD, bem como 
diversos sítios de desarranjo bioquímico. O tipo clássico da MSUD — a 
condição de herança autossômica recessiva — é marcada por vômitos 
neonatais severos, ataques convulsivos, estupor, respirações irregulares 
e, por vezes, hipoglicemia. Se não for tratada, os pacientes rapidamente 
entram em coma e morrem. Leucina, isoleucina, valina e seus respecti- 
vos cetoácidos estão aumentados no plasma e são excretados pela urina. 
Acredita-se que as descarboxilases defeituosas, entre outras enzimas, pre- 
vinem a conversão dos cetoácidos em ácidos graxos. Também foram des- 
critas formas de MSUD intermitente, intermediária, tiamina-responsiva 
e com deficiência de di-hidrolipoil desidrogenase (E3) (Holmes, 1997). 

A urina dos pacientes com MSUD apresenta odor semelhante ao 
xarope de bordo, açúcar caramelizado ou caril (curry), cuja fonte é 
incerta. A presença dos cetoácidos na urina pode ser demonstrada na 
primeira semana de vida. 

Métodos. O teste de triagem com dinitrofenil-hidrazina indica a pre- 
sença de Ot-cetoácidos na urina. As hidrazonas insolúveis formam-se a 
partir da reação dos grupos carbonila com a dinitrofenil-hidrazina. O 
resultado é positivo em casos de MSUD e possivelmente na fenilcetonú- 
ria (ácido fenilpirúvico), na histidinemia (ácido pirúvico imidazol) e na 
má absorção de metionina (oasthouse syndrome). O teste é positivo na 
cetonúria decorrente de outras doenças hereditárias e causas diversas. É 
preciso realizar um teste de triagem preliminar para detecção de cetonas. 
Procedimento 

1. Os reagentes e os controles (ácido cetoglutárico, 25 mg em 100 
mL de urina normal) devem estar à temperatura ambiente. 

2. Adicionar 10 gotas de reagente (100 mg de 2,4-dinitrofenil-hidra- 
zina a 100 mL de HCl 2 N) a 1 mL de urina limpa. 

3. Dentro de 10 minutos, o aparecimento de um precipitado amare- 
lo ou branco-calcário indica uma reação positiva. Sua intensidade 
deve ser igual ou maior do que a precipitação do controle. 

Como métodos confirmatórios, podem ser utilizadas as análises de 

urina por cromatografia gasosa, TLC ou espectroscopia por ressonân- 
cia nuclear magnética (NMR) (Holmes, 1997). 
Cistinúria. Trata-se de um distúrbio de aminoácidos comum que afeta 
igualmente indivíduos de ambos os sexos, com uma incidência estimada 
em cerca de 1:10.000 (homozigotos) e em proporções maiores na popu- 
lação heterozigota. Nos programas de triagem em massa para crianças, 
a forma homozigota é detectada quase com a mesma frequência que a 
fenilcetonúria. O transporte defeituoso da cistina pelas células epiteliais 
dos túbulos renais e do intestino é transmitido como caráter autossômi- 
co recessivo. O defeito básico permanece desconhecido. Embora gran- 
des quantidades de ácidos dibásicos, ornitina, lisina e arginina também 
sejam excretadas nessa doença, a cistina é o único aminoácido que sofre 
cristalização e forma cálculos como manifestação clínica. 

A cistinose, um distúrbio de herança recessiva cuja causa é des- 
conhecida, caracteriza-se pela deposição intracelular de cristais de 
cistina nos lisossomos. Esses cristais podem se acumular nos rins, 
nos olhos, na medula óssea e no baço. Na forma severa da doença, 
o paciente apresenta fotofobia, insuficiência renal, raquitismo e falha 
de crescimento. Diante do comprometimento tubular renal, há desen- 
volvimento da síndrome de Fanconi, aminoacidúria generalizada e 
glicosúria. Foram descritas as variáveis benigna e intermediária da cis- 
tinose. Diferentemente da cistinúria, a perda de cistina observada na 
cistinose é concomitante à perda de outros aminoácidos pelas urina. 

Em certos casos, a cistina é detectada na urina de pacientes com 
diversas doenças tubulares renais. A cistina é excretada com outros 
aminoácidos na doença de Wilson, na doença de Lowe e na aminoaci- 
dúria da doença de Hartnup. 

Métodos. A primeira urina da manhã deve ser examinada quanto à 
presença de cristais hexagonais incolores de cistina. Esse aminoácido 
nem sempre sofre cristalização na urina concentrada, ainda que ocor- 
ra em grande concentração. 


O teste do cianeto-nitroprussiato utilizado para determinação 
qualitativa da cistina urinária é a modificação de Brand da reação de 
nitroprussiato de Legal. A cistina é reduzida à cisteína pelo cianeto de 
sódio, e os grupos sulfidrila livres, então, reagem com o nitroprussia- 
to e produzem uma cor púrpura-avermelhada. Reações positivas são 
produzidas pela cisteína, cistina, homocistina e cetonas (vermelho-es- 
curo). O teste qualitativo separa as faixas de excreção normal, hetero- 
zigota e homozigota. O limite inferior desse teste era de 35 a 60 umol 
de cistina/mol de creatinina, que corresponde à faixa de excreção hete- 
rozigota. Indivíduos formadores de cálculos homozigotos usualmente 
excretam mais de 300 mg/g de creatinina e também são detectados 
por esse teste. 

Procedimento 

1. Transferir entre 3 e 5 mL de urina para um tubo de ensaio e 

adicionar 2 mL de uma solução de cianeto de sódio (5 g/dL em 
água), deixando a mistura em repouso por 10 minutos. É impor- 
tante controlar o tempo. Uma solução controle deve ser tratada 
da mesma forma. Para um controle positivo, dissolver 5 mg de 
cistina em 10 mL de HCI 0,1 N, diluindo a 100 mL com urina 
normal. 

2. Adicionar a solução aquosa de nitroprussiato de sódio (5 g/dL) 

recentemente preparada, gota a gota (cerca de 5 gotas), e misturar. 

3. Ler imediatamente, determinando se a reação é positiva ou nega- 

tiva. Uma cor púrpura-avermelhada irá surgir na presença da 
cistina. Resultados que indicam apenas “traços” do aminoácido 
também devem ser comunicados. Uma amostra de urina normal 
deve fornecer um resultado fracamente positivo, indicando “tra- 
ços de aminoácido. 

É possível refinar a identificação e a quantificação da cistina por 
TLC ou cromatografia de troca iônica, ou ainda por eletroforese de 
alta voltagem. 

Homocistinúria. A forma clássica da homocistinúria deve-se a uma 
deficiência de cistationina f-sintase, que é a enzima catalisadora da 
formação de cistationina a partir da homocistina e da serina na via 
da metionina. A homocisteina é rapidamente oxidada à homocistina. 
Esta se acumula com a metionina e é excretada pela urina. Crianças 


com essa doença podem apresentar ataques convulsivos, trombose, 
retardo mental, aracnodactilia e sifoescoliose. As manifestações que 
envolvem o tecido conjuntivo são consideradas resultantes do acúmu- 
lo da homocisteina intermediária, que interfere nas ligações cruzadas 
do colágeno. 

A amostra de urina a ser analisada deve ser recém-colhida, uma vez 
que a homocistina é lábil. O teste do cianeto-nitroprussiato, anterior- 
mente descrito, é positivo. A análise bioquímica quantitativa revela 
a presença de níveis elevados de homocistina, metionina e dissulfeto 
de cisteína-homocisteína. Os níveis urinários são monitorados para 
acompanhar os efeitos da dieta com restrição de metionina utilizada 
no tratamento dessa doença. 


Outras modalidades de exames de urina 


Foi desenvolvido um imunoensaio nefelométrico de aglutinação em 
látex para determinar os níveis de fetoproteína básica (BFP) na urina. 
Os níveis dessa substância podem estar elevados em casos de cálculos 
no ureter, infecções e cânceres de próstata e bexiga urinária, tornando 
a BFP um marcador inespecífico de inflamação e de tumores (Itoh, 
1998). 

O teste urinário da mancha de Trinder, realizado por médicos na 
sala de emergências, é um teste de triagem sensível para detecção de 
salicilatos. 

Rendl et al. (1998) descreveram um teste semiquantitativo rápido 
para detecção de iodo urinário cujo uso é conveniente para estudos 
epidemiológicos da deficiência de iodo, particularmente em países em 
desenvolvimento. 

Por fim, um ensaio com anticorpo monoclonal para detecção de 
ligações cruzadas de piridina livre na urina pode ajudar a identificar 
a reabsorção óssea em pacientes com osteoporose, hipertireoidismo, 
hiperparatireoidismo e doença óssea de Paget (Gomez, 1996). 

O exame citopatológico da urina é comumente realizado para detec- 
ção de malignidades. Hoje em dia, existem testes de ELISA e FISH que 
detectam carcinoma de bexiga urinária. Esses testes são discutidos 
com maior detalhamento no Capítulo 75. 
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PONTOS-CHAVE 
e A causa etiológica do acúmulo de líquidos nas 


diversas cavidades corporais (i. e., articulações, tórax, 


abdome) é essencial para o tratamento do distúrbio. 





e O exame laboratorial adequado desses líquidos, portanto, é 
essencial ao diagnóstico de inúmeras doenças (i. e., infecções 

por bactérias, vírus e fungos; distinção entre as várias artrítides; 
malignidades primárias [i. e., mesotelioma] e metastáticas; entre 
outras). 

e À interpretação do teste depende da realização de uma coleta de 
amostra adequada, do tempo de resposta, da comunicação médico/ 
laboratório e de valores de referência confiáveis. 


Líquido cerebrospinal 


Em adultos, aproximadamente 500 mL de líquido cerebrospinal 
(LCE) são produzidos diariamente (0,3-0,4 mL/min). O volume total 
de LCE em um indivíduo adulto varia de 90 a 150 mL, sendo que apro- 
ximadamente 25 mL desse total está contido nos ventrículos e o restan- 
te, no espaço subaracnoideo. Em recém-nascidos, esse volume varia de 
10 a 60 mL. Assim, o volume de LCE total é reposto a cada 5 a 7 horas 
(Wood, 1980). Estima-se que 70% do LCE seja derivado de ultrafiltra- 
ção e secreção através do plexo coroide. O revestimento ependimal ven- 
tricular e o espaço subaracnóideo cerebral contribuem para o restante. 
O LCE deixa o sistema ventricular através dos forames medial e lateral, 
fluindo pelas superfícies do cérebro e da medula espinal junto ao espaço 
subaracnóideo. A reabsorção do LCE se dá ao nível das vilosidades arac- 
noides, predominantemente ao longo do seio sagital superior. 

O LCE exerce várias funções importantes: (a) proporciona supor- 
te físico, já que as 1.500 g do cérebro passam a pesar somente 50 g 
quando suspensas no LCE; (b) tem efeito protetor contra alterações 
repentinas da pressão sanguínea arterial e venosa aguda (respirató- 
ria e postural) ou contra a pressão de impacto; (c) atua na excre- 
ção de resíduos, já que o cérebro não possui sistema linfático; (d) 
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constitui a via pela qual os fatores de liberação hipotalâmicos são 
transportados até as células da eminência mediana; e (e) mantém a 
homeostasia iônica do SNC. 

O conceito de barreira hematoencefálica (BHE) deriva de estudos 
realizados com coloração de exclusão (azul tripan). A BHE é consti- 
tuída por dois componentes morfologicamente distintos: um endo- 
télio capilar único, cuja coesão é mantida por junções impermeáveis 
conhecidas como tight junctions; e o plexo coroide, onde uma cama- 
da única de células ependimárias coroidais especializadas conectadas 
por junções impermeáveis reveste capilares fenestrados. Os compo- 
nentes iônicos do LCE (p. ex., H*, K*, Ca**, Mg”, bicarbonato etc.) 
são fortemente regulados por sistemas de transporte específicos. Por 
outro lado, glicose, ureia e creatinina se difundem livremente, ainda 
que atinjam o equilíbrio somente após 2 horas ou mais. As proteínas a 
atravessam por difusão passiva, segundo uma taxa dependente do gra- 
diente de concentração plasma/LCE e de forma inversamente propor- 
cional ao peso molecular e volume hidrodinâmico (Fishman, 1992). 
Assim, a BHE mantém uma relativa homeostasia do ambiente no SNC 
durante perturbações agudas dos componentes plasmáticos. 


Coleta da amostra e pressão de abertura 


O LCE deve ser obtido por punção lombar, de cisterna ou lateral- 
-cervical, ou por meio de desvios ou cânulas ventriculares. A execução 
de uma punção lombar já foi descrita em detalhes (Herndon, 1989; 
Ward, 1992). Pode haver comprometimento respiratório em bebês 
que tenham a cabeça flexionada (Ward, 1992). 

Antes da remoção do líquido, é preciso fixar um manômetro para 
registrar a pressão de abertura. À pressão do LCE varia com as alte- 
rações posturais, pressão sanguínea, retorno venoso, manobras de 
Valsava e fatores que alteram o fluxo sanguíneo cerebral. A pressão de 
abertura normal em um indivíduo adulto é de 90 a 180 mm de água 
na posição de decúbito lateral com as pernas e o pescoço em posi- 
ção neutra. Pode haver uma discreta elevação quando o paciente se 
senta e há uma variação de até 10 mm com a respiração. Entretanto, 
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essa pressão pode chegar a 250 mm de água em indivíduos obesos. Em 
bebês e crianças, a faixa normal é de 10 a 100 mm de água, atingindo 
os valores observados em adultos por volta dos 6 a 8 anos de idade 
(Fishman, 1992). Pressões de abertura acima de 250 mmH,O são 
diagnósticas de hipertensão intracraniana, que pode ser decorrente de 
meningite, hemorragia intracraniana e tumores (Seehusen, 2003). Se 
a pressão de abertura for maior que 200 mmH,O em um paciente em 
relaxamento, é desaconselhável retirar mais de 2 mL de LCE. 

A hipertensão intracraniana idiopática é mais comumente observada 
nas mulheres obesas em idade fértil. Quando uma pressão de abertura 
elevada é detectada, o LCE deve ser removido lentamente sob um cuida- 
doso monitoramento da pressão. Não se deve remover mais LCE caso a 
pressão atinja 50% do valor da pressão de abertura (Conly, 1983). 

A pressão pode estar aumentada em pacientes tensos ou submetidos 
a esforços excessivos, bem como naqueles com insuficiência cardíaca 
congestiva, meningite, síndrome da veia cava superior, trombose dos 
seios venosos, edema cerebral, lesões em massa, hipo-osmolalidade ou 
condições que inibem a absorção do LCE. A elevação da pressão de 
abertura pode ser a única anormalidade evidente em casos de menin- 
gite por criptococos e pseudotumor cerebral (Hayward, 1987). Pode 
haver diminuição da pressão do LCE em casos de bloqueio espinal 
subaracnóideo, desidratação, colapso circulatório e vazamento de 
LCE. Uma queda significativa da pressão após a remoção de 1a 2 mL é 
sugestiva de herniação ou bloqueio espinhal acima do sítio de punção, 
e aponta a necessidade de interromper a retirada de líquido. 

Normalmente, é possível remover até 20 mL de LCE. Todavia, além 
de estar ciente do volume de LCE necessário à realização dos testes 
para garantir a coleta de amostra suficiente, o médico deve fornecer 
ao laboratório a devida história clínica do paciente. O sítio de amos- 
tragem (1. e., lombar, cisterna etc.) deve ser registrado, uma vez que 
os parâmetros citológicos e bioquímicos variam nos diferentes sítios 
existentes. É preciso considerar também a necessidade de determinar 
simultaneamente os níveis séricos de glicose. Estes são melhor obtidos 
2 a 4 horas antes da realização de uma punção lombar, visto que o 
equilíbrio soro/LCE é retardado. 

A amostra de LCE usualmente é coletada em três tubos estéreis, de 
modo seriado: a amostra do tubo 1 é destinada ao exame bioquímico 
e aos estudos imunológicos; a do tubo 2 serve ao exame microbio- 
lógico; e a do tubo 3 é utilizada para realização das contagens celu- 
lares e diferenciais. Em casos de suspeita de malignidade, um tubo 3 
adicional é obtido para realização de exame citológico. Contudo, sob 
certas condições, ocorrem variações que são críticas. Exemplificando, 
se a amostra contida no tubo 1 estiver hemorrágica em decorrência de 
uma punção traumática, não deverá ser utilizada nos casos em que a 
análise de proteínas constitui o aspecto mais importante do exame (1. 
e., suspeita de esclerose múltipla). De fato, a amostra do tubo 3 deve 
ser destinada aos exames que atendem aos principais propósitos da 
coleta de LCE. Talvez, somente seja possível estabelecer definitivamen- 
te que a amostra contida no tubo 1 jamais deve ser destinada ao exame 
microbiológico, pois pode estar contaminada com bactérias presentes 
na pele. Em caso de dúvidas, é essencial haver comunicação entre o 
laboratório e o médico antes de iniciar a análise de LCE. 

Recomenda-se evitar o uso de tubos de ensaio de vidro, pois a ade- 
são celular ao vidro afeta a contagem celular e a análise diferencial. As 
amostras devem ser enviadas ao laboratório e processadas sem demo- 
ra, a fim de minimizar a degradação celular que tem início 1 hora após 
a coleta. À refrigeração é contraindicada para as amostras destinadas à 
cultura, porque impede a sobrevivência de organismos mais exigentes 
(p. ex., Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis). 


Indicações e testes recomendados 


As indicações de punção lombar podem ser divididas em quatro 
categorias de doenças principais: infecção meníngea, hemorragia suba- 
racnóidea, malignidade primária ou metastática e doenças desmie- 
linizantes (American College of Physicians, 1986). A identificação da 
meningite infecciosa, particularmente bacteriana, constitui a indicação 
mais importante para o exame de LCE (Tab. 28.1). Os testes laborato- 
riais recomendados se destinam a identificar tais distúrbios (Tab. 28.2). 
Em geral, o exame de LCE para detecção de outras doenças é menos 
útil, porém fornece evidências que sustentam o diagnóstico clínico ou 


Tabela 28.1 Doenças detectadas por meio do exame laboratorial do LCE 


Alta sensibilidade, alta especificidade 
Meningites bacteriana, tuberculosa e fúngica 
Alta sensibilidade, especificidade moderada 
Meningite viral 

Hemorragia subaracnóidea 

Esclerose múltipla 

Sífilis no SNC 

Polineurite infecciosa 

Abscesso paraespinal 

Sensibilidade moderada, alta especificidade 
Malignidade meníngea 

Sensibilidade moderada, especificidade moderada 
Hemorragia intracraniana 

Encefalite viral 

Hematoma subdural 


A sensibilidade é a capacidade do teste de detectar a doença quando ela está presente. A 
especificidade é a capacidade do teste de excluir a doença quando ela está ausente. 


De American College of Physicians, Health and Public Police Committee: The diagnostic 
spinal tap. Ann Intern Med 1986; 104-880, com permissão. 


Tabela 28.2 Testes laboratoriais recomendados para o LCE 


Rotina 

Pressão de abertura no LCE 

Contagem celular total (CBS e CVS) 

Contagem celular diferencial (estregaço corado) 
Glicose (proporção LCE/plasma) 

Proteína total 

Sob determinadas condições 

Culturas (bactérias, fungos, vírus, Mycobacterium tuberculosis) 
Coloração de Gram, coloração acidorresistente 
Antígenos de bactérias e fungos 

Enzimas (LD, ADA, CK-BB) 

Lactato 

Reação em cadeia da polimerase (TB, vírus) 

Citologia 

Eletroforese (proteína, imunofixação) 

Proteínas (C-reativa, 14-3-3, t, B-amiloide, transferrina) 
Teste de sífilis da VDRL 

D-dímero derivado de fibrina 

Ácido tuberculoesteárico 


LCE = líquido cerebrospinal; TB = tuberculose; VDRL = Venereal Disease Research 
Laboratories; LD = lactato desidrogenase; ADA = adenosina deaminase; CK-BB = creatina 
quinase-BB. 


Modificado de Kjeldsberg, CR.; Knight, JA: Body Fluids: Laboratory Examination of 
Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3. ed. ©American Society 
for Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissão. 


ajudam a excluir outras doencas. Estudos de rotina restritos, acompa- 
nhados da solicitação restrospectiva de testes mais centralizados (con- 
forme a necessidade) utilizando amostras estocadas têm sido defendi- 
dos como meio de aprimorar a eficiência do teste (Albright, 1988). 


Exame macroscópico 


O LCE normal é límpido como cristal, incolor e tem viscosidade 
similar à da água. O LCE anormal pode apresentar-se turvo, franca- 
mente purulento ou tingido com pigmentos. A turvação ou nebulosi- 
dade começa a se tornar aparente diante de contagens de CBSs acima 
de 200 células/uL ou de uma contagem de hemácias de 400 células/uL. 


Todavia, líquidos grosseiramente sanguinolentos apresentam conta- 
gem de CVSs acima de 6.000 células/uL. A presença de microrganis- 
mos (bactéria, fungos, amebas), material de contraste radiográfico, 
aspirado de gordura epidural e níveis de proteína acima de 150 mg/ 
dL (1,5 g/L) podem igualmente produzir graus variáveis de turvação. 
Observadores experientes conseguem detectar a olho nu contagens 
celulares inferiores a 50 células/uL pela simples observação do efeito 
de Tyndall (Simon, 1978). Nesse caso, a luz solar incidindo diretamente 
sobre o tubo em um ângulo de 90º em relação ao observador confere 
um aspecto “cintilante” ou “de neve” à amostra, conforme as partícu- 
las suspensas dispersam a luz. 

Pode haver formação de coágulo em pacientes submetidos a pun- 
ções traumáticas, com bloqueio espinhal total (síndrome de Froin), 
meningite supurativa ou tuberculosa. Está ausente em pacientes com 
hemorragia subaracnóidea. A amostra pode apresentar finas pelícu- 
las superficiais após ser submetida à refrigeração por 12 a 24 horas. 
Capturando células inflamatórias, os coágulos podem interferir na 
acurácia das contagens celulares. 

Um LCE viscoso pode ser obtido de pacientes com adenocarcinomas 
produtores de mucina metastáticos, meningite criptocócica decorren- 
te de polissacarídeo capsular ou núcleo pulposo líquido resultante de 
lesão no anel fibroso com agulha. 

Um LCE de cor rosa-avermelhado costuma indicar a presença de 

sangue, sendo grosseiramente sanguinolento diante de contagens de 
hemácias acima de 6.000 células/uL. Pode se originar a partir de uma 
hemorragia subaracnóidea ou intracraniana, de um infarto do mio- 
cárdio e de uma punção espinhal traumática. 
Xantocromia. A xantocromia comumente se refere ao aparecimento 
de uma cor que varia do rosa-claro ao amarelo no sobrenadante de 
uma amostra de LCE centrifugada, ainda que outras cores possam ser 
observadas (Tab. 28.3). Para detectá-la, o LCE deve ser centrifugado e 
o líquido do sobrenadante deve ser comparado à água destilada conti- 
da em um tubo de ensaio. O LCE xantocrômico apresenta coloração 
rosa, alaranjada ou amarela em razão da lise de CVSs e quebra da 
hemoglobina. A xantocromia rosa-clara a amarela produzida pela oxi- 
hemoglobina liberada costuma ser detectada por meio de uma punção 
lombar realizada 2 a 4 horas após o início da hemorragia subaracnói- 
dea, embora possa demorar até 12 horas. O pico de intensidade ocorre 
em cerca de 24 a 36 horas e, então, vai desaparecendo gradativamente 
no decorrer dos próximos 4 a 8 dias. A xantocromia amarela é produ- 
zida pela bilirrubina e se desenvolve em cerca de 12 horas após o even- 
to de um sangramento subaracnóideo, atingindo o pico em 2 a 4 dias. 
Contudo, esse tipo de xantocromia pode persistir por 2 a 4 semanas. 

Uma xantocromia de LCE visível também pode ser devida aos seguin- 
tes fatores: (1) presença de oxi-hemoglobina resultante de lise artificial 
de CVSs provocada pela ação de detergentes contaminantes na agulha 
ou no tubo de coleta, ou por um atraso de mais de 1 hora sem refrige- 
ração antes da realização do exame; (2) presença de bilirrubina (bilirra- 
quia) em pacientes com icterícia; (3) níveis proteicos do LCE acima de 
150 mg/dL, que também são detectados em casos de punção traumáti- 
ca (mais de 100.000 CVSs/uL) ou em certos estados patológicos, como 
bloqueio espinhal total, polineurite e meningite; (4) contaminação com 
desinfetante mertiolate; (5) carotenoides (cor alaranjada) em individu- 
os com hipercarotenemia alimentar (i. e., hipervitaminose A); (6) mela- 
nina (cor castanha) proveniente de melanoma metastático meníngeo; e 
(7) terapia com rifampina (cor vermelho-alaranjada). 

Embora as varreduras do espectro de absorbância forneçam regis- 
tros objetivos da xantocromia, uma cuidadosa inspeção geral do LCE 
apresenta um grau de sensibilidade comparável (Britton, 1983). A 
espectrofotometria também pode ajudar a diferenciar entre substân- 
cias derivadas da hemoglobina e outros pigmentos xantocrômicos 
com picos de absorção máxima distintos. 

Diagnóstico diferencial do LCE sanguinolento. Cerca de 20% das 

punções lombares são traumáticas. Portanto, é vital distinguir uma 

punção traumática de um caso de hemorragia patológica. Embora 

a presença de CVSs crenadas não tenha utilidade, as observações a 

seguir podem auxiliar a distinção dessas duas formas de sangramento. 
1. Em uma punção traumática, o líquido hemorrágico em geral 
se torna limpo entre a coleta dos tubos 1 e 3, porém se mantém 
relativamente uniforme quando se trata de uma hemorragia 
subaracnóidea. 


Tabela 28.3 Xantocromia e doenças/distúrbios associados 


Cor do sobrenadante de LCE Doença/distúrbios associados 


Rosa Lise de CVSs/produtos da quebra da hemoglobina 
Amarelo Lise de CVSs/produtos da quebra da hemoglobina 
Hiperbilirrubinemia 
Proteínas no LCE > 150 mg/dl (1,5 g/L) 
Alaranjado Lise de CVSs/produtos da quebra da hemoglobina 


Hipervitaminose A (carotenoides) 
Amarelo-esverdeado Hiperbilirrubinemia (biliverdina) 


Marrom Melanoma metastático meníngeo 


2. Xantocromia, evidências microscópicas de eritrofagocitose ou 
presença de macrófagos repletos de hemossiderina são indícios 

de sangramento subaracnóideo na ausência de uma punção trau- 
mática prévia. A lise das CVSs tem início em 1 a 2 horas após uma 
punção traumática. Sendo assim, é necessário realizar uma rápida 
avaliação para evitar a geração de resultados falso-positivos. 

3. Existe um teste de imunoensaio de aglutinação do látex comer- 
cialmente disponível para detecção do D-dímero derivado de 
fibrina com ligações cruzadas. Esse teste é específico para a degra- 
dação de fibrina e produz resultado negativo em casos de punção 
traumática (Lang, 1990). Entretanto, pode haver resultados falso- 
positivos diante de casos de coagulação intravascular dissemina- 
da, fibrinólise ou trauma causado por punções repetidas. 


Exame microscópico 


Contagem celular total. As contagens celulares são realizadas no LCE 
não diluído, em uma câmara de contagem manual. A contagem auto- 
matizada de leucócitos e eritrócitos já foi descrita ( Talstad, 1984), con- 
tudo, sua precisão é fraca diante das baixas contagens celulares normal- 
mente encontradas no LCE. A precisão inerente das contagens manuais 
é igualmente limitada. Exemplificando, ao utilizar 18 quadrantes gran- 
des (de 1 mm cada) de uma câmara do tipo Fuchs-Rosenthal com 
profundidade de 0,2 mm, examina-se um volume total de 3,6 uL (18 x 
0,2 uL/quadrante). Com uma concentração de 5 células/uL, conta-se ao 
todo 18 células. O coeficiente de variação (CV) — definido como sendo 
a divisão de 100 pela raiz quadrada do número de células contadas — é 
igual a 24%; + 2 CV equivale a aproximadamente 48%. Um hemocitô- 
metro de Neubauer, que possui nove quadrantes de 1 mm” com uma 
profundidade de 0,1 mm, apresenta um CV de 45% (+ 90% para 2 CV) 
para essa mesma concentração de células. Mais recentemente, a análise 
do LCE por citometria de fluxo automatizada (com citômetro de fluxo 
UF-100) apresentou um rendimento rápido e confiável de contagens 
de CBSs e CVSs (Van Acker, 2001). 

A contagem de leucócitos normal para um indivíduo adulto corres- 
ponde a 0 a 5 células/uL. Essa contagem é maior em recém-nascidos, 
nos quais varia de 0 a 30 células/uL, sendo que durante a adolescência 
há uma queda do limite máximo considerado normal até os valores 
observados em adultos. No LCE não deve haver hemácias. Se inúme- 
ras hemácias estiverem presentes (exceto nos casos de punção trau- 
mática), é provável que haja um processo patológico subjacente (p. 
ex., trauma, malignidade, infarto, hemorragia). Embora as contagens 
de CVSs possuam valor diagnóstico limitado, ao corrigirem a quan- 
tidade de leucócitos ou proteínas introduzida por uma punção trau- 
mática, podem fornecer uma aproximação útil da contagem de CBSs 
verdadeira ou da quantidade de proteínas total no evento de punção 
traumática. Para serem válidas, todas as quantificações (CBS, CVS, 
proteínas) devem ser realizadas utilizando a amostra do mesmo tubo 
de ensaio. Esse procedimento também considera que o sangue deriva 
exclusivamente de uma punção traumática. A contagem de CBSs cor- 
rigida é igual a: 

CBS corr rat CBSobs = CBS adic 

Em que: 

CBSadic ai Db angue j CVS ce/ CVSsangue 

E: 
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“Líquidos cerebrospinal, sinovial e seroso 






CBS,bs = contagem de leucócitos no LCE 

CBS,ai= leucócitos adicionados ao LCE pela punção traumática 
CBSsangue = contagem de leucócitos no sangue periférico 
CVSice = contagem de eritrócitos no LCE 

CVSsangue = contagem de eritrócitos no sangue periférico. 


É possível empregar uma fórmula análoga para corrigir a “quantida- 
de total de proteína adicionada” (QTP): 

QT Padic = [QT Psoro x (1 — HCT)] x CVS i ce/CVS.angue 

Diante de valores normais para contagem de CVSs no sangue perifé- 
rico e níveis séricos de proteína, essas correções correspondem a cerca 
de 1 CBS para cada 700 CVSs e 8 mg de proteínas/dL para cada 10.000 
CVSs/uL. Esse último fator de correção para CVSs é razoavelmente 
acurado, desde que a contagem de CBSs periféricas não seja extrema- 
mente alta nem baixa. Além disso, a acurácia dessas correções é limi- 
tada pela precisão da contagem de CVSs do LCE, a qual pode afetar 
significativamente seu valor. 

Com relação à contagem de CBSs, uma proporção de células obser- 

vadas/esperadas (adicionadas) maior que 10 está associada a uma 
sensibilidade de 88% e a uma especificidade de 90% para detecção de 
meningite bacteriana. Quando o valor previsto para a contagem de 
CBSs é menor do que a contagem observada, parece ser pouco prová- 
vel que o indivíduo apresente meningite bacteriana (Mayefsky, 1987; 
Bonadio, 1990). 
Contagem celular diferencial. As faixas referenciais sugeridas para 
a contagem diferencial são mostradas na Tabela 28.4. Um diferencial 
feito em câmara de contagem é considerado insatisfatório, porque o 
baixo número de células apresenta uma precisão fraca e por ser difi- 
cil identificar o tipo celular como algo além de granulócitos e “células 
mononucleares” em uma preparação a fresco. Esfregaços diretos de 
sedimento de LCE centrifugado também estão sujeitos a erros signifi- 
cativos de fragmentação e distorção celular. 

A citocentrifugação é uma técnica rápida, requer treinamento mini- 
mo e permite que os citospins secos ao ar sejam submetidos à colo- 
ração de Wright. De fato, trata-se do método recomendado para a 
realização das contagens celulares diferenciais de todos os líquidos 
corporais (Rabinovitch, 1994). A preservação e o rendimento celu- 
lar são melhores do que aqueles proporcionados pela centrifugação 
simples. É possível concentrar 30 a 50 células a partir de 0,5 mL de 
LCE “normal”. Diferentes graus de distorção por artefatos podem 
ser observados, contudo essas distorções são minimizadas quando 
a amostra utilizada é recente, albumina é acrescentada à amostra (2 
gotas de uma solução contendo albumina bovina sérica a 22%) e a 
concentração celular é ajustada para aproximadamente 300 CBSs/L 
antes da centrifugação (Kjeldsberg, 1993). 

Os métodos de filtração e sedimentação são muito inconvenientes 
para o uso geral. A filtração, todavia, permite concentrar grandes 
volumes de LCE para realização do exame citológico ou de culturas, 
ao mesmo tempo em que o filtrado obtido do líquido pode ser utiliza- 
do em estudos adicionais. 

Em adultos, o LCE normal contém um pequeno número de linfóci- 
tos e monócitos, em uma proporção aproximada de 70:30 (Fig. 28.1). 
Uma proporção mais alta de monócitos é detectada no LCE de crian- 
ças, nas quais valores de até 80% são considerados normais (Pappu, 
1982). É comum observar eritrócitos após sangramentos traumáticos 
mínimos, especialmente em bebês. Pequenas concentrações de neu- 
trófilos (PMNs) também podem ser observadas em amostras de LCE 
“normal”, mais provavelmente como resultado de pequenas hemorra- 
gias (Hayward, 1988) e métodos de concentração celular aprimorados. 
Não há consenso acerca do limite máximo da concentração de PMNs 
considerada normal com uma contagem normal de CBSs. Há relatos 
de porcentuais de neutrófilos superiores a 60% em recém-nascidos com 
risco elevado na ausência de meningite (Rodriguez, 1990). O número 
de PMNs pode estar reduzido em até 68% nas primeiras 2 horas sub- 
sequentes à realização de uma punção lombar, em razão da lise celular 
(Steele, 1986). 

A punção traumática pode resultar na presença de células da medu- 
la óssea, células de cartilagem, células escamosas, células ganglionares 
e elementos de tecidos moles. Células ependimárias e do plexo coroide 


também podem ser observadas, ainda que mais raramente (Fig. 28.2). 
Além disso, agrupamentos de células primitivas semelhantes a blastos, 
mais provavelmente originários da matriz germinativa, às vezes são 
encontrados em bebês prematuros com hemorragia intraventricular 
(Fig. 28.3). 

Uma concentração aumentada de neutrófilos no LCE é observada em 
inúmeras condições (Tab. 28.5). No estágio inicial da meningite bacte- 
riana, a proporção de PMNs usualmente ultrapassa 60%. Entretanto, 
em cerca de 1/4 dos casos de meningite viral precoce, a proporção de 
PMNs também excede 60%. A neutrofilia induzida por vírus em geral 
se converte em pleocitose linfocítica dentro de 2 a 3 dias. Uma conta- 


Tabela 28.4 Valores de referência para contagens diferenciais em 
amostras citocentrifugadas de LCE 


Tipo de célula Adultos (%) Recém-nascidos (%) 
Linfócitos 62 + 34 20 +18 

Monócitos 36 +20 72 +22 

Neutrófilos 2+5 345 

Histidcitos Raras 544 

Células ependimárias Raras Raras 

Eosinófilos Raras Raras 





Figura 28.1 Citologia do LCE (proporção de distribuição de linfócitos/monócitos 
igual a 70:30). 


Figura 28.2 Células do plexo coroide no LCE. 








Figura 28.3 Agrupamento de células semelhantes a blastos no LCE de um recém- 
nascido. (De Kjeldsberg, CR; Knight, JA: Body Fluids: Laboratory Examination of 
Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3. ed. American 
Society for Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissão.) 


gem total de PMNs acima de 1.180 células/uL (ou mais de 2.000 CBSs/ 
uL) está associada a um valor preditivo de 99% para meningite bac- 
teriana (Spanos, 1989). A meningite neutrofílica persistente (mais de 
l semana) pode ser não infecciosa ou causada por patógenos menos 
comuns, tais como Nocardia, Actinomyces, Aspergillus e zigomicetos 
(Peacock, 1984). 

Uma concentração aumentada de linfócitos no LCE tem sido descri- 
ta em várias doenças/distúrbios (Tab. 28.6). Não raro, há linfocitose 
(> 50%) no início da meningite bacteriana aguda, quando a contagem 
de leucócitos do LCE está abaixo de 1.000 células/uL (Powers, 1985). É 
possível que estejam presentes variantes atípicas reativas linfoplasma- 
citoides e imunoblásticas. Linfócitos semelhantes a blastos podem ser 
encontrados misturados a linfócitos pequenos e grandes no LCE de 
recém-nascidos. 

Plasmócitos, normalmente ausentes no LCE, podem aparecer em 
uma variedade de condições inflamatórias (Tab. 28.7), ao lado de lin- 


Tabela 28.5 Causas da elevação do número de neutrófilos no LCE 


Meningite 
Meningite bacteriana 
Meningoencefalite viral precoce 
Meningite tuberculosa precoce 
Meningite micótica precoce 
Encefalomielite amébica 
Outras infecções 
Abscessos cerebrais 
Empiema subdural 
Radiculopatia por CMV relacionada à AIDS 
Subsequente a febres 
Subsequente à hemorragia no SNC 
Subaracnóidea 
Intracerebral 
Subsequente a infarto do SNC 
Reação a punções lombares repetidas 
Injeção de material estranho no espaço subaracnoide (p. ex., metotrexato, meio 
de contraste) 


Tumor metastático em contato com LCE 





SNC = sistema nervoso central; LCE = líquido cerebrospinal; CMV = citomegalovirus. 


Tabela 28.6 Causas de linfocitose no LCE 


Meningite 
Meningite viral 
Meningite tuberculosa 
Meningite fúngica 
Meningoencefalite sifilítica 
Meninge leptospirótica 
Bacteriana, causada por organismos pouco comuns 
Meningite bacteriana precoce, com contagens de leucócitos relativamente 
baixas 
Infestações parasíticas (p. ex., cisticercose, triquinose, toxoplasmose) 
Meningite asséptica, causada por foco séptico adjacente às meninges 
Distúrbios degenerativos 
Panencefalite esclerosante subaguda 
Esclerose múltipla 
Encefalopatia por drogas de abuso 
Síndrome de Guillain-Barré 
Encefalomielite disseminada aguda 
Outros distúrbios inflamatórios 
Síndrome de Handl (dor de cabeça com déficits neurológicos e linfocitose no 
LCE) 
Sarcoidose 
Polineurite 
Periarterite no SNC 


LCE = liquido cerebrospinal; SNC = sistema nervoso central. 


fócitos grandes e pequenos e associados a tumores cerebrais malignos 
(Fishman, 1992). Mais raramente, o mieloma múltiplo também pode 
envolver as meninges (Oda, 1991). 

Embora os eosinófilos raramente estejam presentes no LCE normal, 
sua concentração pode estar aumentada em diversas condições envol- 
vendo o SNC (Tab. 28.8). Exemplificando, a eosinofilia observada em 
uma resposta inflamatória comum frequentemente é suave (1—4%), 
contudo, pode ser marcante em crianças que apresentam mau funcio- 
namento de desvios ventriculares (Fig. 28.4). Um dos critérios sugeri- 
dos para determinação da meningite eosinofílica é um porcentual de 
eosinófilos igual a 10% (Kuberski, 1981), sendo a invasão parasítica do 
SNC a causa mais comum ao nivel mundial. O Coccidioides immitis 
constitui causa significativa de eosinofilia no LCE em regiões endêmi- 
cas dos Estados Unidos (Ragland, 1993). 

O número aumentado de monócitos no LCE é desprovido de especifi- 
cidade diagnóstica e usualmente integra uma “reação de células mistas”, 


Tabela 28.7 Causas de plasmocitose no LCE 


Infecções virais agudas 

Síndrome de Guillain-Barré 
Esclerose múltipla 

Infestações parasíticas no SNC 
Sarcoidose 

Panencefalite esclerosante subaguda 
Meningoencefalite sifilítica 
Meningite tuberculosa 


LCE = líquido cerebrospinal; SNC = sistema nervoso central. 


Tabela 28.8 Causas de pleiocitose eosinofílica no LCE 


Associações comuns 
Polineurite aguda 
Reação do SNC a material estranho (fármacos, desvios) 
Infecções fúngicas 
Meningite eosinofílica idiopática 
Síndrome hipereosinofílica idiopática 
Infecções parasitárias 

Associações pouco frequentes 
Meningite bacteriana 
Leucemia/linfoma 
Distúrbios mieloproliferativos 
Neurossarcoidose 
Tumores cerebrais primários 
Meningoencefalite tuberculosa 
Meningite viral 


LCE = líquido cerebrospinal; SNC = sistema nervoso central. 

Modificado de Kjeldsberg, CR; Knight, JA: Body Fluids: Laboratory Examination of 
Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3. ed. &American Society for 
Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissão. 





Figura 28.4 Eosinófilos no LCE de uma criança com mau funcionamento de desvio 
ventricular. 
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504 que inclui neutrófilos, linfócitos e plasmócitos. Esse padrão é observado 


“Líquidos cerebrospinal, sinovial e seroso 





na meningite tuberculosa e fúngica, na meningite bacteriana crônica (1. 
e., Listeria monocytogenes entre outros), meningite leptospirótica, abs- 
cessos cerebrais rompidos, meningite causada por Toxoplasma e ence- 
falomeningite amébica. Um padrão celular misto e sem neutrófilos é 
característico de meningoencefalite viral e sifilítica. Macréfagos conten- 
do eritrócitos fagocitados (eritrófagos) surgem por volta de 12 a 48 horas 
após o evento de uma hemorragia subaracnóidea ou de uma punção 
traumática. Macrófagos repletos de hemossiderina (siderófagos) apare- 
cem depois de aproximadamente 48 horas e podem persistir durante 
semanas (Fig. 28.5). Pode haver formação de cristais de hematoidina 
castanho-amarelados ou avermelhados após alguns dias. 

O exame do LCE para detecção de células tumorais apresenta sen- 
sibilidade moderada e alta especificidade (97-98%) (Marton, 1986). 
A ausência de sensibilidade depende do tipo de tumor. O exame de 
LCE de pacientes com leucemia apresenta maior sensibilidade (cerca 
de 70%), seguido pelo carcinoma metastático (20—60%) e pelas malig- 
nidades primárias envolvendo o SNC (30%). A sensibilidade pode ser 
otimizada com o uso de métodos de filtração e volumes maiores de 
líquido, ou pela a realização de punções seriadas em pacientes com 
forte suspeita de apresentarem tumor. 

O envolvimento leucêmico das meninges é mais frequente em 
pacientes com leucemia linfoblástica aguda (Fig. 28.6) do que naque- 
les com leucemia mieloblástica aguda (Fig. 28.7). Ambos os casos são 
significativamente mais comuns do que o envolvimento do SNC em 
casos de leucemia crônica. É comum uma contagem de leucócitos 
acima de 5 células/uL com detecção inequívoca de linfoblastos em pre- 
parações citocentrifugadas ser aceita como evidência de envolvimen- 
to do LCE. A incidência de recidivas envolvendo o SNC em crianças 
com linfoblastos e contagens celulares abaixo de 6 células/uL parece 
ser baixa, não diferindo significativamente dos casos em que nenhum 
blasto é identificado (Odom, 1990; Gilchrist, 1994; Tubergen, 1994). 

Linfomas não Hodgkin com envolvimento das leptomeninges costu- 
mam ser tumores de alto grau (linfoblástico, imunoblástico de células 
grandes e linfomas de Burkitt) (Fig. 28.8). Linfomas de baixo grau e 
o linfoma de Hodgkin são significativamente menos comuns (Bigner, 
1992; Walts, 1992). As células T predominam tanto em condições nor- 
mais como inflamatórias, enquanto a maioria dos linfomas, especial- 
mente aqueles que acometem pacientes imunocomprometidos, afetam 
a linhagem de células B. O linfoma linfoblástico — o linfoma de células 
T mais comum — pode ser detectado pela coloração da deoxinucleotidil 
transferase terminal (TdT, terminal deoxynucleotidyl transferase). 

O PCR e a citometria de fluxo de parâmetros múltiplos podem 
aumentar a sensibilidade da detecção dos linfomas (Rhodes, 1996; Finn, 
1998). Entretanto, sua utilidade clínica para a prática diária ainda preci- 
sa ser comprovada por meio de estudos prospectivos de longa duração. 

Amebas, fungos (especialmente Cryptococcus neoformans) e 
Toxoplasma gondii são organismos que podem estar presentes em 
amostras citocentrifugadas, porém, talvez seja difícil reconhê-los na 
ausência de colorações confirmatórias. 


Análise bioquímica 


Os valores de referência para LCE lombar em indivíduos adultos 
estão listados na Tabela 28.9. 

Proteínas. 

Proteína total. Mais de 80% dos conteúdo de proteínas do LCE deri- 
va do plasma sanguíneo, em concentrações inferiores a 1% dos níveis 
plasmáticos (Tab. 28.10). 

Pré-albumina (transtirretina), transferrina e pequenas quantidades 
de proteínas específicas de tecidos nervosos constituem as principais 
diferenças qualitativas normalmente existentes entre proteínas do 
LCE e do plasma. Embora alguns autores tenham argumentado con- 
tra a quantificação de rotina das proteínas totais (American College 
of Physicians, 1986), a alteração desse parâmetro é a anomalia mais 
comumente encontrada no LCE. Sendo assim, a detecção de um 
aumento da concentração proteica do LCE serve como indicador útil, 
ainda que inespecífico, da doença meníngea ou do SNC. 

Valores de referência. Os valores referenciais de proteínas totais do 
LCE variam consideravelmente entre os diversos laboratórios, em 
razão das diferentes metodologias, instrumentação e tipo de padrão 
referencial adotado (College of American Pathologists CSF Chemistry 





Figura 28.5 Macrófagos repletos de hemossiderina (siderófagos) no LCE de um 
paciente com hemorragia subaracnóidea. Cristais de hemossiderina (amarelo-dourado) 
também estão presentes. (De Kjeldsberg, CR; Knight, JA: Body Fluids: Laboratory 
Examination of Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3. ed.” 
American Society for Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissao.) 





Figura 28.6 Leucemia linfoblastica aguda no LCE. Observe a uniformidade das 
células blasticas. 





Figura 28.8 Linfoma de Burkitt no LCE. As células sao caracterizadas pelo 
citoplasma azul contendo vacúolos e pelo padrão de cromatina discretamente 
agrupada. (De Kjeldsberg, CR; Knight, JA: Body Fluids: Laboratory Examination of 
Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3. ed.” American 
Society for Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissão.) 


Survey, Set M-B, 1991*; Gerbaut, 1986). Níveis proteicos da ordem de 
15 a 45 mg/dL no LCE têm sido aceitos como faixa de referência “nor- 
mal” há muito tempo (Silverman, 1994). Utilizando o clássico método 
de Lowry, foi descrita uma faixa de referência para indivíduos adultos 
da ordem de 24,1 a 48,5 mg/dL (Tibbling, 1977). Outros pesquisadores 
descreveram uma faixa de valores referencial de 14 a 49 mg/dL utili- 
zando o método do ácido tricloroacético-Ponceau S (Breebaart, 1978), 


*College of American Pathologists, 325 Waukegan Road, Northfield, IL. 


Tabela 28.9 Valores de referência do LCE lombar para adultos 


Analito Unidades convencionais Unidades do Sl 

Proteína 15-45 mg/dL 0,15-0,45 g/L 
Pré-albumina 2-7% 
Albumina 56-76% 
0.,-globulina 2-7% 
0)-globulina 4-12% 
B-globulina 8-18% 
-globulina 3-12% 

Eletrólitos 
Osmolalidade 280-300 mOsm/L 280-300 mmol/L 
Sódio 135-150 mEq/L 135-150 mmol/L 
Potassio 2,6-3,0 mEq/L 2,6-3,0 mmol/L 
Cloreto 115-130 mEq/L 115-130 mmol/L 
Dióxido de carbono 20-25 mEq/L 20-25 mmol/L 
Cálcio 2,0-2,8 mEq/L 1,0-1,4 mmol/L 
Magnésio 2,4-3,0 mEq/L 1,2-1,5 mmol/L 
Lactato 10-22 mg/dL 1,1-2,4 mmol/L 

pH 
Liquido lombar 7,28-7,32 
Líquido da cisterna 7,32-7,34 

Pca, 
Liquido lombar 44-50 mmHg 
Líquido da cisterna 40-46 mmHg 

PO, 40-44 mmHg 

Outros constituintes 
Amônia 10-35 ug/dL 6-20 umol/L 
Glutamina 5-20 mg/dL 0,3-1,4 mmol/L 
Creatinina 0,6-1,2 mg/dL 45-92 umol/L 
Glicose 50-80 mg/dL 2,8-4,4 mmol/L 
Ferro 1-2 ug/dL 0,2-0,4 umol/L 
Fósforo 1,2-2,0 mg/dL 0,4-0,7 mmol/L 
Lipídeos totais 1-2 mg/dL 0,01-0,02 g/L 
Ureia 6-16 mg/dL 2,0-5,7 mmol/L 
Urato 0,5-3,0 mg/dL 30-180 umol/L 
Zinco 2—6 ug/dL 0,3-0,9 pmol/L 


Tabela 28.10 Concentrações médias de proteína no plasma e no LCE 


Proteína LCE (mg/L) Proporção plasma/LCE 
Pré-albumina 17,3 14 
Albumina 155,0 236 
Transferrina 14,4 142 
Ceruloplasmina 1,0 366 
IgG 12,3 802 
IgA 1,3 1346 
a-2-microglobulina 2,0 1111 
Fibrinogénio 0,6 4940 
IgM 0,6 1167 
B-lipoproteina 0,6 6213 


LCE = líquido cerebrospinal. 
Adaptado de Felgenhauer, K: Klin Wochenschr 1974; 52:1158, com permissão. 


e uma faixa de 22,3 a 50,3 mg/dL pelo método do biureto (Ahonen, 
1978). Os niveis de referéncia também foram comparados utilizando 
trés métodos: (a) uma técnica modificada do método do biureto; (b) 
o método de Dupont Aca, em que a proteína foi precipitada e, então, 
submetida à reação com ácido tricloroacético (TCA); e (c) uma técni- 
ca em lâmina colorimétrica Kodak Ektachem (Lott, 1989). Todos os 
três métodos produziram resultados semelhantes, embora com níveis 
significativamente mais altos do que aqueles já descritos (1. e., 14-62 
mg/dL; 16-61 mg/dL; e 12-60 mg/dL, respectivamente). 

Embora haja relatos de discrepâncias entre indivíduos de ambos 
os sexos e entre aqueles com idade acima de 60 anos, essas diferen- 


ças provavelmente não são significativas. No entanto, os níveis de 
proteína no LCE de bebês são consideravelmente mais altos do que 
no LCE de crianças mais velhas e de adultos. Assim, foram descritos 
níveis médios de 90 mg/dL para bebês nascidos a termo e 115 mg/dL 
para bebês prematuros. Os níveis máximos foram de 150 e 170 mg/ 
dL, respectivamente (Sarff, 1976). De modo semelhante, outros pes- 
quisadores constataram recentemente que a concentração de proteí- 
nas do LCE cai de forma rápida desde o nascimento até os 6 meses de 
idade (níveis médios de 108 e 40 mg/dL), atinge um platô entre os 3 
e 10 anos de idade (média de 32 mg/dL) e, então, sofre uma elevação 
discreta a partir dos 10 anos até os 16 anos de idade (média igual a 41 
mg/dL) (Biou, 2000). 

Níveis elevados de proteína no LCE podem ser decorrentes de um 
aumento da permeabilidade da BHE, diminuição da reabsorção ao 
nível das vilosidades aracnoides, obstrução mecânica do fluxo de 
LCE causada por um bloqueio espinhal acima do sítio de punção, ou 
aumento da síntese de imunoglobulina intratecal. As condições comu- 
mente associadas a valores aumentados de proteínas no LCE lombar 
(acima de 65 mg/dL) estão resumidas na Tabela 28.11. 

Níveis normais de proteína no LCE lombar (< 20 mg/dL) geralmen- 
te são detectados em algumas crianças com idade entre 6 meses e 2 
anos, bem como em pacientes com condições associadas a uma taxa 
aumentada de renovação do LCE. Tais condições incluem: (a) remo- 
ção de grandes volumes de LCE; (b) vazamentos de LCE induzidos 
por trauma ou punção lombar; (c) aumento da pressão intracraniana, 
provavelmente devido ao aumento da taxa de reabsorção de proteínas 
nas vilosidades aracnoides; e (d) hipertireoidismo (Fishman, 1992). 

A eletroforese de proteínas utilizando amostra concentrada de LCE 
normal revela a existência de duas diferenças em relação ao soro: uma 
banda proeminente de transtirretina (pré-albumina) e duas bandas 
de transferrina. Os níveis de transtirretina são relativamente elevados, 
por causa da dupla síntese que ocorre no fígado e no plexo coreoide. 
A segunda banda de transferrina — referida como B,-transferrina ou 
proteína T — migra mais lentamente do que a proteína sérica corres- 
pondente, por causa da digestão pela neuroaminidase cerebral dos 
resíduos de ácido siálico. 

Metodologia. Os métodos turbidimétricos, comumente baseados no 
uso do TCA ou do ácido sulfossalicílico (SSA) e do sulfato de sódio 
para precipitação de proteínas, são populares pela execução simples, 


Tabela 28.11 Condições associadas ao aumento da concentração de 
proteínas total no LCE 


Punção espinal traumática 
Aumento da permeabilidade sangue-LCE 
Aracnoidite (p. ex., subsequente à terapia com metotrexato) 
Meningite (bacteriana, viral, fúngica, tuberculosa) 
Hemorragia (subaracnóidea, intracerebral) 
Distúrbios endócrinos/metabólicos 
Sindrome do leite-álcali com hipercalcemia 
Neuropatia diabética 
Neuropatias e mielopatias hereditárias 
Diminuição da função endócrina (tireoide, paratireoide) 
Outros distúrbios (uremia, desidratação) 
Toxicidade de fármacos 
Etanol, fenotiazinas, fenitoína 
Defeitos circulatórios no SNC 
Obstrução mecânica (tumor, abscesso, hérnia de disco) 
Efusão loculada de LCE 
Síntese aumentada de IgG 
Neurossífilis, esclerose múltipla 
Panencefalite esclerosante subaguda 
Aumento da síntese de IgG e da permeabilidade sangue-LCE 
Sindrome de Guillain-Barré 
Doenças vasculares do colágeno (p. ex., lúpus, periarterite) 
Polirradiculopatia desmielinizante inflamatória crônica 


LCE = líquido cerebrospinal. 
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rapida e sem necessidade de aparelhagem especial. Entretanto, sao 
termossensiveis e requerem volumes de amostra bem maiores (cerca 
de 0,5 mL). Além disso, alguns métodos estão sujeitos a variações sig- 
nificativas associadas a alterações da proporção albumina/globulina 
(Schriever, 1965). Uma falsa elevação dos níveis proteicos pode ser 
observada com o uso dos métodos de TCA na presença de metotrexa- 
to (Kasper, 1988). O cloreto de benzetônio ou o cloreto de benzalcô- 
nio tem sido utilizado como agente precipitante em métodos automa- 
tizados e micrométodos (Luxton, 1989; Shephard, 1992). 

Os métodos colorimétricos incluem o método de Lowry, métodos de 
fixação de corantes que utilizando azul brilhante de Comassie (CBB, 
Comassie brilliant blue) ou Ponceau S, além do método do biureto 
modificado. O método do CBB é rápido, altamente sensível e pode ser 
aplicado a amostras de pequeno volume. Os métodos imunológicos 
quantificam proteínas específicas, requerem somente 25 a 50 uL de 
LCE e sua execução é relativamente simples, desde que as condições 
experimentais e reagentes sejam padronizados. Os métodos automa- 
tizados também são empregados de forma habitual e costumam apre- 
sentar boa correlação com os métodos padrão (Lott, 1989). 
Quantificações de albumina e IgG. É possível avaliar a permeabilidade 
da BHE por meio da determinação imunoquímica da proporção albu- 
mina de LCE/albumina sérica em g/dL. A proporção normal (1:230) 
(Tourtellotte, 1985) resulta no decimal incoveniente 0,004 que estimu- 
lou o uso do índice de albumina de LCE/sérica. Esse índice, por sua vez, 
é calculado de forma arbitrária do seguinte modo: 


albumina, cs (mg/dL) 


Índice de albumina de LCE/sérica = albumina. (g/dL) 


(28.1) 

Um índice com valor inferior a 9 é consistente com uma BHE intac- 
ta. Por outro lado, considera-se a existência de um discreto compro- 
metimento diante de índices com valores de 9 a 14, comprometimen- 
to moderado diante de valores de 14 a 30 e comprometimento severo 
com índices maiores que 30 (Silverman, 1994). Esse índice é um pouco 
mais alto em bebês com até 6 meses de idade, como reflexo da imatu- 
ridade da BHE, e aumenta gradualmente após os 40 anos de idade. 
Uma punção traumática invalida seu cálculo. 

O aumento da síntese de IgG intratecal é refletido por um aumento 
da proporção IgG de LCE/sérica: 

IgGrcz (mg/dL) 

IgG sérica (g/ dL) 


A proporção normal é igual a 1/390 ou 0,003 (Tourtellotte, 1985). 
Assim como o índice de albumina, o índice de IgG de LCE/sérica pode 
ser obtido com o valor de IgG de LCE em mg/dL. A faixa normal desse 
índice é de 3 a 8,7. 

O índice de IgG de LCE/sérica pode aumentar em função da sínte- 
se de IgG intratecal ou do aumento de passagem de IgG plasmática a 
partir do rompimento da BHE. A imunoglobulina derivada da pas- 
sagem de plasma pode ser corrigida dividindo-se o índice de IgG de 
LCE/sérica pelo índice de albumina de LCE/sérica, que fornece o índi- 
ce de IgG de LCE. 


Proporção de IgG LCE/sérica = (28.2) 


Índice de IgG de LCE = 
[IgGicx (mg/dL) + IgGserica (g/dL)| (28.3) 
[albumina,-; (mg/dL) + albumina, (g/dL)] i 
Ou: 
Índice de IgG de LCE = 
[IgGrcs (mg/dL) x albumina,erica (g/dL)) 
(28.4) 


[IgG erca (g/dL) x albumina,c; (mg/dL)| 


A faixa de referência normal para o indice de IgG é variável, como 
reflexo das variações que ocorrem na determinação dos quatro índi- 
ces componentes. O limite máximo considerado razoável vale 0,8 
(Souverijn, 1989). Entretanto, cada laboratório deve determinar sua 
própria proporção crítica. 

A taxa de síntese de IgG é calculada por meio de uma fórmula empí- 
rica ( Tourtellotte, 1985): 


Taxa de síntese de IgG (mg/dia) = [(IgGrce) — (28.5) 
IgUserica)/369 E (albumina, cg) = (albumina.érica/ 230) : 


(Ig G.eric/albuminaçs,ca) x 0,43] x 5 dL/dia 


Todas as concentrações proteicas são expressas em mg/dL. O pri- 
meiro termo em parênteses representa a diferença existente entre a 
IgG: ce medida e a IgG esperada a partir da difusão através da BHE. 
O número 369 é a proporção soro/LCE normal. O segundo termo em 
parênteses representa a diferença existente entre albumina,«p medi- 
da e a albumina esperada, caso a BHE esteja intacta. O número 230 
representa a proporção de albumina do soro/LCE normal. O excesso 
de albumina, «; é multiplicado pela proporção IgG/albumina e pela 
proporção dos pesos moleculares de IgG em relação ao da albumina 
(0,43) para correção das alterações ocorridas na IgG, cy; em razão do 
aumento da permeabilidade da barreira. O número 5 converte o resul- 
tado expresso em concentração para uma quantidade diária, conside- 
rando uma produção média de LCE diária de 500 mL (i. e., 5 dL). A 
fórmula desconsidera quaisquer variações na produção de LCE ou no 
consumo de imunoglobulinas. Parte-se do princípio de que a propor- 
ção IgG/albumina se mantém constante diante de graus variáveis de 
comprometimento da BHE — um conceito que pode conduzir a erros 
variáveis (Lefvert, 1985). O intervalo de referência normal da taxa de 
síntese se estende de -9,9 a +3,3 mg/dia. Valores maiores que 8 mg/dia 
indicam uma taxa aumentada (Silverman, 1994). 

Normalmente, o porcentual de IgG no LCE equivale a 3 — 5% do 
conteúdo total de proteínas do LCE. Contudo, na esclerose múltipla 
(EM), a concentração se aproxima da concentração plasmática (15 — 
18%) (Hersey, 1980). O índice de IgG do LCE e a taxa de síntese de IgG 
apresentam uma sensibilidade de 90% no caso de pacientes com EM 
bem definida. Essa sensibilidade é menor para os pacientes em que há 
apenas uma possibilidade moderada de EM, pois a síntese de IgG intra- 
tecal aumenta em diversas outras doenças neurológicas inflamatórias. 

O cálculo do índice de imunoglobulina e da taxa de síntese também 

é aplicável à IgM, IgA, cadeias leves de imunoglobulinas e anticorpos 
específicos para microrganismos infecciosos. Por exemplo, foi suge- 
rido que a síntese aumentada de IgM e de cadeias leves x livres atua 
como marcador da EM (Rudick, 1989; Lolli, 1991). 
Técnicas eletroforéticas. Embora o diagnóstico final de EM seja clí- 
nico, houve avanços significativos no campo dos testes laboratoriais 
para esse distúrbio. O conteúdo total de proteínas do LCE está aumen- 
tado em menos de 50% dos pacientes com EM. De fato, se a concen- 
tração de proteínas do LCE for maior do que 100 mg/dL, é provável 
que o paciente não tenha EM. No entanto, conforme determinado na 
eletroforese do LCE, a fração correspondente às y-globulinas frequen- 
temente está aumentada na EM. Sendo assim, a proporção de proteí- 
nas totais do LCE/y-globulinas excede 0,12 em cerca de 65% dos casos 
(Johnson, 1977). Utilizando a eletroimunodifusão, detecta-se uma 
proporção de IgG, cy/albumina maior que 0,25 em cerca de 75% dos 
casos ( Tourtellotte, 1971). Além disso, níveis acima da média do índi- 
ce de IgG de LCE + 3 DP são encontrados em 80 a 85% dos casos de 
EM. Todavia, esse nível superior de referência varia significativamente 
entre os laboratórios, sendo relatados valores de cutofj de 0,58, 0,66 e 
0,77 (Tibbling, 1977; Olsson, 1976; Markowitz, 1983, respectivamen- 
te). Por esse motivo, os laboratórios devem estabelecer seus próprios 
valores de referência. 

A eletroforese em gel de agarose de alta resolução de amostras con- 
centradas de LCE obtidos de pacientes com EM muitas vezes contém 
populações discretas de IgG denominadas bandas oligoclonais. Apesar 
de essas populações discretas de IgG normalmente estarem ausentes, é 
necessário haver duas ou mais bandas para dar suporte ao diagnóstico 
da EM. Uma única banda não é considerada um resultado positivo. 
Utilizando essa técnica, as bandas oligoclonais têm sido detectadas em 
83-94% dos pacientes com EM definida, em 40 a 60% daqueles com 
EM provável, e em 20 a 30% dos possíveis casos de EM. Por outro lado, 
essas bandas também são encontradas com frequência em pacientes 
com panencefalite esclerosante subaguda, várias infecções virais envol- 
vendo o SNC, neurossífilis, neuroborreliose, meningite criptocócica, 
síndrome de Guillain-Barré, mielite transversa, carcinomatose menin- 
gea, glioblastoma multiforme, linfoma de Burkitt, polineuropatia 
recorrente crônica, doença de Behçet, cisticercose e tripanossomia- 
se, entre outras (Trotter, 1989; Chalmers, 1990; Fisnman, 1992; Hall, 


1992). Estudos subsequentes indicaram que, para detecção de EM, 
a eletroforese em gel de agarose apresenta um sensibilidade inferior 
aquelas anteriormente relatadas (ver adiante). 

Cadeias leves oligoclonais (ambas, K e À) estão presentes em cerca 
de 90% dos pacientes com EM (Gallo, 1989; Sindie, 1991). Essas 
cadeias também foram identificadas no LCE de indivíduos negativos 
para bandas oligoclonais de IgG. Entretanto, como sua ocorrência é 
incomum na ausência de IgG e por se tratar de uma técnica custo- 
-ineficiente, além da pronta disponibilidade da IRM, é improvável que 
seu uso se torne uma prática comum. 

A coloração com azul brilhante de Comassie (CBB) ou corantes viole- 
ta padrão resolvem bandas oligoclonais utilizando apenas 5 ug de IgG 
(Silverman, 1994). Entretanto, a coloração com prata é 20 a 50 vezes 
mais sensível dos que o CBB e não requer a concentração da amostra 
de LCE. É importante salientar que, ao mesmo tempo, essas técnicas 
eletroforéticas também devem ser realizadas utilizando amostras de 
soro do paciente para excluir a possível existência de uma gamopatia 
policlonal (p. ex., doença hepática, lúpus sistêmico, artrite reumatoi- 
de, doença granulomatosa crônica), uma vez que distúrbios desse tipo 
podem ser acompanhados de difusão de imunoglobulinas para o LCE 
e consequente produção de resultados falso-positivos. 

A eletroforese por imunofixação (IFE) é mais sensível do que a eletrofo- 
rese em gel de agarose e dispensa a concentração do LCE (Cawley, 1976). 
Um estudo subsequente relatou que foi alcançada uma sensibilidade de 
74% com a utilização dessa técnica, comparativamente aos 57% de sen- 
sibilidade proporcionados pela eletroforese em gel de agarose (Cavuoti, 
1998). Mais recentemente, o emprego de uma técnica de imunofixação- 
peroxidase semiautomatizada proporcionou 83% de sensibilidade e 
79% de especificidade para pacientes com EM clinicamente definida 
(Richard, 2002). No entanto, a IFE fornece menor número de bandas 
que a focalização isoelétrica com imunoblot de Ig (IgG-IEF). Além disso, 
as bandas detectadas por IFE tendem a ser mais difusas. 

Em 1994, em um relato de consenso, conclui-se que a IgG-IEF 
é o método mais sensível para detecção das bandas oligoclonais 
(Andersson, 1994). Dando suporte a essa conclusão, um estudo 
recente demonstrou que a IgG-IEF detectou 100% dos casos de EM 
definida, mas apenas cerca de 50% dos casos resultaram positivos na 
eletroforese em gel de agarose (Lunding, 2000). Outros pesquisado- 
res detectaram 91% dos casos de EM, sendo que apenas 68% desses 
casos foram positivos na eletroforese em agarose (Seres, 1998). De 
modo semelhante, uma técnica de IgG-IEF semiautomatizada iden- 
tificou 90% dos casos de EM, em comparação aos 60% identificados 
por eletroforese em gel de agarose (Fortini, 2003). Não obstante, uma 
pesquisa realizada em 2002 constatou que 90% dos 235 laboratórios 
que realizavam análises de LCE para detecção de bandas oligoclonais 
usavam a eletroforese em gel de agarose. Menos de 10% desses labora- 
tórios usava IEF (College of American Pathologists, 2002). 

Em resumo, o diagnóstico da EM — assim como o de inúmeros distúr- 

bios neurológicos — é definitivamente clínico e baseado na história neu- 
rológica e no exame físico. Todavia, resultados laboratoriais avançados, 
como a detecção dos índices de IgG aumentados e das bandas oligoclo- 
nais, além das técnicas de neuroimagem, têm se mostrado inestimáveis 
para o diagnóstico da EM. 
Outras proteínas do LCE. Aproximadamente 300 proteínas diferen- 
tes foram identificadas no LCE por eletrofore bidimensional, tendo a 
focalização isoelétrica e o gel de poliacrilamida em presença de SDS 
como primeira e segunda dimensões, respectivamente (Harrington, 
1986). O uso dessa técnica permitiu identificar quatro proteínas anor- 
mais em pacientes com doença de Creutzfeldt-Jacob (C-J). Duas des- 
sas proteínas (cada uma com massa molecular aproximada de 40 kDa) 
também estavam presentes em alguns pacientes com encefalite causada 
por herpes simples, doença de Parkinson, síndrome de Guillain-Barré 
e esquizofrenia. Por outro lado, estavam ausentes em vários distúrbios 
neurológicos e em 100 amostras-controle de LCE normais. Essas pro- 
teínas e mais duas outras (massas moleculares de 26 e 29 kDa) foram 
encontradas em todos os casos de doença C-J e em 5 dos 10 casos de 
encefalite por herpes simples. Nenhuma delas foi detectada em outras 
doenças neurológicas nem nas amostras-controle. 

O aumento da concentração de várias proteínas especificas do LCE 
tem sido associado a diversas doenças envolvendo o SNC (Tab. 28.12). 
Proteína básica da mielina (MBP, myelin basic protein). Sendo um 


Tabela 28.12 Proteínas e doenças do SNC 


Proteína Principais doenças/distúrbios 





,-macroglobulina 
Proteínas B-amiloide e T 
B>-microglobulina 
Proteína C reativa 
Fibronectina 
Meta-hemoglobina 
Proteína básica da mielina 
Proteína 14-3-3 
Transferrina 


Hemorragia subdural, meningite bacteriana 
Doença de Alzheimer 

Leucemia/linfoma, síndrome de Behçet 
Meningite bacteriana e viral 

Leucemia linfoblástica, AIDS, meningite 
Hemorragia subaracnóidea/subdural branda 
Esclerose múltipla, tumores, outros 
Doença de Creutzfeldt-Jacob 
Vazamento de LCE (otorreia, rinorreia) 








componente da bainha de mielina dos nervos, a MBP é liberada 
durante o processo de desmielinização, como resultado de vários dis- 
túrbios neurológicos, especialmente na EM. Assim, essa proteína apre- 
senta correlação positiva com a contagem de leucócitos do LCE, sínte- 
se de IgG intratecal e quociente de concentração da albumina no LCE/ 
soro (Sellebjerg, 1998). Esses dados sustentam o uso da MBP presente 
no LCE como marcador de doenças substituto durante as exacerba- 
ções da EM aguda. Outros pesquisadores constataram que a análise de 
anticorpos dirigidos contra a MBP presentes em pacientes com sín- 
dromes clinicamente isoladas constitui um método rápido e preciso 
de prever a conversão inicial em EM clinicamente definida (Berger, 
2003). Entretanto, níveis aumentados de LCE também foram detecta- 
dos na síndrome de Guillain-Barré, lúpus eritematoso, panencefalite 
esclerosante subaguda, vários tumores cerebrais e após a irradiação 
do SNC e quimioterapia (Brooks, 1989; Mahoney, 1984). Também foi 
proposto que sua quantificação serviria de marcador prognóstico no 
caso de pacientes com lesões graves na cabeça (Noseworthy, 1985). 
o,-macroglobulina (A2M). Exceto pela pequena quantidade transpor- 
tada através da BHE em vesículas pinocíticas, a A2M normalmente 
é excluída do LCE por seu tamanho grande. O número de vesículas 
pinocíticas está aumentado em certos casos de polineuropatia, acar- 
retando o aumento da concentração de A2M no LCE. Uma elevação 
significativa reflete a ocorrência de hemorragia subdural ou rompi- 
mento da BHE, assim como ocorre na meningite bacteriana. A quan- 
tificação de A2M isolada ou sua correlação com a albumina e a IgG 
podem auxiliar na avaliação de distúrbios neurológicos, aumento da 
concentração de proteínas do LCE e rápida diferenciação entre as for- 
mas de meningite bacteriana e asséptica (Meucci, 1993; Kanoh, 1997). 
B;-microglobulina (B2M). Essa proteína integra a molécula de HLA 
classe I encontrada na superficie de todas as células nucleadas. Níveis 
no LCE acima de 1,8 mg/L estão associados ao linfoma e à leucemia 
leptomeníngea, porém não são altamente específicos (Weller, 1992) e 
apresentam um valor preditivo de 78% nos casos com citologia positi- 
va (Jeffrey, 1990). Recentemente, também foi demonstrado que a B2M 
é um marcador da síndrome de neuro-Behçet (Kawai, 2000). Além 
disso, infecções virais (incluindo a infecção por HIV-1), outras condi- 
ções inflamatórias e várias malignidades também foram associadas à 
elevação dos níveis dessa proteína. Entretanto, a quantificação da B2M 
ainda é considerada primariamente investigativa. 

Proteína C reativa (CRP). Estudos iniciais indicaram que a CRP do 
LCE é útil na diferenciação entre meningite viral (asséptica) e meningite 
bacteriana (Corral, 1981; Abramson, 1985; Stearman, 1994). Há outros 
relatos de que a CRP do LCE constitui um teste de triagem mais útil para 
os casos de meningite viral versus bacteriana, especialmente em crianças 
(Sormunen, 1999). Uma metanálise dos estudos sobre CRP conduzi- 
dos a partir de 1980 sugeriu que níveis normais de CRP tanto no LCE 
como no soro estão associados a uma alta probabilidade de exclusão da 
meningite bacteriana (i. e., valor preditivo negativo de cerca de 97%) 
(Gerdes, 1998). Um estudo recente constatou que não só os níveis de 
CRP no LCE aumentam na meningite bacteriana como também estão 
significativamente mais altos em pacientes com meningite causada por 
bactérias Gram-positivas (Rajs, 2002). 

Fibronectina. Essa grande glicoproteína (massa molecular aproxima- 
da de 420 kDa) normalmente é encontrada em quase todos os tecidos 
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e líquidos corporais. Tem como funções primárias a adesão celular e a 
fagocitose (Ruoslahti, 1981). A adesão celular permite aos leucócitos ade- 
rir e atravessar o endotélio vascular, e migrar para o sítio inflamatório. 

Em crianças com leucemia linfoblástica aguda, níveis elevados de 

fibronectina no LCE estão associados a um mau prognóstico, pro- 
vavelmente devido ao envolvimento leucêmico do SNC (Rautonen, 
1989). Também há relatos de elevações significativas da fibronectina 
no LCE em pacientes com linfoma de Burkitt (Rajantie, 1989), alguns 
tumores sólidos metastáticos, astrocitomas e meningite bacteriana 
(Weller, 1990; Torre, 1991). Foram descritos níveis diminuídos de 
fibronectina em casos de meningite viral e complexo de demência da 
AIDS (Torre, 1991; 1993). 
Proteína B-amiloide 42 e proteína t. O diagnóstico da doença de 
Alzheimer (DA) baseia-se na presença de demência e de um padrão clí- 
nico específico (i. e., a partir da história médica, exame clínico) suges- 
tivo de DA, acompanhado da exclusão de outras possíveis causas de 
demência. Em termos patológicos, a doença se caracteriza pela presença 
de emaranhados neurofibrilares e placas amiloides. 

Estudos recentes indicaram que a quantificação de marcado- 
res bioquímicos aumenta a acurácia diagnóstica, especialmente no 
início do curso da doença, quando os sintomas clínicos são bran- 
dos, vagos e se sobrepõem às alterações cognitivas que acompa- 
nham o envelhecimento e a demência isquêmica. Sendo assim, foi 
demonstrado que a acurácia do diagnóstico da DA é significativa- 
mente aumentada pela detecção de níveis aumentados de proteína 
t microtúbulo-associada no LCE e de níveis diminuídos de prote- 
ina B-amiloide com terminação no aminoácido 42 (Andreasen, 
2001; Riemenschneider, 2002; Sunderland, 2003). De fato, o valor 
preditivo para DA em estágio inicial é maior que 90% (Andreasen, 
2001). Outros pesquisadores descobriram que a proporção calcula- 
da de proteína T fosforilada/peptideo B-amiloide é superior a qual- 
quer uma das medidas isoladas (Maddalena, 2003). Os resultados 
encontrados foram: na distinção entre pacientes com DA e contro- 
les sadios (sensibilidade de 96% e especificidade de 97%); distin- 
ção entre pacientes com demência associada à DA e pacientes com 
demência não DA (sensibilidade de 80% e especificidade de 73%); e 
diferenciação entre DA e outros distúrbios neurológicos (sensibili- 
dade de 80% e especificidade de 89%). 

Proteína 14-3-3. As encefalopatias espongiformes transmissíveis 
constituem um grupo de doenças neurodegenerativas uniformemente 
fatais. Destas, a doença de Creutzfeldt-Jakob (C-J) é a principal doen- 
ça espongiforme entre os seres humanos. Foram identificadas duas 
proteínas (designadas 130 e 131) presentes em baixas concentrações no 
LCE de pacientes com C-J. Essas proteínas possuem a mesma sequência 
de aminoácidos que a proteína 14-3-3 (Hsich, 1996). Além disso, nos 
pacientes com demência, um resultado positivo no imunoensaio para 
detecção de proteína 14-3-3 no LCE sustentou fortemente o diagnóstico 
da C-J. Em um estudo subsequente sobre os pacientes com C-J compro- 
vada, a detecção da proteína 14-3-3 por imunoensaio apresentou uma 
sensibilidade de 97% e uma especificidade de 87% (Lemstra, 2000). 
Resultados falso-positivos foram observados principalmente em casos 
de pacientes que sofreram derrame e naqueles com meningoencefalite. 

Utilizando uma técnica modificada de Western blot, outros pesqui- 
sadores relataram um valor preditivo positivo de 94,7% e um valor 
preditivo negativo de 92,4% para a C-J (Zerr, 1998). Resultados fal- 
so-positivos foram obtidos a partir de uma única análise de LCE de 
pacientes com encefalite por herpes simples, encefalite atípica, câncer 
de pulmão metastático e dano cerebral por hipóxia. 

Transferrina e vazamento de LCE. O vazamento de LCE costuma se 
apresentar sob a forma de otorreia ou rinorreia subsequentes a um 
traumatismo na cabeça. Às vezes, esse vazamento se inicia meses ou 
anos após a produção da lesão. A meningite recorrente constitui séria 
complicação e faz com que seja muito importante identificar com acu- 
rácia o líquido perdido por vazamento. Nesse sentido, a quantificação 
de proteína e glicose são demasiadamente inespecíficas para terem 
algum valor. A transferrina — uma glicoproteina ligadora de ferro com 
massa molecular aproximada de 77 kDa — é sintetizada primariamente 
no fígado. Entretanto, são encontradas duas isoformas de transferri- 
na no LCE. Sua principal isoforma (p,-transferrina) está presente em 
todos os líquidos corporais. A isoforma secundária (B,-transferrina) é 
encontrada somente no SNC, onde é produzida pela conversão catalíti- 


ca da B,-transferrina por ação de uma neuraminidase. É possível iden- 
tificar prontamente ambas as isoformas por meio da IFE. 

A eletroforese de proteínas com imunofixação da transferrina 
é um teste não invasivo, rápido e barato, com alta sensibilidade e 
especificidade, que requer apenas 0,1 mL de líquido (Ryall, 1992; 
Normansell, 1994). Diversos relatos demonstraram o valor dessa téc- 
nica para o diagnóstico da otorreia e rinorreia de LCE — condições 
nas quais ambas as isoformas são prontamente identificadas (Irjala, 
1979; Rouah, 1987; Zaret, 1992). Outros pesquisadores estressaram 
a importância da identificação da B,-transferrina tanto no vazamen- 
to de LCE como no vazamento perilinfático do ouvido interno, bem 
como as possíveis fontes de erro devidas à presença da variante alélica 
da transferrina (Skedros, 1993a,b; Sloman, 1993). 

Metemoglobina e bilirrubina. Apesar de a maioria dos casos de hemor- 
ragia subaracnóidea e intracerebral ser prontamente identificada por 
TC, essa técnica muitas vezes não identifica pacientes com hemorragia 
subaracnóidea branda, pequenos hematomas subdurais ou cerebrais, 
infiltração de sangue proveniente de aneurisma ou neoplasma, e a 
partir de pequenos infartos cerebrais. Nesses casos, foi demonstrado 
que a análise espectrofotométrica do LCE é capaz de detectar a mete- 
moglobina em amostras de LCE incolores (< 0,3 umol/L) (Trbojevic- 
Cepe, 1992). Contudo, um aumento da concentração de bilirrubina 
no LCE atualmente é considerado um achado crítico para dar suporte 
ao diagnóstico de hemorragia subaracnoidea (UK National External 
Quality Assessment Scheme for Immunochemistry Working Group, 
2003). Sendo assim, na árvore de decisão para interpretação e trans- 
missão de resultados, recomenda-se um único ponto de cutoff (> 
0,007) para absorbância líquida da bilirrubina. 

Glicose. Derivada da glicose sanguínea, a glicose de jejum no LCE nor- 
malmente é encontrada em níveis de 50 a 80 mg/dL (2,8-4,4 mmol/L), 
correspondendo a cerca de 60% dos valores plasmáticos. Os resulta- 
dos obtidos devem ser comparados aos níveis plasmáticos, idealmente 
após um jejum de 4 horas, para sua correta interpretação clínica. A 
proporção normal de glicose no LCE/plasma varia de 0,3 a 0,9 confor- 
me as flutuações nos níveis sanguíneos, devido ao retardo do tempo 
de equilíbrio da glicose no LCE. 

Valores no LCE abaixo de 40 mg/dL (2,2 mmol/L) ou proporções 
inferiores a 0,3 são considerados anormais. A hipoglicorraquia é um 
achado característico da meningite bacteriana, turberculosa e fúngica. 
No caso da meningite bacteriana, contudo, a sensibilidade pode ser de 
até 55% (Hayward, 1987), de modo que níveis normais não excluem 
tais condições. Em alguns casos de meningoencefalite viral também 
são detectados baixos níveis de glicose, porém, geralmente não tão 
baixos quanto o observado na meningite bacteriana. Baixos níveis de 
glicose no LCE também podem ser produzidos com o envolvimento 
das meninges por tumor maligno, sarcoidose, cisticercose, triquinose, 
ameba (Naegleria), meningite sifilítica aguda, administração intrate- 
cal de albumina sérica radioiodada, hemorragia subaracnóidea, hipo- 
glicemia sintomática e meningite reumatoide (Fishman, 1992). 

A diminuição dos níveis de glicose no LCE pode ser provocada 
pela ocorrência de glicólise anaeróbia no tecido cerebral e em leu- 
cócitos, bem como pelo comprometimento do transporte no LCE. 
As bactérias em geral estão presentes em número insuficiente para 
atuarem como fator contribuinte importante. A normalização dos 
níveis de glicose no LCE ocorre antes daquela dos níveis de proteína 
e das contagens celulares durante a recuperação da meningite, cons- 
tituindo um parâmetro útil à avaliação da resposta do paciente ao 
tratamento. 

A detecção de níveis aumentados de glicose no LCE é desprovida de sig- 
nificado clínico e reflete o aumento dos níveis de glicose no sangue 2 
horas após a realização de uma punção lombar. Uma punção traumáti- 
ca também pode provocar um aumento espúrio da glicose no LCE. 
Lactato. Os níveis de lactato no LCE e no sangue são bastante inde- 
pendentes um do outro. O intervalo de referência para crianças mais 
velhas e adultos corresponde a 9 a 26 mg/dL (1—2,9 mmol/L) (Knight, 
1981). Recém-nascidos apresentam níveis mais altos, os quais variam 
entre 10 a 60 mg/dL (1,1-6,7 mmol/L) nos primeiros 2 dias de vida, 
e 10 a 40 mg/dL (1,1—4,4 mmol/L) em 3 a 10 dias após o nascimen- 
to (McGuinness, 1983). Níveis de lactato elevados no LCE refletem 
a ocorrência de um metabolismo anaeróbio no SNC, decorrente de 
hipóxia tecidual. 


A quantificação de lactato tem sido empregada como teste adjuvan- 
te para diferenciação entre meningite viral, meningite causada por 
bactérias, micoplasma e fungos, e meningite tuberculosa, no qual os 
parâmetros de rotina conduzem a resultados equivocados. Pacientes 
com meningite viral costumam apresentar níveis de lactato abai- 
xo de 25 mg/dL (2,8 mmol/L), quase sempre inferiores a 35 mg/dL 
(3,9 mmol/L), enquanto aqueles com meningite bacteriana apresen- 
tam níveis de lactato tipicamente acima de 35 mg/dL (Bailey, 1990; 
Cameron, 1993). Adotando como valor de cutoff uma concentração 
de 30 a 36 mg/dL para os casos de meningite bacteriana, é possível 
obter uma sensibilidade de 80% e uma especificidade de 90%. Nos 
casos de meningite viral, meningite bacteriana parcialmente tratada 
e meningite tuberculosa, com frequência são detectados níveis de lac- 
tato intermediários que se sobrepõem uns aos outros, limitando o uso 
da quantificação de lactato para o diagnóstico diferencial. 

Níveis de lactato que continuam elevados no LCE ventricular estão 
associados a um prognóstico ruim em casos de pacientes com lesão 
grave na cabeça (DeSalles, 1986). 

Isoprostanas F2. Os níveis de isoprostanas F2 aumentam nas áreas 
cerebrais afetadas por doenças em pacientes com DA (Pratico, 1998). 
Em comparação aos controles da faixa etária correspondente, os níveis 
de isoprostanas F2 no LCE também estão aumentados em pacientes 
com DA provável (Montine, 1999). Por isso, aliada à quantificação das 
proteínas T e B-amiloide no LCE, a quantificação de isoprostanas F2 
no LCE parece aumentar a acurácia do diagnóstico laboratorial da DA 
(Montine, 2001). 

Enzimas. Uma grande variedade de enzimas derivadas do tecido cere- 
bral, sangue ou elementos celulares foi descrita no LCE. Embora os 
ensaios para detecção de enzimas no LCE sejam pouco utilizados para 
o diagnóstico das doenças que afetam o SNC, esses ensaios se mos- 
tram úteis diante de certas doenças/distúrbios. 

Adenosina deaminase (ADA). A ADA catalisa a desaminação hidro- 
lítica irreversível da adenosina para formação da inosina. Como a 
ADA é particularmente abundante em linfócitos T — que aumentam 
em número na tuberculose —, sua quantificação tem sido recomen- 
dada para o diagnóstico da tuberculose pleural, peritoneal e menín- 
gea. Além disso, nos casos de infecções tuberculosas são detectados 
níveis mais altos dessa enzima do que nas infecções causadas por 
vírus e bactérias, e nas doenças malignas (Blake, 1982; Mann, 1982). 
Recentemente, constatou-se que níveis de ADA acima de 15 U/L 
constituem forte indicação de meningite tuberculosa, pois os casos 
de meningite não tuberculosa estão consistentemente associados a 
níveis de ADA abaixo desse valor (Choi, 2002). No entanto, a ADA 
tem utilidade limitada nos casos de distúrbio neurológico associado 
ao HIV (Corral, 2004). 

Creatina quinase (CK). O tecido cerebral é rico em CK, já que partici- 
pa na manutenção do suprimento adequado de adenosina trifosfato. 
Há relatos de aumento da atividade de CK em inúmeros distúrbios 
envolvendo o SNC, tais como hidrocefalia, infarto cerebral, vários 
tumores cerebrais primários e hemorragia subaracnóidea, entre 
outros (Savory, 1979). Em pacientes que sofreram traumatismo cra- 
niano, os níveis de CK no LCE correlacionam-se diretamente com o 
grau de severidade da concussão (Florez, 1976). 

Normalmente, não há CK-MM nem CK-MB no LCE e, quando 
são identificadas, sua presença se deve à contaminação com san- 
gue (CK-MM) e ao estabelecimento de um equilíbrio entre CK-BB 
e CK-MM para produção de CK-MB. Considerando que a isozima 
CK-BB corresponde a cerca de 90% da atividade de CK no cérebro, 
enquanto a CK mitocondrial (CKmt) representa os 10% de ativida- 
de restantes, conclui-se que a quantificação da isozima de CK é mais 
específica para detecção de distúrbios do SNC do que a quantificação 
de CK total (Chandler, 1984). 

A concentração de CK-BB no LCE aumenta 6 horas após o even- 
to de insulto isquémico ou anóxico. A isquemia cerebral global após 
um episódio de parada respiratória ou cardíaca resulta na produção 
de uma lesão cerebral difusa, em que os níveis de CK-BB atingem o 
pico em aproximadamente 48 horas (Chandler, 1986). Nessas circuns- 
tâncias, uma atividade de CK-BB inferior a 5 U/L (limite máximo 
normal) no LCE indica a existência de um dano neurológico mínimo; 
uma atividade de 5 a 20 U/L indica que o SNC apresenta lesão de grau 
suave a moderado; e níveis de atividade de 21 a 50 U/L comumen- 


te estão associados à morte. Essencialmente, todos os pacientes com 
níveis acima de 50 U/L morrem. 

O aumento dos níveis de CK-BB também estão associados ao resul- 

tado de uma hemorragia subaracnóidea (Coplin, 1999). Nesse caso, 
foi demonstrado que níveis de CK-BB acima de 40 U/L elevaram a 
100% as chances de haver um resultado inicial ou tardio desfavorável. 
A taxa de morte foi de 13% diante de níveis de CK-BB inferiores a 40 
U/L no LCE. 
Lactato desidrogenase (LD). O tecido cerebral apresenta alta ativida- 
de de LD, com predominância de frações de isozimas LD, e LD, de 
mobilidade eletroforética rápida. Uma atividade de LD total de 40 U/L 
é considerada um limite máximo normal razoável para indivíduos 
adultos. Para recém-nascidos, esse limite vale 70 U/L (Donald, 1986; 
Engelke, 1986). A LD é útil para diferenciar uma punção traumática 
de uma hemorragia intracraniana, visto que uma punção traumá- 
tica recente em que os eritrócitos permanecem intactos não produz 
aumento significativo dos níveis de LD (Engelke, 1986). A sensibilida- 
de e especificidade são de aproximadamente 70 a 85%, dependendo 
do valor de cutoff. Assim como ocorre com o lactato, a atividade de 
LD também é significativamente maior na meningite bacteriana do que 
na meningite asséptica (Donald, 1986; Engelke, 1986). Adotando um 
cutoff de 40 U/L, obtem-se uma sensibilidade de cerca de 86% e uma 
especificidade em torno de 93%. 

Os níveis de LD total no LCE estão igualmente aumentados em 
pacientes com leucemia envolvendo o SNC, linfoma, carcinoma 
metastático, meningite bacteriana e hemorragia subaracnóidea 
(Kjeldsberg, 1993). Foi demonstrado que as isozimas de LD presentes 
no LCE acrescentam considerável especificidade à avaliação de diver- 
sos tumores cerebrais metastáticos (Fleisher, 1981). Assim, a propor- 
ção de LD, em relação à LD total está aumentada (i. e., acima de 10 
— 15%) em pacientes com metástases leptomeníngeas de carcinoma 
da mama, pulmões e melanoma maligno. A análise de isozimas tam- 
bém revela um padrão distinto em crianças pequenas com espasmos 
do lactente (Nussinovitch, 2003a) e convulsões febris (Nussinovitch, 
2003b). Comparados aos controles, ambos distúrbios se caracterizam 
pela diminuição dos níveis de LD,, aumento de LD, e LD», e ausência 
de alteração dos níveis de LD, e LD. 

A tomografia computadorizada (TC) tem valor limitado na estima- 
ção do potencial de recuperação e do resultado neurológico duran- 
te os estágios iniciais da lesão cerebral isquêmica. Todavia, quando 
comparados aos controles (média de LD de 11,2 U/L), pacientes com 
derrame em estágio inicial apresentaram níveis médios de 40,9 U/L. 
Aqueles com ataque isquêmico transiente (TIA, transient ischemic 
attack) apresentaram níveis médios de 11,8 U/L (Lampl, 1990). Além 
disso, o aumento dos níveis de LD 72 horas após a ressuscitação nos 
pacientes com lesão cerebral isquêmica indica um prognóstico ruim 
(Karkela, 1992). 

Lisozima. A lisozima (maramidase) catalisa a despolimerização de 
mucopolissacarídeos. Por ser particularmente abundante nos lisos- 
somos de neutrófilos e macrófagos, apresenta atividade muito baixa 
no LCE normal. Contudo, a atividade da lisozima no LCE encontra- 
se bastante aumentada em pacientes com meningite tanto bacteria- 
na como tuberculosa. Desse modo, uma análise discriminativa reve- 
lou que 97% dos pacientes com meningite bacteriana apresentavam 
níveis aumentados de lisozima (Ribeiro, 1992). Outros pesquisadores 
demonstraram que pacientes com meningite tuberculosa apresenta- 
vam níveis significativamente mais altos de lisozima no LCE do que 
aqueles com meningite bacteriana, meningite bacteriana parcialmente 
tratada e indivíduos do grupo controle (Mishra, 2003). Para os casos 
de meningite tuberculosa, o teste apresentou sensibilidade e especifi- 
cidade de 93,7 e 84,1%, respectivamente. Os níveis da enzima também 
estão aumentados na atrofia cerebral, em diversos tumores do SNC, 
EM, hemorragia intracraniana e epilepsia (Kjeldsberg, 1993). 

Amônia, aminas e aminoácidos. Os níveis de amônia no LCE variam 
de 30 a 50% em relação aos valores observados no sangue. Níveis 
elevados em geral são proporcionais ao grau de encefalopatia hepá- 
tica preexistente, contudo, é difícil determiná-los. Além disso, como 
a encefalopatia hepática via de regra apresenta correlação com os 
níveis sanguíneos de amônia, a quantificação dos níveis de amônia no 
LCE tem pouco ou nenhum valor clínico. Por outro lado, sintetizada 
a partir da amônia e do ácido glutâmico, a glutamina cerebral atua 
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como meio de eliminação da amônia do SNC. Sendo assim, os níveis 
de glutamina no LCE refletem a concentração de amônia presente no 
cérebro. Os intervalos de referência para a glutamina dependem do 
método utilizado, sendo que o limite referencial superior vale 20 mg/ 
dL. Valores acima de 35 mg/dL geralmente estão associados à encefalo- 
patia hepática (Fishman, 1992). Níveis elevados de glutamina no LCE 
também foram detectados em pacientes com encefalopatia secundária 
à hipercapnia e sepse (Mizock, 1989). 

Uma das principais teorias sobre a etiologia da esquizofrenia envol- 
ve a dopamina. O alicerce dessa teoria reside no fato de os fármacos 
neurolépticos bloqueadores dos receptores de dopamina serem efica- 
zes no tratamento desse distúrbio. Dessa forma, há relatos afirmando 
que níveis elevados de ácido homovanilico (HVA) — um metabólito 
das aminas biogênicas — no LCE estão associados ao grau de severidade 
da psicose esquizofrênica (Maas, 1997). Entretanto, observou-se que a 
concentração de HVA variou em função da psicose, em vez de ser estar 
relacionada ao diagnóstico da esquizofrenia em si. Outros relatos des- 
creveram uma diminuição dos níveis de ácido 5-hidroxi-indolacético 
(5-HIAA) — um metabólito da serotonina — no LCE de pacientes esqui- 
zofrênicos com comportamento suicida (Cooper, 1992). Esse relato 
fornece suporte adicional à existência de uma possível relação entre 
comportamento suicida e metabolismo da serotonina no SNC. 

Apesar de a concentração de aminoácidos livres no LCE ser relati- 
vamente alta em bebês com menos de 30 dias de vida, essa concen- 
tração aumenta ainda mais em indivíduos com convulsões febris e 
meningite bacteriana. O GABA (ácido y-aminobutírico), que é um 
dos principais transmissores cerebrais inibitórios, é encontrado em 
níveis significativamente reduzidos nos neurônios dos gânglios basais, 
e em níveis quase indetectáveis no LCE de pacientes com DA e doença 
de Huntington (Achar, 1976; Dubowitz, 1992). Além disso, o GABA 
foi detectado no LCE de todos os pacientes que sofriam de ataques 
de enxaqueca, mas estava ausente naqueles que apresentavam dor de 
cabeça causada por tensão ou nos indivíduos do grupo controle, que 
não tinham dores de cabeça (Welch, 1975). De modo recíproco, bebês 
com hiperecplexia — um distúrbio de herança autossômica dominan- 
te caracterizado tanto por ataques convulsivos como pela conhecida 
“síndrome do bebê rígido” — apresentaram níveis de GABA significati- 
vamente diminuídos no LCE (Dubowitz, 1992; Berthier, 1994). 
Eletrólitos e equilíbrio acidobásico. Não há indicações clinicamente 
úteis para a quantificação da concentração de sódio, potássio, cloreto, 
cálcio ou magnésio no LCE. A determinação do pH, P<, e bicarbona- 
to, do mesmo modo, não é prática em termos de assistência ao pacien- 
te (Fishman, 1992). 

Marcadores tumorais. Inúmeros estudos mostraram que os níveis de 
diversos marcadores tumorais estão aumentados no LCE de pacientes 
com tumores tanto primários como metastáticos. Contudo, o valor da 
maioria desses testes na prática clínica de rotina ainda precisa ser esta- 
belecido. 

Antígeno carcinoembrionário (CEA). O CEA é uma proteína oncofetal 
produzida por uma variedade de carcinomas. Um estudo inicial cons- 


Tabela 28.13 Achados típicos da meningite no LCE lombar 


tatou que os níveis de CEA estavam aumentados em 44% dos pacientes 
com tumores cerebrais metastáticos (Suzuki, 1980). Outros pesquisado- 
res relataram que a determinação dos níveis de CEA no LCE apresentou 
uma sensibilidade de apenas 31%, embora a especificidade obtida tenha 
sido de aproximadamente 90% na detecção de carcinomas metastáticos 
de leptomeninges (Klee, 1986; Twijnstra, 1986). Recentemente, foram 
detectados níveis de CEA no LCE de pacientes com tumores cerebrais 
benignos, malignos primários e metastáticos iguais a 0,31 ng/mL, 0,92 
ng/mL e 6,3 ng/mL, respectivamente (Batabyal, 2003). 

Outras proteínas oncofetais são a gonadotrofina coriônica humana 
(HCG), produzida por coriocarcinomas e tumores de células germi- 
nativas malignos com componente trofoblástico, e a ot-fetoproteína, 
que é uma glicoproteína produzida por elementos do saco viteli- 
no de tumores de células germinativas. Os resultados de um estu- 
do recente levaram à conclusão de que tanto a B-HCG como a 
ot-fetoproteína podem ser úteis ao diagnóstico e monitoramento da 
resposta à terapia de pacientes com tumores de células germinativas 
do SNC (Seregni, 2002). 

A elevação dos níveis de ferritina no LCE constitui indicação sensi- 
vel da existência de malignidade no SNC, porém apresenta especifici- 
dade muito baixa, uma vez que seus níveis também estão aumentados 
em pacientes com doenças neurológicas inflamatórias (Zandman- 
Goddard, 1986). 


Exame microbiológico 


Um exame completo e imediato do LCE é essencial ao diagnóstico de 
infecções afetando o SNC, uma vez que a transmissão inadequada ou 
incorreta de uma informação pode resultar em mortalidade ou mor- 
bidade significativa. Apesar das alterações na pressão de abertura, as 
contagens celulares total e diferencial, a determinação da concentração 
de proteínas total e dos níveis de glicose podem sugerir uma etiologia 
infecciosa (Tab. 28.13). A coloração por Gram e a realização de culturas 
são críticas para o estabelecimento do diagnóstico definitivo. 
Meningite bacteriana. Os agentes mais comuns de meningite bac- 
teriana são os estreptococos do grupo B (recém-nascidos), Neisseria 
meningitidis (bebês com 3 meses de idade ou mais) (Fig. 28.9), 
Streptococcus pneumoniae (bebês com 3 meses de idade ou mais), 
Escherichia coli e outros bacilos Gram-negativos (recém-nascidos e 
bebês com até 1 mês de idade), Haemophilus influenzae (bebês com 3 
meses e indivíduos com até 18 anos de idade) e Listeria monocytogenes 
(recém-nascidos, idosos, alcoólatras e indivíduos imunossuprimidos) 
(Graves, 1989; Wenger, 1990). O uso disseminado da vacina com H. 
influenzae de tipo B reduziu dramaticamente a incidência desse orga- 
nismo, que é o agente bacteriano causador de meningite mais comum 
entre crianças pequenas. Desvios de LCE, traumatismo craniano e 
neurocirurgias expõem os pacientes ao risco de infecções no SNC cau- 
sadas por espécies de Staphylococcus, bacilos Gram-negativos e espé- 
cies de Propionibacterium. 

A coloração de Gram continua sendo o método com maior acurá- 
cia e mais rápido de diagnosticar infecções no SNC. Todas as amostras 
devem ser concentradas por centrifugação antes de serem coradas por 


Teste Bacteriana Viral Fúngica Tuberculosa 

Pressão de abertura Alta Geralmente Variável Variável 
normal 

Contagem de leucócitos > 1.000/uL < 100/uL Variável Variável 


Diferencial de células 
Proteina 
Glicose 


Proporção LCE/glicosérica 


Ácido lático 


Principalmente neutrófilos * 
Aumento suave a marcante 
Usualmente < 40 mg/dL 


Diminuição normal a marcante 


Aumento 
suave a marcante 


* Linfocitose presente em cerca de 10% dos casos. 


' Os neutrófilos podem predominar no início da doença. 
Dados de Arevalo, 1989; Body, 1987; Fishman, 1992; Tang, 1988; Wubbel, 1998; Zunt, 1999. 
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Figura 28.9 Coloração de Gram do LCE mostrando diplococos Gram-negativos 
característicos de N. meningitidis. 


Gram e cultivadas. Dependendo do microrganismo infeccioso e de sua 
concentração no LCE, a sensibilidade desse método pode apresentar 
uma variação de 60 a 90%, com o maior grau de sensibilidade corres- 
pondendo às maiores concentrações de bactéria (cerca de 10º unidades 
formadoras de colônia/mL). Por exemplo, a sensibilidade da colora- 
ção de Gram para detecção de Listeria monocytogenes e bacilos Gram- 
negativos é menor ou igual a 50% (Greenlee, 1990). No caso de pacien- 
tes com grande número de leucócitos polimorfonucleares e que não 
apresentam nenhum organismo evidenciado pela coloração de Gram, a 
coloração mais sensível de alaranjado de acridina pode ser útil. As cultu- 
ras apresentam uma sensibilidade de 80 a 90%, porém essa sensibilidade 
é 30% menor nos casos parcialmente tratados (Greenlee, 1990). 

Embora os métodos baseados nas culturas-padrão sejam o principal 
ponto de apoio do diagnóstico, o teste Binax NOW — que utiliza antíge- 
no de Streptococcus pneumoniae e consiste em um ensaio em membrana 
imunocromatográfica para detecção da presença do antígeno de parede 
celular (polissacarídeo C) comum a todos os sorotipos de pneumococos 
— tem se mostrado uma ferramenta valiosa para o rápido diagnóstico 
da meningite pneumocócica a partir do LCE. Os testes de aglutinação 
de látex para antígeno bacteriano (BAT), que utilizam amostras de LCE 
para detecção de H. influenzae, N. meningitidis, S. pneumoniae e estrep- 
tococos do grupo B f-hemolítico, eram historicamente empregados 
como auxiliares da coloração de Gram e das culturas. No entanto, sua 
sensibilidade é quase a mesma da coloração de Gram e um resultado 
negativo não exclui a possibilidade de um diagnóstico de meningite 
bacteriana. Talvez, a melhor aplicação dos testes antigênicos de agluti- 
nação do látex sejam os casos de meningite adquirida na comunidade, 
parcialmente tratados, com resultado negativo para presença de micror- 
ganismos na coloração de Gram (Perkins, 1995; Wilson, 1997). As tiras 
reativas utilizadas para amostras de urina também têm sido empregadas 
na caracterização da meningite bacteriana (Moosa, 1995). Apesar de 
não serem adotadas por laboratórios com uma boa equipe de funcioná- 
rios, as tiras reativas podem ser úteis em pequenos estabelecimentos que 
não dispõem de microscópios nem culturas. 

O teste do lisado de Limulus é bastante sensível para detecção de 
endotoxinas, que são produzidas pela maioria das bactérias Gram- 
negativas. É particularmente útil como teste rápido em casos de 
recém-nascidos, para os quais o diagnóstico e tratamento precoces 
são cruciais. Todavia, como a endotoxina é ubíqua e há dissemina- 
ção da contaminação, é preciso adotar as devidas precauções. Apesar 
da grande sensibilidade, esse teste jamais se tornou popular entre os 
laboratórios clínicos. Em vez disso, é empregado primariamente para 
assegurar a esterilidade das soluções utilizadas na nutrição parenteral. 

Estudos recentes indicaram que o uso da PCR e do sequenciamento 
do RNA ribossomal 16S em amostras de LCE é bastante útil no diag- 
nóstico da meningite bacteriana (Schuurman, 2004). Em comparação 
com a cultura de bactérias, o ensaio mostrou sensibilidade de 86%, 
especificidade de 97%, valor preditivo positivo de 80% e valor pre- 
ditivo negativo de 98%. Os testes de amplificação do ácido nucleico 
também podem ser úteis em casos de pacientes que já estão recebendo 
terapia antimicrobiana, ou na detecção de patógenos mais exigentes, 
como N. meningitidis (Seward, 2000; Porritt, 2000; Baethgen, 2003). 
Meningite por espiroquetas. A incidência da neurossifilis tem aumen- 
tado nos últimos anos, principalmente entre pacientes infectados pelo 
HIV. Há um relato em que 44% dos pacientes com neurossífilis esta- 


vam com AIDS (Flood, 1998). Infelizmente, faltou estudar os demais 
pacientes infectados com HIV que não desenvolveram AIDS. 

O diagnóstico de uma infecção no SNC em pacientes com sífilis 

consiste primariamente na análise de parâmetros do LCE e na realiza- 
ção de testes sorológicos. Anormalidades envolvendo a concentração 
de proteínas e as contagens celulares do LCE são achados comuns na 
meningite sifilítica, ainda que sejam inespecíficos. É difícil realizar tes- 
tes sorológicos com amostras de LCE para diagnosticar casos de neu- 
rossífilis. O teste não treponêmico padrão realizado com amostras de 
LCE é o VDRL (Venereal Disease Research Laboratory — Laboratório de 
Pesquisas sobre Doenças Venéreas). Diante da presença de alguns eri- 
trócitos contaminando o LCE, a especificidade do VDRL é alta, porém 
a sensibilidade é de apenas 50 a 60% (Davis, 1989). Os testes trepo- 
nêmicos, como o de absorção de anticorpo treponêmico (FTA-ABS), 
são sensíveis e específicos para a sífilis. Contudo, seu uso na análise 
de amostras de LCE para detecção de neurossífilis é controverso. O 
FTA-ABS de LCE é altamente sensível, porém pode gerar resultados 
falso-positivos. Além disso, na ausência de anormalidades envolvendo 
o LCE ou de suspeita clínica, esse teste não deve ser utilizado como 
teste de triagem. Por isso, foram propostas as seguintes generalizações 
(Davis, 1989): (1) um soro não reativo no teste de FTA-ABS exclui a 
neurossífilis; (2) um soro reativo e um LCE não reativo no teste de 
FTA-ABS essencialmente excluem a neurossífilis; (3) um LCE reativo 
no teste VDRL indica probabilidade de neurossífilis; e (4) um LCE 
reativo no teste de FTA-ABS pode indicar neurossífilis ativa, assinto- 
mática ou tratada, ou uma reação falso-positiva. 
Meningite viral. Os enterovírus (vírus ECHO, coxsackievírus, polio- 
vírus) são responsáveis por até 80% dos casos de meningite, com um 
pico sazonal no final verão. De fato, os virus ECHO 9 (E9) e 30 (E30) 
são Os principais responsáveis pelo recente aumento do número de 
casos de meningite asséptica (Morbidity and Mortality Weekly Report, 
2003). A maioria dos pacientes apresenta LCE pleiocítico e, embora os 
neutrófilos possam ser observados já no início da infecção, os indiví- 
duos afetados logo desenvolvem uma predominância de linfócitos. 

Antes do teste de diagnóstico molecular, a meningite era diagnostica- 
da por exclusão, uma vez que a sensibilidade das culturas pode ser extre- 
mamente baixa. Assim, em um estudo antigo, o diagnóstico etiológico 
específico dado por culturas virais variou entre 72% causados por ente- 
rovirus e 5% causados pelo vírus herpes simples (HSV) (Marton, 1986). 

A PCR com transcriptase transversa (RT-PCR) é significativamente 
mais sensível do que as culturas celulares (Dumler, 1999; Hausfater, 
2004). Ainda que de forma discutível, essa técnica evoluiu e se tranfor- 
mou no padrão-ouro do diagnóstico de meningite viral secundária ao 
enterovírus, HSV, citomegalovírus e vírus varicela zóster. É importante 
notar que, para os pacientes com meningite associada ao arbovírus, a 
análise do soro e do LCE obtidos em fase aguda e convalescente conti- 
nua sendo o alicerce do diagnóstico. Os resultados produzidos por um 
ensaio de RT-PCR disponível no mercado (teste de RT-PCR Penter), 
comparativamente àqueles obtidos por cultura celular e em um ensaio 
de RT-PCR domiciliar, foram os seguintes: 52% foram positivos por 
cultura celular; 76% foram positivos pelo ensaio de RT-PCR domici- 
liar; e 80% foram positivos pelos teste de RT-PCR comercial (Jacques, 
2003). Além disso, o RT-PCR é tão sensível quanto o RT-PCR referen- 
cial e ambos são significativamente mais sensíveis para o rápido diag- 
nóstico de infecções causadas por entero- e rinovírus (Kares, 2004). 
O uso de RT-PCR também pode resultar em uma significativa eco- 
nomia, em termos de custo, proporcionada pela redução do tempo de 
internação hospitalar e pela eliminação de intervenções diagnósticas e 
terapêuticas desnecessárias (Ramers, 2000). 

A amplificação do DNA do HSV-2 por PCR pode ser útil ao diag- 
nóstico precoce da encefalite causada por esse vírus, sendo que mos- 
trou uma excelente correlação com dados obtidos por biópsia cerebral 
(Lakeman, 1995). É possível que surjam resultados falso-negativos 
bem no início das infecções e nos casos de punção sanguinolenta. 
Como os resultados de PCR podem se tornar negativos em 1 a 14 dias 
após o aparecimento dos sintomas, a realização de testes sorológicos 
com amostras de soro e LCE para pesquisa de anticorpos contra HSV 
pode ser útil se aliada ao PCR. 

Vírus da imunodeficiência humana (HIV). Uma grande variedade 
de anomalias pode ser encontrada em pacientes HIV-positivos com 
ou sem doença neurológica, tais como pleiocitose linfocítica, elevação 
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A identificação de infecções oportunisticas constitui a indicação mais 
importante para um exame de LCF. Pode haver infecções fúngicas seve- 
ras mesmo diante de poucos ou nenhum parâmetro anormal no LCE. 
Meningite fúngica. O criptococos é o patógeno fúngico isolado com 
mais frequência a partir do LCE. As colorações com tinta nanquim ou 
nigrosina para halos capsulares de criptococos apresentam uma sen- 
sibilidade aproximada de 25%, a qual aumenta para 53% com a reali- 
zação de punções lombares múltiplas (Marton, 1986). A detecção do 
antígeno criptocócico em amostras de soro ou LCE por aglutinação do 
látex apresenta uma sensibilidade que varia de 60 a 95%. Pode haver 
produção de resultados falso-negativos decorrentes do efeito prozona 
ou de uma baixa concentração de antígeno polissacarídico. Doença 
precoce, infecção intraparenquimal, infecção com variantes não cap- 
suladas de Cryptococcus neoformans e formação de imunocomplexos 
(corrigida pelo tratamento com pronase) são condições que também 
podem levar à produção de resultados falso-negativos. Por outro lado, 
o soro ou o LCE contendo fator reumatoide ou obtidos de pacientes 
infectados por Trichosporon beigelii pode render resultados falso-po- 
sitivos. Havendo forte suspeita clínica da presença de fungos dimérfi- 
cos ou filamentosos, a obtenção de grandes volumes de LCE (cerca de 
15-20 mL) é ótima para a realização de culturas visando à melhorada 
recuperação dos organismos fúngicos. 

Meningite tuberculosa. Um LCE anormal com elevação da concen- 
tração de proteínas e predominância linfocítica é considerado a marca 
registrada da meningite tuberculosa. As colorações acidorresistentes 
de amostras de LCE para diagnóstico da meningite tuberculosa apre- 
sentam sensibilidade altamente variável, podendo ser de 10 a 12% 
(Greenlee, 1990) a mais de 50% (Thwaites, 2004). Grandes volumes de 
LCE, muitas vezes obtidos por meio de múltiplas punções lombares, 
são recomendados para melhorar a sensibilidade tanto da coloração 
acidorresistente como das culturas (Marton, 1986). 

A amplificação de ácidos nucleicos por PCR para detecção de sequên- 
cias de DNA específicas para Mycobacterium tuberculosis é bastante pro- 
missora em termos de diagnóstico rápido e acurado da meningite tuber- 
culosa (Lin, 1995; Desai, 2002). Entretanto, um resultado de PCR negati- 
vo não exclui o diagnóstico desse tipo de meningite. Na verdade, se restar 
uma forte suspeita clínica, uma terapia empírica deve ser iniciada. 

O DOT-ELISA foi padronizado para detectar antígenos tuberculi- 
nicos e anticorpos dirigidos contra M. tuberculosis presentes no LCE. 
Utilizando essa técnica, obteve-se reações positivas em 86% dos casos 
com suspeita de meningite tuberculosa (Kashyap, 2003). Apenas 5% 
dos pacientes com outros distúrbios, principalmente meningite pio- 
gênica, apresentaram reação positiva. 

Outros testes também se mostraram úteis na detecção de certos casos 
de meningite tuberculosa. Um exemplo é a reação em cadeia da ligase 
de amplificação, que foi relatada como sendo o método mais rápido 
para o diagnóstico precoce da meningite tuberculosa (Rajo, 2002). 
Nesse caso, a sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo 
e negativo foram, respectivamente: 55, 100, 100 e 92,9%. Além disso, 
os níveis de ADA são significativamente maiores na meningite tuber- 


Tabela 28.14 Achados no LS de acordo com a categoria da doença 


culosa do que nos demais tipos de meningite e distúrbios do SNC 
(Pettersson, 1991). De fato, níveis acima de 15 U/L constituem forte 
indicação de meningite tuberculosa (Choi, 2002). 

Meningoencefalite amébica primária (PAM). Esta rara doença é 
causada pela ameba de vida livre Naegleria fowleri ou por espécies de 
Acanthamoeba. A Naegleria tende mais provavelmente a induzir uma 
resposta inflamatória aguda com pleiocitose neutrofílica, níveis de 
glicose diminuídos, elevação da concentração de proteínas e presença 
de eritrócitos. À coloração de Gram sempre dá resultado negativo. A 
Acanthamoeba mais frequentemente produz meningite do tipo granu- 
lomatosa. Os trofozoítas móveis de Naegleria podem ser visualizados 
pela observação direta de montagens a fresco ao microscópio de luz 
ou de contraste de fase, e o diagnóstico pode ser estabelecido rapida- 
mente. Organismos intactos ou em degeneração podem ser identifi- 
cados em citospins corados pelo método de Wright ou com Giemsa, 
entretanto, devem ser distinguidos dos macrófagos (dos Santos, 1970; 
Benson, 1985). O corante alaranjado de acridina auxilia a diferenciar 
as amebas (vermelho-tijolo) dos leucócitos (verde brilhante). 


Líquido sinovial 


O termo sinóvia se refere ao tecido de revestimento sinovial das bai- 
nhas tendíneas, bursas e articulações do tipo diartrose, com exceção 
da superfície articular. É composta por uma ou três camadas de célu- 
las que constituem uma superfície descontínua depositada sobre os 
tecidos gorduroso, fibroso ou perióstico articular. 

O líquido sinovial (sinóvia, LS) é um ultrafiltrado imperfeito de 
plasma sanguíneo combinado ao ácido hialurônico produzido pelas 
células sinoviais. Pequenos íons e moléculas (p. ex., Na”, K”, glicose, 
ureia etc.) atravessam prontamente o espaço articular e, portanto, são 
encontrados em concentrações semelhantes às do plasma. As molé- 
culas grandes, por sua vez, estão ausentes ou são encontrados apenas 
traços. A reabsorção das moléculas sinoviais se dá através dos linfáti- 
cos e independe do tamanho. O LS atua como lubrificante e adesivo, e 
fornece nutrientes para a cartilagem articular avascular. 

É essencial examinar o LS para diferenciar a artrite infecciosa da não 
infecciosa. Os resultados obtidos a partir do exame geral e micros- 
cópico do LS são tradicionalmente divididos em “tipos de reação”, 
conforme representado na Tabela 28.14. Tais agrupamentos são em 
grande parte descritivos e apresentam considerável sobreposição entre 
si. Com exceção da coloração de Gram, das culturas e do exame de 
cristais, os parâmetros relacionados ao LS podem ser inespecíficos e 
devem estar integrados ao contexto clínico. 

As efusões não inflamatórias (grupo 1) tipicamente apresentam con- 
tagens de leucócitos inferiores a 3.000 células/uL, sendo os neutrófilos 
minoritários. As condições que usualmente apresentam uma pequena 
resposta inflamatória são osteoartrite, artrite traumática, osteoartro- 
patia neuropática, sinovite vilonodular pigmentada e febre reumática 
em fase inicial. A artrite reumatoide em fase inicial, infecções bacte- 
rianas em estágio inicial e artrite viral também podem se manifestar 
como efusões não inflamatórias. 





Categoria 
Achado Normal Grupo |: não inflamatória Grupo Il: inflamatória Grupo Ill: infecciosa Grupo IV: hemorrágica 
Limpidez Transparente Transparente Transparente/opaca Opaca Opaca 
Cor Incolor a Xantocrômica Xantocrômica a Branca Castanho-avermelhada ou 
amarelo-claro esbranquiçada/sanguinolenta xantocrômica 
CBSs/mL 0-150 < 3.000 3.000-75.000 50.000-200.000 50-10.000 
PMNs % <25 <30 >50 >90 <50 
CVSs Ausentes Ausentes Ausentes Presentes Presentes 
Glicose (diferença 0-10 0-10 0-40 20-100 0-20 
sangue/LS em mg/dL) = (0-0,56 mmol/L) (0-0,56 mmol/L) (0-2,2 mmol/L) (1,11-5,5 mmol/L) (0-1,11 mmol/L) 


CBSs = células brancas sanguíneas; PMNs = polimorfonucleares; CVSs = células vermelhas sanguíneas; LS = líquido sinovial. 


Modificado de Kjeldsberg CR, Knight JA: Body Fluids: Laboratory Examination of Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3. ed. Copyright O American Society for 
Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissão. 


As efusões inflamatórias (grupo II) estão associadas a contagens de 
leucócitos que variam de 3.000 a 75.000 células e os neutrófilos cons- 
tituem mais de 50% da população leucocitária. Exemplos desse grupo 
reativo são artrite reumatoide, SLE, síndrome de Reiter, febre reumática, 
artrite aguda induzida por cristais, artrite associada à doença inflamató- 
ria intestinal, artrite psoriática e sinovite por gotículas de gordura. 

As efusões purulentas (infecciosas) (grupo III) tipicamente apresen- 
tam contagens de leucócitos acima de 50.000 células, das quais 90% 
ou mais são neutrófilos. Esse grupo é constituído pelas infecções arti- 
culares bacterianas, fúngicas e tuberculosas. 

As efusões hemorrágicas (grupo IV) podem ser observadas em asso- 
ciação com a artrite truamática, sinovite vilonodular pigmentada, 
hemangioma sinovial, osteoartropatia neuropática, próteses articulares 
e distúrbios hematológicos (hemofilia, trombocitopenia, terapia antico- 
agulante, anemia ou traço falciforme, síndrome mieloproliferativa). 


Coleta da amostra 


A aspiração do líquido articular (artrocentese) deve se restringir aos 
pacientes com efusão não diagnosticada ou que apresentam altera- 
ção clínica significativa relacionada a uma efusão já conhecida (Pal, 
1999). Deve ser executada por um profissional experiente, utilizando 
uma técnica estéril apropriada. É preciso ter cautela para evitar aspirar 
uma articulação estéril de um paciente com bacteremina, ou para não 
aspirar o líquido a partir do sítio de infecção de um tecido cutâneo 
ou periarticular para dentro de uma articulação estéril. Articulações 
maiores, como a do joelho, normalmente contêm até 4 mL de sinóvia, 
portanto, é comum retirar amostras de volume pequeno, a menos que 
haja uma efusão. 

O LS deve ser coletado utilizando agulhas estéreis descartáveis e 
seringas de plástico, a fim de evitar a contaminação com partículas 
birrefringentes. Na artrocentese de rotina, a seringa deve ser hepari- 
nizada com 25 U de heparina sódica/mL de LS. Recomenda-se evitar 
o uso de anticoagulantes como oxalato, lítio-heparina e EDTA em pó, 
pois esses compostos formam artefatos cristalinos que podem gerar 
confusão durante o exame microscópico. Antes de iniciar a aspiração, 
movimente ou manuseie a articulação de modo a garantir a homoge- 
neização de seu conteúdo. 

A amostra deve ser preferencialmente dividida em três partes: 3 a 10 
mL em seringa ou tubo heparinizado estéril para realização de estudos 
microbiológicos; 2 a 5 mL em tubo contendo anticoagulante (hepari- 
na sódica ou EDTA líquido) para o exame microscópico; e cerca de 5 
mL em tubo comum (sem anticoagulante) para realização de análises 
bioquímicas (o LS normal não coagula, pois não contém fibrinogê- 
nio). Concentrações de heparina acima de 125 U/mL exercem efeito 
inibitério sobre algumas bactérias patogênicas (Rosett, 1980). Por esse 
motivo, as amostras destinadas à cultura devem ter um volume mini- 
mo de 1 a2 mL, caso sejam colhidas em tubos de coleta heparinizados 
com tampa verde (Becton Dickinson, Rutherford, NJ), que contêm 
143 U de heparina/tubo, ou se forem obtidas com seringas novamente 
tampadas após terem a agulha e o excesso de ar removidos. 

Nas “punções a seco, é possível que ainda permaneça líquido na 
agulha em quantidade suficiente para a realização dos testes mais 
importantes. Tais amostras devem ser enviadas com a agulha ainda 
acoplada à seringa, com a ponta espetada em uma rolha estéril. A exis- 
tência de uma boa comunicação com o laboratório é essencial para 
que essas amostras sejam corretamente processadas. 


Testes recomendados 


O exame laboratorial do LS é fundamental para o diagnóstico dife- 
rencial da doença articular, especialmente nos casos de artrite induzi- 
da por cristais e infecciosa. Diante da suspeita de qualquer um desses 
casos, é imperativo realizar uma artrocentese e um exame sistemático 
do LS, sendo que o exame corretamente realizado em geral é diagnós- 
tico. Em outras doenças articulares, talvez não seja possível estabele- 
cer um diagnóstico específico. Mesmo assim, o exame do LS continua 
sendo importante, ainda que seja apenas para excluir uma possível 
artrite infecciosa, pois essa exclusão constitui um diagnóstico crítico ao 
se considerar que a articulação pode ser irreversivelmente danificada 
em poucos dias, caso não receba tratamento adequado. Essa afirma- 
ção é especialmente válida para os casos de infecção por Staphylococcus 


aureus. Sendo assim, os testes de rotina devem ser orientados para o 513 


diagnóstico desses dois distúrbios (Tab. 28.15). Embora os demais tes- 
tes sejam desprovidos de valor prático para uso na rotina, podem for- 
necer informação diagnóstica importante em determinadas circuns- 
tâncias. 

É essencial que esses testes sejam devidamente executados, pois 
podem fornecer informações diagnósticas altamente específicas. 
Entretanto, um dos principais problemas inerentes ao exame labo- 
ratorial do LS é que, diferentemente do LCE e do líquido amniótico, 
a maioria dos laboratórios ainda não chegou a um consenso sobre 
os componentes de uma análise de “rotina” (Hasselbacher, 1987). 
Além disso, a falta de consistência da qualidade do desempenho se 
deve, parcialmente, ao fato de os laboratórios em média examina- 
rem apenas 1 a 2 amostras de LS a cada mês (Hasselbacher, 1987; 
Rabinovitch, 1994). 


Exame macroscópico 


O volume total deve ser registrado na cabeceira, em especial se a 
amostra tiver que ser repartida para o envio a diferentes setores do 
laboratório. 

A cor deve ser avaliada na amostra contida em um tubo de ensaio de 
vidro transparente contra um fundo branco. O LS normal é incolor, 
porém muitas vezes apresenta coloração amarela-clara resultante da 
diapedese de algumas CVSs, que está associada à ocorrência de trau- 
mas, ainda que suaves. Distúrbios não inflamatórios ou inflamatórios 
usualmente conferem uma tonalidade que varia da cor-de-palha ao 
amarelo (xantocromia). Líquidos sépticos podem ser amarelos, mar- 
rons ou verdes, dependendo dos cromógenos produzidos pelo orga- 
nismo agressor e da resposta do paciente (hospedeiro), incluindo a 
presença de leucócitos e hemácias. 

Uma punção traumática provoca uma distribuição de sangue irregu- 
lar durante a artrocentese ou a formação de estrias dentro da seringa. 
Embora seja difícil distinguir uma xantocromia amarelo-clara de um 
líquido normal, a presença de uma cor castanho-avermelhada após a 
centrifugação é uma boa evidência de hemartrose patológica. 

A limpidez está relacionada ao número e tipo de partículas presen- 
tes na sinóvia. Como o LS normal é transparente, é possível ler com 
facilidade um jornal através do tubo contendo a amostra. Apesar de os 
detalhes se tornarem obscuros em líquidos translúcidos, ainda é possí- 
vel distinguir áreas escuras e claras. Em um líquido opaco, contudo, o 
fundo se torna completamente obscuro. 

Os leucócitos, comumente, são os mais responsáveis pelas altera- 
ções que afetam a limpidez. Todavia, a presença de um número muito 
grande de cristais pode resultar em um líquido opaco, leitoso opales- 
cente, na ausência de leucócitos. Uma amostra cintilante, com aspecto 
oleoso, sugere a presença de cristais de colesterol em abundância que, 
a grosso modo, podem parecer pus. 


Tabela 28.15 Testes recomendados para o LS 


Testes de rotina 

Exame geral (cor, limpidez) 

Contagens de leucócitos total e diferencial 

Coloração de Gram e cultura de bactérias (aeróbias e anaeróbias) 

Exame de cristais ao microscópio polarizador e compensador 
Testes úteis em circunstâncias especiais 

Culturas e colorações fúngicas e acidorresistentes 

PCR para DNA bacteriano e de micobactéria 

Diferencial de glicose soro-líquido sinovial 

Lactato e outros ácidos orgânicos 

Complemento 

Enzimas 

Ácido úrico 


PCR = reação em cadeia da polimerase; DNA = ácido desoxirribonucleico. 

Modificado de Kjeldsberg, CR; Knight, JA: Body Fluids: Laboratory Examination of 
Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3.ed.” American Society for 
Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissão. 
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Uma turvação aumentada se deve, com menos frequência, às con- 
centrações de fibrina, “corpúsculos riciformes” flutuando livremen- 
te (fragmentos de células sinoviais proliferantes em degeneração ou 
sinóvia microinfartada), partículas de metal ou plástico em pacientes 
com próteses articulares, ou fragmentos de cartilagem em casos de 
osteoartrite. Distúrbios metabólicos (i. e., ocronose) podem acarretar 
um aspecto de “pimenta moída” produzido por fragmentos de cartila- 
gem pigmentada. 


Exame microscópico 


Contagem de células total. As contagens de leucócitos totais devem 
ser realizadas imediatamente, a fim de evitar a perda celular por 
degeneração, que tem início em 1 hora após a execução da artro- 
centese. Os tubos devem ser invertidos antes da coleta da amostra 
para garantir uma mistura uniforme. As contagens celulares costu- 
mam ser realizadas em hemocitômetro padrão. Contadores de célu- 
las automatizados também podem ser utilizados, porém seus orifi- 
cios estão sujeitos ao entupimento e esses aparelhos podem fornecer 
resultados de contagens celulares espuriamente altos diante da pre- 
sença de partículas diversas que não sejam leucócitos (p. ex., cristais 
e glóbulos de gordura), em especial quando se usa contadores com 
canais múltiplos. Em uma lâmina de preparação a fresco, a conta- 
gem de 0 a 2 leucócitos/hpf (média estimada em mais de 10 campos) 
indica a detecção de menos de 1.300 leucócitos por contagem celular 
(Clayburne, 1992). 

Contagens de leucócitos maiores que 10.000 células/uL — e frequen- 
temente acima de 50.000 células/uL — são características de artrite 
induzida por cristais (p. ex., gota, pseudogota), artrite inflamatória 
crônica (p. ex., artrite reumatoide, LES, espondilite anquilosante entre 
outras) e artrite séptica (Kjeldsberg, 1993). Na osteoartrite, osteocon- 
drite dissecante, traumatismo e sinovioma, as contagens de leucócitos 
costumam ser menores que 10.000 células/uL. 

Contagens de leucócitos acima de 50.000 células/uL requerem dilui- 
ção, que pode ser feita com solução salina e não com ácido acético, a 
fim de evitar a formação de coágulos de mucina e de aglomerados de 
células. Um LS altamente viscoso deve ser incubado em presença de 
hialuronidase antes da realização da contagem, em especial quando 
são utilizados contadores automatizados. 

Os eritrócitos devem ser contados na prática de rotina, a menos que 
se trate de um caso óbvio de punção traumática. Se houver um gran- 
de número de hemácias interferindo na contagem de leucócitos, essas 
hemácias devem ser lisadas por meio da diluição da amostra com sali- 
na 0,3 N ou saponina a 1% em salina. 

O limite de referência para a concentração de leucócitos no LS é de 

150 a 200 células/uL (Kjeldsberg, 1993). Contagens celulares elevadas 
são utilizadas para ajudar a distribuir os achados em diferentes cate- 
gorias de doenças, contudo são inespecíficos para qualquer doença em 
particular por apresentarem uma extensa sobreposição. 
Contagem de leucócitos diferencial. Preparações de citospin são pre- 
feríveis aos esfregaços produzidos a partir de amostras de LS centrifu- 
gadas, pois a morfologia celular é significativamente melhor preserva- 
da. A produção de esfregaços mais finos a partir de amostras viscosas 
pode requerer tratamento com hialuronidase. 

Os neutrófilos normalmente correspondem a cerca de 20% dos leu- 
cócitos presentes no LS. A população de neutrófilos em geral repre- 
senta mais de 50% do total de leucócitos em pacientes com gota, 
pseudogota e artrite reumatoide (AR). Na maioria das vezes, a con- 
centração de neutrófilos ultrapassa 75% em pacientes com artrite bac- 
teriana aguda. Adotando um valor de cutoff igual a 75%, a detecção 
de um processo inflamatório apresenta uma sensibilidade aproximada 
de 75% e uma especificidade de 92% (Shmerling, 1990). Essas célu- 
las com frequência exibem alterações degenerativas e podem conter 
bactérias, cristais, gotículas lipídicas, vacúolos ou inclusões granulares 
de cor azul-escura a negra (ragócitos, células AR), semelhantes às gra- 
nulações tóxicas ocasionalmente observadas em esfregaços de sangue 
periférico. A presença dos ragócitos em pacientes com AR pode indi- 
car um resultado mais precário (Davis, 1988). 

As células LE (lúpus eritematoso), não raro presentes em pacientes 
com artrite lúpica, são mais frequentemente neutrófilos que fago- 


citaram o núcleo de células degeneradas (Fig. 28.10). Entretanto, as 
células LE não são patognomônicas para o LES, uma vez que também 
foram identificadas no LS de pacientes com AR (Hunder, 1970). 

Os linfócitos, que normalmente representam 15% das células 
presentes no LS, são proeminentes no início da AR, bem como em 
outros distúrbios do colágeno e nas infecções crônicas. Formas rea- 
tivas, incluindo imunoblastos, também estão presentes de maneira 
ocasional. 

Os monócitos e macrófagos são as células mais comumente encon- 
tradas no LS normal, correspondendo a cerca de 65% da contagem 
de células. A monocitose pode ser autolimitada na artrite viral ou na 
doença do soro, como também pode ser mais crônica no SLE ou nos 
distúrbios envolvendo o tecido conjuntivo indiferenciado. As células 
de Reiter, originalmente tidas como específicas da síndrome de Reiter, 
são macrófagos contendo neutrófilos em degeneração (Fig. 28.11). 

A eosinofilia, definida como sendo superior a 2% da contagem de 
leucócitos, tem sido descrita na AR, febre reumática, carcinoma 
metastático, doença de Lyme, infecções parasiticas, urticária crônica, 
angioedema, subsequentemente à realização de artrografias (reação 
alérgica ao corante) e irradiação (Podell, 1980; Kay, 1988). 

As células sinoviais não têm significado patológico. São células 
semelhantes às células mesoteliais, podendo ser difícil distingui-las de 
monócitos e macrófagos. 

Os corpúsculos lipidicos estão associados a traumatismos, necrose 

asséptica e AR. Essas gotículas muitas vezes formam cruzes de Malta 
sob a luz polarizada, podem estar associadas à resposta dos leucócitos 
e também podem causar elevações espúrias das contagens automati- 
zadas de CBSs (Wise, 1987). 
Exame de cristais. Os cristais presentes no LS conduzem à inflamação 
aguda com aumento das contagens de CBSs e infiltração predomi- 
nantemente neutrofílica. A identificação dos cristais, principalmente 
quando localizados no interior de neutrófilos e macrófagos, é patog- 
nomônico para a artrite induzida por cristais (Judkins, 1997). 

A gota se refere a um processo de deposição de cristais no tecido 
articular. O uso comum desse termo tipicamente implica a gota de 
urato, sendo que a resposta inflamatória à deposição de cristais é refe- 
rida como artrite gotosa. Os tipos mais comuns de cristais endógenos 
responsáveis pela artrite gotosa são constituídos de urato monossódico 
mono-hidratado (gota de urato), pirofosfato de cálcio di-hidratado (gota 
de pirofosfato, condrocalcinose ou “pseudogota), apatita e outros fos- 





Figura 28.10 Célula LE no líquido sinovial de um paciente com lúpus eritematoso 
sistêmico. 





Figura 28.11 Células de Reiter no líquido sinovial de um paciente com síndrome de 
Reiter. 


fatos de cálcio básicos (FCB; gota de apatita), oxalato de cálcio (gota de 
oxalato) e lipídeos (gota de lipídeos). 

Com exceção do FCB, todos os cristais mencionados podem ser detec- 
tados por microscopia de luz polarizada. Para tanto, deve ser utilizado 
um microscópio polarizador de alta qualidade equipado com placa 
compesadora vermelha de primeira ordem. O filtro polarizador é posi- 
cionado diretamente acima da fonte de luz. O analisador (outro filtro 
polarizador) é colocado entre a lâmina contendo amostra e as oculares 
do microscópio, a uma orientação de 90º em relação ao polarizador, a 
fim de produzir um fundo escuro. O compensador deve ser posicionado 
entre o polarizador e o analisador, usualmente orientado a 45º (meio 
caminho) em relação aos planos dos dois filtros polarizadores. 

O exame inicial deve ser realizado em uma preparação a fresco, uti- 
lizando luz polarizada. A microscopia de contraste de fase intensifica a 
detecção dos cristais. A lâmina e lamínula devem ser limpas e secas com 
cuidado imediatamente antes de serem utilizadas, para evitar a depo- 
sição de partículas de poeira birrefringente que atuam como artefatos. 
As bordas da lamínula são vedadas com esmalte de unha, que retarda — 
mas não evita — a evaporação. As bordas da lamínula são utilizadas para 
encontrar o plano de foco adequado. Entretanto, os cristais presentes 
nessas áreas devem ser ignorados pois é mais provável que sejam arte- 
fatos. A maioria dos cristais passa por uma varredura com a objetiva de 
aumento de 10x, e é avaliada pelo menos com uma objetiva de aumen- 
to de 40x, concentrando-se principalmente nas áreas celulares. O exame 
completo, no entanto, requer o uso da objetiva de aumento de 100x 
(objetiva de imersão), uma vez que os líquidos aparentemente negativos 
à varredura podem conter uma grande população de pequenos cristais 
(Gatter, 1991). O alinhamento da orientação dos cristais ao compensa- 
dor através da rotação do estágio do microscópio ou do compensador 
facilita no reconhecimento e identificação. Anota-se informações refe- 
rentes à morfologia dos cristais, seu ângulo de extinção, resistência e 
sinais de qualquer tipo de birrefringência (i. e, a capacidade de refratar 
a luz e partir a luz incidente em dois raios — um rápido e outro lento). 
Mesmo assim, para detecção de cristais, a microscopia polarizada apre- 
senta uma sensibilidade e especificidade de apenas 78 e 79%, respectiva- 
mente, para urato monossódico (UMS) (Hasselbacher, 1987), e de 12 e 
67% para fosfato de cálcio di-hidratado (McGill, 1991). Por outro lado, a 
repetição do exame após 24 horas de refrigeração da amostra a 4 °C pode 
resultar em aumento significativo do número de líquidos positivos para 
cristais (Yuan, 2003). 

O método de coloração Diff Quick pode ser uma alternativa segura 
à microscopia polarizada. Em termos gerais, essa técnica apresentou 
especificidade de 87,5%, sensibilidade de 94,4% e acurácia de 91,9%. 
Seus valores preditivos globais para positivo e negativo foram 92,7% e 
90,3%, respectivamente (Selvi, 2001). Além disso, métodos mais sofis- 
ticados e confiáveis, tais como a cristalografia de raios X e a espectros- 
copia de infravermelho com transformada de Fourier, foram descritos 
para identificação e caracterização de cristais em amostras biológicas 
(Rosenthal, 2001). 

Os cristais de UMS apresentam-se como hastes em forma de agulha 
medindo 5 a 20 um de comprimento, embora também possam medir 
apenas 1 a 2 um ou, raramente, assumir a forma de esferólitos arredon- 
dados. São fortemente birrefringentes (Fig. 28.12): exibem cor amarela, 
quando estão orientados em paralelo ao compensador, ou azul, quando 
orientados perpendicularmente (elongação ou birrefringência nega- 
tiva) (Fig. 28.13). Uma lâmina-controle de cristais de UMS deve ser 
sempre utilizada para fins de comparação. Alternativamente, a betame- 
tasona — um esteroide que aparece como haste de birrefringência for- 
temente negativa — também pode ser utilizada na preparação de uma 
lâmina de referência para microscopia polarizada (Judkins, 1997). 

Os cristais de UMS são encontrados em 90% dos casos de gota de 
urato aguda, e em cerca de 75% dos pacientes entre as crises. Os cris- 
tais de UMS intracelulares são característicos da gota de urato aguda, 
podendo ser ocasionalmente observados como resultado da inflama- 
ção na artrite séptica (McCarty, 1988). 

Os cristais de pirofosfato de cálcio di-hidratado (PFCD) são encon- 
trados em um grupos de condições coletivamente conhecidas como 
doença da deposição de cristais de PFCD. Esses cristais apresentam 
forma romboide, de hastes ou retângulos medindo 1 a 20 um de com- 
primento. Os cristais de PFCD possuem birrefringência fraca e elonga- 
ção positiva (são azuis quando estão alinhados ao eixo do compensa- 


dor; Fig. 28.14). Muitos são pequenos demais para polarizar luz e, por 
isso, são difíceis de detectar sem auxílio da microscopia de contraste 
de fase. A extinção é incompleta e se dá entre 20 e 30º em relação ao 
ângulo do polarizador e do analisador (extinção oblíqua ou inclinada). 

Os cristais de PFCD estão associados à artrite degenerativa e, nos 
casos de artrítide, associam-se a hipomagnesemia, hemocromatose, 
hiperparatireoidismo e hipotireoidismo (Jones, 1992). 

Os cristais de hidroxiapatita de cálcio e outros cristais de FCB tipi- 
camente são pequenos demais e desprovidos de birrefringência (iso- 
trópicos) para serem observados por microscopia de luz, a menos 
que estejam agrupados em microagregados esféricos de 1 a 50 um. O 
corante vermelho de alizarina S pode ser utilizado para corar esses e 
outros tipos de cristais contendo cálcio (Lazcano, 1993). No momen- 
to, a identificação dos cristais de FCB é considerada irrelevante para o 
diagnóstico, prognóstico ou como guia para o tratamento. 

Os cristais de oxalato de cálcio di-hidratado são “envelopes” octaé- 
dricos bipiramidais que medem 5 a 30 um, apresentam birrefringên- 
cia variável e elongação positiva. São encontrados na artropatia asso- 
ciada à diálise renal crônica e oxalose primária — um raro erro inato 
do metabolismo. A forma mono-hidratada é birrefringente, mas sua 
forma é indefinida. 

Os cristais lipídicos são esferas medindo 1 a 20 um que apresentam 





Figura 28.12 Cristais de urato monossódico sob luz polarizada, de um paciente com 
gota de urato. 





Figura 28.13 Cristais de urato monossódico no líquido sinovial. Luz polarizada 

compensada. (De Kjeldsberg, CR; Knight, JA: Body Fluids: Laboratory Examination 
of Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3. ed.” American 
Society for Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissão.) 





Figura 28.14 Cristais de pirofosfato de calcio di-hidratado no liquido sinovial de um 
paciente com pseudogota. Luz polarizada compensada. (De Kjeldsberg, CR; Knight, 

JA: Body Fluids: Laboratory Examination of Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous 
and Synovial Fluids, 3. ed.” American Society for Clinical Pathology, Chicago, 1993, 

com permissão.) 
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516 aspecto de cruz de Malta e birrefringência positiva sob luz polariza- 
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da compensada. Esses cristais foram implicados como causa de artrite 
aguda (McCarty, 1988). 

Os corticosteroides cristalinos oriundos de injeções intra-articulares 
podem exibir aspecto semelhante ao dos cristais de UMS ou PFCD, 
bem como persisitir por até 1 mês após a administração da injeção. 
Na maioria das vezes, apresentam bordas rombudas e denteadas sem 
estrutura de cristal definida, pois são preparados a partir da tritura- 
ção de formas cristalinas maiores. A hexacetonida de triancinolona é 
negativamente birrefringente, porém a maioria dos demais apresenta 
birrefringência positiva. 

Os cristais de colesterol tipicamente aparecem como placas birrefrin- 
gentes irregulares por vezes com cantos chanfrados (Fig. 28.15). Nas 
efusões crônicas (p. ex., artrite tuberculosa, AR, SLE), podem estar 
presentes cristais com forma de agulha ou romboides, similares aos 
cristais de UMS ou PFCD (Ettlinger, 1979). Cristais de colesterol bem 
pequenos (1-5 mícrons), irregulares e com forma de haste ou agulha 
foram identificados em efusões de osteoartrite por análise de difração 
de raios X e por estudos ultraestruturais (Fam, 1981). Os cristais de 
colesterol são solúveis em etanol e éter, e não são fagocitados pelos 
leucócitos. Além disso, quando se trata de cristais de colesterol, a aná- 
lise quantitativa deve mostrar que os níveis encontrados no LS exce- 
dem os níveis plasmáticos. 

Talco de luvas introduzidos durante cirurgias de articulações são vis- 
tos como partículas redondas e fortemente birrefringentes, medindo 5 
a 30 um de diâmetro e aparência de cruz de Malta sob polarização. 

Uma variedade de cristais e particulados de outros tipos pode estar 
presente no LS. Entre estes estão os cristais de imunoglobulina mono- 
clonal ou crioglobulinas, cristais de Charcot-Leyden, fragmentos 
amiloides, fragmentos de cartilagem, fibrilas colágenas e filamentos 
de fibrina, cristais de hematoidina oriundos de hemorragias anterio- 
res, cristais de certos anticoagulantes, esmalte de unha, fragmentos de 
prótese e partículas de poeira (Gatter, 1991). 


Análise bioquímica 


As análises bioquímicas geralmente fornecem apenas informação de 
apoio aos testes de rotina. Uma alta viscosidade pode ser remediada 
pela diluição com solução salina normal, sonicação ou tratamento 
com hialuronidase. Os intervalos de referência para os analitos bio- 
químicos mais importantes são mostrados na Tabela 28.16. 

Teste do coágulo de mucina. A adição de ácido acético ao LS precipita 
o hialuronato em um coágulo de mucina. Este, por sua vez, pode ser 
classificado como bom, regular ou insatisfatório. Um teste de coágu- 
lo de mucina cujo resultado seja classificado regular ou insatisfatório 
reflete a diluição e despolimerização do ácido hialurônico — um acha- 
do inespecífico para várias artrítide inflamatórias. Apesar do interesse 
histórico, a utilidade clínica desse teste é mínima (Baker, 1991). 

Glicose. A interpretação correta dos valores de glicose do LS requer 
a comparação com os níveis séricos, que, de forma ideal, é precedida 
por um jejum de 8 horas para promover o equilíbrio da glicose através 
da membrana sinovial. O diferencial soro-sinóvia resulta em um valor 
abaixo de 10 mg/dL tanto em condições normais como em várias con- 
dições não inflamatórias. Na artrite séptica, essa diferença varia entre 
20 e 60 mg/dL, porém observa-se uma significativa sobreposição com 
outras condições inflamatórias que limita sua utilidade clínica. Com 





Figura 28.15 Cristais de colesterol no líquido sinovial. Luz polarizada. 


Tabela 28.16 Intervalos de referência para constituintes do LS 


Constituinte Líquido sinovial Plasma 

Proteínas totais 1-3 g/dL 6-8 g/dL 
Albumina 55-70% 50-65% 
o.,-globulina 6-8% 3-5% 
@-globulina 5-7% 7-13% 
B-globulina 8-10% 8-14% 
y-globulina 10-14% 12-22% 

Acido hialurônico 0,3-0,4 g/dL 

Glicose 70-110mg/dL 70-110 mg/dL 

Ácido úrico 2-8 mg/dL 2-8 mg/dL 

Lactato 9-29 mg/dL 9-29 mg/dL 


Modificado de Kjeldsberg, CR; Knight, JA: Body Fluids: Laboratory Examination of 
Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3. ed.” American Society for 
Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissão. 


um valor de cutoff de 75 mg/dL, o uso de baixos níveis de glicose para 
detecção de doença articular inflamatória apresenta sensibilidade de 
apenas 20% e uma especificidade de 84% (Shmerling, 1990). 

A glicólise in vitro por ação de grandes números de leucócitos pode 
acarretar uma falsa redução dos valores de glicose do LS, a menos que 
o teste seja realizado dentro de 1 hora após a coleta. Por outro lado, 
tubos contendo fluoreto de sódio — um inibidor da glicólise — previne 
a perda de glicose. 

Proteína. A concentração média de proteínas normal é igual a 1,38 g/ 
dL, em seres vivos voluntários (Weinburger, 1989). Em cadáveres, essa 
concentração é de 1,88 g/dL. A diferença existente entre esses valores 
provavelmente representa as variações metodológicas. Um intervalo de 
referência confiável seria de 1 a 3 g/dL. Diante de uma inflamação cada 
vez mais intensa, proteínas maiores (p. ex., fibrinogênio) entram no 
espaço sinovial. É possível detectar formação espontânea de coágulo 
em amostras coletadas em tubos desprovidos de anticoagulante (teste 
do coágulo de fibrina). A quantificação das proteínas do LS é bastan- 
te inespecífica, apresentando uma sensibilidade aproximada de 52% e 
especificidade de 56% para distúrbios inflamatórios. O conteúdo total 
de proteína em geral não tem utilidade no diagnóstico, tratamento 
nem resultado apresentado pelo paciente (Shmerling, 1990). 

Enzimas. Inúmeras enzimas foram estudas no LS, incluindo LD, 
aspartato aminotransferase, ADA, fosfatases ácida e alcalina, e liso- 
zima, entre outras (Kjeldsberg, 1993). A LD está aumentada na gota 
de AR, nos casos de falha de artroplastia e na artrite infecciosa. Esse 
aumento mais provavelmente reflete a infiltração de neutrófilos. 
Níveis elevados de fosfatase ácida podem ter valor prognóstico negati- 
vo na AR, ainda que sejam inespecificos (Luukkainen, 1989). Embora 
a análise das enzimas do LS atualmente seja considerada irrelevante, 
a quantificação de várias hidrolases pode ter valor preditivo positivo 
significativo no prognóstico da articulação, principalmente na AR. 
Ácidos orgânicos. Quando comparados à artrite monoarticular 
asséptica, os níveis de ácido lático do LS usualmente estão aumenta- 
dos nos pacientes com artrite séptica (Kjeldsberg, 1993). Níveis sig- 
nificativamente maiores que 30 mg/dL (3,7 mmol/L) costumam estar 
associados à artrite séptica causada por cocos Gram-positivos e baci- 
los Gram-negativos. Assim, a quantificação dos níveis de lactato no 
LS pode fornecer evidências provisórias rápidas de infecção em amos- 
tras negativas para coloração de Gram. Essa é uma ocorrência comum 
especialmente diante de bacilos Gram-negativos. Todavia, níveis nor- 
mais ou intermediários não confirmam nem excluem uma infecção. 
Além disso, a artrite gonocócica é conhecida por estar associada a 
níveis normais de lactato no LS (Curtis, 1983). 

Com auxílio da cromatografia gasosa-líquida, a detecção de outros 
ácidos orgânicos que normalmente estão ausentes no LS (p. ex., ácido 
n-valérico, ácido n-hexanoico e ácido succínico) pode ser muito 
útil na diferenciação entre artrite séptica e asséptica (Brook, 1980; 
Borenstein, 1982). 

Ácido úrico. Os níveis de ácido úrico no líquido sinovial em geral (ainda 
que nem sempre) são paralelos aos níveis séricos observados na gota e 


nas artropatias não inflamatórias. Uma exceção são os demais distúrbios 
articulares inflamatórios além da gota, em que os níveis de urato no LS 
podem ser significativamente menores do que no soro correspondente 
(Beutler, 1996). Apresenta valor clínico pouco significativo na análise do 
LS, exceto em alguns casos em que há suspeita de gota sem identificação 
de nenhum cristal (Reeves, 1965). Nesses casos, o aumento dos níveis de 
ácido úrico no LS sustentam o diagnóstico de gota. 

Lipídeos. Diferentemente do plasma, o LS normal contém concentra- 
ções extremamente baixas de lípideos. As anomalias envolvendo lipí- 
deos do LS são: (1) efusões pseudoquilosas ricas em colesterol e tipi- 
camente associadas à AR crônica; (2) gotículas lipídicas, usualmente 
resultantes de traumatismo; e (3) efusões quilosas extremamente raras 
e associadas à AR, SLE, filariose, pancreatite e trauma (Wise, 1987). 
Tais doenças usualmente podem ser diferenciadas em termos clínicos 
e por meio do exame macro- e microscópico. A quantificação de lipi- 
deos atualmente não possui valor clínico na análise do líquido articu- 
lar, exceto nos casos em que cristais de colesterol assemelham-se aos de 
UMS ou PFCD. Em tais circunstâncias, níveis de colesterol maiores que 
os níveis plasmáticos sustentam a presença de cristais de colesterol. 


Estudos imunológicos 


O fator reumatoide (FR) é encontrado na sinóvia de cerca de 60% 
dos pacientes com AR, usualmente em títulos iguais ou um pouco 
menores do que os títulos séricos. Os anticorpos antinucleares (ANA) 
são encontrados no LS de cerca de 70% dos pacientes com SLE e em 
20% dos pacientes com AR. Nenhum deles é específico o bastante para 
uso prático. Os níveis de complemento do LS, que normalmente cor- 
respondem a acerca de 10% dos níveis observados no soro, atingem 
valores equivalentes a 40 — 70% da atividade sérica durante a infla- 
mação, de modo proporcional ao aumento da exsudação proteica. O 
consumo de complemento no SLE e na AR, em particular, resulta em 
níveis inferiores a 30% do conteúdo sérico de complemento. Também 
há diminuição dos níveis de complemento em certos casos de artrite 
bacteriana e induzida por cristais, de modo que sua quantificação é 
impraticável para o diagnóstico de rotina. 


Exame microbiológico 


O transporte imediato de líquido articular e uma boa transmissão 
da suspeita clínica ao laboratório são fatores extremamente importan- 
tes para a rápida identificação de um agente infeccioso. 

A artrite séptica pode ser aguda ou crônica. A coloração de Gram 
e as culturas devem ser realizadas como parte da avaliação de rotina 
do LS. A sensibilidade da coloração de Gram varia de aproximada- 
mente 75% para as infecções por estafilococos, e 50% para a maioria 
dos organismos Gram-negativos, até menos de 25% para as infecções 
gonocócicas (GC) (Goldenberg, 1985). 

A sensibilidade das culturas varia de 75 a 95% para os casos de 
infecção articular não GC em pacientes não submetidos ao tratamen- 
to com antibióticos. Para os pacientes com gonorreia, a sensibilidade 
das culturas é de apenas 10 a 50% (Shmerling, 1994). 

Apesar de não integrar a prática de rotina, o uso da PCR com inicia- 
dores (primers) universais para detecção de DNA bacteriano pode ser 
útil, principalmente quando se trata de patógenos mais exigentes que 
não podem ser cultivados (p. ex., Borrelia burgdorferi, Chlamydia sp., 
Mycoplasma sp.) (Nocton, 1994; Li, 1996). Os vírus com frequência 
estão associados à artrite infecciosa e, dependendo do vírus putativo, 
torna-se necessário realizar sorologia, cultura viral e detecção do DNA 
viral por amplificação de ácido nucleico. 

Dependendo da história clínica, a artrite infecciosa pode estar asso- 
ciada a exposições particulares e a seus patógenos correspondentes. 
A artrite se desenvolve em cerca de 60% dos pacientes com doença 
de Lyme como resultado da exposição a carrapatos infectados com 
Borrelia burgdorferi (Golightly, 1993). O teste de PCR para detecção 
do DNA de B. burgdorferi no LS é positivo em 96% dos casos não tra- 
tados (Nocton, 1994; Exner, 2003). 

Em pacientes com história de viagem ou que trabalham ao ar livre, 
recomenda-se avaliar o líquido/tecido sinovial quanto à presença de 
patógenos fúngicos por coloração KOH/branco de calcoflúor e reali- 
zar cultura em meio seletivo para fungos. Exemplificando, um pacien- 
te com história de viagem recente para o Arizona pode apresentar 


artrite monoarticular secundária ao Coccidioides immitis. Pacientes 
com artrite crônica que apresentam fatores de risco para infecção por 
Mycobacterium tuberculosis ou para infecções não tuberculosas devem 
ser submetidos a uma biópsia sinovial. 

As colorações de Ziehl-Neelsen ou Kinyoun para organismos acidor- 
resistentes apresentam uma sensibilidade de cerca de 20%. As culturas 
para M. tuberculosis resultam positivas em aproximadamente 80% dos 
casos comprovados. Considerando que os métodos de cultura con- 
vencionais para M. tuberculosis com frequência são muito demorados, 
a aplicação da PCR para detecção desse organismo constitui uma téc- 
nica nova e promissora para um diagnóstico mais rápido. A biópsia 
sinovial é recomendada para os casos com suspeita de artrite tuber- 
culosa, com a finalidade de obter um diagnóstico mais rapidamente 
(Verettas, 2003; Titov, 2004). 


Líquido pleural 


A cavidade pleural é um espaço em potencial revestido pelo mesoté- 
lio da pleura visceral e parietal. A cavidade pleural normalmente con- 
tém uma pequena quantidade de líquido que facilita a movimentação 
das duas membranas uma contra a outra. Esse líquido é um filtrado 
de plasma derivado dos capilares da pleura parietal. É produzido con- 
tinuamente a uma taxa dependente da pressão hidrostática capilar, 
pressão oncótica plasmática e permeabilidade capilar. O líquido pleu- 
ral é reabsorvido pelos vasos linfáticos e vênulas da pleura visceral. 

O acúmulo de líquido é denominado efusão e resulta de um desequili- 
brio entre sua produção e reabsorção. Esse acúmulo de líquido nas cavi- 
dades pleural, pericárdica e peritoneal é conhecido como efusão serosa. 


Coleta da amostra 


A toracentese é indicada em qualquer tipo de efusão pleural não 
diagnosticada ou para fins terapêuticos em casos de pacientes que apre- 
sentam efusões massivas sintomáticas. Entretanto, os líquidos serosos 
com frequência não são coletados, manipulados nem testados de uma 
forma totalmente satisfatória. De fato, essa coleta/manipulação inade- 
quada e, por vezes, a realização de subtestes ou de testes inapropriados 
são mais comuns do que com outros líquidos corporais. O laboratório 
muitas vezes recebe uma grande seringa ou garrafa a vácuo que, por sua 
vez, deve ser conduzida aos diversos setores laboratoriais. Além disso, a 
amostra pode conter um grande coágulo de sangue ou fibrina em razão 
do uso inadequado de anticoagulantes ou à própria mistura. 

Com exceção de um tubo contendo EDTA para realização das con- 
tagens celulares total e diferencial, a amostra deve ser coletada em 
tubos heparinizados para evitar a coagulação. Alíquotas de culturas 
de bactérias aeróbias e anaeróbias são melhor inoculadas em meio de 
cultura de sangue junto à cabeceira. Em caso de suspeita de maligni- 
dade, infecção fúngica ou infecção por micobactéria, deve ser utiliza- 
do todo o líquido remanescente (100 mL ou mais) para maximizar 
o rendimento das colorações e cultura. Como as efusões serosas são 
mais indulgentes do que o LCE em termos de manutenção da inte- 
gridade celular, as amostras frescas destinadas à citologia podem ser 
estocadas por até 48 horas na geladeira e, ainda sim, gerar resultados 
satisfatórios. Para medir o pH, o líquido deve ser colhido sob condi- 
ções anaeróbicas em seringa heparinizada e enviado ao laboratório no 
gelo. Amostras grosseiramente purulentas não requerem determina- 
ção do pH e podem entupir o analisador. 


Transudatos e exsudatos 


Há muito se reconhece que a classificação inicial do líquido pleural 
em transudato ou exsudato simplifica enormemente o processo pelo 
qual um diagnóstico final correto é alcançado. Além disso, essa classi- 
ficação determina a necessidade de realizar ou não novos testes. 

Os transudatos em geral são bilaterais, em razão das condições sis- 
têmicas que conduzem ao aumento da pressão hidrostática capilar ou 
à diminuição da pressão oncótica plasmática (Tab. 28.17). As efusões 
malignas, com menor frequência, podem ser transudativas em decor- 
rência da presença concomitante de uma condição clínica que gere 
confusão, como a insuficiência cardíaca congestiva (Ashchi, 1998). Os 
exsudatos são mais frequentemente unilaterais, associados a distúr- 
bios localizados que aumentam a permeabilidade vascular ou interfe- 
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rem na reabsorção linfática (Tab. 28.17). 
Testes recomendados 


A avaliação de líquidos corporais serosos (pleural, pericárdico, peri- 
toneal) é direcionada primeiramente no sentido de diferenciar as efu- 
sões transudativas das exsudativas. Em geral, os transudatos dispen- 
sam outras formas de work up. Todavia, o líquido deve permanecer 
retido por 7 a 10 dias se houver necessidade de realizar novos testes. 
Para separar ambos, foram propostos diversos parâmetros bioquimi- 
cos, embora nenhum deles tenha 100% de acurácia (Tab. 28.18). 

O ensino tradicional enfatiza que os exsudatos e transudatos podem 
ser distinguidos com base em suas concentrações de proteínas totais. 
Assim, concentrações acima e abaixo de 3 g/dL definem, respectiva- 
mente, exsudatos e transudatos. No entanto, o uso apenas da concen- 
tração de proteínas resulta na classificação errada de ambos em cerca 
de 30% dos casos (Melsom, 1979). Atualmente, é bem aceito o fato de 
a combinação de testes aumentar a sensibilidade (qualquer parâmetro 
positivo indica um exsudato), melhorar a acurácia e constituir a base 
de um critério de Light bem estabelecido (Light, 1972). Do mesmo 
modo, um exsudato cumpre um ou mais dos seguintes critérios: (1) 
proporção de proteínas no líquido pleural/soro maior que 0,5; (2) 
proporção de LD no líquido pleural/soro maior que 0,6; e (3) níveis 
de LD no líquido pleural maiores que o equivalente a 2/3 do limite 
máximo normal dos níveis séricos. A sensibilidade e especificidade 


Tabela 28.17 Classificação das efusões pleurais 


Transudatos: pressão hidrostática aumentada ou pressão oncótica plasmática 
diminuída 
Insuficiência cardíaca congestiva 
Cirrose hepática 
Hipoproteinemia (p. ex., síndrome nefrótica) 
Exsudatos: permeabilidade capilar aumentada ou reabsorção linfática diminuída 
Infecções 
Pneumonia bacteriana 
Tuberculose, outras doenças granulomatosas (i. e., sarcoidose, histoplasmose 
etc.) 
Pneumonia viral ou por micoplasma 
Neoplasmas 
Carcinoma broncogênico 
Carcinoma metastático 
Linfoma 
Mesotelioma (aumento do conteúdo de hialuronato do líquido de efusão) 
Infarto pulmonar (pode estar associado à efusão hemorrágica) 
Doença inflamatória não infecciosa envolvendo a pleura 
Doença reumatoide (baixos níveis de glicose no líquido pleural, na maioria dos 
casos) 
Lúpus eritematoso sistêmico (células LE ocasionalmente presentes) 
Líquido proveniente de fontes extrapleurais 
Pancreatite (atividade de amilase elevada no líquido de efusão) 
Esôfago rompido (atividade de amilase elevada e pH baixo) 
Urinotórax (creatinina elevada e pH baixo) 


Tabela 28.18 Critérios laboratoriais para exsudato de líquido pleural 


Proporção de proteínas do líquido pleural/soro 
Proporção de LD do líquido pleural/soro 
LD do líquido pleural 


2 0,50 

2 0,60 

2 */3 do limite máximo dos 
níveis séricos de LD normais 


Colesterol do líquido pleural > 45 mg/dL 
Proporção de colesterol do líquido pleural/soro 2 0,30 
Gradiente de albumina soro-líquido pleural < 1,2 g/dL 
Proporção de bilirrubina do líquido pleural/soro 2 0,60 


LD = lactato desidrogenase. 


aproximadas são, respectivamente, 98 e 80%. 

Vários relatos subsequentes sustentam os critérios de Light como 
sendo o método mais confiável para diferenciar transudatos de exsu- 
datos (Peterman, 1984; Burgess, 1995; Gazquez, 1998; Assi, 1998). 

Foram propostas diversas determinações alternativas para diferen- 
ciar exsudatos e transudatos. O teste de colesterol total, o gradiente de 
albumina ou uma combinação da LD com o colesterol total podem 
discriminar efusões associadas a resultados equivocados baseados nos 
critérios de Light. Exemplificando, o gradiente de albumina é reco- 
mendado para confirmar um transudato clínico erroneamente clas- 
sificado como exsudato com base nos critérios de Light (Light, 1997). 
Ou seja, níveis séricos de albumina acima de 1,2 g/dL e mais altos do 
que os níveis presentes no líquido pleural indicam se tratar de um 
transudato (Burgess, 1995). Em muitos desses casos, o paciente passa 
por uma diurese. Outras combinações de testes têm mostrado desem- 
penho equivalente e não superior ao dos critérios de Light. 

Alguns testes, como a combinação das determinações de LD e coles- 
terol no líquido pleural, podem ser mais convenientes e apresentar uma 
melhor relação custo-beneficio por dispensarem a necessidade de rea- 
lizar exames de sangue simultâneos (Costa, 1995). A quantificação de 
bilirrubina não é um forte discriminador das efusões (Heffner, 1997). 

Uma análise mais aprofundada do exsudato é destinada a excluir a 
presença de malignidade e infecção. A citologia e as colorações de bac- 
térias apropriadas constituem os testes de maior utilidade para esse 
fim. Além disso, como os níveis de DNA presentes no líquido pleural 
estão significativamente aumentados nos exsudatos, a análise quanti- 
tativa pode ser um novo método efetivo de avaliação das causas etio- 
lógicas das efusões serosas (Chan, 2003). Os testes recomendados para 
avaliação dessas efusões estão resumidos na Tabela 28.19. O tipo de 
teste solicitado e a interpretação dos resultados dos testes devem estar 
sempre correlacionados aos achados clínicos e ao diagnóstico diferen- 
cial. As contagens de leucócitos totais, diferencial e de hemácias têm 
utilidade limitada na avaliação das efusões serosas. 


Exame macroscópio 


Os transudatos são tipicamente límpidos, de cor variável entre o 


Tabela 28.19 Efusão pleural: testes recomendados 


Testes de rotina 

Exame geral 

Proporção de proteínas do líquido pleural/soro 
Proporção de LD do líquido pleural/soro 
Exame de esfregaco corado por Romanowski (células malignas, células LE) 
Testes úteis para a maioria dos pacientes 
Colorações e culturas para microrganismos 
Citologia 

Testes úteis em casos especiais 

Colesterol do líquido pleural 

Proporção de colesterol do líquido pleural/soro 
Gradiente de albumina 

pH 

Lactato 

Enzimas (ADA, amilase, LD) 

Interferon-y 

Proteina C-reativa 

Análise de lipídeos 

Marcadores tumorais 

Estudos imunológicos 

Ácido tuberculoesteárico 

Biópsia pleural 


ADA = adenosina deaminase; LD = lactato desidrogenase. 


Modificado de Kjeldsberg, CR; Knight, JA: Body Fluids: Laboratory Examination of 
Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3. ed. & American Society for 
Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissão. 


amarelo-claro e o palha, inodoros e não coaguláveis. Cerca de 15% 
dos transudatos são tingidos pelo sangue. Uma efusão pleural san- 
guinolenta (hematócrito > 1%) sugere a ocorrência de traumatismo, 
malignidade ou infarto pulmonar (Jay, 1986). Uma punção traumá- 
tica é sugerida pela distribuição irregular de sangue, clareamento do 
líquido com a continuidade da aspiração ou formação de pequenos 
coágulos de sangue. Um hematócrito de líquido pleural superior a 
50% do valor do hematócrito sanguíneo constitui boa evidência de 
um hemotórax (Light, 1995). 

Os exsudatos podem ser grosseiramente parecidos com os transu- 
datos, contudo a maioria apresenta graus variáveis de opacidade ou 
turvação e por vezes coagula se não for heparinizada. Um odor fecal 
pode ser detectado em casos de infecção por organismos anaeróbios. 
Amostras turvas, leitosas e/ou sanguinolentas devem ser centrifuga- 
das e ter o sobrenadante examinado. Se esse sobrenadante for límpido, 
é mais provável que a turvação seja devida à presença de elementos 
celulares ou debris. Se a turvação persistir após a centrifugação, é pro- 
vável que se trate de uma efusão quilosa ou pseudoquilosa. 

Efusões quilosas verdadeiras são produzidas por vazamentos a par- 
tir do ducto torácico, causados pela obstrução decorrente de um lin- 
foma, carcinoma ou ruptura traumática. A presença de uma camada 
superficial cremosa de quilomicrons constitui a forma mais comum 
de efusão pleural em recém-nascidos. 

As efusões pseudoquilosas ou quiliformes podem ter aspecto leito- 
so, esverdeado ou “pintado de ouro”. Elas se acumulam gradualmen- 
te com a quebra dos lipídeos celulares em efusões de longa duração, 
como ocorre na pleurite reumatoide, tuberculose ou mixedema. A 
Tabela 28.20 resume as características que diferenciam as efusões qui- 
losas verdadeiras das efusões pseudoquilosas. 


Exame microscópico 


Contagens celulares. As contagens de leucócitos não são confiáveis 
quanto à separação entre transudatos (< 1.000 células/uL) e exsu- 
datos (> 1.000 células/uL). Embora contagens de hemácias acima de 
100.000 células/uL sejam altamente sugestivas de malignidade, trau- 
matismo ou infarto pulmonar, apresentam pouco valor prático. 
Citologia e contagem de leucócitos diferencial. O exame deve ser 
realizado em um esfregaço corado, de preferência preparado por 
citocentrofugação e coloração de Romanowsky seca ao ar. De fato, 
o exame realizado por um laboratório de hematologia pode ser alta- 
mente efetivo quanto à detecção de células malignas, em especial de 
malignidades hematológicas (Kendall, 1997). A filtração ou os méto- 
dos de concentração automatizados com coloração de Papanicolau 
também podem ser utilizados, principalmente diante da preocupa- 
ção com perda de células. 

A análise citológica estabelece o diagnóstico de carcinoma metastá- 


Tabela 28.20 Aspectos característicos de efusões quilosas e 
pseudoquilosas 


Aspecto Quilosa Pseudoquilosa 
Inicio Repentino Gradual 
Aparência Leitosa-esbranquiçada, Leitosa ou esverdeada, 


ou amarela a sanguinolenta brilho metálico 


Exame microscópico Linfocitose Reação celular mista, 
cristais de colesterol 
Triglicerideos** 2 110 mg/dL < 50 mg/dL 
(> 1,24 mmol/L) (< 0,56 mol/L) 


Ausência de 
quilomicrons 


Eletroforese de 
lipoproteínas 


Presença de 
quilomicrons 


* Os valores entre parênteses estão em unidades do SI. 

' Níveis de triglicerídeos entre 50 e 110 mg/dL são duvidosos e requerem avaliação por 
eletroforese para confirmação do quilotérax. 

Modificado de Kjeldsberg, CR; Knight, JA: Body Fluids: Laboratory Examination of 
Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3. ed.” American Society for 
Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissão. 


tico em pelo menos 70% dos casos em que tanto os esfregaços como 
os blocos de células são examinados (Light, 2002). Entretanto, a sen- 
sibilidade é bem menor nos casos de mesotelioma (10%), carcinoma 
de células escamosas (20%), linfoma (25-50%) ou sarcoma (25%). O 
preparo de blocos de células é desnecessário, exceto quando se trata de 
efusões para as quais a presença de malignidade constitui importante 
consideração (Jonasson, 1990). 

As células mesoteliais são comuns no líquido pleural obtido a partir 
de processos inflamatórios (Fig. 28.16). Contudo, são conspicuamente 
escassas em amostras provenientes de pacientes com pleurisia tuber- 
culosa, enfisema e pleurite reumatoide, bem como de pacientes que 
tiveram pleurodese. A ocorrência de deposição de fibrina e fibrose em 
tais condições previne a exfoliação das células mesoteliais. Células de 
carcinoma bem diferenciadas podem ser facilmente reconhecidas (Fig. 
28.17), caso contrário podem estar altamente indiferenciadas (Fig. 
28.18). À confirmação do resultado pode necessitar da elaboração de 
um painel de colorações imunocitoquímicas. 

Os neutrófilos predominam no líquido pleural obtido de pacientes 
com inflamação pleural (Tab. 28.21). Mais de 10% dos transudatos 
também apresentam predominância de neutrófilos, contudo esse 
achado é desprovido de significado clínico. 

Os linfócitos predominam nos distúrbios listados na Tabela 28.21. 
A maioria são células pequenas, porém é possível encontrar varian- 
tes de tamanho médio, grande e reativas (transformadas). Os nuclé- 
olos e a clivagem nuclear são mais proeminentes nas efusões do que 
no sangue periférico. Também podem ser encontrados plasmócitos. 
A ocorrência de linfocitose associada aos transudatos não possui sig- 








Figura 28.18 Células indiferenciadas de carcinoma pulmonar, mostrando a típica 
modelagem nuclear. 
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Tabela 28.21 Diferencial de células das efusões pleurais 


Neutrofilia (> 50%) 

Pneumonia bacteriana (efusão parapneumônica) 
Infarto pulmonar 

Pancreatite 

Abscessos subfrênicos 

Tuberculose precoce 

Transudatos (acima de 10%) 

Linfocitose (> 50%) 

Tuberculose (as células mesoteliais são raras) 
Infecção viral 

Malignidade 

Quilotórax verdadeiro 

Pleurite reumatoide 

Lúpus eritematoso sistêmico 

Efusões urêmicas 

Transudatos (cerca de 30%) 

Eosinofilia (> 10%) 

Pneumotorax (ar no espaco pleural) 

Trauma 

Infarto pulmonar 

Insuficiéncia cardiaca congestiva 

Infecção (especialmente parasíticas, fúngicas) 
Síndromes de hipersensibilidade 

Reação a fármacos 

Doenças reumatológicas 

Doença de Hodgkin 

Idiopática 


nificado clínico. 

Pode ser difícil distinguir os linfomas não Hodgkin ou a leucemia 
linfocítica crônica (LLC) dos casos de efusões serosas ricas em linfóci- 
tos benignas (Fig. 28.19). 

A imunofenotipagem por citometria de fluxo ou imunocitoquimi- 
ca, aliada à análise da morfologia celular, costuma ajudar a estabelecer 
o diagnóstico correto. As proporções relativas de células T, B e cadeias 
leves são, por si mesmas, indefinidas para serem utilizadas na separa- 
ção das formas benignas e malignas de exsudatos (Ibrahim, 1989). 

Uma efusão eosinofílica é aquela que contém ao menos 10% de eosi- 
nófilos. Suas causas mais comuns estão relacionadas à presença de ar 
ou sangue na cavidade pleural (Tab. 28.21). A maioria são exsudatos, 
entretanto sua etiologia permanece desconhecida em cerca de 35% 
dos pacientes (Adelman, 1984). Embora não tenha muita utilidade no 
diagnóstico da causa de uma efusão, a eosinofilia parece estar inde- 
pendentemente associada a sobrevidas mais longas (Rubins, 1996). 
Um pequeno número de mastócitos ou basófilos com frequência acom- 
panha os eosinófilos. Também podem ser vistos cristais de Charcot- 
Leyden derivados de eosinófilos. 


Análise bioquímica 


Proteína. A quantificação do conteúdo total de proteínas ou albumina 
do líquido pleural tem pouco valor clínico, exceto quando combinada 
a outros parâmetros para diferenciar os exsudatos dos transudatos. A 
eletroforese de proteínas mostra um padrão semelhante ao do soro, a 
não ser pela maior proporção de albumina. Sua importância para o 
diagnóstico diferencial é pequena (Light, 1995). 

Glicose. Os níveis de glicose do líquido pleural normal, transudatos 
e da maioria dos exsudatos são semelhantes aos observados no soro. 
Níveis de glicose reduzidos no líquido pleural (abaixo de 60 mg/dL 
ou 3,33 mmol/L) ou uma proporção de conteúdo de glicose no líqui- 
do pleural/soro inferior a 0,5 são mais consistentes e dramáticas na 
pleurite reumatoide e nos exsudatos parapneumônicos grosseiramen- 
te purulentos (Sahn, 1982). Baixos níveis de glicose no líquido pleural 





Figura 28.19 Efusao pleural em paciente com linfoma não Hodgkin, do tipo 
pequeno linfocítico. (De Kjeldsberg, CR; Knight, JA: Body Fluids: Laboratory 
Examination of Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3. ed. 
C American Society for Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissão.) 


também são observados nos casos de malignidade, tuberculose, infec- 
ções bacterianas não purulentas, pleurite lúpica e ruptura esofágica. 
Lactato. Os níveis de lactato no líquido pleural podem ter utilidade 
como adjuntos no diagnóstico rápido da pleurite infecciosa. Esses 
níveis são significativamente mais altos nas infecções pleurais bacte- 
rianas e tuberculosas, comparado ao que se observa em outras efu- 
sões pleurais. Elevações moderadas em geral são observadas nas efu- 
sões malignas (Brook, 1980). Valores acima de 90 mg/dL (10 mmol/L) 
apresentam um valor preditivo positivo de 94% para pleurite infeccio- 
sa, e um valor preditivo negativo de 100% (Gastrin, 1988). 

Enzimas. À elevação dos níveis de amilase a valores acima dos níveis 
séricos (em geral, de 1,5—2 vezes ou mais) indica a ocorrência de pan- 
creatite, ruptura esofágica ou efusão maligna (Light, 1973). A con- 
centração aumentada de amilase decorrente de ruptura esofágica ou 
malignidade constitui a isoforma salivar, que a diferencia da amilase 
pancreática (Kramer, 1989). 

Os níveis de LD no líquido pleural aumentam de forma proporcional 
ao grau de inflamação. Além de seu uso na separação entre exsudatos 
e transudatos, o declínio dos níveis de LD no decorrer de uma efusão 
indica que o processo inflamatório está sendo resolvido. Ao contrário, 
quando esses níveis aumentam, significa que a condição está piorando 
e requer work up ou tratamento agressivo. A análise das isozimas da 
LD pode ser útil no diagnóstico de exsudatos problemáticos, contudo, 
não costuma ser recomendada (Lossos, 1997). 

A ADA, particularmente abundante nos linfócitos T, sofre um 
aumento significativo na pleurite tuberculosa. Na tuberculose, níveis 
de 50 U/L estão associados a uma sensibilidade de 91%, especificidade 
de 81%, valor preditivo positivo de 84%, valor preditivo negativo de 
89% e eficiência de 86% (Burgess, 1996). Diante de uma proporção 
linfócito/neutrófilo > 0,75, esses porcentuais são de 88, 95, 95, 88 e 
92%, respectivamente. Níveis de ADA 2 40 U/L são detectados em 
cerca de 99,6% dos pacientes com pleurite tuberculosa confirmada 
(Lee, 2001). Entretanto, em pacientes cujos líquidos pleurais são ricos 
em linfócitos em razão de causas não tuberculosas, níveis de ADA 
inferiores a 40 U/L são encontrados em 97,1% dos casos. 
Interferon-y (INF-y). Os níveis de INF-y aumentam significativamen- 
te no líquido pleural de pacientes com pleurite tuberculosa. Níveis 
3,7 UI/L apresentam sensibilidade de 99% e especificidade de 98% 
(Villena, 1996a). A sensibilidade do teste não é diferente entre pacien- 
tes positivos e negativos para HIV. Apenas cerca de 20% dos pacientes 
com efusões derivadas de malignidades hematológicas apresentam 
níveis de INF-y ligeiramente maiores que 3,7 UI/L (Villena, 2003a). 
pH. A determinação do pH do líquido pleural apresenta maior pre- 
cisão diagnóstica na avaliação do prognóstico de efusões parapneu- 
mônicas (relacionadas à pneumonia) (Heffner, 1995). Um exsudato 
parapneumônico com pH > 7,3 em geral se resolve apenas com a tera- 
pia médica. Um pH < 7,2 indica a presença de ume efusão parapneu- 
monica complicada (loculada ou associada ao empiema), necessitan- 
do de drenagem cirúrgica. 

Pacientes com exsudatos limítrofes complicados (pH 7,2-7,3) 
podem ser assistidos de perto pelas determinações repetitivas. Níveis 
pleurais de glicose abaixo de 60 mg/dL (3,33 mmol/L) concomitantes, 
por outro lado, sugerem fortemente a ocorrência de empiema imi- 


nente. Pleurite reumatoide e efusões malignas com resposta precária à 
pleurodese também são condições em que o pH está abaixo de 7,2 e os 
níveis de glicose são baixos (Rodriguez-Panadero, 1989). Um pH < 6 
caracteriza ruptura esofágica, embora nos casos severos de empiema o 
pH também possa ser menor ou igual a 6 (Good, 1980). 

O urinotórax — uma coleção de urina provavelmente produzida por 

drenagem linfática de acúmulos perirrenais na cavidade pleural — tam- 
bém está associado a um líquido pleural com pH < 7,3. Essas efusões 
são transudativas em razão do baixo conteúdo proteico, apresentam 
odor de urina e seus níveis de creatinina são maiores do que aqueles 
do soro colhido simultaneamente (Miller, 1988). 
Lipídeos. Algumas efusões serosas parecem ser quilosas (i. e., têm 
aspecto leitoso), ainda que não sejam (pseudoquilosas). Outras, ao 
contrário, podem não parecer quilosas e o são. Embora os líquidos 
pseudoquilosos possam ser parcialmente produzidos pelo número 
aumentado de leucócitos e debris necróticos, na verdade se devem pri- 
mariamente à presença de uma concentração aumentada de comple- 
xos lecitina-globulina. Uma efusão quilosa verdadeira apresenta qui- 
lomícrons na origem em análises eletroforéticas de lipoproteínas. As 
quantificações de lipídeos também são úteis na identificação das efu- 
sões quilosas (Staats, 1980). Sendo assim, níveis de triglicerídeos acima 
de 110 mg/dL no líquido pleural indicam a presença de um efusão qui- 
losa. Valores da ordem de 60 a 110 mg/dL (0,68-1,24 mmol/L) são mais 
incertos e requerem a realização de uma eletroforese de lipoproteínas 
para confirmação de um quilotórax. Efusões não quilosas e pseudoqui- 
losas em geral apresentam níveis de triglicerídeos abaixo de 50 mg/dL 
(0,56 mmol/L) e ausência de quilomicrons à eletroforese (Tab. 28.20). 

As quantificações de colesterol podem ser úteis para separar transuda- 
tos de exsudatos, em especial se houver dúvidas referentes aos critérios 
de Light. Valores de colesterol > 54 mg/dL e uma proporção de coleste- 
rol no líquido pleural/soro > 0,32 apresentam, cada um, sensibilidade e 
especificidade bastante semelhantes àquelas dos critérios de Light (Suay, 
1995). Níveis elevados e presença de cristais de colesterol podem ser 
detectados em pacientes com efusões pleurais há vários anos. 

Proteína C reativa (CRP). A CRP presente no líquido pleural mui- 
tas vezes tem utilidade clínica como teste de triagem de doenças 
que afetam órgãos, índice de atividade de doenças e medida da res- 
posta à terapia (Castano, 1992). Foi relatado que níveis de CRP > 30 
mg/L no líquido pleural apresentam uma sensibilidade de 93,7%, 
especificidade de 76,5% e valor preditivo positivo de 98,4% nas infec- 
ções parapneumônicas (Turay, 2000). A média dos valores de CRP vale 
aproximadamente 90 mg/L nas infecções parapneumônicas, compa- 
rada às médias de 26 e 23 mg/L observadas nas efusões tuberculosa e 
maligna, respectivamente. 

Ácido tuberculoesteárico (TSA, ácido 10-metiloctadecanoico). O TSA 
foi isolado pela primeira vez a partir do bacilo Mycobacterium tubercu- 
losis. Esse ácido graxo é um componente estrutural das micobactérias e 
normalmente está ausente nos tecidos humanos. Com auxílio da cro- 
matografia gasosa/espectroscopia de massa, o TSA foi quantificado em 
amostras de escarro, lavados brônquicos e líquido pleural provenientes 
de pacientes com tuberculose pulmonar (Muranishi, 1990). Nesse caso, 
o TSA presente no líquido pleural foi identificado em 24 (75%) dos 
32 pacientes com tuberculose ativa. As amostras de lavado brônqui- 
co resultaram positivas para TSA em 15 dos 22 casos estudados. Em 
pacientes com outros distúrbios pulmonares, níveis detectáveis foram 
encontrados somente em 4 de um total de 46 amostras de líquido 
pleural, e em 3 dentre 69 amostras de lavado brônquico. Um estudo 
de menores proporções realizado posteriormente relatou os seguintes 
percentuais referentes ao TSA do líquido pleural: 54% de sensibilidade, 
80% de especificidade, valor preditivo positivo de 75%, valor preditivo 
negativo de 61% e eficácia de 66% (Yorgancioglu, 1996). 

Marcadores tumorais. Apesar de não serem recomendados para tes- 
tes de rotina, vários marcadores tumorais com frequência têm utilida- 
de auxiliar nos casos enigmáticos de exsudatos não inflamatórios de 
citologia negativa. Diversos marcadores tumorais, em especial CEA, 
CA 15-3, CA 549, CA 72-4 e CYFRA 21-1, entre outros, têm sido estu- 
dados no líquido pleural. O CEA provavelmente é o marcador isolado 
mais útil para os casos de adenocarcinoma, porém relatos mostram 
que seus valores de cutoff variam consideravelmente. A sensibilidade 
do CEA para efusões malignas varia dependendo da origem do tumor, 
e corresponde cerca de 50% no geral. Embora as efusões parapneu- 


mônicas complicadas possam resultar na elevação dos níveis de CEA 
(Garcia-Pachon, 1997), costumam não ser problemáticas em termos 
de distinção clínica. 

O uso de combinações de marcadores tumorais aumenta a acurácia 
diagnóstica. Sendo assim, uma combinação de CEA, CA 15-3 e CA 
72-4 apresenta acurácia de 90%, sensibilidade de 78%, especificidade 
de 95%, valor preditivo positivo de 88% e valor preditivo negativo de 
91% (Villena, 1996b). De modo semelhante, a combinação CA 15-3 e 
CEA apresenta acurácia de 87% (Romero, 1996). Uma combinação de 
CA 549, CEA e CA 15-3 possui sensibilidade de 65%, especificidade 
de 99% e acurácia de 85% (Villena, 2003b). O uso do fragmento 19 da 
citoqueratina (CYFRA 21-1) também pode ser útil quando combina- 
do aos demais marcadores tumorais. 

Outros marcadores tumorais também podem ser úteis ao diagnóstico 
de efusões inexplicáveis. Um aumento marcante dos níveis de antígeno 
específico da próstata (PSA) no líquido pleural, por exemplo, conduziu 
ao diagnóstico correto de um paciente com câncer de próstata metastá- 
tico que apresentava anemia severa, edema periférico e efusões pleural 
e pericárdica negativas ao exame citológico (Chin, 1999). 


Estudos imunológicos 


Aproximadamente 5% dos pacientes com AR e 50% daqueles com 
SLE desenvolvem efusões pleurais em algum momento, no decorrer 
da doença. 

E comum detectar FR em efusões pleurais associadas à AR soropo- 
sitiva. Embora títulos > 1:320 no líquido pleural de indivíduo com 
AR conhecida constituam evidência razoável de pleurite reumatoide 
(Halla, 1980), títulos de FR elevados de até 1:1.280 foram detectados 
em 41% dos pacientes com pneumonia bacteriana, 20% dos pacientes 
com efusões malignas e 14% dos pacientes com tuberculose. Esse fato 
torna irrelevante o teste de detecção de FR de rotina (Levine, 1968). 

Os títulos de ANA podem ser úteis no diagnóstico das efusões produ- 
zidas por pleurite lúpica, apresentando uma sensibilidade aproximada 
de 85% com um título de cutoff de 1:160 (Good, 1983). Por outro lado, 
a especificidade desse teste não é alta porque a elevação dos títulos de 
ANA também é detectada em outras condições. Por isso, os títulos de 
ANA no líquido pleural são desprovidos de utilidade clínica. 

Níveis reduzidos de complemento (CH50 < 10 U/mL ou níveis de C4 
abaixo de 10 x 10” U/g de proteína) estão presentes na maioria dos 
pacientes com pleurite reumatoide ou lúpica (Hunder, 1972; Halla, 
1980). Todavia, as quantificações de complemento não são altamente 
específicas e têm pouco valor para o diagnóstico de rotina, ainda que 
possam ser úteis ao diagnóstico de efusões, de outro modo, enigmá- 
ticas. 


Exame microbiológico 


As bactérias mais comumente associadas a efusões parapneumô- 
nicas são Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, estrep- 
tococos B-hemolíticos do grupo A, estreptococos-y e alguns bacilos 
Gram-negativos. Bactérias anaeróbias são isoladas em uma proporção 
significativa de casos, de modo que é necessário realizar ambas as cul- 
turas — aeróbica e anaeróbica. A coloração de Gram apresenta sensibi- 
lidade de aproximadamente 50% (Ferrer, 1999). 

Para pacientes com suspeita de M. tuberculosis, a coloração direta das 
efusões tuberculosas para detecção de bactérias acidorresistentes apre- 
senta uma sensibilidade de 20 a 30%. São encontradas culturas positivas 
em 50 a 70% dos casos (Baer, 2001). A biópsia pleural rende o maior 
porcentual de sensibilidade em culturas (50-75%) e pode fornecer 
um rápido diagnóstico provável de tuberculose por meio da demons- 
tração histopatológica de granulomas ou bactérias acidorresistentes. A 
combinação de culturas e colorações acidorresistentes à biópsia pleural 
aumenta a sensibilidade para aproximadamente 95% (Jay, 1986). 

A análise da ADA pode fornecer rápidas evidências bioquímicas de 
efusões tuberculosas, independentemente do status de HIV (Burgess, 
1996; Riantawan, 1999; Lee, 2001). Enquanto a isozima ADA-2 é pro- 
duzida por linfócitos ativados durante a tuberculose, nos casos sem 
tuberculose são observadas apenas elevações discretas de sua concen- 
tração nas efusões pleurais ricas em linfócitos. Todavia, a prevalência 
relativamente baixa da pleurisia tuberculosa na América do Norte 
antecipa uma taxa menor de valores preditivos positivos, em compa- 
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ração aos excelentes resultados registrados nas literaturas asiática e 
europeia, onde a tuberculose é mais comum. Além disso, o método 
colorimétrico de Giusti, pelo qual é derivada a maior parte dos dados 
referentes à ADA, infelizmente não está amplamente disponível nos 
Estados Unidos (Roth, 1999). 

A concentração de INF-y do líquido pleural também aumenta signi- 
ficativamente na pleurisia tuberculosa e sua determinação pode ser útil 
em certos casos, já que independe do status do HIV e sofre apenas um 
aumento modesto nas malignidades hematológicas (Villena, 2003). 


Líquido pericárdico 


Normalmente, o espaço pericárdico contém 10 a 50 mL de liqui- 
do produzido em um processo transudativo, semelhante ao líquido 
pleural. As efusões pericárdicas são mais frequentemente causadas por 
infecções virais, dentre as quais a infecção por enterovírus é a mais 
comum. Também podem se desenvolver como resultado de infecções 
bacterianas, tuberculosas ou fúngicas, doenças autoimunes, insufi- 
ciência renal, infarto do miocárdio, lesão mediastínica, efeitos pro- 
duzidos por vários fármacos, ou podem ser idiopáticas (Tab. 28.22). 
Pacientes infectados pelo HIV comumente apresentam efusões peri- 
cárdicas assintomáticas, que podem ser tornar maiores com o avan- 
ço da doença (Silva-Cardosa, 1999). Muitos dos testes laboratoriais 
recomendados que foram descritos para o líquido pleural também são 
pertinentes às efusões pericárdicas (Tab. 28.19). 


Coleta da amostra 


Efusões pericárdicas de etiologia conhecida, ou efusões amplas com 
sinais de tamponamento cardíaco, em geral são enviadas ao laborató- 
rio para serem examinadas. As amostras de líquido podem ser obti- 
das por pericardiotomia seguida de uma toracotomia restrita, ou por 
pericardiocentese (aspiração com agulha estéril). 

O líquido pericárdico normal tem cor amarela-clara e é límpido. 
Efusões amplas (> 350 mL) são mais frequentemente causadas por 
malignidades ou uremia, ou são idiopáticas. No tamponamento car- 
díaco associado ao HIV, 45% das efusões são idiopáticas, enquanto as 
efusões tuberculosas e bacterianas correspondem, cada qual, a apro- 
ximadamente 20% dos casos (Chen, 1999). Infecções ou malignida- 
des tipicamente produzem efusões turvas. Já as efusões decorrentes de 
uremia costumam ser límpidas e exibir cor de palha. Estes, além de 
tantos outros distúrbios, podem acarretar efusões hemorrágicas. 

Um líquido similar ao sangue e que tenha sido obtido por pericardio- 
centese pode representar tanto uma efusão hemorrágica como a aspira- 
ção descuidada de sangue a partir do coração. O sangue obtido a partir 
da câmara cardíaca apresenta hematócrito comparável ao do sangue 
periférico, sendo que a análise de seus gases gera resultados semelhantes 
àqueles obtidos com amostras de sangue venoso ou arterial. Em contras- 
te, o hematócrito de uma efusão hemorrágica costuma ser mais baixo 
do que o hematócrito do sangue periférico. O pH e a PO, são mais bai- 
xos, enquanto a PCO, é mais alta do que no sangue venoso ou arterial 
(Mann, 1978). O sangue oriundo de punção cardíaca coagula, porém o 
mesmo não ocorre, comumente, com uma efusão hemorrágica. 

Um aspecto leitoso sugere a presença de efusão quilosa ou pseudo- 
quilosa. A identificação e diferenciação dessas efusões são discutidas 
na seção sobre líquido pleural. 


Exame macroscópico 


Embora seja bastante comum, a síndrome pós-pericardiotomia é uma 
complicação inespecífica da cirurgia cardíaca (ou de outros danos 
cardíacos) que se desenvolve em alguns dias ou semanas após a lesão 
inicial. É marcada pelo desenvolvimento de febre, dor torácica pleurí- 
tica e outros sintomas pleurais, pericárdicos e, menos frequentemente, 
inflamação pulmonar. As efusões pleurais exsudativas se desenvolvem 
em mais de 80% dos casos. Muitas vezes, seu aspecto varia entre seros- 
sanguinolento e hemorrágico, o pH é tipicamente maior que 7,4 e os 
níveis de glicose permanecem normais (Stelzner, 1983). Não há testes 
diagnósticos específicos para essa síndrome e, assim, seu diagnóstico 
se dá por exclusão clínica. Embora sua etiologia seja incerta, o curso 
no decorrer do tempo, a presença de anticorpos antimiocárdio e a res- 
posta à terapia anti-inflamatória sugerem que se trata de um processo 


Tabela 28.22 Etiologia das efusões pericárdicas 


Idiopática (mais frequentemente viral) Falência renal 


Infecção Hemorragia 
Bactérias Trauma 
Tuberculose Terapia anticoagulante 
Fungos Vazamento de aneurisma aórtico 
Vírus Distúrbios autoimunes 
Associada a AIDS (geralmente viral) Hipotireoidismo 
Neoplasma Artrite reumatoide 
Carcinoma metastático Lúpus eritematoso sistêmico 
Linfoma Doença intestinal inflamatória 
Fármacos Granulomatose de Wegener 
Hidralazina Infarto agudo do miocárdio 
Procainamida Radioterapia 
Fenitoína 











AIDS = sindrome da imunodeficiência adquirida. 


imunomediado. Níveis aumentados de anticorpos antimiocárdio em 
relação ao observado no soro, redução dos níveis de complemento e 
formação de imunocomplexos foram constatados no líquido pleural 
de um único paciente que apresentava a síndrome (Kim, 1996). 


Exsudatos e transudatos 


Até pouco tempo, os critérios adotados para diferenciar exsudatos 
de transudatos não haviam sido cuidadosamente estudados nas efu- 
sões pericárdicas. De acordo com os critérios de Light, um exsudato 
pleural apresenta uma ou mais das seguintes características: propor- 
ção de proteínas no líquido pleural/soro > 0,5; proporção de LD no 
líquido pleural/soro > 0,6; e níveis de LD no líquido pleural > 200 
U/L. A aplicação dos critérios de Light ao líquido pericárdico tem se 
mostrado a ferramenta diagnóstica mais confiável para identificação 
de exsudatos e transudatos pericárdicos (Burgess, 20024). 

O teste de rotina para efusões pericárdicas provavelmente deve se 
limitar a contagem de células, determinação dos níveis de glicose, 
proteínas totais, LD, cultura de bactérias e citologia (Meyers, 1997). 
Outros testes mais específicos são apropriados para os casos de doen- 
ças com alto grau de suspeita clínica. 


Exame microscópico 


O hematócrito e a contagem de hemácias documentam a presença 
de uma efusão hemorrágica, porém seu valor é limitado em termos 
de diagnóstico diferencial. As contagens de leucócitos totais acima de 
10.000 células/uL sugerem pericardite bacteriana, tuberculosa ou malig- 
na. Entretanto, nessas condições também podem ser encontradas baixas 
contagens, limitando o valor dessa medida (Agner, 1979). Embora os 
diferenciais de leucócitos formais acrescentem pouca informação diag- 
nóstica, recomenda-se sempre examinar um esfregaço corado. 

A identificação citológica de células malignas não costuma ser 
difícil. Carcinomas metastáticos de pulmão e mama são observados 
com maior frequência em efusões pericárdicas malignas. A citologia, 
nesse caso, apresenta sensibilidade de 95% e especificidade de 100% 
(Meyers, 1997). 


Análise bioquímica 


Os parâmetros bioquímicos do diagnóstico das efusões pericárdicas 
ainda não foram estudados na mesma extensão que em outros líquidos 
corporais. Apesar de as efusões pericárdicas serem bem semelhantes a 
líquidos pleurais, a aplicação rotineira desses testes necessita de mais 
estudos para ter sua importância diagnóstica totalmente apreciada. 
Proteína. Um valor maior que 3 g/dL apresenta sensibilidade de 97% 
para efusões exsudativas, porém sua especificidade de apenas 22% 
limita significativamente sua utilidade. Portanto, a quantificação de 
proteínas totais não possui poder discriminante no diagnóstico peri- 
cárdico (Meyers, 1997). 

Glicose. Níveis pericárdicos de glicose abaixo de 60 mg/dL apresentam 


uma acurácia de apenas 36% na identificação dos exsudatos pericárdi- 
cos (Meyers, 1997). Valores inferiores a 40 mg/dL (< 2,22 mmol/L) são 
comuns nas efusões bacterianas, tuberculosas, reumáticas ou malignas. 
pH. O pH do líquido pericárdico pode estar acentuadamente reduzido 
(< 7,1) em casos de pericardite reumática ou purulenta. Malignidades, 
uremia, tuberculose e distúrbios idiopáticos podem apresentar baixas 
moderadas na faixa de faixa de 7,2 a 7,3 (Kindig, 1983). 

Lipídeos. Separar efusões quilosas verdadeiras de efusões pseudo- 
quilosas pode se tornar mais fácil com a determinação dos conteú- 
dos de triglicerídeos e colesterol, bem como eletroforese de lipopro- 
teínas para quilomicrons (Tab. 28.20). Ver em “Lipídeos”, na seção 
“Líquido pleural”, maiores detalhes relacionados ao diagnóstico das 
efusões quilosas. 

Enzimas. Níveis de LD maiores que 200 U/L no líquido pericárdico 
foram sugeridos para valor de cutoff das análises de exsudatos peri- 
cárdicos (Burgess, 2002a). Além disso, a quantificação de LD e de CK 
no líquido pericárdico em 48 horas após a morte do paciente pode ser 
útil para estabelecer um caso de lesão de miocárdio aguda, diante de 
uma suspeita que não pode ser confirmada pelos métodos histológi- 
cos convencionais (Luna, 1982; Stewart, 1984). Os níveis de CK-MB 
e mioglobulina no líquido pericárdico, bem como de troponina I no 
líquido pericárdico obtido após a morte do paciente estão significati- 
vamente aumentados na lesão miocárdica (Perez-Carceles, 2004). 

A atividade de ADA constitui um teste auxiliar útil para detecção de 

pericardite tuberculosa em casos suspeitos com resultaram negativos 
na coloração acidorresistente. A mediana da concentração de ADA é 
significativamente maior na pericardite tuberculosa do que em outras 
efusões patológicas (Burgess, 2002b). Adotando um cutoff de 30 U/L, 
foi alcançada uma sensibilidade de 94%, especificidade de 68% e valor 
preditivo positivo de 80%. Com um cutoff de 40 U/L, a sensibilidade e 
especificidade obtidas foram, respectivamente, 93 e 97% (Koh, 1994). 
Interferon-y (INF-y). Níveis aumentados de INF-y foram descritos 
em efusões serosas tuberculosas, incluindo a pericardite tuberculosa 
(Burgess, 2002b). Nesse caso, a concentração de INF-y ultrapassou 
1.000 pg/L, sendo esse valor significativamente maior do que nas efu- 
sões oriundas de outras condições patológicas. Um valor de cutoff de 
200 pg/L resultou em 100% de sensibilidade e especificidade para o 
diagnóstico da pericardite tuberculosa. 
Reação em cadeia da polimerase (PCR). A PCR é uma técnica sensi- 
vel que pode ser ainda mais específica do que a detecção de adenosina 
deaminase no diagnóstico da pericardite tuberculosa (Lee, 2002). No 
entanto, um resultado negativo não exclui a possibilidade de pericar- 
dite tuberculosa, uma vez que alguns líquidos pericárdicos obtidos 
de pacientes com amplas efusões tuberculosas podem não conter M. 
tuberculosis. 


Estudos imunológicos 


Um teste negativo para ANA torna altamente improvável um diag- 
nóstico de serosite lúpica. Por outro lado, títulos de ANA elevados em 
efusões pericárdicas são pouco específicos, ainda que sejam da ordem 
de 1:5.120 (Leventhal, 1990; Wang, 2000). Se não houver explicação 
para a detecção de altos títulos de ANA, é preciso suspeitar que se trata 


de um caso de malignidade. 
Exame microbiológico 


Nos casos de pericardite bacteriana, a coloração de Gram e as cul- 
turas apresentam sensibilidade semelhante à obtida com outros líqui- 
dos corporais serosos (i. e., cerca de 50 e 80%, respectivamente). As 
bactérias aeróbias de maior importância são S. aureus, S. pneumoniae, 
S. pyogenes, estreptococos B-hemolítico do grupo A e bacilos Gram- 
negativos. Apesar de a pericardite infecciosa causada por bactérias 
anaeróbias não ser incomum, muitas vezes essas bactérias não são 
reconhecidas, por causa dos métodos inconsistentes de isolamento e 
identificação utilizados (Brook, 2002). Os principais organismos ana- 
eróbios são o grupo Bacterioides fragilis, estreptococos anaeróbios e 
espécies de Clostridium, Fusobacterium e Bifidobacterium. 

E difícil diagnosticar um agente etiológico específico na pericardite 
viral, porque os vírus (p. ex., coxsackievirus, vírus influenza e caxumba) 
raramente são isolados a partir do líquido pericárdico. A obtenção de 
amostras de soro de fase aguda e convalescente para avaliação da res- 


posta humoral aos patógenos virais suspeitos pode ajudar a sustentar o 
diagnóstico (Bellinger, 1987). É provável que a infecção viral contribua 
para as efusões pericárdicas associadas ao HIV mais idiopáticas. 

As colorações acidorresistentes e culturas para detecção de pericar- 
dite tuberculosa apresentam sensibilidade em torno de 50% (Agner, 
1979). A PCR é uma técnica sensível que pode ser ainda mais especifi- 
ca que a detecção de adenosina deaminase no diagnóstico da pericar- 
dite tuberculosa (Lee, 2002). No entanto, um resultado negativo não 
exclui a possibilidade de pericardite tuberculosa. 


Líquido peritoneal 


Uma ascite é o acúmulo patológico de excesso de líquido na cavi- 
dade peritoneal. Normalmente, o espaço delimitado pelo revestimen- 
to mesotelial contém até 50 mL de líquido. Assim como os líquidos 
pleural e pericárdico, o líquido peritoneal é produzido por ultrafiltra- 
ção plasmática dependente da permeabilidade vascular e das forças 
hidrostática e oncótica de Starling. 


Transudatos e exsudatos 


A Tabela 28.23 lista as causas mais comuns das efusões peritoneais. 
Os critérios laboratoriais para classificação do líquido ascítico como 
transudato ou exsudato ainda não estão tão bem definidos como para 
os líquidos pleural e pericárdico. Exemplificando, amostras infectadas 
ou relacionadas a malignidades não raro são descritas como contendo 
concentração de proteínas na mesma faixa dos transudatos (i. e., < 3 
g/dL), sendo que muitos pacientes com ascite cirrótica ou decorren- 
te de insuficiência cardíaca apresentam concentração proteica seme- 
lhante à encontrada nos exsudatos (> 3 g/dL) (Runyon, 1992). 

O gradiente de albumina no soro-ascite, definido como a concentração 
de albumina sérica subtraída da concentração de albumina do líquido 
ascítico, é amplamente considerado o método mais confiável de diferen- 
ciação de exsudatos e transudatos peritoneais (Runyon, 1992). A ascite 
causada por hipertensão porta apresenta um gradiente mínimo de 1,1 g/ 
dL (> 11 g/L; transudato), enquanto a ascite produzida por outras cau- 
sas apresenta gradiente inferior a 1,1 g/dL (exsudato) (Runyon, 1992). 
De fato, obteve-se uma acurácia diagnóstica de 98% para o gradiente de 
albumina no soro-ascite, comparada à acurácia de 52 a 80% obtida para 
quatro marcadores distintos: proteína total no líquido ascítico; propor- 
ção de proteína total na ascite/soro; concentração de LD no líquido asci- 


Tabela 28.23 Etiologia das efusões peritoneais 


Transudatos: pressão hidrostática aumentada ou pressão oncótica plasmática 
diminuída 
Insuficiência cardíaca congestiva 
Cirrose hepática 
Hipoproteinemia (p. ex., síndrome nefrótica) 
Exsudatos: permeabilidade capilar aumentada ou reabsorção linfática diminuída 
Infecções 
Peritonite bacteriana primária 
Peritonite bacteriana secundária (p. ex., apendicite, ruptura intestinal) 
Tuberculose 
Neoplasmas 
Hepatoma 
Linfoma 
Mesotelioma 
Carcinoma metastático 
Carcinoma ovariano 
Câncer de próstata 
Trauma 
Pancreatite 
Peritonite biliar (p. ex., ruptura da vesícula biliar) 
Efusões quilosas 
Dano ou obstrução do ducto torácico (p. ex., trauma, linfoma, carcinoma, 
tuberculose e outros granulomas [p. ex., sarcoidose, histoplasmose etc.], 
infestação parasitica). 


523 





524 tico;e proporção de LD na ascite/soro (Akriviadis, 1996). 


O 
um 
O 
| 
q) 
Ww 
QU 
i 
= 
© 
E 
T 
Fo 
E 
us 
un 
O 
t 
2 
D 
ad) 
Q 
Ww 
© 
E 
2 
= 





Uma proporção de bilirrubina no líquido ascítico/soro = 0,6 tam- 
bém apresenta significativa associação com os exsudatos (Elis, 1998). 
Na verdade, a proporção de bilirrubina, o gradiente de albumina 
soro-ascite e os critérios de Light apresentaram acurácias de 81,5, 84 e 
80,2%, respectivamente. Outros estudos sugeriram que o líquido ascí- 
tico deve ser considerado exsudato se apresentar uma concentração de 
LDH > 130 U/L e uma proporção de proteínas totais ascite/soro > 0,4 
(Paramothayan, 2002). 

Embora seja provável que o gradiente de albumina soro-ascite é o 
melhor método de diferenciação de exsudatos e transudatos ascíticos, 
há outros métodos favoravelmente comparáveis. Não obstante, inexis- 
tem marcadores bioquímicos ideais que permitam discriminar com- 
pletamente exsudatos e transudatos ascíticos. 


Coleta da amostra 


Paracentese. A paracentese diagnóstica é realizada na maioria dos 
pacientes com ascite recente, ou diante da mudança do quadro clínico 
de um paciente com ascite, como um rápido acúmulo de líquido ou 
o desenvolvimento de febre. Para uma avaliação completa, o volume 
mínimo necessário é 30 mL. Se for possível, devem ser obtidos 100 
mL de líquido para o exame citológico. As amostras destinadas à con- 
tagem celular devem ser transferidas para um tubo de venipuntura 
tratado com anticoagulante EDTA. As amostras para cultura devem 
incluir inoculação de garrafas de cultura de sangue na cabeceira com 
líquido ascítico (10 mL por garrafa de cultura). 

Lavado peritoneal diagnóstico (LPD). Esse procedimento deixou de 
ser recomendado como técnica de rotina para avaliação de traumas 
abdominais. Preocupações relativas à sensibilidade excessiva e inespe- 
cificidade, e também o avanço dos procedimentos diagnósticos não 
invasivos, como a TC e a ultrassonografia, limitaram seu uso comum 
na (1) triagem rápida para detecção de hemorragias abdominais sig- 
nificativas, e (2) avaliação de lesões em víscera oca. 

O procedimento consiste em introduzir um cateter, através de uma 
pequena incisão, no interior da cavidade abdominal. Se for possível 
aspirar mais de 15 mL de sangue total, procede-se à realização do LPD 
com a infusão de 1 mL de salina ou de solução de Ringer (20 mg/kg 
para crianças) e drenagem de líquido por ação da gravidade. É neces- 
sário obter ao menos 600 mL de amostra, a fim de evitar contagens 
falsamente baixas (Sullivan, 1997). O cateter às vezes é deixado em 
posição para uma nova obtenção de LPD dentro de 2 a 3 horas, caso 
os resultados iniciais tenham sido negativos ou indeterminados. 

Os critérios comumente adotados para interpretação do LPD 
após traumatismos são mostrados na Tabela 28.24. O valor prediti- 
vo positivo da técnica é de apenas 23% para uma contagem isolada 
(sem nenhum outro critério anormal) de leucócitos de 500 células/uL 
(Soyka, 1990). 

Os critérios convencionais do LPD talvez não sejam confiáveis para 
a detecção de lesões em vísceras ocas quando há sangue proveniente de 
uma lesão concomitante em órgão sólido que dispense o reparo cirúr- 
gico, resultando em laparotomias exploratórias desnecessárias. Visando 
à introdução de ajustes a essa fonte de sangramento, foram sugeridas 
as seguintes modificações dos critérios de LPD: (a) uma contagem de 
CBSs maior ou igual à contagem de CVSs dividida por 150, na qual a 
concentração de CVSs é 10 x 10º células/mm” (Otomo, 1998); ou (b) 
uma proporção de contagem celular > 1 (Fang, 1998). A proporção de 
contagem celular é definida como a proporção entre as contagens de 
CBSs/CVSs do lavado dividida pela proporção CBSs/CVSs do sangue 
periférico. Para esses novos critérios, foi relatada uma especificidade de 
97% em casos de lesão em víscera oca, especialmente se o LPD for rea- 
lizado em pelo menos 3 horas após a produção da lesão. 

Outras aplicações do LPD incluem a avaliação de pacientes com sus- 
peita de peritonite ou pancreatite aguda. Por exemplo, uma contagem 
de leucócitos em amostra de lavado igual a 200 células/mm” foi associa- 
da a uma probabilidade de 99% de peritonite aguda (Larson, 1992). 
Diálise peritoneal. O dialisado proveniente de pacientes renais sub- 
metidos à diálise peritoneal crônica ambulatorial deve ser enviado ao 
laboratório para avaliação quanto à possibilidade de infecção. 
Lavagens peritoneais. O procedimento de obtenção desse material é 


realizado no intraoperatório para documentar a disseminação intra- 
abdominal precoce de carcinomas ginecológicos e gástricos. Em geral, 
as amostras são enviadas apenas para o exame citológico. 


Testes recomendados 


A Tabela 28.25 lista os testes mais importantes para avaliação do 
líquido ascítico. A importância relativa desses testes é variável, depen- 
dendo do tipo de amostra e dos achados clínicos. Exemplificando, as 
contagens de CVS e CBS são mais importantes do que a citologia ou 
o gradiente de albumina soro-ascite na avaliação dos efeitos abdomi- 
nais do trauma. O exame geral fornece informação imediata durante a 
triagem clínica e laboratorial. 


Tabela 28.24 Critérios para avaliação do lavado peritoneal 


Resultado positivo 

Aspiração de > 15 mL de sangue total durante a introdução do cateter 
Lavado totalmente sanguinolento 

CVS > 100.000/uL após trauma cego 

CVS > 50.000/uL após trauma com perfuração 

CBS > 500/uL 

Amilase > 110 U/dL 


Resultado indeterminado 

Pequena quantidade de sangue total durante a introdução do cateter 
CVS 50.000-100.000/uL após trauma cego 

CVS 1.000-50.000/uL após trauma com perfuração 

CBS > 100-500/uL 

Resultado negativo 

CVS < 50.000/uL após trauma cego 

CVS < 1.000/uL após trauma com perfuração 

CBS < 100/uL 


CVS = células vermelhas sanguineas; CBS = células brancas sanguineas. 


Modificado de Feied, CF: Diagnostic peritoneal lavage. Postgrad Med 1989; 85:40, com 
permissão. 


Tabela 28.25 Testes recomendados para efusões peritoneais 


Testes úteis para a maioria dos pacientes 

Exame geral 

Citologia 

Colorações e culturas para microrganismos 
Gradiente de concentração de albumina soro-ascite 
Testes úteis em casos especiais 

Contagens de leucócitos total e celular diferencial 
Contagem de CVS (lavado) 

Bilirrubina 

Creatinina/nitrogenio ureico 

Enzimas (ADA, ALP, amilase, LD, telomerase) 
Lactato 

Colesterol (ascites malignas) 

Fibronectina 

Marcadores tumorais (CEA, PSA, CA 19-9, CA 15-3, CA-125) 
Imunocitologia/citometria de fluxo 

Ácido tuberculoesteárico 


CVS = células vermelhas sanguíneas; CEA = antígeno carcinoembrionário; PSA = antígeno 
específico da próstata; ALP = fosfatase alcalina; ADA = adenosina deaminase; LD = lactato 
desidrogenase. 

Modificado de Kjeldsberg, CR; Knight, JA: Body Fluids: Laboratory Examination of 
Amniotic, Cerebrospinal, Seminal, Serous and Synovial Fluids, 3. ed. & American Society for 
Clinical Pathology, Chicago, 1993, com permissão. 


Exame macroscópico 


Enquanto os transudatos em geral são amarelo-claros e límpidos, os 
exsudatos são nebulosos ou turvos por causa da presença de leucóci- 
tos, células tumorais ou concentração proteica aumentada. A presença 
de partículas de alimento, materiais estranhos ou coloração amarela- 
-esverdeada produzida pela bile em amostras de LPD sugere a ocorrên- 
cia de perfuração do trato gastrintestinal ou biliar. A pancreatite aguda e 
a colecistite também produzem uma descoloração esverdeada. 

Um líquido tingido de sangue ou totalmente sanguinolento deve ser 
distinguido de uma punção traumática, em que o sangue usualmen- 
te é eliminado com a continuidade da paracentese. Uma quantidade 
tão pequena quanto 15 mL de sangue já é suficiente para produzir 
uma cor vermelha-escura brilhante, que impossibilita a leitura de um 
jornal através do tubo contendo o lavado. Na maioria dos casos, essa 
capacidade de ler o jornal através do tubo resulta em LPD negativo. 
Amostras opacas/escurecidas requerem contagens celulares, pois a 
legibilidade da leitura de jornal é perdida a concentrações bem meno- 
res que a de 100.000 CVSs/uL estabelecida como critério para LPD 
positivo (Bellows, 1998). Ascites sanguinolentas também são encon- 
tradas em malignidades e na tuberculose. 

Um líquido leitoso que não se torna límpido mesmo após a centri- 
fugação sugere uma efusão quilosa ou pseudoquilosa. Efusões peri- 
toneais verdadeiramente quilosas são bem menos comuns do que os 
líquidos pleurais quilosos. São causadas pela interrupção ou bloqueio 
do fluxo linfático em decorrência de traumatismo, linfoma, carcino- 
ma, tuberculose ou outras doenças granulomatosas (p. ex., sarcoido- 
se), cirrose hepática, adesões ou infestações parasiticas. A diferencia- 
ção das efusões verdadeiramente quilosas e pseudoquilosas é discutida 
na seção “Liquido pleural”, em “Exame geral”. 


Exame microscópico 


A contagem de leucócitos total é útil na distinção da ascite decorren- 
te de cirrose simples daquela causada por peritonite bacteriana espon- 
tânea (SBP, spontaneous bacterial peritonitis), que se deve à migração 
de bactérias do intestino para o líquido ascítico. Cerca de 90% dos 
pacientes com SBP apresentarão contagem de leucócitos > 500 célu- 
las/uL, sendo que mais de 50% desse total são neutrófilos (Fig. 28.20) 
(Runyon, 1984; Stewart, 1986). 

A contagem total de neutrófilos presentes no líquido ascítico é o 
método preferido para diagnóstico da SBP. Foram recomendados 
valores de cutoff de 250 e 500 neutrófilos/uL que apresentam acurácia 
diagnóstica aproximada de 90 e 94%, respectivamente (Stassen, 1986; 
Albillos, 1990). 

Contagens celulares, concentração de proteínas total e valores de 
gradiente de albumina variam em função das alterações que o líquido 
apresenta, associadas à formação e resolução da ascite. Exemplificando, 
a diurese pode fazer com que a contagem de CBSs aumente de 300 célu- 
las/uL para 1.000 células/uL ou mais. Quando determinada por LPD, 
uma contagem de leucócitos > 200 células/uL está associada a uma pro- 
babilidade de 99% de peritonite aguda (Alverdy, 1988; Larson, 1992). 

A eosinofilia (> 10%) está mais comumente associada a um processo 
inflamatório crônico, que, por sua vez, está associado à diálise perito- 
neal crônica. À eosinofilia também foi demonstrada em casos de insu- 
ficiência cardíaca congestiva, vasculite, linfoma e rompimento de cisto 
hidático. 

A citologia apresenta uma sensibilidade global de 40 a 65% para 
ascites malignas. Entretanto, a carcinomatose peritoneal contribui 
apenas para cerca de 2/3 das efusões malignas. À citologia apresenta um 
sensibilidade maior que 95%, quando restrita a tais casos (Runyon, 
1988). As colorações imunocitoquímicas são úteis para caracterização 
de células atípicas em casos duvidosos. 


Análise bioquímica 


Proteína. O gradiente de albumina soro-ascite excede o conteúdo de 
proteínas total na diferenciação da cirrose entre as demais causas de efu- 
são peritoneal (Runyon, 1992). A SBP está comumente associada a uma 
baixa concentração proteica total (< 3 g/dL) e a um alto gradiente de 
albumina soro-ascite (> 1,1 g/dL), tornando as determinações do con- 
teúdo de proteínas total irrelevantes para esse distúrbio. As alterações 





Figura 28.20 Neutrófilos em paciente com peritonite bacteriana. 


que ocorrem no líquido extracelular associadas à formação e reabsorção 
da ascite também produzem variações no conteúdo proteico. 

Glicose. Relatos anteriores apontaram que níveis de glicose < 50 mg/ 
dL no líquido peritoneal eram encontrados em 30 a 60% dos casos de 
peritonite tuberculosa e em cerca de 50% dos pacientes com carcino- 
matose abdominal (Polak, 1973; Brown, 1976). Entretanto, um estudo 
recente encontrou níveis de glicose ainda mais baixos na maioria dos 
casos de ascite tuberculosa (Bansal, 1998). Não obstante, a quantifica- 
ção da glicose tem pouca importância, uma vez que apresenta sensi- 
bilidade e especificidade baixas demais para ter algum valor prático. 
Enzimas. A atividade da amilase no líquido peritoneal normal asse- 
melha-se aos níveis plasmáticos. A elevação dessa atividade a valores 
maiores que o triplo da atividade observada no plasma constitui boa 
evidência da presença de ascite relacionada ao pâncreas, incluin- 
do pancreatite aguda e pseudocisto pancreático (Runyon, 1987a). A 
análise da amilase não é recomendada para avaliações de rotina de 
ascite, dada a baixa prevalência da ascite pancreática. A determinação 
retrospectiva da amilase em amostras armazenadas é indicada para os 
casos em que os estudos iniciais não foram diagnósticos. Entretanto, 
os níveis de amilase no lavado peritoneal podem ser importantes 
em casos de pacientes que sofreram trauma abdominal cego ou com 
penetração (McAnena, 1991). Nesse caso, níveis de amilase > 20 U/L 
apresentam sensibilidade de 87%, especificidade de 75% e valor 
preditivo positivo de 46% para lesões intra-abdominais significati- 
vas. Em tais casos, deve ser considerada a realização de laparotomia. 
Perfuração gastroduodenal, trombose de veia mesentérica, estrangu- 
lamento intestinal ou necrose também podem produzir elevação dos 
níveis de amilase. Apesar de várias malignidades não pancreáticas 
raramente produzirem aumento dos níveis dessa enzima, a avaliação 
das isozimas costuma identificar a presença de sua isoforma salivar 
nesses casos (Kosches, 1989). 

Níveis de ALP > 10 U/L no LPD constituem um achado bastante 
útil na predição de lesões de vísceras ocas em pacientes que, de outra 
forma, não devem ser submetidos a uma laparotomia (especificida- 
de de 99,8% e sensibilidade de 94,7%) (Jaffin, 1993). A quantificação 
de ALP no líquido ascítico também pode ser útil na diferenciação das 
formas primária e secundária da peritonite bacteriana decorrente de 
perfuração intestinal. A peritonite secundária está associada a níveis 
médios de ALP significativamente mais altos do que os observados na 
SBP. Sendo assim, níveis de ALP > 240 U/L forma encontrados em 
92% dos pacientes com peritonite secundária versus 12% dos casos de 
SBP (Wu, 2001). A sensibilidade e especificidade para diferenciar essas 
doenças foram, respectivamente, 92 e 88%. 

A atividade de LD com frequência fica maior nas efusões malignas 
(Gerbes, 1991). Para uma proporção de LD no líquido ascítico/soro 
> 0,6 foi descrita uma sensibilidade de 80% (Boyer, 1978). A medida 
combinada da LD e do colesterol presentes no líquido ascítico discri- 
minou totalmente as acites decorrentes de carcinomatose peritoneal 
daquelas derivadas de cirrose e hepatocarcinomas (Castaldo, 1994; 
Halperin, 1999). Embora tanto nos níveis de LD como no soro como 
no líquido peritoneal sejam significativamente maiores em pacientes 
com câncer ovariano do que naqueles com tumores ovarianos benig- 
nos ou outros tipos de malignidades ginecológicas, os níveis de LD do 
líquido peritoneal apresentam maior sensibilidade (87%) e acurácia 
diagnóstica (90%) que a medida dos níveis séricos de LD (60 e 70%, 
respectivamente) (Schneider, 1997). A LD também tem sido utilizada 
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ca aproximada de 74% com cutoff da proporção líquido ascitico/soro 
de 0,4 (Lee, 1987). 

A telomerase, quando presente, atua como marcador discriminador 
específico de ascites malignas (Tangkijvanich, 1999). Assim, a ativida- 
de de telomerase foi detectada em 81% das efusões peritoneais malig- 
nas, com 76% de sensibilidade e 95,7% de especificidade. 

Em áreas endêmicas, a ADA é comumente empregada para identifi- 
car pacientes com peritonite tuberculosa (Burgess, 2001). Utilizando 
as curvas de ROC e um valor de cutoff de 30 U/L, obteve-se 94% de 
sensibilidade e 92% de especificidade. Com um cutoff de 33 U/L, obte- 
ve-se 100% de sensibilidade, 96,6% de especificidade, valor preditivo 
positivo de 95% e valor preditivo negativo de 98% (Dwivedi, 1990). 
Fibronectina. Adotando-se um cutoff de 85 ug/mL (85 mg/L), a detec- 
ção da fibronectina foi um método mais confiável para diferenciar 
ascites malignas e estéreis (acurácia diagnóstica de 79%), comparada 
à determinação da concentração total de proteínas, LD, GGT, pH, ami- 
lase, triglicerídeos, contagem de leucócitos e exame citológico (Colh, 
1986). Em um estudo subsequente, o uso de um cutoff de 94,6 ug/mL 
resultou em 100% de sensibilidade, 95% de especifidade, 93,8% de 
acurácia positiva, 100% de acurácia negativa e 97,1% de acurácia diag- 
nóstica global para o diagnóstico de ascites malignas (Sood, 1997). 
Lactato. O lactato presente no líquido ascítico tem sido aliado à 
determinação do pH para diferenciar as ascites derivadas de SBP das 
ascites livres de complicação. Utilizando um cutoff de 40 mg/dL (4,44 
mmol/L), obtem-se aproximadamente 90% de sensibilidade e espe- 
cificidade, com um valor preditivo positivo de 62% (Stassen, 1986). 
Embora não seja tão acurada quanto a contagem de leucócitos, a alta 
especificidade da medida do lactato para ascites hepáticas sugere que 
essa técnica tem certo valor no diagnóstico da SBP em casos duvido- 
sos. Ascites malignas e tuberculosas também estão associadas a níveis 
elevados de lactato. 

Pacientes com perfuração de víscera oca, intestino gangrenoso, peri- 
tonite ou abscesso intra-abdominal apresentam uma diferença [níveis 
de lactato do líquido peritoneal menos níveis de lactato no soro] de 
pelo menos 13,5 mg/dL (1,5 mmol/L). Esse valor permite separar total- 
mente tais pacientes daqueles que apresentam outras condições pro- 
dutoras de distúrbios abdominais agudos (DeLaurier, 1994). Estudos 
adicionais se fazem necessários para determinar a utilidade da quanti- 
ficação dos níveis de lactato na tomada de decisão para cirurgias. 
Creatinina e ureia. A medida da creatinina e do nitrogênio da ureia é 
útil para diferenciar o líquido peritoneal da urina. Uma alta concen- 
tração de nitrogênio ureico e creatinina no líquido peritoneal, asso- 
ciada à elevação dos níveis séricos de ureia e níveis séricos normais de 
creatinina (devidos à ausência de difusão da ureia), sugere ruptura da 
bexiga urinária. 

Bilirrubina. Foi demonstrado que a média (+ DP) da concentração de 
bilirrubina em vários tipos de ascite é igual a 0,7 (+ 0,8) mg/dL, com 
uma proporção bilirrubina ascítica/sérica de 0,38 (+ 0,44) (Runyon, 
1987b). Uma concentração de bilirrubina > 6 mg/dL no líquido ascí- 
tico e uma proporção bilirrubina ascítica/sérica > 1 sugerem colepe- 
ritôneo decorrente de ruptura da vesícula biliar. Foi defendido que 
uma proporção de > 0,6 serviria de marcador adicional para processos 
exsudativos, embora sua acurácia não fosse tão alta quanto a do gra- 
diente de albumina soro-ascite (Elis, 1998). 

pH. O pH do líquido ascítico pode ajudar a estabelecer o diagnóstico 
da SBP em pacientes que apresentam ascite cirrótica, especialmente 
quando aliado à contagem de leucócitos (Attali, 1986; Stassen, 1986). 
Um pH < 7,32 ou uma diferença de pH sérico-ascítico > 0,1 foi asso- 
ciado a 90% de sensibilidade e especificidade para SBP, com o diferen- 
cial de pH sendo discretamente mais acurado. Contudo, na ausência 
de neutrófilos, o pH do líquido peritoneal parece não ter utilidade na 
detecção da SBP (Runyon, 1991). Pacientes cujo pH do líquido ascí- 
tico é < 7,15 apresentam mau prognóstico (Attali, 1986). O pH do 
líquido ascítico também é baixo nos pacientes que apresentam ascites 
malignas e pancreáticas, bem como na peritonite tuberculosa. 
Colesterol. Os níveis de colesterol no líquido ascítico constituem um 
índice moderadamente útil à separação das ascites malignas (> 45-48 
mg/dL) das ascites cirróticas (Mortensen, 1988; Castaldo, 1994). 
O uso de um cutoff de 45 a 48 mg/dL (1,2 mmol/L) permite obter 
médias de sensibilidade e especificidade acima de 90%. Portanto, na 


diferenciação das ascites malignas e não malignas, um valor de cutoff 
de 48 mg/dL fornece 96,5% de sensibilidade, 96,6% de especificidade, 
valor preditivo positivo de 93,3%, valor preditivo negativo de 98,3% e 
acurácia diagnóstica global de 96,6% (Garg, 1993). 

IL-8. A IL-8 é uma citocina produzida por diversas células em resposta 
a certos estímulos, como o lipopolissacarídeo bacteriano. Os níveis de 
IL-8 são significativamente maiores na ascite da SBP do que na ascite 
estéril (Matinez-Bru, 1999). O uso de um cutoff de 100 ng/L fornece 
sensibilidade e especificidade de 100% em casos de pacientes cirróticos. 
TSA. Conforme já mencionado na seção “Líquido pleural”, o TSA foi 
detectado no líquido pleural em 75% dos pacientes com tuberculose 
pulmonar por meio de cromatografia gasosa/espectroscopia de massa 
(Muranishi, 1990). Utilizando cromatografia gasosa/espectroscopia de 
massa com ionização química quantitativa, a medida do TSA também 
constitui uma técnica valiosa para identificação da peritonite tuber- 
culosa, bem como da meningite tuberculosa (líquido espinhal) e da 
pneumonia (líquido pleural) (Brooks, 1998). 

Marcadores tumorais. Em razão dos relatos de baixa sensibilidade 
e especificidade, a quantificação de marcadores tumorais em geral 
é considerada pouco importante. Por outro lado, esses marcadores 
muitas vezes são úteis em casos seletos, como no acompanhamento 
da resposta do paciente à terapia e na detecção precoce de tumor 
recorrente. Também podem ser muito úteis nos casos de citologia 
negativa com forte suspeita de ascite maligna. De fato, a precária 
sensibilidade dos exames citológicos é decepcionante, apresentando 
resultados positivos apenas em 40% (35 de 89 pacientes) dos casos 
de malignidade. A análise de marcadores tumorais, por sua vez, 
resulta positiva em 80% desses casos (Cascinu, 1997). Além disso, 
excluindo-se o câncer pulmonar de pequenas células e o câncer renal 
para os quais faltam marcadores tumores, a análise de marcadores 
(i. e., CEA, CA 19-9, CA 15-3, PSA) em amostras de líquido ascí- 
tico oriundas de outros carcinomas resultou positiva em 97% dos 
casos. Observou-se que esses marcadores tumorais, e também a 
o-fetoproteína, são muito específicos (mais de 90%) para maligni- 
dades associadas a líquidos serosos, embora apresentem baixa sensi- 
bilidade (19-38%) (Sari, 2001). A quantificação de PSA pode igual- 
mente atuar como marcador importante no diagnóstico de efusões 
malignas derivadas do câncer de próstata (Appalaneni, 2004). 

A quantificação de CEA apresenta sensibilidade de 40-50% e especi- 
ficidade aproximada de 90%, mediante um cutoff de 3 ng/mL (Mezger, 
1988). O uso de um cutoff de 5 mg/mL resulta em uma especificidade 
em torno de 97% (Gulyas, 2001). Níveis elevados de CEA em lavados 
peritoneais sugerem um mau prognóstico em casos de carcinoma gás- 
trico (Irinoda, 1998). 

Em diversas condições não malignas, os níveis de CA-125 apre- 
sentam certo grau de elevação no líquido ascítico. De fato, a doença 
cardiovascular e a doença hepática crônica podem ser os diagnósticos 
mais frequentes em casos de pacientes com níveis aumentados desse 
marcador (Miralles, 2003). Essa possibilidade sustenta a opinião geral 
de que o CA-125 carece da devida especificidade como marcador de 
malignidade. Entretanto, a detecção de níveis extremamente altos é 
mais provavelmente causada pela presença de carcinomas epiteliais 
ovarianos, das tubas uterinas ou do endométrio. 

Quando se trata do carcinoma ovariano, o grau de sensibilidade 
depende do estágio do tumor (faixa de 40-95%) e do subtipo histo- 
lógico (adenocarcinomas mucinosos estão associados a valores mais 
baixos) (Molina, 1998). 

A análise da ploidia do DNA por citometria de fluxo ou análise de 
imagens pode fornecer informações diagnósticas complementares em 
casos de citologia duvidosa, quando as células malignas possuem cari- 
ótipo aneuploide. A análise de imagens parece ser mais prática do que 
a citometria de fluxo diante da escassez de células (Rijken, 1991). 


Exame microbiológico 


A peritonite primária ocorre em indivíduos de qualquer idade. Em 
crianças, está associada à síndrome nefrótica e, em adultos, à doença 
hepática cirrótica. A SBP ocorre em pacientes com ascite e na ausência 
de causas secundárias conhecidas, tais como perfuração intestinal ou 
abscesso intra-abdominal. Na SBP, as bactérias mais frequentemen- 
te pertencem à flora bacteriana intestinal normal e mais de 92% dos 


casos são monomicrobianos. Bacilos Gram-negativos aeróbicos (p. ex., 
E. coli e Klebsiella pneumoniae) são responsáveis por ao menos 2/3 de 
todos os casos (Gilbert, 1995), seguidos por S. pneumoniae, Enterococcus 
sp. e, mais raramente, organismos anaeróbios. A coloração de Gram 
apresenta sensibilidade de 25% para SBP (Lee, 1987), enquanto as cul- 
turas resultam positivas apenas em 50% dos casos (Castellote, 1990). A 
inoculação de garrafas de cultura de sangue na cabeceira e a concen- 
tração de grandes volumes de líquido podem melhorar a sensibilidade, 
contudo, até 35% dos pacientes infectados ainda apresenta resultados 
negativos em culturas de líquido ascítico (Marshall, 1988). 

A contagem total de neutrófilos em amostras de líquido ascítico é 


microscópico”). Todavia, conforme já mencionado, nos casos difíceis 527 
há vários analitos que podem ser úteis para diferenciar a SBP de uma 
peritonite bacteriana secundária ou tuberculosa. Recentemente, o uso 

da PCR foi bem-sucedido na detecção de DNA bacteriano em culturas 
negativas de líquido ascítico (Such, 2002). 

A sensibilidade das colorações acidorresistentes para detecção de M. 
tuberculosis não ultrapassa 20 a 30%, enquanto as culturas apresentam 
sensibilidade de apenas 50 a 70% (Reimer, 1985). A aplicação da PCR 
para detecção do DNA de M. tuberculosis tem sido objeto de estudos, 
porém um resultado negativo não exclui o diagnóstico (Schwake, 
2003). Para casos de paciente com forte suspeita clínica de peritonite 


o método preferido para o diagnóstico da SBP (ver na seção “Exame 
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PONTOS-CHAVE 

TO e A avaliação de eritrócitos, leucócitos e plaquetas por 
meio de contagens realizadas manualmente e com o 

auxílio de contadores de partículas automatizados é fundamental ao 

diagnóstico e monitoramento das doenças hematológicas. 


e Com exceção de alguns casos, os métodos manuais foram 
substituídos pelo uso de analisadores hematológicos automáticos. 
A seleção dos analisadores é variada e volumosa o bastante para 
atender às necessidades de qualquer laboratório de hematologia. 


e À automação da hematologia combinada ao emprego de 
algoritmos sofisticados para interpretação de dados resultou em 
grande melhoria da utilização de analisadores automáticos na 
prestação de assistência aos pacientes. A aparelhagem moderna 
evoluiu muito além das antigas ferramentas de triagem. 


e O exame de esfregaços de sangue periférico/biópsias de medula 
óssea constitui a base do diagnóstico hematológico. O exame de 
medula óssea fornece uma avaliação semiquantitativa e qualitativa 
do estado da hematopoiese, auxiliando o diagnóstico de várias 
doenças benignas e malignas, hereditárias e adquiridas. 





A hematologia engloba o estudo das células sanguíneas e a coagu- 
lação. Abrange as análises de concentração, estrutura e função das 
células presentes no sangue, de seus precursores na medula óssea e 
dos constituintes bioquímicos do plasma ou soro que estão intima- 
mente ligados à estrutura e função das células sanguíneas, bem como 
da função das plaquetas e proteínas envolvidas na coagulação do san- 
gue. O avanço das técnicas de biologia molecular e o aumento de sua 
utilização na hematologia conduziram à detecção de várias mutações 
genéticas subjacentes a alterações estruturais e funcionais de células e 
proteínas responsáveis por doenças hematológicas. 


Princípios e procedimentos da hematologia 


Hemoglobina 


A hemoglobina (Hb) — principal componente das CVSs — é uma 
proteína conjugada que atua como veículo de transporte de oxigênio 
(O,) e dióxido de carbono (CO,). Quando totalmente saturada, cada 
grama de Hb contém 1,34 mL de oxigênio. A massa de hemácias de 
um adulto contém cerca de 600 g de Hb, capaz de transportar 800 mL 
de oxigênio. Uma molécula de Hb consiste em dois pares de cadeias 
polipeptídicas (“globinas”) e quatro grupos protéticos heme, cada com 
um átomo de ferro de ferroso. Cada grupo heme está precisamente 
localizado em uma bolsa ou dobra de uma das cadeias polipeptídicas. 
Localizado próximo à superfície da molécula, o heme se combina de 
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forma reversível a uma molécula de oxigênio ou dióxido de carbono. 
A principal função da Hb é transportar oxigênio a partir dos pulmões 
— onde a tensão de oxigênio é alta — para os tecidos — onde a tensão 
de oxigênio é baixa. Com uma tensão de oxigênio de 100 mmHg nos 
capilares pulmonares, 95 a 98% da Hb está combinada ao oxigênio. 
Nos tecidos, onde a tensão de oxigênio chega a 20 mmHg, o oxigênio 
rapidamente se dissocia da Hb. Nessa situação, menos de 30% do oxi- 
gênio permanece combinado à Hb. 

A Hb reduzida é aquela na qual o ferro não está associado ao oxi- 
gênio. Quando cada grupo heme está associado a uma molécula de 
oxigênio, a Hb é referida como oxi-hemoglobina (HbO,). Tanto na 
Hb quanto na HbO,, o ferro permanece no estado ferroso. Quando 
o ferro é oxidado ao estado férrico, há formação de metemoglobina 
(hemiglobina, Hi) e a molécula perde a capacidade de transportar oxi- 
gênio e dióxido de carbono. 

Anemia é a diminuição da concentração de hemoglobina e da con- 
tagem de eritrócitos (ou hematócrito) a valores abaixo do normal. 
Trata-se de uma condição muito comum e complicação frequente de 
outras doenças. O diagnóstico clínico da anemia ou da elevação da Hb 
com base na estimação da cor da pele e das membranas mucosas visi- 
veis é muito pouco confiável. A estimativa correta da Hb é importante 
e constitui um dos testes de rotina que é realizado praticamente em 
todos os pacientes. 


Derivados da hemoglobina 
Hemiglobina (metemoglobina [Hi]) 

A metemoglobina é um derivado da hemoglobina em que o ferro fer- 
roso é oxidado ao estado férrico, resultando na incapacidade da molécu- 
la de combinar-se reversivelmente ao oxigênio. As cadeias polipeptídicas 
se mantêm inalteradas. Um indivíduo normal possui até 1,5% de Hi. A 
metemoglobinemia faz com que o sangue adquira cor castanho-choco- 
late, causando cianose e “anemia” funcional quando presente em con- 
centração alta o suficiente. A cianose se torna óbvia diante de concentra- 
ções em torno de 1,5 g de Hi/dL (1. e., 10% de Hb). Graus comparáveis 
de cianose são produzidos por 5 g de Hb/dL de sangue, 1,5 g de Hi/dL 
de sangue e 0,5 g de SHb/dL de sangue. O grau de cianose, contudo, não 
está necessariamente correlacionado à concentração de Hi. Uma pequena 
quantidade de Hi é formada de modo contínuo, porém é reduzida por sis- 
temas enzimáticos nos eritrócitos. O sistema enzimático mais importante 
é o sistema da metemoglobina redutase dependente de NADH (NADH- 
citocromo b; redutase). Outros sistemas, que podem atuar sobretudo 
como sistemas de reserva, são o do ácido ascórbico, glutationa reduzida e 
NADPH-metemoglobina redutase. Este último requer um cofator natural 
ou corante auto-oxidável, como o azul de metileno, para se tornar ativo. 
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A metemoglobinemia — um aumento da quantidade de Hi nos eri- 
trócitos — resulta tanto da produção aumentada de Hi quanto da ativi- 
dade diminuida da NADH-citocromo b, redutase, podendo ser here- 
ditária ou adquirida (Jaffé, 1989). A forma hereditária é classificada 
em duas categorias. Na primeira delas, a metemoglobinemia se deve 
à diminuição da capacidade eritrocitária de reduzir a Hi, que é cons- 
tantemente formada em Hb de novo. Isso se deve, com frequência, à 
deficiência da NADH-citocromo b; redutase — uma condição herdada 
de forma autossômica recessiva. Indivíduos homozigotos apresen- 
tam níveis de metemoglobina da ordem de 10 a 50% e são cianóticos. 
Apenas em algumas ocasiões a policitemia está presente como meca- 
nismo de compensação. Concentrações de hemiglobina de 10 a 25% 
podem não acarretar a manifestação de sintomas aparentes. Níveis em 
torno de 35 a 50% resultam em sintomas discretos, como dispneia por 
esforço e dor de cabeça, enquanto é provável que níveis superiores a 
70% sejam letais. A terapia com ácido ascórbico ou cloreto de metil- 
tionínio (azul de metileno) para essa forma de metemoglobinemia 
hereditária reduz os níveis de Hi, e ao tratamento com azul de metile- 
no atua, aparentemente, promovendo a ativação do sistema de mete- 
moglobina redutase dependente de NADH. Indivíduos heterozigotos 
apresentam níveis intermediários de atividade de NADH-citocromo 
b; redutase e níveis sanguíneos de Hi normais. Podem se tornar cianó- 
ticos, em decorrência da metemoglobinemia, após a exposição a agen- 
tes químicos ou fármacos oxidantes em concentrações que não afetam 
indivíduos normais. 

Na segunda categoria principal de metemoglobinemia hereditá- 
ria, OS sistemas redutores eritrocitários permanecem intactos, porém 
a própria estrutura da molécula da Hb é anormal. Uma alteração 
geneticamente determinada da composição de aminoácidos tanto 
das cadeias œ quanto das cadeias B-globulina pode dar origem a uma 
molécula de Hb mais propensa à oxidação e menos propensa à redu- 
ção da metemoglobina novamente em Hb. A principal consequên- 
cia é a cianose assintomática, resultante da metemoglobinemia. São 
designadas como várias formas de hemoglobina M (HbM). Em seis 
das sete variantes da HbM, há substituição da tirosina por histidina 
na bolsa do heme da cadeia de globina proximal ou distal. Nagai & 
Mawatari (1995), utilizando espectroscopia, demonstraram que uma 
proporção considerável de subunidades mutantes de HbM Sakatoon 
e HbM Boston permanecem na forma totalmente reduzida nas con- 
dições da circulação. São herdadas como traços autossômicos domi- 
nantes (Lukens, 2004). A terapia com cloreto de metiltionínio (azul 
de metileno) é ineficaz para indivíduos com essa condição, portanto o 
tratamento é desnecessário. 

A maioria dos casos de metemoglobinemia é classificada como 
secundária ou adquirida, sobretudo em decorrência da exposição a 
fármacos e compostos químicos que provocam aumento da forma- 
ção de Hb. Entre os agentes químicos ou fármacos que oxidam dire- 
tamente a HbO, a Hi estão os nitritos, nitratos, cloratos e quinonas. 
É provável que outras substâncias — aminoaromáticas e nitrocom- 
postos — atuem de modo indireto, por meio de um metabólito, já 
que não promovem a formação de Hi in vitro. Estas incluem ace- 
tanilida, fenacetina, sulfonamidas e corantes de anilina. O sulfato 
ferroso pode acarretar metemoglobinemia mediante a ingestão de 
doses muito altas. Os níveis de fármacos ou compostos químicos que 
não causam metemoglobinemia significativa em indivíduos normais 
atuam do mesmo modo naqueles que apresentam redução discreta da 
atividade de NADH-citocromo b, redutase, os quais não são cianóti- 
cos em circunstâncias normais. Tais indivíduos são recém-nascidos 
ou indivíduos heterozigotos para deficiência de NADH-citocromo 
b; redutase (Bunn, 1986). A hemiglobina é reduzida outra vez à Hb 
por ação dos sistemas enzimáticos eritrocitários. Também pode ser 
reduzida (lentamente) pela administração de agentes redutores, 
como ácido ascórbico ou compostos sulfidril (glutationa, cisteína). 
Estes, assim como o cloreto de metiltionínio (azul de metileno), têm 
valor nos casos de deficiência de NADH -citocromo b, redutase. Em 
casos de metemoglobinemia adquirida ou tóxica, o cloreto de metil- 
tionínio é muito importante. A ação rápida dessa substância não se 
baseia em sua própria capacidade redutora, mas na aceleração da via 
da NADPH-metemoglobina redutase (em geral lenta) que promo- 
ve. A hemiglobina pode se combinar de maneira reversível a vários 
compostos químicos (p. ex., cianetos, sulfetos, peróxidos, fluoretos 


e azidas). Em decorrência da forte afinidade da Hi pelo cianeto, a 
terapia para o envenenamento por cianeto consiste na administração 
de nitritos para formação de Hi que, então, se combina ao ciane- 
to. Assim, o cianeto livre (que é extremamente venenoso às enzimas 
respiratórias celulares) torna-se menos tóxico ao ser convertido em 
HiCN. 

A hemiglobina é quantificada por espectrofotometria. Quando os 
níveis de Hi estão elevados, fármacos ou substâncias tóxicas devem ser 
excluídas como causa em primeiro lugar. A metemoglobinemia con- 
gênita decorrente da deficiência de NADH-citocromo b; redutase é 
determinada pelo ensaio para a enzima. A presença de uma Hb anor- 
mal (HbM) também pode ser responsável pela metemoglobinemia 
detectada ao nascimento ou nos primeiros meses de vida. 


Sulfemoglobina 

A sulfemoglobina é uma mistura de formas oxidadas e parcial- 
mente desnaturadas da Hb, as quais se formam durante a hemó- 
lise oxidativa (Jandl, 1986). Durante a oxidação da Hb, o enxofre 
(de uma fonte que pode ser variável) é incorporado aos anéis do 
heme da Hb, resultando na formação de um hemocromo verde. 
Com frequência, uma nova oxidação resulta em desnaturação e pre- 
cipitação da Hb sob a forma de corpúsculos de Heinz (Fig. 29.1). 
A sulfemoglobina é incapaz de transportar oxigênio, contudo pode 
se combinar ao monóxido de carbono (CO) e formar carboxisul- 
femoglobina. Diferentemente da metemoglobina, a sulfemoglobi- 
na não pode ser reduzida de volta a Hb, permanecendo nas célu- 
las até que estas se rompam. Na sufemoglobinemia, o sangue tem 
cor de mauva-lavanda. Foi relatada presença de sulfemoglobina em 
pacientes sob tratamento com sulfonamidas ou fármacos à base de 
aminas aromáticas (fenacetina, acetanilida), bem como em pacien- 
tes com constipação severa, em casos de bacteremia por Clostridium 
perfringens e em uma condição conhecida como cianose enteróge- 
na. À concentração de sulfemoglobina in vivo em geral é inferior a 
1%, e em tais condições raramente ultrapassa 10% da hemoglobi- 
na total. Resulta em cianose e costuma ser assintomática. Ainda é 
desconhecida a razão pela qual certos pacientes desenvolvem mete- 
moglobinemia, alguns têm sufemoglobinemia e outros apresentam 
formação de corpúsculos de Heinz e cianose. A sulfemoglobina é 
quantificada por espectrofotometria. 


Carboxiemoglobina (HbCO) 

O CO endógeno, produzido durante a degradação do heme em 
bilirrubina, normalmente contribui para cerca de 0,5% do conteúdo 
de carboxiemoglobina presente no sangue, além de estar aumentado 
nos casos de anemia hemolítica. A Hb tem a capacidade de combinar- 
se ao monóxido de carbono com uma afinidade 210 vezes maior que 
sua afinidade com o oxigênio. O monóxido de carbono se liga à Hb 
mesmo quando está presente em concentrações muito baixas no ar 
(p. ex., 0,02-0,04%). Nessas condições, a HbCO acumula-se até que 
os sintomas típicos de envenenamento se manifestem. A HbCO não se 
liga nem transporta oxigênio. Além disso, concentrações aumentadas 
de HbCO provocam um deslocamento crescente da curva de dissocia- 
ção Hb-oxigênio para a esquerda e, assim, intensificam a anóxia. Se 
um paciente envenenado com monóxido de carbono recebe oxigênio 
puro, há grande intensificação da conversão da HbCO em HbO.. A 
HbCO é sensível à luz e apresenta uma cor vermelho-cereja brilhante 
peculiar. 

O envenenamento agudo por monóxido de carbono é bem conhe- 
cido e, sabidamente, produz hipóxia tecidual como resultado da dimi- 
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Figura 29.1 Conceito simplificado da oxidação da hemoglobina (Hb) a 
metemoglobina (Hi), conforme proposto por Jandl (1996). A ligação reversível 

e liberação do oxigênio ocorre nos pulmões e tecidos. A oxidação dos íons 
ferrosos e formação de hemoglobina na hemácia são reversíveis até certo ponto. 
O prosseguimento da oxidação leva a alterações conformacionais irreversíveis 
e à sulfemoglobina. Se a oxidação avançar ainda mais, haverá desnaturação da 
hemoglobina e precipitação no eritrócito, sob a forma de corpúsculos de Heinz. 


nuição do transporte de oxigênio. O envenenamento crônico, resul- 
tante da exposição prolongada a pequenas quantidades de monóxido 
de carbono, é menos conhecido, porém sua importância tem aumen- 
tado. As principais fontes desse gás são os motores a gasolina, a ilumi- 
nação a gás, os aquecedores a gás, os fornos defeituosos e a fumaça do 
fumo. A exposição ao monóxido de carbono é, assim, um dos perigos 
mais significativos na civilização moderna. O gás já foi encontrado até 
mesmo no ar das ruas movimentadas das grandes cidades, em con- 
centração suficiente para produzir sintomas em guardas de trânsito, 
por exemplo, que ficam expostos ao gás por períodos prolongados. A 
exposição crônica à fumaça do fumo pode conduzir à elevação crôni- 
ca dos níveis de HbCO e ao deslocamento associado da curva de dis- 
sociação do oxigênio para a esquerda. Fumantes tendem a apresentar 
níveis mais altos de hematócritos que indivíduos não fumantes, e tam- 
bém podem ter policitemia. Indivíduos sadios que se expõem a várias 
concentrações do gás durante 1 hora não manifestam sintomas defi- 
nidos (dor de cabeça, tontura, fraqueza muscular e náuseas), a menos 
que a concentração de gás no sangue atinja 20 a 30% de saturação. 
Todavia, parece que, no envenenamento crônico, em especial de crian- 
ças, podem ocorrer sintomas sérios diante de concentrações menores. 
A HbCO pode ser quantificada por espectrofotometria diferencial ou 
por cromatografia gasosa. 


Determinação da concentração de hemoglobina 

O método da cianometemoglobina (ciano-hemiglobina; HiCN) 
proporciona a vantagem da conveniência e de uma solução padrão 
estável e prontamente disponível. 


Método da ciano-hemiglobina (HiCN) 

Princípio. O sangue é diluído em solução de ferrocianeto de potás- 
sio e cianeto de potássio. O ferrocianeto de potássio oxida a Hb a Hi, 
enquanto o cianeto de potássio fornece íons cianeto (CN”) para for- 
mar HiCN. Esta, por sua vez, apresenta ampla absorção máxima em 
comprimento de onda 540 nm (Fig. 29.2, Tab. 29.1). A absorbancia da 
amostra é mensurada em um espectrofotômetro a 540 nm e compara- 
da à de uma solução padrão de HiCN. 

Reagente. O diluente é o reagente de Drabkin detergente-modificado: 
0,20 g de ferrocianeto de potássio [K;Fe(CN)s] 

0,05 g de cianeto de potássio (KCN) 

0,14 g de fosfato de potássio di-hidrogenado (anidro) (KH,PO,) 
Detergente não iônico — p. ex., 

0,5 mL de Sterox S.E. (Harleco), ou 

1,0 mL de Tritom X-100 (Rohm e Haas) 

Água destilada que seja suficiente para 1.000 mL 

A solução deve ser límpida e ter tonalidade amarela-clara, pH de 7 a 
7,4 e apresentar leitura igual a zero quando quantificada em fotôme- 
tro a 540 nm contra um blank de água. 

A substituição do fosfato de potássio di-hidrogenado (KH,PO,) 
desse reagente pelo bicarbonato de sódio (NaHCO,) no reagente de 
Drabkin encurta o tempo necessário para a completa conversão da Hb 
em HiCN, de 10 para 3 minutos. O detergente intensifica a lise de eri- 
trócitos e diminui a turvação decorrente da precipitação de proteínas. 

É preciso ter cuidado com o KCN contido na solução de Drabkin, 

pois sais ou soluções que contêm cianeto são venenosos. O diluente 
em si contém apenas 50 mg de KCN/L, que é uma concentração infe- 
rior à dose letal para um indivíduo que pesa 70 kg. Entretanto, como 
há liberação de HCN por acidificação, a exposição do diluente a áci- 
dos deve ser evitada. Recomenda-se descartar os reagentes e amostras 
em água corrente na pia. Para conservar bem o diluente, guarde-o em 
uma garrafa escura à temperatura ambiente, porém prepare um novo 
diluente com frequência. 
Método. Cerca de 20 uL de sangue são adicionados a 5 mL de diluente 
(1:251), bem misturado e deixado em repouso à temperatura ambien- 
te, durante ao menos 3 minutos (Dacie, 1991). A absorbância é medida 
a 540 nm em colorímetro fotoelétrico, com ou sem filtro apropriado, 
contra um blank que contenha apenas o reagente. Em seguida, é aber- 
to um frasco de padrão HiCN, e sua absorbância é medida à tempe- 
ratura ambiente, no mesmo instrumento e sob as mesmas condições. 
Após ter sido diluída, a amostra a ser testada deve ser analisada em 
algumas horas. O padrão deve ser mantido ao abrigo da luz quando 
não estiver em uso e descartado ao final do dia. 
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Figura 29.2 Espectro de absorção da oxiemoglobina (HbO,), desoxiemoglobina 
(Hb), metemoglobina (hemiglobina [Hi]) e cianometemoglobina (ciano-hemiglobina 
[HICN]). (Morris, MW; Skrodzki, Z; Nelson, DA. Zeta sedimentation ratio (ZSR), a 
replacement for the erythrocyte sedimentation rate (ESR). Am J Clin Pathol 1975; 
64:254-6.© 1975 American Society for Clinical Pathology.) 


Tabela 29.1 Nomenclatura e absorção máxima das hemoglobinas 


Pico de Pico de Pico de 

absorção 1 absorção 2 absorção 3 
Termo Simbolo À E A E À E 
Hemoglobina Hb 431 (140) 555 (13,04) 
Oxiemoglobina HbO, 415 (131) 542 (14,37) 577 (15,37) 
Carboxiemoglobina HbCO 420 (192) 539 (14,36) 568.5 (14,31) 
Hemiglobina Hi 406 (162) 500 (9,04) 630 (3,70) 
(metemoglobina) 
Ciano-hemiglobina HiCN 421 (122,5) 540 (10,99) 


(cianometemoglobina) 


O comprimento de onda (À) em nanômetros para cada máximo é acompanhado do 
coeficiente de extinção (£) entre parênteses. 


De van Assendelft OW, 1970. 


Hb (g/dL) = [Aº“ amostra teste/A”“ padrão] x [concentração 

padrão (mg/dL)/100 mg/g] x 251 

Em geral, convém calibrar o fotômetro a ser utilizado na hemoglo- 
binometria. Para tanto, é elaborada uma curva ou tabela-padrão que 
relacionará valores de absorbância a concentrações de Hb expressas 
em g/dL. A absorbância de uma padrão de HiCN recém-preparado é 
medida contra um blank de reagente. São obtidas leituras da absorban- 
cia do padrão de HiCN recente, bem como de suas diluições no rea- 
gente (1 para 2, 1 para 3 e 1 para 4), sempre contra o blank de reagente. 
Os valores de Hb em g/dL são calculados para cada solução, conforme 
descrito anteriormente. Quando as leituras da absorbância são grafica- 
mente representadas na abscissa, em papel milimetrado linear, os pon- 
tos devem descrever uma reta que passa através da origem. A vantagem 
do método da HiCN reside na possibilidade de quantificar a maioria 
das formas de Hb (Hb, HbO,, Hi e HbCO,, com exceção da SHb). 

A amostra a ser testada pode ser comparada diretamente ao padrão 
de HiCN, e as leituras podem ser realizadas conforme a conveniên- 
cia do analista, graças à estabilidade das amostras diluídas. Valores 
de absorbância com elevação não devida à Hb podem ser produzi- 
dos pela turvação da amostra que, por sua vez, decorre da presença de 
proteínas plasmáticas anormais, hiperlipidemia, grande concentração 
de leucócitos (contagens > 30 x 10º/L) ou gotículas gordurosas. A pre- 
sença de qualquer um desses componentes pode acarretar o aumento 
da dispersão da luz e da absorbância aparente. 
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As fontes de erro podem estar associadas as amostras, ao método, ao 
equipamento ou ao analista. 
Erros inerentes à amostra. Uma técnica de punção venosa inadequa- 
da pode acarretar hemoconcentração. Esta, por sua vez, resultará em 
valores muito altos de concentração de Hb e contagens celulares. A 
técnica inadequada da picada no dedo ou da amostragem capilar pode 
produzir erros em qualquer direção. 
Erros inerentes ao método. O método da HiCN é o método de esco- 
lha. O uso do padrão de HiCN para calibrar o instrumento e para o 
próprio teste elimina a fonte de erros mais importante. A ampla banda 
de absorção da HiCN na região de 540 nm torna seu uso conveniente 
tanto em fotômetros do tipo filtro quanto em espectrofotômetros de 
banda estreita. Com exceção da SHb, todas as demais variedades de 
Hb são convertidas em HiCN. 
Erros inerentes ao equipamento. A acurácia do equipamento não é 
uniforme. É desejável utilizar pipetas bem graduadas com acurácia 
garantida superior a 99%. A calibração das pipetas reduz a ocorrência 
de erros. O uso de cubetas não pareadas pode introduzir erros signifi- 
cativos e, por esse motivo, é preferível usar cubetas de fluxo contínuo. 
Os ajustes do comprimento de onda, filtros e leituras métricas preci- 
sam ser checados. O fotômetro deve ser calibrado no laboratório antes 
de seu uso inicial, e sua checagem deve ser repetida com frequência, a 
fim de reduzir para 2% (+ CV) o erro inerente ao método. 
Erros do analista. É possível reduzir os erros humanos com bons trei- 
namentos, por meio da compreensão do significado clínico do teste e 
da necessidade de utilizar um método dependente, obediência a ins- 
truções orais e escritas e familiarização com o equipamento e as fontes 
de erro. Os erros se tornam mais frequentes com o cansaço e tendem 
a adquirir maiores proporções ao final do dia de trabalho. Um técnico 
paciente e crítico, tanto por natureza quanto em decorrência do trei- 
namento recebido, e que se interessa pelo trabalho que faz é menos 
propenso a cometer erros. 

Essa discussão aplica-se às técnicas manuais de hemoglobinometria. 
Os equipamentos automatizados são muito utilizados e eliminam a 
maior parte dos erros. 


Identificação espectrofotométrica das hemoglobulinas 

As várias Hb existentes possuem espectros de absorbância caracte- 
rísticos, que podem ser facilmente determinados com o auxílio de um 
espectrofotômetro. As absorbâncias máximas que possuem utilidade 
são mostradas na Tabela 29.1. A absorbância máxima da Hi varia de 
forma considerável de acordo com o pH. As absorbâncias máxima 
constantes nas duas colunas à direita são úteis para distinguir as for- 
mas de Hb. Os valores de absorbância na faixa de 405 a 435 nm (a 
banda de Soret) são consideravelmente mais altos e podem ser empre- 
gados para quantificação de pequenas concentrações de Hb. 


Hematócrito (volume de células concentrado) 


O hematócrito de uma amostra de sangue é a proporção do volume 
de eritrócitos em relação ao volume de sangue total. É expresso tanto 
em porcentual (convencional) quanto em fração decimal (unidades do 
SI). As unidades L/L são utilizadas. A heparina desidratada e o EDTA 
são anticoagulantes satisfatórios. Antes de retirar uma alíquota de um 
tubo com sangue venoso para realização de determinações hematoló- 
gicas, é importante homogeneizar bem a amostra. Se o tubo com san- 
gue permaneceu em repouso, será necessário invertê-lo no mínimo 60 
vezes ou deixá-lo no agitador mecânico por 2 minutos. Menos que isso 
resulta em perda inaceitável da precisão (Fairbanks, 1971). O número 
de inversões requeridas para homogeinização da amostra depende das 
dimensões do frasco. Tubos-padrão (10-14 x 75 mm), com 5 mL de 
sangue e bolhas de ar que correspondem a pelo menos 20% do volume 
do tubo, requerem no mínimo 8 inversões (NCCLS, 1993). O hemató- 
crito venoso apresenta boa concordância com o hematócrito obtido a 
partir de uma punção cutânea. Ambos são maiores que o hematócrito 
corporal total. O hematócrito pode ser determinado de modo dire- 
to — por meio da centrifugação com macro ou micrométodos — ou 
indireto — como produto do volume corpuscular médio (VCoM) pela 
contagem de CVSs em aparelhos automatizados. No sangue mantido 
à temperatura ambiente, a tumefação dos eritrócitos, que ocorre entre 


6 e 24 horas, eleva o hematócrito e o VCoM. As contagens celulares e 
indices permanecem estáveis por 24 horas a 4°C (Brittin, 1969). 

O hematócrito do macrométodo de Wintrobe emprega a centrifu- 
gação do sangue em tubos de vidro espessos, de diâmetro interno uni- 
forme e fundo achatado. Esse método deixou de ser utilizado. 


Exame macroscópico 

A determinação do hematócrito se dá por centrifugação. À inspeção 
da amostra após o processo de centrifugação pode fornecer informa- 
ções valiosas. Devem ser observadas as alturas relativas da coluna de 
hemácias, creme leucocitário e coluna de plasma. O creme leucocitá- 
rio é a camada vermelho-acinzentada situada entre as hemácias e o 
plasma, que inclui as plaquetas e os leucócitos. 

Uma tonalidade alaranjada ou verde do plasma sugere concentra- 
ção de bilirrubina aumentada, enquanto a cor rosa ou vermelha indica 
hemoglobinemia. O uso de uma técnica precária para coleta da amos- 
tra de sangue é a causa mais frequente de hemólise. Quando as amos- 
tras não são obtidas em 1 a 2 horas após uma refeição rica em gordu- 
ra, o plasma turvo pode apontar a ocorrência de nefrose ou de certas 
hiperglobulinemias anormais, em especial crioglobulinemia. 


Determinação do hematócrito pelo micrométodo 
Equipamento 

Utiliza-se um tubo capilar para hematócrito de cerca de 7 cm de 
comprimento e diâmetro interno uniforme de cerca de 1 mm. Para 
a coleta de sangue diretamente a partir de uma punção cutânea, são 
disponibilizados tubos capilares. 


Procedimento 

O tubo de micro-hematócrito é preenchido por atração capilar, seja 
a partir da punção do líquido que flui livremente de uma ferida, seja 
a partir de uma amostra de sangue venoso bem homogeneizada. No 
mínimo, até 5 cm do tubo capilar devem ser preenchidos. A extre- 
midade vazia é vedada com massa de modelagem. O tubo preenchi- 
do é colocado nos sulcos radiais existentes no rotor da centrífuga de 
micro-hematócrito, com a parte vedada afastada do centro. O fundo 
do tubo deve ser posicionado contra a gaxeta de borracha, para que 
não se quebre. Uma centrifugação de 5 minutos a 10.000 — 12.000 g 
é satisfatória, a menos que o hematócrito ultrapasse 50%. Nesse caso, 
deve-se realizar a centrifugação por mais 5 minutos para garantir que 
a retenção de plasma seja mínima. Os tubos capilares não são gradu- 
ados. A altura da coluna de sangue, incluindo o plasma, e a coluna de 
hemácias isolada devem ser medidas em cada caso, com o auxílio de 
uma régua milimétrica e lentes de aumento, ou com um dos vários 
dispositivos de medição comercializados. As instruções do fabricante 
devem ser seguidas. 


Interpretação dos resultados 

Os valores de referência típicos para indivíduos adultos do sexo 
masculino são de 0,41 a 0,51 L. Para as mulheres, esses valores são de 
0,36 a 0,45 L. Um valor abaixo daquele considerado normal para o 
indivíduo, ou abaixo do intervalo de referência para o sexo e a idade, 
indica anemia. Um valor acima desses referenciais indica policitemia. 
O hematócrito reflete a concentração de CVSs, em vez da massa total 
de CVSs. Nos casos de hidremia da gravidez, o hematócrito é baixo, 
porém o número total de hemácias circulantes não apresenta redu- 
ção. Em casos de choque, o hematócrito pode permanecer normal ou 
mesmo estar elevado, e ser acompanhado de hemoconcentração, ainda 
que a massa total de hemácias possa apresentar redução significativa 
decorrente da perda de sangue. O hematócrito não é uma estimativa 
de anemia confiável imediatamente após a perda de sangue, ou logo 
em seguida à realização de transfusões. 


Fontes de erro 

Centrifugação. A duração e a velocidade adequadas da centrifugação 
são fatores essenciais à obtenção de um hematócrito correto. As hemá- 
cias devem ser concentradas a fim de que uma centrifugação adicional 
não reduza ainda mais o volume de células concentradas. No decorrer 
da centrifugação, uma pequena proporção de leucócitos, plaquetas e 
plasma fica retida entre as hemácias. O erro que resulta dessa retenção 
é, via de regra, quase insignificante. A quantidade de plasma retida é 
maior em hematócritos mais altos que naqueles mais baixos. O plasma 


retido corresponde a cerca de 1 a 3% da coluna de hemácias de uma 
amostra de sangue normal (em torno de 0,014 em um hematócrito de 
0,47), um pouco mais em casos de anemia macrocítica, esferocitose 
e anemia hipocrômica (Dacie, 1991). Quantidades ainda maiores de 
plasma são retidas no hematócrito de pacientes com anemia falciforme, 
variando de acordo com a intensidade da doença e consequente rigidez 
das células. Ao se utilizar o micro-hematócrito como método de refe- 
rência para calibração de instrumentos automatizados, recomenda-se 
fazer a correção referente ao plasma retido (ICSH, 1980). 

Amostra. A postura, a atividade muscular e a estase promovida por 
torniquetes prolongados podem causar alterações da mesma ordem 
no hematócrito e na concentração celular, assim como ocorre com 
os constituintes solúveis não filtráveis. Uma característica única ao 
hematócrito é o erro decorrente do excesso de EDTA (sangue inade- 
quado para uma quantidade fixa de EDTA): o hematócrito será falsa- 
mente baixo em decorrência da retração das células, porém a Hb e as 
contagens celulares não são afetadas. Não há uniformidade quanto ao 
tipo de sais de EDTA utilizado como anticoagulante (O’Broin, 1997). 
O sal de tripotássio (K;- EDTA) provoca uma retração das hemácias 
de aproximadamente 2% e diminui o volume de células concentradas, 
em comparação ao efeito dos sais de dipotássio (K,-EDTA) (Koepke, 
1989). Do mesmo modo, como o K,-EDTA é um líquido, a medida da 
Hb e das contagens de hemácias e leucócitos é reduzida em 1 a 2%. 
Embora o ICSH e o NCCLS recomendem o uso dos sais de K,-EDTA 
(em pó), o K;-EDTA é utilizado com mais frequência, talvez em razão 
da maior miscibilidade e menor ocorrência de coagulação da amostra 
(Geller, 1996). 

Outros erros. Os erros técnicos consistem na falha em homogeneizar 
o sangue de forma adequada antes da amostragem, leitura incorreta 
do nível de células e plasma e inclusão do creme leucocitário como 
parte do volume de eritrócitos. Com uma boa técnica, a precisão do 
hematócrito (expresso em + 2 CV [coeficiente de variação!) é + 1%. 
Diante de valores de hematócrito baixos, o CV é maior em função do 
erro de leitura. 


Indices eritrocitários 


Wintrobe introduziu cálculos para determinação do tamanho, con- 
teúdo e concentração de Hb das hemácias. Esses índices eritrocitários 
têm sido úteis para a caracterização morfológica das anemias. Podem 
ser calculados a partir da contagem de hemácias, determinação da 
concentração de Hb e hematócrito. 


Volume celular médio (VCM) 


O VCM corresponde ao volume médio de hemácias e é calculado 
a partir do hematócrito e da contagem de hemácias. O VCM = Het x 
1.000/CVS (em milhões por uL), expressa em femtolitros (fL) ou um”. 
Se o hematócrito for igual a 0,45 e a contagem de hemácias for igual 
a 5 x 10” células/L, 1 L contém 5 x 10!2 hemácias que ocupam um 
volume de 0,45 L. 


VCM = 0,45 L/5 x 10% = 90 x 10 PL 
LÃ,= 10“ L=1 pm” 


Hemoglobina celular média (HCM) 
A HCM é o conteúdo (peso) de Hb da hemácia mediana, sendo cal- 
culada a partir da concentração de Hb e da contagem de hemácias. 
HCM = Hb (em g/L)/CVS (em milhões/uL) 
O valor é expresso em picogramas (pg). Se Hb = 15 g/dL e a conta- 


gem de hemácias for igual a 5 x 10’ células/L, então 1 L contém 150 g 
de Hb distribuídas em 5 x 10! células. 


HCM = 150/(5 x10"*) = 30 x 10° (pg) 
lpg=10"¢ 


Concentração média de Hb celular (CMHC) 

A CMHC é a concentração média de Hb presente em dado volume 
de hemácias concentradas. É calculada a partir da concentração de Hb 
e do hematócrito. 

CMHC = Hb (em g/dL)/Hct, expresso em g/dL 

Se a Hb = 15 g/dL e o hematócrito for igual a 0,45, então: 

CMHC = 15 g/dL/0,45 = 33,3 g/dL 


Discussão 

Os índices são determinados com o auxílio de aparelhos de impe- 
dância elétrica, de modo um tanto diferente. O VCM é derivado a 
partir da altura média dos pulsos de voltagem formados durante a 
contagem de hemácias, e a Hb é quantificada pela leitura da densida- 
de óptica da HiCN. Os outros três valores são calculados do seguinte 
modo: 

Hct = VCM x CVS; HCM = Hb/CVS; CMHC = (Hb/Hct) x 100 

Os valores de referência para os índices dependerá do modo como 
foram determinados — se a partir do hematócrito centrifugado ou de 
contagens celulares. Em indivíduos normais, os valores serão seme- 
lhantes desde que ambos sejam corrigidos quanto ao volume de plas- 
ma retido. Entretanto, como o volume de plasma retido é maior nos 
casos de anemia hipocrômica e anemia falciforme, o CMHC calcula- 
do por micro-hematócrito é significativamente menor que o CMHC 
derivado dos contadores de impedância elétrica. 

O intervalo de referência de 95% para adultos normais são os 
seguintes: VCM = 80 a 96 fL; HCM = 27 a 33 pg; e CMHC = 33 
a 36 g/dL (Ryan, 2001a). Em um indivíduo sadio, observa-se uma 
variação muito pequena, inferior a + 1 unidade em qualquer um dos 
índices. Desvios em torno do valor de referência para um dado indi- 
víduo ou valores fora dos intervalos de referência para indivíduos 
normais são úteis em particular na caracterização morfológica dos 
tipos de anemia. 

Nas anemias microcíticas, os índices podem ser equivalentes a um 
VCM de 50 fL, uma HCM de 15 pg e uma CMHC de 22 g/dL. É raro 
qualquer um desses valores se tornarem ainda mais baixos. 

Nas anemias macrocíticas, os índices podem ser iguais a um VCM de 
150 fL, uma HCM de 50 pg e uma CMHC normal ou reduzida (Dacie, 
1991). Tipicamente, a CMHC aumenta apenas na esferocitose, e é raro 
que esteja acima de 38 g/dL. 


Contagens manuais de células sanguíneas 


As contagens de eritrócitos, leucócitos e plaquetas são expressas 
como concentrações — células por unidade de volume de sangue. À 
unidade de volume era expressa em milímetros cúbicos (mm), em 
decorrência das dimensões lineares da câmara (de contagem celular) 
do hemocitômetro. 

1 mm’ = 1,00003 uL 

Embora não haja consistência na literatura quanto ao uso de unida- 
des tradicionais/convencionais versus unidades do Sistema Internacional 
de Unidades (SI), o International Committee for Standardization in 
Hematology recomenda o uso do litro (unidade do SI) como unidade 
de volume, conforme mostram os exemplos a seguir: 

Eritrócitos: 
5 x 10º/mm = 5 x 10°/uL (convencional) = 5 x 10’*/L (unidade do 
SI) 

Leucócitos: 
7 x 10º/mmº = 7 x 10º/uL (convencional) = 7 x 10°/L (unidade do 
SI) 

Plaquetas: 

300 x 10º/mmº = 300 x 10º/uL (convencional) = 300 x 10º/L (unida- 

de do SI) 

Com exceção de algumas contagens plaquetárias e de contagens bai- 
xas de leucócitos, o hemocitômetro já não é mais utilizado na roti- 
na para contagem de células sanguíneas. Contudo, ainda é necessário 
não só para que o técnico utilize esse método de forma efetiva, mas 
também para que conheça suas limitações. Qualquer procedimento 
de contagem celular está dividido em três etapas: diluição do sangue; 
amostragem da suspensão diluída em determinado volume; e conta- 
gem das células nesse volume. 


Contagens de eritrócitos 
Manual 

O uso combinado de um tubo microcapilar e um frasco de plástico 
com determinado volume de diluente pré-determinado — Unopette 
(Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ) — constitui um importante 
sistema de diluições manuais. Após o preenchimento do tubo capilar, 
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ele é empurrado para dentro de um recipiente e a amostra é lavada 
por meio da compressão do frasco plástico mole. Esse sistema é espe- 
cialmente conveniente para microamostragens. As Unopettes são dis- 
ponibilizadas já com diluentes para realização de contagens de CVSs, 
CBSs, plaquetas, eosinófilos e reticulócitos. 


Métodos semiautomatizados 

Existem instrumentos disponíveis para realização de diluições pre- 
cisas e convenientes, que tanto aspiram a amostra quanto a lavam com 
diluente. O diluidor deve realizar diluições de 1:250 ou 1:500, com um 
CV < 1%. 


Contagens manuais de reticulócitos 
Princípio 

Reticulócitos são células vermelhas anucleadas imaturas que contêm 
ácido ribonucleico (RNA) e continuam a sintetizar Hb mesmo após 
terem perdido o núcleo. Ao incubar o sangue brevemente em solu- 
ção de azul de metileno novo ou de azul de cresil brilhante, o RNA 
precipita como complexo corante-ribonucleoproteína. Em termos 
microscópicos, o complexo aparece como uma rede (retículo ou fibras 
filamentosas) azul-escura, ou ao menos sob a forma de dois grânulos 
azul-escuros que permitem a identificação e enumeração dos reticuló- 
citos (ICSH, 1998). Foi publicado um método proposto para a conta- 
gem de reticulócitos, baseado na determinação da proporção de reti- 
culócitos/hemácias (ICSH, 1998), expandindo o método referencial 
de contagem de CVSs proposto pelo ICSH em 1994. 
Reagente. Novo azul de metileno a 1% em diluente citrato-salina (1 
parte em citrato de sódio a 30 g/L, mais 4 partes de cloreto de sódio 
a9 g/L). 
Controles. Embora os controles sejam comercializados, Ebrahim 
(1996) descreveu um método que demora cerca de 2 horas e pro- 
duz um controle de nível múltiplo. Esse controle permanece está- 
vel por vários meses. A diálise hipotônica das CVSs em presença de 
RNA, seguida de um curto período de diálise hipertônica para vedar 
os poros da membrana das CVSs novamente, resulta na detecção de 
cerca de 20% das CVSs como “reticulócitos sintéticos”, com variadas 
concentrações de RNA encapsulado. 


Procedimento 

Em um tubo de ensaio, são misturadas 3 gotas de reagente e 3 gotas 
de sangue. A mistura é, então, incubada por 15 minutos à temperatura 
ambiente e homogeneizada de novo. São preparados dois esfregaços 
em cunha em lâminas de vidro, os quais são secos ao ar. 

Observados pelo microscópio, com lentes de imersão, os reticuló- 
citos exibem cor azul-clara e contêm material reticular ou granular 
azul-escuro. As hemácias se coram de azul-claro ou azul-esverdeado. 
A porcentagem de reticulócitos é determinada considerando-se no 
mínimo 1.000 hemácias. A inserção de um disco de Miller na ocu- 
lar permite estimar rapidamente grandes números de hemácias, por 
meio da imposição de dois quadrantes (a área de um dos quadran- 
tes equivale a nove vezes a área do outro) no campo visual (Brecher, 
1950). Os reticulócitos são contados no quadrante maior, enquanto 
as hemácias são contadas no quadrante menor, em sucessivos cam- 
pos microscópicos, até que tenham sido contadas pelo menos 300 
hemácias. Esse procedimento fornece uma estimativa do número de 
reticulócitos existente em, no mínimo, 2.700 hemácias. Para tanto, 
considera-se: 

Reticulócitos (%) = | (nº de reticulócitos nos quadrantes maiores)/ 

(nº de hemácias nos quadrantes menores x 9)] x 100 

A contagem de reticulócitos absoluta é determinada multiplicando- 
se o porcentual de reticulócitos pelo valor da contagem de hemácias. 


Valores de referência 

Adultos normais apresentam contagens de reticulócitos de 0,5 a 
1,5% ou 24 a 84 x 10º células/L. Em recém-nascidos, o porcentual de 
reticulócitos é de 2,5 a 6,5%. Ao final da segunda semana de vida, esse 
valor diminui para níveis encontrados no indivíduo adulto. 


Interpretação 
Como os reticulócitos são hemácias imaturas que perdem o RNA 
mais ou menos 1 dia após deixarem a medula óssea e alcançarem a 


circulação sanguínea, sua contagem fornece uma estimativa da taxa 
de produção de hemácias. A contagem de reticulócitos absoluta ou o 
índice de produção de reticulócitos são parâmetros mais úteis que os 
valores porcentuais (ver Cap. 30). 


Fontes de variação 

Em razão do pequeno número real de reticulócitos contados, a con- 
tagem manual de reticulócitos está associada a um erro de amostra- 
gem relativamente significativo. Os intervalos de confiança de 95% 
podem ser expressos da seguinte forma: 

R + 2V[R(100 — R)/N] 

Em que, R é a contagem de reticulócitos em porcentual, e N é o 
número de eritrócitos examinados. Isso significa que, no exame de 
apenas 1.000 eritrócitos, os limites de confiança de 95 para 1% da con- 
tagem são iguais a 0,4 a 1,6%; para a contagem de 5%, esses valores são 
de 3,6 a 6,4%; e para 10% da contagem, os limites valem 8,1 a 11,9%. 


Contagens de leucócitos 
Coleta da amostra. O EDTA deve ser utilizado, pois a heparina não 
apresenta o efeito anticoagulante desejado. 


Método do hemocitômetro (método manual) 

Apesar de esse método ser utilizado apenas às vezes para contagem 

de leucócitos, o técnico deve ser capaz de executá-lo: 

1. como forma de checar a validade dos métodos eletrônicos de con- 
tagem, para fins de calibração; 

2. como forma de checar a validade dos métodos eletrônicos de con- 
tagem, em casos de pacientes com trombocitopenia ou leucopenia 
profunda; 

3. para amostras de sangue com interferência na contagem de pla- 
quetas (CVSs demasiadamente microcíticas); 

4. como forma de back-up. 

Também é comumente utilizado como método de contagem das 

células presentes no LCE. 

Câmara de contagens. O hemocitômetro consiste em uma lâmina de 
vidro espessa, em que há plataformas de área conhecida e profundida- 
de precisamente controlada cobertas com uma lamínula de vidro. A 
câmara de contagem e lamínula de vidro devem ser lavadas em água 
morna logo após o uso. Em seguida, o excesso de água deve ser eli- 
minado com um lenço de papel limpo que não solte fiapos, e ambas 
devem ser deixadas secando ao ar. As superfícies não devem ser toca- 
das com gaze nem tecido, uma vez que esses materiais podem arra- 
nhar as áreas demarcadas. 

Líquido diluente. O líquido de diluição lisa os eritrócitos para que 
estes não obscureçam os leucócitos. O líquido deve ser refrigerado e 
filtrado com frequência para remoção de leveduras e mofo. 
Procedimento 

1. Uma amostra de sangue bem homogeneizada é diluída na pro- 
porção 1:20 em líquido de diluição e, em seguida, submetida à 
rotação por 5 minutos. À câmara é carregada com um volume de 
líquido que seja suficiente para preencher o espaço sob a lamínula 
de vidro. 

2. Esperam-se vários minutos até que as células assentem e, então, a 
câmara é analisada com objetiva de baixa resolução para verificar 
a distribuição celular uniforme. 

3. À contagem é realizada. O diafragma do condensador do micros- 
cópio é parcialmente fechado para destacar os leucócitos nitida- 
mente durante a observação com lentes de menor aumento (10 x). 
Os leucócitos são contados em cada um dos quatro quadrantes 
grandes (1 mm) nos cantos da câmara (A, B, Ce D, na Fig. 29.3). 
No total, são contados oito quadrantes grandes de canto em 
ambos os lados da câmara. 

4. Cada quadrante grande engloba um volume de 1/10 mm’, 
enquanto a diluição é de 1:20. A fórmula geral empregada é: 

Contagem de leucócitos (células/mm”) = (cc/lsc) x d x 10 
em que, cc (cels counted) é o número de total de células contadas, 
d (dilution) corresponde ao fator de diluição, 10 é o valor do 
fator de transformação sobre um quadrante grande (1/10 mm”), 

e Isc (large squares counted) é o número de quadrantes grandes 
contados. Nos casos de leucopenia, em que a contagem celular 
total é menor que 2.500, o sangue é diluído na proporção de 1:10. 
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Figura 29.3 A figura de cima é um diagrama de um retículo de Neubauer 
aprimorado. Esse retículo é gravado na superfície de cada lado do hemocitômetro. 
Os quadrantes do canto grandes, A, B, Ce D, são utilizados para contagens de 
leucócitos. Os cinco quadrantes azuis localizados no centro são utilizados para 
contagens de hemácias ou de plaquetas, e os 10 quadrantes verdes mais os azuis são 
utilizados para contagens de plaquetas. Na verdade, cada um dos 25 quadrantes no 
quadrante central (de 1 mm) possui 16 quadrantes menores no interior para facilitar 


a contagem. A figura de baixo é uma vista lateral da câmara com a lamínula na 
devida posição. 








Nos casos de leucocitose, essa diluição pode ser de 1:100 ou até 
mesmo de 1:200. 
Fontes de erro. Os erros podem ser decorrentes da natureza da amos- 
tra, da técnica adotada pelo analista e do uso de equipamento inacu- 
rado. Os erros inerentes à distribuição de células no volume de con- 
tagem são denominados erros de “campo”, e podem ser minimizados 
apenas pela contagem de mais células. 

As contagens de leucócitos realizadas em hemocitômetro apresen- 
tam um CV de aproximadamente 6,5% para contagens normais ou 
aumentadas, e de cerca de 15% para amostras de sangue leucopêni- 
co. Por outro lado, o uso de contadores eletrônicos resulta em CVs da 
ordem de 1 a 3%. 

Erros devidos à natureza da amostra. A coagulação parcial do sangue 
venoso provoca alterações na distribuição e/ou redução do número de 
células. A falha em misturar totalmente o sangue de imediato antes da 
diluição introduz um erro que depende do grau de sedimentação. 
Erros do analista. Erros decorrentes de um técnica falha podem 
ocorrer durante a diluição, quando a câmara é preenchida e também 
durante a contagem de células. 

Erros devidos ao equipamento. Esse tipo de erro pode ser minimizado 
com o uso de pipetas e hemocitômetros certificados pelo US Bureau 
of Standards. 

Erros inerentes ou de “campo”. Até mesmo uma amostra perfeitamente 
homogeneizada pode apresentar variação no número de células sus- 
pendidas distribuídas em um dado volume (1. e., assentadas sobre um 
dado quadrante). Esse “erro de campo” é considerado o erro mini- 
mo. Outro erro é o “erro da câmara”, que inclui variações associadas 
a preenchimentos isolados de uma câmara, bem como a tamanhos 
de câmara diferentes. Há ainda o “erro de pipetagem’, que engloba as 
variações associadas ao preenchimento de uma dada pipeta e aos dife- 
rentes tamanhos de pipeta existentes. Em uma contagem de leucócitos, 
se 200 células forem contadas utilizando 2 câmaras e 1 pipeta, tem-se 
um CV = 9,1% que corresponde a limites de confiança de 95% iguais 
a + 18,2% (o dobro do CV). Quando 4 câmaras e 2 pipetas são utiliza- 
das para contar um número de células duas vezes maior, os limites de 
confiança de 95% caem para + 12,8%. Esse porcentual de erro relati- 
vamente alto tem consequências práticas irrelevantes, em decorrência 
da variação fisiológica da contagem de leucócitos. 

Células vermelhas nucleadas. As células vermelhas sanguíneas nucle- 
adas (CVSNs) são contadas e não podem ser distinguidas dos leucó- 
citos com o aumento utilizado. Se estiverem presentes em número tão 


alto quanto o observado no esfregaço corado, deve ser realizada uma 
correção de acordo com a seguinte fórmula: 
Contagem de leucócitos verdadeira = (contagem total x 100)/(100 + 
nº de CVSNs) 
Em que o nº de CVSNs = nº de CVSNs contadas durante a enume- 
ração de 100 leucócitos na contagem diferencial. 
Exemplo. Um esfregaço de sangue mostra 25 CVSNs por 100 leucóci- 
tos. A contagem total de CVSNs é igual a 10.000. 


Contagem de leucécitos verdadeira = (10.000 x 100)/(125) = 8.000/ 
ul (8 x 10°/L) 
Valor de referência. Na contagem de leucócitos total, nenhuma dis- 
tinção é feita entre os seis tipos celulares existentes (neutrófilos e bas- 


tonetes, linfócitos, monócitos, eosinófilos e basófilos). O intervalo de 
referência para adultos é de 4,5-11 x 10°/L. 


Contagens de plaquetas 


As plaquetas são discos finos, com diâmetro de 2 a 4 um e volume 
iguala 5 a 7 fL (em sangue com citrato). Atuam na homeostasia, na 
manutenção da integridade vascular e no processo de coagulação san- 
guínea. 

Em amostras de sangue-EDTA, o volume médio de plaquetas (VMP) 
aumenta com o tempo em até 1 hora in vitro, se mantém relativamen- 
te estável entre 1 e 3 horas e, então, aumenta ainda mais com o pas- 
sar do tempo. A mudança da forma discoide para a esférica contribui 
para esse aumento do volume aparente em EDTA, comparado ao que 
se observa em presença de citrato (Rowan, 1982). Para que os resulta- 
dos sejam reproduzíveis, as medidas do volume das plaquetas obtidas 
com instrumentos multicanais devem ser realizadas entre 1 e 3 horas 
após a coleta de sangue. A distribuição da frequência dos volumes de 
plaquetas em um dado indivíduo é logarítmica normal. Entretanto, 
existe uma relação inversa e não linear entre o VMP e a contagem de 
plaquetas em indivíduos normais (Fig. 29.4). Sendo assim, os valores 
de referência para o VMP parecem variar com a contagem de plaquetas 
(Bessman, 1981). O VMP em geral aumenta nos indivíduos com hiper- 
tireoidismo (Ford, 1988) e doença mieloproliferativa (Small, 1981). 
É mais difícil contar plaquetas, pois estas são pequenas (é necessário 
distingui-las dos debris) e tendem a aderir ao vidro, a quaisquer corpos 
estranhos e, em particular, umas às outras. Com frequência, é possível 
identificar uma redução significativa do número de plaquetas durante 
a inspeção cuidadosa de esfregaços corados. Quando se trata de amos- 
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Figura 29.4 Volume médio de plaquetas relacionado à contagem plaquetária de 
683 indivíduos normais. Cada grupo é mostrado como média (número) + 2 DP 
(barras) de indivíduos agrupados em contagens plaquetárias de 128-179, 180-199, 
200-219, 220-239, 240-259, 260-279, 280-299, 300-319, 320-339, 340-359, 
360-403, 404—462 (x 10º/L). O número na posição da média corresponde ao 
número de indivíduos do grupo (Bessman, 1981). 
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tras de sangue capilar, os esfregacos devem ser preparados de maneira 
uniforme e com bastante rapidez, assim que o sangue é obtido, a fim de 
evitar agregação e para minimizar a diminuição decorrente da adesão 
das plaquetas às bordas de vasos lesados. É possível realizar estimati- 
vas melhores por meio do exame de esfregaços corados de amostras 
de sangue venoso tratadas com anticoagulante EDTA (EDTA-sangue). 
Nesse material, as plaquetas são distribuídas de modo uniforme e, 
em geral, não ocorre agregação. O método visual de escolha utiliza o 
microscópio de contraste de fase. Esse é considerado o método de refe- 
rência. Laboratórios que realizam mais de 5 contagens de plaquetas/dia 
podem justificar o uso de contadores de plaquetas eletrônicos. Nesse 
caso, tanto a contagem de pulsos de voltagem quanto os sistemas de 
contagem eletro-dpticos são satisfatórios. 


Método do hemocit6metro — microscópio de 

contraste de fase 

Amostra. O sangue venoso é coletado mediante o uso de EDTA como 
anticoagulante. O sangue obtido por punção cutânea a partir de feri- 
das produz resultados mais variáveis, porém é satisfatório se estiver 
fluindo livremente e apenas as primeiras gotas forem utilizadas. 
Solução diluente. Prepara-se uma mistura de oxalato de sódio a 1% 
em água destilada. A garrafa que contém a solução-estoque deve ser 
guardada na geladeira. A quantidade necessária ao uso do dia deve ser 
filtrada antes da utilização, e aquilo que sobrar é descartado ao final 
do expediente. 

Procedimento 

1. O sangue bem homogeneizado é diluído na proporção de 1:100 
com líquido de diluição, e o frasco que contém a suspensão é 
homogeneizado em agitador mecânico, por 10 a 15 minutos. 

2. O hemocitômetro é preenchido da forma usual, com o auxílio de 
um tubo capilar isolado para cada lado. 

3. À câmara permanece coberta com uma placa de Petri por 15 
minutos, para que as plaquetas se assentem em um plano óptico. 
Um chumaço de algodão ou papel de filtro úmido são posiciona- 
dos sob a placa para prevenir evaporação. 

4. As plaquetas exibem forma arredondada ou oval e, com frequên- 
cia, possuem um ou mais processos dendríticos. À estrutura inter- 
na granular e o reflexo púrpura permitem distinguir as plaquetas 
dos debris, que costumam ser refráteis. Os fantasmas das hemácias 
lisadas pelo oxalato de amônio podem ser vistos ao fundo. 

5. Às plaquetas são contadas em 10 quadrados pequenos (os qua- 
drados negros observados na Fig. 29.3) — 5 de cada lado da câma- 
ra. Se o número total de plaquetas contadas for menor que 100, 
mais quadrados pequenos são contados até que no mínimo 100 
plaquetas tenham sido registradas. Podem ser contados 10 qua- 
drados de cada lado (quadrados negros + quadrados sombreados, 
Fig. 29.3) ou todos os 25 quadrados do grande quadrante central, 
caso haja necessidade. Se o número total de plaquetas em todos os 
50 quadrados pequenos ainda for menor que 50, a contagem deve 
ser repetida utilizando uma amostra de sangue diluída na propor- 
ção de 1:20 ou 1:10. 

Cálculo. Cada um dos 25 quadrados pequenos define um volume de 
1/250 uL (1/25 mm de área x 1/10 mm de profundidade): contagem 
de plaquetas (por uL) = (nº de células contadas/nº de quadrados con- 
tados) x diluição x 250. 

Ajustando-se o número de quadrados de modo que sejam conta- 
das pelo menos 100 plaquetas, o erro de campo (erro estatístico em 
razão do número persistentemente limitado de plaquetas contadas na 
câmara) pode ser mantido na mesma faixa das contagens plaquetárias 
tanto baixas quanto altas. Foi demonstrado que o CV decorrente da 
combinação dos erros de campo, pipetagem e câmara é da ordem de 
11%, quando ao menos 100 plaquetas são contadas, e de 15%, quando 
apenas 40 plaquetas são contadas. 

A contagem plaquetária tende a ser a menos reprodutivel entre as 
contagens de células sanguíneas, e o técnico precisa estar atento para 
garantir sua acurácia. Isso inclui a pronta confirmação de resultados 
suspeitos ou anormais com amostras recentemente colhidas. Quando 
a contagem plaquetária estiver em questão, como a sinalização por 
um aparelho, por exemplo, o esfregaço de sangue (preparado com 
sangue-EDTA) deve ser checado para corroborar a contagem e detec- 
tar anormalidades em plaquetas ou outros elementos sanguíneos que 


possam gerar valores falsos. Além disso, em razão do baixo número de 
plaquetas contadas pelo método manual e do alto grau de imprecisão 
associado à trombocitopenia severa (CV > 15%), a menor contagem 
a ser relatada pela quantificação manual deve ser da ordem de 7 x 10º 
plaquetas/L (Hanseler, 1996). 

Fontes de erro. O sangue em EDTA é considerado satisfatório por até 
5 horas após a coleta, quando mantido a 20°C, ou por até 24 horas, se 
mantido a 4°C, desde que nenhuma dificuldade tenha sido encontra- 
da durante a coleta. A presença de agregados de plaquetas na câmara 
implica má distribuição e anula a confiabilidade da contagem. Nessa 
situação, torna-se necessário coletar uma nova amostra de sangue. É 
provável que as causas da aglutinação plaquetária se devam ao início 
da agregação das plaquetas e da coagulação antes de o sangue entrar 
em contato com o anticoagulante; venipuntura imperfeita; atraso do 
contato entre o anticoagulante e o sangue; ou, na técnica de punção 
cutânea, demora em realizar a amostragem. O sangue capilar gera 
valores médios similares, contudo os erros equivalem a cerca do dobro 
daqueles produzidos por amostras de sangue venoso, provavelmente 
porque o nível de plaquetas varia nas sucessivas gotas de sangue obti- 
das por punção cutânea de feridas. 

Contagens falsamente altas. Fragmentos de citoplasma de leucócitos, 
que por vezes são numerosos nas leucemias, podem provocar eleva- 
ções falsas na contagem. Nesses casos, o método do hemocitômetro 
com contraste de fase deve ser empregado com uma correção baseada 
na proporção de fragmentos em relação à concentração de plaquetas, 
determinada a partir do esfregaço sanguíneo. 

Contagens falsamente baixas. Valores falsamente baixos podem ser 
obtidos quando as plaquetas aderem aos neutrófilos (satelitismo pla- 
quetário) ou quando há aglutinação de plaquetas por ação das agluti- 
ninas (Lombarts, 1988), agregação espontânea ou coagulação incipien- 
te decorrente de uma coleta de sangue mau feita. Os dois primeiros 
fenômenos parecem depender do EDTA (Dacie, 1991). A incidência 
relatada de casos de aglutinação plaquetária induzida por EDTA in 
vitro e pseudotrombocitopenia varia de 0,1 (Bartels, 1997) a 2% (Lippi, 
1990). As alterações ocorridas nos histogramas de plaquetas ou nas 
medidas de cutoff quantitativo deles derivadas devem ser utilizadas na 
triagem dos casos de pseudotrombocitopenia (Bartels, 1997). 


Variação na contagem plaquetária automatizada 

Acompanhando cada equipamento, existem diretrizes-padrão que 
determinam a realização de contagens manuais de plaquetas abaixo e 
acima das faixas de referência estabelecidas. Exemplificando, uma con- 
tagem de plaquetas automatizada, realizada em aparelho Technicon 
HP81, cujos valores sejam inferiores a 30 x 10°/L, deve ser substituída 
pelo procedimento manual (Hanseler, 1996). 

Comparando o ADVIA 120 ao Coulter STKS, Stanworth et al. (1999) 
mostraram que, em certos casos de trombocitopenia decorrente do 
consumo periférico, o ADVIA forneceu valores mais altos de conta- 
gem plaquetária, enquanto o esfregaço sanguíneo detectou a presen- 
ça de algumas plaquetas grandes. É provável que estudos adicionais 
utilizando anticorpos monoclonais específicos para plaquetas, como 
o CD61, determinem a contagem mais correta. Cantero et al. (1996) 
demonstraram que a existência de plasma visivelmente turvo nas 
amostras de sangue resultou, em média, em um aumento de 47% das 
contagens plaquetárias realizadas com o Technicon H P83. 

Os valores de referência para as contagens de plaquetas são de 150 a 
450 x 10º/L. Os valores de referência para VMP são de cerca de 6,5 a 12 
fL em indivíduos adultos. 


Plaquetas reticuladas 

Plaquetas reticuladas são aquelas recém-liberadas na circulação, que 
possuem RNA residual. As contagens de plaquetas reticuladas são esti- 
mativas da trombopoiese (Rapi, 1998), análogas ao uso da contagem 
de reticulócitos para estimação da eritropoese. Matic et al. (1998) des- 
creveram um método de análise por citometria de fluxo otimizado, 
que requer incubação do sangue total com alaranjado de tiazol, cuja 
fluorescência é 3.000 vezes mais intensa após a ligação ao RNA. Para 
distinguir as plaquetas das demais células ou de debris, a mistura de 
incubação deve conter anticorpos marcados com fitoeritrina e dirigi- 
dos contra a molécula GPIb na superfície das plaquetas. A eritropoe- 
tina humana recombinante parece melhorar a função plaquetária em 


casos de uremia, não só por corrigir a anemia, mas porque também 
aumenta a concentração de plaquetas jovens, as quais são detectadas 
como plaquetas reticuladas (Tassies, 1998). Os níveis medianos sig- 
nificativamente mais baixos de plaquetas reticuladas em doadores 
frequentes de plaquetaferese, comparados aos níveis observados em 
novos doadores, sugerem que doações repetidas de plaquetas podem 
levar a uma relativa exaustão da trombopoiese (Stohlawetz, 1998). 
Dependendo das condições de quantificação, pode haver uma enorme 
variação (3-20%) dos valores normais de plaquetas reticuladas publi- 
cados (Matic, 1998). 

Valores de plaquetas reticuladas aumentados foram descritos na 
púrpura trombocitopênica idiopática (Koike, 1998; Saxton, 1998) e 
no hipertireoidismo (Stiegler, 1998). Em recém-nascidos cuja gesta- 
ção teve duração inferior a 30 semanas, foi demonstrado que a con- 
tagem de plaquetas reticuladas era equivalente ao dobro dos valores 
encontrados em bebês de gestação completa (Peterec, 1996). Na recu- 
peração da medula óssea após a quimioterapia para leucemia mieloide 
aguda (LMA) observou-se um aumento dos níveis de plaquetas reti- 
culadas depois do 20º dia (Stohlawetz, 1999). Valores reduzidos de 
plaquetas reticuladas foram relatados em associação à aplasia e cirrose 
hepática (Koike, 1998; Saxton, 1998). 


Contagem eletrônica 

Em razão do custo relativamente baixo, tempo reduzido (de traba- 
lho e para obtenção de resultados) e maior acurácia dos analisadores 
automáticos, o uso de instrumentos semiautomáticos na prática clíni- 
ca se tornou raro nos dias atuais. Desempenho veloz, eliminação do 
cansaço visual do técnico e melhora da precisão constituem as vanta- 
gens decisivas proporcionadas pelos contadores de células eletrônicos, 
em relação aos métodos manuais/hemocitômetro para realização de 
contagens de células sanguíneas. Os instrumentos de contagem eletrô- 
nicos são discutidos em mais detalhes adiante, na seção “Tecnologia 
instrumental”. 


Variação fisiológica 


Variação fisiológica nos eritrócitos 

Os valores de hemácias sofrem alterações maiores durante as pri- 
meiras semanas de vida (Fig. 29.5). Ao nascimento, 100 a 125 mL de 
sangue placentário podem ser transferidos ao recém-nascido, caso o 
cordão seja preso somente após o término de sua pulsação. Em um 
estudo sobre recém-nascidos cujos cordões demoraram a ser pinça- 
dos, a média das contagens de hemácias capilares foi de 0,4 x 10'4/L 
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mais alta após um atraso de 1 hora, e 0,8 x 10!2/L maior 24 horas após 
o nascimento, em comparação aos valores encontrados para recém- 
nascidos que tiveram o cordão preso sem demora. O sangue capilar 
(obtido por punção cutânea) fornece valores de CVS e Hb mais altos 
que o sangue venoso (cordão). As diferenças podem chegar a cerca de 
0,5 x 10!2 CVSs/L e 3 g de Hb/dL. A lentificação da circulação capilar 
e consequente perda de líquidos podem ser os fatores responsáveis. O 
exame de sangue venoso fornece resultados mais consistentes que o 
exame de sangue capilar. 

Em um bebê nascido a termo, a concentração média de hemácias 
nucleadas é em torno de 0,5 x 10?/L. A contagem de normoblastos 
declina para aproximadamente 200/uL em 24 horas, 25/uL em 48 
horas, e menos de 5/uL em 72 horas. Aos 7 dias, é raro encontrar nor- 
moblastos circulantes (Barone, 1999). 

Ao nascimento, a contagem de reticulócitos normal varia de 3 a 
7% durante as primeiras 48 horas, apresentando um leve aumento. 
Após o segundo dia, os valores caem mais rapidamente para 1 a 3% 
em torno do 7º dia de vida. A concentração média de Hb no sangue 
capilar ainda no primeiro dia de vida é igual a 19 g/dL, com 95% dos 
valores normais caindo para 14,6 a 23,4 g/dL. No sangue do cordão, 
a média é de 16,8 g/dL, com 95% dos valores normais entre 13,5 e 
20 g/dL. Os níveis de Hb do sangue venoso com frequência aumen- 
tam ao final de 24 horas, em comparação aos níveis encontrados no 
sangue do cordão. Ao final da primeira semana, esses níveis se tor- 
nam quase iguais aos do sangue do cordão e passam a cair antes da 
segunda semana. Durante as primeiras 2 semanas de vida, o limite 
mínimo considerado normal é 14,5 g/dL para o sangue capilar e 13 g/ 
dL para o sangue venoso. No primeiro dia de vida, o hematócrito do 
sangue capilar atinge um valor médio de 0,61, com 95% dos valores 
normais entre 0,46 e 0,76. No sangue do cordão, a média é 0,53. As 
alterações que ocorrem durante as primeiras semanas de vida seguem 
a concentração de Hb. A Hb e o Hct atingem seus valores mais altos 
ao nascimento, contudo acabam caindo abruptamente ainda nos pri- 
meiros dias e semanas de vida, atingindo valores mínimos aos 2 meses 
de idade. Nesse momento, o limite inferior dos valores de referência 
de 95% e a concentração média de Hb correspondem a 9,4 e 11,2 g/ 
dL, enquanto os valores para o Hct são, respectivamente, 0,28 e 0,35. 
Após 4 meses de idade, o limite mínimo para a Hb é de 11,2 g/dL e, 
para o Hct, 0,32. Esses valores sofrem um aumento gradual até mais 
ou menos os 5 anos de idade e, subsequentemente, de forma mais 
abrupta nos meninos que nas meninas (Shannon, 1996). O VCM 
normal ao nascimento varia de 110 a 118 fL, comparado ao intervalo 
de referência para indivíduos adultos de 80 a 96 fL. Como os níveis de 
CVS não caem tanto quanto os de Hb e hematócrito, o VCM diminui 
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Figura 29.5 Valores para hemoglobina, hematócrito (volume de hemácias concentradas) e contagens de hemácias desde o nascimento até a idade avançada. Os valores 

das médias são representados pela linha contínuas. O intervalo de referência para a hemoglobina é indicado pelas linhas pontilhadas; para as contagens de hemácias está 
representado pelas linhas interrompidas; e, para o hematócrito, pelas linhas pontilhadas e interrompidas. As escalas da ordenada são semelhantes às das alterações relativas 
ocorridas no conteúdo de hemoglobina, na contagem de hemácias e no hematócrito, que são aparentes à inspeção. A escala da idade, contudo, é progressivamente alterada 


(Wintrobe, 1974). 
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544 de forma abrupta e, em seguida, passa a cair de forma mais grada- 


tiva durante os primeiros meses de vida. Os valores mais baixos são 
alcançados em cerca de 1 ano. Em estudos que excluíram a deficiência 
de ferro e a talassemia, o limite de referência mínimo (valores refe- 
renciais de 95%) para o VCM aumentou gradualmente entre 1 e 15 
anos de idade — de 70 a 76 fL nos meninos e de 70 a 78 fL nas meninas 
(Shannon, 1996). Os intervalos de referência para valores de hemá- 
cias em indivíduos adultos e sexualmente maduros são mostrados 
na Tabela 29.2. Os índices são semelhantes em homens e mulheres, 
contudo os níveis de Hb são 1 a 2 g/dL mais altos nos homens, com 
incrementos comensuráveis no Hct e na concentração de CVSs (Fig. 
29.5). Acredita-se que tais diferenças se devam, sobretudo, aos efeitos 
dos andrógenos na estimulação da produção de eritropoetina e seu 
efeito sobre a medula. Em homens idosos, os níveis de Hb tendem a 
cair, enquanto nas mulheres idosas os níveis de Hb tendem a sofrer 
uma queda menor (em alguns estudos) ou mesmo apresentam um 
leve aumento (em outros estudos). Em indivíduos de idade avançada, 
portanto, a diferença existente entre os sexos é menor que 1 g Hb/dL 
(Dacie, 1991). A postura e a atividade muscular modificam a concen- 


Tabela 29.2 Valores típicos de contagem de células sanguíneas em uma 
população de adultos jovens normais 


Homens Mulheres 


Contagem de leucócitos 

(x 10°/L de sangue) 

Contagem de hemácias 

(x 10!2/L de sangue) 
Hemoglobina (g/dL de sangue) 
Hematócrito (porcentual) 


7,8 (4,4-11,3) 
5,21 (4,52-5,90) 4,60 (4,10-5,10) 


15,7 (14,0-17,5) 
46 (41,5-50,4) 


13,8 (12,3-15,3) 
40,2 (35,9-44,6) 


Volume celular médio 88,0 (80,0-96,1) 
(fL/hemacia) 

Hemoglobina celular 30,4 (27,5-33,2) 
média (pg/hemácia) 

Concentração de hemoglobina 34,4 (33,4-35,5) 
celular média (g/dL de CVSs) 


Amplitude da distribuição de 13,1 (11,6-14,6) 
hemácias (CV, porcentual) 
Contagem de plaquetas 


(x 10°/L de sangue) 


311 (172-450) 


São fornecidos a média e o intervalo de referência (faixa normal). Como as curvas de 
distribuição podem ser não gaussianas, o intervalo de referência é o intervalo de confiança 
de 95% central e não paramétrico. Os resultados se baseiam em 426 homens adultos 
normais e 212 mulheres adultas normais. Os estudos foram conduzidos em analisador 
Coulter, modelo S-Plus IV (Morris, 1975). 


tração dos elementos formados. A Hb, Hct e CVSs sofrem aumento 
de vários porcentuais quando um indivíduo em posição recumben- 
te se levanta e fica em pé, enquanto a atividade muscular extenuante 
também produz aumentos, provavelmente em razão da perda de água 
do plasma. Também há uma variação diurna que não está relaciona- 
da à prática de exercícios nem à variação analítica. Os níveis de Hb 
atigem seu valor máximo pela manhã, caem ao longo do dia e atin- 
gem valores mínimos durante a noite, com uma diferença de 8 a 9% 
(Dacie, 1991). 

Indivíduos que vivem em locais de altitude mais alta apresentam níveis 
mais elevados de Hb, Hct e CVS do que apresentariam se morassem ao 
nível do mar. Essa diferença é de aproximadamente 1 g Hb/dL a 2 km de 
altitude e de 2 g Hb/dL a 3 km. O aumento da eritropoese é secundário à 
estimulação anóxica da produção de eritropoetina. Indivíduos fumantes 
também tendem a apresentar uma discreta eritrocitose. 


Variação fisiológica nos leucócitos 


A contagem total de CBSs ao nascimento e durante as primeiras 24 
horas varia dentro de amplos limites. Os neutrófilos são as células pre- 
dominantes, e sua concentração varia de 6 x 10º a 28 x 10° células/L. 
Cerca de 15% desse total corresponde à forma de bastonete (Altman, 
1974), e um número pequeno de mielócitos está presente. O número 
de neutrófilos cai para cerca de 5 x 10º células/L durante a primeira 
semana e assim permanece subsequentemente. A concentração de lin- 
fócitos ao nascimento é em torno de 5,5 x 10º células/L e sofre pouca 
alteração no decorrer da primeira semana. Os linfócitos se tornam o 
tipo celular predominante, em média, após a primeira semana de vida, 
e essa situação se mantém até cerca de 7 anos de idade. A partir de 
então, os neutrófilos passam a predominar de novo. O limite máximo 
do intervalo de referência de 95% para os linfócitos aos 6 meses é de 
13,5 x 10? células/L, em 1 ano passa a 10,5 x 10º células/L, em 2 anos é 
de 9,5 x 10º células/L, aos 6 anos é de 7 x 10º células/L, e aos 12 anos de 
idade é igual a 6 x 10º células/L. Para os neutrófilos, os valores corres- 
pondentes às mesmas idades são, respectivamente: 8,5, 8,5, 8,5, 8,0 x 
10º 8,0 x 10º células/L. Os valores para neutrófilos são um pouco mais 
altos que os valores para indivíduos adultos (ver Tab. 29.3). 

Constatou-se que a contagem de neutrófilos sofre variação diurna, 
apresentando níveis mais altos durante a tarde e níveis mais baixos 
pela manhã, no indivíduo em repouso. O exercício produz leucocito- 
se, e esta inclui aumento da concentração de neutrófilos, decorrente 
do deslocamento das células a partir da população marginal para o 
grupo de granulócitos circulantes. A drenagem aumentada de linfó- 
citos para o sangue também parece contribuir para o aumento total 
observado. Os valores de referência médio e mínimo para concentra- 
ção de neutrófilos na população negra são menores que na população 
branca. Essa diferença deve ser considerada nas avaliações de neu- 
tropenia. Fumantes apresentam contagem média de leucócitos mais 
alta que indivíduos não fumantes. O maior aumento (cerca de 30%) é 


Tabela 29.3 Valores normais de contagem de leucócitos, contagem diferencial e concentração de hemoglobina em várias idades 





Leucócitos* 
Idade Total de Total de Neutrófilos Neutrófilos Eosinófilos Basófilos Linfócitos Monócitos Hemoglobina 
leucócitos neutrófilos bastonetes segmentados (g/dL de sangue) 

12 meses 11,4 (6,0-17,5) 3,5(1,5-8,5) 0,35 3,2 (1,0-8,5) 0,30 (0,05-0,70) 0,05 (0-0,20) 7,0(4,0-10,5) 0,55 (0,05-1,1) 12,6(11,1-14,1) 
3] 3,1 28 2,6 0,4 61 4,8 

4 anos 9,1 (5,5-15,5) 3,8(1,5-8,5) 0,27 (0-1,0) 3,5 (1,5-7,5) 0,25 (0,02-0,65) 0,05 (0-0,2) 4,5 (2,0-8,0) 0,45 (0-0,8) 12,7 (11,2-14,3) 
42 3,0 39 2,8 0,6 50 5,0 

6 anos 8,5 (5,0-14,5) 4,3 (1,5-8,0) 0,25 (0-1,0) 4,0 (1,5-7,0) 0,23 (0-0,65) 0,05 (0-0,2) 3,5 (1,50-7,0) 0,40 (0-0,8) 13,0 (11,4-14,5) 
51 3,0 40 Lif 0,6 42 4,/ 

10 anos 8,1 (4,5-13,5) 4,4 (1,8-8,0) 0,24 (0-1,0) 4,2 (1,8-7,0) 0,20 (0-0,60) 0,04 (0-0,2) 3,1 (1,5-6,5) 0,35 (0-0,8) 13,4 (11,8-15,0) 
24 3,0 51 2,4 0,5 38 4,3 

21 anos 7,4 (4,5-11,0)  4,4(1,8-7,7) 0,22 (0-0,7) 4,2 (1,8-7,0) 0,20 (0-0,45) 0,04 (0-0,2) 2,5 (1,0—4,8) 0,30 (0—0,8) 15,5 (13,5-17,5) 
59 3,0 56 BF 0,5 34 4,0 13,8 (12,0-15,6) 


* Valores expressos em valores de média (referência de 95%). Para os tipos celulares das contagens de leucócitos e diferencial, as unidades são células x 10°/uL; os valores em itálico são 


porcentuais médios. 


Fonte: For leukocyte and differential count (Altman, 1961); For hemoglobin concentrations (Dalman, 1987). 


apresentado por indivíduos que fumam muito e inalam fumaça, afe- 
tando os neutrófilos, linfócitos e monócitos. 

Alterações discretas parecem ocorrer durante o ciclo menstrual. O 
número de neutrófilos e monócitos diminui, enquanto o de eosi- 
nófilos tende a aumentar durante a menstruação. Foi relatado que 
a concentração de basófilos sofre uma queda durante a ovulação. A 
disponibilidade de analisadores de leucócitos automáticos e preci- 
sos proporciona o potencial de investigar as fontes fisiológicas de 
variação que permanecem obscuras em decorrência do erro estatís- 
tico associado às contagens diferenciais microscópicas tradicionais 
(Statland, 1978). 


Variação fisiológica nas plaquetas 

Em média, a contagem de plaquetas é um pouco menor ao nasci- 
mento que em crianças e adultos, podendo variar de 84 a 478 - 10°/L 
(Barone, 1999). Após a primeira semana de vida, os intervalos de refe- 
rência se transformam naqueles de um indivíduo adulto. Em mulhe- 
res, a contagem de plaquetas pode cair durante o período menstrual. 
Mulheres possuem contagem de plaquetas (e de CBSs e neutrófilos) 
maior que a dos homens. Comparados aos caucasianos, os africanos 
(e, em menor grau, afro-caribenhos) apresentam contagens meno- 
res de plaquetas, CBS e neutrófilos (Bain, 1996). As médias descritas 
(faixas de referência de 95%) para contagens plaquetárias foram 218 
(143-332) para homens caucasianos e 183 (115-290) para homens 
africanos, versus 246 (169-358) para mulheres caucasianas e 207 
(125-342) para mulheres africanas. Estudando indivíduos australia- 
nos que viviam a oeste de Sydney e tinham 49 anos de idade ou mais, 
Tsang et al. (1998) relataram valores médios de contagens plaquetárias 
iguais a 247 (128-365) para homens e 275 (147-403) para mulheres. 


Taxa de sedimentação eritrocitária 


A taxa de sedimentação eritrocitária (ESR) é um marcador de infla- 
mação subjacente útil, ainda que inespecífico. Nos últimos anos, a pro- 
teina C reativa de alta sensibilidade e outros marcadores inflamatórios 
têm sido utilizados para detectar ou monitorar doenças, em particular 
a doença cardiovascular e a síndrome metabólica (Rifai, 2005; Pearson, 
2003). Quando sangue venoso bem homogeneizado é colocado em um 
tubo de ensaio posicionado na vertical, os eritrócitos tendem a ir para 
o fundo. O intervalo de tempo decorrido para que o topo da coluna de 
eritrócitos desça é denominado ESR. Vários fatores estão envolvidos. 


Fatores plasmáticos 

Uma ESR acelerada é favorecida por níveis elevados de fibrinogê- 
nio e, em menor extensão, de globulinas a, Ñ, e y. Essas moléculas 
proteicas assimétricas exercem maior efeito que outras proteínas na 
redução da carga negativa dos eritrócitos (potencial 0), que tende a 
mantê-los afastados. O potencial ¢ reduzido promove formação do 
empilhamento (rouleaux) que, por sua vez, sedimenta mais rápido 
que as células isoladas. A remoção do fibrinogênio por desfribinação 
reduz a ESR. Não há nenhuma correlação absoluta entre a ESR e qual- 
quer uma das frações de proteínas plasmáticas. A albumina e a lecitina 
retardam a sedimentação, enquanto o colesterol acelera a ESR. 


Fatores eritrocitários 

A anemia aumenta a ESR, pois a alteração da proporção plasmáti- 
ca de eritrócitos favorece a formação do empilhamento, independen- 
temente das alterações que envolvem a concentração plasmática de 
proteínas. Seja qual for o método quantitativo, a ESR é mais sensível 
às proteínas plasmáticas alteradas na faixa de hematócrito correspon- 
dente a 0,3 a 0,4 (Bull, 1975). A taxa de sedimentação é diretamente 
proporcional ao peso do agregado celular e inversamente proporcio- 
nal à área de superfície. Os micrócitos sedimentam de forma mais 
lenta que os macrócitos, cujas proporções de área superficial/volume 
são menores. O empilhamento também está associado a uma reduzida 
proporção de área superficial/volume e acelera a ESR. Hemácias com 
formato anormal ou irregular, como células falciformes ou esferóci- 
tos, impedem a formação do empilhamento e retardam a ESR. 


Estágios da ESR 
Podem ser observados três estágios: (1) o estágio corresponden- 
te aos 10 minutos iniciais, em que há pouca sedimentação à medida 


que o empilhamento se forma; (2) um estágio seguinte de cerca de 40 
minutos, quando há deposição a uma taxa constante; e (3) a fase cor- 
respondente aos 10 minutos finais, em que a sedimentação se lentifica 
à medida que as células se concentram no fundo do tubo. 


Métodos 
Método de Westergren 

Dada sua simplicidade, o método de Westergren é muito utilizado. 
O ICSH (1993) o recomendou como método de referência que utiliza 
sangue total não diluído. O ICSH determina que o hematócrito do 
paciente não deve exceder 35%, pois a reprodutibilidade da sedimen- 
tação pode ser mais precária em tubos estreitos. A fórmula usada para 
conversões da ESR entre sangue diluído e não diluído é: ESR de san- 
gue diluído = (ESR de sangue não diluído x 0,86) — 12 
Equipamento. O tubo de Westergren consiste em uma pipeta reta 
com comprimento de 30 cm e diâmetro interno de 2,55 mm, que é 
calibrada em 0 a 200 mm. Sua capacidade é de aproximadamente 1 
mL. Também é utilizada a estante de Westergren e, se necessário, nive- 
ladores para manter o tubo em posição vertical. 
Reagente. Uma solução 0,105 M (faixa de 0,1 a 0,136) de citrato de 
sódio é empregada como solução diluente-anticoagulante (31 g de 
Na;C,H,eH,O adicionados a 1 L de água destilada em uma garrafa de 
vidro estéril). Essa solução é filtrada é mantida sob refrigeração, sem 
adição de conservantes. 
Procedimento 

1. Dois mL de sangue total são adicionados a 0,5 mL de citrato de 
sódio e misturados por inversão. 

2. Uma pipeta de Westergren é preenchida até a marca 0 e posicio- 
nada exatamente na vertical, na estante, à temperatura ambiente e 
sem vibração nem exposição direta à luz solar. 

3. Decorridos exatamente 60 minutos, registra-se a distância em 
mm desde a marca 0 até o topo da coluna de hemácias, sendo 
esse valor a ESR. Caso a demarcação entre o plasma e a coluna de 
hemácias seja obscura, o nível é determinado pelo local em que a 
densidade total aparece primeiro. 


Método de Westergren modificado 

Uma modificação do método de Westergren produz os mesmos 
resultados, porém utiliza sangue tratado com anticoagulante EDTA, 
em vez de citrato de sódio. Esse método é mais conveniente, pois 
permite que a ESR seja realizada a partir do mesmo tubo de sangue 
utilizado para realização de outros estudos hematológicos. Cerca de 
2 mL de sangue-EDTA bem homogeneizado são diluídos com 0,5 mL 
de citrato de sódio a 3,8% ou 0,5 mL de cloreto de sódio a 0,85%. 
O sangue não diluído e tratado com anticoagulante EDTA fornece 
uma fraca precisão (ICSH, 1977). A ESR aumenta de forma gradual 
com a idade. Os limites superiores normais originais de Westergren 
(10 mm/h para homens e 20 mm/h para mulheres) parecem ser muito 
baixos. De acordo com os estudos de Böttiger & Svedberg (1967) e de 
Zauber & Zauber (1987), os limites superiores dos valores de referên- 
cia para o método de Westergren deveriam ser os seguintes: 


Homens Mulheres 
Abaixo dos 50 anos 15 mm/h 20 mm/h 
Acima dos 50 anos 20 mm/h 30 mm/h 
Acima dos 85 anos 30 mm/h 42 mm/h 


Smith & Samadian (1994) afirmam que a elevação da ESR com o 
avanco da idade provavelmente reflete uma maior prevaléncia de 
enfermidade entre idosos e, assim, para fins praticos, pode ser reco- 
mendável usar a faixa normal padrão para pacientes idosos. 


Fontes de erro 

Se a concentração de anticoagulante for maior que a recomendada, é 
possível que a ESR seja elevada. Tanto o citrato de sódio quanto o EDTA 
não afetam a taxa de sedimentação quando utilizados em concentrações 
apropriadas. Por outro lado, a heparina altera o potencial ` de membra- 
na e não pode ser utilizada como anticoagulante. A heparina também 
aumenta a ESR quando empregada como medicação in vivo (Penchas, 
1978). A ESR é afetada pela permanência de bolhas no tubo durante seu 
preenchimento. A hemólise pode modificar a sedimentação. O grau de 
limpidez do tubo é um fator importante. A ESR pode ser acelerada se o 
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546 tubo for inclinado. As hemácias se agregam no lado mais baixo, enquan- 


to o plasma sobe pelo lado superior. Em consequência, a influência 
retardadora do plasma em ascensão se torna menos efetiva. Um ângulo 
de até mesmo 3º em relação à vertical é capaz de acelerar a ESR em até 
30%. Pipetas plásticas de ESR estão associadas a valores discretamente 
maiores (1 a 2 mm/h) que as de vidro (Schneiderka, 1997). 

A temperatura deve estar na faixa de 20 a 25°C. Em certos casos, 
temperaturas inferiores ou superiores alteram a ESR. Se o sangue for 
mantido sob refrigeração, deverá atingir a temperatura ambiente e 
ser homogeneizado por inversão ao menos 8 vezes, antes do início do 
teste. A realização do teste deve ser programada para ter início 2 horas 
após a coleta da amostra de sangue (ou após 12 horas, caso seja utili- 
zado anticoagulante EDTA e a amostra tenha sido mantida a 4°C). Se 
esse procedimento não for adotado, algumas amostras com ESR eleva- 
da apresentarão valores de ESR falsamente baixos (Morris, 1975). Na 
amostra deixada em repouso, os eritrócitos tendem a se tornar esféri- 
cos e a formar o empilhamento de forma mais lenta. 

Diferentemente do método de Wintrobe, o método de Westergren 
não dispõe de recursos que corrijam a anemia com eficácia. 


Aparelho VES-MATIC 20 

O aparelho VES-MATIC 20 é um analisador de bancada projetado 
para medir a ESR em 20 amostras de sangue (Plebani, 1998; Caswell, 
1991). É totalmente automatizado. O sangue é coletado em cubetas 
especiais e homogeneizado com cuidado pelo aparelho. Em seguida, 
as amostras são deixadas em repouso para sedimentação durante um 
determinado período. A inclinação dos tubos em 18º em relação ao 
eixo vertical acarreta a aceleração da sedimentação, produzindo em 
25 e 45 minutos resultados comparáveis àqueles que se obtém por 
Westergren na primeira e na segunda hora, respectivamente. Os sen- 
sores óptico-elétricos leem automaticamente o nível de sedimentação 
eritrocitária. Os dados são elaborados e, então, impressos ou exibidos 
para visualização em tela. 


Método de micro-ESR 

Trata-se de um método mais útil a pacientes pediátricos. Barrett & 
Hill (1980) descreveram um método de micro-ESR que utiliza 0,2 mL 
de sangue para preencher um tubo de ensaio descartável de 230 mm 
de comprimento e 1 mm de diâmetro interno. Os valores referentes ao 
sangue capilar apresentaram boa correlação com os valores obtidos por 
micro-ESR de sangue venoso e ESR de Westergren. Kumar & Singhi 
(1994) fizeram referência a uma micro-ESR (mESR) que utilizava san- 
gue total para preencher por completo um tubo capilar de micro-he- 
matócrito de 75 mm heparinizado. 


Aplicação 

A ESR é um dos testes laboratoriais mais antigos ainda em uso. 
Apesar de ter perdido um pouco de sua utilidade, à medida que méto- 
dos mais específicos de avaliação de doenças (como o de detecção de 
CRP) foram sendo desenvolvidos (Zlonis, 1993), novas aplicações 
clínicas têm sido descritas (Saadeh, 1998). Recentemente, foi relata- 
do que a ESR apresenta significado clínico em casos de anemia fal- 
ciforme (valor baixo na ausência de crise dolorosa, aumentando de 
forma moderada em 1 semana na crise), osteomielite (elevada, auxilia 
no monitoramento da terapia), derrame (ESR = 28 mm/h associada a 
um prognóstico pior), câncer de próstata (ESR > 37 mm/h associada a 
maior incidência de progressão da doença e morte), e doença arterial 
coronariana (DAC) (ESR > 22 mm/h em homens brancos associada 
ao risco aumentado de DAC) (Saadeh, 1998). Na gravidez, a ESR sofre 
um aumento moderado que tem início na 102 a 124 semana e volta ao 
normal em 1 mês durante o pós-parto. A ESR tende a estar acentu- 
adamente elevada em distúrbios que envolvem proteínas sanguíneas 
monoclonais, tais como mieloma múltiplo ou macroglobulinemia, 
hiperglobulinemias policlonais severas decorrentes de doença infla- 
matória e hiperfibrinogenemias. 

Elevações moderadas são comuns em casos de doença inflamató- 
ria ativa, como AR, infecções crônicas, doença do colágeno e doença 
neoplásica. A ESR tem pouco valor diagnóstico nesses distúrbios, mas 
é útil para o monitoramento da atividade da doença. É uma medi- 
da mais simples que a quantificação de proteínas séricas, que tende a 
substitui-la. Como o resultado do teste é frequentemente normal para 


pacientes com neoplasias, doença do tecido conjuntivo e infecções, 
uma ESR normal não pode ser utilizada para excluir essas possibili- 
dades diagnósticas. Em pacientes com câncer, todavia, em geral há 
metástases diante de valores de ESR acima de 100 mm/h (Sox, 1986). 
A ESR tem pouca utilidade para a triagem de pacientes assintomáticos 
que apresentam doença; a história e o exame físico em geral revelam a 
causa de uma ESR elevada (Sox, 1986). Por outro lado, a ESR é útil e 
indicada para o estabelecimento do diagnóstico e monitoramento da 
polimialgia reumática e da arterite temporal, quando a taxa costuma 
exceder 90 mm/h (Zlonis, 1993). Os médicos que atendem emergên- 
cias continuam utilizando a ESR para avaliar casos de arterite tempo- 
ral, artrite séptica, doença inflamatória pélvica e apendicite (Olshaker, 
1997). Freeman (1997) insiste na necessidade da rápida estimação da 
ESR em casos de indicação clínica de arterite de células gigantes, uma 
vez que o atraso de apenas algumas horas em iniciar a terapia com 
esteroides resulta em perda visual irreversível. Harrow et al. 1999) 
concluíram que uma ESR < 5 mm em 30 minutos identifica de forma 
correta a maioria dos pacientes com ESR normal, sem classificar ESR 
elevadas erroneamente. 

Na doença de Hodgkin, pode haver um prognóstico bastante útil 
nas determinações sanguíneas na ausência de sintomas (febre, perda de 
peso, sudorese noturna) sistêmicos (“B”). Em outro estudo (Vaughan 
Hudson, 1987), um terço dos pacientes assintomáticos apresentaram 
tanto ESR < 10 mm/h quanto uma excelente taxa de sobrevida, seja 
qual for a idade, estágio ou histopatologia. Os pacientes assintomáti- 
cos com ESR 2 60 mm/h apresentaram taxa de sobrevida tão precária 
quanto aqueles que tinham sintomas sistêmicos. 

Segundo Iversen et al. (1996), 76% dos pacientes com carcinoma de 
células renais apresentavam uma elevada ESR, que havia aumentado 
significativamente por até 6 anos antes de o diagnóstico ser estabele- 
cido. Esses pesquisadores defendem uma representação gráfica siste- 
mática e a determinação dos níveis basais da ESR ao longo do tempo, 
a qual mostra aumento marcante da ESR 1 ano antes do diagnóstico. 
Essa tendência de elevação da ESR deve conduzir a novas investiga- 
ções, como o exame de ultrassonografia renal, que, por sua vez, pode 
orientar a realização de uma nefrectomia curativa antes do apareci- 
mento de metástases. 


Tecnologia instrumental 


Os instrumentos com canais múltiplos, que são utilizados em labo- 
ratórios modernos para realização das contagens celulares, baseiam-se 
nos princípios de impedância elétrica, dispersão da luz, condutivida- 
de por radiofrequência e/ou citoquímica (Ward, 2000). Os princípios 
dessas técnicas são discutidos na próxima seção. 


Impedância elétrica 

As células que passam por uma abertura onde há fluxo de corrente 
provocam alterações na resistência elétrica, as quais são contadas como 
pulsos de voltagem. Esse princípio, ilustrado na Figura 29.6, é emprega- 
do nos equipamentos comercializados pela Coulter (LH 700, GENeS, 
HmkX, AeT etc.; Beckman Coulter, Inc., Brea, CA), Sysmex (XE-2100, 
XT 20001, HST-N etc.; Sysmex America Inc., Mundelein, IL), Abbott 
(Cell-Dyn 3500, 3700, 4000 etc.; Abbott Diagnostics, Santa Clara, CA), 
ABX (Micros 60, Pentra 60, Pentra 120, Pentra 120 Retic etc.; ABX 
Diagnostics, Inc., Irvine, CA), entre outras empresas. Uma suspensão 
de sangue (SS) diluída com acurácia é produzida com uma solução iso- 
tônica condutora que preserva o formato celular. O instrumento pos- 
sui um cilindro de vidro (CIV) que pode ser preenchido com líquido 
condutor e tem um eletrodo (E,) e uma abertura (A) (diâmetro de 100 
um) na parede. Exatamente do lado externo do CIV, ha outro eletro- 
do (E,). O cilindro conecta-se a um tubo de vidro em forma de U, que 
é parcialmente preenchido com mercúrio (M) e possui dois contatos 
elétricos (CE, e CE,). O CIV é imerso na suspensão de células (SC) a 
serem contadas, preenchido com solução condutora e fechado por uma 
válvula (V). Então, uma corrente passa a correr pela abertura entre E, e 
E,. A medida que o M sobe pelo tubo, a SC vai sendo puxada através da 
A, para dentro do cilindro. Cada célula que passa pela A desloca igual 
volume de líquido condutor, aumentando a resistência elétrica e crian- 
do um pulso de voltagem, uma vez que sua resistência é bem maior que 
a da solução condutora. Os pulsos, cujas alturas são proporcionais ao 
volume das células, são contados. Trata-se do princípio Coulter. 
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Figura 29.6 Diagrama esquemático de um contador de partículas em que as 
alterações na resistência elétrica são contadas como pulsos de voltagem. SC = 
suspensão de células; CIV = cilindro de vidro; A = abertura; E, e E, = eletrodos de 
platina; V = válvula; M = coluna de mercúrio; CE, e CE, = contatos elétricos; BV = 
bomba a vácuo. (Diagrama adaptado de Ackerman, 1972.) 
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No sistema mais simples, o mecanismo de contagem é iniciado 
quando o M entra em contato com CE), e cessa quando M atinge CE). 
Durante esse intervalo, as células são contadas em um volume de sus- 
pensão exatamente igual ao volume da tubulação de vidro entre os fios 
de contato CE, e CE,. Caso duas ou mais células entrem na A ao mesmo 
tempo, serão contadas como um único pulso. Isso produz um erro de 
coincidência que já é corrigido automaticamente pelos analisadores. 
Em certos contadores, o ajuste de um limiar ou de um pulso discrimi- 
nante permite a exclusão de pulsos abaixo de uma determinada altura 
ajustável. Em outros, um segundo limiar também exclui a contagem de 
pulsos acima de uma determinada altura. Dessa forma, é possível con- 
tar apenas as células dentro da “janela” estabelecida pelos dois limiares. 
Por meio da mudança sistemática de cada limiar com alguns incre- 
mentos, é possível determinar a frequência de distribuição de volumes 
celulares relativos. Tais distribuições de tamanho celular podem ser 
automaticamente representadas em gráfico e são valiosas para o estudo 
de hemácias, leucócitos ou plaquetas, quando estão presentes duas ou 
mais populações celulares variáveis. Essa é a base da determinação dos 
histogramas de células sanguíneas, que atualmente são produzidos de 
forma rotineira pelos analisadores hematológicos multicanais. 


Condutividade por radiofrequência 

A condutividade é determinada com o auxílio de uma sonda ele- 
tromagnética de alta frequência, que fornece informações sobre os 
constituintes celulares internos (composição química, características 
nucleares e constituintes granulares). Para tanto, a sonda permeabi- 
liza a camada lipídica da membrana celular. A condutividade é espe- 
cialmente útil na diferenciação entre células de tamanhos semelhan- 
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tes, como os pequenos linfócitos e os basófilos (Burns, 1992; Bentley, 
1993). Esse princípio é empregado por instrumentos comercializados 
pela Coulter (LH 700, GEN eS, HmX, AeT, etc.; Beckman Coulter, 
Inc., Brea, CA) e pela Sysmex (XE-2100, XT 20001, HST-N etc.; Sysmex 
America, Inc., Mundelein, IL). 


Dispersao da luz 

Nos analisadores eletro-ópticos (Fig. 29.7), um detector fotossensi- 
vel mede o grau de dispersão da luz. Todos os principais analisadores 
multicanais atualmente empregam a metodologia óptica, ao menos 
em alguma extensão. O tamanho do pulso detectado é proporcional 
ao tamanho da partícula (CBS, CVS ou plaqueta). Enquanto a precisão 
dos instrumentos que empregam metodologia óptica equivale à preci- 
são dos sistemas à base de impedância elétrica, alguns sistemas utilizam 
ambos os métodos para fornecer uma combinação interna. O ângulo de 
dispersão incidente de uma luz monocromática gerada por laser deter- 
mina as características de superfície, morfologia e granulação da célu- 
la. A medida da dispersão da luz em múltiplos ângulos permite uma 
melhor diferenciação dos tipos celulares. Exemplificando, no Abbott 
Cell Dyn, são tomadas quatro medidas simultâneas da dispersão da 
luz para cada CBS. Um ângulo incidente de 0º primeiramente é afeta- 
do e, então, determina o tamanho da célula. Uma dispersão de luz de 
10º indica a estrutura ou complexidade de uma célula, sendo em espe- 
cial útil na resolução de basófilos e separação de todas as populações 
celulares. Uma dispersão luminosa de 90º separa populações de célu- 
las granulares e é denominada lobularidade. A dispersão de luz de 90º 
despolarizada resolve os eosinófilos, graças a sua granulosidade intensa 
e cristalina. Células anormais podem apresentar localizações distinti- 
vas no gráfico de dispersão de tamanho versus complexidade, ajudan- 
do a determinar sinais suspeitos de CBSs (Cornbleet, 1992), como os 
de blastos, variantes de linfócitos, bastonetes e granulócitos imaturos. 
Corantes de DNA fluorescentes são utilizados pelos sistemas hema- 
tológicos automatizados da Abbott, para enumerar CVSs nucleadas e 
identificar populações de linfócitos atípicos, além de CBSs inviáveis. 
A tecnologia adaptativa de portas (gating) proporciona uma melhor 
separação de grupos de tipos celulares que se sobrepõem. Sinais sus- 
peitos são gerados diante da impossibilidade de delineamento de uma 
distinção clara, como muitas vezes ocorre em presença de populações 
de CBSs anormais ou de substâncias interferentes. 


Citoquímica 

Trata-se de uma metodologia exclusiva das séries hematológicas 
automatizadas da Bayer (Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY). Consiste 
no uso de uma reação citoquímica para determinar a atividade de pero- 
xidase das CBSs. O índice médio de peroxidase (IMPX) — uma medida 
da intensidade da coloração de neutrófilos — é determinada para cada 
espécie. A relativa positividade observada para neutrófilos, eosinófilos e 
monócitos é aliada aos dados derivados da dispersão da luz para deter- 
minar o diferencial de CBSs (Simson, 1986). A ABX Diagnostics utiliza 
um reagente citoquímico que fixa as CBSs em seu estado nativo e, sub- 
sequentemente, cora suas membranas intracelulares e plasmáticas com 
clorazol negro E (Clinical Case Studies: Interpretation Guide for ABX 
5-Part Diff Hematology Analysers, ABX Horiba Diagnostics). 


Descrição/sinalização dos dados 
Cada sistema instrumental combina os dados gerados por essas 
metodologias de acordo com suas próprias configurações, a fim de 


Célula de fluxo Lentes coletoras 


Bm o 





Diafragma central escuro Diafragma de campo 


Figura 29.7 Diagrama esquemático de um contador de célula eletro-óptica. A luz é direcionada para a célula de fluxo. Somente a luz dispersada por uma célula atinge o tubo 
fotomultiplicador (TFM), que faz a conversão em um pulso elétrico. (De Mansberg, HP: Adv Automated Anal 1970; 1:213, com permissão. Reproduzido como cortesia da 


Technicon Instrument Corporation, Tarrytown, NY.) 
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fornecer um diferencial de CBSs de 5 a 6 partes, incluindo a morfo- 
logia das CVSs e os parâmetros plaquetários (Fig. 29.8). Os princípios 
quantitativos específicos a sistemas selecionados são detalhados na 
Tabela 29.4. Os dados gerados pelo instrumento que são rejeitados 
com base em critérios nele definidos ou pelo usuário são sinaliza- 
dos para alertar o técnico de que a descrição da amostra requer mais 
investigação. É necessário ter extremo cuidado ao definir tais critérios, 
pois a adição de cada um deles reduz a vantagem proporcionada pelo 
processo automatizado. As melhores configurações são desenvolvidas 
visando à população de pacientes. Além disso, o acompanhamen- 
to deve ser adaptado de modo que minimize a necessidade de mais 
tempo para derivação do resultado correto. 


Fontes de erro 
A Tabela 29.5 lista as várias causas de erros de resultado obtidas a 
partir de contadores de células automatizados. 


Contagem de reticulócitos automatizada 

Muitos dos mesmos princípios aplicados na determinação do dife- 
rencial de CBSs podem ser empregados para determinar contagens de 
reticulócitos, resultando em melhoria da precisão na prática de roti- 
na (Metzger, 1987). Dependendo do modelo específico de analisador, 
esse processo pode ser semi ou totalmente automatizado, e todos os 
métodos consistem na adição de um descolorante ou corante para 
detecção do conteúdo de RNA das CVSs. Esses corantes são o novo 
azul de metileno (NMB), oxazina, auramina O, polimetina e alaranja- 
do de tiazol. Os métodos de detecção incluem impedância, dispersão 
da luz, absorção e intensidade de fluorescência. As frações de reticuló- 
citos são separadas com base no conteúdo de RNA, e as células mais 
imaturas contêm a quantidade mais alta de retículo. A fração de reti- 
culócitos imaturos (FRI) descreve quantitativamente os reticulócitos 
mais jovens, que se coram com mais intensidade. Esse parâmetro per- 
mite detectar, ainda no início, uma resposta eritropoiética aumentada, 
que constitui informação importante para a determinação da resposta 
da medula óssea em casos de recuperação da quimioterapia ou trans- 
plante, ou em resposta à terapia com eritropoetina. Também pode 
ser empregado combinado à contagem absoluta de reticulócitos para 
classificação de anemias (Davis, 1994, 1996; d Onofrio, 1996). 
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Figura 29.8 Gráficos de dispersão/citogramas de CBS. Esquerda, acima: gráfico de 
dispersão de CBS (dispersão da luz vs. volume) do Abbott CELL-DYN 4000. Direita, 
acima: gráfico de dispersão de CBS (dispersão da luz lateral vs. fluorescência lateral) 
do Sysmex XT 2000i. Esquerda, abaixo: citograma de peroxidase de CBS do Bayer 
Advia 120. Direita, abaixo: gráfico de dispersão de CBS (dispersão da luz vs. volume) 
do Coulter LH 750. 


Tabela 29.4 Principios utilizados em varios aparelhos multicanais no 
laboratório clínico 


Método 

Aparelho Impedância Condutividade Dispersão da luz Citoquímica 
Abbott x x x 

ABX x x x 

Bayer x x 

Coulter x x x 

Sysmex x x x 


Exame do esfregaco de sangue 


O exame microscópico de um esfregaco de sangue em lâmina ou 
lamínula de vidro fornece informações úteis sobre todos os elementos 
formados do sangue. O processo de preparo de um esfregaço de san- 
gue delgado provoca trauma mecânico às células. Do mesmo modo, 
as células são achatadas sobre o vidro durante a secagem, e a fixação 
e coloração envolvem exposição ao metanol e à água. Alguns artefatos 
acabam inevitavelmente sendo introduzidos, porém é possível mini- 
mizar essa ocorrência com uma boa técnica. 


Exame de preparações a fresco 


Às vezes, é vantajoso examinar esfregaços de sangue a fresco ao 
microscópio, a fim de evitar artefatos trazidos pela fixação ou colora- 
ção. Esse objetivo é prontamente alcançado vedando, entre a lâmina e 
a lamínula de vidro, uma pequena gota de sangue diluída em solução 
isotônica de cloreto de sódio. O glutaraldeído tamponado preserva- 
rá as células para posterior repetição do exame. Vaselina ou xipamida 
(Aquaphor) podem ser utilizadas para vedar as bordas da lamínula 
à lâmina. Preparações a fresco são empregadas para detectar afoiça- 
mento (produção de eritrócitos falciformes); elas permitem a pronta 
detecção de esferócitos. As preparações a fresco podem ser examina- 
das para confirmar que as anormalidades eritrocitárias encontradas 
em esfregaços fixados não são meros artefatos produzidos durante a 
secagem ou coloração. 


Confecção e coloração dos esfregaços de sangue 


O exame do esfregaço de sangue constitui parte importante da avalia- 
ção hematológica. A confiabilidade da informação obtida é fortemen- 
te dependente de esfregaços bem confeccionados e bem corados, que 
são examinados de forma sistemática. Os esfregaços de sangue devem 
ser preparados o quanto antes, quando possível. À seguir, são descritos 
três métodos de preparo de esfregaços: o método de duas lâminas ou da 
cunha, o método da lamínula de vidro e o método rotatório. 


Método da cunha 


Uma gota de sangue (2-3 mm de diâmetro) é colocada sobre a 
superfície plana de uma lâmina limpa e sem poeira, a cerca de 1 cm da 
extremidade. Com o auxílio do polegar e do indicador da mão direi- 
ta, segura-se pela extremidade uma segunda lâmina (de espalhamen- 
to) apoiada contra a superfície da outra lâmina a um ângulo de 30 
a 45º. Em seguida, ela deve ser puxada para trás, para que entre em 
contato com a gota de sangue. Após o sangue se espalhar, forma-se o 
ângulo entre as duas lâminas. A “lamina de espalhamento” é puxada 
para a frente a uma velocidade moderada, até que todo o sangue tenha 
se espalhado formando um esfregaço razoavelmente fino. A lâmina de 
espalhamento deve ser limpa, seca e um pouco mais estreita que a pri- 
meira lâmina, de modo que as bordas possam ser examinadas com faci- 
lidade ao microscópio. 

As lâminas devem ser agitadas ao ar para que sequem com rapidez. 
Também podem ser secas com o auxílio de um ventilador elétrico. A 
espessura do esfregaço pode ser ajustada pela alteração do ângulo for- 
mado pela lâmina de espalhamento ou de acordo com a velocidade 
do espalhamento da amostra, ou ainda pela utilização de uma gota de 
sangue maior ou menor. A uma determinada velocidade, se o ângu- 


Tabela 29.5 Potenciais causas de erros de resultado gerados por 
contadores de células automáticos 


Parâmetro 


CBS 


CVS 


Hemoglobina 


Hematócrito 
(automatizado) 


Hematócrito 
(micro- 
hematócrito) 
VCM 


HCM 


CMHC 


Plaquetas 


De Cornbleet J, 1983. 


Causas de elevações 
espúrias 


Crioglobulina, criofibrinogênio 


Heparina 

Proteínas monoclonais 
Hemácias nucleadas 
Agregado de plaquetas 
Hemácias não lisadas 


Crioglobulina, criofibrinogênio 


Plaquetas gigantes 
Alta concentração de CBS 
(> 50.000/uL) 


Carboxiemoglobina (> 10%) 
Crioglobulina, criofibrinogênio 


Hemólise (in vitro) 
Heparina 


Causas de reduções 
espúrias 


Coagulação 

Células esfumaçadas 
Uremia adicional 
Imunossupressores 


Autoaglutinação 
Coagulação 

Hemólise (in vitro) 
Hemácias microcíticas 
Coagulação 
Sulfemoglobina (?) 


Alta concentração de CBS (> 50.000/uL) 


Hiperbilirrubinemia 
Lipemia 
Proteínas monoclonais 


Crioglobulina, criofibrinogênio Autoaglutinação 


Plaquetas gigantes 
Alta concentração de CBS 
(> 50.000/uL) 


Hiperglicemia (> 600 mg/dL) 


Hiponatremia 
Retenção de plasma 


Autoaglutinação 

Alta concentração de CBS 
(> 50.000/uL) 
Hiperglicemia 
Deformabilidade reduzida 
das hemácias 

Alta concentração de CBS 
(> 50.000/uL) 

Hb espuriosamente alta 
Concentração de CVS 
espuriosamente baixa 
Autoaglutinação 
Coagulação 

Hemólise (in vitro) 
Hemólise (in vivo) 

Hb espuriosamente alta 
Hct espuriosamente baixo 


Crioglobulina, criofibrinogênio 
Hemólise (in vitro e in vivo) 


Hemácias microcíticas 
Inclusões de hemácias 
Fragmentos de leucócitos 


Coagulação 
Hemólise (in vitro) 


Hemácias microcíticas 
Excesso de EDTA 
Hemólise (in vitro) 
Hipernatremia 
Crioglobulina 
Criofibrinogênio 
Plaquetas gigantes 
Hemólise (in vitro) 
Hemácias microcíticas 
Hemácias tumefeitas 
Hb espuriosamente 
baixa 

Concentração de CVS 
espuriosamente alta 


Alta concentração de 
CBS (> 50.000/uL) 
Hb espuriosamente 
baixa 

Hct espuriosamente 
alto 


Coagulação 

Plaquetas gigantes 
Heparina 

Agregado de plaquetas 
Satelitose plaquetária 


lo formado pela lâmina de espalhamento for aumentado, o esfrega- 
ço produzido será mais espesso. Com um determinado ângulo, se a 
velocidade com que a lâmina de espalhamento é puxada aumentar, 
o esfregaço também será mais espesso. O esfregaço não deve cobrir 
por inteiro a superfície da lâmina, e um bom esfregaço apresenta uma 
porção espessa e uma porção delgada unidas por uma transição gra- 
dual entre ambas. O esfregaço deve ter aspecto liso, uniforme e livre de 
cristas, ondulações ou buracos. A extremidade da lamina de espalha- 
mento deve ser absolutamente lisa, pois se for irregular fará com que 
o esfregaço apresente caudas desiguais com acúmulo de leucócitos. Os 
esfregaços de espessura ideal apresentam certa sobreposição de hemá- 


cias em boa parte de sua extensão, contudo essas células estão bem 
distribuídas e separadas acompanhando uma cauda fina. Quanto mais 
rápido o esfregaço seca ao ar, melhor é o espalhamento de células indi- 
viduais sobre a lâmina. Uma secagem lenta (p. ex., sob condições de 
tempo úmido) resulta em artefatos de contração das células. A lâmina 
pode ser identificada na extremidade fosca com o auxílio de um lápis, 
ou diretamente sobre a extremidade espessa do esfregaço. 


Método da laminula de vidro 


Para esse método, recomenda-se usar lamínulas de vidro nº 1 ou 
1'/2, de 22 mm e quadradas. 

Sem encostar na pele, toca-se a superfície de uma pequena gota de 
sangue com uma laminula de vidro. Em seguida, com a parte que con- 
tém sangue virada para baixo, a lamínula é disposta de modo trans- 
versal sobre outra lamínula, de modo que forme uma estrela de oito 
pontas com os cantos de ambas. Se a gota de sangue não for muito 
grande e se as lamínulas estiverem perfeitamente limpas, o sangue se 
espalhará de modo rápido e uniforme formando uma fina camada 
entre as duas superfícies. Assim que o sangue parar de se espalhar, as 
lamínulas devem ser puxadas com rapidez e firmeza, de modo que as 
superfícies sejam separadas e permaneçam paralelas entre si. O sangue 
usualmente se espalha em uma das lamínulas com uniformidade bem 
maior que na outra. As lamínulas devem ser posicionadas com o lado 
que contém o esfregaço voltado para cima, sobre um pedaço de papel 
limpo, para que sequem ao ar. Como alternativa, as lamínulas podem 
ser inseridas em caixas apropriadas para guarda-lâminas, com o lado 
que não contém amostra de uma voltado para o mesmo lado (sem 
amostra) da outra. Esfregaços de sangue venoso podem ser prepara- 
dos de modo semelhante, com deposição de uma gota de sangue sobre 
uma lamínula e processamento conforme descrito. 


Método de centrifugação 

Esfregaços de sangue que combinam as vantagens do manuseio sim- 
ples, proporcionado pela lâmina em cunha, e da distribuição celular 
uniforme, garantida nas preparações em lamínula, podem ser obti- 
dos com o uso de centrífugas especiais, denominadas citocentrífugas 
(Rogers, 1973). A lâmina preparada por centrifugação fornece um 
esfregaço de sangue uniforme, em que todas as células são separadas 
(monocamada) e distribuídas ao acaso. As CBSs podem ser facilmente 
identificadas em qualquer ponto do esfregaço. Em um esfregaço em 
cunha, há uma distribuição desproporcional de monócitos na extre- 
midade da borda esfarrapada, de neutrófilos bem internamente em 
relação a essa borda, e dos dois tipos celulares em ambas as extremi- 
dades laterais do esfregaço (Rogers, 1973). Esse aspecto é irrelevante 
em termos de prática, contudo resulta na obtenção de contagens de 
monócitos discretamente mais baixas nos esfregaços em cunha. 


Colorações para sangue 

Os corantes de anilina, que são utilizados em trabalhos com san- 
gue, são agrupados em duas classes: corantes básicos, como o azul de 
metileno; e corantes ácidos, como a eosina. Núcleos e outras estru- 
turas encontradas no sangue são coradas por corantes básicos e, por 
conseguinte, denominadas basofílicas. Estruturas que fixam apenas 
corantes ácidos são chamadas acidofílicas ou eosinofílicas. Outras 
estruturas que são coradas por uma combinação desses dois tipos de 
corantes são referidas como neutrofílicas. 

Os corantes policromos de azul de metileno e eosina são produ- 
tos muito utilizados de uma modificação do método demorado de 
Romanowsky original. Coram diferencialmente a maioria das estru- 
turas normais e anormais existentes no sangue. Os componentes bási- 
cos das tiazinas consistem em azul de metileno (tetrametiltionina) e 
proporções variáveis de seus análogos, produzidos por desmetilação 
oxidativa — azur B (trimetiltionina), azur A (dimetiltionina assimé- 
trica), dimetiltionina simétrica e azur C (monometiltionina) (Lillie, 
1977). O componente acídico — eosina — é derivado de um esqueleto 
de xanteno. A maioria dos corantes de Romanowsky são dissolvidos 
em álcool metílico e combinam fixação à coloração. Entre os métodos 
mais bem conhecidos, estão as colorações de Giemsa e de Wright. 


Coloração de Wright 
Trata-se de uma solução metil alcoólica de eosina e uma mistu- 
ra complexa de tiazinas, incluindo azul de metileno (usualmente 
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coloração de Wright certificada pela Biological Stain Commission é 
disponibilizada comercialmente sob a forma de solução pronta para 
uso ou em pó. A solução tampão (pH 6,4) contém 6,63 g de fosfato 
de potássio (monobásico) anidro primário (KH,PO,); 2,56 g de fos- 
fato de sódio (dibásico) anidro secundário (Na,HPO,); e água des- 
tilada suficiente para 1 L de solução. Um tampão mais alcalino (pH 
6,7) pode ser preparado com 5,13 g de sal de potássio e 4,12 {ts} g de 
sal de sódio. 

Procedimento 

1. Para evitar que o fundo de plasma do esfregaço seja corado de 
azul, os esfregaços devem ser corados poucas horas após a prepa- 
ração ou, se tiverem de permanecer sem coloração, fixados. 

2. A fixação e a coloração podem ser obtidas por meio da imersão 
das lâminas em recipientes cheios de reagente. Como alternativa, 
as lâminas ou lamínulas podem ser dispostas na horizontal e 
cobertas por completo com os reagentes. Nesse último método, 
cobrir os esfregaços com uma quantidade copiosa de corante 
evita a evaporação que, de outro modo, causaria precipitação. 

3. A fixação é feita com metanol absoluto, por 1 a 2 minutos. 

4. Em seguida, o esfregaço é exposto à solução corante não diluída 
por 2 minutos. Então, sem remover o corante da lâmina colocada 
em posição horizontal, adiciona-se com cuidado uma quantidade 
equivalente de solução tampão e mistura-se tudo soprando sua- 
vemente. 

5. O corante é removido da lâmina em jato de água. A lavagem por 
mais de 30 minutos reduz a coloração azul. À parte de trás da 
lâmina é limpa com o auxílio de uma gaze. 

6. A lâmina é colocada em posição inclinada para secar ao ar. 

7. As lamínulas são montadas com o lado que contém o esfregaço 
voltado para baixo, sobre uma lâmina, com bálsamo do Canadá 
ou outro meio de montagem. 

Esfregaços bem corados pelo método de Wright exibem cor rosa ao 
serem observados a olho nu. Sob baixa resolução, as células devem 
estar distribuídas de modo uniforme. As hemácias são cor-de-rosa, 
em vez de amarelo-limão ou vermelho. A quantidade de precipitado 
presente deve ser minima. A tonalidade do esfregaço deve ser unifor- 
me. As células sanguíneas devem estar livres de artefatos, como vacúo- 
los. O núcleo dos leucócitos apresenta cor púrpura, com cromatina e 
paracromatina nitidamente diferenciadas. Os grânulos citoplasmáti- 
cos neutrofílicos têm cor marrom-clara. Os grânulos eosinofílicos são 
vermelho-alaranjados, e cada um deles é distintamente discernido. Os 
basófilos possuem gránulos roxo-escuros. As plaquetas possuem gra- 
nulos de cor lilás-escura. Bactérias (quando presentes) são azuis. O 
citoplasma dos linfócitos em geral é azul-claro, enquanto o dos monó- 
citos é azul-acinzentado pálido. Parasitas maláricos possuem citoplas- 
ma azul-celeste e cromatina púrpura-avermelhada. As cores tendem a 
esmaecer se a preparação for montada com bálsamo de baixa qualida- 
de ou exposta à luz. 

Problemas de coloração 

Coloração excessivamente azul. Esfregaços espessos, tempo de colo- 
ração prolongado, lavagem inadequada ou um grau de alcalinidade 
muito alto do corante ou diluente são fatores que tendem a causar 
basofilia excessiva. Nesse tipo de esfregaço, os eritrócitos aparecem 
azuis ou verdes, a cor da cromatina nuclear varia do azul-escuro ao 
negro, e os grânulos dos neutrófilos são escuros e supercorados, pare- 
cendo grandes e proeminentes. Os grânulos dos eosinófilos são azuis 
ou acinzentados. À redução do tempo de coloração ou o uso de menos 
corante e mais diluente podem corrigir o problema. Se essas etapas 
forem inefetivas, é provável que o tampão esteja alcalino demais e seja 
necessário preparar outro com pH menor. 

Coloração excessivamente rosa. Coloração insuficiente, lavagem por 
tempo prolongado, lamínulas montadas antes de estarem totalmente 
secas ou acidez muito alta de um corante ou tampão são fatores que 
podem causar acidofilia excessiva. Em esfregaços com esse problema, 
os eritrócitos apresentam cor vermelha ou alaranjada brilhante, a cro- 
matina nuclear é azul-clara e os grânulos dos eosinófilos têm cor ver- 
melha brilhante cintilante. Uma das causas da acidez aumentada é a 
exposição do corante ou tampão a vapores ácidos. O problema pode 
ser um baixo pH do tampão ou o álcool metílico, que tende a desen- 
volver ácido fórmico como resultado da oxidação em repouso. 


Outros problemas de coloração. A coloração inadequada de hemá- 
cias, núcleos ou grânulos eosinofílicos pode ser devida à subcoloração 
ou à lavagem excessiva. Prolongar o tempo de coloração ou reduzir o 
de lavagem pode solucionar esse problema. 

O aparecimento de precipitados no esfregaço pode ser decorren- 
te do uso de lâminas que não foram limpas, secagem do esfregaço 
durante período de coloração, lavagem inadequada da lâmina ao final 
do período de coloração (em especial a falha em manter a lâmina na 
horizontal durante a lavagem inicial), filtração inadequada do corante 
ou deposição de poeira sobre a lâmina ou esfregaço. 


Outras colorações 

Além da coloração de Wright, as colorações do tipo Romanowsky 
incluem inúmeras outras: Giemsa, de Leishman, de Jenner, May- 
Griinwald, de MacNeal e várias combinações. Algumas têm sido par- 
ticularmente recomendadas para fins específicos, como a coloração 
de Giemsa, por sua excelência na coloração de parasitas maláricos e 
protozoários. 


Método de referência 

Estudos demonstraram a habilidade da combinação de apenas dois 
corantes — azur B e eosina Y — de produzir toda a gama de cores forne- 
cida por uma coloração de Romanowsky ideal de células do sangue e 
da medula óssea. Trata-se do método de referência para coloração de 
Romanowsky (ICSH, 1984a). 


Dispositivos de coloração automatizados 

Dispositivos de coloração automatizados estão sendo utilizados em 
vários laboratórios, no preparo de lâminas para rotina de hematologia 
e microbiologia. O dispositivo que realiza a coloração é um instru- 
mento compacto controlado por microprocessador, para flexibiliza- 
ção das aplicações de coloração. Várias lâminas podem ser coradas de 
modo uniforme em questão de minutos. Normalmente, qualquer apa- 
relho de coloração automatizado conta com opções de escolha entre 
vários programas definidos pelo usuário. Problemas de coloração são 
encontrados mesmo quando se utilizam tais dispositivos, e devem ser 
considerados individualmente. 


Eritrócitos 


Os eritrócitos presentes no sangue de um indivíduo sadio, quando 
não estão juntos e aglomerados, apresentam a forma de discos circu- 
lares e homogêneos, de tamanho quase uniforme, com diâmetro de 6 
a 8 um (Fig. 29.9). Entretanto, mesmo no sangue normal, as células 
individuais podem atingir 5,5 um e largura de 9,5 um. O centro de 
cada uma delas é mais pálido que a periferia. Na doença, os eritrócitos 
variam quanto ao conteúdo de Hb, tamanho, formato, propriedades 
de coloração e estrutura. 


Cor 
Conteúdo de Hb 

A profundidade da coloração fornece uma orientação aproxima- 
da acerca da quantidade de Hb existente nas hemácias, e os termos 
normocrômico, hipocrômico e hipercrômico são empregados para 
descrever esse aspecto das hemácias. Normocrômico refere-se à inten- 
sidade normal de coloração (Fig. 29.9). Quando a quantidade de Hb 
está diminuída, a área central pálida se torna maior e ainda mais páli- 
da. Esse fenômeno é conhecido como hipocromia. A HCM e a CMHC 
usualmente estão diminuídas (Fig. 29.10). Na anemia megaloblásti- 
ca, como as hemácias são maiores e, em consequência, mais espes- 
sas, muitas se coram intensamente e apresentam área central menos 
pálida (Fig. 29.11). Essas células são hipercrômicas, uma vez que 
possuem HCM elevada e CMHC normal. Na esferocitose hereditária 
(Fig. 29.12), as células também são hipercrômicas e, embora a HCM 
esteja normal, a CMHC costuma estar aumentada em decorrência da 
redução da proporção superfície/volume. A presença de células hiper- 
crômicas e normocrômicas no mesmo esfregaço é denominada ani- 
socromia ou, às vezes, anemia dimórfica (Fig. 29.13). É característica 
das anemias sideroblásticas, mas também é encontrada em indivíduos 
com anemia por deficiência de ferro, algumas semanas após recebe- 
rem terapia com ferro, ou em pacientes com anemia hipocrômica, 
após receberem transfusão de células normais. 





Figura 29.9 Esfregaço de sangue normal periférico. Os eritrócitos aparecem como 
discos circulares e homogêneos, tamanho quase uniforme, diâmetro de 6 — 8 um 
e área central pálida que não ultrapassa 1/3 da célula. Em média, as hemácias têm 
aproximadamente o mesmo tamanho que o núcleo de um pequeno linfócito (ce 
500). 





Figura 29.10 Hemácias hipocrômicas microcíticas na anemia ferropriva. As 
hemácias são hipocrômicas — a quantidade de hemoglobina por célula está 
diminuída e a área central pálida se tornou maior (> 1/3 da célula) (co 500). 





Figura 29.11 Macrócitos. As hemácias são maiores e mais espessas, se coram 
intensamente e não apresentam área central pálida (ce 500). 





Figura 29.12 Esferocitose hereditária. Os esferócitos apresentam formato 
arredondado quase perfeito e são menores que as hemácias normais. À área central 
pálida está ausente (hipercrômicos) (ce 1.000). 


Policromatofilia 

A coloração azul-acinzentada que as hemácias apresentam (policro- 
matofilia ou policromasia) é uma combinação da afinidade da Hb por 
corantes ácidos e da afinidade do RNA por corantes básicos. A presen- 
ça de RNA residual na hemácia indica que se trata de uma hemácia 
jovem, presente no sangue há 1 a 2 dias. Essas células são maiores que 
as hemácias maduras e podem não apresentar a palidez central (Fig. 
29.14). Células jovens com RNA residual aparecem como hemácias 
policromatofílicas em esfregaços secos ao ar e corados pelo método 
de Wright. No entanto, aparecem como reticulócitos em esfregaços 
corados por coloração supravital, com corante azul de cresil brilhante. 
Portanto, o aumento da policromasia implica reticulocitose, a qual é 
mais acentuada na hemólise e na perda de sangue aguda. 


Tamanho 

As hemácias podem ser anormalmente pequenas (micrócitos) (Fig. 
29.10), anormalmente grandes (macrócitos) (Fig. 29.11) ou mostrar 
variação anormal de tamanho (anisocitose) (Fig. 29.13). A anisocitose 
é um aspecto encontrado na maioria das anemias e, quando é intensa, 
tanto micrócitos quanto macrócitos em geral estão presentes. Na análi- 
se das causas de anemia, os termos microcítico e macrocítico possuem 
mais significado quando considerados em termos de volume celular, em 
vez de diâmetro celular. O VCM é medido diretamente em um analisa- 
dor multicanais. É possível notar o diâmetro pela observação direta do 
esfregaço e inferir o volume (bem como o conteúdo de Hb) a partir dele. 
Sendo assim, as hemácias observadas na Figura 29.10 são microcíticas. 
Por serem hipocrômicas, são mais delgadas que o normal, e seu diâmetro 
não está reduzido de forma proporcional ao volume. Do mesmo modo, o 
VCM no sangue do paciente com esferocitose (Fig. 29.12) encontra-se na 
faixa normal. Ainda que muitas células tenham diâmetro pequeno, não 


apresentam volume reduzido por serem mais espessas que o normal. 


Formato 

A variação do formato é denominada poiquilocitose. Qualquer célu- 
la com formato anormal é um poiquilócito. Células com formato oval, 
de pera, em gota, em sela, com forma de capacete ou irregular podem 


= 


Figura 29.13 Anemia dimórfica. Anisocitose e anisocromia caracterizadas pela 
presença de células hipocrômicas microcíticas, células normociticas e poucos 
macrócitos (eo 1.000). 





Figura 29.14 Policromatofilia. Hemácias policromatofílicas são hemácias jovens, 
maiores do que as hemácias maduras, não possuem a área central pálida e 
apresentam leve basofilia à coloração de Wright. São denominadas reticulócitos, 
quando coradas com corante supravital azul brilhante de cresil (co 1.000). 
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ser observadas em um único caso de anemia, como ocorre na anemia 
megaloblástica (Fig. 29.15). 

Os eliptócitos são mais abundantes na eliptocitose hereditária (Fig. 
29.16), em que a maioria das células é elíptica. Trata-se de uma condição 
dominante que apenas ocasionalmente associa-se à anemia hemolítica. 
Os eliptócitos estão presentes no sangue de indivíduos normais, porém 
em número equivalente a menos de 10% das células. São mais comuns, 
contudo, em casos de anemia ferropriva (Fig. 29.10), mielofibrose com 
metaplasia mieloide, anemias megaloblásticas e anemia falciforme. 

Esferócitos são praticamente eritrócitos esféricos, em oposição aos 
discos bicôncavos normais. Possuem diâmetro menor que normal. A 
área central pálida está ausente ou é menor e frequentemente excêntri- 
ca (uma vez que essa célula é mais espessa e pode permanecer inclina- 
da em repouso, em vez de perfeitamente alinhada sobre a lâmina). São 
encontrados na esferocitose hereditária (EH) (Fig. 29.12), em alguns 
casos de anemia hemolítica autoimune (AHA) e em certas condições 
em que há lesão celular física ou química, como a lesão decorrente 
da exposição ao calor (Fig. 29.17). Em cada uma dessas três situações, 
pequenos fragmentos de membrana (diante do excesso de Hb) são 
removidos das hemácias maduras e, assim, as células passam a apre- 
sentar uma menor proporção superficie/volume. Na EH e na AHA, 
esse fenômeno se dá no sistema reticular endotelial. Em outras cir- 
cunstâncias (p. ex., no paciente com queimaduras pelo corpo), essa 
redução pode ocorrer intravascularmente. 

Células-alvo são eritrócitos com espessura maior que a normal (lep- 
tócitos). Ao serem coradas, apresentam uma borda periférica de Hb 
com uma área central escura que contém Hb. São encontradas na icte- 
rícia obstrutiva (Fig. 29.18), em que a membrana da superfície celu- 


lar parece sofrer um acréscimo; no estado pós-esplenectomia, em que 


não ocorre redução normal da membrana de superfície à medida que 
a célula envelhece; em qualquer anemia hipocrômica, em especial nas 
talassemias; e na doença da Hb C. 

Esquistócitos (fragmentos de células) indicam a ocorrência de hemó- 
lise, seja na anemia megaloblástica, em casos graves de queimadura 
(Fig. 29.17) ou na anemia hemolítica microangiopática (Fig. 29.19). 
Esse último processo está associado tanto à doença de pequenos vasos 








Figura 29.15 Poiquilocitose. Variação no formato das hemácias. Células 
com forma anormal, incluindo células ovais, em forma de pera, entre outras 
irregularidades (es 1.000). 


sanguíneos quanto à fibrina nesses mesmos vasos, e resulta em frag- 
mentação intravascular. Particularmente características são as células 
em forma de capacete e de formato triangular. As células espiculadas 
são hemácias contraídas de forma irregular, que apresentam espículas 
proeminentes e são observadas no mesmo processo. Entretanto, esse 
termo é empregado de modo distinto por diferentes hematologistas e, 
portanto, gera confusão. 

Os acantócitos são hemácias irregularmente espiculadas, em que as 
extremidades das espículas são bulbosas e arredondadas (Fig. 29.20). 
São vistas na abetalipoproteinemia, tanto hereditária quanto adqui- 
rida, e em certos casos de doença hepática. As células crenadas ou 
equinócitos (Fig. 29.21) são células contraídas de forma irregular, que 
ocorrem, em geral, como artefatos durante o preparo dos esfregaços, 
ou que podem ser resultantes de hiperosmolaridade ou da transfor- 
mação discócito-equinócito. In vivo, este último caso está associado à 
diminuição dos níveis de ATP nas hemácias, em decorrência de cau- 
sas diversas. Artefatos semelhantes a células crenadas, constituídos de 
pequenos fragmentos ou bolhas que geram endentações nas hemácias 





Figura 29.17 Lesão térmica. Pequenos fragmentos de membrana (diante do excesso 
de hemoglobina) são removidos da superfície das hemácias, levando à formação de 
esferócitos (co 1.000). 





Figura 29.18 Células-alvo. Hemácias com membrana delgada, borda periférica de 
hemoglobina e área central escurecida com hemoglobina. São vistas com frequência 
na doença da hemoglobina C, anemias hipocrômicas e doença hepática (ss 1.000). 





Figura 29.16 Elipsocitose hereditária. A maioria das células é eliptócita. Também 
são encontradas no sangue de indivíduos normais, porém usualmente representam 
menos de 10% do total de células. São igualmente comuns na anemia ferropriva, 
mielofibrose, anemia megaloblástica e anemia falciforme (> 1.000). 


Figura 29.19 Esquistócitos. A presença de fragmentos celulares indica hemólise. Os 
esquistócitos podem ser vistos em várias condições, incluindo anemia hemolítica 
microangiopática, anemia megaloblástica, queimaduras e coagulação intravascular 
disseminada (c 500). 





Figura 29.20 Acantócitos. Células irregularmente espiculadas, com extremidades 
bulbosas e arredondadas, frequentemente observadas na abetalipoproteinemia, ou 
certos casos de doença hepática (x 1.000). 


Figura 29.22 Artefato. Pequenos fragmentos ou bolhas nas hemácias. Podem 
ser produzidos pela presença de uma pequena quantidade de corante de Wright 
contaminante ou pela secagem insuficiente da lâmina (x 500). 





Figura 29.21 Equinócitos. Células que apresentam contração regular e extremidades 
pontudas. Podem ocorrer como artefatos durante o preparo do esfregaço ou como 
consequência da hiperosmolaridade ou ainda da diminuição do ATP em decorrência 
de causas diversas (x 1.000). 


(Fig. 29.22), podem ser decorrentes da contaminação do corante de 
Wright (ou metanol absoluto, se este for utilizado a princípio como 
fixador) com um pequeno volume de água. 


Estrutura 
Pontilhado basofilico (basofilia puntiforme) 

Caracteriza-se pela presença, nos eritrócitos, de grânulos basofílicos 
irregulares que variam de finos a grossos (Fig. 29.23). Esses grânulos 
são corados de azul-escuro pela coloração de Wright. O eritrócito que 
os contém pode apresentar coloração normal em relação a outros 
aspectos ou pode apresentar policromatofilia. Um pontilhado fino é 
observado com mais frequência quando há policromatofilia aumenta- 
da e, portanto, com o aumento da produção de hemácias. O pontilha- 
do grosso pode ser visto em casos de envenenamento por chumbo ou 
em outras doenças em que há comprometimento da síntese de Hb, na 
anemia megaloblástica e também em outras formas de anemia severa. 
Sua formação é atribuída a uma instabilidade anormal do RNA nas 
células jovens. Hemácias com grânulos que contêm ferro inorgânico 
(revelados pelas colorações para ferro) são denominadas siderócitos. 
Tais grânulos às vezes são corados pela coloração de Wright e, quando 
isso ocorre, são chamados corpúsculos de Pappenheimer. Em contras- 
te com o pontilhado basofílico, os corpúsculos de Pappenheimer ocor- 
rem em pequeno número em uma dada hemácia e, em raros casos, são 
encontrados no sangue periférico, exceto após a esplenectomia. 


Corpúsculos de Howell-Jolly 

Essas partículas arredondadas e lisas são remanescentes da croma- 
tina nuclear. Corpúsculos de Howell-Jolly isolados podem ser obser- 
vados em indivíduos com anemia megaloblástica (Fig. 29.24), anemia 
hemolítica e após a realização de esplenectomia. A presença de múlti- 
plos corpúsculos em uma única célula com frequência indica anemia 
megaloblástica ou alguma outra forma anormal de eritropoese. 


Anéis de Cabot 
Trata-se de estruturas em forma de anel, de número oito ou de alça. 
Às vezes são formadas por duas ou várias linhas concêntricas e, em 


Figura 29.23 Pontilhado basofílico. Presença de grânulos basofílicos irregulares, 
sejam finos ou grossos. São comumente observados quando há aumento 

da produção de hemácias. O pontilhado grosseiro em geral é observado no 
envenenamento por chumbo ou outras anemias, em razão do comprometimento da 
síntese de hemoglobina, como ocorre na anemia megaloblástica (x 1.000). 





Figura 29.24 Corpúsculos de Howell-Jolly. Resquícios de cromatina nuclear lisos 

e arredondados. São vistos em estados de pós-esplenectomia, anemias hemolíticas e 
megaloblásticas (um neutrófilo hipersegmentado também pode ser observado) 

(x 1.000). 


raros casos, são encontradas em indivíduos com anemia pernicio- 
sa, envenenamento por chumbo e outros distúrbios da eritropoese. 
Coram-se de vermelho ou púrpura-avermelhado pela coloração de 
Wright, e não possuem nenhuma estrutura interna. É provável que os 
anéis sejam microtúbulos remanescentes de um fuso mitótico (Bessis, 
1977). Sua detecção é interpretada como evidência de eritropoese 
anômala. 


Pontilhado malárico 

Grânulos finos podem aparecer em eritrócitos que abrigam 
Plasmodium vivax. Pelo método de Wright, os diminutos “grânulos de 
Schiiffner” se coram de púrpura-avermelhado. Esses grânulos às vezes 
são tão numerosos que quase escondem os parasitas. As hemácias que 
os contêm são, via de regra, maiores que o normal. 
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Formação de empilhamento (rouleaux) 

Trata-se do alinhamento das hemácias, umas atrás das outras, de 
modo semelhante a pilhas de moedas. Em esfregaços secos ao ar, o 
empilhamento é visto como na Figura 29.25. Níveis plasmáticos eleva- 
dos de fibrinogênio ou globulinas provocam a formação do empilha- 
mento, bem como o aumento da ESR. A formação do empilhamento 
é especialmente marcante na paraproteinemia (gamopatia monoclo- 
nal). O fenômeno da aglutinação (ou agregação) das hemácias é mais 
seguramente diferenciada do empilhamento pela observação de pre- 
parações a fresco, e os esfregaços secos ao ar tendem a mostrar mais 
agregados irregulares e arredondados que empilhamentos lineares. As 
aglutininas frias são responsáveis por esse aspecto (Fig. 29.26). 


Hemácias nucleadas 

Em comparação aos eritrócitos dos invertebrados inferiores e às 
células da maioria dos mamíferos, os eritrócitos de mamíferos não 
possuem núcleo. As hemácias nucleadas (normoblastos; Figs. 29.27 e 
29.48) são precursoras de hemácias anucleadas maduras encontradas 
no sangue. No ser humano, em geral, os normoblastos estão presentes 
apenas na medula óssea. Os estágios de sua produção (ver Cap. 30), 
do mais inicial até o último, são pró-normoblasto, normoblasto baso- 
filico, normoblasto policromatofílico e normoblasto ortocromático. 
Em geral, as hemácias nucleadas que poderiam aparecer no sangue em 
casos de doença são os normoblastos policromáticos. Em alguns deles, 
contudo, o citoplasma é tão basofílico que torna-se difícil reconhecer 
a célula como eritroide, exceto pelo carácter do núcleo — cromatina 
intensamente corada e separação aguda entre cromatina e paracro- 
matina. Essas células eritroides com frequência são confundidas com 
linfócitos — um erro que, em geral, pode ser evitado pela cuidadosa 
observação do núcleo. O megaloblasto (Fig. 29.28) é uma célula eri- 
troide nucleada distinta, e não um mero normoblasto de tamanho 
aumentado. Caracteriza-se pelo tamanho grande e padrão “aberto” 
anormal da cromatina nuclear. As células dessa série não são encon- 
tradas na medula normal, porém estão caracteristicamente presentes 
na medula e, às vezes, no sangue de pacientes com anemia perniciosa 
ou outras formas de anemia megaloblástica. 





Figura 29.25 Formação de empilhamento (rouleana). Alinhamento de hemácias, 
umas atrás das outras, de modo semelhante a uma pilha de moedas. Usualmente, é 
causado pela elevação do fibrinogênio plasmático ou das globulinas (x 500). 





Figura 29.26 Aglutinação. Agregação de hemácias, que é mais irregular que na 
formação do empilhamento linear. É causada pelas aglutininas frias (x 500). 


Significado das hemácias nucleadas 

Os normoblastos normalmente estão presentes apenas no sangue 
do feto e de bebês recém-nascidos. No indivíduo adulto sadio, essas 
células ficam confinadas à medula óssea e aparecem no sangue cir- 
culante apenas em casos de doença, quando sua presença costuma 
denotar uma extrema demanda à medula, hematopoiese extramedu- 
lar ou reposição de medula. Grandes números de hemácias nucleadas 
circulantes são vistos, em particular, na doença hemolítica do recém- 
nascido (eritroblastose fetal) e na talassemia maior. 


Reação leucoeritroblastótica 

A presença de normoblastos e células imaturas da série neutrofílica 
no sangue é conhecida como reação leucoeritroblastótica (Fig. 29.29). 
Com frequência, indica a existência de distúrbios que ocupam espaço 
na medula óssea, tais como mielofibrose com metaplasia mieloide, car- 
cinoma metastático, leucemias, mieloma múltiplo, doença de Gaucher, 
entre outros. Não obstante, em um estudo realizado por Weick et al. 
(1974), mais de um terço dos pacientes com reação leucoeritroblastóti- 
ca não apresentavam doença maligna ou potencialmente maligna (Tab. 
29.6). Em pacientes com malignidade metastática, uma reação leuco- 
eritroblastótica constitui boa evidência de envolvimento tumoral da 
medula. 


Leucócitos ao exame do esfregaço 
de sangue periférico 


Antes de avaliar os leucócitos em esfregaços corados pelo método 
de Romanowsky, primeiramente é necessário assegurar-se de que o 
esfregaco tenha sido bem feito, a distribuição celular esteja unifor- 
me e a coloração das células esteja satisfatória. É possível começar 
pela varredura da área de contagem da lâmina e, nos esfregaços em 
cunha, das margens laterais e da cauda, onde monócitos, neutrófilos 
e células grandes anormais (quando presentes) tendem a estar repre- 
sentados de modo desproporcional. Nas preparações de lamínulas, é 
menos provável que haja essa distribuição desigual. Células suspeitas 





Figura 29.27 Hemácias nucleadas/normoblastos. Precursores de hemácias maduras, 
os normoblastos costumam se encontrados apenas na medula óssea. Sua presença 
no sangue usualmente está associada ao aumento da produção de hemácias ou a 
distúrbios de infiltração da medula óssea (x 1.000). 





Figura 29.28 Megaloblasto. Grande hemácia nucleada, que apresenta cromatina 
nuclear “aberta” anormal. São encontrados com frequência na medula óssea de 
indivíduos com síndromes mielodisplásicas ou outras anemias megaloblásticas. 
Ocasionalmente, também podem ser vistos no sangue periférico (x 1.000). 











Figura 29.29 Reação leucemoide. Série neutrofílica deslocada para a esquerda, com 
neutrófilos, bastonetes e mielócitos. Os neutrófilos também apresentam grânulos 
tóxicos e grosseiros (x 1.000). 


Tabela 29.6 Condições associadas à leucoeritroblastose 


0,26 Tumores sólidos e linfomas 
0.63 0,24 Distúrbios mieloproliferativos, incluindo leucemia 
à mieloide crônica (LMC) 
0,13 Leucemias agudas 
0,03 Condições hematológicas benignas 
0,37 0,08  Hemólise 
0,26 Diversas, incluindo perda de sangue 


As proporções se baseiam em uma série de 215 casos descobertos em um estudo de 50.277 
exames de esfregaços de sangue realizado em um período de 6 meses, uma proporção de 0,004, 


Dados de Weick JK, Hagedorn AB, Linman JW: Leukoerythroblastosis: Diagnostic and 
prognostic significance. Mayo Clin Proc 1974; 49:110. 


sao detectadas com aumento de 100 X e confirmadas por alta reso- 
lução. Como as hemácias nucleadas, macrófagos, granulócitos ima- 
turos, células linfoides imaturas, megacariócitos e células anormais 
normalmente não são encontradas no sangue, sua detecção deve ser 
registrada. 

Quando a varredura é feita sob baixa resolução, recomenda-se esti- 
mar a contagem de leucócitos a partir do esfregaco. Ainda que seja 
apenas uma aproximação imperfeita, às vezes é possível detectar erros 
na contagem total. Em seguida, procede-se à determinação do porcen- 
tual de distribuição dos diferentes tipos de leucócitos, que é a conheci- 
da contagem diferencial de leucócitos. Em pacientes com leucopenia, 
pode ser necessário concentrar os leucócitos por meio da centrifuga- 
ção do sangue tratado com anticoagulante EDTA e preparar esfrega- 
ços com material retirado da camada de cima do concentrado de célu- 
las. Esse creme leucocitário contém sobretudo leucócitos e plaquetas. 
Na técnica de contagem de “ameias” (crenellation), o campo visual é 
movido de um lado a outro por toda a extensão da lâmina, na “área 
de contagem”, logo atrás da cauda esfarrapada onde as hemácias estão 
separadas umas das outras e livres de artefatos. Conforme vão sendo 
encontrados, cada leucócito é classificado até que 100, 200, 500 ou 
1,000 leucócitos tenham sido contados. Quanto maior o número de 
células contadas, maior a precisão. No entanto, por razões de ordem 
prática, usualmente é realizada a contagem de 100 células. A contagem 
pode ser registrada com o auxílio de contador mecânico ou eletré- 
nico. Leucócitos que não podem ser classificados devem ser reunidos 
em um mesmo grupo não identificado. Em determinadas condições, 
pode haver muitos desses leucócitos não identificados. Durante o 
procedimento da contagem diferencial de leucócitos, a morfologia de 
eritrócitos e plaquetas é examinada e o número de plaquetas é estima- 
do. A concentração absoluta de cada variedade de leucócito equivale 
a seu porcentual multiplicado pela contagem total de leucócitos. Um 
aumento da concentração absoluta é um aumento absoluto, enquanto 
um aumento do porcentual é apenas um aumento relativo. Os inter- 
valos de referência são mais úteis se dados em concentrações absolu- 
tas, em vez de porcentuais (Tab. 29.3). 


Leucócitos normalmente presentes no sangue 
Neutrófilo (leucocito polimorfonuclear neutrofílico; 
granulócito segmentado neutrofílico) 

Neutrófilos apresentam, em média, diâmetro de 12 um. São menores 
que os monócitos e eosinófilos e discretamente maiores que os basó- 
filos. Seu núcleo cora-se intensamente, é irregular e, por vezes, assume 
formas comparáveis às letras E, Z e S. Aquilo que aparenta ser núcleos 
separados em geral são segmentos de material nuclear conectados por 
delicados filamentos. 

Um filamento possui comprimento, mas não apresenta largura 
quando o foco é deslocado para cima e para baixo. Um neutrófilo seg- 
mentado (Figs. 29.30 e 29.49) possui ao menos dois de seus lobos sepa- 
rados por um filamento. Um neutrófilo bastonete (Figs. 29.30 e 29.49) 
pode apresentar tanto uma fita de material nuclear, mais espessa que o 
filamento que conecta os lobos, quanto um núcleo em forma de U com 
espessura uniforme. Em ambos os tipos de neutrófilos, o núcleo possui 
blocos grosseiros de cromatina e espaços de paracromatina definidos 
de forma bastante aguda. Em decorrência da sobreposição do material 
nuclear, caso não seja possível descobrir se há ou não um filamento 
presente, a célula deve ser incluída na categoria de neutrófilos segmen- 
tados (Mathy, 1974). Em neutrófilos normais, o número de lobos varia 
de 2 a 5, sendo em média em número de 3. O citoplasma em si é incolor 
e apresenta pequenos grânulos (0,2 — 0,3 um) que se coram de rosa 
pela coloração de Wright. Cerca de 2/3 desses grânulos são específicos, 
enquanto 1/3 deles são grânulos azurófilos. Quando observados ao 
microscópio de luz, ambos os tipos de grânulos muitas vezes são indis- 
tinguíveis na célula madura (Fig. 29.31). Os neutrófilos segmentados 
correspondem em média a 56% dos leucócitos, com intervalos de refe- 
rência de 1,8 a 7 x 10º/L em indivíduos adultos brancos, porém com 
um limite mais baixo de 1,1 x 10º/L em indivíduos adultos negros. Os 
neutrófilos bastonetes representam em média 3% dos leucócitos, com 
um valor de referência máximo de cerca de 0,7 x 10º/L na população 
branca, que é discretamente menor na população negra (considerando 
a definição anterior e fazendo a contagem diferencial de 100 células) 
(Tab. 29.3). 

Na situação normal, cerca de 10 a 30% dos neutrófilos segmenta- 
dos possuem 2 lobos, 40 a 50% têm 3 lobos, 10 a 20% têm 4 lobos 
e até 5% apresentam 5 lobos. Ocorre um “deslocamento para a 
esquerda” quando há aumento do número de bastonetes e diminui- 
ção da concentração de neutrófilos maduros no sangue, bem como 
número médio de lobos reduzido nas células segmentadas (Figs. 
29:29 € 29,31). 

A produção e a fisiologia dos neutrófilos são discutidas em capítu- 
los subsequentes. Neutrofilia, ou leucocitose neutrofílica, consiste no 
aumento da contagem absoluta, enquanto a neutropenia se refere a 
sua diminuição. 


Eosinofilo (granulócito eosinofílico) 

O diâmetro médio dos eosinófilos é 13 um. A estrutura dessas 
células assemelha-se à dos neutrófilos polimorfonucleares, com a 
notável diferença de que, em vez de grânulos neutrofílicos, seu cito- 
plasma contém grânulos maiores, arredondados ou ovais, que apre- 
sentam forte afinidade por corantes ácidos (Fig. 29.32). São facil- 





Figura 29.30 Um neutrófilo e uma forma em bastonete. O neutrófilo e o bastonete 
exibem separação dos lobos nucleares (no neutrófilo maduro) vs. núcleo em 
ferradura no bastonete. Uma plaqueta gigante também pode ser observada (x 1.000). 
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de vermelho brilhante pela eosina. O citoplasma é incolor. O núcleo 
cora-se com um pouco menos de intensidade que o núcleo dos neu- 
trófilos e, em geral, apresenta 2 segmentos conectados (lobos). É raro 
encontrar mais de 3 lobos em seu núcleo. Os eosinófilos, em média, 
correspondem a 3% da população de leucócitos de um indivíduo 
adulto, com um valor de referência máximo igual a 0,6 x 10º/L, quan- 
do calculado a partir da contagem diferencial. Se os indivíduos alérgi- 
cos forem excluídos, esse limite provavelmente será de 0,35 x 10º/L ou 
350/uL. O valor de referência mínimo provavelmente é de 40/uL. Uma 
diminuição do número de eosinófilos (eosinopenia) pode ser detec- 
tada apenas por meio da contagem de grandes números de células, 
como nas contagens diretas em hemocitômetro (Dacie, 1991), ou 
com o auxílio de um contador diferencial automatizado de citome- 
tria de fluxo. 


Basófilos (granulócitos basofilicos) 

Em geral, os basófilos se parecem com os neutrófilos, exceto pelo 
núcleo menos segmentado (em geral apenas endentado ou parcial- 
mente lobulado) e pelos grânulos maiores com forte afinidade por 
corantes básicos (Figs. 29.32 e 29.33). Uma vez que são solúveis em 
água, a maioria dos grânulos pode ser perdida em alguns basófilos, 
deixando em seu lugar vacúolos ou aberturas no citoplasma. Os grå- 
nulos têm cor de mauva. Em um esfregaço bem corado, essas estrutu- 
ras têm cor púrpura-escura, enquanto o núcleo é um pouco mais páli- 
do e, muitas vezes, fica praticamente escondido pelos grânulos, sendo 
difícil distinguir seu formato. Grânulos de basófilos com coloração 
desigual podem ter forma anelar e ser parecidos com Histoplasma cap- 
sulatum ou protozoários. 

Os basófilos são os leucócitos menos numerosos no sangue normal, 
representando em média 0,5% do total. Os valores de referência de 
95% para adultos são de 0 a 0,2 x 10’/L, quando derivados da conta- 
gem diferencial. 


Monócitos 
O monócito é a maior célula presente no sangue normal (Fig. 
29.34). Em geral, possui um diâmetro equivalente a 2 a 3 vezes o 





Figura 29.31 Grânulos neutrofílicos. Grânulos citoplasmáticos em mielócitos e 
neutrófilos maduros (x 1.000). 





Figura 29.32 Basófilo (abaixo) e eosinófilo (acima). Grânulos eosinofílicos são 
mais grossos e maiores e muitas vezes não se sobrepõem ao núcleo, diferente do 
que se observa no basófilo, cujos grânulos grandes e intensamente basofílicos com 
frequência obscurecem os detalhes nucleares (x 1.000). 


diâmetro de um eritrócito (14-20 um), embora monócitos menores 
às vezes sejam encontrados. Possui um único núcleo que é lobulado 
em parte, profundamente endentado ou com forma de ferradura. 
is vezes, o núcleo de um monócito pode parecer arredondado ou 
oval. O citoplasma é abundante. A cromatina nuclear com frequência 
é vista como fitas finas e paralelas, separadas por uma paracromatina 
agudamente definida. O núcleo cora-se de forma menos densa que o 
núcleo dos demais leucócitos. O citoplasma é azul-acinzentado, com 
aspecto de vidro fosco, e muitas vezes contém grânulos finos de cor ver- 
melha a púrpura que são menos distintos e menores que os grânulos dos 
neutrófilos. Em alguns casos, grânulos azuis podem ser observados. 
Quando o monócito se transforma em macrófago, sofre aumento 
de tamanho (20-40 um). Seu núcleo pode se tornar oval e a croma- 
tina, mais reticular ou dispersada, de modo que os nucléolos pas- 
sam a ser visualizados. Uma zona perinuclear clara (Golgi) pode 
ser evidenciada. Os finos grânulos vermelhos ou azurófilos variam 
em número ou podem desaparecer. O citoplasma mais abundante 
tende a ser irregular nas margens da célula e conter vacúolos. Essas 
estruturas são vacúolos fagocíticos, que podem conter hemácias 
ingeridas, debris, pigmentos ou bactérias. A evidência de fagocito- 
se em monócitos ou a presença de macrófagos detectadas em esfre- 
gaço de sangue de preparação direta constituem um achado pato- 
lógico e, muitas vezes, indicam a ocorrência de uma infecção ativa. 
Os monócitos correspondem, em média, a 4% dos leucócitos, e 
o intervalo de referência para adultos é de aproximadamente 0 a 
0,8 x 10º/L, dependendo do método empregado na contagem dife- 
rencial (Tab. 29.3). 


Linfócitos 

Os linfócitos são células mononucleares desprovidas de grânulos 
citoplasmáticos específicos. Linfócitos pequenos são quase do mesmo 
tamanho que os eritrócitos, ou discretamente maiores (6-10 um) 
(Fig. 29.9). O linfócito típico possui um núcleo único e agudamen- 
te definido, que contém blocos pesados de cromatina. Sua croma- 
tina é corada de azul-escuro pela coloração de Wright, enquanto a 





Figura 29.33 Basófilo (centro), mielócito neutrofílico e bastonete (esquerda). 
No basófilo, os grânulos são muito maiores e mais grossos que os finos grânulos 
azurofílicos dos neutrófilos e de seus precursores (x 1.000). 





Figura 29.34 Monócito. Entre as células sanguíneas normais, o monócito é a maior 
e a que apresenta o padrão de cromatina nuclear mais delicado. Há uma quantidade 
moderada de citoplasma cinza-claro, com granulação fina e vacuolização (x 500). 


paracromatina destaca-se como estrias de cor mais clara. Na periferia 
do núcleo, a cromatina é condensada. Caracteristicamente, observa- 
-se uma transição gradual ou “esfumaçamento” entre a cromatina e a 
paracromatina. O núcleo em geral é redondo, mas às vezes apresenta 
uma endentação em um dos lados. O citoplasma é corado de azul-cla- 
ro, exceto na zona perinuclear clara. Linfócitos maiores (Figs. 29.35 e 
29.36), com diâmetro de 12 a 15 um, um núcleo que se cora menos 
densamente e citoplasma abundante, são encontrados com frequên- 
cia, em especial no sangue de crianças, podendo ser difícil distingui- 
-los dos monócitos. As margens citoplasmáticas disformes e endenta- 
das dos linfócitos se devem à pressão exercida pelas células vizinhas. 
No citoplasma de cerca de 1/3 dos linfócitos grandes, existem alguns 
grânulos púrpura-avermelhados arredondados. Esses grânulos são 
maiores que os grânulos dos leucócitos neutrofílicos. Há um contí- 
nuo espectro de tamanhos, desde os pequenos até os grandes linfóci- 
tos, e pode haver, de fato, uma transição de pequeno a grande para as 
formas blásticas, assim como o inverso. A classificação em pequenos 
linfócitos e grandes linfócitos, separadamente, não possui significa- 
do. A presença de uma proporção significativa de linfócitos atípicos 
e formas blásticas (linfócitos reticulares linfoblásticos não leucêmi- 
cos) merece atenção. Sua constatação indica que houve transforma- 
ção de células linfoides como resposta à estimulação antigênica. Os 
plasmócitos possuem um citoplasma azul abundante, muitas vezes 
com vacúolos ou estrias claras, um núcleo redondo excêntrico e uma 
zona (Golgi) clara definida adjacente ao núcleo (Fig. 29.37). O núcleo 
do plasmócito contém cromatina intensamente agregada, muito 
bem definida a partir da paracromatina, e, por vezes, em arranjo de 
padrão radial ou semelhante à roda. Os plasmócitos, em geral, estão 
ausentes no sangue. 

Os linfócitos representam, em média, 34% de todos os leucócitos, 
apresentando uma variação de 1,5 x 10º/L a 4 x 10°/L em adultos. Os 
linfócitos e seus derivados — os plasmócitos — fazem parte da defesa 
imune do corpo. 





Figura 29.35 Linfócito. Este é um linfócito benigno reativo, com citoplasma cinza 
moderadamente abundante que envolve as hemácias vizinhas e com separação 
distinta de cromatina/paracromatina (x 1.000). 





Figura 29.36 Grande linfócito reativo, com citoplasma azul-acinzentado 
moderadamente abundante (x 1.000). 


Artefatos 
Células rompidas 

Leucócitos danificados ou rompidos (Figs. 29.38 e 29.39) consti- 
tuem uma pequena parcela das células nucleadas no sangue normal. 
Os núcleos desnudos das células rompidas (Figs. 29.40 e 29.41) variam 
de relativamente bem preservados e sem citoplasma a um borrão de 
material nuclear, às vezes com estrias dispostas em uma rede grosseira 
— as conhecidas células em cesta. É provável que representem células 
frágeis, usualmente linfócitos rompidos durante o preparo do esfrega- 
ço. Essas células podem ser numerosas diante de uma linfocitose atípi- 
ca, leucemia linfocítica crônica e leucemia aguda. 


Alterações degenerativas 

À medida que o sangue envelhece dentro do tubo de ensaio, os leucó- 
citos começam a sofrer alterações morfológicas (Sacker, 1975). O grau 
de modificação varia entre as células e de um indivíduo para outro. 
Em 30 minutos, os núcleos dos neutrófilos começam a inchar e pode 
haver alguma perda estrutural de cromatina. Vacúolos citoplasmáticos 
aparecem especialmente em monócitos e neutrófilos. Os monócitos 
sofrem lobulação nuclear. Fendas profundas conferem ao núcleo uma 
aparência de folha de trevo (segmentação radial dos núcleos; células 





Figura 29.37 Plasmócito. Núcleo redondo e excêntrico, com agregação de 
cromatina nuclear e quantidade moderada de citoplasma basofílico com cavidade 
(hof) proeminente que abriga o núcleo (x 1.000). 





Figura 29.38 Célula rompida. Uma célula rompida da série mieloide, com perda da 
integridade da membrana e desintegração do conteúdo citoplasmático (x 1.000). 








Figura 29.39 Célula rompida. Leucócito que sofreu ruptura/desintegração (x 1.000). 
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a impressão de ter sido ingerido. É possível suspeitar da verdadeira 
posição dessas células, pois estas são bem focalizadas em um plano 
acima ao da célula maior. 


Fontes de erro na contagem diferencial de leucócitos 
Até mesmo em esfregaços de sangue preparados com perfeição, 
a contagem diferencial está sujeita aos mesmos erros de distribui- 
ção aleatória. Para interpretação das diferenças dia-dia ou lâmina- 
lâmina de um mesmo paciente, é útil saber o quanto da variação 
observada é atribuível apenas ao acaso. A Tabela 29.7 fornece os 
limites de confiança de 95% para diferentes porcentuais de células 
nas contagens diferenciais realizadas, classificando um total de 100 
a 10.000 leucócitos. Na comparação dos porcentuais de duas con- 
tagens isoladas, se um valor estiver fora dos limites de confiança do 
outro, é provável que haja uma diferença significativa (i. e., não devi- 
da ao acaso). Assim, com base em uma contagem diferencial de 100 
células, se o porcentual de monócitos for igual a 5% em um dia e a 





Figura 29.40 Célula esfumaçada. Remanescentes nucleares de um leucócito 
danificado/rompido (x 1.000). 








cócitos, sobretudo em monócitos e neutrófilos, a partir do sangue 
anticoagulado com EDTA. Os vacúolos podem estar associados ao 
inchaço do núcleo e à perda de grânulos citoplasmáticos. 


“Pseudotagocitose” 
As vezes, um pequeno linfócito ou, na maioria das vezes, um eritró- 
cito pode repousar sobre um granulócito ou monócito e, assim, dar 


o Tabela 29.7 Limites de confiança de 95% para vários porcentuais de 
as células sanguineas de um dado tipo, conforme determinado por 
E contagem diferencial” 
=a 
E a n= 100 n= 200 n= 500 n= 1.000 n= 10.000 
E 0 0,0-3,6 0,0-1,8 0,0-0,7 0,0-0,4 0,0—0,1 
o 1 0,0-5,4 0,1-3,6 0,3-2,3 0,5-1,8 0,8-1,3 
BO 2 00-70 0,6-5,0 1,0-3,6 12-81 72,3 
A 3 0,6-8,5 1,1-6,4 1,7—4,9 2,0—4,3 2,6-3,4 
D 4 1,1-99 LEZI 2,5-6,1 2,9-5,4 3,6-4,5 
Es Figura 29.41 Células em cesta (x 1.000). 5 1,6-11,3 24-90 3,3-7,3 3,7-6,5 4,9-9,9 
on 6 2,2-12,6 3,1-10,2 4,1-8,5 4,6-7,7 5,5—0,5 
a f 2,9-13,9 3,9-11,5 4,9-9,6 5,5—8,8 6,5-7,6 
E de Rieder). Por fim, a perda do citoplasma e um núcleo “esfumaçado” 6 35-152 4,6-12,7 5,8-10,7 6,4-9,9 7 4-8,6 
E pode ser tudo o que resta da célula (Fig. 29.40). As alterações dege- g 4,2-16,4 5,4-13,9 6,6-11,9 7,3-10,9 8,4-9,6 
bs nerativas ocorrem mais rapidamente no sangue oxalatado que no 10 4,9-17,6 6,2-15,0 7,5-13,0 8,2-12,0 9,4-10,7 
sangue-EDTA. Surgem mais rápido diante de concentrações aumenta- 15 86-23,5 10,4-20,7 120184 12,8-17,4 14,3-15,8 
das de EDTA, como ocorre no preenchimento incompleto de tubos de 20 7292 147-262 166235 176226 19,2-20,8 
iia a 25 16,9-34,7 19,2-31,6 21,3-29,0 22,3-27,8 24,1-25,9 
Células contraídas 30  21,2—40,0 23,7-36,9 26,0-34,2 27,2-32,9 29,1-31,0 
A secagem é lenta na parte mais espessa da borda dos esfregaços. As 35 25,7-45,2 28,4-42,0 30,8-39,4 32,0-38,0 34,0-36,0 
alterações óbvias que ocorrem no esfregaço são o empilhamento dos 40 30,3-50,3 33,2-47,1 357444 36,9-43,1 39,0-41,0 
eritrócitos e a retração dos leucócitos. Como os leucócitos estão con- 45 35,0-55,3  380-522 40,6-49,5 41,9-48,1 44,0—46,0 
traídos e intensamente corados, torna-se dificil distinguir as células 50 39,8-60,2 42,9-57,1 455-545. 469-531 49,0-51,0 
NAN TEN gi eamposstverGacrumaientbeas ae modo gem) Mad Mil MO 
i 60 49,7-09,7 52,9-66,8 55,6-64,3 56,9-63,1 59,0-61,0 
Células endoteliais 65 54,8-74,3 58,0-71,6 60,6-69,2  62,0-68,0 64,0-66,0 
Células endoteliais oriundas do revestimento dos vasos sanguíneos 70 60,0-78,8 63,1-76,3 65,8-74,0 67,1-72,8 69,0-70,9 
podem aparecer na primeira gota de sangue de uma amostra obtida 75 6534831  684-808 710787 722777 74,1-75,9 
por picada no dedo ou, em raros casos, no sangue venoso. Apresentam 80 70,8-87,3 73,8-85,3 76,2-83,4 77,4-82,4 79,2-80,8 
E T AT ee epodemsercontuncidas 5. gia vob: BEM 6264872 MALES 
i 90 82,4-95,1 85,0-93,8 87,0-92,5 88,0-91,8 89,3-90,6 
Segmentação radial dos núcleos 91 83,6-95,8 86,1-94,6 88,1-93,4 89,1-92,7 90,4-91,6 
O uso de sangue oxalatado resulta no aparecimento de segmentação 92 84,8-96,5 87,3-95,4 89,3-94,2 90,1-93,6 91,4-92,6 
nuclear anormal nos leucócitos presentes no esfregaço. Essa segmenta- 93 86,1-97,1 88,5-96,1 90,4-95,1 91,2-94,5 92,4-93,5 
ão difere da segmentação observada nos granulócitos, em que os lobos “i ama n 3 ss 
sei madira at de um único ns conferindo uma imagem e Daa S = pen ies ae ee 
de folha de trevo ou roda de carroça. No sangue oxalatado, podem pi ae ioe: ques eel ae 
ocorrer alterações extensas em 1 a 2 horas. Outros anticoagulantes, eae Bee See! ONE SOIDA 
entre os quais o EDTA, promovem modificações de menor grau. a Se: BEE SPSS 957-000 = OG oe 
98 93,0-99,9 95,0-99,4 96,4-99,0 96,9-98,8 97,7-98,3 
Vacuolização l 99 94,6-99,9 96,4-99,9 97,7-99,7 98,2-99,5 98,7-99,2 
Vacúolos podem se desenvolver no núcleo e no citoplasma dos leu- 100 96,4-100,0 98,2-100,0 99,3-100,0 99,6-100,0 99,9-100,0 


* n é o número de células contadas; a é o porcentual de células de um determinado tipo. Os 
limites para n = 100, 200, 500 e 1.000 são exatos, enquanto aqueles para n = 10.000 foram 
determinados com as aproximações de Freeman e Tukey, conforme descrito nas tabelas de 
Geigy. 
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10% no dia seguinte, é provável que a diferença seja devida apenas 
a um erro de amostragem. Embora a diferença possa ser real, não 
se pode ter certeza por causa do pequeno número de células conta- 
das. Por outro lado, se a contagem diferencial totalizar 500 células 
contadas, a diferença existente entre 5 e 10% é significativa. Nesse 
caso, é possível assumir com um grau razoável de certeza (com uma 
probabilidade de 5% de estar errado) que a diferença encontrada é 
real, e não se deve apenas ao acaso. Obviamente, trata-se apenas de 
uma estimativa mínima do erro envolvido nas contagens diferen- 
ciais, visto que não inclui erros mecânicos (devidos à variação na 
coleta das amostras de sangue, homogeneização inadequada, irre- 
gularidades na distribuição dependendo do tipo e da qualidade dos 
esfregaços e coloração precária) nem erros de identificação celular, 
os quais dependem do julgamento e da experiência do observador. 
Portanto, é necessário empregar uma técnica meticulosa e acurada, 
bem como uma classificação consistente das células. O médico que 
interpreta os resultados deve estar ciente das possíveis fontes de erro, 
principalmente de erros devidos ao acaso relacionados à distribuição 
das células. A Tabela 29.3 mostra a distribuição de vários tipos de 
leucócitos no sangue de indivíduos normais. São fornecidas as con- 
centrações absolutas, que possuem importância consideravelmente 
maior que os porcentuais isolados. 


Contagem diferencial de leucócitos automatizada 

Como a contagem diferencial de leucócitos é inespecífica, impreci- 
sa, propensa a erros, usualmente trabalhosa, de execução onerosa e de 
significado clínico limitado como teste de triagem, alguns pesquisa- 
dores sugeriram que seria prudente descontinuar seu uso como teste 
de triagem para pacientes adultos internos (Connelly, 1982). A auto- 
mação da contagem diferencial elimina algumas de suas depreciações. 
Na situação ideal, os requerimentos de um sistema automatizado de 
contagem diferencial de leucócitos devem incluir: 

1. a distribuição das células analisadas deve ser idêntica aquela 

encontrada no sangue; 

2. todos os leucócitos com frequência encontrados em doenças san- 
guíneas devem ser acuradamente identificados, ou detectados e 
“sinalizados” de algum modo; 

3. a velocidade do processamento deve permitir que um grande 
número de células seja contado, a fim de minimizar o erro 
estatístico; 

4. o equipamento deve ser custo-efetivo (Bentley, 1977). 

Os contadores de impedância e sistemas de citometria de fluxo, 
bem como suas respectivas contagens diferenciais, já foram discutidos 
antes na seção Tecnologia Instrumental”. 

Os sistemas automatizados contam com a vantagem de serem capa- 
zes de analisar com rapidez maiores números de células e de reduzir 
significativamente o erro estatístico da contagem. 

Sua desvantagem reside na falta de uma total concordância entre 
as categorias de células e aquelas mais familiares que são observadas 
nos esfregaços corados por Romanowsky. É difícil interpretar uma 
categoria “sem classificação”. Diante da obtenção de resultados anor- 
mais, um esfregaço deve ser preparado e examinado. Em decorrência 
da preocupação referente às bandeiras de equipamentos, cada labo- 
ratório deve criar sua política para exames de esfregaço de sangue e 
contagem visual, quando houver indicação. Camden (1993) fornece 
questões orientadoras que devem ser aplicadas na escolha de um novo 
analisador hematológico para seu laboratório. O ICSH (1984b) tam- 
bém publicou um protocolo para avaliação de contadores de células 
sanguíneas automatizados. 


Processamento de imagens digitalizadas 

Um esfregaço de sangue confeccionado e corado com uniformidade 
é colocado na platina de microscópio motorizado. Um computador 
controla a varredura da lâmina e a interrompe quando há leucócito(s) 
no campo. Os detalhes ópticos (p. ex., densidade, forma, cor e tama- 
nho nuclear e citoplasmático) são registrados por uma câmara de 
vídeo, analisados por computador e convertidos em formato digital. 
Essas características são comparadas a um banco de memória que 
possui as mesmas características para diferentes tipos de células. Se o 
padrão encontrado se ajustar ao de uma célula normal, é classificado 
como tal. Do contrário, é classificado como outros ou desconhecido. 


As coordenadas das células desconhecidas são armazenadas pelo equi- 
pamento e realocadas ao final da contagem, de modo que o analista 
possa classificá-las (Lapen, 1982; Parthenis, 1992; Mukherjee, 2004). 


Plaquetas ao exame do esfregaço 
de sangue periférico 


Em esfregaços feitos com sangue-EDTA e corados por corantes de 
Romanowsky, as plaquetas exibem forma arredondada ou oval e dia- 
metro de 2 a 4 um, e estão separadas umas das outras (Fig. 29.42). A 
contagem de plaquetas pode ser estimada a partir desses esfregaços. 
Em média, se a contagem de plaquetas for normal, aproximadamente 
1 plaqueta é encontrada a cada 10 a 30 hemácias. Ao aumento de 1.000 
x, isso equivale a cerca de 7 a 20 plaquetas por campo sob objetiva de 
imersão, nas áreas que apresentam hemácias com morfologia ótima 
(Fig. 29.43). As plaquetas contêm grânulos finos de cor púrpura, que 
usualmente preenchem seu citoplasma. As vezes, os grânulos se con- 
centram no centro (o “granulémero’ ) e são circundados por um cito- 
plasma pálido (o “hialômero”). É provável que essas plaquetas estejam 
ativadas; e sua aparência resulta da contração da banda microtubular. 
São poucas as plaquetas que apresentam concentração de grânulos 
diminuída (plaquetas hipogranulares). No sangue-EDTA de indi- 
víduos normais, tanto a fração de plaquetas cujo diâmetro excede 3 
um quanto a fração de plaquetas hipogranulares são inferiores a 5%, 
desde que o esfregaço tenha sido preparado em 10 ou 60 minutos após 
a coleta do sangue. Caso os esfregaços sejam preparados de imediato 
ou 3 horas após a coleta de sangue, a fração de plaquetas grandes e a 
fração de plaquetas hipogranulares ou ativadas encontram-se aumen- 
tadas (Zeigler, 1978). Esses artefatos tornam necessário padronizar o 
momento em que o esfregaço deve ser preparado, para avaliação do 
tamanho das plaquetas nesse material. Em pacientes com tromboci- 
topenia imune, há aumento do número de plaquetas grandes/gigantes 
(Fig. 29.30). A concentração dessas plaquetas também está aumentada 
em pacientes com a rara síndrome de Bernard-Soulier e naqueles com 
mieloftise ou síndromes mieloproliferativas. Nesse último caso, as pla- 
quetas frequentemente são hipogranulares ou possuem granulômero 
e hialômero distintos. Em esfregaços de sangue feitos com amostra 





Figura 29.42 Plaquetas. Plaquetas apresentam forma que varia de arredondada a 
oval, diâmetro de 2 a 4 um e estão separadas umas das outras (x 1.000). 





Figura 29.43 Plaqueta/plaqueta gigante. Plaquetas apresentam uma fina 
granularidade, e ocasionalmente uma forma maior (gigante) também pode ser 
observada (x 1.000). 
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560 obtida por punção de feridas existentes na pele, as plaquetas assumem 
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formas irregulares com projeções agudas e tendem a se agregar. 


Exame da medula óssea 


A aspiração e a biópsia de medula podem ser realizadas como proce- 
dimentos de consultório em pacientes ambulatoriais, com risco míni- 
mo. Comparam-se de modo favorável a uma punção venosa comum, 
sendo menos traumáticas que uma punção lombar. Contudo, assim 
como para outros procedimentos especiais, as indicações clínicas para 
o exame de medula devem estar claramente estabelecidas. Em cada 
caso, o médico deve ter em mente alguma previsão razoável do resul- 
tado a ser obtido e também do consequente benefício ao paciente. 
Sem exceção, primeiramente o sangue periférico deve ser examinado 
com cuidado. Uma circunstância relativamente incomum consiste em 
detectar uma doença hematológica na medula óssea sem que nenhu- 
ma evidência seja fornecida pelo sangue periférico. 

Estima-se que o peso da medula de um indivíduo adulto seja de 
1.300 a 1.500 g. A medula pode sofrer uma completa transformação 
em poucos dias e, às vezes, até mesmo em algumas horas. Via de regra, 
essa rápida transformação envolve todo o órgão, conforme evidenciado 
pelo fato de uma pequena amostra (obtida por biópsia ou aspiração) 
ser usualmente muito representativa de toda a medula. Tal conclusão 
está de acordo com resultados de estudos de amostras de biópsia obti- 
das simultaneamente de vários sítios. Conforme essas observações, os 
vários sítios escolhidos para retirada de medula para as análises são, 
na maioria das vezes, igualmente satisfatórios. Em consequência, a 
dificuldade de acesso, os riscos envolvidos, a facilidade de obtenção de 
uma amostra de biópsia satisfatória e o desconforto causado ao pacien- 
te constituem as principais razões que levam à escolha de um deter- 
minado sítio em um paciente em particular. Em um dado sítio, pode 
haver variação da distribuição celular, com áreas aparentemente hiper 
ou hipoplásticas. É isso que ocorre em especial na região logo abaixo 
do córtex. Em alguns casos, a falha em obter material em quantidade 
ou qualidade adequadas em um sítio pode ser seguida do sucesso em 
outra localização. Do mesmo modo, a necessidade de realizar repetidas 
aspirações ou biópsias pode indicar o uso de vários sítios diferentes. A 
crista ilíaca posterior é o sítio preferido. O amplo espaço medular per- 
mite que tanto a aspiração quanto a biópsia sejam facilmente realiza- 
das de uma única vez. Existem revisões apropriadas acerca das técnicas 
empregadas para aspiração e biópsia de medula (Hyun, 1988). 


Preparo do aspirado e do corte de biópsia 


Esfregaços de medula. Um atraso é sempre indesejável, por mais breve 
que possa ser. Esfregaços podem ser preparados de modo similar ao 
preparo dos esfregaços para contagens sanguíneas comuns. Partículas 
acinzentadas de medula são visíveis a olho nu e constituem o melhor 
material para preparo de esfregaços de boa qualidade, além de servi- 
rem de pontos de referência para o exame microscópico de esfregaços 
corados. 

Esfregaços diretos. Uma gota de medula é colocada sobre a superfície 
de uma lâmina a uma curta distância de uma das extremidades. Com 
o auxílio de um espalhador, é produzido um esfregaço de 3 a 5 cm de 
comprimento. A largura desse espalhador não deve ultrapassar 2 cm, e 
as partículas devem ser puxadas para trás sem serem esmagadas. Uma 
trilha de células é deixada atrás de cada partícula. 

Imprints. As partículas de medula também podem ser utilizadas na 
preparação de imprints. Uma ou mais partículas visíveis são apanha- 
das com o auxílio de uma pipeta capilar, da extremidade quebrada 
de um aplicador de madeira ou de um palito de dentes, e transferi- 
das imediatamente a uma lâmina, onde são aderidas por meio de um 
suave movimento deslizante. O esfregaço é rapidamente seco sob agi- 
tação ao ar e, em seguida, corado. 

Preparações por esmagamento. Partículas de medula presentes em 
uma pequena gota de aspirado podem ser colocadas sobre uma 
lâmina, próximo a uma das extremidades. Outra lâmina é cuida- 
dosamente colocada sobre a primeira. Uma leve pressão é exercida 
para esmagar as partículas, e as lâminas são separadas por afasta- 
mento, na direção paralela às suas superfícies. Todos os esfregaços 
devem ser secos rapidamente sob agitação ao ar, ou pela exposi- 


ção ao ventilador. À medida que o material aspirado é espalhado, 
o aparecimento de gordura sob a forma de orifícios irregulares no 
esfregaço garante que a amostra obtida é realmente de medula, em 
vez de apenas sangue. 

Estudos especiais. Uma amostra estéril tratada com anticoagulante e 
que contenha células viáveis não fixadas em suspensão celular única 
constitui o melhor substrato para quase todos os estudos especiais 
possivelmente requisitados de uma amostra de medula. Em especifi- 
co, a citometria de fluxo é mais satisfatória quando utiliza amostras 
de aspirado tratadas com anticoagulante EDTA ou heparina, que per- 
manecem estáveis no mínimo por 24 horas à temperatura ambiente. 
Para análises citogenéticas ou cultura de tecidos, a amostra de medula 
tratada com anticoagulante deve ser adicionada ao meio de cultura 
tecidual e analisada o quanto antes, visando a preservar a viabilida- 
de ótima das células. Amostras destinadas a estudos citogenéticos em 
geral não são afetadas de modo adverso pela incubação de um dia a 
outro. O DNA é relativamente estável e pode ser extraído e analisa- 
do a partir de cortes de tecido parafinizado. Entretanto, os ensaios 
de RT-PCR, que envolvem amplificação de cDNA obtido a partir de 
mRNA, frequentemente são necessários ao diagnóstico molecular das 
translocações associadas à leucemia e ao linfoma. O mRNA apresenta 
meia-vida variável na célula intacta e é degradado rapidamente (em 
segundos ou minutos) no lisado celular, por ação de RNAses ubíquas. 
Para que a recuperação de mRNA a partir de suspensões celulares seja 
máxima, a maior parte das preparações de creme leucocitário ou de 
células mononucleares deve ser lisada em um tampão apropriado que 
contenha inibidores de RNAse. Essa lise deve ser realizada o quanto 
antes, logo após a amostragem. O EDTA é o anticoagulante preferi- 
do, porque a heparina pode provocar interferências em alguns ensaios 
moleculares (Ryan, 2001b). 

Cortes histológicos. A biópsia por agulha e as partículas (fragmentos) 
de medula aglutinadas são fixadas em solução acética de Zenker (5% 
de ácido acético glacial; 95% de solução de Zeker) por 6 a 18 horas, ou 
em fixador B-5 por 1 a 2 horas (Hyun, 1988). Um tempo de incubação 
excessivo com qualquer fixador faz com que o tecido se torne quebra- 
diço. Embora esses fixadores (em particular o B-5) proporcionem a 
melhor histologia, ambos contêm cloreto de mercúrio tóxico e estão 
sendo gradualmente substituídos por fixadores como zinco-formali- 
na, entre outras preparações. O tecido é processado da forma rotineira 
para parafinização, cortado em seções de 4 um e corado pelo método 
de rotina da hematoxilina e eosina (HE). As colorações de Giemsa e 
ácido periódico de Schiff (PAS) frequentemente são úteis. A fixação do 
tecido em material plástico possibilita o exame de seções mais espes- 
sas, bem como a melhor sobrevida da estrutura proteica, de modo que 
a histoquímica e a imunocitoquímica de enzimas se tornam práticas 
para identificação de linhagens celulares. 

Os cortes proporcionam a melhor estimativa da celularidade e uma 
imagem da arquitetura da medula, porém são um tanto inferiores para 
o estudo dos detalhes citológicos. Outra desvantagem é que as partícu- 
las adequadas para os cortes histológicos nem sempre são obtidas, em 
especial diante de condições em que o diagnóstico depende de evidên- 
cias fornecidas pela medula (p. ex., mielofibrose ou câncer metastático). 


Coloração de preparações de medula 


Coloração de Romanowsky. Esfregaços de medula devem ser corados 
com corante de Romanowsky (p. ex., Wright-Giemsa), de modo simi- 
lar aos esfregaços sanguíneos. Amostras de medula com maior celulari- 
dade podem requerer um tempo de coloração maior. Além das colora- 
ções de Romanowsky e de HE, existem várias colorações especiais que 
também podem ser empregadas para esfregaços de sangue periférico, 
aspirados de medula óssea e esfregaços por imprint de contato, além de 
cortes de biópsia de medula óssea. Tais colorações incluem colorações 
citoquímicas (mieloperoxidase, Sudão negro B, naftol As-D cloroace- 
tato esterase, esterases inespecíficas, fosfatases ácidas, fosfatase alcalina 
do leucócito, PAS, azul de toluidina e corante de ferro) e imunocito- 
químicas, dependendo da doença e do exame morfológico preliminar 
do esfregaço e/ou corte (Perkins, 2004). O procedimento da coloração 
por ferro será discutido neste capítulo. A relevância de outras colorações 
é mencionada nos capítulos subsequentes, com as respectivas doenças. 


Teste de Perl para ferro 

Procedimento. Um esfregaço com partículas de medula é fixado por 
10 minutos em vapor de formalina, imerso por 10 minutos em uma 
solução recém-preparada com (0,5% de ferrocianeto de potássio e 
0,75% de ácido hidroclorídrico, lavado, seco e contracorado por colo- 
ração nuclear com vermelho rápido. 

Interpretação. A reação com azul da Prússia ocorre em presença de 
hemossiderina ou ferritina. O ferro contido na Hb não se cora. Seu 
resultado pode ser relatado como negativo ou 1+ a 5+. Os estoques de 
ferro — no interior dos macrófagos — podem ser avaliados somente nas 
partículas de medula presentes no esfregaço. Em adultos, um resul- 
tado 2+ é normal, 3+ é discretamente elevado, 4+ é moderadamente 
elevado e 5+ é acentuadamente alto. Os estoques de ferro na medula 
localizam-se nos macrófagos. Com frequência, um pequeno núme- 
ro de grânulos azuis é observado. Em casos de deficiência de ferro, 
os grânulos corados de azul estão ausentes ou são muito raros. Os 
estoques de ferro aumentam na maioria dos demais tipos de anemia, 
infecções, hemocromatose, hemossiderose, cirrose hepática, uremia e 
câncer, bem como após repetidas transfusões. Os sideroblastos (Fig. 
29.44) são normoblastos que contêm uma ou mais partículas de ferro 
passíveis de coloração. Na situação normal, 20 a 60% dos normoblas- 
tos tardios são sideroblastos; no restante, não são detectados grânu- 
los azuis. O porcentual de sideroblastos diminui na anemia ferropri- 
va (em que os estoques de ferro diminuem) e também nas anemias 
comuns associadas à infecção, artrite reumatoide e doença neoplásica 
(em que os estoques de ferro se mantêm normais ou aumentam). O 
número de sideroblastos aumenta diante do comprometimento da 
eritropoese decorrente de causas diversas. Esse aumento é propor- 
cional ao grau de saturação da transferrina. A reação com azul da 
Prússia também pode ser realizada em lâminas previamente coradas 
com corante de Romanowsky para identificar sideroblastos ou para 
determinar se há ferro em outras células de interesse. Além disso, a 
coloração de ferro também é empregada na avaliação da presença de 
sideroblastos anormais e de sideroblastos anelares (Fig. 29.45), que 
são encontrados em diversas doenças hematológicas. 





Figura 29.44 Sideroblasto normal. Um único grânulo que contém ferro é observado 
no citoplasma de um normoblasto em maturação. Sua identificação requer 
observação sob maior aumento e intensa iluminação, deslocando a objetiva para 
cima e para baixo (x 1.000). 





Figura 29.45 Sideroblasto em anel. Os grânulos sideróticos formam um anel 
perinuclear que engloba mais da metade do diâmetro nuclear (corante azul da 
Prússia, x 1.000). 


Cortes. As colorações de rotina de HE são satisfatórias para a maio- 
ria dos propósitos. O uso de corantes de Romanowsky em materiais 
fixados pode ser bastante vantajoso. As colorações de ferro produzem 
resultados melhores quando são realizadas em esfregaços que contêm 
material particulado do tecido medular. São menos sensíveis para 
cortes de medula, porque uma parte do ferro é perdida durante o pro- 
cessamento e uma espessura tecidual menor é examinada nos cortes. 


Exame de medula 


É recomendável estabelecer um procedimento de rotina, visando a 
obter o máximo de informação a partir do exame de medula. 


Sangue periférico 

A contagem total de células sanguíneas, incluindo as contagens de 
plaquetas e de retioculócitos, deve ser realizada no dia do exame da 
medula, e os resultados devem ser incorporados ao relatório. O pato- 
logista ou hematologista que examina a medula também deve exami- 
nar cuidadosamente o esfregaço de sangue, conforme já descrito, e 
incorporar suas observações ao relatório sobre a medula. 


Celularidade da medula 


A celularidade da medula é expressa como a proporção entre volu- 
me de células hematopoiéticas em relação ao volume total do espaço 
medular (células + gordura + outros elementos do estroma). A celu- 
laridade varia de acordo com a idade do paciente e o sítio considera- 
do. Exemplificando, aos 50 anos de idade, a celularidade média nas 
vértebras é 75%, no esterno é 60%, na crista ilíaca é 50% e nas coste- 
las é 30%. A celularidade normal do osso ilíaco em diferentes idades 
foi bem definida por Hartsock et al. (1965), conforme resumido na 
Figura 29.46. Se o porcentual está elevado para a idade do paciente, a 
medula é considerada hipercelular ou hiperplástica. Se esse porcentual 
estiver diminuído, a medula é denominada hipocelular ou hipoplás- 
tica. A celularidade da medula é mais bem julgada a partir dos cortes 
histológicos de biópsia ou das partículas aspiradas (Fig. 29.47), mas 
também deve ser estimada a partir das partículas presentes nos esfre- 
gaços de medula. Para tanto, é feita a comparação das áreas ocupadas 
por espaços preenchidos com gordura e por células nucleadas nas par- 
tículas, bem como da densidade das células nucleadas encontradas na 
“cauda” ou fallout das partículas. A comparação de esfregaços e cortes 
de cada amostra de medula permite ao observador fazer uma estima- 
tiva razoavelmente boa a partir dos esfregaços — uma habilidade útil 
em situações de indisponibilidade de cortes. 


Distribuição das células 

A distribuição dos vários tipos de células pode ser determinada de 
duas formas. Na primeira delas, várias lâminas são examinadas em 
pequeno aumento e, em seguida, em grande aumento. Então, com 
base em experiências anteriores, o analista estima o número e a dis- 
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Figura 29.46 Celularidade da medula em indivíduos hematologicamente normais. 
O porcentual de celularidade foi representado na ordenada versus a idade (agrupada 
por décadas), na abscissa. (De Hartsock RJ, Smith EB, Petty CS. Am J Clin Pathol 
1965; 43: 326, com permissão.) 
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Figura 29.47 Biópsia de medula (x 1.470). A celularidade, nesse exemplo, é de 60 — 
70% — um valor considerado normal para indivíduos adultos. Há três megacariócitos 
presentes, e do mesmo modo esse achado é normal para um tamanho de campo 
como o da ilustração. A maturação dos granulócitos parece ser normal, com todos 
os estágios presentes. Um número muito pequeno de normoblastos pode ser 
observado. (Os normoblastos apresentam núcleos intensamente corados e tendem 

a se agrupar.) A proporção mieloide/eritroide (M/E) é maior que 4:1, indicando 
hipoplasia eritroide. Nenhuma outra anomalia é observada. 


tribuição das células. A segunda forma consiste em fazer a contagem 
diferencial de 300 a 1.000 células e calcular o porcentual de cada tipo 
de célula. O método preferido é a combinação dessas duas técnicas. A 
segunda técnica — a contagem diferencial cuidadosa — é parte essencial 
de treinamento para esse trabalho, sem a qual pode ser difícil obter 
acurácia na primeira técnica. A contagem diferencial também pro- 
porciona um registro objetivo a partir do qual é possível determinar 
futuras alterações. 

O analista, em primeiro lugar, varre os esfregaços de medula sob 
baixa resolução (aumentos de 100 x ou 200 x), à procura de irregulari- 
dades na distribuição celular, para determinar o número de megacari- 
ócitos e detectar a presença de células anormais. Em seguida, seleciona 
áreas dos esfregaços onde as células da medula não estejam diluídas 
com células sanguíneas e estejam separadas e dispersas o bastante para 
possibilitar uma identificação ótima. Essas áreas usualmente estão logo 


atrás das partículas de medula nos esfregaços diretos, ou próximas às 
partículas em esfregaços produzidos por esmagamento. A contagem 
diferencial é realizada sob aumentos de 400 ou 1.000 x. A Tabela 29.8 
fornece exemplos de intervalos de referência para contagens diferen- 
ciais da medula correspondentes a diferentes idades selecionadas. 

As alterações na distribuição celular da medula são mais dramáticas 
durante o primeiro mês de vida, quando a predominância de célu- 
las granulocíticas ao nascimento se transforma em predominância 
de linfócitos. Essas predominância de linfócitos caracteriza a medula 
óssea ao longo da infância. Uma pequena proporção de células linfoi- 
des “imaturas” ou transicionais (cromatina nuclear delgada, alta pro- 
porção núcleo/citoplasma, tamanho celular pequeno a intermediário) 
normalmente está presente. Talvez, essas células incluam células-tron- 
co e células progenitoras, e é provável que englobem células denomi- 
nadas 'hematogônias . Podem aumentar em número na anemia ferro- 
priva, púrpura trombocitopênica e outros distúrbios, principalmente 
durante a infância. A concentração de normoblastos diminui após o 
nascimento, atinge níveis máximos em 2 meses e, em 4 meses, sofre 
outra queda e atinge níveis estáveis relativamente baixos que per- 
manecem durante a maior parte da infância. A proporção de células 
mieloides/eritroides (M/E) consiste na proporção do número total de 
granulócitos em relação ao número total de normoblastos. Em recém- 
-nascidos e bebês, essa proporção é um pouco maior que a observada 
ao final da infância ou durante a vida adulta (Tab. 29.8). Em indivídu- 
os adultos, observa-se uma faixa ampla que varia de cerca de 1,2:1 a 
4:1. Tanto a contagem diferencial quanto a proporção M/E são valores 
relativos e devem ser interpretados em relação à celularidade ou con- 
siderando outra evidência de que um dos sistemas seja normal. Uma 
proporção M/E aumentada (p. ex., 6:1) pode ser encontrada em casos 
de infecção, leucemia mielógena crônica ou hipoplasia eritroide. Uma 
proporção M/E diminuída (1. e., < 1,2:1) pode significar uma depres- 
são da leucocitopoiese ou uma hiperplasia normoblástica, dependen- 
do da celularidade da medula. O número de megacariócitos é estima- 
do de forma mais realística a partir de cortes que em esfregaços de 
medula. Nas áreas de varredura dos esfregaços que apresentam boa 
celularidade sob baixa resolução (100 x), devem ser encontrados em 
média 1l a 3 megacariócitos em cada campo, quando se trata de medu- 
la normal. 


Tabela 29.8 Contagens diferenciais de células da medula óssea, expressas em porcentual do total de células nucleadas 


Rosse (1977) Mauer (1969) Jandi (1987) 
Tipos de células Nascimento 1 mês (média, DP) 18 meses (média, DP) Infância (média, intervalo) Adulto (média, intervalo) 
(média, DP) 
Normoblastos, total 14,48 47,2 6,04 + 5,00 8,21+3,71 23;1 21,5 (14,2-30,4) 
Pró-normoblastos 0,02 + 0,06 0,10 + 0,14 0,08 + 0,13 0,5 (0,0-1,5) 0,6 (0,2-1,4) 
N, basofílicos 0,24 + 0,25 0,34 + 0,33 0,50 + 0,34 1,7 (0,2-4,8) 2,0 (0,7-3,7) 

N, policromatofílicos 13,06 + 6,78 6,90 + 4,45 6,97 + 3,56 18,2 (4,8-34,0) 12,4 (12,2-24,2) 
N, ortocromáticos 0,69 +0,73 0,54 + 1,88 0,44 + 0,49 2,7 (0,0-7,8) 6,5 (2,0-22,7) 
Neutrófilos, total 60,37 + 8,66 32,35 + 7,68 36,06 + 7,40 E 56,0 (45,1-66,5) 

Mieloblastos 0,31 +0,31 0,62 + 0,50 0,06 + 0,08 1,2 (0,0-3,2) 1,0 (0,5-1,8) 
Pró-mielócitos 0,79 + 0,91 0,76 + 0,65 0,64 + 0,59 1,4 (0,0-4,0) 3,4 (2,6-4,6) 

Mielócitos 3,95 +2,93 2,90 + 1,48 2,49+ 1,39 18,3 (8,5-29,7) 11,9 (8,1-16,9) 

Metamielócitos 19,37 + 4,84 11,30 + 3,59 12,42 +4,15 23,3 (14,0-34,2) 18,0 (9,8-25,3) 

Bastonetes 28,89 + 7,56 14,10 + 4,63 14,20 +5,23 11,0 (8,5-20,8) 

Segmentados 7,54 + 4,64 3,64 + 2,97 6,31 +3,91 12,9 (4,5-29,0) 10,7 (8,0-16,0) 
Eosinofilos 2d, 2,61 + 1,40 240+2,16 3,6 (1,0-9,0) 3,2 (1,2-6,2) 
Basófilos 0,12 + 0,20 0,07 + 0,16 0,10 + 0,12 0,06 (0,0-0,8) <0,1 (0,0-0,2) 
Linfócitos, total 15,6 49,0 45,5 16,0 (4,8-35,8) 15,8 (10,8-22,7) 

De transição 1,18 +1,13 1,95 + 0,94 1,99 + 1,00 

Pequenos 14,42 + 5,54 47,05 + 9,24 43,55 + 8,56 
Plasmócitos 0,00 + 0,02 0,02 + 0,06 0,06 + 0,08 0,4 (0,2-0,6) 1,8 (0,2-2,2) 
Monócitos 0,88 + 0,85 1,01 + 0,89 2,12: + 1,59 1,8 (0,2-2,8) 
Megacariócitos 0,06 + 0,15 0,05 + 0,09 0,07 + 0,12 < 1,0 (0,0-0,2) 
Células reticulares 0,3 (0,0-0,5) 
Proporção M/E 4,2 4,0 44 2,9 (1,2-5,2) 2,5 (1,2-5,0) 


Dados de Rosse, 1977; Mauer, 1969; e Jandl, 1987. 


Maturação 

Durante o exame das células na contagem diferencial, o analista 
pode avaliar se a maturação é normal (Figs. 29.48 e 29.49) — ou seja, 
se o desenvolvimento nuclear e citoplasmático é equilibrado. O com- 
prometimento da maturação citoplasmática em normoblastos, por 
exemplo, ocorre quando a síntese de Hb é comprometida. Há com- 
prometimento da maturação nuclear nas anemias megaloblásticas. 
Uma maturação bizarra ou displástica ocorre como resultado de cer- 
tos fármacos, em alguns tipos de leucemia e nas síndromes dismielo- 
poieticas. 


Presença de tipos celulares raros ou de células 
anormais 


Durante a varredura da medula, busca-se detectar a presença de 
tipos celulares raros ou inesperados. 

Mastócitos teciduais (Fig. 29.50) em geral são bastante infrequentes. 
São encontrados em número aumentado nas anemias aplásticas ou 
refratárias e nos distúrbios linfoproliferativos. 

Osteoblastos (Fig. 29.51) são as células que sintetizam a matriz colá- 
gena dos ossos. Osteoclastos são as células que reabsorvem o osso, e 
acredita-se que sejam resultantes da fusão de histiócitos. Ambos os 
tipos celulares normalmente estão presentes em pequeno número nos 





Figura 29.48 Maturação eritroide normal. Vários estágios de maturação eritroide 
normoblástica (es 1.000). 





Figura 29.49 Maturação mieloide (neutrofílica) normal. Vários estágios da 
maturação mieloide normal, desde blastos até o neutrófilo maduro. 





Figura 29.50 Mastócito tecidual. Os mastócitos contêm inúmeros grânulos 
citoplasmáticos densos, de cor púrpura-escura, que podem cobrir totalmente o 
núcleo redondo (ce 1.000). 


aspirados provenientes de bebês e crianças. É incomum encontrá-los na 
medula de indivíduos adultos, exceto quando há destruição ou reparo 
Ósseo, como ocorre no hiperparatireoidismo, na doença de Paget, em 
tumores metastáticos ou em biópsias recentes de um mesmo sítio. 

Osteoblastos são células grandes, com um único núcleo excêntrico 
que possui cromatina reticular e um nucléolo proeminente. O cito- 
plasma é moderadamente basofílico. Uma ampla zona pálida de Golgi 
encontra-se separada do núcleo, em vez de confinada a ele como nos 
plasmócitos. Muitas vezes, os osteoblastos estão presentes em grupos 
e podem ser confundidos com plasmócitos imaturos ou células de 
mieloma. Os osteoclastos são células grandes e multinucleadas, cujo 
diâmetro chega a medir 100 um, e que podem ser confundidas com 
megacariócitos. Possuem múltiplos núcleos que estão separados (e 
não agrupados, como nos megacariócitos). Sua cromatina é reticular 
e usualmente há um nucléolo presente. O citoplasma pode ser baso- 
fílico, contudo geralmente contém grânulos de cor rosa-púrpura que 
se parecem com os grânulos dos megacariócitos. Fragmentos grossei- 
ros de material cor púrpura com frequência estão presentes. Grupos 
de células neoplásicas metastáticas (Fig. 29.52) podem ser encontrados 
em um ou mais esfregaços de medula de pacientes com tumor metas- 
tático no osso amostrado; podem ser observados em cortes de biópsia 
e, ao mesmo tempo, estar ausentes no esfregaço; podem estar presentes 
em ambos; ou, menos comumente, podem ser vistos em um ou mais 
esfregaços e não ser detectados na biópsia. Algumas células neoplásicas 
metastáticas assemelham-se aos mieloblastos ou a outros blastos pri- 
mitivos. À pista que leva à identificação dessas células é a formação de 
grupos ou agregados celulares, nos quais quase sempre são encontra- 
dos. O mesmo não corre com as células blásticas hematopoiéticas. 


Avaliação da amostra de biópsia 

Os cortes histológicos proporcionam melhores estimativas da celu- 
laridade da medula e do número de megacariócitos do que se pode 
obter por meio dos esfregaços (Fig. 29.47). Em preparações histoló- 
gicas de boa qualidade, é possível determinar com bastante segurança 
as anormalidades de distribuição e maturação celular. Além da detec- 
ção mais confiável da presença de linfomas ou tumor metastático, o 





Figura 29.51 Osteoblasto. Encontrados com frequência em pacientes pediátricos, os 
osteoblastos revestem as trabéculas ósseas. Nos esfregaços, aparecem como células 
que contêm núcleo excêntrico, semelhantes aos plasmócitos, porém com citoplasma 
localizado mais centralmente, em vez de na área do Golgi (co 1.000). 





Figura 29.52 Tumor metastático. Biópsia de medula óssea com ilhas de 
adenocarcinoma gástrico metastatico (co 1.000). 
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564 padrão histológico muitas vezes pode ser diagnóstico do tipo de neo- 


plasia. Outras lesões focais que não são observadas nos esfregaços são 
os granulomas, os abscessos e as lesões vasculares. Em certas condições, 
como na mielofibrose e na leucemia de células pilosas, não é possível 
aspirar a medula óssea, e torna-se necessário extrair uma biópsia para 
estabelecer o diagnóstico. As trabéculas devem ser sempre examinadas 
para detectar anormalidades ósseas. A osteosclerose com espessamen- 
to das trabéculas ósseas pode acompanhar a mielofibrose ou ser con- 
gênita. Na osteoporose, as trabéculas ósseas são finas. A osteomalácia 
é caracterizada pela existência de uma sutura osteoide reconhecível. A 
osteíte fibrosa ocorre em casos de hiperparatireoidismo e se caracteri- 
za por uma reabsorção óssea osteoclástica irregular, fibrose endóstea e 
algum grau de atividade osteoblástica em áreas de regeneração óssea. 
Trabéculas irregularmente ampliadas com um padrão “em mosaico” 
constituem achados típicos da doença óssea de Paget. 


Interpretação 

O resumo do relatório sobre a medula inclui uma estimativa da 
celularidade, do número de megacariócitos e da proporção M/E, 
observações referentes a quaisquer anormalidades citológicas ou de 
maturação e uma estimativa dos estoques de ferro e da proporção 
de sideroblastos, além de observações sobre quaisquer achados anor- 
mais encontrados. Também é incluído um resumo das anomalias que 
envolvem as contagens e morfologia das células sanguíneas. É elabo- 
rada uma interpretação dos achados observados, a qual obviamente 
engloba o diagnóstico, quando possível. Ao fazer essa interpretação, 
é preciso integrar as observações referentes à medula e ao sangue aos 
achados clínicos e outros dados laboratoriais. Alterações que envol- 
vem as células do sangue e da medula são discutidas fazendo-se refe- 
rência a doenças e distúrbios considerados em capítulos subsequentes 
deste livro. 


Indicações para o estudo da medula 


Nas anemias microcíticas, a avaliação dos estoques de ferro e dos 
sideroblatos permite classificar as anemias (i. e., anemia ferropriva, 
anemia da doença crônica, anemia sideroblástica). 

Nas anemias macrocíticas, o exame da medula confirmará se o pro- 
cesso é ou não megaloblástico. Há certos casos em que as alterações 
ocorridas no sangue são mínimas, ainda que a medula seja megalo- 
blástica. Nas anemias normocíticas (ou anemias macrocíticas) sem 
aumento do índice de produção de reticulócitos, a medula é avaliada 
quanto à existência de anormalidades quantitativas ou qualitativas na 
eritropoese (p. ex., aplasia pura de hemácias ou mielodisplasia). 

Na neutropenia, trombocitopenia ou pancitopenia, o estudo da 
medula é útil para a avaliação da presença e do grau de normalidade 
das células precursoras em cada uma das séries. Com isso, é possível 
avaliar as probabilidades de diminuição da produção, comprometi- 
mento da maturação ou aumento da destruição como mecanismos do 
distúrbio. Nas citopenias, o exame de medula às vezes revela a presen- 
ça de leucemia ou outra neoplasia hematológica. 

Nas anomalias que envolvem as imunoglobulinas, o diagnóstico de 
mieloma de plasmócitos ou macroglobulinemia pode ser confirmado 
pela presença de infiltrações de plasmócitos ou linfócitos anormais. O 
exame de medula é essencial para o diagnóstico e classificação da leu- 
cemia aguda. Com frequência, é realizado para auxiliar o diagnóstico 
e estadiamento de outros neoplasmas, incluindo linfomas e tumores 
metastáticos, e também para avaliar a resposta do paciente à terapia de 
distúrbios hematológicos. É essencial obter biópsia diante da impos- 
sibilidade de aspirar a medula ( punção seca”). A biópsia de medula 
também deve ser obtida quando houver alterações sanguíneas sugesti- 
vas de mielofibrose com metaplasia mieloide, ou se houver suspeita de 
doença granulomatosa ou tumor metastático. 


cj 
o 
un 
un 
sO 
ss 
= 
a 
D 
E 
v 
v 
— 
50 
E 
ge) 
un 
v 
& 
O 
2 
= 
“Eq 
2 
© 
= 
e 


j IN 





Referências bibliográficas 


Ackerman P: Electronic Instrumentation in the Clinical 
Laboratory. Boston, Little, Brown and Co., 1972, p 
140. 

Altman PL, Dittmer DS (eds): Blood and Other Body 
Fluids. Washington, DC, Federation of American 
Societies for Experimental Biology, 1961. 

Altman PL, Dittmer DS: Biology Data Book, 

Vol HI, 2nd ed. Bethesda, MD, Federation of American 
Societies for Experimental Biology 1974, p 1856. 

Bain BJ: Ethnic and sex differences in the total and diffe- 
rential white count and platelet count. J Clin Pathol 
1996; 49:664-666. 

Barone, MA: Lab values. In McMillan JA, Deangelis CD, 
Feigin RD, et al: (eds):Oski's Pediatrics, Principles and 
Practice, 3rd ed. Lippincott, Williams & Wilkins, 1999, 
p 2224. 

Barrett BA, Hill PI: A micromethod for the erythrocyte 


sedimentation rate suitable for use on venous or capilla- 


ry blood. J Clin Pathol 1980; 33:1118. 


Bartels PC, Schoorl M, Lombarts AJ: Screening for EDTA- 
dependent deviations in platelet counts and abnormali- 
ties in platelet distribution histograms in pseudothrom- 
bocytopenia. Scand J Clin Lab Invest 1997; 57:629-636. 


Bentley SA, Lewis SM: Automated differential leukocyte 
counting: The present state of the art. Br J Haematol 
1977; 35:48 1-485. 


Bentley SA, Johnson A, Bishop CA: A parallel evaluation of 
four automated hematology analyzers. Am J Clin Pathol 


1993; 100:626-632. 
Bessis M: Blood Smears Reinterpreted, translated by G 
Brecher. New York, Springer-Verlag 1977, p 60. 
Bessman JD, Williams LJ, Gilmer PR Jr: Mean platelet 


volume. The inverse relation of platelet size and count in 


normal subjects, and an artifact of 
other particles. Am J Clin Pathol 1981; 76:289-293. 


Böttiger LE, Svedberg CA: Normal erythrocyte sedimenta- 


tion rate and age. Br Med J 1967; 2:85-87. 

Brecher G, Schneiderman M: A time-saving device for 
the counting of reticulocytes. Am J Clin Pathol 1950; 
20:1079-1093. 

Brittin GM, Brecher G, Johnson CA, et al: Stability of 


blood in commonly used anticoagulants. Use of refrige- 
rated blood for quality control of the Coulter Counter 
Model S. Am J Clin Pathol 1969; 52:690-694. 

Bull BS: Is a standard ESR possible? Lab Med 1975; 6:31. 

Bunn HE, Forget BG: Hemoglobin: Molecular, Genetic and 
Clinical Aspects. Philadelphia, WB Saunders Company, 
1986, p 623. 

Bunn HF, Forget BG, Ranney HM: Human Hemoglobins. 
Philadelphia, WB Saunders Company, 1977, p 2. 

Burns ER, Lampasso J, Kowatch N, et al: Performance 
characteristics of state-of-the-art hematology analyzers. 
Clin Lab Sci 1992; 5:181-185. 

Camden TL: How to select the ideal hematology analyzer. 
Med Lab Obs 1993; 25:29-33. 

Cantero M, Conejo JR, Jimenez A: Interference from lipe- 
mia in cell count by hematology analyzers. Clin Chem 
1996; 42:987-988. 

Caswell M, Stuart J: Assessment of Diesse Ves-matic auto- 
mated system for measuring erythrocyte sedimentation 
rate. J Clin Pathol 1991; 44:946-949. 

Connelly DP, McClain MP, Crowson TW, et al: The use 
of the differential leukocyte count for inpatient case 
finding. Hum Pathol 1982; 13:294-300. 

Cornbleet J: Spurious results from automated hematology 
cell analyzers. Lab Med 1983; 14:509. 

Referência extremamente util para análise de resultados espúrios 
fornecidos por contadores de células automáticos. Discute 
as razões para o aparecimento dos resultados espúrios, com 
cada parâmetro apresentado em um formato agradavelmente 
tabulado. 

Cornbleet PJ, Myrick D, Judkins §, et al: Evaluation of 
the Cell-Dyn 3000 differential. Am J Clin Pathol 1992; 
98:603-614. 

Dacie JV, Lewis SM: Practical Haematology, 7th ed. 
Edinburgh, Churchill Livingstone, 1991, p 33. 

Dalman PR: Developmental changes in red blood cell 
production and function. In Rudolph AM, Hoffman 
JIE (eds): Pediatrics, 18th ed. Norwalk, CT, Appleton & 
Lange, 1987, pp 1011-1012. 

Davis BH: Immature reticulocyte fraction (IRF): by any 
name, a useful clinical parameter of erythropoietic acti- 
vity. Lab Hematol 1996; 2:28. 

Davis BH, Biegelow NC: Automated reticulocyte analy- 


sis. Clinical practice and associated new parameters. 
Hematol Oncol Clin North Am 1994; 8: 617-630. 

d’Onofrio G, Tichelli A, Foures C, et al: Indicators of 
haematopoietic recovery after bone marrow transplan- 
tation: The role of reticulocyte measurements. Clin Lab 
Haematol 1996 18:45-53. 

Ebrahim A, Ryan WL: Encapsulation of ribonucleic acid in 
human red cells for use as a reticulocyte quality control 
material for flow cytometric analysis. Cytometry 1996; 
25:156-163. 

Fairbanks VF, Fahey JL, Beutler E: Clinical Disorders of 
Iron Metabolism, 2nd ed. New York, Grune & Stratton, 
1971, p 178. 

Ford HC, Toomath RJ, Carter JM, et al: Mean platelet 
volume is increased in hyperthyroidism. Am J Hematol 
1988; 27:190-193. 

Freeman AG: Is the erythrocyte sedimentation rate outda- 
ted? J R Soc Med 1997; 90:179-180. 

Geller A: Vacutainer systems. Franklin Lakes, NJ, Becton 
Dickinson, 1996. 

Hanseler E, Fehr J, Keller H: Estimation of the lower limits 
of manual and automated platelet counting. Am J Clin 
Pathol 1996; 105:782-787. 

Harrow C, Singer AJ, Thode HC: Facilitating the use of 
the erythrocyte sedimentation rate in the emergency 
department. Acad Emerg Med 1999; 6:658-660. 

Hartsock RJ, Smith EB, Petty CS: Normal variations with 
aging of the amount of hematopoietic tissue in bone 
marrow from the anterior iliac crest. Am ] Clin Pathol 
1965; 43:326-331. 

Hyun BH, Gulati GL, Ashton JK: Bone marrow examina- 
tion: Techniques and interpretation. Hematol Oncol 
Clin North Am 1988; 2:513-523. 

International Committee for Standardization in 
Haematology (ICSH): Recommendation for measu- 
rement of erythrocyte sedimentation rate of human 
blood. Am J Clin Pathol 1977; 68:505. 

International Committee for Standardization in 
Haematology (ICSH): Expert Panel on Blood Cell 
Sizing: Recommendation for reference method for 
determination of packed cell volume of blood. J Clin 
Pathol 1980; 33:1-7. 

International Committee for Standardization in 


Haematology (ICSH): ICSH reference method for 
staining of blood and bone marrow films by azure B 
and eosin Y (Romanowsky stain). Br J Haematol 1984a; 
57:707-710. 

International Committee for Standardization in Haematology 
(ICSH): Protocol for evaluation of automated blood cell 
counters. Clin Lab Haematol 1984b; 6:69-84. 

Este protocolo avalia os contadores de células sanguineas automd- 
ticos, considerando o desempenho, as vantagens e as limitações 
de cada instrumento. 

International Council for Standardization m Haematology 
(Expert Panel on Blood Rheology): ICSH recommen- 
dations for measurement of erythrocyte sedimentation 
rate. J Clin Pathol 1993; 46:198-203. 

International Committee for Standardization in 
Haematology: Reference method for the enumeration of 
erythrocytes and leucocytes. Clin Lab Haematol 1994; 
20: 77-79. 

International Council for Standardization in Hematology, 
Expert Panel on Cytometry: Proposed reference method 
for reticulocyte counting based on the determination 
of the reticulocyte to red cell ratio. Clin Lab Haematol 
1998; 20:77-79. 

Iversen OH, Roger M, Solberg HE, et al: Rising erythrocyte 
sedimentation rate during several years before diagnosis 
can be a predictive factor in 70% of renal cell carcinoma 
patients. The benefit of knowing subject-based reference 
values. J Int Med 1996; 240:133-141. 

Jaffé ER, Hultquist DE: Cytochrome b; reductase 
deficiency and enzymopenic hereditary methemoglo- 
binemia. In Scriver CR, Beaudet AL, et al: (eds): The 
Metabolic Basis of Inherited Disease, 6th ed. New York, 
McGraw-Hill, 1989. 

Jandl JH: Blood: Textbook of Hematology, 1st ed. Boston, 
Little, Brown & Co, 1987. 

Jandl JH: Blood: Textbook of Hematology, 2nd ed. Boston, 
Little, Brown & Co, 1996, p 505. 

Koepke JA, van Assendelft OW, Bull BS: Standardisation of 
EDTA anticoagulation for blood counting procedures. 
Lab Medica 1989; 5:15-17. 

Koike Y, Yoneyama A, Shirai J: Evaluation of thrombo- 
poiesis in thrombocytopenic disorders by simultaneous 
measurement of reticulated platelets of whole blood 
and serum thrombopoietin concentrations. Thromb 
Haemost 1998; 79:1106-1110. 

Kumar V, Singhi S: Predictors of serious bacterial infec- 
tion in infants up to 8 weeks of age. Ind Peds 1994; 
32:171-180. 

Lapen D: A standardized differential stain for hematology. 
Cytometry 1982; 2:309-315. 

Lilhe RD (ed): HJ Conn's Biological Stains, 9th ed. 
Baltimore, Williams & Wilkins, 1977, p 416. 

Lippi U, Schinella M, Nicoli M: EDTA-induced platelet 
aggregation can be avoided by a new anticoagulant also 
suitable for complete blood count. Haematology 1990; 
75:38-41. 

Lombarts AJ, deKieviet W: Recognition and prevention of 
pseudothrombocytopenia and concomitant pseudoleu- 
kocytosis. Am J Clin Pathol 1988; 89:634-639. 

Lubrano GJ, Dean WW, Heinsohn HG, et al: The analysis 
of some commercial dyes and Romanowsky stains 
by high-performance liquid chromatography. Stain 
Technol 1977 52:13-23. 

Lukens JN: Hemoglobins associated with cyanosis: 
Methemoglobinemia and low affinity hemoglobins. In 
Wintrobe's Clinical Hematology, 11th ed. Philadelphia, 
Lippincott, Williams & Wilkins, 2004, p 1487. 

Mathy KA, Koepke JA: The clinical usefulness of segmen- 
ted vs. stab neutrophil criteria for differential leukocyte 
counts. Am J Clin Pathol 1974; 61:947-958. 

Matic GB, Chapman ES, Zaiss M: Whole blood analysis 
of reticulated platelets: Improvements of detection and 
assay stability. Cytometry 1998; 34:229-234. 

Mauer AM: Pediatric Hematology, New York, McGraw- 
Hill, 1969. 

Metzger DK, Charache S: Flow cytometric reticulocyte 


counting with thioflavin T in a clinical hematology 
laboratory. Arch Pathol Lab Med 1987; 111:540—544. 

Morris MW, Skrodzki Z, Nelson DA: Zeta sedimentation 
ratio (ZSR), a replacement for the erythrocyte sedimen- 
tation rate (ESR). Am J Clin Pathol 1975 164:254-256. 

Mukherjee DP, Ray N, Acton ST: Level set analysis for 
leukocyte detection and tracking. IEEE Trans Image 
Process 2004; 13:562-572. 

Nagai M, Mawatari K: Studies of the oxidation states of 
hemoglobin M Boston and hemoglobin M Saskatoon in 
blood by EPR spectroscopy. 

Biochem Biophys Res Commun 1995; 210:483—490. 

NCCLS: Methods for the Erythrocyte Sedimentation Rate 
Test, 3rd ed. Candidate standard for approval. NCCLS 
document H2-A3. Villanova, PA, NCCLS, 1993. 

O'Broin §, Kelleher B, O'Connor G: Uniformity of antico- 
agulation for full blood counting. Clin Lab Haematol 
1997; 19:159-160. 

Olshaker JS, Jerrard DA: The erythrocyte sedimentation 
rate. Clinical laboratory in emergency medicine. J 
Emerg Med 1997; 15:869-874. 

Parthenis K, Metaxaki-Kossionides C: Blood analysis using 
black and white digital images. J Biomed Eng 1992; 
14:287-292. 

Pearson TA, Mensah GA, Alexander RW, et al: Markers of 
inflammation and cardiovascular disease: Application 
to clinical and public health practice: A statement for 
health care professionals from The Centers for Disease 
Control and Prevention and the American Heart 
Association. Circulation 2003; 107:499-511. 

Penchas $5: Heparin and the ESR. Arch Intern Med 1978; 
138:1865-1866. 

Perkins SL: Examination of the blood and bone marrow. In 
Wintrobe's Clinical Hematology, 11th ed. Philadelphia, 
Lippincott. Wiliams & Wilkins, 2004, pp 3-21. 

Revisão abrangente sobre o exame de sangue e de medula, 
incluindo discussão detalhada de vários estudos auxiliares que 
podem ser conduzidos para estabelecer o diagnóstico de doen- 
ças hematológicas. 

Peterec SM, Brennan SA, Rinder HM: Reticulated platelet 
values in normal and thrombocytopenic neonates. J 
Pediatr 1996; 129:269-274. 

Plebani M, DeToni 8, Sanzari MC, et al: The TEST 1 auto- 
mated system. A new method for measuring erythrocyte 


sedimentation rate. Am J Clin Pathol 1998; 110:334—340. 


Rapi S, Ermini A, Bartolini L: Reticulocytes and reticulated 
platelets: Simultaneous measurement in whole blood by 
flow cytometry. Clin Chem Lab 1998; Med 36:211-214. 

Rifai N: High-sensitivity C-reactive protein: A useful 
marker for cardiovascular disease risk predication and 
the metabolic syndrome. Clin Chem 2005; 51:504-505. 

Rogers CH: Blood sample preparation for automated diffe- 
rential systems. Am J Med Technol 1973; 39:435-442, 

Rosse C, Kraemer MJ, Dillon TL, et al: Bone marrow cell 
populations of normal infants; the predominance of 
lymphocytes. J Lab Clin Med, 1977: 89(6):1225-1240. 

Rowan RM, Fraser C: Platelet size distribution analysis. 

In van Assendelft OW, England JM (eds): Advances in 
Hematological Methods: The Blood Count. Boca Raton, 
FL, CRC Press 1982, p 125. 

Riimke CL: The imprecision of the ratio of two percenta- 
ges observed in differential white 
blood cell counts: A warning. Blood Cells 1985; 
11:137-140. 

Ryan DH: Examination of the blood: In Williams 
Hematology, 6th ed. New York, McGraw Hill, 2001a, 
pp 9-14. 

Ryan DH: Examination of the marrow: In Williams 
Hematology, 6th ed. New York, McGraw Hill, 2001b, 
pp 17-24. 


Revisão extensa sobre o exame de medula óssea, incluindo discus- 
são sobre a técnica de aspiração da medula, 

Saadeh C: The erythrocyte sedimentation rate: Old and new 
clinical applications. South Med J 1998; 91:220-225. 

Sacker LS: Specimen collection. In Lewis SM, Coster JF 


(eds): Quality Control in Haematology. New York, 
Academic Press, 1975, p 211. 

Saxton BR, Blanchette VW, Butchart S: Reticulated platelet 
counts in the diagnosis of acute immune thrombocyto- 
penic purpura. J Pediatr Hematol Oncol 1998; 20:44-48, 

Schneiderka P, Dohnal L, Shachova J: Erythrocyte sedi- 
mentation rate in glass and plastic pipettes. 

Sb Lek 1997; 98:301-315. 
Shannon K, Pearson HA: Blood and blood forming tissues. 


In Rudolph CD, Rudolph AM, Hostetter MK, et al: (eds): 


Rudolph's Pediatrics, 21st ed. New York, McGraw Hill 
Companies, 2002, p 1521. 

Simson E (ed): Proceedings of the Technicon H-1 
Hematology Symposium. Tarrytown, NY, Technicon 
Instruments Inc, 1986. 

Small BM, Bettigole RE: Diagnosis of myeloproliferative 
disease by analysis of platelet volume distribution. Am J 
Clin Pathol 1981; 76:685-691. 

Smith EM, Samadian 5: Use of the erythrocyte sedimenta- 
tion rate in the elderly. Br J Hosp Med 1994; 51:394-397. 

Sox HC Jr, Liang MH: The erythrocyte sedimentation 
rate. Guidelines for rational use. Ann Intern Med 1986; 
104:515-523. 

Stanworth SJ, Denton K, Monteath J: Automated counting 
of platelets on the Bayer ADVIA 120. Clin Lab Haematol 
1999; 21:113-117. 

Statland BE, Winkel P, Harris SC, et al: Evaluation of bio- 
logic sources of variation of leukocyte counts and other 
hematologic quantities using very 
precise automated analyzers. Am J Clin Pathol 1978; 
69:48. 

Stiegler G, Stohlawetz F, Brugger 5: Elevated numbers of 
reticulated platelets in hyperthyroidism: Direct evidence 
for an increase of thrombopoiesis. Br J Haematol 1998; 
101:656-658. 

Stohlawetz P, Stiegler G, Jilma B: Measurement of the 
levels of reticulated platelets after plateletpheresis to 
monitor activity of thrombopoiesis. Transfusion 1998; 
38:454-458. 

Stohlawetz P, Stiegler P, Knobl P: The rise of reticulated 
platelets after intensive chemotherapy for AML reduces 
the need for platelet transfusions. Ann Hematol 1999; 
78:271-273. 

Tassies D, Reverter JC, Cases A: Effect of recombinant 
human erythropoietin treatment on circulating reticula- 
ted platelets in uremic patients: Associations with early 
improvement in platelet function. Am J Hematol 1998; 
59:105-109. 

Tsang CW, Lazarus R, Smith W: Hematological indices in 
an older population sample: Derivation of healthy refe- 
rence values. Clin Chem 1998; 44:96-101. 

Vaughan Hudson B, Maclennan KA, Bennett MH, et al: 
Systemic disturbance in Hodgkin's disease and its relation 
to histopathology and prognosis. Clin Radiol 1987; 38:257. 

van Assendelft OW: Spectrophotometry of Haemoglobin 
Derivatives. Assen, The Netherlands, Royal Van Gorcum 
Ltd, 1970. 

Ward P: The CBC at the turn of the millennium: an over- 
view. Clin Chem 2000; 46:1215-1220. 

Este artigo de revisão resume efetivamente as atuais metodologias 
utilizadas pelos analisadores hematológicos automáticos. 
Oferece ainda comentários sobre as vantagens e limitações de 
parâmetros de CCS e de diferencial selecionados. 

Weick JK, Hagedorn AB, Linman JW: Leukoerythroblastosis: 
Diagnostic and 
prognostic significance. Mayo Clin Proc 1974; 49:110-113. 

Wintrobe MM: Clinical Hematology, 7th ed. Philadelphia, 
Lea & Febiger, 1974. 

Zauber NP, Zauber AG: Hematologic data of 
healthy very old people. JAMA 1987; 257:2181-2184. 

Zeigler Z, Murphy 5, Gardner FH: Microscopic platelet 
size and morphology in various hematologic disorders. 
Blood, 1978; 51:479-486. 

Zlonis M: The mystique of the erythrocyte sedimentation 
rate. A reappraisal of one of the oldest laboratory tests 
still in use. Clin Lab Med 1993; 13:787-800. 


505 








Hematopoese 





Sharad Mathur MD, Katherine Schexneider MD, Robert E. Hutchison MD 


Células-tronco 
Células-tronco e progenitoras hematopoéticas 
Fatores de crescimento hematopoéticos 
Moléculas de adesão na hematopoese 


Tecidos hematopoéticos 
Hematopoese embrionária e fetal 
Hematopoese pós-natal 


Produção de eritrócitos 
Maturação normoblástica 
Maturação megaloblástica 
Regulação da produção de eritrócitos 
Sintese de hemoglobina 
Estrutura e função da hemoglobina 
Destruição de eritrócitos 
Degradação da hemoglobina 
Eritrocinética 
Quantificações da produção total de 
eritrócitos ou de hemoglobina 
Quantificações da destruição total de 
eritrócitos ou de hemoglobina 
Quantificações da produção efetiva de eritrócitos 
Quantificações da sobrevida efetiva dos 
eritrócitos no sangue 
Resumo 
As porfirias 
Fisiologia 
Técnicas analíticas 
Porfiria intermitente aguda (PIA) 
Coproporfiria hereditária (CPH) 


CO PONTOS-CHAVE 
À e O tecido hematopoético surge na medula óssea a partir 


de células-tronco que se diferenciam em granulócitos, 
monócitos, linfócitos, mecagariócitos e células eritroides. 
e A diferenciação e maturação das células hematopoéticas 
são influenciadas por fatores solúveis, incluindo fatores de 
crescimento e citocinas, pela interação com o estroma da medula 
óssea, e são parcialmente mediadas pela interação de moléculas 
de adesão. 


e A função principal dos eritrócitos consiste em transportar o 
oxigênio dos pulmões até os tecidos. Essa tarefa depende de 
propriedades particulares e da produção adequada de hemoglobina 
(Hb), além de ser regulada pela tensão de oxigênio nos rins, onde a 
eritropoietina é produzida. 

e Anormalidades herdadas ou adquiridas que envolvem a biossíntese 
do heme — conhecidas como “porfirias” em razão do acúmulo de 
porfirinas e metabólitos — afetam principalmente o sistema nervoso. 


e Neutrófilos e monócitos derivam de uma célula progenitora 
comum, sob influência de fatores de crescimento, e constituem as 
principais células fagocíticas. Estas e outras células granulocíticas 
(eosinófilos, basófilos e mastócitos) respondem a fatores solúveis, 
eliminam microrganismos e modulam a imunidade. 

e Os megacariócitos, estimulados pela trombopoetina, dão origem 
às plaquetas e, assim, promovem a hemostasia primária. 
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e Os linfócitos aie no timo e no tecido linfoide periférico, 
bem como na medula óssea. Integram populações complexas de 


células B, T, natural killer (NK) e subtipos relacionados, individuais e 
md ew: distintas. Essas células interagem com outras, secretam 


atores solúveis (principalmente citocinas e imunoglobulinas) e 
executam ambas as respostas de imunidade humoral e celular. 


Células-tronco 


Nos seres humanos, durante a vida pós-natal, eritrócitos, granuló- 
citos, monócitos e plaquetas normalmente são produzidos apenas na 
medula óssea. Os linfócitos são produzidos em órgãos linfoides secun- 
dários, na medula óssea e na glândula tímica. 


A maioria das células da medula é morfologicamente reconhecida 
como precursores de granulócitos ou eritrócitos, com menor núme- 
ro de precursores de plaquetas (megacariócitos), linfócitos, monóci- 
tos, macrófagos, células estromais (células endoteliais, fibroblastos, 
osteoblastos e osteoclastos), eosinófilos, plasmócitos, basófilos, mas- 
tócitos e blastos. Estes últimos são as células-tronco hematopoéticas 
(CTH), que apresentam capacidade de autorregeneração e diferen- 
ciação, e as células progenitoras, que se diferenciam de acordo com 
uma via específica. 


Células-tronco e progenitoras hematopoéticas 


Células-tronco hematopoéticas pluripotentes dão origem tanto 
a progenitores mieloides comuns quanto a progenitores linfoides 
comuns (Akashi, 2000; Kondo, 1997). Os progenitores mieloides 
comuns originam progenitores restritos às linhagens de granulócitos/ 
macrófagos e de megacariócitos/eritrócitos. Subsequentemente, essas 
células dão origem a progenitores comprometidos com a produção 
de granulócitos, macrófagos, plaquetas e eritrócitos. Os progenitores 
linfoides comuns, por sua vez, dão origem a linfócitos B, T e células 
NK. Enquanto as CTH podem originar todos os tipos de células do 
sangue, níveis sucessivos de células progenitoras apresentam capaci- 
dade de diferenciação mais limitada. Por outro lado, a capacidade de 
autorregeneração vai sendo progressivamente perdida, de modo que 
as células diferenciadas terminais são incapazes de se dividir. 

As CTHs humanas expressam CD34, mas não há expressão de HLA- 
DR, um antígeno do complexo principal de histocompatibilidade 
(MHC) de classe II (Quesenberry, 2001). O CD34 é uma glicoprotei- 
na codificada por genes localizados no cromossomo 1q, sendo expres- 
sa tanto nas CTHs quanto nas células progenitoras mais iniciais. Essas 
células também expressam altos níveis de proteína multirresistente a 
fármacos 1 (MDRI, multidrug-resistant 1) e não exibem marcadores de 
comprometimento de linhagem, tais como CD38, CD33, thy-1 e CD71. 
São as precursoras mais iniciais conhecidas, representando menos de 
1% das células da medula óssea, e apresentam morfologia de blastos. 
Um pequeno número de CTHs está presente no sangue periférico, e 
essa população de células aumenta com a administração de fatores de 
crescimento e/ou certos agentes terapêuticos. Esse aumento possibilita 
o uso tanto do sangue periférico quanto da medula óssea para obtenção 
das células-tronco que são utilizadas no transplante de medula óssea 
(Siena, 1989). O comprometimento da linhagem pode ser identifica- 
do pela detecção da expressão adicional do antígeno CD38 acompa- 
nhado de outros antígenos de diferenciação, como CD71 (eritroide), 
CD33 (mieloide), CD10 (linfoide B) e CD7/CD5 (linfoide T) (Tab. 
30.1) (Terstappen, 1991). A seleção e a diferenciação com estreita- 
mento progressivo de linhagens são influenciadas por efeitos locais, no 


Tabela 30.1 Marcadores específicos de linhagens 


Eritroide - CD71 
Mieloide - CD33 
Linfoide B - CD10 
Linfoide T - CD7/CD5 


microambiente da medula óssea, bem como por fatores humorais, e é 
provável que envolva interações com a molécula do MHC de classe II. 

Com base em estudos realizados em culturas in vitro e ensaios de colé- 
nias, foram identificados múltiplos níveis de progenitores com capaci- 
dade de diferenciação progressivamente limitada (Coulombel, 2004). O 
progenitor mieloide mais inicial são as células da unidade formadora de 
colônias de granulócitos-eritrócitos-macrófagos-megacariócitos (CFU- 
GEMM), as quais expressam CD34 e CD33. Sob influência de diferentes 
fatores de crescimento e citocinas, as células CFU-GEMM se desenvol- 
vem em células de unidade formadora de colônias de granulócitos-ma- 
crófagos (CFU-GM) e em células de unidade formadora de colônias de 
megacariócitos-eritrócitos (CFU-MegE). As células CFU-GM, por sua 
vez, se diferenciam em células de unidade formadora de colônias de gra- 
nulócitos (CFU-G) — precursores de neutrófilos — e células de unidade 
formadora de colônias de macrófagos (CFU-M) — precursores de monó- 
citos, macrófagos e células dendríticas (Fig. 30.1). As células CFU-MegE 
originam as células da unidade formadora de explosão eritroide (BFU-E) 
(e, subsequentemente, as células da unidade formadora de colônia 
de eritrócitos — CFU-E) e as células de unidade formadora de colônia 
de megacariócitos (CFU-Meg). Progenitores comprometidos com o 
desenvolvimento de eosinófilos, basófilos e mastócitos também foram 
descritos (células da unidade formadora de colônia de eosinófilos [CFU- 
Eo]; células da unidade formadora de colônia de basófilos [CFU-Baso!; 
células da unidade formadora de colônia de mastócitos [CFU-Mast|). A 
CTH também origina osteoclastos, que integram o sistema monocítico e 
fagocítico. Além disso, há evidências de que as CTHs podem se transdi- 
ferenciar em células não hematopoéticas (Zubair, 2002). 


Célula-tronco hematopoética pluripotente 








Progenitora mieloide comum (CFU-GEMM) 


CFU-MegE 
BFU-E | | CFU-Meg | Célula pró-T| Célula pró-NK| Célula pró-B! células 


Células-tronco 


l mea multipotentes 
Progenitora linfoide comum 
Célula T/NK precursora | Célula B precursora 


CFU-E progenitoras 
| | | comprometidas 
Mieloblasto Monoblasto  Mieloblasto  Mieloblasto Pró-normoblasto Megacarioblasto Célula pré-T Célula pré-B 
Pró-mielócito  Pró-monócito Normoblasto Pró-megacariócito 
| basofílico 
| Precursores 
N. mielócito E. mielócito B. mielócito Normoblasto Megacariócito morfologicamente 
| policromatofilico granular reconheciveis 
| | 
N. metamielócito E. metamielócito Normoblasto Megacaridcito 
ortocromatofilico maduro 
| 
N. bastonete E. bastonete Reticulócito 
| 
Neutrófilo Monócito Eosinofilo Basofilo Eritrocito Plaqueta Célula T Célula NK Célula B Células 
maduras 
Macrófago Plasmócito 


Figura 30.1 Esquema hipotético da hematopoese. CFU-GEMM = unidade formadora de colônias de granulócito/eritrócito/macrófago/megacariócito; CFU-GM = unidade 
formadora de colônias de granulócito/macrófago; CFU-G = unidade formadora de colônias de granulócito; CFU-M = unidade formadora de colônias de macrófago; CFU-Eo 
= unidade formadora de colônias de eosinófilo; CFU-Baso = unidade formadora de colônias de basófilo; CFU-MegE = unidade formadora de colônias de megacariócito/ 
eritroide; BFU-E = unidade formadora de explosão de eritrócitos; CFU-E = unidade formadora de colônias de eritrócito; CFU-Meg = unidade formadora de colônias de 
megacariócito; N. = neutrófilo; E. = eosinófilo; B. = basófilo. 
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Os fatores bioquímicos solúveis ou ligados à membrana celular que 
contribuem para o controle da hematopoese são os fatores de cresci- 
mento hematopoéticos e as interleucinas. Trata-se de glicoproteínas 
acídicas que, embora funcionalmente diversificadas, são bem conser- 
vadas em termos estruturais (Kaushansky, 1993). Regulam a prolifera- 
ção e diferenciação das células precursoras hematopoéticas, e facilitam 
a função das células sanguíneas maduras. Os fatores de crescimento 
hematopoéticos podem atuar localmente, próximo ao sítio de sua pro- 
dução, ou podem circular com o sangue. Exercem seus efeitos a baixas 
concentrações, são produzidos por muitos tipos celulares diferentes 
e usualmente afetam mais de uma linhagem (Quesenberry, 2001). 
Muitas vezes, atuam em sinergia com outros fatores de crescimento e 
podem agir tanto em células neoplásicas quanto em células normais. 
Os fatores de crescimento também tendem a intensificar a integridade 
da membrana e prevenir a apoptose. 

Genes associados a fatores de crescimento hematopoéticos foram 
identificados, clonados e sequenciados. Seus respectivos produtos 
foram gerados a partir de métodos que utilizam DNA recombinante. 
As estruturas moleculares com frequência são previstas por meio de 
modelos criados em computador, a partir de dados da sequência, 
bem como analisadas diretamente por cristalografia e espectroscopia 
de ressonância magnética. Moléculas puras são utilizadas de modo 
experimental e várias já são empregadas com fins terapêuticos, como 
fármacos. O rápido aumento do conhecimento acerca dos fatores de 
crescimento hematopoéticos e do grau de complexidade de suas ações 
desafia o simples acúmulo de informação. Os principais fatores envol- 
vidos na hematopoese são brevemente abordados aqui. 

O fator estimulador de colônias de granulócitos-macrófagos (GM-CSF) 
é um fator de crescimento panmieloide, que estimula progenitores 
de eritrócitos, granulócitos, monócitos, megacariócitos e eosinófilos, 
resultando primariamente no aumento do número de neutrófilos, 
monócitos e eosinófilos, bem como na ativação da função fagocítica. É 
uma glicoproteina de 14 a 35 kDa codificada por genes localizados no 
braço longo do cromossomo 5. O GM-CSF é utilizado na clínica para 
combater a neutropenia em pacientes submetidos à quimioterapia ou 
transplante de medula óssea (Mertelsmann, 1993). Nessas condições, 
pode haver hiperplasia mieloide na medula óssea. 

O fator estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF) estimula a pro- 
dução e a ativação funcional de granulócitos. É uma proteína de 18 kDa, 
cujos genes codificadores localizam-se no braço longo do cromossomo 
17 (Bagby, 1991). O G-CSF é utilizado com frequência no tratamento da 
neutropenia e pode induzir menos toxicidade do que o GM-CSF (Root, 
1999). É também o fator de crescimento mais utilizado para mobilizar 
células-tronco CD34+ no sangue periférico (Hiibel, 2003). 

O fator estimulador de colônias de monócitos/macrófagos (M-CSF) (tam- 
bém conhecido como fator estimulador de colônias-1 [CFS-1]) estimula 
a produção e ativação de monócitos-macrófagos. Consiste em dois tipos 
de glicoproteínas (uma de 40-50 kDa e outra de 70-90 kDa) codificadas 
por genes localizados no braço longo do cromossomo 5 (Bagby, 1991). 
O CSF-1 induz a produção de interleucina-1 (IL-1) por macrófagos. O 
receptor do CSF-1 é o produto do gene FMS e atua como tirosina qui- 
nase, mediando a ativação celular. 

A eritropoetina (EPO) estimula a proliferação, o crescimento e a 
diferenciação de precursores eritroides, resultando em um aumento 
das contagens de eritrócitos e em um possível efeito mínimo sobre 
os megacariócitos. A EPO exerce efeito dominante sobre as células da 
CFU-E, pró-normoblastos e normoblastos basofilicos. A máxima esti- 
mulação da BFU-E requer outros fatores de crescimento, como IL-3 
e GM-CSF. A EPO, uma proteína de 18 kDa (ou 34-39 kDa, quando 
glicosilada) codificada por genes presentes no braço longo do cromos- 
somo 7, é produzida primariamente nos rins durante a vida adulta e 
induzida por hipóxia (Bagby, 1991). A EPO recombinante é empre- 
gada clinicamente no tratamento da anemia, em particular quando 
associada à insuficiência renal, quimioterapia ou infiltração da medu- 
la óssea por células cancerígenas (Mertelsmann, 1993). 

A trombopoetina (TPO) é um polipeptídeo de 35 kDa, que atua como 
ligante do produto do proto-oncogene c-mpl (Kaushansky, 1994), e é o 
principal regulador da produção de plaquetas. É produzido no fígado, rins, 
estroma da medula e outros tecidos. Estimula tanto a produção quanto 


a diferenciação das células precursoras megacariocíticas (Kaushansky, 
2003). É essencial à completa maturação dos megacariócitos e intensifica 
a produção de plaquetas. É utilizado para acelerar a recuperação das pla- 
quetas sanguíneas após terapias citorredutoras. 

A IL-3 é um fator estimulador de colônias que realiza ações análogas às 
do GM-CSF, porém ocorre em níveis mais iniciais. A proteína de 14a 28 
kDa é codificada na região próxima ao gene do GM-CSF, no braço longo 
do cromossomo 5, em estreita relação com os genes codificadores de 
GM-CSF, IL-4 e IL-5. A IL-3 é produzida pelas células T, células endote- 
liais, fibroblastos, macrófagos e mastócitos. Promove ativação indireta- 
mente, por meio da estimulação de outras citocinas (Bagby, 1991). 

A IL-5 ativa as células T citotóxicas, induz a secreção de imunoglo- 
bulinas e estimula os eosinófilos. É um produto de 50 a 60 kDa de 
genes localizados no braço longo do cromossomo 5, sendo produzido 
por células T ativadas (Jandl, 1996). 

A IL-6 é um fator ativador de ação abrangente, que parece exercer 
seus efeitos de modo indireto ao agir em sinergia com outros fato- 
res. A IL-6 facilita a diferenciação da célula B, promove secreção de 
imunoglobulinas e atua como fator de crescimento para plasmócitos 
malignos (Teoh, 1997). Atua com a IL-3 para aumentar a replicação 
de precursores mieloides, sinergiza com a IL-2 e a IL-4 e estimula a 
produção de plaquetas. É um produto de 26 kDa de genes situados 
no braço curto do cromossomo 7 (Jandl, 1996), sendo secretado por 
células T, macrófagos e fibroblastos. 

A IL-9 é um fator de crescimento celular e fator de ativação de mas- 
tócitos que também produz efeitos estimulatórios sobre a proliferação 
eritroide e mileoide. É uma glicoproteína de 30 a 40 kDa, codificada 
por genes localizados no cromossomo 5 (Quesniaux, 1992). 

A IL-11 promove formação de células B secretoras de imunoglo- 
bulinas antígeno-específicas, e também atua em sinergia com a IL-3 
para estimular a produção de megacariócitos e proliferação de célu- 
las-tronco pluripotentes. A IL-11 também sinergiza com a IL-4 para 
promover proliferação de células-tronco. É uma glicoproteína de 23 
kDa, codificada por genes presentes no braço longo do cromossomo 
19 (Quesniaux, 1992). 

O hgante de kit (KL) é o ligante do receptor c-kit (tirosina quinase) e 
tem sido referido como “fator estimulador de células-tronco” ou “fator 
de aço”. Sinergiza a maior parte dos demais fatores de crescimento, 
incluindo GM-CSF e IL-3, na estimulação de progenitores mieloides, 
eritroides e linfoides (Quesniaux, 1992). O receptor KL é codificado 
por genes do cromossomo 4, enquanto os genes codificadores de KL 
(ou fator de aço) foram mapeados no cromossomo 12 (Broudy, 1997). 
KL estimula o crescimento, viabilidade e adesão de células progenitoras 
primitivas, precursores eritroides (BFU-E, CFU-E), precursores mieloi- 
des (CFU-GM), precursores megacariocíticos (CFU-Meg) e mastóci- 
tos. Também estimula o crescimento de células B, T, NK e dendríticas 
(Lyman, 1998). 

O ligante de Flt-3 (FL) estimula as células progenitoras primitivas, 
atuando muitas vezes em sinergia com KL. De modo similar ao recep- 
tor de KL, o receptor de FL também é uma tirosina quinase. Atua em 
sinergia com outros fatores de crescimento na estimulação de células 
T, B, NK e dendríticas. Em contraste com o KL, o FL não estimula 
mastócitos (Lyman, 1998). 

Outros reguladores das CTHs são TNF-a e TGF-B. As CTHs 
expressam receptores das familias NOTCH e Wnt, e é provável que 
essas vias sejam igualmente importantes para a autorregeneração e a 
diferenciação (Ohishi, 2003; Sauvageau, 2004). 

As CTHs e os progenitores mieloides mais iniciais (CFU-GEMM) 
requerem KL, FL, IL-3 e IL-6 para duplicação e diferenciação em proge- 
nitores comprometidos. A continuação do desenvolvimento dos proge- 
nitores mieloides (CFU-G e CFU-M) requer G-CSF e M-CSF, além de 
GM-CSF e IL-3. O G-CSF é o principal responsável pela diferenciação 
dos neutrófilos, assim como o M-CSF pela diferenciação de monócitos/ 
macrófagos, a IL-5 pela diferenciação dos eosinófilos, a IL-3 e KL pela 
diferenciação dos basófilos, e o KL pela diferenciação dos mastócitos. 
O desenvolvimento do progenitor eritroide mais inicial (BFU-E) inde- 
pende de EPO, contudo a subsequente diferenciação em CFU-E requer 
EPO e também outros fatores de crescimento, como GM-CSF, IL-3 e 
KL. A EPO é a única responsável pela continuidade da maturação da 
linhagem de células eritroides. O desenvolvimento dos megacariócitos 
depende de TPO e, concomitantemente, de IL-3, IL-6, IL-11 e KL. 


Existem ensaios laboratoriais disponíveis para detecção da maioria 
dos fatores de crescimento hematopoéticos e citocinas. Tais ensaios são 
úteis no seguimento diagnóstico de várias doenças. Os estados patológi- 
cos decorrentes de deficiências seletivas de fatores de crescimento, como 
a anemia da insuficiência renal causada pelos baixos níveis de EPO, 
podem ser tratados pela administração da proteína recombinante. 


Moléculas de adesão na hematopoese 


As moléculas de adesão são necessárias à modulação de diversas 
interações entre células hematopoéticas e fatores de crescimento, 
células estromais, endotélio e matriz extracelular. Essas moléculas de 
superfície influenciam a indução, diferenciação e função das células 
hematopoéticas. Também são responsáveis pela retenção e liberação 
de células hematopoéticas na medula óssea (Verfaillie, 1998). Existem 
várias famílias de moléculas de adesão importantes. Estas incluem as 
moléculas de adesão da família de supergenes das imunoglobulinas, as 
integrinas e as selectinas (Long, 1992). 

Outro grupo de moléculas de adesão é o das moléculas análogas 
à mucina, que representa uma família de glicoproteínas expressas 
nos tecidos do sistema hematopoético. Essas sialomucinas foram 
encontradas em células progenitoras, incluindo as células com antí- 
genos CD34, CD43, CD45RA, glicoproteína ligante de P selectina 1 
(PSGL-1, P selectin glycoprotein ligand-1) e CD164 (Verfaillie, 1998). 
Estudos funcionais demonstraram que as moléculas de CD164 exer- 
cem papel importante na adesão das células progenitoras hemato- 
poéticas as células estromais da medula óssea e podem atuar como 
potentes moléculas sinalizadoras, com capacidade de suprimir a pro- 
liferação das células hematopoéticas (Zannettino, 1998). 

Muitos componentes da matriz extracelular interagem com recepto- 
res existentes nas células hematopoéticas. Entre estes estão fibronecti- 
na, trombospondina, ácido hialurônico, hemonectina, laminina e sul- 
fato de heparina. Os receptores para algumas dessas moléculas já são 
conhecidos. O CD44, receptor do ácido hialurônico, integra um grupo 
antigenicamente relacionado de proteínas de superfície induzíveis, que 
são expressas de forma variável em todos os leucócitos. É necessário à 
granulopoiese inicial, bem como ao tráfico de linfócitos maduros. 

Outra classe de compostos — as quimiocinas — são importantes na 
regulação do tráfico e residência de células sanguíneas. A quimiocina 
CXCL12 (SDF-la) é expressa pelas células estromais da medula óssea e 
do endotélio microvascular. As CTHs expressam CXCR4, o receptor de 
CXCL12. A interação entre CXCL12 e CXCR4 está implicada no enxerto 
de CTHs. É provável que a mobilização de CTH induzida por GM-CSF 
se deva à redução da atividade de CXCL12 e CXCR4 (Campbell, 2003). 


Tecidos hematopoéticos 


Hematopoese embrionária e fetal 


No início do primeiro mês da vida pré-natal, as primeiras células 
sanguíneas surgem externamente ao embrião, no mesênquima do saco 
vitelino, como ilhas de sangue. Essas células são predominantemente 
eritroblastos primitivos, que são grandes e megaloblásticos, formados 
no meio intravascular, com núcleo. Na sexta semana, a hematopoese 
se inicia no fígado e este, por sua vez, se torna o maior órgão hemato- 
poético nas fases inicial e intermediária da vida fetal. Eritroblastos defi- 
nitivos, que se transformam em hemácias anucleadas, são formados 
extravascularmente no fígado, enquanto granulopoiese e megacarió- 
citos estão presentes em menor grau. Durante a fase intermediária da 
vida fetal, o baço e (em menor extensão) os linfonodos exercem papel 
minoritário na hematopoese, ao mesmo tempo em que o fígado conti- 
nua dominando o processo. Na segunda metade da vida fetal, a medu- 
la óssea vai se tornando progressivamente mais importante como sítio 
de produção de células sanguíneas e, à medida que esse processo ocor- 
re, o papel do fígado diminui. 


Hematopoese pós-natal 


Logo após o nascimento, a hematopoese no fígado cessa e a medu- 
la passa a ser o único sítio de produção de eritrócitos, granulócitos e 
plaquetas. As células-tronco hematopoéticas e as células progenitoras 


comprometidas se mantêm na medula. Os linfócitos (da célula do tipo 
B) continuam a ser produzidos na medula, bem como nos órgãos lin- 
foides secundários, enquanto os linfócitos T são produzidos no timo e 
também nos órgãos linfoides secundários (ver a seção “Linfócitos”). 

Ao nascimento, todo o espaço da medula está ocupado por uma 
medula (vermelha) hematopoética ativa. Conforme o corpo continua 
a crescer e o espaço medular se amplia durante a fase de lactação, ape- 
nas uma parte de todo esse espaço se torna necessária à hematopoese. 
O espaço restante é ocupado por células adiposas. Posteriormente, 
durante a infância, somente os ossos achatados (crânio, vértebras, 
caixa torácica e pelve) e as partes proximais dos ossos longos dos 
membros superiores e inferiores constituem sítios de formação de 
células sanguíneas. O espaço medular remanescente corresponde à 
medula gordurosa ou amarela, que pode ser substituída por células 
hematopoéticas mediante a estimulação contínua e intensa. 

Na medula, a circulação é fechada — ou seja, as arteríolas derivadas 
das artérias longitudinais centrais (i. e., nos ossos longos) se conectam 
diretamente aos amplos seios venosos que se anastomosam e eventu- 
almente despejam todo o seu conteúdo dentro das veias longitudinais 
centrais. O endotélio plano dos seios é parcialmente revestido com 
células reticulares adventícias, as quais são um tipo de fibroblasto que 
elabora fibras de reticulina argentofilicas. Essas fibras e células reticula- 
res formam a malha de sustentação do estroma medular, onde residem 
as células hematopoéticas. As células reticulares são minimamente 
fagocíticas. Essas células podem inchar e absorver água, se tornar célu- 
las adiposas e, possivelmente, induzir as CTHs a se transformarem em 
células progenitoras comprometidas. Depois de sofrerem proliferação 
e maturação no estroma da medula, as células sanguíneas entram na 
corrente sangue através ou por entre as células endoteliais da parede 
sinusal. Para tanto, é preciso deslocar as células adventícias. As células 
mesenquimais estromais e as células endoteliais sinusoidais produzem 
uma variedade de citocinas e quimiocinas envolvidas na hematopoese. 


Produção de eritrócitos 


O eritrócito atua como veículo de transporte da Hb, que é produzi- 
da pelas células precursoras de eritrócitos — os normoblastos. A fun- 
ção da Hb consiste em transportar oxigênio e dióxido de carbono. O 
eritrócito também é metabolicamente capaz de manter a Hb em esta- 


do funcional. 


Maturação normoblástica 


O precursor eritroide mais inicial reconhecível é o pró-normoblasto 
(Fig. 30.2). Com um diâmetro aproximado de 20 um, este é o maior 
precursor eritroide. Seu núcleo apresenta um padrão de cromatina fina 
e uniforme, que é um pouco mais distinto e mais intensamente corado 
do que o núcleo de um mieloblasto. A membrana nuclear é proemi- 
nente. Um ou mais nucléolos proeminentes estão presentes. Seu cito- 
plasma tem qualidade heterogênea e é mais moderado em termos de 





Figura 30.2 Pró-normoblasto com núcleo grande e redondo, cromatina fina e 
citoplasma basofílico (Wright-Giemsa, x 250). 
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quantidade e basofilia. Não há grânulos citoplasmáticos. O pró-nor- 
moblasto sofre mitose e dá origem a dois normoblastos basofílicos. 

O normoblasto basofílico (Fig. 30.3) é um pouco menor e possui 
cromatina discretamente mais grosseira que se cora de forma inten- 
sa. A cromatina pode estar parcialmente agregada e seu padrão pode 
sugerir o de uma roda com aros largos. A paracromatina (a parte não 
cromatínica do núcleo) é distinta e se cora de rosa. Nucléolos estão 
presentes, ainda que muitas vezes não sejam visíveis. À proporção 
núcleo/citoplasma (N/C) é moderada. O citoplasma parece represen- 
tar cerca de % da área total da célula e é bastante basofílico, em razão 
da abundância de RNA. Quando observado ao microscópio eletrôni- 
co, grande parte desse RNA é evidenciada sob a forma de polirribos- 
somos. As bordas celulares dos normoblastos iniciais com frequência 
estão irregulares, em decorrência da presença de pseudópodes. 

Após a mitose do normoblasto basofílico, a evidência de uma con- 
tínua produção de Hb se torna visível no citoplasma das duas célu- 
las-filhas, sob forma de policromia — ou seja, misturas da coloração 
vermelha da Hb com a cor azul do RNA em diversos tons de cinza. 
Essa célula é o normoblasto policromatofílico (Fig. 30.4), que é um 
pouco menor do que o normoblasto basofílico. Seu núcleo ocupa 
cerca da metade da área da célula, cora-se intensamente e possui 
cromatina com grau moderado de condensação, bastante distinta da 
paracromatina cor-de-rosa. O normoblasto policromatofílico sofre 
l a 2 divisões mitóticas. 

Ao final da última mitose, o núcleo se torna pequeno e denso (picnóti- 
co), e a célula tinge o estágio de normoblasto ortocromático (Fig. 30.5). A 
partir de então, a mitose se torna impossível. Essa célula é menor do que 
um normoblasto policromatofílico e apresenta proporção N/C menor. 
Seu citoplasma é mais abundante em Hb e possui menor quantidade de 
polirribossomos, permanecendo levemente policromatofilico. 





Figura 30.3 Normoblastos basofílicos apresentando condensação da cromatina e 
citoplasma intensamente basofílico (Wright-Giemsa, x 250). 


Por fim, acompanhada por contrações e ondulações citoplasmáti- 
cas, ocorre a ejeção do núcleo e de uma pequena borda de citoplasma 
a partir do normoblasto ortocromático, dando origem ao reticulócito 
(Fig. 30.6). Em esfregaços secos ao ar e corados com corantes do tipo 
Romanowsky, o reticulócito aparece policromatofílico como resulta- 
do da retenção de RNA. 

Na medula, as células eritroides em desenvolvimento usualmen- 
te entram em contato com macrófagos em estruturas denominadas 
“ilhas eritroblásticas” (Fig. 30.7). É comum dispersar essas ilhas eri- 
troblásticas durante o espalhamento do aspirado de medula sobre a 





Figura 30.5 Normoblasto ortocromático com núcleo picnótico e citoplasma rosa- 
acinzentado (Wright-Giemsa, x 250). 





Figura 30.6 Reticulócito (eritrócito policromatofílico) apresentando citoplasma rosa- 
acinzentado em razão do RNA residual (Wright-Giemsa, x 250). 





Figura 30.4 Normoblasto policromatofílico com citoplasma azul-claro em razão do 
acúmulo de hemoglobina (Wright-Giemsa, x 250). 


Figura 30.7 Siderófago com normoblastos associados (parte de uma ilha 
eritroblástica) na medula óssea (azul da Prússia, x 250). 


lâmina, contudo, às vezes é possível observar fragmentos de citoplas- 
ma de macrófagos presos aos normoblastos separados, especialmente 
em esfregaços corados com azul da Prússia. 

Durante a proliferação e maturação, o ferro é transferido da trans- 
ferrina plasmática para dentro de células da série normoblástica. O 
pró-normoblasto e o normoblasto basofílico possuem o maior con- 
teúdo de RNA, o qual começa a declinar nos normoblastos policro- 
matofílicos, à medida que o conteúdo de Hb aumenta. A síntese de 
RNA diminui gradualmente a cada estágio, por meio dos normoblas- 
tos ortocromáticos. Quando o núcleo se torna ausente (no reticulóci- 
to), a síntese de RNA é interrompida — ainda que o RNA já produzido 
permaneça por mais alguns dias —, enquanto a síntese de proteínas e 
de heme continua ocorrendo até que o reticulócito perca seu conteú- 
do de RNA e mitocéndrias. 

Durante esse processo de maturação, ocorrem 3 a 4 divisões mitó- 
ticas em um período de 3 dias, resultando na potencial produção de 
16 reticulócitos a partir de cada pró-normoblasto. Os reticulócitos são 
maiores do que as hemácias maduras e permanecem no estroma da 
medula por 1 a 2 dias, antes de serem liberados no sangue. 

Na medula, os reticulócitos são quase numericamente iguais aos 
eritrócitos nucleados e um pouco mais numerosos do que os reticu- 
lócitos no sangue circulante. Diante de uma hipóxia suficientemente 
severa, esse grupo de reticulócitos da medula pode ser liberado. Caso 
essa liberação ocorra, o numero de reticulócitos circulantes é pratica- 
mente duplicado. 

Em geral, os reticulócitos permanecem como tal, sintetizando lenta- 
mente a Hb por 2 a 3 dias na medula e por 1 dia no sangue. Em seguida, 
ribossomos residuais, mitocôndrias e outras organelas são removidas, 
e os eritrócitos maduros circulam por cerca de 120 dias. Durante esse 
período, os eritrócitos sofrem um processo gradual de envelhecimento, 
a atividade de certas enzimas diminui e, por fim, os eritrócitos são des- 
truídos nas células fagocíticas do sistema reticuloendotelial. 


Maturação megaloblástica 


A maturação anormal dos precursores eritroides, observada nos 
casos de deficiência de vitamina B,, ou de ácido fólico, é conhecida 
como maturação megaloblástica. Os eritrócitos anormais são chama- 
dos de megaloblastos. Em razão do comprometimento da capacidade 
de síntese de DNA das células, as fases intermitótica e mitótica são 
prolongadas. Como resultado, são produzidas células aumentadas, 
cuja maturação nuclear é retardada e ocorre bem depois da maturação 
citoplasmática (dissociação núcleo-citoplasma). O padrão de croma- 
tina nuclear é mais delicado e mais “aberto, com uma paracromatina 
proeminente. Com frequência, observa-se a ocorrência de cariorrexe 
(ruptura do núcleo) e formação de corpúsculos de Howell-Jolly. O 
desenvolvimento megaloblástico ocorre paralelamente à maturação 
normoblástica. É possível identificar células em estágios de pró-me- 
galoblasto, megaloblasto basofílico, megaloblasto policromatofílico e 
megaloblasto ortocromático. 


Regulação da produção de eritrócitos 


O número de eritrócitos no sangue pode ser regulado por meio da 
alteração da taxa de produção. A taxa de destruição de eritrócitos não 
varia de forma apreciável em indivíduos normais. Ocorre aumento da 
produção de eritrócitos diante do comprometimento do transporte 
de oxigênio para os tecidos, como na anemia, distúrbios cardíacos ou 
pulmonares, e diante da baixa tensão de oxigênio em altitudes eleva- 
das. A produção de eritrócitos diminui quando um indivíduo é hiper- 
transfundido ou exposto a uma tensão de oxigênio muito alta. 

A afinidade do oxigênio pela Hb é modulada pela concentração 
de fosfatos, em particular 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), na hemá- 
cia. Esses fosfatos se combinam às cadeias § da Hb reduzida e sofrem 
redução da afinidade pelo oxigênio (Fig. 30.8). Em áreas de hipóxia 
tecidual, à medida que o oxigênio se move da Hb para os tecidos, 
há aumento da quantidade de Hb reduzida nas hemácias e ligação 
de mais 2,3-DPG. Como resultado, a afinidade da Hb pelo oxigênio 
diminui ainda mais, permitindo que uma quantidade maior de oxi- 
gênio seja distribuída aos tecidos. Se a hipóxia persistir, a depleção de 
2,3-DPG leva ao aumento da glicólise, produção de mais 2,3-DPG e 
afinidade persistentemente menor da Hb pelo oxigênio. 
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Figura 30.8 Curvas de dissociação do oxigênio da hemoglobina em diferentes 
concentrações de 2,3-difosfoglicerato (DPG). A curva é sigmoidal e se desloca para 
a direita diante de concentrações aumentadas de 2,3-DPG. Como resultado, há 
diminuição da afinidade da hemoglobina pelo oxigênio e aumento da distribuição 
de oxigênio aos tecidos. (Reimpresso de Oxygen Affinity of Hemoglobin and Red 
Cell Acid Base Status, Duhm J, p. 583, Copyright 1972, com permissão da Elsevier.) 


A hipóxia tecidual induz a formação de EPO pela produção de um 
fator de transcrição, o fator induzível por hipóxia 1 (HIF-1, hypoxia- 
-inducible factor 1). O HIF-1 é um heterodímero constituído pelas 
subunidades ct e B. A subunidade at é regulada pela hipóxia. HIF-1o 
sofre degradação proteossômica sob condições normais de tensão 
de oxigênio, contudo se mantém estável diante da hipóxia. A EPO 
conduz à produção de mais hemácias na medula. Atua induzindo as 
células progenitoras comprometidas (CFU-E e BFU-E) da medula a 
proliferarem e se diferenciarem em pró-normoblastos, por meio do 
encurtamento do tempo de geração de normoblastos e da promo- 
ção da liberação precoce dos reticulócitos no sangue. O resultado é 
o aumento do número de normoblastos na medula com manutenção 
de uma proporção normal de tipos celulares — uma condição conhe- 
cida como hiperplasia normoblástica. A expressão celular aumentada 
de HIF-la pode provocar uma mutação 598C—>T no gene de Hippel- 
Lindau (a proteína de von Hippel-Lindau está envolvida na degrada- 
ção de HIF-1a). Em consequência, há elevação dos níveis de EPO e 
estabelecimento de uma forma autossômica recessiva de policitemia 
hereditária chamada policitemia de Chuvash (Gordeuk, 2004). 

A quantificação da EPO é feita in vitro, por meio de métodos imu- 
nológicos que utilizam amostras de soro ou plasma com EDTA. Esses 
métodos apresentam maior grau de sensibilidade (Lindstedt, 1998). 
Níveis elevados são detectados em pacientes com policitemia secun- 
dária e anemia aplásica. Níveis reduzidos, abaixo da faixa normal, 
são encontrados em indivíduos normais após a realização de transfu- 
sões e também nos casos de policitemia primária (policitemia vera). 
Entretanto, observa-se uma considerável sobreposição, e é possível 
detectar níveis de EPO normais tanto na policitemia primária quanto 
na secundária (Spivak, 2002). Anticorpos anti-EPO foram descritos 
em indivíduos com aplasia pura de hemácias e LES (Casadevall, 1996; 
Schett, 2001). Tais anticorpos podem interferir nos imunoensaios 
para EPO e também contribuir para a anemia. 


Síntese de hemoglobina 


Síntese do heme. O heme é sintetizado na maioria das células do 
corpo, exceto nos eritrócitos maduros, porém de forma mais intensa 
nos precursores eritroides. A succinilcoenzima À se condensa à gli- 
cina e forma um intermediário estável denominado ácido @-amino 
B-cetoadípico. Este é prontamente descarboxilado e se transforma em 
ácido 6-aminolevulínico (ALA) (Fig. 30.9). Essa condensação requer 
piridoxal fosfato (vitamina B,) e ocorre na mitocôndria. 

O ALA é excretado normalmente em pequenas quantidades pela 
urina, contudo essa excreção aumenta diante de certas anomalias que 
envolvem a síntese de heme (p. ex., envenenamento por chumbo). 
Duas moléculas de ALA se condensam para formar o monopirrol 
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Figura 30.9 Formação de porfobilinogênio a partir de 


COO- succinilcoenzima A e glicina. (De Leavell BS: Fundamentals 
| of Clinical Hematology, 4th ed. Philadelphia, WB Saunders 
Company, 1976, com permissao.) 
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porfobilinogénio, em uma reação catalisada pela enzima ALA-desi- 
dratase. O porfobilinogénio também é excretado normalmente em 
pequenas quantidades pela urina. Quantidades bastante elevadas apa- 
recem na urina de individuos com porfiria intermitente aguda, as quais 
são facilmente detectadas por meio de uma reação de cor com reagente 
aldeido de Ehrlich. 

A formação de uroporfirinogénio III ou I (Fig. 30.10) requer a reação 
de 4 moléculas de porfobilinogênio. O isômero de tipo III é convertido 
em protoporfirina, via coproporfirinogênio III e protoporfirinogênio. 
Em certas doenças nas quais essa via é parcialmente bloqueada, há for- 
mação de isômeros de tipo I do uroporfirinogênio e coproporfirinogé- 
nio e aumento da quantidade de seus produtos de excreção oxidados 
(uroporfirina I e coproporfirina I). 

A protoporfirina normalmente é encontrada em eritrócitos madu- 
ros. Em casos de envenenamento por chumbo e deficiência de ferro, 
os níveis de protoporfirina eritrocitária livre (FEP, free erythrocyte 
protoporphyrin) aumentam. O ferro é inserido na protoporfirina pela 
enzima mitocondrial ferroquelatase, e o grupo heme final é formado. 

Outras anormalidades da síntese de heme (porfirias) são discutidas 
mais adiante neste capítulo. 

Síntese de globina. A síntese de globina se dá no citoplasma do nor- 
moblasto e do reticulócito. As cadeias polipeptídicas são fabricadas 
nos ribossomos. Pequenas moléculas de RNA solúvel (SRNA) especí- 
ficas determinam a colocação de cada aminoácido, de acordo com o 
código do mRNA. O crescimento progressivo da cadeia polipeptídi- 
ca começa pela extremidade amino. Esse processo de síntese proteica 
ocorre em ribossomos que se encontram agrupados em polirribosso- 
mos. Estes, por sua vez, se mantêm juntos pelo mRNA. Considerando 
que o reticulócito pode sintetizar Hb por no mínimo 2 dias após 
perder o núcleo, o mRNA para Hb parece ser bastante estável. As 


cadeias polipeptídicas liberadas dos ribossomos apresentam-se 
espontaneamente dobradas em sua configuração tridimensional. 

O controle da síntese de Hb é exercido primariamente pela ação do 
heme. O heme aumentado impede que haja mais síntese de heme, ini- 
bindo tanto a atividade quanto a síntese da ALA sintase. O heme tam- 
bém promove síntese de globina, principalmente no sítio de iniciação 
da cadeia, a interação dos ribossomos com o mRNA. 


Estrutura e função da hemoglobina 


Em cada molécula de Hb, há um grupo heme inserido em uma 
bolsa hidrofóbica de uma cadeia polipeptídica dobrada (Bunn, 1986). 
No indivíduo adulto normal, a HbA consiste em 4 grupos heme e 4 
cadeias polipeptídicas (2 cadeias o e 2 cadeias 3), compondo uma 
molécula de Hb grosseiramente globular (Fig. 30.11). Os átomos de 
ferro ferroso apresentam 6 ligações coordenadas — 4 com nitrogênios 
pirróis do heme, 1 com o nitrogênio imidazol da histidina da cadeia 
da globina (87-@ ou 92-B) e 1 ligação reversível com o oxigênio. 
Conforme a pressão parcial de oxigênio aumenta, cada um dos 4 gru- 
pos heme se liga sequencialmente a uma molécula de oxigênio. Nesse 
processo, a configuração geral da molécula de Hb sofre uma modifica- 
ção que favorece a ligação adicional de oxigênio. 

A curva sigmoide de dissociação da Hb do oxigênio reflete essa 
crescente afinidade pelo oxigênio com o aumento da pressão parcial 
de oxigênio nos pulmões (Fig. 30.8). Nos tecidos, a conversão da Hb 
oxigenada em Hb, a diminuição do pH e o aumento da temperatu- 
ra produzido pelos processos metabólicos, além da ligação de mais 
2,3-DPG à Hb, resultam no deslocamento da curva de dissociação 
Hb-oxigênio para a direita, favorecendo a liberação de oxigênio a 
partir da Hb. 
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Figura 30.11 Molécula de hemoglobina (tetramero, peso molecular de 64.500 Da). 
O grupo heme de cada cadeia polipeptídica monomérica é representado com um 
disco preto, conectado ao grupo imidazola da histidina e localizado próximo à 
superfície da molécula, dentro de uma “bolsa” formada pela cadeia polipeptídica. 
As letras A e H designam segmentos de a-hélice de cada cadeia polipeptídica: A é o 
segmento aminoterminal, e H é o segmento carboxiterminal. Os quatro monômeros 
foram representados separados, contudo na verdade entram em contato ao longo 
de uma área relativamente ampla (a,f,) — que é tida como uma área de contato 
relativamente fixa ou de estabilização — e uma área menor (c.,3,) — considerada a 
área de contato funcional — em que o movimento ocorre durante a oxigenação e 
desoxigenação, alterando a configuração molecular. (Redesenhado de White JM, 
Dacie JV: Prog Hematol 1971; 7:69, com permissão.) 


O CO, é transportado nos eritrócitos e também no plasma. Uma 
pequena parte do CO, contido nas hemácias é dissolvido e se liga aos 
grupos amino da Hb, como carbamino-CO,. Contudo, a maioria per- 
manece na forma de bicarbonato. A enzima anidrase carbônica catali- 
sa a transformação do dióxido de carbono em bicarbonato no interior 
das hemácias contidas no leito capilar dos tecidos, bem como a reação 


Figura 30.10 Formação de heme a partir de 
portobilinogénio. (De Leavell BS: Fundamentals of Clinical 
Hematology, 4th ed. Philadelphia, WB Saunders Company, 
1976, com permissão.) 
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inversa (liberação de dióxido de carbono a partir de bicarbonato) nos 
eritrócitos localizados no leito capilar dos pulmões. 


Destruição de eritrócitos 


Os eritrócitos sofrem alterações metabólicas graduais no decorrer de 
seus 120 dias de vida, ao final dos quais a célula senescente menos viá- 
vel é removida da circulação. A atividade de certas enzimas glicolíticas é 
reduzida à medida que a célula envelhece. Comparadas às células mais 
novas, as hemácias mais velhas possuem menor área de superfície e 
maior concentração média de Hb celular (CMHC). Além disso, hemá- 
cias envelhecidas perdem o ácido siálico de suas membranas e expõem 
uma asialoglicoforina. Esse antígeno da senescência é reconhecido e 
um autoanticorpo é sintetizado pelo hospedeiro. Após a ligação desse 
autoanticorpo, a célula senescente é removida da circulação pelo siste- 
ma reticuloendotelial, principalmente no nível do baço. Normalmente, 
cerca de 3 milhões de células/s são removidas do sangue sem nenhuma 
evidência histológica demonstrável de eritrofagocitose. 

Em alguns estados patológicos, o sistema reticuloendotelial remo- 
ve hemácias mais jovens sensibilizadas ou hemácias anormais a uma 
velocidade rápida. Subsequentemente, a eritrofagocitose muitas vezes 
se torna evidente. Na anemia hemolítica autoimune, o sistema reticu- 
lar endotelial remove as hemácias após a ligação de autoanticorpos ou 
moléculas do complemento aos reticulócitos e hemácias novas. Em 
outros estados patológicos, as hemácias são removidas por apresenta- 
rem defeitos estruturais que interferem em sua passagem normal pela 
microcirculação do sistema reticuloendotelial. 


Degradação da hemoglobina 


Depois que a hemácia é removida da circulação, a Hb é quebrada 
em seus 3 componentes — ferro, protoporfirina e globina — no interior 
dos macrófagos do sistema reticuloendotelial. O ferro é armazenado 
e pode ser totalmente reutilizado. A globina pode ser degradada em 
aminoácidos que, por sua vez, retornam ao conjunto de aminoácidos 
do organismo. Em contraste, o anel de protoporfirina é quebrado, 
convertido em bilirrubina e eliminado do corpo. 

No macrófago, o anel de protoporfirina é clivado na ponte 
ot-meteno por ação de uma hemeoxidase, dando origem a 1 mol de 
monóxido de carbono (CO) e 1 mol de biliverdina. O CO aparece no 
sangue sob a forma de HbCO e, eventualmente, é exalado. No macró- 
fago, a biliverdina é reduzida à bilirrubina, e esta é transportada até o 
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pela célula hepática, conjugada principalmente à glucoronida e excre- 
tada na bile. No intestino, é reduzida por bactérias e se transforma em 
urobilinogênio, mesobilirrubinogênio e estercobilinogênio — com- 
postos que são coletivamente denominados urobilinogênios. 

As estimativas do CO e HbCO exalados ou do conteúdo de urobilino- 
gênio fecal podem ser utilizadas como medidas da quebra de Hb. Quando 
a produção de hemácias diminui e os níveis de Hb circulante se tornam 
baixos, como ocorre na anemia aplásica, a excreção de urobilinogênio 
também diminui. Quando a destruição de eritrócitos aumenta, como na 
anemia hemolítica, a quantidade dos três componentes aumenta. 

Em seres humanos normais, cerca de 80 a 90% do pigmento biliar 
excretado e medido como urobilinogênio fecal derivam da quebra de 
eritrócitos senescentes que viveram por 100 a 120 dias. Entretanto, 
cerca de 10 a 20% do total de pigmento é excretado logo nos primeiros 
dias. Esse pigmento biliar precocemente marcado é proveniente de um 
heme formado no fígado que não pertence à Hb, bem como da quebra 
de Hb recém-produzida na medula óssea. Com relação a essa última, 
uma grande parte representa a Hb oriunda de fragmentos citoplasmá- 
ticos de normoblastos ortocromáticos que são perdidos durante o pro- 
cesso de extrusão nuclear. 

Em certas doenças hematológicas, notavelmente na talassemia, ane- 
mia megaloblástica e porfiria eritropoética, essa fração de pigmento 
biliar precocemente marcado pode estar bastante aumentada. A des- 
truição da Hb no nível intramedular, que jamais é vista em eritrócitos 
circulantes, é conhecida como eritropoese inefetiva. 


Eritrocinética 


O equilíbrio entre a distribuição e a remoção de eritrócitos do san- 
gue resulta na presença de uma massa de Hb relativamente constante 
na circulação. À anemia ocorre quando a remoção dos eritrócitos do 
sangue aumenta sem ser compensada por um aumento da produção, 
quando a distribuição de eritrócitos para o sangue diminui ou quando 
ambos os processos ocorrem ao mesmo tempo. 

Quando o indivíduo apresenta anemia, a hipóxia tecidual provoca 
aumento dos níveis plasmáticos de EPO. A hiperplasia normoblástica 
resultante gera mais eritrócitos para serem entregues à circulação. Em 
um indivíduo normal, em casos de estimulação extrema, a medula é 
capaz de produzir o equivalente a 6 a 8 vezes o débito normal de eri- 
trócitos. Ao avaliar a resposta de um dado paciente, essa capacidade 
deve ser comparada à produção real. 

Para determinar o mecanismo e a causa de uma anemia, pode ser 
necessário realizar medidas que avaliem a eritropoese efetiva (produ- 
ção e distribuição de eritrócitos à circulação), a eritropoese inefetivae a 
destruição de eritrócitos. 


Quantificações da produção total 
de eritrócitos ou de hemoglobina 


E difícil quantificar a massa total de células eritropoéticas do corpo. 
Uma estimativa é feita pelo exame de uma amostra de medula óssea 
obtida de um sítio normalmente ativo, para determinação da celulari- 
dade e do porcentual total de células nucleadas que são eritropoéticas 
(ver seção “Exame de medula óssea” no Cap. 29). Quando a atividade 
da medula aumenta, células hematopoéticas adicionais usualmente 
substituem a gordura nos sítios de medula vermelha, antes que ocorra 
extensão para dentro da medula amarela do ossos longos. Em geral, é 
válido considerar a amostra representativa da medula como um todo. 

A renovação de ferro plasmático é calculada a partir dos níveis séricos 
de ferro e da taxa de remoção do ferro radioativo injetado a partir do 
plasma. Cerca de 25 a 30% do ferro não são utilizados na eritropoe- 
se, sendo captados primariamente pelo fígado. Os 70 a 75% restantes 
são captados pelas células eritropoéticas e, portanto, constituem uma 
medida da eritropoese total, tanto efetiva quanto inefetiva. 


Quantificações da destruição total 
de eritrócitos ou de hemoglobina 
A determinação do conteúdo de urobilinogênio fecal é uma estimati- 


va da excreção total de pigmentos biliares — os produtos da quebra do 
heme. Essa medida inclui os pigmentos derivados da Hb que se forma 


e é destruída na medula, sem nem mesmo alcançar os eritrócitos cir- 
culantes. As limitações constituem a conversão reduzida da bilirrubina 
em urobilinogênio (decorrente da administração oral de antibióticos 
de amplo espectro) e a impossibilidade de o pigmento chegar ao intes- 
tino (na icterícia obstrutiva). 

Uma parte (até 50%) do urobilinogênio excretado é reabsorvida na 
circulação porta e excretada novamente na bile, sem conjugação, pelo 
fígado. Apenas uma pequena parte normalmente é excretada pela urina. 
O aumento da concentração de urobilinogênio urinário é observado 
em casos de doença hepática severa, bem como em condições associa- 
das a um catabolismo aumentado do heme, que ultrapassa a capacidade 
metabólica do fígado. Assim, o dano hepatocelular, cirrose, congestão 
hepática decorrente de insuficiência cardíaca congestiva, doença hepá- 
tica obstrutiva, colangite, anemia hemolítica e eritropoese inefetiva são 
condições associadas à elevação do urobilinogênio urinário. 


Quantificações da produção 
efetiva de eritrócitos 


Contagem de reticulócitos. Como o RNA dos reticulócitos desa- 
parece em cerca de 1 dia após sua entrada na circulação sanguínea, 
a quantificação de reticulócitos irá fornecer a medida do número de 
células que está sendo distribuída pela medula ao sangue a cada dia 
— ou seja, uma medida da eritropoese efetiva. A contagem absoluta de 
reticulócitos é obtida multiplicando-se o porcentual de reticulócitos 
pela contagem de eritrócitos. Para fornecer uma expressão significa- 
tiva da eritropoese, deve ser adotada a contagem absoluta normal de 
reticulócitos ou alguma estimativa dela, em vez de apenas o porcen- 
tual simples. A contagem de reticulócitos absoluta normal é de apro- 
ximadamente 50 x 10*/L, ou 1% dos eritrócitos circulantes. Como o 
tempo normal de maturação dos reticulócitos no sangue é de 1 dia, a 
produção de reticulócitos é igual a 50 x 10º/L/dia. 

Uma segunda consideração diz respeito ao ajuste para o tempo de 
maturação aumentado dos reticulócitos no sangue, em decorrência da 
liberação acelerada a partir da medula como efeito da EPO. A neces- 
sidade desse ajuste se deve à presença de grandes células policromáti- 
cas ou de hemácias nucleadas no esfregaço de sangue, indicando um 
deslocamento de reticulócitos excessivamente imaturos da medula 
para o sangue. Para evitar superestimar a produção diária de eritróci- 
tos, utiliza-se um fator de correção com base na estimativa do tempo 
de maturação dos reticulócitos no sangue. Observa-se uma varia- 
ção inversa em relação ao hematócrito, conforme descrito a seguir 
(Hillman, 1996). 


Hematócrito (%) Tempo de maturação do reticulócito (dias) 


45 1,0 
35 1,5 
25 2,0 


15 2,5 


Se um paciente apresentar Hct igual a 0,25, contagem de hemácias de 
2,89 x 10!2/L e contagem de reticulócitos da ordem de 7%, sua conta- 
gem absoluta de reticulócitos será igual a 202 x 10°/L. Considerando que 
a contagem de reticulócitos absoluta normal é, em média, 50 x 10°/L, esse 
paciente terá: 

(202 x 10º/L)/(50 x 107/L) 

Ou o equivalente a 4 vezes a concentração normal. Todavia, esse valor 
deve ser corrigido pelo tempo de maturação aumentado (4 x 4 = 2). 
Portanto, uma concentração equivalente a 2 vezes o número normal 
de reticulócitos está entrando na circulação sanguínea diariamente, em 
comparação ao indivíduo normal — ou seja, a produção de hemácias é o 
dobro da produção normal. 

Se apenas o hematócrito estiver disponível, é possível realizar a 
mesma correção, do seguinte modo: 


Correção para anemia: 

Contagem de reticulócitos do paciente (7%)/contagem de reticuló- 
citos normal (1%) x Hct do paciente (0,25)/Hct normal (0,45) = 4 
Correção do deslocamento: 

Índice de reticulócitos corrigido (4) x 1/tempo de maturação (2) = 2 


Essas correções são necessárias para avaliar o grau de produção de 
hemácias em resposta à anemia. 

Em um indivíduo com suprimento de ferro normal, a produção de 
hemácias pode ser tornar 2 vezes maior do que a produção normal 
dentro de um período de 1 semana, caso o hematócrito caia para 0,35, 
ou pode ser equivalente a 3 vezes a produção normal se o hematócrito 
cair para 0,25. Uma produção máxima de hemácias, equivalente a 6 a 
8 vezes a produção normal, somente pode ser alcançada por meio do 
suprimento de ferro parenteral (como na hemólise). 

Se uma resposta apropriada da medula à anemia não for alcança- 
da em 1 a 2 semanas, significa que a produção de hemácias apresenta 
algum comprometimento. 

A utilização do ferro pelo eritrócito é uma medida da quantidade de 
uma dose de ferro injetada que aparece na Hb dos eritrócitos circu- 
lantes. É derivada a partir da renovação do ferro plasmático e do por- 
centual de ferro radioativo que foi injetado e apareceu nos eritrócitos 
circulantes após 2 semanas, considerando-se que não houve destruição 
de nenhuma célula recém-formada durante o período. É também uma 
medida da eritropoese efetiva. 


Quantificações da sobrevida efetiva 
dos eritrócitos no sangue 


A sobrevida do eritrócito pode ser determinada pela obtenção de uma 
amostra de sangue, marcação dos eritrócitos com cromo 51 (Cr), 
inativação do excesso de *'Cr no plasma e reinoculação dos eritrócitos 
marcados no paciente. O *'Cr se liga à cadeia B da molécula de Hb e, 
em sua maior parte, não é liberado até que ocorra a remoção da hemá- 
cia da circulação e a degradação da Hb. As medidas da radioatividade 
presente nas hemácias são feitas em 2 horas ou em 24 horas (o momen- 
to zero, ou nível de 100%), e a intervalos de 1 a 3 dias, até o desapare- 
cimento de 50% da atividade do **Cr. Usualmente, os resultados são 
expressos como tempo de meia-vida do ?'Cr. A faixa normal é de 28 a 
38 dias. (O motivo de não ser 60 dias é que o ”'Cr é eluído a partir da 
Hb a uma taxa aproximada de 1%/dia.) Se a produção de eritrócitos 
for igual à destruição (1. e.; se houver um estado de equilíbrio estável), a 
sobrevida do eritrócito também será uma medida da produção efetiva 
de eritrócitos. 


Resumo 


A eritropoese total se refere à produção total de Hb ou hemácias. 
A eritropoese efetiva se refere à produção de Hb ou hemácias que 


Glicina + succinil CoA 






Acido 5-aminolevulinico (ALA) 












Porfobilinogênio 


PBG deaminase (PIA) 
Uroporfirinogénio | 7 


Uroporfirinogênio | descarboxilase 
Coproporfirinogênio | 













[|] Intermediários e substratos 


[| Enzimas 
[| Porfirias resultantes de deficiências enzimáticas 


Figura 30.12 Via biossintética do heme e patogênese das porfirias. 






atingem a circulação. A eritropoese inefetiva, por sua vez, diz respeito à 
produção de Hb ou hemácias que jamais atingem o sangue circulante. 
Esses conceitos de eritrocinética abordados no estudo da anemia são 
úteis principalmente nos casos de anemia de classificação difícil. 


As porfirias 
Fisiologia 


A biossíntese do heme é uma via essencial que ocorre em todas as 
células metabolicamente ativas que contêm mitocôndria, sendo mais 
proeminente na medula óssea e no fígado. A medula eritroide consti- 
tui o principal tecido formador de heme do corpo, suprimindo 85% 
das necessidades diárias de heme. O heme complexado à globina é 
preservado nas hemácias circulantes por aproximadamente 120 dias, 
enquanto o heme produzido no fígado para os citocromos e enzimas 
está sujeito a uma renovação bem mais rápida, mesurável em algumas 
horas. A Figura 30.12 mostra uma breve sequência da via de biossínte- 
se do heme, com os estados doentios associados a deficiências enzimá- 
ticas específicas ao longo dela. 

As porfirinas são compostos constituídos por 4 anéis pirróis conecta- 
dos por pontes de meteno, diferenciadas por substituintes encontrados 
em 8 posições periféricas. O arranjo de 4 átomos de nitrogênio no centro 
do anel de porfirina permite que as porfirinas quelem vários íons metá- 
licos, como ferro ou, em estados patológicos, zinco. Os intermediários 
biossintéticos entre o porfobilinogênio (PBG) e a protoporfirina não são 
porfirinas, mas sim formas reduzidas — os porfirinógenos. Esses com- 
postos são incolores, não fluorescentes e prontamente convertidos em 
porfirinas por agentes oxidantes fracos, como o ar na presença de luz. 


Técnicas analíticas 


Várias técnicas analíticas são empregadas para diagnosticar e clas- 
sificar as porfirias, bem como monitorar pacientes que sabidamente 
apresentam ataques recorrentes. Essa discussão é iniciada enfatizan- 
do-se que as porfirias são distúrbios raros, usualmente herdados, 
e que a história familiar, a história médica completa e a história da 
doença atual do paciente, incluindo a investigação de fatores exacer- 
badores, são fatores adjuntos críticos para a avaliação laboratorial dos 
pacientes. No contexto apropriado, um novo paciente com ataque 
neurovisceral agudo pode ser submetido a uma triagem com avalia- 
ção dos níveis urinários de PBG. Estes, por sua vez, seguramente estão 
aumentados durante os ataques e com frequência equivalem a mais de 
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10 vezes o limite de referência máximo nos casos de porfiria aguda — 
PIA, PV, CPH e a rara deficiência de ácido A-aminolevulínico desidra- 
tase (que não será mais discutida ao longo deste capítulo) (Deacon, 
2001). Historicamente, o procedimento de triagem mais empregado 
para análise de PBG tem sido o teste de Watson-Schwartz. Contudo, 
foi demonstrado que o grau de sensibilidade desse teste é insuficiente 
para seu uso na triagem de rotina. A cromatografia é a metodologia 
atualmente em prática em muitos laboratórios. 

Se os testes de triagem para PBG e/ou ALA forem positivos, então tor- 
na-se necessário classificar a porfiria aguda. O HPLC é capaz de separar 
as porfirinas individualmente. Essa separação, aliada à determinação 
do conteúdo total de porfirinas fecais, permite distinguir a PIA da CPH 
(Deacon, 2001). A PV pode ser diagnosticada pela quantificação dos 
metabólitos fecais e urinários, e também pela detecção de um pico de 
emissão de fluorescência de 624 a 627 nm, que é único entre as porfi- 
rias (Poh-Fitzpatrick, 1980). Além da análise de rotina dos metabólitos 
presentes na urina e nas fezes, também é possível considerar a varredura 
de fluorescência plasmática, que proporciona um grau de sensibilidade 
razoável no work up da PV (Hift, 2004). Os ensaios enzimáticos não 
têm sido amplamente utilizados no diagnóstico das porfirias, em razão 
das dificuldades técnicas e resultados ambíguos que apresenta. A única 
exceção consiste em seu uso no ensaio da PBG deaminase, no diagnós- 
tico da PIA. A análise do DNA para mutações específicas é útil quando 
se trata de famílias, porém o vasto número de mutações limita seu uso 
como ferramenta de triagem. Uma exceção crítica é o caso da PV, em 
que a mutação R59W é prevalente (Sandberg, 2004). 

As porfirias englobam um grupo de distúrbios herdados e adqui- 
ridos da biossintese do heme, decorrentes de uma deficiência envol- 
vendo uma enzima específica da via biossintética, que culmina em 
excesso de produção e aumento da excreção dos precursores for- 
mados nas etapas anteriores ao defeito enzimático. As porfirias são 
classificadas como aguda (PIA, PV, CPH) e não aguda ou cutânea 
(CPH e PCT). As manifestações clínicas de uma ataque agudo são 
caracterizadas pela disfunção do SNC, SNP e SNA. A patogénese da 
neuropatia em indivíduos afetados pode ser explicada pelo acúmu- 
lo de porfirinas e seus precursores (ALA e PBG são neurotóxicos), 
deficiência do heme nos tecidos neurais, depleção de substratos 


Tabela 30.2 Características das principais porfirias 


essenciais e acúmulo de produtos anormais derivados de outras vias. 
Os aspectos centrais das principais porfirias são resumidos na Tabela 
30.2 e discutidos adiante. 


Porfiria intermitente aguda (PIA) 


A PIA é a porfiria aguda mais comum e, provavelmente, também a 
porfiria hereditária mais frequente (Chemmanur, 2004). É herdada de 
forma autossômica dominante de penetrância incompleta, dificultando 
os estudos familiares. A deficiência de PBG deaminase foi demonstrada 
em todos os tecidos examinados. Seu diagnóstico consiste na demons- 
tração de níveis elevados de ALA e PBG na urina durante os ataques 
agudos (e a concentração de ALA é maior do que a de PBG), por 
meio do ensaio enzimático para PBG e, se a mutação for identificada 
em algum membro da família, por análise de DNA. O paciente agudo 
tipicamente apresenta dores causadas por cólicas abdominais, náusea 
e vômito, confusão, taquicardia e, em metade dos casos, neuropatia 
motora (Chemmanur, 2004). Conforme observado anteriormente, é 
nesse ponto que os níveis urinários de metabólitos podem auxiliar o 
diagnóstico. Com frequência, os pacientes apresentam níveis de meta- 
bólitos dentro ou perto da faixa de referência durante os períodos quies- 
centes. De forma característica, a urina dos pacientes com PIA adquire 
um coloração vermelho-escura quando exposta ao ar e à luz, uma vez 
que o PBG é espontaneamente oxidado a porfirina. Diferentemente das 
demais porfirinas já discutidas aqui, a PIA não apresenta manifestações 
cutâneas. A prevenção constitui a base do monitoramento, e devem 
ser evitados alguns fármacos (barbitúricos e sulfonamidas, entre mui- 
tos outros), alterações hormonais e jejum. Especificamente, uma dieta 
de baixo teor de carboidratos pode desencadear um ataque. Em uma 
época em que dietas desse tipo são populares entre o público em geral, 
os médicos podem sentir necessidade de alertar todos os pacientes com 
porfiria aguda acerca dos riscos oferecidos por tais dietas. 


Coproporfiria hereditária (CPH) 


Igualmente herdada de forma autossômica dominante com pene- 
trância incompleta, a CPH é menos comum do que a PIA. É causa- 
da pela deficiência de coproporfirinogênio oxidase. Clinicamente, a 


Porfiria Herança Deficiência Metabólitos Características Fatores exacerbantes 
enzimática em excesso clínicas 
Porfiria aguda intermitente  Autossômica PBG deaminase PBG (U) Dor abdominal; Hormônios esteroides 
dominante ALA (U) sintomas psiquiátricos 


Escurecimento da 
urina em repouso 


Porfiria eritropoiética Autossômica Uroporfirinogênio | UP (U) Fotossensibilidade; Luz solar 
congênita recessiva sintase e/ou UPG III CP (U) dentes, urina vermelha; 
cossintase UP (E) hemólise 
Pigmento fluorescente, 
vermelho na urina 
Coproporfiria hereditária | Autossômica Coproporfirinogênio CP III (F, U) Fotossensibilidade Estresse 
dominante oxidase PBG (U) 
ALA (U) 
Pigmento fluorescente, 
vermelho na urina 
Porfiria variegada Autossômica Protoporfirinogênio PBG (U) Fotossensibilidade Estresse 
dominante oxidase ALA (U) 
UP (U, F) 
CP (U, F) 


Pigmento fluorescente, 
vermelho na urina 


Porfiria cutanea tardia Autossômica Uroporfirinogênio UPI(U) Fotossensibilidade Álcool, lesão hepática, 
dominante descarboxilase UP Ill (U) sobrecarga de ferro 
Adquirida Ácidos induzem 


fluorescência rosa 


PBG = porfobilinogênio; ALA = ácido aminolevulinico; UPG = uroporfirinogénio; UP = uroporfirina; CP = coproporfirina; U = urina; F = fezes; E = eritrócito. 


CPH assemelha-se a uma forma mais branda da PIA com seus ataques 
neuroviscerais, porém cerca de 1/3 dos pacientes apresentam manifes- 
tações cutâneas (Chemmanur, 2004). O coproporfirinogênio fecal III 
é excretado durante e entre os ataques, enquanto a ALA e o PBG são 
encontrados na urina durante a crise aguda. A excreção de ALA usual- 
mente excede a de PBG e esta, por sua vez, aliada aos achados cutâneos 
(quando presentes), ajuda a diferenciar a CPH da PIA. A prevenção, 
incluindo o uso de protetor solar, é central ao monitoramento. 


Porfiria variegada (PV) 


Assim como a PIA e a CPH, a PV é herdada como distúrbio autossô- 
mico dominante de baixa penetrância. Às vezes, é referida como porfi- 
ria sul-africana por conta de sua prevalência na população branca que 
vive nessa região. Os pacientes apresentam cerca de 50% de atividade 
de protoporfirinogénio oxidase. Dessa forma, tais pacientes excretam 
protoporfirinas e coproporfirinas pelas fezes, bem como ALA, PBG 
e coproporfirinas pela urina. A indução da ALA sintase hepática I 
por fatores precipitantes, como os barbitúricos, contraceptivos orais 
ou dieta de baixo teor de carboidratos, resulta especificamente em 
aumento dos níveis de ALA e PBG vistos durante os ataques agudos 
(Chemmanur, 2004). Manifestações cutâneas em forma de erosões ou 
bolhas após o trauma causado pela exposição da pele ao sol são obser- 
vadas mais frequentemente em indivíduos mais novos do que a PCT. 
O diagnóstico se dá por meio da quantificação dos metabólitos, histó- 
ria familiar e análise de DNA. Evitar os fatores desencadeadores ainda 
é a principal abordagem para o tratamento do paciente. 


Porfiria eritropoética congênita (PEC) 


A PEC se distingue das demais porfirias já discutidas, seja pelo tipo 
de herança (é um distúrbio recessivo), seja pelo grau de severidade. 
Logo após o nascimento, o paciente apresenta pigmentação vermelha 
na urina, anemia hemolítica e fotossensibilidade cutânea severa. Há 
uma eritrodontia marcante que pode ser útil como evidência notável 
caso o diagnóstico ainda não tenha sido estabelecido. A enzima defi- 
ciente é a uroporfirinogênio III sintase, enquanto a atividade de ALA 
sintase está aumentada. A urina do paciente contém coproporfirina I e 
uroporfirina I. O prognóstico da PEC é significativamente pior do que 
o das demais porfirias, e há muitos casos de óbito de pacientes jovens. 


Porfiria cutânea tardia (PCT) 


A PCT é a mais comum das porfirias nos Estados Unidos, e usual- 
mente é adquirida, em vez de herdada de forma dominante. A enzima 
deficiente é a uroporfirinogênio descarboxilase (UROD). Pesquisadores 
também postularam a presença de um inibidor de UROD, possi- 
velmente secundário ao ferro e a metabólitos do uroporfirinogênio. 
Notavelmente, pacientes com hemocromatose apresentam maior risco 
de desenvolver PCT adquirida (Chemmanur, 2004). Os pacientes com 
essa doença exibem achados cutâneos isolados, decorrentes de traumas 
leves nas áreas da pele expostas ao sol, e não uma simples fotossensibi- 
lidade. Os achados laboratoriais diagnósticos incluem o aumento dos 
níveis de uroporfirinas, com aumentos menores do conteúdo de copro- 
porfirinas na urina. É preciso evitar os fatores exacerbadores, como 
álcool, um indutor da ALA sintase hepática I, e estrógenos. Estratégias 
de monitoramento adicionais envolvem flebotomia, para redução da 
carga hepática de ferro; cloroquina, para complexação das porfirinas 
para excreção urinária; e uso de protetor solar (Chemmanur, 2004). 


Neutrófilos 


A célula progenitora comum de neutrófilos e monócitos (CFU- 
GM) sofre divisão e dá origem às células progenitoras de granulócitos 
(CFU-G) e de monócitos (CFU-M). As células CFU-G e CFU-M dão 
origem a mieloblastos e monoblastos, respectivamente, sob estimula- 
ção de fatores estimuladores de colônias de granulócitos e monócitos 
(ver Fig. 30.1). 


Morfologia dos precursores de neutrófilos 


O mieloblasto (Fig. 30.13) é uma célula cujo diâmetro mede cerca 
de 15 um e que apresenta uma proporção N/C moderadamente alta. 


Possui um grande núcleo, cuja forma varia de oval a quadrangular, com 
um padrão de cromatina muito fino e uniforme, membrana nuclear 


delicada e 2 a 5 nucléolos. O citoplasma é azul-claro transparente e não 
apresenta grânulos. O aparecimento de grânulos azurofílicos (primá- 
rios) com diâmetro aproximado de 0,5 um anuncia a forma mais inicial 
de pró-mielócito (Fig. 30.14), e indica que a célula se tornará um neu- 





Figura 30.13 Mieloblasto com elevada proporção N/C, cromatina fina, nucléolos 
visíveis e citoplasma basofílico (Wright-Giemsa, x 250). 





Figura 30.14 Pró-mielócito (centro) com grânulos azurofílicos no citoplasma. A 
cromatina ainda é fina. Um metamielócito e um neutrófilo segmentado também são 
observados (Wright-Giemsa, x 250). 





Figura 30.15 Mielócitos possuem grânulos secundários no citoplasma e apresentam 
cromatina nuclear condensada. Os grânulos primários persistentes vistos nos 
mielócitos iniciais (centro-direita) são perdidos conforme a célula amadurece. 

Um neutrófilo bastonete e um normoblasto ortocromático também podem ser 
observados (Wright-Giemsa, x 250). 
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trófilo. O estágio de pró-mielócito abrange todo o período de produção 
dos grânulos azurofílicos. O pró-mielócito é discretamente maior do 
que o mieloblasto. A cromatina nuclear começa a se condensar, e os 
nucléolos se tornam menos evidentes. O citoplasma é basofílico e pre- 
enchido cada vez mais com grânulos azurofílicos. O estágio de neutró- 
filo mielócito tem inicio com o aparecimento de grânulos específicos de 
neutrófilos (secundários), inicialmente apenas na região do complexo 
de Golgi. À medida que mais grânulos específicos se desenvolvem, vão 
se espalhando pelo citoplasma (Fig. 30.15). O número de grânulos azu- 
rofílicos (cuja produção terminou ao final da fase de pró-mielócito) 
vai diminuindo após sucessivas mitoses. O neutrófilo mielócito inicial, 
portanto, apresenta um padrão de cromatina nuclear fino e disperso, 
muitos grânulos azurofílicos e poucos grânulos específicos. Já o neu- 
trófilo mielócito tardio apresenta padrão de cromatina um pouco mais 
condensado, citoplasma consideravelmente preenchido por grânulos 
específicos e poucos grânulos azurofílicos. O estágio de mielócito é o 
último estágio em que ainda há capacidade de divisão celular. O está- 
gio seguinte, de neutrófilo metamielócito, é distinguido pela presença de 
um núcleo recortado com forma de rim, cuja cromatina é mais con- 
densada (Fig. 30.16). A partir desse estágio, as alterações ocorridas no 
citoplasma são insignificantes. No neutrófilo bastonete (forma de bas- 
tão), o núcleo apresenta cromatina mais condensada e formato mais 
uniforme e alongado (Fig. 30.17). Nessa fase, o núcleo é parcialmente 
contraído até que haja formação de um filamento fino (em termos de 
comprimento, em vez de largura) entre os dois lobos, quando a célula 
passa a ser classificada como neutrófilo segmentado (Fig. 30.18). 

Durante o desenvolvimento e maturação, os precursores neutrofi- 
licos expressam vários marcadores de superfície celular que podem 
ser utilizados para reconhecimento imunofenotípico. Mieloblastos 
expressam o marcador de CTH (CD34), bem como HLA-DR e marca- 
dores específicos da linhagem mieloide CD13, CD33, CD15 e CD117. 
Neutrófilos maturos expressam CD13, CD15, CD16 e CD11b, contu- 
do perdem o HLA-DR e o CD33. 

O neutrófilo humano maduro possui 2 vezes mais grânulos especifi- 
cos do que grânulos azurofílicos (Tab. 30.3). Os grânulos azurofílicos 
(formados no estágio de pró-mielócito) contêm enzimas lisossômi- 
cas (p. ex., hidrolases ácidas, ACP, B-glicuronidase), mieloperoxida- 
se, elastase, arilsulfatase e proteínas antibacterianas catiônicas, entre 
outras. Os grânulos específicos (formados no estágio de mielócito) 
contêm lisozima, lactoferrina, colagenase, ativador de plasminogê- 
nio, aminopeptidase e proteína ligadora de vitamina B,,, bem como 
outras proteínas e enzimas. Os grânulos terciários, cujo tamanho é 
semelhante ao dos grânulos específicos, contêm gelatinase. A ALP está 
localizada em um outro tipo de organela citoplasmática, cuja densida- 
de é menor do que a dos grânulos específicos. Tais organelas surgem 
pela primeira vez durante o estágio de mielócito tardio. 


Distribuição e cinética 


Para cada neutrófilo presente nos vasos sanguíneos, existem cerca de 





Figura 30.16 Metamielócitos apresentando endentação nuclear e aumento da 
agregação cromatínica (Wright-Giemsa, x 250). 





Figura 30.17 Neutrófilo bastonete com núcleos maduros apresentando cromatina 
agregada, porém sem segmentação (Wright-Giemsa, x 250). 





Figura 30.18 Neutrófilo segmentado com múltiplos lobos nucleares unidos por finos 
filamentos de cromatina (Wright-Giemsa, x 250). 


16 precursores na medula óssea. Desde o momento da diferenciação 
em mieloblasto até aproximadamente 5 divisões mitóticas (das quais 
3 ocorrem no estágio de mielócito), leva quase 14 dias para que a pro- 
gênie da célula atinja o sangue. Os últimos 6 a 7 dias são dedicados 


Tabela 30.3 Constituintes e funções dos neutrófilos 


Granulos azurofílicos (formados no estágio de pró-mielócito) 
Enzimas lisossômicas: hidrolases ácidas, ACP, B-glicuronidase 
Mieloperoxidase 

Elastase 

Arilsulfatase 

Proteínas catiônicas antibacterianas 

Grânulos específicos (formados no estágio de mielócito) 
Lisozima 

Lactoferrina 

Colagenase 

Ativador de plasminogênio 

Aminopeptidase 

Grânulos ferciários 

Gelatinase 

Organelas citoplasmáticas 

ALP 

Funções do neutrófilo 

Fagocitose 

Atividade bactericida 


à maturação e permanência no grupo de armazenamento. Ao atingir 
o sangue, o neutrófilo prontamente se desloca entre um conjunto de 
granulócitos circulantes (CGP), que é amostrado para as contagens 
de leucócitos, e um conjunto de granulócitos marginais (CGM). Este, 
embora não seja amostrado, encontra-se tanto ao longo das margens 
das paredes vasculares quanto sequestrado em leitos capilares. Em 
menos de 1 dia após ter chegado ao sangue, o neutrófilo emigra ale- 
atoriamente da circulação e entra nos tecidos. A partir daí, se não for 
utilizado em um exsudato inflamatório, o neutrófilo deixa o corpo 
dentro de alguns dias (via secreção brônquica, saliva, gastrintestinal e 
urinária) ou é destruído pelo sistema reticuloendotelial. 


Função 


Os neutrófilos são capazes de se mover em zigue-zague, porém 
movem-se em linha diante da presença de um fator quimiotático atra- 
ente (p. ex., uma bactéria recoberta com determinadas moléculas de 
complemento) a certa distância. Os neutrófilos expressam receptores de 
quimiocinas CXCRI e CXCR2, que são responsáveis por sua migração 
em resposta às quimiocinas. Também possuem receptores para a porção 
Fc da IgG, bem como para a molécula C3 do complemento, por meio 
dos quais se liga e fagocita partículas recobertas com ligante. A fagocito- 
se se dá pela formação de um vacúolo fagocítico, que contém a partícula 
ingerida. Acompanhando esse processo, há um aumento da atividade 
metabólica e da produção de energia. Os grânulos específicos, seguidos 
de perto pelos grânulos azurofílicos, despejam seu conteúdo no interior 
dos vacúolos fagocíticos em um processo conhecido como degranula- 
ção. A atividade bactericida nos vacúolos é mediada por H,O,, anion 
superóxido (O,-), mieloperoxidase e um íon haloide gerador de alogê- 
nio livre, ou por outro tipo de atividade enzimática. Outras substâncias 
também podem atuar como fatores quimiotáticos. O fragmento C5a é 
um fator quimiotático e também uma anafilatoxina que provoca con- 
tração da musculatura lisa. Substâncias liberadas por bactérias e pro- 
dutos do metabolismo do ácido araquidônico também atuam como 
fatores quimiotáticos para neutrófilos. Sendo assim, os neutrófilos são 
células importantes na defesa contra doenças infecciosas. Quando suas 
enzimas são ativadas e liberadas para o meio extracelular, os neutrófilos 
podem causar necrose, lesão e inflamação nos tecidos. 


Eosinófilos 


Os eosinófilos são produzidos na medula óssea. Estudos realizados 
em culturas in vitro demonstraram a existência de uma célula progeni- 
tora comprometida eosinofilica (CFU-Eo) na medula, a qual é distinta 
das células CFU-GM, CFU-G e CFU-M. Os linfócitos T produzem 3 
fatores de crescimento (GM-CSF, IL-3, IL-5) que influenciam o desen- 
volvimento dos eosinófilos. A IL-5 promove maturação terminal e ati- 
vação funcional e previne a apoptose dessas células. 


Morfologia dos precursores de eosinófilos 


É provável que a célula precursora do eosinófilo mais precocemente 
reconhecível — o eosinófilo mielócito — seja um mieloblasto distintivo. 
Entretanto, é indistinguível da célula que dá origem aos neutrófilos e 
monócitos, ou aos basófilos (Figs. 30.1 e 30.13). No eosinófilo mielócito 
inicial, os grânulos são grandes e captam corantes basofílicos. Conforme 
a célula amadurece, os grânulos têm cor verde-oliva e, por fim, adquirem 
a característica cor vermelha-alaranjada (Figs. 30.19 e 30.20). A matura- 
ção nuclear é semelhante à que ocorre no neutrófilo. Os eosinófilos são 
discretamente maiores do que os neutrófilos e apresentam menos lobos 
nucleares. Eosinófilos maduros expressam CD16 e CD32. 

Micrografias eletrônicas de eosinófilos mostram grânulos carac- 
terísticos que contêm um centro cristaloide denso em uma matriz 
menos densa. Os grânulos imaturos, que surgem na fase de mielócito, 
a princípio não possuem cristaloide e o desenvolvem no decorrer do 
processo de maturação. Existem dois tipos de grânulos maduros: o 
grânulo maior (com maior diâmetro de 0,5-1,5 um) com um cris- 
taloide denso, e um granulo menor (com diâmetro de 0,1—0,5 um) 
sem cristaloide. Os grânulos menores aparecem tardiamente durante 
a maturação, após o estágio de mielócito. 

Os grânulos eosinófilo-específicos (Tab. 30.4) contêm proteína básica 
principal (MBP, main basic protein) no centro cristaloide. Essa proteína 


é tóxica para parasitas e células, neutraliza a heparina e induz a liberação 579 


de histamina pelos basófilos. Os constituintes dos grânulos encontrados 
na matriz incluem hidrolases ácidas, peroxidase, fosfolipase e catepsina. 
Os grânulos específicos também contêm proteína catiônica do eosinófi- 





Figura 30.19 Eosinófilo mielócito com núcleo ovoide e grânulos eosinofílicos 
secundários no citoplasma. Também é possível observar um neutrófilo segmentado 
(Wright-Giemsa, x 250). 





Figura 30.20 Eosinófilo maduro com núcleo bilobado e grandes grânulos 
eosinofílicos no citoplasma (Wright-Giemsa, x 250). 


Tabela 30.4 Constituintes e funções dos eosinófilos 


Grânulos eosinófilo-específicos 
Grânulos maiores 
Proteína básica principal 
Hidrolases ácidas 
Peroxidase 
Fosfolipase 
Catepsina 
Proteína catiônica do eosinófilo 
Neurotoxina derivada do eosinofilo 
Proteína X do eosinófilo 
Grânulos menores 
Arilsulfatase 
Peroxidase 
ACP 
Funções do eosinófilo 
Atividade anti-helmíntica — proteína básica principal, proteína catiônica 
eosinofílica, peroxidase 
Fagocitose 
Resposta alérgica 
Inibição de reações inflamatórias 
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lo (ECP, eosinophil cationic protein), neurotoxina derivada do eosinófilo 
(EDN, eosinophil-derived neurotoxina) e proteína X do eosinófilo (EPX, 
eosinophil protein X). A ECP diminui o tempo de coagulação e altera a 
fibrinólise, além de inibir a proliferação de linfócitos e ser uma poten- 
te neurotoxina. EDN e EPX são neurotoxinas fortes (Gleich, 1986). 
Os grânulos menores contêm arilsulfatase. Ambos os tipos de grânu- 
los contêm peroxidase e ACP. A peroxidase do eosinófilo é diferente 
daquela encontrada em neutrófilos e monócitos. Do mesmo modo, os 
eosinófilos não possuem ALP nem muramidase. Os eosinófilos secre- 
tam IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, TNF-a e GM-CSF. O TNF-a parece causar 
fibrose na doenca de Hodgkin (Roberts, 1999). 


Distribuicao e cinética 


A cinética dos eosinófilos é parecida com a dos neutrófilos. São 
armazenados na medula óssea durante vários dias, depois de passarem 
por diversos estágios de maturação. A meia-vida no sangue é de apro- 
ximadamente 18 horas, antes de entrarem nos tecidos onde sobrevi- 
vem por no mínimo 6 dias. Nos tecidos, entretanto, os eosinófilos são 
ao menos 100 vezes mais numerosos do que o total de eosinófilos pre- 
sentes no sangue. Suas principais localizações são a pele, os pulmões e 
o trato Gl (1. e., barreiras epiteliais ao meio externo). 


Função 


Os eosinófilos atuam como fagócitos e modulam as respostas infla- 
matórias (Tab. 30.4). Deixam o sangue quando os níveis de hormô- 
nios corticosteroides suprarrenais aumentam. Proliferam em resposta a 
estímulos imunológicos, e essa resposta proliferativa é mediada por lin- 
fócitos T, monócitos e mastócitos, ao menos diante de certos antígenos. 
Os eosinófilos destroem helmintos por meio da produção de oxidantes 
potentes e da liberação de proteínas catiônicas. Participam de algumas 
condições inflamatórias, particularmente reações alérgicas, asma e cer- 
tas doenças miocárdicas (Gleich, 1986). Apesar de fagocitarem partí- 
culas estranhas e complexos antígeno-anticorpo, esta não é sua única 
atividade. Outra função importante dos eosinófilos consiste em inibir 
reações de hipersensibilidade e inflamatórias. Evidências apontam que 
os eosinófilos modulam as reações provocadas pela degranulação de 
mastócitos e basófilos teciduais. Os eosinófilos expressam receptor de 
quimiocina CCR3. Entre outros fatores quimiotáticos para eosinófilos, 
o fator quimiotático para eosinófilos da anafilaxia (ECF-A, eosinophil 
chemotatic fator of anaphylaxis) é encontrado em basófilos e mastócitos. 
Do mesmo modo, os eosinófilos contêm substâncias que inativam fato- 
res liberados por essas células, tais como histamina, substância de rea- 
ção lenta da anafilaxia (SRS-A, slow-reacting substance of anaphylaxis) e 
fator ativador de plaquetas (PAK, platelet-activating fator). 

Diante de uma reação inflamatória eosinofílica intensa ou prolon- 
gada, muitas vezes há formação de cristais de Charcot-Leyden. Esses 
cristais hexagonais bipiramidais são compostos de lisofosfolipase 
localizada no citoplasma dos eosinófilos (Jandl, 1996). 


Basófilos e mastócitos 


Não há evidências de desenvolvimento de basófilos em colônias in 
vitro com neutrófilos e monócitos ou eosinófilos. Os basófilos pare- 
cem se desenvolver a partir de uma célula progenitora comprometida 
à parte, derivada de uma CTH. 


Morfologia 


Os basófilos se desenvolvem a partir de uma célula semelhante a um 
mioblasto. O primeiro estágio reconhecível é o de basófilo mielócito, 
em que aparecem os grânulos específicos dos basófilos. Esses grânu- 
los (com diâmetro aproximado de 0,2-1 um) são maiores do que os 
grânulos azurofílicos do pró-mielócito e com frequência apresentam 
forma irregular. Conforme a célula amadurece, os grânulos se tornam 
mais metacromáticos (vermelho-púrpura) em razão do aumento 
do conteúdo de mucopolissacarídeos ácidos (heparina). Durante a 
maturação, o conteúdo de RNA citoplasmático diminui e o núcleo 
é parcialmente segmentado. Por causa dessa segmentação nuclear 
incompleta, estágios análogos aos do neutrófilo não são prontamente 
identificados. Os basófilos maduros apresentam núcleo com croma- 
tina condensada, ainda que “esfumaçada”, citoplasma de fundo não 





Figura 30.21 Basófilo maduro com grandes grânulos basofílicos vermelho-púrpura, 
que escondem parcialmente o núcleo (Wright-Giemsa, x 250). 


basofílico (RNA residual) (Fig. 30.21) e expressão de CD32. 

Em contraste, mastócitos teciduais são células integrantes do tecido 
conjuntivo, de origem mesenquimal, que contêm grânulos citoplasmáti- 
cos metacromáticos. Estão amplamente distribuídas pelo corpo, incluin- 
do medula óssea, timo e baço, embora normalmente estejam ausentes 
no sangue. Em esfregaços corados por Romanowsky (Fig. 30.22), usual- 
mente aparecem maiores do que os basófilos e apresentam baixa pro- 
porção N/C, bem como um núcleo reticular redondo ou oval que em 
geral é obscurecido pela presença de um grande número de grânulos 
vermelho-púrpura. Seus grânulos são menores, mais redondos e regu- 
lares, e menos solúveis do que os grânulos dos basófilos. Os grânulos 





Figura 30.22 Mastócito de medula óssea mostrando inúmeros grânulos uniformes de cor 
púrpura no citoplasma, escondendo parcialmente o núcleo (Wright-Giemsa, x 250). 


citoplasmáticos muitas vezes são fusiformes, em vez de arredondados. 
Distribuição e cinética 


Os basófilos apresentam uma expectativa de vida semelhante à dos 
eosinófilos. O tempo de maturação na medula é de aproximadamente 
7 dias. Os basófilos circulam pelo sangue e normalmente estão ausentes 
dos tecidos, ao contrário dos mastócitos, que passam até 9 a 18 meses no 
tecido conectivo (Jandl, 1996). GM-CSF, IL-3 e IL-5 influenciam a pro- 
dução de basófilos. Entretanto, a IL-3 é o principal fator de crescimento 
no desenvolvimento dos basófilos, enquanto o c-kit ligante aumenta o 
número e o estado de ativação dos mastócitos (Lyman, 1998). 


Função 


Com relação ao número de células circulantes, os basófilos respondem 
aos corticosteroides suprarrenais de modo semelhante aos eosinófilos. Os 


Tabela 30.5 Constituintes e funções dos basófilos 


Grânulos basófilo-específicos 
Histamina 

Heparina 

Peroxidase 

Fator quimiotático eosinofílico A 
Outros constituintes celulares 
Substância de reação lenta da anafilaxia 
Fator ativador de plaquetas 

Funções do basófilo 

Reações de hipersensibilidade imediata 
Algumas reações de hipersensibilidade tardia 


grânulos basofílicos contêm histamina, heparina e peroxidase (Tab. 30.5). 
Os basófilos sintetizam e armazenam histamina e ECF-A. No momento 
da estimulação, também sintetizam e liberam SRS-A e provavelmente 
PAF, mas não os estocam. Os basófilos não possuem enzimas hidrolíti- 
cas, como ALP e ACP, ao menos em quantidade demonstrável por cito- 
química. O glicogênio é abundante fora dos grânulos. Embora sejam 
ultraestruturalmente diferentes, os mastócitos apresentam características 
citoquímicas parecidas, exceto quanto à presença de enzimas proteolíti- 
cas e serotonina, ambas ausentes nos basófilos. Ambos os tipos celulares 
parecem atuar de modo semelhante nos tecidos. 

Aparentemente, os basófilos (assim como os mastócitos) estão 
envolvidos nas reações de hipersensibilidade imediata, como na asma 
alérgica. A IgE se liga prontamente à membrana dos basófilos e mas- 
tócitos. Quando um antígeno específico reage com a IgE ligada à mem- 
brana dessas células, ocorre degranulação com consequente liberação de 
mediadores da hipersensibilidade imediata (p. ex., histamina, SRS-A, 
PAF, heparina e ECF-A). Este último leva ao acúmulo de eosinófilos, os 
quais contêm substâncias que tendem a neutralizar tais mediadores. 
Os basófilos também estão envolvidos em reações de hipersensibili- 
dade tardia — “hipersensibilidade cutânea mediada por basófilos” —, 
como as alergias por contato, em que parecem exibir um tipo diferen- 
te de resposta de degranulação. 


Monócitos e macrófagos 


Monócitos e neutrófilos compartilham as mesmas células progeni- 
toras comprometidas — CFU-GM (ver Fig. 30.1). 


Morfologia 


Na medula normal, é morfologicamente impossível distinguir o 
“monoblasto” do mieloblasto. A célula mais precocemente reconhe- 
cível dessa série é o pró-monócito, cujo diâmetro de 15 a 20 um é um 
pouco maior do que o do mieloblasto. A proporção N/C é moderada, 
e o núcleo pode ser oval ou denteado, com um padrão de cromatina 
fina e uniforme ou discretamente estriada, com 2 a 5 nucléolos. O cito- 
plasma é basofílico, tem aspecto de vidro fosco e apresenta quantidade 
variável de grânulos azurofílicos finos (Fig. 30.23). O monócito, que 
está presente tanto no sangue quanto na medula, é apenas um pouco 
menor. Apresenta uma proporção N/C moderada a baixa e um núcleo 
lobulado com padrão de cromatina delicada, levemente condensada, 
de estrias finas. Os nucléolos são indistinguíveis ou estão obscureci- 
dos. O citoplasma é opaco, mais cinza do que azul, e contém grande 
quantidade de grânulos azurofilicos finos (Fig. 30.24). 

Macrófagos são os componentes teciduais do sistema monocítico, 
originados a partir de monócitos sanguíneos emigrantes. São maiores 
do que os monócitos e medem 15 a 80 um de diâmetro. Possuem mem- 
branas celulares irregulares, que muitas vezes apresentam brotamentos 
vesiculares e pseudópodos. A proporção N/C é alta nessas células, cujo 
núcleo é oblongo e/ou recortado. Embora os macrófagos estejam pre- 
sentes em virtualmente todos os tecidos do corpo, são encontrados em 
maiores números no intestino, fígado, medula óssea e baço. 

Nos pró-monócitos, monócitos e macrófagos, os grânulos (Tab. 
30.6) contêm hidrolase ácida, arilsulfatase, esterase inespecífica e pero- 


xidase. Esses grânulos podem ser de mais de um tipo. À medida que a 
célula amadurece, a atividade de peroxidase diminui e há aumento da 
atividade de ACP, arilsulfatase e esterase inespecífica. A atividade enzi- 
mática está presente em todo o retículo endoplasmático, na zona do 
complexo de Golgi, nas vesículas revestidas e nos vacúolos digestivos. 
Isso sugere que no macrófago as vesículas revestidas constituem uma 
forma secundária de lisossomos primários, que transportam as enzi- 
mas hidrolíticas desde o complexo de Golgi até os vacúolos digestivos. 

Além dessas enzimas, os monócitos e macrófagos possuem inú- 
meros receptores e antígenos de superfície. Essas células possuem 
moléculas de antígenos dos complexos gênicos de classes I (HLA-A, 
B, C) e II (HLA-DR, DP, DQ). O antígeno (molécula) da célula T 
CD4 está presente não só nas células T auxiliares, mas também em 





Figura 30.23 Pró-monócitos possuem cromatina fina, muitas vezes apresentando 
dobras visíveis e citoplasma basofílico que pode conter vacúolos (Wright-Giemsa, 
x 250). 





Figura 30.24 Monócito maduro com núcleo indentado, cromatina delicada, 
citoplasma basofílico e finos grânulos azurofílicos (Wright-Giemsa, x 250). 


Tabela 30.6 Constituintes e funções dos monócitos/macrófagos 


Grânulos e outros constituintes 

Hidrolase ácida 

Arilsulfatase 

Esterase inespecífica 

Peroxidase 

ACP 

Funções do monócito/macrófago 

Fagocitose — bactéria, debris celulares, células senescentes 
Processamento de antígeno 

Imunidade mediada por células — citotoxicidade celular dependente de anticorpo 
Síntese de moléculas bioativas 


261 


582 monócitos e macrófagos. Uma vez que a molécula de CD4 atua como 
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receptor para o virus da imunodeficiência humana de tipo 1 (HIV-1), 
esse vírus infecta monócitos e macrófagos além das células T auxilia- 
res. Monócitos e macrófagos expressam antígenos CD11 (CDilla, b, 
c), que são marcadores definidores das glicoproteínas de adesão de 
superfície. Os antígenos CD14, CD64 e CD68 também estão presentes 
nessas células. Essas moléculas de superfície são frequentemente utili- 
zadas para identificar a linhagem de células mononucleares na hema- 
tologia em casos de malignidade linfoide. 


Distribuição e cinética 


Depois de formados, os pró-monócitos respondem ao M-CSF e 
sofrem mais 2 a 3 divisões mitóticas em um período de aproximada- 
mente 50 a 60 horas, antes de serem liberados no sangue. Sob condi- 
ções de aumento da demanda, a duração do ciclo pode ser reduzida e 
células mais imaturas podem ser lançadas na circulação sanguínea. Os 
monócitos do sangue são distribuídos a um conjunto de monócitos 
circulantes e a outro conjunto de monócitos marginais, em uma pro- 
porção de 1:3,5. Tendo alcançado o sangue, os monócitos partem ao 
acaso, com uma meia-vida de 8,4 horas. Esse tempo de duração pode 
ser encurtado em casos de esplenomegalia ou infecção aguda, poden- 
do ser prolongado diante de uma monocitose. Depois de deixarem a 
circulação sanguínea, os monócitos permanecem como macrófagos 
nos tecidos durante vários meses (talvez até por mais tempo). 
Função 

O monócito se forma na medula, é transportado pelo sangue e migra 
pelos tecidos, onde se transforma em histiócito ou macrófago e passa 
a maior parte de sua expectativa de vida. Os monócitos do sangue e os 
macrófagos teciduais constituem um sistema fagocítico mononuclear 
(sistema reticuloendotelial). 

O sistema de fagócitos mononucleares exerce o importante papel 
de defender o corpo contra microrganismos, incluindo micobacté- 
rias, fungos, bactérias, protozoários e vírus (Tab. 30.6). As células são 
móveis e respondem a fatores quimiotáticos (componentes do com- 
plemento, bem como linfocinas e IFN-Y oriundo de linfócitos T ativa- 
dos). São imobilizadas pelo fator de inibição da migração produzido 
por linfócitos ativados. Engajam-se na fagocitose, que é um processo 
intensificado quando a partícula-alvo é recoberta com IgG ou com- 
plemento, para os quais o macrófago possui receptores de membrana. 
Após a fagocitose, matam os microrganismos ingeridos. 

Esses fagócitos mononucleares constituem parte integral tanto da 
imunidade humoral quanto da imunidade mediada por células. Eles 
manipulam ou processam antígenos, proporcionando o contato do 
antígeno (ou informação antigênica) com os linfócitos. Também 
respondem a várias linfocinas e monocinas, e atuam como células 
efetoras (p. ex., citotóxicas) na resposta imune mediada por células. 
Monócitos e macrófagos atuam na citotoxicidade celular dependen- 
te de anticorpos. Essas células conseguem eliminar uma variedade de 
células malignas (Weinberg, 2004), ao promoverem citostase e citóli- 
se. Uma parte da habilidade dos macrófagos de destruir células malig- 
nas pode ser atribuída à produção de peróxido de hidrogênio (H,0,), 
óxido nítrico (NO) e intermediários reativos do oxigênio. 

Os macrófagos removem e processam células senescentes e debris 
por meio da fagocitose e digestão: exemplificando, os núcleos dos eri- 
trócitos, leucócitos e megacariócitos são removidos pelos macrófagos 
na medula. Material particulado inalado é removido por macrófagos 
alveolares presentes nos pulmões. 

É possível “ativar” os macrófagos com fatores tanto específicos (p. 
ex., anticorpos citofílicos) quanto inespecíficos (p. ex., em resposta 
ao material fagocitado). A ativação resulta em ampliação da célula 
e intensificação do metabolismo, fagocitose, atividade microbicida, 
citotoxicidade, secreção de proteínas citolíticas (incluindo TNF-a) e 
assim por diante. 

Os macrófagos sintetizam e secretam um grande número de molé- 
culas biologicamente ativas, tais como enzimas, componentes do 
complemento, proteínas ligadoras, fatores de coagulação, citocinas e 
fatores de crescimento, fatores quimiotáticos, fatores de angiogênese 
e lipídeos bioativos. Esse sistema, portanto, exerce múltiplas funções 
que incluem defesa do hospedeiro, controle da hematopoese e policia- 


mento do ambiente por todo o corpo (Johnston, 1988). 


Megacariócitos 


As plaquetas se originam a partir dos megacariócitos poliploides, 
que são as maiores células hematopoéticas e representam menos de 
1% do total de células nucleadas da medula óssea. Os megacariócitos 
originam-se de CTHs multipotentes e, então, de uma célula progeni- 
tora comprometida — a CFU-Meg (ver Fig. 30.1). A proliferação do 
megacariócito é em grande parte regulada pela trombopoetina. Fatores 
de crescimento adicionais (ligante kit, IL-3, IL-6 e IL-11) sustentam 
o desenvolvimento megacariocítico em presença de trombopoetina 
(Kaushansky, 1995). Os níveis séricos de trombopoetina em geral são 
inversamente proporcionais à contagem plaquetária. Entretanto, esses 
níveis aumentam na doença hepática e em estados inflamatórios, pro- 
vavelmente em decorrência das repostas dos hepatócitos e das células 
estromais da medula (Kaushansky, 1995). 


Morfologia 


As células progenitoras comprometidas não são morfologicamente 
distinguíveis dos linfócitos. O desenvolvimento do megacariócito é 
caracterizado pela endomitose, ou seja, a divisão nuclear sem divisão 
citoplasmática concomitante, que resulta em ploidias variáveis de 2N 
a 64N. A maioria das ploidias é de 8N e 16N, com números menores 
de cada lado. Os lobos nucleares não apresentam correlação precisa 
com a ploidia. A cromatina nuclear se cora intensamente, sendo bas- 
tante dispersa no início e mais compacta e densa ao final. Os nucléolos 
permanecem pequenos em todos os estágios do desenvolvimento do 
megacariócito. 

O estágio mais precocemente identificado — o megacarioblasto — apre- 
senta lobos nucleares sobrepostos e pequena quantidade de citoplasma 
basofilico. No decorrer do processo de maturação, os lobos nucleares 
aumentam de tamanho e se espalham, e grânulos rosa-avermelhados 
passam a ser vistos primeiramente no centro da célula. No megacariócito 
maduro, o núcleo é mais compacto, a basofilia desaparece e os grânulos 
se juntam formando pequenos agregados (Fig. 30.25). 

A formação de plaquetas individuais é um processo complexo. Os 
megacariócitos desenvolvem membranas de superfície invaginadas 
(membranas de demarcação), que fornecem uma reserva de membra- 
na para formação de pró-plaquetas (Italiano, 2003). As pró-plaquetas 
são extensões de pseudópodos dos megacariócitos, que se destacam e 
afinam progressivamente. À ação microtubular é importante na for- 
mação das pró-plaquetas e também para trazer os grânulos e orga- 
nelas constituintes para dentro das pró-plaquetas. As plaquetas se 
formam nas extremidades das pró-plaquetas e são liberadas pela ação 
microtubular (Hartwig, 2003). 


Megacariócitos no sangue 


Megacariócitos inteiros ou fragmentos podem ocasionalmente ser 





Figura 30.25 Megacariócito com um grande núcleo lobulado e citoplasma granular 
abundante (Wright-Giemsa, x 250). 


encontrados em esfregaços de sangue normais. Estão presentes de 
forma consistente em esfregaços de creme leucocitário. Os fragmentos 
de megacariócitos em esfregaços de sangue podem ser tão pequenos 
quanto os linfócitos, sendo identificados pela cromatina intensamente 
corada (com uma separação cromatina-paracromatina mais definida 
do que a observada no núcleo de um linfócito) e por fragmentos de 
citoplasma de megacariócito que permanecem presos. São encontra- 
dos com mais frequência do que o normal em processos mieloftísicos, 
distúrbios mieloproliferativos ou após estresse ou lesão à medula. 

Megacariócitos anões ou micromegacariócitos (Fig. 30.26) mos- 
tram evidências de megacariopoiese anormal: citoplasma agranular 
com zonas hialoplásmicas ou pseudópodos. Associações com grandes 
plaquetas atípicas apresentam características citoplasmáticas simila- 
res. Esses megacariócitos anões anormais raramente são encontrados 
em qualquer condição, exceto em distúrbios mieloproliferativos ou 
mielodisplásicos. 


Distribuição e cinética 


No ser humano, o tempo de maturação dos megacariócitos na medu- 
la é de aproximadamente 5 dias. As plaquetas são liberadas dentro dos 
seios medulares por várias horas (Hartwig, 2003) e os núcleos dos 
megacariócitos são fagocitados pelos macrófagos. As plaquetas recém- 
-liberadas são maiores, metabolicamente mais ativas e mais efetivas em 
termos de hemostasia. Circulam em uma concentração média de 275 x 
10°/L, a qual se mantém estável. Cerca de 2/3 do total de plaquetas estão 
sempre na circulação, enquanto o restante permanece no baço. Em 
indivíduos sem baço, todas as plaquetas estão na circulação. Nas doen- 
ças caracterizadas pelo alargamento esplênico, 80 a 90% das plaquetas 
podem ser sequestradas pelo baço, com consequente diminuição da 
concentração de plaquetas circulantes (trombocitopenia). 

As plaquetas sobrevivem por 8 a 11 dias no sangue circulante. Algu- 
mas são destinadas à manutenção da integridade vascular e à vedação de 
pequenas lesões vasculares (perda aleatória), enquanto outras são remo- 
vidas pelo sistema fagocítico mononuclear ao se tornarem senescentes. 


Função 


As plaquetas normalmente exercem as seguintes funções: (1) man- 
têm a integridade dos vasos sanguíneos; e (2) formam rolhas hemos- 
táticas para deter perdas de sangue a partir de vasos lesados e, durante 
esse processo, promovem coagulação de fatores plasmáticos. 


Linfócitos 
Tecido linfoide primário 

Durante a vida fetal, precursores de linfócitos são originados na 

medula óssea e tornam-se comprometidos com uma linhagem inde- 
pendente de antígeno. A maturação e seleção das células T ocorrem 
primariamente no timo e, para as células B, na medula e órgãos linfoi- 
des periféricos (Denning, 1988; Bertoli, 1988). A população de células 
T é amplamente autorrenovável após a involução do timo. As células 
B têm apenas uma capacidade de autorrenovação limitada, dependen- 
do do recrutamento das células-tronco da medula para reposição de 
células B e plasmócitos programados que não possuem capacidade de 
autorrenovação (Jandl, 1996). Embora a maturação das células NK 
ainda seja pouco compreendida, dados indicam a existência de uma 
célula precursora comum T/NK (Spits, 1995). Se por um lado a dife- 
renciação da célula NK pode ocorrer no timo, é provável que a medula 
óssea seja o principal sítio de seu desenvolvimento. 
Desenvolvimento da célula B: medula óssea (Tab. 30.7). Um órgão 
distinto, denominado bursa de Fabricius, é encontrado nas aves e 
serve como sítio primário de desenvolvimento das células B. No ser 
humano, o fígado é o equivalente da bursa durante a oitava ou nona 
semana de gestação. Posteriormente, a medula óssea passa a desempe- 
nhar esse papel, depois que as CTHs povoam o órgão. Durante a vida 
adulta, a geração de células B se dá na medula óssea. 

A diferenciação das células B pode ser dividida de forma consistente 
em 2 estágios (Cooper, 1987). O estágio inicial da diferenciação da 
célula B envolve a geração de diversidade antígeno-independente, por 
meio do rearranjo dos genes codificadores das cadeias leve e pesada 





Figura 30.26 Megacariócito anão com núcleo bilobado e citoplasma granular 
escasso. Também há algumas plaquetas gigantes. Essas células estão mais 
frequentemente associadas a distúrbios mieloproliferativos e mielodisplásicos 
(Wright-Giemsa, x 250). 


Tabela 30.7 Marcadores de superfície celular críticos ao 
desenvolvimento do linfócito 


Nome da célula Marcadores CD 


CD19, TdT, CD79a, HLA-DR 

CD19, TdT, CD10, CD20, p citoplasmática 
CD19, CD20, Bcl-2, IgM de superficie 
CD19, CD20, CD10, Bcl-6 

CD19, CD20, CD21, CD22, CD24, CD38 


Célula B progenitora 
Célula pré-B 

Célula B madura naive 
Centroblastos 

Células B maduras (sangue 
periférico) 


Plasmócitos CD38, CD138, lg citoplasmática 


das imunoglobulinas. O segundo estágio é regulado pela deflagração 
do antígeno, interação com a célula T, macrófagos e vários fatores de 
crescimento (Fig. 30.27). Esse estágio ocorre predominantemente nos 
órgãos linfoides secundários. 

Uma célula progenitora dá origem à primeira célula B reconhe- 
cível tanto no homem quanto nos mamíferos. No ser humano, 
essa célula progenitora é a célula (progenitora) pró-B. Essa célula 
é caracterizada pela expressão do receptor CD19 e TdT, e não pos- 
sui nenhuma imunoglobulina citoplasmática ou ligada à superfície 
(Hagman, 1994). A diferenciação das células pró-B requer o rear- 
ranjo do gene das imunoglobulinas. A célula pré-B é caracterizada 
pela presença de cadeias pesadas u intracitoplasmáticas, e também 
não possui nenhuma imunoglobulina ligada à superficie (slg cu”). 
Contém ainda antígenos HLA-DR, CD19, CD79a e outros marcado- 
res de superfície. A diferenciação da célula pré-B é influenciada por 
proteínas humorais. 

Ao se tornar uma célula pré-B, a célula-tronco linfoide sofre rear- 
ranjo nos segmentos gênicos DJ e VDJ para formar um gene V fun- 
cional para a cadeia pesada p (Fig. 30.28). Um rearranjo produtivo do 
gene da cadeia pesada é, então, seguido de um rearranjo do segmento 
génico VJ da cadeia leve. O rearranjo que ocorre primeiro envolve o 
gene da cadeia leve x, localizado no cromossomo 2. Se os rearranjos 
x em ambos os loci forem improdutivos, ocorre rearranjo do gene da 
cadeia leve À, localizado no cromossomo 22. Os controles exercidos 
durante o desenvolvimento da célula pré-B permitem o surgimento 
de apenas um único gene produtivo VH e VL, limitando cada célula 
B a uma única estrutura de anticorpo (Bertoli, 1988). A combinação 
da cadeia pesada u e das cadeias leves K ou À permite à célula pré-B 
originar uma molécula de imunoglobulina intacta e expressar IgM 
de superfície. A mudança (switching) de isótipo (de IgM/IgD para 
IgG] etc.) e as constantes deleções do gene da cadeia pesada constante 
ocorrem nas células pré-B e nas células B mais diferenciadas. A trans- 
formação das células u em células yl ou «2 se dá pela formação de 
uma alça de DNA em que todos os genes de cadeia pesada constan- 
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Figura 30.27 A diferenciação das células pré-B em células B é independente de antígeno, enquanto a proliferação e a diferenciação terminal das células B são conduzidas 
pelo antígeno. As células-tronco hematopoéticas e as células estromais ajudam a originar as células pré-B. Estas proliferam (setas abertas denotam ciclagem celular), 
rearranjam os segmentos genéticos DJ e VD), e, em seguida, expressam cadeias u no citoplasma (cu*). Uma célula pré-B pequena em repouso (não mostrada), cujo gene VJk 
sofreu rearranjo, monta uma molécula completa de IgM,, se transforma em uma célula B imatura e deixa a medula óssea. A expressão de slgD marca a entrada da célula 

na fase de célula madura em repouso (ou Gp), característica da maioria das células B presentes no sangue e na zona do manto. A mudança para um isótipo alternativo 

(IgG, nesse caso) pode ocorrer antes ou depois do encontro com o antígeno. O antígeno estimula a célula B a se tornar maior (na fase G, do ciclo celular) e a apresentar 
antígeno processado e DR ao complexo antigeno-especifico TCR-T;. As células T auxiliares (Tp) secretam fatores de crescimento que se ligam ao receptor recém-expresso, 
intensificando ainda mais a proliferação (fases 5 e M) nos centros germinativos. A célula B ativada pode ser induzida a se diferenciar em plasmócitos que, então, secretam seu 
abundante conteúdo citoplasmático de IgG. Alternativamente, a célula B pode se transformar em célula B de memória, que apresenta uma refinada especificidade equilibrada 
para fornecer uma resposta imune anamnésica em seu próximo encontro com o antígeno. (De Bertoli LF, Burrows PD: Normal B-lineage cells: Their differentiation and 


identification. Clin Lab Med 1988; 8:15, com permissão.) 
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Figura 30.28 A geração de um gene de lg funcional requer rearranjo do DNA. Nas Figura 30.29 Estratégias alternativas para expressão de isótipos não IgM. A IgD pode 
células da linhagem germinativa e em células somáticas não linfoides, os segmentos ser coexpressa com a IgM por meio do processamento alternativo de um transcrito 
genéticos V, D e J estão amplamente separados no DNA do cromossomo 14. Uma primário de RNA de VDJ-Cu-Cé para produzir u de membrana (m), u secretória (s) e 
célula comprometida com a linhagem de células B primeiramente sofre rearranjo RNAs 8, À produção de isótipos IgG, IgA ou IgE envolve rearranjo do DNA. Durante 
D para J, seguida da justaposição dos segmentos D e J, e deleção das sequências a mudança de IgM para IgG, por exemplo, a recombinação intracromossômica entre 
de DNA interferentes. Esse processo é seguido de um rearranjo V para DJ, com regiões de switch (s) homólogas resulta nas deleções de C,, Cs e C,,, de modo que 
consequente geração de um éxon VD] completo. O transcrito primário de RNA é Cy passa a ser o primeiro gene C 3’ do éxon VD]. Portanto, a mesma região variável 
processado e dá origem a um mRNA (VD]) V continuo. (De Bertoli LF, Burrows PD: é expressa com uma região constante diferente. (De Bertoli LF, Burrows PD: Normal 
Normal B-lineage cells: Their differentiation and identification. Clin Lab Med 1988; B-lineage cells: Their differentiation and identification. Clin Lab Med 1988; 8:15, 


8:15, com permissão.) com permissão.) 


te interferentes são deletados (Fig. 30.29). A IgD pode ser coexpressa 
com a IgM por meio do processamento alternativo de RNA. 

As células pré-B dão origem a células B maduras naive que carac- 
teristicamente expressam imunoglobulina ligada à superfície. Essas 
células estão presentes nos folículos linfoides primários, nas zonas do 
manto folicular e na circulação. Além da IgD e da IgM, essas células 
muitas vezes expressam CDS e são positivas para Bcl-2. 

No segundo estágio de diferenciação, as células B naive interagem 
com o antígeno e sofrem transformação na presença de células T e 
macrófagos. Esse processo ocorre no centro germinativo. As células B se 
transformam em células blásticas (centroblastos) que expressam Bcl-6 
e CD10. A rápida divisão e expansão dos clones de células B representa 
uma tentativa de identificar as células cujas imunoglobulinas melhor se 
ajustam ao antígeno estimulador. A especificidade antigênica é ainda 
mais refinada pelo processo de mutação somática que ocorre nos genes 
da região variável. Os centroblastos dão origem aos centrócitos que, por 
sua vez, são células clivadas dos centros foliculares. Essas células expres- 
sam a imunoglobulina modificada (após a mutação somática). As célu- 
las com menor afinidade pelo antígeno são destruídas por apoptose (no 
centro germinativo, as células não expressam Bcl-2; portanto, são susce- 
tíveis à apoptose). Os centrócitos sobreviventes se diferenciam em plas- 
mócitos — que produzem imunoglobulinas circulantes — ou em células 
B de memória — que irão proporcionar uma rápida resposta humoral na 
próxima vez que encontrarem o mesmo antígeno. Células B de memó- 
ria são encontradas na zona marginal do folículo. 

O estado dos genes de imunoglobulinas, portanto, é um bom indi- 
cador do estágio de desenvolvimento das células B. A existência de 
rearranjo do gene da imunoglobulina identifica as células B primiti- 
vas. Mutações somáticas que resultam em sequências de região variável 
diferentes das sequências da linhagem germinativa identificam uma 
célula B que foi estimulada pelo antígeno. As células B do centro ger- 
minativo podem ser distinguidas das células B do centro pós-germi- 
nativo por meio da observação da diversidade intraclonal apresentada 
pelas primeiras, produzida por mutações somáticas em andamento. 

No sangue periférico, cerca de 6 a 15% das células B expressam IgM 
ligada à superfície (90% destas coexpressam IgD), 1 a 3% expressam IgG, 
e 0,5 a 2% expressam IgA. As células B maduras expressam receptores 
para porções Fc de isótipos de Ig, fragmentos C3b e C3d do complemen- 
to, interferon e IL-4, além de CD19, CD20, CD21, CD22, CD24 e CD38. 

Os plasmócitos se caracterizam pelo conteúdo abundante de imu- 

noglobulinas citoplasmáticas, refletindo o comprometimento da 
imunoglobulina da célula B ativada. Nesse estágio, a expressão dos 
receptores de Fc e C3, antígeno HLA-DR e imunoglobulina ligada a 
superfície é muito baixa, porém as células expressam CD38 e CD138. 
Assim, os linfócitos que possuem slg originam células comprometidas 
com a síntese de IgM, IgG e IgA. 
Desenvolvimento da célula T: timo (Tab. 30.8). O microambiente 
do timo é necessário à diferenciação das células T. O timo humano 
é dividido em 2 regiões — córtex e medula. O córtex está subdividido 
em córtex subcapsular e córtex interno, e é povoado predominante- 
mente por pequenos linfócitos e algumas células epiteliais dispersas. 
Um septo fibroso se estende a partir da cápsula até a região medular. 
Em sua maior parte, a medula é composta por células epiteliais com 
um pequeno componente de linfócitos. Na medula, existem pequenas 
ilhas de células epiteliais parcialmente hialinizadas denominadas cor- 
púsculos de Hassall. 

As células pró-T migram da medula óssea ou do fígado fetal em 
direção ao timo, onde são processadas em células T funcionalmente 
maduras, destinadas a seguirem para a circulação sanguínea e os tecidos 
linfoides secundários. As células T mais precoces encontradas no timo 
expressam CD2 e CD44 (Schattner, 2001). Subsequentemente, essas 
células expressam CD25 e CD3. Os genes codificadores do receptor da 
célula T (TCR) estão organizados de modo similar aos genes das imu- 
noglobulinas. Possuem regiões V, D, J e C, e sofrem rearranjo durante 
a maturação inicial das células T. Além das glicoproteínas heterodimé- 
ricas (0/P ou Yy/0), o complexo do TCR/CD3 também é constituído de 
subunidades adicionais, CD3-£, -É e -n (Blumberg, 1990). O TCR reco- 
nhece peptídeos estranhos apresentados em associação com moléculas 
do MHC próprio. Os TCRs das células CD4+ a/B reconhecem peptíde- 
os não próprios expostos na fenda das moléculas de classe II do MHC, 


enquanto os TCRs das células T CD8+ o/B reconhecem polipeptídeos 
não próprios ligados a moléculas de classe I (MacLennan, 1999). 

A maturação das células T é um processo complexo para o qual 
foram definidos ao menos 3 estágios, cada um com múltiplos subes- 
tágios (Paraskevas, 2004b). No primeiro estágio, as células pró-T 
migram tanto da medula óssea quanto do fígado fetal para o córtex 
do timo. No segundo estágio, as células pró-T migram primeiramente 
do córtex subcapsular para o córtex interno e, então, seguem para a 
medula tímica (Tab. 30.8). Durante essa fase, as células T com capaci- 
dade de reconhecer antígenos estranhos são retidas, enquanto as célu- 
las T que reconhecem autoantígenos são eliminadas. 

No início do desenvolvimento da célula T, os genes das cadeias y 
e B sofrem rearranjo simultaneamente, com o comprometimento do 
TCR dependendo da expressão da cadeia œ substituta e do desenvol- 
vimento de um pré-TCR (Haks, 1998; Kang, 2001). As células T o/B 
do timo primeiramente coexpressam CD4 e CD8, com subsequente 
modulação negativa de uma ou outra. Na medula tímica, as células 
pré-T perdem a capacidade de produzir TdT conforme vão sendo 
convertidas em células T maduras (terceiro estágio). Em seguida, pas- 
sam a circular no sangue e nos tecidos linfoides periféricos. 

A maioria das células T (periféricas) pós-tímicas expressam TCR 
o/B, enquanto uma pequena minoria expressa cadeias y/6. As células 
NK expressam apenas cadeias £ com CD3 citoplasmático. Existem pelo 
menos 3 tipos de células T maduras. As células T auxiliares possuem 
cadeias ot/ de TCR e expressam os marcadores celulares CD2, CD3, 
CD4, CD5 e CD7. As células T supressoras/citotóxicas possuem cadeias 
o/B de TCR e expressam marcadores celulares CD2, CD3, CD5, CD7 e 
CD8. As células T maduras com cadeias y/ô de TCR exibem CD2, CD3 
e CD7, não possuem CD4 nem CD8 e parecem atuar como uma outra 
população de células citotóxicas (Paraskevas, 2004b). 

O desenvolvimento antígeno-dependente das células T é contro- 
lado pela interação com as células epiteliais tímicas e os fibroblastos 
tímicos, bem como pela influência de citocinas, fatores de crescimen- 
to e hormônios tímicos. IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7 e KL são críticos 
ao crescimento e diferenciação dos linfócitos tímicos. Os hormônios 
tímicos produzidos pelas células epiteliais tímicas também induzem a 
função da célula T. 

Na área da zona T do sistema linfoide periférico, a via dependente 
de antígeno da célula T se dá pela ligação dos TCRs a peptídeos anti- 
gênicos associados a moléculas apropriadas de MHC I e II em macró- 
fagos ou células dendriticas interdigitantes (CDIs). Como resultado, 
há liberação de IL-1 pelos macrófagos ativados que, por sua vez, leva 


Tabela 30.8 Resumo da maturação da célula T 


Estágio Eventos de maturação 


celular 


Marcadores de superfície 


Célula pró-T Migração da medula CD2, CD44 
para o córtex tímico 
Migração do córtex tímico 
para a medula, eliminação 
de células T autorreativas, 
rearranjo do TCR o/B (para 
células T destinadas tanto 
ao subgrupo auxiliar 
quanto supressor) 


Células 
pré-T œB 


TdT, CD1, CD2, CD3, CD4, CDS, 
CD7, CD8 


Células TdT, CD1, CD2, CD3, CD7 


pré-T y/ô 


Migração do córtex tímico 
para a medula, eliminação 
de células T autorreativas, 
rearranjo do TCR yò 

(para células T destinadas 
ao subgrupo citotóxico) 
Perda da capacidade de 
produzir TdT, circulação no 
sangue periférico como 
células dos subgrupos 
auxiliar, supressor ou 
citotóxico 


Célula T 
madura 


T auxiliar: CD2, CD3, CD4, CDS, 
CD7 

T supressor: CD2, CD3, CDS, 
CD7, CD8 

T citotóxico: CD2, CD3, CD7 
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à formação de receptores de IL-2 nas células T e subsequente sínte- 
se e liberação de IL-2 por essas células T ativadas. Nesse processo de 
ativação, muitas outras citocinas (incluindo IL-4, IL-6, IL-10, TNF e 
IFN) são liberadas, e os receptores de citocinas apropriados são modu- 
lados positivamente. Tais eventos resultam na ativação e maturação 
das células T auxiliares, células T supressoras, células T citotóxicas e 
outras células imunorregulatórias. Esse processo de ativação não só 
aumenta o número de células T antígeno-específicas, como também 
altera o imunofenótipo e modifica a expressão de certas moléculas 
de adesão nas células T. Exemplificando, LFA-1 (um heterodímero 
formado a partir de CDlla e CD18) e VLA-4 (um heterodímero de 
CD29 e CD49d, CD44 e CD2) sofrem regulação positiva, enquanto 
a L-selectina (CD62L) é regulada negativamente (MacLennan, 1999). 
As alterações na expressão dos marcadores de adesão permitem que as 
células T circulem adequadamente pelo corpo. 

Célula natural killer (NK): medula óssea. Dados imunofenotípi- 
cos e funcionais sugerem que as células NK e as células T possuem 
uma relação próxima em termos de desenvolvimento. A expressão de 
proteínas CD3 foi detectada em células NK fetais humanas. Assim, 
é provável que as células NK e T tenham uma célula precursora em 
comum. Apesar de as células NK se desenvolverem no timo, sua dife- 
renciação dispensa o ambiente tímico. De fato, parece ser mais pro- 
vável que a medula óssea seja o principal sítio de diferenciação das 
células NK (Spits, 1995). As células NK fetais possuem CD3y, 6, € e 
CD28, enquanto as células NK adultas expressam CD2, CD3&, CD7, 
CD8a, CD16 e CD56. KL, IL-7 e IL-2 são críticas no desenvolvimento 
das células NK (Spits, 1995). As células NK proliferam na presença 
de IL-2, e sua atividade pode ser aumentada pela exposição ao IFN-Y. 
Essas células parecem ter como alvo células infectadas por vírus que 
são incapazes de sinalizar para as células T citotóxicas (usualmente, 
em decorrência da baixa expressão de moléculas de classe I do MHC). 
Como dispõem da porção Fc de IgG, as células NK participam da lise 
celular dependente de anticorpo (MacLennan, 1999). 


Tecido linfoide secundário 


Na fase tardia da vida fetal e na vida pós-natal, os linfócitos são pro- 
duzidos nos tecidos linfoides secundários: baço, linfonodos e intestino. 
Os linfócitos dos órgãos linfoides secundários constituem a progênie 
das células-tronco que foram influenciadas pelos órgãos linfoides pri- 
mários. Os órgãos linfoides secundários, assim, são compostos de uma 
mistura de células B e T. A linfopoiese que ocorre nos órgãos linfoides 
secundários depende apenas de estimulação antigênica. As células B e 
T tendem a se localizar em regiões anatomicamente distintas dos teci- 
dos linfoides, onde ocorre a proliferação. 


Função e fisiologia do linfócito 


As células T e sua progênie atuam na imunidade mediada por célu- 
las (celular), que abrange a hipersensibilidade tardia, rejeição a trans- 
plantes, reações enxerto versus hospedeiro, defesa contra organismos 
intracelulares (como o bacilo tuberculínico e a bactéria Brucella) e 
contra neoplasias. As células B e sua progênie efetuam a imunidade 
humoral, ou produção de anticorpos, seja como linfócito, seja após a 
transformação em plasmócito. 

A maioria dos linfócitos circulantes são células T, cuja expectativa de 
vida varia de meses a anos. As células B constituem a população mino- 
ritária (10-20% dos linfócitos), provavelmente têm menor expectati- 
va de vida medida em dias (com exceção das células B de memória) e 
se distinguem pela presença considerável de imunoglobulinas em sua 
membrana de superfície. 

Os linfócitos circulam no sangue e se fixam nos órgãos linfoides 
adequados. Durante o desenvolvimento fetal, os linfócitos migram 
do figado do feto para a medula óssea ou o timo. Mais tarde, as célu- 
las pró-T migram da medula óssea para o timo, enquanto as células 
B imaturas se fixam nos tecidos linfoides secundários. Após o pro- 
cessamento no timo, as células T virgens também se estabelecem em 
áreas específicas nos tecidos linfoides periféricos. A circulação dos 
linfócitos é regulada por múltiplas moléculas de adesão de superfície 
celular e por quimiocinas, incluindo integrinas, selectinas e selectina 
de leucócitos (L). A circulação e o homing (fixação nos tecidos) dos 
linfócitos são fenômenos bastante complexos, que envolvem múl- 


tiplas etapas, já revistos por vários pesquisadores (Springer, 1994; 
Paraskevas, 2004a). Todavia, nas vênulas pós-capilares do tecido 
linfoide, os linfócitos viajam pelo sangue, atravessam o endotélio 
e entram no tecido linfoide, onde podem permanecer ou percolar 
e retornar ao sangue através da linfa no ducto torácico. Linfócitos 
pequenos (Fig. 30.30) possuem pouco citoplasma e, nas microgra- 
fias eletrônicas, apresentam poucas organelas e relativamente pouco 
RNA. Após a estimulação antigênica, os linfócitos pequenos (células 
B ou T, dependendo da natureza do antígeno) intensificam a pro- 
dução de RNA e sofrem transformação blástica. Em esfregaços cora- 
dos por Romanowsky, esses blastos são vistos como células grandes 
(15-25 um), com citoplasma intensamente azul-escuro e um grande 
núcleo reticular com cromatina uniforme e nucléolos proeminentes. 
Essa célula é denominada linfócito reticular (linfoblasto não leucê- 
mico; “imunoblasto”). Quando os blastos derivam de células B, os 
novos linfócitos atuam na produção de anticorpos (células B, plas- 
mócitos). Por outro lado, quando os blastos derivam de células T, 
sua progênie atua na resposta imune celular. Esta última é mediada 
por diversos fatores solúveis produzidos pela célula T ativada, entre 
os quais a IL-2, que induz a proliferação das células T; IL-3, que é 
um fator estimulador de colônias multipotente; IL-4, que promove 
proliferação de células B; IL-5, que intensifica a proliferação de eosi- 
nófilos e de células B; IL-6, que promove diferenciação de células B; 
linfotoxina, que exerce efeito tóxico direto sobre as células; e fator 
inibidor da migração, que promove a aderência de macrófagos e os 
mantém no local. Linfócitos atípicos (Fig. 30.31) são vistos em certas 
infecções virais, como na mononucleose infecciosa. Essas células pos- 





Figura 30.30 Pequeno linfócito com elevada proporção N/C, cromatina condensada 
e citoplasma basofílico escasso (Wright-Giemsa, x 250). 





Figura 30.31 Linfócito atípico com núcleo grande, cromatina mais fina e abundante 
citoplasma basofílico projetando-se ao redor das hemácias adjacentes (Wright- 
Giemsa, x 250). 


suem núcleos grandes com cromatina fina e citoplasma mais abun- Plasmócitos apresentam um abundante citoplasma azul, mui- 
dante, que muitas vezes emite projeções curvas ao redor de hemácias tas vezes contendo vacúolos ou estrias claras, um núcleo redondo 
adjacentes. Linfócitos grandes granulares (Fig. 30.32) contêm grânu- excêntrico e uma zona (complexo de Golgi) clara e bem definida adja- 
los azurofílicos no citoplasma. Com frequência, representam células cente ao núcleo. O núcleo dos plasmócitos contém uma cromatina 


T citotóxicas ou células NK. 


intensamente agregada, bem distinta da paracromatina e com frequ- 





Figura 30.32 Grande linfócito granular com grânulos azurofílicos no citoplasma Figura 30.33 Plasmócitos com abundante citoplasma basofílico, núcleo excêntrico e 


(Wright-Giemsa, x 250). 


ência disposta em padrão radial ou em forma 
de roda (Fig. 30.33). 
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PONTOS-CHAVE 
e A anemia pode ser resultante de um defeito de 


produção da medula óssea ou do encurtamento da 


sobrevida do eritrócito. 


e À anemia hemolítica pode ser causada por fatores extrínsecos, 
usualmente adquiridos (p. ex., agentes químicos ou anticorpos), ou 
intrínsecos, usualmente herdados (p. ex., distúrbios da membrana do 
eritrócito, enzimas ou hemoglobinopatia). 


e Distúrbios de células-tronco (p. ex., anemia aplásica herdada 

ou adquirida) e a hemoglobintria paroxística noturna comumente 
afetam mais de uma linhagem celular. 

* Doenças não relacionadas à medula óssea (p. ex., distúrbios 
renais, endócrinos e inflamatórios) influenciam significativamente a 
medula óssea. 





e Para a avaliação inicial da anemia, deve-se realizar um 
hemograma completo, um esfregaço de sangue periférico e uma 
contagem de reticulócitos. 


Anemias 


A anemia é considerada presente quando a concentração de hemo- 
globina (Hb) ou o hematócrito (Ht) encontra-se abaixo do limite 
mínimo de 95% do intervalo de referência para a idade, sexo e locação 
geográfica (altitude) do indivíduo (Tab. 31.1). Isso significa que 2,5% 
dos indivíduos normais serão classificados como anêmicos. Por outro 
lado, um indivíduo cuja hemoglobina se encontra dentro dos interva- 
los de referência para sua idade e sexo, mas ainda significativamente 
abaixo de seus valores de referência, deve ser considerado anêmico. 

A anemia pode ser absoluta, quando existe uma diminuição da 
massa de eritrócitos, ou relativa, quando ela está associada a um maior 
volume plasmático. As causas de anemia absoluta estão classificadas 
em duas categorias fisiopatológicas principais: comprometimento 
da produção de eritrócitos e aumento da destruição de eritrócitos ou 
perda excessiva da capacidade da medula óssea de repor essas perdas. 
Vários autores incluíram a anemia pós-hemorrágica nesta última cate- 
goria (Hillman, 1996; Erslev, 2001b). A presença de anemia pode ser 
um sinal de um distúrbio subjacente cuja causa deve ser identificada, 
haja vista que sua correção pode ser muito importante para o indiví- 
duo. A anemia relativa pode ocorrer na gestação, macroglobulinemia 
e em astronautas no período pós-voo. 

A anemia também pode ser classificada pela morfologia dos eritrócitos 
como macrocítica, normocítica ou microcítica, uma abordagem que é 
útil no diagnóstico diferencial (ver discussão a seguir). Tanto a classifica- 
ção fisiopatológica quanto a morfológica devem ser conhecidas. Algumas 
anemias apresentam mais de um mecanismo patogênico e passam por 
mais de um estágio morfológico (p. ex., anemia por perda sanguínea). 


Referências bibliográficas 634 


Os sinais clínicos e sintomas são decorrentes da diminuição da libe- 
ração de oxigênio para os tecidos e, consequentemente, estão relacio- 
nados à diminuição da concentração de hemoglobina e do volume 
sanguíneo, e dependem da taxa dessas alterações. Fatores modificado- 
res são os ajustes compensatórios do débito cardíaco, a frequência res- 
piratória e a afinidade de oxigênio da hemoglobina. Quando a anemia 
se desenvolve lentamente em um paciente que não está gravemente 
doente, uma concentração de hemoglobina baixa (p. ex., 6 g/dL) pode 
ocorrer sem produzir qualquer desconforto ou sinais físicos enquanto 
o paciente permanecer em repouso. 

Em geral, o paciente anêmico se queixa de fadiga fácil e dispneia 
ao esforço e, frequentemente, de sensação de desmaio, vertigem, 
palpitação e cefaleia. Os achados físicos mais comuns são a palidez, 
pulso fino e rápido, hipotensão arterial, febre discreta, algum edema 
dependente e sopros sistólicos. Além desses sinais e sintomas gerais, 
determinados achados clínicos são característicos do tipo específico 
de anemia. 


Comprometimento da produção — 
Anemia ferropriva 


Metabolismo do ferro (Fairbanks, 2001b) 


O ferro é um componente essencial da hemoglobina, da mioglobina 
(nas células musculares) e de certas enzimas (na maioria das células do 
corpo). As principais “reservas” de ferro do corpo estão ilustradas na 
Figura 31.1. Dois terços ou mais do ferro total do corpo encontram-se 
nos normoblastos e eritrócitos. Cada milímetro de eritrócitos contém 
aproximadamente 1 mg de ferro. O estoque de ferro está presente nos 
macrófagos do sistema reticuloendotelial sob duas formas: ferritina e 
hemossiderina. A ferritina é um complexo hidrossolúvel de sal férrico 
e uma proteína, a apoferritina. A apoferritina possui um peso mole- 
cular de aproximadamente 450.000 Da e consiste em 24 subunidades 
com uma taxa variável de tipos H (pesada) e L (leve). A apoferritina 
forma uma concha em torno de um núcleo cristalino constituído pre- 
dominantemente por oxihidróxido férrico (FEOOH). Os genes para 
as subunidades H e L foram localizados nos cromossomos 11 e 19, 
respectivamente. A hemossiderina é hidrossolúvel e consiste, princi- 
palmente, em agregados de cristais de núcleo de oxi-hidróxido férri- 
co com uma carapaça proteica parcial ou completamente degradada. 
A degradação proteica usualmente ocorre nos lisossomos. A maior 
parte do ferro utilizado na síntese de hemoglobina é aquele recente- 
mente liberado da Hb degradada nos macrófagos e transportado para 
os normoblastos pela transferrina plasmática (uma B-globulina com 
peso molecular de 80.000 Da, gene localizado no cromossomo 3). 
Cada molécula de apotransferrina liga dois átomos de ferro férrico. 
Subsequentemente, a transferrina liga-se a receptores da transferrina 





un 
O 
T 
x 
Q 
æ 
lim 
es 
T 
3 
un 
pe 
2 
teem 
J 


590 





Tabela 31.1 Valores de referência abaixo dos quais a anemia é 
considerada existente ao nível do mar 


Idade (anos) Hb (g/dL) 
Ambos os sexos 
12 11 
3-5 11.2 
6-11 11,8 
Mulheres 
12-15 11,9 
16-69 12 
2/0 11,8 
Homens 
12-15 12,6 
16-19 13,6 
20-49 13,7 
50-69 13,3 
>70 12,4 


De Looker, 1997. 


METABOLISMO DO FERRO 





Degradação de Hb 20 mgídia 


20 mg/dia Síntese de Hb 
(células do SRE) 14 mg/dia 14 mg/dia (Normoblastos) 
Absorção Excreção 
_- ig 
0,9 mg/dia 0,9 mg/dia 
1,3 mg/dia 1,3 mg/dia 





“Enzimas, mioglobina 


160 mg 





Figura 31.1 Esquema do metabolismo de ferro. O valor superior em cada posição 
é a média para um homem de 80 kg; o valor inferior é para uma mulher de 65 kg. 
(Dados de Hillman & Finch, 1974). O ferro plasmático, enormemente ligado à 
transferrina, é central neste esquema. Ele circula completamente várias vezes por 
dia fornecendo ferro para a síntese do heme. Cada dia, aproximadamente 1/120 dos 
eritrócitos circulantes totais é destruído e o mesmo número de novos eritrócitos é 
liberado para o sangue. Essa proporção do ferro total dos eritrócitos e normoblastos 
entra no plasma a partir do local de degradação da Hb, os macrófagos do sistema 
reticuloendotelial (SRE), e viaja (ligado à transferrina) para os normoblastos 

na medula óssea. Grande parte da reserva de ferro também está localizada 

nos macrófagos do SRE. O ferro absorvido entra no poo! plasmático, ligado à 
transferrina. Grande parte do ferro excretado é oriundo da perda celular. 


(CD71) na membrana celular de precursores eritroides, reticulócitos e 
da maioria das células do corpo. O complexo transferrina-receptor de 
transferrina é rapidamente internalizado, o ferro é liberado e a apo- 
transferrina retorna para a circulação e liga mais ferro. 

Muito pouco ferro é perdido do corpo e isso ocorre principalmente 
por meio da perda de células no trato gastrintestinal (GI) e, em uma 
menor extensão, da pele e na urina. O ferro excretado pelas mulheres 
é, em média, maior que o excretado pelos homens por causa da perda 
sanguínea devida à menstruação. Cerca de 1 mg é perdido diariamente, 
enquanto a perda de ferro durante a menstruação é de aproximadamen- 
te 2 mg/dia. O balanço de ferro é mantido pelo controle da absorção. 
Nos Estados Unidos, o consumo dietético é em média de 15 mg/dia com 
uma absorção de 7% nos homens e de 11 mg/dia com uma absorção 
de 13% nas mulheres. A absorção pode ser aumentada na deficiência de 
ferro, mas somente cerca de 20% do ferro ingerido em dietas que contêm 
carne e menos em dietas vegetarianas (Hillman, 1996). A absorção ocor- 





re principalmente no intestino delgado, mais eficientemente no duode- 
no e na porção proximal do jejuno. O ferro do heme é absorvido mais 
eficientemente que o ferro inorgânico. A absorção de ferro é facilitada 
pelo ascorbato e o citrato e é inibida por fitatos e taninos. A produção 
ácida gástrica reduz o pH no duodeno e, consequentemente, aumenta a 
solubilidade e a captação do ferro férrico não heme. Embora o mecanis- 
mo de entrada do ferro nas células mucosas do trato gastrintestinal supe- 
rior continue sendo muito desconhecido, parece existir mais de uma via, 
incluindo um mecanismo independente de absorção do heme. Estudos 
recentes sugerem a presença de um canal de transporte de ferro deno- 
minado transportador de metal divalente (DMT, divalent metal trans- 
porter), o qual é regulado por proteínas reguladoras do ferro. O DMT-1 
regula o transporte de ferro da superfície intestinal para o interior da 
célula. Esse proceso é auxiliado pelo recentemente descoberto citocro- 
mo b duodenal, o qual reduz o ferro para a forma ferrosa. O transporte 
de ferro das células intestinais para o plasma envolve outro sistema de 
transporte, o qual inclui a ferroportina-1 e a hefaestina (Brissot, 2004). 
A ferroportina-l está localizada na membrana basolateral de enteróci- 
tos apicais e atua como uma proteína transportadora que libera ferro 
para o plasma. À hefaestina, assim denominada por causa do deus grego 
Hefaísto, que forjou o ferro, possui uma atividade de ferroxidase que 
contribui para o transporte de ferro, transformando o ferro na forma 
férrica para permitir sua captação pela apotransferrina circulante. À 
ceruloplasmina também possui atividade ferroxidase e está envolvida na 
liberação de ferro das células. Foi demonstrado que outro peptídeo anti- 
microbiano com 25 aminoácidos recentemente identificado, a hepcidi- 
na, tem um papel importante na homeostasia do ferro, possivelmente 
por meio de um efeito hormonal. A hepcidina parece controlar a absor- 
ção Gl de ferro e a liberação de ferro dos macrófagos. Foi demonstrado 
que a diminuição da expressão da hepcidina está associada ao aumento 
da absorção de ferro e à sua liberação dos macrófagos. A relação com 
o gene da hemocromatose (HFE) permanece obscura, embora estudos 
iniciais sugiram que a HFE controla a expressão da hepcidina (Brugnara, 
2003; Brissot, 2004). 

No plasma, a média do ferro total é de 110 ug/dL (19,7 umol/L). A 
grande maioria dele está ligada à transferrina, a qual apresenta uma 
capacidade de ligar 330 ug de ferro por decilitro (ou 59,1 umol/L) e, 
consequentemente, cerca de um terço é saturada. Uma quantidade 
muito pequena de ferro no plasma está na ferritina. A média de ferri- 
tina no plasma (ou soro) é de mais ou menos 100 ug/L nos homens e 
menor nas mulheres (aproximadamente 50 ug/L). 


Anemia ferropriva 


Quando a perda de ferro excede a ingestão durante um tempo sufi- 
cientemente longo para depletar as reservas de ferro do organismo, a 
quantidade de ferro disponível é insuficiente para a produção normal 
de hemoglobina. Quando bem desenvolvida, a deficiência de ferro é 
caracterizada por uma anemia microcítica hipocrômica. 

A deficiência de ferro ocorre somente quando há um aumento da 
necessidade de ferro (p. ex., durante o crescimento rápido na lactância 
e infância ou durante a gestação) ou quando uma perda excessiva de 
sangue reduz as reservas de ferro do organismo (p. ex., após hemorra- 
gias repetidas, menstruação excessiva ou gestações múltiplas). 

A deficiência de ferro é provavelmente a causa mais comum de ane- 
mia no planeta, afetando pelo menos um terço da população mundial 
(Fairbanks, 20011a). Crianças com idades entre 6 e 24 meses são par- 
ticularmente sensíveis. Ela é causada por uma insuficiência de ferro 
dietético para suprir as necessidades do crescimento rápido. Após os 
primeiros 4 a 6 meses de vida, as reservas de ferro presentes no nasci- 
mento se esgotam e o lactente depende do ferro dietético. Um lactente 
mantido com leite e carboidratos sem suplemento de alimentos que 
contêm ferro pode desenvolver uma anemia ferropriva, a “anemia do 
leite” da lactância. Em um recente estudo norte-americano, foi relata- 
da a anemia ferropriva em 3% das crianças com 1 a2 anos e em 2a 5% 
das meninas adolescentes e mulheres em idade fértil (Looker, 1997). 
A absorção defeituosa de ferro e a consequente anemia ferropriva 
ocorrem após gastrectomia total ou mesmo após gastrectomia sub- 
total. O tratamento prolongado de úlceras pépticas e de refluxo ácido 
por bloqueadores H, e bloqueadores da bomba de ácido pode causar 
absorção defeituosa de ferro. Exceto no caso do espru, outras causas 
de má absorção de ferro são extremamente raras. Como a deficiência 


de ferro aumenta a taxa de absorção de ferro e chumbo, a intoxicação 
plúmbica pode acompanhar a deficiência de ferro. 

Se um homem adulto não ingerir ou não absorver absolutamente o 
ferrro (o que é extremamente improvável), suas reservas orgânicas de 
ferro de 1.000 mg durariam 3 a 4 anos antes de ele começar a apresen- 
tar deficiência. Por essa razão, quase todos os casos de anemia ferro- 
priva em homens adultos são devidos à perda crônica de sangue. 

A sequência de eventos no desenvolvimento da anemia ferropri- 
va usualmente é a seguinte (Hillman, 1996): quando a perda san- 
guínea excede a absorção, ocorre um balanço negativo de ferro. O 
ferro é mobilizado das reservas, a reserva de ferro diminui, a ferriti- 
na plasmática diminui, a absorção de ferro aumenta e a capacidade 
de ligação de ferro do plasma (transferrina) também. Esse estágio é 
conhecido como depleção de ferro. Após o esgotamento das reservas 
de ferro, a concentração plasmática de ferro diminui, a saturação de 
transferrina cai abaixo de 15% e a porcentagem de sideroblastos dimi- 
nui na medula óssea. Como resultado da falta de ferro para a síntese 
de heme, a protoporfirina eritrocitária aumenta. Esses segundo está- 
gio é denominado eritropoiese por deficiência de ferro; a anemia pode 
ainda estar ausente. O terceiro estágio é a anemia ferropriva. Além das 
anormalidades acima, a anemia é detectável. Ela é inicialmente nor- 
mocrômica e normocítica e, gradualmente, torna-se microcítica e, 
finalmente, microcítica e hipocrômica. 

Características clínicas. Os achados clínicos podem ser devidos à causa 
subjacente da perda sanguínea em si, às manifestações gerais da anemia 
(ver discussão prévia) ou à deficiência de ferro. Aqueles que são prova- 
velmente atribuíveis à falta de ferro tissular incluem a parestesia (p. ex., 
hipoestesia e formigamento); atrofia do epitélio lingual com sensação 
de queimação ou dor; fissuras ou úlceras nos cantos da boca (estoma- 
tite angular); gastrite crônica, a qual leva à diminuição das secreções 
gástricas, mas com poucos sintomas; “pica”, que é o desejo de con- 
sumir substâncias incomuns como sujeira ou gelo; unhas côncavas 
ou em forma de colher (coiloníquia); e dificuldade de deglutição em 
razão de “membranas” de tecido ou estenoses parciais na junção entre 
o esôfago e a hipofaringe. Esses dois últimos achados são relativamente 
incomuns. A esplenomegalia pode ocorrer, mas ela é bem incomum. 
Características laboratoriais 

Sangue. Na anemia ferropriva inicial, a lâmina corada de sangue 
frequentemente revela eritrócitos normocrômicos e normocíticos 
(Hillman, 1996), Nos estágios finais, o quadro é de microcitose, ani- 
socitose, poiquilocitose (incluindo células elípticas e alongadas) e 
graus variados de hipocromia. A membrana plasmática das células 
com deficiência de ferro é anormalmente rígida, e esta anormalidade 
contribui para o desenvolvimento da poiquilocitose, particularmen- 
te eliptócitos alongados hipocrômicos (células lápis). A anisocitose 
pode ser identificada por meio de contadores celulares automatizados 
como um aumento da distribuição da largura dos eritrócitos (RDW, 
red cell distribution width). Entretanto, esse achado não é específico 
para a anemia ferropriva (Fairbanks, 2010a). Usualmente, os reticu- 
lócitos estão diminuídos em número absoluto, exceto após a terapia 
com ferro. O volume corpuscular médio (VCM) está baixo e a Hb e 
o Ht estão relativamente mais baixos que a contagem eritrocitária. A 
fragilidade osmótica pode estar diminuída porque os eritrócitos são 
mais finos que o normal (ver Figs. 29.10 e 31.2). 

A contagem leucocitária é normal ou discretamente reduzida. Pode 
ocorrer granulocitopenia e um pequeno número de neutrófilos hiper- 
segmentados. Alterações megaloblásticas na deficiência de ferro grave 
podem estar relacionadas à diminuição da atividade da enzima ribo- 
nucleotídeo redutase, a qual contém um átomo de ferro não heme 
essencial (Beck, 1991). No entanto, a detecção de neutrófilos hiperseg- 
mentados deve aumentar a suspeita de uma deficiência leve de folato, 
a qual pode se tornar mais franca após a terapia com ferro (Dallman, 
1993). As plaquetas podem estar aumentadas caso a falta de ferro seja 
devida à perda sanguínea ou à deficiência dietética, mas elas tendem a 
estar diminuídas na anemia grave. 

Medula óssea. A hiperplasia normoblástica ocorre precocemente, 
mas nos estágios finais o efeito limitador da deficiência grave de ferro 
limita a eritropoiese ao nivel basal. Os normoblastos são menores que 
o normal e apresentam uma quantidade deficiente de hemoglobina no 
citoplasma e uma forma irregular com margens desgastadas (Fig. 31.3). 
Bastonetes neutrofílicos gigantes ou metamielócitos, quando presentes, 


raramente são devidos à deficiência de ferro em si. Usualmente, eles 
indicam uma deficiência associada de cobalamina ou de folato (ver, a 
seguir, em “Anemia megaloblástica”). A coloração de ferro deve ser rea- 
lizada rotineiramente (Figs. 31.4 e 31.5). A reserva de ferro está ausen- 
te, exceto se essa substância sob alguma forma tiver sido administra- 
da recentemente. A proporção de normoblastos que são sideroblastos 
diminui (< 20%); essa proporção comumente é a mesma que o percen- 
tual de saturação de transferrina (TIBC, total iron-biding capacity) e é 
uma medida da liberação de ferro para os normoblastos. 

Ferro sérico. O intervalo de referência é 50 a 160 ug/dL (9-29 
umol/L) nos adultos. O nível é mais baixo na deficiência de ferro, mas 
também em infecções e na anemia de doenças crônicas. 

Capacidade de ligação ao ferro sérico. O intervalo de referência para 
os adultos é 250 a 400 ug/dL (45-72 umol/L). Na anemia ferropriva, 
a TIBC sérica aumenta. Ela está normal ou diminuída na anemia de 
doenças crônicas. Quando uma infecção crônica coexiste com uma 
perda sanguínea crônica, a TIBC pode não estar aumentada, embora 
o paciente apresente deficiência de ferro. 





Figura 31.2 Anemia ferropriva, pós-transfusão. As células são pálidas com maior 
palidez central, em forte contraste com as células normocrômicas transfundidas. 





Figura 31.3 Lâmina de medula óssea, anemia ferropriva. Os três normoblastos 
apresentam margem irregular e espaços claros irregulares, refletindo a falta de 
síntese de hemoglobina (i. e., maturação citoplasmática defeituosa). 





Figura 31.4 Lâmina de medula óssea, reação de azul da Prússia. Reserva de ferro 
depletada; não há coloração azul-esverdeada visível. Em uma escala de 0 a 5+, o 
ferro é normal de 1+ a 3+ para as mulheres e de 2+ a 3+ para os homens. 
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Distúrbios eritrocitários 
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Figura 31,5 Lâmina de medula óssea, reação de azul da Prússia. Em uma escala de 
O a 5+, a quantidade de reserva de ferro é considerada 5+, a qual é acentuadamente 
aumentada, 


Percentual de saturação da TIBC. A relação entre o ferro sérico e a 
TIBC é o percentual de saturação da TIBC. Normalmente, ele é de 20 
a 55%. Valores inferiores a 15% indicam uma eritropoiese com defi- 
ciência de ferro. 

Normalmente, ocorre uma variação diária acentuada do ferro sérico 
(de até 30%) com os valores mais altos pela manhã e os mais baixos 
no final do dia. Consequentemente, amostras de sangue coletadas pela 
manhã em jejum são preferidas para o diagnóstico de deficiência de 
ferro. A TIBC permanece relativamente constante no indivíduo nor- 
mal. A gestação e o uso de contraceptivos orais aumentam a TIBC. 

Comumente, o ferro sérico está mais elevado nos primeiros 90 dias 
de vida e, a seguir, ele diminui até um intervalo de referência um pouco 
mais baixo durante o segundo mês de vida, e o valor aumenta gradu- 
almente com a idade até atingir a faixa adulta aproximadamente em 
torno dos 15 anos (Ritchie, 2002b; Soldin, 2004). Por outro lado, a TIBC 
aumenta gradualmente com a idade até atingir valores que são compa- 
ráveis aos dos adultos na idade de 15 anos (Soldin, 2004). Similarmente, 
o percentual de saturação nas crianças é menor que o dos adultos e atin- 
ge o valor adulto em torno dos 15 a 18 anos (Ritchie, 2002b). 

Ferritina sérica. Nos adultos, os valores de referência são de 12 a 300 
ug/L, com valores mais altos nos homens que nas mulheres. Parece 
que a ferritina sérica está em equilíbrio com a ferritina tissular e é um 
bom reflexo da reserva de ferro em indivíduos normais e na maioria 
dos distúrbios. A equivalência de 1 ug/L de ferritina sérica com 8 a 10 
mg de reserva de ferro foi sugerida. Em pacientes com algumas doen- 
ças hepatocelulares, processos malignos e doenças inflamatórias, a 
ferritina sérica é uma estimativa desproporcionalmente alta de reserva 
de ferro porque ela é um reagente da fase aguda. Em tais distúrbios, 
a anemia ferropriva pode existir com uma concentração normal de 
ferritina sérica. Na presença de inflamação, indivíduos com um nível 
de ferritina sérica inferior a 50 a 60 ug/L provavelmente responderão à 
terapia com ferro (Fairbanks, 2001a). Um valor baixo (12 ug/L) indica 
uma baixa reserva de ferro. Não foram observados valores falsamente 
baixos imitando uma deficiência de ferro. 

Na infância, entre 6 meses e 15 anos, o intervalo de referência para 
a ferritina sérica é um pouco menor do que na primeira infância ou 
na fase adulta (Soldin, 2004). Nos homens, os níveis séricos de ferritina 
aumentam gradualmente entre 18 e 30 anos, enquanto isso não aconte- 
ce nas mulheres. No entanto, as mulheres na pós-menopausa têm um 
nível de ferritina muito maior do que aquelas na pré-menopausa, de 
modo comparável aos níveis observados nos homens (Van den Bosch, 
2001). Os níveis séricos de ferritina não apresentam variação diurna. 

Porfirinas eritrocitárias. Como o heme é formado pela inserção do 
ferro na protoporfirina IX, esta aumenta na eritropoiese com defi- 
ciência de ferro, seja por causa da deficiência de ferro ou da anemia 
de doenças crônicas. Ela também está aumentada na intoxicação por 
chumbo e em alguns casos de anemia sideroblástica, mas está normal 
na talassemia. Usualmente, o zinco liga-se à protoporfirina formando 
a zinco-protoporfirina (ZPP). Um micrométodo relativamente sim- 
ples de mensuração da ZPP no sangue total demonstrou ser útil na 
diferenciação da microcitose devida a uma deficiência de ferro daquela 
devida à B-talassemia minor (Labbé, 2004). O intervalo de referência 


era de 10 a 99 ug/dL de eritrócitos antes do desenvolvimento da ane- 
mia e pode ser um dos primeiros indicadores de deficiência de ferro 
(Labbé, 2004). 

Receptores séricos da transferrina. Receptores da transferrina (RTs) 
também existem em uma forma solúvel na circulação. Os RTs séricos 
(RTSs) são produzidos pela liberação de RTs da membrana durante 
a maturação eritrocitária. Os RTs variam com a taxa de eritropoiese. 
Pacientes com anemia aplásica apresentam níveis mais baixos que o 
normal de RTs, enquanto pacientes com anemia hemolítica autoimune 
apresentam valores mais altos. A anemia ferropriva está associada a um 
aumento do nivel sérico de RTs, provavelmente por causa do aumento 
da síntese de RTs pela membrana e da expressão secundária a priva- 
ção de ferro (Fairbanks, 2001a). Usualmente, os RTSs não aumentam 
na anemia das doenças crônicas, embora tenha sido observado que 
pacientes com artrite reumatoide apresentam aumento de RTSs na 
ausência de deficiência de ferro (Fairbanks, 2001a; Brugnara, 2003). 

Relação transferrina sérica/ferritina sérica. A relação transferrina/ 
ferritina foi sugerida como uma nova abordagem para se estimar as 
reservas totais de ferro do corpo. No entanto, a relação transferrina/ 
ferritina continua a apresentar um valor limitado em indivíduos com 
inflamação ou hepatopatias (Brugnara, 2003). 

Conteúdo de hemoglobina do reticulócito. Alguns analisadores 
hematológicos automatizados podem realizar um ensaio do conteúdo 
de hemoglobina nos reticulócitos (CHr; em pg/célula). Estudos ini- 
ciais sugerem que esse parâmetro pode ser melhor aplicado em crian- 
ças. Entretanto, são necessários estudos adicionais para que ele possa 
se tornar um parâmetro de rotina para avaliação da condição do ferro 
(Fairbanks, 2001a; Brugnara, 2003). 

Diagnóstico diferencial. A anemia devida à deficiência de ferro usual- 
mente deve ser diferenciada de outras anemias microcíticas hipocrô- 
micas. Elas incluem aos traços de talassemia, anemia de longa duração 
de doenças crônicas e anemias sideroblásticas (ver adiante análise des- 
sas condições). À reserva de ferro da medula óssea e a ferritina sérica 
diminuem na deficiência de ferro e estão normais em todas as outras 
condições. No traço de talassemia, a ZPP está normal, o ferro sérico 
está normal e a condição está presente em membros da família. No 
traço da B-talassemia, a HbA, e, algumas vezes, a HbF estão aumen- 
tadas. De fato, a HbA, está frequentemente diminuída na deficiência 
de ferro. Na anemia das doenças crônicas (infecção crônica, artrite 
reumatoide ou neoplasia), apesar do ferro sérico estar baixo como na 
deficiência de ferro, a TIBC está baixa ou normal. Nas anemias sidero- 
blásticas, as quais incluem a intoxicação crônica por chumbo, o ferro 
sérico e a porcentagem de saturação da TIBC estão aumentados, e 
sideroblastos “em anel” estão presentes na medula óssea. 

Supervisão. O primeiro princípio da terapia é que a causa subjacente seja 
identificada e corrigida. Ferro ferroso é administrado pela via oral (apro- 
ximadamente 200 mg/dia) em três doses entre as refeições. Isso fornece- 
rá 40 a 60 mg de ferro absorvido por dia, o qual, com o ferro produzido 
pelo turnover de eritrócitos senescentes, será suficiente para aumentar 
duas a três vezes a produção normal (Hillman, 1996). A contagem de 
reticulócitos atingirá um máximo em 5 a 10 dias e, a seguir, diminuirá 
gradualmente em direção à normal. A monitoração da hemoglobina é 
melhor. A Hb deve aumentar 0,1 a 0,2 g/dL/dia após o quinto dia e pelo 
menos 2 g/dL para cada uma das 3 semanas subsequentes. Após a hemo- 
globina ter retornado ao normal, a terapia com ferro deverá ser mantida 
por pelo menos 2 meses para repor a reserva de ferro. 


Comprometimento da produção — 
Anemia megaloblástica 


Macrocitose com medula óssea normoblástica 

Anemias macrocíticas que não são megaloblásticas podem ser devi- 
das à liberação precoce de eritrócitos da medula óssea, o chamado 
desvio de reticulócitos. Isso pode ocorrer em virtude de uma perda 
sanguínea aguda, infiltração da medula óssea e alto nível de eritropoe- 
tina associado a doenças com falência da medula óssea (p. ex., anemia 
aplásica, anemia refratária e anemia de Diamond-Blackfan). A macro- 
citose não megaloblástica também é observada no hipotireoidismo, 
em indivíduos que ingerem quantidades excessivas de álcool e em 
hepatopatias (Hillman, 1996). 


Anemia megaloblástica 

Sangue. Anemias macrocíticas associadas à megaloblastose diferem 
da anemia macrocítica não megaloblástica pela presença de macro- 
-ovalócitos e neutrófilos hipersegmentados no sangue (Figs. 29.11, 
31.6 e 29.15). A pancitopenia é a regra. A anemia é macrocitica com 
um VCM elevado e é caracterizada por macro-ovalócitos e, frequen- 
temente, um grau extremo de anisocitose e poiquilocitose. Micrócitos 
e dacriócitos são comuns. Pode-se observar a presença de ponte- 
ado basofílico, corpúsculos de Howell-Jolly, eritrócitos nucleados 
com cariorrexe e mesmo megaloblastos. A leucopenia está presente. 
Granulócitos apresentam um maior número de lobos, presumivel- 
mente devido à maturação nuclear anormal. Cinco lobos em mais de 
5% dos neutrófilos significa hipersegmentação (Herbert, 1985), assim 
como neutrófilos com seis ou mais lobos. A trombocitopenia é comu- 
mente observada e, em raras ocasiões, é suficientemente grave para 
ser responsável por sangramento. Vale a pena notar que alterações 
morfológicas significativas podem ocorrer no sangue na ausência de 
anemia e também que sintomas neurológicos podem estar presentes 
na ausência de anemia. 

Medula óssea. A anemia megaloblástica é caracterizada pelo aumen- 
to de todas as células do corpo que proliferam rapidamente, incluindo 
células da medula óssea. A principal anormalidade é a diminuição da 
capacidade de síntese do ácido desoxirribonucleico (DNA). As células 
apresentam uma fase de repouso intermitótico prolongada e um blo- 
queio precoce da mitose. O número de figuras mitóticas aumenta, A 
síntese de ácido ribonucleico (RNA) é menos afetada que a de DNA. 
Por essa razão, a maturação e o crescimento citoplasmáticos conti- 
nuam sendo responsáveis pelo aumento do tamanho das células. A 
cromatina delicada e a paracromatina proeminente resultam em um 
padrão de cromatina distintamente mais “aberto” que o observado nos 
precursores eritroides (Figs. 29.28 e 31.6). Os núcleos sofrem carior- 
rexe prontamente, e múltiplos corpúsculos de Howell-Jolly podem 
estar presentes. Geralmente, existem mais células análogas ao pró- 
normoblasto e ao normoblasto basófilo (i. e., o pró-megaloblasto e o 
megaloblasto basófilo) que o observado na eritropoiese normal. Isso 
algumas vezes tem sido denominado “parada da maturação” ou assin- 
cronia núcleocitoplasmática. Megaloblastos policromáticos gigantes 
são particularmente distintivos. As mesmas características gerais são 
observadas em outras linhagens celulares. Nas séries granulocíticas, as 
células são maiores, com maturação nuclear retardada e grande massa 
citoplasmática. Frequentemente, os grânulos específicos são distinta- 
mente maiores. O padrão da cromatina é menos condensado (mais 
“aberto”) e, como resultado, o núcleo é mal corado. Configurações 
nucleares anormalmente contorcidas são comuns. Os megacariócitos 
também são grandes e apresentam lobos nucleares separados ou frag- 
mentos nucleares. 

A medula óssea é hiperplásica (Fig. 31.7). A gordura é substituída e 
a medula óssea estende-se nos ossos longos. O número de precursores 
eritroides (megaloblastos) aumenta e a relação mieloide/eritroide dimi- 
nui. Quando o processo megaloblástico é incompletamente desenvol- 
vido ou quando o paciente foi tratado inadequadamente, os achados 
podem ser apenas parciais. Pelo fato de persistirem por mais tempo, as 
alterações granulocíticas são particularmente úteis na avaliação da ane- 
mia megaloblástica recentemente tratada. Os achados da medula óssea 
são decorrentes dos efeitos da diminuição da síntese de ácido nucleico, 
causando megaloblastose e estresse hipóxico, dando origem ao aumen- 
to do número de células eritroides. Quando o paciente recebe transfu- 
são de concentrado de eritrócitos, o número de precursores eritroides 
diminui, mas as anormalidades citológicas persistem. 

Cinética eritrocitária. Nas anemias megaloblásticas, a massa de teci- 
do eritroide aumenta, o turnover do ferro no plasma é rápido, e a taxa 
de urobilinogênio urinário e fecal aumenta. Essas mensurações indi- 
cam um aumento da eritropoiese total que pode atingir até três vezes 
o valor normal. A diminuição da taxa de aparecimento de ferro na Hb 
nos eritrócitos circulantes e a reticulocitopenia indicam uma eritro- 
poiese ineficaz. Além do aumento da destruição de precursores eritroi- 
des efetivos na medula óssea, a sobrevida dos eritrócitos circulantes é 
curta, indicando hemólise. A bilirrubina indireta sérica aumenta, assim 
como o ferro sérico e a produção endógena de monóxido de carbono; 
a desidrogenase lática sérica geralmente está muito elevada. A murami- 
dase sérica pode aumentar, indicando uma granulocitopoiese ineficaz. 





Figura 31.6 Lâmina de sangue, anemia megaloblástica. Macrocitose e um 
megaloblasto circulante com núcleo binucleado anormal e cromatina aberta. 





Figura 31.7 Medula óssea hipercelular na anemia megaloblástica. A celularidade é 
superior a 95%. 


A anemia megaloblástica é quase sempre devida à deficiência de 
cobalamina ou de ácido fólico. Os achados descritos são similares 
para ambas as situações. 


Metabolismo da cobalamina (vitamina B,,) 

A vitamina B,, (cianocobalamina) possui um peso molecular de 
1.355 Da. As duas partes principais da molécula são (1) um “grupo 
planar” (o núcleo corrine), uma estrutura em anel que circunda um 
átomo de cobalto; e (2) um grupo “nucleotídeo”, o qual consiste na 
base 5,6-dimetilbenzimidazol e uma ribose fosforilada esterificada 
com 1l-amino, 2-propanol. Um grupo cianeto liga-se do modo coorde- 
nado com o cobalto trivalente. Resultam diferentes formas de vitamina 
B, por causa da substituição do cianeto por grupos hidróxi, adenosil 
ou metil. Genericamente, elas são denominadas cobalaminas. 

A cobalamina é a única vitamina exclusivamente sintetizada por 
microrganismos. Ela é encontrada em praticamente todos os tecidos 
animais. Ela é armazenada principalmente no fígado sob a forma de 
adenosilcobalamina. O fígado humano contém aproximadamente 1 
ug/g de tecido. A cobalamina é inicialmente conectada a ligadores R 
(proteínas ligadoras da cobalamina com mobilidade eletroforética 
Rápida) presentes na saliva e nos alimentos, liberada pela digestão da 
tripsina e, a seguir, ligada por outros ligadores R no pH ácido do estô- 
mago. Ao entrar no duodeno, a cobalamina é liberada por enzimas 
pancreáticas para finalmente se ligar ao fator intrínseco (FI) gástrico, 
uma glicoproteína com peso molecular de 44 kDa produzida nas célu- 
las parietais do estômago. O gene do FI está localizado no cromos- 
somo 11. A seguir, esse complexo cobalamina-FI, muito resistente 
à digestão, adere a sítios receptores específicos nas células epiteliais 
do íleo. Nesses sítios, a cobalamina é absorvida. Um estudo recente 
indica que o receptor do complexo cobalamina-FI é uma combinação 
de duas proteínas: uma chamada cubilina (460 kDa) e outra deno- 
minada amnionless (45 a 50 kDa). Ambas as proteínas também estão 
presentes nos túbulos renais. A mutação de um dos dois genes pode 
produzir anemia megaloblástica com proteinúria, também conhecida 
como síndrome de Imerslund-Grasbeck (Fyfe, 2004). A concentração 
do receptor no íleo aumenta progressivamente até atingir seu máximo 
próximo do íleo terminal. O complexo cobalamina-FI é levado para o 
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594 interior da célula, no qual a cobalamina é liberada e o FI é destruído. 


O receptor é reciclado para a superficie da célula (Babior, 2001a). 

A cobalamina é transportada no plasma como metilcobalamina, 
ligada a um grupo de proteínas chamadas de transcobalamina II (TC 
II) e haptocorrinas (denominadas variadamente: TC I, TC III, ligador 
R, cobalofilina [ver abaixo]). Da cobalamina recém-absorvida, 90% 
ligam-se a TC II, a qual atua como a principal proteina transportadora, 
liberando rapidamente a vitamina ao fígado, as células hematopoéticas 
e às outras células que estão se dividindo. Parte da cobalamina liga-se 
às haptocorrinas, o que impede sua saída do plasma; essa cobalamina é 
um reservatório passivo no equilíbrio com reservas orgânicas do fígado, 
mas não é captada por outras células do corpo. Os valores de referên- 
cia para a cobalamina plasmática dependem do método de ensaio, mas, 
comumente, eles são de 200 a 900 ng/L (150-670 pmol/L). Um terço 
dos sítios de ligação nas transcobalaminas normalmente está ocupa- 
do: 70 a 90% da cobalamina plasmática estão ligados às haptocorrinas, 
principalmente à TC I. Ela é muito lentamente eliminada do plasma. 
O restante está ligado à TC II, a qual permanece apenas cerca de 5% 
saturada. Grande parte da cobalamina recém-absorvida ligada à TC II é 
removida do plasma durante as horas iniciais, mas uma pequena fração 
permanece ligada por várias semanas. 

A importância relativa das transcobalaminas é ilustrada pelos efei- 
tos clínicos da deficiência congênita. A falta de TC II ocasiona anemia 
megaloblástica grave na lactância. No entanto, o nível sérico de coba- 
lamina é normal. A falta de TC I não é acompanhada por anemia ou 
megaloblastose. No entanto, o nível sérico de cobalamina está dimi- 
nuído (Babior, 2001b). 

As TC I e Il são proteínas do tipo R. A TC III é provavelmente uma 
isoproteína da TC I, a qual é insaturada de cobalamina e, consequen- 
temente, menos carregada. Grande parte da TC III sérica é liberada 
dos granulócitos durante a coagulação sanguínea in vitro. Parece que a 
TC III não liga quantidades importantes de cobalamina plasmática em 
condições normais. As haptocorrinas (TC I e III) podem ser oriundas 
dos granulócitos, glândulas salivares e fígado, assim como de outros 
tecidos. A elevação de TC I e TC III é responsável pelo aumento das 
proteínas ligadoras de cobalamina totais em doenças mieloprolife- 
rativas. A TC II também é sintetizada por uma variedade de células, 
incluindo células renais, enterócitos e hepatócitos. A TC II atua como 
um reagente da fase aguda, e seu nível aumenta em condições inflama- 
tórias e infecciosas (Carmel, 1999). 

A necessidade diária de cobalamina está na faixa de 2 a 5 ug/dia. 
As reservas do corpo de 2 a 5 mg dura por vários anos se a ingestão 
for suspensa, como no caso de realização de uma gastrectomia total 
(Beck, 1991). 


Deficiência de cobalamina 

Embora a prevalência real da deficiência de cobalamina na população 
geral seja desconhecida, ela aumenta com a idade. Aproximadamente 
15% dos adultos com mais de 65 anos apresentam achados laborato- 
riais de deficiência de vitamina B,,. O uso disseminado de inibidores 
da bomba de próton para controlar a secreção gástrica vem se tornando 
um fator contribuinte (Oh, 2003). A deficiência de cobalamina é produ- 
zida por qualquer dos vários mecanismos que nem sempre são exclu- 
dentes entre si e envolvem a ingestão inadequada e a absorção reduzida. 


Ingestão inadequada 

Uma deficiência dietética é uma causa extremamente rara de ane- 
mia megaloblástica nos Estados Unidos e é observada apenas em indi- 
víduos que se abstêm completamente de alimentos de origem animal, 
incluindo leite e ovos. Sabidamente, somente os vegetarianos estritos 
desenvolvem essa forma de deficiência de cobalamina. 


Produção defeituosa de fator intrínseco 
Essa é a causa mais comum de deficiência de cobalamina. 


Anemia perniciosa 

À anemia perniciosa é uma deficiência nutricional “condicionada” 
de cobalamina causada por uma falha da mucosa gástrica em secre- 
tar fator intrínseco. Essa anormalidade é geneticamente determinada, 
mas em geral se manifesta apenas tardiamente. Menos de 10% dos 
casos ocorrem antes dos 40 anos. Pesquisas modernas indicam que a 


anemia perniciosa é tão comum em indivíduos da raça negra quanto 
em indivíduos caucasianos (Carmel, 1999). 

Características clínicas. O distúrbio é igualmente comum em 
homens e em mulheres. Os sintomas de anemia e a combinação de 
palidez cutânea e icterícia que confere uma aparência amarelada à 
pele são frequentemente presentes. A língua pode ficar dolorida, lisa 
e pálida (glossite atrófica) ou vermelha e edemaciada (glossite aguda). 
Sintomas gastrintestinais podem ser proeminentes e incluem dor 
abdominal episódica, constipação e diarreia. A degeneração difusa 
e irregular da substância branca do sistema nervoso central (SNC) 
envolve caracteristicamente as colunas posterior e lateral da medula 
espinal (degeneração combinada subaguda) e, algumas vezes, outros 
locais. A sensação simétrica de “picada” nas extremidades distais, 
hipoestesia e formigamento, perda de sensibilidade de posição (difi- 
culdade de equilíbrio e de marcha) e perda da sensibilidade vibratória 
(talvez o sinal mais constante) são indicativos de neuropatia periféri- 
ca e lesões da coluna posterior. O envolvimento da coluna lateral dá 
origem à fraqueza, espasticidade e aumento dos reflexos tendinosos 
profundos. Algumas vezes, o encéfalo pode ser afetado e o paciente 
apresenta irritabilidade, instabilidade emocional ou alteração da per- 
sonalidade. Distúrbios neuropsiquiátricos podem estar associados à 
deficiência de cobalamina, mesmo sem manifestações hematológicas 
concomitantes (Lindenbaum, 1988). O mecanismo dos defeitos do 
SNC na deficiência de cobalamina pode estar relacionado ao metabo- 
lismo defeituoso do grupo metil (Babior, 2001b). 

Achados gástricos. A gastrite atrófica em grau variado é observada 
na maioria dos adultos com anemia perniciosa e atrofia gástrica que 
envolve todas as camadas da parede restante. O Fl e o ácido clorídrico 
(HCl) são secretados pelas células parietais gástricas no ser humano. 
Na anemia perniciosa do adulto, a secreção de FI está ausente e quase 
sempre existe aquilia e acloridria refratárias à histamina — uma dimi- 
nuição do volume do suco gástrico e ausência de secreção de HCl. 
Anormalidades imunológicas. Autoanticorpos foram observados na 
maioria dos adultos com anemia perniciosa (Babior, 2001b). Anticorpos 
anticélula parietal reagem com células parietais gástricas e estão presen- 
tes em mais de 90% dos pacientes. Esses anticorpos anticélula parietal 
também estão presentes em pacientes com gastrite crônica, como a 
associada à deficiência de ferro, e em alguns pacientes com tireoidite e 
mixedema. Eles também estão presentes em 4 a 5% de indivíduos sau- 
dáveis com a mesma idade. Quando esses anticorpos são injetados de 
maneira crônica em ratos, eles diminuem a secreção gástrica de HCl, 
FI e pepsina e produzem atrofia gástrica. O principal antígeno contra 
o qual esses anticorpos são produzidos é a enzima produtora de ácido 
H*-K*-ATPase, uma proteína com peso molecular de 92 kDa presen- 
te na membrana luminal das células parietais. Os anticorpos anticélula 
parietal provavelmente não estão diretamente ligados à patogênese da 
anemia perniciosa haja vista o antígeno alvo não ser facilmente acessa- 
do por esses anticorpos. No entanto, a anemia perniciosa provavelmen- 
te é causada pelas células T CD4+ que reconhecem a H'-K'-ATPase 
(Babior, 2001b). 

Outro tipo de autoanticorpo é direcionado contra o fator intrínse- 
co. Anticorpos antifator intrínseco estão presentes no soro, na saliva 
e no suco gástrico de aproximadamente 75% dos pacientes com ane- 
mia perniciosa. Existem dois tipos de anticorpos anti-FI: anticorpos 
“bloqueadores”, os quais bloqueiam a ligação da cobalamina ao FI; 
e anticorpos “ligadores”, os quais ligam o complexo cobalamina-FI e 
impedem que o complexo se ligue a receptores no íleo. Embora esses 
anticorpos possam causar algum comprometimento funcional in vivo, 
não está claro se eles são a causa ou um efeito da doença. Anticorpos 
anti-FI na ausência de anemia perniciosa ocorrem em uma pequena 
porcentagem de indivíduos com hipertireoidismo (doença de Graves) 
e, similarmente, em indivíduos com diabetes insulino-dependente. 

Estudos com familiares de pacientes com anemia perniciosa 
demonstraram um aumento da incidência da doença em parentes e 
muitos destes apresentam acloridria e defeitos parciais de absorção da 
cobalamina. Parentes de pacientes com anemia perniciosa também 
apresentam maior incidência de anticorpos anticélula parietal gástrica 
e anticorpos antitireoide do que o normal. 

É possível que a anemia perniciosa do adulto seja uma gastrite autoi- 
mune determinada geneticamente. Entretanto, a relação entre a lesão 
gástrica e os anticorpos permanece obscura. 


Anemia perniciosa em crianças 

Existem duas formas de anemia perniciosa na criança. À anemia per- 
niciosa congênita usualmente se manifesta precocemente, no segundo 
ano de vida. A secreção de FI é ausente ou o FI secretado é funcional- 
mente defeituoso, mas a secreção ácida e a aparência da mucosa gástri- 
ca são normais. Anticorpos anticélula parietal e anti-FI estão ausentes. 
A anemia perniciosa juvenil ocorre em crianças maiores e é igual à do 
adulto, com atrofia gástrica, acloridria e anticorpo anti-FI e anticélula 
parietal, embora este último possa estar ausente em um subgrupo de 
pacientes (Rosenblatt, 1999). 


Gastrectomia 

A remoção cirúrgica do estômago (total ou, ocasionalmente, par- 
cial) remove a fonte de fator intrínseco. Isso acarreta uma anemia 
megaloblástica após as reservas orgânicas de cobalamina serem exau- 
ridas, em 3 a 6 anos, quando a terapia com cobalamina não tiver sido 
instituída. Frequentemente, a anemia deve-se parcialmente à deficiên- 
cia de ferro. 


Defeitos na absorção de cobalamina 

Síndromes de má absorção. A doença celíaca, o espru tropical, a 
ressecção do intestino delgado ou a doença inflamatória do intesti- 
no delgado podem estar associados a múltiplos defeitos de absorção, 
incluindo outras vitaminas. A deficiência de ácido fólico (absorvi- 
do principalmente na porção proximal do intestino delgado) é mais 
comumente observada que a deficiência de cobalamina (absorvida 
principalmente na porção distal do intestino delgado) em doenças que 
levam à má absorção. A razão disso provavelmente é o menor tempo 
necessário para a depleção das reservas orgânicas de ácido fólico. 

A síndrome de Imerslund-Grdasbeck é um defeito autossômico reces- 
sivo herdado de absorção intestinal de cobalamina, em presença de fator 
intrínseco normal. Em muitos pacientes, a proteinúria tubular também 
é observada. Como foi mencionado anteriormente, a sindrome é causa- 
da por um defeito do receptor de cubilina/amnionless (Fyfe, 2004). 
Falta de disponibilidade de cobalamina. Em certos países, a infes- 
tação pelo Diphylobotrium latum é comum o bastante para causar 
ocasionalmente a deficiência de cobalamina. O parasita compete com 
sucesso com o hospedeiro pela cobalamina ingerida. Mais comum na 
Finlândia, ele é raramente observado nos Estados Unidos. 

Bactérias em uma alça cega do intestino também podem utilizar pre- 
ferencialmente a cobalamina ingerida em detrimento do hospedeiro. 

A deficiência de vitamina B,, ou de folato pode produzir indireta- 
mente efeitos cardiovasculares. Ambas as deficiências estão associadas 
à hiper-homocistinemia, a qual é um fator independente da ateroscle- 
rose e da trombose vascular (Oh, 2003). 


Diagnóstico da deficiência de cobalamina 

O reconhecimento da anemia megaloblástica indica a probabilidade 
de deficiência de cobalamina ou de ácido fólico. Além disso, a evidência 
de envolvimento neurológico favorece a deficiência de cobalamina. Esse 
diagnóstico pode ser estabelecido por um dos quatro métodos a seguir. 
Ensaio terapêutico. Com o paciente em uma dieta pobre em cobala- 
mina e folato, uma dose fisiológica parenteral de cobalamina (10 ug/ 
dia) é administrada. A resposta hematológica ideal indica deficiência e 
consiste em uma reticulocitose que começa no terceiro ou quarto dia 
e atinge o pico no sétimo dia. A eritropoiese torna-se normoblástica 
em 2 dias e a leucopoiese torna-se normal em 12 a 14 dias. Em uma 
semana, as contagens de leucócitos e plaquetas retornam ao normal e 
a concentração de hemoglobina começa a aumentar. 
Ensaio da cobalamina sérica. Esse é o método usual de detecção da 
deficiência de cobalamina. Trata-se de um ensaio microbiológico da 
cobalamina sérica que utiliza um microrganismo (p. ex., Euglena gra- 
cilis) que requer cobalamina para o seu crescimento. Embora o método 
microbiológico seja preciso e confiável, ele exige pelo menos 48 horas 
de incubação e está sujeito ao efeito inibidor de antibióticos. Ensaios 
de diluição radioisotópica e de quimioluminescência são mais rápidos 
e amplamente utilizados e fornecem resultados comparáveis aos do 
ensaio com Euglena, contanto que a proteína ligadora seja específica 
para a cobalamina biologicamente ativa. Uma preparação padronizada 
de fator intrínseco é mais satisfatória. Entretanto, esses métodos podem 
produzir falsos resultados normais em aproximadamente 10% dos 
pacientes com deficiência de cobalamina (Zittoun, 1999). 


Os valores de referência são de 200 a 900 ng/L. Na anemia mega- 
loblástica devida à deficiência de cobalamina, o valor da cobalamina 
sérica é comumente inferior a 100 ng/L. Indivíduos com deficiência 
de folato e deficiência leve de cobalamina e gestantes apresentam valo- 
res limítrofes, entre 100 a 200 ng/L. Pacientes com infecção pelo HIV 
frequentemente apresentam um baixo nível sérico de cobalamina na 
ausência de manifestações clínicas (Ward, 2002). Falsos níveis séricos 
normais de cobalamina foram registrados em pacientes com defici- 
ência de cobalamina associada ao crescimento exagerado de bactérias 
intestinais, o qual produz análogos da vitamina B,, bioquimicamen- 
te inertes (Ward, 2002). A mensuração da cobalamina ligada à TC II 
(holotranscobalamina II) pode fornecer informações adicionais, haja 
vista que seu nível cai abaixo da faixa normal muito antes do nível 
sérico da cobalamina total cair e representa provavelmente um estado 
de balanço negativo de cobalamina (Zittoun, 1999). Contudo, sua uti- 
lidade clínica é limitada (Ward, 2002). 

Ensaios com ácido metilmalônico e homocisteína. Como uma 
coenzima cobalamina é essencial para a isomerização do metilmalo- 
nato em succinato, a excreção urinária de uma quantidade maior de 
metilmalonato é observada na deficiência de cobalamina. Desde que 
a excreção urinária do ácido metilmalônico devida ao raro erro inato 
do metabolismo não esteja presente, trata-se de um teste sensível para 
a deficiência de cobalamina, mas ele geralmente não é necessário para 
o diagnóstico. Além disso, os níveis plasmáticos de ácido metilmalô- 
nico e homocisteína também estão aumentados. Após várias semanas 
de terapia, sua concentração retorna ao normal. Os níveis plasmáticos 
desses metabólitos devem ser interpretados com cautela em pacientes 
com insuficiência renal crônica por causa da tendência desses meta- 
bólitos acumularem (Zittoun, 1999). 

Teste de supressão da deoxiuridina. Esse teste mensura, in vitro, a 
capacidade das células da medula óssea utilizarem a deoxiuridina na 
síntese do DNA. Normalmente, em células da medula óssea, a prin- 
cipal fonte de timidina para o DNA é a síntese de deoxiuridina, a 
qual exige enzimas cobalamina e folato intactas. Consequentemente, 
menos de 10% da timidina marcada com trítio (*H-Tdr) são incorpo- 
rados no DNA. Na medula óssea megaloblástica causada por deficiên- 
cia de cobalamina ou folato, a deoxiuridina não pode ser convertida 
em timidina e mais “H-Tdr é captado no DNA. Um teste de supres- 
são de deoxiuridina anormal indica deficiência de cobalamina ou de 
folato. Esse teste é muito sensível e produz resultados anormais antes 
que a anemia ou a macrocitose seja observada (Zittoun, 1999). Um 
teste de supressão da microdeoxiuridina linfocitária (Herbert, 1985) 
requer apenas 1 mL de sangue, tornando essa modalidade diagnóstica 
disponível para lactentes e crianças. 


Detecção da causa de deficiência de cobalamina 

A história clínica é útil para sugerir se a deficiência de cobalamina ou 
de folato é a causa da anemia megaloblástica. Associações clínicas de 
anemia perniciosa incluem uma história familiar desta patologia em 
um terço dos pacientes, certas deficiências endócrinas (tireoidopatias, 
diabetes melito, hipotireoidismo, doença de Addison) e certos distúr- 
bios imunes (púrpura trombocitopênica imune, anemia hemolítica 
autoimune e hipogamaglobulinemia adquirida). A deficiência de coba- 
lamina é provável em vegetarianos estritos e em pacientes com pareste- 
sias, neuropatia ou submetidos previamente a uma gastrectomia. 

Em pacientes com deficiência de cobalamina, é importante demons- 
trar a falta de FI. Para fazê-lo, a capacidade do paciente de absor- 
ver uma dose oral de cobalamina radioativa pode ser mensurada. O 
método usual é o teste de Schilling, o qual mensura a radioatividade 
em uma amostra de urina de 24 horas. Duas horas após a adminis- 
tração oral de 0,5 a 2,0 ug de cobalamina radioativa, uma grande dose 
de “eliminação” de cobalamina não marcada é administrada pela via 
parenteral. Indivíduos normais excretarão mais de 7% de uma dose de 
1 ug de cobalamina ingerida na urina em 24 horas, enquanto pacien- 
tes com falta de FI excretarao menos. Quando a excreção for baixa, o 
teste deve ser repetido utilizando o mesmo procedimento com exce- 
ção de que o FI suíno é administrado pela via oral com a cobalami- 
na marcada. Se a excreção de 24 horas for normal, o valor baixo da 
primeira parte é devido à deficiência de FI. Se a excreção permanece 
normal na segunda parte do procedimento, deve-se buscar uma expli- 
cação para a má absorção de cobalamina com base em uma doença 
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596 intestinal. A validade dos resultados depende de uma boa função renal 


e uma coleta acurada da urina. O teste de Schilling será anormal na 
anemia perniciosa mesmo após o paciente ser tratado com cobalamina 
e estar em remissão. Alguns pacientes podem absorver vitamina B,, em 
água (como administrada no teste de Schilling original), mas não con- 
seguem absorver a vitamina B,, ligada à proteína em alimentos. Uma 
modificação do teste de Schilling vem sendo introduzida para incluir a 
vitamina B,, ligada à proteína utilizando gema de ovo ou soro de gali- 
nha (Zittoun, 1999). 

Outro teste que estabelece o diagnóstico de anemia perniciosa é o 
ensaio direto de FI, que demonstra sua deficiência no suco gástrico. A 
combinação de anemia megaloblástica, diminuição do nível sérico de 
cobalamina e anticorpos séricos anti-FI é essencialmente diagnóstica, 
excluindo a necessidade do teste de Schilling (Lindenbaum, 1983). 


Metabolismo do ácido fólico 

O ácido fólico ou ácido pteroilmonoglutâmico contém três partes: 
pteridina, p-aminobenzoato e ácido L-glutâmico (Beck, 1991). Na 
natureza, o ácido fólico ocorre principalmente como poliglutamatos 
menos solúveis, com múltiplos resíduos de ácido glutâmico ligados 
entre si. O ácido fólico está presente em uma ampla variedade de ali- 
mentos como, por exemplo, ovos, leite, vegetais folhosos, leveduras, 
fígado e frutas, e também é formado por bactérias intestinais. Os 
folatos são extremamente termolábeis e o cozimento prolongado (> 
15 minutos) em grandes quantidades de água na ausência de agentes 
redutores os destrói. 

Enzimas conjugadas na bile e no intestino hidrolisam os poligluta- 
matos antes da absorção, a qual é rápida e ocorre no jejuno proximal, 
principalmente por meio de um mecanismo mediado por transporta- 
dor. No plasma, um terço do folato está livre, enquanto dois terços estão 
ligados de maneira frouxa e inespecífica a proteínas séricas. Uma peque- 
na quantidade de folato está especificamente ligada a proteínas ligado- 
ras de folato. A importância fisiológica disso ainda permanece obscura 
(Babior, 2001a). O folato é rapidamente removido do plasma para as 
células e tecidos para ser utilizado. A principal forma do folato no soro, 
eritrócitos e fígado é o 5-metiltetrahidrofolato (5-metil-FH,). O fígado é 
o principal local de reserva. Existe folato intracelular principalmente sob 
a forma de poliglutamatos. Existe uma importante circulação entero- 
hepática e a bile contém 2 a 10 vezes a concentração sérica normal de 
folato. A demanda diária mínima é de aproximadamente 50 ug de pte- 
roilmonoglutamato ou 400 ug de folato total. O intervalo de referência 
típico de folato sérico é de 5 a 21 ug/L (11-48 nmol/L) e o de folato dos 
eritrócitos é de 150 a 600 ug/L (340-1.360 nmol/L) de eritrócitos. 


A relação folato-cobalamina 

A anemia por deficiência de cobalamina é parcialmente corrigida 
pelo folato, mesmo na ausência de suplementação de cobalamina. O 
contrário não é verdadeiro. Por essa razão, algumas das manifestações 
megaloblásticas da deficiência de cobalamina são na realidade causa- 
das por anormalidades no metabolismo do folato (Babior, 2001b). A 
teoria mais aceita para essa interrelação é a teoria da armadilha do 
metilfolato. Essa teoria baseia-se na observação de que a forma metil 
do tetrahidrofolato (FH,) escaparia das células, exceto quando ela é 
conjugada para formar poligutamatos. O metil FH, é um substrato 
ruim para a enzima conjugadora. A cobalamina é essencial para o pro- 
cesso de conversão do metil FH, em FH,. O acúmulo de metil FH, é 
seguido por um escape das células (Babior, 2001a). 


Deficiência de ácido fólico (Babior, 2001b) 


Ingestão inadequada de folato 


Evolução das anormalidades laboratoriais. Herbert delineou a se- 
quência de eventos no início da anemia megaloblástica por deficiên- 
cia de folato. Após uma dieta pobre em folato ser iniciada, as várias 
anormalidades foram estabelecidas da seguinte maneira: 3 semanas, 
baixo nível sérico de folato; 5 semanas, neutrófilos hipersegmentados 
na medula óssea; 7 semanas, neutrófilos hipersegmentados no sangue 
periférico, com a medula óssea apresentando um aumento e anorma- 
lidade das mitoses e megaloblastos intermediários basófilos; 10 sema- 
nas, a medula óssea apresenta metamielócitos grandes e megaloblastos 
intermediários policromatófilos; 13 semanas, alta excreção de ácido for- 


miminoglutâmico (FIGLU) na urina; 17 semanas, baixo nível de folato 
eritrocitário; 18 semanas, macro-ovalocitose de eritrócitos com muitos 
metamielócitos grandes na medula óssea; 19 semanas, medula óssea 
francamente megaloblástica; 20 semanas, anemia (Herbert, 1985). 

Nesse momento, ainda não existem alterações no epitélio intestinal. 

Por isso, nos humanos que não ingerem ácido fólico dietético, a ane- 
mia aparecerá em 3 a 5 meses. As características do sangue periférico 
e da medula óssea da anemia megaloblástica devida à deficiência de 
ácido fólico são similares às da anemia por deficiência de cobalamina. 
Entretanto, a leucopenia e a trombocitopenia são menos constantes. A 
deficiência de ácido fólico usualmente é observada associada a algum 
fator complicador. 
Deficiência nutricional de folato. A anemia megaloblástica devida à 
falta de folato está mais comumente associada à ingestão dietética insu- 
ficiente. A dieta usual não contém uma quantidade muito superior à da 
demanda mínima e as reservas do organismo no adulto são suficientes 
para suprir as necessidades por apenas cerca de 3 meses. A deficiência de 
folato dietético é especialmente comum nos trópicos e na Índia e, mesmo 
nessas localidades, ela está em geral associada ao aumento da demanda 
de folato na gestação, ao crescimento rápido na lactância, a infecções ou 
à anemia hemolítica. Nos Estados Unidos, idosos ou dietas inadequadas 
podem desenvolver anemia megaloblástica por deficiência de folato. 

A deficiência de folato na lactância é incomum nos Estados Unidos. 
O leite humano e o leite fresco de vaca contêm folato suficiente, mas o 
leite fervido, o leite em pó e o leite de cabra não. Se o leite consumido 
pelo lactente não tiver folato, se a dieta for pobre em ácido ascórbico 
ou se o lactente apresentar um problema de infecção ou diarreia, a 
anemia megaloblástica pode ocorrer. 

A anemia megaloblástica na gestação não é incomum em razão da 

demanda fetal de folato. O nível plasmático de folato da mãe diminui 
gradualmente durante a gestação e, ao nascimento, o nível plasmático 
do recém-nascido é em média cinco vezes o da mãe. A anemia mega- 
loblástica é mais frequente nas multíparas, podendo ser precipitada 
por infecções e, geralmente, ela é devida mais à deficiência de folato 
que de cobalamina. As gestantes devem receber, além de ferro, uma 
suplementação de ácido fólico. Estudos recentes indicam que a suple- 
mentação de folato para gestantes reduz o risco de elas darem à luz 
bebês com defeitos do tubo neural. 
Hepatopatia. A doença hepática associada ao alcoolismo pode levar 
à anemia megaloblástica por deficiência de folato por causa da dieta 
altamente inadequada do alcoolista e porque o fígado é o principal 
local de armazenamento e metabolismo do folato (Zittoun, 1999). 
Entretanto, com uma ingestão adequada de ácido fólico dietético, a 
anemia observada na doença hepática é macrocítica e normoblástica, 
não megaloblástica. 


Absorção defeituosa de folato 

A absorção defeituosa de ácido fólico ocorre em associação com sín- 
dromes de má absorção analisadas previamente e na síndrome da alça 
cega, na qual as bactérias utilizam o folato preferencialmente. 

O espru não tropical, ou a doença celíaca do adulto, é uma causa 
importante de má absorção em adultos ou crianças que está relacio- 
nada ao glúten dietético (proteína do trigo). A anemia megaloblástica 
devida à deficiência de ácido fólico pode estar incluída entre os sinais 
de má absorção (Beck, 1991). A biópsia jejunal revela atrofia vilosa. A 
deficiência de folato, assim como a má absorção, responde à dieta sem 
glúten. A terapia com ácido fólico (parenteral) corrige a deficiência de 
folato, mas não a má absorção geral. 

O espru tropical é um distúrbio de má absorção muito mal conhe- 
cido e comum no Caribe, na Índia e no Sudeste Asiático. Evidências 
de má absorção incluem a anemia megaloblástica devida à deficiência 
de folato. O tratamento com ácido fólico provê uma melhoria con- 
siderável da má absorção geral e também da anemia. O tratamento 
antimicrobiano é recomendado. 

A anemia megaloblástica ou a diminuição do folato sérico ou eritro- 
citário sem anemia tem sido associada ao uso prolongado de fármacos 
anticonvulsivantes (fenitoína, fenobarbital e primidona). O problema 
parece ser a má-absorção do pteroilpoliglutamato induzida por medi- 
camento. Contraceptivos orais causam má absorção de folato em uma 
pequena proporção de mulheres por causa da diminuição da descon- 
jugação do pteroilpoliglutamato (Beck, 1991). 


Aumento da demanda de folato 

O aumento da necessidade durante a gestação e dos lactentes (nasci- 
mento múltiplo) foi mencionada. O aumento do turnover celular que 
ocorre em neoplasias e na hematopoese acentuadamente estimulada 
das anemias hemolíticas pode acarretar uma hematopoese megalo- 
blástica. A base disso é o aumento da necessidade de um suprimento 
adicional de folato. 


Utilização inadequada de folato 

A utilização inadequada de ácido fólico é relativamente rara. 
Antagonistas do ácido fólico como o metotrexato bloqueiam o meta- 
bolismo do ácido fólico e, por essa razão, eles são utilizados na tera- 
pia de algumas neoplasias malignas. Além de inibir o crescimento do 
tumor, eles também induzem a hematopoese megaloblástica. 

Além do problema nutricional do alcoolista anteriormente mencio- 
nado, o álcool pode exercer um efeito direto suprimindo a hematopoese 
ao bloquear o metabolismo do folato. Além disso, o álcool pode interfe- 
rir na absorção e na circulação enterohepática do folato. A homocisteina 
plasmática usualmente está elevada nos alcoolistas (Zittoun, 1999). 


Diagnóstico da deficiência de folato 

Há suspeita de deficiência de ácido fólico ou de cobalamina quan- 

do o sangue e a medula óssea apresentam alterações características de 
anemia megaloblástica. Usualmente, os níveis séricos de folato e coba- 
lamina são então determinados. 
Folato sérico e eritrocitário. Um ensaio microbiológico para a ativida- 
de do ácido fólico que utiliza Lactobacillus casei é um método confiável 
para o diagnóstico definitivo (Beck, 1991). Métodos radioisotópicos e 
quimioluminescentes que utilizam diferentes ligadores de folato são 
amplamente aplicados por causa de sua rapidez e da maior conveniên- 
cia. Embora a correlação com o ensaio microbiológico geralmente seja 
boa, as discrepâncias parecem ser frequentes e, com base em outros 
dados, tendem a ser favoráveis ao ensaio microbiológico. Falsos níveis 
normais de folato eritrocitários foram relatados em 16 a 40% dos 
pacientes identificados por ensaios microbiológicos (Zittoun, 1999). 
Ao contrário do folato sérico (o qual é inteiramente 5-metiltetra-hi- 
drofolato), o folato eritrocitário é uma mistura heterogênea de dife- 
rentes formas com comprimentos variados de cadeia poliglutamato, o 
que representa um desafio para os ensaios não microbiológicos. 

O nível sérico de folato diminui (< 3 ug/L) na anemia megaloblás- 
tica por deficiência de folato, mas ele geralmente é normal ou elevado 
na deficiência de cobalamina. Um baixo nível sérico de folato prece- 
de a diminuição do folato eritrocitário ou tissular. Na deficiência de 
cobalamina, o folato sérico está diminuído em 10% dos casos, aumen- 
tado em 20% e normal para o restante (Tietz, 1990). 

O folato eritrocitário é um teste melhor das reservas orgânicas 
de folato e está diminuído na anemia megaloblástica devida à defi- 
ciência de folato. No entanto, na deficiência de cobalamina, o fola- 
to eritrocitário está baixo em quase dois terços dos casos. Por essa 
razão, ela deve ser descartada antes de se considerar um baixo nível 
de folato eritrocitário como uma prova de deficiência grave de fola- 
to. Consequentemente, essas mensurações são frequentemente úteis 
na diferenciação entre a deficiência de ácido fólico e a de cobalamina 
(Tab. 31.2). 

Ácido formiminoglutâmico urinário. As coenzimas do ácido fólico 
são necessárias para a conversão de FIGLU em ácido glutâmico no 
catabolismo da histidina. Quando a histidina oral é administrada, o 
FIGLU aparece em maior quantidade na urina quando existe defici- 
ência de folato. O teste é útil em pacientes com anemia megaloblástica 
devida a fármacos antifolato; esses pacientes apresentam nível sérico de 
folato normal, mas uma diminuição grande do nível tissular da coen- 
zima (Beck, 1991). 

Ensaio terapêutico. O ensaio terapêutico permanece sendo um modo 
excelente de se diferenciar a deficiência de ácido fólico da de vitamina 
B,,. Doses fisiológicas de ácido fólico (50-200 ug/dia, via parenteral) 
permitem uma resposta reticulocitária adequada em pacientes com 
deficiência de ácido fólico, mas não na deficiência de cobalamina. Por 
outro lado, as doses terapêuticas usuais de ácido fólico (5 a 15 mg/dia) 
ou doses mais elevadas de cobalamina (500-1.000 ug) podem indu- 
zir uma resposta parcial em um paciente com anemia megaloblástica 
devida a outra deficiência. 


Tabela 31.2 Correlação entre os níveis de vitamina B,; e folato com a 
condição clínica: três exames laboratoriais necessários para diferenciar 
quatro situações clínicas específicas 


Situação Nível sérico de Nível sérico Nível de folato 

clínica vitamina B,, de folato eritrocitário 
(pg/mL) (ng/mL) (ng/mL) 

Normal* Normal (200-900) Normal (5-16), Normal (> 150) 


indeterminado (3-5), 
ou baixo (< 3) 


Deficiência de Baixo (< 100) Normal (5-16) Baixo (< 150) 
vitamina B}; ou alto (> 16) 

Deficiência de Normal Baixo Baixo 

ácido fólico 

Deficiência de Baixo Baixo Baixo 

ambos 


* Normal inclui estados transitórios de balanço negativo de folato. 


Teste de supressão da deoxiuridina. Ver discussão precedente. 
Ensaio da homocisteína plasmática. Como na deficiência de coba- 
lamina, a homocisteína plasmática total está aumentada em aproxi- 
madamente 75% dos pacientes com deficiência de folato. O nível de 
ácido metilmalônico permanece normal (Zittoun, 1999). 


Anemia megaloblástica aguda 

A anemia megaloblástica aguda pode se desenvolver ao longo de 
apenas alguns dias. A causa mais comum foi relacionada à anestesia 
com óxido nitroso (N,0). O N,O destrói rapidamente a metilcobala- 
mina provocando uma anemia megaloblástica rapidamente progres- 
siva. A deficiência aguda de folato pode ocorrer em alguns pacientes 
internados em unidade de terapia intensiva por causa de uma com- 
binação de fatores (diminuição da ingestão, nutrição parenteral total, 
diálise, cirurgia, sépsis, medicamentos). O folato sérico pode estar 
normal (Babior, 2001b). 


Terapia para a anemia megaloblástica 

Embora possa ser necessário tratar pacientes com anemia grave com 
ambas as vitaminas, geralmente é possível determinar qual deficiência 
é a causa e tratar somente com a vitamina deficiente. 

A resposta reticulocitária máxima ocorre em 7 dias. Em 4 a 6 horas 
após a terapia inicial (quando pela via parenteral), a medula óssea apre- 
senta diminuição de megaloblastos iniciais e o surgimento de pró-nor- 
moblastos. Em 2 a 4 dias, a medula óssea é predominantemente normo- 
blástica. Anormalidades granulocíticas retornam ao normal mais lenta- 
mente e neutrófilos hipersegmentados desaparecem do sangue somente 
após 12 a 14 dias. 

A anemia perniciosa é tratada pela via parenteral com 1.000 mg de 
cianocobalamina ao dia durante 2 semanas e, a seguir, semanalmen- 
te até o hematócrito retornar ao normal e, finalmente, mensalmente 
durante o resto da vida (Babior, 2001b). Altas concentrações de coba- 
lamina oral (1.000 mg/dia) forçam a absorção de alguma cobalamina 
através de um sistema alternativo. Alguns relatos recomendam o uso 
da terapia oral de cobalamina em vez de injeções (Oh, 2003). 

Na deficiência de folato, a terapia oral geralmente é utilizada em 
uma dosagem de 1 a 2 mg/dia. A deficiência de cobalamina deve ser 
excluída e corrigida quando presente para se evitar a ocorrência de 
neuropatias da deficiência de cobalamina. Foi relatado que a suple- 
mentação de ácido fólico dietético durante a gestação reduz a incidên- 
cia de defeitos do tubo neural na criança. 


Outros defeitos da sintese de nucleoproteinas 


Outros defeitos da síntese de nucleoproteinas podem causar anemias 
megaloblásticas que não respondem à cobalamina ou ao ácido fólico. 
Defeitos congênitos. A acidúria orótica é uma condição autossômica 
recessiva muito rara na qual certas enzimas necessárias para a síntese 
de pirimidina estão ausentes. Os achados são a excessiva excreção uri- 
nária de ácido orótico, falha do crescimento e desenvolvimento nor- 
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598 mais e anemia megaloblastica, a qual é refratária à cobalamina e ao 


folato, mas que responde à uridina. 

Também foram descritos defeitos inatos de enzimas envolvidas no 
metabolismo do folato, incluindo as deficiências de metiltetra-hidro- 
folato redutase e a glutamato formiminotransferase. 

Inibidores sintéticos. Inibidores sintéticos da síntese de purinas (6-mer- 
captopurina, tioguanina, azatioprina) ou da síntese de pirimidina (5-flu- 
orouracil) ou da síntese de desoxirribonucleotídeo (citosina arabinosídeo 
ou hidroxicarbamida |hidroxiureia]) são utilizados na quimioterapia de 
neoplasias e podem produzir megaloblastose concomitantemente. 
Anemias refratárias. Anemias megaloblásticas que não respondem à 
cobalamina ou ao ácido fólico serão consideradas nas síndromes mie- 
lodisplásicas (ver Cap. 32). As alterações megaloblásticas comumente 
são atípicas e não incluem as alterações granulocíticas características, 
mas outras alterações displásicas estão presentes. 


Comprometimento da produção — Outras 


Anemia de doenças crônicas (Means, 2003) 

O termo anemia de doença crônica indica uma síndrome anêmica 
tipicamente observada em pacientes com infecções, distúrbios infla- 
matórios ou neoplásicos crônicos, a qual é caracterizada por uma 
redução da resposta reticulocitária acompanhada por um nível sérico 
baixo de ferro apesar das reservas de ferro serem normais. A anemia 
da doença crônica ocorre em aproximadamente 50% dos pacientes 
hospitalizados, como foi observado por estudos laboratoriais. Além 
disso, a anemia da doença crônica foi observada em pacientes vítimas 
de trauma agudo ou com quadros críticos. 

Os eritrócitos geralmente são normocíticos e normocrômicos, 
embora em 20 a 50% dos pacientes seja microcítica e hipocrômica. A 
anisocitose e a poiquilocitose são discretas. A contagem de reticuló- 
citos comumente não é elevada. Os leucócitos e as plaquetas não são 
distintamente alterados, exceto pela doença causal. 

A medula celular é normocelular ou discretamente hipo ou hiper- 
celular e a distribuição celular não é grandemente alterada. Os nor- 
moblastos podem apresentar citoplasma hipocrômico e irregular, e 
o surgimento da hemoglobina nas células pode ser retardado (como 
na anemia ferropriva). Os sideroblastos diminuem, mas a reserva de 
ferro é normal ou aumentada. 

Caracteristicamente, a concentração sérica de ferro diminui, a TIBC 
diminui ou permanece normal (em contraste com a anemia ferropri- 
va, na qual ela está aumentada) e a porcentagem de saturação dimi- 
nui. À protoporfirina eritrocitária e a ferritina sérica estão elevadas. 

O mecanismo patogênico mais importante da anemia da doença 
crônica é a presença de níveis elevados de citocinas, o que pode acar- 
retar diminuição da sobrevida dos eritrócitos, alteração do metabolis- 
mo do ferro, inibição direta da hematopoese e diminuição da secreção 
de eritropoetina. O fator de necrose tumoral a (TNF-a, tumor necrosis 
factor-a) tem um papel importante na inflamação e na resposta imune. 
O nível de TNF-a aumenta em pacientes com câncer, artrite reuma- 
toide, infecções e síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS). A 
inibição in vitro da formação de colônia eritroide humana (BFU-E e 
CFU-E) pelo TNF-a foi relatada. Similarmente, uma ação inibidora 
da interleucina-1 (IL-1) e do interferon-y (IFN-y) sobre a eritropoiese 
foi sugerida. A ceramida, um produto da hidrólise enzimática da esfin- 
gomielina da membrana celular induzida por citocina, tem um papel 
como mensageiro dos efeitos inibidores do IFN-y (Means, 2003). 

O nível de eritropoetina (EPO), embora acima do normal, é des- 
proporcional ao grau de anemia, indicando uma deficiência relativa 
de EPO na anemia da doença crônica. Efeitos inibidores das citocinas 
sobre os locais de síntese de EPO (p. ex., células renais e hepáticas) 
foram sugeridos. A deficiência relativa de EPO induz a neocitólise, isto 
é, hemólise seletiva dos eritrócitos mais jovens. Portanto, uma hemólise 
leve usualmente acompanha a anemia da doença crônica (Trial, 2001). 

Recentemente, foi demonstrado que a hepcidina aumenta na anemia da 
doença crônica pela indução da IL-6. Essa elevação pode representar um 
mecanismo fundamental para o aumento da reserva de ferro e sua libera- 
ção defeituosa das reservas na anemia da doença crônica (Brugnara, 2003). 

Usualmente, a anemia não responde à terapia com ferro. Entrentanto, 
pacientes tratados com EPO demonstraram melhora do quadro. 


Anemia da insuficiência renal 


Uma anemia normocítica normocrômica é comumente observa- 
da em pacientes com insuficiência renal crônica (IRC). A correla- 
ção entre a gravidade da anemia e o grau de elevação do nitrogênio 
da ureia sanguínea (BUN, blood, urea nitrogen) é positiva, mas não 
estritamente linear. Quando a depuração de creatinina cai abaixo de 
20 mL/min, o hematócrito geralmente se encontra abaixo de 0,30 
(Caro, 2001). 

Vários fatores estão comumente envolvidos na anemia da insufici- 
ência renal crônica. A diminuição da produção de EPO pelo rim lesa- 
do é provavelmente o fator importante na maioria dos casos em que a 
BUM é superior a 100 mg/dL. Tanto a eritropoiese ineficaz quanto a 
diminuição da capacidade da medula óssea de responder à EPO pare- 
cem estar presentes em certo grau. 

Inibidores da eritropoiese foram demonstrados no plasma de 
pacientes com insuficiência renal crônica. A natureza desses fatores 
inibidores não é conhecida. No entanto, o paratormônio e a espermi- 
na foram implicados como inibidores da eritropoiese. Estudos recen- 
tes indicam a presença de um alto nível de citocinas inflamatórias (p. 
ex., IL-1, IL-4, IL-6 e TNF-a) em pacientes com IRC. Como discutido 
em Anemia de Doenças Crônicas, essas citocinas exercem um efeito 
supressor sobre a medula óssea e provavelmente contribuem para o 
desenvolvimento da anemia (Stenvinkel, 2003). 

A hemólise é uma característica importante em muitos casos de 
insuficiência renal crônica. Parece existir um fator extracorpus- 
cular no plasma urêmico que exerce um efeito deletério sobre o 
metabolismo dos eritrócitos e que acarreta a presença de células 
deformadas morfologicamente (equinócitos e eritrócitos espicu- 
lados). Numerosas células irregularmente contraídas e fragmen- 
tadas são observadas na síndrome hemolítico-urêmica e na hiper- 
tensão maligna em consequência da lesão traumática sofrida pelos 
eritrócitos ao atravessarem os pequenos vasos sanguíneos lesados. 
Alterações da adenosina trifosfatase (ATPase) e da transketolase da 
membrana eritrocitária podem tornar os eritrócitos mais sensíveis a 
fármacos ou a substâncias químicas oxidantes. 

Além disso, o sangramento é um problema comum na doença renal 
crônica, provavelmente devido à trombocitopenia (em alguns pacien- 
tes) ou a defeitos funcionais das plaquetas, os quais estão presentes na 
maioria dos pacientes. A anemia ferropriva devida à perda sanguinea 
sempre deve ser suspeitada. A deficiência de ácido fólico pode ser um 
problema em pacientes submetidos à diálise, uma vez que o ácido fóli- 
co é prontamente movido para o banho de diálise. 


Anemia na hepatopatia 

A anemia pós-hemorrágica crônica; a anemia hipoplasica secun- 
dária à supressão da medula óssea induzida por vírus; a anemia 
megaloblástica devida à deficiência de folato decorrente da má 
nutrição na cirrose alcoólica; e as anemias hemolíticas adquiridas 
associadas a eritrócitos Coombs-positivo, esplenomegalia congesti- 
va ou distúrbios lipídicos podem ocorrer na hepatopatia (Gallagher, 
2001). A anemia ferropriva é a mais comum, ocorrendo em aproxi- 
madamente 50% dos pacientes, sendo seguida pelo hiperesplenismo 
em cerca de 25% dos pacientes (Ozatli, 2000). O interferon-a (INF- 
a) ea ribavarina (Rbv) são terapias comuns para a hepatite C. A Rbv 
induz a supressão da eritropoiese, possivelmente por meio da infrar- 
regulação dos receptores de eritropoetina. Além disso, a Rbv pode 
causar uma anemia hemolítica dose-dependente. O INF-a pode 
produzir anemia por meio da supressão da proliferação de células 
progenitores hematopoéticas e da indução da apoptose de células 
progenitoras eritroides (Dieterich, 2003). 

Além disso, existe uma anemia associada à hepatopatia que é carac- 
terizada pela diminuição da sobrevida dos eritrócitos e uma produ- 
ção relativamente inadequada de eritrócitos. Ela é exagerada por um 
aumento do volume celular que parece estar correlacionado ao grau 
de hipertensão porta. Os eritrócitos são normocíticos ou macrocíti- 
cos (macrócitos finos). Frequentemente, células-alvo estão presentes, 
especialmente na icterícia obstrutiva. Elas possuem um aumento da 
superfície da membrana com aumento do conteúdo de colesterol 
e lecitina. Os reticulócitos podem estar discretamente elevados e as 
plaquetas podem estar normais ou diminuídas. A medula óssea pode 


apresentar uma leve hipercelularidade e a eritropoiese é macronor- 
moblástica e não megaloblástica. Alterações nos leucócitos, como as 
presentes nas anemias megaloblásticas, não são observadas, e esse tipo 
de anemia não responde à cobalamina (vitamina B,,) ou ao ácido fóli- 
co. À anemia é de origem desconhecida. 

Uma pequena proporção de pacientes com cirrose grave apresenta 
uma anemia hemolítica associada a “spur cells”, as quais são eritrócitos 
com projeções espiculadas similares a acantócitos. Como nas células- 
alvo, as spur cells são secundárias a anormalidades lipidicas no plasma. 
Elas apresentam aumento da superfície da membrana com aumento do 
colesterol, porém com conteúdo normal de fosfolipídeos na membra- 
na. O colesterol na membrana tende a se associar com o folheto externo 
da membrana tornando-a mais rígida. O baço tenta remodelar a mem- 
brana produzindo as projeções características (Gallagher, 2001). 


Anemia na endocrinopatia 

A anemia não complicada no hipotireoidismo é leve a moderada. 
Ela é normocítica e normocrômica sem reticulocitose e com sobrevi- 
da normal dos eritrócitos. Ela reflete uma diminuição da produção da 
medula óssea por causa de uma menor demanda de oxigênio tissular 
e subsequente redução da secreção de eritropoetina. Como o volume 
plasmático está diminuído no hipotireoidismo, o grau aparente de 
anemia pode não ser proporcional à diminuição da massa eritrocitá- 
ria. Evidentemente, o hipotireoidismo pode ser complicado pela ane- 
mia ferropriva, particularmente em mulheres, por conta da menorra- 
gia. À macrocitose é frequentemente observada. Embora a incidência 
de anemia perniciosa em pacientes com hipotireoidismo possa estar 
aumentada, a maioria dos casos de macrocitose é devida à deficiência 
de folato (Erslev, 2001a). 

Na deficiência de hormônio adrenocortical, ocorre uma anemia 
normocítica normocrômica. A etiologia não está clara, mas a anemia 
é corrigida com a reposição hormonal. 

A secreção deficiente de testosterona nos homens acarreta uma dimi- 
nuição da produção de eritrócitos de 1 a 2 g Hg/dL (até um valor com- 
parável ao das mulheres). Isso parece ser devido ao efeito dos andro- 
gênios sobre a secreção de EPO e também por meio da ação da EPO 
sobre a medula óssea. 

A deficiência hipofisária também causa anemia. Ela tende a acar- 
retar uma maior diminuição da concentração de hemoglobina por 
causa do efeito de múltiplas glândulas endócrinas e, possivelmente, 
pela perda do efeito do hormônio do crescimento. 

Um pequeno número de pacientes com hiperparatireoidismo 
apresenta uma anemia normocítica normocrômica. Estudos iniciais 
sugeriram que o paratormônio pode suprimir a eritropoiese normal. 
Estudos mais recentes não conseguiram apoiar essa teoria. A anemia 
do hiperparatireoidismo está possivelmente relacionada com a fibrose 
da medula óssea ou com a diminuição da secreção de eritropoetina 
secundária à calcificação renal (Erslev, 2001a). 


Anemia associada à infiltração da medula óssea 
(anemia mielotísica) 

Essa anemia está associada à substituição da medula óssea por (ou 
envolvimento com) carcinoma metastático, mieloma múltiplo, leucemia, 
linfoma, lipidoses ou doença de depósito e algumas outras condições. 

Uma anemia normocítica normocrômica (ocasionalmente macro- 
cítica) de gravidade variável está presente. Geralmente, os reticulóci- 
tos estão aumentados e o número de normoblastos está fora de pro- 
porção à gravidade da anemia. A contagem de leucócitos está normal 
ou reduzida (ocasionalmente elevada) e neutrófilos imaturos e até 
mesmo mieloblastos podem ser encontrados. As plaquetas estão nor- 
mais ou reduzidas, e plaquetas atípicas e anormais podem ser obser- 
vadas, às vezes. 

A eliminação mecânica de tecido hematopoético por processos pato- 
lógicos foi suposta, porém não foi comprovada, e provavelmente não 
é a causa usual. Frequentemente, a quantidade de tecido eritropoiético 
na medula óssea como é determinada por estudos morfológicos e ciné- 
ticos é normal ou aumentada. O mecanismo descrito anteriormente 
(em Anemia das doenças crônicas) pode, em geral, ter um papel, mas a 
razão da efusão de células imaturas no sangue não está clara. 

Além das anemias mielotísicas, normoblastos e neutrófilos imaturos 
circulantes também podem ser observados em anemias hemolígicas, 


anemias graves devidas a outras causas, infecções graves e insuficiên- 
cia cardíaca congestiva, mas geralmente os normoblastos não são tão 
numerosos. 

A reação leucoeritroblástica associada às anemias mielotísicas nem 
sempre pode ser diferenciada do quadro sanguíneo de mielosclerose 
com metaplasia mieloide (MMM, myelosclerosis with myeloid meta- 
plasia), a qual é um dos distúrbios mieloproliferativos. Na MMM, o 
aumento do baço e do fígado é quase sempre observado. Na lâmina de 
sangue, anormalidades eritrocitárias mais graves, leucocitose, mielo- 
blastos e granulócitos imaturos de todos os tipos (não apenas neutró- 
filos), aumento de basófilos, plaquetas mais atípicas, mais fragmentos 
de megacariócitos e megacariócitos anões são achados mais caracte- 
rísticos da MMM que a reação leucoeritroblástica de alguma outra 
causa. O exame da medula óssea por meio de uma biópsia com agulha 
ou de uma biópsia cirúrgica é necessário para diferenciar a MMM das 
anemias mielotísicas. 


Anemia aplásica 

O termo anemia aplásica usualmente refere-se à pancitopenia asso- 
ciada a uma grave redução da quantidade de tecido hematopoético que 
acarreta uma produção deficiente de eritrócitos. A medula óssea, embo- 
ra hipocelular, pode apresentar áreas irregulares de normocelularidade 
ou mesmo hipercelularidade. O diagnóstico de anemia aplásica grave é 
feita em pacientes com pancitopenia quando pelo menos houver a pre- 
sença de pelo menos dois dos três seguintes valores do sangue periférico 
— granulócitos inferiores a 0,5 x 10º/L, plaquetas inferiores a 20 x 10º/L 
ou reticulócitos inferiores a 40.000/ml ou 1% (corrigido pelo hema- 
tócrito) — e a medula óssea apresenta uma celularidade inferior a 30% 
(Camitta, 1982). O termo anemia aplásica muito grave é utilizado quan- 
do a contagem de granulócitos é inferior a 0,2 x 10°/L (Young, 2002). 
Caso contrário, a anemia aplásica deve ser classificada como moderada. 
A incidência de anemia aplásica é de 2 a 5 por milhão por ano baseada 
em estudos retrospectivos, apesar de países industrializados poderem 
apresentar maior incidência (Shadduck, 2001). 

Características clínicas. A evolução clínica pode ser aguda e fulmi- 
nante com pancitopenia profunda e uma rápida progressão para a 
morte ou o distúrbio pode ter um início insidioso e uma evolução 
crônica. Os sinais e sintomas dependem do grau das deficiências: 
sangramento devido à trombocitopenia, infecção devida à neutrope- 
nia e sinais e sintomas de anemia. Como regra, a esplenomegalia e a 
linfadenopatia estão ausentes. O sangramento é a manifestação mais 
comum da anemia aplásica, ocorrendo em aproximadamente 40% 
dos pacientes (Young, 2000). Em geral, o sangramento se manifesta 
pela ocorrência de equimoses fáceis, sangramento gengival e epistaxes 
episódicas. Menos de 5% dos pacientes apresentam infecção. 
Etiologia. As anemias aplásicas possuem várias etiologias. Desde 1980, 
em aproximadamente 70% dos casos, nenhum agente etiológico espe- 
cífico pôde ser correlacionado com a doença. Esses casos são conside- 
rados idiopáticos. Anemias aplásicas relacionadas a fármacos e subs- 
tâncias químicas representam 11 a 20% dos casos e aquelas associadas 
à hepatite infecciosa representam 2 a 9% dos casos (Young, 2000). 
Patogênese. A insuficiência hematopoética pode ocorrer em qual- 
quer nível da diferenciação das células precursoras da medula óssea. 
Pode haver uma quantidade insuficiente de células-tronco testadas 
como células iniciadoras de cultura de longo prazo ou uma quantida- 
de insuficiente de células-tronco dedicadas (células progenitoras). As 
células CD 34+ da medula óssea, as quais contêm a maioria das célu- 
las-tronco e de células progenitoras dedicadas, estão acentuadamente 
diminuídas em pacientes com anemia aplásica. Embora em teoria a 
anemia aplásica possa ser decorrente do microambiente da medula 
óssea defeituosa, esses defeitos não parecem ser a causa para a maioria 
dos pacientes (Young, 2002). 

Sugere-se que o mecanismo da anemia aplásica se classifique em 
duas categorias principais: lesão direta e destruição da medula óssea 
mediada imunologicamente. A lesão direta de células-tronco e pro- 
genitoras hematopoéticas pode ser causada por um agente conheci- 
do (p. ex., fármacos citotóxicos, irradiação e vírus) ou por um agente 
desconhecido que de alguma maneira altera a capacidade da célula 
de proliferar ou de se diferenciar. A destruição mediada imunologi- 
camente dos compartimentos de células-tronco e de células progeni- 
toras resulta da ativação citotóxica do linfócito, produção de citocina 
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e eliminação celular específica. Estudos recentes favorecem o meca- 
nismo mediado imunologicamente da anemia aplásica e sugerem 
que substâncias químicas e antígenos virais podem iniciar o processo 
imune destrutivo (Young, 2002). De fato, a anemia aplásica atualmen- 
te é vista como uma síndrome mediada imunologicamente. 
Prognóstico. As complicações são devidas à infecção, sangramento 
e problemas de sobrecarga de ferro decorrente de transfusões repe- 
tidas. O prognóstico parece depender da gravidade da lesão medular. 
Entretanto, a contagem celular inicial e a resposta à terapia durante os 
primeiros meses de tratamento são importantes fatores prognósticos 
(Young, 2000). Em uma série de 101 pacientes tratados com métodos 
convencionais (Williams, 1978), 25% dos pacientes morreram em 4 
meses a partir do início dos sintomas, 50% morreram em 12 meses e 
71% morreram em 5 anos. Aqueles que morreram em 4 meses apre- 
sentavam contagens de reticulócitos, neutrófilos e plaquetas significati- 
vamente mais baixas; uma porcentagem menor de células mieloides na 
medula óssea; e um intervalo menor entre o início dos sintomas e a visi- 
ta ao médico (Lynch, 1975). Outros fatores correlacionados a um mau 
prognóstico incluíram o sexo masculino, mas não a idade do paciente 
ou a etiologia da aplasia (Williams, 1978). Contudo, a idade do paciente 
usualmente influencia a decisão da terapia à qual o paciente deverá ser 
submetido. Em alguns sobreviventes, a recuperação parcial é comum. 
Com a introdução de protocolos terapêuticos modernos com terapia 
imunossupressora e transplante de medula óssea, foram relatadas taxas 
de sobrevida de longo prazo de mais de 70%. Os sobreviventes apresen- 
tam um risco muito maior de desenvolver síndrome mielodisplásica, 
hemoglobinúria paroxística noturna e leucemia aguda (Young, 2002). 
Supervisão. O tratamento inclui o transplante de medula óssea em 
pacientes com doença grave com menos de 50 anos de idade se hou- 
ver um doador com HLA compatível. Crianças e adultos jovens apre- 
sentam uma probabilidade de sobrevida muito maior em comparação 
com adultos mais velhos (Young, 2002). A imunossupressão que utili- 
za globulina antilinfócito, ciclosporina e corticosteroides pode induzir 
a remissão hematológica em alguns pacientes. Parece que os androgê- 
nios são menos úteis na estimulação de qualquer medula óssea residual. 
O tratamento de suporte deve ser utilizado com cautela. Certamente, 
antibióticos adequados devem ser utilizados para o combate de infec- 
ções. Contudo, o risco de sensibilização deve ser considerado com a 
administração de hemoderivados. Plaquetas de doador único ou pla- 
quetas de doadores HLA compatíveis são preferidas (Alter, 1998). 


Anemia aplásica idiopática 

Em pacientes com pancitopenia e medula óssea hipoplásica, deve ser 
realizada uma investigação de evidências de exposição importante à 
radiação, fármacos e substâncias químicas com propensão comprovada 
ou possível de lesar a medula óssea, de modo que a exposição adicional 
seja eliminada. No entanto, em aproximadamente 70% dos casos de 
anemia aplásica, nenhuma relação causal suspeita com agentes tóxicos 
pode ser detectada e são esses casos que são denominados idiopáticos. 

Os sinais e sintomas não diferem, mas o início é comumente mais insi- 
dioso que o das anemias aplásicas tóxicas ou por hipersensibilidade. 
Sangue. Os eritrócitos geralmente são normais ou aumentados de tama- 
nho com graus variados de anisocitose e poiquilocitose, particularmente 
macrócitos ovais. A macrocitose pode ser uma característica proeminen- 
te, sobretudo em resposta a níveis elevados de eritropoetina. A distri- 
buição da largura dos eritrócitos (RDW) pode estar aumentada, mesmo 
sem transfusão (Elghetany, 1997). Mais frequentemente, a policroma- 
sia, o pontilhamento e normoblastos não estão presentes. A leucopenia 
com diminuição acentuada de granulócitos e uma linfocitose relativa são 
observadas. Na leucopenia grave, geralmente também há uma linfocito- 
penia absoluta. Os grânulos neutrofílicos podem ser maiores do que o 
normal e podem corar de vermelho escuro (ao contrário dos grânulos 
“tóxicos” observados em infecções) e a fosfatase alcalina do neutrófilo 
pode estar elevada. Entretanto, o desvio neutrofílico à esquerda não é 
observado na ausência de infecção (Elghetany, 1997). A trombocito- 
penia faz parte do quadro. O ferro sérico usualmente está elevado. Os 
níveis séricos de cobalamina e folato usualmente são normais. Embora 
um paciente ocasional apresente hipogamaglobulinemia, a maioria 
apresenta níveis séricos normais de imunoglobulinas. 
Medula óssea. Na maioria dos casos, o aspirado consiste de eritróci- 
tos, linfócitos, algumas células plasmáticas, mastócitos e partículas de 


gordura. Cortes da medula óssea apresentam tecido adiposo com fibrose 
discreta e ilhotas de linfócitos e células plasmáticas (Fig. 31.8). Embora 
áreas focais normocelulares ou hipercelulares (manchas quentes) pre- 
dominantemente eritroides algumas vezes possam estar presentes, a 
celularidade global está diminuída. A reserva de ferro está aumentada. 
Cinética eritrocitária. O aumento da concentração sérica de ferro é 
um sinal precoce valioso de hipoplasia eritroide e reflete a diminui- 
ção do turnover plasmático de ferro. Além disso, a utilização de ferro 
pelos eritrócitos diminui. Por essa razão, tanto a eritropoiese efetiva 
quanto a total estão diminuídas na anemia aplásica. 


Anemia aplásica associada a substâncias químicas 
ou a agentes físicos 


Anemias aplásicas tóxicas. Um número de agentes físicos e quími- 
cos produz lesão da medula óssea em todos os humanos e animais 
expostos a uma dose suficiente. Os exemplos são a radiação ionizante; 
compostos mostarda; benzeno; e agentes antineoplásicos como o bus- 
sulfano, uretano e antimetabólitos. O benzeno é um problema menor 
que foi no passado devido à redução da exposição. 

Radiação ionizante. Os efeitos dependem da radiossensibilidade das 
células e da capacidade de regeneração das células, assim como da taxa 
de sobrevida das células no sangue. As células eritroides são mais sen- 
síveis, os granulócitos apresentam uma sensibilidade intermediária e 
os megacariócitos são os menos sensíveis dos três. As células estromais 
são relativamente insensíveis. 

Após a exposição aguda à radiação, a contagem de reticulócitos cai, 
mas os eritrócitos diminuem lentamente por causa de sua sobrevida 
longa. Nas primeiras horas, ocorre uma leucocitose neutrofílica de- 
vida a um desvio de células periféricas e provavelmente de reservas da 
medula óssea. Uma queda de linfócitos ocorre após o primeiro dia e é 
responsável pela leucopenia inicial, haja vista os linfócitos serem sensi- 
veis à irradiação e mortos diretamente. Após mais ou menos 5 dias, a 
granulocitose começa a diminuir. As plaquetas diminuem mais tarde. 
Frequentemente, as plaquetas são as últimas a retornar ao normal na fase 
de recuperação. À exposição crônica à irradiação de baixa dose, incluin- 
do a radiação localizada para a espondilite anquilosante, está associada 
ao maior risco retardado de anemia aplásica (Shadduck, 2001). 
Anemias aplásicas hipersensíveis. Um grande número de fármacos 
produz lesão da medula óssea em alguns indivíduos após uma única 
exposição ou após exposições repetidas. Os efeitos não estão relacio- 
nados à dose como acontece na aplasia tóxica. Os agentes incluem fár- 
macos antimicrobianos (arsfernamina, cloranfenicol, sulfonamidas, 
clortetraciclina, estreptomicina), anticonvulsivantes (mefenitoína, 
trimetadiona), analgésicos (fenilbutazona), fármacos antitireoidia- 
nos (carbimazol), anti-histamínicos (tripelenamina), antagonistas 
do receptor de histamina H, (cimetidina), inseticidas (DDT) e outras 
substâncias químicas, algumas conhecidas (compostos de ouro, qui- 
nacrina, clorpromazina, tinturas para cabelo, bismuto, mercúrio) e 
outras desconhecidas. 

O cloranfenicol é um fármaco importante nessa categoria. Esse anti- 
biótico foi considerado a causa mais comum de anemia aplásica no 
pico de seu uso, o qual foi iniciado em 1949. Reações da medula óssea 
ao cloranfenicol são de dois tipos, os quais possivelmente não pos- 
suem relação entre si (Alter, 1998). 





Figura 31.8 Corte de medula óssea hipocelular, anemia aplásica. A celularidade é 
inferior a 5%. 


Em cerca de 50% dos pacientes que utilizam cloranfenicol, observa-se 
aumento do ferro sérico, reticulocitopenia com anemia, neutropenia e 
trombocitopenia. A medula óssea pode apresentar diminuição de célu- 
las eritroides e vacuolização de precursores eritroides e granulocíticos 
primitivos. Essas alterações estão relacionadas à dose, dependem do 
tempo e são reversíveis. 

Em uma pequena proporção de indivíduos que utilizam cloranfenicol, 
ocorre uma anemia aplásica irreversível que pode ser fatal. A pancitope- 
nia ocorre 3 semanas a 5 meses após a última dose. Não foi estabelecida 
uma relação entre a lesão eritropoética reversível e o desenvolvimento da 
anemia aplásica. Pode ser que a susceptibilidade individual seja respon- 
sável por esta última. Por essa razão, é essencial que o uso desse fármaco 
seja feito de modo restrito porque a monitoração de sua administração 
por meio das contagens celulares não é uma medida preventiva efetiva. 


Anemia aplásica associada a outra doença 


Infecção. Infecções virais são frequentemente associadas a uma 
supressão limitada da medula óssea. Tipicamente, ocorre neutropenia 
e, menos comumente, trombocitopenia. A aplasia da medula óssea 
tem sido descrita como uma sequela rara da hepatite viral, ocorrendo 
alguns meses após o início quando a hepatite está em fase de resolução. 
Estima-se que ela ocorra em menos de 0,07% dos casos de hepatite em 
crianças e em 2% de pacientes com hepatite não A não B. A maioria 
dos casos é soronegativa para as hepatites A, B, C e G, com apenas 
raros casos dos tipos À ou B. Esses pacientes usualmente são do sexo 
masculino e com idade inferior a 20 anos. O prognóstico geralmente é 
grave e o transplante de medula óssea é considerado precocemente na 
evolução da doença (Young, 2002). O parvovirus foi associado à crise 
aplásica eritroide transitória em pacientes com distúrbios hemolíticos 
crônicos (Young, 2002). O vírus da imunodeficiência humana (HIV) 
e o Epstein-Barr vírus também podem causar depressão hematopoé- 
tica. O mecanismo da insuficiência medular induzida por vírus pode 
estar relacionado à citotoxicidade direta ou, mais provavelmente, a 
mecanismos mediados imulogicamente secundários ao mimetismo 
molecular, à disseminação de antígeno e sinais de perigo causados 
pela infecção (Young, 2002). 

Hemoglobinúria paroxística noturna. Esse processo hemolítico 
raro (ver discussão a seguir) pode ser seguido por anemia aplásica. 
Usualmente, na hemoglobinúria paroxística noturna (HPN), coexiste 
um grau variável de hipofunção medular. Curiosamente, em alguns 
pacientes que apresentam anemia aplásica, o defeito eritrocitário da 
HPN pode estar presente ou pode aparecer durante a evolução da 
doença. Segundo Lewis (1967), aproximadamente 15% dos pacien- 
tes com anemia aplásica apresentam defeito eritrocitário da HPN 
demonstrável, com ou sem hemólise clínica. Entretanto, com a intro- 
dução recente de técnicas mais sensíveis (p. ex., citometria de fluxo), 
até 40% dos pacientes com anemia aplásica podem apresentar evidên- 
cias particularmente no início de um marcador de superfície de HPN, 
particularmente no início da evolução da doença. A expansão clonal 
de células HPN pode ter um pano de fundo imunológico como é evi- 
denciado pela forte associação do HLA-DR2 e a HPN (Young, 2002). 

Gravidez. À gestação em uma paciente com anemia aplásica adqui- 
rida pode tornar a pancitopenia mais grave. Entretanto, a anemia 
aplásica ocasionalmente ocorre durante a gestação e sofre remissão 
após o parto. Em tais casos, ocorre recorrência da aplasia durante uma 
segunda gestação. Os lactentes podem apresentar anemia, tromboci- 
topenia ou leucopenia (Fleming, 1968). As taxas de sobrevida da ane- 
mia aplásica na gestação são relativamente altas para a mãe (83%) e 
para o bebê (75%). A hemorragia é a causa mais comum de morte 
nesses pacientes (Young, 2000). 

Timoma. Embora os timomas comumente estejam associados a apla- 
sias puras de eritrócitos, outros elementos da medula óssea também 
podem ser deprimidos. A pancitopenia frequentemente com medula 
óssea hipoplásica ocorre em raros casos com timoma. A anemia aplá- 
sica pode ocorrer como uma complicação tardia após o tratamento do 
timoma (Ritchie, 2002a). 

Doenças imunológicas. A anemia aplásica ocorre em aproximada- 
mente 10% dos casos de fasciite eosinofílica. O prognóstico da anemia 
aplásica nessa situação é ruim. A anemia aplásica pode estar associa- 
da ao lúpus eritematoso sistêmico (SLE) e à artrite reumatoide (AR), 
embora o papel da terapia medicamentosa na patogênese da anemia 


aplásica tenha sido considerado (Young, 2000). A anemia aplásica 
também pode complicar a esclerose múltipla, síndromes de imunode- 
ficiência congênitas e tireoidopatias imunes. 


Anemia aplásica herdada 

O termo anemia aplásica herdada indica indivíduos com uma predis- 
posição congênita ou genética à insuficiência medular crônica, a qual 
pode estar associada a outras anomalias congênitas. Entre 30 a 35% dos 
casos de anemia aplásica infantil são herdados. Em um estudo de 134 
crianças com anemia aplásica, 40 pacientes tiveram o diagnóstico de 
anemia aplásica herdada, 26 apresentavam anemia de Fanconi, 10 apre- 
sentavam anemia aplásica familiar sem sinais clássicos de anemia de 
Fanconi e quatro apresentavam trombocitopenia amegacariocítica que 
posteriormente evoluiu para a aplasia completa (Alter, 1998). 
Anemia de Fanconi. Trata-se de um distúrbio autossômico recessivo 
com uma frequência de portador de 1/300 nos Estados Unidos e na 
Europa (Alter, 2002). Frequentemente, mais de um membro de uma 
família é afetado. A pancitopenia torna-se evidente após a lactância 
e geralmente torna-se importante em torno dos oito anos de vida. A 
anemia comumente é normocrômica e pode ser macrocítica. Podem 
ser observados níveis elevados de hemoglobina fetal (HbF) e de antí- 
geno 1. A medula óssea geralmente é hipocelular. Anomalias desenvol- 
vimentais estão presentes e podem incluir a hiperpigmentação, baixa 
estatura, hipogonadismo, malformações das extremidades (p. ex., 
aplasia do rádio e anormalidades dos polegares), microcefalia e mal- 
formação de outros órgãos (p. ex., coração e rins). Defeitos cromos- 
sômicos que consistem em quebras aleatórias e rearranjos caracteristi- 
camente estão presentes nos linfócitos sanguíneos e também nas célu- 
las da medula óssea. A quebra cromossômica torna-se mais evidente 
quando células cultivadas são desafiadas com agentes alquilantes e 
que provocam cross-linking do DNA (p. ex., mitomicina C e diepo- 
xibutano). Um avanço na investigação da anemia de Fanconi ocorreu 
a partir da observação de que células híbridas da anemia de Fanconi 
e células normais resultavam na correção da fragilidade cromossômi- 
ca anormal, um processo conhecido como complementação. Mais de 
10 grupos de complementação foram identificados até o momento. 
O grupo de complementação A (FANCA) é o mais comum, ocorren- 
do em aproximadamente 70% dos pacientes com anemia de Fanconi. 
Várias proteínas da anemia de Fanconi formam um complexo nuclear 
que está envolvido na estabilidade nuclear (Alter, 2002). A sobrevi- 
da média prevista na anemia de Fanconi é de 19 anos. Pacientes com 
anemia de Fanconi apresentam um maior risco de desenvolver leu- 
cemia e tumores não hematológicos, particularmente no fígado, com 
uma incidência global de neoplasia de 15% (Alter, 1998). 
Outras anemias aplásicas herdadas. Algumas poucas crianças apre- 
sentam manifestações hemorrágicas secundárias à trombocitopenia 
amegacariocítica. Na medida em que a doença evolui, elas apresentam 
pancitopenia e hipoplasia medular. Os estudos de quebra cromos- 
sômica geralmente são normais. O modo de herança é autossômico 
recessivo. O defeito molecular está relacionado à mutação do gene do 
receptor de trombopoietina, c-mpl, mapeado em 1p35 (Alter, 2002). 

A pancitopenia e a hipoplasia medular podem ocorrer em um sub- 
grupo de pacientes com outros distúrbios familiares. Alguns pacien- 
tes com disqueratose congênita (hiperpigmentação reticulada da pele, 
unhas distróficas e leucoplasia mucosa) e síndrome de Shwachman- 
-Diamond (insuficiência pancreática exócrina e neutropenia) desenvol- 
vem anemia aplásica durante a evolução de sua doença (Alter, 2002). 


Aplasia eritrocitária pura 
Retardo transitório da eritropoese (crise 
aplásica transitória) 

Isso pode ocorrer durante a evolução de uma anemia hemolítica (fre- 
quentemente precedida por uma infecção) e a combinação de aplasia e 
hemólise se torna uma situação potencialmente letal. A produção eritro- 
citária ocasionalmente pode cessar durante ou após infecções menores 
em crianças ou adultos normais. Nesse período, a medula óssea apresen- 
ta apenas alguns poucos precursores eritroides mais imaturos. Episódios 
de aplasia em anemias hemolíticas crônicas parecem ser devidos à infec- 
ção pelo parvovírus B19. Esse vírus inibe a eritropoiese infectando célu- 
las progenitoras eritroides maduras (CFU-E). A principal característica 
morfológica da doença é a presença de pró-normoblastos gigantes dis- 
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cursores eritroides mais maduros. A inclusão nuclear pode ser dificil de 
ser identificada na coloração de Wright. As crises aplásicas resultantes da 
infecção por parvovírus são transitórias, com recuperação eritroide da 
medula óssea em 1 a 2 semanas após o início (Erslev, 2001c). 


Eritroblastopenia transitória da infância 

A eritroblastopenia transitória da infància (ETI) ocorre em crianças 
previamente saudáveis, usualmente com menos de 8 anos de idade, com 
a maioria dos casos ocorrendo entre 1 e 3 anos de idade. Ela é carac- 
terizada por uma anemia normocítica moderada a grave, reticulocito- 
penia grave, neutropenia transitória (20%) e aumento da contagem de 
plaquetas (60% dos pacientes). A macrocitose é comumente observada 
durante a recuperação em razão do efeito dos reticulócitos. Uma histó- 
ria de infecção viral nos 3 meses precedentes é frequentemente presente. 
A medula óssea geralmente é normocelular e apresenta ausência virtual 
de precursores eritroides, exceto por algumas poucas formas iniciais. O 
paciente recupera-se em 1 ou 2 meses sem terapia. A patogénese parece 
envolver a inibição humoral da eritropoiese ou diminuição de células- 
tronco em muitos dos pacientes que foram estudados, mas não foi pro- 
vado que o parvovirus seja a causa da ETI (Alter, 2002). 


Aplasia eritrocitária congênita (anemia de 
Diamond-Blackfan; anemia hipoplásica congênita) 

Trata-se de uma rara aplasia eritrocitária congênita que usualmente 
se torna evidente durante o primeiro ano de vida, mas que pode ocor- 
rer mais tarde (p. ex., aos 6 anos). À anemia grave é normocrômica e 
discretamente microcítica; as plateletas estão normais ou aumentadas; 
e a medula óssea geralmente apresenta redução de todas as células eri- 
troides em desenvolvimento, mas apresenta linhagens granulocítica e 
megacariocítica normais. Em um pequeno número de casos, precurso- 
res eritroides residuais são detectados. Esses precursores são principal- 
mente pró-normoblastos. A hemoglobina F está elevada (5-25%) até um 
grau não esperado para a idade do paciente e o antígeno 1 frequentemen- 
te está presente. A adenosina deaminase (ADA) eritrocitária comumente 
está aumentada. Esses achados contrastam com a ETI. Na fase anêmica 
desta, os eritrócitos são normocíticos, a Hb F está normal, o antígeno 
1 está ausente e as enzimas eritrocitárias estão em um nível mais baixo 
(característica de uma população celular mais velha) (Alter, 1998). 

O defeito parece estar nas células progenitoras eritroides dedicadas. 
Os CFU-Es e BFU-Es estão diminuídos na medula óssea, e os BFU- 
Es, os quais circulam normalmente, estão ausentes ou diminuídos no 
sangue. Além disso, essas células progenitoras apresentam uma acele- 
ração da morte celular programada (apoptose) e não respondem em 
sistemas de cultura in vitro a células T normais e a níveis usuais de 
EPO, sugerindo um defeito qualitativo. Uma mutação no gene RPS19 
foi detectada em 25% dos pacientes. Esse gene codifica a subunidade 
proteica ribossômica de localização nucleolar (Alter, 2002). 

Aproximadamente 75% dos pacientes respondem pelo menos par- 
cialmente aos corticosteroides, e a sobrevida global de longo prazo é 
de cerca de 65%, embora muitos pacientes necessitem de uso prolon- 
gado de esteroide (Alter, 1998). 


Aplasia eritrocitária pura adquirida 

Em adultos de meia-idade, a falha seletiva de produção eritrocitária 
ocorre raramente. A reticulocitopenia e a medula óssea que apresentam 
apenas os precursores eritroides mais primitivos são características. A 
produção de leucócitos e de plaquetas é normal. Aproximadamente 50% 
dos casos relatados foram associados a um timoma, usualmente do tipo 
de célula fusiforme não invasivo. No entanto, apenas 5 a 10% dos pacien- 
tes com timoma apresentam a anemia. A remissão da anemia ocorre em 
aproximadamente um quarto dos casos após a remoção cirúrgica do 
timoma. A aplasia eritrocitária crônica adquirida também foi associada 
a outras condições como uso de fármacos, distúrbios vasculares colage- 
nosos, distúrbios linfoproliferativos de linfócitos granulares ou outros 
distúrbios com alterações imunológicas. A maioria dessas anemias 
parece fazer parte de um espectro de citopenias autoimunes nas quais 
as células-alvo são células-tronco eritroides ou normoblastos. Em alguns 
pacientes, anticorpos que reagem com essas células foram identifica- 
dos. Corticosteroides e fármacos imunossupressores têm sido utilizados 
como terapia, mas menos de 50% dos pacientes obtêm uma remissão 
satisfatória (Erslev, 2001c). 


Anemia sideroblástica 


A anemia sideroblástica é caracterizada por eritrócitos hipocrômi- 
cos e frequentemente microcíticos no sangue usualmente misturados 
com células normocrômicas, de modo que a sua aparência é dimór- 
fica (Fig. 29.13). A concentração sérica de ferro está aumentada, a 
TIBC está diminuída e a porcentagem de saturação da proteína liga- 
dora de ferro está enormemente elevada. A medula óssea apresenta 
um aumento acentuado da reserva de ferro (Fig. 31.5), hiperplasia 
eritroide com evidências de hemoglobinização defeituosa e aumento 
do número de sideroblastos. Além disso, há um aumento do número 
de grânulos sideróticos por célula e os grânulos circundam o núcleo 
(com a maioria dos autores exigindo pelo menos um terço da circun- 
ferência) formando “sideroblastos em anel” (Koc, 1998) (Fig. 32.17). 
Neste último, a carga de ferro das mitocôndrias é observada através 
da microscopia eletrônica. Esses achados estão associados à sintese 
defeituosa do heme, a qual pode ser devida a qualquer um dos vários 
defeitos enzimáticos possíveis. Ocasionalmente, alterações tipo mega- 
loblasto são observadas nas células eritroides, mas alterações típicas da 
deficiência de cobalamina ou de folato não são observadas nos granu- 
lócitos, exceto se a deficiência de folato coexistir. 


Anemias sideroblásticas hereditárias 

As anemias sideroblásticas hereditárias incluem vários modos de 
herança (i. e., ligada ao X, autossômica dominante e autossômica reces- 
siva). As formas ligadas ao X geralmente exibem níveis baixos da enzima 
ácido d-aminolevulínico sintase (ALAS). Isso ocorre em homens e pode 
não se manifestar até a adolescência. Embora raros, existem alguns pou- 
cos estudos familiares bem documentados. Em contraste com a anemia 
sideroblástica adquirida, a anormalidade sideroblástica em anel usual- 
mente é observada em formas tardias de eritroblastos que não se encon- 
tram em fase de divisão (Bottomley, 1982). O gene da isozima ALAS-2 
(ALAS eritroide) foi localizado no cromossomo X e parece ocorrer uma 
mutação pontual desse gene (Xp11.21) na maior parte da anemia sidero- 
blástica ligada ao X (Koc, 1998). Mutações do gene ALS-2 podem acarre- 
tar uma baixa afinidade enzimática pelo fosfato de piridoxal, instabilida- 
de estrutural, sítio catalítico anormal ou aumento da susceptibilidade a 
proteases mitocondriais. O grau de anemia aumenta com a suplementa- 
ção de piridoxina quando a mutação rompe a associação catalítica entre 
a enzima e o fosfato de piridoxal (Alcindor, 2002). Anemias sideroblásti- 
cas hereditárias podem ser devidas a um defeito mitocondrial, i. e., cito- 
patia mitocondrial. A maioria desses distúrbios é produzida por deleções 
no genoma mitocondrial, as quais podem ser de até 30% do genoma 
mitocondrial inteiro (Alcindor, 2002). Essas doenças raras geralmente 
estão associadas a manifestações sistêmicas como a síndrome de Pearson 
(insuficiência pancreática, vacuolização de células da medula óssea, side- 
roblastos em anel e um grau variável de insuficiência medular). 


Anemias sideroblásticas adquiridas 


Anemia sideroblástica idiopática adquirida. Quando outras causas de 
anemia sideroplástica não podem ser identificadas, utiliza-se o termo 
“primária” ou “idiopática”. A anemia sideroplástica idiopática adqui- 
rida (ASIA) é mais comum, inicia em uma fase mais tardia da vida 
adulta e é observada em ambos os sexos. A ASIA é geralmente consi- 
derada um subgrupo das síndromes mielodisplásicas (anemia refra- 
tária com sideroblastos em anel [RARS, refractory anemia with ring 
sideroblasts|) (Jaffe, 2001); ver também Cap. 32). A anemia dimórfica 
apresenta tanto eritrócitos hipocrômicos microcíticos quanto macro- 
cíticos e, comumente, o VCM é elevado (Fig. 29.15). Pelo menos 15% 
dos eritroblastos (formas iniciais e tardias) na medula óssea são side- 
roblastos em anel. Outras manifestações de displasia da linha celular 
eritroide podem ser observadas. As características displásicas podem 
também ser observadas nas linhagens mieloide e megacariocítica. 
Existem evidências crescentes de que a ASIA pode ser causada por 
mutações do DNA mitocondrial (Gattermann, 1997). 


Anemia sideroblástica secundária 
(induzida por fármacos ou toxina) 

Essa forma de anemia sideroblástica é secundária a algum agente que 
interfere na síntese do heme; seu reconhecimento é importante porque 
ocorre uma melhora hematológica quando o agente é removido. 


Os fármacos antituberculose isoniazida, cicloserina e pirazinamida 
provocam anormalidades sideroblásticas em alguns pacientes subme- 
tidos à terapia prolongada. 

A intoxicação por chumbo é um membro importante desse grupo 
porque a exposição ambiental ao chumbo geralmente não é reconhe- 
cida e necessita ser detectada. O chumbo interfere na síntese do heme 
bloqueando as enzimas ALA sintase, ALA desidratase e heme sinta- 
se. Esses bloqueios são apenas parciais e de grau variado. A ALA e a 
coproporfirina estão aumentadas na urina. O cloranfenicol também 
causa formação de sideroblasto em anel, provavelmente pela inibição 
da síntese proteica mitocondrial. A deficiência de cobre ou a sobrecar- 
ga de zinco podem produzir anemia sideroblástica, células da medula 
óssea vacuolizadas e neutropenia. A ingestão de grandes quantidades 
de zinco interfere na absorção do cobre e produz manifestações de 
deficiência de cobre. Quelantes do cobre em altas doses (p. ex., penici- 
lamina) podem produzir anemia sideroblástica. 

A anemia induzida pelo etanol talvez seja a mais comum das ane- 
mias sideroblásticas reversíveis. Os achados concomitantes são a defi- 
ciência de folato, hipomagnesemia e hipocalemia. Após a suspensão 
da ingestão de álcool, os sideroblastos anormais usualmente desapa- 
recem em poucos dias. 

A deficiência primária de piridoxina, frequentemente associada à 
má nutrição, é às vezes associada à anemia sideroblástica. Entretanto, 
outras manifestações como neuropatia periférica e dermatite, domi- 
nam o quadro clínico. A anemia sideroblástica como única manifes- 
tação da deficiência de piridoxina não foi descrita em humanos, mas 
isso ocorre em animais (Alcindor, 2002). 


Anemia refratária 


Existe um grupo mal definido de anemias crônicas que comu- 
mente ocorrem em indivíduos com mais de 50 anos de idade. Elas se 
manifestam por anemia normocítica ou macrocítica, reticulocitope- 
nia, frequentemente pancitopenia e hipercelularidade medular com 
hiperplasia eritroide em grau variável de diseritropoiese. Geralmente, 
o paciente foi tratado com cobalamina, ácido fólico e ferro sem apre- 
sentar resposta. O processo é usualmente contínuo e, em uma peque- 
na proporção de casos, desenvolve alterações displásicas em células da 
medula óssea e aumento de células blásticas e evolui para uma leuce- 
mia aguda. Por essa razão, anemias refratárias são consideradas como 
parte das síndromes mielodisplásicas (ver Cap. 32). 


Anemias diseritropoéticas congênitas 

Anemias diseritropoéticas congênitas representam uma família de 
anemias refratárias herdadas caracterizadas por uma eritropoiese ine- 
ficaz e multinuclearidade eritroide medular. 

Até o momento, pelo menos três tipos foram identificados com base 
nos achados da medula óssea e sorológicos (Heimpel, 2004). A ane- 
mia diseritropoética congênita I apresenta alterações megaloblásticas 
com alguma binuclearidade em aproximadamente 5% dos eritroblas- 
tos da medula óssea, pontes de cromatina internucleares e uma ane- 
mia macrocítica. Alguns casos apresentam uma anormalidade no gene 
CDANI localizado no braço longo do cromossomo 15 (Heimpel, 2004). 
A anemia diseritropoética congênita II é mais comum que as outras e 
apresenta binuclearidade e multinuclearidade em 10 a 40% dos precur- 
sores eritroides com mitoses pluripolares e cariorrexe. A anemia é nor- 
mocítica e difere das outras por apresentar um teste do soro acidificado 
positivo (em alguns, mas nem todos os soros normais) e um teste de 
hemólise com sacarose negativo. É conhecida como multinuclearidade 
eritroblástica hereditária com teste do soro acidificado positivo (HEM- 
PAS, hereditary erythroblastic multinuclearity with positive acidified 
serum). Os eritrócitos apresentam um antígeno não presente em células 
normais ou na hemobloginúria paroxística noturna e aproximadamen- 
te um terço dos soros normais contêm o anticorpo imunoglobulina M 
(IgM) correspondente. Além disso, eritrócitos na anemia diseritrocitá- 
ria congênita II reagem fortemente com anti-i e anti-l. A microscopia 
eletrônica mostra um excesso de retículo endoplasmático paralelo à 
membrana celular, o que confere a aparência de uma membrana dupla 
nas formas tardia de eritroblastos e alguns eritrócitos. Acredita-se que 
a anemia diseritrocitária congênita II esteja relacionada com a glicosi- 
lação anormal da membrana. A anemia diseritrocitária congênita III 
apresenta precursores eritroides gigantes, com multinuclearidade mais 


pronunciada (gigantoblastos) em 10 a 40% dos precursores eritroides, 
e uma anemia macrocítica. Em contraste com os tipos I e II, que são 
autossômicos recessivos, o tipo III é autossômico dominante. Um gene 
putativo para o tipo III foi recentemente localizado no cromossomo 15 
próximo do gene CDAN1 (Heimpel, 2004). Outras variantes também 
foram descritas em um pequeno número de famílias. 


Anemia por perda de sangue 


Anemia pós-hemorrágica aguda 

O sangue pode ser perdido da circulação externa ou internamente 
para um espaço tissular ou uma cavidade corpórea. Quando o san- 
gue é perdido ao longo de um curto período de tempo em quantida- 
de suficiente para causar anemia, ocorre a anemia pós-hemorrágica 
aguda. Indivíduos saudáveis normais são capazes de compensar a 
perda sanguínea rápida de até 20% do volume sanguíneo circulan- 
te com poucos sintomas (Hillman, 1996). Após um único episódio 
de sangramento excessivo, as principais manifestações são devidas à 
depleção do volume sanguíneo (hipovolemia). Após mais ou menos 
um dia, o volume retorna ao nível prévio pelo movimento de líquido 
para o interior da circulação e a anemia se torna evidente. 

A primeira alteração hematológica é uma queda transitória da con- 
tagem de plaquetas, a qual pode subir e atingir níveis elevados em 
uma hora. A alteração seguinte é uma leucocitose neutrofílica mode- 
rada com desvio para a esquerda; em 2 a 5 horas, pode ocorrer uma 
contagem de leucócitos máxima de 10 a 35 x 10º/L. A Hb e o hema- 
tócrito não caem imediatamente, mas apenas lentamente na medida 
em que os líquidos tissulares se movem para o interior da circulação 
para compensar a perda de volume sanguíneo. As quedas da Hb e do 
hematócrito podem não revelar a completa extensão da perda de eri- 
trócitos até 2 a 3 dias após a hemorragia. 

A anemia que ocorre inicialmente é normocrômica e normociti- 
ca, com um VCM e uma concentração de hemoglobina corpuscular 
média (CHCM) normais e apenas uma anisopoiquilocitose mínima. 
O aumento da secreção de eritropoetina estimula a proliferação eri- 
troide na medula óssea e os reticulócitos começam a atingir a circu- 
lação em 3 a 5 dias, atingindo um máximo em aproximadamente 10 
dias. Durante esse período, pode ocorrer macrocitose (aumento do 
VCM) transitório, aumento da policromasia e presença de normo- 
blastos no sangue. São necessários 2 a 4 dias após a perda sanguínea 
para que a contagem de leucócitos retorne ao normal e aproximada- 
mente 2 semanas para que as alterações morfológicas desapareçam. O 
retorno dos valores eritrocitários é mais lento. 


Anemia pós-hemorrágica crônica 

Se a perda sanguínea for pequena ao longo de um longo período de 
tempo, tanto as características clínicas quanto as hematológicas que 
caracterizam a anemia pós-hemorrágica aguda não estarão presentes. 
A regeneração dos eritrócitos ocorre em uma velocidade mais lenta. 

A contagem de reticulócitos pode estar normal ou discretamente 
aumentada. Usualmente, não ocorre anemia importante até que haja 
depleção da reserva de ferro, quando a anemia é, então, ferropriva. No 
início, a anemia é normocrômica e normocítica; gradualmente as célu- 
las vermelhas recém-formadas se tornam microcíticas e então hipocrô- 
micas. À contagem de leucócitos está normal ou discretamente diminu- 
ida devido à neutropenia. Geralmente, as plaquetas estão aumentadas e, 
apenas mais tarde, na deficiência de ferro grave, elas podem diminuir. 

A causa da perda sanguínea deve ser identificada, pois é a ela que o 
tratamento deve ser direcionado. 


Hemólise — Geral 


Anemias devidas primariamente ao aumento da destruição dos 
eritrócitos são denominadas anemias hemolíticas. Por essa razão, 
um encurtamento da sobrevida eritrocitária comprova a presença de 
hemólise. Na prática, essa mensuração geralmente é desnecessária. 

Anemias hemolíticas podem ser devidas a um defeito do eritrócito 
em si, sendo consideradas anemias hemolíticas intrínsecas. Em geral 
são hereditárias e são comumente agrupadas como defeitos de mem- 
brana, metabólico ou da hemoglobina. Alternativamente, a hemólise 
pode ser devida a um fator exterior ao eritrócito e que atua sobre ele. 
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ridas. Os termos hemólise intravascular e hemólise extravascular refe- 
rem-se aos locais da destruição dos eritrócitos, isto é, dentro ou fora 
do sangue circulante, respectivamente. 

Estudos de sobrevida dos eritrócitos. Uma diminuição da sobrevida 
dos eritrócitos define a hemólise. Quando o processo hemolítico é 
moderado ou grave, os estudos a seguir serão suficientes para demons- 
trar a presença de hemólise. Quando o processo hemolítico é leve ou 
obscuro, estudos da sobrevida dos eritrócitos podem ser necessários. 

O cromo radioativo (°'Cr) é conveniente e amplamente utilizado. 
O cromato marcado é adicionado a uma amostra de sangue in vitro 
e liga-se a cadeias B da hemoglobina. Os eritrócitos marcados com 
cromo são injetados pela via intravenosa e seu desaparecimento é 
mensurado pela contagem sanguínea. O sangue é coletado a cada 1 a 2 
dias durante 10 a 14 dias. A atividade residual é um indicador do perí- 
odo de vida intravascular dos eritrócitos marcados. Como o *!Cr emite 
raios y, a cintilografia pode detectar locais de destruição eritrocitária. 

O período de vida dos eritrócitos é usualmente expresso como o 
período durante o qual a meia-vida da radioatividade permanece no 
sangue (Ti "Cr; ver Fig. 31.9). Normalmente, o cromo desaparece 
dos eritrócitos em uma taxa de 1% ao dia. Portanto, a meia-vida dos 
eritrócitos marcados com **Cr em indivíduos normais é de 25 a 32 
dias em vez de 60 dias. A perda sanguínea, a alteração do hematócri- 
to e transfusões sanguíneas recentes complicam significativamente a 
interpretação dos dados sobre a sobrevida. Por essa razão, uma condi- 
ção estável é necessária para a obtenção de resultados utilizáveis. 

Nas anemias hemolíticas autoimunes, a inclinação da sobrevida dos 
eritrócitos produz uma linha reta quando projetada em um papel semi- 
logarítmico (Fig. 31.9). Em outras anemias hemolíticas, podem existir 
duas populações celulares. Nessas situações, a curva de sobrevida pode 
ser composta por uma inclinação acentuada inicial seguida por um 
componente plano (Fig. 31.10). Esse tipo de curva foi observado em 
anemias hemolíticas hereditárias por deficiência enzimática, na anemia 
falciforme e na hemoglobinuria paroxistica noturna (Dacie, 1991). 


Destruição de hemoglobina 


Os achados laboratoriais diferem dependendo do local da destrui- 
ção celular, da quantidade de sangue destruído e da velocidade da des- 
truição. Quando a destruição é intravascular e a quantidade de sangue 
destruído é grande, a hemoglobina livre e o metalbumina estarão pre- 
sentes no plasma (hemoglobinemia e metalbuminemia). A urina pode 
conter hemoglobina livre e também hemossiderina. 

A hemoglobina livre dissocia-se prontamente em dímeros ap (af, 
— 208). Eles estão ligados à haptoglobina, uma a, -globulina, e o com- 
plexo hemoglobina-haptoglobina é rapidamente removido da circula- 
ção e catabolizado pelas células parenquimatosas hepáticas. Esse pro- 
cesso impede que a hemoglobina apareça na urina. Entretanto, quando 
o nível plasmático de hemoglobina ultrapassa 50 a 200 mg/dL (8-31 
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Figura 31.10 Resultados da curva de sobrevida dos eritrócitos marcados com *'Cr 
em um paciente com anemia hemolítica que contém duas populações celulares. A 
porcentagem da sobrevida está na ordenada. Extrapolando a curva mais plana ao 
tempo 0, pode ser estimado que 40% das células apresentam um tempo médio de 
vida de 100 dias. Sessenta por cento das células apresentam um tempo médio de 
vida de 5 dias. (De Bentley SA, 1977.) 


mol/L), que é a capacidade da haptoglobina de se ligar à hemoglobi- 
na, os dimeros af livres da hemoglobina passam imediatamente através 
dos glomérulos renais. Parte da hemoglobina é então absorvida pelas 
células dos túbulos contornados proximais, nos quais o ferro da hemo- 
globina é convertido em hemossiderina. Quando essas células tubulares 
descamam na urina, ocorre hemossiderinúria. Quando a quantidade 
de hemoglobina na luz tubular ultrapassa a capacidade de reabsorção 
tubular, ela atinge a urina (hemoglobinúria). No processo ela pode ser 
oxidada em metemoglobina (hemiglobina). A hemoglobina plasmática 
não ligada à haptoglobina ou removida pelos rins é oxidada em hemi- 
globina. Os grupos heme oxidados (hemina) ligam-se à hemopexina, 
uma B-globulina, e o complexo é rapidamente eliminado pelas células 
parenquimatosas hepáticas. Quando a hemopexina é depletada, gru- 
pos hemina ligam-se à albumina, formando a metalbumina. Quando 
a hemopexina torna-se novamente disponível, ela remove os grupos 
hemina da albumina para a depuração hepática (Hillman, 1996). 

A lactato desidrogenase (LDH) é liberada dos eritrócitos e está 
aumentada no soro na hemólise, especialmente na hemólise intra- 
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Figura 31.9 Resultados da curva de sobrevida dos eritrócitos marcados com *'Cr em pacientes com anemia hemolítica autoimune (esquerda, semi-log; direita, plots lineares). 
O tempo médio de vida das células foi de 9 a 10 dias e é registrado em um período quando 37% das células ainda estão circulando. O tempo de sobrevida de 50% (T,, Cr) foi 


de 6 a 7 dias. (De Dacie, 1991; p. 386 com permissão.) 


vascular. Ela é eliminada mais lentamente do que a hemoglobina. Seu 
valor de referência superior é de 207 UI/L e, na anemia hemolítica, 
a LDH pode estar bem elevada, atingindo até 800 UI/L. Na anemia 
megaloblástica associada a uma acentuada eritropoiese ineficaz, a 
LDH está enormemente aumentada, atingindo vários milhares de 
unidades. A LDH sérica também está aumentada em outras formas de 
lesão celular. Nas anemias hemolíticas, ocorre reversão do padrão da 
isozima da LDH, com a LDH, ultrapassando a LDH,. 

O nível plasmático normal de hemoglobina é de 0,5 a 5 mg/dL 
(0,08-0,78 umol/L). Uma elevação para 10 mg/dL confere ao plasma 
uma coloração amarelada ou alaranjada. Com um maior aumento, a 
cor torna-se rosa. Níveis de até 25 a 30 mg/dL são comuns na anemia 
hemolítica. Níveis mais elevados usualmente indicam hemólise intra- 
vascular e são observados em reações transfusionais hemolíticas e nas 
hemoglobinúrias paroxísticas noturnas e pela exposição ao frio. 

Quando a hemólise for primariamente extravascular, não ocorre 
hemoglobinemia, hemoglobinúria ou hemossiderinúria. A hemólise é 
detectada por meio da mensuração de um aumento de um dos produ- 
tos do catabolismo do heme (ver Cap. 30). 

i. Um aumento de monóxido de carbono (CO) expirado (uma téc- 
nica de pesquisa) ou do nível sanguíneo de carboxihemoglobina. 

2. Um aumento sérico da bilirrubina indireta. Como ela é ligada à 
albumina, não aparece na urina. 

3. Um aumento do urobilinogênio na urina ou, mais consistente- 
mente, do urobilinogênio fecal. 

O urobilinogênio normal em uma amostra de 24 horas é de 0,5a 4mg 
(0,8-6,75 umol) na urina e 40 a 280 mg (0,068-0,470 mmol) nas fezes. 
Após uma hemólise excessiva, ele pode aumentar para 5 a 200 mg na 
urina e para 300 a 400 mg nas fezes. O exame de fezes é mais confiável 
que o de urina porque ele pode revelar um aumento quando a urina 
não mostra nenhum. Ele pode revelar um aumento mesmo quando a 
concentração sérica de bilirrubina não estiver elevada porque o figado 
normal pode remover grandes quantidades de bilirrubina (reagindo 
indiretamente) e de urobilinogênio reabsorvido do sangue. 

A anemia hemolítica é caracterizada também por um aumento da 
produção de eritrócitos. Por causa da disponibilidade da quantida- 
de máxima de ferro para a formação de hemoglobina, a produção de 
eritrócitos atinge o grau máximo possível (aproximadamente oito 
vezes o normal) na anemia hemolítica crônica grave, se não houver 
intervenção de fatores complicadores (p. ex., deficiência de folato). 
Se a destruição de eritrócitos ultrapassar a capacidade de reposição 
da medula óssea na mesma velocidade, ocorrerá a anemia hemolítica. 
Na hemólise menos grave, a medula óssea pode ser capaz de produzir 
uma quantidade suficiente de eritrócitos de modo que a anemia não 
ocorra. Isso é denominado hemólise compensada. 

A piora súbita do grau de anemia pode ocorrer nas anemias hemo- 

líticas crônicas e pode ser decorrente de dois mecanismos básicos. 
Ocasionalmente, episódios de insuficiência medular (interrupção 
transitória da eritropoiese; ver discussão anterior) caracterizados por 
hipoplasia eritroide e reticulocitopenia podem perturbar o equilíbrio 
entre a produção e a destruição de eritrócitos. Na maioria das vezes, 
essas crises aplásicas são provavelmente devidas à infecção por par- 
vovírus (Young, 1984). Por outro lado, um aumento da taxa de des- 
truição de eritrócitos pode ocorrer associado à infecção ou a outras 
doenças que aumentam o tamanho do baço. Isto não está associado à 
aplasia eritroide e é denominado crise hemolítica. 
Lâmina de sangue. A anemia é normocitica ou macrocitica. A macro- 
citose é devida à presença de eritrócitos imaturos, os quais são maio- 
res que os normócitos. A policromasia é geralmente proeminente. Ela 
pode ser excessivamente basofílica e pode haver a presença de nor- 
moblastos, ambos indicando um “desvio” de reticulócitos da medula 
óssea para o sangue. Outras anormalidades eritrocitárias podem for- 
necer um indício sobre a natureza do processo hemolítico. Esferócitos 
sugerem esferocitose hereditária (EH) ou hemólise autoimune (Fig. 
29.12); esquizócitos indicam anemia hemolítica traumática (Fig. 
29.19); células falciformes, células-alvo ou cristais sugerem uma 
hemoglobinopatia. Quando a anemia hemolítica é aguda, ocorre um 
aumento dos números e formas mais jovens de leucócitos e plaquetas 
são frequentemente liberadas da medula óssea com os eritrócitos. O 
resultado é uma leucocitose com um “desvio para a esquerda” e trom- 
bocitose com plaquetas normais e gigantes. 


Medula óssea. A hiperplasia normoblástica está presente e pode ser de 
grau impressionante. A reserva de ferro usualmente está aumentada e 
a quantidade de sideroblastos está normal ou aumentada, refletindo a 
abundância de ferro disponível para a síntese de hemoglobina. 


Hemólise — Distúrbios da membrana 


Esferocitose hereditária 

A EH afeta 1 em cada 5.000 indivíduos da população, ocorrendo pre- 
dominantemente entre aqueles com ascendentes oriundos do norte 
da Europa. Ela é caracterizada por eritrócitos esféricos que são intrin- 
secamente defeituosos, esplenomegalia e ocorrência familiar (mais 
frequentemente, autossômica dominante). Em aproximadamente 15 
a 30% dos casos, no entanto, nenhum familiar é afetado. O processo 
hemolítico apresenta uma gravidade variável e é corrigido pela esple- 
nectomia, embora a esferocitose permaneça. 

Os achados laboratoriais são os de um processo hemolítico extra- 
vascular: evidências de aumento do catabolismo do pigmento, hiper- 
plasia eritroide e reticulocitose. O teste direto de antiglobulina é nega- 
tivo. Caracteristicamente, os eritrócitos apresentam um aumento da 
fragilidade osmótica. Na lâmina de sangue, os esferócitos apresentam 
um diâmetro menor e coram mais intensamente do que as células 
normais. À palidez central está diminuída ou ausente. Quando pre- 
sente, a palidez pode ser excêntrica (Fig. 29.12). O VCM é normal e a 
CHCM frequentemente está aumentada, refletindo uma diminuição 
da superfície celular. 

Teste de fragilidade osmótica. Os eritrócitos são suspensos em uma 
série de tubos que contêm soluções hipotônicas de NaCl que variam 
de 0,9 a 0,0% incubados em temperatura ambiente por 30 minutos e 
centrifugados. A porcentagem de hemólise nas soluções sobrenadan- 
tes é mensurada e mostrada em um gráfico para cada concentração 
de NaCl. As células que são mais esféricas, com uma menor relação 
superfície/volume, apresentam uma capacidade limitada de expansão 
em soluções hipotônicas e são destruídas em uma maior concentra- 
ção de NaCl que aos eritrócitos bicôncavos normais. Diz-se que eles 
possuem maior fragilidade osmótica. Por outro lado, células que são 
hipocrômicas e mais achatadas possuem uma maior capacidade de 
expandir em soluções hipotônicas e são destruídas em menor concen- 
tração do que as células normais. Diz-se que elas apresentam menor 
fragilidade osmótica (Fig. 31.11). 

A fragilidade osmótica do sangue recém-coletado normalmente 
está aumentada na EH, mas pode ser normal em pacientes levemen- 
te afetados. No sangue incubado a 37°C por 24 horas antes da reali- 
zação do teste, a fragilidade osmótica quase sempre está aumentada 
(Fig. 31.12). 

Essa fragilidade do sangue recém-coletado usualmente está aumen- 
tada na esferocitose hereditária, mas pode estar normal em pacientes 
levemente afetados. Um rastro de células muito frágeis condicionadas 
pelo baço é usualmente observado. O rastro geralmente desaparece 
após esplenectomia. Células com aumento da relação superficie/volu- 
me são resistentes à osmose. Essas células são observadas na deficiên- 
cia de ferro, talassemia, hepatopatia e reticulocitose. 

Teste de auto-hemólise. O sangue estéril desfibrinado é incubado 
a 37°C por 48 horas (Dacie, 1991). Durante esse tempo, os eritrócitos 
sofrem uma série de alterações complexas, perdem membrana e se tor- 
nam mais esféricos. No sangue normal, sem adição de glicose, a quan- 
tidade de auto-hemólise na 48º hora é de 0,2 a 2,0%. No sangue nor- 
mal, incubado com adição de glicose, a quantidade de auto-hemólise é 
menor: O a 0,9%. 

Na esferocitose hereditária, a auto-hemolise está praticamen- 
te sempre aumentada. Com glicose, a lise diminui em certo grau. 
Raramente, pacientes com fortes evidências clínicas e laboratoriais 
de esferocitose hereditária apresentam fragilidade osmótica incubada 
normal. Nesses pacientes, o teste de auto-hemólise anormal é útil na 
confirmação do diagnóstico de esferocitose hereditária (Fukagawa, 
1979). 

Os eritrócitos são anormalmente permeáveis ao sódio e não existe 
defeito no metabolismo energético, o qual está, de fato, aumentado. 
O aumento da atividade metabólica foi explicado como uma tentativa 
de compensar o defeito da membrana que permite a saída de cátions, 
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Figura 31.11 Fragilidade osmótica eritrocitária. a, talassemia, que mostra uma 
pequena fração de células com fragilidade aumentada (inferior à esquerda) e uma 
maior fração de células com diminuição da fragilidade (superior à direita). b, curvas 
normais encontram-se na área sombreada. c, esferocitose hereditária que mostra 
aumento da fragilidade osmótica. 
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Figura 31.12 O efeito da incubação sobre a fragilidade osmótica eritrocitária. A 
alteração da curva da fragilidade osmótica de “antes da incubação” para “após a 
incubação” é ilustrada para o sangue normal (1 — 1A) e do sangue de um paciente 
com esferocitose hereditária (2 — 2A). O sangue na esferocitose hereditária 
apresenta caracteristicamente um aumento maior da fragilidade com a incubação do 
que o sangue normal ou mesmo o sangue de paciente com esferocitose adquirida 

(p. ex., anemia hemolítica autoimune). 


com alterações degenerativas e a perda de membrana celular acelerada 
pelo estresse metabólico e físico da passagem pelo baço. 

Os defeitos genéticos na esferocitose hereditária são heterogêneos, 
mas eles afetam proteínas esqueléticas da membrana eritrocitária. 
A esferocitose hereditária pode ser dividida nas seguintes categorias 
patogênicas: (1) deficiência parcial isolada de espectrina; (2) deficiên- 
cia parcial combinada de espectrina e anquirina; (3) deficiência par- 
cial de proteína banda 3; (4) deficiência de proteína 4.2; e (5) outros 
defeitos menos comuns. A maioria dessas anormalidades está rela- 
cionada à síntese de proteína anormal, principalmente por meio de 
mutações pontuais ou frameshift (Gallagher, 2000). A perda de área 
superficial na esferocitose hereditária provavelmente está relacionada 
à separação e perda da camada lipídica dupla da membrana do esque- 
leto. Estudos recentes sugerem que a densidade normal da espectrina 
é necessária para a coesão normal entre a camada lipídica dupla e o 
esqueleto da membrana (Mohandas, 1993). 


Eliptocitose hereditária 

Essa condição autossômica dominante provavelmente inclui mais de 

uma variante genética. Na população norte-americana, a prevalência 
é aproximadamente de 3 a 5 indivíduos por 10.000. Ela é mais comum 
em indivíduos de ascendência africana e mediterrânea. Todos os casos 
de eliptocitose hereditária estão associados ao enfraquecimento do 
esqueleto da membrana e a associação defeituosa de proteínas que 
mantêm o esqueleto unido (Gallagher, 2000). Com base na morfolo- 
gia dos eritrócitos, a eliptocitose hereditária pode ser dividida em três 
categorias: (1) eliptocitose hereditária comum (incluindo a piropoi- 
quilocitose hereditária), com eliptócitos que podem apresentar forma 
de bastão; (2) eliptocitose hereditária esferocítica; e (3) ovalocitose do 
Sudeste Asiático. A anormalidade mais comumente definida parece 
ser um defeito na espectrina que acarreta um comprometimento da 
associação de dímeros da espectrina em tetrâmeros de espectrina e 
oligômeros de espectrina. Outras anormalidades incluem um defei- 
to na proteína 4.1 e deficiência de glicoforina C. A piropoiquilocito- 
se hereditária está associada a duas anormalidades: uma mutação da 
espectrina que perturba a autoassociação do heterodímero de espec- 
trina e uma deficiência parcial de espectrina que acarreta diminuição 
da relação espectrina/banda 3. 
Eliptocitose hereditária comum. A maioria dos indivíduos com a forma 
comum de eliptocitose hereditária (~90% dos casos) não apresenta 
anemia. Uma minoria desse grupo (talvez 10-20%) apresenta hemólise 
leve. Eliptócitos não hipocrômicos são abundantes na lâmina de sangue, 
representando mais de 25% (ver Fig. 29.16), enquanto em indivíduos 
normais menos de 5% dos eritrócitos são elípticos, embora um relato 
mais antigo descreva uma porcentagem normal de 15% (Gallagher, 
2000). A deformidade aumenta em preparações a fresco seladas. 

Em um subgrupo da eliptocitose hereditária comum, especialmente 
em famílias negras, recém-nascidos afetados apresentam transitoria- 
mente poiquilocitose moderada, fragmentação eritrocitária e germi- 
nação, com anemia hemolítica. Durante o primeiro ano de vida, a 
hemólise diminui e a eliptocitose hereditária típica emerge. A piora 
da hemólise no período neonatal foi atribuída à presença de hemoglo- 
bina fetal, a qual se liga mal ao 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG). Níveis 
mais elevados deste exercem um efeito desestabilizador sobre a intera- 
ção espectrina-proteína 4,1-actina (Gallagher, 2000). 
Piropoiquilocitose hereditária. A piropoiquilocitose hereditária é 
uma anemia hemolítica congênita grave caracterizada por microcito- 
se, micropoiquilocitose acentuada e fragmentação e herança autossô- 
mica recessiva. Ela representa um subtipo da eliptocitose hereditária 
comum e ocorre principalmente em indivíduos negros. Em contraste 
com os eritrócitos normais, os quais apresentam germinação e frag- 
mentação quando aquecidos a 49°C, os eritrócitos da piropoiquiloci- 
tose hereditária fragmentam a 45-46°C. 

Eliptocitose hereditaria esferocitica. Este subgrupo representa 10% 
dos casos. O individuo apresenta uma anemia hemolitica leve a 
moderada e esplenomegalia com eliptócitos e esferócitos, com testes 
de fragilidade osmótica e de auto-hemólise anormais. Poiquilócitos e 
fragmentos usualmente estão ausentes. A base molecular desse subti- 
po é desconhecida. 

Ovalocitose do sudeste asiático. Este subgrupo ocorre com alta frequên- 
cia (20-30%) em determinadas populações do Extremo Oriente, parti- 
cularmente na Malásia. A hemólise geralmente está ausente ou é leve. 
Os eritrócitos são menos alongados e alguns apresentam o aspecto de 
ovalócitos estomatocíticos. Muitas células contêm uma ou duas pontes 
transversas ou uma fenda longitudinal. Essa condição está associada a 
um aumento da resistência à malária. O defeito subjacente está relacio- 
nado a uma mutação na banda 3 (Mohandas, 1993; Gallagher, 2000). 


Estomatocitose hereditária (hidrocitose hereditária) 

Trata-se de um raro distúrbio autossômico transmissível. Indivíduos 
heterozigotos não possuen anemia e apresentam de 1 a 25% de estoma- 
tócitos na lâmina de sangue. Em indivíduos supostamente homozigotos, 
aproximadamente um terço dos eritrócitos são estomatócitos e existe uma 
anemia hemolítica leve a moderada. A anormalidade da membrana acar- 
reta um aumento da permeabilidade da membrana ao Na” e K* (e, conse- 
quentemente, à água), resultando em eritrócitos macrocíticos hidratados. 
O VCM pode ser de até 150 fL. A fragilidade osmótica e a auto-hemólise 
estão aumentadas. Embora o exato defeito da membrana não seja conhe- 


cido, vários relatos indicam a ausência de uma proteína denominada 


estomatina localizada na região da banda 7 (Gallagher, 2000). 


Hemoglobinúria paroxística noturna 

A HPN é um distúrbio adquirido das células-tronco clonais caracte- 
rizado pela produção de eritrócitos, granulócitos e plaquetas anormais 
(Beutler, 1999; Johnson, 2002). O defeito dos eritrócitos os torna mais 
susceptíveis à lise intravascular mediada pelo complemento. Foram 
descritos três tipos de eritrócitos de acordo com sua sensibilidade in 
vitro: tipo I, com sensibilidade normal; tipo II, com sensibilidade média 
(três a cinco vezes a normal); tipo III, com sensibilidade extrema (15 a 
25 vezes a normal). Várias proteínas de defesa do complemento dimi- 
nuem ou estão ausentes na HPN. Essas proteínas incluem: fator acele- 
rador de decaimento (DAF [decay accelerator factor], CD55); inibidor 
da membrana da lise reacional (MIRL |membrane inhibitor of reactive 
lysis], CD59) e proteína ligadora de C8 (fator de restrição homólogo). 
O DAF é uma glicoproteina que antagoniza os complexos convertase 
do complemento. O MIRL é uma proteina que controla o complexo 
de ataque da membrana C5b-9. Outras proteínas que estão deficien- 
tes na HPN incluem CD58 (antígeno 3 da função leucocitária), CD14 
(receptor da proteína ligadora de endotoxina), CD24 e CD 16a (recep- 
tor Fcy). Enzimas associadas 4 membrana (p. ex., acetilcolinesterase 
e fosfatase alcalina leucocitária) também podem estar deficientes. Um 
estudo recente indica que proteínas e enzimas deficientes estão ligadas 
à membrana celular por uma âncora glicolipídica comum denominada 
glicosilfosfatidil inositol (GPI). A deficiência de GPI acarreta deficiência 
secundária das proteínas ligadas. Por essa razão, a HPN pode ser redefi- 
nida como uma falta parcial ou completa de proteínas ligadas ao GPI em 
uma população de células do sistema hematopoético (Johnson, 2002). 

A HPN é uma doença rara com uma incidência anual estimada de 
4 por milhão (Johnson, 2002). A doença é caracterizada pela hemó- 
lise intravascular crônica com ou sem hemoglobinúria evidente. 
Entretanto, a hemossiderinúria está quase que constantemente pre- 
sente. A hemoglobinúria noturna típica ou relacionada ao sono está 
presente em menos de 25% dos pacientes. Episódios de hemólise 
podem ser iniciados por infecção, cirurgia, transfusão de sangue total, 
injeção de contraste ou mesmo exercício intenso. 

O sangue usualmente apresenta uma anemia normocítica com uma 
reticulocitose que é frequentemente inferior à esperada para o grau 
de anemia. Contudo, a anemia microcítica hipocrômica não é inco- 
mum e ela se deve à perda de ferro na urina. À neutropenia ocorre 
em três quintos e a trombocitopenia em dois terços dos pacientes em 
algum momento da evolução da doença, de modo que a pancitopenia 
é comum. O teste direto de antiglobulina geralmente é negativo. 

A medula óssea pode ser hipercelular com hiperplasia eritroide ou 
hipocelular. Em alguns pacientes, a insuficiência medular pode ocorrer 
durante a evolução da HPN. Em outros, a anemia aplásica é o diagnós- 
tico inicial, com sinais de HPN manifestando-se simultaneamente ou 
mais tarde. Como foi mencionado, cerca de 40% dos pacientes com 
anemia aplásica apresentam evidências de clones de HPN no diagnós- 
tico (Young, 2002). 

Complicações trombociticas são comuns, ocorrendo em aproximada- 
mente 20% dos pacientes e representam uma causa importante de mor- 
talidade. A trombose comumente ocorre em veias hepáticas, cerebrais e 
abdominais. A ausência de CD59 nas plaquetas causa a externalização 
da fosfatidilserina, um sítio para complexos da protrombinase e, con- 
sequentemente, aumenta a propensão para a trombose. A doença pode 
sofrer remissão parcial e exacerbação. Em mais de 50% dos pacientes, 
tanto a proporção de células anormais quanto a gravidade clínica dimi- 
nuem com o tempo. Em aproximadamente 3 a 5% dos pacientes com 
HPN, a doença evolui para a leucemia aguda. 

Teste de hemólise com sacarose. Este teste deve ser realizado sem- 
pre que o diagnóstico de HPN for considerado e também em anemias 
hipoplásicas e em qualquer anemia hemolítica de origem obscura 
(Hartmann, 1970). O princípio do teste é que a sacarose fornece um 
meio de força iônica baixa que promove a ligação do complemento 
aos eritrócitos. Na HPN, uma proporção dos eritrócitos é anormal- 
mente sensível à lise mediada pelo complemento. Resultados suspei- 
tos podem ser vistos em algumas outras doenças hematológicas, espe- 
cialmente na anemia megaloblástica e na anemia hemolítica autoimu- 
ne. Resultados falso-negativos ocorrem quando o soro não apresenta 


atividade do complemento. Um teste de investigação mais simples, o 
teste de água com açúcar, aplica o mesmo princípio de misturar o san- 
gue com açúcar e observar a ocorrência de hemólise. 

Teste do soro acidificado (teste de Ham). O diagnóstico definitivo da 
HPN geralmente depende da positividade de um teste do soro acidifi- 
cado (Ham, 1939; Dacie, 1991). No soro acidificado, o complemento 
é ativado pela via alternativa, ligando-se aos eritrócitos, e lisa as células 
anormais da HPN que usualmente são susceptíveis ao complemento. 
Os eritrócitos lavados do paciente são misturados com soro normal 
ABO-compativel (fresco ou armazenado adequadamente) e ácido. 
Após uma incubação de 1 hora a 37°C, as células da HPN são lisadas, 
como é indicado na Tabela 31.3. O próprio soro do paciente pode ou 
não causar a lise, dependendo do complemento residual, e os outros 
tubos são utilizados como controles. 

Na HPN, geralmente 10 a 50% das células são lisadas. Quando a lise 
também ocorre no soro inativado pelo calor, o teste não é positivo, haja 
vista que esferócitos ou células sensibilizadas por anticorpos podem ser 
responsáveis. Um teste positivo do soro acidificado ocorre na anemia 
diseritropoética congênita, tipo II (CDA-II) ou HEM-PAS (ver discus- 
são anterior). No entanto, nessa situação, a lise não ocorre no soro do 
paciente e apenas em aproximadamente 30% dos soros normais. Além 
disso, o teste de investigação de água com açúcar é negativo na CDA-II. 

A citometria de fluxo que usa coloração imunofluorescente de eri- 
trócitos com um anticorpo monoclonal contra proteínas deficientes 
(p. ex., CD55, CD58 e CD59) vem se tornando gradualmente o méto- 
do padrão de diagnóstico da HPN. Os granulócitos são alvos diagnós- 
ticos excelentes para a citometria de fluxo. 

O gene responsável pelo fenótipo da HPN foi identificado no cro- 
mossomo X e designado fosfatidil inositol glicano A ou PIG-A. Mais 
de 120 mutações somáticas do gene PIG-A foram descritas. 


Distúrbios da hemoglobina 


Existem dois grupos principais de distúrbios herdados da hemo- 
globina: (1) variantes estruturais, com defeitos da estrutura, e (2) 
talassemias, com defeitos da síntese de uma cadeia da globina. Existe 
uma sobreposição entre esses grupos: 44 variantes estruturais também 
apresentam o fenótipo talassêmico com diminuição da síntese e, con- 
sequentemente, do nível da cadeia da globina anormal. A persistência 
hereditária de hemoglobina fetal está relacionada com as talassemias, 
embora o fenótipo não seja claramente talassêmico. A maioria das 
talassemias envolve cadeias de a ou B-globina. São conhecidas talasse- 
mia 6, y e eyf, mas elas são clinicamente menos importantes. 


Hemoglobinas normais 

O grupo heme é idêntico em todas as hemoglobinas. A parte pro- 
teica da molécula é um tetrâmero, constituído por dois dímeros; cada 
dímero contém uma globina tipo a e uma tipo f. A partir da combi- 
nação de duas globinas tipo a e quatro globinas tipo À, três hemo- 
globinas distintas são observadas após o nascimento em indivíduos 
normais e existem mais três hemoglobinas embrionárias que estão 
presentes apenas nos três primeiros meses de gestação (Fig. 31.13). 


Tabela 31.3 Teste do soro acidificado 


1 2 3 4 5 6 7 
Soro normal fresco 0,5 0,5 0,5 0,5 
Soro do paciente 0,5 
Soro normal 0,5 0,5 
inativado pelo calor 
HCI 0,2 N 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 
50% dos eritrócitos 0,05 005 005 0,05 
do paciente 
50% dos eritrócitos 0,05 0,05 0,05 
normais 
Padrão de lise no Traço +++ + - - - - 


teste positivo 


Modificado de Dacie, 1991, p. 261. 
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Figura 31.13 Proporções relativas de cadeias polipeptidicas de hemoglobina 
presentes durante a vida fetal e neonatal. (De Bunn, 1977) 


HbA (œb). A hemoglobina A é a principal hemoglobina do adulto 
normal, representando aproximadamente 97% do total. Ela consiste 
em duas cadeias a idênticas, cada uma com 141 aminoácidos, e duas 
cadeias B idênticas com 146 aminoácidos cada. Cada cadeia está ligada 
a um grupo heme. A molécula é elipsoidal, com quatro grupos heme 
na sua superfície, onde eles atuam combinando de forma reversível 
com o oxigênio. 

HbF (0.,y,). A hemoglobina F é a principal hemoglobina do feto e do 
recém-nascido. A maior afinidade pelo oxigênio do sangue fetal em 
comparação com o sangue do adulto deve-se à sua menor afinidade 
pelo 2,3-difosfoglicerato (DPG). As duas cadeias œ são idênticas as da 
HbA, enquanto as duas cadeias y, com 146 resíduos aminoácidos, dife- 
rem das cadeias B. Em indivíduos normais, a HbF possui dois tipos de 
cadeias y, as quais diferem em um aminoácido, apresentando alanina 
(“y) ou glicina (Sy) na posição 136. A relação entre cadeias ®y e ^y vai de 
3:1 ao nascimento para 2:3 em torno dos 12 meses de vida (Weatherall, 
2001). Existe um polimorfismo comum do gene “y, no qual a treonina 
substitui a isoleucina na posição 75. Essa variante da HbF é denomina- 
da HbF Sardenha e não apresenta anormalidades funcionais. 

Durante a vida fetal, a HbF predomina, uma vez que a produção de 
cadeia y é alta. A produção de cadeia B começa antes da vigésima sema- 
na de vida pré-natal, de modo que a Hb A representa 10% do total entre 
20 a 35 semanas e 15 a 40% no momento do nascimento. Após o nasci- 
mento, quantidades menores de HbF são produzidas. Em torno do sexto 
mês, a HbF usualmente é inferior a 8% e, em torno do décimo segundo 
mês, ela é inferior a 5% em aproximadamente 90% das crianças. Entre 
12 a 24 meses de idade, a HbF usualmente é inferior a 3%, mas varia de 
3 a 10% em cerca de 20% das crianças. Após os 2 anos, a HbF normal- 
mente é inferior a 2% nas crianças. Somente traços de HbF (< 1,0%) 
são observados nos adultos. Esse desvio da y-globina para a B-globina é 
muito retardado em pacientes com doença falciforme, os quais podem 
não atingir o nível estável de HbF até a adolescência (Huisman, 1980). 
Um retardo similar no declínio da HbF também é observado no traço 
talassêmico (Schroter, 1981). Durante a vida fetal, todos os eritrócitos 





produzem e contêm HbF, enquanto nos adultos isso ocorre em somen- 
te 3 a 5% (Weatherall, 2001). As células que contêm HbF (Células F) 
podem aumentar em quantidade quando ocorre a reativação da sín- 
tese de HbF na gestação normal e em alguns distúrbios da eritropoie- 
se, particularmente nas síndromes de insuficiência medular crônica. 
Aproximadamente 10% da hemoglobina total apresentam uma variante 
da HbF com carga negativa, designada HbF,, decorrente da acetilação 
pós-translacional das extremidades com terminal amino das cadeias y. 

O aumento de HbF é observado em poucas hemoglobinopatias, nas 

talassemias B e Of, e na persistência hereditária de hemoglobina fetal. 
Em determinados distúrbios hematopoéticos adquiridos, o nível de 
HbF também pode estar elevado. Eles incluem a anemia megaloblásti- 
ca, mielofibrose, anemia aplásica, hemoglobinúria paroxística notur- 
na, anemias refratárias, leucemias e tumores sólidos (até 5-10%). No 
segundo trimestre de gestação pode ocorrer um discreto aumento e, 
na mola hidatiforme, um aumento mais significativo (até 6%). Os 
níveis mais elevados de HbF são observados na leucemia mieloide 
crônica juvenil, anemia de Fanconi e eritroleucemia (30-50%). 
HbA, (a,6,). A hemoglobina A, representa 1,5 a 3,5% da hemoglo- 
bina total do adulto. As suas duas cadeias a são as mesmas da HbA; 
as suas duas camadas 6 diferem das cadeias B em apenas 10 de seus 
146 aminoácidos. À transcrição menos eficiente do gene da 6-globina 
comparada com a do gene f é o resultado das diferenças na área pro- 
motora (Delvoye, 1993; Tang, 1997) e o segundo intron (Kosche, 
1985). A síntese de cadeia 6 começa tardiamente durante a vida fetal. 
O nível de HbA, aumenta gradualmente durante o primeiro ano de 
vida, atingindo o nível do adulto durante esse período. 

O aumento de HbA, é observado quase que exclusivamente nas 
B-talassemias. Ela raramente atinge 6% e nunca mais do que 12%. A 
HbA, encontra-se ocasionalmente aumentada no hipertireoidismo e 
na anemia megaloblástica, e o seu aumento foi relatado no traço fal- 
ciforme (Whitten, 1981) e na doença falciforme, mas é um aumento 
modesto e o nível permanece inferior a 4,5%. Ela pode estar diminuí- 
da na anemia ferropriva e na o.-talassemia. Quando um indivíduo com 
traço de -talassemia apresenta deficiência grave de ferro concomitan- 
te, o aumento de HbA, pode ser inibido e parecer questionável. Nesses 
casos, a retestagem deve ser realizada após a correção da deficiência de 
ferro. Por causa do retardo desenvolvimental, a HbA, pode não ser útil 
no diagnóstico do traço de -talassemia em crianças de baixa idade. 
Hemoglobinas embrionárias. A cadeia E é o análogo embrionário da 
cadeia o. e pode combinar-se com cadeias épsilon (€) para formar a 
Hb Gower-1 (x,e,) ou com cadeias y para formar a Hb Portland (E,y.). 
A cadeia £ é a contraparte embrionária das cadeias y, 6 e 6 e combina- 
-se com cadeias a para formar a Hb Gower-2 (0,e,). A Hb Gower-l, a 
Hb Portland e a Hb Gower-2 são as hemoglobinas embrionárias e são 
encontradas em embriões e fetos humanos normais com uma idade 
gestacional inferior a 3 meses. 

Agrupamentos genéticos da globina. A síntese de globina é contro- 
lada por dois aglomerados separados de genes. O gene E e dois genes 
a (globinas semelhantes a a) em conjunto com pseudogenes que não 
funcionam encontram-se no cromossomo 16. Genes das cadeias £, 6, 
P e duas cadeias y (globinas semelhantes a B) e dois pseudogenes estão 
localizados no cromossomo 11 (Fig. 31.14). Observe que existem dois 
genes q funcionando em um cromossomo haploide (equilibrado por 
apenas um gene B). Os diferentes genes de globina evoluem de um 
ancestral comum por duplicação genética. Há um considerável poli- 


Figura 31.14 Aglomerados 
genéticos das globinas a e 

B no cromossomo 16 e 11, 
respectivamente. Nos genes 
estendidos das globinas a e f, 
os íntrons estão sombreados 
em preto, as regiões não 
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morfismo das sequências reguladoras nesses aglomerados, responsá- 
vel por variações normais e amplas diferenças fenotípicas nas hemo- 
globinopatias e síndromes talassêmicas. 

Hemoglobinas glicosiladas. O termo glicosilação indica a ligação de 
um açúcar a uma proteína. Aproximadamente 5% da HbA sofrem gli- 
cosilação pós-translacional resultando na ligação de açúcares a resí- 
duos serina, asparagina e hidroxilisina. As hemoglobinas glicosiladas 
foram designadas HbA,, (< 1%), HbA), (< 2%) e HbA,, (3%). A gli- 
cosilação da hemoglobina aumenta linearmente ao longo do período 
de vida de 120 dias dos eritrócitos. A HbA,. contém uma molécula 
de glicose ligada não enzimaticamente por uma ligação cetoamina ao 
grupo amino do terminal amino de cada cadeia B. A HbA, esta ele- 
vada 2 a 3 vezes em pacientes com diabetes melito. A mensuração da 
HbA,. tem sido utilizada como um indicador do controle metabólico 


do diabetes durante os 2 a 3 meses precedentes (Bunn, 1994). A HbA, . 


pode estar falsamente diminuída em condições associadas ao rápido 
turnover dos eritrócitos (p. ex., anemia hemolítica). 


Investigação laboratorial de hemoglobinopatias 
e talassemias 

As recomendações atuais incluem o hemograma completo realizado 
por um contador celular moderno com valores acurados de VCM, con- 
tagem eritrocitária, HbCM e CHbCM, pesquisa de HbH, dosagem de 
ferritina, cromatografia líquida de alta performance (HPLC, high per- 


HbS normal 
e janelas 


Variantes da cadeia q 





Ka —+ Hb F + Okayoma 


Variantes da cadeia f 


formance liquid chromatography) para HbA, e dosagem de HbF e detec- 
ção de variantes da Hb, seguida por eletroforese alcalina e ácida quan- 
do uma variante for detectada e estudos adicionais (Sicledex) quando 
necessário (Clarke, 2000). 

HPLC de troca catiônica. Numerosos sistemas automatizados foram 
desenvolvidos nos últimos 20 anos, e a HPLC é atualmente o método 
de escolha para a investigação inicial de variantes da hemoglobina e 
para separar e determinar as porcentagens das hemoglobinas A, A, e 
F (Wilson, 1983). Um sistema de HPLC de troca catiônica, Bio-Rad 
Variant do Bio-Rad Laboratories, é o kit comercial líder do mercado. 
Considera-se que a resolução desse sistema é similar à da focagem 
isoelétrica e existem disponíveis bases de dados de tempos de reten- 
ção (Figs. 31.15 e 31.16) (Riou, 1997; Globin Gene Server). Variantes 
detectadas pela HPLC são confirmadas por uma técnica alternativa 
(p. ex., eletroforese). 

Eletroforese de hemoglobina e focagem isoelétrica. Moléculas de 
hemoglobina em uma solução alcalina apresentam uma carga nega- 
tiva e movem-se em direção ao ânodo em um sistema eletroforético. 
Um método prático para a eletroforese de hemoglobina de rotina é 
o de acetato de celulose em pH alcalino (Birere, 1965). Ele é rápido 
e reprodutível e separa as hemoglobinas S; F, CA e As: (Figs. 31.17 
e 31.18). A quantificação das bandas principais é facilmente obtida. 
Aquelas com uma mobilidade eletroforética maior do que a da HbA 
em um pH de 8,6 são conhecidas como “hemoglobinas rápidas”; elas 


Figura 31.15 Tempos de eluição de 74 hemoglobinas. Eles foram 
normalizados a um valor de referência de 3,8 minutos para a 
HbA,. Separação por HPLC de troca catiônica pelo sistema 
Bio-Rad Variant, utilizando o programa ĝ Thalassemia Short. 

(De Riou, 1997). 
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Figura 31.16 Separação por HPLC de troca catiônica. Paciente com traço falciforme; 
as hemoglobinas F, A e A, e hemoglobina anormal na janela S foram detectadas. A 
hemoglobina A, não pode ser quantificada por causa da presença de HbS. (Bio-Rad 
Variant Classic Hb Testing System.) 





Figura 31.17 Separação eletroforética de hemoglobinas em pH alcalino. 1: adulto 
normal; 2 e 3: anemia falciforme em paciente com 17 anos; 5 e 6: paciente com 
anemia falciforme recentemente transfundido; 4 e 7: hemoglobinas padrão A, F, 5, C. 
(Sistema Hydragel 7 hemoglobin/Hydrasys de Sebia, França.) 


incluem, em ordem de mobilidade crescente, as hemoglobinas K, J, 
de Bart, N, le H. As hemoglobinas A,, C, Ee O Arabe na extremidade 
lenta não são diferenciadas umas das outras, assim como as hemo- 
globinas S, D, Ge Lepore. À eletroforese em ágar citrato em um pH 
ácido (Milner, 1975) provê uma separação imediata de hemoglobi- 
nas que migram juntas no acetato de celulose: S de De G, e C de E e 
O (Fig. 31.19). A focagem isoelétrica separa as hemoglobinas baseada 
no seu ponto isoelétrico ao longo de um gradiente de pH com uma 
alta resolução (Fig. 31.20). A focagem isoelétrica capilar é um siste- 
ma automatizado em rápido desenvolvimento com um desempenho 
similar ao da HPLC (Mario, 1997). 

Teste de desnaturação alcalina de HbF. A hemoglobina fetal resiste à 
desnaturação alcalina; a hemoglobina do adulto não (Singer, 1951). 
Um hemolisado é alcalinizado e, a seguir, neutralizado, e a hemoglo- 
bina do adulto desnaturada é precipitada pelo sulfato de amônio. Um 
filtrado conterá então apenas hemoglobina resistente ao álcali, a qual 
é mensurada e expressa como uma porcentagem do total. A modi- 


ficação de Betke (1959) é confiável para a HbF inferior a 15%, mas 
subestima níveis mais altos de HbF. O intervalo de referência é de 0,2 
a 1,0 para adultos. Esse método tem sido amplamente substituído pela 
estimação da HbF pela HPLC. 

Teste de lâmina de eluição ácida de células F. A modificação do méto- 
do original de Kleihauer e Betke por Shepard (1962) é útil para a 
análise da distribuição da HbF entre os eritrócitos. Outras hemoglo- 
binas que não a HbF são removidas dos eritrócitos em uma lâmina 
de sangue secada a ar com um tampão ácido cítrico-fosfato (pH 3,3). 
Somente a HbF permanece nos eritrócitos fixados e a distribuição 
pode ser determinada após a coloração. Nos adultos normais, quase 
todos os eritrócitos aparecem como fantasmas; 1 a 5% dos eritrócitos 
contêm hemoglobina residual (HbF). 

Na maioria dos tipos de persistência hereditária de hemoglobina 

fetal, a HbF é distribuída homogeneamente entre os eritrócitos (dis- 
tribuição pancelular). Em todas as outras condições (p. ex., talassemia 
ou hemoglobinopatia) e no tipo menos comum de persistência here- 
ditária de hemoglobina fetal suíça, a distribuição da HbF é heterogê- 
nea entre os eritrócitos (distribuição heterocelular). A citometria de 
fluxo também é utilizada para detectar células F. 
Quantificação da HbA,. A quantificação de hemoglobina A, é desa- 
fiadora por duas razões: (1) seu nível é baixo com uma faixa estrei- 
ta e apenas um modesto aumento na doença, exigindo um alto grau 
de precisão, e (2) variantes da hemoglobina com carga ou tempo de 
retenção similar interferem na sua estimação. Vários métodos labo- 
ratoriais com acurácia e precisão variadas estão sendo utilizados. A 
HPLC com troca de cátion (Head, 2004), a cromatografia de micro- 
coluna (Steinberg, 1991) e a eletroforese em acetato de celulose com 
eluição são consideradas suficientemente precisas. A densitometria 
de bandas eletroforéticas na eletroforese em acetato de celulose não 
é confiável (Schmidt, 1975). Cada vez mais, a HPLC com troca de 
cátion é o método de escolha, a qual também fornece uma mensu- 
ração acurada da HbF com a separação de variantes da hemoglobina. 
No entanto, em presença de Hbs, seu nível torna-se falsamente eleva- 
do porque compostos da HbS apresentam tempos de retenção simila- 
res (Suh, 1996). Em presença da HbS, a cromatografia de microcoluna 
fornece uma mensuração adequada da HbA, (Head, 2004). 

A estimativa da HbA, é utilizada principalmente no diagnóstico de 
traço de B-talassemia no qual ela está elevada até 7%. Valores de HbA, 
de indivíduos normais não se sobrepõem aos daqueles com traço de 
B-talassemia quando obtidos por meio da microcromatografia ou da 
HPLC. Contudo, ocorre alguma sobreposição com o método de ele- 
troforese em acetato de celulose (Huisman, 1986). Os intervalos de 
referência da HbA, são de 1,5 a 3,5 da hemoglobina total. 

Teste de afoiçamento — Teste de lâmina com metabissulfito. A adi- 
ção de metabissulfito de sódio, uma substância redutora, ao sangue 
aumenta a deoxigenação da Hb e afoiçamento da HbS (Fig. 31.21). 
O teste não distingue a doença falciforme do traço falciforme ou de 
outras síndromes da HbS porque todos os eritrócitos sofrem afoica- 
mento. Entretanto, a afoiçamento ocorre mais rapidamente e em 
maior quantidade de HbS nas células. Testes positivos podem ocorrer 
com outras hemoglobinas que sofrem afoiçamento raras (HbsS Travis, 
C Harlem), Hbl e alta concentração de Hb de Bart. A HbI, uma varian- 
te da cadeia a possui propriedades funcionais normais. Testes falso- 
-negativos podem ocorrer se a concentração de HbS for inferior à 10% 
(em crianças muito jovens) ou se a deoxigenação for inadequada (p. 
ex., deterioração do reagente). 

Teste de solubilidade falciforme. Neste teste não quantitativo, os 
eritrócitos são lisados com saponina e a hemoglobina é reduzida pela 
ditionita (hidrossulfito de sódio). A HbS reduzida é insolúvel em tam- 
pão inorgânico concentrado (tampão fosfato 2,3 M), e os polímeros 
da deoxi-HbS obstruem raios luminosos para produzir opacidade. 
O teste é útil na investigação da presença de HbS ou de outras he- 
moglobinas que sofrem afoiçamento em grandes quantidades de pes- 
soas. Reações falso-positivas (soluções turvas) ocorrem também em 
presença de muitos corpúsculos de Heinz, como em distúrbios de he- 
moglobina instável após esplenectomia e em distúrbios de proteínas 
sanguíneas devidos à precipitação de proteínas plasmáticas. Reações 
falso-negativas (soluções transparentes) ocorrem quando a quanti- 
dade de HbS é muito pequena, como na anemia grave, ou quando o 
reagente tiver deteriorado. 
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Andrew-Minn 
Arya 

Austin 
Belfast 
Bethesda 
Beth Israel 
Brockton 

C 

C Harlem 
Camden 
Camperdown 
Cheverly 
Connecticut 
Dallas 

D Ibadan 

D Iran 

D Los Angeles 
Deaconoss 
Deer Lodge 
Detroit 

Dunn 

E 

Evanston 
Fannin-Lubbock 
Flatbush 
Fort Gordon 
G Ferrara 


Variante 


Jackson 

K Woolwich 
Kempsey 

Koln 

Korle Bu 

Lepore Baltimore 
Lepore Wash-Bost 
Lufkin 

M Saskatoon 
Mahidol 

Malmo 

Manitoba 
Matsue-Oki 
Mobile 
Montgomery 

N Baltimore 

N Seattle 

New York 

O Arab 

O Indonesia 

O Padova 

Ohio 

Osu Christiansborg 
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eletroforética de 102 variantes 

de hemoglobina em pH alcalino 

(acetato de celulose) e acido (agar 

citrato). (Cortesia de Winston Moo- 

Penn e Danny Jue.) 


G Fort Worth 
G Galveston 
G Honolulu 
G Norfolk 

G Philadelphia 
G San Jose 
G Waimanaio 
Grady 
Hashaton 
Hofu 

Hope 
Hopkins ll 
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| Interlaken 
Inkstor 
Istanbul 

J Baltimore 

J Bangkok 

J Broussais 
J Cubujuqui 
J Honolulu 

J Norfolk 

J Paris 

J Rovigo | 


| Variante Acetato de cena Agar citrato 


CAS FAJNICS AF 


P Galveston 
P Nilotic 
Presbyterian 
Providence 
Pyrgos 
Queens 

Q India 
Raleigh 
Rampa 
Richmond 
Rio Grande 
Riyadh 
Russ 

S 

S Travis 

St Claude 
Sawara 
Spanish Town 
Tacoma 
Tampa 
Tarrant 
Vanderbilt 
Waco 
Wayne 
Winnipeg 
Yakima 





Análise de DNA (Old, 2001). A gap-PCR é utilizada para a detecção 
de deleções comuns na a-talassemia ou, menos frequentemente, em 
outras sindromes talassémicas. Na gap-PCR, iniciadores ligam-se a 
região que flanqueia a deleção. O produto da PCR é apenas obtido dos 
alelos afetados, uma vez que os iniciadores ficam bem afastados no gene 
normal. Iniciadores adicionais que amplificam o alelo normal são uti- 
lizados para se avaliar a heterozigosidade/homozigosidade. O método 
Southern blot ainda é utilizado e pode avaliar todos os alelos e con- 
firmar os resultados da PCR. Técnicas baseadas na PCR foram desen- 
volvidas para investigar mutações pontuais comuns na P-talassemia e 





variantes da hemoglobina. No reverse dot-blot ou hibridização reversa, 
oligonucleotídeos mutantes são fixados a uma membrana de náilon 
(ViennaLab) ou microplaca (Bio-Rad) e hibridizados com o DNA 
amplificado do paciente. No sistema de amplificação de mutação refra- 
tária (ARMS, amplification refractory mutation system), a amplificação 
ocorre apenas quando o iniciador combina perfeitamente com a se- 
quência do DNA genômico. Iniciadores do ARMS estão disponíveis 
para a detecção de todas as mutações comuns da -talassemia (Old, 
1996). O sequenciamento baseado na PCR é utilizado para a confirma- 
ção de mutações únicas de nucleotídeos e pequenas deleções. 
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Traço falciforme 
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Doença SC 
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Figura 31.19 Eletroforese de hemoglobina. Comparação de várias amostras de 
hemoglobina em acetato de celulose (pH 8,4) e ágar citrato (pH 6), que mostra 
mobilidades relativas. O controle é uma amostra composta. As quantidades 
relativas de hemoglobina não são necessariamente proporcionais ao tamanho 
da banda. (Adaptado de Schmidt RM, Brosious, EF: Basic Laboratory Methods 
of Hemoglobinopathy Detection, 6th ed., Atlanta, U.S. Department of Health, 
Education and Welfare, Centers for Disease Control, [HEW Publ. No. (CDC) 
77-8266] 1976). 


Variantes estruturais da hemoglobina 

A partir de 2005, 893 variantes da hemoglobina foram identifica- 
das (Huisman, 1998; Globin Gene Server). Noventa por cento delas 
são devidas a substituições únicas de aminoácido, enquanto nos 10% 
restantes a cadeia polipeptídica é anormalmente longa ou curta como 
consequência de erros de terminação, mutações frameshift, inserções, 
deleções ou cadeias fundidas ou híbridas. 

A maioria afeta as cadeias da globina a ou B. O envolvimento da 
cadeia y e da cadeia Ô ocorre, mas por causa da pequena quantidade de 
hemoglobina envolvida, as suas variantes são menos frequentemente 
detectadas e raramente têm alguma importância clínica. Um grande 
número de variantes da hemoglobina que não causam doença foi des- 
coberto em investigações. 

Novas hemoglobinas são nomeadas com letras do alfabeto e, em 
seguida, nomes geográficos — usualmente para distinguir diferentes 
hemoglobinas com mobilidades eletroforéticas similares. Por exem- 
plo, existem diversas variantes das hemoglobinas D, G e J. Algumas 
vezes uma variante é conhecida por múltiplos nomes, baseados em 
descobertas independentes. HbM indica uma variante que forma a 
metemoglobina. Substituições de aminoácido em algumas das varian- 
tes conhecidas da hemoglobina são listadas e classificadas por suas 
características funcionais na Tabela 31.4. 

As hemoglobinas S, C, E e D são de longe as variantes mais impor- 
tantes (Tab. 31.5). Com as talassemias, elas atingem frequências poli- 
mórficas em regiões onde a malária falciparum foi ou é endêmica, 
sendo responsáveis pela proteção contra o parasita por meio de meca- 
nismos ainda não totalmente compreendidos. 


Síndromes da hemoglobina anormal 


Em variantes estruturais homozigotas da cadeia B, ambos os alelos 
para cadeias B anormais estão presentes, de modo que nenhuma das 
cadeias B normais (portanto, nenhuma HbA) são produzidas. Como 
os genes Q, Y e 6 são normais, a HbF e HbA, formadas são estrutu- 


Tabela 31.4 Classificação funcional das variantes de hemoglobina 


|. Homozigoto: polimorfismos da hemoglobina: variantes mais comuns 


Hb § io Anemia hemolitica grave; afoigamento 
Hb C Bo Ys Anemia hemolítica grave 

Hb D Punjab a,B,'*'°'" Ausência de anemia 

Hb E aß Anemia microcítica leve 


ll. Heterozigoto: variantes da hemoglobina que causam aberrações funcionais ou 
anemia hemolítica na condição heterozigota. 
A. Hemoglobinas associadas à metemoglobinemia e à cianose 
Hb M Boston a,28""B, 
Hb M Iwate 0,” Y'B, 
Hb M Saskatoon ap, 6 ™" 
Hb M Milwaukee q,B;º Stu 
Hb M Hyde Park aß,” ™ 
Hb FM Osaka œ,y,®"" 
Hb FM Fort Ripley ay,” "" 
B. Hemoglobinas associadas à afinidade pelo oxigênio alterada 


1. 


Aumento da afinidade e policitemia 
Hb Chesapeake a”, 

Hb J Capetown œ,” "p; 

Hb Malmo aß, 7S" 

Hb Yakima aß," 

Hb Kempsey aß, “A 

Hb Y psi (Ypsilanti) aß," 

Hb Hiroshima qf, ^P 

Hb Rainier ap! 

Hb Bethesda aß, S 

Diminuição da afinidade — pode apresentar anemia leve ou cianose 
Hb Kansas aß, ™ 

Hb Titusville q,“ ^", 

Hb Providence aß," 

Hb Agenogi a,B,7"* 

Hb Beth Israel o,f, 1% 

Hb Yoshizuka a.,B, 084P 


C. Hemoglobinas instáveis 


1, 


A hemoglobina pode precipitar como corpúsculos de Heinz após 
esplenectomia: “anemia de corpúsculos de Heinz congênita” 
a. Hemólise grave: sem melhora após esplenectomia 
Hb Bibba a, !**cB, 
Hb Hammersmith aß, 
Hb Bristol 0,897" 
Hb Olmsted q,p,!*!"'8 
b. Hemólise grave: melhora após esplenectomia 
Hb Torino a,7¥"'B, 
Hb Ann Arbor q" "SB, 
Hb Genova q,p;**""º 
Hb Shepherd's Bush ap, 4^ 
Hb Koln ap; **Me! 
Hb Wein a, 20"? 
c. Hemólise leve: exacerbações intermitentes 
Hb L-Ferrara q," SB, 
Hb Hasharon a, "SB, 
Hb Leiden a5B,°” (Glu anulado) 
Hb Freiburg aß; (Val anulado) 
Hb Seattle aß, 
Hb Zurich a,B,º“'8 
Hb Gun Hill 0,8, "97 (5 a. a. anulado) 
d. Ausência de doença 
Hb Etobicoke a,“ "BB, 
Hb Dakar a,''2°'"8, 
Hb Sogn q,B,'*“' 
Hb Tacoma af, 05° 


2. Tetrâmeros de cadeias normais: aparecem na talassemia 


Hb Bart's y, 
Hb H B, 
Hb a, 


Modificado parcialmente de Winslow, 1983, pp. 2281-2317. 


«+ Figura 31.20 Comparação 613 
30 Fis de 57 variantes de 
hemoglobina por focagem 
BART'S — isoelétrica. O asterisco 
indica variantes da 
“o A z = cadeia a. (Reproduzido 
BART de ] Chromatogr Biomed 
BART'S — — — Portland Appl, Vol. 227, Bassett P, 
| Braconnier F, Rosa J. An 
a update on electrophoretic 
| and chromatographic 
15 methods in the diagnosis 
of hemoglobinopaties, 
pp. 267-304, Copyright 
1982, com permissão de 
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ralmente normais, embora possam estar presentes em quantidade 
aumentada. 

Em variantes estruturais heterozigotas da cadeia B, a hemoglobina 
anormal está presente além das hemoglobinas A, F e A. Seu nível de- 
pende de sua taxa de síntese e estabilidade, mas ss de sua dispo- 
nibilidade para formar dímeros com cadeias a. Esse último processo 
é impulsionado por forças eletrostáticas entre a globina a carregada 
positivamente e a globina B negativa. Como a maioria das variantes 
da globina a adquire carga positiva, a sua união com a cadeia 6 positi- 
va é usualmente menor que a da HbA. Em presença concomitante da 

ate e 2 o As a-talassemia, quando cadeias B competem pelo número insuficiente 
Figura 31.21 Preparação para célula falciforme, em metabissulfato de sódio; anemia de globinas im ae i efeitos sic exagerados i ve nivel da ph a pi 
falciforme. Mesmo no traço falciforme, todas as células acabam se tornando falciformes. trutural diminui ainda mais. F orças similares influenciam os níveis de 
HbA,. A globina 6, subunidade da HbA,, possui uma carga positiva 
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Tabela 31.5 Prevalência de distúrbios comuns da hemoglobina entre 
afro-americanos 


(%) 

Traços 

a-talassemia silenciosa (ao/-a) 24 

Hb AS 8,6 

Traço da a-talassemia (-0/-01) 57 

Hb AC 2,4 

Traço da B-talassemia 1,5 

HPFH 0,1 

Hbs DeG 0,026 

Todos os outros 0,3 
Anemia falciforme 

Hb SS 0,16 

Hb S/C 0,13 

Hb S/talassemia 0,06 

Hb S/HPHF 0,004 
Outros distúrbios 

Hb CC 0,02 

Hb C/B-talassemia 0,02 

B-talassemia homozigota 0,005 


Dados de Schneider, 1976; Pierce, 1977 e Motulsky, 1973. 


importante, não favorável para a formação de dímero. Variantes da ca- 
deia B carregadas positivamente também têm pouca afinidade pelas 
cadeias a, deixando um excesso de cadeias a para se unir à globina de 
acarretando um aumento discreto de HbA,. Isso foi descrito no traço 
das hemoglobinas S e C, mas o aumento é tão mínimo que a sua exis- 
tência sempre foi questionada. 

Heterozigotos duplos para variantes estruturais da cadeia B e da 
B-talassemia são bem conhecidos. Aqui, a quantidade de hemoglobina 
anormal excede a hemoglobina normal, em contraste com as hemo- 
globinas estruturais B heterozigotas, nas quais o contrário é verdadei- 
ro. São exemplos a HbS-talassemia e a HbE-talassemia. 

Em variantes estruturais da cadeia a heterozigotas, a anormalidade 
na cadeia a afetará todos os três tipos de hemoglobina. Por essa razão, 
são observados seis hemoglobinas diferentes, três formas normais 
e três anormais. São exemplos a HbD Baltimore, Hb Ann Harbor e 
HbM Boston. 

Heterozigotos duplos para anormalidades de duas cadeias B produ- 
zem duas cadeias 5 anormais diferentes. Em consequência disso, obser- 
va-se a presença de duas hemoglobinas anormais e de nenhuma hemo- 
globina A. Um exemplo disso é a doença da HbSC. Heterozigotos duplos 
para anormalidades das cadeias 5 e 6 e anormalidades das cadeias a e B 
são raros, mas forneceram informações importantes. Os últimos apre- 
sentam quatro tipos importantes de hemoglobina na eletroforese. 


Anemia falciforme 
Traço falciforme (HbAS) 


O estado heterozigoto para a HbS é a hemoglobinopatia mais 
comum nos Estados Unidos. Ele está presente em aproximadamen- 
te 8% dos afro-americanos (Schneider, 1976) e em cerca de 45% da 
população de certas áreas da África Ocidental. O gene é observa- 
do em toda a África Subsaariana e, em uma frequência muito mais 
baixa, no Mediterrâneo, Oriente Médio e Índia. O traço HbS é uma 
condição completamente benigna sem sintomas clínicos ou anorma- 
lidades hematológicas. O risco adicional associado ao traço falcifor- 
me é mínimo e somente em circunstâncias muito raras. Tensões de 
oxigênio extremamente baixas podem desencadear o afoiçamento, e 
alguns poucos indivíduos apresentaram infarto esplênico ao voarem 
em altitudes muito elevadas em aviões não pressurizados. Em mulhe- 
res, foi descrita uma incidência discretamente maior de hematúria e 
comprometimento da capacidade de concentrar urina e bacteriúria. O 
traço falciforme confere proteção às crianças contra os efeitos letais da 
malária falciparum, o qual é responsável pela maior concentração de 
Hbs no centro da África. 


A lâmina de sangue corada parece normal, exceto talvez pela presença 
de algumas poucas células-alvo. As contagens de células sanguíneas são 
normais. A preparação de célula falciforme é positiva e quase todos os eri- 
trócitos acabam sofrendo afoiçamento. O teste de solubilidade é positivo. 

A separação de hemoglobina revela 60% de HbA, 40% de HbS, HbF 
normal, HbA, normal ou discretamente elevada (até 4,5%). 

A proporção de HbS diminui em presença da a-talassemia. A quan- 
tidade de HbS é inferior a 35% quando um gene a é deletado e infe- 
rior a 29% quando dois genes são perdidos (Head, 2004). No último 
caso, as células são hipocrômicas e microcíticas. Como 27% dos afro- 
-americanos são portadores do gene da o-talassemia, não é surpresa 
que esse dilema diagnóstico seja muito comum. A HbS também pode 
estar diminuída na deficiência de ferro e folato. 


Anemia falciforme (HbSS) 

A doença da HbS homozigota é uma anemia hemolítica crônica 
grave que se manifesta primeiramente no início da infância e é fre- 
quentemente fatal antes dos 30 anos de vida. Com o tratamento médi- 
co moderno, muitos pacientes vivem mais tempo, mas a idade média 
de óbito nos Estados Unidos ainda é de aproximadamente 40 anos. 
A hemoglobina S é encontrada principalmente na população negra; 
1 em cada 600 indivíduos da raça negra apresenta anemia falciforme 
nos Estados Unidos (Steinberg, 1999). 

Na hemoglobina S, (B; glu — val) o ácido glutâmico na sexta posição 
na cadeia À é substituído pela valina. A hemoglobina S é livremente 
solúvel quando totalmente oxigenada. Quando o oxigênio é removido, 
a HbS se polimeriza e forma tactoides (cristais fluidos) que são rígidos 
e deformam a célula, conferindo-lhe a forma característica que justifica 
o nome dado à patologia. Uma forte interação entre a cadeia lateral da 
Bs valina e a bolsa hidrofóbica de Bs; fenilalanina e 88 leucina de outra 
molécula de HbS é provavelmente a base da formação do polímero. Na 
doença HbS homozigota, a afoiçamento ocorre em tensões de oxigê- 
nio fisiológicas e a rigidez da célula é responsável tanto pela hemólise 
quanto pela maioria das complicações. Essas células irreversivelmen- 
te falciformes podem ser decorrentes da reorganização da membrana 
durante episódios repetidos de afoiçamento e desafoiçamento além 
da desidratação celular que reduz acentuadamente a deformabilidade 
celular (Mohandas, 1993). As células falciformes contêm níveis altos de 
cálcio, o que estimula a perda de potássio e água (efeito Gardos) e desi- 
dratação celular exagerada (Weatherall, 1999). O componente hemo- 
lítico é principalmente extracelular e causado pela aglomeração da 
banda 3 da membrana celular, com o consequente aumento da ligação 
de IgG e reconhecimento de macrófagos. Integrinas (c,f,) na superfi- 
cie da célula falciforme ligam-se à fibronectina e moléculas de adesão 
nas células endoteliais. Isso é potencializado por citocinas inflamató- 
rias, pelo fator de von Willebrand e ativação de plaquetas. Em conjun- 
to, essas interações causam oclusão vascular. 

Complicações. No início da infância ocorre edema bilateral doloroso 
do dorso das mãos ou dos pés em consequência do afoiçamento e da 
estase capilar. Isso é conhecido como síndrome da mão-pé ou dacti- 
lite falciforme. Essa manifestação dura aproximadamente 2 semanas, 
é acompanhada por periostite observada em estudos radiográficos, e 
não ocorre após os 4 anos de vida. 

O baço é o centro de três complicações. Uma crise de sequestro 
esplênico refere-se ao acúmulo abrupto de sangue e aumento rápi- 
do do baço, resultando em choque hipovolêmico. Isso pode ocorrer 
no início da infância, período em que a esplenomegalia está presen- 
te e é frequentemente precedida por infecção. A asplenia funcional 
(Pearson, 1969) consiste em respostas inadequadas de anticorpos em 
algumas condições e diminuição da capacidade do sistema reticuloen- 
dotelial de eliminar bactérias e material particulado do sangue, prova- 
velmente por causa do bloqueio reticuloendotelial. Isso pode explicar 
parcialmente o maior risco de infecção em crianças com a doença. 
Infecções por salmonela ou pneumococo são incomumente prevalen- 
tes em crianças com anemia falciforme. Episódios de oclusão vascular 
acarretam infarto progressivo, fibrose e contração do baço, a chama- 
da autoesplenectomia. Embora a esplenomegalia esteja presente na 
infância, um pequeno remanescente fibrótico é a regra no adulto. 

A partir da primeira infância, os pacientes não conseguem produ- 
zir uma urina concentrada, aparentemente por causa da lesão anóxica 
da medula renal. A hematúria como consequência da necrose papi- 


lar é comum. A insuficiência renal ocorre em 5 a 20% dos adultos 
(Steinberg, 1999). 

Crises de oclusão vascular são episódios debilitantes de dor abdomi- 
nal, óssea ou articular, acompanhados por febre, provavelmente em 
razão da oclusão de pequenos vasos sanguíneos por massas de células 
falciformes. A síndrome torácica aguda representa episódios de dor 
torácica aguda geralmente associada a um novo infiltrado na radiografia 
torácica. Aproximadamente 40% dos pacientes apresentam pelo menos 
um episódio de síndrome torácica aguda. Embora uma etiologia infec- 
ciosa tenha sido suspeitada em estudos iniciais, considera-se atualmente 
que a embolia gordurosa tem um papel importante nessa síndrome. As 
várias complicações como consequência das crises de oclusão vascular 
recorrentes envolvem muitos órgãos do corpo (Steinberg, 1999). 

Ocasionalmente, crises aplásicas podem ocorrer em qualquer 
paciente com anemia hemolítica crônica. Uma insuficiência temporá- 
ria da produção de eritrócitos que não seria percebida em um indiví- 
duo com um tempo de vida normal dos eritrócitos causa uma queda 
grave na concentração de hemoglobina na anemia hemolítica. Isso 
pode ser decorrente de infecção (particularmente pelo parvovírus B), 
exposição a fármacos tóxicos ou deficiência de ácido fólico. Algumas 
vezes, nenhuma causa é encontrada. Crises hemolíticas devidas a um 
maior aumento da hemólise são raras. 

Diagnóstico. A anemia é normocítica e normocrômica; a policro- 
masia está aumentada e há presença de eritrócitos nucleados. Células 
falciformes são quase sempre observadas no esfregaço corado (Fig. 
31.22). Células-alvo são numerosas e corpúsculos de Howell-Jolly e 
Pappenheimer são regularmente observados em crianças maiores e 
adultos como resultado da aplasia. O micro-hematócrito como uma 
estimativa do grau de anemia não é confiável por causa do aprisiona- 
mento excessivo de plasma. À neutrofilia e a trombocitose são usuais. 
A medula óssea apresenta hiperplasia normoblástica. 

Nenhuma HbA é encontrada se o paciente não tiver recebido uma 
transfusão recentemente. Mais de 80% da hemoglobina são de HbS, 
1 a 20% de HbF e 2,0 a 4,5% de HbA, (Wrightstone, 1974). A hemo- 
globina fetal é distribuída de modo não uniforme entre os eritrócitos. 
A HbS e várias hemoglobinas D e G apresentam a mesma mobilidade 
eletroforética em pH alcalino, mas dentre elas somente a HbS produz 
um teste de afoiçamento positivo. 

Doença da Hb SC. A frequência da doença da HbSC é quase a mesma 
que a da doença da HbSS em afro-americanos. Ela causa uma anemia 
hemolítica leve. As crises são menos frequentes e menos dolorosas que 
na anemia falciforme. O início ocorre geralmente na infância, mas ela 
pode passar despercebida até um período mais tardio da vida. A expec- 
tativa de vida é reduzida apenas modestamente. O físico do paciente é 
normal ou robusto em contraste com as características astênicas da ane- 
mia falciforme. A esplenomegalia pode ser o único achado no exame 
físico. Observa-se a ocorrência de fadiga, dispneia ao esforço, infecções 
das vias aéreas superiores frequentes, crises de icterícia leve e artralgias. 
A dor constante no quadril ou na região lombar pode estar presente 
com necrose asséptica da cabeça do fêmur. Existem relatos de hematú- 
ria devida ao infarto medular renal e infartos esplênicos. Na gestação, as 





Figura 31.22 Lâmina de sangue, anemia falciforme. Os eritrócitos estão bem distantes 
uns dos outros, sugerindo uma anemia grave. Numerosas células falciformes e células- 
alvo estão presentes. Próximo do eritrócito nucleado, observa-se a presença de células 
elípticas. Estas células apresentam um centro denso, em vez da palidez central usual, 
sugerindo que elas sejam células falciformes incipientes. (x 500) 


crises são mais frequentes e ocorre um aumento da tendência trombó- 
tica, a qual pode causar tromboembolia maciça e morte súbita após o 
nascimento. Existe uma maior incidência de retinopatia na doença da 
HbSC que na doença da HbSS. 

A anemia varia de moderada a muito leve e é normocitica e nor- 

mocrômica. A anisocitose e a poiquilocitose são leves a intensas e as 
células-alvo são numerosas (até 85% dos eritrócitos). Células falcifor- 
mes roliças ou anguladas estão frequentemente presentes na lâmina. 
O teste de afoiçamento é positivo. A porcentagem de HbS é de 50% 
e de HbC é levemente menor. A de HbF usualmente é inferior a 2%. 
As proporções de hemoglobinas são as mesmas em pacientes com 
ot-talassemia coexistente (Steinberg, 1983). 
HbS/B-talassemia. Trata-se do terceiro distúrbio falciforme mais 
comum após as doenças da HbSS e da HbSC em afro-americanos e o 
mais comum em indivíduos do Mediterrâneo. Comumente, ela apre- 
senta uma evolução mais leve em indivíduos negros (usualmente, S/ 
6*-talassemia), mas causa um distúrbio falciforme grave com mani- 
festações similares às da anemia falciforme em indivíduos de ascen- 
dência italiana, turca ou grega. 

Na HbsS/Pº-talassemia, a HbA está ausente; a porcentagem de HbS 
é de 75 a 90%, a de HbF é de 5 a 20% e a de HbA, é de 4 a 6%. Esse 
distúrbio assemelha-se clínica e hematologicamente à doença falci- 
forme, exceto no que concerne o baço, o qual permanece aumentado 
de volume após a infância e na vida adulta. A principal diferença é 
que na HbS/Bº-talassemia, o VCM e a HbCM estão diminuídos e a 
HbA, pode estar significativamente aumentada. O estudo familiar é 
frequentemente necessário para uma distinção clara (Lehmann, 1977; 
Wrightstone, 1974). No esfregaço de sangue, observa-se a presença de 
microcitose pronunciada, hipocromia variável e muitas células-alvo. 
Como consequência da redução da hemoglobina celular, polímeros 
de HbS são formados mais lentamente e menos células falciformes 
estão presentes no esfregaço. 

Na HbsS/f"'-talassemia, a porcentagem de HbA é de 15 a 30%, a de 
Hbs é superior a 50%, a de HbF é de 1 a 20% e a de HbA, é de 4 a 6%. 
Embora esses indivíduos possam clinicamente se assemelhar àqueles 
com traço falciforme (HbAS), na S/'-talassemia a quantidade de 
HbS é sempre superior a de HbA, enquanto na HbAS, a HbA sempre 
excede a HbS. 

HbSS/ a-talassemia. Dos pacientes com anemia falciforme, 30 a 40% 
são heterozigotos e 2 a 3% são homozigotos para a a*-talassemia 
(Higgs, 1982). O VCM (83 fL em heterozigotos e 72 fL em homozi- 
gotos) e a HbCM estão diminuídos. O nivel de hemoglobina é mais 
alto e a contagem de reticulócitos é significativamente mais baixa 
em comparação com a observada na anemia falciforme. No esfre- 
gaco, as células falciformes são incomumente similares às da HbS/ 
Bº-talassemia. Embora a anemia seja menos grave, a doença vascu- 
lar oclusiva não é e alguns estudos mostram inclusive um aumento 
da morbidade e da mortalidade. Como foi descrito anteriormente, 
cadeias ð competem com sucesso com cadeias B° carregadas positi- 
vamente por uma quantidade limitada de cadeias o e o nível de HbA, 
aumenta. Hematologicamente, isso não pode ser separado da HbS/ 
Bº-talassemia (Tab. 31.6). Sempre que a microcitose e o aumento da 
HbA, estiverem presentes na anemia falciforme, estudos familiares ou 
moleculares devem ser realizados para diferenciar essas entidades. 

Doença da Hb SD (HbS/D-Los Angeles). A doença SD simula a ane- 
mia falciforme, mas é menos grave. Por isso, ela também pode se 


Tabela 31.6 Diagnóstico diferencial das síndromes falciformes/ 
talassêmicas 


Genótipo Expressão clínica Hb MCV HbF HbA, HbA 
SS Grave /-8 85-95 2-20 2-4 
S/Bº-tal Moderada a grave 8-10 65-75 5-20 4-6 
SS/a-tal Moderada a grave 8-10 70-85 2-20 3-5 
S/HPHF Assintomaticaaleve 13-14 75-85 20-30 1-3 
S/B--tal Leve a moderada 11-12 70-80 1-13 3-6 10-30 


Modificado de Bunn, 1986, e Steinberg, 2001. 


615 





© 
p= 
Be 
A) 
© 
p'a 
p= 
Em 
ab) 
UM 
E 
w 
@ 





616 assemelhar à doença SC. Ela é ocasionalmente observada na popula- 


ção afro-americana. Na eletroforese de rotina (alcalina), o padrão é 
indiferenciável do da anemia falciforme porque a HbS e a HbD não 
podem ser separadas. A eletroforese em ágar gel no pH de 6,2 separa 
a HbS ea HbD. 

HbS/O Arab. Compostos heterozigotos de HbS e HbO Arab (f 121 
glu — lis) apresentam um distúrbio falciforme grave. A HbO Arab é 
encontrada em indivíduos negros e árabes. A HbE e algumas outras 
variantes § menos frequentes também causam anemia falciforme com 
a HbS. A coexistência de uma variante da cadeia a e do traço falcifor- 
me não causam distúrbio falciforme. 


Outras variantes comuns da cadeia 6 

Traço HbC. (B 6 glu->lis). A hemoglobina C é prevalente em africa- 
nos do oeste e em aproximadamente 2 a 3% dos indivíduos negros. 
O estado heterozigoto (HbAC) é assintomático, sem anemia, com 
VCM e tempo de vida dos eritrócitos normais. A CHbCM pode 
estar levemente elevada. Células-alvo estão presentes na lâmina 
de sangue. A HbC representa aproximadamente 40% da hemo- 
globina total. Quando existe microcitose, ela é usualmente causa- 
da pela a-talassemia coexistente e a HbC está reduzida para 38, 32 
e 24% em pacientes com três, dois e um gene a, respectivamente 
(Huissman, 1977). 

Doença da HbC. A doença da HbC homozigota é uma anemia hemo- 
lítica leve com esplenomegalia que é geralmente assintomática, mas 
ocasionalmente causa icterícia e desconforto abdominal. A expec- 
tativa de vida é normal. Nos Estados Unidos, 0,02% dos indivíduos 
negros apresentam doença da HbC (Schneider, 1976). A reticulose é 
baixa para o grau de anemia. A anemia é em grande parte uma con- 
sequência da baixa afinidade pelo oxigênio da HbC (Bunn, 1986) e 
não deve ser tratada. O VCM está normal ou diminuído e a CHbCM 
está normal ou aumentada. Várias células-alvo com uma mistura de 
microesferócitos e policromasia mínima são observadas no sangue. À 
fragilidade osmótica é bifásica, tanto com aumento quanto com dimi- 
nuição da fragilidade, mas atualmente não é utilizada no diagnóstico. 
Cristais hexagonais ou em forma de bastonetes podem ser observados 
em eritrócitos no esfregaço corado, especialmente após esplenectomia 
ou após uma secagem lenta do esfregaço (Fig. 31.23). Quando oposta 
à HbS, cristais de HbC tendem a fundir em uma Ps, baixa e não cau- 
sam doença vascular oclusiva. Os eritrócitos são desidratados (provo- 
cando aumento da CHbCM), por causa da perda de cátions e água em 
consequência da interação da hemoglobina anormal com a membra- 
na eritrocitária. Como resultado, as células são mais rígidas e menos 
deformáveis do que o normal, aumentando a sua probabilidade de 
serem aprisionadas e destruídas no baço. A HbF está elevada (2-4%) 
e a HbA,, quando mensurada pela HPLC, pode estar discretamente 
elevada. O restante da hemoglobina é de HbC. 

HbC/B'-talassemia. Ela ocorre principalmente em indivíduos negros, 
nos quais ela tende a provocar poucos problemas, exceto a anemia na 
gestação. Os índices eritrocitários são típicos do traço da B-talassemia, 
mas o indivíduo apresenta anisocitose e 20 a 50% de células-alvo. 





Figura 31.23 Doença da hemoglobina C, após esplenectomia. Antes da 
esplenectomia, a única anormalidade morfológica era a presença de células-alvo. 
Após a esplenectomia, foi detectada a presença de corpúsculos de Howell-Jolly e 
cristais de hemoglobina, como os observados no centro. Observe que quase toda 
a hemoglobina nessa célula particular está na barra escura e a membrana ainda é 
visível. Alguns cristais são distintamente hexagonais. (x 1.000) 


Geralmente, a porcentagem de HbC é de 65 a 80%, a de HbA é de 16 a 
30% e a de HbF é de 2 a 5%. 

HbC/Pº-talassemia. Indivíduos da região mediterrânea usualmen- 
te apresentam uma anemia hemolítica moderadamente grave com o 
genótipo Bº ou grave com o genótipo ß*. Essa combinação é extrema- 
mente rara na população africana. A HbC/B°-talassemia pode ser difi- 
cil de ser diferenciada da doença HbC porque a HbA está ausente em 
ambas e ocorre uma sobreposição dos níveis das hemoglobinas A, e F 
A HbA, aumenta cerca de duas vezes o valor normal e a HbF aumenta 
para 3 a 10%. 

HbD Los Angeles (Punjab) (B 121 glu->gin). Ela constitui a variante 
D mais comum em afro-americanos (< 0,02%). Na região indiana do 
Punjab, a heterogosidade atinge 3% (Bunn, 1986). Homozigotos apre- 
sentam índices eritrocitários normais, sem evidências de hemólise e 
95% de HbD com HbF e HbA, normais (Bunn, 1986). Duplos hete- 
rozigotos para HbD Punjab/B°-talassemia apresentam uma anemia 
hemolítica leve com índices eritrocitários talassêmicos e aumento de 
hemoglobinas F e A). 

A importância da HbD Punjab é que a heterogosidade compos- 
ta com a HbS produz um distúrbio falciforme moderadamente 
grave (ver doença HbSD acima). Outras hemoglobinas D (D Iran, D 
Ibadan) e G menos frequentes não causam afoiçamento, uma diferen- 
ça importante para o aconselhamento genético. As hemobloginas D e 
G migram com a Hbs na eletroforese alcalina, mas são separadas da 
HbS em pH ácido, migrando com a HbA. É mais difícil separar uma 
da outra. À análise cuidadosa da focagem isoelétrica e da HPLC é útil 
na maioria dos casos. 

HbG Philadelphia (a 68asn—lis). Trata-se da variante mais comum 
da cadeia a em indivíduos negros (Schneider, 1976). Quase invaria- 
velmente, o gene a relacionado está deletado (-a°). Heterozigotos 
simples (-aS/-aa) apresentam 30% de HbG e índices eritrocitários 
normais, mas heterozigotos duplos também com deleção do gene a 
no outro cromossomo (-a°/-c) apresentam 45% de HbG e um fenó- 
tipo de traço talassêmico. Como em outras variantes da cadeia a, uma 
hemoglobina menor, uma combinação de a! e ð está presente próxi- 
mo à HbA, e ajuda a diferenciar a HbG Philadelphia da variante da 
cadeia 8 das hemoglobinas G e D. 

HbE (P 26 glu-lis). Trata-se provavelmente da variante mais preva- 
lente da hemoglobina e é a terceira mais comum nos Estados Unidos, 
atrás da S e da C. Ela é observada principalmente no Sudeste Asiático, 
especialmente em indivíduos da Tailândia e de Burma, mas também é 
observada em indivíduos negros e brancos. A HbE está associada ao 
fenótipo da -talassemia assim como a uma cadeia de globina estrutu- 
ralmente anormal. A mutação que causa a substituição de aminoácido 
também ativa um sítio de clivagem obscuro que compete com o sítio 
doador normal de clivagem do DNA e o RNA normalmente processa- 
do diminui. No laboratório, a instabilidade da HbE pode ser demons- 
trada. Ela precipita anormalmente no teste de desnaturação térmica e 
com isopropanol, mas isso não tem uma importância in vivo. À sobre- 
vida dos eritrócitos é normal (Fairbanks, 1980). 

Traço HbE (HbAE). A HbAE é assintomática, com microcitose limí- 
trofe (VCM = 84+5) e ausência de anemia. A HbA representa 65 a 
70% da hemoglobina total. A HbE representa 30% e a HbF é normal. 
A coexistência de um gene da a-talassemia não altera qualquer um 
dos parâmetros acima somente pode ser comprovada por meio da 
análise de DNA. Quando existem dois ou três genes da a-talassemia 
presente, a proporção de HbE diminui para 21 e 14%, respectivamen- 
te. A proporção de HbE também é significativamente menor na defi- 
ciência de ferro. 

Doença da Hb E. Ela também é assintomática, assemelhando-se a um 
traço talassémico, com microcitose (VCM médio = 70 fL), eritrocito- 
se, CHbCM normal e anemia discreta. Portanto, a HbE comporta-se 
como uma talassemia extremamente leve. A contagem de reticulócitos 
é normal, mas existem 20 a 80% de células-alvo na lâmina de sangue. 
A HbE representa mais de 90% da hemoglobina total, com a HbF 
variando de 1 a 10% e nenhuma HbA. 

HbE/B-talassemia. Em contraste acentuado com a doença da hemo- 
globina E, esta é uma condição grave. Trata-se de uma das síndro- 
mes talassêmicas mais importantes, sendo mais comum no Sudeste 
Asiático. Existe uma acentuada variabilidade clínica; raramente, exis- 
tem poucos sintomas, mas o quadro usual é o de uma talassemia inter- 


media ou de uma talassemia major. A maioria dos alelos da talassemia 
são da variedade B° ou B* grave. A eritropoiese ineficaz, uma conse- 
quência do excesso de globinas a, os índices eritrocitários, a morfo- 
logia eritrocitária e as manifestações clínicas são muito similares às da 
6-talassemia homozigota. As hemoglobinas E, F e A estão presentes. A 
HbF apresenta uma extrema variação, de 5 a 85%; a HbF média é de 
42% e a de HbE é de 58% (Steinberg, 2001). 


Distúrbios da função e da estabilidade 
da hemoglobina 

Um número de substituições de aminoácidos ocorre na bolsa do 
heme, na qual elas aumentam a estabilidade da metemoglobina ou 
alteram a afinidade do heme pelo oxigênio. Esta última modificação 
usualmente altera também a estabilidade da molécula. Outras substi- 
tuições afetam os sítios de contato af e também podem alterar a esta- 
bilidade e a afinidade pelo oxigênio da molécula (Bunn, 1994). 

Essas hemoglobinopatias funcionalmente significativas são hetero- 
zigotas. Geralmente, a concentração da hemoglobina anormal é infe- 
rior a 50%. Comumente, as hemoglobinas com cadeias œ anormais 
formam uma proporção menor do total (10-25%) do que aquelas 
com cadeias 5 anormais (35-50%). 


Hemoglobinas associadas à alta afinidade 
pelo oxigênio e policitemia 

Atualmente, conhece-se oitenta e seis hemoglobinas anormais com 
alta afinidade pelo oxigênio que estão associadas à eritrocitose fami- 
liar (Globina Gene Server). Algumas estão listadas na Tabela 31.4. A 
curva de dissociação do oxigênio é desviada para a esquerda. A Pp 
pressão parcial de oxigênio na qual a hemoglobina está 50% saturada, 
está diminuída. Em condições fisiológicas, a P; do sangue total é de 
26 mmHg. Nesse distúrbio, ela varia de 5 a 23 mmHg. Como a hemo- 
globina possui uma alta afinidade pelo oxigênio, os tecidos ficam 
relativamente hipóxicos em qualquer Poz acarretando aumento da 
produção de eritropoetina e policitemia. Esses distúrbios são autos- 
sômicos dominantes; apenas heterozigotos foram descritos. A concen- 
tração de hemoglobina variou de 15 a 23,8 g/dL. A mensuração da 
afinidade pelo oxigênio é necessária para se estabelecer o diagnóstico 
(Bunn, 1986). Como a substituição de aminoácido ocorre no interior 
da molécula, a hemoglobina anormal é frequentemente indistinguível 
da HbA na eletroforese ou na HPLC. 
Hemoglobina Chesapeake. Uma cadeia a anormalmente associada à 
policitemia leve assintomática em uma família caucasiana foi descrita 
em 1966 (Clegg). As características eram similares às da policitemia 
familiar benigna. A hemoglobina anormal representava 30% do total, 
apresentava uma maior afinidade pelo oxigênio resultando em um 
hematócrito significativamente elevado. 


Hemoglobinas associadas à baixa afinidade pelo oxigênio 
Existem muito menos variantes com diminuição da afinidade pelo 
oxigênio (ver Tab. 31.4; Bunn, 1986). A curva de dissociação hemoglo- 
bina-oxigênio é desviada para a direita (aumento da Ps,). Esses indivi- 
duos apresentam anemia leve, uma vez que eles podem descarregar 
mais oxigênio para os tecidos e simplesmente não necessitam dessa 
quantidade de hemoglobina. Uma pequena quantidade de varian- 
tes com diminuição acentuada da afinidade está associada à cianose. 
Nelas, a captação de oxigênio está diminuída nos pulmões e o nível 
de deoxihemoglobina é superior a 5 g/dL, provocando cianose. Esses 
pacientes apresentam pele e mucosas com uma cor cinza-azulada. Eles 
não apresentam anemia. Grande parte das hemoglobinas instáveis 
também apresenta diminuição da afinidade pelo oxigênio. Entretanto, 
o estado hemolítico domina o quadro clínico. 
Hemoglobina Kansas. Essa hemoglobina com baixa afinidade, des- 
crita em um menino caucasiano, apresenta uma propriedade oposta 
à da Hb Chesapeake. As características clínicas eram cianose desde a 
lactância, tensão de oxigênio arterial normal e redução da saturação 
de oxigênio. A eletroforese após a conversão para metemoglobina 
permitiu a separação da HbA (Reissman, 1961). 


Metemoglobinas: pseudocianose 

Nove hemoglobinas anormais estão associadas à metemoglobinemia 
clínica e à cianose que não responde ao cloreto de metiltioninío (azul de 
metileno) (Globin Gene Server; Bunn, 1994). A cor é similar à da ciano- 


se, uma cor acastanhada, causada pela metemoglobina. A característica 
comum é que todas apresentam uma substituição de aminoácido próxi- 
mo ou no grupo heme, de modo que a metemoglobina é incomumente 
estável e a redução para o heme ferroso e, consequentemente, a liga- 
ção reversível do oxigênio são impedidas. A metemoglobina representa 
menos de 30% da hemoglobina total em humanos normais. 

A cianose ao nascimento é observada na doença da HbM com anor- 
malidades da cadeia a ou na HbM fetal (HbFM Osaka). Nesta última, 
a cianose desaparecerá após as cadeias y serem substituídas por cadeias 
B em torno dos 6 meses de idade. A cianose somente aparece próximo 
dos 6 meses de vida em variantes HbM com anormalidades da cadeia 
B pela mesma razão (Bunn, 1994). Evidentemente, a cianose não está 
associada a anormalidades enzimáticas no eritrócito, fármacos tóxi- 
cos ou cardiopatias cianóticas, condições que devem ser consideradas 
no diagnóstico diferencial. Usualmente, os pacientes não apresentam 
outros sintomas. 

Todos os distúrbios da HbM descobertos até o momento foram 
observados em heterozigotos, provavelmente porque a homozigosida- 
de é letal. Alguns tipos de HbM não são separados da HbA na eletro- 
forese alcalina. Quando o hemolisado é convertido primeiramente em 
metemoglobina, a HbM migrará diferentemente da metemoglobina 
normal no pH de 7,1. A absorção do espectro da HbM eluída, a qual 
pode ser característica, pode ser comparada com a da metemoglobina 
normal (Bunn, 1994). 


Hemoglobinas instáveis (Bunn, 1998) 

Foram descritas mais de 100 variantes da hemoglobina nas quais 
a hemoglobina precipita no eritrócito como corpúsculos de Heinz. 
Algumas são listadas na Tabela 31.4. Aproximadamente 75% das anor- 
malidades são da cadeia B. Raras hemoglobinas (p. ex., HbF Poole) 
estão relacionadas a variantes instáveis da cadeia y. A substituição de 
aminoácido ou a deleção torna a molécula de Hb instável. A Hb pre- 
cipitada liga-se à membrana celular e diminui a sobrevida; as células 
tornam-se rígidas. Os corpúsculos de Heinz são removidos pelo baço 
e as células ainda mais lesadas apresentam uma sobrevida menor. À 
afinidade pelo oxigênio é geralmente anormal e pode estar aumenta- 
da ou diminuída. Algumas dessas hemoglobinas instáveis produzem 
“anemias hemolíticas congênitas com corpúsculos de Heinz”. 

Todos os pacientes observados eram heterozigotos. As características 
clínicas são consideravelmente variáveis, da anemia hemolítica grave 
no primeiro ano de vida (p. ex., Hb Hammersmith, Hb Bristol) a uma 
anemia hemolítica crônica muito leve (p. ex., Hb Zurich). Algumas 
poucas hemoglobinas instáveis foram descobertas incidentalmente em 
indivíduos clinicamente normais (p. ex., Hb Tacoma, Hb Sogn). 

A icterícia e a esplenomegalia são comuns, como em outras ane- 
mias hemolíticas. Mais característica em alguns casos é a excreção 
de urina fortemente pigmentada (somente durante crises hemolí- 
ticas em variantes leves). O pigmento urinário parece ser o dipirol, 
provavelmente um produto metabólico de moléculas de heme após a 
separação da globina (Dacie, 1991). A cianose está presente em alguns 
pacientes e é devida à metemoglobinuria e a sulfoemoglobinemia ou à 
baixa afinidade pelo oxigênio. 

À anemia é normocítica e normocrômica a hipocrômica. À hipocro- 
mia é devida à remoção de hemoglobina precipitada dos eritrócitos 
velhos pelos macrófagos do baço e outros órgãos reticuloendoteliais. 
O ponteado basófilo proeminente, provavelmente relacionado ao aglo- 
merado de ribossomos, é uma característica comum. Ocasionalmente, 
“eritrócitos mordidos” (bite cells) podem ser observados. Pacientes 
com concentração relativamente alta de hemoglobina no estado está- 
vel usualmente apresentam variantes da hemoglobina com uma alta 
afinidade pelo oxigênio e uma inesperada alta contagem de reticuló- 
citos (p. ex., Hb Köln, Hb Gun Hill). Por outro lado, pacientes com 
concentração de hemoglobina baixa podem ser relativamente assinto- 
máticos se sua hemoglobina apresentar baixa afinidade pelo oxigênio. 
Sua contagem de reticulócitos é inesperadamente baixa para a con- 
centração de hemoglobina (p. ex., Hb Hammersmith). Corpúsculos 
de Heinz são raramente observados nos eritrócitos circulantes antes 
da esplenectomia, embora algumas vezes eles possam ser gerados na 
incubação de eritrócitos com azul de cresil brilhante ou azul de meti- 
leno novo. Após a esplenectomia, os corpúsculos de Heinz são pronta- 
mente demonstráveis em uma grande proporção de células. A lâmina 
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618 de sangue mostra células contraídas irregularmente e ponteado basó- 


filo, o qual pode ser pronunciado. 

Em pacientes esplenectomizados, os corpúsculos de Heinz podem 
interferir na determinação de hemoglobina e na contagem eletrônica 
de plaquetas e leucócitos. Antes de mensurar a absorbância do hemo- 
lisado, ele deve ser centrifugado para se remover os corpúsculos de 
Heinz. A contagem de plaquetas e leucócitos deve ser realizada por 
meio de meios visuais. A eletroforese de hemoglobina é normal em 
aproximadamente um quarto dos pacientes. A HbA, pode estar eleva- 
da em variantes da cadeia À por causa da perda da hemoglobina nor- 
mal das células e esse fenótipo pode se assemelhar à talassemia inter- 
media. A HbF pode estar aumentada (até 10-15%). As determinações 
laboratoriais fundamentais são os testes de instabilidade térmica e de 
precipitação com isopropanol. 

Teste de instabilidade térmica. Hemoglobinas mais instáveis preci- 
pitam mais rapidamente que as hemoglobinas normais quando incu- 
badas a 50°C (Dacie, 1991). Tanto as hemoglobinas normais quanto as 
instáveis precipitam mais rapidamente no tampão Tris (Tris-buffer) que 
nos tampões fosfato. Em um hemolisado em Tris-buffer, ocorrerá a for- 
mação de um precipitado facilmente visível em uma hora quando uma 
hemoglobina instável estiver presente; a amostra controle permanece 
transparente ou ligeiramente turva. A precipitação discreta é duvido- 
sa; O teste deve ser repetido e o teste de precipitação com isopropanol 
também deve ser realizado. Em distúrbios de hemoglobina instável, foi 
observado que os precipitados representam 10 a 40% da Hb total. 

Teste de precipitação com isopropanol. Um solvente relativamente 
não polar enfraquece as ligações internas da hemoglobina e diminui 
a sua estabilidade (Carrell, 1972). Uma hemoglobina instável preci- 
pita em 20 minutos no isopropanol (solvente não polar), enquanto 
um hemolisado normal permanece transparente por 30 a 40 minutos. 
Resultados falso-positivos ocorrem com níveis altos de HbF 


Talassemias 


Nas talassemias, cadeias de globina, geralmente de estrutura normal, 
são produzidas em uma taxa menor. A f-talassemia refere-se à dimi- 
nuição da produção de cadeias B. A a-talassemia e as talassemias Of, 
ô e yôP referem-se à redução da síntese das cadeias polipeptídicas res- 
pectivas. Como resultado, ocorre um déficit global de tetrâmeros da 
hemoglobina nos eritrócitos e o VCM e a CHbM diminuem. No entan- 
to, não é a falta da cadeia de globina afetada, mas o acúmulo da não 
afetada que causa a hemólise (na a.-talassemia) e a hematopoese ine- 
ficaz (principalmente na B-talassemia) nas formas graves da doença. 

As talassemias ocorrem predominantemente em indivíduos de des- 
cendência mediterrânea, africana e asiática uma vez que, similarmen- 
te a variantes da hemoglobina ou à deficiência de G6PD, os genes da 
talassemia estão sob a pressão seletiva da malária. Na Grécia e no sul 
da Itália, a prevalência da B-talassemia é de aproximadamente 10% e a 
da a-talassemia, de 5%. Vinte e cinco a trinta por cento dos indivíduos 
negros e 20% dos tailandeses são portadores do gene da a.-talassemia. 
Como variantes estruturais e talassemias ocorrem na mesma popula- 
ção, uma ampla variedade da doença emerge de suas interações. 

Várias classificações são utilizadas. A classificação clinica define a talas- 
semia major, uma forma grave e dependente de transfusão; a talassemia 
intermedia, com sintomas menos graves; e a talassemia minor (estado 
de portador ou traço), sem sintomas clínicos, mas com anormalidades 
hematológicas. A classificação genética é baseada no(s) gene(s) afetado(s) 
pela mutação, estado heterozigoto/homozigoto, taxa de síntese de globi- 
na ausente/reduzida etc. Finalmente, mutações específicas causam sín- 
dromes bem definidas e podem ser utilizadas para classificação. 


Defeitos moleculares 

Na f-talassemia, existe uma considerável heterogeneidade de defei- 
tos moleculares. Cento e noventa e sete mutações diferentes foram 
identificadas como causa de B-talassemia. A maioria está associada a 
substituições simples de base que produzem defeitos na atividade esti- 
muladora, processamento/clivagem ou translação do RNA, acarretan- 
do diminuição ou instabilidade do mRNA. Grandes deleções são inco- 
muns. Em raras variantes estruturais, a produção de cadeias B altamen- 
te instáveis resulta no fenótipo da B-talassemia (Bunn, 1998). Apesar 
dessa diversidade, 20 mutações comuns são responsáveis por 80% dos 


alelos da B-talassemia na população mundial (Weatherall, 1999). Na 
B'-talassemia, a síntese de cadeia À está ausente no cromossomo afe- 
tado. O mRNA está ausente ou pode estar presente, porém não é fun- 
cional. Na B'-talassemia, cadeias de globina-f estão presentes, mas em 
quantidade reduzida porque os defeitos moleculares acarretam uma 
menor produção de mRNA ou a produção de mRNA instável. 

Na 56°-talassemia, grandes deleções envolvem o complexo genético 
58 ou “yôp. Como consequência, nenhuma síntese de HbA ou HbA, é 
suportada pelo cromossomo afetado, mas a y é supra-regulada gene- 
ticamente e a produção de HbF aumenta. Hemoglobinas Lepore pos- 
suem fusões de globinas-ôf que são resultantes do crossover desigual 
entre genes da globina-ô e da globina-6 durante a meiose. 

As a-talassemias geralmente são devidas à deleção genética de com- 
primento variado. Existem dois genes da globina a em cada cromos- 
somo 16, circundados por duas unidades de duplicação altamente 
homólogas, cada uma delas contém três segmentos homólogos (Z, X 
e Y). O crossover desigual entre os segmentos Z produz um cromosso- 
mo com um gene a (a) e um com três (aaa). Um crossover não 
recíproco similar entre segmentos X causa outra deleção comum (— 
a*) (Fig. 31.24). A probabilidade dessa recombinação é alta e os cro- 
mossomos com falta de gene a ou com genes q extras são observados 
em todas as civilizações. No entanto, somente os alelos talassêmicos 
tornaram-se frequentes em certas populações, sob pressão da malá- 
ria. Esses defeitos, que afetam apenas um dos genes, são denominados 
a’-talassemia. O genótipo heterozigoto pode ser escrito como -a/ 
aa. Defeitos sem deleção são menos comuns (o!a/aa). O determi- 
nante da o-talassemia é resultante da deleção de ambos os genes da 
globina-a. no cromossomo (Fig. 31.25), o qual consequentemente 
orienta a síntese de cadeias não a (—/aq). 

A Hb Constant Spring é devida a uma códon terminal anormal em 
um gene da globina-a que resulta em uma cadeia a alongada com 31 
aminoácidos extras. Por causa da acentuada redução da estabilidade do 
mRNA, o fenótipo clínico da a-talassemia é observado (Orkin, 1998). 


B-talassemias 

Os achados clínicos e da hemoglobina nas B-talassemias estão resu- 
midos nas Tabelas 31.7 e 31.8. Os distúrbios são muito heterogêne- 
os, tanto fenotipicamente quanto ao nível dos defeitos moleculares. 
Os termos talassemia major, talassemia intermedia e talassemia minor 
referem-se à gravidade clínica e não são designações genéticas. 
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Figura 31.24 Deleções que causam a a'-talassemia. Os segmentos homólogos (X, 

Y e Z) são interrompidos por segmentos não homólogos (1, Il e Ill). As barras pretas 
mostram a extensão de cada deleção, e as barras finas mostram as áreas de ponto de 
quebra. Em cada caso, somente um gene a foi deletado. 
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Figura 31.25 Grandes deleções do complexo do gene a causam a-talassemia. 
Nenhuma síntese da cadeia a é dirigida a partir do cromossomo. Deleções MED 
(mediterrâneo) e SEA (sudeste asiático) são as mais frequentes. 


P-talassemia homozigota (talassemia major; anemia de Cooley). Na 
ausência (B°) ou diminuição acentuada (B+) da produção de cadeia f, 
ocorre um excesso de cadeias a. Agregados de cadeias a são instáveis 
e precipitam no normoblasto ou no eritrócito e lesam as células. O 
excesso de cadeias a e seus produtos de degradação (heme, hemina 
e ferro) que servem como focos para a geração de espécies reativas de 
oxigênio acarretam oxidação parcial da banda 4.1 e redução da rela- 
ção espectrina/banda 3 nos precursores dos eritrócitos. Precipitados e 
células são removidos, causando eritropoiese ineficaz e uma anemia 
hemolítica grave. Além disso, a aglomeração de banda 3 na membrana 
pode ser seguida pela opsonização com IgG e complemento autólogos 
e remoção pelos macrófagos (Weatherall, 1999). 

Os achados clínicos incluem a icterícia e a esplenomegalia, a qual se 
torna evidente cedo na infância. Ossos frontais, malares e mandíbulas 
proeminentes conferem uma aparência mongoloide. Essas alterações 
e os achados radiográficos de córtex afilado dos ossos longos e chatos 
e o espessamento do crânio com osteoporose (aparência de “cabelo 
na extremidade”) refletem a extrema hiperplasia da medula óssea. O 
crescimento é interrompido e a puberdade é retardada. A maioria dos 
pacientes necessita de transfusões regulares e apresentam problemas 
em função da carga de ferro. À sobrecarga de ferro comumente ocorre 
e a principal causa de morte é a insuficiência cardíaca devida à sidero- 
se miocárdica no final da terceira década de vida. 

Ao contrário da maioria das doenças hemolíticas, a anemia é micro- 
cítica e hipocrômica. Extrema poiquilocitose com formas bizarras, 
células-alvo, ovalocitose, anéis de Cabot, corpúsculos de Howell- 
-Jolly, fragmentos nucleares, siderócitos, anisocromia, anisocitose e 
frequentemente normoblastose extrema estão presentes (Fig. 31.26). 
A poiquilocitose é mais acentuada em pacientes com baço intacto. A 
normoblastose é mais grave após a esplenectomia. Os normoblastos 
apresentam citoplasma hipocrômico e, especialmente após esplenec- 
tomia, agregados de hemoglobina que coram densamente, os quais 





Figura 31.26 B-talassemia homozigota. Algumas poucas células contêm muito 
pouca hemoglobina, que frequentemente está precipitada na membrana. Células- 
-alvo bizarras, corpúsculos de Howell-Jolly e eritrócitos nucleados com pouca 
hemoglobina são observados. 


provavelmente representam cadeias a precipitadas. A incubação do 
sangue com violeta de genciana cora esses precipitados em eritrócitos 
e normoblastos. A contagem de reticulócitos é menos elevada que o 
esperado para o grau de anemia por causa da destruição de precurso- 
res eritroides na medula óssea. A resistência osmótica dos eritrócitos, 
o ferro sérico e a dosagem de bilirrubina indireta estão aumentados. 

Na medula óssea, uma hiperplasia normoblástica acentuada está 
presente. Muitos normoblastos tardios apresentam corpos de inclusão 
como no sangue. À destruição intramedular de hemoglobina (eritro- 
poiese ineficaz) está acentuadamente aumentada na talassemia major. 
Células do tipo Gaucher estão presentes. A reserva de ferro e os sidero- 
blastos estão aumentados. 

Na fº-talassemia, a HbA está ausente, a HbF está elevada (até 
98%) e a HbA, representa aproximadamente 2%. Nas B'-talassemias 
(Mediterrâneas), a HbF representa 60 a 95% com presença de HbA. 
Embora a HbA, possa ou não estar aumentada, a relação A,/A está 
sempre aumentada. Em indivíduos negros com f*-talassemia, as 
características clínicas são menos severas (talassemia intermedia) e a 
transfusão geralmente é desnecessária. A HbF representa 20 a 40%, a 
HbA, representa 2 a 5% e o restante é de HbA (Tab. 31.8). 
P-talassemia heterozigota (traço de P-talassemia; talassemia minor; 
traço de Cooley). Ela é causada pelo gene da Bº-talassemia com ausên- 
cia da síntese de cadeia de globina- ou pelo gene da B*-talassemia com 
redução da síntese de cadeia de globina-f. Usualmente, o paciente não 
apresenta sintomas ou sinais físicos anormais. À única manifestação cli- 
nica pode ser uma anemia refratária na gestação (Weatherall, 2001). 

A maioria das f-talassemias heterozigotas apresenta uma ane- 
mia leve, mas, ocasionalmente, o Ht e a Hb podem estar normais. 
Aqueles de ascendência africana apresentam nível mais elevado de 
Hb que os da região mediterrânea, reletindo o seu genótipo mais leve. 
Caracteristicamente, os eritrócitos estão elevados (5-7 milhões/uL), a 
CHbM está baixa (geralmente, menos de 22 pg) e o VCM está baixo 
(55-70 fL). A CHbCM algumas vezes está baixa, mas frequentemente 
ela está normal. A contagem de reticulócitos é o dobro do valor nor- 
mal. Em lâminas coradas, as células apresentam um grau moderado 
de microcitose, hipocromia, anisocitose e poiquilocitose; células-alvo 


Tabela 31.7 B-talassemias e seus defeitos bioquímicos e moleculares 
associados 


a: dese- 

Defeito Cadeia Cadeia Cadeia Distribuição quilibrio 

típico B Ô Y de HbF não glo- 

do DNA bulina-a 
B*-talassemia Mutação | + -+ Heterocelular +++ 
Bº-talassemia Mutação O + + Heterocelular +++ 
ôp-talassemia Deleção O 0 +++ Heterocelular ++ 
HPHF Deleção Oou} O +++ — Pancelular + 


Modificado de Forget, 1982. 
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Tabela 31.8 Principais categorias das síndromes da P-talassemia 


Padrão de 
hemoglobina 


Sindrome Genótipo Características 


clínicas 


Estados homozigotos: 


B”-talassemia B/B* Talassemia major |) HbA, tt HbF, 
ou intermedia Hb A, variável 
Bº-talassemia BBO Talassemia major Hb F > 95%, Hb A, 
em repouso 
56°-talassemia 6B°5B° Talassemia Hb F 100% 
intermedia 
Hb Lepore Lepore/ Talassemia major Hb F 85%, Hb Lepore 
Lepore 15% 


Estados heterozigotos: 


B--talassemia B/B Talassemia minor Hb A, t Hb As, +t Hb F 
Bº-talassemia BB Talassemia minor Hb A, t Hb A,, +t Hb F 
68°-talassemia 66°68 Talassemia minor Hb A, Hb F 5-20%, 
+} Hb A, 
Hb Lepore Lepore/B | Talassemia minor Hb A, t Hb F, | HbA, 
Hb Lepore 10% 


Modificado de Orkin, 1976. 


e ponteado basofílico são frequentes, mas nem sempre estão presentes 
(Fig. 31.27). A fragilidade osmótica está diminuída. Na medula óssea, 
existe uma hiperplasia normoblástica leve com bordas citoplasmáticas 
irregulares, um sinal de hemoglobinização defeituosa. 

A Hba, está elevada, na faixa de 3,5 a 7,0%; a HbF está discretamen- 
te elevada (1-3%) em aproximadamente 50% dos casos. Nos poucos 
casos em que a HbF ultrapassa 4% é provável que um gene para a 
persistência hereditária de hemoglobina fetal também esteja presen- 
te (Mazza, 1976). As formas delecionais relativamente raras tendem a 
apresentar níveis mais elevados de HbF (até 9%) e, em algumas pou- 
cas famílias, nas quais a deleção inclui a região promotora, foi obser- 
vado que a HbF está incomumente alta (até 14%) (Weatherall, 2001). 
Em lactentes, ocorre um declínio mais lento que o normal do nível de 
HbF e o nível estável do adulto somente é atingido na adolescência. 
Isso é uma consideração particularmente importante na heterogosi- 
dade dupla para -talassemia e HbS, quando o nível de HbS é utiliza- 
do para a previsão prognóstica. 

Em alguns poucos casos, tanto a HbA, quanto a HbF estão normais. 
Eles são difíceis de ser diferenciados do traço da a-talassemia e somen- 
te estudos moleculares podem ser definitivos. Estudos indicam que a 
maioria dos casos resulta da herança concomitante de a e B-talassemia 
(Weatherall, 1994), seja in trans ou in cis para o gene da f-talassemia. Em 
outros pacientes com padrão normal de hemoglobina, existem apenas 
alterações hematológicas mínimas (o gene da f-talassemia “silencioso”) 
e somente uma síndrome da f-talassemia mais grave em um membro da 
família sugere a presença de um gene da P-talassemia muito leve. 

Estudos do ferro são um pouco diferentes do normal (Weatherall, 
2001), embora a deficiência de ferro frequentemente complique o traço 
talassêmico na infância e durante a gestação. Na deficiência grave de 
ferro, o nível de HbA, pode cair para a faixa normal e, consequente- 
mente, obscurecer o diagnóstico do traço da f-talassemia, mas isso é 
incomum. Mais frequentemente, embora o nível de HbA, caia, ele per- 
manece elevado, acima da faixa normal (Weatherall, 2001). No entanto, 
se a deficiência de ferro estiver presente, a repetição da mensuração da 
HbA, é recomendada após o total reabastecimento de ferro. 

O diagnóstico diferencial entre a deficiência de ferro e o traço da B 
ou o.-talassemia pode ser difícil. O aumento de eritrócitos em presen- 
ça de uma diminuição do VCM é a característica principal do traço 
talassêmico. Uma relação VCM/contagem de eritrócitos < 13 sugere 
talassemia; uma relação > 13 é mais compatível com deficiência de 
ferro, mas esta ou outras fórmulas não são suficientemente conclusi- 
vas para o diagnóstico. 

(58)°-talassemia. Anteriormente denominada talassemia F, um nome 
útil, uma vez que você deve pensar nela quando existirem índices tala- 
sêmicos e nível significativamente elevado de HbF. Não há produção 
de cadeias À e 6, mas isso é quase, embora não totalmente, compensa- 





Figura 31.27 Traço da f-talassemia. Eritrócitos microciticos hipocrômicos com alvo 
frequente. Anemia leve. 


do por um aumento de produção de cadeias y. O estado heterozigoto 
é similar a um traço de B-talassemia leve, exceto pelo fato da HbA, 
não estar aumentada ou estar discretamente diminuída (o nível médio 
é de 2,4%) e a HDF estar significativamente aumentada (5,4-20,0%). 
No estado homozigoto, a hemoglobina consiste em apenas HbF. 
Clinicamente, a (66)°-talassemia comporta-se como uma forma leve 
da §-talassemia. No estado heterozigoto, a hemoglobina está normal ou 
discretamente reduzida, a CHbM encontra-se entre 21 a 26 pge o VCM 
é de 65 a 79 fL. Não existem sintomas clínicos. Os homozigotos apresen- 
tam uma forma leve de talassemia intermedia com um nível de hemo- 
globina de 10 a 13 g/dL, índices eritrocitários levemente talassêmicos e 
somente uma hepatoesplenomegalia discreta. É mais comum na popu- 
lação mediterrânea. O fenótipo leve é o resultado do aumento da pro- 
dução de cadeias y, o que compensa em certo grau a falta de cadeias f. 
O defeito molecular é uma deleção longa que envolve os genes e 
Ô e, frequentemente, também o gene “y. Existem 21 deleções diferen- 
tes descritas (Globin Gene Server), mas os achados hematológicos são 
essencialmente os mesmos. Quando o gene Av também é deletado, a 
nomenclatura acurada é (“ydf)"-talassemia; os homozigotos apresen- 
tam um fenótipo um pouco mais grave. 
(0)'-talassemia: hemoglobinas Lepore. Nas hemoglobinas Lepore, 
uma cadeia de fusão anormal 66 é produzida como resultado do 
crossover cromossômico e fusão de material genético dos genes Of. 
O cromossomo afetado não induz a síntese de cadeias 6 e B. Como a 
produção de HbF é apenas levemente aumentada e a cadeia composta 
OB é sintetizada em uma taxa muito lenta, resulta um fenótipo talassê- 
mico. As anormalidades hematológicas são similares às observadas na 
Bº-talassemia. A Hb Lepore migra um pouco mais rápido que a HbS na 
eletroforese alcalina e, comumente, representa aproximadamente 10% 
da hemoglobina total nos heterozigotos, enquanto a HbA, representa 
em média 2% e a HDF representa 2 a 3% (Efremov, 1978). Em homozi- 
gotos, a Hb Lepore representa 10 a 15% e o restante é de HbF. Diferentes 
hemoglobinas Lepore foram descritas de acordo com o ponto de fusão, 
mas elas se comportam de modo muito similar. Trata-se de um gene da 
talassemia muito mais grave que a forma (0B)º e causa uma talassemia 
major dependente de transfusão no estado homozigoto. 


Persistência hereditária da hemoglobina fetal 

Um grupo de condições com persistência da produção de hemoglo- 
bina fetal além da lactância, mas sem anormalidades hematológicas 
significativas, é conhecido como persistência hereditária da hemoglo- 
bina fetal. Ela é observada em aproximadamente 0,1% dos afro-ame- 
ricanos. À persistência hereditária da hemoglobina fetal está intima- 
mente relacionada com as talassemias B e 68, com as quais ela forma 
um espectro contínuo. Em uma extremidade do espectro, existe uma 
produção mínima de cadeia y e nenhuma compensação da deficiên- 
cia de cadeias B na B-talassemia, enquanto na outra extremidade, a 
produção de HbF aumenta e quase compensa totalmente o déficit na 
persistência hereditária da hemoglobina fetal (Weatherall, 2001). 

Como resultado, pelo menos em heterozigotos, não existe uma evi- 
dência clara de talassemia (exceto talvez uma microcitose limítrofe 
em alguns poucos casos) e isso serve como um critério diagnóstico. 
Na prática clínica, um paciente com HbF significativamente elevada 
e HbA, reduzida é suspeito de apresentar persistência hereditária da 


hemoglobina fetal se os índices eritrocitários estiverem normais. No 
entanto, ele é diagnosticado como portador de 5f°-talassemia se os 
índices forem talassêmicos. De qualquer modo, existe um leve dese- 
quilíbrio entre cadeias a. e cadeias não a e a persistência hereditária 
da hemoglobina fetal é considerada uma forma leve de 68°-talassemia. 
Persistência hereditária da hemoglobina fetal delecional. Nas seis for- 
mas delecionais, o complexo genético dB é deletado. As formas negra 
e Ghanaian são as mais comuns, mas as formas indiana, italiana e do 
Sudeste Asiático também foram bem documentadas. Homozigotos 
apresentam eritrócitos discretamente microcíticos e hipocrômicos, mas 
não apresentam anemia. A HbF representa 100% da hemoglobina total; 
não existe HbA ou HBA). O hematócrito pode estar alto, consequência 
da alta afinidade pelo oxigênio da HbF No heterozigoto, não são obser- 
vadas anormalidades hematológicas. A HbF representa 15 a 30% da 
hemoglobina total, a HbA, representa 1,0 a 2,1%. A HbF é homogene- 
amente distribuída entre os eritrócitos (pancelular). Isso contrasta com 
as talassemias À e 6B, nas quais a distribuição é heterocelular. 

Hb Kenya. Trata-se de uma hemoglobina análoga às hemoglobinas 
Lepore, a qual está associada a um fenótipo da persistência hereditária 
da hemoglobina fetal. Ela contém o gene de fusão “yf. No heterozi- 
goto, a Hb Kenya representa aproximadamente 10% da hemoglobina 
total, a HbF representa 7% e a HbA, está reduzida. 

Persistência hereditária da hemoglobina fetal não delecional. Existe 
mutação na região promotora de um dos genes y, resultando no 
aumento da síntese de HbF. A produção dos genes 6 e À in cis é reduzi- 
da. O nível da HbF varia de 3 a 31% nas diferentes formas. A HbA, está 
invariavelmente reduzida e os índices eritrocitários estão próximos 
do normal. Existem duas particularidades que devem estar em mente. 
Primeiro, a síntese de cadeia Ñ não está ausente do cromossomo afeta- 
do. Além disso, os heterozigotos compostos dessa forma de persistência 
hereditária da hemoglobina fetal e HbC ou HbS no outro cromossomo 
apresentam HbA (aproximadamente 30%). A composição da hemo- 
globina é similar à observada na HbS/P*-talassemia, exceto pelo fato da 
HbA, estar reduzida. Segundo, não é raro observá-la com um gene da 
o.-talassemia, o qual é altamente prevalente em afro-americanos. 

A persistência hereditária da hemoglobina fetal heterocelular ou 
suíça apresenta menos HbF, variando de 2 a 10%. A base genética 
varia e frequentemente é mal compreendida, mas a distribuição hete- 
rogênea de HbF separa esse grupo. Quando herdada com uma varian- 
te B ou talassemia, o resultado é um nível incomumente alto de HbF 
(Weatherall, 2001). 


o-talassemias 


A a-talassemia é provavelmente o distúrbio mais comum de gene 
único em humanos. Sua distribuição é grandemente limitada às 
regiões tropical e subtropical da Ásia e da África e ao Mediterrâneio 
(Higgs, 1989), onde ela atinge frequências extremamente altas. 

Existem dois genes da globina-a em cada cromossomo 16. As 
a-talassemias são classificadas de acordo com a produção total desses 
genes ligados à globina-a.. Na a’-talassemia, ambos os genes são inati- 
vos (—/), enquanto na a*-talassemia somente um gene é defeituoso, em 
decorrência da deleção (—a/) ou, menos frequentemente, da mutação 
(a'a/). As formas delecionais usualmente resultam em menor produ- 
ção de globina do gene ligado à a e fenótipos mais graves. Raramente, 
o cromossomo apresenta uma deleção e uma mutação separada (a'—/). 
Previamente, o? e at eram denominados a-talassemia 1 e 2. Isso era 
muito confuso, uma vez que o defeito mais leve em um gene afetado 
era denominado a.-talassemia 2 e o genótipo mais grave com dois genes 
defeituosos era denominado a-talassemia 1. Alternativamente, esses 
termos também foram utilizados para descrever fenótipos clínicos. 

Ao contrário das cadeias a extremamente instáveis na -talassemia, 
o excesso de cadeias B e y pode formar tetrâmeros estáveis, hemoglo- 
bina H (B,) e hemoglobina de Bart (y,). Elas precipitam nos eritró- 
citos velhos e, por meio da interação com a membrana celular, cau- 
sam hemólise. Trata-se principalmente de uma anemia hemolítica, 
enquanto na B-talassemia o que predomina é a eritropoiese ineficaz. 


Síndromes da a-talassemia 

Quatro síndromes da a-talassemia resultam da combinação des- 
ses genótipos (Bunn, 1986), as quais correspondem grosseiramente à 
perda de 4, 3, 2 ou 1 gene(s) do complemento normal (aa/aa) (ver 


Tab. 31.9). Na discussão a seguir, as formas sem deleção nem sempre 
são descritas separadamente, por questão de simplicidade. 

Hidropsia fetal da hemoglobina de Bart (—/—). A completa ausência 
de cadeias a é incompatível com a vida. Os fetos são natimortos com 
edema intenso, anemia e hepatoesplenomegalia acentuadas. O sangue 
revela anisocitose, poiquilocitose, microcitose e eritroblastose acentua- 
das. À incompatibilidade ABO ou Rh está ausente. Por causa da ausên- 
cia de cadeias a, não existe HbA ou HbF Estão presentes grandes quan- 
tidades de Hb de Bart (y,), uma quantidade variável de Hb Portland e 
traços de HbH (f,). Todas elas migram mais rápido que a HbA na ele- 
troforese alcalina. A Hb de Bart é funcionalmente inútil para a transfe- 
rência de oxigênio, causando hipóxia intrauterina extrema. 

Doença da hemoglobina H (-a/—). Três dos quatro genes a estão 
ausentes. Existe uma anemia hemolítica crônica com o quadro clí- 
nico de talassemia intermedia em uma minoria de casos, embora a 
gravidade varie e a maioria dos pacientes evolua bem. À doença da 
HbH é muito comum no Sudeste Asiático, mas também é observada 
no Mediterrâneo e no Oriente Médio. No entanto, ela é muito rara 
em indivíduos negros, uma vez que a @”-talassemia é incomum nesse 
grupo. A esplenomegalia e, às vezes, a hepatomegalia estão presentes. 
O valor da hemoglobina é em média 3 g/dL inferior a de controles com 
a mesma idade e do mesmo sexo. À transfusão raramente é necessária. 
A anemia pode se tornar mais grave durante a gestação, mas a hemo- 
globina raramente cai abaixo de 7 g/dL. O VCM (60-70 fL) e a HbCM 
(17-21 pg) estão diminuídos (Higgs, 1989) e a contagem de eritró- 
citos está aumentada (6—6,2 milhões/uL). A lâmina de sangue revela 
hipocromia, ponteado basófilo e anisopoiquilocitose com células-alvo 
(Fig. 31.28). A faixa dos reticulócitos é de 4 a 5%. 

A eletroforese de hemoglobina revela uma banda de migração rápida 
da HbH (,), representando aproximadamente 99% (1-40%) da hemo- 
globina e da Hb de Bart que migra de modo levemente mais lento em 
metade dos casos. A HbH pode ser precipitada in vitro e a manipula- 
ção descuidada ou o armazenamento prolongado pode fazer com que 
ela seja perdida do hemolisado. Em hemolisados velhos, uma série de 
bandas migra como HbH. A Hb de Bart é resistente ao álcali e pode 
ser mensurada com a HbF (a qual não aumenta na doença da HbH). 
A porcentagem de Hb de Bart é de 2 a 40% ao nascimento e, a seguir, 
cai gradualmente (média de 4,8%), mas o seu nível nos adultos é muito 
variável. Como em outras síndromes da a.-talassemia, existe mais Hb de 
Bart ao nascimento que HbH na vida adulta. A HbA, está diminuída. 

Preparação da hemoglobina H. A coloração vital do sangue com um 
corante oxidante (p. ex., azul de cresil brilhante) induz a formação de 
corpos de inclusão (a HbH precipita) em muitos eritrócitos. Durante a 
incubação de duas partes de sangue em uma de azul de cresil brilhan- 


Tabela 31.9 Síndromes da a-talassemia 


Sindrome Genes de- Genótipo Caracteristi- Recém- Após o 
feituosos cas clínicas -nascido primeiro 
ano 
Hidropsia 4 -f~ Morte fetal ou Hb de Bart 
fetal neonatal com >80% 
anemia grave HbH, Hb 
Portland 
Doença 3 -/-O. Anemia Hb de Bart HbH 
da HbH (-/o1ar) hemolitica 20-40% 5-30% 
crônica (HbCS) (HbCS 
2-3%) 
Talassemia 2 Jaa Assintomática, Hb de Bart Nenhum 
minor -0/0 anemia leve, 5-109% 
a'oa índices 
talassêmicos 
Portador 1 -a/an Nenhuma Hb de Bart Nenhum 
silencioso (awaa) anormalidade +1-2% (HbCS 1%) 
clinica ou (HbCS) 


Modificado de Wintrobe, 1981. 
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Figura 31.28 Doença da hemoglobina H. Anemia leve e células-alvo. 


te a 1%, a HbH (B,) instável precipita gradualmente como múltiplas 
pequenas inclusões azul pálido distribuídas uniformemente na membra- 
na do eritrócito (Fig. 31.29) (Jones, 1981). As inclusões de HbH devem 
ser diferenciadas de (1) grânulos e redes reticulares nos reticulócitos, os 
quais possuem uma coloração azul mais escura; e (2) corpúsculos de 
Heinz pré-formados, os quais são maiores, também sendo azul escuros, 
e frequentemente fixados à membrana. Após 20 minutos de incubação 
em temperatura ambiente, as inclusões de HbH estão presentes em pelo 
menos metade dos eritrócitos na doença da HbH e em um eritrócito 
muito raro no traço da o-talassemia. Corpúsculos de Heinz maiores iso- 
lados, podem ser encontrados após esplenectomia na doença de HbH. 
Traço da a-talassemia (o-talassemia heterozigota (-/aa) ou 
o*-talassemia homozigota (—a/—a.)). A ausência de dois genes a resul- 
ta em características clínicas similares à da P-talassemia minor com 
anemia muito leve e índices talassêmicos com o VCM variando de 
65 a 75 fL (Higgs, 1989). A relação entre a síntese de cadeia a e de 
cadeia 5 diminui (~0,6). O diagnóstico é mais bem estabelecido pela 
presença de 5 a 10% de Hb de Bart no sangue do cordão umbilical. 
Normalmente, somente quantidades vestigiais (< 0,5%) são encontra- 
das. Nos adultos, a Hb de Bart é indetectável e os estudos da hemoglo- 
bina são perfeitamente normais, exceto pelo fato da HbA, poder estar 
reduzida. Inclusões de HbH são encontradas na a°-talassemia, mas 
raramente em heterozigose ou homozigose de a*-talassemia, e somen- 
te em uma porcentagem muito pequena de eritrócitos, quando a pes- 
quisa for exaustiva (Wasi, 1974) e se amostra for enriquecida por HbH 
contendo eritrócitos (Jones, 1981). Caso contrário, nenhuma evidên- 
cia de desequilíbrio na produção de hemoglobina será detectada por 
técnicas convencionais, e o diagnóstico excluirá a deficiência de ferro, 
a anemia de doenças crônicas e a P-talassemia. Em contraste com a 
B-talassemia, a HbF está normal e a HbF está normal ou diminuída. 
Essa condição é absolutamente benigna e a maioria dos pacientes é 
diagnosticada em investigações de rotina. Os achados hematológicos 
são idênticos nos dois genótipos distintos observados em diferentes 
populações (—/aa), comuns no Sudeste Asiático e no Mediterrâneo e 
extremamente raros na população negra; e (a/a), mais comum em 
indivíduos com ascendência africana. 
Portador silencioso de o-talassemia (o'-talassemia < heterozigo- 
ta, aa/—a). Nessa condição, um dos quatro genes da globina-a está 
ausente. Os achados hematológicos são normais, exceto pelo fato do 
VCM poder estar discretamente reduzido, com um valor médio de 81 
fL (faixa de 75-85 fL), e a HbCM pode estar minimamente reduzida. 
Contudo, muitas vezes os índices eritrocitários estão perfeitamente 
normais. Durante o período neonatal, a a*-talassemia heterozigota 
pode ser diagnosticada por um nível elevado de Hb de Bart (1-2%) 
no sangue do cordão umbilical. A Hb de Bart desaparece em torno dos 
6 meses e o diagnóstico somente pode ser estabelecido por meio de 
estudos moleculares ou da síntese da cadeia de globina. Como apenas 
40% dos recém-nascidos com o genótipo da a*-talassemia apresentam 
Hb de Bart detectável no sangue do cordão umbilical (Higgs, 1982), o 
insucesso em detectar a Hb de Bart no recém-nascido não descarta o 
portador silencioso da a-talassemia e a investigação do recém-nascido 
não deve ser utilizada para descartar essa patologia. 

A partir de grandes estudos que comparam achados hematológicos de 
diferentes genótipos, torna-se aparente que existe um continuum entre 


Figura 31.29 Preparação de hemoglobina H. Lâmina preparada após incubação de 
sangue com azul de cresil brilhante. Vários eritrócitos contêm múltiplas pequenas 
inclusões de cor azul-claro. 


o indivíduo normal, o portador silencioso e o traço da a-talassemia. 
Como não existe uma clara separação entre defeitos de um ou dois genes, 
alguns autores os agrupam como fenótipos mais leves da a-talassemia. 
Nenhum dos genes da a-talassemia ou nenhuma de suas combinações 
pode ser identificado com certeza sem estudos moleculares. 
Hemoglobina Constant Spring (a“o/). A Hb Constant Spring é 
devida a um códon terminal anormal em um gene a que resulta 
em uma cadeia o alongada com 31 aminoácidos extras. É de longe 
a mais comum das variantes de cadeia a alongada. Por causa da 
redução acentuada da estabilidade do mRNA, o fenótipo clínico da 
a-talassemia é observado (Orkin, 1998). Similarmente a outros genes 
da a*-talassemia não delecional, ela causa um fenótipo mais grave. O 
estado homozigoto manifesta-se como uma anemia hemolítica leve 
assintomática, com um nível de hemoglobina de 9 a 11 g/dL. Os índi- 
ces eritrocitários são incomuns para a talassemia: o VCM está nor- 
mal (88 fL) e a contagem eritrocitária está baixa (3,9 milhões/uL). A 
hemoglobina é composta por 5 a 8% de Hb CS, HbA, normal, quanti- 
dades vestigiais de Hb de Bart e o restante sendo de HbA (Weatherall, 
1994). Os heterozigotos apresentam um fenótipo de portador silen- 
cioso sem anormalidades hematológicas e com aproximadamente 1% 
de HbCS. A Hb anormal migra mais lentamente que a HbA, em pH 
alcalino e pode facilmente passar desapercebida. A HbCS é comum 
no Sudeste Asiático onde é observada em aproximadamente 50% dos 
casos de doença da hemoglobina H (a*a/-). 


Triagem e diagnóstico pré-natal de distúrbios 
da hemoglobina 

Em populações em que existe uma incidência significativa de formas 
graves de talassemia ou de anemia falciforme, as mulheres devem ser 
investigadas no início da gestação em busca de traço talassêmico ou 
de anemia falciforme (Weatherall, 1985, 1994; Alter, 1998). Quando 
ambos os genitores são portadores, a prevenção da doença grave é pos- 
sível por meio do aconselhamento genético e da oferta do diagnóstico 
pré-natal com a opção do aborto terapêutico. Em regiões onde a fre- 
quência é alta, a investigação de crianças em idade escolar ou o acon- 
selhamento pré-nupcial foi implementado. Os testes iniciais incluem 
o VCM (< 80 fL), a HbCM (< 27 pg) ea HPLC para se estimar a HbA, 
(> 3,5%) e para detectar variantes comuns da hemoglobina (valores 
de cutoff estão entre parênteses). No diagnóstico pré-natal, a análise 
do DNA fetal do vilo coriônico substituiu a análise do sangue fetal no 
início da década de 1990. 


Hemólise — Distúrbios metabólicos 


A atividade enzimática deficiente no eritrócito pode causar anorma- 
lidades que levam à destruição prematura e à anemia hemolítica. Esses 
distúrbios são usualmente herdados. Entretanto, a interferência ou o 
estresse oxidativo sobre o metabolismo eritrocitário algumas vezes pode 
resultar em hemólise em indivíduos que possuem eritrócitos normais. 
Metabolismo eritrocitário. Os eritrócitos maduros não possuem 
mitocôndrias e, consequentemente, não apresentam fosforilação oxi- 
dativa nem atividade do ciclo de Krebs. A produção energética é prin- 
cipalmente glicolítica, 90% da qual ocorrem através da via de Embden- 


-Meyerhof, uma vez que a glicose é transformada em ácido lático com a 
produção de 2 mol de ATP (Fig. 31.30). O ATP é necessário para as rea- 
ções que requerem energia na célula: para o transporte ativo de cátions 
através da membrana, para a manutenção da deformabilidade da mem- 
brana e para a preservação da forma bicôncava da célula. A captação de 
glicose pelos eritrócitos é independente da insulina. Aproximadamente 
90% da glicose são consumidos na via glicolítica, enquanto 10% são 
utilizados na via da pentose-fosfato (desvio da hexose monofosfato 
[HMP)). Uma etapa da via glicolítica repõe o NADH, o qual tem um 
papel importante na proteção da hemoglobina contra o estresse oxi- 
dativo. A maior parte da hemoglobina (metemoglobina) produzida na 
célula normal (aproximadamente 3% do total por dia) é reduzida pela 
metemoglobina redutase ligada ao NAD. O shunt da HMP gera NADPH 
nas primeiras duas etapas, através das enzimas G6PD e 6-fosfoglucona- 
to. A produção de NADPH está ligada à redução da glutationa e, atra- 
vés desse mecanismo, à preservação de enzimas vitais e à proteção da 
hemoglobina contra a oxidação. Pequenas quantidades de hemoglobina 
(metemoglobina) são reduzidas pela glutationa. A atividade do shunt 
da HMP aumenta quando a célula é exposta a um fármaco oxidante, 
provavelmente como resultado do aumento da produção de NADP. 
Quando há falta de uma enzima dessa via, o glutationa não pode ser 


produzido e a hemoglobina será oxidada pelo estresse oxidativo. A oxi- 
dação de eritrócitos é mediada por derivados do oxigênio de alta energia 
denominados coletivamente oxigênio ativado (Prchal, 2000). Cadeias de 
globina oxidadas desnaturam e precipitam como corpúsculos de Heinz, 
os quais aderem à membrana, causando rigidez e uma tendência à lise. 
Deficiências moderadas de enzimas dessa via (p. ex., de G6PD) podem 
não estar associadas à anemia em condições normais. Contudo, um 
episódio hemolítico agudo ocorre quando as células são submetidas ao 
estresse oxidativo (p. ex., fármacos, infecção). 

Deficiências da via de Embden-Meyerhof causam diminuição da 
geração de ATP e uma anemia hemolítica crônica. O mecanismo da 
destruição eritrocitária aqui é menos claro. Corpúsculos de Heinz não 
são formados. A ausência de deformabilidade celular e o comprometi- 
mento da bomba de cátions são importantes no processo hemolítico. 
Entretanto, a deficiência de ATP é difícil de ser demonstrada em muitos 
pacientes e outros distúrbios associados à deficiência mais grave de ATP 
não estão relacionados a uma hemólise significativa (Prchal, 2000). 

O shunt de Rapoport-Luebering é responsável pela conversão de 
1,3-difosfoglicerato (1,3-DPG) em 2,3-DPG em vez de diretamente 
em 3-fosfoglicerato (3-PG) (Fig. 31.30). Se esse shunt estiver operante, 
a geração de 2 mol de ATP (por mol de glicose) não ocorre. O resulta- 
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Figura 31.30 O metabolismo do eritrócito é analisado no texto. Normalmente, a maioria da hemiglobina (metemoglobina, Hb**) é reduzida à hemoglobina (Hb**) pela 
metemoglobina redutase ligada ao nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD, MetHb redutase). A metemoglobina redutase ligada ao NADP requer azul de metileno para 
a ativação e é mais efetiva na metemoglobinemia induzida por fármaco do que no mecanismo celular normal. (GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada). 


(Reproduzido com permissão de McGraw-Hill Companies.) 
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624 doé a ausência de produção de energia na glicólise. Entretanto, o 2,3- 


-DPG combina-se com a cadeia 6 da hemoglobina e diminui a afi- 
nidade da hemoglobina pelo oxigênio. Consequentemente, em uma 
determinada pressão parcial de oxigênio, a maior quantidade de 2,3- 
DPG permite que mais oxigênio deixe a hemoglobina e vá para os 
tecidos. A curva de dissociação do oxigênio é desviada para a direita. A 
maior atividade desse shunt é aparentemente estimulada pela hipóxia. 
Deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase. Cerca de 10% dos 
homens afro-americanos que utilizaram o antimalárico primaquina 
durante a guerra da Coreia apresentaram uma anemia hemolítica 
aguda autolimitada (Beutler, 1994; Prchal, 2000). A relação entre fár- 
macos antimaláricos e a hemólise foi observada no início da década de 
1920 (Beutler, 1999). Somente os eritrócitos mais velhos eram destrui- 
dos e foi finalmente determinado que a deficiência nos eritrócitos sus- 
ceptíveis era de G6PD. Os reticulócitos apresentam uma atividade enzi- 
mática cinco vezes maior que a população de eritrócitos mais velhos 
(Prchal, 2000). Desde então, foi verificado que a deficiência de G6PD é 
disseminada através do mundo. Entre os indivíduos brancos, a maior 
incidência é observada em judeus curdos. A deficiência é comum em 
indivíduos do Oriente Médio, países mediterrâneos e Ásia. 

Como a G6PD é determinada por um gene localizado no cromos- 
somo X, a expressão completa da deficiência é observada no homem 
hemizigoto. A expressão parcial pode ser observada na mulher hetero- 
zigota que apresenta duas populações de eritrócitos, uma normal e uma 
deficiente. A deficiência de G6PD limita a regeneração de NADPH, o 
que torna a célula vulnerável à desnaturação oxidativa da hemoglobi- 
na. Como, normalmente, a G6PD é mais elevada nas células jovens e 
diminui à medida que a célula envelhece, em indivíduos com defici- 
ência de G6PD as células mais velhas são preferencialmente destruídas. 

A suscetibilidade hemolitica em indivíduos afetados pode aumentar 
enormemente durante doença intercorrente ou exposição a vários fár- 
macos que possuem propriedades oxidantes (Tab. 31.10). 

A heterogeneidade genética é grande e mais de 300 variantes foram 
definidas. Essa hetereogeneidade genética é expressa sob a forma de 
variações na estabilidade e nas propriedades eletroforéticas e catalíticas 
das enzimas, no grau de deficiência, nos tipos de células do corpo afe- 
tadas, nos tipos de fármacos que produzem hemólise e na suscetibilida- 
de à hemólise crônica ou à icterícia neonatal. À isozima da G6PD mais 
comum (“normal”) em todos os grupos populacionais é designada B. 
Em indivíduos negros, uma variante mais rápida do ponto de vista ele- 
troforético, isozima À, é prevalente e possui quase a mesma atividade. 
Vinte por cento dos homens negros apresentam essa variante. Onze por 
cento dos homens negros apresentam o tipo A de G6PD, o que repre- 
senta apenas 5 a 15% da atividade enzimática normal. São eles que são 
suscetíveis à hemólise após a ingestão de fármacos oxidantes ou duran- 
te uma infecção. A variante mais comum em indivíduos brancos é a 
G6PD-Mediterrânea, observada em populações mediterrâneas. O nível 
da atividade enzimática em homens afetados é baixo, frequentemen- 
te inferior a 1%. Esses indivíduos geralmente não apresentam anemia, 
mas podem apresentar uma anemia hemolítica um pouco mais severa 
e não autolimitada com infecções e com uma variedade mais ampla de 
fármacos que a variante negra. Em um subgrupo de indivíduos com 


Tabela 31.10 Fármacos e substâncias químicas que comprovadamente 
causam anemia hemolítica clinicamente significativa na deficiência de 
G6PD 


Acetanilida 

Cloreto de metiltioninio (azul de metileno) 
Acido nalidixico (Negram) 

Naftaleno 

Niridazol (Ambilhar) 

Nitrofurantoina (Furadantin) 


Primaquina 

Sulfacetamida 
Sulfanilamida 
Sulfametoxazol (Gantanol) 
Sulfapiridina 

Tiazolsulfona 

Azul de toluidina 
Trinitrotolueno (TNT) 


Pamaquina 
Pentaquina 
Fenilhidrazina 


De Beutler, 1978. 


deficiência de G6PD, pode ocorrer hemólise grave em horas após o 
consumo de feijão fava (“favismo”). Embora a vasta maioria dos indi- 
víduos com deficiência de G6PD não apresente anemia, uma pequena 
proporção de pessoas com G6PD-Mediterrânea (e pessoas com varian- 
tes mais raras) apresentam uma anemia hemolítica não esferocítica. 

Os achados laboratoriais durante a hemólise ativa são aqueles da 
anemia hemolítica em geral. Na lâmina de sangue, observamos poi- 
quilócitos, alguns esferócitos e células irregularmente contraídas que 
coram densamente e apresentam contração da Hb de uma parte da 
membrana celular. Provavelmente, são células das quais corpúsculos 
de Heinz foram removidos pelo baço. Após a coloração supravital 
com violeta de genciana, corpúsculos de Heinz podem estar presen- 
tes precocemente em um episódio hemolítico agudo. À deficiência de 
G6PD pode ser detectada por um dos testes de investigação: o teste de 
redução do corante, o teste do ascorbato-cianeto ou um teste da man- 
cha fluorescente. A confirmação é feita com um ensaio quantitativo. 

Corpúsculos de Heinz. Quando a hemoglobina sofre desnatura- 
ção, ela forma precipitados que são conhecidos como corpúsculos de 
Heinz (Dacie, 1991). Esses precipitados não podem ser detectados em 
lâminas de sangue coradas com a técnica de Romanowsky e secas ao 
ar, mas após coloração vital com azul de genciana ou cristal violeta. Os 
corpúsculos de Heinz coram com uma cor púrpura escura. O seu dia- 
metro varia de 1 a 4 um e, frequentemente, eles se fixam à membrana 
eritrocitária. Eles também se coram, mas menos intensamente, como 
inclusões azul claro em colorações para reticulócitos (p. ex., azul de 
metileno novo) (Fig. 31.31). 

A presença de corpúsculos de Heinz em sangue recém-coletado indi- 
ca (1) que um fármaco ou substância química oxidante (p. ex., fenil-hi- 
drazina, clorato, naftaleno, dapsona) foi ingerida em quantidade sufi- 
ciente para superar os mecanismos protetores normais do eritrócito e 
desnaturar a hemoglobina; (2) que um fármaco como a primaquina foi 
ingerido por um indivíduo com deficiência de G6PD (ou outro defeito 
que resulta em uma deficiência de glutationa reduzido), de modo que a 
hemoglobina perde a proteção contra a desnaturação oxidativa; ou (3) 
que o indivíduo possui uma hemoglobina instável ou talassemia. 

Teste do ascorbato-cianeto. Quando o sangue é incubado com 
uma solução de cianeto de sódio e ascorbato de sódio, o peróxido de 
hidrogênio é gerado a partir da oxidação acoplada de ascorbato e de 
hemoglobina (Jacob, 1966). O cianeto inibe a catalase, o peróxido de 
hidrogênio fica disponível para oxidar a hemoglobina e a cor marrom 
da metemoglobina é discernível. Isso ocorre mais rapidamente em 
células com deficiência de G6PD que em células normais. 

O teste do ascorbato-cianeto não é específico, haja vista que a defi- 
ciência de piruvato quinase, a hemoglobinúria paroxística noturna 
e hemoglobinas instáveis produzem um resultado positivo. É o teste 
de investigação mais sensível pelo fato de ele utilizar células intactas e 
detectar a deficiência em homens negros durante episódios hemolíti- 
cos e em heterozigotos (Fairbanks, 1969). 

Teste da mancha fluorescente. Sangue total é adicionado a uma 
mistura de glicose-6-fosfato (G6P), NADP, saponina e tampão e uma 
mancha dessa mistura é colocada sobre papel filtro e sua fluorescên- 
cia é observada com luz ultravioleta. Quando a G6PD está presente, o 





Figura 31.31 Corpúsculos de Heinz. Eritrócitos normais incubados com um 
fármaco oxidante e corados durante suspensão com violeta de genciana. A seguir, 
foi preparada uma lâmina secada ao ar livre e corada com corante de Wright. 
Corpúsculos de Heinz corados de púrpura são precipitados de hemoglobina 
desnaturada que tendem a se fixar na membrana celular. 


NADP é convertido em NADPH. Como a fosfogluconato desidrogena- 
se está presente na maioria dos hemolisados, mais NADP é convertido 
em NADPH (Fig. 31.30). O NADPH é fluorescente, mas o NADP não. 
A amostra controle normal apresenta uma fluorescência brilhante e 
a ausência de fluorescência indica deficiência de G6PD. Reoxidando 
qualquer pequena quantidade de NADPH formado, o glutationa oxi- 
dado aumenta a capacidade do teste de detectar a deficiência leve de 
G6PD. Esse é o teste de investigação recomendado para a deficiência 
de G6PD (Beutler, 1979b). 

Ensaio quantitativo de G6PD. Para a G6PD, a maioria dos ensaios 
baseia-se na taxa de redução do NADP em NADPH, mensurada atra- 
vés da espectrometria a 340 nm, quando o hemolisado é incubado com 
G6P (Beutler, 1984). Em heterozigotos ou na hemólise aguda em indiví- 
duos negros com deficiência de G6PD, o diagnóstico pode ser obscure- 
cido mesmo com o ensaio por causa do nível aumentado de G6PD nos 
reticulócitos e eritrócitos mais jovens. No entanto, usualmente o teste de 
investigação do ascorbato-cianeto será positivo nessas situações. 
Deficiência de piruvato quinase. É a deficiência enzimática eritroci- 
tária mais comum que envolve a via glicolítica de Embden-Meyerhof. 
A deficiência de piruvato quinase (PK, pyruvate kinase) causa uma 
anemia hemolítica crônica leve a moderadamente grave com esple- 
nomegalia (Prchal, 2000). A anemia pode ser detectada na lactância 
ou somente na vida adulta em casos mais leves. Os pacientes toleram 
muito bem a anemia por causa dos altos níveis de 2,3-DPG, o qual é 
resultante do bloqueio da glicólise. A lâmina de sangue singular pode 
não apresentar anormalidades eritrocitárias notáveis até após a esple- 
nectomia, quando equinócitos, células irregularmente contraídas e 
eritrócitos crenados podem ser proeminentes. A contagem de reticu- 
lócitos está elevada e aumenta ainda mais após a esplenectomia. 

Isoenzimas da piruvato quinase são produzidas por dois genes sepa- 
rados: um no cromossomo 15, o qual codifica as isoformas M (mús- 
culo); e outro no cromossomo 1, o qual codifica as isoformas L (liver 
= fígado) e R (red cells = eritrócitos). A complexidade das isoformas 
da PK é ainda mais complicada pelo fato de a enzima funcional ser 
um tetrâmero. A herança é autossômica recessiva, mas isso é provavel- 
mente verdadeiro somente em famílias consanguíneas. Os mutantes 
da PK são numerosos e não são detectados em heterozigotos feno- 
tipicamente normais que possuem 50% da atividade normal da PK. 
Em consequência, a maioria dos indivíduos com anemias hemolíticas 
por deficiência de PK é provavelmente de heterozigotos duplos para 
dois genes mutantes (Valentine, 1979). A deficiência adquirida de PK 
ocorre ocasionalmente em distúrbios mielodisplásicos e leucemias 
(Valentine, 1979; Miwa, 1981). 

O teste de auto-hemólise fornece resultados variáveis. Alguns 
pacientes apresentam apenas um aumento leve da auto-hemólise que 
é parcialmente prevenido pela glicose (tipo I) e outros apresentam um 
aumento maior que não é prevenido pela glicose (tipo II). Corpúsculos 
de Heinz não são observados. O diagnóstico é estabelecido por meio 
de um teste de investigação ou ensaio enzimático específico. 

A esplenectomia é indicada em casos que requerem transfusão. 
Após a esplenectomia, a concentração de hemoglobina geralmente 
aumenta 1 a 2 g/dL e os reticulócitos aumentam acentuadamente, 
embora a hemólise persista (Miwa, 1981). 

Teste da mancha fluorescente. A piruvato quinase catalisa a fosforila- 

ção do ADP em ATP pelo fosfoenolpiruvato (PEP) com a formação de 
piruvato (Beutler, 1984). A seguir, o piruvato reduz qualquer NADH 
presente em NAD com a formação de lactato (Fig. 31.30). A perda de 
fluorescência do NADH sob luz ultravioleta é observada como evi- 
dência da presença de PK. 

Leucócitos devem ser removidos da amostra porque eles em geral 
contêm uma quantidade aproximadamente 300 vezes maior de PK do 
que os eritrócitos e, na deficiência de PK, são os eritrócitos que são 
deficientes e não os leucócitos. 

Ensaio quantitativo da PK. O mesmo princípio do teste investigati- 
vo é empregado, mas a taxa de diminuição da absorbância a 340 nm 
é mensurada. Um teste de investigação negativo ou um ensaio de PK 
normal (que utiliza concentração alta de substrato padrão [PEP]) não 
descarta a anemia hemolítica por deficiência de PK. Como enzimas 
PK mutantes podem ter atividade normal em concentrações altas de 
PEP e diminuição da atividade em concentrações baixas de PEP, é 
necessário realizar o ensaio em ambas as direções (Beutler, 1984). 


Outras deficiências de enzimas glicolíticas. Outras deficiências enzi- 
máticas da via de Embden-Meyerhof são mais raras (Beutler, 1994; 
Prchal, 2000). Quando graves, elas produzem anemias hemolíticas, 
com duas exceções: (1) a deficiência de lactato desidrogenase não 
apresenta manifestações clínicas; e (2) deficiências de atividade da 2,3- 
DPG mutase e da 2,3-DPG fosfatase ocorrem conjuntamente e acar- 
retam eritrocitose como resultado da falta de 2,3-DPG, desviando a 
curva de dissociação do oxigênio da Hb para a esquerda. 

Outras deficiências enzimáticas no desvio da hexose monofosfato 
são bem raras. Elas incluem as duas enzimas envolvidas na síntese do 
glutationa: y-glutamil cisteina sintase e glutationa sintetase. Como na 
deficiência de G6PD, a hemólise aumenta com a exposição a fármacos 
oxidantes ou a infecções. 

No entanto, não existem boas evidências em relação à produção de 

anemia hemolítica crônica pela deficiência de 6-fosfogluconato, de 
glutationa redutase ou de glutationa peroxidase (GP,) (Beutler, 1994). 
A glutationa redutase contém o dinucleotídeo flavina-adenina e é com 
frequência parcialmente deficiente por causa da deficiência dietética 
de riboflavina. A GP, é 50% normal em aproximadamente 30% da 
população judia como resultado da homozigosidade para um gene 
para a baixa atividade da GP, A atividade da GP, depende da ingestão 
de selênio na dieta. Em nenhum caso, existe uma associação com um 
distúrbio hematológico. 
Deficiência de pirimidina-5'-nucleotidase. Quando o RNA é degra- 
dado no reticulócito, nucleotídeos pirimidina devem ser desfosforila- 
dos pela pirimidina-5'-nucleotidase para cruzar a membrana eritroci- 
tária (Paglia, 1981). A deficiência autossômica recessiva de pirimidi- 
na-5’-nucleotidase causa um acúmulo de pirimidinas e, na lâmina de 
sangue, a degradação inadequada do RNA produz um ponteado basó- 
filo pronunciado nos eritrócitos. Essa é provavelmente uma das defi- 
ciências enzimáticas mais comuns responsáveis pela anemia hemolíti- 
ca hereditária (Beutler, 1979a). 

O distúrbio é caracterizado pela hemólise crônica leve a moderada, 
reticulocitose (- 10%), ponteado basófilo acentuado e esplenomegalia 
sem aumento notável após esplenectomia. Um teste de investigação 
compara a absorção ultravioleta de extratos desproteinizados de eri- 
trócitos a 260 nm com a absorção a 280 nm. Na deficiência de pirimi- 
dina-5'-nucleotidase, o maior pico de absorção é desviado do normal 
(260 nm) para 280 nm, o qual é o máximo para as pirimidinas uridi- 
na difosfato e citidina difosfato. A confirmação requer um ensaio que 
mostre a diminuição da atividade da nucleotidase (Beutler, 1984). 

A deficiência adquirida de pirimidina-5'-nucleotidase ocorre na 
intoxicação por chumbo e é provavelmente responsável pelo pontea- 
do basófilo nessa condição. 


Hemólise — Adquirida; extrínseca 


Agentes químicos 

Agentes hemolíticos para células normais. A ação de agentes quimi- 
cos depende da dose e de outros fatores, muitos dos quais são ape- 
nas vagamente conhecidos. Eles variam de simples substâncias (p. ex., 
água) a algumas substâncias altamente complexas. Quando utilizada 
como líquido de irrigação, a água destilada pode ser responsável pela 
anemia hemolítica aguda em consequência da entrada nos canais 
venosos durante a ressecção transuretral. 

Além da anemia, algumas substâncias químicas produzem metemo- 
globina, a qual pode se manifestar como cianose (tolueno, trinitroto- 
lueno, nitrobenzeno, acenilida e fenacetina). Algumas podem levar à 
anemia aplásica (tolueno e trinitrotolueno). A promina, um derivado 
da sulfona, faz com que o sangue adquira uma cor marrom chocolate 
por causa da formação de sulfo-hemoglobina. 

A intoxicação por chumbo pode produzir anemia progressiva com 
ponteado basófilo, reticulocitose, normoblastemia, anéis de Cabot, 
corpúsculos de Howell-Jolly e leucocitose. O chumbo não apenas 
causa dano aos eritrócitos e hemólise, mas também produz defeitos 
na via de síntese do heme. Em casos de exposição crônica ao chumbo, 
o ponteado basófilo, mais na medula óssea que no sangue periférico, 
e a coproporfirinúria são os achados característicos. Essas alterações 
produzem eritrócitos defeituosos, os quais são removidos pelo baço. 
Agentes hemolíticos para células anormais. Certos fármacos e 
substâncias químicas que possuem atividade oxidante podem pro- 
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ou outros defeitos que resultam na deficiência de glutationa. Além 
disso, hemoglobinas instáveis (p. ex., Hb Zürich) apresentam uma 
propensão à anemia hemolítica induzida por fármaco. Lactentes 
prematuros, embora possuam níveis elevados de G6PD, apresentam 
instabilidade e níveis baixos de glutationa e podem desenvolver ane- 
mia hemolítica quando recebem altas doses de análogos sintéticos 
hidrossolúveis da vitamina K. 

Deve-se lembrar que, se a exposição a essas substâncias oxidantes 
for suficientemente grande, a anemia hemolítica aguda pode ser pro- 
duzida em indivíduos normais. 

Durante o episódio hemolítico agudo, corpúsculos de Heinz podem 
ser frequentemente demonstrados pela coloração direta do sangue 
com violeta de genciana. Eritrócitos com corpúsculos de Heinz são 
removidos da circulação pelo baço ou extraídos dos eritrócitos pela 
ação esplênica. Consequentemente, corpúsculos de Heinz podem não 
ser observados no sangue se o baço os estiver removendo efetivamente 
ou após o processo hemolítico agudo diminuir de intensidade. 

Testes para a deficiência de G6PD, a causa subjacente mais comum 
de anemia hemolítica induzida por fármacos, foram descritos ante- 
riormente neste capítulo. 


Agentes físicos 

Calor. Queimaduras extensas produzem anemia hemolítica, provavel- 
mente por causa da lesão direta dos eritrócitos. Pacientes com quei- 
maduras graves podem apresentar hemoglobinúria macroscópica. A 
lâmina de sangue pode revelar anormalidades morfológicas acentu- 
adas nos eritrócitos, incluindo fragmentação da membrana e micro- 
esferocitose. As anormalidades mais graves comumente são observa- 
das imediatamente após queimaduras extensas, antes que haja tempo 
de ocorrer uma resposta reticulocitária. As células muito lesadas são 
rapidamente removidas da circulação. 

Hemólise traumática. A anemia hemolítica caracterizada por anor- 
malidades morfológicas acentuadas dos eritrócitos, as quais incluem 
fragmentos (esquizócitos) e células irregularmente contraídas (células 
triangulares, células em capacete), foi atribuída ao traumatismo físico 
de eritrócitos. A base do processo hemolítico é provavelmente a lesão 
dos eritrócitos em seu contato com redes frouxas de fibrina (coagula- 
ção intravascular) ou com lesões vasculares patológicas. A fragmenta- 
ção das células ocorre com ou sem lise intravascular. Nesse grupo de 
distúrbios, adequadamente denominados “síndrome da fragmentação 
eritrocitária”, são reconhecidas duas categorias gerais. 

Anemia hemolítica macroangiopática (valvopatias e próteses cardí- 
acas). A hemólise intravascular crônica associada ao baixo nível sérico 
de haptoglobina, hemossiderinúria, reticulocitose e anormalidades 
eritrocitárias (p. ex., esquizócitos e células irregularmente contraídas) 
ocorre após cirurgia de substituição valvar por uma prótese ou após 
reparação cirúrgica de um defeito septal com um enxerto plástico 
(Erslev, 2001d). Isso foi atribuído à lesão mecânica dos eritrócitos no 
ambiente turbulento de uma valva insuficiente ou de uma superfície 
rugosa não coberta por células endoteliais. A reparação valvar ou a 
cobertura do enxerto por células endoteliais reduz o processo hemo- 
lítico. Outros estudos demonstraram que alguns pacientes com val- 
vopatia cardíaca apresentam um processo hemolítico que pode ser 
alterado pela cirurgia. 

O trauma mecânico externo foi relatado na hemoglobinúria da marcha, 
uma condição observada em soldados após uma longa marcha ou em pra- 
ticantes de jogging ou em outros atletas após exercícios longos, particular- 
mente sobre superfícies duras. A hemólise intravascular crônica pode levar 
à deficiência de ferro em decorrência da perda de hemoglobina na urina. 

Microangiopatia trombótica (anemia hemolítica microangiopática). 
Microangiopatias trombóticas são distúrbios oclusivos microvascula- 
res caracterizados por agregação sistêmica ou intrarrenal de plaquetas, 
trombocitopenia e lesão mecânica dos eritrócitos. Eritrócitos fragmen- 
tados (p. ex., esquizócitos e células irregularmente contraídas) são pro- 
vavelmente produzidos quando o sangue flui através de áreas turbulen- 
tas da microcirculação que estão parcialmente ocluídas por agregados 
plaquetários (Moake, 2002). A microangiopatia trombótica pode ser 
idiopática ou desencadeada por fármacos (p.ex, mitomicina), trans- 
plante, processo maligno, gestação, colagenose ou HIV (Ahmed, 2002). 


A classificação da microangiopatia trombótica foi controversa 
durante muitos anos. Na prática clínica de rotina, o termo púrpu- 
ra trombocitopênica trombótica (PTT) é em geral utilizado para 
casos de adultos com sintomas predominantemente neurológicos, 
enquanto o termo síndrome hemolítico-urêmica (SHU) tem sido 
utilizado para descrever casos pediátricos com microangiopatia 
trombótica e envolvimento renal predominante (Moake, 2002). 
Entretanto, a distinção nem sempre é possível e a sobreposição da 
sintomatologia pode ser observada. Autores sugerem a inclusão de 
ambas as entidades sob a denominação PTT/SHU, supondo um 
mecanismo patogênico similar com diferente tropismo por órgãos. 
Outros agrupam casos esporádicos de SHU com PTT sob o nome 
de microangiopatia trombótica idiopática e separam a maioria dos 
casos de SHU sob o nome de microangiopatia trombótica associa- 
da à toxina (Ahmed, 2002). Estudos recentes indicam uma diferença 
nos mecanismos patogênicos entre a SHU ea PTT que será discutida 
a seguir. 

Síndrome hemolítica urêmica (SHU). O SHU ocorre mais comu- 
mente em lactentes com menos de 2 anos de idade e é comumente pre- 
cedida por uma infecção associada à diarreia. É provável que alguns 
desses casos sejam devidos a um dos vários tipos de Escherichia coli 
que produzem uma verotoxina (assim denominada por sua toxicidade 
contra células do rim [vero] do macaco verde africano). A infecção por 
Shigella dysenteriae e, ocasionalmente, outros microrganismos tam- 
bém podem causar SHU em crianças e adultos. A toxina Shiga é codi- 
ficada pela S. dysenteriae. As toxinas Shiga 1 e 2 podem estar presentes 
em vários sorotipos de E. coli, o mais comum sendo a E. coli 0157:H7. 
Toxinas Shiga causam diarreia sanguinolenta e, a seguir, entram na cir- 
culação e viajam no plasma na superfície das plaquetas ou dos monóci- 
tos (Moake, 2002). Estudos recentes sugerem que essas toxinas se ligam 
ao endotélio capilar glomerular e a outras células epiteliais renais. As 
toxinas Shiga, com citocinas secretadas localmente, provocam a libera- 
ção de multímeros incomumente grandes do fator de von Willebrand, 
os quais promovem a agregação na vasculatura renal (Moake, 2002). A 
anemia hemolítica com esquizócitos (por causa da interação dos eri- 
trócitos com lesões trombóticas microvasculares), a trombocitopenia 
variável e a uremia são as principais características. A morte ocorria 
antigamente em aproximadamente 50% dos casos. A patologia renal 
incluía a glomerulonefrite aguda e lesões vasculares trombóticas e 
necróticas associadas à necrose cortical renal bilateral irregular. Com 
a terapia suportiva, incluindo transfusões e diálise, alguns investiga- 
dores relataram uma mortalidade reduzida para 5 a 15%. De qualquer 
modo, comprometimentos renais menores a maiores foram relatados 
em aproximadamente 50% dos pacientes. Uma variante familiar da 
SHU foi relatada em associação com a deficiência familiar de fator H, o 
qual é um componente do complemento. Esses pacientes apresentam 
uma taxa de mortalidade muito mais elevada (Moake, 2002). 

Púrpura trombocitopênica trombéótica (PTT). A PTT pode ocor- 
rer em qualquer ideia, mas possui uma incidência máxima na ter- 
ceira década. Ela ocorre mais frequentemente em mulheres que em 
homens. A incidência anual é de 3,7 casos por 100.000 (Ahmed, 2002). 
A tríade de manifestações clínicas presente na maioria dos pacientes 
inclui a anemia hemolítica, trombocitopenia e sintomas neurológi- 
cos. Além disso, febre e doenças renais estão comumente presentes. 
Patologicamente, lesões oclusivas microvasculares com trombos hiali- 
nos e proliferação endotelial são disseminadas pelo corpo. Até 1997, a 
etiologia era desconhecida. Diferentes teorias incluíam a lesão endote- 
lial por estresse oxidante, anticorpos antiendoteliais, anticorpos anti- 
CD36 (glicoproteina IV localizada na microvasculatura), fatores antia- 
gregantes plaquetários e liberação de grandes múltimeros do fator de 
von Willebrand (vWF) no plasma. Em 1996, uma protease que causa a 
clivagem de subunidades do vWF foi identificada no plasma normal. 
Em 1997 e nos anos seguintes, varios relatos indicaram deficiéncia da 
protease clivadora do vWF em pacientes com PTT em razão do nível 
enzimático baixo (em casos familiares) ou da presença de um inibidor 
enzimático IgG (em casos não familiares). Essas observações foram 
confirmadas por estudos adicionais, os quais revelaram níveis nor- 
mais da protease clivadora do vWF na SHU (Moake, 2004). A enzima 
foi ainda mais caracterizada sob o número 13 em uma família de 19 
enzimas distintas do tipo ADAMTS identificadas até o momento (uma 
desintegrina e metaloprotease com oito domínios tipo trombospon- 


dina-1). Por essa razão, a metaloprotease que provoca a clivagem do 
vWF é atualmente designada ADAMTS13 (Moake, 2004). Na ausén- 
cia da protease clivadora do vWF, multímeros ultragrandes do vWF 
secretados pelas células endoteliais não são processados normalmente. 
Esses multímeros altamente adesivos podem induzir a agregação de 
plaquetas na microcirculação sob estresse de cisalhamento resultando 
na manifestação clínica da PTT. A doença é aguda e, até a década de 
1980, era fatal em mais de 50% dos casos. Com a terapia de troca plas- 
mática através da plasmaferese e de transfusões de plasma (além de 
inibidores plaquetários), a taxa de remissão aumentou e a sobrevida 
de longo prazo atualmente é próxima de 90% (Moake, 2004). 
Pré-eclâmpsia/eclâmpsia. A pré-eclâmpsia e a eclâmpsia são distúr- 
bios microangiopáticos que ocorrem na gestação e que compartilham 
algumas características da SHU ou da PTT. Aproximadamente 4 a 
39% das pacientes com pré-eclâmpsia grave desenvolvem a síndrome 
HELLP: hemólise, elevação de enzimas hepáticas e contagem plaque- 
tária baixa. Usualmente, a síndrome manifesta-se durante o terceiro 
trimestre de gestação, embora algumas pacientes possam apresentá-la 
durante o período pós-parto. A maioria das pacientes recupera-se em 
poucos dias após o parto. Um pequeno subgrupo de pacientes apre- 
senta uma doença multissistêmica persistente grave que exige a troca 
plasmática (McMinn, 2001). 


Agentes infecciosos 

A destruição de eritrócitos pelo plasmódio é responsável pela ane- 
mia na malária. Essa hipótese é sustentada pela observação de que a 
fragilidade osmótica e mecânica dos eritrócitos parasitados aumenta. 
A inibição da atividade da medula óssea pode ser um fator adicional. 
A hemoglobinúria fulminante (febre de Blackwater) é uma complica- 
ção da malária causada pelo P. falciparum. 

A febre de Oroya é uma doença frequentemente fatal que ocorre no 
Peru e é caracterizada por uma anemia hemolitica e leucocitose. O 
agente responsavel é a Bartonella bacilliformis. 

A babesiose, uma infecção por protozoário transmitida por carrapa- 
tos de roedores e gado, está associada à hemólise. Parasitas podem ser 
observados nos eritrócitos em lâminas de sangue coradas pela técnica 
de Romanowsky. 

A anemia hemolítica com aglutininas frias pode complicar a pneu- 
monia por micoplasma e a mononucleose infecciosa. Isso se deve ao 
efeito do anticorpo sobre os eritrócitos. 

A anemia hemolítica de gravidade variada é frequente em algu- 
mas infecções bacterianas. Um exemplo notável é a septicemia por 
Clostridrium perfringens após aborto séptico ou cirurgia das vias bilia- 
res, a qual pode ser acompanhada por uma crise hemolítica dramática 
e potencialmente fatal. 


Anemias hemolíticas imunes 

Anemias hemolíticas imunes são distúrbios nos quais a sobrevida 
dos eritrócitos é reduzida por causa da deposição de imunoglobuli- 
na e/ou complemento sobre a membrana eritrocitária. As anemias 
hemolíticas imunes podem ser agrupadas de acordo com a presença 
de autoanticorpos, aloanticorpos ou anticorpos relacionados a fárma- 
cos (Tab. 31.11). 
Anemia hemolítica autoimune. As anemias hemolíticas autoimunes 
(AIHA, autoimmune hemolytic anemia) são devidas a uma altera- 
ção da resposta imune que resulta na produção de anticorpo contra 
os próprios eritrócitos do hospedeiro, com subsequente hemólise. 
A incidência de AIHA é estimada em 10 a 30 casos por 1 milhão de 
habitantes (Gehrs, 2002). As AIHAs podem ser classificadas de acordo 
com as características clínicas ou sorológicas (Tab. 31.12). Algumas 
delas são mediadas por anticorpos com uma afinidade máxima de 
ligação a 37°C e outras são mediadas por anticorpos com sua afinida- 
de máxima de ligação a 4ºC. Além disso, as AIHAs podem ser vistas 
de acordo com a sua associação com outros distúrbios. Em um estudo 
de 1.834 pacientes, aproximadamente 40% dos casos de AIHA foram 
associados a uma doença subjacente, enquanto o restante foi consi- 
derado idiopático (Sokol, 1992). Distúrbios linfoproliferativos são 
responsáveis por aproximadamente metade dos casos de AIHAs por 
anticorpo reativo ao frio ou ao calor (Gehrs, 2002). 

Etiologia e fisiopatologia. A causa da produção de autoanticorpos 
em pacientes com AIHA é desconhecida. No entanto, vários meca- 


Tabela 31.11 Classificação de anemias hemolíticas imunes 


Anemias hemolíticas autoimunes 

Associadas a anticorpos quentes 

Associadas a anticorpos frios 

Associadas à combinação de anticorpos quentes e frios 

Anemias hemolíticas aloimunes 

Anemia hemolítica associada à transfusão 

Doença hemolítica do recém-nascido 
Incompatibilidade Rh 
Incompatibilidade ABO 

Anemia hemolitica induzida por farmacos 

Adsorção de fármaco 

Indução à produção de autoanticorpos 

Formação de neoantígeno 


Tabela 31.12 Anemia hemolítica autoimune (AIHA)* 





AIHA por anticorpo 
reativo ao frio 
Condição AIHA por CHAD PCH AIHA mista 
anticorpo 
reativo ao 
calor 
Idiopática 282 (23) 194 (16) 5 (<1) 47 (A) 
Distúrbios induzidos 184 (15) 0 0 2 (<1) 
por farmaco 
Neoplasia 165 (14) 81 (7) O (0) 26 (2) 
Linfoma nao Hodgkin 27 25 0 8 
Leucemia linfocítica 65 4 0 8 
crônica 
Linfoma de Hodgkin 11 7 0 5 
Carcinomas 37 30 () 4 
Miscelanea 25 15 0 | 
Infecções 9(<1) 76 (6) 14 (1) 2 (<1) 
Pneumonia por 0 21 0 0) 
micoplasma 
Pneumonia viral 2 19 0 
Mononucleose 0 11 | 0 
infecciosa 
Miscelanea 7 25 13 2 
Doencas do colageno 30 (2) 15 (1) O (0) 20 (2) 
Lúpus eritematoso 7 4 0 16 
sistêmico 
Artrite reumatoide 21 6 0 4 
Outras 2 5 0 0) 
Miscelanea 45 (4) 20 (2) 0 6 (<1) 
Total 715 (58) 386 (32) 19 (2) 103 (8) 


“Os números entre parênteses são porcentagens. 
CHAD = doença por hemaglutinina fria; PCH = hemoglobinuria paroxística fria. 
Modificado de Sokol, 1985. 


nismos foram sugeridos. Anticorpos autoimunes, particularmente os 
reativos ao frio, são algumas vezes produzidos após uma infecção. Isso 
é tipicamente observado com a produção de anti-l em pacientes com 
infecções causadas pelo Mycoplasma pneumoniae e anti-i em pacientes 
com mononucleose infecciosa. As aglutininas frias de especificidade 
anti-I e anti-i são notavelmente similares no que diz respeito aos sítios 
de ligação do antígeno. Esses anticorpos reagem com anticorpos que 
também identificam o produto do segmento genético VH4-34 nas 
células B. Foi apresentada a hipótese de que infecções podem causar 
a produção de anticorpos de uma população de células B utilizando 
esse segmento genético. Esses anticorpos também apresentam ativida- 
de de aglutininas frias contra os antígenos I/i (Rosse, 2004). 
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A quantidade de anticorpo, sua avidez por autoantígeno eritrocitá- 
rio e sua capacidade de fixar complemento variam significativamente. 
A opsonização de eritrócitos pode destruí-los na circulação (hemólise 
intravascular) ou acelerar sua remoção da circulação pelos macrófagos 
tissulares (hemólise extravascular). Os principais locais desses macró- 
fagos são o baço e, em uma menor extensão, o fígado (Gehrs, 2002). 

O desenvolvimento da AIHA em pacientes com distúrbios linfo- 
proliferativos ou com distúrbios autoimunes pode estar relacionado a 
alguma anormalidade nas células B, células T, macrófagos ou à intera- 
ção entre essas células. Talvez a perda da função supressora das células 
T possa causar uma produção descontrolada de anticorpos antieritro- 
citários pelas células B. Essa hipótese é fortalecida pela observação de 
que a metildopa, um fármaco que sabidamente provoca o desenvolvi- 
mento de anticorpos antieritrocitários, inibe a ativação de linfócitos T 
supressores (Gehrs, 2002). 

Na AIHA associada a anticorpos quentes, existe um revestimento de 
IgG dos eritrócitos com ou sem fixação de complemento. A eliminação 
de eritrócitos ocorre sobretudo no baço. Na ausência de fixação de com- 
plemento, parece que a porção Fc da IgG ligada ao eritrócito interage 
com o receptor de Fc presente na membrana dos macrófagos esplêni- 
cos localizados ao longo dos cordões de Billroth. Consequentemente, 
os eritrócitos sensibilizados são retidos, fagocitados ou fragmentados 
pelos macrófagos durante a sua passagem pelo baço. 

Na AIHA associada à produção de autoanticorpo frio, os eritrócitos 
geralmente são revestidos por IgM. Nessas circunstâncias, a fixação de 
complemento ocorre frequentemente. Na hemoglobinúria paroxística 
fria, o anticorpo agressor é uma IgG que fixa complemento. Quando 
toda a sequência do complemento é ativada, pode ocorrer hemóli- 
se intravascular. Esse fenômeno pode ocorrer em casos de doença por 
hemaglutinina fria assim como na hemoglobinúria paroxística fria. 
Quando a ativação do complemento não leva o processo até o final, 
interrompendo no estágio intermediário, a lise intravascular de eri- 
trócitos pode não ocorrer. Entretanto, a hemólise extravascular pode 
continuar. Nessa situação, células sensibilizadas com C3b na membrana 
ligam-se no fígado pela interação de C3b e seus receptores nas células de 
Kupffer. Eritrócitos podem ser fagocitados inteiramente ou partes das 
células podem ser removidas, resultando na fragmentação e formação 
de esferócitos. 

Aproximadamente 7% dos pacientes com AIHA satisfazem os crité- 
rios diagnósticos tanto para autoanticorpos quentes quanto frios (Sokol, 
1992). Nesses casos, a IgG e C3d sensibilizam os eritrócitos. O soro con- 
tém auto-hemaglutininas frias IgM (reagentes ao máximo a 4ºC, mas com 
uma amplitude térmica alta, até 37°C) e autoanticorpos quentes IgG. 

Anemia hemolítica autoimune associada ao anticorpo quente. A 
AIHA do tipo anticorpo quente é um pouco menos frequente em 
mulheres que em homens e ocorre mais em indivíduos com 40 anos 
ou mais. Os sinais e sintomas clínicos são os do distúrbio subjacente. 
No entanto, em indivíduos com anemia hemolítica autoimune idio- 
pática, o paciente pode observar a presença de uma infecção leve das 
vias respiratórias superiores um pouco antes do início da hemólise. 
Na medida em que a doença evolui, o paciente pode apresentar fra- 
queza, tontura e febre. A icterícia pode ser uma das queixas iniciais. A 
gestação aumenta em cinco vezes o risco de desenvolvimento de auto- 
anticorpos em comparação com a população controle (Gehrs, 2002). 

Os achados laboratoriais incluem a presença de uma anemia mode- 
rada a grave. A contagem de neutrófilos pode estar aumentada. Em 
uma pequena proporção de casos, a trombocitopenia pode estar pre- 
sente. A lâmina de sangue periférico frequentemente revela esferocito- 
se, fragmentação eritrocitária, policromasia e alguns poucos normo- 
blastos. A porcentagem de reticulócitos é alta em aproximadamente 
50% dos pacientes e está comumente associada ao aumento do VCM. 
A ausência de reticulócitos não deve descartar o diagnóstico de anemia 
hemolítica autoimune. A medula óssea apresenta hiperplasia eritroide 
normoblástica, algumas vezes com leves alterações megaloblásticas. 

Usualmente, ocorre uma diminuição da haptoglobina sérica e um 
aumento da bilirrubina indireta e de LDH. Os testes de fragilidade 
osmótica e a auto-hemólise podem ser normais ou anormais. 

Os testes direto e indireto de antiglobulina indicam a presença de 
anticorpos antieritrocitários. A especificidade dos autoanticorpos 
geralmente é direcionada contra antígenos do sistema Rh, proteína 
banda 3 e banda 4.1 da membrana e glicoforina A. Entretanto, a ati- 


vidade contra antígenos U, LW, Kell, jk” e Fy" também pode ocorrer. 
Mais provavelmente, o anticorpo quente é uma IgG com subclasse 
IgG1 e, menos frequentemente, IgG3. Quando há presença apenas de 
IgG2 ou IgG4 nos eritrócitos, não ocorre reação hemolítica associada 
(Packman, 2001a). Ocasionalmente, o anticorpo pode ser uma IgA e, 
raramente, uma IgM. O complemento pode ser detectado na mem- 
brana eritrocitária em um pouco mais de 50% dos casos. 

Em alguns casos, eritrócitos sensibilizados contêm menos imuno- 
globulina do que pode ser detectado utilizando antiglobulinas pre- 
paradas comercialmente, as quais em geral são sensíveis a 250 a 500 
moléculas de IgG por eritrócito (Gilliland, 1976). Nessas circunstân- 
cias, o autoanticorpo pode algumas vezes ser detectado com um teste 
de consumo de antiglobulina. 

A evolução clínica da AIHA associada a anticorpo quente é carac- 
terizada por períodos de remissão e de recaída. Na AIHA secundária, 
a evolução e o prognóstico estão relacionados à natureza da doença 
subjacente. Na AIHA idiopática, as complicações do distúrbio hemoli- 
tico podem ser graves e levar ao óbito. 

AIHA associada ao anticorpo frio. A AIHA associada ao anticorpo 
frio pode ser mediada por uma imunoglobulina IgM e, menos fre- 
quentemente, por uma IgG. O autoanticorpo IgM está associado a 
uma síndrome conhecida como doença por aglutinina fria, enquanto 
o autoanticorpo IgG é visto na hemoglobinúria paroxistica fria. 
Doença por aglutinina fria. Geralmente, a doença por aglutinina fria 
ocorre em indivíduos com mais de 50 anos e mais em mulheres que 
em homens. Em alguns casos, a doença por aglutinina fria está associa- 
da a um distúrbio linfoproliferativo ou a uma infecção (especialmen- 
te por Mycoplasma pneumoniae ou mononucleose infecciosa). Casos 
não associados a uma doença subjacente são considerados idiopáticos. 
Quase todos os soros de indivíduos saudáveis contêm baixo título de 
aglutininas frias, consideradas benignas ou inofensivas e elas são poli- 
clonais. As aglutininas frias pós-infecciosas geralmente são policlonais. 
Em contraste, aglutininas frias monoclonais geralmente são patogêni- 
cas e podem dar origem ao linfoma de célula B (Gehrs, 2002). A doença 
por aglutinina fria representa aproximadamente 20% das AIHAs. 

Os sinais e sintomas variam enormemente. Alguns indivíduos 
podem se queixar de acrocianose ou fenômeno de Raynaud. Outros 
apresentam episódios de hemólise após a exposição ao frio. 

Os achados laboratoriais usualmente indicam uma anemia. 
Esferócitos e eritrócitos policromatófilos estão presentes em graus 
variáveis na lâmina de sangue. Pode haver uma acentuada aglutina- 
ção eritrocitária, a qual deve ser diferenciada da formação de rouleaux 
(ver Figs. 29.25 e 29.26). Uma leucocitose leve pode estar presente. A 
aglutinação eritrocitária pode interferir na contagem hematológica 
automatizada, particularmente a CHbCM, a qual tende a ser alta. 

O anticorpo frio é geralmente uma imunoglobulina IgM com espe- 
cificidade anti-I ou, com menor frequência, anti-i. Raramente, exis- 
tem outras especificidades. Na forma crônica idiopática da doença por 
aglutinina fria, o anticorpo tende a ser uma IgM monoclonal, k com 
especificidade anti-I (Gehrs, 2002). A autoanticorpo também é capaz 
de fixar o complemento. Quando o título de anticorpo frio é muito 
alto, a variação térmica da atividade do anticorpo pode se estender 
até 37°C. O teste direto de antiglobulina é positivo somente se os 
reagentes apresentarem atividade anticomplemento. Por essa razão, 
geralmente observamos uma reação positiva antiglobulina com rea- 
gentes de amplo espectro e não y, mas nenhuma aglutinação apenas 
com o reagente-y. Com a exposição ao frio e a ligação de anticorpos 
aos eritrócitos, o complemento pode ser ativado até o estágio do C3b, 
o qual adere aos eritrócitos após entrar na circulação sistêmica. Na cir- 
culação hepática, macrófagos possuem receptores específicos de C3b. 
Contudo, as células geralmente escapam da destruição hepática. 
Hemoglobinúria paroxística fria. A hemoglobinúria paroxística fria é 
um distúrbio muito raro que pode ocorrer em um indivíduo em qual- 
quer idade. As mulheres são tão afetadas quanto os homens. Os pacien- 
tes apresentam sintomas de hemólise aguda após a exposição ao frio. 
Podem apresentar calafrios, febre, dor nas costas e membros inferiores e 
hemoglobinúria. A forma aguda pode suceder uma doença viral aguda 
ou imunização, mas a forma crônica está associada à sífilis congênita. 

Os achados laboratoriais consistem na anemia, contagem elevada de 
reticulócitos, aumento da concentração de bilirrubina indireta e pre- 
sença de hemoglobina na urina. 


O soro contém uma hemolisina fria com atividade bifásica. Esse anti- 
corpo, descrito originalmente por Donath e Landsteiner (1904), é uma 
IgG que fixa os primeiros componentes do complemento (C1 a C4) no 
frio (4°C). Na medida em que a temperatura sobe para 25 a 37°C, o anti- 
corpo dissocia-se, mas o restante das proteínas do complemento são ati- 
vadas e ocorre a lise eritrocitária. O teste direto de antiglobulina é posi- 
tivo com anti-C3, mas ele é geralmente negativo com anti-IgG, exceto se 
realizado em uma temperatura mais baixa. À especificidade do anticorpo 
é dirigida contra o antígeno P. Em geral, o prognóstico é bom. 

AIHA associada a anticorpos quentes e frios. A AIHA associada 

tanto a anticorpos quentes quanto frios é mediada por anticorpos 
quentes IgG e complemento, assim como por hemaglutininas frias 
IgM. As mulheres provavelmente são mais afetadas que os homens. 
Parece haver uma associação entre a combinação de AIHA associada 
a anticorpos quentes e frios e o SLE (lúpus eritematoso sistêmico), 
haja vista 15 a 42% das pacientes apresentarem SLE (Sokol, 1985; 
Shulman, 1985). Em um estudo (Shulman, 1985), 6 de 12 pacientes 
(50%) apresentavam AIHA idiopática e quatro deles (33%) apresen- 
tavam trombocitopenia concomitante (síndrome de Evans). Todos 
os 12 pacientes apresentavam hemólise grave que respondeu pronta- 
mente à terapia com corticosteroide. 
Doença hemolítica aloimune do recém-nascido. A doença hemolíti- 
ca aloimune do recém-nascido usualmente ocorre após a passagem 
transplacentária de anticorpos maternos antieritrócitos fetais. A 
doença hemolítica aloimune do recém-nascido costuma decorrer da 
incompatibilidade dos antígenos Rh e ABO entre a mãe e o feto. Em 
raros casos, alguns outros antígenos eritrocitários podem ser respon- 
sáveis por esse distúrbio. 

Na doença hemolítica aloimune do recém-nascido devida à incom- 
patibilidade Rh, a sensibilização prévia é necessária para iniciar o pro- 
cesso patológico. A sensibilização geralmente ocorre durante a gesta- 
ção quando eritrócitos fetais Rh(D) cruzam a placenta e entram na 
circulação materna com células Rh-negativo. A maioria das mulheres 
apresentam menos de 1 mL de sangue fetal em sua circulação após o 
parto. Entretanto, a hemorragia materno-fetal intraparto de mais de 
30 mL ocorre em aproximadamente 1% das gestações (Ramasethu, 
2001). A sensibilização materna também pode ocorrer por uma trans- 
fusão prévia incompatível. Em qualquer uma dessas circunstâncias, 
anticorpos maternos IgG são produzidos contra as células fetais. Se 
ocorrer uma nova gestação em uma mulher sensibilizada, os eritró- 
citos fetais novamente atingem a circulação materna e reestimulam a 
resposta imune, resultando na transferência de anticorpo anti-Rh(D) 
através da placenta e redução da sobrevida dos eritrócitos fetais. 

No sistema ABO, anticorpos anti-A ou anti-B da classe IgG podem 
surgir espontaneamente na mãe. Sua presença não exige a existência 
de uma transfusão ou gestação prévia. Como resultado, o primeiro 
filho pode apresentar doença hemolítica aloimune do recém-nascido 
quando existir incompatibilidade ABO. Embora essa incompatibilida- 
de ocorra em 15% das gestações de mulheres com grupo O, estima-se 
que a doença hemolítica causada pela incompatibilidade ABO ocorra 
em apenas 3% de todos os nascimentos (Ramasethu, 2001). 

As características clínicas da doença hemolítica aloimune do recém- 
nascido decorrentes da incompatibilidade Rh varia enormemente. 
Alguns recém-nascidos apresentam apenas uma icterícia leve. Outros 
apresentam inicialmente palidez acentuada e, a seguir, apresentam 
icterícia. Eles podem apresentar hepatoesplenomegalia proeminente. 
A doença pode ser complicada por uma diátese hemorrágica, desequi- 
líbrios acidobásicos acentuados e kernicterus. Em casos muito graves, 
o paciente pode apresentar hidropsia fetal. 

O exame precoce do sangue usualmente revela um aumento de 
eritrócitos nucleados, os quais podem incluir formas imaturas (p. 
ex., pró-normoblastos). Embora esse achado seja o responsável pelo 
nome da doença, eritroblastose fetal, a eritroblastose nem sempre está 
presente, especialmente se o exame não for realizado imediatamente 
após o nascimento. 

Comumente, se observa nesse distúrbio até 2,0 x 10*/L eritrócitos 
nucleados em recém-nascidos a termo e até 5,0 x 10º/L em recém-nas- 
cidos prematuros. Normalmente, a média de eritrócitos nucleados é 
de 0,5 x 10º/L em recém-nascidos a termo e de 1,0 a 1,5 x 107/L em 
recém-nascidos prematuros. O sangue da veia umbilical para exame 
precoce é mais confiável que o periférico (capilar) porque a contagem 


eritrocitária e a hemoglobina podem estar significativamente altera- 
das entre o nascimento e a ligadura do cordão. 

Geralmente, existe uma anemia macrocítica com grau variado de 
gravidade e um aumento de reticulócitos. Ocasionalmente, a anemia 
pode se desenvolver abruptamente no segundo ou terceiro dia. A con- 
tagem de leucócitos geralmente está elevada, com leucócitos imaturos. 
Existe uma hiperplasia normoblástica pronunciada da medula óssea. 

Em recém-nascidos afetados severamente, pode ocorrer tromboci- 
topenia, diminuição de pró-coagulantes do complexo da protrombi- 
na ou coagulação intravascular difusa. 

Um teste direto de antiglobulina de eritrócitos fetais indica a presença 
de um anticorpo IgG. Quando o soro materno e um eluato de eritrócitos 
fetais são incubados separadamente com um painel de células O, pode-se 
demonstrar geralmente a presença de anticorpo com especificidade anti- 
Rh(D). Na gestante Rh-negativo sabidamente sensibilizada ao Rh(D), a 
titulação de anticorpo anti-Rh(D) é realizada periodicamente durante a 
gestação para servir como guia para a realização de amniocentese. 

A doença hemolítica aloimune do recém-nascido associada à 
incompatibilidade ABO é menos grave que a observada na associada à 
incompatibilidade Rh. Ocasionalmente, o diagnóstico é sugerido pela 
presença de hiperbilirrubinemia inexplicada em recém-nascidos do 
grupo À ou B de mães do grupo O. 

Os achados laboratoriais usualmente revelam uma anemia leve e 

uma reticulose modesta. Em contraste com a doença isoimune por 
incompatibilidade Rh, a esferocitose na doença isoimune por incom- 
patibilidade ABO pode ser proeminente. As células fetais em geral são 
fracamente positivas aos reagentes antiglobulina. O soro do recém- 
nascido e eluatos das células devem conter anticorpo anti-A ou anti-B. 
Além disso, o soro materno deve conter altos títulos de anticorpos 
anti-A ou anti-B da subclasse IgG. 
Anemia hemolítica imune induzida por fármacos. A anemia 
hemolítica imune pode ocorrer após a administração de fármacos. 
Na década de 1970, a maioria dos casos foi associada à metildopa 
ou à terapia intravenosa com alta dose de penicilina. Recentemente, 
esse quadro mudou e o agente causal mais comum é a cefalospori- 
na (Garratty, 2004). Três mecanismos parecem mediar a hemólise 
imune (Packman, 2001b). 

Formação de complexos ternários (formação de neoantigenos). Sabe- 
-se que muitos fármacos se ligam fracamente à membrana eritrocitá- 
ria, mesmo quando administrados em pequenas doses (Tab. 31.13). 
Anticorpos reconhecem os componentes combinados do fármaco e da 
membrana eritrocitária como antígeno e se ligam a eles formando um 
complexo ternário. O anticorpo induzido por fármacos é usualmente 
uma IgM e tende a fixar o complemento, acarretando lise celular. Além 
disso, eritrócitos podem ser sequestrados no fígado e no baço por causa 
de seu revestimento com C3b. 

Os pacientes apresentam uma hemólise intravascular aguda, hemo- 
globinemia e hemoglobinúria. A reação direta de antiglobulina é posi- 
tiva se os reagentes possuírem atividade anticomplemento. A reação 
usualmente é negativa com o reagente-y porque ele contém pouca 
especificidade anti-IgM ou anticomplemento. 

O diagnóstico pode ser determinado pela incubação do soro do 
paciente com o fármaco agressor na presença de eritrócitos-alvo, 
observando-se a ocorrência de aglutinação, lise ou sensibilização 
dos eritrócitos. 

Adsorção do fármaco à membrana eritrocitária. As penicilinas e as 
cefalosporinas, particularmente em altas doses, ligam-se firmemen- 
te a proteínas, incluindo a membrana eritrocitária. Esses fármacos 
induzem uma resposta imune (produção de anticorpos) a elas, mas a 
especificidade do anticorpo não é direcionada contra a membrana eri- 
trocitária. Ocorre a produção de anticorpos IgM e IgG, mas somente 
os anticorpos IgG estão associados à hemólise imune. O complemen- 
to não é envolvido. Os eritrócitos, revestidos de anticorpo IgG, são 
supostamente removidos via receptores Fc nos macrófagos no baço. 

O teste direto da antiglobulina é fortemente positivo. Anticorpos 
eluídos dos eritrócitos do paciente reagirão apenas com eritrócitos 
previamente tratados com penicilinas ou cefalosporinas. 

Indução de autoanticorpo por fármacos. Em aproximadamente 15% 
de pacientes que utilizam metildopa (anti-hipertensivo), uma reação 
direta de antiglobulina está presente. O anticorpo é da classe IgG e, 
em alguns estudos, parece possuir especifidade Rh (Packman, 2001b). 
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Tabela 31.13 Exemplos de fármacos que causam anemia hemolítica 
imune e seu mecanismo de ação 


Mecanismo de adsorção de fármacos 


Penicilinas Cefalosporinas 


Tetraciclinas Tolbutamida 
Mecanismo de complexo ternário 

Estibofeno Quinidina 

Quinina Cefalosporinas 

Rifampicina Dietilestilbestrol 


Clorpropamida Anfotericina B 


Mecanismo de autoanticorpo 


a-metildopa L-Dopa 
Procainamida Cefalosporinas 
Ácido mefenâmico Fludarabina 


Modificado de Packman, 2001b, p. 657. 


O mecanismo real da produção de autoanticorpos não é conhecido. 
Entretanto, foi hipotetizado que a metildopa causa ativação de células 
T e aumento da secreção de y-interferon, o qual supra-regula molé- 
culas de complexos de histocompatibilidade maiores classes I e II nas 
células que apresentam antígeno e induzem a produção de anticorpos 
pelas células B (Baier, 1994). 

O desenvolvimento da reação positiva antiglobulina ocorre após 
um período de 3 a 6 meses e é dose-dependente. Trinta e seis por 
cento dos pacientes apresentam uma reação direta de antiglobulina 
com o consumo de 2 g ou mais de metildopa por dia e 11% apresen- 
tam uma reação positiva com o consumo de apenas 1 g ao dia. Uma 
anemia hemolítica imune ocorre em menos de 1% dos pacientes e não 
é dose-dependente. A metildopa também diminui a atividade fagocí- 
tica mononuclear, o que pode explicar a raridade da anemia hemolí- 
tica apesar da presença usual de autoanticorpos (Sokol, 1992). Outros 
fármacos que foram descritos como causadores de anemia hemolítica 
autoimune de maneira similar à metildopa são: levodopa, procaina- 
mida, fludarabina e ácido mefenâmico. 

Adsorção não imunológica de imunoglobulinas à membrana eri- 
trocitária. Fármacos como as cefalosporinas e a cisplatina parecem 
alterar a membrana eritrocitária, causando a adsorção inespecífica de 
proteínas plasmáticas à sua superfície. Como resultado, imunoglobu- 
linas IgG e IgM podem se ligar frouxamente à membrana eritrocitá- 
ria. Esse fenômeno pode então causar uma reação direta antiglobulina 
positiva. Contudo, a ocorrência de anemia hemolítica não foi provada 
(Packman, 2001b; Garratty, 2004). 


Diagnóstico laboratorial da anemia 


O diagnóstico e o estudo da anemia exigem o uso e a interpretação 
adequados das dosagens laboratoriais. O pré-requisito para o uso efi- 
ciente do laboratório é uma anamnese e um exame físico cuidadosos. 
Ambos direcionam os exames laboratoriais iniciais e fornecem uma 
orientação importante na determinação da natureza da anemia. 

Para determinar se o paciente está anêmico é preciso confirmar se os 
valores da hemoglobina, do hematócrito ou da contagem eritrocitária 
se encontram (1) abaixo dos intervalos de referência para a idade e o 
sexo ou (2) abaixo dos valores prévios do paciente, embora estejam 
dentro dos intervalos de referência. A tarefa seguinte é definir a causa 
subjacente ou o mecanismo da anemia. 

Usualmente, o hemograma completo (contagem de eritrócitos, con- 
tagem de leucócitos, Hb, Ht, VCM, HbCM, CHbCM) e o exame da 
lâmina de sangue com coloração de Wright fazem parte do exame de 
rotina do sangue. É possível que todos esses valores estejam normais na 
presença de uma anemia macrocítica leve, na qual a contagem de eritró- 
citos não cai abaixo da faixa normal e os macrócitos presentes (e detec- 
táveis na lâmina de sangue) não elevam o VCM acima da faixa normal. 

Após a anemia ser descoberta, o exame básico de sangue deve incluir: 
(1) hemoglobina, hematócrito, contagem de eritrócitos e índices eri- 
trocitários; (2) exame da lâmina de sangue; (3) contagem de leucóci- 
tos; (4) contagem de plaquetas; e (5) contagem de reticulócitos. 


Com os instrumentos multicanais atuais, todos os valores dos eritró- 
citos e os índices apresentam uma precisão comparável. Entretanto, 
os índices são valores médios e não detectam diferentes populações 
de células que se equilibram entre si. Por exemplo, deficiências com- 
binadas de ferro e folato podem dar origem a populações de células 
macrocíticas e microcíticas hipocrômicas, as quais podem produzir 
índices normais. O exame cuidadoso da lâmina de sangue é essencial 
e as curvas de distribuição do volume celular são muito úteis para a 
definição do tipo de anormalidade (ver Cap. 29). 

O tamanho dos eritrócitos, determinado pelo VCM e exame da 
lâmina de sangue, determinará o tipo morfológico da anemia. Além 
disso, certos achados na lâmina de sangue sugerirão mecanismos que 
estão envolvidos. 

O aumento do número de macrócitos policromáticos, com ou sem 
normoblastos, sugere aumento da eritropoiese e, no paciente não tra- 
tado, isso geralmente é devido à hemorragia ou hemólise. Nessa situa- 
ção, a história (de perda sanguínea) ou o exame físico (icterícia ou 
esplenomegalia) irá ajudar. 

Achados sugestivos de hemólise são a poiquilocitose (eritrócitos 
com formas anormais), células falciformes, formas contraídas irre- 
gularmente (incluindo fragmentos eritrocitários ou esquizócitos) e 
esferócitos. Algumas vezes é difícil detectar esferócitos na esferocitose 
hereditária por causa da anisocitose mínima. Os dois achados mor- 
fológicos nos eritrócitos que são úteis nessa situação são a presença 
de um diâmetro celular médio (DCM) entre 6,0 e 6,5 um (normal = 
7,0-7,4 um) e eritrócitos com palidez excêntrica. 

Células-alvo também podem ser observadas em hemoglobinopa- 
tias, especialmente na presença de HbC, HbD e HbE e nas talasse- 
mias. Elas podem estar presentes em qualquer anemia hipocrômica, 
embora usualmente em menor número. Células-alvo sem microcitose 
também são observadas em hepatopatias e na ausência de baço ou de 
função esplênica. 

O ponteado basófilo fino (devido à precipitação de RNA) pode ser 
observado em eritrócitos policromáticos associado a um aumento 
significativo da geração de eritrócitos, como na resposta à hemorra- 
gia ou à hemólise. O ponteado basófilo grosseiro sugere uma anor- 
malidade na síntese de hemoglobina. Ele é observado nas anemias 
megaloblásticas, talassemias, anemias refratárias, algumas deficiên- 
cias eritrocitárias e intoxicação por chumbo. Em particular, a hipo- 
cromasia ou a microcitose com ponteado depõe contra o diagnósti- 
co de anemia ferropriva e é mais sugestiva de talassemia ou intoxi- 
cação por chumbo. 

A combinação de macrócitos ovais (especialmente macrócitos em 
forma de ovo) e neutrófilos hipersegmentados indicam a muito pro- 
vável existência de anemia megaloblástica. 

Finalmente, o exame da lâmina de sangue permite a avaliação de 
anormalidades qualitativas nos leucócitos e plaquetas assim como 
uma estimativa de suas quantidades. As doenças sanguíneas que 
podem ser suspeitadas inicialmente ou detectadas dessa maneira são 
muitas e incluem a leucemia linfocítica crônica, anemia hemolítica 
compensada, início da anemia megaloblástica e anomalias eritrocitá- 
rias (p. ex., eliptocitose hereditária) ou leucocitárias (p. ex., mielodis- 
plasia e anomalia nuclear de Pelger-Hiiet). 

Após os estudos básicos anteriormente mencionados, a escolha de 
procedimentos adicionais depende do tipo morfológico da anemia 
determinado pelos índices e pela lâmina de sangue. 


Anemia macrocítica (VCM aumentado) 

As anemias macrocíticas são normocrômicas, como é determinado 

pelo aspecto na lâmina e pela CHbCM. O primeiro passo é confirmar 
se a anemia é megaloblástica. Os indícios da lâmina já foram mencio- 
nados. Uma aspiração de medula óssea deve ser realizada para confir- 
mar a presença de megaloblastose. 
Medula óssea megaloblástica. Quando a medula óssea é megaloblás- 
tica, com alterações características tanto em precursores eritrocitários 
quanto leucocitários, a anemia é muito provavelmente devida à defi- 
ciência de folato ou cobalamina. 

Ver seções anteriores sobre o diagnóstico da deficiência de cobalamina e 
de folato. Após o tipo de anemia ser definido, a causa deve ser determinada. 
Medula óssea não megaloblástica. Quando a medula é não megalo- 
blástica, condições que podem estar associadas à macrocitose devem 


ser investigadas. Elas incluem hepatopatias; anemias hemolíticas; hipo- 
tireoidismo; consumo excessivo de álcool; anemias hipoplásicas; e ane- 
mias refratórias com medula óssea hiperplásica, as quais incluem as sin- 
dromes mielodisplásicas. Anemias associadas a esses distúrbios, embora 
possam ser macrocíticas, são mais comumente normocíticas e, conse- 
quentemente, também são consideradas com as anemias normocíticas. 


Anemias microcíticas e hipocrômicas (VCM e HbCM 
diminuídos) 

Se as contagens forem realizadas em um aparelho multicanal, a 
CHbCM pode estar na faixa normal, com grau leve a moderado de 
hipocromia. Consequentemente, o VCM assume o papel principal na 
detecção de anemias microcíticas hipocrômicas. 

Essas anemias refletem um defeito quantitativo na síntese de hemo- 
globina: 

1. Anemias ferroprivas devidas ao aumento da demanda ou à perda 

sanguínea não equilibrada pela ingestão. 

2. Anemia de doenças crônicas associada à infecção, neoplasia ou 
colagenose. Essa anemia pode ser normocítica e normocrômica, 
mas na doença de longa duração ela é frequentemente microcítica 
e hipocrômica. 

3. Talassemia. Trata-se de um comprometimento determinado gene- 
ticamente da taxa de síntese de globina. 

4. Anemia sideroblástica. Grupo de anemias refratárias com hiper- 
plasia eritroide da medula óssea no qual um defeito na síntese de 
hemoglobina cria uma população de células microcíticas hipo- 
crômicas. A lâmina de sangue é dimórfica e pode haver prevalén- 
cia de macrócitos, tornando o VCM normal ou alto. 

Como a anemia ferropriva é a mais comum, a primeira etapa é 

determinar se está faltando ferro no organismo. 

Quando a perda sanguínea não pode ser documentada, deve-se rea- 
lizar a mensuração da ferritina sérica, ferro sérico e da capacidade de 
ligação do ferro ou a dosagem de ferro na medula óssea. Usualmente, 
esses exames diferenciam as duas anemias mais comuns dessa catego- 
ria, a anemia ferropriva e a anemia crônica simples associada a outra 
doença, frequentemente uma infecção crônica ou uma neoplasia. Em 
ambas, a concentração sérica de ferro está baixa, mas na anemia ferro- 
priva, a capacidade total de ligação do ferro está elevada, enquanto na 
anemia de doenças crônicas ela está normal ou diminuída. A reserva 
de ferro na medula óssea está depletada na deficiência de ferro, mas 
está normal ou elevada na anemia de doenças crônicas. A anemia fer- 
ropriva em um homem adulto quase sempre significa perda sanguínea 
crônica. A fonte deve ser identificada e corrigida, quando necessário. 

Anemias hipocrômicas (ou eritrocitoses) com ponteado basófilo e 
ferro sérico normal ou aumentado são mais provavelmente talasse- 
mias e os exames seguintes que deverão ser realizados são a eletrofore- 
se de hemoglobina e a determinação de HbA, e HbF. Estudos familia- 
res são frequentemente necessários. 

As anemias sideroblásticas incluem as anemias sideroblásticas refra- 
tárias idiopáticas, as quais fazem parte das síndromes mielodisplásicas 
(ver Cap. 32), assim como as anemias que ocorrem após terapia com 
certos fármacos (p. ex., isoniazida) ou na intoxicação crônica por chum- 
bo. Um ponteado basófilo grosseiro é comum nesse grupo de anemias. 

A Tabela 31.14 apresenta um sumário de algumas distinções labora- 
toriais nas anemias microcíticas. 


Anemias normociticas e normocrômicas (VCM normal) 


Esse grande grupo de anemias apresenta muitas causas. Uma abor- 

dagem útil é a avaliação da eritrocinética em um determinado pacien- 
te (ver Cap. 30). Frequentemente, o índice de produção de reticulóci- 
tos (IPR) e o exame da medula óssea são suficientes. O IPR é a medida 
mais simples da eritropoiese efetiva. 
Resposta ideal da medula óssea: índice de produção de reticulócitos 
superior a dois. Quando a produção de reticulócitos ultrapassa duas 
vezes o normal, como é determinado pela contagem absoluta de reti- 
culócitos ou pelo IPR, pode-se supor que a medula óssea atingiu uma 
resposta ideal. À causa da anemia é uma perda sanguínea aguda ou 
hemólise. Quando a perda sanguínea não puder ser comprovada, 
devem ser buscadas evidências de que existe hemólise. 

A hiperplasia eritroide da medula óssea, a dosagem das bilirrubinas 
séricas e do urobilinogênio fecal e urinário indicarão se existe aumento 
da atividade eritropoética e da destruição. A determinação da sobrevida 
dos eritrócitos pode ser necessária para comprovar a hemólise em alguns 
casos. O nível sérico baixo de haptoglobina e nível elevado de desidroge- 
nase lática indicam para a hemólise, mas níveis normais não a excluem. 
Nenhuma dessas mensurações especifica se a hemólise é intravascular ou 
extravascular, mas o nível plasmático elevado de hemoglobina, a hemo- 
globinúria e a hemossiderinúria indicam hemólise intravascular. 

Após ser definido que está ocorrendo uma hemólise excessiva, o 
tipo de mecanismo hemolítico deve ser identificado. 

Teste direto de antiglobulina (de Coombs). Quando a reação direta 
de antiglobulina for positiva com reagentes de amplo espectro, testes 
para determinar a presença de IgG, IgM ou complemento nos eritró- 
citos devem ser realizados. Quando existe imunoglobulina presente 
nos eritrócitos, testes para a especifidade do anticorpo, aglutininas 
frias, anticorpo de Donath-Landsteiner e eletroforese de proteínas 
séricas podem ajudar a definir o processo. 

Quando a reação direta de antiglobulina for negativa, os exames 
realizados a seguir dependem dos achados clínicos e dos resultados 
das mensurações já realizadas. 

No caso de suspeita de esferocitose hereditária, a fragilidade osmó- 
tica antes e após incubação de 24 horas a 37°C e estudos familiares 
serão necessários. 

Quando houver suspeita de uma anemia hemolítica congênita não esfe- 
rocítica, a pesquisa de deficiência de G6PD e de piruvato quinase, eletro- 
forese de hemoglobina e teste de afoiçamento serão úteis. Se esses exames 
forem negativos, o teste de instabilidade térmica, o teste de solubilidade 
do isopropanol e o teste de auto-hemólise devem ser considerados. 

Quando a talassemia parece provável, a determinação de HbA, 
e HbF e, talvez, a pesquisa de inclusões de HbH são adequadas. 
Usualmente, as talassemias são anemias hipocrômicas microcíticas. A 
P-talassemia major, a B-talassemia intermedia e a doença de hemo- 
globina H são distúrbios hemolíticos e podem apresentar um IPR 
aumentado. 

No caso de suspeita de hemólise induzida por fármacos, um teste de 
corpúsculos de Heinz, o teste de investigação de G6PD e, quando pos- 
sível, testes de autoanticorpos dependentes de fármacos são indicados. 

Quando a natureza da anemia hemolítica for obscura, um teste de 
citometria de fluxo para a hemoglobinúria paroxística notura deve ser 
realizado. 


Tabela 31,14 Características laboratoriais das anemias microcíticas hipocrômicas 


Medula óssea 


Ferro TIBC % de % de Reserva Ferritina ZPP HbA, HbF 
sérico sérico saturação sideroblastos de ferro sérica 
Deficiência de ferro | (i l l | l t N-| N 
Traço de B-talassemia N (t) N N N N-t N-t N t N-t 
Anemia de doenças crônicas | N-| | | N-* N- t N N 
Anemias sideroblastica i | t íi t (i ta) N N-t 


TIBC = capacidade total de ligação de ferro; ZPP = protoporfirina zinco; | = diminuído; N = normal; f = aumentado. 


631 





© 
E 
Be 
i) 
© 
} 
+ 
“<a 
ab) 
UM 
p 
pam 





632 Resposta inadequada da medula óssea: índice de produção de reti- 


culócitos inferior a dois. O mecanismo da anemia pode ser a eritro- 
poiese ineficaz. Condições com o grau mais elevado de eritropoiese 
ineficaz aparecem em outras categorias (p. ex., anemia megaloblástica 
e talassemia), mas algumas anemias refratárias idiopáticas apresentam 
uma medula óssea hiperplásica e diminuição da liberação das células 
para o sangue. Em algumas dessas anormalidades em precursores eri- 
troides sugestivas de alteração megaloblástica podem estar presentes, 
mas alterações granulocíticas e megacariocíticas usualmente observa- 
das na anemia megaloblástica estão ausentes. 

Uma baixa contagem de reticulócitos pode indicar diminuição da pro- 
dução causada pela estimulação inadequada da medula óssea. A nefropatia 
renal pode causar diminuição da produção de eritropoetina. Certas endo- 
crinopatias (p. ex., hipo-hipofisarismo ou hipotireoidismo) podem resultar 
em uma regulação da produção de hemoglobina em um nível mais baixo 
em consequência da diminuição da necessidade tissular de oxigênio. 

Um grande grupo de anemias normocrômicas associadas a várias 
doenças crônicas formam um grupo heterogêneo caracterizado pela 
insuficiência medular em suprir as necessidades de uma sobrevida dis- 
cretamente menor dos eritrócitos. Algumas dessas são anemias de dis- 
túrbios crônicos associados à infecção, neoplasia ou artrite reumatoide 
e apresentam o defeito no metabolismo do ferro observado previamen- 
te em anemias microcíticas hipocrômicas. 

A incapacidade da medula óssea em responder à eritropoetina pode 
ser decorrente da lesão medular por fármacos ou substâncias químicas 
tóxicas, a causas desconhecidas ou à infiltração da medula por células 
neoplásicas ou tecido fibroso. 

Nas condições com contagem de reticulócitos baixa em que a medula 
óssea não produz eritrócitos de modo eficaz, é usualmente útil exami- 
nar a medula óssea. Outros estudos para determinar a patologia subja- 
cente podem então ser realizados de acordo com o quadro medular, a 
avaliação da eritrocinética e os achados clínicos. 


Policitemia 


A policitemia (eritrocitose) é classicamente definida como um hema- 
tócrito elevado, acima da faixa normal. Na clínica, a policitemia ocorre 
quando a hemoglobina e a contagem de eritrócitos estão aumentadas, 
refletindo uma elevação do volume eritrocitário total (Maran, 2004). 

A policitemia absoluta refere-se a um aumento da massa eritrocitária 
total no corpo. Na policitemia relativa, a massa eritrocitária total não está 
aumentada. A policitemia pode ser classificada como na Tabela 31.15. 
Algumas classificações são baseadas na resposta da eritropoetina (Cazzola, 
2004) enquanto outras baseiam-se no mecanismo subjacente, isto é, pri- 
mário ou secundário e congênito ou adquirido (Gordeuk, 2005). 


Policitemia relativa 


A policitemia relativa refere-se a um aumento do hematócrito ou 
da contagem de eritrócitos como resultado da diminuição do volu- 
me plasmático. A massa eritrocitária total não aumenta. Isso ocorre 
na desidratação aguda (p. ex., diarreia grave ou queimaduras) e em 
pacientes submetidos à terapia com diuréticos. 

Na policitemia espúria (policitemia aparente, síndrome de 
Gaisbéck), a massa eritrocitária está frequentemente normal alta e o 
volume plasmático está normal baixo. Esses pacientes foram conside- 
rados como um extremo do estado fisiológico normal. Quase todos 
são do sexo masculino, apresentam uma alta incidência de tabagismo 
e tendem a ser obesos e hipertensos. A apneia do sono e o uso de diu- 
réticos podem ser fatores contribuintes. O nível sérico de eritropoeti- 
na é normal (Cazzola, 2004). 


Policitemia absoluta 


Produção de eritropoetina apropriadamente aumenta- 
da devida à hipóxia 

Insaturação arterial de oxigênio. A falta de oxigênio atingindo o san- 
gue por qualquer razão resulta na insaturação arterial, diminuição da 
liberação de oxigênio para os tecidos, aumento da produção de eri- 
tropoetina, hiperplasia eritroide na medula óssea e consequente eri- 
trocitose. A massa eritrocitária está aumentada. Como uma resposta 
à hipóxia, a 2,3-DPG e a P. eritrocitárias estão aumentadas. Em con- 


Tabela 31.15 Classificação fisiopatológica da policitemia 


Policitemia relativa 
1. Diminuição do volume plasmático: desidratação, choque 
2. Policitemia espúria (policitemia do estresse; síndrome de Gaisbôck) 
Policitemia absoluta 
1. Policitemia secundária com produção de eritropoetina apropriadamente 
aumentada 
a. Diminuição da carga de oxigênio: hipóxia, altitude elevada; 
doença pulmonar; cardiopatia cianótica; carboxiemoglobinemia; 
metemoglobinemia; HbM 
b. Diminuição da descarga de oxigênio: hemoglobinopatia de alta afinidade 
pelo oxigênio, deficiência de bifosfoglicerato 
2. Policitemia secundária com produção de eritropoetina inapropriadamente 
aumentada 
a. Neoplasias: tumor de Wilms, carcinoma renal; hemangioma cerebelar; 
hepatoma 
b. Hipóxia tissular localizada: rim policístico; estenose da artéria renal 
c. Pós-transplante renal 
d. Hepatite aguda 
3. Policitemia genética 
a. Policitemia congênita familiar primária (mutação do receptor de 
eritropoetina) 
b. Policitemia de Chuvash (mutação do gene VHL) 
4. Distúrbios primários da medula óssea 
a. Policitemia vera 


Modificado de Cazzola, 2004. 


traste com a policitemia vera, geralmente não há leucocitose ou trom- 
bocitose e a fosfatase alcalina do neutrófilo está normal. A insaturação 
arterial de oxigênio pode ser a causa de policitemia em indivíduos 
que vivem em altitudes elevadas; em pacientes com doença pulmonar 
crônica e bloqueio da difusão de oxigênio no sangue; em cardiopatias 
cianóticas na qual existe um shunt direita-esquerda; e na carboxie- 
moglobinemia relacionada principalmente ao tabagismo. Em caso de 
intoxicação por monóxido de carbono, a hipóxia é causada por dois 
mecanismos: redução direta da saturação de oxigênio e interferência 
na liberação de oxigênio da hemoglobina (Landaw, 1990). 
Hemoglobinopatia com alta afinidade pelo oxigênio. Outra causa de 
hipóxia é a presença de uma hemoglobina estruturalmente anormal 
que possui uma alta afinidade pelo oxigênio (Prchal, 2003) (ver ante- 
riormente em “Distúrbios da Função e Estabilidade da Hemoglobina”). 
Como em outras hemoglobinopatias funcionais, o distúrbio ocorre 
no heterozigoto. Mais de 100 mutações de hemoglobina associadas ao 
aumento da afinidade pelo oxigênio foram identificadas (Prchal, 2003). 
A hemoglobina anormal libera menos oxigênio para os tecidos que a 
hemoglobina normal na mesma Pç; a curva de dissociação do oxigênio 
é desviada para a esquerda e a P., está diminuída. A 2,3-DPG eritroci- 
tária não aumenta. Como na insaturação arterial de oxigênio, há um 
aumento da produção de eritropoetina e eritrocitose. Deve ser enfatiza- 
do que a eletroforese de hemoglobina de rotina geralmente não detecta 
essas variantes da hemoglobina porque a substituição de aminoácidos 
ocorre em um dos sítios de contato aß da bolsa heme. Por essa razão, 
uma P. é evidência presuntiva de uma hemoglobinopatia. Algumas 
hemoglobinas de alta afinidade associadas à policitemia são instáveis. 
Nesses casos, o teste de instabilidade térmica é positivo. 

Outras causas de alteração da afinidade pelo oxigênio incluem a 
enzima 2,3-DPG eritrocitária e a hemoglobina M (Gordeuk, 2005). 


Produção inapropriada de eritropoetina 

Neoplasias. Neoplasias, benignas ou malignas, foram associadas à poli- 
citemia. Neoplasias renais representam a maioria. Em quase todos os 
casos, a eritrocitose desapareceu após a ressecção do tumor. O mecanis- 
mo não está claro. Foi demonstrado que algumas dessas neoplasias con- 
têm e supostamente produzem eritropoetina (p. ex., hemangioma cere- 
belar, carcinoma de células renais, tumor de Wilms, alguns hepatomas). 
Distúrbios renais. Em outras neoplasias ou crescimentos (p. ex., cis- 
tos renais, hidronefrose, carcinoma de ovário, alguns hepatomas), 


parece que a massa tumoral induz o aumento da produção renal de 
eritropoetina como consequência do aumento da pressão ou da hipó- 
xia local no rim. A estenose da artéria renal também está associada 
à policitemia. A eritrocitose pós-transplante ocorre em 10 a 20% de 
receptores de transplante renal. O efeito terapêutico dos inibidores da 
enzima conversora da angiotensina nessa condição sugere um papel 
da angiotensina II na regulação da eritropoiese (Prchal, 2003). 
Policitemia familiar. A policitemia familiar mais comum é devida à 
presença de uma hemoglobina com alta afinidade pelo oxigênio, a 
qual é herdada como um traço autossômico dominante. A policitemia 
congênita pode ser devida a um defeito no mecanismo de detecção da 
hipóxia, o qual depende do fator de transcrição induzido por hipóxia 
1 (HIF-1) ea proteína de von Hippel-Lindau (pVHL). A hipóxia causa 
aumento do nível de HIF-1, o qual provê a regulação da transcrição 
do gene da eritropoetina (EPO). A subunidade a é o componente 
ativo do HIF-1 e é degradada pela pVHL. A síndrome de von Hippel- 
Lindau é um distúrbio autossômico dominante associado a mutações 
do gene VHL. Essas mutações resultam em aumento dos níveis de 
HIF-la e de eritropoetina (Prchal, 2003; Gordeuk, 2005). A policite- 
mia Chuvash é uma policitemia congênita autossômica recessiva que 
é endêmica na população Chuvash da Rússia. Foi relatado que ela está 
associada a uma alta taxa de mortalidade por causa das complicações 
trombóticas e hemorrágicas. 

A policitemia congênita pode ser secundária a um defeito do recep- 
tor de eritropoetina, mas com um mecanismo detector de hipóxia 
normal. A policitemia primária familiar e congênita é um distúrbio 
autossômico dominante presente ao nascimento. Ela está associada 
a um nível sérico baixo de eritropoetina e sensibilidade in vitro dos 
progenitores eritroides à eritropoetina. Embora mutações no gene 
do receptor de eritropoetina (EPOR) com receptor truncado resul- 
tante tenham sido descritas na policitemia primária familiar e congé- 
nita, o mecanismo exato da policitemia não está claro (Prchal, 2003; 
Gordeuk, 2005). Como foi mencionado anteriormente, a diminuição 
acentuada de 2,3-DPG eritrocitária associada à deficiência da ativi- 
dade da 2,3-DPG mutase resulta na policitemia e parece ser herdada 
como uma condição autossômica recessiva. 


Policitemia vera 

A policitemia vera é uma pan-mielose, isto é, uma condição na qual 
ocorre uma proliferação excessiva de megacariócitos e granulócitos, 
assim como de eritrócitos. Ela manifesta-se pela eritrocitose, leucoci- 
tose e trombocitose em graus variados. Sua etiologia é desconhecida. 
A policitemia vera é discutida com os distúrbios mieloproliferativos. 


Determinação do volume eritrocitário 
e do volume plasmático 


O diagnóstico de policitemia absoluta depende de mensurações 
confiáveis dos volumes eritrocitário e plasmático. Elas são obtidas 
através do uso de marcadores radioisotópicos e do princípio da dilui- 
ção. Os marcadores mais comumente utilizados são o 'Cr sob a forma 
de cromato de sódio ligado aos eritrócitos para a mensuração do volu- 
me eritrocitário, o '21 ou o “!I ligado à albumina e pode ser utilizado 
para mensurar o volume plasmático. 

Para descrição detalhada da mensuração dos volumes eritroci- 

tário e plasmático, ver relatório do International Committee for 
Standardization in Haematology (1980). 
Volume eritrocitário. Em resumo, o sangue é coletado do paciente 
e os eritrócitos são marcados com **Cr. Os eritrócitos cromados são 
lavados com soro fisiológico. Uma alíquota dos eritrócitos marca- 
dos com *'Cr diluída em soro fisiológico é injetada no paciente pela 
via intravenosa. Após um período de equilíbrio, usualmente 10 a 20 
minutos, uma amostra de sangue é coletada do membro superior 
oposto. Em casos em que o tempo de equilíbrio pode ser prolongado 
(como na esplenomegalia, insuficiência cardíaca ou choque), outra 
amostra deve ser coletada 60 minutos após a injeção. 

A radioatividade de cada amostra é registrada por um contador de 
cintilação. O volume eritrocitário (VE) é calculado pela fórmula: 


EV (mL) =I (cpm)/C (cpm/mL) 


em que I = radioatividade total injetada (contagem/min) 
C = radioatividade nos eritrócitos após a mistura estar com- 
pleta (contagem/min/mL de eritrócitos) 


Volume plasmático. Aproximadamente 20 mL de sangue são coletados 
de um paciente. Após centrifugação, o plasma é removido e a albumina 
radiomarcada com iodo é adicionada. Após a mistura, o plasma marca- 
do é injetado no paciente pela via intravenosa. 10, 20 e 30 minutos após a 
injeção, 5 mL são removidos e a radioatividade é contada em um conta- 
dor de cintilação tipo poço. A radioatividade no tempo zero (P,) é deter- 
minada pela colocação dos três pontos em um papel gráfico semilogarit- 
mico e extrapolando o tempo zero. Um padrão é preparado por meio da 
diluição de uma alíquota da albumina radiomarcada com iodo com soro 
fisiológico que contém uma pequena quantidade de detergente. 
O volume plasmático (VP) é calculado pela fórmula: 


VP (mL) = S (cpm/mL) x D x V (mL)/P, (cpm/mL) 


em que S = taxa de contagem do padrão (contagem/min/mL) 
D = diluição da solução padrão diluída 
V = volume injetado da solução de albumina radiomarcada 
P, = taxa de contagem da amostra de plasma corrigida no 
tempo zero 


Interpretação. O volume eritrocitário para os homens é de 20 a 36 mL/ 
kg e para as mulheres é de 19 a 31 mL/kg. O volume plasmático para os 
homens é de 25 a 43 mL/kg e para as mulheres é de 28 a 45 mL/kg. Em 
recém-nascidos e prematuros, os volumes eritrocitários e plasmático em 
milímetros por quilograma são mais altos que nos adultos. 

Pacientes com policitemia apresentam volumes eritrocitários supe- 
riores a 36 mL/kg para os homens e 32 mL/kg para as mulheres. 
Alterações dos volumes eritrocitário e plasmático em várias condições 
são apresentadas na Tabela 31.16. 


Tabela 31.16 Efeito clínico da relação variável entre o volume 
eritrocitário e o volume plasmático 


Volume Volume Causa Efeito 
eritrocitário plasmático 
Normal Alto Gestação Pseudoanemia 
Cirrose 
Nefrite 
Insuficiência cardíaca 
congestiva 
Normal Baixo Estresse Pseudopolicitemia 
Insuficiência circulatória 
periférica 
Desidratação 
Edema 
Repouso ao leito 
prolongado 
Baixo Normal Anemia Reflexo acurado do 
grau de anemia 
Baixo Alto Anemia Anemia menos grave 
que o indicado na 
contagem celular 
Baixo Baixo Hemorragia Anemia mais grave que 
Anemia grave (quando o indicado na contagem 
hematócrito < 0,2) celular 
Alto Normala Policitemia Reflexo acurado da 
baixo policitemia ou 
policitemia menos 
grave do que aparenta 
Alto Alto Policitemia {quando Policitemia mais grave 
hematócrito > 0,5) do que aparenta 
Normal Alto Esplenomegalia acentuada Pseudoanemia 


ou alto 


De Dacie, 1975. 
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mieloproliferativas 


PONTOS-CHAVE 
e Os leucócitos são regulados por mecanismos 


homeostáticos complexos que direcionam a sua resposta 


contra a infecção e a inflamação. 

e A leucocitose frequentemente reflete uma anormalidade 
subjacente, enquanto a leucopenia, em especial a neutropenia, 
coloca um paciente em risco de infecção. 

e As neoplasias hematopoéticas foram categorizadas pela 
Organização Mundial da Saúde (OMS) de acordo com a célula de 
origem, anormalidades citogenéticas e moleculares e características 
imunofenotípicas e clínicas. 

e As leucemias agudas são neoplasias de evolução rápida originadas 
de células mieloides ou linfoides. A compreensão da biologia está 
associada à melhoria da terapia. 

e Os distúrbios mieloproliferativos crônicos e as SMD são distúrbios 
heterogêneos de células mieloides diferenciadas. Em geral, eles são 
indolentes no início, porém acabam evoluindo. 

e Os linfomas não Hodgkin são com mais frequência originados de 
células B maduras. Eles são patológica e clinicamente heterogêneos. 
Os linfomas de célula T são menos comuns, heterogêneos e em geral 
de tratamento difícil. 

e O linfoma de Hodgkin é atualmente considerado uma neoplasia 
de células B defeituosas. Muito de sua patologia é devida a um meio 
inflamatório associado. 


Leucócitos 


Os leucócitos (células brancas do sangue) são encontrados na me- 
dula óssea, no sangue periférico e nos tecidos. Eles estão entre os ele- 
mentos essenciais do sistema hematopoético-linforreticular-imune, 
que atua para proteger o corpo humano de células estranhas (infec- 
ção) e células próprias alteradas (câncer). O sistema completo apre- 
senta uma complexidade extraordinária e uma integração admirável 
durante a vida (saudável). Várias alterações que estão começando a ser 
compreendidas no nível molecular podem levar a doenças neoplásicas 
e não neoplásicas. O desenvolvimento normal do leucócito foi revisto 
no Capítulo 30. No entanto, para compreender algumas dessas doen- 
ças, serão resumidos brevemente os principais aspectos dos leucócitos 
fagocitários, da via vascular utilizada em seu movimento e migração, 
dos leucócitos imunes e da apoptose ou “morte celular programada”. 

Primeiramente serão abordados o sistema hematopoético e os leucó- 
citos fagocitários (neutrófilos, monócitos, eosinófilos e basófilos). Nos 
adultos, essas células são formadas na medula óssea, liberadas no san- 
gue periférico e, em seguida, movem-se para os tecidos de acordo com 
a necessidade. Um controle molecular e uma sinalização complexos 


são necessários em cada ponto dessa jornada, da diferenciação, matu- 
ração e envolvimento até a morte celular por apoptose ou necrose. As 
células hematopoéticas desenvolvem-se no microambiente complexo 
da medula óssea, ou estroma, contendo adipócitos e miofibroblastos, 
assim como plasmócitos, linfócitos e macrófagos. Existe um equilíbrio 
molecular constante que envolve moléculas de adesão celular (CAM, 
cell adhesion molecules), proteases e citocinas — pequenas proteínas 
ligadoras de receptores geradas por várias células que servem como 
sinais autócrinos ou parácrinos (Tab. 32.1). O efeito dessas interações 
determina o resultado celular final. 

Na medula óssea, a maturação dos granulócitos, monócitos/macró- 
fagos e células dendríticas é resultante da ação recíproca de estimula- 
ções positivas e negativas de citocinas pelo fator estimulador de co- 
lônias de granulócitos (G-CSF, granulocyte colony-stimulating factor), 
fator estimulador de colônias de granulócitos/macrófagos (GM-CSF, 
granulocyte/macrophage colony-stimulating factor), interleucinas (IL-3, 
IL-4 e IL-5) sobre células-tronco e células progenitoras mieloides 
(Martinez-Moczygemba, 2003). A mobilização de neutrófilos (p. ex., 
em uma infecção) produzirá neutrofilia periférica com formas imatu- 
ras (desvio para a esquerda), assim como um aumento da produção de 
neutrófilos. As citocinas ativam receptores de superfície de células pre- 
cursoras (p. ex., receptores de G-CSF) e aumentam a proliferação de 
acordo com a necessidade. Outras quimiocinas (p. ex., IL-8) também 
podem causar aumento da produção. Tanto a IL-8 quanto a gelatinase 
de neutrófilos B podem estar envolvidas na liberação de leucócitos dos 
seios da medula óssea (van Eeden, 2000; Starckx, 2002). 

Após serem liberados no sangue periférico, interações moleculares 
com células endoteliais dirigem os leucócitos ao seu destino final. Se- 
lectinas são CAMs (glicoproteínas transmembrana) encontradas nos 
leucócitos (i. e., L-selectina) e no endotélio ativado (i. e., selectinas E 
e P). Elas estão envolvidas na adesão leucocitária ao endotélio e possi- 
velmente atuam como moléculas sinalizadoras (Patel, 2002). 

Quando leucócitos viajam no interior dos vasos, eles interagem com 
ligantes ou receptores da integrina endotelial. Essas integrinas são 
utilizadas na ligação de leucócitos e permitem que eles atravessem o 
endotélio (Alon, 2002). É importante compreender que a vasculatura 
de tecidos normais (assim como “anormais”) não é uniforme ao nível 
molecular. Ela é altamente especializada para a região específica ou ór- 
gão do corpo, de modo que células endoteliais contenham moléculas 
específicas para o tecido ou órgão em suas superfícies luminares (Ru- 
oslahti, 2000). Isso representa um mecanismo por meio do qual pode 
ocorrer o tráfego de leucócitos até um destino. 

Quando os leucócitos chegam ao local desejado (p. ex., infecção), 
eles interagem com células endoteliais no nível molecular, de manei- 
ra que podem migrar através das células endoteliais (transocitose) ou 
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Tabela 32.1 Características de biomoléculas de sinalização celular 
fundamentais 


Biomolécula Alvo 


G-CSF 


Função 


Aumenta a proliferação e o 
desenvolvimento dos neutrófilos 


Precursores mieloides 
da medula óssea 


L-selectinas Receptores de integrina Liga leucócitos a células 
da célula endotelial endoteliais para facilitar a 
adesão e a diapedese 
Quimiocinas Leucócitos via receptores Migração direta e ativação de 


leucócitos via propriedades 
quimioatrativas da citocina 


de quimiocina 


Fas/CD95 -ligante  Fas/CD95 (receptor de Apoptose via complexo indutor 


(proteína de membrana) da morte 
membrana) 
Caspases Substratos proteicos Apoptose via cascatas 


enzimáticas 
Membrana externa Diminuição da sensibilidade 
mitocondrial, membrana celular à apoptose 
nuclear, retículo 
endoplasmático 
Membrana externa Aumento da sensibilidade 
mitocondrial, membrana celular à apoptose 
nuclear, retículo 
endoplasmático 


Família de proteína 
antiapoptótica 
(Bcl-2, Bcl-xL) 


Familia de proteina 
pró-apoptótica 
Bcl-2 (Bax, 

Bok, Bak) 


entre as junções intercelulares. A molécula de adesão juncional (JAM, 
junctional adhesion molecule), da família de proteínas de adesão, é 
expressa nas células endoteliais, epiteliais e sanguíneas e parece ter 
um papel importante na migração de células sanguíneas ou diapedese 
através da barreira endotelial (Luscinkas, 2002). 

A migração leucocitária adicional e o posicionamento ocorrem por 
meio de citocinas ou quimiocinas quimiotáticas, as quais atraem leu- 
cócitos rapidamente e fornecem múltiplos níveis de controle da mi- 
gração (Moser, 2004). As quimiocinas são variadas e produzidas nas 
células sanguíneas e tissulares (Rot, 2004). Os receptores de quimio- 
cinas leucocitárias medeiam a migração direcional por meio de um 
gradiente de concentração, permitindo a migração sequencial de leu- 
cócitos para múltiplos quimioatratores. Isso é baseado nos recepto- 
res de múltiplos quimioatratores e padrões superpostos de receptores 
em subgrupos de leucócitos, permitindo a “navegação em múltiplas 
etapas” (Foxman, 1997). As quimiocinas são classificadas em subfa- 
mílias funcionais como “inflamatórias”, “linfoides/homeostáticas” ou 
“duais”. O primeiro tipo atrai principalmente neutrófilos (infecção, 
inflamação, tumor). As quimiocinas linfoides/homeostáticas mantêm 
a hemostasia e estão envolvidas nas respostas e no controle imune e 
na hematopoese na medula óssea. As quimiocinas de função dual pa- 
recem estar envolvidas em ambos os tipos de função (Sallusto, 2000; 
Moser, 2004). Além do tráfego e recrutamento leucocitário, as funções 
biológicas incluem o desenvolvimento de órgãos linfoides, cicatriza- 
ção de feridas, angiogênese e metástase (patológico) (Rossi, 2000; Ro- 
magnani, 2004). 

Os leucócitos imunes incluem os linfócitos, plasmócitos e células 
dendríticas. Os linfócitos podem ser divididos em células T, células B, 
células natural killer (NK) e células killer (K) e geralmente são dife- 
renciados pelas moléculas da superfície celular que recebem uma de- 
nominação de “CD”, ou cluster (agrupamento) de diferenciação. Os 
plasmócitos são células que secretam anticorpos que se desenvolvem 
a partir de células B. As células dendríticas são células fagocitárias que 
estão presentes em alguns órgãos do corpo e estimulam uma resposta 
imune processando e apresentando um antígeno (Banchereau, 2000; 
Lipscomb, 2002). As células NK e K também podem ser descritas com 
os linfócitos grandes granulares (LGL, large granular lymphocytes) 
com base na observação de sua morfologia pela coloração de Ro- 
manowsky. Células NK reconhecem antígenos naturalmente ou não 
imunologicamente. A ativação não é necessária para essa atividade. 
No entanto, as células K utilizam o anticorpo ligado à célula-alvo para 
ligação e citotoxicidade (citólise mediada por células dependente de 
anticorpo). 


A apoptose (morte celular programada) é um colapso ativo e con- 
trolado de uma célula decorrente de um programa celular interno, em 
contraste com a necrose, a qual é inflamatória e passiva, e causa morte 
celular por fatores externos à célula. A apoptose produz características 
reconhecíveis, incluindo diminuição do tamanho da célula, condensa- 
ção e fragmentação nuclear e fagocitose das células remanescentes. Ela 
está envolvida na regulação de níveis em estado estacionário de células 
que sofrem proliferação. 

Duas vias bem definidas, um programa “intrínseco” e um “extrínse- 
co” de morte, foram identificadas (Schultz, 2003; Martin, 2004). A via 
intrínseca envolve a participação mitocondrial no processo e parece ser 
iniciada por várias formas de estresse e de dano celular. A MME torna- 
se permeável, permitindo a liberação de citocromo c. Isso, por sua vez, 
promove a ativação de pró-caspase-9 no interior do complexo do apop- 
tossomo (um olígômero do fator ativador de protease apoptótico-l ou 
APAF-1 [apoptotic protease-activating factor-1|, normalmente presente 
como um monômero no citoplasma da célula), levando à apoptose. A 
liberação de outras proteínas apoptóticas mitocondriais, por exemplo, 
a endonuclease G e o fator de indução da apoptose, também pode con- 
tribuir para a morte celular (Saelens, 2004). 

A modulação da permeabilidade da MME ocorre por meio da família 
da proteína Bcl-2. A Bcl-2 é uma oncoproteína de 25 kDa normalmente 
localizada no segmento cromossômico 18q21. Além das mitocôndrias, 
parece que ela se encontra na membrana nuclear e no retículo endo- 
plasmático (ver Schinzel, 2004). A Bcl-2 e a proteína relacionada Bcl- 
xL são antiapoptóticas e inibem a permeabilidade mitocondrial e, co- 
mo consequência, a liberação de citocromo c e a ativação de APAF-1. 
Bax, Bok e Bak são exemplos de proteínas pró-apoptóticas da família da 
Bcl-2, denominadas proteínas BH123. As proteínas BH123 apresentam 
3 de 4 áreas de homologia estrutural proteica com a Bcl-2 (denomina- 
das BH1, BH2 e BH3) (Petros, 2004). Essas proteínas, quando ativadas, 
estimulam a liberação de proteína pela permeabilização da MME. A ati- 
vação de proteínas BH123 é mediada por um segundo tipo de proteínas 
pró-apoptóticas da família da Bcl-2, denominadas proteínas BH3-only. 
Estas constituem uma família de proteínas que apresentam homologia 
estrutural proteica com a Bcl-2 apenas no domínio BH3. As proteínas 
BH3-only incluem Bad, Bid, Bim e outras. 

As caspases (cisteina-proteinases com especificidade para resíduos 
de aspartato) têm um papel central nesse processo e estão inicial- 
mente presentes na célula como precursores inativos. Quando elas 
são ativadas pela liberação do citocromo c, é desencadeada uma cas- 
cata de clivagem enzimática de substratos celulares adicionais que 
resulta na ativação ou inativação desses substratos. Isso leva a uma 
desagregação ordenada da célula por meio da destruição de numero- 
sos alvos celulares e morte celular apoptótica (Green, 2003; Martin, 
2004; Orrenius, 2004). Deve ser observado que tanto a via caspase- 
dependente quanto a via caspase-independente de morte celular são 
ativadas por proteínas mitocondriais (Saelens, 2004). O retículo en- 
doplasmático (RE), organela citoplasmática responsável pela síntese 
proteica e pela correção e formação do envelope proteico, também 
pode ser um local de início da cascata de caspases e de iniciação da 
apoptose subsequente ao estresse do RE (Szegezdi, 2003; Rao, 2004). 
Uma família de inibidores de proteínas da apoptose (IAP, inhibitor 
of apoptose proteins) pode bloquear a apoptose inibindo as vias de 
ativação das caspases. 

Os Death receptors (DRs) são um subgrupo da família de receptores 
do fator de necrose tumoral (TNE, tumoral necrosis factor) e trans- 
mitem sinais apoptóticos pela via extrínseca. O Fas/CD95 e o recep- 
tor-1 do TNF (TNFRI) são dois conhecidos DRs, ligados por ago- 
nistas extracelulares ou ligantes do TNF da superfamília do TNF (p. 
ex., TNF-a e Fas/CD95 ligante) para iniciar a cascata. Esses ligantes 
podem ser solúveis ou estarem ligados à membrana. O DR transmite 
um sinal através da membrana celular, via porção citoplasmática do 
receptor denominada death domain (domínio de morte). Trata-se de 
um domínio de interação proteica que, quando ativado, inicia uma 
série de interações com proteínas adaptadoras adicionais, como a do 
death domain associado ao Fas (FADD, Fas-associated death domain), 
que acaba produzindo um complexo sinalizador de indução da morte 
(DISC, death-inducing signaling complex) celular por meio da incor- 
poração de moléculas de caspases específicas. Isso dispara uma cascata 
de ativação de outras moléculas de caspases (além de outras proteases 


como granzimas, catepsinas e calpaínas) e leva à morte celular apop- 
tótica (Green, 2003; Ivanovska, 2004; Jiang, 2004). 

O Fas também pode ativar o fator nuclear (NF)-«B, um fator de 
transcrição onipresente normalmente encontrado em um estado ina- 
tivo no citoplasma celular. Esse fator parece estar envolvido na regula- 
ção do gene da apoptose, assim como na regulação de um número de 
processos imunes e inflamatórios (Aggarwal, 2004; McDonald, 2004). 
O NF-«B também pode atuar como um promotor tumoral no câncer 
associado à inflamação (Pikarsky, 2004). 

Como pode ser imaginado, a apoptose é essencial para a homeostasia 
do corpo e parece ter um papel em numerosas condições patológicas 
(câncer, doença degenerativa, infecção persistente, doença autoimu- 
ne). No desenvolvimento de células B e T, ela elimina receptores dessas 
células não funcionais, autorreativos ou autodestrutivos, assim como 
regula a ativação dessas células em relação à duração e à magnitude de 
uma resposta inflamatória (Marsden, 2003; Ivanovska, 2004). À apop- 
tose também tem papel crítico no desenvolvimento dos granulócitos, 
aumentando seu período de vida (relativamente curto) no local de in- 
fecção ou diminuindo a resposta inflamatória após a eliminação do 
agente causal. A apoptose também previne a liberação de enzimas e 
outros mediadores inflamatórios por granulócitos senescentes no te- 
cido saudável circunvizinho, prevenindo a destruição tissular. 


Distúrbios não neoplásicos 


Atualmente, o exame laboratorial de leucócitos ocorre como parte 
do hemograma automatizado para quase todos os pacientes. A con- 
centração de todos os leucócitos, conhecida como contagem de células 
brancas sanguíneas (CBS) total, assim como as concentrações relati- 
vas e absolutas dos granulócitos neutrofílicos, linfócitos, monócitos, 
eosinófilos e basófilos, são determinadas e comparadas com valores 
normais para a idade e o sexo do paciente. Em geral, as concentra- 
ções absolutas (1. e., o produto da CBS e o percentual da série celular 
específica, como linfócitos ou neutrófilos) têm mais utilidade na de- 
terminação de anormalidades. Resultados anormais da contagem au- 
tomatizada são “sinalizados” e, em seguida, revistos por um técnico de 
laboratório experiente. 

Essas anormalidades incluem a leucocitose, que consiste no aumento 
da CBS total acima do limite superior da faixa normal para a idade e o 
sexo; e a leucopenia, que é uma queda da CBS total a níveis abaixo do 
limite inferior da faixa normal para a idade e o sexo. O estudo quantita- 
tivo adicional dos leucócitos inclui as concentrações relativas e absolutas 
das várias formas de leucócitos (contagem diferencial). Um aumento 
da concentração absoluta de células em cada série recebe as denomina- 
ções de neutrofilia (leucocitose neutrofilica), linfocitose, monocitose, 
eosinofilia (leucocitose eosinofílica) e basofilia (leucocitose basofílica). 
Uma diminuição da concentração absoluta é denominada neutropenia, 
linfopenia ou linfocitopenia, monocitopenia, eosinopenia e basopenia. 
Anormalidades podem ocorrer tanto em condições neoplásicas (p. ex., 
leucemia ou infiltração da medula óssea por tumor metastático) como 
em condições não neoplásicas (p. ex., infecção, efeito de fármacos ou 
deficiência nutricional). O aumento de qualquer tipo celular pode ser 
clinicamente importante, mas apenas a diminuição de neutrófilos cos- 
tuma ser significativa. De modo geral, uma monocitopenia, eosinope- 
nia ou basopenia isolada identificada em uma CBS não é considerada 
uma anormalidade importante. O estudo qualitativo de leucócitos inclui 
anormalidades estruturais no citoplasma e no núcleo, assim como ou- 
tras funcionais. 

Um objetivo do exame de leucócitos é auxiliar no estabelecimento de 
um diagnóstico. Em alguns casos, ele pode isoladamente fornecer um 
diagnóstico específico, por exemplo, na leucemia. Esse exame costuma 
ser mais útil do ponto de vista diagnóstico quando analisado com outros 
dados clínicos e laboratoriais, por exemplo, na apendicite aguda, na MI 
ou em outro tipo de infecção. Outro objetivo é auxiliar no estabelecimen- 
to de um prognóstico. Por exemplo, a leucopenia na apendicite aguda ou 
na pneumonia é considerada desfavorável do ponto de vista prognóstico. 

Por fim, o estudo de leucócitos é útil no acompanhamento da evo- 
lução de uma doença (p. ex., reconhecimento dos efeitos tóxicos da 
radioterapia e da quimioterapia). A recuperação pode ser monitorada 
pelo exame de leucócitos. 


Distúrbios granulocíticos e monocíticos 


Neutrofilia 

A leucocitose neutrofilica ou neutrofilia refere-se a uma concentra- 

ção absoluta de neutrófilos no sangue acima da faixa normal para a 
idade. A faixa de referência normal (estabelecida por cada laborató- 
rio) é de cerca de 1,8-7,0 x10º/uL para adultos, com uma faixa discre- 
tamente maior (1,0-8,5 x10º/uL) em crianças jovens. As causas prin- 
cipais de neutrofilia estão listadas na Tabela 32.2. 
Mecanismos. Os principais fatores que influenciam a contagem de 
neutrófilos são (1) a taxa de influxo de células da medula óssea (mi- 
tose/proliferação, maturação/armazenamento e liberação); (2) a 
proporção de neutrófilos no pool de granulócitos marginais (MGP, 
marginal granulocyte pool) (células que aderem às paredes vasculares) 
e no pool de granulócitos circulantes (CGP, circulating granulocyte 
pool) (células não aderentes) do sangue - MGP e CGP possuem tama- 
nhos aproximadamente iguais e estão equilíbrio no estado de higidez; 
e (3) a taxa de efluxo de neutrófilos do sangue (migração de e através 
dos vasos para os tecidos, de modo aleatório ou nos locais de inflama- 
ção, infecção etc.). 

A leucocitose fisiológica é produzida por fatores ou situações que 
não têm relação com uma patologia tissular subjacente. O exercício 
intenso, a hipóxia, o estresse ou a injeção de adrenalina acarretam 
uma diminuição do MGP e um aumento correspondente do CGP, 
resultando em uma “pseudoneutrofilia” (i. e., sem alteração do pool 
total de granulócitos no sangue ou TBGP, total blood granulocyte 
pool). A simples redistribuição de células entre o CGP e o MGP, 
também conhecida como desmarginalização, é a liberação e o des- 
ligamento de leucócitos de receptores moleculares nas paredes lu- 
minares dos vasos. Isso pode ser, em parte, decorrente da ativação 
induzida pela adrenalina de receptores B nas células endoteliais, 
liberação de adenosina monofosfato cíclico (CAMP), o que acaba 
alterando ou modulando as propriedades e as características das 
moléculas de adesão da superfície celular e aumentando a liberação 
de neutrófilos (assim como de outros leucócitos) na circulação (Ga- 
briel, 1998; Heine, 2001; Shephard, 2003). 

O estresse de maior gravidade ou a injeção de endotoxina, corticos- 
teroide ou etiocolanolona também causam um aumento do influxo de 
células do pool de maturação/reserva da medula óssea para o sangue. 
A interleucina-6, um regulador importante da resposta de fase agu- 
da, parece exercer papel importante na desmarginalização de células 
circulantes (onda inicial de neutrófilos circulantes) e na liberação de 
neutrófilos da medula óssea (segunda onda de granulócitos neutrofi- 
licos circulantes) (Suwa, 2000). Como resultado, o pool mitótico pa- 
rece aumentar para recarregar o pool de maturação/reserva de onde as 
células maduras saem para o TBGP, sendo que tanto o MGP quanto 
o CGP aumentam. Talvez ocorra uma “maior” neutrofilia nessa situ- 
ação, por causa da saída adicional de células do pool de maturação/ 
reserva (além da desmarginalização) e da possível presença de células 
imaturas (p. ex., bastonetes e metamielócitos) (Suwa, 2000). 

Como mencionado anteriormente, a neutrofilia pode ser produzida 
por corticosteroides, que aumentam a liberação de neutrófilos da me- 
dula óssea, diminuem a saída de neutrófilos do sangue e aumentam a 
desmarginalização. 

A leucocitose patológica é um aumento da CBS que ocorre como 
consequência de uma doença, e em geral é uma resposta à lesão tissu- 
lar. Essa leucocitose é mais frequentemente uma neutrofilia. 


Tabela 32.2 Principais causas de neutrofilia 


Inflamatórias agudas — doenças do colágeno vasculares, vasculite 
Infecciosas agudas — bacteriana, algumas virais, fúngica, parasitária 
Fármacos, toxinas, metabólicas — corticosteroides, fatores do crescimento, 
uremia, cetoacidose 

Necrose tissular — queimaduras, trauma, infarto do miocárdio, hemólise 
eritrocitária 

Fisiológicas — estresse, exercício, tabagismo na gestação 

Neoplásicas — carcinomas, sarcomas, distúrbios mieloproliferativos 
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Além da perda aleatória de neutrófilos da circulação em várias secre- 
ções corporais, os neutrófilos deixam o corpo por meio do movimento 
ameboide quando atraídos para um foco de inflamação em tecidos, su- 
postamente respondendo a uma variedade de moléculas quimiotáticas 
e gradientes. Os neutrófilos deixam o sangue a partir do MGP, passam 
entre as células endoteliais capilares e atingem os tecidos. 

Na infecção aguda, o aumento da marginalização de neutrófilos e o 
escoamento de sangue para os tecidos levam à neutropenia, onde não 
há um fluxo de neutrófilos do compartimento de reserva da medula 
óssea para o sangue. Como o último supercompensa, o resultado é 
uma neutrofilia. Geralmente, os compartimentos de produção e de 
reserva aumentam na medula óssea e são capazes de sustentar o au- 
mento de CGP (neutrofilia) e MGP diante do aumento do fluxo de 
neutrófilos do sangue para o sítio inflamatório. Nesses casos, a me- 
dula óssea apresentará hiperplasia granulocítica (aumento da relação 
mieloide/eritroide [M/E] e aumento da celularidade) com a matura- 
ção intacta. Um aumento de granulócitos imaturos no sangue perifé- 
rico costuma estar presente e é com frequência designado como um 
“desvio para a esquerda”. 

Quando a demanda de neutrófilos é extremamente grande, como 

numa infecção grave, pode ocorrer depleção da reserva da medula ós- 
sea e diminuição do CGP (neutropenia) e do MGP, porque o supri- 
mento de células é insuficiente em relação à demanda. Nesses casos, 
medula óssea apresentará um aumento do número de precursores 
iniciais dos neutrófilos, pelo estágio mielocítico, mas diminuição do 
número de metamielócitos, bastonetes e neutrófilos. 
Determinantes. Certos fatores do hospedeiro modificam o grau de 
resposta neutrofílica. As crianças respondem de forma mais intensa 
que os adultos. O grau de neutrofilia pode ser comprometido pelos 
mesmos fatores que comprometem a produção de eritrócitos (defi- 
ciência de ferro, folato ou cobalamina) ou por insuficiência medular 
devida a outras causas. Fatores não perfeitamente definidos que per- 
mitem ao corpo localizar uma infecção podem ter um papel: quanto 
mais localizado for o processo, mais pronunciada será a neutrofilia. 

Outros fatores que modificam a resposta neutrofílica são devidos 
mais aos microrganismos que ao hospedeiro. Bactérias pirogênicas, 
em especial, induzem à neutrofilia. Dentro dos limites, quanto mais 
virulento for o agente, mais elevada será a contagem de neutrófilos. 
Entretanto, quando a infecção for avassaladora, pode ocorrer uma 
neutropenia e um maior desvio para a esquerda. 

O tratamento de infecções com antibióticos pode modificar a res- 
posta leucocitária à infecção. A terapia com esteroide, embora cause 
neutrofilia, tende a diminuir a resposta do hospedeiro à infecção, pro- 
vavelmente por causa da diminuição do movimento dos neutrófilos 
nos tecidos e do aumento da estabilidade lisossomal. 

A neutrofilia às vezes é observada em pacientes com tumores sóli- 
dos, sobretudo em carcinomas de células grandes do pulmão. A neu- 
trofilia é secundária a vários fatores, incluindo a resposta à necrose 
tissular e à infecção subjacente, assim como à produção de fatores de 
crescimento mieloide (Peterson, 1993). A neutrofilia também pode 
ser observada em tumores gastrintestinais e hepáticos, no linfoma 
de Hodgkin, no carcinoma de células renais e na doença metastática 
da medula óssea (Hernandez, 2002; Blay, 1997). Um estudo recente 
(Ruka, 2001), que analisou alterações hematológicas em pacientes 
com sarcomas confirmados histologicamente, descobriu que o núme- 
ro de alterações sanguíneas, incluindo a neutrofilia, a monocitose, a 
trombocitose e a linfocitopenia, estava fortemente correlacionado a 
níveis elevados de várias citocinas circulantes e aos níveis de receptor 
solúvel de citocina detectados no sangue periférico. Acredita-se que 
a produção de citocinas pelas células tumorais seja responsável por 
essas alterações hematológicas. 


Neutropenia 


A neutropenia é uma redução da contagem absoluta de neutrófilos, 
abaixo de ~ 1,5-2 x10º/L para indivíduos da raça branca e abaixo de 
~ 1,2-1,3 x10º/L para indivíduos da raça negra. Lembre-se de que a 
contagem absoluta de neutrófilos é o produto da CBS e o percentual 
de neutrófilos e bastonetes que foram enumerados na CBS diferencial. 
O termo “agranulocitose” é utilizado para a neutropenia grave, nor- 
malmente < 0,5 x10°/L. Ele também pode ser associado à depleção de 
eosinófilos e basófilos. O termo “neutropenia crônica grave” refere-se 


a pacientes com uma contagem absoluta de neutrófilos < 0,5 x10°/L 
durante meses ou anos, em geral com doenças que primariamente 
causam neutropenia na ausência de outras citopenias (Dale, 20024). 
Quando a contagem de neutrófilos for inferior a 1 x10º/L, o risco de 
infecção aumenta consideravelmente além do normal, e quando for 
inferior a 0,5 x10°/L, o risco de infecção é ainda maior. 

Os mecanismos por meio do qual a neutropenia ocorre incluem (1) 
a diminuição do fluxo de neutrófilos da medula óssea para o sangue 
como resultado da falta de produção ou da produção ineficaz (i. e., um 
defeito de produção ou de maturação); (2) um aumento da remoção 
de neutrófilos do sangue (defeito de sobrevivência); (3) uma altera- 
ção da distribuição entre o CGP e o MGP; ou (4) combinações desses 
mecanismos. As neutropenias não são tão bem classificadas quanto as 
anemias. Deve ser observado que fármacos induzem à neutropenia por 
meio de vários mecanismos e são uma consideração muito importante 
em qualquer diagnóstico diferencial de leucopenia. Causas e condições 
associadas à neutropenia são apresentadas na Tabela 32.3. 

A lista apresentada na Tabela 32.3 não é completa. Algumas dessas 
condições serão analisadas com mais detalhes. 

Os fármacos (Bhatt, 2004; Andres, 2004) são uma causa importante 
de neutropenia, podendo atuar de diferentes maneiras e afetar popu- 
lações de células progenitoras ou maduras. Constituem a causa mais 
comum de neutropenia aguda (“agranulocitose’ ) e geralmente levam 
à observação de ausência de células granulocíticas na medula óssea. 
Contudo, alguns pacientes podem apresentar uma pronunciada hi- 
perplasia de células progenitoras que, às vezes, é denominada “parada 
da maturação ou hiperplasia promielocítica”. 

Os fármacos podem iniciar ações imunomediadas de destruição 
via formação de imunocomplexo (quinidina) ou lise celular media- 
da pelo complemento (propiltiouracil). Alguns fármacos, incluindo a 
penicilina, aminopirina e ouro, atuam como haptenos. A inibição da 
granulopoese ou a toxicidade mieloide ocorrem com o uso de agentes 
quimioterápicos, clorpromazina e outros. Esses efeitos tendem a ser 
dose-dependentes e reversíveis. Efeitos colaterais importantes e limi- 
tadores da quimioterapia oncológica são a neutropenia grave com o 
risco de infecção associado, bem como a trombocitopenia grave com 
risco de sangramento. A anemia é mais prontamente controlada com 
transfusão. 

A radiação lesa, altera e destrói células progenitoras e células-tronco 
da medula óssea, assim como elementos do estroma medular. O tipo da 
radiação, a dose e a duração da exposição são fatores que determinam 
a extensão da lesão medular (p. ex., aplasia ou hipoplasia). A radiação 
afeta e altera ou lesa certo número de alvos moleculares, incluindo a es- 
trutura do DNA, a translação e a transcrição genética, entre outras vias 
de sinalização (intra- e intercelulares). Os linfócitos são mais sensíveis 
e morrem diretamente mediante exposição. A contagem de linfócitos 
apresenta correlação e tem sido utilizada para avaliar a dose e a gravida- 
de da exposição (Dainiak, 2002). Além disso, outros precursores hema- 
topoéticos que sofrem mitose são muito sensíveis à lesão e à morte. 

Defeitos intrínsecos ou distúrbios constitucionais associados à neu- 
tropenia normalmente presentes ao nascimento ou no início da infân- 
cia são raros. Aqueles devidos à hipoplasia mieloide ou a um defeito 
de proliferação incluem anemia de Fanconi, a síndrome de Kostmann, 


Tabela 32.3 Principais causas de neutropenia (breve lista parcial) 


Fármacos — quimioterapia oncológica, cloranfenicol, sulfas/outros antibióticos, 
fenotiazinas, benzodiazepínico, antitireoideanos, anticonvulsivantes, quinina, 
quinidina, indometacina, procainamida, tiazidas 

Radiação 

Toxinas — álcool, compostos de benzeno 

Defeitos intrínsecos — doença de Fanconi, doença de Kostmann, neutropenia 
cíclica, síndrome de Chédiak-Higashi 

Mediação imune — distúrbios do colágeno vascular, artrite reumatoide, AIDS 
Hematológicas — anemia megaloblástica, mielodisplasia, insuficiência medular, 
substituição medular 

Infecciosas — qualquer infecção esmagadora 

Outras — privação alimentar, hiperesplenismo 


a síndrome de Schwachman-Diamond e a neutropenia cíclica. Aqueles 
devidos a um defeito de maturação incluem a mielocatexia e a síndro- 
me de Chédiak-Higashi. 

A anemia de Fanconi é uma síndrome de insuficiência medular her- 
dada que ocorre com frequência na infância e em raros casos na vida 
adulta. Essa condição é heterogênea em suas manifestações clínicas, 
mas foi definida classicamente pela anemia aplástica e malformações 
físicas congênitas. A forma aplástica da anemia de Fanconi parece ser 
indiferenciável da aplasia adquirida. Pacientes com anemia de Fanconi 
também podem apresentar processos malignos hematopoéticos e de 
órgãos maciços. O diagnóstico é estabelecido pela análise citogenética 
em busca de quebra cromossômica após exposição ao diepoxibutano 
ou à mitomicina C. 

Como se pode imaginar pela variação das manifestações e carac- 
terísticas clínicas dessa síndrome, a patologia molecular subjacente é 
complexa. Atualmente, existem pelo menos 11 subtipos genéticos de 
anemia de Fanconi e 7 genes da anemia de Fanconi foram clonados. 
Um deles, o FANCD1 — que na verdade é o BRCA2 e, assim como o 
BRCAI, é um gene de reparação do DNA — parece ser um gene deter- 
minante de suscetibilidade aos cânceres de mama e ovariano identifi- 
cados em certas famílias com predisposição herdada a esses tipos de 
doenças. Esses genes provavelmente atuam como supressores tumorais 
e parecem estar envolvidos na(s) via(s) molecular(es) responsável(is) 
pela alteração da reparação do DNA na anemia de Fanconi (Tischko- 
witz, 2004; Levitus, 2004). O mecanismo da patogênese, no entanto, 
permanece obscuro. 

A síndrome de Kostmann, originalmente denominada “agranulo- 
citose genética infantil” é uma neutropenia congênita rara grave (em 
geral, a contagem absoluta de neutrófilos é < 200/uL) que se manifesta 
no início da infância. Embora essa síndrome inicialmente tenha sido 
identificada como apresentando um padrão autossômico recessivo de 
herança, também ocorrem casos esporádicos e autossômicos domi- 
nantes. É comum observar na medula óssea a presença de granulóci- 
tos imaturos (parada promielocítica/mielocítica), mas poucas formas 
maduras são observadas. A sobrevida do neutrófilo é normal. Embora 
o defeito genético subjacente nas células mieloides precursoras não es- 
teja elucidado por completo, mutações no gene (ELA2), que codifica a 
elastase do neutrófilo, parecem estar presentes na maioria dos pacien- 
tes. Essas mutações podem ser responsáveis pelo início intempestivo 
da apoptose nos mielócitos, acarretando sua destruição prematura e 
interrompendo o ciclo normal de maturação. Além disso, pode ha- 
ver outras alterações moleculares/genéticas produzindo mutações do 
DNA e instabilidade do genoma, as quais contribuem para o início e 
progressão dessa doença (Christensen, 2004; Zeidler, 2002). 

Pacientes com neutropenia cíclica apresentam episódios recorrentes 
de infecção sintomática (fadiga, úlceras bucais, linfadenopatia cervi- 
cal, febre) em razão dos episódios cíclicos de neutropenia grave. Esta é 
devida à periodicidade ou ao ciclo de produção de neutrófilos. A do- 
ença costuma se manifestar na infância, mas pode estar presente na 
vida adulta. Tipicamente, ocorrem oscilações dos níveis de neutrófilos 
e monócitos (níveis normais a muito baixos) durante um período de 
cerca de 21 dias. Mutações no ELA2, gene codificador da elastase do 
neutrófilo, foram identificadas em muitos pacientes (Dale, 2002b). 
Parece que elas são responsáveis pela morte apoptótica seletiva dos 
progenitores neutrofílicos — um mecanismo similar ao observado na 
síndrome de Kostmann, como discutido anteriormente. 

A neutropenia crônica familiar ou neutropenia benigna familiar refe- 
re-se a uma contagem de neutrófilos abaixo do “normal”, observada em 
certas etnias. Trata-se de um achado incidental e clinicamente estável, 
sem predisposição à infecção e considerado uma variação genética. 

É importante observar que as duas causas mais frequentes de neu- 
tropenia congênita são a neutropenia da hipertensão induzida pela 
gestação (HIG — mais comum) e as infecções bacterianas avassalado- 
ras. Os sinais típicos de infecção, incluindo um desvio granulocítico 
para a esquerda, granulações tóxicas e corpúsculos de Déhle, acompa- 
nham as infecções bacterianas, sendo que essas alterações não são ob- 
servadas na HIG. Em geral, a condição não persiste além da primeira 
semana de vida e outras causas devem ser investigadas para bebês com 
neutropenia persistente (Christensen, 2004). 

Pacientes com doenças por imunodeficiência congênita ou pri- 
mária podem apresentar algum grau de neutropenia. Indivíduos do 


sexo masculino com agamaglobulinemia ligada ao X (XLA, X-linked 
agammaglobulinemia) frequentemente apresentam neutropenia, sen- 
do que a XLA deve ser considerada no diagnóstico diferencial de neu- 
tropenia crônica em bebês. Uma tirosina quinase não receptor anor- 
mal, envolvida na transdução de sinal e na diferenciação de células 
hematopoéticas, parece estar envolvida. Isso é devido à ocorrência de 
várias mutações no gene Btk (tirosina quinase do linfócito B ou de 
Bruton), localizado no braço longo do cromossomo X (q22). Outras 
síndromes congênitas que possuem uma associação proeminente com 
a neutropenia são a deficiência seletiva de IgA, imunodeficiência co- 
mum variável e síndrome de hiper-IgM (Cham, 2002). 

Certas doenças autoimunes também podem estar associadas à neutro- 
penia crônica. Tanto a artrite reumatoide quanto o lúpus eritematoso 
sistêmico apresentam essa associação (Starkebaum, 2002). A combinação 
de neutropenia crônica e artrite reumatoide é denominada síndrome de 
Felty. Pacientes com essa síndrome desenvolverão sintomas decorrentes 
da artrite reumatoide (p. ex., nódulos subcutâneos, contraturas, eritema, 
calor local, sensibilidade, envolvimento de grandes e pequenas articula- 
ções e dor musculoesquelética) e da neutropenia (sintomas de infecções 
bacterianas e fúngicas recorrentes). Muitos desses casos estão associados 
a uma leucemia de linfócitos grandes granulares. 

O lúpus eritematoso sistêmico manifesta-se com envolvimento 
multissistêmico, tornando os sintomas altamente variáveis. Os siste- 
mas comumente afetados são a pele, rins, medula óssea e sistema ner- 
voso central (SNC), além do envolvimento simétrico das articulações. 
Outra vez, a fisiopatologia é complexa. As alterações na proliferação 
e sobrevida dos neutrófilos na neutropenia são devidas, pelo menos 
em parte, à destruição imunomediada, e ocorrem tanto no lúpus eri- 
tematoso sistêmico quanto na síndrome de Fanconi. O aumento da 
apoptose de neutrófilos também ocorre no lúpus eritematoso sistêmi- 
co (Starkebaum, 2002). 

A mielofibrose primária autoimune (Bass, 2001; Pullarkat, 2003; 
Rizzi, 204) é, de certa maneira, uma entidade clínico-patológica rara 
que foi recentemente descrita em pacientes que não apresentam lúpus 
eritematoso sistêmico ou qualquer outra doença autoimune bem de- 
finida. Embora essa entidade ainda esteja sendo definida, os pacientes 
apresentam citopenias crônicas no sangue periférico, fibrose da medu- 
la óssea com celularidade medular variável e agregados linfoides me- 
dulares na ausência de outros distúrbios que tipicamente causam mie- 
lofibrose. Eles incluem a neoplasia hematológica primária de medula 
Óssea, infecções, câncer metastático ou osteopatias (p. ex., doença de 
Paget ou hiperparatireoidismo). O prognóstico desses pacientes parece 
ser muito bom quando a terapia à base de corticosteroide é adotada. 

A neutropenia isolada ou agranulocitose é bastante incomum em 
adultos. Quando um processo mielotísico (p. ex., carcinoma metas- 
tático, tuberculose disseminada ou doença de Gaucher) se infiltra na 
medula óssea, o dano não se limita à granulocitopoese, afeta também 
os normoblastos e os megacariócitos. Entretanto, por causa do curto 
período de vida dos granulócitos, a neutropenia é o efeito mais preco- 
cemente reconhecível no sangue. O dano ao tecido eritropoético pode 
levar semanas para se manifestar por causa do período de vida usual- 
mente longo dos eritrócitos. As plaquetas apresentam um período de 
vida bem curto. Por outro lado, os megacariócitos são mais resistentes 
à lesão. 

A neutropenia devida ao aumento da granulocitopoese ineficaz 
ocorre nas anemias megaloblásticas e mediante o uso de fármacos com 
efeito antifolato. Nessas condições, em geral ocorre uma associação de 
anemia e trombocitopenia. A medula óssea costuma ser hiperplásica. 
Na anemia megaloblástica devida à deficiência nutricional, supressão 
da síntese de DNA farmaco-induzida ou erro inato do metabolismo, a 
maturação nuclear/citoplasmática assíncrona (alteração megaloblás- 
tica ou megaloblastose) é identificada nas células medulares progeni- 
toras. À granulocitopoese ineficaz também pode ocorrer na mielodis- 
plasia, abordada na seção sobre distúrbios neoplásicos. 

Na inanição, a celularidade tende a diminuir e uma alteração mor- 
fológica medular — denominada atrofia serosa gordurosa ou trans- 
formação gelatinosa da medula óssea — está presente. Essa alteração 
revela uma perda de células hematopoéticas no estroma medular, que 
são substituídas por adipócitos pequenos ou encolhidos expandidos 
por um material intercelular homogêneo eosinofílico. A hipocelula- 
ridade da medula óssea é tipicamente observada na doença avançada. 
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diminuição da lisozima plasmática ou sérica (muramidase). 

A neutropenia transitória pode ocorrer de forma precoce em certas 
infecções, seguida de leucocitose quando a produção medular se igua- 
la à demanda. Como observado anteriormente, na infecção bacteriana 
generalizada grave, a neutropenia com desvio para a esquerda pode ser 
devida à incapacidade de a produção medular compensar a utilização 
periférica. Algumas infecções bacterianas, sobretudo a brucelose e as 
infecções por Salmonella, apresentam uma propensão à neutropenia. 
Elas também podem ter algum efeito depressor sobre a medula óssea. 
Pacientes com infecções virais (p. ex., sarampo e rubéola) apresentam 
neutropenia durante vários dias após o aparecimento do exantema. 
Isso provavelmente é devido em parte ao aumento da utilização. Ou- 
tras infecções virais agudas (p. ex., hepatite, MI e influenza) também 
podem causar neutropenia aguda. A linfocitose está presente e persis- 
te após o desaparecimento da neutropenia. 

A neutropenia do hiperesplenismo foi atribuída à remoção seletiva 
de neutrófilos pelo baço. Ela está associada à hiperplasia neutrofílica 
da medula óssea e é corrigida pela esplenectomia. A esplenomegalia 
devida a muitas causas pode acarretar diminuição do tempo de vi- 
da dos neutrófilos e neutropenia. As causas incluem a esplenomega- 
lia congestiva, síndrome de Felty, doença de Gaucher e linfoma. Em 
alguns casos de síndrome de Felty (neutropenia e esplenomegalia na 
artrite reumatoide), pode haver um anticorpo específico antineutró- 
filo. Ramirez et al. (2004) recentemente demonstraram um aumento 
da apoptose em pacientes com cirrose e ascite, que pareceu ser de- 
pendente dos elevados níveis de atividade de caspase-3 observados. 
Esses pacientes apresentaram propensão ao desenvolvimento de neu- 
tropenia e infecção. No passado, isso era grandemente atribuído ao 
hiperesplenismo com aumento da depuração esplênica de neutrófilos. 
Contudo, estes achados recentes sugerem que outros mecanismos, pe- 
lo menos em parte, também podem contribuir. 

A pseudoneutropenia pode ser causada por aumento da margina- 
lização de neutrófilos em alguns indivíduos, sem uma diminuição da 
contagem total de granulócitos. Em vez de apresentar uma distribui- 
ção igual entre o MGP e o CGP, um aumento da proporção de neu- 
trófilos parece estar presente no MGP. Pequenas doses de endotoxina 
causam um desvio de neutrófilos para o MGP do CGP, causando uma 
neutropenia aparente, antes de causarem uma leucocitose. Em ani- 
mais, agentes anestésicos (p. ex., éter) causam o mesmo tipo de pseu- 
doneutropenia. 


Alterações morfológicas em neutrófilos 

Além de alterações quantitativas, também ocorrem alterações mor- 
fológicas qualitativas nos neutrófilos. Algumas delas, como a presença 
de grânulos tóxicos ou vacúolos citoplasmáticos, são adquiridas e de- 
saparecem quando o estímulo que as provocou é eliminado. Tais al- 
terações foram bem ilustradas e revistas por Brunning (1970) e, mais 
recentemente, por Kroft (2002). 

Deve ser observado que os distúrbios da função leucocitária podem 

existir sem qualquer anormalidade estrutural detectável pelos méto- 
dos usuais de análise morfológica. 
Granulação tóxica (Tab. 32.4). Grânulos tóxicos são elementos cito- 
plasmáticos de cor azul-escuro a roxo, presentes nos estágios de me- 
tamielócitos, bastonetes ou neutrófilos. São peroxidase-positivos e 
podem estar presentes em pequenas ou grandes quantidades. Neutró- 
filos tóxicos podem apresentar menor atividade de peroxidase do que 
os neutrófilos normais. A granulação tóxica é observada em infecções 
ou outras condições tóxicas, mas também pode ser encontrada em 
condições reativas não infecciosas (Fig. 32.1). 

Em geral, grânulos neutrofílicos apresentam cor variável do marrom- 
claro ao rosa e são encontrados em neutrófilos metamielócitos, bas- 
tonetes e em formas maduras. Mesmo grânulos inespecíficos ou azu- 
rofílicos, que apresentam cor azul-escuro no estágio promielocítico, 
normalmente perdem a basofilia no estágio de neutrófilo maduro, onde 
representam aproximadamente 1/3 dos grânulos existentes em um ser 
humano. Grânulos tóxicos são elementos azurófilos que retêm a reação 
de coloração basofílica por falta de maturação ou que desenvolveram 
um aumento de basofilia no neutrófilo maduro. Além disso, eventuais 
divisões saltadas durante o desenvolvimento do neutrófilo podem acar- 
retar uma maior proporção de grânulos do tipo azurófilo. O aumento 


Tabela 32.4 Alterações morfológicas em neutrófilos 


Granulação tóxica — grânulos citoplasmáticos azurofílicos observados em 
infecções graves, outras condições tóxicas e condições reativas 

Vacuolos citoplasmáticos — observados em infecções, indicando fagocitose 
Corpúsculos de Dohle — remanescentes citoplasmáticos de ribossomos ovais de 
coloração azul-claro observados em infecções e outras condições 

Anomalia de May-Hegglin — condição autossômica dominante rara com 
inclusões ribossômicas citoplasmáticas de coloração azul-claro semelhantes aos 
corpúsculos de Dohle 

Anomalia de Reilly — granulação azurofílica proeminente não relacionada à 
infecção 

Anomalia de Pelger-Huét — núcleos bilobados ou arredondados com forma de 
pincenê 

Sindrome de Chédiak-Higashi — distúrbio autossômico recessivo com grânulos 
gigantes, possivelmente representando lisossomos gigantes fundidos e função leu- 
cocitária anormal 





Figura 32.1 Neutrófilo com granulação tóxica, com dois bastonetes. Inclusões 
basofílicas (corpúsculos de Dôhle) também estão presentes (x 1.000). 


da basofilia dos grânulos azurófilos, simulando grânulos tóxicos, pode 
ocorrer em células normais expostas a um tempo de coloração prolon- 
gado ou diante da diminuição do pH na reação de coloração. 

Vacúolos citoplasmáticos também sinalizam a ocorrência de altera- 
ção tóxica quando as lâminas são preparadas com sangue fresco sem 
anticoagulante para eliminar a possibilidade de artefatos de degenera- 
ção. A vacuolização tóxica parece apresentar uma especificidade > 90% 
para a infecção e, quando presente com granulação tóxica, corpúsculos 
de Déhle ou desvio para a esquerda, parece ser significativamente pre- 
ditiva de infecção sistêmica (Kroft, 2002). Vacúolos ou depleção irre- 
gular de grânulos apontam a ocorrência de fagocitose (Fig. 32.2). 
Corpúsculos de Déhle. São pequenas inclusões ovais no citoplasma 
periférico de neutrófilos polimorfonucleares, as quais se coram em 
azul-claro pela técnica de Wright (Fig. 32.1). São remanescentes de ri- 
bossomos livres ou do retículo endoplasmático rugoso persistente de 
um estágio de desenvolvimento anterior. A princípio, os corpúsculos 
de Dôhle foram descritos como especialmente proeminentes na febre 
escarlate, mas podem ser observados em numerosas doenças infeccio- 
sas, queimaduras, anemia aplástica e após a administração de agentes 
tóxicos. Eles podem acompanhar granulações tóxicas nos neutrófilos. 
Ao microscópio, os corpúsculos de Déhle assemelham-se às inclusões 
observadas na anomalia de May-Hegglin. Outra alteração tóxica ob- 
servável nos neutrófilos é o aparecimento ocasional de várias espículas 
pontiagudas ou arredondadas, que se estendem a partir do núcleo. 
Anomalia de May-Hegglin. Trata-se de uma condição autossômica 
dominante rara que envolve o gene codificador da cadeia pesada da 
miosina não muscular 9 (MYH9), ligado ao cromossomo 22q12-13 
(Kelley, 2000; Martignetti, 2000; Seri, 2000). As mutações parecem al- 
terar a formação e a estabilidade da miosina e podem ser responsáveis 
pela fisiopatologia subjacente e alterações observadas na estrutura e na 
função de leucócitos e plaquetas. Parece que, ao nível molecular, vá- 
rias mutações em MYH9 são, pelo menos parcialmente, responsáveis 
por um espectro fenotípico de doença. Esse espectro parece incluir a 





Figura 32.2 Neutrofilia tóxica leucemoide com desvio para a esquerda e 
vacuolização tóxica (x1.000). 


anomalia de May-Hegglin e as síndromes de plaquetas de Sebastian, 
Fechtner e Epstein (Heath, 2001; Seri, 2003). Esse espectro pode 
ser fenotipicamente modificado pela expressão aberrante do gene 
fibulina-1, a qual pode ser responsável pela variabilidade clínica da 
doença (Toren, 2003). A fibulina-1 é um gene codificador de uma gli- 
coproteína secretada, presente na membrana basal de muitos órgãos. 

Embora seja clinicamente variável, essa anomalia é caracterizada 
pela presença de inclusões azul-claras (parecidas com os corpúsculos 
de Dohle neutrofílicos), plaquetas gigantes e, em alguns indivíduos, 
trombocitopenia (Fig. 32.3). As inclusões são maiores e mais proe- 
minentes que os córpúsculos de Dôhle observados em infecções. Elas 
foram descritas em eosinófilos, basófilos e monócitos, assim como 
em neutrófilos (Brunning, 1970). A coloração azul das inclusões po- 
de ser abolida pelo tratamento prévio das células com ribonuclease. À 
microscopia eletrônica, a aparência das inclusões difere daquela dos 
corpúsculos de Déhle (compostos de filamentos paralelos de retículo 
endoplasmático rugoso), sugerindo alterações estruturais no DNA e 
nos ribossomos (So, 2003). A função granulocitica é normal. 
Anomalia de Alder-Reilly. Uma granulação densa, proeminente e 
maior que a normal em todos os leucócitos foi descrita por Alder, em 
1939 (Fig. 32.4). Nos neutrófilos, essa granulação pode se assemelhar 
à granulação tóxica, mas não tem relação com a infecção nem é transi- 
tória. Em 1941, Reilly descreveu granulócitos similares em alguns (mas 
não em todos) pacientes com gargulismo, síndrome de Hurler ou, mais 
genericamente, mucopolissacaridoses genéticas (Reilly, 1941). Outras 
observações mostraram que a granulação densa em neutrófilos pode 
ocorrer como uma característica das mucopolissacaridoses genéticas ou 
independentemente em indivíduos saudáveis (Brunning, 1970). 

A presença de uma inclusão metacromiatica nos linfócitos circundada 
por um espaço claro (Fig. 32.5) é mais frequente do que a anomalia de 
Alder-Reilly nas mucopolissacaridoses genéticas. Macrófagos na me- 
dula óssea com frequência apresentam granulação similar. Esse grupo 
de distúrbios é herdado e caracterizado por deficiências ou desarranjos 
de várias enzimas lisossômicas necessárias para a degradação de muco- 
polissacarídeos. O resultado é o depósito e armazenamento anormais 
de mucopolissacarídeos em múltiplos órgãos. Anormalidades esquelé- 
ticas são proeminentes. 

Anomalia de Pelger-Huêt. Essa condição autossômica dominan- 
te hereditária envolve a falha da segmentação normal dos núcleos 
granulocíticos. A maioria dos núcleos é bilobada e arredondada, com 
uma forma característica de “óculos” ou “pincené” (Fig. 32.6). A croma- 
tina é bem grosseira e as formas observadas não correspondem às nor- 
mais de bastonetes jovens. Quando um grande número de neutrófilos- 
bastonetes aparece na contagem diferencial de um paciente sem infecção 
nem outra causa, a análise cuidadosa de esfregaços de sangue do pacien- 
te e de seus familiares em alguns casos permite estabelecer a presença da 
anomalia de Pelger-Hiiet. As células são funcionalmente normais. 

Um distúrbio adquirido similar de segmentação nuclear de granu- 
lócitos pode ser observado em casos de leucemia granulocítica, distúr- 
bios mielodisplásicos e alguns distúrbios mieloproliferativos, algumas 
infecções e após a exposição a certos fármacos (Brunning, 1970). Isso 
é denominado pseudoanomalia de Pelger-Huét. Além dos bastonetes 
e neutrófilos com apenas dois segmentos, células maduras com nú- 
cleos redondos não segmentados e cromatina grosseira são comuns. 


Figura 32.3 Anomalia de May-Hegglin, mostrando inclusões semelhantes aos 
corpúsculos de Dahle (x1.000). 





Figura 32.4 A anomalia de Alder-Reilly pode ser observada em indivíduos saudáveis 
ou nas mucopolissacaridoses, nas quais os grânulos são metacromaticos (x1.000). 
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Figura 32.5 Mucopolissacaridoses genéticas frequentemente apresentam grânulos 
linfocíticos anormais com halos circundantes. Nessas células da mesma esfregaço de 
sangue, os neutrófilos apresentam alteração similar (x1.000). 





Figura 32.6 Anomalia de Pelger-Huêt herdada (x1.000). 


Em contraste com a anomalia de Pelger-Huét congênita, núcleos em 
forma de anel e outros núcleos anormais podem ser observados, e o 
citoplasma em geral é hipogranuloso. 

Síndrome de Chédiak-Higashi. Esse raro distúrbio autossômico re- 
cessivo é caracterizado por albinismo óculo-cutâneo parcial, fotofobia, 
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tras células que contêm grånulos, defeitos neurológicos e infecções pio- 
gênicas frequentes (Introne, 1999). Ocorre uma fase acelerada similar 
ao linfoma com linfadenopatia, hepatoesplenomegalia e pancitopenia. 
Infiltrados linfoides são disseminados, e a morte ocorre em um estágio 
inicial. Granulócitos, monócitos e linfócitos contêm grânulos gigantes 
(Fig. 32.7), os quais parecem ser lisossomos anormais. A patogênese 
desse distúrbio está ligada a uma anormalidade da maturação granu- 
lar, causando um aumento de tamanho e aparente fusão de grânulos e 
vesículas (p. ex., lisossomos, melanossomos e grânulos densos de pla- 
quetas) em todos os tipos celulares. Existem anormalidades funcionais 
nos leucócitos. Embora o mecanismo ainda não tenha sido totalmente 
elucidado, um modelo genético de camundongo beige, hoje em estudo, 
revelou uma mutação no gene que codifica CHS/beige para a proteína 
CHS1 ou Lyst. O gene LYST (liposomal trafficking regulator,regulador 
do tráfego lisossômico) aparece envolvido na regulação do tamanho da 
vesícula, no tráfego e no movimento intracelular, de modo que a migra- 
ção e a liberação vesicular são anormais (Ward, 2002). 

O termo “mielocatexia” é aplicado à neutropenia periférica com a 
presença de neutrófilos da medula óssea. A síndrome WHIM (warts, 
hypogammaglobulinemia, infection and myelokathexis, verrugas, hipo- 
gamaglobulinemia, infecção e mielocatexia) é uma doença autossômica 
dominante rara do tráfego de leucócitos que envolvem o cromossomo 
2q21. Ela aparece devido a mutações no gene do receptor de quimiocina 
CXCR4 e à resposta leucocitária alterada a seu ligante funcional, a CX- 
CL12. As alterações hematológicas incluem a neutropenia periférica gra- 
ve com linfopenia também comum, mas com hiperplasia granulocítica 
da medula óssea (Gorlin, 2000; Hernandez, 2003; Gulino, 2003, 2004). 


Distúrbios funcionais dos neutrófilos 


Distúrbios herdados ou adquiridos, que afetam neutrófilos e outros 
leucócitos, podem acarretar função anormal e consequente susceti- 
bilidade a infecções. Deficiências de fatores hormonais (anticorpos, 
componentes do complemento) podem resultar em uma quimiota- 
xia ou opsonização defeituosa. Como descrito anteriormente, alguns 
distúrbios herdados (p. ex., anomalias de May-Hegglin, Alder-Reilly 
e Pelger-Huét) apresentam aspectos morfológicos alterados, mas fun- 
ção granulocítica aparentemente normal. Outras condições herdadas 
(p. ex., síndrome de Chédiak-Higashi e deficiência granular especifi- 
ca [DGE]) apresentam alteração morfológica e funcional. Condições 
herdadas (p. ex., doença granulomatosa crônica, deficiência de mielo- 
peroxidase [MPO] — DMP, e deficiência de adesão leucocitária) apre- 
sentam distúrbios funcionais com morfologia essencialmente normal 
observada em lâminas coradas pelos métodos de Wright e Giemsa. 

A doença granulomatosa crônica (Lakshman, 2001; Vignais, 2002; 
Heyworth, 2003; Jurkowska, 2004) é uma imunodeficiência primária 
rara que afeta neutrófilos, eosinófilos, macrófagos e monócitos e é de- 
corrente da incapacidade dessas células fagocitárias de matar micror- 
ganismos intracelulares. Os pacientes apresentam infecções bacteria- 
nas e fúngicas recorrentes (pele, fígado, boca, linfonodos). Estas levam 
a lesões granulomatosas crônicas (uma característica importante da 
doença) que podem, por sua vez, obstruir sistemas orgânicos vitais 
e acabar levando à morte. Os sintomas ocorrem de forma precoce, e 
tanto a forma autossômica recessiva (~ 66%) quanto a ligada ao X (~ 
33%) são conhecidas. 

A etiologia da doença está associada à ocorrência de defeitos genéti- 
cos afetando qualquer um dos componentes ligados à membrana ou 
dos componentes citoplasmáticos da NADPH oxidase. Esse complexo 
enzimático não é formado e, em consequência, permanece inativo nas 
células em repouso. Porém, com a estimulação celular, os componen- 
tes da membrana e do citoplasma juntam-se e formam o complexo 
ativo de NADPH oxidase-proteína que pode começar a funcionar. 
Após ser formada, essa enzima é responsável pela produção de ânion 
superóxido (NADPH + 20; 20; + NADP* + Hº), assim como de 
peróxido de hidrogênio e ácido hipocloroso, mediadores moleculares 
da morte celular microbiana. A produção dessas espécies altamente 
reativas de radicais livre de oxigênio costuma ser denominada “explo- 
são respiratória”, indicando o aumento do consumo de oxigênio que 
ocorre com a ativação da NADPH oxidase. Portanto, qualquer defei- 
to nessa enzima, que impeça ou reduza de forma significativa a sua 
atividade permitirá que microrganismos intracelulares permaneçam 





Figura 32.7 Neutrófilo e linfócitos com grânulos grandes na síndrome de 
Chédiak-Higashi (x1000). 


viáveis e, em consequência, se disseminem (pela mobilidade celular 
e semeadura do tecido adjacente), produzindo infecção recorrente e 
doença granulomatosa. Estudos do perfil da expressão genética global 
(Kobayashi, 2004) sugerem que tanto o aumento da atividade pró-in- 
flamatória quanto da apoptose defeituosa de neutrófilos podem estar 
envolvidos. 

A MPO está presente nos neutrófilos (em grânulos azurófilos/pri- 
mários) e monócitos (nos lisossomos), mas está ausente nos pró-mo- 
nócitos e macrófagos tissulares. A MPO catalisa a produção celular de 
hipoclorito (CIO”) ou de ácido hipocloroso (H.O, + Cl — H,O + 
CIO”). O HOCI é um forte oxidante normalmente envolvido na des- 
truição de microrganismos intracelulares, assim como possivelmente 
de células tumorais (Hoy, 2002). Embora um único gene codifique a 
MPO, o produto da translação sofre algumas reações de modificação 
complexas, incluindo a inserção do heme, para produzir a molécula 
enzimática ativa final (Nauseef, 2004). 

A deficiência de MPO primária é um distúrbio congênito que não é 
incomum e é facilmente identificado com contadores celulares auto- 
máticos que incorporam a mensuração da atividade da MPO na con- 
tagem diferencial. A deficiência de MPO secundária, a qual pode ser 
transitória e corrigida com tratamento da doença subjacente, pode ser 
secundária a condições como neoplasias mieloides, fármacos, doenças 
infecciosas graves, diabetes melito e gestação (Lanza, 1998). A DMP 
primária pode ser total ou parcial e, em geral, não apresenta um au- 
mento da frequência de infecção na maioria dos indivíduos (Lanza, 
1998; Lakshman, 2001; Suzuki, 2004), apesar de um aumento ter sido 
relatado em um estudo recente (Kutter, 2000). 

Com respeito à estrutura, a peroxidase eosinofílica humana está in- 
timamente relacionada com a MPO, mas é encontrada nos grânulos 
de eosinófilos e é codificada por um gene diferente. Acredita-se que 
a sua deficiência seja extremamente rara, não está relacionada com a 
deficiência de MPO, pode apresentar herança autossômica recessiva e 
parece que ela não causa sintomas clínicos (Nakagawa, 2001). 

Pacientes com uma condição extremamente rara — a deficiência gra- 
nular específica — apresentam infecções bacterianas múltiplas, núcleos 
bilobados atípicos nos neutrófilos e ausência de grânulos citoplasmá- 
ticos secundários/específicos nos neutrófilos quando lâminas de san- 
gue são coradas com coloração de Wright. A deficiência específica de 
grânulos também afeta os eosinófilos. Além da deficiência de grânulos 
e comprometimento da atividade bactericida, os neutrófilos apresen- 
tam defeito na quimiotaxia, suprarregulação do receptor e desagrega- 
ção. Uma mutação no gene do fator de transcrição mieloide específico 
(CCAAT/enhancer binding protein-e ou C/EBPe) parece ter papel nes- 
sa doenca (Rosenberg, 1993; Gombart, 2001; Khanna-Gupta, 2001). 

Como a função adequada dos neutrófilos depende da adesão inter- 
celular mediada pelas integrinas, não é surpreendente que existam 
doenças de deficiência de adesão leucocitária (DAL). As integrinas são 
essencialmente moléculas de superfície não adesivas presentes nos leu- 
cócitos circulantes. Estes, mediante estimulação adequada, se tornam 
adesivos ou desenvolvem um aumento das propriedades de ligação a 
seus ligantes específicos. Isso aparentemente se deve a uma alteração 
conformacional na estrutura molecular das integrinas e/ou à agrega- 
ção de números maiores de moléculas na superfície celular. Por fim, 
tanto a adesão leucocitária quanto a migração se tornam defeituosas 


e, como consequência clínica, observa-se a ocorrência de infecção re- 
corrente e leucocitose. 

Foram descritos três tipos de deficiência de adesão leucocitária (Bun- 
ting, 2002; Gabius, 2002; McDowall, 2003; Etzioni, 2004). Na DAL I, 
uma mutação da subunidade B, (do CD18) resulta na falta de expres- 
são normal da integrina, provocando sua ausência ou uma disfunção 
na superfície celular. São observadas infecções graves recorrentes, neu- 
trofilia na infecção grave e retardo da separação do cordão umbilical. 
A DAL II se deve à ocorrência de uma mutação que afeta o transporte 
de fucose e acarreta diminuição da expressão dos ligantes de selectina 
tanto em leucócitos (CD15a ou sialil Lewis X) como em outras células. 
Ocorre neutrofilia (com ou sem infecção) e anormalidades de desen- 
volvimento. Na DAL III, a expressão do CD18 e do CD15a nos leucó- 
citos é normal. Por outro lado, parece haver um defeito na ativação da 
integrina (via quimiocinas endoteliais) em decorrência de uma muta- 
ção que afeta os receptores acoplados à proteína G (GPCRs, G-protein- 
-coupled receptors). Se a ligação entre os GPCRs dos leucócitos e as 
quimiocinas endoteliais não ocorrer, a ativação da integrina e a adesão 
dos leucócitos são impossibilitadas. Ocorrem infecções graves recor- 
rentes, neutrofilia com infecção e tendência ao desenvolvimento de he- 
morragias. Esta última é observada porque as integrinas plaquetárias 
GPIIbB, não são ativadas. Algumas formas de DAL podem ser diagnos- 
ticadas por citometria de fluxo, que revela a ausência de expressão de 
CD18 ou CD15a nos neutrófilos (Roos, 2001). 


Eosinofilia 


A eosinofilia se dá quando os eosinófilos no sangue ultrapassam ~ 
0,35 x 10°/L na contagem de grandes quantidades de células, como 
aquelas realizadas em equipamentos automatizados ou via contagem 
direta em câmara; ou ~ 0,5 x 10°/L, quando a contagem é calculada a 
partir do diferencial de 100 a 200 células e na contagem total de leucó- 
citos. A eosinofilia está tipicamente associada a processos alérgicos (a 
causa mais comum em pacientes ambulatoriais na América do Norte) 
(Brigden, 1999) e infecções parasitárias. Ambos são tipos secundários 
ou reativos comuns de eosinofilia. Classicamente, a principal função 
dos eosinófilos parecia ser a liberação de conteúdo granular ou de es- 
pécies reativas do oxigênio geradas pela membrana celular para dani- 
ficar o organismo-alvo ou a célula agressora (Shurin, 1988). Hoje em 
dia, acredita-se que a função eosinofílica seja mais complexa porque 
aparentemente apresenta funções adicionais, com possíveis papéis de 
sinalização imunorreguladora e pró-inflamatória. Por essa razão, o eo- 
sinófilo parece ser capaz de atuar como célula efetora e/ou reguladora. 

Fatores similares influenciam a contagem de eosinófilos, como des- 
crito anteriormente, em relação à de neutrófilos. Esses fatores são: (1) 
mitose/proliferação, maturação/armazenamento e liberação para/da 
medula óssea; (2) taxa de escoamento de eosinófilos do sangue (ro- 
lagem, espraiamento, adesão e migração); (3) tráfego de eosinófilos 
para locais específicos de acúmulo; e (4) sobrevida e taxa de destrui- 
ção de eosinófilos nos tecidos. A produção de eosinófilos é estimu- 
lada pela IL-5, a migração é influenciada pela quimiocina eotaxina e 
os dois fatores interagem produzindo a eosinofilia (Palframan, 1998). 
As causas e as condições associadas à eosinofilia são apresentadas na 
Tabela 32.5. 

A distinção das causas de eosinofilia secundária é um pouco arbi- 
trária e existe uma grande sobreposição entre as condições. Talvez seja 
mais importante distinguir a eosinofilia reativa, que é devida a proces- 
sos clonais (p. ex., LMC), da eosinofilia idiopática com evidência de 
envolvimento orgânico, embora também haja uma sobreposição entre 
essas condições. 

As leucemias eosinofiílicas costumam apresentar aumento da pro- 
porção de mieloblastos e mielócitos eosinofílicos, e a presença de um 
cariótipo anormal ou de outras evidências de um distúrbio mielopro- 
liferativo sugere uma eosinofilia originária de um clone leucémico, en- 
quanto a eosinofilia que ocorre na leucemia linfoide é provavelmente 
reativa (Bain, 1996). A eosinofilia em geral está presente na leucemia 
mieloide crônica (LMC), e alguns casos apresentam como caracteris- 
tica principal uma eosinofilia acentuada (Gotlib, 2003). A leucemia 
eosinofílica crônica é distinta da LMC e apresenta anormalidades ci- 
togenéticas diferentes e variadas (Bain, 2004). 

Algumas neoplasias hematológicas podem ser acompanhadas de eo- 
sinofilia, como se observa, por exemplo, na leucemia aguda, doença 


Tabela 32.5 Principais causas de eosinofilia 


Alérgicas — urticária, febre do feno, asma 

Inflamatórias — fasciíte eosinofílica, síndrome de Churg-Strauss 

Parasitárias — triquinose, filaríase, esquistossomose 

Infecções não parasitárias — fúngica sistêmica, febre escarlate, pneumonia por 
Chlamydia da infância 

Respiratórias — síndromes eosinofílicas pulmonares (de Loeffler, eosinofilia 
pulmonar tropical), síndrome de Churg-Strauss 

Neoplasicas — LMC, linfoma de Hodgkin, linfomas de células T 

Síndromes hipereosinofilicas idiopáticas — afetando coração, fígado, baço, SNC e 
outros órgãos 

Outras — certos fármacos, neoplasias hematológicas e viscerais, doenças infla- 
matórias gastrintestinais, sarcoidose, síndrome de Wiskott-Aldrich 


de mastócitos sistêmica, discrasias de plasmócitos, além de doenças 
mielodisplásicas e mieloproliferativas. A eosinofilia também pode 
ocorrer em uma neoplasia primária originada em outro órgão, co- 
mo pulmão, tecido mole ou cólon. Raros casos relatados na literatura 
associam a reação leucemoide eosinofílica ao melanoma metastático 
(Oakley, 1998), histiocitoma fibroso maligno (HEM) (Melhem, 1993) 
e carcinoma pulmonar (Varindani, 1982). Parece que anormalidades 
na expressão e regulação de citocinas são responsáveis, pelo menos em 
parte, por essa reação. Um paciente com HFM apresentou reação leu- 
cemoide granulocítica (Melhem, 1993). 

A eosinofilia é, em geral, um componente proeminente no tecido 
afetado pelo linfoma de Hodgkin, e foi relatado que um envolvimento 
extenso indica um prognóstico ruim (von Wasielewski, 2003). A eosi- 
nofilia tissular e sanguínea também é observada em linfomas de célula 
T e, de modo similar, pode ser indicativa de um prognóstico negativo 
(Tancrede-Bohin, 2004). Algumas vezes, a eosinofilia é proeminen- 
te na leucemia linfoblástica aguda, sobretudo naquelas com t(5,14) 
(q31;q32) (Bain, 2001a). 

Hipersensibilidade, reações alérgicas e condições atópicas (p. ex., 
asma brônquica e rinite sazonal) são caracterizadas pela eosionofilia. 
Essas reações imunes são mediadas pela imunoglobulina E (IgE), que 
acarreta degranulação de mastócitos e basófilos com liberação de um 
fator quimiotático para eosinófilos. Eosinófilos são encontrados no 
sangue, medula óssea, escarro (na asma brônquica) e em secreções na- 
sais e conjuntivais (rinite sazonal). A eosinofilia sanguínea geralmente 
é apenas leve ou moderada (0,4-1,0 x 10°/L). 

Na asma, a contagem absoluta de eosinófilos é útil no tratamento, 
porque o nível de eosinofilia apresenta correlação positiva com o de- 
sempenho pulmonar, indica a adequação da terapia ao esteroide e po- 
de indicar a presença de infecções agravantes. 

Os distúrbios cutâneos incluem alguns distúrbios heterogêneos, ou- 
tros com etiologia conhecida e ainda outros de etiologia desconhecida 
ou idiopáticos, apresentando infiltrados cutâneos locais com eosinó- 
filos (e, tipicamente, outros tipos de células inflamatórias). Alguns 
comumente estão associados à eosinofilia periférica, ao contrário de 
outros (Christophers, 2000). A dermatite atópica e o eczema são fre- 
quentemente acompanhados de eosinofilia sanguínea, sobretudo em 
crianças. No pênfigo, a eosinofilia é característica. A eosinofilia esta 
frequente associda associada a reações urticariformes agudas, mas é 
incomum na urticária aguda. Seja qual for o caso, é importante reco- 
nhecer que o recrutamento de eosinófilos depende da interação ade- 
quada das quimiocinas (IL-5) e seus receptores, assim como da sua 
interação com subgrupos linfocitários específicos (linfócitos T auxi- 
liares de tipo 2 [Th2]) nessas respostas e condições cutâneas. 

No sangue periférico, uma eosinofilia de grau moderado a intenso 
está mais comumente associada à infecção por helmintos (incluindo 
nematódeos, trematódeos e cestódeos). Esta é a causa mais comum de 
eosinofilia no mundo (Brigden, 1999). A eosinofilia é mais acentuada 
na invasão dos tecidos (p. ex., triquinose) do que quando os parasitas 
habitam a luz de um órgão (p. ex., teníase). Alguns parasitas, como Ta- 
enia solium (cisticercose), produzem uma fraca resposta inflamatória 
enquanto estão vivos, mas desencadeiam uma resposta inflamatória 
durante a regeneração do organismo. Outros parasitas, como Trichi- 
nella spiralis (triquinose), causam eosinofilia periférica durante a in- 
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observar que a ausência de eosinofilia não exclui uma infecção parasi- 
tária (Schulte, 2002). 

Na triquinose, o nível de eosinófilos começa a aumentar no sangue 
dias após a infecção. O pico da eosinofilia ocorre durante a terceira ou 
quarta semana. Entretanto, a eosinofilia pode estar ausente em várias 
infestações por Trichinella. 

A persistência de leucocitose e a eosinofilia por meses é observada 
na toxocaríase ou na larva migrans visceral. A migração das larvas de 
nematódeos, seja de cão (Toxocara canis) ou de gato (Toxocara catt), 
causa a infestação. Nessa condição, pode haver lesões pulmonares 
(síndrome de Lóffler ou pneumonia eosinofílica simples). Uma reação 
de hipersensibilidade imune ao nematódeo Ascaris lumbricoides foi 
classicamente associada à síndrome de Löffler. 

Uma outra infecção parasitária com eosinofilia é a erupção serpigi- 
nosa (larva migrans cutânea) causada por larvas de ancilostomídeo 
do cão (Ancylostoma braziliense) ou do gato (Ancilostoma caninum). À 
eosinofilia nessas infecções é dependente da célula T (Basten, 1970) e, 
como já mencionado, depende de múltiplas quimiocinas, moléculas e 
receptores quimiotáticos e interações intercelulares. 

Graus variados de eosinofilia são observados em algumas doenças 
infecciosas. Na febre escarlate, a eosinofilia em geral está associada ao 
exantema cutâneo, cuja natureza é provavelmente alérgica. A coreia 
pode estar associada à eosinofilia, ao contrário das outras formas de 
febre reumática. 

Pneumonias eosinofílicas com manifestações agudas tipicamente 
incluem eosinofilia pulmonar simples ou síndrome de Lóffler, infec- 
ções parasitárias, pneumonias eosinofílicas induzidas por fármacos e 
pneumonia eosinofílica aguda idiopática. Também existem várias sín- 
dromes eosinofílicas pulmonares com manifestações mais crônicas. 
Outros esquemas de classificação dividem a pneumonia eosinofílica 
em pneumonia idiopática (de causa desconhecida) e secundária (in- 
fecção, fármacos, doença imunológica e/ou sistêmica). 

A síndrome de Löffler (pneumonia eosinofílica simples) acomete 
indivíduos de todas as faixas etárias e é caracterizada pela formação de 
exsudatos pulmonares transitórios repetidos, acompanhados de febre 
e sintomas clínicos de bronquite, frequentemente produzindo escarro 
com eosinófilos. Essa condição se resolve em poucas semanas. Pode ser 
causada por uma variedade de exposições, incluindo certos fármacos, 
antígenos inaláveis ou infestação helmíntica (ver acima). Esta última 
ocorre durante períodos de disseminação ou migração, quando os pa- 
rasitas passam do sangue para os alvéolos pulmonares. A síndrome de 
Löffler também pode ser idiopática. 

Muitos fármacos estão associados à eosinofilia sanguínea ou pulmo- 
nar e a infiltrados pulmonares. Os sintomas podem ser leves ou mais 
graves, levando à insuficiência respiratória fulminante. Entretanto, o 
prognóstico é favorável na maioria dos casos e a resolução do quadro 
ocorre com a retirada do fármaco agressor. Assim, no caso desses pa- 
cientes, a obtenção de uma história farmacológica detalhada é essencial 
ao diagnóstico. Os fármacos implicados são: pilocarpina, fisostigmina, 
digitálicos, ácido p-aminosalicílico, sulfonamidas, clorpromazina, fe- 
nitoina, alguns fármacos antidiabetes, alguns agentes antineoplasicos 
e muitos outros. Um mecanismo comum de produção da eosinofilia 
ainda não foi identificado. É importante lembrar que pacientes com 
nefropatia e/ou hepatopatia apresentam maior incidência de reação 
medicamentosa, incluindo eosinofilia, em comparação aos pacientes 
que não apresentam tais condições. 

A eosinoflia pulmonar tropical é uma síndrome caracterizada por 
tosse paroxística e broncoespasmo associados a uma eosinofilia acen- 
tuada. Ela é observada sobretudo na Índia, África, Sudeste Asiático e 
Pacífico Sul. No entanto, ela pode ser observada em qualquer grupo ra- 
cial vivendo em uma área endêmica. A Wuchereria bancrofti (um para- 
sita de seres humanos que se instala nos vasos linfáticos) é a causa mais 
comum e amplamente distribuída dessa doença. Os títulos de IgG e IgE 
antiantígenos de microfilária estão elevados. A doença provavelmente 
consiste numa reação hiperimune causada pelas microfilárias, que po- 
dem ser encontradas às vezes em amostras de biópsia de pulmão ou de 
linfonodos, mas usualmente não são observadas no sangue. A resposta 
ao fármaco antifilária, dietilcarbamazina, é curativa. 

Níveis elevados persistentes de eosinofilia durante longos períodos 
de tempo, nenhuma evidência de causas conhecidas de eosinofilia e 


sinais e sintomas de lesão e dano orgânico são critérios para a inclu- 
são de pacientes na síndrome hipereosinofílica idiopática (Fig. 32.8). 
Esta parece ser uma síndrome heterogênea composta por um número 
de diferentes distúrbios de gravidade variável. Embora a patogênese 
da síndrome hipereosinofílica idiopática não esteja totalmente clara, 
a desregulação da comunicação molecular intra ou intercelular parece 
estar envolvida, pelo menos em algumas de suas formas. Essa desre- 
gulação acarreta a presença de eosinófilos persistentemente ativados 
que liberam grânulos proteicos eosinofílicos e enzimas, mediadores 
lipídicos e citocinas, quimiocinas e fatores do crescimento. Isso não só 
produz dano e lesão tissular, mas também estabelece um “circuito au- 
tócrino” que ativa células continuamente e continua a produzir degra- 
nulação dos eosinófilos, provocando um maior dano celular e tissular. 
Algumas formas parecem ser mediadas por células T, envolvendo um 
subgrupo de linfócitos tipo Th2. Parece que existem pelo menos duas 
formas distintas ou variantes hematológicas: a mieloide e a linfoide. O 
quadro clínico, o comportamento a longo prazo e o risco de maligni- 
zação dessas variantes são diferentes (Brito-Babapulle, 2003; Roufosse, 
2003). Populações clonais de eosinófilos foram observados em alguns 
pacientes com síndrome hipereosinofiilica idiopática (Chang, 1999). 
Em outros pacientes com essa síndrome, foram identificadas popu- 
lações clonais anormais de células T. Essas populações clonais podem 
ser precursores de neoplasias malignas (Simon, 1999). 

O órgão afetado com mais frequência pela síndrome hipereosinofi- 
lica idiopática é o coração, com formação de trombos murais, miocar- 
dite, fibrose endocárdica e miocárdica, pericardite constritiva e endo- 
cardite fibroplástica (Brito-Babapulle, 2003). A hepatoesplenomegalia 
é comum. Outros sistemas podem ser envolvidos e incluem o SNC, 
retina, pulmões, pele, trato gastrintestinal (GI) e rins. 

Existem relatos ocasionais de eosinofilia persistente em famílias 
na ausência de qualquer causa conhecida. Essa condição é conheci- 
da como eosinofilia “familiar” ou “constitucional” e parece ser be- 
nigna (Naiman, 1964). A prevalência exata da eosinofilia “familiar” 
é desconhecida. 


Basofilia 

A basofilia é um aumento da contagem absoluta de basófilos acima 
de 0,2 x 107/L. As causas de basofilia estão listadas na Tabela 32.6. A 
basofilia reativa é um achado incomum. A basofilia é mais frequente- 
mente observada em reações de hipersensibilidade e alérgicas, na LMC 
(Fig. 32.9), na metaplasia mieloide (mielopoese extramedular) e na po- 
licitemia vera (PV). 

A basofilia relativa pode ser transitória após irradiação. A basofilia 
pode estar presente no hipotireoidismo, na anemia hemolítica crônica 
e após esplenectomia. 


Monocitose 

A monocitose é um aumento de monócitos acima do valor de re- 
ferência superior, usualmente 1,0 x10º/L. As causas mais comuns são 
a recuperação da neutropenia e de infecções indolentes. As causas e 
associações da monocitose são apresentadas na Tabela 32.7. 

A monocitose está presente durante o estágio de recuperação de in- 
fecções agudas e da agranulocitose, na qual ela é considerada um sinal 
favorável. A monocitose pode estar presente na endocardite bacteriana 





Figura 32.8 Eosinofilia acentuada de causa desconhecida, sugerindo síndrome 
hipereosinofílica, sangue periférico (x1.000). 


Tabela 32.6 Principais causas de basofilia 


Doença mieloproliferativa 

Alérgicas — alimentos, fármacos, proteínas estranhas 

Infecciosas — varíola, varicela 

Anemia hemolítica crônica — especialmente pós-esplenectomia 
Inflamatórias - doenças do colágeno vasculares, colite ulcerativa 





Figura 32.9 Basofilia acentuada e um eosinófilo em um paciente com positividade 
para cromossomo Philadelphia (x1.000). Cortesia de Robin Abaya, MD. 


Tabela 32.7 Principais causas de monocitose 


Infecciosas — tuberculose, endocardite bacteriana subaguda, sífilis, protozoários, 
riquetsias 

Recuperação de pneumonia 

Hematológicas — leucemias, distúrbios mieloproliferativos, linfomas, mieloma 
múltiplo 

Inflamatórias - doenças do colágeno vasculares, colite ulcerativa crônica, espru, 
miosite, poliarterite, arterite temporal 

Outras — tumores sólidos, púrpura trombocitopénica imune, sarcoidose 


subaguda. Nessa condição, os monócitos podem apresentar fagocito- 
se ou outras células sanguíneas, eritrócitos e leucócitos. Ela pode estar 
presente em infecções micóticas, por riquétsias, protozoárias e virais. 

No entanto, doenças infecciosas são uma causa incomum de mono- 
citose. Em um estudo de 160 casos sucessivos de monocitose absolu- 
ta (Maldonado, 1965), mais de metade deles (85) foram associados a 
uma doença hematológica, incluindo leucemias monocíticas e granu- 
locíticas, linfoma (mais frequentemente, linfoma de Hodgkin), mielo- 
ma múltiplo e distúrbios mieloproliferativos. 


Monocitopenia 

A monocitopenia é uma diminuição de monócitos circulantes abai- 
xo do valor de referência inferior de 0,2 x 107/L. Poucos estudos abor- 
daram a monocitopenia, por causa (1) do grande número de células 
que devem ser contadas em uma contagem diferencial para a obten- 
ção de contagens confiáveis; (2) da distorção de distribuição do es- 
fregaço sanguíneo em cunha para monócitos, em comparação com o 
esfregaço de sangue feito em centrífuga; e (3) da indisponibilidade, até 
bem recentemente, de automação, fazendo com que grandes números 
de células sejam contados de forma rotineira. 

Durante a terapia com prednisona, os monócitos caem durante as 
primeiras horas após a primeira dose, mas eles retornam a níveis acima 
do original em 12 horas. A monocitopenia também foi observada na 
leucemia de células pilosas. Ela é incomum como um achado isolado. 


Distúrbios linfocíticos e plasmacíticos 


Linfócitos nos indivíduos normais 

Em indivíduos normais, os números absolutos de linfócitos e célu- 
las T são mais altos nas crianças jovens. O percentual de linfócitos no 
sangue é normalmente de até 50% nos primeiros 5 anos. Durante a 


primeira década de vida, a contagem absoluta de linfócitos e o nú- 
mero absoluto de células T diminuem, mas permanecem mais altos 
que os observados nos adultos. Na adolescência, a contagem absoluta 
de linfócitos e o número de células T atingem os valores observados 
durante a vida adulta. O número absoluto de linfócitos B permanece 
estável durante todos os estágios da vida (Davey, 1977; Perkins, 2004). 
Na adolescência e na vida adulta, os linfócitos representam de 20 a 
40% de todos os leucócitos ou 1,5—4,0 x 10 células/L. 

Existe alguma discordância em relação ao número absoluto de lin- 
fócitos e o número de células T nos indivíduos idosos. Embora alguns 
estudos (Diaz-Jouanen, 1975) indiquem que há uma diminuição na 
contagem total de linfócitos e do número de células T, outros inves- 
tigadores não observaram qualquer alteração significativa na conta- 
gem total de linfócitos e células T em indivíduos idosos (Davey, 1977; 
Weksler, 1974). A relação normal CD4/CD8 é de 1,0 a 3,4, mas foram 
observados valores de até 12 em condições reativas. No recém-nascido, 
os números totais de células T e células T CD8+ podem ser similares 
ou menores em comparação com os adultos, enquanto o número total 
de células T CD4 + pode ser similar ou menor (De Waele, 1988). 


Linfocitose 

A linfocitose é um aumento do número de linfócitos no sangue pe- 
riférico. Os intervalos de referência são de ~ 1,5—4 x10º/L no adulto 
e de ~ 1,5-8,8 x10°/L na criança. A linfocitose relativa (aumento do 
percentual de linfócitos) está presente em várias condições e é espe- 
cialmente proeminente em distúrbios com neutropenia. A linfocitose 
não é comum nas infecções bacterianas agudas, mas em geral está as- 
sociada a infecções virais (EBV, hepatite) (Tab. 32.8). 


Linfocitose infecciosa aguda 

A linfocitose infecciosa aguda é uma condição contagiosa caracte- 
rizada por linfocitose e ocorre sobretudo em crianças. O período de 
incubação é de 12 a 21 dias. Estudos virais e de anticorpos indicaram 
uma relação entre a linfocitose infecciosa e o Coxsackie A, Coxsackie 
B, ecovírus e adenovírus tipo 12. Não foi observada associação com 
o Epstein-Barr vírus (EBV), citomegalovírus (CMV) ou herpesvírus 
(HPV). A doença apresenta manifestações sistêmicas variáveis, de sin- 
tomas leves e inespecíficos a outros mais acentuados, por exemplo, vô- 
mito, febre, desconforto abdominal, sinais sugestivos de envolvimento 
do SNC, erupções cutâneas, infecções das vias aéreas superiores e diar- 
reia. A leucocitose (20-50 x10º/L, ocasionalmente > 100 x10º/L) prece- 
de as manifestações clínicas. 

Na leucocitose infecciosa aguda, 60 a 95% dos leucócitos no san- 
gue são pequenos linfócitos maduros e provavelmente originários de 
células T (Cassuto, 1977). Em contraste com a MI, linfócitos atípicos 
são incomuns. Com frequência existe eosinofilia. A linfocitose em 
geral dura de 3 a 5 semanas, algumas vezes um pouco mais. Outras 
alterações sanguíneas são incomuns. A medula óssea não apresenta al- 
terações características. Um aumento do percentual de linfócitos foi 
observado, mas ele é provavelmente um artefato resultante da mistura 
de sangue periférico. À linfadenomegalia é rara e mínima quando pre- 
sente. O aumento do fígado e do baço ocorre em raros casos. A biópsia 
de linfonodo pode revelar hiperplasia folicular reativa, mas sem alte- 
rações características. Em alguns casos, houve um aumento de leucó- 
citos no LCE com aproximadamente 40% de linfócitos. 

Também existe uma forma crônica da linfocitose infecciosa em 
crianças. A contagem de leucócitos é de 10-25 x10º/L com 60 a 80% 
de linfócitos com aspecto normal. Eosinofilia, monocitose e plas- 
macitose discretas também estão presentes. Como regra, as crianças 


Tabela 32.8 Principais causas de linfocitose 


Infecciosas — muitas infecções virais, coqueluche, tuberculose, toxoplasmose, 
riquétsias 

Inflamatórias crônicas — colite ulcerativa, doença de Crohn 

Mediação imune — sensibilidade a fármacos, vasculite, rejeição de enxerto, doen- 
ça de Graves, síndrome de Sjögren 

Hematológicas - LLA, LLC, linfoma 

Estresse — agudo, transitório 


647 





648 


Ww 
O 
= 
` 
E 
Q 
Q 
W 
= 
E 
ER 
Q 
te 
J 
a 





apresentam aumento das tonsilas, linfonodos e baço e uma história de 
infecções recorrentes das vias aéreas superiores. A medula óssea não 
apresenta anormalidades. 


Coqueluche 

A coqueluche, embora sua incidência tenha sido reduzida por causa 
da vacinação de rotina, ainda ocorre em crianças não imunizadas e é 
mais grave em lactentes. Também ocorre em adultos com imunidade 
reduzida desde a vacinação infantil. O agente etiológico é a Bordetella 
pertussis, um agente altamente infeccioso. Ele produz uma reação in- 
flamatória de todo o trato respiratório. O período de incubação é de 
cerca de 6 a 20 dias, e os primeiros sintomas são os mesmos de um 
resfriado. Posteriormente, o paciente apresenta episódios paroxísticos 
de tosse produtiva com escarro espesso. Em geral, os episódios paro- 
xísticos terminam com um som “seco”, em decorrência da inspiração 
profunda. Com frequência, o paciente sente dor na região da traqueia 
e dos brônquios. Comumente, a doença dura 6 a 12 semanas. 

Geralmente, os pacientes apresentam uma linfocitose importante 
com contagens superiores a 30 x107/L. Os linfócitos são células T ma- 
duras pequenas com uma relação CD4/CD8 normal (Hudnall, 2000). 
A contagem de linfócitos é mais alta durante as 3 primeiras semanas 
da doença e, em seguida, diminui durante a quarta semana e as se- 
manas subsequentes (Lagergren, 1963). A linfocitose se deve, pelo 
menos em parte, à liberação do fator promotor da linfocitose (LPF, 
lymphocytosis-promoting factor) ou da toxina pertussis do organis- 
mo. Esse(s) fator(es) pode(m) causar um aumento transitório da mo- 
bilização dos linfócitos dos órgãos linfóides, seguida pela inibição da 
recirculação de linfócitos do sangue para a circulação linfática. Por- 
tanto, a linfocitose é devida a uma redistribuição de linfócitos na cir- 
culação periférica sem aumento da linfopoese (Rai, 1971; Spangrude, 
1985). No nível molecular, essa linfocitose absoluta parece ser devida, 
pelo menos em parte, à ausência de L-selectina em muitos linfócitos 
circulantes (Hudnall, 2000). Isso parece ser razoável uma vez que a L- 
-selectina é um receptor de adesão endotelial e de homing nos linfono- 
dos, e uma ausência dessa molécula de superfície essencialmente im- 
pediria que linfócitos circulantes encontrassem sua “casa” na maioria 
dos linfonodos. Eles permaneceriam na circulação por mais tempo e 
causariam um aumento do número (linfocitose) no sangue. O meca- 
nismo exato da perda de L-selectina da superfície celular do linfócito 
não é conhecido até o momento. 


Linfocitose crônica/linfocitose policlonal 
persistente de células B 

A linfocitose reativa persistente é um evento incomum em adultos, 
e uma linfocitose significativa deve levantar a suspeita de doença ne- 
oplásica (p. ex., leucemia linfocítica crônica). A coexistência de neu- 
tropenia ou síndrome de Felty clássica sugere a leucemia de linfócitos 
granulosos grandes (LGL, large lymphocyte granular). Frequentemen- 
te, a biópsia de tecido e/ou a imunofenotipagem do sangue periférico 
indicará uma doença específica ou um diagnóstico. No entanto, a mo- 
nonucleose ou linfocitose devida a outros vírus às vezes se manifesta 
em um período mais tardio da vida. 

Uma condição rara, a linfocitose policlonal persistente, foi relatada 
em adultos, predominante em mulheres tabagistas, e em indivíduos 
esplenectomizados (Himmelmann, 2001). A linfocitose policlonal 
persistente de células B parece ser uma proliferação policlonal de célu- 
las B benigna, apresentando linfócitos binucleados atípicos no sangue 
periférico. A IgM sérica policlonal em geral está elevada. A maioria 
(65-85% vs. 15-20% em indivíduos normais) das células B no san- 
gue periférico parece ser células B de memória IgM+/IgD+/CD27+ 
(Loembe, 2002). Em alguns casos, foram observados rearranjos do ge- 
ne bel/2/Ig (LF com t(14;18) comumente associada) (Delage, 1997). 
Embora a sua causa seja desconhecida, a desregulação da apoptose 
mediada por Fas e as vias de sobrevivência do CD40 parecem estar 
envolvidas (Loembe, 2001; Roussel, 2003). 


Doenças e condições associadas a retrovírus 

O vírus T linfotrópico humano tipo 1 (HTLV-1), descoberto em 
1980 por Poiesz e Gallo, é um retrovírus associado à leucemia/linfoma 
de células T (Poiez, 1980). Ele é endêmico em áreas do Japão, na bacia 
caribenha e no sudeste dos Estados Unidos. O HTLV-2, um segundo 


retrovírus humano, foi observado em um paciente com leucemia de 
células pilosas (Kalyanaraman, 1982). Um terceiro retrovírus humano, 
o vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) foi reconhecido e 
confirmado como a causa da síndrome da imunodeficiência adquirida 
(AIDS — analisada adiante) nos 2 anos seguintes. Posteriormente, em 
1985, um segundo tipo distinto do vírus da imunodeficiência humana 
(HIV-2) foi identificado. 

O HIV-1 infecta monócitos/macrófagos e células T (células essen- 
ciais para a função normal do sistema imune), utilizando receptores de 
quimiocina da superfície celular (CCR5 nas primeiras células e CXCR4 
nas últimas). A infecção acaba provocando uma perda progressiva de 
linfócitos CD4+, altera a função imune normal e produz imunodefici- 
ência e doença. À doença inclui não só muitos tipos diferentes de infec- 
ções, mas também um maior número de doenças neoplásicas, incluin- 
do linfomas. Atualmente, parece que o HIV-1 tem um papel indireto 
(pela desregulação imune e não da indução direta) no desenvolvimen- 
to desses linfomas (Knowles, 2003). O HTLV-1 e o HTLV-2 também 
infectam e transformam células T: principalmente células CD4+ com 
HTLV-1 e células CD8+ com HTLV-2. O HTLV-1 imortaliza linfoblas- 
tos CD4+ em alguns pacientes, produzindo leucemia de células T do 
adulto. Embora o HTLV-2 tenha sido originalmente identificado em 
um paciente com leucemia de células pilosas, não existe hoje uma liga- 
ção entre a infecção pelo HTLV-2 e a doença humana. 

Até o momento foram relatados vários casos de uma linfocitose 
transitória de células T em pacientes infectados pelo HTLV-1 (Ki- 
noshita, 1985; Ehrlich, 1988). Na maioria dos pacientes, o distúrbio é 
caracterizado por poucos sintomas clínicos, incluindo febre, linfade- 
nopatia limitada e erupção cutânea ocasional. A contagem de linfóci- 
tos no sangue periférico costuma ser inferior a 20 x 10º/L. No entanto, 
de 10 a 40% desses linfócitos são formas imaturas. Na maioria desses 
casos, a linfocitose é monoclonal e, como consequência, leucêmica. 
Embora alguns pacientes com essa infecção evoluam para a leucemia 
de células T do adulto, a maioria (90 a 95%) dos pacientes com an- 
ticorpos anti-HTLV-1 é assintomática. Embora a maioria dos indiví- 
duos apresentem apenas uma síndrome tipo viral, outros manifestam 
uma leucemia progressiva crônica, e outros desenvolvem paraparesia 
tropical espástica (Davey, 1991). A leucemia de células T do adulto ti- 
picamente manifesta-se décadas após a infecção inicial e, por essa ra- 
zão, costuma ser observada em pacientes mais velhos. 


Mononucleose infecciosa (Ml) e infecção 
pelo vírus de Epstein-Baar (EBV) 

A MI é geralmente uma doença infecciosa autolimitada caracteriza- 
da por odinofagia, mal-estar prolongado, linfocitose atípica com pre- 
sença de linfócitos grandes transformados (Fig. 32.10), linfadenopatia 
(mais frequentemente cervical posterior) e, com frequência, espleno- 
megalia. Em pacientes imunocomprometidos, o EBV está associado a 
uma hiperplasia benigna de células B, linfoma maligno e doença linfo- 
proliferativa pós-transplante (Thompson, 2004; Hess, 2004). 
Etiologia e fisiopatologia. A MI é um distúrbio secundário a uma in- 
fecção pelo EBV (herpesvírus humano 4). Quando a infecção primária 
ocorre em indivíduos saudáveis durante o início da infância, a doen- 
ça frequentemente passa despercebida. Entretanto, quando envolve 
adolescentes ou adultos saudáveis, o distúrbio resultante é a síndro- 
me da MI. Na maioria dos casos, o vírus entra no organismo através 
dos tecidos epiteliais e linfoides orofaríngeos. O vírus infecta ambos 





Figura 32.10 Mononucleose infecciosa, mostrando uma célula linfoide grande 
ativada no sangue (x1.000). 


os tecidos e liga-se aos receptores do complemento C3d (CD21) nas 
células linfoides B e entra nas células. O EBV estimula então a síntese 
de DNA nessas células B e induz a formação de vários novos antígenos, 
incluindo o antígeno do capsídeo viral (VCA, viral capsid antigen), an- 
tígeno de membrana (MA, membrane antigen), antígeno precoce (EA, 
early antigen) e subtipos difuso (EA-D, both diffuse) e restrito (EA-R, 
restricted), antígenos nucleares do Epstein-Baar (EBNA, Epstein-Baar 
nuclear antigen) e o antígeno de membrana detectado pelo linfóci- 
to (LYDMA, lymphocyte-detected membrane antigen) (Harrington, 
1988). Portanto, a fase inicial dessa doença é caracterizada por uma 
infecção de células B que proliferam, desenvolvem neoantígenos, cir- 
culam, estimulam uma resposta imune e sintetizam imunoglobulinas 
(Sixbey, 1984). O VCA, o EA e o EBNA são as proteínas virais mais 
importantes para o diagnóstico sorológico em pacientes imunocom- 
petentes (ver Hess, 2004). As características clínicas e laboratoriais são 
apresentadas na Tabela 32.9. 

Tipicamente, a resposta imune humoral é caracterizada pela eleva- 
ção dos títulos de IgG e IgM (anticorpos anticapsídeo viral) durante 
os períodos de incubação e prodrômico. O título de anticorpo anti- 
capsídeo viral IgM começa a diminuir durante a segunda e terceira 
semanas de doença e, a seguir, diminui até níveis indetectáveis nos 
meses seguintes. O anticorpo anticapsídeo viral IgG diminui duran- 
te a convalescença, porém permanece detectável durante toda a vida. 
Cerca de 2 a 3 semanas após o início da doença, aparecem os anticor- 
pos do vírus Epstein-Barr contra os antígenos precoces e, em seguida, 
diminuem ao longo dos 2 meses seguintes. O título de anticorpo do 
antígeno nuclear do vírus Epstein-Barr aumenta durante a última par- 
te da convalescença e aparentemente é detectável ao longo da vida. 

A resposta imune celular na MI é caracterizada por uma proliferação 
e ativação de células T, usualmente durante a segunda semana de doen- 
ça em resposta à infecção e à ativação de células B induzida pelo EBV. 
Como essas células T ativadas são majoritariamente da população de 
células citotóxicas/supressoras, ocorre uma supressão e uma destrui- 
ção acentuadas de células B infectadas pelo EBV. De fato, a maioria dos 
linfócitos atípicos observados no sangue periférico de pacientes com 
MI durante a segunda semana de doença possui o antígeno CD8. Essas 
células T citotóxicas/supressoras matam células B infectadas e dimi- 
nuem a produção de anticorpo policlonal induzida pelo EBV. Além 
das células T citotóxicas, a atividade das células NK tem um profun- 
do efeito sobre a limitação da proliferação de células B infectadas pelo 
EBV em pacientes com MI (Purtilo, 1981). Também é provável que cé- 
lulas B infectadas pelo EBV sejam destruídas, pelo menos parcialmen- 
te, pelo mecanismo de citotoxicidade celular dependente de anticorpo, 
um processo que exige a presença de células citotóxicas e anticorpos. 
Esse processo de proliferação de células B seguido por efeitos inibido- 
res e destrutivos da produção de anticorpos anti-EBV, assim como os 
efeitos citotóxicos de células T e NK, ocorre no sangue periférico, na 
medula óssea, nos tecidos linfoides e, talvez em um grau limitado, em 
todos os tecidos do corpo do paciente. 

Em conclusão, a maioria dos indivíduos imunocompetentes apresen- 
ta evidência sorológica de infecção anterior por EBV (a infecção ocorre 
em mais de 90% dos adultos normais no mundo inteiro). O EBV tem a 
capacidade não só de infectar células (muitas das quais são destruídas 
por um sistema imune intacto), mas também de produzir uma infecção 
residual nas células B de memória em repouso e, em alguns casos, pro- 
duzir transformação de linfócitos em linfoma maligno (Kuppers, 2003; 
Thorley-Lawson, 2004). Entretanto, a maioria dos indivíduos com infec- 
ção latente não apresenta manifestações da doença durante a vida. 

As células B de memória em repouso podem atuar como um reser- 
vatório de EBV, uma vez que antígenos virais (facilmente reconhecidos 
por um sistema imune intacto) não são expressos na superficie do lin- 
fócito. Nesse modelo de infecção pelo EBV, mecanismos de persistên- 
cia e transformação viral parecem ser dependentes da interação entre 
o estágio de maturação dos linfócitos infectados e a expressão genética 
de diferentes grupos (ou “programas”) de proteínas virais nos linfóci- 
tos infectados (Kuppers, 2003; Thorley-Lawson, 2004). Além disso, di- 
ferentes tipos de tumores associados ao EBV (p. ex., linfoma de Burkitt 
[LB], carcinoma nasofaríngeo, doença linfoproliferativa de células B 
ou doença linfoproliferativa pós-transplante em indivíduos imuno- 
comprometidos e linfoma de Hodgkin) também parecem apresentar 
diferentes grupos de expressão proteica viral (Wong, 2002). 


Tabela 32.9 Resumo das características da MI em pacientes 
imunocompetentes 


Fisiopatologia 

Vírus de Epstein-Barr (HHV-4) 

O vírus entra pelas células epiteliais e linfoides da orofaringe 
O vírus liga-se ao CD21 em células B 

Antígenos virais — antígeno do capsídeo viral (VCA), antígeno precoce, antígeno 
nuclear de Epstein-Barr (EBNA) — são produzidos e provocam produção de 
anticorpos 

Resposta imune humoral 

IgM contra VCA surge durante a incubação e o pródromo, cai ao longo de 
algumas semanas ou meses 

IgG contra VCA surge durante a incubação, diminui durante a convalescença, 
permanecendo detectável por toda a vida 

Anticorpos contra antígeno precoce surgem 2 a 3 semanas após o início da 
doença e caem a seguir 

Anticorpos contra EBNA surgem durante a convalescença e permanecem 
detectáveis por toda a vida 

Resposta imune celular 

Células T ativadas durante a segunda semana da doença 

Células T citotóxicas CD8+ matam células B infectadas 

Células NK destroem células B infectadas 

Algumas células B de memória em repouso permanecem latentemente infectadas 
Características clínicas 

Período de incubação de 2 a 5 semanas 

Início vago dos sintomas 

Febre, faringite, linfadenopatia 

Adolescentes e adultos jovens costumam ser mais sintomáticos que crianças mais 
jovens 

Características laboratoriais 

Leucocitose com linfocitose absoluta e linfócitos atípicos 

Monocitose transitória 

Neutropenia relativa e absoluta precoce 

Trombocitopenia leve em metade dos casos 

Anemia hemolítica em 1 a 3% dos casos, frequentemente com especificidade anti-| 
Aumento de transaminases em 85 a 100% dos casos, mas a icterícia clínica é rara 
O spot test é simples, rápido e específico. Ele é baseado na aglutinação de 
eritrócitos de cavalo 

O teste de anticorpo heterófilo é baseado na absorção diferenciada de AH MI- 
específico pelo estroma de eritrócitos do boi e rim de cobaia 


Características clínicas. A MI foi observada em pacientes de 3 meses 
a 70 anos de idade, mas ela é mais comum em adolescentes e adultos 
jovens. Ocorre um período de incubação de 2 a 5 semanas antes da 
manifestação dos sintomas. O início é vago, indefinido e similar ao 
início de outras doenças infecciosas. Usualmente, os pacientes apre- 
sentam febre, odinofagia com faringite ulcerativa e linfadenopatia. 
Complicações. Das raras anemias associadas à MI, a anemia hemolí- 
tica é a mais comum, ocorrendo em 1 a 3% dos casos. Hoje em dia, a 
causa parece estar relacionada ao anticorpo anti-I produzido frequen- 
temente nessa doença. 

A trombocitopenia leve ocorre em cerca da metade dos casos, mas 
a contagem de plaquetas poucas vezes é inferior a 100 x10º/L. A púr- 
pura trombocitopênica com complicações hemorrágicas é extrema- 
mente rara. A ruptura esplênica também pode ocorrer. Em raros ca- 
sos ocorrem neutropenia, pancitopenia e síndrome hemofagocitária, 
podendo ser fatal (Mroczek, 1987). Duas condições raras decorrentes 
da infecção pelo EBV em indivíduos saudáveis são a infecção crôni- 
ca ativa pelo EBV e a síndrome hemofagocitária pelo EBV. Ambas as 
condições apresentam uma alta morbidade e mortalidade e parecem 
estar relacionadas à infecção ectópica pelo EBV em células T e células 
NK, em contraste com a infecção usual de células B que comumente 
ocorre na MI (Kasahara, 2002). 

Entre 85 e 100% dos pacientes com mononucleosa infecciosa apre- 
sentam provas da função hepática anormais indicativas de hepatite. A 
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ictericia clinica é rara, mas foram relatados casos nos quais a ictericia e a 
faringite aguda eram as únicas manifestações clínicas de MI, com achados 
hematológicos e sorológicos positivos. Embora incomuns, complicações 
também podem envolver o sistema nervoso, coração, rins e pulmões. 

Aproximadamente 1/3 dos pacientes com MI são portadores de es- 

treptococos B-hemolítico na faringe. Por essa razão, é preciso prestar 
atenção aos critérios clínicos, hematológicos e sorológicos na diferen- 
ciação entre a MI e a faringite estreptocócica. 
Características hematológicas. Os leucócitos estão aumentados, usu- 
almente variando de 10 a 25 x10º/L. Em raros casos, contagens eleva- 
das, de até 80x107/L, foram relatadas. A leucocitose em geral é devida 
à linfocitose (60 a 90%) composta por uma variedade de linfócitos atí- 
picos. Como regra, a contagem total de leucócitos retorna ao normal 
em 3 semanas. Os linfócitos atípicos apresentam alterações nucleares 
e um aumento da quantidade de citoplasma e basofilia. 

Os linfócitos incluem linfócitos “monocitoides” que provavelmen- 
te correspondem a imunoblastos nos linfonodos (Fig. 32.10). Outros 
linfócitos atípicos, os quais são mais numerosos, incluem linfóci- 
tos plasmacitoides e linfócitos com núcleos pequenos e citoplasma 
abundante. 

Com frequência, o número de monócitos aumenta de forma transi- 
tória. O termo “mononucleose” refere-se a um aumento de linfócitos 
e não de monócitos. 

As alterações citológicas não são patognomômicas de MI. Células 
similares são encontradas em vários distúrbios, incluindo a mononu- 
cleose por CMV, a toxoplasmose, a hepatite infecciosa e, em um me- 
nor grau, a pneumonia viral, a varicela, a parotidite e exantemas virais 
da infância. 

Na maioria dos casos, há uma diminuição relativa e absoluta de 
neutrófilos durante as primeiras semanas da doença. Durante esse pe- 
ríodo, pode haver um desvio para a esquerda, com um aumento de 
bastonetes e metamielócitos. Grânulos tóxicos e corpúsculos de Déhle 
podem ser observados. Os eosinófilos encontram-se dentro dos limi- 
tes normais. 

A medula óssea de pacientes com MI usualmente apresenta au- 
mento da celularidade. Ocorre aumento do número de linfócitos, 
macrófagos, plasmócitos, megacariócitos e células eritroides. A série 
neutrofílica parece estar diminuída. Aproximadamente 50% dos ca- 
sos parecem apresentar coleções de células mononucleares, formando 
granulomas frouxos. 


Achados sorológicos em pacientes imunocompetentes 


Anticorpo heterófilo. Paul (1932) descreveu pela primeira vez a pre- 
sença de aglutininas de célula de carneiro no soro de pacientes com 
MI. Contudo, elas não são específicas para a MI e podem estar presen- 
tes em outros distúrbios. 

Davidsohn (1937) demonstrou que os anticorpos heterófilos em pa- 
cientes com MI são absorvidos por eritrócitos de boi, em contraste com 
os anticorpos heterófilos presentes em outros distúrbios. Estes últimos 
são absorvidos pelo antígeno de Forssmann, como o encontrado no 
rim de cobaia. O teste de absorção diferencial (teste de Paul-Bunnell- 
Davidsohn) é altamente específico para a MI (Davidsohn, 1969). 

O teste do spot (monospot) para MI (Lee, 1968) baseia-se no princi- 
pio de que eritrócitos de cavalo são mais sensíveis que os de carneiro 
para uso no teste de detecção da MI. Um teste positivo para MI apre- 
senta aglutinação de eritrócitos de cavalo pelo soro absorvido com rim 
de cobaia, mas não pelo soro absorvido com estroma de eritrócitos de 
boi. O teste do spot demonstrou ser simples, rápido, altamente especi- 
fico e sensível para anticorpos heterófilos da MI. Resultados falso-po- 
sitivos ocorrem, mas são muito raros. O teste do spot ainda é utilizado, 
assim como outros imunoensaios e testes de detecção de anticorpos 
heterófilos baseados no látex que apresentam desempenho similar 
(Rogers, 1999). Resultados falso-negativos ocorrem particularmente 
com amostras provenientes de crianças pequenas que produzem anti- 
corpos heterófilos (IgM) em quantidades limitadas. Na mononucleose 
com resultado negativo para anticorpos heterófilos, o diagnóstico po- 
de ser confirmado pela pesquisa de anticorpo anti-EBV. 

Como previamente mencionado, vários anticorpos são produzidos 
pelo hospedeiro em resposta a uma variedade de antígenos do EBV 
(ver Tab. 32.9). O anticorpo anti-VCA aparece nas primeiras 2 sema- 
nas de infecção. Esse anticorpo, que pode ser mensurado pelo méto- 


do de imunofluorescência, é utilizado para determinar a exposição ao 
EBV. A pesquisa de anticorpos anti-EBV usualmente é limitada aos 
poucos casos de mononucleose heterófilo-negativa. 

Além de anticorpos heterófilos e anti-EBV, pacientes com MI fre- 
quentemente produzem anticorpos contra uma ampla variedade de 
antígenos. Anticorpos contra eritrócitos, leucócitos e plaquetas hu- 
manos foram descritos. Pacientes com MI apresentam um aumento 
da frequência de aglutininas frias. Resultados positivos para fator reu- 
matoide e fator antinuclear foram relatados. 

Em pacientes imunocomprometidos, os testes sorológicos são de pou- 
ca utilidade e os métodos de detecção direta são considerados mais con- 
fiáveis. A determinação da carga viral do EBV pela reação de cadeia de 
polimerase (PCR, polymerase chain reaction) parece, no momento, ser 
um dos melhores testes para essa população de pacientes (Hess, 2004). 

Diagnóstico diferencial. As características clínicas, hematológicas 
e sorológicas da MI permitem que um diagnóstico acurado seja es- 
tabelecido em mais de 90% dos casos. Quando o teste de anticorpo 
heterófilo for negativo, é preciso considerar várias possibilidades. O 
paciente poderia ainda apresentar MI com resultado positivo para 
anticorpo anti-EBV, porém, com resultado negativo na pesquisa de 
anticorpo heterófilo. Entretanto, a infecção por CMV é a causa mais 
comum de mononucleose heterófilo-negativa. Outras possibilidades 
incluem a toxoplasmose, hepatite infecciosa, herpevírus humano 6, 
vírus da imunodeficiência humana tipos 1 e 2 e ingestão de fármacos 
(ácido p-aminosalicílico, fenitoína [Dilantin] e diaminodifenilsulfo- 
na) (ver Tsaparas, 2000; e Taylor, 2003). 

Evolução. A MI clássica é um distúrbio benigno, e ocorrem compli- 
cações em menos de 5% dos pacientes. Em geral, o distúrbio é solucio- 
nado em 3 a 4 semanas. Óbitos são extremamente raros, mas tendem a 
ocorrer em membros da mesma família (Purtilo, 1979). Estudos adicio- 
nais indicam que os indivíduos afetados costumam sofrer de uma do- 
ença linfoproliferativa ligada ao X. Esse grupo de indivíduos imunode- 
primidos apresenta uma forma familiar rara e fatal de imunodeficiência 
combinada, aparentemente envolvendo tanto células B quanto células 
T. Todos os pacientes não tratados morrem com cerca de 40 anos de 
idade. A infecção pelo EBV pode causar qualquer uma das três compli- 
cações graves da doença linfoproliferativa ligada ao X: MI fulminante, 
doenças linfoproliferativas potencialmente fatais e linfoma de células 
B, e disgamaglobulinemia. Embora classicamente associada à infec- 
ção pelo EBV, a doença linfoproliferativa ligada ao X pode ocorrer em 
pacientes soronegativos para o EBV. Essa doença foi mapeada no cro- 
mossomo humano Xq24-25, o qual codifica um receptor da superfície 
celular presente nas células T e NK, mas não nas células B. Acredita-se 
que uma resposta citotóxica descontrolada das células T seja a respon- 
sável pela necrose hepática e pela insuficiência medular, podendo levar 
à morte (Thompson, 2004). Além da doença linfoproliferativa ligada ao 
X, distúrbios linfoproliferativos associados ao EBV podem ocorrer em 
indivíduos com imunodeficiências congênitas ou adquiridas. 


Infecção pelo citomegalovírus 

Alguns indivíduos infectados pelo CMV desenvolvem uma síndro- 
me similar à MI. Esse distúrbio pode ocorrer após uma transfusão 
sanguínea maciça (mononucleose pós-transfusional) ou, de maneira 
espontânea, em indivíduos previamente saudáveis (citomegalovírus, 
mononucleose). O paciente apresenta febre, calafrios, mal-estar pro- 
fundo e mialgia. Ele pode apresentar odinofagia (mas não faringite ex- 
sudativa) e linfadenopatia. Às vezes, observa-se esplenomegalia, mas 
não hepatomegalia. Em pacientes imunocomprometidos, estão envol- 
vidos os sistemas SNC, TGI e sistema respiratório, embora a doença 
possa ser observada em praticamente qualquer sistema. 

A leucocitose é característica com linfocitose absoluta. Usualmen- 
te, 20% ou mais dos leucócitos são linfócitos atípicos. Aspirados de 
medula óssea revelam um aumento do número de linfócitos normais 
e atípicos. Resultados alterados das provas da função hepática são os 
achados laboratoriais anormais mais frequentes (Wreghitt, 2003). Em 
um pequeno percentual de pacientes, pode haver um aumento do ti- 
tulo de aglutininas frias, fator reumatoide e anticorpos antinucleares. 
Não ocorre elevação de anticorpo heterófilo, anticorpo anti-EBV ou 
anti-Toxoplasma gondii. O diagnóstico geralmente é estabelecido pe- 
lo isolamento do citomegalovírus na urina, saliva, sangue ou biópsia 
de tecido, ou pela sorologia. 


Toxoplasmose 

O Toxoplasma gondii, um protozoário parasita, pode produzir, tanto 
em jovens quanto em adultos, uma doença (toxoplasmose) similar à 
MI. O diagnóstico é crítico em fetos e recém-nascidos infectados con- 
genitamente, mulheres infectadas durante a gestação, pacientes imu- 
nocomprometidos e pacientes com coriorretinite (Remington, 2004). 

Somente uma pequena proporção (~ 10%) dos indivíduos imuno- 
competentes é sintomática. Esses pacientes costumam apresentar linfa- 
denopatia, geralmente cervical. Alguns pacientes também podem apre- 
sentar febre, cefaleia, odinofagia, hepatoesplenomegalia, coriorretinite 
e um aumento do número de linfócitos atípicos no sangue periférico. 
Em pacientes imunocomprometidos, a doença comumente envolve o 
SNC e os olhos, mas também pode envolver os pulmões e o coração. 

A histopatologia dos linfonodos em geral é característica, com histióci- 
tos epitelioides esparsos que frequentemente obscurecem o centro germi- 
nativo/borda da zona do manto e com hiperplasia de células B monocitó- 
dies nos seios (Fig. 32.11). A morfologia está intimamente correlacionada 
com a elevação do título de anticorpo antitoxoplasma (Dorfman, 1973). 
Amostras de medula óssea não apresentam lesão específica. 

O diagnóstico é estabelecido pela demonstração de uma elevação do 
título de anticorpos antitoxoplasma em pacientes imunocompetentes. 
Em pacientes imunocomprometidos, os exames sorológicos não são 
sensíveis, e a detecção direta do microrganismo no sangue, líquidos 
corporais ou tecido é necessária para o diagnóstico definitivo. 


Linfocitopenia 

A linfocitopenia está presente quando a contagem absoluta de lin- 
fócitos for inferior a ~ 1,0 x10º/L em adultos e inferior a ~ 2,0 x10°/L 
em crianças. Em geral, aproximadamente 80% dos linfócitos do san- 
gue periférico são células T CD3+, e a maioria dessas células (~ 65%) 
é de células T auxiliares CD4+. Um número de distúrbios por defici- 
ência imunológica geneticamente determinada apresenta linfocitope- 
nia com vários outros defeitos da imunidade humoral ou da imuni- 
dade mediada por células. A linfocitopenia nesses distúrbios é devida 
à diminuição da linfopoese. O aumento dos níveis dos hormônios 
adrenocorticais, a administração de quimioterápicos ou a irradiação 
causam linfocitopenia. A diminuição da drenagem dos linfáticos in- 
testinais com perda de linfócitos nos intestinos devidos a várias causas 
foi implicada como um mecanismo de linfocitopenia. Em casos avan- 
çados de linfomas não Hodgkin e linfomas de Hodgkin, assim como 
em casos terminais de carcinomas, a linfocitopenia é observada com 
frequência. As causas e condições associadas à linfocitopenia incluem 
as apresentadas na Tabela 32.10. 


Sindrome da imunodeficiência adquirida 

A síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) é, em geral, um 
distúrbio infeccioso progressivamente fatal com anormalidades clíni- 
cas, hematológicas e sorológicas características. 
Etiologia. A AIDS é um distúrbio secundário a uma infecção pelos ví- 
rus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1) e tipo 2 (HIV-2), os 
quais são RNA retrovirus (1. e., contêm RNA) que são citotrópicos para 
células T CD4+ e macrófagos. A entrada do vírus na célula não ocorre 
apenas pela interação com o receptor CD4. Além disso, a expressão de 
correceptores de quimiocinas é essencial para a entrada do vírus nas 
células e também determina o tropismo pela célula-alvo (Starr-Spires, 
2002). Outros tipos celulares, por exemplo, monócitos, macrófagos e 
células microgliais do SNC, também expressam de modo concomi- 
tante esses receptores e podem suportar a replicação viral. O HIV é 
responsável tanto pela morte direta de células infectadas quanto pela 
morte indireta de células vizinhas, utilizando mecanismos de destrui- 
ção celular dependentes e independentes da apoptose (Badley, 2003). 

A infecção pelo HIV é disseminada pela contaminação por secreções, 
excreções, sangue e tecidos que contêm o vírus. Por causa do efeito cito- 
trópico dos vírus da AIDS pelas células CD4+, ocorre uma diminuição 
acentuada do número de células T auxiliares e um desequilíbrio entre cé- 
lulas T supressoras/citotóxicas no sangue e nos tecidos linfoides do corpo. 
Como resultado, ocorre uma profunda depressão imune celular carac- 
terizada por infecções por vários microrganismos oportunistas. Inicial- 
mente, as células B não são envolvidas, e os níveis de imunoglobulinas são 
normais ou aumentados. Entretanto, à medida que a doença progride, há 
um aumento da frequência de processos malignos nesses pacientes. Os 





Figura 32.11 Linfadenite na toxoplasmose apresentando hiperplasia folicular com 
hiperplasia de células B monocitoides (inferior à direita — centro) e histiócitos 
isolados e agregados esparsos, frequentemente invadindo a borda do centro 
germinativo/zona do manto (x200). 


Tabela 32.10 Principais causas de linfopenia 


Destrutivas — radiação, quimioterapia, corticosteroides 

Debilitantes — privação alimentar, anemia aplástica, câncer terminal, doença do 
colágeno vascular, insuficiência renal 

Infecciosas — hepatite viral, influenza, febre tifoide, tuberculose 

Associadas à AIDS — efeito citopático do HIV, desequilíbrio nutricional, efeito 
medicamentoso 

Imunodeficiência congênita — síndrome de Wiskott-Aldrich 

Circulação linfática anormal — linfangiectasia intestinal, obstrução, drenagem/ 
ruptura do ducto torácico, insuficiência cardíaca congestiva 


cânceres associados à AIDS incluem o sarcoma de Kaposi, linfomas não 
Hodgkin e câncer de colo do útero (todos cânceres que definem a AIDS), 
assim como linfoma de Hodgkin e cânceres anogenitais (Mbulaiteye, 
2003; Bellan, 2003). Embora a etiologia desses processos malignos seja 
indubitavelmente multifatorial, estudos recentes sugerem que o HIV po- 
de possuir um potencial oncogênico (De Falco, 2003; Lazzi, 2002). Além 
disso, a função dos monócitos e das células NK é anormal. 
Características hematológicas. A anormalidade hematológica mais 
comum em pacientes com AIDS é a anemia de doenças crônicas e a lin- 
focitopenia (80 a 85% dos casos), em particular do subgrupo T auxiliar/ 
indutor (CD4). A trombocitopenia ocorre em cerca de 30% dos casos, 
e a neutropenia, em 40%, frequentemente com um desvio para a es- 
querda. A trombocitopenia em geral é decorrente da mediação imune 
(Hoxie, 1995). 

A esfregaço de sangue periférico costuma apresentar linfócitos atí- 
picos que apresentam um aspecto plasmacitoide. Monócitos são fre- 
quentemente grandes com uma cromatina nuclear fina e vacúolos ci- 
toplasmáticos. Anemia devida à mediação imune, trombocitopenia e 
neutropenia também foram descritas na AIDS. 

A medula óssea usualmente é normocelular ou hipercelular (Cas- 
tella, 1985). Com frequência, ocorre aumento do número de células 
mieloides precursoras imaturas, macrófagos carregados de ferro e plas- 
mócitos. São observados defeitos envolvendo células progenitoras da 
medula óssea, tais como células das unidades formadoras de colônias 
de granulócitos-monócitos (CFU-GM, colony-forming unit-granu- 
locyte-monocyte); células-tronco pluripotentes das unidades forma- 
doras de colônias de granulócitos, eritrócitos, monócitos e megacari- 
ócitos (CFU-GEMM, colony-forming unit-granulocyte, erytrhrocyte, 
monocyte, megakaryocyte pluripotential temm cell); células das uni- 
dades formadoras de colônias de megacariócitos (CFU-MK, colony- 
forming unit-megakaryocyte); e células das unidades formadoras de 
explosão eritroide (BFU-E, burst-forming unit-erythrocyte). Diversos 
fármacos utilizados para tratar pacientes com AIDS e as complicações 
infecciosas dessa condição também são mielossupressores. É impor- 
tante lembrar que a supressão da medula óssea é, em muitos pacien- 
tes, multifatorial, resultando de uma interação do efeito citopático 
direto do HIV, da desregulação do sistema imune e da apoptose, pos- 
sivelmente complicando a infecção e/ou o desequilíbrio nutricional, 
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e do efeito do fármaco. Do ponto de vista clinico, a informação mais 
valiosa da biópsia de medula óssea é usualmente a identificação de in- 
fecção ou de processo maligno na medula. 


Distúrbios funcionais dos linfócitos 

Distúrbios funcionais dos linfócitos podem ser herdados ou adquiri- 
dos. A imunodeficiência pode ser devida a um distúrbio da maturação 
ou da função dos monócitos e de células que apresentam antígenos, 
células B, células T, células-tronco, células supressoras ou uma combi- 
nação delas. Elas podem causar defeitos de produção de anticorpos ou 
uma combinação de defeitos de produção de anticorpos e de defeitos 
funcionais das células T. Distúrbios adquiridos podem ser devidos à 
má nutrição, infecção ou processo maligno, assim como a qualquer 
agressão que pode perturbar de maneira significativa a regulação imu- 
ne e a comunicação celular. Anormalidades funcionais adquiridas dos 
linfócitos são frequentemente observadas em processos malignos lin- 
foides. Por exemplo, a diminuição da função das células B é observada 
na leucemia linfocítica crônica, na qual 2/3 dos pacientes apresentam 
hipogamaglobulinemia. No mieloma múltiplo, ocorre uma diminui- 
ção da síntese de imunoglobulinas normais em presença de altos ní- 
veis de paraproteina. 

A diminuição da atividade das células T foi descrita em pacientes 
com linfoma de Hodgkin, sarcoidose e hanseníase. No linfoma de 
Hodgkin, a diminuição da atividade das células T pode ser o resultado 
dos efeitos supressores dos monócitos. Em doenças autoimunes, uma 
perda de células T supressoras foi observada. 

Na desnutrição grave e em pacientes com processos malignos em 
fase terminal, ocorre uma diminuição da imunidade (humoral e me- 
diada por célula). 

O diagnóstico de distúrbios funcionais dos linfócitos requer o uso 
de testes cutâneos, contagem de células B e T e seus subgrupos, dosa- 
gem de imunoglobulinas e anticorpos séricos. Podem ser necessários 
vários ensaios in vitro com linfócitos para registrar a sua resposta a 
mitógenos e antígenos, incluindo os métodos citogenético e de hibri- 
dização fluorescente in situ (FISH, fluorescent in situ hybridization), 
citometria de fluxo e PCR, para o estabelecimento do diagnóstico de- 
finitivo. A obtenção de uma história e de um exame fisico detalhados 
sempre deve preceder a realização de qualquer teste. É provavelmente 
melhor começar uma investigação com exames menos onerosos e fa- 
cilmente obteníveis. 


Plasmacitose 

Normalmente, não existem plasmócitos no sangue circulante. O nú- 
mero de plasmócitos aumenta em várias infecções crônicas, condições 
alérgicas, presença de neoplasias e outras condições, nas quais a con- 
centração sérica de y-globulina está elevada. A presença de plasmócitos 
também foi detectada no sangue de pacientes com distúrbios virais, 
incluindo rubéola, sarampo, catapora e caxumba. A concentração des- 
sas células está moderadamente aumentada em quadros de exantemas 
cutâneos, MI, sífilis, endocardite bacteriana subaguda, sarcoidose e 
doenças do colágeno. Em raros casos, indivíduos com sepse bacteriana 
podem apresentar uma plasmacitose periférica simulando uma leuce- 
mia de plasmócitos (Shtalrid, 2003). O aumento usualmente está liga- 
do a um aumento de linfócitos, monócitos e eosinófilos. As causas e 
condições associadas à plasmacitose são apresentadas na Tabela 32.11. 

Na medula óssea dos adultos, a média de plasmócitos é de 1 a 2%. 
Todo aumento superior a 4% é significativo. Nas crianças, são obser- 


Tabela 32.11 Principais causas de plasmocitose 


Virais - MI, sarampo, rubéola, HIV 

Bacterianas — tuberculose, sífilis, estreptococos, estafilococos 

Parasitárias — malária, triquinose 

Inflamatórias — lúpus eritematoso sistêmico, artrite reumatoide, doença intestinal 
inflamatória, hepatopatia alcoólica 

Neoplásicas — leucemia de plasmócitos, LLC 

Estimulação imune — doença do imunocomplexo (doença do soro), sensibilidade 
a fármacos, transfusão 

Trauma 


vados valores mais baixos. O aumento de até 20% do número de plas- 
mócitos pode ser observado em várias condições além do mieloma 
múltiplo, incluindo carcinoma metastático, infecções granulomatosas 
crônicas, condições ligadas à hipersensibilidade e após a administra- 
ção de fármacos citotóxicos. Frequentemente, o número de plasmóci- 
tos está aumentado na anemia aplástica, mas é provável que este seja 
apenas de um aumento relativo. Por outro lado, estas células estão di- 
minuídas ou ausentes na agamaglobulinemia. 


Reações leucemoides 


Uma reação leucemoide é uma resposta leucocitária excessiva no 
sangue periférico. Inclui uma leucocitose de 50 x10º/L ou mais com 
desvio para a esquerda, contagens mais baixas (inclusive abaixo do 
normal) com uma quantidade considerável de granulócitos ima- 
turos e alterações quantitativas e qualitativas similares nos linfóci- 
tos ou monócitos. Dependendo da célula predominante, as reações 
leucemoides podem ser neutrofílicas, eosinofílicas, linfocíticas ou 
monocíticas. Não existe uma explicação clara para essas aparentes 
aberrações temporárias nos mecanismos de controle regulador, em- 
bora, em alguns casos, elas parecem ser devidas a uma elevação de 
citocinas ou do fator de estimulação de colônia de granulócitos por 
um tumor (Melhem, 1993; Nara, 2003; Nimieri, 2003). As reações 
apresentam graus variados, mesmo quando associadas ao mesmo 
agente desencadeador. 


Reações leucemoides neutrofílicas 

A neutrofilia excessiva pode ocorrer em muitas situações, tais co- 
mo hemólise, hemorragia, processo maligno com envolvimento ósseo, 
linfoma de Hodgkin, mielofibrose, infecções (especialmente a tuber- 
culose), queimaduras graves, eclâmpsia e determinadas intoxicações. 

O exame do sangue usualmente é mais útil do que o exame de me- 
dula óssea. As reações leucemoides não apresentam as contagens di- 
ferenciais características observadas na LMC, incluindo o “pico” de 
mielócitos, eosinofilia e basofilia (Fig. 32.12). 


Reações leucemoides eosinofilicas 


Células imaturas (p. ex., mielócitos eosinofílicos) raramente apare- 
cem no sangue na eosinofilia reacional, na qual a contagem de leucó- 
citos pode ser superior a 50 x10º/L (Fig. 32.8). Reações leucemoides 
eosinofílicas em geral ocorrem em crianças e comumente são causa- 
das por infecções parasitárias. Como nas reações leucemoides granu- 
locíticas, algumas reações leucemoides eosinofílicas foram associadas 
a tumores (Oakley, 1998; Melhem, 1993). 


Eritroblastose e leucoeritroblastose 


Em pacientes com ou sem anemia, normoblastos circulantes fre- 
quentemente são acompanhados por uma reação leucemoide neu- 
trofílica. Trata-se de uma reação leucoeritroblástica. Uma anemia 
moderada com normoblastos no sangue periférico é bem comum no 
carcinoma metastático com envolvimento da medula óssea. A leuco- 
eritroblastose também pode estar associada à infecção e/ou fibrose da 
medula óssea e pode ser observada em condições benignas como san- 
gramento gastrintestinal e anemia hemolítica (Weick, 1974). 





Figura 32.12 LMC com aumento de neutrófilos segmentados, mielócitos, basófilos e 
um blasto ocasional (x500). 


Reações leucemoides linfocíticas 


Contagens muitíssimo elevadas de linfócitos aparentemente nor- 
mais podem ocorrer na linfocitose infecciosa e na coqueluche (ver aci- 
ma). Diante de um aumento notável de linfócitos atípicos ou imaturos 
(o que pode ocorrer em condições como MI), a distinção da leucemia 
pode se tornar difícil. 

O exame de medula óssea pode ser útil, uma vez que os linfócitos 
estão minimamente aumentados na maioria das reações leucemoides, 
em contraste com o observado na leucemia. Análises por citometria de 
fluxo do sangue periférico e/ou da medula óssea podem revelar uma 
população não clonal de linfócitos com uma combinação normal de 
marcadores de superficie celular na proliferação benigna. 


Distúrbios neoplásicos que envolvem 
primariamente leucócitos 


Visão geral das neoplasias hematopoéticas 


As neoplasias hematopoéticas constituem uma variedade de distúr- 
bios que têm em comum o fato de serem originários de células-tronco 
hematopoéticas da medula óssea ou de órgãos linfoides, e que são (ou 
acredita-se que sejam) processos clonais causados por erros genéticos. 
Considerando-se a diversidade e a complexidade da regulação das 
células hematopoéticas, não surpreende que as neoplasias envolven- 
do esses tecidos sejam igualmente bem variadas, diferindo quanto às 
células predominantes em uma neoplasia, grau de diferenciação, ta- 
xas de proliferação e de apoptose, características clínicas e resposta à 
terapia. O diagnóstico e a classificação dos tumores hematopoéticos 
mudaram em decorrência da maior compreensão dessas doenças. No 
século XIX, o termo “leucemia” referia-se à cor branca ou pálida do 
sangue, que apresentava concentração aumentada de leucócitos em 
comparação com o número de eritrócitos. Nenhuma dessas células 
podia ser observada microscopicamente sem coloração diferencial. Os 
termos “clorose” e “cloroma” referiam-se à cor esverdeada das células 
granulocíticas. O termo “linfoma” foi utilizado pela primeira vez por 
Virchow, referindo-se a tumores de glândulas linfáticas. 

Com o desenvolvimento das colorações de Romanowsky (p. ex., 
Wright-Giemsa) e, posteriormente, de hematoxilina-eosina, assim 
como a melhoria dos microscópios, os tumores hematopoéticos pu- 
deram ser classificados pela morfologia, características clínicas e lo- 
calização das proliferações anormais. Eles foram classificados como 
leucemia quando envolviam o sangue e a medula óssea e linfomas 
e sarcomas quando eles envolviam primariamente o tecido mole. O 
termo “aguda” refere-se a doenças com evolução clínica agressiva, e 
o termo “crônica” indica aquelas que evoluem de forma mais lenta. A 
subtipagem morfológica baseada nos tipos predominantes de células 
evoluiu nas décadas de 1950 e 1960, com o desenvolvimento de colo- 
rações citoquímicas para diferenciar subtipos de células mieloides e 
algumas células linfoides (p. ex., leucemia de células pilosas). 

A partir da década de 1970, houve uma explosão de conhecimen- 
to e novas tecnologias, com a disponibilização de muitas ferramentas 
novas para auxiliar na compreensão desses tumores. Nesse contexto, 
foram incluídas a descoberta de células B, células T e outros comparti- 
mentos imunológicos; anticorpos monoclonais e antígenos de diferen- 
ciação de leucócitos; cariotipagem citogenética; rearranjos do gene das 
imunoglobulinas e células T; reação de cadeia de polimerase; arranjos 
de ácido nucleico e, mais recentemente, análises proteômicas. Mui- 
tos tumores hematopoéticos podem hoje ser caracterizados quanto à 
anormalidade genética e aos resultantes distúrbios da via intracelular. 
Isso oferece uma tremenda oportunidade para o desenvolvimento de 
terapias que visam às anormalidades específicas. Os exemplos incluem 
a LMC com uma t(9;22) (q34;11) BCR/ABL e a resultante tirosina 
quinase anormal, que constitui o alvo do fármaco Gleevec (mesilato 
de imatinib) (Druker, 2004); e a leucemia promielocítica aguda com 
t(15;17) (q22;q12) PML/RARa e um receptor anormal do ácido reti- 
noico, que responde à tretinoína (ácido all-trans retinoico). 

A classificação das leucemias e, em particular, dos linfomas tornou- 
se confusa nas décadas de 1970 e 1980 à medida que o progresso ocor- 
ria. O French-American-British Cooperative Group (FAB) desenvol- 
veu critérios de consenso para leucemias e SMD (Bennet, 1976, 1982), 


enquanto a classificação dos linfomas variava internacionalmente. 
Na América do Norte, a classificação padrão de linfomas foi transfor- 
manda na National Cancer Institute [NCI] Working Formulation for 
Clinical Usage e Non Hodgkin's Lymphoma Pathologic Classification 
Project (1982), sendo que na Europa era utilizada a classificação atua- 
lizada de Kiel (Stanfeld, 1988). Estas classificações foram sintetizadas 
na Revised European-American Lymphoma Classification (Harris, 
1995). Mais recentemente, hematopatologistas e oncologistas reco- 
nheceram que critérios diagnósticos uniformes eram essenciais para 
todas as neoplasias hematopoéticas. A classificação global atual de 
tumores hematopoéticos patrocinada pela OMS (Jaffe, 2001a) reco- 
nhece a predominância da biologia anormal de cada tumor e utiliza 
uma combinação de técnicas diagnósticas, variando para cada tumor, 
para estabelecer o diagnóstico. A morfologia, a imunofenotipagem, a 
citogenética e a genética molecular são utilizadas e, em alguns casos, 
são usados ensaios citoquímicos. Muitos dos tumores podem se apre- 
sentar como leucemias ou tumores de tecido mole (linfomas), e esses 
termos permanecem sendo úteis do ponto de vista descritivo. A clas- 
sificação da OMS também utiliza uma abordagem do tipo 2/3 para as 
leucemias mieloides agudas, a qual reconhece que, em muitas partes 
do mundo, os exames moleculares e citogenéticos não estão disponi- 
veis e, quando eles existem, a sua utilização nem sempre é produtiva. 
Para esses casos (LMA, não classificada de outra maneira), os critérios 
morfológicos baseiam-se na classificação FAB. 


Distúrbios mieloproliferativos crônicos 


Os distúrbios mieloproliferativos crônicos reconhecidos pela OMS 
são a LMC (LMC), leucemia neutrofílica crônica (LNC), leucemia eo- 
sinofilica crénica/sindrome hipereosinofilica, PV, mielofibrose idiopá- 
tica crônica (MIC) e TE (Vardiman, 2001a). São proliferações clonais 
de uma célula-tronco pluripotente que é capaz de se diferenciar em 
células das linhagens granulocítica, eritroide e megacariocítica (Adam- 
son, 1976; Fialkow, 1977). Todas apresentam uma evolução crônica que 
pode terminar como uma leucemia aguda, mielofibrose ou coagulo- 
patia, mas apenas uma, a LMC, apresenta uma anormalidade genética 
consistentemente recorrente (Nowell, 1960), As características essen- 
ciais dos principais distúrbios são apresentadas na Tabela 32.12. 


Leucemia mieloide crônica (LMC) 

Características clínicas. A LMC ocorre em adultos jovens e de meia- 
idade. A incidência específica para a idade, no entanto, aumenta acen- 
tuadamente após os 50 anos. O início é insidioso e o distúrbio pode 
ser descoberto de forma acidental em um exame de sangue de rotina. 
O paciente pode apresentar sintomas de anemia e perda de peso ou 
simplesmente se queixar de mal-estar. O baço aumenta de tamanho de 
modo progressivo, e o paciente começa a perder peso e apresenta febre 
e sudorese noturna associada a um aumento do metabolismo como 
consequência da rotatividade de granulócitos. O desconforto associado 
à esplenomegalia pode ser a causa da procura de ajuda médica. Infartos 
esplênicos podem produzir dor no quadrante superior esquerdo. Nos 
últimos estágios da doença, o paciente pode apresentar sangramento 
excessivo ou equimoses. A linfadenopatia, embora comumente pre- 
sente, em raros casos é proeminente (Cortes, 2004). 

Características laboratoriais. 

Sangue. A contagem de leucócitos em geral é superior a 50 x10º/L e 
pode ultrapassar 300 x10º/L. A contagem diferencial é característica. 
Há um espectro completo de células granulocíticas, de alguns poucos 
mieloblastos a neutrófilos maduros, com o número de mielócitos e me- 
tamielócitos superiores ao dos outros tipos celulares (Savage, 1997). A 
distribuição bimodal ajuda a excluir outros distúrbios mieloprolifera- 
tivos e a leucocitose reativa (Fig. 32.12). Os mieloblastos representam 
menos de 10% das células. O percentual relativa de mielócitos neutrófi- 
los aumenta quando a contagem total de leucócitos aumenta. A basofi- 
lia está consistentemente presente, e a eosinofilia é quase sempre obser- 
vada com a presença de mielócitos eosinófilos. A contagem absoluta de 
monócitos também está aumentada na maioria dos pacientes. 

A anemia normocítica está presente na maioria dos pacientes no 
momento do diagnóstico, e poucos normoblastos geralmente podem 
ser observados. A trombocitose está presente em mais da metade dos 
pacientes, enquanto menos de 15% deles apresenta trombocitopenia. 
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Tabela 32.12 Características principais das doenças mieloproliferativas e mielodisplásicas/mieloproliferativas maiores 


Distúrbio Demografia Características laboratoriais, morfologia 
LMC Meia-idade; CBS > 50 x10º/uL, espectro de maturação de 
ocasionalmente, células granulocíticas, pico de mielócitos, 
qualquer idade basofilia, anemia, fosfatase alcalina do neutrófilo 
baixa 
PV Meia-idade, H > M Contagem eritrocitária > 6 x10°/uL, 
Hb > 18,5 g/dL nos homens e > 16,5 g/dL 
nas mulheres, aumento da contagem de 
plaquetas, neutrofilia moderada 
MIC Tipicamente acima Anemia leucoeritroblástica, CBS 
dos 50 anos moderadamente aumentada com desvio para a 
esquerda, plaquetas normais-diminuídas com 
morfologia atípica, medula óssea fibrótica 
com megacariócitos atípicos e precursores de 
eritrócitos e granulócitos 
TE Quinta década (H = M), Plaquetas > 1 x10*, morfologia anormal. 
segundo pico por volta MO com megacariócitos grandes e 
dos 30 anos (M > H) multilobulados aglomerados 
LMMC Idade média de Monocitose > 1 x10/uL por 3 meses, 
- 65-75 anos, H>M citopenias, displasias na linhagem mieloide na 
MO, < 20% de blastos + 
pró-monócitos na MO 
LMMC) Abaixo dos 3 anos, Monocitose > 1 x10º/uL, CBS > 10 x10°/uL, 


H>M 


granulócitos desviados para a esquerda, 


Citogenética 


t(9:22)(q34;q11) 
BCR-ABL 


t(9;22) pode ou não 
estar presente 


+8, +9, del(20q), del(13q), 
del(1p) e outros sao observados 
em 80% dos pacientes; 
frequentemente prenunciam a 
conversão da LMA ou LMC. 
Pode não haver t(9;22) 
del(13q22), +8, +9 observados 
em 5-10% dos casos. Pode 
não haver t(9;22) 

+8, -7, anormalidades de 12p 


observados em 20-40% dos casos. 


Pode não haver t(9;22) 


Monossomia 7. Pode não haver 
t(9:22) 


Prognóstico 


Fase crônica ~ 5 anos. Efeito do 
Gleevec. Crise blástica eventual 
piora o prognóstico 


10-20 anos 


Sobrevida média de 5 anos 


Estável por muitos anos (maioria 
dos casos) 


20-30 meses com progressão para 
a LMAem 15-30% 


Ruim. Possivel beneficio do TMO 


aumento de HbF 


LMC = leucemia mieloide crônica; PV = policitemia vera; MIC = mielofibrose idiopática crônica; TE = trombocitopenia essencial; LMMC = leucemia mielomonocitica crônica; LMMC] = 
leucemia mielomonocitica juvenil; MO = medula óssea; NAP = fosfatase alcalina de neutrófilos; TMO = transplante de medula óssea. 


Medula óssea. A medula óssea apresenta uma hipercelularidade 
acentuada, principalmente como consequência da proliferação gra- 
nulocítica, com todos os estágios representados. Em geral, há um au- 
mento de precursores eosinófilos e basófilos. Os normoblastos tendem 
a estar relativamente diminuídos. Com frequência, a medula óssea 
não pode ser aspirada por causa da densidade celular ou (em especial 
no período tardio da doença) por causa do aumento de reticulina, a 
qual pode ser demonstrada na biópsia. Macrófagos carregados com 
pigmento azul (histiócitos azul-marinho) ou macrófagos indistinguí- 
veis das células de Gaucher são observados em alguns pacientes. 

É bom lembrar que mesmo uma medula óssea típica não é diagnós- 
tica de LMC. Por outro lado, na maioria dos casos, o diagnóstico pode 
ser estabelecido pelo exame de esfregaço de sangue periférico. 

Fosfatase alcalina de neutrófilos. A concentração de fosfatase alcalina 
neutrofílica (NAP, neutrophil alcaline phosphatase) está muito reduzi- 
da ou é indetectável em mais de 90% dos pacientes com LMC. Seus ní- 
veis encontram-se bastante aumentados na PV; elevados, normais ou 
baixos na mielofibrose idiopática; e estão normais ou aumentados nas 
reações leucemoides. Durante a remissão da LMC, com um quadro 
sanguíneo aparentemente normal, os níveis de NAP continuam baixos 
na maioria dos casos. Em aproximadamente 1/3 dos pacientes, esses 
níveis são normalizados. Os níveis de NAP aumentam nas fases acele- 
rada e blástica da doença. Também pode pode haver um aumento em 
resposta a infecções, como ocorre em indivíduos normais. 

Anormalidades citogenéticas. Em mais de 95% dos pacientes com 
LMC típica, células do sangue ou da medula óssea cultivadas apre- 
sentam anormalidade citogenética t(9;22) (q34;q11), envolvendo o 
gene ABLI no braço longo do cromossomo 9 e o gene BCR no braço 
longo do cromossomo 22. Um cromossomo anormalmente pequeno 
formado por essa translocação é denominado cromossomo Philadel- 
phia (Ph') (Nowell, 1960). A fusão do gene BCR-ABL1 resulta em um 
novo transcrito de RNA e, subsequentemente, num fator de cresci- 
mento proteico com atividade de tirosina quinase maior do que a da 
atividade da proteína 145 normal codificada pelo ABL1. Ocorrem ou- 
tras translocações variantes envolvendo genes adicionais, bem como 
translocações crípticas que requerem detecção molecular. A maioria 
delas envolve um ponto de quebra em BCR na região do ponto de 


quebra maior (M-BCR) com a resultante proteína p210. Um ocasio- 
nal ponto de quebra na região mu resulta em uma proteína p230 com 
maturação neutrofílica proeminente. Translocações em uma região 
de ponto de quebra menor (m-BCR) com a resultante proteína p190 
usualmente estão associadas à leucemia linfoblástica aguda (LLA). 
Entretanto, translocações m-BCR raras estão associadas a um aumen- 
to da monocitose, sendo que pequenas quantidades de p190 podem 
ser detectadas na LMC padrão (Vardiman, 2001b). 

Outros achados. As concentrações séricas de cobalamina e trans- 

cobalaminas em geral estão consideravelmente aumentadas, como 
consequência do aumento da transcobalamina I, e acredita-se que seja 
reflexo do tamanho do pool de granulócitos no sangue total. A mura- 
midase (lisozima) sérica também está aumentada. 
Evolução. No passado, o tratamento com bussulfano ou hidroxicar- 
bamida (hidroxiureia) costumava controlar a doença na fase crônica, 
mas sem remissão hematológica da medula óssea nem eliminação do 
cromossomo Ph’. O uso de interferon-a recombinante ou a realização 
de transplante alogênico melhoraram os resultados (Silver, 1999). Um 
inibidor sintético de proteína quinase, STI-571 (mesilato de imatinib; 
Gleevec), tem como alvo específico a proteína BCR-ABL e atualmente 
constitui a terapia mais promissora. O tratamento produz remissão 
clínica frequente, embora ocorram recaídas e os benefícios a longo 
prazo ainda não sejam conhecidos (Angstreich, 2004). 

Exceto nos casos de cura pelo transplante, a doença muda após um 
período variável, dependendo parcialmente da terapia, para uma fase 
mais agressiva ou acelerada (Cortes, 2003). Isso é caracterizado por 
uma ou mais características da mieloproliferação progressiva: aumen- 
to de 10 a 19% de blastos no sangue ou na medula óssea; basofilia no 
sangue periférico > 20%; trombocitopenia persistente não relacionada 
à terapia < 100 x10º/L; trombocitose > 1.000 x10º/L; aumento da leu- 
cocitose e esplenomegalia não responsiva à terapia; ou evolução clonal 
citogenética. A displasia granulocítica, o aumento de pequenos mega- 
cariócitos displásicos e a fibrose com reticulina também são sugestivos. 

A fase blástica é essencialmente uma progressão para a leucemia 
aguda e é definida pela presença de mais de 20% de blastos no sangue 
ou na medula óssea, grandes agregados de blastos na medula óssea 
ou em locais extramedulares. A linhagem blástica é mieloide em 70% 


dos casos e pode incluir qualquer tipo celular mieloide (neutrofílico, 
eosinofílico, basofílico, monocítico, eritroide ou megacariocítico). 
Contudo, corpúsculos de Auer são observados em raros casos. Em 
aproximadamente 1/3 dos casos, no entanto, a aparência é da LLA 
(Rosenthal, 1977). Em geral, são precursores da linhagem B, com ex- 
pressão da desoxirribonucleotidil transferase terminal (TdT), CD34, 
CD19, CD10, porém negativos para a expressão de imunoglobulina 
de superfície. Casos ocasionais são de precursores da linhagem T com 
TdT, CD3, CD3 citoplasmático (cCD3) e CD7. Antígenos mieloides 
frequentemente expressam-se de forma concomitante e casos de li- 
nhagens duplas (mieloide/linfoide) são raros. A transformação blás- 
tica ocorre por causa de alterações genéticas secundárias envolvendo 
genes p53, retinoblastoma (Rb) e outros (Calabretta, 2004). 


Leucemia neutrofílica crônica 

A leucemia neutrofílica crônica é um distúrbio mieloproliferativo 
raro caracterizado por uma neutrofilia persistente e inexplicada com 
mais de 25 x10º/L granulócitos maduros por litro que se assemelha à 
neutrofilia reativa (Elliot, 2001; Imbert, 2001a). Tipicamente, ela afeta 
indivíduos adultos mais velhos que apresentam esplenomegalia e, al- 
gumas vezes, hepatomegalia, frequentemente com sangramento mu- 
cocutâneo, prurido ou gota. Pode haver um desvio para a esquerda 
com bastonetes e granulações tóxicas. Os achados da medula óssea são 
a hipercelularidade com hiperplasia granulocítica, que apresenta uma 
proporção mieloide:eritroide de até 20:1, e a predominância de neu- 
trófilos maduros a mielócitos. A celularidade em termos de eritrócitos 
e megacariócitos pode estar aumentada, mas não existe displasia. O 
exame citogenético usualmente (90%) resulta normal, porém, alguns 
casos revelam anormalidades, incluindo +8, +9, del(20q) e del(11q). 
Casos com variante cromossômica Ph'-positiva e neutrofilia são con- 
siderados LMC. 

Como não existe um marcador genético para essa doença, é prová- 
vel que muitos casos sejam processos reativos devidos a uma neoplasia 
maligna oculta ou a outras causas de inflamação. O mieloma múltiplo 
é quem tem sido mais frequentemente implicado, mas outras neopla- 
sias podem causar neutrofilia acentuada com ou sem envolvimento 
medular. 


Leucemia eosinofilica crônica e 
sindrome hipereosinofílica 

A leucemia eosinofilica crônica é uma proliferação clonal de eosinó- 
filos com aumento crônico no sangue e frequente lesão orgânica decor- 
rente da infiltração tissular. O sangue contém mais de 1,5 x10°/L, sendo 
a maior parte de eosinófilos maduros, e uma quantidade geralmente 
aumentada de blastos no sangue e na medula óssea, porém, inferior a 
20%. Quando os blastos não estão aumentados e não existe evidência de 
monoclonalidade, o termo síndrome hipereosinofilica é recomendado 
(Fig. 32.8). As causas da eosinofilia reativa devem ser descartadas. 

Alguns casos de leucemia eosinofílica crônica apresentam anor- 
malidades clonais citogenéticas; translocações +8, 1(17q) ou 8p11 in- 
cluindo t(8;13)(p11;q12), t(8;9) (p11; q32-34) e t(6;8) (q27;p11). A 
translocação 8p11 também pode ocorrer na leucemia mieloide aguda 
(LMA) e na LLA de precursores das células B ou células T. O resultado 
clínico da leucemia eosinofílica crônica e da síndrome hipereosinofi- 


lica é usualmente indolente com uma sobrevida de 5 anos em cerca de 
80% dos casos (Bain, 2001a). 


Policitemia vera (PV) 

A PV é uma proliferação clonal de células-tronco que afeta princi- 
palmente a série eritroide, caracterizada pela proliferação excessiva 
de elementos eritroides e geralmente de elementos granulocíticos e 
megacariocíticos na medula óssea (panmielose). Isso é refletido no 
sangue por um aumento absoluto da massa eritrocitária, leucocito- 
se e trombocitose. À concentração sérica e urinária de eritropoietina 
diminui. A produção de eritrócitos é autônoma, com crescimento de 
“colônias eritroides endógenas” in vitro sem eritropoetina, mas não 
responde à eritropoetina quando o paciente se torna anêmico em de- 
corrência de uma perda sanguínea (Pierre, 2001). A patologia pode 
estar relacionada à diminuição da expressão do receptor de TP c-Mpl 
(Kaushansky, 2003) e à superexpressão do RNA mensageiro da PV-1 
(Pahl, 2004). Ocorre uma fase proliferativa inicial e eventualmente 


outra de consumo com anemia, fibrose medular, aumento da espleno- 
megalia e hematopoese extramedular. 

Características clínicas. A doença é levemente mais frequente entre 
homens do que entre mulheres. Usualmente, começa na meia-idade. 
Os pacientes afetados apresentam cianose rubra e a esplenomegalia 
está presente em 2/3 dos casos. Fenômenos trombóticos ou hemorrá- 
gicos ocorrem em metade dos pacientes. A trombose é mais comum 
(Chomienne, 2004). Infarto do miocárdio, trombose cerebral, infartos 
esplénicos ou pulmonares e tromboflebites são os episódios trombó- 
ticos mais frequentes. O sangramento digestivo alto, frequentemente 
devido a uma úlcera péptica, é o problema hemorrágico mais comum. 
O prurido, em especial após o banho, é comum. 

Características laboratoriais. 

Sangue. Os eritrócitos ultrapassam 6-12 x10“/L, e a hemoglobina 
é > 18,5 g/dL (homens) ou > 16,5 g/dL (mulheres). O volume celular 
médio (VCM), a hemoglobina celular média (HCM) e a concentração 
de hemoglobina celular média (CHCM) estão normais ou baixos. Caso 
ocorra perda sanguínea crônica, os eritrócitos tornam-se hipocrômi- 
cos e microcíticos. Macrócitos, células policromáticas e normoblastos 
podem ser observados, mas não constituem uma característica proe- 
minente da doença. A produção de eritrócitos aumenta. A destruição 
eritrocitária permance normal durante o período de eritrocitose. Mais 
tarde, com a evolução da doença e quando o paciente desenvolve es- 
plenomegalia, a sobrevida dos eritrócitos diminui. O volume sanguíneo 
total aumenta principalmente por causa do aumento da massa eritro- 
citária, apesar de o volume plasmático também poder apresentar um 
menor grau de aumento. A viscosidade sanguínea é alta, podendo ser 
difícil preparar esfregaços de sangue satisfatórios. A velocidade de sedi- 
mentação eritrocitária (ESR, erythrocyte sedimentation rate) diminui. 

A contagem de plaquetas aumenta em aproximadamente 2/3 dos 
pacientes, com frequência a níveis superiores a 1.000 x10º/L. Em 80% 
dos pacientes não tratados existem anormalidades funcionais das pla- 
quetas (Gilbert, 1975), com diminuição da agregação em resposta ao 
ADP e à epinefrina. Defeitos funcionais podem estar relacionados à 
diminuição do c-Mpl nas plaquetas (Moliterno, 1998), embora ocorra 
um aumento nos megacariócitos (Bock, 2004). Não existe uma anor- 
malidade consistente da hemostasia secundária. 

Uma leucocitose neutrofílica moderada na faixa de 10-30 x10°/L é 
comum. Granulócitos imaturos são observados em cerca de 50% dos 
casos, e a contagem absoluta de basófilos costuma estar elevada. A fos- 
fatase alcalina dos neutrófilos está acentuadamente elevada em 80% 
dos pacientes. Os níveis séricos de transcobalaminas e muramidade 
geralmente estão elevados. 

A saturação arterial de oxigênio é normal. Muitos pacientes com PV 
apresentam hiperuricemia como consequência do aumento do meta- 
bolismo de ácidos nucleicos, e alguns pacientes apresentam gota se- 
cundária ou cálculos renais de ácido úrico. 

Medula óssea. A medula óssea apresenta uma hipercelularidade 
moderada a acentuada, com hiperplasia normoblástica eritroide pro- 
eminente na panmielose. Ocorre um aumento do número de mega- 
cariócitos e agrupamento de megacariócitos pequenos e grandes com 
aumento de seios dilatados (Michiels, 1997). Além disso, é frequente a 
presença de aglomerados em torno dos sinusoides (Pierre, 2001) (Fig. 
32.13). Os níveis de reticulina com frequência estão aumentados e as 
reservas de ferro estão diminuídas ou ausentes em 95% dos casos. 
Diagnóstico. Os critérios da OMS (Pierre, 2001) para o diagnóstico 
de PV são: 

l. aumento da massa eritrocitária > 25% acima da média normal, 

ou Hb > 18,5 g/dL (homens) ou 16,5 g/dL (mulheres). 

2. nenhuma causa de eritrocitose secundária (incluindo a eritroci- 
tose familiar) e ausência de aumento de eritropoietina (EPO) em 
decorrência de: hipóxia (Po; arterial < 92%), alta afinidade da he- 
moglobina pelo oxigênio, receptor de EPO truncado ou produção 
inadequada de EPO por um tumor. 

Ambos os critérios devem ser atendidos, assim como qualquer um 
dos seguintes: esplenomegalia, anormalidade clonal genética diferen- 
te de BCR/ABL, ou formação endógena de colônia in vitro; ou dois 
dos seguintes parâmetros: trombocitose (> 400 x107/L), leucocitose 
(> 12 x10º/L), biópsia de medula óssea mostrando panmielose com 
proeminente proliferação eritroide e megacariocítica ou baixo nível 
sérico de eritropoietina. 
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A PV é uma doença crônica. Usualmente, os pacientes vivem 10 a 20 
anos sob controle. Flebotomia, clorambucil, fósforo radioativo (**P) e 
hidroxicarbamida (hidroxiureia) têm sido utilizados para controlar a 
manifestação da doença. 

Em aproximadamente 20 a 40% dos pacientes, a fase de consumo 
ou pós-policitêmica ocorre com anemia progressiva, aumento gradu- 
al do baço e elevação adicional da contagem de leucócitos, com mais 
granulócitos imaturos e mais eritrócitos nucleados circulantes. Mui- 


tos eritrócitos tornam-se ovais, sendo que células em forma “lágrima” 


(dacriócitos) tornam-se proeminentes. A aspiração da medula óssea 
é impossibilitada pela mielofibrose e a esplenomegalia aumenta por 
causa da hematopoese extramedular. As manifestações nesse estágio 
da doença são indiferenciáveis das manifestações observadas na mie- 
lofibrose com metaplasia mieloide. Uma outra complicação tardia da 
PV é a leucemia aguda ou a síndrome mielodisplásica (SMD) (Lan- 
daw, 1986). Ocorre um discreto aumento (2-3%) em pacientes trata- 
dos apenas com flebotomia. Um aumento maior (10%) é observado 
em pacientes tratados com agentes citotóxicos. 


Mielofibrose idiopática crônica (MIC) 

Esse distúrbio recebeu numerosas denominações, incluindo mie- 
lofibrose com metaplasia mieloide, metaplasia mieloide agnogênica, 
mielofibrose primária, mielosclerose com metaplasia mieloide, hepa- 
toesplenomegalia megacariocítica mieloide, mielose não leucêmica, 
metaplasia granulocítica megacariocítica essencial (MGME) e muitas 
outras. Trata-se de uma condição bem identificada, mas pouco com- 
preendida. 

Essa condição consiste em uma panmielose clonal progressiva crôni- 
ca caracterizada por uma hiperplasia megacariocítica e frequentemente 
granulocítica com graus variados de fibrose reativa da medula óssea e 
hematopoese extramedular (Thiele, 2001a). Tipicamente, ocorre uma 
anemia leucoeritroblástica com anormalidades eritrocitárias acentua- 
das, normoblastos circulantes, granulócitos imaturos e plaquetas atípi- 
cas. A MIC é uma doença incomum, cuja incidência corresponde a 2/3 
da incidência da LMC. Costuma ocorrer em indivíduos com mais de 50 
anos de idade e surgir de modo insidioso, com perda de peso, anemia e 
desconforto abdominal decorrentes da esplenomegalia. Com frequên- 
cia, o fígado também está aumentado e o paciente pode apresentar ic- 
terícia leve. A radiografia revela osteosclerose irregular em até 50% dos 
pacientes, mas a osteoporose também pode ser observada. 

Em 20 a 30% dos casos, um estágio pré-fibrótico é caracterizado por 
uma anemia normocítica leve com poiquilocitose incluindo dacrió- 
citos, eritrócitos nucleados, trombocitose e leucocitose discreta com 
algumas formas imaturas. A medula celular encontra-se hipercelular 
e contém megacariócitos anormais, que se aglomeram em torno dos 
seios e das trabéculas. A histopatologia da medula óssea é dominada 
por megacariócitos atípicos imaturos, aumentados e com núcleos 
imaturos em forma de “nuvem” (Michiels, 1999), além de pequenos 
megacariócitos. A fibrose inicialmente pode ser mínima. A hematopo- 
ese intrasinusoidal é frequente (Fig. 32.14). 

Os achados característicos da apresentação no estágio fibrótico in- 
cluem uma anemia normocítica normocrômica (frequentemente com 
algumas células hipocrômicas e pontilhado basofílico), anisocitose 
moderada e poiquilocitose acentuada, incluindo dacriócitos proemi- 
nentes e eliptócitos. Em geral, os normoblastos estão aumentados de 
forma desproporcional em relação ao grau de anemia com discreta 
reticulocitose. A anemia pode ter uma origem complicada, com com- 
ponentes de insuficiência medular, eritropoese ineficaz e hemólise. A 
esplenomegalia decorrente da hematopoese extramedular é típica. 

A contagem de leucócitos está moderadamente elevada. Neutrófilos 
imaturos e, em alguns casos, mieloblastos estão presentes. Com frequén- 
cia, os basófilos estão aumentados. O número de plaquetas está normal 
ou diminuído (em raros casos aumentado), e elas costumam ser atípicas 
com “zonas” claras distintas. Micromegacariócitos do tamanho dos lin- 
fócitos com núcleo e citoplasma ou megacarioblastos pequenos podem 
ser comumente encontrados quando procurados. Em raras ocasiões, 
eles estão presentes em uma quantidade considerável. 

A cultura de células sanguíneas in vitro revela um aumento de colé- 
nias (CFU-GM) similar ao que ocorre na LMC. O GM-CSF sérico esta 
alto. Com frequência, o nível sérico de ácido úrico está aumentado, e o 
de cobalamina está normal ou elevado. 





Figura 32.13 Biópsia de medula óssea na PV mostrando panmielose com hiperplasia 
normoblástica (x500). 





Figura 32.14 Biópsia de medula óssea na mielfibrose crônica idiopática, com 
aumento do espaço entre células sugerindo fibrose e hematopoese intersinusoidal 
(x500). 





Em geral, é impossível aspirar a medula óssea, e a biópsia é neces- 

sária. A medula óssea é fibrótica, com ilhotas residuais de precursores 
eritroides e granulocíticos e megacariócitos atípicos. A fibrose é de te- 
cido conjuntivo frouxo com colágeno escasso, mas com abundância 
de reticulina, Focos de formação osteoide e/ou óssea em placas en- 
dofíticas (Thiele, 2001b) podem ser observados, e trabéculas ósseas 
podem apresentar espessamento irregular (mielosclerose). A medu- 
la óssea pode apresentar um misto de hiperplasia e fibrose em uma 
amostra ou pode variar em locais diferentes do corpo. Megacariócitos 
formam agrupamentos nucleares anormais ou bainhas que podem ser 
observados nos seios com outros precursores da medula óssea. A he- 
matopoese é observada no fígado e no baço. 
Biologia. Embora os megacariócitos proliferantes sejam neoplásicos, 
a proliferação estromal é reativa por causa da liberação inadequada 
de fatores de crescimento derivados dos megacariócitos/plaquetas, 
incluindo o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF, 
platelet-derived growth factor), fator transformador de crescimento-f 
(TGF-p, transforming growth factor P), fator de crescimento de fibro- 
blastos básico (bFGF, basic fibroblast growth factor) e calmodulina 
(Reilly, 1998). 

Estudos cromossômicos revelam ausência de BCR/ABL, mas é fre- 

quente a presença de alterações também observadas em outros distúr- 
bios mieloproliferativos e mielodisplásicos: +8, +9, del(20q), del(13q) 
e del (1p). Cerca de 80% dos pacientes apresentam alterações cromos- 
sOmicas inespecificas cujo surgimento frequentemente reflete uma 
conversão para LMA ou LMC. 
Evolução. A evolução natural é o aumento da fibrose com anemia 
progressiva e esplenomegalia. A hemólise com frequência se torna um 
elemento agravante da anemia, e infecções podem ser um problema 
grave. À hipertensão porta ocorre em 10 a 20% dos casos e pode resul- 
tar em sangramento de varizes esofágicas. A hipertensão pode ser de- 
vida à trombose da veia porta ou à obstrução intra-hepática decorren- 
te da metaplasia mieloide com aumento do fluxo sanguíneo portal. 

Preparações de andrógenos, corticosteroides e eritropoietina são 
úteis no controle da anemia (Tefferi, 2003). A sobrevida média tem 
sido de cerca de 5 anos, consideravelmente menor do que a sobrevi- 
da associada à PV. Entretanto, alguns pacientes vivem mais tempo e 


nestes o evento terminal geralmente é uma leucemia aguda. Avanços 
terapêuticos recentes com remissão durável das citopenias foram rela- 
tados com o uso de talidomida e prendnisona (Mesa, 2004). 

Em certos casos, os pacientes apresentam citopenias e fibrose medu- 
lar decorrentes de outras causas, algumas das quais podem responder 
de maneira favorável a terapias específicas. Dentre essas causas, estão 
os tumores metastáticos, tumores hematopoéticos primários (p. ex., 
leucemia de células pilosas ou discrasia de plasmócitos) (Meerkin, 
1994), lesão causada por radiação e, em raros casos, mielofibrose au- 
toimune (Hasselbalch, 1987; Pullarkat, 2003). Crianças desnutridas 
com deficiência de vitamina D (raquitismo) algumas vezes apresen- 
tam mielofibrose. Foi postulado um possível papel para os solventes 
na mielofibrose (Brandt, 1987), mas isso não está claro nem bem do- 
cumentado. Também resta saber se os casos associados aos solventes 
são de mielofibrose neoplásica ou secundária. O solvente mais suspei- 
to é o benzeno, que sabidamente induz LMA mediante níveis limitro- 
fes de exposição. Parece muito improvável que a exposição ambiental 
geral esteja associada a processos malignos hematológicos (Duarte- 
Davidson, 2001). A fibrose medular peritrabecular ocorre no hiperpa- 
ratireoidismo primário ou secundário da insuficiência renal crônica. 


Trombocitemia essencial (TE) 


A trombocitemia é um distúrbio clonal mieloproliferativo que afeta 
primariamente a linhagem megacariocítica e tem como principal ma- 
nifestação uma trombocitose constante. Ocorre com mais frequência 
na quinta década de vida, com igual distribuição entre os sexos e um 
segundo pico de incidência nas mulheres em torno dos 30 anos (Im- 
bert, 2001b). 

Características clínicas. Frequentemente (50%) os pacientes apre- 
sentam trombocitose assintomática, mas até metade desses indivíduos 
apresentam hemorragia ou trombose. Esta última ocorre sob a forma 
arterial ou venosa ou como oclusão microvascular que ocasiona ata- 
ques isquémicos transitórios ou isquemia digital. Hemorragias mu- 
cosas espontâneas e recorrentes características são mais comuns no 
trato gastrintestinal ou nas vias aéreas superiores. Em alguns casos, as 
hemorragias são precedidas ou acompanhadas por trombose. À esple- 
nomegalia leve ocorre em 50% dos casos. 

Características laboratoriais. 

Sangue. A característica mais impressionante é o aumento acentu- 
ado de plaquetas (> 600 x107/L; com frequência, > 1.000 x10º/L), em 
geral com formas gigantes e anormais, comumente acompanhado da 
presença de fragmentos de megacariócitos. Algumas vezes, o paciente 
apresenta leucocitose neutrofílica. A anemia microcítica hipocrômica 
devida à perda sanguínea crônica está presente em muitos casos. De- 
feitos funcionais das plaquetas na trombocitemia são frequentemente 
demonstráveis. O achado mais típico é a diminuição da agregação e 
megacariócitos aumentados de volume. 

Medula óssea. Na medula óssea, os megacariócitos encontram-se au- 
mentados em número e tamanho, apresentando citoplasma maduro e 
núcleos multilobulados, bem como uma tendência a se agruparem em 
uma medula óssea normal ou discretamente hipercelular (Michiels, 
1999) (Fig. 32.15). Os núcleos dos megacariócitos não são descritos co- 
mo atípicos, mas com frequência são distintos e se assemelham àqueles 
observados em outros distúrbios mieloproliferativos. A proliferação 
eritroide pode ocorrer secundariamente à perda sanguínea. As carac- 
terísticas observadas ao exame de biópsia podem ser indiferenciáveis 
daquelas associadas à PV, contudo em geral a predominância eritroide 
é menor. Pode haver hematopoese extramedular esplênica. 

A cultura de medula óssea revela tipicamente a formação espon- 
tânea de colônias de megacariócitos e também de eritrócitos in vitro 
(Niittyvuopio, 2004). A marcação anormal (diminuída) da medula 
óssea para receptor de trombopoetina (TP), c-Mpl, pode ajudar na 
diferenciação entre TE e trombocitose reativa (Gale, 2003). 
Diagnóstico. Os critérios da OMS para o diagnóstico de trombocite- 
mia são os seguintes (Imbert, 2001b): 

1. contagem de plaquetas constante > 600 x10°/L; 

2. biópsia de medula óssea revelando proliferação principalmente 

de megacariócitos com núcleos maduros aumentados de volume. 
Os itens a seguir devem ser excluídos: 

hemoglobina inferior a 18,5 (homens) e 16,5 g/dL (mulheres) ou 

massa eritrocitária normal; 





Figura 32.15 Biópsia de medula óssea na TE com aumento e agregação de 
megacariócitos (x500). 


* ferro corável na medula óssea, ferritina normal ou VCM normal; 


* ausência de evidência de LMC; ausência de cromossomo Phila- 
delphia ou BCR/ABL; 


* ausência de evidência de mielofibrose; ausência de fibrose por 
colágeno da medula óssea e fibrose por reticulina mínima ou au- 
sente; 


* nenhuma causa conhecida de trombocitose reativa, neoplasma, 
inflamação ou infecção nem história de esplenectomia. 


Genética. Não existe uma anormalidade genética específica. Translo- 
cações BCR/ABL devem ser descartadas para excluir a LMC. A trom- 
bocitose com cromossomo Philadelphia positivo é provavelmente 
uma forma inicial de LMC e difere quanto aos apectos morfológicos 
pela ausência de megacariócitos grandes agrupados (Michiels, 2004). 
Casos ocasionais (5 a 10%) apresentam del(13q22), +8 ou +9 (Im- 
bert, 2001b). Outras anormalidades, por exemplo, del(5q) ou anor- 
malidades de 3921926, sugerem um distúrbio mieloproliferativo com 
trombocitose. 

A maioria dos casos permanece estável por muitos anos, mas uma 
pequena proporção pode evoluir para outros distúrbios mieloprolife- 
rativos crônicos ou, em raros casos, desenvolver uma leucemia aguda. 
Historicamente, agentes alquilantes e radiofósforo foram utilizados 
para o tratamento da TE, mas esses tratamentos eram complicados 
por leucemias secundárias. A hidroxicarbamida (hidroxiureia) foi uti- 
lizada mais recentemente, mas ela também pode levar à leucemia. A 
anagrelida vem sendo utilizada e é considerada mais segura e confiável 
(Silverstein, 1999). O desenvolvimento de eritrocitose com aumento 
da massa eritrocitária levanta a possibilidade de PV, e existe algum 
cruzamento entre as duas entidades. A formação de colônia eritroide 
endógena pode permitir a identificação de casos precoces com risco 
de PV (Griesshammer, 2004). A fibrose ocorre em casos raros. 


Doença mieloproliferativa crônica-não classificável 
(DMPC-NC) 

Consiste em distúrbios com características de doença mieloprolife- 
rativa, todavia, que não satisfazem aos critérios de uma entidade espe- 
cífica ou apresentam características intermediárias (Thiele, 2001b). Os 
exemplos de DMPC-NC incluem MIC pré-fibrótica, PV pré e pós-poli- 
citêmica (sem diagnóstico prévio); e casos com características de distúr- 
bio mieloproliferativo acompanhados de alguma displasia ou aumento 
de blastos. O BCR/ABL e outras anormalidades citogenéticas especifi- 
cas estão ausentes. Ocorre sobreposição dessa categoria com a doença 
mielodisplásica/mieloproliferativa não classificável. Frequentemente, 
durante o acompanhamento, o paciente passa a apresentar achados ca- 
racterísticos que permitem o diagnóstico definitivo (Bain, 2001b). 


Doenças mielodisplásicas e mielodisplásicas/ 
mieloproliferativas 


Em geral, as doenças mieloproliferativas são distúrbios nos quais a 
proliferação de células hematopoéticas ultrapassa a apoptose; ocorre 
um aumento de elementos celulares no sangue, e a morfologia da he- 
matopoese é quase normal. As doenças ou SMD são distúrbios nos 
quais a apoptose predomina, a hematopoese é ineficaz e ocorrem cito- 
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658  penias (Greenberg, 1998; List, 2004). Os distúrbios mielodisplásicos/ 


mieloproliferativos apresentam características de ambas, com aumen- 
tos variáveis de células, assim como citopenias e displasia morfológi- 
ca (Vardiman, 2001c). Incluem a leucemia mielomonocítica crônica 
(LMMC), LMCa, LMMC juvenil (LMMC]) e formas não classificá- 
veis. A LMMC e a LMMC juvenil estão incluídas na Tabela 32.12. 

As doenças mielodisplásicas ocorrem sobretudo em indivíduos com 
mais de 50 anos e geralmente manifestam-se como uma ARF aos he- 
matínicos, como ou sem neutropenia e trombocitopenia. Em geral, 
não ocorre aumento de fígado, baço ou linfonodos. A medula óssea é 
hipercelular com maturação anormal de uma ou mais das três linha- 
gens hematopoéticas. O número de blastos costuma estar aumentado. 
Esse grupo de distúrbios também foi denominado síndromes dismie- 
lopoéticas ou “pré-leucemias” por causa da alta proporção de casos que 
acabam evoluindo para uma leucemia aguda franca. O FAB (Bennett, 
1976, 1982) descreveu e classificou esses distúrbios, e sua nomenclatu- 
ra permanece sendo útil (com certas modificações) para a classificação 
da OMS (Brunning, 2001a). Um sistema de pontuação para previsão 
da sobrevida e do risco de transformação leucêmica aguda foi desen- 
volvido com base no percentual de blastos, citogenética e extensão das 
citopenias (Greenberg, 1997). Em geral, uma contagem de blastos su- 
perior a 5% eleva o risco. Quando essa contagem é superior a 10%, au- 
menta ainda mais o risco. Anormalidades cromossômicas complexas 
ou do cromossomo 7 representam alto risco; del(5q), del(2q) isolado, 
-Y e citogenética normal representam baixo risco; outros achados cito- 
genéticos representam risco intermediário; e, enfim, a existência mais 
de uma citopenia aumenta o risco. 


Tipos de maturação celular anormal 

Diseritropoese. Assemelha-se à alteração megaloblástica e inclui frag- 
mentação nuclear ou cariorrexe, multinuclearidade, brotamentos ou 
pontes nucleares, pontilhado basófilo e sideroblastos em anel (Bennett, 
1986). Essas características também podem ser observadas em intoxi- 
cações por drogas, quimioterápicos, metais pesados, álcool e outras 
toxinas (Brunning, 2001a) (Figs. 32.16 e 32.17). O número de células 
eritroides pode estar aumentado ou diminuído. Anormalidades eritro- 
cíticas na esfregaço de sangue incluem a presença de macrócitos ovais, 
anisocromia, pontilhado basófilo, dacriócitos e reticulocitopenia. 

Disgranulopoese. Inclui a assincronia nuclear/citoplasmática, hipo- 
granulação, hiposegmentação nuclear com aumento da condensação 
de cromatina, grânulos azurófilos grandes ocasionais, nucléolos ina- 
propriadamente proeminentes ou outras anormalidades. Os precur- 
sores de neutrófilos e os monócitos com frequência se assemelham. 
Neutrófilos com cromatina madura, mas diminuição da granulação e 
núcleos bilobados ou unilobados, assemelham-se a células da anoma- 
lia de Pelger-Huét e são denominadas células “pseudo-Pelger-Huét” 
(Figs. 32.18 e 32.19). 

Dismegacariocitopoese. Inclui megacariócitos grandes com núcleos 
não segmentados, micromegacariócitos e megacariócitos com dois ou 
mais núcleos pequenos não conectados (Fig. 32.20). O número de me- 
gacariócitos pode estar diminuído. Na esfregaço de sangue, a presença 
de plaquetas gigantes hipogranulosas é frequente, e micromegacarió- 
citos são raramente observados. 


Doenças mielodisplásicas/mieloproliferativas 

(ver Tab. 32.12) 

Leucemia mielomonocítica crônica. A LMMC é um distúrbio clonal 
de células-tronco no qual a característica predominante é a mono- 
citose persistente (> 1 x10º/L por mais de três meses) e para o qual 
outras causas foram descartadas (Vardiman, 2001d). Tipicamente, o 
indivíduo apresenta citopenias no sangue (anemia, trombocitopenia 
e/ou neutropenia), mas a neutrofilia com anormalidades morfológica 
também ocorre. O cromossomo Philadelphia ou BCR/ABL está au- 
sente e pode haver displasia de uma ou mais linhagens mieloides, bem 
como menos de 20% de blastos somados a pró-monócitos na medula 
óssea (Fig. 32.21). A medula óssea também apresenta monocitose e, 
em geral, aumento do número de pró-monócitos. Estes podem ser 
diferenciados dos mielócitos anormais pela coloração com esterase 
inespecifica (o-naftil acetato ou a-naftil butirato esterase) ou pela 
marcação forte com antilisozima ou CD68. A eosinofilia ou a baso- 
filia pode estar presente e, com frequência, existem monócitos com 





Figura 32.16 Diseritropoese induzida por fármaco, com núcleos apresentando 
lóbulos irregulares nas células localizadas acima, à direita, em comparação aos 
normoblastos relativamente normais (x1.000). 





). 


aspecto plasmacitoide. Quando a eosinofilia for superior a 1,5 x10°/L, 
a OMS recomenda a subcategoria de LMMC com eosinofilia. 

Na LMMC e também nas leucemias mieloides agudas com diferen- 
ciação monocítica, os pró-monócitos são considerados equivalentes a 
blastos e são incluídos na determinação do percentual de blastos. Os pró- 
monócitos são precursores monocíticos que apresentam uma morfologia 
reconhecível de monócito, mas com cromatina imatura e núcleos fina- 
mente convolutos ou cerebriformes (Fig. 32.22). O percentual de blastos 
costuma ser < 5% no sangue e < 10% na medula óssea. Esses casos são re- 
feridos como LMMC-1.A subcategoria LMMC-2 refere-se aos casos com 
5 a 19% de blastos no sangue e 10 a 19% de blastos na medula óssea ou 
àqueles em que há corpúsculos de Auer presentes. Isso indica uma doença 
agressiva com provável transformação iminente em leucemia aguda. 

O imunofenótipo é CD13/CD33+; variável CD14/CD68/CD64/ 
CD4+. Monócitos plasmacitoides podem ser observados e expressam 
CD14, CD43, CD56, CD68 e CD4, com variável CD2/CD5. Anormali- 
dades citogenéticas em 20 a 40% dos casos incluem +8, —7/del e anor- 
malidades de 12p. 

A LMMC ocorre com mais frequência em idosos (média de 65 a 75 
anos) e está associada à predominância no sexo masculino. Os sinto- 
mas em geral são aqueles relacionados às citopenias (fadiga, infecção 
ou sangramento) ou ao estado hipermetabólico (febre, perda de peso, 
sudorese noturna). A hepatoesplenomegalia pode estar presente parti- 


Figura 32.19 Outras formas de displasia de neutrófilos. 659 
A, neutrófilo em anel com células eritroides e 

megacariociticas displásicas na medula óssea (x1.000). 

B, neutrófilo de Pelger-Huêt parecido com um monócito 
(x1.000). C, células de Pelger-Huét mononuclear 

(x1.000). D, precursores de neutrófilo grandes com 

lobulação irregular e granulação (x1.000). 





cularmente em pacientes com leucocitose acentuada. A linfadenopatia 
pode estar associada ao sarcoma granulocítico e à evolução para a leu- 
cemia aguda. A sobrevida média é de 20 a 30 meses com a progressão 
para LMA em 15 a 30% dos casos. 
Leucemia mieloide crônica atípica (LMCa). Esta doença apresenta 
características mielodisplásicas e mieloproliferativas, um componen- 
te predominante de aumento de neutrófilos e precursores com carac- 
terísticas displásicas, além de displasia de outras linhagens celulares 
(Vardiman, 2001e). Os cromossomos Ph’ ou BCR/ABL estão ausentes. 
Esses casos foram previamente considerados com a LMC ou a LMMC, 
porém eram negativos para o cromossomo Ph’ ou para BCR/ABL e, 
embora a monocitose com frequência esteja presente, é menos proe- 
minente do que a neutrofilia. A medula óssea é hipercelular com ca- | 
racterísticas variáveis de cada linhagem. Uma variante, “sindrome de Figura 32.20 Megacariócito displásico apresentando lobos nucleares não | 
aglutinação anormal de cromatina”, apresenta uma con dens ção exa- a Formas mononucleares também sao frequentes na mielodisplasia 
gerada de cromatina e outras características displásicas. mn 

A citogenética revela +8, +13, del(20q), i(17q) ou del(12p) em até 
80% dos casos. A LMCa ocorre no final da vida e em geral com um 
mau prognóstico, com uma sobrevida média de 20 meses e 25 a 40% 
de transformação em leucemia aguda. 

Os critérios para o diagnóstico de LMCa (Vardiman, 2001e) são: 
* leucocitose decorrente do aumento de neutrófilos maduros e ima- 

turos; 





* disgranulopoese proeminente; 

* ausência do cromossomo Ph’ ou de BCR/ABL; 

* precursores de neutrófilos (pró-mielócitos, mielócitos, metamie- 
lócitos) representam mais de 10% da CBS; 

* monocitose absoluta minima ou ausente; monócitos representam 
menos de 10% da CBS; 


* medula óssea hipercelular com proliferação granulocítica e displa- Figura 32.21 Este caso de LMMC apresenta uma displasia moderada de três 
sia granulocítica, com ou sem displasia das linhagens eritroide e/ linhagens e monocitose (x500). 
ou mecariocítica; 








* menos de 20% de blastos no sangue ou na medula óssea. culina de 2:1. O prognóstico é ruim e a morte geralmente é consequente 


Leucemia mielomonocítica juvenil (LMM)). Trata-se de ein distur “à insuficiência orgânica decorrente de infiltrados leucémicos, embora 
bio clonal predominantemente das linhagens granulocítica e monocíti- alguns pacientes se beneficiem com o transplante de medula óssea. 

ca, com displasia nessas € em outras linhagens, ocorrendo CR ees Os critérios para o diagnóstico de LMM] (Vardiman, 2001f) são: 
adolescentes jovens (Luna-Fineman, 1999; Vardiman, 2001e). Foi pre- + monocitose no sangue periférico > 1 x10°/L; 


viamente designada como LMC cromossomo Ph’-negativa, LMMC ou 
síndrome da monossomia 7 (em alguns casos). A sua ocorrência é de 
1,3 caso por milhão de crianças com menos de 14 anos e, na maioria dos | * mais dois dos seguintes achados: 

casos, com menos de 3 anos de idade. Existe uma predominância mas- — hemoglobina F aumenta para a idade; 


* ausência de cromossomo Ph' ou BCR/ABL; 


úrbios leucocitários 
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Figura 32.22 Promonócito (centro) apresentando cromatina imatura e pregas 
nucleares finamente convolutas em comparação com monoblastos. 


— granulócitos imaturos no sangue; 
— CBS> 10x10/L; 
— “anormalidade clonal cromossômica (incluindo monossomia 7); 


— progenitores mieloides com hipersensibilidade ao GM-CSF in 
vitro. 


Doença mielodisplásica/mieloproliferativa 
não classificável 

Esta categoria da classificação da OMS é utilizada para aqueles ca- 
sos com características de doença mielodisplásica, mas com a adição 
de características mieloproliferativas proeminentes, incluindo trombo- 
citose superior a 600 x10º/L com hiperplasia megacariocitica ou CBS 
superior a 13 x10º/L com ou sem esplenomegalia, ausência de distúr- 
bio mieloproliferativo crônico ou SMD e ausência de uma anormalida- 
de cromossômica específica a uma outra doença (BCR/ABL, del(5q), 
t(3;3) (q21;q26) inv(3) (q21;q26) (Bain, 2001b). Um quadro provisó- 
rio de ARF com sideroblastos em anel associada a uma trombocitose 
acentuada é incluído nessa categoria. 


Síndromes mielodisplásicas | 
(Brunning, 2001b, c, d, e, f, g) (Tab. 32.13) 


Anemia refratária (ARF). Esse distúrbio clonal envolve principalmen- 
te a linhagem eritroide, com eritropoese ineficaz e sem aumento do 


número de blastos. Os achados são a anemia com reticulocitopenia 
e eritrócitos anormais. Granulócitos anormais são raros, e blastos re- 
presentam menos de 1% no sangue. A medula óssea é normocelular a 
hipercelular com hiperplasia eritroide e/ou diseritropoese e menos de 
5% de blastos. A sobrevida é relativamente boa (> 5 anos), e a evolu- 
ção para a leucemia aguda é baixa (6%). 

Anemia refratária com sideroblastos em anel (ARFSA). Nesse distúrbio, 
além dos achados da ARF, existem sideroblastos em anel que repre- 
sentam 15% ou mais dos precursores eritroides presentes na medula 
óssea. São precursores eritroides nucleados, onde partículas de ferro 
coráveis (mitocôndrias incrustadas de ferro) formam um anel de 10 
ou mais partículas intimamente associadas e que envolvem pelo me- 
nos 1/3 do núcleo (Fig. 32.17). A maturação citoplasmática defeituosa 
e eritrócitos anisocrômicos são anormalidades associadas. A sobrevi- 
da é similar à da ARF com uma incidência menor de progressão para 
a leucemia aguda (< 2%). 

Citopenia refratária com displasia de múltiplas linhagens (CRFDM). 
Trata-se de um distúrbio clonal com bi ou pancitopenia e displasia de 
10% ou mais dos precursores de duas ou mais linhagens. Os blastos 
não estão aumentados (< 1% no sangue e < 5% na medula óssea). Si- 
deroblastos em anel podem estar presentes e quando sua concentração 
ultrapassa 15% dos precursores eritroides, o caso é classificado como 
citopenia refratária com displasia de múltiplas linhagens e sideroblas- 
tos em anel. 

Em contraste com a ARF e a ARF com sideroblastos em anel, as 
quais apresentam anormalidades citogenéticas com pouca frequência 
(< 10%), a citopenia refratária com displasia de múltiplas linhagens 
e a citopenia refratária com displasia de múltiplas linhagens e side- 
roblastos em anel apresentam em até 50% dos casos. Elas incluem a 
trissomia 8, monossomia 7, del(7q), monossomia 5, del(5q), del(20q) 
e cariótipos complexos. A sobrevida é de aproximadamente 33 meses, 
e a conversão para a leucemia aguda é de 11%. 

ARF com excesso de blastos (ARFEB, Tipos 1 e 2). Na ARFEB tipo 1, 0 
sangue apresenta citopenia em 2 ou 3 das linhagens celulares e menos 
de 5% de blastos circulantes. A medula óssea é hipercelular, com hi- 
perplasia eritroide ou granulocítica variável. Alterações da poese estão 
presente nas três linhagens celulares, e 5 a 9% das células medulares 
são blastos. Menos de 5% de blastos estão presentes no sangue, e não 
são observados corpúsculos de Auer. Aglomerados de 5 a 8 blastos e 
promielócitos no interstício medular são frequentemente observados 
e são designados como localização anormal de precursores imaturos. 


Tabela 32.13 Características principais das síndromes mielodisplásicas maiores 


Distúrbio Demografia 





Acima de 50 anos 





Anemia refratária (ARF) 


dispoese, < 5% de blastos 
Anemia refratária com Acima de 50 anos 
sideroblastos em anel 
(ARFSA) 
Citopenia refratária 
com displasia de 
múltiplas linhagens 
(CRFDM) 
Anemia refratária com 
excesso de blastos 
(ARFEB) 


anel na MO 


Acima de 50 anos 


Acima de 50 anos 


Características laboratoriais, morfologia 


SP com anemia, reticulocitopenia, blastos 
< 1%. MO com hiperplasia eritroide e/ou 


Similar à ARF, = 15% de sideroblastos em 


SP com citopenias de = 2 linhagens celulares, 
< 1% de blastos, < 1 x10º/L de monócitos. 
MO com displasia de > 10% de precursores 
de 2 2 linhagens celulares, < 5% de blastos 
ARFEB-1: SP com citopenias de = 2 linhagens 
celulares, < 5% de blastos, < 1 x10°/L de 
monócitos. MO com hipercelularidade, 


Citogenética Prognóstico 


Bom, > 5 anos; 6% evoluem para 
a LMA 


Raras anormalidades 


Raras anormalidades Bom, > 5 anos; 2% evoluem para 


a LMA 


+8, -7, del(7q), -5, outros em 
até 50% 


33 meses, 11% para a LMA 


ARFEB-1: < 2 anos com 25% 
evoluindo para a LMA 


+8, -5, del(5q), -7, del(7q), 
del(20q) 


dispoese, 5-9% de blastos sem corpusculos 


de Auer 


ARFEB-2: < 2 anos com 33% 
evoluindo para a LMA 


ARFEB-2: similar ao tipo 1, mas também com 
SP com > 5% de blastos ou MO com 10-19% 
de blastos ou corpúsculos de Auer 

SP com trombocitose, < 5% de blastos. MO 
com aumento de megacariócitos 
hipolobulados, <5 % de blastos 


Mulheres de 
meia-idade ou 
mais velhas 


Sindrome 5q 5q- é a única anormalidade Bom 


SP = sangue periférico; MO = medula óssea. 


Eles devem ser descritos nos laudos patológicos, uma vez que eles po- 
dem indicar uma doença mais agressiva. A medula óssea hipocelular 
é observada em uma minoria de casos (10-15%). A sua interpretação 
pode ser difícil, uma vez que os pacientes costumam ser mais velhos, 
com diminuição da celularidade, o estresse medular na anemia hipo- 
plásica frequentemente causa displasia. Um diagnóstico de SMD deve 
ser feito com cautela quando a medula óssea for hipoplásica. 

A ARFEB tipo 2 apresenta achados similares ao tipo 1, mas com 
qualquer uma das seguintes alterações: (1) mais de 5% de blastos 
no sangue; (2) 10 a 19% de blastos na medula óssea; ou (3) presença 
de bastões da Auer. As anormalidades citogenéticas incluem +8, -5, 
del(5q), -7, del(7q) e del(20q). A sobrevida em geral é inferior a 2 anos 
para ambos os tipos com insuficiência medular progressiva e citope- 
nias ou evolução para a leucemia aguda em 25% dos casos do tipo 1 e 
33% do tipo 2. 


Síndrome mielodisplásica (SMD) não classificada 


A categoria da SMD não classificada é utilizada quando existem 
achados clínicos e hematológicos de mielodisplasia, mas sem carac- 
terísticas específicas que permitam a sua classificação em uma das ou- 
tras categorias. Usualmente, os pacientes apresentam neutropenia ou 
trombocitopenia com hipercelularidade da medula óssea e displasia 
da linhagem granulocítica ou megacariocítica. Existe menos de 5% de 
blastos na medula óssea, e eles não estão aumentados no sangue. 


Síndrome mielodisplásica associada à anormalidade 
Del(5q) isolada; síndrome 5q 


Essa anormalidade clonal apresenta características similares às da 
ARF, mas com aumento de megacariócitos na medula óssea, usual- 
mente incluindo formas hipolobuladas, e trombocitose periférica. O 
percentual de blastos é inferior a 5% na medula óssea e no sangue. 
Agregados linfoides costumam estar presentes. A única anormalidade 
citogenética é del(5q) entre as bandas 5q31 e 5q33. Em geral, essa sin- 
drome afeta mulheres de meia-idade ou mais velhas e apresenta um 
prognóstico favorável. 


Leucemias mieloides agudas 


A leucemia mieloide aguda (LMA) é a forma mais comum de leu- 
cemia aguda durante os primeiros meses de vida, mas durante a in- 
fância e a adolescência ela representa aproximadamente 1/3 das en- 
fermidades. Na meia-idade e na velhice, ela torna-se a leucemia aguda 
mais frequente, com uma idade média de 60 anos e uma ocorrência 
de 10/100.000 por ano na faixa etária acima de 60 anos. Vírus, radia- 
ção, quimioterapia citotóxica, benzeno e tabagismo foram ligados ao 
aumento da incidência, mas a maioria dos casos não está associada a 
esses fatores. 

O início frequentemente assemelha-se ao de uma infecção aguda e 
inclui sinais de insuficiência granulocítica, com ulcerações de mem- 
branas mucosas (em especial na boca e faringe) e febre. O aumento de 
linfonodos. baço e fígado não é pronunciado. A prostração acentuada 
e o mal-estar podem estar presentes. Em casos não tratados, a evolu- 
ção é rapidamente progressiva. 

Hoje em dia, a classificação da LMA utiliza uma abordagem de 
múltiplas camadas que reconhece anormalidades citogenéticas ad- 
quiridas recorrentes associadas a tipos específicos, história de fatores 
predisponentes (antes da terapia citotóxica), associação com a SMD 
ou anormalidades relacionadas e uma estratificação morfológica para 
aqueles para os quais nenhuma dessas alterações pode ser observada. 
Essa abordagem requer, ou pelo menos encoraja, tentativas para de- 
finir a morfologia, citogenética e imunofenótico em cada caso. Com 
os avanços da citogenética molecular e da hibridização fluorescente in 
situ e a adoção disseminada dessas e de outras técnicas, é provável que 
a maioria dos casos acabe sendo categorizada pelas suas anormalidades 
genéticas. O conhecimento dessas alterações é particularmente impor- 
tante porque as terapias podem visar às vias bioquímicas ou mesmo 
perturbações do ácido nucleico envolvidas (Gilliland, 2004). 

O FAB publicou propostas, em 1976, para a classificação das leuce- 
mias agudas (Bennet, 1976) e, posteriormente, revisou os critérios pa- 
ra a classificação da leucemia linfocítica aguda (LLA) (Bennett, 1981) 
e LMA (Bennett, 1985a,b), baseado na morfologia de células e lâmi- 


nas de sangue e medula coradas pela técnica de Romanowsky e certas 
reações citoquimicas suplementares ou nível sérico de lisozima (ver 
Tabs. 32.14 e 32.15). Esses critérios foram substituídas pela classifica- 
ção atual da OMS (Brunning, 2001h), mas os princípios morfológicos 
básicos permanecem e os critérios do FAB são a base para a subtipa- 
gem da LMA não classificada por outros critérios. 

O diagnóstico de LMA exige a presença de 20% de blastos na me- 
dula óssea ou no sangue. Os mieloblastos em geral apresentam nú- 
cleos centrais com cromatina fina não condensada e, com frequência, 
nucléolos proeminentes (usualmente 3 a 5). No entanto, apresentam 
citoplasma variável e podem apresentar alguns grânulos citoplasmá- 
ticos. Mieloblastos primitivos são identificados por anticorpos mo- 
noclonais contra antígenos associados às linhagens mieloides (MPO, 
CD13, CD33, CD117). Mieloblastos mais maduros também podem 
ser identificados por meio de reações citoquímicas empregando en- 
zimas associadas aos granulócitos, em ensaios de MPO, Sudão black 
B (SBB) e ASD-cloroacetato esterase (CAE), embora esta técnica es- 
teja sendo gradualmente substituída pelos estudos com citometria de 
fluxo. Os monoblastos são frequentemente grandes com citoplasma 
abundante, cromatina difusa e, com frequência, nucléolos proemi- 
nentes. Os monoblastos são caracterizados por uma forte reação com 
o.-naftil acetato esterase (ANA), a qual é inibida em monócitos pelo 
fluoreto de sódio, assim como pela a-naftil butirato esterase (ANB), 
ou anticorpos que incluem antilisozima, CD68, CD64 e CD36. Pa- 
ra casos com diferenciação monocítica, os pró-monócitos são con- 
siderados equivalentes aos blastos (Fig. 32.22). Os pró-monócitos 
são monócitos imaturos reconhecíveis com alguma condensação de 
cromatina, mas com convoluções nucleares finas. Os promielócitos 
anormais também são considerados equivalentes dos blastos para o 
diagnóstico de leucemia promielocítica aguda. Os megacarioblastos 
são identificados por anticorpos contra antígenos associados a pla- 
quetas ou pela microscopia eletrônica para plaqueta peroxidase. 

A avaliação inicial de um caso de com quadro de LMA baseia-se na 
contagem de 500 células do aspirado de medula óssea. Em primeiro 
lugar, é necessário calcular o percentual de células precursoras eri- 
troides. O diagnóstico de LMA-eritroleucemia é estabelecido quando 
mais de 50% das células da medula óssea são precursores eritroides e 
quando os mieloblastos representam mais de 20% das células não eri- 
troides remanescente, isto é, células nucleadas que não incluem pre- 
cursores eritroides, linfócitos ou plasmócitos. O diagnóstico de SMD 
é sugerido quando menos de 20% das células não eritroides são mie- 
loblastos e existem alterações displásicas. Após o estabelecimento do 
diagnóstico de LMA, somente células não eritroides devem ser consi- 
deradas na contagem diferencial para a determinação do subtipo. 

Um achado útil no diagnóstico da LMA é a presença de corpús- 
culos de Auer, inclusões citoplasmáticas eosinofílicas semelhantes a 
bastonetes, derivadas de grânulos primários MPO-positivos. Corpús- 
culos Phi, os quais parecem cordões de grânulos eosinofílicos, deri- 
vam de microperoxissomos catalase-positivos e são observados em 
uma maior quantidade na LMA e também na SMD (Cardullo, 1981). 
Entretanto, a estes corpúsculos não é atribuída a mesma importância 
dada aos corpúsculos de Auer. Com a coloração de Romanowsky, os 
corpúsculos de Auer são inclusões lineares ou fusiformes, vermelho- 
púrpura, presentes nos mieloblastos ou promielócitos (Fig. 32.23). 
Eles são observados de forma menos comum em neutrófilos mais 
maduros (na LMA com t(8;21)). Os corpúsculos de Auer derivam de 
grânulos azurofilicos e coram positivamente para SBB, MPO, CAE e 
fosfatase ácida. Eles podem ser encontrados em qualquer subtipo de 


Tabela 32.14 Características clínicas e laboratoriais da LMA 


Afeta todas as idades, mas aumenta com o decorrer do tempo (> 60 anos). 
Pode se assemelhar a uma infecção aguda na primeira manifestação. 

Exige a presença de 20% de blastos no sangue ou na medula óssea para o 
diagnóstico. 

Os principais antígenos mieloides são MPO, CD13, CD33, CD117. 
Anormalidades citogenéticas frequentes caracterizam certos subtipos. 

A classificação é feita por morfologia, citogenética, citoquímica e citometria de 
fluxo. 
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Tabela 32.15 Características principais das leucemias mieloides agudas (LMA) mais importantes 


Categoria 


LMA com t(8;21) 


LMA com inv(16) 


Leucemia 
promielocitica 
aguda 


LMA com 11923 


LMA, relacionada 


Morfologia celular 


Blastos grandes com abundante 
citoplasma basofílico, corpúsculos 

de Auer, displasia, grânulos anormais, 
granulócitos em fase de maturação 
Blastos com diferenciação monocítica 
e neutrofílica, aumento de 
eosinófilos/eosinófilos imaturos 


Promielócitos com grânulos azurófilos, 


corpúsculos de Auer 


Variável, Diferenciação monocítica 
observada em t(9;11) 


Displasia de múltiplas linhagens, RS, 


Marcadores de 
superfície celular 


CD 13, 33,117, CD19, CD34 


CD 13, 33, 14, 4, 64 


CD 13,33 
CD2+, DR- 


CD 13,33, 34, + 56, 57. 
CD 14, 4, 36 sem 
diferenciação monocítica 
CD 13,33,34, 2 56, 57 


Citogenética 


t(8;21)(q22;q22) AMLI/ETO 


inv(16)(p13;922) ou 
t(16;16)(p13;q22) 


t(15;17)(q22;q12) 
PML/RARa 


Todas as variantes envolvem 


17q12 
t(9;11)(p22;q23), outras 


Anormalidade de 11923 


Prognóstico 


Mais favorável que o da LMA sem 
anormalidade genética recorrente 


Superior ao de outras LMA 


Bom se responsiva ao ATRA 


Menos favorável que o de outras LMA 


Sobrevida média < 3 anos 


Distúrbios leucocitários 


T 


à terapia aumento de basófilos 


observada com AML 
associada ao inibidor da 
topoisomerase || 


LMA, não classificada 

LMA, minimamente MO em FAB. Mieloblastos, < 3% CD 13, 33, 117 em = 20% Inespecifica/indisponivel Ruim 
diferenciada positivos para SBB, MPO ou ANA dos blastos 

LMA sem maturação M1 em FAB. Mieloblastos = 90% de CD 13,33, 117 Inespecifica/indisponivel Ruim 


não eritroides na medula óssea, = 3% 


positivos para SBB ou MPO 
LMA com maturação M2 em FAB. O mesmo para a LMA CD 13,33, 117 Inespecifica/indisponivel Variável. Menos favorável que o da LMA 
com t(8;21). com t(8;21) 
Leucemia M4 em FAB. Células monociticas CD 13, 33, 14, 4, 11b, 11c, Inespecifica/indisponivel Variavel. Menos favoravel que o da LMA 
mielomonocitica 20-79%, granulociticas 30-80% de 64, 36, 68 com inv(16) 
aguda não eritroides 
Leucemia M5 em FAB, 2 80% das nao eritroides CD 13,33, 117, 14, 4, 11b, t(8;16)(p1l; p13) observada Ruim 
monoblástica/ são monoblastos (M5a) ou apresentam 11c, 64, 68, 36 em alguns casos de 
monocítica diferenciação monocítica (M5b) leucemia monocítica aguda 
Inespecífica/ indisponível 
Eritroleucemia M6 em FAB, = 50% de eritroblastos e Glicoforina A, HbA em Inespecífica Ruim 


> 20% de mieloblastos em não eritroides blastos eritroides; CD13, 


A eritroleucemia pura sem blastos 
mieloides é rara 


Leucemia Megacarioblastos polimórficos, podem CD 41, 61, 36, 
megacarioblastica simular linfoblastos. O sangue periférico frequentemente CD13, 33 
aguda pode revelar fragmentos megacariocíticos 


ATRA = ácido all-trans retinoico. 


LMA, mas estão especialmente associados aos subtipos com diferen- 
ciação granulocítica. 

As principais categorias de LMA na classificação da OMS são: (1) 
LMA com anormalidades citogenéticas recorrentes; (2) LMA com 
displasia de múltiplas linhagens; (3) LMA relacionada à terapia; (4) 
LMA, não categorizada (subclassificada pela morfologia e pelo imu- 
nofenótipo). 


Leucemia aguda com anormalidades 

genéticas recorrentes 

LMA com t(8;21) (q21;q22), LMA1/ETO (Brunning, 2001i). A mor- 
fologia usualmente corresponde à LMA com maturação neutrofílica, 
e ela representa de 5 a 12% das leucemias mieloides agudas com pre- 
dominância em pacientes jovens. Os blastos representam 20% ou 
mais na medula óssea (ou sangue), e os precursores neutrofílicos em 
maturação constituem mais de 10% das células nucleadas da medula 
(não incluindo os eritrócitos nucleados, linfócitos e plasmócitos). São 
achados morfológicos característicos, mas variáveis: presença de blas- 
tos grandes com citoplasma basófilo abundante; precursores de neu- 
trófilos em maturação com basofilia citoplásmica periférica; frequen- 
tes corpúsculos de Auer, geralmente longos, pontiagudos e cônicos, 


33, 117 em mieloblastos 


Inespecífica em adultos. Ruim, especialmente com t(1;22) 
Lactentes podem apresentar 


t(1;22)(p13;q1 3) 





Figura 32.23 Corpusculos de Auer variam de proeminentes, como nesta célula, a 
finos e delicados. 


algumas vezes presentes em mielócitos e formas maduras, inclusive 
neutrófilos segmentados; granulação anormal, incluindo grânulos gi- 
gantes semelhantes aos de Chédiak-Higashi ou secundários ou gra- 
nulação secundária homogênea de aspecto céreo; e displasia nuclear 


com núcleos bilobados que podem estar bem separados (Fig. 32.24). 
A monocitose não é proeminente, e os monócitos representam me- 
nos de 20% das células na medula óssea. O imunofenótipo é distinto 
com frequente coexpressão variável de CD19 e CD34 juntamente com 
marcadores mieloides e, algumas vezes, CD56. 

Casos ocasionais de LMA com t(8;21) apresentam diferenciação 

monocítica, apenas uma discreta diferenciação neutrofílica e menos 
de 20% de blastos ou manifestam-se com sarcoma granulocítico. O 
resultado da LMA com t(8;21) costuma ser mais favorável do que o da 
LMA sem anormalidades genéticas recorrentes ou com anormalida- 
des associadas à SMD. 
LMA com inv(16) (p13q22) ou t(16;16) (p13;q22), CBF6/MYH11. 
Corresponde à leucemia mielomonocitica aguda com eosinófilos 
anormais (Bitter, 1984). A ocorrência e o resultado são similares ao da 
LMA com t(8;21). Esses casos apresentam mais de 20% de blastos na 
medula óssea e/ou no sangue com diferenciação tanto para a linhagem 
monocítica quanto para a linhagem neutrofílica (> 20% cada). Ocorre 
caracteristicamente um aumento de eosinófilos (Fig. 32.25), incluin- 
do aqueles com grânulos basófilos grandes (como nos promielócitos 
eosinófilos), e, com frequência, uma fraca positividade citoplasmáti- 
ca para cloroacetato esterase. Esse tipo está associado à anormalidade 
cromossômica inv(16) (p13q22) ou sua variante t(16;16) (p133;q22) 
com fusão do gene CBEB, em 16q, e do gene MYH11, em 16p, bem 
como em mRNAs quiméricos resultantes variáveis (por causa dos 
pontos de quebra diferentes) e uma proteína de fusão BCGB-MYH11. 
O prognóstico é superior ao de outras leucemias mieloides agudas, e 
tanto a RT-PCR (reação de cadeia de polimerase para transcriptase 
reversa) quanto o método FISH (hibridização fluorescente in situ) são 
úteis para o diagnóstico, sobretudo quando existem poucos eosinófi- 
los ou quando eles não são aparentes. 

O imunofenótipo tipicamente revela marcadores granulocíticos 

(CD13, CD33, MPO) e monocíticos (CD14, CD4, CD64, CD11, CD11b 
e lisozima), algumas vezes com coexpressão de CD2. 
Leucemia promielocítica aguda com t(15;17) (q22;q12), PML/RARA 
e variantes. Em vez de mieloblastos, a medula óssea apresenta pre- 
domínio de promielócitos na leucemia promielocítica hipergranular 
(M3) (McKenna, 1982) (Fig. 32.26). Grânulos azurofílicos são abun- 
dantes e intensamente corados. Corpúsculos de Auer são encontrados 
em quase todos os casos e, com frequência, são múltiplos (10 ou mais) 
em uma célula (Fig. 32.26). Complicações hemorrágicas são frequentes 
em decorrência da coagulação intravascular disseminada (CID) apa- 
rentemente iniciada pelo material pró-coagulante dos grânulos das cé- 
lulas leucêmicas. 

A característica anormalidade cromossômica t(15;17) (q22;921) 
mostra a fusão do gene codificador do receptor a do ácido retinoide 
(RARA, retinoid acid receptor a), no cromossomo 17, ao gene PML, no 
cromossomo 15. O gene da fusão RARA-PML é transcrito como um 
mRNA quimérico. Em geral, a leucemia responde à terapia com o áci- 
do retinoico all-trans (ATRA, all-trans retinoic acid), que geralmente é 
administrado em adição à quimioterapia, e o prognóstico é melhor do 
que o das outras LMAs. A anormalidade genética molecular pode ser 
detectada no laboratório pela citogenética, RT-PCR ou FISH. A remis- 
são com frequência ocorre como um processo lento de “maturação” 
em vez de uma aplasia induzida pela terapia seguida pela remissão ob- 
servada no tratamento de outras leucemias agudas. 

Outras translocações incluem t(11;17) (q23;q21), t(5,17) (q32;q12) 
e t(11;17) (ql3;921). Algumas variantes, por exemplo, t(11;17) 
(q23;q21), não respondem ao ATRA. 

Existem as variantes hipogranular e microgranular de M3 (M3V). 
Nelas, os grânulos citoplasmáticos são esparsos na microscopia de luz. 
Na microscopia eletrônica, eles estão presentes em grande número, 
mas são menores (Golomb, 1980; Bennet, 1980). A maioria das células 
leucêmicas apresenta núcleo bilobado ou reniforme, e a confusão com 
a leucemia monocítica atípica é frequente. As reações de coloração ci- 
toquímica são um pouco menos positivas do que na leucemia mielo- 
cítica hipergranular M3. Corpúsculos de Auer, únicos ou múltiplos, e 
promielócitos hipegranulares típicos são observados em quantidade 
variável e parece haver um espectro entre os tipos hipogranular e típi- 
co. À contagem de leucócitos pode estar elevada. 

Na leucemia promielocítica aguda, a maioria das células leucêmi- 
cas se cora com as técnicas de MPO, SBB e CAE. Em cerca de 25% 





Figura 32.24 Este caso de LMA com t(8;21) apresenta maturação de granulócitos 
com granulação anormal e precursores bilobulados (x500). 





Figura 32.25 LMA com inv16 apresentando diferenciação mielomonocítica com 
eosinofilia (dois eosinófilos estão presentes nesta imagem). 





Figura 32.26 Leucemia promielocítica aguda com t(15;17) mostrando promielócitos 
predominantemente anormais (x500). Inserção: promielócitos anormais com 

feixes de corpúsculos de Auer são conhecidos como “células em feixe”, dada a 
semelhança com feixes de lenha (x1000). 


dos casos, mais de 20% das células leucêmicas se coram forte e difusa- 
mente com a técnica de ANA. Entretanto, essas células leucêmicas não 
apresentam qualquer característica imunofenotípica dos monócitos. 
Considerando-se os aspectos clínicos, esses casos comportam-se de 
modo similar ao de outros casos de leucemia promielocítica aguda. 
LMA com anormalidades 11q23 (MLL). As anormalidades 11923 es- 
tão presentes em um grupo mais diverso de leucemias que em outras 
anormalidades genéticas recorrentes. Anormalidades da banda cro- 
mossômica 11q23, as quais envolvem o gene MLL, não são específicas 
da LMA, e também são observadas na LLA, leucemias de linhagens 
mistas e, ocasionalmente, em linfomas. A translocação mais comum 
na LMA envolvendo essa região é t(9;11) (p22;q23). Outras transloca- 
ções incluem t(6;11) (q27;q23), t(10;11) (p12;923), t(11;17) (q23;q21) 
e t(11;19) (q23;p13) (Caligiuri, 1997). A maioria dos casos de t(9;11) 
apresenta diferenciação monocítica (monoblástica ou mielomonoci- 
tica) (Fig. 32.27). Em geral, o prognóstico da LMA com anormalida- 
des de 11923 é menos favorável que o das outras LMAs com quimio- 
terapia padrão, mas existem evidências de que crianças com t(9;11) 
respondem de modo similar ao dos pacientes sem anormalidades de 
11923 (Martinez-Climent, 1999). 
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ários 


* 


bios leucocit 


= 


Distúr 


664 LMA com displasia de múltiplas linhagens 


(Brunning, 2001)) 

Essas leucemias originam-se de uma SMD ou são primárias, mas 
compartilham características com a SMD. Tipicamente, elas ocorrem 
em indivíduos idosos e apresentam um mau prognóstico. São carac- 
terizadas pela presença de 20% ou mais de blastos no sangue e/ou na 
medula óssea, assim como por uma displasia em mais de 50% das 
células de pelo menos duas linhagens. Casos de eritroleucemia (ver 
critérios a seguir) e displasia superior a 50% dos granulócitos ou me- 
gacariócitos também são classificados como LMA com displasia de 
múltiplas linhagens. As características displásicas são similares àquelas 
de vários tipos de SMD (Fig. 32.28). 

Anormalidades citogenéticas, também observadas na SMD, incluem: 
3q-, -5, -7, 7q-, +8, +9, 11q-, 12p-, -18, +19, 20q-, +21, t(1;7), 5(2;11), 
anormalidades de 3q26 (associadas à trombocitose) e cariótipos com- 
plexos. O imunofenótipo com frequência inclui blastos primitivos 
com fenótipo mieloide e expressão de CD34, CD56 e/ou CD7. 


LMA e SMD, relacionadas à terapia (Brunning, 2001k) 
Estes distúrbios estão relacionados à quimioterapia ou radioterapia 
citotóxica prévia. São divididos em dois tipos: relacionados a agentes 
alquilantes ou à radiação; e secundários ao uso de inibidores de topoi- 
somerase. 
LMA/SMD associada a agente alquilante. Estão relacionadas aos efei- 
tos mutagênicos de agentes alquilantes (incluindo o clorambucil, ci- 
clofosfamida, tiotepa e bussulfano) ou da radiação. Em geral, ocorrem 
5 a6 anos após a exposição e, mais frequententemente, a manifestação 
é de uma SMD. A característica mais comum é uma citopenia refra- 
tária com displasia de múltiplas linhagens, com ou sem sideroblastos 
em anel, seguida por uma ARF com excesso de blastos do tipo 1 ou 2. 
Sideroblastos em anel ocorrem em 2/3 dos casos (1/3 dos pacientes 
apresenta mais de 15% de sideroblastos em anel), e o aumento de ba- 
sófilos é comum, embora os corpúsculos de Auer sejam inferequentes. 
As características citogenéticas são similares às da SMD e da LMA 
com displasia de múltiplas linhagens. A resposta à terapia e o resulta- 
do final são ruins. 





Figura 32.27 LMA com diferenciação monocitica e anormalidade de 11923 
(x1.000). 





Figura 32.28 LMA com displasia de múltiplas linhagens apresentando 
disgranulopoese e diseritropoese (x1.000). 


LMA relacionada ao inibidor da topoisomerase II. A quimioterapia 
prévia com inibidores da topoisomerase II (incluindo as epipodofilo- 
toxinas etoposídeo e teniposídeo e a doxorrubicina) também está as- 
sociada à leucemia secundária (LLA ou LMA), mas, em geral, diferen- 
tes anormalidades citogenéticas estão envolvidas: anormalidades de 
11923 (MLL) incluindo t(9;11) t(11;19) e t(6;11), assim como t(3;21), 
t(8;21), inv(16) ou t(15;17). O período de latência após a terapia é 
também mais curto, em média inferior a 3 anos. A morfologia é, com 
mais frequência, monoblástica ou mielomonocítica. A resposta à tera- 
pia é possivelmente similar à LMA primária. 


LMA não classificada (Brunning, 20071) 


Esses casos não preenchem os critérios para as categorias prévias 
ou os estudos citogenéticos foram malsucedidos ou não puderam ser 
realizados. A categorização é similar à dos critérios do Grupo Coope- 
rativo FAB. 

Leucemia mieloblástica aguda minimamente diferenciada. Nes- 
ta categoria, os mieloblastos apresentam positividade inferior a 3% 
com SBB, MPO ou ANA (Bennett, 1991). No entanto, com o uso de 
citometria de fluxo ou imuno-histoquímica com marcadores mie- 
loides e linfoides, pelo menos 20% dos blastos apresentam antígenos 
associados à linhagem mieloide (CD13, CD33, CD117 e/ou MPO). 
Antigenos de células-tronco CD34, CD38, HLA-DR e TdT são fre- 
quentemente expressos, enquanto marcadores linfoides cCD3, cCD20 
e cCD79 específicos da linhagem estão ausentes. Alguns marcadores 
primitivos em geral associados à linhagem linfoide, incluindo CD2, 
CD7 e CD19, não são linhagem-específicos e algumas vezes são ex- 
pressos (Fig. 32.29). 

Leucemia mieloblástica aguda sem maturação (M1). Nesta catego- 
ria, os mieloblastos representam pelo menos 90% das células não 
eritroides na medula óssea (Bennett, 1985a,b), e pelo menos 3% dos 
blastos se coram com MPO ou SBB. Algumas vezes, a coloração é 
positiva para CAE, mas é menos sensível. Antígenos CD13, CD33, 
CD117 e/ou MPO são usualmente detectáveis, assim como outros 
marcadores menos específicos. CD3, CD20 e CD79a estão em geral 
ausentes (Fig. 32.30). 





Figura 32.29 A LMA minimamente diferenciada se parece com a LLA e exige a 
imunofenotipagem para o diagnóstico (x500). 





Figura 32.30 LMA sem maturação apresentando blastos com menos de 10% de 
neutrófilos em maturação. Corpúsculos de Auer estão presentes na célula localizada 
na parte superior esquerda, 


Leucemia mieloblástica aguda com maturação. Os mieloblastos re- 
presentam de 20 (segundo a OMS) a 80% do total de células da medu- 
la óssea; a quantidade de granulócitos, desde promielócitos a neutrófi- 
los, é superior a 10% do total de células não eritroides; e os monócitos 
e suas células precursoras representam menos de 20% (Fig. 32.31). A 
maioria dos blastos se coram com MPO, SBBe CAE. 

Casos com t(8;21)(q22;q22) são categorizados como LMA sem 

anormalidade citogenética t(8;21) recorrente. 
Leucemia mielomonocítica aguda. Na leucemia mielomonocítia 
aguda, os mieloblastos representam mais de 20% do total de células 
da medula óssea. A soma de monoblastos, promonócitos e monó- 
citos é superior a 20%, mas inferior a 80% das células não eritroi- 
des. As células da série granulocítica (mieloblastos, promielócitos, 
mielócitos e outras formas mais maduras) também representam 20 
a 80% das células não eritroides (Fig. 32.32). Usualmente, ocorre 
monocitose (> 5 x10º/L) no sangue periférico. 

Na leucemia mielomonocítica ocorre uma coloração variável das 
células leucêmicas com MPO, SBB, CAE e ácido periódico de Schiff 
(PAS, periodic acid-Schiff). Na maioria dos casos, as células leucêmicas 
apresentam uma coloração difusa e intensa com ANA e ANB. Em al- 
guns casos, essas esterases inespecíficas não podem ser demonstradas, 
e o diagnóstico pode ser feito com a coloração de Romanowsky e/ou 
com a imunofenotipagem. 

Os marcadores imunológicos são variáveis, mas geralmente apresen- 
tam antígenos mieloides CD13 e/ou CD33, assim como uma expres- 
são variável de marcadores monocíticos CD14, CD4, CD11b, CD11c, 
CD64, CD36, CD68 e lisozima. Alguns mieloblastos puros podem es- 
tar presentes, incluindo aqueles com expressão de CD34 e CD117 e 
uma segunda população de monócitos com maturação variável. Casos 
com anormalidades genéticas recorrentes são categorizados de modo 
separado. 

Leucemia monoblástica aguda e monocítica aguda. Neste distúrbio, 
80% ou mais das células não eritroides da medula óssea são mono- 
blastos, pró-monócitos ou monócitos (Figs. 32.22 e 32.33). Dois 
subtipos foram reconhecidos. O subtipo monoblástico é caracterizado 





Figura 32.31 LMA com maturação apresentando células granulocíticas em 
maturação nesta biópsia (x200). 


pela presença de blastos grandes que representam 80% ou mais das 
células monocíticas da medula óssea. O subtipo monocítico apresenta 
menos monoblastos (< 80% das células monocíticas da medula ós- 
sea) e mais pró-monócitos e monócitos (Bennett, 1985a). Em am- 
bas, ANA e ANB coram as células leucêmicas difusa e intensamente 
(80% ou mais das células leucêmicas). Casos ocasionais não coram 
com esterases inespecíficas, e o diagnóstico é feito com a coloração de 
Romanowsky e/ou com técnicas de imunofenotipagem. Antilisozima 
e CD68 são particularmente úteis em lâminas. Tanto os marcadores 
mieloides quanto os monocíticos são expressos com frequência, como 
na leucemia mielomonocítica aguda. A translocação t(8;16) (p11;p13) 
tem sido associada à LMA-M5 (ou M4) com eritrofagocitose. 
Eritroleucemia. O diagnóstico de eritroleucemia é feito quando mais 
de 50% das células nucleadas da medula óssea são eritroblastos e 20% 
ou mais das células não eritroides são mieloblastos. Na maioria dos 
casos, denominados eritroleucemia (eritroide/mieloide), ocorre uma 
mistura de proporções variáveis de precursores eritroides e mieloblas- 
tos (alguma vezes, elementos monocíticos e megacariocíticos anor- 
mais também estão presentes) (Fig. 32.34). 

Em raríssimos casos praticamente não há envolvimento granulocíti- 
co no processo neoplásico e ocorre uma predominância de eritroblas- 
tos primitivos. Isso foi denominado mielose eritrêmica, e hoje é conhe- 
cido como leucemia eritroide pura. Anormalidades morfológicas dos 
eritroblastos são com frequência pronunciadas com características 
megaloblásticas atípicas, formas nucleares bizarras e formas gigantes 
multinucleadas. O citoplasma pode conter peseudópodos e/ou vacúo- 
los, em particular nos pró-eritroblastos e eritroblastos basófilos. 

Em alguns casos, as células eritroides podem apresentar uma forte 
positividade citoplásmica para o PAS (Fig. 32.35). Ela é granular em 
precursores eritroides iniciais e difusa nos estágios posteriores. Pre- 
cursores eritroides são PAS-negativos em indivíduos normais e, na 
maioria das doenças, incluindo a anemia megaloblástica nutricional. 
No entanto, eles são algumas vezes positivos na anemia ferropriva, 
talassemia e ARF com sideroblastos em anel. Na eritroleucemia, os 
mieloblastos usualmente se coram com SBB, MPO e CAE. Um com- 


Figura 32.33 Leucemia monoblástica aguda apresentando predominantemente 
monoblastos (x 1.000). 





Figura 32.32 Leucemia mielomonocitica aguda apresentando blastos e 
diferenciação dual para granulócitos e monócitos (x1.000). Leucemia monocítica 
aguda apresentando monoblastos e monócitos em maturação. Promonócitos são 
contados como blastos e apresentam núcleos finamente convolutos (x1.000). 


Figura 32.34 Eritroleucemia, eritroide/mieloide, apresentando predominância de 
precursores eritroides com mieloblastos, que representam 20% ou mais das células 
não eritroides. Um corpúsculo de Auer é observado no blasto localizado na parte 
central superior (x1.000). 
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estar presente. Precursores eritroides neoplásicos também são algumas 
vezes positivos para ANA e ANB (Hayhoe, 1984). 

Leucemia megacarioblástica aguda. O diagnóstico de leucemia me- 
gacarioblástica aguda, como outras formas de LMA, requer a presença 
de = 20% de blastos na medula óssea. Os megacarioblastos são muito 
polimórficos; alguns blastos simulam linfoblastos, enquanto outros 
são maiores e apresentam pseudópodos ou projeções citoplasmáti- 
cas filamentares. O citoplasma é em geral azul-claro e pode ou não 
possuir grânulos (Fig. 32.36). Os núcleos frequentemente apresentam 
de 1 a 3 nucléolos. Micromegacariócitos podem estar presentes, e não 
são contados como blastos. 

Os blastos são indiferenciados do ponto de vista citoquímico. Eles 
não se coram com SBB, MPO, CAE ou ANB. No entanto, são positi- 
vos para ANA em um padrão citoplasmático focal (Fig. 32.37). A re- 
ação de PAS revela uma coloração granular difusa e periférica (com 
frequência em grandes blocos). 

A linhagem megacariocítica é mais frequentemente (Bennett, 1985b) 
demonstrada pela imunofenotipagem utilizando anticorpos monoclo- 
nais contra glicoproteínas Ib (CD41) ou IIb/IIIa (CD61) de plaquetas 
(Erber, 1987). Os blastos em geral também são positivos para antígenos 
mieloides CD13 e CD33 e, caracteristicamente, para CD36. Deve-se ter 
cuidado para diferenciar essa doença da LMA com diferenciação míni- 
ma pela citometria de fluxo que, por sua vez, pode revelar positividade 
falsa para marcadores de plaquetas por causa da adesão de plaquetas aos 
blastos. Isso pode ser feito pelo exame imunoquimico de amostras cito- 
centrifugadas. Células verdadeiramente positivas apresentam marcado- 
res de membrana e/ou citoplasmática em vez de plaquetas aderentes. 

No sangue periférico, em geral há pancitopenia com leucopenia e 
anemia acentuadas. Fragmentos megacariocíticos algumas vezes estão 
presentes no sangue. A medula óssea apresenta mielofibrose variável, 
algumas vezes pronunciada, frequentemente resultando em tentativas 
inúteis para se obter lâminas de aspirado de medula óssea. 

A agregação de blastos pode simular um tumor metastático, por 
exemplo, neuroblastoma ou carcinoma de pequenas células. Lactentes 
com t(1;22) (p13;q13) com frequência apresentam infiltração medu- 
lar que simula neuroblastoma. 





Figura 32.35 Grânulos grosseiros PAS-positivos são frequentemente observados em 
precursores eritroides na eritroleucemia (x1.000). 





Figura 32.36 Algumas vezes, os blastos se agrupam na leucemia megacariocítica 
aguda (x1.000). 


Crianças jovens (1 a 4 anos de idade) com síndrome de Down (tris- 
somia 21) apresentam um aumento da incidência de leucemia mega- 
carioblástica que pode ser transitória e apresentar remissão esponta- 
nea em 1 a 3 meses. Podem ocorrer recaídas subsequentes transitórias 
ou persistentes. Além disso, os blastos tendem a apresentar caracteris- 
ticas eritroides, indicando derivação de um precursor eritroide/me- 
gacariocítico multipotencial (Zipursky, 1992). Esses pacientes costu- 
mam responder bem à terapia, mas a sua tolerância à terapia intensiva 
é menor que a dos outros (Gamis, 2004). 

Leucemia basofílica aguda. A leucemia basofílica aguda é uma forma 
rara de LMA na qual as células blásticas diferenciam-se ao longo da 
linhagem basófila. O sangue periférico usualmente apresenta anemia 
e trombocitopenia com leucocitose. A medula óssea é infiltrada por 
células blásticas que simulam linfoblastos ou mieloblastos. Em geral, 
os blastos são negativos para Sudan black B e MPO. Pode haver um 
aumento de basófilos maduros ou de blastos que se coram com azul 
de toluidina. O diagnóstico historicamente baseia-se na identificação 
de blastos com grânulos basofílicos por meio de métodos ultraestru- 
turais (Brunning, 1994). 

Panmielose aguda com mielofibrose. Trata-se de uma forma rara de 
leucemia aguda com proliferação panmieloide e fibrose medular. Ti- 
picamente, existe uma pancitopenia. Os eritrócitos apresentam uma 
poiquilocitose mínima, mas é comum observar características displá- 
sicas em células mieloides, assim como plaquetas atípicas. 

A amostra de aspirado de medula óssea com frequência revela au- 
sência de células. Na biópsia, são observados aglomerados de blastos, 
precursores eritroides tardios e megacariócitos displásicos sobre um 
fundo variavelmente fibrótico (Fig. 32.38). Isso é diferenciado da leu- 
cemia megacarioblástica aguda pelo envolvimento das 3 linhagens 
mieloides em vez de apenas a linhagem megacariocítica. 

Sarcoma granulocítico. Essa neoplasia também foi denominada sar- 
coma mieloblástico, tumor de células mieloides extramedular e clo- 
roma. Ela representa um tumor localizado de mieloblastos ou mo- 
noblastos que se infiltram em locais extramedulares (Fig. 32.39). Foi 
relatado que esses tumores ocorrem na pele, linfonodos, tecidos na- 
sofaríngeos e das vias respiratórias superiores, mamas, ovários, Ossos, 
estruturas perineurais e epidurais, olhos e outras estruturas orbitárias 





Figura 32.38 Panmielose aguda com mielofibrose apresentando envolvimento das 
três linhagens mieloides, com fibrose (x200). 





Figura 32.39 Sarcoma granulocítico, neste caso de pele, assemelhando-se a 
um linfoma, mas com células blásticas ou monocitoides grandes. Fosinófilos ou 
precursores estão frequentemente presentes (x500). 


e vários tecidos moles (Neiman, 1981). Sarcomas granulocíticos fo- 
ram relatados em 3 a 8% dos casos autopsiados de leucemia mielóge- 
na crônica e podem preceder a ocorrência de LMA em menos de 1% 
dos casos (Muss, 1973). 

Sarcomas granulocíticos podem ocorrer em qualquer idade. Foram 
identificadas 3 situações clínicas : (1) nenhuma doença conhecida; (2) 
distúrbio mieloproliferativo conhecido; e (3) LMA (Neiman, 1981). 
O diagnóstico depende do reconhecimento da natureza das células 
primitivas que frequentemente podem ser confundidas com tumores 
sólidos, incluindo linfomas não Hodgkin, melanomas amelanóticos 
ou carcinoma indiferenciado (Hutchison, 1990). O diagnóstico é fa- 
cilitado pela realização de imprints de cortes do tumor e coloração 
com corante de Romanowsky e pela imunofenotipagem. Anti-MPO 
e CD68 são particularmente úteis para a linhagem granulocítica ou 
monocítica em cortes de parafina. 


Leucemias agudas de linhagem ambígua 
(Brunning, 2001m) 


Alguns casos de leucemia aguda apresentam características que são 
indeterminadas entre a linhagem linfoide e a mieloide ou apresentam 
características de mais de uma linhagem. Trata-se de uma área contro- 
versa em razão da dificuldade de classificação. Muitas leucemias que 
parecem ser de uma determinada linhagem apresentam um ou mais 
marcadores imunológicos aberrantes ou apresentam infidelidade de 
linhagem. Um único desses marcadores em geral é insignificante. A 
LLA com marcadores mieloides responde de maneira similar às ou- 
tras LLAs, e marcadores linfoides da LMA também são clinicamente 
importantes, sobretudo quando eles ajudam a definir um subtipo, por 
exemplo, a expressão de CD19 na LMA com t(8;21). O CD117 foi pro- 
posto como um bom indicador da linhagem mieloide (Bene, 1998). 
Para casos que são verdadeiramente ambíguos, um sistema de pontua- 
ção foi aceito pela classificação da OMS (Tab. 32.16) (Anon, 1998). 

As leucemias agudas ambíguas encontram-se em várias categorias, 
como explicado a seguir. 

Leucemia aguda indiferenciada. São leucemias agudas raras nas 
quais as células predominantes são formas blásticas que não podem 
ser classificadas com o uso de métodos morfológicos, citoquímicos, 
ultraestruturais, imunológicos ou de análise de DNA (Raghavachar, 
1986; Sobol, 1988). CD34, CD38, HLA-DR são expressos com 
frequência, enquanto a expressão de CD7 e TdT é ocasional. Podem 
ocorrer anormalidades envolvendo os cromossomos 13, 12 ou a re- 
gião 5q (Cuneo, 1996). 

Leucemia aguda bilinear. Esses distúrbios raros apresentam células 
de mais de uma linhagem hematopoética distinta, incluindo a linha- 
gem mieloide e linfoide ou de células Be T. 

Leucemia bifenotípica. Esses casos apresentam uma população de 
células leucêmicas com expressão de múltiplas linhagens (linhagem 
mista). Esse termo é reservado para aqueles casos com marcadores 
específicos de múltiplas linhagens. Casos foram identificados em pa- 
cientes pediátricos e adultos (Sobol, 1987; Stass, 1986; Cheson, 1990). 

Tanto a leucemia bilinear quanto a bifenotípica com frequência apre- 
sentam anormalidades citogenéticas. O cromossomo Philadelphia está 
associado a casos que apresentam um componente linfoblástico precur- 


Tabela 32.16 Sistema de pontuação de marcadores de linhagem da 
leucemia aguda 


Pontuação Linfoide B Linfoide T Mieloide 
2 CytCD79a CD3(m/cyt) MPO 
Cyt IgM Anti-TCR 
CytCD22 
1 CD19 CD2 CD117 
CD20 EDS CD13 
CD10 CD8 CD33 
CD10 CD65 
0.5 TdT TdT CD14 
CD24 CD7 CD15 
CDia CD64 


Linhagem mieloide (AML-MO) = pontuação mieloide = 4 e pontuação linfoide s 3* 
Linhagem linfoide (T ou B) = pontuação linfoide = 4 e pontuação mieloide s* 
Linhagem bifenotípica = pontuação linfoide T ou B e pontuação mieloide > 2 
(mas < 4)' 


* Thalhammer-Scherrer R, Mitterbauer G, Simonistsch I, et al: The immunophenotype of 
325 adult acute leukemias. Am J Clin Pathol 2002; 117:380-389. 


' EGIL (European Group for the Immunological Classification of Leukaemias): The value 
of c-kit in the diagnosis of biphenotypic acute leukemia. Leukemia 1998; 12:2038. 


sor B CD10+ e t(4;11) (q21;q23) ou outra anormalidade de 11q23 com 
linhagem de precursor B CD10 negativo e linhagem monocítica. É fre- 
quente a presença de arranjo da cadeia pesada de imunoglobulina (IgH) 
e de genes de receptor da célula T (TCR), mas esses achados são inespe- 
cíficos e podem ser observados em outras LMAs (Adriaansen, 1991). 


Neoplasias de precursores de células Be T 
(linfoblásticas) 


Historicamente, as leucemias linfoides e os linfomas foram clas- 
sificados de modo separado. Leucemias são processos malignos que 
envolvem sobretudo a medula óssea e o sangue e foram mais exten- 
samente categorizados pelo grupo FAB. Linfomas são aqueles que en- 
volvem sobretudo órgãos linfoides ou outros tecidos moles e para os 
quais foram criados numerosos esquemas de classificação que evolu- 
iram de modo rápido por causa dos avanços da imunologia, oncolo- 
gia e genética. Desde a publicação da classificação Revised European- 
American Lymphoma (REAL) (Harris, 1994), as leucemias linfoides e 
os linfomas foram classificados pelas características biológicas da do- 
ença e não pela distribuição anatômica; em geral, provê um consenso 
internacional de classificação (Berard, 1997). A classificação da OMS 
é focada nos achados citogenéticos e moleculares sempre que possível 
(Brunning, 2001n,0). 


Linfoma/leucemia linfoblástica 

de precursores de células B 

Caracaterísticas clínicas. Esta categoria de processos malignos mais 
frequentemente manifesta-se como uma leucemia e é o protótipo da 
leucemia linfoblástica aguda (LLA). O outro tipo principal de LLA é 
o linfoblástico de precursores de células T, o qual é menos comum e 
tende a se manifestar como linfoma ou, de forma concomitante, como 
leucemia e linfoma. De modo geral, considera-se a LLA uma entidade 
clínica que é sutipada patologicamente e justifica uma análise geral. 

A leucemia linfoblástica aguda é o processo maligno mais comum 
em crianças e adolescentes. Ocorrem de 3.000 a 4.000 casos novos por 
ano nos Estados Unidos, 2/3 dos quais são crianças. A evolução do 
tratamento com combinação de quimioterapia, tratamento do SNC e 
terapia intensificada para categorias de alto risco levou a taxa de cura 
para cerca de 80% em crianças. Em adultos, somente 30 a 40% dos 
casos são curados, em parte por causa da maior frequência de anor- 
malidades genéticas adversas (Pui, 2004). A incidência de LLA no 
adulto aumenta na meia-idade e na velhice, de forma similar à LMA 
geneticamente de alto risco. Indivíduos com esse distúrbio costumam 
apresentar sintomas de fadiga, febre e sangramento. Linfadenopatia 
generalizada, esplenomegalia e hepatomegalia são achados comuns. 
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668 Como as células leucêmicas se infiltram em muitos tecidos do corpo, 


outros sintomas podem ocorrer. A dor em membro inferior pode es- 
tar associada a infiltrados periosteais, e a cefaleia, náusea e vômito, à 
leucemia meníngea. Uma perda de consciência de início rápido pode 
indicar hemorragia subaracnoide. 

Em alguns casos, a manifestação é cutânea, óssea e/ou em linfonodos, 
sem envolvimento da medula óssea (< 25% de blastos na medula ós- 
sea). Esses casos são designados como linfoma. Mais frequentemente, 
eles ocorrem em indivíduos jovens (< 18 anos) e apresentam caracteris- 
ticas que se sobrepõem às da LLA de precursores de células B, com TdT, 
marcadores da linhagem B e frequente material adicional no cromosso- 
mo 21 (Maitra, 2001). A morfologia em cortes de tecidos apresenta in- 
filtrações difusas de pequenas células (núcleos menores que os núcleos 
de histiócitos) com cromatina difusa, nucléolos não perceptíveis, cito- 
plasma escasso, alta taxa mitótica e, com frequência, um padrão de “céu 
estrelado” de histiócitos misturados (indicando alta taxa de apoptose). 

A anemia está presente na LLA de precursores de células B quan- 
do as manifestações clínicas estão completamente desenvolvidas. Em 
geral, ela é normocítica. Com frequência, eritrócitos nucleados estão 
presentes. A trombocitopenia de grau moderado a acentuado é a re- 
gra. A contagem de leucócitos às vezes é muito alta (> 100 x107/L) 
e, com frequência, é discretamente elevada, mas o mais comum é ela 
estar normal ou diminuída. A célula predominante é o linfoblasto. 
Medula óssea. No momento em que o paciente se torna sintomático, as 
células hematopoéticas e a gordura costumam ser substituídas por uma 
infiltração difusa de linfoblastos. O percentual de blastos costuma ser su- 
perior a 50%. A predominância de blastos pequenos com uma relação 
núcleo/citoplasma elevada e nucléolos não perceptíveis (tipo L1 na clas- 
sificação FAB) é mais comum na LLA infantil (Fig. 32.40). A cromatina 
é difusa em algumas células, mas também pode apresentar condensa- 
ção variável. Pode ser difícil distinguir os blastos dos linfócitos normais 
em crianças jovens. Blastos maiores com citoplasma mais abundante, 
nucléolos proeminentes e núcleos frequentemente irregulares (FAB L2) 
também ocorrem e tendem a predominar na LLA do adulto. 

Os blastos são negativos para SBB, peroxidase e naftol ASD CAE. 
Grânulos azurofílicos podem estar presentes, contudo são negativos 
para SBB e peroxidase. Em outros casos, blastos da LLA podem apre- 
sentar alguma reatividade ao SBB, mas são peroxidase-negativos. 

Em geral, os blastos expressam TdT, CD22 e CD79a citoplasmáti- 

cos, CD19 e HLA-DR. O CD10 (comum ao antígeno da LLA) é ex- 
presso em muitos. Observa-se uma expressão variável para CD34. A 
cadeia pesada mu da imunoglobulina citoplasmática (cyt-mu) indica 
um estado levemente mais maduro, porém a imunoglobulina de su- 
perfície é negativa. Antígenos associados mieloides CD13, CD33 ou 
CD15 podem ser expressos. 
Citogenética. Achados citogenéticos são cada vez mais importantes 
no diagnóstico e prognóstico da LLA e foram revisados previamente 
(Brunning, 2001n; Mrozek, 2004). A translocação t(12;21) (p12;q22) 
ocorre em cerca de 25% das leucemias linfoblásticas de precursor B, 
correlaciona-se com a expressão de CD10 e HLA-DR de alta densida- 
de com CD9 e CD20 negativos e está associada a um bom prognósti- 
co. O gene TGEL, em 12p12, está fundido ao gene AMLI, em 21922, 
resultando em uma proteína de fusão. É difícil determinar a anorma- 
lidade pela cariotipagem, contudo, é possível detectá-la por análise de 
RT-PCR para o mRNA quimérico ou pelo método FISH. 

O cromossomo Ph”, t(9;22) com produção de uma fusão BCR-ABL, 
ocorre em aproximadamente 30% dos casos de LLA adulta (20% de- 
tectados na cariotipagem) e 6% dos casos de LLA infantil. A t(9;22) é a 
translocação mais frequente da LLA adulta e está associada a um mau 
prognóstico. Dois tipos são encontrados: um idêntico ao da LMCm 
envolvendo a região bcr do BCR com consequente proteína de fusão 
p210 kd, que ocorre em metade dos casos de LLA adulta positiva para 
o cromossomo Ph’; e um outro com ponto de quebra da montante 
do bcr, produzindo uma menor mensagem quimérica e proteína p190 
kd. Esta última ocorre na maioria dos casos infantis positivos para o 
cromossomo Ph’. A LLA Ph positiva é mais frequentemente da li- 
nhagem de precursores da célula B, mas também pode estar presente 
com diferenciação bifenotípica mieloide. 

Anormalidades do gene MLL na região cromossômica 11923 são 
observadas em de 5 a 7% dos casos de LLA (Le Beau, 2000), assim co- 
mo na LMA. A LLA com t(4;11) (q21;q23) está associada a um mau 





Figura 32.40 LLA de precursores de células B com blastos de tamanho pequeno a 
médio e ausência de nucléolos perceptíveis (x1000). 


prognóstico, alta CBS e fenótipo de linhagem B imatura com ausên- 
cia de CD10. É mais comum em lactentes, e muitos casos de LLA 
com essa anormalidade são bifenotípicos. A t(11;19) (q23;p13.3) é a 
próxima anormalidade mais frequente do MML na LLA, mas tam- 
bém ocorre na LMA-M5. De modo geral, anormalidades de 11923 
(MLL), com a possível exceção de t(9;11) na LMA, representam um 
mau prognóstico. 

Uma outra translocação, t(11;19) (q23;p13), e variantes estão asso- 
ciadas à LLA de célula pré-B (com Ig mu citoplasmática). Envolve os 
genes E2A, em 19p13, que codifica fatores de transcrição, e PRX em 
1q23. Isso também foi associado a uma menor resposta à terapia. 

A hiperdiploidia foi há muito tempo reconhecida como um fator 
prognóstico favorável na LLA infantil. Pacientes com mais de 50 cro- 
mossomos apresentam um melhor prognóstico, e aqueles com mais 
de 56 possuem um prognóstico ainda melhor. Esses pacientes usual- 
mente apresentam LLA de linhagem de precursor B. 

Cerca de 80% das crianças com LLA de precursor B são curadas. Os 
fatores favoráveis são a idade entre 5 e 10 anos, hiperploidia (melhor, 
54 a 62 com trissomia 4, 10 e/ou 17), t(12;21) e CBS baixa ou normal. 
Fatores de risco ruins são a idade inferior a 1 ano, t(9;22) e t(4;11). 


Linfoma/leucemia linfoblástica de precursor T 

A leucemia linfoblástica de precursor T, representando 10 a 20% 
dos casos de LLA, ocorre predominantemente em meninos, os quais 
tendem a ser um pouco mais velhos que crianças com LLA linfoblás- 
tica de precursor B. Pacientes com LLA de linhagem T com frequência 
apresentam uma alta CBS e envolvimento mediastinal. A morfologia 
dos blastos é heterogênea, similar à LLA de célula B, e a imunofenoti- 
pagem é necessária para o diagnóstico. O imunofenótipo reflete célu- 
las T tímicas que apresentam um padrão de maturação distinto (Rei- 
nherz, 1980), e os blastos apresentam maturidade variada. A maioria 
dos casos apresenta TdT, CD7 e CD3 citoplasmático com CDla, CD2 
e CD5 variáveis. Alguns casos, de fenótipo tímico precoce, não apre- 
sentam CD4 ou CD8, mas a maioria (fenótipo tímico médio-cortical, 
em particular na apresentação como linfoma) expressa CD4 e CD8 
de maneira concomitante. No fenótipo tímico cortical tardio, CD4 ou 
CD8 podem estar presentes de modo isolado; nesses casos, TdT e/ou 
CDila são particularmente úteis para o diagnóstico. Marcadores mie- 
loides, por exemplo, CD13, CD33 e/ou CD117, podem estar presentes, 
e CD79a pode às vezes estar presente. 

Com frequência, a apresentação como linfoma revela um fenótipo tí- 
mico mais maduro do que a apresentação leucêmica (Crist, 1988). São 
linfomas relativamente comuns de adolescentes e adultos jovens (1/3 
dos linfomas não Hodgkin pediátricos), e também ocorrem mais tar- 
de. Tipicamente, eles se manifestam no mediastino e/ou em linfonodos 
periféricos. Derrames pleurais são comuns. O comprometimento das 
vias aéreas e a síndrome da veia cava estão com frequência presentes, 
resultando na necessidade emergencial de terapia e na limitação de pro- 
cedimentos diagnósticos. 

Morfologia. A leucemia/linfoma linfoblástico de precursor T em ge- 
ral apresenta envolvimento tissular difuso por blastos com núcleos 
menores do que os núcleos dos histiócitos ou das células endoteliais 
reativas (Fig. 32.41), embora alguns apresentem núcleos com tama- 
nho similar aos do LB . Em geral, a cromatina é finamente dispersa 





Figura 32.41 Linfoma linfoblástico de precursores de celulas T (x500). 


a levemente agregada, mas em raros casos na intensidade que ocorre 
no LB. A taxa de mitose é alta, e com frequência existe um padrão de 
“céu estrelado” similar ao do LB. Algumas vezes, células neoplásicas 
apresentam envolvimento seletivo da zona T dos linfonodos e/ou um 
padrão de infiltração similar ao da leucemia nos tecidos moles. 

O diagnóstico diferencial da leucemia/linfoma linfoblástico de pre- 
cursor T em pacientes jovens é principalmente entre ele, o LB e, às ve- 
zes, O linfoma de células B grandes. A localização mediastinal favorece 
a leucemia/linfoma linfoblástico de precursor T em relação ao LB, mas 
não em relação ao linfoma de células B grandes. Em adultos, o diagnós- 
tico diferencial também inclui variantes blastoides e blásticas do LCM. 
O sarcoma granulocítico também entra no diagnóstico diferencial em 
qualquer faixa etária. A expressão de TdT e de marcadores de célula T 
específicos sem marcadores B ou mieloides usualmente é diagnóstica. 
Genética. Os genes do receptor de células T são rearranjados frequen- 
temente, porém, os genes codificadores da cadeia pesada de Igs tam- 
bém podem sofrer rearranjo (Brunning, 20010). Pacientes com LLA 
de células T apresentam translocações frequentes nos loci de a e B do 
receptor de células T (em 14q11.2), locus B (em 7935), ou locus y em 
7p14-15), que geralmente contêm genes codificadores de fatores de 
transcrição. Os pares de genes incluem MYC (8q24.1), TAL1 (1p32), 
RBTN1 (11p15), RBTN2 (11p13), HOX11 (10924) e LCK (1p34.3-35). 
Deleções no gene regulador TALI ocorrem em 25% dos casos, sendo 
que a del(9p) envolvendo CDKN2 também é frequente (Mrozek, 2004). 


Neoplasias de célula B madura 


Elas constituem o grupo mais numeroso e, possivelmente, mais di- 
versificado de neoplasias hematopoéticas. As taxas globais variam de 
1,2/100.000 indivíduos/ano na China a 15/100.000 nos Estados Uni- 
dos. Existe uma variação geográfica no linfoma/leucemia madura 
com células B grandes foliculares e difusas, com predominância em 
países ocidentais desenvolvidos, constituindo 50% dos linfomas não 
Hodgkin. O mieloma também é comum (Harris, 2001a). Doenças T/ 
NK são mais frequentes na Ásia do que nos países ocidentais. As cé- 
lulas afetadas em neoplasias de células B maduras são as do sistema 
imune humoral que, em si, é muito complexo e inclui inúmeros clones 
de linfócitos B com rearranjos do gene da imunoglobulina genetica- 
mente distintos. Existem em muitos estados de maturação e tanto são 
influenciadas quanto afetam diversas vias reguladoras. As células nor- 
mais e os tumores são influenciados pelo status imune, perturbações, 
vírus e outros microrganismos, além de estímulos antigênicos. Existe 
uma enorme variação na taxa de crescimento e na agressividade dos 
tumores nesse grande grupo, correspondendo à alta taxa proliferativa 
de algumas células e à quietude de outras. Também existe uma ten- 
dência variável correspondente à apoptose que influencia a resposta 
a terapias antineoplásicas. O comportamento clínico está relacionado 
ao escape clonal da regulação, ao equilíbrio entre a proliferação e a 
apoptose e à modulação pela terapia. As características das principais 
categorias são apresentadas na Tabela 32.17. 


Leucemia linfocítica crônica (LLC)/linfoma 
linfocítico pequeno(LLP) 

Trata-se da proliferação clonal de pequenos linfócitos B, que envolve 
a medula óssea, o sangue e os linfonodos. É comum e em geral indo- 
lente pelo menos no início. Sua cura é difícil ou impossível (Muller- 


Hermelink, 2001). Casos com envolvimento predominante da medula 
óssea e do sangue são tradicionalmente denominados LLC, enquanto 
os linfomas são denominados LLP, mas o conceito atual é de que se tra- 
ta de uma única entidade. A maioria dos casos é leucêmica e constitui 
90% das leucemias linfoides crônicas nos Estados Unidos e na Euro- 
pa. É rara antes dos 40 anos de idade, sendo que a maioria dos casos 
ocorre em indivíduos com mais de 60 anos e é mais do que duas vezes 
mais frequente em homens do que em mulheres. O início é insidioso e 
a doença é comumente descoberta por acaso, durante a investigação de 
outro problema. A maioria dos pacientes tem idade > 50 anos. 

Os tumores revelam infiltrados difusos de linfócitos pequenos ma- 
duros com cromatina aglomerada e citoplasma escasso a moderado 
(Fig. 32.42). Pró-linfócitos misturados e centros de proliferação (com 
maior número de pró-linfócitos e linfócitos com citoplasma aumenta- 
do) são característicos. A taxa mitótica é muito baixa. 

A LLC/LLP apresenta um fenótipo característico de células B mo- 
noclonais (CD19/CD20/CD79a) com fraca expressão de Ig de super- 
fície (dim) (cadeia leve única com IgM ou IgM e IgD), coexpressão do 
marcador de célula T usual (CD5) e expressão de CD23. Negatividade 
para CD22, CD10 e ciclina D1. Esse padrão é muito útil para diferen- 
ciar a LLC/LLP dos linfomas de célula de revestimento, folicular e de 
zona marginal. Negatividade para bcl-6 e expressão variável de bcl-2. 

Os genes de cadeias pesada e leve (monotípica) de Ig sofrem rearran- 
jo. À trissomia 12 está presente em 20% dos casos; del(13q14) em 50%; 
del(11q22-23) e/ou mutações nessa região em 20%; del(17p13) no locus 
p53 em 10% e del(6q21) em 5%. Anormalidades citogenéticas podem 
indicar um prognóstico pior. Essas anormalidades frequentemente não 
podem ser detectadas pelo cariótipo, uma vez que células da LLC não 
crescem bem em cultura, mas são detectados por sondas de FISH. 

Em geral, a CBS encontra-se entre 30 e 200 x10º/L. Na LLC típica, 
90% ou mais das células são linfócitos pequenos que apresentam um 
aspecto similar e em geral parecem normais. A cromatina nuclear po- 
de ser grosseiramente condensada e mais acentuadamente separada 
pela paracromatina que nos linfócitos normais ou, em alguns casos, 
a cromatina é menos condensada que o normal. Algumas vezes, nuc- 
léolos são evidentes em muitos dos linfócitos. A variação do tamanho 
é mínima. A quantidade de citoplasma é pequena a moderada. Menos 
de 10% dos linfócitos são pró-linfócitos ou linfócitos reticulares (lin- 
fócitos transformados). 

Com frequência, não existe anemia nem trombocitopenia no momen- 
to do diagnóstico. A anemia devida à diminuição da produção ocorre à 
medida que a medula óssea é substituída por células leucêmicas. Além 
disso, o período de vida dos eritrócitos em alguns pacientes com LLC 
pode estar diminuído. Isso é especialmente verdadeiro quando existe 
uma esplenomegalia acentuada. A anemia hemolítica autoimune (AHA) 
ocorre em cerca de 10% dos pacientes. A trombocitopenia costuma ser 
discreta e, às vezes, se torna grave à medida que a doença evolui, de modo 
que ocorrem manifestações hemorrágicas. Em geral, a trombocitopenia 
é consequência da hipoproliferação, mas também pode ser secundária 
a um processo imune ou sequestração esplênica. O envolvimento irre- 
gular, nodular ou intersticial da medula óssea por linfócitos neoplásicos 
está associado a um resultado relativamente bom. Entretanto, um infil- 
trado difuso da medula óssea em geral está correlacionado a um mau 
prognóstico e/ou à doença avançada (Bartl, 1982a; Montserrat, 1987). 
Uma maior proporção de pró-linfócitos (entre 10 e 55%) foi referida 
como LLC/LPL e pode ter correlação com uma doença agressiva (Ben- 
nett, 1989; Melo, 1987). A expressão do marcador CD38 ou ZAP-70 e 
anormalidades de p53 foram investigadas para possível valor prognósti- 
co, mas os resultados foram inconclusivos (Kim, 2004; Mainou-Fowler, 
2004). A anemia, sintomas B e o Índice de Prognóstico Internacional 
(IPI, International Prognostic Index) podem fornecer melhor informa- 
ção prognóstica (Nola, 2004). A sobrevida média para pacientes com 
LLC é de aproximadamente 7 anos, mas a terapêutica recente (p. ex., flu- 
darabina) revela uma promessa de melhor sobrevida. 


Leucemia pró-Linfocítica de células B 

A leucemia pró-linfocífica foi originalmente descrita como uma va- 
riante da LLC (Galton, 1974). A relação homem:mulher é de 6,5:1, e a 
idade média é de 65 anos. A LPL é caracterizada por uma linfocitose mui- 
to acentuada (usualmente superior a 100 x10°/uL), esplenomegalia ma- 
ciça, hepatomegalia moderada e linfadenopatia inconspícua. As células 
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Tabela 32.17 Caracteristicas principais das neoplasias de células B maduras mais importantes 


Linfoma 


LLP /LLC 


LPL de células B 


Leucemia de 
células pilosas 


Linfoma 
linfoplasmocitico 


Doença de cadeia 
pesada a 


Linfoma MALT 


Linfoma folicular 


Linfoma de células 
de revestimento 


Linfoma difuso de 
grandes células B 


Linfoma mediastinal! 
de grandes 
células B 


Linfoma de 
efusão primária 


Linfoma de Burkitt 


Marcadores da superfície celular 


Demografia, manifestação 
clínica e laboratorial 


H > M, acima dos 60 anos. Início 
insidioso com fadiga, 
linfadenopatia. CBS > 30K, 
anemia, trombocitopenia, 
ocasionalmente AHA 

H >> M, idade média de 65 anos. 
Esplenomegalia maciça, 


linfadenopatia mínima, CBS >100K 


H > M, idade média de 50 anos. 
Início insidioso com 
esplenomegalia, monocitopenia 


H = M, idade média 63 anos. 
Envolvimento da MO, nodal e 
esplênico e paraproteina IgM 
frequente com hiperviscosidade 
(MW), causando diminuição da 
acuidade visual, risco de AVC, 
neuropatias 

Adultos jovens vivendo em 
comunidades mediterrâneas mais 
pobres, com má absorção, diarreia 
M > H, idade média de 61 anos. 
Evolução indolente envolvendo o 


estômago, outros locais do trato Gl. 


Associado à doença autoimune 


prévia (SS, tireoidite de Hashimoto) 


ou infecção pelo H. pylori. 

M > H, idade média de 59 anos. 
Domínio da linfadenopatia 
periférica, com adenopatia central. 
Envolvimento da MO e 

esplênico frequente 


H > M, idade média de 70 anos. 
Linfadenopatia, esplenomegalia 
acentuada, envolvimento da MO. 
Evolução agressiva 


H > M, todas as idades, associado 
à infecção pelo HIV. Localizações 
nodais e extranodais, SNC. 
Evolução agressiva 


M > H, adultos jovens e de 

meia-idade. Compressão das vias 

aéreas, síndrome da veia cava 

superior 

Raro, associado ao HHV-8 em 

homossexuais do sexo masculino 

jovens e imunodeprimidos. 

Derrame pleural 

1. Endêmico: crianças africanas, 
massa mandibular, H > M 

2. Esporádico: crianças e adultos 
jovens, universal, H > M, 
órgãos abdominais 

3. Associado à imunodeficiência: 
pacientes infectados pelo HIV 


Morfologia 


Monomórfico, linfócitos 
pequenos com citoplasma 
ligeiramente moderado, 
cromatina condensada 


Pró-linfócitos = 55% com 
núcleo vesicular grande, 
cromatina condensada, 
citoplasma moderado 
Células de tamanho médio 
com núcleos redondos-ovais, 
cromatina reticulada, bordos 
citoplasmáticos irregulares 
Linfócitos plasmocitoides e 
plasmócitos com inclusões 
PAS-positivas (corpúsculos 
de Dutcher) 


Infiltrado linfocitoplasmático 
da mucosa intestinal 


Lesões linfoepiteliais com 
linfócitos pequenos, 
centrócitos, linfócitos 
monocitoides e centros 
germinativos reativos 


Estruturas similares a 
folículos, com pequenos 
linfócitos clivados e 
quantidade variada de 
centroblastos maiores que 


permitem a gradação citológica 


Centros germinativos 
atróficos, zonas do manto 
proeminentes, células 
monomórficas com núcleos 
pequenos ou médios 
Infiltrado difuso de células 
B variavelmente grandes, 
algumas vezes com 
morfologia centroblástica 
ou imunoblástica 

Lesões esclerosadas com 
células claras, multilobadas 
ou Reed-Sternberg 


Células imunoblásticas ou 
anaplásicas 


Células uniformes com 
núcleos redondos ou ovais, 
múltiplos nucléolos, alta 
taxa mitótica 


Positivo 


CD5, 19, 20, 23, 79a, 


slg dim 


CD19, 20, slg bright 


CD 19, 20, 22, 79a, 
103, 25, 11c 


CD19, 20, 22, 38, 
79a, slgM bright 
cleM 


NA 


CD19, 20, 22, 79a, 
sig, bcl-2 


CD19, 20, 22, 23, 
79a, 10, bcl-2, bcl-6 


CD19, 20, 22, 5, 43, 
bcl-2, ciclina D1 


CDCd19, 20, 22, 
79a, slg. 
Ocasionalmente 
CD30 (variante 
anaplásica) 
CD45, 19, 20 


CD19, 20, 79a, 
frequentemente 
CD30, 38, 138 


CD19, 2, 20, 79a, 
sig, frequentemente 
CD10 


MW = macroglobulinemia de Waldenström; PAS = ácido periódico de Schiff; SS = síndrome de Sjögren; RS = Reed-Sternberg. 


Negativo 


CD10, 22, Bcl-6 


Frequentemente 
CDS, 23 negativo 


CD5, 10, 23 


CD5, 10, 23 


NA 


CD5, 10, 23, bcl-b 


CD5, 43 


CD10, 23, bcl-6 


CD5 (usualmente), 
23 


CD5, 10 


sig, clg 


TdT 


Citogenética 


+12, del(13q14), 
del(11922-23), rearranjo de lg 


del(11923), del(13q14), 
rearranjo de lg 


Rearranjo de lg 


(9;14)(p13;q32) 


NA 


+3, t(11;18)(q21;q21) 


t(14;18)(q32;q21) 


t(11;14)(q13;q32) 


t(14;18) in 20-30%, 
anormalidade de 3q27 em 
até 30%, anormalidade 
complexa 


Rearranjo de lg 


Rearranjo de lg, 
ocasionalmente TCR 


(8; 14)(q24;q32) 


linfoides malignas apresentam um grande nucléolo vesicular, cromatina 
nuclear condensada e quantidade moderada de citoplasma (Fig. 32.43). 
Mais de 55% das células sanguíneas leucêmicas são pró-linfócitos. O 
imunofenótipo varia desde a LLC/LLP, pela forte expressão de Ig de su- 
perficie (bright) (IgM monoclonal com ou sem IgD), ausência de CD5 
em 2/3 dos casos, ausência comum de CD23 e presença de EMC-7. Anor- 
malidades de p53 são frequentes e ocorrem deleções 11923 e 13q14. A 
leucemia pró-linfocítica em geral é menos responsiva ao tratamento que 
a leucemia linfocítica crônica, e seu prognóstico é pior (Catovsky, 2001a). 


Leucemia de células pilosas (LCP) 

Bouroncle (1958) foi o primeiro a descrever esse distúrbio, o qual 
apresenta manifestações clínicas variáveis. A LCP ocorre mais frequen- 
temente em homens que em mulheres. A idade média dos pacientes é 
de 50 anos. O seu início é insidioso e caracterizado pela proliferação de 
células anormais nos órgãos reticuloendoteliais e no sangue. À esple- 
nomegalia é o achado físico predominante (Foucar, 2001). 

A pancitopenia ou depressão de apenas duas linhagens celulares é o 
achado usual com quantidade variável de células pilosas. A monocito- 
penia é característica, e células pilosas geralmente são pouco frequen- 
tes no sangue, embora elas possam causar leucocitose. Na maioria dos 
casos, a aspiração da medula óssea é difícil. A biópsia de medula óssea 
revela uma medula com celularidade variável, com frequência apre- 
sentando áreas hipo e hipercelulares e fibrose de reticulina. Casos hi- 
pocelulares de LCP ocorrem e se assemelham à anemia aplástica. 

Em relação à morfologia, as células apresentam um tamanho mé- 
dio (10-20 um de diâmetro), com núcleos redondos ou ovais, embora 
muitos sejam entalhados, em forma de halter ou de feijão. O padrão 
da cromatina em geral é uniformemente reticular, e os nucléolos são 
pequenos e imperceptíveis. Em algumas células, a cromatina é mais 
condensada e se parece com a cromatina de um linfócito. A quanti- 
dade de citoplasma é moderada, de cor azul-acinzentado claro e com 
numerosas projeções piliformes e bordas desgastadas, mais proemi- 
nentes em microfotografias eletrônicas (Fig. 32.44). 

Em cortes de medula óssea, as células com núcleos centrais peque- 
nos, citoplasma abundante e fibrose de reticulina produzem um as- 
pecto característico de “ovo frito” que, no entanto, pode se asseme- 
lhar a ilhotas eritroides quando o envolvimento não é extenso (Fig. 





Figura 32.43 Leucemia prolinfocítica de células B tipicamente apresentando CBS 
elevada, linfócitos grandes com citoplasma moderadamente abundante e nucléolos 
proeminentes. Podem existir variações (x1.000). 


32.45). À cromatina comumente é mais delicada, enquanto os núcleos 
são mais irregulares do que nos precursores eritroides. Em biópsias 
pequenas ou mal conservadas, a LCP pode ser confundida com o lin- 
foma de células B grandes. 

Amostras de esplenectomia em geral são diagnósticas com infiltra- 
dos na polpa vermelha de células similares aos presentes na medula 
óssea. Além disso, as células tendem a se alinhar aos seios esplênicos, 
obliterando o endotélio e produzindo “lagos” de eritrócitos com au- 
sência de endotélio visível. Os linfonodos podem apresentar infiltra- 
dos paracorticais, e o fígado, infiltração sinusal. 

Do ponto de vista citoquímico, essas células contêm uma fosfatase 
ácida resistente à inibição pelo tartarato (TRAP, tartrate resistant acid 
phosphatase). Isso contrasta com as isoenzimas da fosfatase ácida pre- 
sentes em outras células hemáticas (Yam, 1971). 

O imunofenótipo é da célula B madura (CD19, CD20, CD22, 
CD79a, DBA.44, imunoglobulina da superfície da membrana [SMIg]) 
com expressão de marcadores associados à célula pilosa (CD103, 
CD25, CDllce FMC-7). A ciclina D1 é com frequência expressa. Cé- 
lulas são negativas para CD5, CD10 e CD23. Anticorpos antianexina 
Al (ANXA1) também podem se revelar úteis (Falini, 2004). Os ge- 
nes codificadores das cadeias pesada e leve das imunoglobulinas estão 
rearranjados e apresentam mutação somática em regiões do gene V. 
Ainda não foram descritas anormalidades genéticas específicas. 

A evolução clínica em geral é crônica, mas pode ser aguda ou suba- 
guda. A sobrevida média é de 5 a 6 anos. Tradicionalmente, a esple- 
nectomia representa um benefício importante para muitos pacientes. 
O tratamento com interferon-a. foi responsável pelas primeiras re- 
missões quimioterápicas, mas, hoje em dia, a 2 -deoxicoformicina e a 
2-clordeoxiadenosina produzem remissões mais duráveis. 


Variantes de células pilosas 

A maioria dos casos de “variantes de células pilosas” é descrita como 
distúrbios linfoproliferativos que se assemelham à LCP, mas com uma 
CBS alta e presença de nucléolos proeminentes (Sainati, 1990). Apre- 
sentam morfologia e características clínicas intermediárias entre a LCP 
e a leucemia pró-linfocítica (Fig. 32.46). A resposta à quimioterapia é 





Figura 32.44 Leucemia de células pilosas apresentando células linfoides com 
citoplasma esponjoso e projeções citoplasmáticas e núcleos ovais ou indentados 
com cromatina reticulada (x 1.000). 





Figura 32.45 Leucemia de células pilosas na biópsia de medula óssea mostrando 
núcleos pequenos com citoplasma moderado e limites citoplasmáticos distintos 
[x500). 
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672 precária, contudo, a evolução é crônica e a remissão pode ser obtida com 


esplenectomia. TRAP e CD103 são variáveis, e em geral há negatividade 
para CD25. Uma forma muito rara de LCP foi descrita, sobretudo em 
pacientes japoneses, e é designada “variante japonesa” (Machii, 1993). 
Esse distúrbio apresenta nucléolos um pouco mais proeminentes do 
que a LCP típica, porém menos do que nas variantes pró-linfocitoides. 
Além disso, apresenta CD103 e TRAP variáveis, negatividade para 
CD25 e, em geral, ausência de Ig de superfície (Wu, 2000; Yamaguchi, 
1996). Há rearranjos clonais de genes de Ig e precisar ser distinguido 
da linfocitose policlonal de células B, cuja morfologia é similar (Ma- 
chii, 1997). 


Linfoma linfoplasmocítico (LPL)/macroglobulinemia 
de Waldestrôm 


“Linfoma linfoplasmocítico” é um termo derivado da classificação de 
Kiel (Stansfeld, 1988) para tumores que eram previamente conhecidos 
na América do Norte como linfoma linfocítico pequeno (ou leucemia 
linfocítica crônica) com diferenciação plasmocitoide. No entanto, esses 
tumores diferem quanto à presença de linfócitos plasmocitoides e plas- 
mócitos, secreção de uma paraproteina monoclonal IgM e ausência de 
expressão de CD. Em geral, envolvem a medula óssea, os linfonodos e 
o baço (Fig. 32.47). 

Linfonodos apresentam infiltrados difusos de linfócitos, linfócitos 
plasmacitoides e plasmócitos. Não existem centros de proliferação, e 
células B monocitoides não são vistas. O infiltrado pode ser paracor- 
tical com poupança dos seios. Inclusões PAS-positivas são comumen- 
te observadas no citoplasma, e inclusões centralizadas no complexo 
de Golgi com frequência invaginam no núcleo das células linfoides, 
formando “corpúsculos de Dutcher”. Em geral, os mastócitos celulares 
estão aumentados. 

É comum a medula óssea apresentar infiltrados intersticiais nodula- 
res e/ou difusos de células similares. O envolvimento sanguíneo pode 
estar presente, mas com uma CBS menor do que na LLC. 

O imunofenótipo revela os marcadores de célula B CD19, CD20, 
CD22, CD79a com expressão forte (bright) de IgM (em alguns ca- 
sos IgG ou IgA) de superfície e citoplasmática, porém ausência de 
IgD, além de cadeia leve k ou A monoclonal. Difere da LLC quanto 
à ausência de CDS e expressão forte de Ig (bright). A expressão de 
CD10 e CD23 também é negativa, a de CD38 é positiva e a de CD43 
é variável. 

Os genes codificadores das cadeias pesada e leve de Ig estão clonal- 
mente rearranjados e ocorre mutação somática nas regiões variáveis, 
de maneira consistente com o estado de maturação da seleção pós- 
antígeno (centro pós-germinativo) e diferindo da LLC (Berger, 2001). 
O linfoma com translocação t(9;14) (p13;q32) envolvendo o gene 
PAX-5, em 9p13, que codifica a proteína ativadora específica da célula 
B (BSAP, B cell-specific activator protein), é mais frequentemente lin- 
foplasmocitário (Offit, 1992; lida, 1999). 

Uma variante morfológica polimórfica com evolução mais agressiva 
foi descrita na classificação de Kiel (Lennert, 1975), mas não é reco- 
nhecida como subtipo pela OMS. Del6q21 foi relatada como a anor- 
malidade mais frequente no LPL, em particular com morfologia po- 
limórfica, e -8 e outras anormalidades são esporadicamente relatadas 
(Schop, 2003; Mansoor, 2001). 

O termo macroglobulinemia de Waldestrôm refere-se à sindro- 
me clínica da paraproteína IgM monoclonal (> 3 g/dL) com hi- 
perviscosidade sintomática e/ou crioglobulinemia. Sua incidên- 
cia máxima ocorre entre os 60 e 70 anos de idade. Os sintomas 
do aumento da viscosidade incluem distúrbios visuais, sintomas 
neurológicos, comprometimento da função renal e insuficiência 
cardíaca congestiva. Fenômenos hemorrágicos podem ocorrer 
como consequência de interferências de complexos com plaque- 
tas e fatores da coagulação. A crioglobulinemia ocorre com uma 
frequência um pouco menor que no mieloma e em geral causa o 
fenômeno de Raynaud. 

Algumas vezes, a anemia normocítica normocrômica está associada 
à trombocitopenia ou pancitopenia. Uma linfocitose relativa ou ab- 
soluta discreta costuma ser observada. Uma acentuada formação de 
rouleau é observado no esfregaço de sangue e a velocidade de hemos- 
sedimentação costuma ser extremamente rápida, embora possa ser 
baixa diante da presença de macrocrioglobulinas e quando o teste é 





Figura 32.46 Variante da leucemia de células pilosas apresentando morfologia 
intermediária entre a leucemia de células pilosas e a leucemia prolinfocítica. 





Figura 32.47 Linfoma linfoplasmocitário envolvendo a medula óssea com 
macroglobulinemia de Waldestrôm associada. Linfócitos, plasmócitos, linfócitos 
plasmocitoides e um raro corpúsculo de Dutcher (acima à direita) (x1 000). 


realizado em uma temperatura mais baixa. A anemia às vezes é hemo- 
lítica com teste de Coombs positivo. 

Em geral, a globulina sérica está muitíssimo elevada. A viscosidade 
sérica relativa pode ser mensurada simplesmente utilizando um vis- 
cômetro de Ostwald. O tempo médio para a descida do soro à tem- 
peratura ambiente é expresso como uma proporção, em relação ao 
tempo médio para a descida de água destilada. A faixa normal é de 
1,4 a 1,8. Seus níveis estão consideravelmente aumentados na maioria 
dos pacientes com macroglobulinemia. Sintomas de hiperviscosidade 
aparecem na maioria dos pacientes quando a viscosidade relativa do 
soro encontra-se entre 6 e 8, embora o limiar varie entre pacientes. A 
paraproteína é identificada pela imunoeletroforese. A proteinúria de 
cadeia leve ocorre em cerca de 10% dos pacientes. 

Muitos casos classificados previamente nessa categoria agora pare- 
cem representar casos de linfoma MALT (mucosal-associated lym- 
phoid tissue) de baixo grau com expressão plasmocitoide. Não existe 
um marcador biológico definido para diferenciar ambos, porém, os 
linfomas MALT tipicamente envolvem órgãos epiteliais e a macroglo- 
bulinemia não é sua característica inicial. Muitos casos de crioglobu- 
linemia devida a um linfoma linfoplasmocítico e a um linfoma MALT 
estão associados ao vírus da hepatite C (Sansonno, 1996). 


Doença da cadeia pesada y 

Um pequeno número de pacientes produz e excreta fragmentos de 
cadeia pesada sem cadeias leves associadas. Algumas dessas proteínas 
apresentam mutações estruturais. A classificação dos distúrbios linfo- 
proliferativos associados é um pouco ambígua. A OMS categoriza a 
doença da cadeia pesada (DCP) y tanto como LPL quanto como mie- 
loma (Berger, 2001) e a doença das cadeias pesadas mu e q como mie- 
loma (Grogan, 2001). 

A DCP y é um distúrbio linfoproliferativo caracterizado pela secre- 
ção de uma cadeia y truncada sem sítios de ligação de cadeia leve. Es- 
sa condição se manifesta com linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, 
febre e propensão à infecção. A anemia está presente de modo cons- 
tante, frequentemente com leucopenia e trombocitopenia. A atipia 
linfocitária e plasmocitária está com frequência presente no sangue, 
e alguns poucos casos evoluíram para a leucemia de plasmócitos. A 


medula óssea em geral é anormal, com aumento de plasmócitos, linfó- 
citos e eosinófilos. Um “pico” amplo de proteína sérica foi observado 
na região By na maioria dos pacientes, acompanhado por hipogama- 
globulinemia. O diagnóstico é estabelecido pela demonstração de que, 
na imunoeletroforese, a proteína reage com antissoro contra cadeias 
y, e não contra cadeias leves. A proteína também é encontrada na uri- 
na em quantidades variáveis, embora por vezes seja necessário utilizar 
técnicas de concentração para demonstrá-la. 


Doença da cadeia pesada a (DCP o) 


A DCP a parece ser mais comum do que a DCP y e envolve uma fai- 
xa etária mais jovem. O padrão clínico uniforme observado na maio- 
ria dos pacientes consiste na má absorção e diarreia que acompanham 
uma maciça infiltração linfoplasmocitária da mucosa intestinal ou um 
linfoma histiocítico intestinal. Em poucos pacientes, observa-se envol- 
vimento do trato respiratório. A medula óssea e outros órgãos linfoi- 
des não são afetados. Em geral, a eletroforese de proteínas de rotina 
resulta negativa, contudo pequenas quantidades de cadeia a podem 
ser detectadas no soro e às vezes na urina por meio da imunoeletro- 
forese. A proteína anormal não contém cadeias leves. É mais comum 
nas áreas do Mediterrâneo e está associada a má condição de vida em 
grupos socioeconômicos baixos. De modo similar ao linfoma MALT, 
muitos casos podem iniciar com uma proliferação desencadeada por 
um antígeno infeccioso. Também foi denominada linfoma abdominal 
mediterrâneo e doença imunoproliferativa do intestino delgado (IP- 
SID, immunoproliferative small intestinal disease). 


Doença da cadeia pesada u (DCPu) 

Os poucos pacientes descritos com DCPmu apresentavam leucemia 
linfocítica crônica com plasmócitos vacuoladas na medula óssea. A 
eletroforese sérica de rotina revelou apenas hipogamaglobulinemia. A 
cadeia pesada mu foi detectada pela imunoeletroforese sérica; ela não 
foi detectada na urina. No entanto, na maioria dos pacientes, a urina 
continha cadeia leve k em grandes quantidades (Franklin, 1975). 


Mieloma múltiplo 

O mieloma múltiplo é uma proliferação neoplásica de plasmócitos, 
ocorrendo primariamente na medula óssea. Embora as plasmócitos 
também prolferem nos linfonodos e no baço, em raros casos esses ór- 
gãos aumentam de volume (Grogan, 2001). 

O mieloma múltiplo é raro entre indivíduos com menos de 40 anos 
de idade. A idade média no momento do diagnóstico é de 62 anos, 
com uma distribuição igual entre os sexos. À dor óssea é o sintoma 
mais comum. Fraturas patológicas são frequentes. Sintomas neuroló- 
gicos podem ser proeminentes por causa da invasão do tumor pelo 
córtex ósseo para os nervos espinais ou para a medula óssea. A des- 
truição óssea acarreta mobilização de cálcio, com aumento do cálcio 
no soro e calcificação metastática. O crescimento de células do mielo- 
ma na medula óssea produz múltiplos tumores, os quais aparecem na 
radiografia como lesões osteoporóticas em punch. Em alguns casos, o 
crescimento é difuso e manifesta-se como osteoporose difusa. À pro- 
pensão à infecção é comum por causa da diminuição da produção de 
anticorpos. Pode haver uma associação entre distúrbios de plasmóci- 
tos infecção pelo herpevírus humano do tipo 8 (HHV-8). 

Em geral, há uma anemia normocítica normocrômica e podem ha- 
ver normoblastos no sangue. A CBS está discretamente diminuída, 
normal ou um pouco aumentada. Um desvio mieloide à esquerda 
ocasionalmente pode ser observado para mieloblastos. A contagem 
de plaquetas costuma estar normal, mas pode estar diminuída. A ca- 
racterística mais impressionante observada ao exame do esfregaço de 
sangue é o acentuado grau de formação de rouleau. 

A medula óssea revela a presença de plasmócitos ou de células do 
mieloma, variando de menos de 1% a mais de 90%, dependendo do 
grau de envolvimento no local onde foi realizada a aspiração de me- 
dula óssea. O diagnóstico do mieloma e suas variantes baseia-se nos 
achados clínicos e da patologia, incluindo imunoglobulina monoclo- 
nal sérica e evidências radiológicas de lesões ósseas líticas (Durie, 2003; 
Grogan, 2001) (Tab. 32.18). Lesões ósseas líticas estão associadas a uma 
maior atividade osteoclástica, hipercalcemia e alterações neurológicas. 
Isso pode estar relacionado à atividade do ligante do ativador de re- 


ceptor de NFKB (RANK, receptor activator for NF«B) (Sezer, 2003) e 
estimulou o interesse em seu receptor, osteoprotegerina (OPG). 

Em termos citológicos, as células podem ser indistinguíveis dos plas- 
mócitos normais, todavia em geral apresentam cromatina anormal 
(p. ex., menos agrupamento da cromatina nuclear), nucléolos gran- 
des, ausência de zona clara perinuclear, citoplasma azul mais claro ou 
graus variados de anaplasia (Fig. 32.48).Variantes imaturas, plasmo- 
blásticas e anaplásicas foram descritas. 

A globulina sérica costuma estar aumentada, frequentemente de 
forma impressionante. Esse aumento é responsável pela tendência à 
formação de rouleau e aumento da VHS. A eletroforese de proteínas 
séricas em geral revela um M-spot, uma banda homogênea na região 
y ou Ê. De forma menos comum, há hipogamaglobulinemia (quando 
somente cadeias leves são produzidas pelas plasmócitos neoplásicas). 
A imunoeletroforese indica que a proteína monoclonal é uma IgG 
em mais da metade dos casos; IgA em aproximadamente um 1/5 dos 


Tabela 32.18 Critérios para o diagnóstico de mieloma de plasmócitos e 
gamopatia monoclonal de importância desconhecida (MGUS, 
monoclonal gammopathy of undetermined significance), mieloma 
indolente e latente 


Principais critérios para 
mieloma de plasmócitos 


Critérios minoritários para 
mieloma de plasmócitos 


A. Plasmocitose medular (> 30%) 1. Plasmocitose medular (10-30%) 

B. Plasmocitoma na bidpsia 2. Componente M : presente mas 
menos do que C 

C. Componente M 3, Lesões ósseas líticas 


Soro: IgG > 3,5 g/dL, IgA > 2 g/dL 
Urina: > 1 g/24 h de proteína 
de Bence-Jones (BJ) 


= 


Redução de imunoglobulinas 
normais (< 50% do normal): 
IgG < 600 mg/dL, IgA < 100 mg/dL, 
IgM < 50 mg/dL 

Mieloma 

Um critério principal e um critério menor ou 3 critérios menores que devem 
incluir 1 e 2 em um paciente sintomático 

MGUS 

Componente M presente, mas em nível inferior ao observado no mieloma 
Plasmocitose medular < 10% 

Ausência de lesões ósseas líticas 

Nenhum sintoma relacionado ao mieloma 

Mieloma latente 

Igual ao MGUS, exceto: 

Componente M sérico no mesmo nível que o do mieloma 

Plasmocitose medular 10-30% 

Mielomas indolentes 

Igual ao mieloma, exceto: 

Componente M: IgG < 7g/dL, IgA < 5 g/dL 

Lesões ósseas raras (s 3 lesões liticas), sem fraturas por compressão 
Hemoglobina, cálcio e creatinina séricos normais 

Ausência de infecção 





Figura 32.48 Mieloma na medula óssea apresentando plasmócitos grandes com 
nucléolos (x1.000). 
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pacientes; IgD em menos de 1% dos casos; e IgE em rarissimos ca- 
sos. Cerca de 5% das proteínas do mieloma são crioglobulinas, isto é, 
proteinas que precipitam no soro resfriado e voltam a se dissolver com 
o aquecimento. Alguns tumores secretam cadeias leves monoclonais 
livres (proteína de Bence Jones), além da molécula de imunoglobulina 
inteira. Em aproximadamente 1/4 dos casos, apenas cadeias leves são 
produzidas. A hipogamaglobulinemia é observada no último grupo 
porque cadeias leves são filtradas por meio dos glomérulos renais, 
deixando nada ou muito pouco no soro. Além disso, a produção de 
imunoglobulina pelas plasmócitos não malignas é enormemente re- 
duzida. Quando ocorre lesão renal, moléculas inteiras de albumina e 
de imunoglobulina também são encontradas na urina. À excreção de 
cadeias leves algumas vezes acarreta obstrução e perda de néfrons e o 
chamado “rim mielomatoso”. A insuficiência renal é comum e é uma 
característica inicial do mieloma múltiplo em alguns casos. A amiloi- 
dose, presente em aproximadamente 10 a 15% dos casos de mieloma 
múltiplo, pode ser um fator na insuficiência renal. 

A sobrevida média após o diagnóstico de mieloma múltiplo é de 
aproximadamente 3 anos. Quase 5% dos pacientes apresentam leu- 
cemia aguda (em geral, mieolomocítica). Isso pode ser precedido por 
uma anemia sideroblástica. 


Gamopatia monoclonal de importância indeterminada 


“Gamopatia monoclonal de importância indeterminada” é o termo 
utilizado quando uma imunoglobulina monoclonal sérica está pre- 
sente, mas não há mieloma detectável. A maior parte (75%) é de IgG, 
com proporções menores de IgM (15%) e IgA (10%), enquanto 25% 
evoluíram para mieloma ao longo de um período de 20 anos de acom- 
panhamento (Grogan, 2001). Há uma Ig monoclonal (componente 
M) de < 3,5 g/dL de IgG ou < 2 g/dL IgA, ou 1 g/dL de cadeia leve na 
urina (proteína de Bence Jones) (Tab. 32.18). 


Mieloma latente e indolente 
O mieloma latente apresenta 30% ou mais de plasmócitos na medula 


óssea, > 3,5 g/dL de IgG ou > 2 g/dL de IgA, ou > 1 g/dL de cadeia leve na 
urina (proteína de Bence Jones), porém sem lesões líticas e sem sintomas 
de mieloma, incluindo anemia, insuficiência renal ou hipercalcemia. 

O mieloma indolente é similar, mas com até três lesões líticas, até 7 
g/dL de IgG e 5 g/dL de IgA. 


Leucemia de plasmócitos 

Em geral, no mieloma múltiplo, poucas plasmócitos são encontra- 
das no sangue periférico. O termo leucemia de plasmócitos é utiliza- 
do somente em raras circunstâncias do mieloma, nas quais grandes 
números de plasmócitos circulam (> 20% de leucócitos sanguíneos 
ou > 2x10º/L) (Fig. 32.49). Pacientes com leucemia de plasmócitos 
têm uma tendência a apresentar infiltração tissular, doença em estágio 
avançado e sobrevida ruim (Woodruff, 1978). 

O imunofenótipo das plasmócitos neoplásicas difere levemente das 
plasmócitos normais e pode ser utilizado para detecção por citome- 
tria de fluxo. CD19 e CD20 costumam estar ausentes ou indistintos 
(o CD19 está presente em plasmócitos normais), e o CD56 em geral 
é expresso no mieloma, mas não na leucemia de plasmócitos. CD38 
e CD138 são expressos. À imunoglobulina citoplasmática monoclonal 
está presente e, às vezes, também a Ig de superfície. O CD45 é variável. 
Com o uso da citometria de fluxo, plasmócitos podem ser identifica- 
das pelo gating em decorrência da coexpressão de CD38 e CD138, com 
análise subsequente de CD56. Plasmócitos muito positivos para CD56 
são supostamente neoplásicas e, em geral, apresentam cadeia K ou À 
monoclonal citoplasmática. As técnicas de marcação imuno-histoqui- 
mica ou de hibridização do mRNA in situ de cortes da medula óssea 
para cadeias K e À em geral identificam plasmócitos monoclonais. 

No passado, a realização de estudos citogenéticos foi difícil pela au- 
sência de mitoses nessas plasmócitos terminais diferenciadas. Contu- 
do, painéis de ensaios FISH com frequência revelam anormalidades 
(Cady, 2004). A monossomia ou a deleção parcial de 13q14 ocorre em 
15 a 40%, e del(17) p(13) (gene p53) em 25%. Esta última, assim co- 
mo del(7q) (múltipla resistência a fármacos), possivelmente são ca- 
racterísticas adversas. Ganhos de cromossomos 3, 5, 7,9,11, 15 e 19e 
perdas de cromossomos 8, 13, 14 e X são comuns. Pode haver t(11;14) 
(q13;q32) com consequente superexpressão de ciclina D1. 





Figura 32.49 Leucemia de plasmócitos com células semelhantes a imunoblastos 
(x1.000). 


Plasmacitomas solitários de localização óssea são tratados com 
radiação, mas apresentam uma alta incidência de progressão para o 
mieloma, com recorrência solitária ocasional. Plasmacitomas solitá- 
rios extramedulares ocorrem no trato gastrintestinal, bexiga, SNC, 
mamas, tireoide, testículos, parótidas, linfonodos ou pele e também 
são irradiados. Eles recorrem em um quarto dos pacientes, mas evo- 
luem para o mieloma em apenas 15%. 

A amiloidose primária é uma manifestação incomum de neoplasias 
de plasmócitos de vários tipos e decorre da polimerização anormal de 
imunoglobulina no interior das bainhas 6 no tecido conjuntivo. Po- 
de ser detectada pela coloração rosa homogênea de vasos sanguíneos 
espessados presentes na gordura abdominal, medula óssea, reto ou 
outros tecidos utilizando a coloração vermelho-Congo com sua carac- 
terística birrefringência verde-maçã sob luz polarizada. Essa condição 
pode afetar o coração e acarretar insuficiência cardíaca congestiva 
subsequente, bem como o fígado (hepatomegalia), rins (síndrome 
nefrótica ou insuficiência renal), nervos (perda sensorial/motora) e 
outros órgãos. 

A deposição de imunoglobulina não amiloide pode causar disfun- 
ção orgânica observada em distúrbios raros, conhecidos como doença 
de deposição de cadeia leve (LCDD, light chain deposition disease) ou 
doença de deposição de cadeia pesada (HCDD, heavy chain deposi- 
tion disease) (Grogan, 2001). 


Linfomas de células B da zona marginal 

Linfomas da zona marginal são distúrbios de células B clonais pre- 
viamente incluídos no termo linfoma linfocítico pequeno (Isaacson, 
2001a, b, c, d). Eles diferem em termos clínicos e imunológicos do 
linfoma linfocítico pequeno e incluem vários tipos, os quais têm em 
comum a evolução clínica lenta e a presença de quantidades variáveis 
de linfócitos pequenos com citoplasma abundante, centrócitos (pe- 
quenas células com núcleos irregulares) e plasmócitos. Muitos surgem 
no MALT, junto ao trato gastrintestinal, glândulas salivares, pulmões e 
outros órgãos epiteliais. Outros surgem nas zonas marginais esplêni- 
cas e alguns podem ser primários em linfonodos. 


Linfoma de células B de zona marginal extranodal de 
tecido linfoide associado à mucosa (MALT) 

O linfoma de células B de zona marginal extranodal de tecido lin- 
foide associado à mucosa (MALT) é um linfoma indolente do tecido 
mucoso que inclui o estômago, outros órgãos do trato gastrintestinal, 
brônquios, glândulas salivares, tireoide, pele e outras áreas. O linfoma 
MALT do estômago é, em muitos casos, uma proliferação de células 
B clonais estimulada por antígeno relacionada à infecção pelo Heli- 
cobacter pylori, que também está associado a úlceras gástricas. Casos 
iniciais podem responder à terapia antibacteriana. Outros pacientes 
apresentam distúrbios autoimunes como a síndrome de Sjégren ou 
tireoidite de Hashimoto. A terminologia referente aos linfomas MALT 
diz respeito apenas àqueles com predominância de pequenas células, 
embora linfomas de grandes células e outros linfomas agressivos tam- 
bém possam ocorrer nos mesmos tecidos. 

A mucosa gástrica ou outras mucosas são infiltradas por linfócitos 
pequenos que formam aglomerados no epitélio; são denominados 
lesões linfoepiteliais (Fig. 32.50). A submucosa contém infiltrados difu- 


sos de linfócitos pequenos, centrócitos, linfócitos monocitoides e plas- 
mócitos. Centros germinativos, aparentemente reativos ao processo 
inteiro, costumam estar presentes. Plasmócitos com frequência são 
abundantes na periferia das lesões e, em geral, são monoclonais. 

O imunofenótipo é de célula B (CD19, CD20, CD22, Cd79a) com 
Ig de superfície. CD5, CD10, bcl-6 e, em geral, CD23 são negativos. 
Bcl-2 costuma ser positivo, assim como os marcadores CD21 e CD35 
associados à célula dendrítica e zona marginal, e CD43 é variável (Isa- 
acson, 2001b). 

Genes de imunoglobulinas são rearranjados de forma clonal com 
mutações somáticas de regiões V. A trissomia 3 está presente em 60%, 
e t(11;18) (q21;q21), com envolvimento da apoptose inibindo o gene 
APR com MLT em 18921, em 25 a 50%. Também foram descritas 
t(1;14) (p22;932) e t(14;18) (q32;q21), com ativação de vias antiapop- 
tóticas mediadas por NF«B (Gascoyne, 2003). 


Linfoma de zona marginal esplênico (LZME) 

Trata-se de um distúrbio com muitas características clínicas, la- 
boratoriais e morfológicas similares àquelas da LCP e características 
similares às do LLP/LLC (Isaacson, 2001d). Esse linfoma denomina- 
do “linfoma esplênico com linfócitos vilosos circulantes”. A doença é 
mais comum em homens do que em mulheres. Com frequência, os 
pacientes encontram-se na sétima década de vida e apresentam esple- 
nomegalia. Em contraste com a LCP, a CBS está elevada. Alguns pa- 
cientes (~1/3) apresentam gamopatia monoclonal, usualmente IgM. 
As células neoplásicas são de tamanho médio com cromatina aglo- 
merada, citoplasma moderadamente basófilo e vilos citoplasmáticos 
curtos, em geral com distribuição polar (Fig. 32.51). A medula óssea 
pode apresentar infiltrados irregulares ou envolvimento maciço. Cé- 
lulas neoplásicas podem circular no sangue, mesmo na ausência de 
envolvimento da medula óssea. 

No baço, o infiltrado neoplásico expande da polpa branca para a 
polpa vermelha. O tumor origina-se nas zonas marginais esplênicas, 
as quais em processos reativos são vistas como uma área externa de 
linfócitos pálidos com citoplasma moderadamente abundante em 
torno da polpa branca e uma aparência tipo alvo. Em alguns casos, 
folículos reativos com centros germinativos estão presentes, e uma 
zona marginal expandida circunda a polpa branca e envolve a polpa 
vermelha. A hiperplasia da zona marginal pode simular esse distúr- 
bio. Outros casos apresentam envolvimento predominantemente da 
polpa vermelha (Figs. 32.52 e 32.53). Lagos de eritrócitos estão ausen- 
tes. Linfonodos não são caracteristicamente envolvidos. A coloração 
de TRAP em geral resulta negativa, embora reações positivas tenham 
sido registradas. 

O imunofenótipo é de célula B madura com IgM e IgD de superfície 
(similar ao LLP/LLC), com positividade para CD20 e CD79. Carac- 
teristicamente, há negatividade para CD5, CD10, CD23, ciclina D1, 
CD103 e CD43. 

Genes de imunoglobulinas estão clonalmente rearranjados com 
mutações somáticas. A translocação em 7q21-32 é observada em 40% 
dos casos, mas a trissomia 3 e t(11;18) observadas em linfomas MALT 
de zona marginal extranodal são incomuns (Dogan, 2003). Bcl-2 é va- 
riável, tipicamente expressa de acordo com alguns estudos (Pawade, 
1995), mas não segundo outros (Menendez, 2004). A hepatite C pode 
ter um papel na patogênese em alguns casos (Iannitto, 2004; Kelaidi, 
2004; Weng, 2003). 

O LZME é indolente e foi demonstrado que responde mal à tera- 
pia. Novas abordagens utilizando quimioterapia combinada à terapia 
anti-CD20 parecem ser promissoras (Arcaini, 2004). 


Linfoma de zona marginal nodal 

Essa entidade recebeu a denominação de “linfoma de células B mo- 
nocitoides” e pode se assemelhar ao envolvimento nodal observado no 
linfoma MALT ou no linfoma de zona marginal esplênico (Fig. 32.54). 
A raridade desse tumor (1,8% das neoplasias linfóides) e a presença de 
envolvimento extranodal não suspeito em até 1/3 dos casos (Isaacson, 
2001c) levantam a possibilidade de ele não ser distinto de outras for- 
mas de linfoma de zona marginal. 

O imunofenótipo é similar ao linfoma MALT ou linfoma de zona 
marginal esplênico com Ig de superficie (IgM/IgD, IgM, menos fre- 
quentemente IgA ou IgG), marcadores de célula B (CD19, CD20, 





Figura 32.50 Linfoma MALT com aglomerados de linfócitos no epitélio gástrico 
(x500). 





Figura 32.51 Linfócitos vilosos. 





Figura 32.52 Linfoma de zona marginal esplênico apresentando expansão leve da 
polpa branca e envolvimento irregular da polpa vermelha (x1 00). 
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Figura 32.53 Visao de maior aumento do envolvimento da polpa vermelha 
esplénica por células monocitoides da zona marginal esplénica no linfoma de zona 
marginal esplênico (x200). 


CD22, CD79a), expressão de CD23, CD43 variável e ausência de 
CD5 ou CD10. Bcl-2 é expresso na maioria dos casos e a survivina é 
superexpressa em cerca de 50% dos pacientes, sugerindo ativação de 
vias antiapoptóticas. O linfoma de zona marginal nodal é heterogêneo 
nos níveis molecular e imuno-histoquímico (Camacho, 2003). Genes 
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676 das cadeias pesada e leve (monotipica) de Ig são rearranjados. A tris- 


somia 3 e t(1;18) são infrequentes. 


Linfoma folicular 

O linfoma folicular (LF) é um grupo de linfomas relacionados de 
células B derivadas do centro germinativo. A distinção morfológica 
entre os subgrupos é baseada no número de centroblastos nos folicu- 
los neoplásicos (Nathwani, 2001). 

O padrão morfológico global (Fig. 32.55) consiste na recapitulação 
de folículos de linfonodos, todavia com diversidade limitada em ter- 
mos de tipo celular e ausência de proliferação de outras estruturas dos 
linfonodos. Em geral, os tumores apresentam folículos aglomerados 
de uma uniformidade superior à usual, com ausência de revestimen- 
tos distintos, pouca intervenção do paracórtex e ausência de macrófa- 
gos com “corpúsculos coráveis” no centro germinativo normal e pola- 
rização. Mais frequentemente, células pequenas irregulares (pequenas 
células clivadas ou centrócitos) predominam com números variáveis 
de grandes células misturadas (células grandes clivadas ou não ou 
centroblastos). Também pode haver infiltrados difusos. O termo “foli- 
cular” indica um padrão folicular superior a 75%; folicular e difuso” 
refere-se a casos com padrão folicular de 25 a 75%; e “difuso” refere-se 
a casos com padrão folicular inferior a 25% (ver Tab. 32.19). 

A gradação citológica é baseada no número médio de centroblastos 
por campo de maior aumento nos folículos neoplásicos (Figs. 32.56 
e 32.57). Um campo de maior aumento é definido como aquele com 


Tabela 32.19 Linfoma folicular: graduação e variantes 





Graduação Definição 
Grau 1 0-5 centroblastos por campo de maior aumento” 
Grau 2 6-15 centroblastos por campo de maior aumento* 
Grau 3 > 15 centroblastos por campo de maior aumento” 
3a Presença de centrócitos 
3b Bainhas sólidas de centroblastos 
Padrão Proporção folicular 
Folicular >75% 
Folicular e difuso 25-75%" 
Focalmente folicular <25%' 


Linfoma folicular: variantes 





Linfoma centro folicular difuso 
Grau 1 0-5 centroblastos por campo de maior aumento” 
Grau 2 6-15 centroblastos por campo de maior aumento* 
Linfoma centro folicular cutâneo 


* Campo de maior aumento: 0,159mm” (objetiva 40x, campo de visão ocular de 18 mm; 
contar 10 campos de maior aumento e dividir por 10). 


Se utilizar um campo de visão ocular de 10 mm, contar 8 campos de maior aumento 


2 uma lente 40 x e uma ocular com um campo de visão de 18 mm. O e dividir por 10; ou contar 10 campos de maior aumento e dividir por 12 para obter o 
= uso de uma lente de 40 x e uma ocular de 20 mm de 10 x exige um número de centroblastos/campo de maior aumento de 0,159mm?. 
es ajustamento para baixo de um fator de 1,2, enquanto uma lente de Se utilizar um campo de visão ocular de 22 mm, contar 7 campos de maior aumento 
e dividir por 10; ou contar 10 campos de maior aumento e dividir por 15 para obter o 


50 x com uma ocular de 22 mm de 10 x, utilizada com frequéncia na 
hematologia, fornece um campo de visão quase equivalente, embora 
com maior resolução. 

A diferenciação da zona marginal ou da célula B monocitoide ocor- 
re em até 10% dos casos. Em geral, essa diferenciação ocorre em torno 
dos folículos e nas áreas interfoliculares, assemelhando-se a um linfo- 
ma composto. O LF apresenta um imunofenótipo de célula B madura 
com forte expressão de Ig de superficie monoclonal (bright) e expres- 
são de CD19, CD20, CD22, CD23, CD79a e CD10. Geralmente, há 





Figura 32.54 Linfoma nodal de zona marginal mostrando um nódulo de células B 
monocitoides (x200). 


número de centroblastos/campo de maior aumento de 0,159mm”, 


| Fornece uma % aproximada. 


expressão de bcl-2 (citoplasmático) e de bcl-6 (nuclear), que ajuda a 
diferenciar o LF da hiperplasia reativa (bcl-2-negativo/bcl-6-positivo) 
e de outros linfomas que não são derivados de células do centro ger- 
minativo (bcl-6-negativo). Tipicamente, CD5 e CD43 estão ausentes. 





Figura 32.56 Linfoma folicular de grau 2, apresentando centrócitos com 5 a 15 
centroblastos por campo de maior aumento. O linfoma de grau 1 apresenta menos 
de 5 centroblastos por campo de maior aumento. 





Figura 32.55 Visão de menor aumento do LF, repetindo estágios em centros 
germinativos do linfonodo (x200). 


Figura 32.57 Linfoma folicular de grau 3a, apresentando centrócitos com mais de 
15 centroblastos por campo de maior aumento (x500). 


A IgH sofre rearranjo clonal junto a um gene da cadeia leve da Ig e há 
t(14;18) (q32;q21) com justaposição de IgH e BCL-2. A proteína bcl-2 
é expressa de forma inadequada e a subsequente inibição da apopto- 
se é considerada um mecanismo patogênico primário do LF. Ensaios 
padrões de PCR são relativamente insensíveis para IgH e t(14;18) por- 
que apenas 75% dos pontos de quebra da IgH encontram-se na MBR 
ou na mcr direcionada aos iniciadores padrão. As técnicas de RT-PCR 
quantitativa e de FISH apresentam maior sensibilidade (Jiang, 2002; 
Jenner, 2002). Outras anormalidades podem ser observadas, incluin- 
do uma variante do rearranjo de bcl-2, t(2;18) (p12;q21), anormalida- 
des de 6q23-36 e deleções/anormalidades de 9p ou 17p13 envolvendo 
TP53 (ambas associadas à transformação de célula grande), rearranjos 
ou mutações de BCL-6 em 3q27 e anormalidades de X, 1, 2, 4, 5, 7, 12, 
13 e 18 (Nathwani, 2001). 

O prognóstico é variável. A doença de graus 1 e 2 geralmente apre- 
senta uma evolução indolente e sem cura. A doença de grau 3 é mais 
agressiva, mas é provável que seja mais curável. Tentativas de identificar 
pacientes que necessitam de terapia agressiva levaram à criação de um 
índice internacional de prognóstico do LF (FLIPI, follicular lymphoma 
international prognostic index) (Solal-Celigny, 2004). O FLIPI se baseia 
na idade, estágio, níveis de hemoglobina, número de áreas nodais en- 
volvidas e LDH, e parece ser válido pelo menos para o LF na primeira 
recaída (Montoto, 2004). 


Linfoma (centro) folicular difuso 

O linfoma (centro) folicular difuso é essencialmente uma transfor- 
mação difusa do LF de grau 1 ou 2. O diagnóstico requer a fenotipa- 
gem para descartar o LCM ou de zona marginal, e inclui categorias 
prévias de linfoma de pequenas células clivadas difuso, linfoma cen- 
trocítica difuso, linfoma de grandes células e pequenas mistas difuso e 
centrocítico/centroblástico difuso. A nomenclatura atual é “LF, grau 1 
(ou 2), predominantemente difuso”. 

O linfoma de grandes células B difuso (LGCBD) é considerado pelos 
autores da OMS como uma entidade diferente, mesmo quando se ori- 
gina a partir do LF (Nathwani, 2001). Nesses casos, dois diagnósticos 
são recomendados: como “LE, grau 3/3 (75%), com LGCBD (25%)”, 
quando o LGCBD ocupa 25% do tumor de onde foram tiradas amos- 
tras. O envolvimento leucêmico pelo LF também pode ocorrer e é co- 
nhecido como “leucemia de células de linfossarcoma”. A citometria 
de fluxo é útil para diferenciar a LLC dos linfomas de células de reves- 
timento leucêmicas ou de zona marginal. 


Linfoma de células de revestimento (LCR) 

Desde que a classificação REAL foi publicada, ficou reconhecido que 
o LCr é uma forma perigosa de linfoma que combina a refratariedade 
à terapia a uma evolução clínica agressiva e sobrevida precária (IL- 
SG, 1997). A refratariedade possivelmente é devida em parte à forte 
expressão de Bcl-2 também observada em células do manto normais, 
linfomas foliculares e algumas outras leucemias, linfomas e tumores 
sólidos (Korsmeyer, 1999). Bcl-2 inibe vias apoptóticas exploradas por 
muitas quimioterapias. 

Com frequência, o tumor apresenta um padrão difuso ou, algumas ve- 
zes, de zona do manto (Swerdlow, 2001). No padrão de zona do manto, 
centros germinativos atróficos costumam ser observados no centro de 
nódulos, e eles também podem ser vistos como pequenos folículos nus 
ocasionais no interior de um infiltrado difuso. Os núcleos apresentam 
um tamanho pequeno a médio com cromatina aglomerada ou modera- 
damente dispersa e uma taxa mitótica moderadamente aumentada. De 
modo geral, as membranas nucleares são discretamente irregulares com 
núcleos pequenos redondos e clivados ocasionais também presentes. 
Histiócitos esparsos com citoplasma levemente eosinofílicos estão com 
frequência presentes. Uma variante blástica ou “blastoide” apresenta 
núcleos levemente maiores com cromatina tipo blasto e taxa mitótica 
mais elevada, simulando um linfoma linfoblástico (Fig. 32.58). 

São células B (CD19, CD20, CD22) monoclonais (IgM e IgD de su- 
perfície monotipica) com coexpressão característica de CDS (e CD43) 
e ausência de CD23. Bcl-2 e ciclina-D1 são expressos, enquanto bcl-6 
e CD10 são negativos. Ocorrem raros casos sem expressão de CD5 
(Liu, 2002). 

Genes das cadeias pesada e leve (monotípica) de imunoglobulina 
são rearranjados. A maioria dos casos apresenta t(11;14) (q133;q32) 


envolvendo o gene da cadeia pesada de Ig e bcl-1 com superexpressão 
de PRAD-1, que codifica a ciclina-D1. Em laboratórios diagnósticos, 
muitos casos não revelam translocação demonstrável de bcl-1 por 
PCR, e a expressão de ciclina-D1 pode não ser detectada por razões 
técnicas. O ensaio FISH, que pode ser realizado com suspensões de 
células frescas, núcleos extraídos de parafina ou, em alguns casos, cor- 
tes finos de blocos de parafina, é em geral confirmatório. Cariótipo 
complexo costuma ser observado em casos avançados ou blastoides, 
e anormalidades secundárias de 8q24 estão associadas à morfologia 
blástica/blastoide e à apresentação leucêmica (Au, 2002; Hao, 2002; 
Viswanatha, 2000). Rearranjos de BCL-2 estão ausentes. 


Linfoma de grandes células B difuso (LGCBD) 


O LGCBD é uma categoria simplificada que inclui uma variedade 
de morfologias. Todas elas compartilham um padrão difuso, células 
grandes e fenótipo de célula B madura (Gatter, 2001a). O linfoma 
ocorre em locais nodais e extranodais e em todas as idades. É frequen- 
te em pacientes imunodeprimidos, normalmente em associação com 
o EBV, e é o linfoma mais comum do SNC. As várias morfologias asse- 
melham-se a linfomas de células T, e a fenotipagem é necessária para 
o diagnóstico. 

O LGCBD apresenta infiltração difusa de grandes células B (núcleos 
maiores que os dos histiócitos ou das células endoteliais) com mor- 
fologia variável. As células podem ser centroblastos e/ou centrócitos 
com citoplasma escasso e múltiplos nucléolos (variante morfológica 
centroblástica) (Fig. 32.59). Alguns casos apresentam imunoblastos 
plasmocitoides com núcleos grandes, um ou mais nucléolos proemi- 
nentes e citoplasma anfofílico que pode ser excêntrico (variante imu- 
noblástica). O linfoma plasmablástico assemelha-se a essa variante, 
mas expressa os antígenos de plasmócito CD38 e CD138, ocorrendo 
primariamente na cavidade oral de pacientes com HIV, e está asso- 
ciado ao EBV. Ele possui um comportamento agressivo. Outros casos 
de linfoma difuso de grandes células B apresentam uma morfologia 
celular polimórfica com células grandes e pequenas e células gigantes 
similares às de Reed-Sternberg (variante anaplásica) (Fig. 32.60). Ou- 
tros ainda às vezes apresentam células grandes com citoplasma claro. 

Células neoplásicas apresentam Ig de superfície, algumas vezes Ig ci- 





Figura 32.58 Linfoma de células de revestimento mostrando um manto expandido 
em torno de centros germinativos residuais. 





Figura 32.59 Linfoma difuso de grandes células B com centroblastos e centrócitos 
misturados (x500). 
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Figura 32.60 Linfoma difuso de grandes células B com polimorfismo e células 
semelhantes à de Reed-Sternberg (x1.000). 


toplasmática e marcadores de células B (CD19, CD20, CD22, CD79a). 
Em alguns casos, o CD30 está presente em quantidades variáveis de 
células. A expressão de CD20 pela imuno-histoquímica costuma ser 
muito útil no diagnóstico em corte de parafina, uma vez que a cito- 
metria de fluxo pode ser dificultada por razões técnicas pelo grande 
tamanho da célula. 

No LGCBD, genes das cadeias pesada e leve (monotípica) de Ig são 
rearranjados. Anormalidades de bcl-2 e/ou bcl-6 e expressão proteica 
são frequentes (Skinnider, 1999; Capello, 2000). 

LGCBD com expressão completa da proteína ALK assemelham-se 
ao linfoma anaplásico de grandes células T (LAGCT) na morfologia e 
expressão de CD30 e ALK, mas sem t(2;5) e proteína de fusão NPM- 
ALK. Uma variante muito rara de linfoma anaplásico de grandes cé- 
lulas, com envolvimento do gene da clatrina (CLTL-ALK), apresen- 
ta derivação de células B com expressão de CD79a, mas ausência de 
CD20. 

Estudos sobre arranjo genético separaram o LGCBD em pelo menos 
quatro grupos principais de expressão: GCC-simile, ABC (activated 
B cell)-símile, de tipo 3 e linfoma de células B grandes mediastinal 
(Rosenwald, 2002, 2003; Savage, 2003). Dentre os três primeiros, o 
GCC-símile apresenta uma melhor resposta à terapia, se compara- 
do ao ABC-simile ou ao linfoma de tipo 3. BCL-2 e BCL-6 estão no 
agregado de genes de tumores GCC-like e podem ser substitutos pa- 
ra essa categoria. Na categoria GCC, casos com t(14;18) apresentam 
uma menor proliferação, mas não diferem na resposta ao tratamento 
(Igbal, 2004). A proteína bcl-2 está associada à resistência à apoptose e 
à quimioterapia, contudo essa resistência pode ser superada com anti- 
CD20 monoclonal humanizado (Mounier, 2003). 


Linfoma de grandes células B mediastínicas (tímicas) 
(LGCBM) 

O LGCBM (tímico) em geral ocorre no adulto jovem ou de meia- 
idade e é mais frequente em mulheres. A histologia é variável, mas a 
esclerose difusa ou compartimentalizada é frequente, e células claras, 
células multilobadas ou similares às de Reed-Sternberg podem estar 
presentes (Fig. 32.61). Os sintomas comumente estão relacionados 
com a localização, com compressão das vias respiratórias ou síndrome 
da veia cava superior, e é frequente a invasão e a recorrência locais 
após a terapia. CD45, CD19 e CD20 são expressos, mas não CD5 ou 
CD10 (Banks, 20014). CD30 é expresso em alguns casos, mas não com 
fenótipo do linfoma de Hodgkin clássico. Genes de Ig são rearranja- 
dos de forma clonal. Hipermutações dos genes IgV e Bcl-6 são con- 
sistentes com a derivação celular GCC, mas ocorrem de modo similar 
ao observado nas células B tímicas normais (Csernus, 2004). A análise 
de arranjos de expressão genética revela que o LGCBM é similar ao 
linfoma de Hodgkin clássico (Savage, 2003). A maioria dos pacientes 
responde à quimioterapia CHOP padrão, contudo a sobrevida a longo 
prazo pode ser melhor quando são utilizadas abordagens mais agressi- 
vas (Andreopoulou, 2004; Zinzani, 2002). 


Linfoma de grandes células B rico em células T/ 
histiócitos (LGCBRCTH) 


A variante linfoma de grandes células B rico em células T/histióci- 
tos (LGCBRCTH) é muito difícil de ser diferenciada do linfoma de 


Hodgkin com predominância de linfócitos (LHPL), mas a distinção é 
importante porque esse tumor usualmente é agressivo e se manifesta 
no estágio avançado, enquanto o LHPL com frequência é localizado, 
indolente e exige menos terapia. O LGCBRCTH exibe um infiltra- 
do difuso de grandes células B que podem parecer centroblastos ou 
imunoblastos, ou ainda células linfocíticas e histiocíticas do LHPL, in- 
cluindo células similares às de Reed-Sternberg (Fig. 32.62). As grandes 
células B constituem s 10% do total, enquanto células T representam 
a maioria. O fenótipo é similar ao do LHPL, com positividade para 
CD20, CD79a e EMA. J-chain, Oct-2 e Bob-1 também são expressos. 
A Ig de superficie/citoplasmatica, quando monoclonal, pode ser útil 
de alguma forma, contudo o LHPL atualmente também é considerado 
uma doença clonal de células B. As distinções principais são o infil- 
trado difuso, fundo de célula T, ausência de rosetas de CD3/CD57 em 
torno de células neoplásicas em um fundo nodular de células B, como 
é observado no LHPL, e exibição de estágio avançado. 


Linfoma de grandes células B intravascular 

O linfoma intravascular de grandes células B é um tumor raro e mui- 
tíssimo restrito à luz intravascular de pequenos vasos (Gatter, 2001b). É 
bastante agressivo, amplamente disseminado no momento do diagnós- 
tico e com frequência permanece sem ser diagnosticado até a autópsia. 
Os achados costumam incluir hemorragia, trombose e/ou necrose de 
tecidos de todo o corpo, com o tumor imperceptivelmente presente nos 
pequenos vasos. Marcadores de células B são expressos (CD19, CD20, 
CD22, D79a), e CD5 em alguns. Rearranjos clonais do gene de Ig estão 
presentes com hipermutação somática consistente com a derivação pós- 
-GCC (Kanda, 2001). Casos raros de células T são descritos (Merchant, 
2003). A ausência de moléculas de adesão vascular CD29 (integrina B1) 
e CD54 (ICAM-1) foi relatada (Ponzoni, 2000). 


Linfoma de efusão primária (linfoma localizado 
em cavidade corpórea) 

Trata-se de um outro tumor raro que se manifesta com derrames 
serosos, mas sem tumor. À citologia costuma ser imunoblástica ou 
anaplásica. Está associado ao herpesvírus-8 humano (HHV-8) do sar- 
coma de Kaposi em pacientes imunodeficientes. As células tumorais 





Figura 32.62 O linfoma de grandes células B rico em células T e histiócitos 
assemelha-se ao linfoma de Hodgkin com predominância de linfócitos, mas a 
maioria das células pequena é de células T (x500). 


são células B e apresentam rearranjos de Ig, embora variedades de cé- 
lulas T tenham sido relatadas. O EBV comumente pode ser detectado 
utilizando a hibridização in situ para o ribonucleotídeo codificado 
para o EBV (EBER, EBV-encoded ribonucleotide), mas a proteina-1 
latente da membrana do EBV esta ausente na imuno-histoquimica 
(Banks, 2001b). A patogénese pode estar relacionada à ativação viral 
da via alternativa NF?B (Matta, 2004). 


Linfoma de Burkitt (LB) 

O LB foi descrito pela primeira vez na mandíbula de crianças afri- 
canas por Dennis Burkitt, em 1958 (Burkitt, 1958). Foi definido ini- 
cialmente como uma entidade tumoral distinta pela OMS, em 1968 
(Berard, 1985), e permanece assim na classificação atual da OMS 
(Diebold, 2001). Representa aproximadamente 1/3 dos casos de linfo- 
mas não Hodgkin e também ocorre em adultos. Existem vários tipos 
epidemiológicos de LB. O protótipo é o LB “endêmico”, que ocorre 
predominantemente em crianças vivendo na África e em outras re- 
giões equatoriais e está associado ao EBV. O LB “esporádico” ocorre 
no mundo inteiro, afetando crianças e adultos, e em geral não está as- 
sociado ao EBV. Pacientes com HIV ou outra imunossupressão com 
frequência apresentam LB relacionado ao EBV que, no entanto, difere 
da forma endêmica ao nível molecular. O LB é um tumor muito proli- 
ferativo e cresce de modo bem rápido. 

O tumor apresenta um infiltrado difuso com células relativamente 
uniformes de tamanho médio, com bordas penetrantes e núcleos re- 
dondos a ovais contendo 3 a 5 nucléolos moderadamente proeminen- 
tes em paracromatina relativamente clara (Fig. 32.63). O citoplasma é 
moderadamente basófilo e tende a se adaptar entre células adjacentes. 
Vacúolos citoplasmáticos que contêm lipídeos são observados em im- 
prints (Fig. 32.64). São observadas altas taxas de mitose e apoptose e 
um padrão proeminente de macrófagos do tipo “céu estrelado”. Na 
maioria dos casos, a histologia é característica, mas existe sobreposi- 
ção com o linfoma difuso de células B grandes e, em alguns casos, com 
o linfoma linfoblástico. 

A leucemia/LB apresenta células leucêmicas com cromatina mode- 
radamente aglomerada e citoplasma vacuolado basófilo (Fig. 32.63) 
e com imunoglobulina de superfície restrita a uma cadeia leve. De 
modo geral, elas apresentam ausência de TdT, presença de antígenos 
de células B CD19, CD22, CD20, CD79a e, com frequência, CD10 e 





Figura 32.63 Linfoma de Burkitt (x500). 





Figura 32.64 Citologia do LB (x1000). 


expressão de Ig de superfície monoclonal. Raros casos apresentam au- 
sência de imunoglobulina de superfície de membrana (SMIg, surface 
membrane immunoglobulin) ou expressão de TdT, e eles exigem con- 
firmação citogenética. A leucemia/LB apresenta uma taxa de prolife- 
ração muito alta e evolução rápida da doença. Embora ele seja rapi- 
damente fatal quando não tratado, resultados recentes da terapia em 
pacientes pediátricos revelaram uma sobrevida de longo prazo supe- 
rior a 90% (Patte, 2001). O resultado em adultos também melhorou, 
mas a sobrevida de longo prazo é inferior que a das crianças (50 a 
70%) (Kasamon, 2004; Blum, 2004). 

A leucemia/LB apresenta anormalidades citogenéticas característi- 
cas que consistem na translocação de c-myc na região cromossômica 
8q24 para um dos genes de imunoglobulina (cadeia pesada-14q32, 
A-2q11 ou A-22q11), para fornecer t(8;14), t(2;8) ou t(8;22). A maio- 
ria dos casos apresenta t(8;14) (q24;q32). C-myc promove a prolife- 
ração e a apoptose (Le Beau, 2000) e presumivelmente causa prolife- 
ração descontrolada de células B produtoras de imunoglobulina. No 
entanto, essas células são sensíveis à quimioterapia. 


Linfoma de Burkitt atípico 


Ocorrem casos de linfoma com características histológicas e clínicas 
intermediárias entre o LB e o de grandes células B. A histologia é si- 
milar ao LB, exceto pelo fato de geralmente haver mais pleomorfismo 
com presença de células grandes (até 25%), assim como células de ta- 
manho médio e com maior irregularidade de núcleos e nucléolos mais 
proeminentes do que o LB típico (Fig. 32.65). O citoplasma costuma 
ser menos distinto que no LB. 

Previamente denominado linfoma similar ao de Burkitt ou não 
Burkitt, foi observado que alguns casos apresentam anormalidades 
de bcl-2 e não apresentam anormalidades de c-myc (Yano, 1992). A 
classificação REAL colocou a maioria dos casos com essa histologia na 
categoria de linfoma de grandes células B difuso. 

Em crianças, o quadro clínico do LB atípico é similar ao do LB (Hu- 
tchison, 1989), embora estudos citogenéticos não revelem transloca- 
ções de c-myc (Lones, 2004). Em adultos, translocações envolvendo 
bcl-2 e c-myc foram identificadas em alguns pacientes e são caracte- 
rísticas adversas (MacPherson, 1999). 

O termo LB atípico é utilizado para aqueles tumores com histologia 
intermediária, taxa de proliferação de cerca de 100% pela imuno-his- 
toquímica Ki-67 (Mib-1) e/ou demonstração de translocação envol- 
vendo myc (Diebold, 2001). 

Em uma criança com tumor de crescimento rápido e quadro similar 
ao do LB (como localização ileocecal ou em outro sítio abdominal, lo- 
calização extranodal com derrames, localização endócrina ou gonadal 
etc.), o tratamento é como se a condição fosse o LB (Cairo, 2003). A 
fixação e outros artefatos técnicos dificultam a distinção morfológi- 
ca, e a classificação revela uma maior variação entre observadores que 
outros linfomas pediátricos (Lones, 2000). 

Em adultos, crianças com tumores de crescimento mais lento, tu- 
mores com taxas de proliferação de 90 a 95% ou aqueles com cari- 
ótipos complexos, a classificação se torna obscura. A tendência no 
tratamento de linfoma de grandes células B em indivíduos jovens é 
utilizar terapias destinadas ao LB (Patte, 2001). Os adultos costumam 
ser tratados como se apresentassem LGCBD. Uma terapia mais agres- 





Figura 32.65 Linfoma de Burkitt atípico ou tipo Burkitt, com pleomorfismo 
moderado e aumento do número de nucléolos proeminentes (x500). 
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siva pode exercer algum papel, todavia isso em geral significa aumento 
da morbidade e por isso a terapia é controversa e normalmente não 
utilizada. Esquemas pediátricos agressivos foram testados com suces- 
so em adultos com LB (Nicola, 2004). 


Granulomatose linfomatoide (GL) 

A GL é um distúrbio linfoproliferativo angiocéntrico que envolve 
os pulmões e/ou outros locais, como encéfalo, rins, fígado, pele, vias 
aéreas superiores e trato gastrintestinal (Katzenstein, 1979). É consi- 
derada uma neoplasia de células B induzida pela infecção pelo EBV, 
que possui um proeminente componente reativo de células T por 
vezes em situação de imunossupressao (Wilson, 1996; Katzenstein, 
1990). Apresenta características histológicas similares aquelas exibidas 
pelo linfoma de células NK/T do tipo nasal (Jaffe, 2001b). 

As manifestações clínicas costumam incluir tosse, dispneia e dor to- 
rácica com sintomas constitucionais, incluindo febre, mal-estar, perda 
de peso, sintomas gastrointestinais, mialgias e sintomas neurológicos. 
Nódulos bilaterais localizados na região pulmonar média a inferior 
são mais observados, frequentemente com nódulos cerebrais, renais, 
cutâneos e subcutâneos. 

A histologia revela um infiltrado angiocêntrico e angiodestrutivo de 
linfócitos polimórficos, plasmócitos, imunoblastos e histiócitos, com 
neutrófilos e eosinófilos imperceptíveis e sem granulomas bem for- 
mados. Com frequência é observada necrose fibrinoide de vasos (Fig. 
32.66), assim como infarto tissular. 

A imunofenotipagem revela número variável de CD79a, usualmente 
células B CD20+ com expressão de LMP-1 de EBV, expressão variável de 
CD30 e ausência de CD15. O EBER é em geral positivo em alguns estu- 
dos (Myers, 1995). A maioria das células de fundo são células T reativas 
com predominância de CD4. Lesões de grau mais elevado (com mais 
células B) apresentam rearranjo clonal dos genes de receptor de IgH. 
Genes de receptor de células T não são rearranjados de forma clonal. 

A gradação está relacionada ao número de linfócitos clonais posi- 
tivos para EBV. Lesões de grau I são polimóficas com apenas células 
grandes ocasionais. Lesões de grau II são mistas com células pleomór- 
ficas grandes em um fundo inflamatório misto. Lesões de grau III re- 
presentam essencialmente um linfoma difuso de grandes células B. 

O resultado é variável, com períodos de melhoria e piora do quadro, 
algumas vezes remissão espontânea e frequentemente progressão para 
uma insuficiência pulmonar em uma média de 2 anos. A terapia ade- 
quada está relacionada ao grau. Lesões de grau III são tratadas com 
quimioterapia sistêmica, enquanto as de grau I e II podem ser tratadas 
com o-interferon. 


Neoplasias de célula T e células natural killer 


Linfomas e leucemias de células T e células NK são um grupo diver- 
so de neoplasias incomuns ou raras em comparação com os linfomas 
de células B. Embora representem apenas 12% de todos os linfomas, 
um número aproximadamente igual de categorias é reconhecido pela 
OMS. A maioria deles é tipificada pelo rearranjo clonal de genes que 
codificam CD3, o complexo receptor da célula T que é um receptor 
de antígeno da família do supergene de imunoglobulina, embora neo- 
plasias verdadeiras de células NK não apresentem rearranjo clonal nos 
testes clínicos (Jaffe, 2001c). As características das principais neoplasias 
de células T/NK estão resumidas na Tabela 32.20. 

A maioria das células T pós-tímicas (periféricas) expressa cadeias 
a-f do TCR, ao contrário de uma pequena minoria. Estas, por sua vez, 
expressam cadeias y-6. Células NK expressam apenas cadeias £ com 
CD3 citoplasmático. Estudos da clonalidade da célula T no laborató- 
rio com frequência são focados no rearranjo do receptor y-ô que esta 
presente em todas ou na maioria das células T. Isso porque, no desen- 
volvimento inicial da célula T, os genes das cadeias y e P fazem o rear- 
ranjo de forma simultânea, e o comprometimento do TCR depende 
da expressão da cadeia a substituta e do desenvolvimento de um pré- 
-TCR (Haks, 1998; Kang, 2001). O repertório das “famílias” importan- 
tes do gene y é muito menor (4a 6) do que o das famílias P, e o ensaio 
de PCR para TCR-y é muito mais eficiente para uso rotineiro do que 
o ensaio de PCR para TCR-f, que requer aproximadamente 25 con- 
juntos diferentes de iniciadores (Shadrach, 2004). O teste de PCR para 
TCR-y também é efetivo com DNA extraído com formalina e substi- 
tuiu amplamente a análise de TCR-f por Southern blot. Ensaios de 





Figura 32.66 Granulomatose linfomatoide mostrando um ginilitrado pulmonar 
angiodestrutivo polimórfico (x200). Cortesia da dra. Anna-Luise Katzenstein. 


citometria de fluxo utilizando anticorpos para cada família de TCR-B 
também são úteis e rápidos, contudo exigem um grande número de 
anticorpos. A RT-PCR para transcrições da família V P pode ser utili- 
zada (Langerak, 2001; Moorice, 2004). 

Células T a-B maduras expressam CD2, CD3, CD5, CD7 e CD4 ou 
CD8. Essas células são negativas para TdT e CDI. O tecido linfoide 
normal em repouso costuma apresentar uma relação CD4:CD8 igual 
a 2:1. A diferenciação em um ou outro no timo envolve a ativação ou 
o silenciamento de CD4 ou CD8 de células CD4+CD8+, porém esse 
processo é pouco compreendido (Yasutomo, 2000). Células CD4 pri- 
mariamente maduras proliferam no ambiente pós-tímico (Foa, 1980). 
A relação CD4:CD8 cai na inflamação aguda e com frequência au- 
menta a altos níveis na recuperação e na inflamação crônica. Por isso, 
essas moléculas não são bons marcadores de clonalidade. Neoplasias 
de células T periféricas em geral perdem a expressão de um antígeno 
normal de célula T (p. ex., CD7) e apresentam predominância de CD4 
ou CD8 (Knowles, 1989). Deve-se tomar cuidado para distinguir célu- 
las T a- anormais de células NK normais. 

De modo geral, células T y-6 são duplamente negativas para CD4 e 
CD8 e, com frequência, também são CD5 negativas, com expressão 
de CD2 e uma sequência de maturação de CD7. Como representam 
apenas 1 a 2% das células T normais, o aumento do número dessas 
células é um achado suspeito. Células NK são altamente variáveis do 
ponto de vista da expressão dos antígenos normais CD2 e CD7 das cé- 
lulas T, costumam ser CDS negativas e em geral expressam CD16 (um 
receptor Fc de baixa afinidade também é observado em monócitos e 
granulócitos) com CD56 e CD57 variável. CD3 é detectável no cito- 
plasma com anticorpos policlonais, contudo também está presente na 
superfície em algumas neoplasias de células NK. Usualmente, estão 
presentes constituintes de grânulos citotóxicos (TIA-1, granzima-B e 
perforina) em células NK e células T citotóxicas. 


Leucemia pró-linfocítica T 

A leucemia pró-linfocítica T é um distúrbio incomum que atinge 
indivíduos com uma idade média de 69 anos. Trata-se de uma doença 
um pouco mais frequente em homens que em mulheres. Os pacien- 
tes apresentam uma linfocitose acentuada (> 100 x10°/L), anemia e 
trombocitopenia. Na maioria dos casos, a célula neoplásica é um pró- 
-linfócito com um nucléolo proeminente (punched-out) que apresenta 
cromatina perinucleolar distinta e citoplasma moderadamente abun- 
dante. Entretanto, em cerca de 20% dos pacientes, os linfócitos não 
apresentam características distintas e não possuem um nucléolo proe- 
minente. A hepatoesplenomegalia, a linfadenopatia e o envolvimento 
cutâneo são comuns (Catovsky, 2001b). 

O imunofenótipo é mais frequentemente de célula T periférica CD4+ 
(60%) com coexpressão de CD4/CD8 em 25% e de CD8+ em 15%. 
CD7 é forte, e CD3 de superfície é fraco. 

Ocorre um rearranjo clonal de TCR-a-f (e y-6). Então, 80% apresen- 
tam inv(14) (q11;q32), e 10% apresentam t(14;14) (q11;q32) envolvendo 
o locus do TCR-a-p e oncogenes TCL1 e TCL1b. Anormalidades do cro- 
mossomo 8, t(8;8) (p11-12;q12) ou trissomia 8q são observadas em 70%, 
e outras anormalidades incluem t(X;14) (q28;ql1) e deleções em 11923. 

A leucemia pró-linfocítica T é um processo maligno rapidamente 
progressivo com sobrevida em geral inferior a 4 anos. Progressos re- 


Tabela 32.20 Key Características essenciais das principais neoplasias de células T e NK maduras 


Marcadores da superfície celular 


Linfoma Demografia, manifestações Morfologia Positivo Negativo Rearranjos Genéticos 
clínicas e laboratoriais 
LPL de células T H > M, idade média de 69 anos. Pró-linfócito com nucléolos CD7; CDA (60%), TCRo-B, inv(14)(q1 1;q32) 
Linfocitose > 100 x10*, anemia, proeminentes, cromatina CD4/8 (25%), 
trombocitopenia, HEM, lesões cutâneas perinuclear, citoplasma CD8 (15%) 
Leucemia LGG Idade média de 63 anos. Neutropenia abundante CD3, 8, 57, CD4 TCRy, B 
causando infecções, anemia, linfocitose Célula de tamanho TCRa-p 
leve, LGG >2 x10º médio com cromatina Algumas variantes 
condensada, citoplasma são CD4+ ou CD4/8+ 
azul-claro abundante, grânulos ou CD4/8- 
azurófilos 
Leucemia de células Adolescentes e adultos jovens asiáticos. Variável, pode se assemelhar cCD3¢, 2, 56 sCD3, 57 EBV epissomal clonal, 
NK agressiva Sintomas constitucionais, HEM, a LGG ou ter um aspecto del(6)(q21;q25) 
CBS variável blástico 
Leucemia-linfoma Associado à infecção por HTLV-1, Células blásticas moderadamente CD 2, 3, 5, 25, CD4, 7 Genes TCR 


de células T 
do adulto Variante aguda com envolvimento 
cutâneo e de linfonodos, hipercalcemia 


Linfoma extranodal H >M, América Latina e Ásia. 


frequente no Japão, Caribe, África Central. grandes com núcleos convolutos frequentemente 
(células em flor), sem granulações, CD30 
citoplasma basofílico 
Células linfoides polimórficas, 


CD2, 56, cCD3e CD4, 8,5,16,56 EBV epissomal clonal 


de células NK/T, Destruição nasofaríngea maciça. frequentemente angiocêntrico 
tipo nasal Associado à infecção pelo EBV ou angioinvasivo, com 
ulceração mucosa 
Micose fungoide/SS H > M, meia-idade ou indivíduos mais Infiltrados dérmicos semelhantes CD2, 3, 4 CD7, 8 Genes TCR 
velhos. Dermatite evoluindo para lesões a faixas, constituídos de linfócitos 
ulceradas. Envolvimento do SP na SS com núcleos cerebriformes, 
microabscessos 
Cutâneo primário H > M, adultos idosos. Limitado a Células linfoides polimórficas, CD4, 30 Frequentemente Genes TCR 
CD30+ lesões cutâneas algumas anaplásicas CD2, 3,5 ALK-negativo 
Linfoma anaplásico H= M, adolescentes e adultos jovens. Células grandes polimórficas, CD30 CD3, 5, 7, EBV i(2;5)(p23;q35) 


de grandes células | Adenopatia periférica e abdominal, 
envolvimento extranodal e da MO, 


sintomas B frequentes 


núcleos tipo coroa, múltiplos 
nucléolos, citoplasma abundante complexo de Golgi), 


Outras variantes 
envolvem 2p23 


(citoplasmático e 


CD2, 4 


LPL = leucemia pró-linfocítica; HEM = hepatoesplenomegalia; LGG = linfócitos grandes granulares; EBV = vírus Epstein-Barr; SP = sangue periférico; MO = medula óssea. 


centes foram feitos com novas terapias, incluindo CAMPTH-1H 
(Dearden, 2001; Cao, 2003). 


Leucemia grandes granulares (LGG) 


A idade média desses pacientes é de 63 anos. Sessenta a setenta por 
cento dos pacientes são sintomáticos com infecções recorrentes por 
causa da neutropenia. A anemia ou a artrite reumatoide também é co- 
mum (Lamy, 2003). A linfocitose costuma ser leve (até 20 x10º/uL), e o 
número de linfócitos pode ser normal. Os grandes linfócitos granula- 
res geralmente medem no mínimo 2 x10º/uL (Chan, 2001a). A neutro- 
penia crônica é frequente, pode ocorrer esplenomegalia e pode haver 
anemia e/ou trombocitopenia. Os grandes linfócitos granulares estão 
pelo menos relativamente aumentados e apresentam tamanho mode- 
rado com abundante citoplasma azul-claro e cromatina condensada. 
Grânulos citoplasmáticos azurófilos variam em número e tamanho 
(Fig. 32.67). A medula óssea apresenta um infiltrado intersticial mo- 
derado de linfócitos granulados. Elementos eritroides e mieloides po- 
dem ser normais ou hipoplásicos em casos ocasionais. O baço costuma 
apresentar infiltrados na polpa vermelha. 

A variante comum é CD3/CD8/CD57/TCR-a-B+; CD4—. Variantes 
incomuns expressam CD4 (Lima, 2003), expressam dualmente CD4 e 
CD8, apresentam CD4/CD8 duplamente negativos e/ou apresentam 
expressão variável de CD57 e CD56. Casos reativos com CD3 e CD56 
tendem a se comportar de forma agressiva (Gentile, 1994). Casos de 
leucemia de grandes linfócitos granulares após transplante renal fo- 
ram observados (Gentile, 1998), assim como casos originados de doa- 
dor após transplante de medula óssea (Au, 2003). É provável que a lin- 
focitose de grandes linfócitos granulares após transplante de medula 
óssea esteja relacionada ao surgimento precoce de grandes linfócitos 
granulares (Niederwieser, 1987). 





randes (x 1.000). 





O rearranjo do gene do TCR-y usualmente é clonal por PCR, e o 
TCR- em geral é rearranjado. Embora uma única banda clonal cos- 
tume confirmar um diagnóstico suspeito, ensaios de PCR podem re- 
velar um clone dominante emergindo de uma população oligoclonal 
de distúrbio autoimune. Isso, com uma evolução tipicamente indo- 
lente, dificulta muito o diagnóstico de casos com CBS baixa. Uma 
baixa dose de metotrexato, ciclosporina ou ciclofosfamida costumam 
produzir remissão duradoura (Lamy, 2003). 


Leucemia de células NK agressiva 


Trata-se de uma rara leucemia agressiva de células NK associada ao 
EBV. É comum em adolescentes e adultos jovens asiáticos. Em geral, 
ela se manifesta com sintomas constitucionais. A CBS é variável, a he- 
patoesplenomegalia é comum e, algumas vezes, ocorre linfadenopatia, 
coagulopatia, síndrome hematofagocítica e/ou falência de múltiplos 
órgãos (Chan, 2001b). 
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A morfologia das células leucêmicas é variável, algumas vezes as- 
semelhando-se à morfologia dos LGG, com cromatina condensada e 
citoplasma basofílico e, algumas vezes, apresentando células blásticas 
ou transformadas. 

O imunofenótipo é CD3 de superfície negativo, CD3 e citoplasmá- 
tico/CD2+/C56+ e expressão de moléculas citotóxicas (TIA-1. granzi- 
ma-B e/ou perforina). CD16 é variável, e CD57, negativo. 

Os genes do TCR não estão rearranjados. A clonalidade pode ser es- 
tabelecida pela detecção do EBV epissomal clonal (analisando repeti- 
ções em tandem pelo método de Southern blot) ou pela observação de 
anormalidades citogenéticas clonais como del(6) (q21;q25). 

A proliferação indolente de células NK também ocorre e é caracteri- 
zada pelo início na idade adulta, ausência de sintomas constitucionais, 
ausência de EBV e fenótipo CD57+ (juntamente com CD2, CD16 e 
CD56, com CD3 de superfície negativo) (Fig. 32.68). 


Leucemia/linfoma de células T do adulto (LLTA) 

A LLTA é uma leucemia/linfoma de células T altamente variável, po- 
rém com frequência agressiva do ponto de vista clínico, associada à 
infecção pelo retrovirus HTLV-1(Poiesz, 1980). É mais endêmica no 
sudoeste japonês, assim como na bacia caribenha, sudeste dos Esta- 
dos Unidos e região centro-africana. A transmissão do HTLV-1 pode 
ocorrer verticalmente (da mãe para o filho) ou pelo contato sexual, 
uso de drogas intravenosas ou transfusão sanguínea. Apenas uma mi- 
noria de indivíduos infectados pelo HTLV-1 (2,5%) desenvolve a LL- 
TA e tipicamente após um período latente de muitos anos. A infecção 
aguda resulta em uma síndrome similar a um resfriado. 

De modo geral, a variante aguda apresenta leucemia, envolvimento 
cutâneo, linfadenopatia generalizada, lesões ósseas líticas e hipercal- 
cemia. O esfregaço de sangue revela anemia e trombocitopenia com a 
presença de células blásticas grandes com núcleos em forma de trevo e 
cromatina condensada (“células em flor”) no sangue e na medula óssea. 
Os nucléolos são pequenos ou estão ausentes, o citoplasma não possui 
grânulos e é basófilo. Células tipo blastos misturadas estão presentes. O 
envolvimento da medula óssea costuma ser irregular e com aumento 
da atividade osteoclástica. As lesões cutâneas assemelham-se àquelas 
observadas na micose fungoide, incluindo a presença de microabscessos 
de Pautrier, mas frequentemente com mais células pleomórficas. 

Na variante aguda ou na variante linfomatosa, os linfonodos apre- 
sentam uma morfologia altamente variável, em geral com caracteris- 
ticas e diversidade similares às do linfoma anaplásico de grandes cé- 
lulas (Kikuchi, 2001). A histologia pode se assemelhar à do LAGCT 
comum, variante de pequenas células, linfoma de Hodgkin ou linfoma 
típico de grandes células (Fig. 32.69). 

A variante crônica com frequência se assemelha à micose fungoide, 
e a variante oligoblástica apresenta baixo nível de envolvimento leucê- 
mico com < 5% de células neoplásicas circulantes. A integração clonal 
do HTLV-1 é um achado invariável e é essencialmente diagnóstica ( Ya- 
maguchi, 2002), mas deve ser observado que a infecção pelo HTLV-1 é 
crônica e esses pacientes podem apresentar outras doenças hematoló- 
gicas da mesma forma que as outras pessoas. 

O imunofenótipo da LLTA é CD2+/CD3+/CD5+/CD25+, usual- 
mente CD4+ e CD7-. CD30 costuma ser positivo, porém há negati- 


vidade para ALK e marcadores citotóxicos. Os genes do TCR sofrem 
rearranjo clonal. Pacientes ocasionais com doença oligoblástica apre- 
sentam um distúrbio linfoproliferativo tipo Hodgkin de células B in- 
fectadas pelo EBV com expressão de CD30 e CD15, provavelmente 
relacionado à imunossupressão crônica. Pode ser observado que tanto 
o HTLV-1 quanto o EBV são indutores potentes de CD30. 


Linfoma extranodal de células NK/T, tipo nasal 

Esses linfomas foram denominados granuloma letal da linha média, 
reticulose polimórfica e linfoma angiocéntrico de células T. Eles são 
linfomas extranodais, em geral de derivação de células NK, os quais 
estão associados ao EBV e são mais comuns na Ásia e na América 
Latina. Tipicamente, envolvem a nasofaringe, palato, pele, trato gas- 
trintestinal, testículos ou outros locais. A síndrome hematofagocítica 
algumas vezes está associada (Chan, 2001c). 

A histologia revela infiltrados difusos de células linfoides de cito- 
logia variável, com frequência polimórfica, de linfócitos pequenos a 
grandes células, imunoblastos e/ou células anaplásicas. Comumente, 
são ulcerações mucosas e áreas que apresentam padrão angiocêntrico 
ou angioinvasivo (Fig. 32.70) com necrose fibrinoide de vasos e necro- 
se tipo infarto associada. 

O fenótipo em geral é CD2+/CD56+, com expressão de cCD3 £ e de mo- 
léculas citotóxicas. CD43, CD45Ro, HLA-DR, CD25, CD95 e FAS-ligante 
também são expressos, mas CD4, CD8, CD5, CD16 e CD57 são negativos. 

genes do TCR-a-f ey-ô e de IgH são oriundos da linhagem gemina- 
tiva, no entanto o EBV epissomal clonal está presente. A expressão de 
EBER ISH é positiva. Del(6) (q21;q25) por vezes é descrita. O prog- 
nóstico é variável. 


Linfoma de células T do tipo enteropático 

Trata-se de um processo maligno clonal de células T de células T in- 
traepiteliais. Está associado à doença celíaca, todavia os pacientes costu- 
mam apresentar má absorção e linfoma de forma simultânea (Isaacson, 
2001a). Em geral, ocorre no jejuno ou íleo, entre outras localizações no 
trato gastrintestinal ou fora dele já relatadas. 

A morfologia apresenta células neoplásicas pequenas, médias a 
grandes, frequentemente com citoplasma claro a eosinofílico e nú- 
cleos angulados excêntricos. Em alguns casos, a citologia é similar à 





Figura 32.69 Leucemia/linfoma de células T do adulto com características 
anaplásicas (x500). 





Figura 32.68 Leucemia de células NK em indivíduo adulto, com “células em flor”, 
assemelhando-se à leucemia de células T do adulto. 


Figura 32.70 Linfoma de células T/NK nasal/nasal-símile apresentando invasão e 
destruição vascular (x200). 


citologia do linfoma anaplásico de grandes células com multinucle- 
ação tipo coroa e núcleos em forma de ferradura (Fig. 32.71). Outros 
casos apresentam linfócitos pequenos com aparência suave. Histócitos 
e eosinófilos são em geral abundantes. 

O fenótipo é CD3, CD7, CD103-, CD8 variável, CD4-, frequentemen- 
te com CD4-/CD8-. Variantes de pequenas células são CD8+/CD56+. 
Há expressão de moléculas citotóxicas. Os genes do TCR são rearran- 
jados de maneira clonal, e pacientes com doença celíaca tipicamente 
apresentam HLA DQA1*0501 e DQB1*0201. Com frequência, trata-se 
de uma doença agressiva. 


Linfoma de células T hepatoesplênico 

Trata-se de uma neoplasia rara, usualmente de células T y-6, associada à 
infiltração sinusoidal do baço, fígado e medula óssea. É mais comum em 
indivíduos adolescentes ou adultos jovens do sexo masculino. Os pacien- 
tes apresentam maciça esplenomegalia, hepatomegalia, trombocitopenia 
pronunciada e, em certos casos, leucocitose e anemia (Jaffe, 2001d). 

A histologia mostra envolvimento difuso da polpa vermelha esplêni- 
ca por células linfoides de tamanho pequeno a médio com cromatina 
levemente dispersa e citoplasma moderado. O fígado apresenta células 
similares nos seios. O diagnóstico é mais bem estabelecido na medula 
óssea pela presença de uma infiltração característica dos seios, porém 
com arquitetura e hematopoese intactas (Fig. 32.72). A imunofenoti- 
pagem de cortes é muito útil por causa da morfologia imperceptível 
na coloração hematoxilina-eosina. 

O imunofenótipo é de CD3 e TIA-1 positivos, com negatividade pa- 
ra CD4, CD8, CDS, granzima B e perforina (Belhadj, 2003). Anticor- 
pos anti-TCR ô são positivos, enquanto os anticorpos anti-TCR a- 
são negativos, embora ocorram alguns casos do tipo a-f. 

A detecção do TCR y por PCR resulta positiva, enquanto a do TCR 6 
às vezes resulta positiva. À maioria dos casos é EBV-negativo, mas tam- 
bém ocorrem casos EBV-positivos (Taguchi, 2004). O isocromossomo 
7q é usualmente descrito, com trissomia 8 ocasional. A doença é agressi- 
va e apresenta respostas iniciais à terapia, porém é comum haver recaída 
e progressão da doença. Não existem dados de ensaios clínicos. 


Linfoma de células T tipo paniculite subcutânea 


Essa neoplasia de células T citotóxicas costuma ocorrer sob a forma 
de múltiplos nódulos na gordura subcutânea do tronco ou das extre- 
midades e se assemelha à paniculite benigna. A epiderme e a derme 
suprajacentes não são envolvidas, mas os septos do tecido adiposo 
subcutâneo são infiltrados. O infiltrado linfoide é polimórfico e pode 
ser ilusoriamente suave, embora com frequência haja células grandes 
presentes (Fig. 32.73). Ocorre um envolvimento de células adiposas 
por linfócitos e, em geral, envolvimento vascular com áreas de necrose 
e infiltrados histiocíticos. Células da fase inflamatória aguda não estão 
tipicamente presentes, como na paniculite benigna, e células gigantes 
multinucleares em geral não são observadas. 

O imunofenótipo costuma ser de célula T madura CD8+ com ex- 
pressão de granzima B, perforina e TIA-1, com um genótipo do tipo 
de célula T a-f clonal (Go, 2004). 25% das células T são células T y- 
com CD4-/CD8- e expressão de CD56 (Jaffe, 2001e). 

A doença com frequência é agressiva. A síndrome hematofagocítica 
é observada em cerca de 37% dos casos. A sobrevida média é de cerca 
de 27 meses, contudo remissões a longo prazo podem ser obtidas com 
terapia à base de antraciclina (Go, 2004). 


Linfoma blástico de células NK 

Trata-se de um outro tumor raro derivado de células NK, mas com 
morfologia blástica presente na pele ou raramente na cavidade nasal 
de indivíduos de meia-idade ou mais velhos, podendo envolver linfo- 
nodos, medula óssea ou tecidos moles (Chan, 2001d). 

A morfologia apresenta infiltrados dérmicos e/ou de tecidos moles 
difusos de blastos de tamanho médio. Rosetas podem ser observadas. 
O fenótipo é CD4+, CD56+ e CD43+; a expressão de CD3, CD2, CD7 
e, usualmente, CD68 é negativa. Marcadores mieloides, MPO e CD33, 
são negativos, TdT e CD34 são variavelmente expressos, e os genes do 
TCR não estão rearranjados. Foi relatada positividade de CD99 (Sha- 
piro, 2003). A doença assemelha-se ao linfoma linfoblástico ou ao sar- 
coma granulocítico e é agressiva. 





Figura 32.71 Linfoma de células T associado à enteropatia infiltrando a camada 
muscular do intestino delgado (x500). 





Figura 32.72 Linfoma de células T hepatoesplênico apresentando envolvimento 
intrassinusoidal da medula óssea (x500). 





Figura 32.73 Linfoma de células T similar à paniculite subcutânea (x500). 


Micose fungoide ou síndrome de Sézary 


A micose fungoide ocorre duas vezes mais frequentemente em ho- 
mens que em mulheres. Costuma afetar indivíduos de meia-idade ou 
mais velhos. 

O distúrbio a princípio manifesta-se como uma dermatite ecze- 
matoide, psoriasiforme ou esfoliativa inespecífica. As lesões tendem 
a formar placas e, em seguida, tumores que ulceram com frequência. 
Alguns pacientes desenvolvem eritrodermia generalizada. 

Biópsias de pele revelam infiltrados linfocíticos tipo faixa na derme 
(Fig. 32.69), frequentemente com histiócitos misturados e eosinófilos 
ocasionais (Ralfiaer, 2001b). Células T com núcleos irregulares (Fig. 
32.74) apresentam infiltração celular da epiderme e com frequência 
formam aglomerados conhecidos como abscessos de Pautrier (Fig. 
32.75). Eles em geral são acompanhados por paraqueratose e acanto- 
se, tipicamente com espongiose mínima ou sem espongiose e alonga- 
mento de cavilhas interpapilares. Os núcleos de pelo menos uma parte 
das células neoplásicas apresentam caracteristicamente uma aparência 
cerebriforme. A extensão do infiltrado subcutâneo nem sempre está 
correlacionada diretamente com a gravidade da doença. À comuni- 
cação com o dermatologista ou outro médico é importante, e mesmo 
alterações sutis em um paciente com suspeita clínica devem ser consi- 
deradas com seriedade. 
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O fenótipo costuma ser de célula T madura com expressão de CD4 
e ausência de CD7, porém isso em geral é inconclusivo. Os genes do 
TCR sofrem rearranjo clonal e a análise por PCR de tecido de biópsia 
fixado em formalina deve ser tentada em casos com quadro suspeito. 

Em estágios avançados da doença, células neoplásicas se infiltram 
nos linfonodos, figado, baço e outros órgãos. O envolvimento nodal 
inicial (categoria I) apresenta alterações dermatopáticas com linfóci- 
tos cerebriformes atípicos esparsos. A categoria II apresenta oblitera- 
ção nodal parcial, e a categoria III apresenta envolvimento difuso. 

Raras células mononucleares atípicas com núcleos cerebriformes 
(células de Sézary) podem estar presentes no sangue periférico (Fig. 
32.76). A linfocitose com essas células (especialmente em pacientes 
com eritremia) é denominada síndrome de Sézary. 

O distúrbio pode apresentar uma evolução crônica prolongada. En- 
tretanto, após a infiltração de linfonodos, a doença torna-se mais pro- 
gressiva, e a morte, usualmente devida à infecção, ocorre em 2 anos. 

A terapia é tópica nos casos iniciais. A doença mais avançada tem si- 
do tratada com PUVA, retinoides, alfa-interferon e, mais recentemen- 
te, alemtuzumab (Campath) (Pichardo, 2004). 


Distúrbio linfoproliferativo de células T CD30+ 
cutâneo primário 

Esta categoria na classificação da OMS inclui o linfoma anaplásico 
de grandes células cutâneo primário (ALK—), a papulose linfomatoide 
e lesões limítrofes (Ralfkiaer, 2001a). Esses distúrbios compartilham 
as características de infiltrados dérmicos de células linfoides polimór- 
ficas, incluindo uma proporção variável de células anaplásicas ou si- 
milares às de Reed-Sternberg com expressão de CD30 e, tipicamente, 
evolução clínica com recaídas e remissões. 

O linfoma anaplásico de grandes células cutâneo assemelha-se ao linfo- 
ma anaplásico de grandes células sistêmico (Fig. 32.77), exceto pelo fato 
de ele ser indolente e não apresentar expressão de ALK ou translocações 
genéticas detectáveis. A papulose linfomatoide foi considerada uma va- 
riante da pitiríase liquenoide e varioliforme aguda, com um infiltrado lin- 
foide do tipo vaso invertido com quantidades variáveis de células grandes 
CD30+. Ele foi associado ao linfoma de Hodgkin em algumas situações. 

Ambos os distúrbios apresentam o fenótipo de células T maduras 
CD4+ com perda variável de antígenos de célula T, expressão de molé- 





Figura 32.74 Linfoma de células T cutâneo mostrando um grande microabscesso de 
Pautrier (x20). 





Figura 32.75 Linfócitos neoplásicos com núcleos convolutos na micose fungoide 
(x1000). 


culas citotóxicas e forte expressão de CD30. ALK é negativo. Os genes 
do TCR são sofrem rearranjo clonal. “Histiocitose regressiva atípica” é 
um termo antigo utilizado para ambos os distúrbios. 


Linfoma angioimunoblástico de células T 

Esse distúrbio foi denominado linfadenopatia angioimunoblasti- 
ca com disproteinemia e resposta imune anormal. Trata-se de um 
linfoma clonal de células T que se manifesta com sintomas consti- 
tucionais e hipergamaglobulinemia policlonal. Embora a princípio 
tenha sido considerado um processo reativo com um espectro de 
progressão para o linfoma, atualmente é considerado neoplásico 
desde o início. 

A histologia mostra hiperplasia paracortical de linfonodos com de- 
pleção de linfócitos, aumento de plasmócitos e quantidade alta de vê- 
nulas pós-capilares com hialinização PAS-positiva e folículos residuais 
“esgotados” (Fig. 32.78). Aglomerações de linfócitos com pequenos 
núcleos, mas com citoplasma claro moderadamente abundante, estão 
em geral presentes, e sua proeminência aumenta com a progressão do 
quadro. O imunofenótipo é de célula T madura com predominância 
de CD4, plasmócitos policlonais e células dendríticas proeminentes 
próximas de vasos detectadas por CD21/CD23. 

Genes do TCR são em geral rearranjados, e genes de IgH também 
o são em uma minoria de casos que contêm EBV, presumivelmente 
como um evento secundário à imunossupressão. A trissomia 3, 5 ou 
um cromossomo X adicional foi descrito. A doença é agressiva, e com- 
plicações infecciosas são comuns (Jaffe, 2001f). 


Linfoma de células T/NK periféricas inespecífico 

Essas neoplasias são caracteristicamente diversas e podem consistir 
em bainhas de células grandes (Fig. 32.79), expansão paracortical de 
linfonodos por um misto de células pequenas e grandes, predominan- 
temente células pequenas, e casos com um pleomorfismo notável que 
assemelha-se ao linfoma anaplásico de grandes células ou ao linfoma 
de Hodgkin. Padrões anormais de expressão de antígeno de célula T 
são úteis para o diagnóstico. Antígenos de célula T (CD3, CD2, CDS, 
CD7) costumam estar presentes em alguma combinação, mas um ou 
mais em geral não são expressos de forma aberrante. Casos CD4+ são 
mais frequentes que CD8+, mas casos CD4-/CD8- ou CD4+/CD8+ 








Figura 32.77 Linfoma anaplásico de grandes células cutâneo (x 1000). 





Figura 32.78 Linfoma n co — arborização vascular e 
infiltrado linfoide infiltrando gordura. Em outras áreas deste caso, plasmócitos e 
imunoblastos estão presente. Células claras também costumam estar presentes 
(x200). 





Figura 32.79 Linfoma de células T/NK periféricas inespecificado; a expressão de 
CD3 é vista na inserção (x1.000). 


também ocorrem (Ralfkiaer, 2001c). Em cortes de parafina, CD3, 
CD45Ro e CD43 são úteis quando positivos, mas os dois últimos tam- 
bém estão presentes em tumores mieloides e em alguns linfomas de 
células B. CD68 em raros casos é expresso. 

A variante da zona T do linfoma periférico de células T inespecifico 
apresenta expansão paracortical com GCC preservado. A morfologia 
citológica é variável com células de tamanho pequeno e médio, linfó- 
citos, plasmócitos, hiperplasia endotelial e, algumas vezes, aglomera- 
dos de células claras e/ou células que se assemelham às do linfoma de 
Hodkin. 

A variante linfoepitelioide, anteriormente denominada linfoma de 
Lennert, apresenta aglomerados de histiócitos epitelioides. 

Esses tumores costumam ser agressivos e com frequência desmen- 
tem sua aparência algumas vezes suave ou reativa. Rearranjos clonais 
de genes do TCR são essenciais para um diagnóstico seguro. 


Linfoma anaplásico de grandes células 

O linfoma anaplásico de grandes células foi a princípio reconhecido 
relativamente há pouco tempo como um linfoma não Hodgkin reativo 
com anticopo Ki-1 associado ao Hodgkin (anti-CD30) (Stein, 1985). 
O linfoma anaplásico de grandes células primário é mais comum em 
adolescentes e adultos jovens e representa aproximadamente 10a 15% 
dos linfomas pediátricos. Casos em indivíduos jovens provavelmente 
não foram diagnosticados antes da imunofenotipagem de rotina, e es- 
tudos retrospectivos revelam que cerca de 50% dos linfomas de gran- 
des células pediátricos apresentavam fenótipo de célula T com mor- 
fologia “imunoblastica polimórfica” que atualmente está associada ao 
linfoma anaplásico de grandes células (Hutchison, 1991). Além disso, 
a morfologia é variável e não é em si diagnóstica, sendo que uma va- 
riedade de linfomas anaplásicos de grandes células “secundários” (in- 
cluindo a progressão de outros linfomas, tumores pós-transplante e 
linfomas associados à infecção por EBV e HTLV-1) também expres- 
sam CD30. 

O linfoma anaplásico de grandes células primário parece estar asso- 
ciado a anormalidades cromossômicas envolvendo a região cromos- 
sômica 2p23 como t(2;5) (p23;q35), na qual o gene para uma tirosi- 


na quinase do linfoma de células anaplásicas funde-se ao da proteína 
de lançamento nucleolar nucleofosmina, com uma proteína de fusão 
NPM-ALK resultante, que é altamente expressa (Morris, 1994). Os 
termos “ALKoma” e “linfoma ALK” foram propostos (Benharroch, 
1998). Anormalidades genéticas variantes envolvendo ALK também 
ocorrem, em geral com superexpressão de ALK (Falini, 1999). O linfo- 
ma anaplásico de grandes células secundário e o linfoma anaplásico de 
grandes células cutâneo primário são usualmente ALK-negativos. As 
implicações clínicas do linfoma anaplásico de grandes células primá- 
rio ou secundário ainda não foram totalmente elucidadas. 

De modo geral, o linfoma anaplásico de grandes células apresenta 
infiltrados difusos ou agregados de células grandes e, algumas vezes, 
pleomórficas com citoplasma abundante e núcleos indentados ou em 
ferradura e, em alguns casos, núcleos multilobulados tipo coroa (Fig. 
32.80). O envolvimento de seios e paracortical superficial de linfono- 
dos é comum, bainhas coesivas de células tumorais frequentemente si- 
mulam carcinoma, e alguns casos apresentam um padrão polimórfico 
tipo Hodgkin. Células de Reed-Sternberg verdadeiras são observadas. 
As variantes histológicas incluem os tipos de pequenas células e linfo- 
histiocíticos, que no entanto também expressam ALK e apresentam 
um fenótipo similar. 

Essencialmente, todos expressam CD30. A maioria dos casos pri- 
mários em indivíduos jovens expressa ALK, que costuma ser nuclear 
e citoplasmático, mas é apenas citoplasmático em algumas variantes 
genéticas. Pouco mais de 50% apresentam fenótipo de célula T perifé- 
rica detectado por imuno-histoquímica, bem como expressão variável 
de CD3, CD43 e CD45Ro. Também ocorre expressão variável de CD45, 
CD25 e EMA. CD68 ou CD15 é expresso apenas às vezes. Casos de ne- 
gatividade para marcador de superfície de célula T foram designados 
como “nulos”, porém evidências recentes sugerem que embora rearran- 
jos do TCR estejam presentes em até 90% dos casos, observa-se uma 
típica expressão defeituosa do TCR (Delsol, 2001; Bonzheim, 2004). 

Ocorre expressão de CD56, que está relacionada ao prognóstico 
adverso (Suzuki, 2000). Grânulos citotóxicos marcados pelo TIA-1 
também foram descritos (Felgar, 1999). O transdutor de sinal e ativa- 
dor de transcrição 3 (STAT3, signal transducer and activator of trans- 
cription 3) com frequência é superexpresso, havendo ativação de vias 
antiapoptóticas e aumento da expressão de bcl-2, bcl-xl, survivina, en- 
tre outros, bem como diminuição da apoptose mediada pela caspase 
(Amin, 2004). A expressão da survivina em cerca de 50% dos casos 
possivelmente esta associada ao resultado adverso (Schlette, 2004). A 
sinalização apoptótica anormal pode oferecer futuros alvos terapéuti- 
cos. O LAGCT difere do linfoma de Hodgkin pelo fato de a expressão 
de ALK anular a indução de NFKB pelo CD30, enquanto o CD30 ativa 
NFK«B no linfoma de Hodgkin (Horie, 2004). 

A maioria apresenta t(2;5) (p23;q35), mas também são observadas 
variantes, como t(1;2) (q25;p23) envolvendo o TPM3 que codifica uma 
tropomiosina; inv(2) (p23;q35) envolvendo o ATIC; e t(2;3) (p233;q35) 
envolvendo TEG (gene fundido TRAK). Todos apresentam ALK ci- 
toplasmático e não apresentam ALK nuclear. Outros genes parceiros 
incluem TPM4, CLTC, MSN, ALO17 e MYH9 (Lamant, 2003). Aque- 
les com CLTC-ALK foram identificados como linfoma de grandes cé- 
lulas B (CD20-, CD79a+), cada um com rearranjo de IgH e também 
rearranjos de TCR em um. Eles apresentam coloração citoplasmática 





Figura 32.80 Linfoma anaplásico de grandes células em um adolescente (x500). 
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686 granular com ALK. A citogenética revelou t(2;17) (p23;q34) (De Pae- 


= 


pe, 2003). Raros casos de linfoma anaplásico de grandes células B, com 
ou sem ALK, são classificados pela OMS como linfoma anaplásico de 
grandes células B (LAGCB). 


Linfoma de Hodgkin 


A nomenclatura do linfoma de Hodgkin, antigamente denominado 
doença de Hodgkin, foi pouco alterada em relação à apresentada na con- 
ferência de Rye (Lukes, 1966). A característica principal do linfoma de 
Hodkin é a célula de Hodgkin Reed-Sternberg (HRS vs. RS), que é uma 
célula grande bi, multi ou mononucleada (Hodgkin), com cada núcleo 
apresentando um nucléolo muito grande semelhante a uma inclusão 
(Fig. 32.81). Essas células neoplásicas aparecem em um fundo imuno- 
proliferativo que contém quantidades variáveis de linfócitos, histiócitos, 
eosinófilos e plasmócitos. Células neoplásicas degeneradas “mumifica- 
das” também costumam estar presentes. Subtipos clássicos com celula- 
ridade mista, esclerose nodular, depleção de linfócitos e abundância de 
linfócitos apresentam biologia similar, e todos são denominados linfo- 
ma de Hodgkin “clássico” (Stein, 200 1a). O linfoma de Hodgkin nodular 
com predominância de linfócitos parece ser uma entidade diferente. 

O fenótipo mais comum de células HRS no linfoma de Hodgkin clás- 
sico consiste na expressão de CD30, CD15 e fascina, na ausência de ex- 
pressão de CD45 e de marcadores de célula T. Marcadores associados 
à célula B, CD20 e/ou CD79 são expressos em uma minoria de casos 
(< 30%) e usualmente de maneira focal e fraca. Casos ocasionais apre- 
sentam forte expressão de CD20. Os fatores de transcrição da célula B, 
Oct2 e Bob.1, estão ausentes, assim como a cadeia de imunoglobulina J. 
Anticorpos de imunoglobulina de cadeia leve podem apresentar mar- 
cação citoplasmática generalizada. Estudos padrões de rearranjos de 
genes de Ig e TCR são negativos no linfoma de Hodkin clássico, mas o 
sequenciamento de genes amplificados de IgH de célula única sugere 
que a maioria dos caos de linfoma de Hodgkin derivam de linfócitos 
B clonais (Stein, 1999). A infecção por EBV está associada a uma parte 
substancial de casos de linfoma de Hodgkin clássico (Herbst, 1992). 


Tabela 32.21 Características principais dos linfomas de Hodgkin 





Figura 32.81 Célula de Reed-Sternberg em um caso de linfoma de Hodgkin de 
celularidade mista (x1.000). 


O linfoma de Hodgkin pode ocorrer desde o início da infância até a 
velhice. A maior frequência é observada entre os 15 e 35 anos e após os 
50 anos. À predominância é no sexo masculino, sobretudo na infância. 
A doença em mulheres com menos de 30 anos costuma ser do tipo 
esclerose nodular (Tab. 32.21). 


Linfoma de Hodgkin nodular com 
predominância linfocítica (LHNPL) 

A LHNPL é de obliteração da arquitetura do linfonodo por um infil- 
trado nodular de células B pequenas com uma rede dendrítica folicu- 
lar associada e células grandes esparsas ou aglomeradas (denominadas 
células L&H, de acordo com a terminologia original de Lukes e Butler 
de linfoma de Hodkin linfocítico e histiocítico). A nodularidade pode 
ser vaga. A citologia das células L&H é bem variável de caso a caso, 
embora geralmente seja mais uniforme em um caso. A aparência mais 
frequentemente descrita relata a presença de núcleos grandes con- 
tendo cromatina vesicular, nucléolos moderadamente proeminentes 
e núcleos convolutos que se assemelham à pipoca (“células pipoca”). 





Linfoma Demografia, manifestações Morfologia Marcadores da Prognóstico 

clínicas superfície celular 
Nodular, com H >M, 30-50 anos, com Células L&H com núcleos grandes CD45, 20, 22, 79a; Bom para os estágios | e Il. Ruim para a 
predominância linfadenopatia periférica e convolutos, cromatina vesiculada, bcl-6 doença em estágio avançado 
linfocitária nucléolos proeminentes (“células 


pipoca”) agregadas frouxamente 


em nódulos 
H = M, < 30 anos com massa 
intestinal, ocasionalmente 
envolvimento esplênico ou pulmonar. 
40% apresentam sintomas B. A 
maioria dos pacientes apresentam 
manifestações no estágio Il da doença 
H >M, idade média de 37 anos. 
Linfadenopatia periférica comum, 
+ envolvimento do baço e medula 
óssea, Sintomas B comuns. Pacientes 
frequentemente no estágio III ou IV 


Esclerose nodular 


clássicas são raras 


Celularidade mista 


histiócitos 
Depleção de H >M, idade média de 37 anos. Pode Células HRS clássicas comuns com CD15, 30 
linfócitos manifestar-se como uma doença febril escassez de linfócitos. Células HRS 


aguda com pacitopenia, MO, 
envolvimento medular e visceral, 
sintomas B. O estágio avançado é 
comum. Associado à infecção 
pelo HIV 

H >M, idosos. Linfadenopatia 
periférica, sintomas B raros. A 
maioria dos pacientes com 
doença no estágio | ou II 


Clássico, rico 
em linfócitos 


nodular 


Faixas largas de colágeno, nódulos CD15, 30 
de tecido linfoide com “células 

lacunares” apresentando abundante 
citoplasma pálido. Células HRS 


Células HRS clássicas com mono, 
bi ou múltiplas nucleações 
contendo nucléolos proeminentes 
encontrados em uma mistura de 
linfócitos, plasmócitos, eosinófilos, 


pleomórficas simulam um sarcoma 


Células HRS clássicas esparsas 
entre numerosos linfócitos 
pequenos. Padrão de crescimento 


Regular-bom 


CD15, 30 Regular-bom 


Regular-bom, estágio a estágio, em 
comparação com outros LHC. Pacientes 
infectados pelo HIV apresentam uma 
evolução mais agressiva 


CD15,30 Bom 








L&H = linfócito e histiocítico; HRS = Hodgkin Reed-Sternberg; MO = medula óssea; LHC = linfoma de Hodgkin clássico. 


A quantidade de citoplasma é moderada e a cor, clara. O citoplasma 
apresenta-se retraído ou levemente eosinofílico. Provavelmente com 
mais frequência, as células neoplásicas apresentam núcleos redondos a 
ovais, contendo nucléolos eosinofílicos ou basofilicos distintos, porém 
menos proeminentes do que nas células HRS (Fig. 32.82). Com a expe- 
riência, essas células se tornam bem distintas. Células HRS ocasionais 
podem ser observadas, mas nem sempre estão presentes e predomi- 
nam em raros casos. No entanto, seu fenótipo difere do fenótipo das 
células HRS clássicas. As células L&H costumam estar frouxamente 
agregadas nos centros dos nódulos, mas encontram-se dispersas em 
outros locais. 

O fenótipo das células L&H é da célula B madura, expressando CD45, 
CD20, CD22, CD79a, bcl-6, BOB.1, Oct-2, CD75 e, em geral, cadeia J. A 
expressão de CD30 está ausente ou é fraca, enquanto EMA é frequen- 
temente expresso. Os nódulos são compostos sobretudo por células B, 
mas com uma mistura abundante de células CD3 e CD3+/CD57+ que 
tendem a formar rosetas em torno de células L&H. Estas nem sempre 
estão presentes, contudo sua presença é útil para estabelecer o diagnós- 
tico. Os nódulos contêm uma rede dendrítica folicular que pode ser ilu- 
minada por anticorpos anti-CD21, CD35 ou CD23 (Pileri, 2002). A Ig 
citoplasmática está presente e não parece ser clonal, embora tenha sido 
demonstrado que as células B são monoclonais pela técnica de PCR de 
célula única (Stein, 2001b). 

A IgH é rearranjada de forma clonal por ensaios sensíveis em condi- 
ções de pesquisa, mas em geral isso não é detectado sob as condições 
de rotina dos laboratórios clínicos. As células L&H são derivadas do 
centro germinativo ou do centro pós-germinativo com mutações so- 
máticas de genes de Ig que são contínuas em aproximadamente meta- 
de dos casos estudados (Braeuninger, 1997; Pileri, 2002). 

A transformação progressiva dos centros germinativos dos linfono- 
dos foi descrita com uma lesão precursora para o linfoma de Hodgkin 
nodular com predominância linfocítica, mas não existe uma relação 
provada. À maioria dos casos de transformação progressiva de centros 
germinativos não leva ao linfoma. 


Esclerose nodular (EN) 

Caracteriza-se pela presença de largas faixas de colágeno separando 
nódulos de tecido linfoide, bem como das “células lacunares”, que são 
células grandes e atípicas contendo um abundante citoplasma claro 
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Figura 32.82 Linfoma de Hodgkin com predominância linfocitária com células L&H 
apresentando núcleos redondos e não do tipo pipoca (x500). 


(Figs. 32.83 e 32.84). A quantidade de células de Reed-Sternberg clás- 
sicas é variável. A fibrose pode ser imperceptível em lesões iniciais, po- 
rém o agrupamento de células neoplásicas usualmente está presente. 

O linfoma de Hodkin do tipo esclerose nodular (LHEN) é graduado 
de acordo com o número de células neoplásicas. Quando bainhas de 
células neoplásicas estão presentes em = 25% dos nódulos, o tumor 

é classificado como sendo de grau 2. Isso costuma estar associado à 
necrose e foi denominado variante sincicial. A variedade EN do linfo- 
ma de Hodgkin é comum, e com frequência se manifesta como uma 
massa mediastinal na mulher jovem. 


Celularidade mista (CM) 


A CM consiste num infiltrado polimórfico difuso de linfócitos, plas- 
mócitos, eosinófilos, histiócitos e células de Reed-Sternberg, que por 
vezes são bem numerosas (Fig. 32.85). Necrose e fibrose desordenada 
podem estar presentes. Esse subtipo é menos comum em indivíduos 
jovens do que o subtipo de EN, sendo o subtipo mais frequentente- 
mente acompanhado de envolvimento da infecção pelo EBV. 


Depleção de linfócitos (DL) 

Este tipo é incomum, geralmente ocorre em idosos e pode estar as- 
sociado à fibrose difusa. As células neoplásicas predominam, enquanto 
os linfócitos estão relativamente diminuídos em comparação a outras 
formas do linfoma de Hodgkin (Fig. 32.86). Algumas vezes, está asso- 
ciado a uma doença febril aguda acompanhada de pancitopenia e lin- 
focitopenia. Pode haver escassez de linfadenopatia periférica, embora 
alguns pacientes apresentem aumento generalizado do tamanho dos 
linfonodos. O envolvimento da medula óssea é comum, mas a linfoci- 
tose e a trombocitose, frequentemente observadas em outros tipos de 
linfoma de Hodgkin, costumam estar ausentes (Neiman, 1973). 

A anemia normocítica é observada em aproximadamente 50% dos 
casos de linfoma de Hodgkin. As contagens de leucócitos e plaquetas 
são variáveis, e pode haver eosinofilia. Os achados no sangue e medula 
óssea, assim como as características histológicas, parecem ser mani- 
festações de respostas do hospedeiro à doença. Estudos imunológicos 
no linfoma de Hodgkin demonstraram que a imunidade mediada por 
célula é defeituosa quando a doença é extensa. 





Figura 32.84 Aglomerado de células HRS em um nódulo de um linfoma de Hodgkin 
do tipo esclerose nodular (x500). 





Figura 32.83 Fibrose densa em um caso de linfoma de Hodgkin do tipo esclerose 
nodular (x200). 


Figura 32.85 Células de Hout Reed- gannas esparsas no linfoma de Hodgkin 
de celularidade mista (x500). 
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Figura 32.86 Linfoma de Hodgkin com depleção de linfócitos apresentando 
predominância de células neoplásicas com poucos linfócitos (x500). 


O estadiamento clínico define a doença em estágio I como limitada aos 
linfonodos em uma região anatômica ou duas regiões contíguas em um 
lado do diafragma. A doença em estágio II envolve mais de duas regi- 
ões contíguas ou duas regiões não contíguas em um lado do diafragma. 
A doença em estágio III está presente em ambos os lados do diafragma, 
mas está confinada ao tecido linfoide. A doença em estágio IV envolve a 
medula óssea ou qualquer outro órgão, além do tecido linfoide. A inci- 
dência de envolvimento da medula óssea em casos não tratados de lin- 
foma de Hodgkin é de aproximadamente 10% (Bartl, 1982b). Todos os 
estágios são também classificados como “A, quando sintomas sistêmicos 
estão ausentes e “B”, quando eles estão presentes. Uma abordagem agres- 
siva no tratamento do linfoma de Hodgkin resultou em uma melhoria da 
sobrevida com muitas curas, sobretudo em pacientes jovens. 


Distúrbios linfoproliferativos associados 
à imunodeficiência 


Linfomas e proliferações linfoides policlonais descontroladas ocor- 
rem com maior frequência em pacientes com disfunção imune. Esses 
estados disfuncionais são classificados em três categorias principais: 
estados de imunodeficiência primária (congênita), infecção pelo HIV 
e imunodeficiência iatrogênica particularmente devida à imunossu- 
pressão pós-transplante, mas também devida à terapia imunossupres- 
sora prolongada por outras razões. 

Esses distúrbios são em sua maioria distúrbios linfoproliferativos 
de células B associados à infecção ou reativação de de infecção pelo 
EBV ou por outros vírus, incluindo o linfoma de grandes células B e 
variantes, LB e hiperplasia polimérfica de células B. Os linfomas de 
Hodgkin e de células T periféricas ocorrem em raros casos. 

Imunodeficiências primárias são distúrbios raros e incluem a sín- 
drome de Wiskott-Aldrich (SWA), ataxia teleangiectasia (AT), sín- 
drome de imunodeficiência variável comum (CVID, common variable 
immunodeficiency syndrome), imunodeficiência combinada severa 
(SCID, severe combined immunodeficiency), distúrbio imunoprolife- 
rativo ligado ao X (DILX), síndrome de quebra de Nijmegan (SQN), 
síndrome de hiper-IgM e síndrome linfoproliferativa autoimune (SL- 
PA) (Borisch, 2001). 

A SLPA envolve mutações herdadas do gene FAS, que bloqueiam a 
apoptose. Diferentes mutações de efeito variado estão envolvidas. O 
distúrbio pode ser mais comum do que se acreditava previamente e, 
em alguns casos, surgir na idade adulta (Oren, 2002). A síndrome da 
hiper-IgM resulta de mutações que afetam o CD40-ligante com ini- 
bição da interação de células T/B e maturação de células B. A AT e a 
SQN são anormalidades envolvendo a reparação do DNA. A SWA é 
uma síndrome caracterizada por trombocitopenia, erupções cutâneas 
e infecções recorrentes. Pode ser fatal, porém é curável pelo transplan- 
te alogênico de medula óssea. 

A MI fatal por EBV é uma ocorrência comum no DILX e na SCID. 
Linfomas de grandes células B são os tumores mais comuns na maio- 
ria das imunodeficiências primárias, enquanto a GL está aumentada 
na SWA. 


Linfomas associados à infecção pelo HIV 


A infecção pelo HIV inadequadamente tratada apresenta uma in- 
cidência bastante aumentada de linfomas de células B de alto grau 


associados à infecção por EBV (Knowles, 1998; Raphael, 2001). São 
primariamente LB, LB atípico e linfoma de grandes células B. O LB 
associado à infecção pelo HIV é similar ao LB endêmico associado à 
infecção por EBV e à translocação c-myc, mas com diferentes pon- 
tos de quebra (Haluska, 1989). O LB com diferenciação plasmocitoide 
está exclusivamente associado à infecção pelo HIV. Linfomas MALT 
ocorrem até mesmo em crianças infectadas pelo HIV. O linfoma de 
Hodgkin e o linfoma NK ocorrem em raros casos. Linfomas com efu- 
são primária na infecção pelo HIV são decorrentes da infecção por 
KHSV/HHV-8 e estão associados ao sarcoma de Kaposi e à doença de 
Castleman multicêntrica. A incidência de linfomas associados à infec- 
ção pelo HIV diminuiu de forma substancial nos países desenvolvidos 
a partir da introdução da terapia antirretroviral altamente ativa (HA- 
ART, highly active antiretroviral therapy). 


Distúrbios linfoproliferativos pós-transplante (DLPT) 

Estes distúrbios também estão associados à infecção produzida pelo 
EBV, em decorrência da infecção crônica e/ou reativação da infecção 
(Collins, 2002). Os DLPT são compostos por um espectro único de dis- 
túrbios linfoproliferativos, que foram divididos em categorias morfoló- 
gicas (Harris, 2001b). Em muitos casos, esses tumores regridem quando 
a terapia imunossupressora é reduzida, mas isso é imprevisível. 

A hiperplasia plasmacítica (HP) é composta por numerosos plas- 
mócitos e imunoblastos esparsos. O DLPT similar à MI apresenta ex- 
pansão paracortical de linfonodos com aumento do número de imu- 
noblastos. Ambas as condições consistem em lesões precoces ou de 
baixo grau que apresentam progressão lenta. 

O DLPT polimórfico apresenta aumento do número de imunoblas- 
tos e plasmócitos em um fundo linfoide. O DLPT monomórfico é es- 
sencialmente um linfoma difuso, em geral de grandes células B. É pro- 
vável que um DLPT similar ao linfoma de Hodgkin seja um linfoma 
de grandes células B com características similares aquelas do linfoma 
de Hodgkin, previamente denominado imunoblástico polimórfico na 
Working Formulation (Fig. 32.87). Linfomas de células T monomórf- 
cas também ocorrem em raros casos. 

Um distúrbio similar ao DLPT também pode ocorrer em casos de 
imunossupressão crônica produzidos por outras causas. Dentre estas, 
a mais proeminente é o uso de metotrexato no tratamento da artrite 
reumatoide (Harris, 2001c). 


Neoplasias de células histiocíticas e dendríticas 


São distúrbios raros que afetam linfonodos, tecidos moles e, às ve- 
zes, medula óssea (Jaffe, 2001g). 

O sarcoma histiocítico, também conhecido como neoplasia histio- 
cítica, é um tumor maligno de células não circulantes da linhagem 
de macrófagos monócitos (Weiss, 2001a). O diagnóstico diferencial 
inclui a leucemia monocítica e o linfoma de grandes células B ou de 
células T periféricas. Ela assemelha-se ao linfoma de grandes células 
ou sarcoma histiocítico de linhagem monocítica (Fig. 32.88). Células 
tumorais apresentam características nucleares de malignidade. Elas 
são identificadas pela presença de CD68, lisozima, a-1-antitripsina e 
antiquimotripsina, e outras são identificadas por outros marcadores 
de macrófagos monócitos (i. e., CD64, CD14). Pode ser observada he- 
matofagocitose. 





Figura 32.87 Linfoma de grandes células B (subtipo anaplásico) originado um 
distúrbio linfoproliferativo pós-transplante no trato gastrintestinal (x500). 











Figura 32.88 Sarcoma histiocitico em uma criança. Este caso apresentava expressão 
de marcadores monocíticos e enzimas, ausência de marcadores linfoides e ausência 
de rearranjos genéticos linfoides (x500). 


Síndromes hematofagocíticas 

São frequentemente confundidas com a neoplasia histiocítica. Ma- 
nifestam-se com hepatoesplenomegalia, febre e outros sintomas cons- 
titucionais, citopenias e infiltrados de macrófagos nos órgãos envolvi- 
dos, incluindo a medula óssea, com hemofagocitose principalmente 
de eritrócitos (Fig. 32.89). A hematofagocitose pode ser difícil de ser 
identificada em casos usuais ocasionais. Com frequência, estão asso- 
ciadas a uma infecção viral recente, causada por EBV ou CMV, embo- 
ra também ocorram síndromes hematofagocíticas familiares. 

A causa do distúrbio em geral é obscura, mas sua evolução costuma 
ser agressiva. Aproximadamente 60% dos pacientes morrem dentro de 
2 meses (Chen, 2004; Karras, 2004), porém alguns pacientes respon- 
dem à imunoterapia. 


Histiocitose de Langerhans (HCL) 

A HCL é uma proliferação neoplásica das células de Langerhans. 
Estas sao células dendriticas normalmente encontradas sobretudo na 
pele (Weiss, 2001b). A condição se manifesta de várias maneiras, in- 
cluindo uma doença unifocal, usualmente no osso ou, às vezes, em 
linfonodos, pele ou pulmões de um indivíduo adolescente ou adulto 
jovem. Foi denominada granuloma eosinofílico. A doença multifocal 
unissistêmica em geral envolve os ossos de crianças e frequente dis- 
seminação para tecidos moles adjacentes. A condição também é co- 
nhecida como doença de Hand-Schuler-Christian. O envolvimento 
do crânio pode levar ao diabetes insipido, perda de dentes ou exoftal- 





mia. Lesões pulmonares múltiplas podem ser observadas em adultos. 
A doença multifocal multissistêmica, doença de Letterer-Siwe, ocorre 
em lactentes. Trata-se de uma enfermidade agressiva que causa febre, 
erupções cutâneas, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, envolvi- 
mento ósseo e pancitopenia. 

Histologicamente, a doença consiste em infiltrados de células de 
Langerhans. Estas assemelham-se a histiócitos benignos, porém 
apresentam um núcleo em forma de “grão de café” com um sulco 
central linear (Fig. 32.90). Uma quantidade variável de eosinófilos 
e linfócitos usualmente está presente. Os infiltrados formam nódu- 
los no osso, envolvem a derme superior e podem envolver seios de 
linfonodos e a polpa vermelha esplênica. Células gigantes algumas 
vezes estão presentes, mas diferem dos histiócitos multinucleados 
(como no xantogranuloma juvenil) quanto à presença de núcleos 
característicos. 

A imunofenotipagem mostra reatividade para CDla e proteína 
S-100, e pode haver uma fraca reatividade para CD45 e CD68, contudo, 
a reatividade é negativa para anticorpos específicos contra células T e B, 
bem como para os marcadores dendríticos foliculares CD21 e CD35. A 
microscopia eletrônica ainda é útil em alguns casos, por causa dos gra- 
nulos de Birbeck característicos, que são estruturas pentalaminares em 
forma de “raquete” patognomônicas das células de Langerhans. 

O resultado é em grande medida dependente do grau de envolvi- 
mento dos órgãos, com a doença localizada apresentando uma alta ta- 
xa de sobrevida sem eventos, mas com a doença extensiva mostrando 
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Figura 32.90 Histiocitose de células de Langerhans apresentando pregueamento e 
sulcos nucleares típicos (x500). 


Figura 32.89 A, hiperplasia histiocítica ocorrendo na 
síndrome hematofagocítica associada à infecção; esse 
macrófago contém plaquetas e eritrócitos (x 1.000). 
Compare com B, histiócito com resíduos celulares em 
um paciente com HIV (x1.000); C, macrófago anormal 
na doença de Gaucher (x1.000); e D, um na doença de 
Niemann-Pick (x1.000). 
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apenas uma resposta variável à quimioterapia. A doença pulmonar em 
indivíduos adultos pode regredir espontaneamente mediante o aban- 
dono do tabagismo. 

Uma forma citológica maligna de HCL foi avaliada como sarcoma 
de Langerhan (Weiss, 2001c). Este geralmente se manifesta como uma 
doença que acomete múltiplos órgãos, apresentando alta taxa mitóti- 
ca e comportamento agressivo. 


Sarcoma/tumor de células dendríticas 
interdigitantes (SCDI) 

Trata-se de um tumor raro de células dendríticas interdigitan- 
tes paracorticais de linfonodos (Weiss, 2001d). Seu aspecto macro e 
microscópico corresponde ao de um sarcoma, apresentando cor mar- 
rom-claro e aparência lobulada firme, por vezes acompanhado de he- 
morragia ou necrose, além de fascículos microscópicos, espiras e/ou 
padrão estoriforme. Os linfócitos estão distribuídos de forma dispersa 
e células epitelioides roliças podem estar presentes. À atipia é variável. 

A imunofenotipagem é essencial para o diagnóstico. As células tu- 
morais são positivas para S-100, apresentam positividade fraca variá- 
vel para CD45 e os marcadores de monócitos CD68 e lisozima. Negati- 
vidade para CDla, CD21 e CD35, bem como para outros marcadores 
de células B e T mieloides, EMA e CD30. Os linfócitos de fundo são 
células T reativas. O prognóstico é variável. 


Sarcoma/tumor de células dendríticas 
foliculares (SCDF) 


Trata-se de outro tumor de células dendríticas raro, derivado de célu- 
las dendríticas foliculares fenotipicamente diferentes das células do SCDI 
(Weiss, 2001e). Geralmente, há envolvimento dos linfonodos cervicais. 
O envolvimento dos linfonodos axilares, mediastinais, mesentéricos e 
retroperitoneais também foi descrito. Microscopicamente, apresentam 
fascículos, padrão estoriforme e/ou espiras completas (360º). 

O imunofenótipo revela positividade para CD1, CD23 e CD35, com 
expressão variável de S-100 e CD68, negatividade para CDla e expres- 
são ocasional de CD45 e CD20. Não há expressão de outros marcado- 
res de células Be T mieloides, citoqueratinas e HMB-45, bem como de 
CD117 (Hornick, 2002). 

Esses tumores são indolentes e com frequência respondem bem à 
ressecção simples. 


Sarcoma de células dendríticas não especificado 

Sarcomas de células dendríticas que não são classificados nas catego- 
rias já descritas são denominados sarcomas de células dendríticas não 
especificados (Weiss, 2001f). Outra denominação é a de sarcomas de 
células dendríticas indeterminados. Esses sarcomas expressam CDla e 
S-100 sem grânulos de Birbeck. 


Doença de mastócitos 


A doença de mastócitos (mastocitose) é uma proliferação neoplási- 
ca frequentemente enigmática de mastócitos que envolve a pele, me- 
dula óssea, linfonodos e/ou baço (Valent, 2001a, b). Os sintomas são 
complexos e originam-se da secreção de aminas vasoativas, incluindo 
histamina e serotonina, e também do efeito de massa. A urticária com 
pigmentação é comum no envolvimento cutâneo e é denominada ur- 
ticária pigmentosa. A mastocitose sistêmica manifesta-se com sinto- 
mas constitucionais variáveis, distúrbio cutâneo incluindo a urticária, 
prurido e dermatografismo, sintomas de liberação sistêmica de hista- 
mina, dor óssea, artralgia e fraturas, esplenomegalia, hepatomegalia 
ou linfadenopatia. 

A mastocitose é provavelmente devida a mutações do receptor do fa- 
tor da célula-tronco, KIT, com expressão de CD117. Considerando-se 
os aspectos morfológicos, o aumento de mastócitos é observado nos 
órgãos envolvidos, com frequência associado à fibrose. Os mastócitos 
normalmente são células mononucleares com núcleos centrais, croma- 
tina aglomerada e grânulos basofílicos densos. No entanto, costuma ser 
difícil identificá-los, uma vez que grânulos de mastócitos não são bem 
preservados no tecido fixado e as células podem parecer células claras, 
histiócitos, fibroblastos ou outras. 


Os mastócitos podem ser identificados no tecido por meio da colo- 
ração de Gimsa ou com corante azul de toluidina. A triptase do mas- 
tócito constitui o marcador mais específico, porém as células também 
expressam CD117, assim como CD45, CD33, CD68, CD2 e CD25. Os 
mastócitos não possuem MPO e com frequência expressam a cloroa- 
cetato esterase. 

Há ocasiões em que é difícil identificar o envolvimento da medula, 
na presença de agregados paratrabeculares e perivasculares contendo 
maior quantidade de linfócitos, eosinófilos, neutrófilos, mastócitos e 
fibroblastos. Os padrões de envolvimento são altamente variáveis e o 
exame de biópsia é útil. O número de mastócitos costuma estar au- 
mentado em neoplasias hematológicas, sendo que estas células são 
mais aparentes em torno de partículas de medula óssea observadas em 
esfregaços de aspirado. Além disso, a mastocitose sistêmica por vezes 
é acompanhada de uma leucemia aguda simultânea, sendo detecta- 
da somente após tratamento do processo agudo (Figs. 32.91 e 32.92). 
Também existe leucemia de mastócitos. 

Foi descrito um espectro de distúrbios de mastocitose (Valent, 
2001a, b). O resultado é altamente variável, com doença cutânea em 
geral indolente. Em crianças, a condição usualmente regride. A doen- 
ça sistêmica sem envolvimento cutâneo é mais agressiva do que quan- 
do apresenta doença cutânea, sendo que a leucemia e o sarcoma de 
mastócitos são condições altamente agressivas. 





Figura 32.91 Mastocitose na medula óssea ocorrida após tratamento de LMA (x500). 





Figura 32.92 Leucemia aguda com doença de mastócitos inicial, antes da terapia 
(amostra prévia do caso apresentado na Fig. 32.91) (x1.000). 
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CA PONTOS-CHAVE 
e A citometria de fluxo é uma técnica eficiente, rápida 


e custo-efetiva para identificação e monitoramento de 
neoplasmas hematopoéticos. 


e A implementação bem-sucedida da citometria de fluxo requer 
atenção cuidadosa aos detalhes que envolvem o desempenho do 
equipamento e dos reagentes. 

e As células hematopoéticas normais são caracterizadas pelo ganho 
e perda reproduzíveis da expressão de antígenos com a maturação. 
e Neoplasias hematopoéticas apresentam um desvio dos padrões 
normais de expressão antigênica, que permite seu diagnóstico e 
classificação. 

e A detecção por citometria de fluxo de doenças residuais após a 
terapia possibilita o monitoramento da resposta terapêutica. 


Introdução 


O diagnóstico, a classificação e o monitoramento pós-terapêutico de 
neoplasias hematopoéticas foram significativamente beneficiados pela 
abrangente aplicação dos estudos de imunofenotipagem no decorrer 
das últimas duas décadas. A subdivisão das neoplasias hematopoéti- 
cas de acordo com o grau de correspondência às linhagens e estágios 
de diferenciação hematopoéticos normais constitui um dos princípios 
básicos dos sistemas atuais de classificação, entre os quais o da classifi- 
cação da OMS (Jaffe, 2001). Essa informação é amplamente fornecida 
pela imunofenotipagem e resulta na incorporação de muitos dados 
imunofenotipicos à definição de diversos neoplasmas hematopoéti- 
cos, a ponto de certos diagnósticos serem apenas confidencialmente 
possíveis por meio de estudos de imunofenotipagem. 

A citometria de fluxo é uma técnica rápida e conveniente para a gera- 
ção de dados imunofenotípicos. A capacidade de realizar análises mul- 
tiparamétricas no nível celular individual é uma característica ímpar 
dessa técnica, que oferece muitas vantagens em relação aos métodos 
de imunofenotipagem concorrentes, entre os quais está a imunoci- 
toquímica. Foram publicadas diretrizes para o uso da citometria de 
fluxo na imunofenotipagem de células leucêmicas em laboratório clí- 
nico (NCCLS, 1998). Em 1995, sob patrocínio do NIH, foi convocada 
uma conferência de consenso sobre a análise de leucemia e linfoma 
por citometria de fluxo, em uma tentativa de padronizar a prática cli- 
nica (US-Canadian Consensus, 1997). Apesar desses esforços, ainda há 
uma considerável heterogeneidade no que se refere à aplicação clínica 
dessa técnica para avaliação de casos de leucemia e linfoma. Essa falta 
de padronização representa um desafio importante à capacidade de 
fornecer resultados de alta qualidade de forma consistente. 

Atualmente, as indicações médicas para realização de citometria de 
fluxo no cenário clínico são agrupadas em quatro áreas principais: 

1. Diagnóstico e classificação de neoplasias hematopoéticas. A capa- 

cidade de identificar com acurácia subpopulações anormais, linha- 
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gens e estágios de maturação celular soma-se a uma melhor 
reprodutibilidade do diagnóstico de neoplasmas hematopoéticos, 
particularmente quando se trata de distúrbios linfoproliferativos 
crônicos e leucemias agudas. A citometria de fluxo é amplamente 
utilizada para essa finalidade. 

2. Avaliação de parâmetros biológicos associados ao prognóstico. 

A expressão de moléculas específicas no momento do diagnósti- 
co tem sido associada ao resultado clínico a longo prazo e pode 
ser facilmente avaliada por citometria de fluxo. Um exemplo é a 
expressão de CD38 ou Zap-70 na leucemia linfocítica crônica, em 
que a expressão aumentada de qualquer uma dessas moléculas foi 
associada a uma sobrevida precária a longo prazo (Damle, 1999; 
Crespo, 2003). 

3. Detecção de antígenos utilizados como alvos terapêuticos. 
Atualmente, há uma variedade de reagentes imunológicos dispo- 
níveis para uso terapêutico, dirigidos especificamente a antíge- 
nos-alvo expressos por neoplasias hematopoéticas (p. ex., CD20, 
CD52, CD33 etc.). A confirmação da expressão do antígeno de 
interesse no tumor é um pré-requisito necessário ao uso dessas 
terapias de alto custo. 

4. Detecção de células neoplásicas residuais após a terapia. A capaci- 
dade da citometria de fluxo de identificar e quantificar rotineira- 
mente a presença de células hematopoéticas anormais com uma 
sensibilidade de 0,01% tem sido cada vez mais utilizada como 
medida substituta da resposta à terapia e de recorrências iminen- 
tes (Campana, 2003). 


Considerações técnicas 


Equipamento 


O princípio básico da citometria de fluxo consiste na injeção de uma 
suspensão de partículas (células) monodispersas no centro de uma 
corrente de fluxo de um líquido (bainha) que, então, atravessa um 
pequeno tubo capilar de quartzo a uma velocidade constante (Shapiro, 
2003). A bainha de líquido serve para manter as partículas no centro 
da corrente de fluxo, onde podem ser iluminadas por uma ou mais 
fontes de focos de luz, tipicamente lasers. A luz dispersa pelas partícu- 
las é coletada por detectores posicionados a diversos ângulos em torno 
do capilar, para fornecer informação referente à área de seção trans- 
versal e, assim, ao tamanho (dispersor frontal ou de baixo ângulo) ou 
complexidade/granularidade (dispersor lateral ou de ângulo elevado) 
de cada partícula individual que transita pelo capilar. Além disso, se 
moléculas fluorescentes ou fluorocromos forem fixados às partícu- 
las, podem ser excitados pela luz incidente e dar origem a uma emis- 
são fluorescente que, por sua vez, pode ser coletada com o auxílio de 
detectores e filtros ópticos adicionais (Fig. 33.1). O resultado líquido 
é uma análise multiparamétrica de cada partícula individual, em que 
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Figura 33.1 Esquema representativo de um citômetro de fluxo. Uma corrente de 
fluxo de partículas (centro) é iluminada por um /aser (esquerda), e a resultante 
dispersão de luz de baixo ângulo (dispersor frontal) ou de ângulo direito (dispersor 
lateral) é coletada por detectores adequadamente posicionados. Além disso, 
moléculas fluorescentes acopladas às partículas podem ser excitadas pela luz do 
laser, enquanto a emissão resultante é direcionada por uma série de espelhos e filtros 
ópticos até os detectores apropriados (fluorescência 1 e fluorescência 2). 


o número de parâmetros avaliados depende do número de moléculas 
fluorescentes utilizadas e do grau de complexidade do equipamento. 

A otimização e padronização do desempenho do equipamento são 
críticas para o sucesso de qualquer estudo que envolve citometria de 
fluxo. No entanto, é particularmente importante na análise de neopla- 
sias hematopoéticas, por causa da ampla faixa de intensidade de sinais 
que pode ser detectada. A abordagem preferida consiste em definir 
um conjunto de condições instrumentais que proporcione o desem- 
penho ideal do equipamento, bem como submetê-lo a um controle de 
qualidade diário para que esse nível de desempenho seja alcançado de 
forma consistente. A aderência a um nível consistente e fixo de desem- 
penho do equipamento simplifica bastante o controle de qualidade e 
gera dados reproduziveis para interpretação subsequente. A avaliação 
diária da intensidade da fluorescência e do coeficiente de variação 
(CV), que utiliza partículas com fluorescência estável e moderada- 
mente brilhante, bem como a avaliação do ruído produzido pelo equi- 
pamento, utilizando partículas não fluorescentes, constituem a base 
do controle de qualidade do equipamento. 

Existem relativamente poucas variáveis instrumentais com as quais 
o operador controla o citômetro de fluxo. As principais variáveis são: 
limiar de detecção, ganho do detector, velocidade de fluxo da amos- 
tra e, para alguns equipamentos dotados de múltiplos lasers, tempo de 
retardo. O limiar de detecção ou discriminação está associado a um 
único parâmetro e constitui o valor a ser alcançado para que o sistema 
perceba a passagem de uma partícula pelo capilar e inicie o proces- 
samento do sinal. Tipicamente, utiliza-se um dispersor frontal para 
identificar partículas cujo tamanho ultrapassa um determinado valor 
desejado (p. ex., células de tamanho igual ou maior do que o tamanho 
de linfócitos). De especial importância é o ganho ou a voltagem for- 
necida a cada detector, que comumente é um tubo fotomultiplicador, 
pois este exerce impacto direto na capacidade de separar os sinais de 
interesse dos ruídos de fundo produzidos pelo equipamento (propor- 
ção sinal-ruído). A voltagem aplicada a cada detector deve ser ajustada 
de modo que otimize a proporção sinal-ruído e permita a detecção 
dos sinais mais fracos requeridos por cada detector. Isso, com frequên- 
cia, resulta em populações celulares negativas, que são posicionadas 
de de forma que ocupem completamente a década mais inferior da 
escala logarítmica. Por fim, no caso de equipamentos com múltiplos 
lasers que cruzam a corrente capilar em diferentes pontos (em especial 
quando os lasers estão separados), é necessário fornecer um parâme- 
tro para possibilitar uma sincronização do processamento de sinal que 
explique os diferentes momentos em que uma única partícula encon- 
tra cada laser conforme transita pelo capilar. Esse tempo de retardo do 
laser deve ser ajustado para maximizar a intensidade do sinal de cada 
laser. É preciso notar que o tempo de retardo do laser é muito depen- 


dente do tempo de trânsito da partícula pelo capilar e, assim, requer 
um sistema fluído estável que permaneça constante — um problema 
histórico no caso de certos equipamentos. 

A velocidade com a qual a amostra é introduzida ou aspirada pelo 
sistema pode ser controlada pelo operador, embora seja limitada por 
dois fatores: a velocidade com a qual o componente eletrônico do 
equipamento consegue processar os sinais gerados; e a concentração 
da amostra. Se as partículas atravessarem o equipamento em uma 
velocidade mais rápida do que a velocidade de seu processamento 
pelo componente eletrônico, os dados referentes a um determinado 
subgrupo de partículas serão perdidos, enquanto outro subgrupo 
apresentará artefatos inusitados e indesejáveis que, tipicamente, cor- 
respondem a uma perda variável da intensidade do sinal ao longo de 
uma ampla faixa. É criticamente importante selecionar uma veloci- 
dade de aspiração e concentração da amostra que sejam adequadas 
ao equipamento em uso. Outro fenômeno que também está relacio- 
nado à concentração da amostra é o chamado coincidência. Trata-se 
da presença simultânea de mais de uma partícula no laser, que resulta 
no registro de um único evento que apresenta as características com- 
binadas das partículas envolvidas. A coincidência pode representar 
um problema significativo para a detecção de eventos raros e pode 
ser minimizada pela introdução de métodos de discriminação dupla 
durante a análise — técnicas estas que fogem ao escopo desse capítulo. 


Reagentes 


A identificação das características celulares, além daquelas forneci- 
das pelas medidas de dispersão da luz, comumente envolve o uso de 
fluorocromos. As moléculas de fluorocromo podem interagir direta- 
mente com estruturas celulares (p. ex., DNA) ou interagir de forma 
indireta por meio da conjugação a anticorpos. Cada fluorocromo 
possui um único espectro de excitação e emissão que determina par- 
cialmente as características de desempenho do reagente e dita qual 
fluorocromo deve ser utilizado de forma simultânea (Fig. 33.2). Em 
um esforço para aumentar o número de fluorocromos que podem ser 
utilizados ao mesmo tempo a partir de uma única fonte de excitação, 
foram inventados fluorocromos em tandem. Um exemplo é o PE-Cy5, 
baseado na excitação de um fluorocromo primário (PE) que transfere 
sua energia a um fluorocromo secundário (Cy5), fornecendo a emis- 
são do fluorocromo predominante a um comprimento de onda maior. 
Os fluorocromos em tandem são necessários à citometria de fluxo 
multicor de alto nível, contudo apresentam um espectro de emissão 
mais complexo e menor estabilidade sob certas circunstâncias. Outra 
característica importante do fluorocromo — a intensidade da emissão 
— está associada à relativa eficiência da excitação pelas fontes de luz 
utilizadas e à eficiência da quantidade do próprio fluorocromo (Fig. 
33.3). As diferenças na intensidade de emissão estão diretamente cor- 
relacionadas às diferenças de sensibilidade de detecção e, conforme 
será discutido adiante, constituem uma consideração fundamental no 
planejamento dos painéis de reagente. 

A análise de leucemia e linfoma requer o uso de múltiplos fluoro- 
cromos ao mesmo tempo (i. e., citometria de fluxo multicolorida), 
sendo 3 fluorocromos o número mínimo recomendado pelas diretri- 
zes de consenso atualmente vigentes (US-Canadian Consensus, 1997). 
Uma vez que a maioria dos fluorocromos apresenta sobreposição de 
espectro de emissão, a determinação da fluorescência devida a um flu- 
orocromo específico em um único detector requer subtração da parte 
correspondente à contribuição de sinais de cada um dos demais fluo- 
rocromos da amostra. Esse processo é denominado compensação. A 
quantidade apropriada de cada sinal a ser subtraído (i. e., o coeficien- 
te de compensação) pode ser representada por n pela matriz n, em 
que n é o número de fluorocromos. Em consequência, à medida que 
aumenta o número de fluorocromos utilizados, o número de coefi- 
cientes de compensação a ser determinado aumenta geometricamen- 
te e logo surge a necessidade de utilizar um software para processar 
essa informação de forma correta. Para determinar coeficientes de 
compensação, é avaliada uma série de amostras marcadas uma a uma 
com cada fluorocromo, e a população positiva é tão brilhante quanto 
o sinal mais luminoso que se espera encontrar. Ao considerar que as 
características espectrais dos fluorocromos em tandem podem variar 
significativamente entre lotes e fabricantes distintos, muitas vezes é 


699 





700 


= 
a 
3 
= 
U 
Es 
ko 
= 
u 
E 
2 
[5 
z 
o 
CL 
Wi 
as! 
O 
O 
D 
OL 
2 
ae 
= 
ab) 
É. em 
Ww 
Es 
E 
o 
Co 
© 
a. 
TE 
sê, 
q 
O 
a 
B 
= 
Žž 





100 


Intensidade (9%) 
8] 
a 


Comprimento de onda (nm) 


Contagem 





necessário estabelecer controles de compensação separados para cada 
lote e conjugado desses reagentes. Os softwares, sejam no equipamen- 
to, sejam em computadores offline, são empregados para analisar os 
dados gerados e calcular os coeficientes de compensação. 

Embora o processo de determinar e aplicar corretamente a compen- 
sação já seja simplificado pelos softwares, o uso de múltiplos fluoro- 
cromos pode resultar em um aparecimento significativo de artefatos 
que refletem a sensibilidade comprometida da detecção de baixo nível 
(Roederer, 2001). Isso é particularmente problemático quando se tenta 
detectar sinais de baixo nível na presença de emissões de fluorocromos 
muito luminosas com sobreposição. Compreender o impacto dos efei- 
tos relacionados à compensação constitui o único aspecto mais difícil 
da citometria de fluxo multicolorida, e também o menos compreendido 
pela maioria dos usuários. As implicações da emissão sobreposta dos flu- 
orocromos geram consequências diretas tanto para o planejamento do 
painel quanto para a interpretação dos resultados (Fig. 33.4). Quando os 
parâmetros de compensação são incompatíveis com os reagentes utiliza- 
dos, surgem artefatos que podem levar tanto à falsa atribuição de uma 
positividade de baixo nível quanto à incapacidade de reconhecer a pre- 
sença de subpopulações (Fig. 33.5). O uso de um software de compensa- 
ção proporciona um método não destrutivo de coleta de dados e permite 
o ajuste dos parâmetros de compensação após a aquisição, fornecendo 
um meio de corrigir erros de compensação decorrentes de descuido. 

Os anticorpos são parte integral da avaliação imunofenotípica da 
leucemia e do linfoma. É importante determinar a quantidade correta 
de cada anticorpo a ser utilizado por meio da avaliação de uma série 








Figura 33.2 Espectro de emissão de 
fluorocromos. Cada molécula fluorescente 
possui um espectro de absorção (linha 
pontilhada) e outro de emissão (linha 
sólida) característicos. Os comprimentos 
de onda máximos desses espectros estão 
espectralmente separados, sendo o grau 
de separação denominado deslocamento 
de Stokes. Embora uma pequena 
quantidade de emissão de fluoresceina 
ocorra no mesmo comprimento de onda 
da ficoeritrina, a emissão fluorescente 

da fluoresceina (azul) pode ser separada 
da emissão da ficoeritrina (vermelha) 
com o uso de filtros ópticos adequados 
(áreas sombreadas). O laser de 488 nm 
comumente utilizado para excitar cada 
um desses fluorocromos é indicado pela 
linha azul. 


Figura 33.3 Comparação da intensidade da emissão 
de fluorocromos. Os fluorocromos são caracterizados 
por diferenças de intensidade relativa da emissão. É 
importante que essas diferenças sejam consideradas 
para obtenção de um grau de sensibilidade ideal. A 
intensidade da fluorescência relativa para a expressão 
de CD4 em linfócitos é representada para a fluoresceina 
(FITC) (azul), ficoeritrina (PE) (verde), PE-vermelho do 
Texas (alaranjado), PE-Cy5 (amarelo), PerCP-Cy5,5 
(vermelho), PE-Cy7 (azul-claro), aloficocianina 
(APC) (vermelho-carmim) e APC-Cy7 (púrpura). As 
intensidades reais observadas dependem do clone 
de anticorpos utilizado, proporção fluorocromo- 

| proteína no conjugado de anticorpo, método de 

preparo da amostra, características de desempenho 

\ do equipamento e método de configuração do 
equipamento. 


de amostras marcadas com diferentes concentrações de anticorpos, 
ou seja, por meio de uma titulação (Stewart, 2000). A titulação visa 
a maximizar a proporção sinal-ruído ao fornecer o sinal mais lumi- 
noso possível em populações positivas e, ao mesmo, ao manter um 
baixo nível de ligação inespecífica de fundo. No caso de anticorpos 
altamente específicos utilizados na marcação de superfície celular, é 
preciso atingir a saturação — uma intensidade consistente em popula- 
ções positivas com maiores concentrações de anticorpos — sem produ- 
zir aumentos significativos de fundo nas populações negativas. Se um 
anticorpo falhar em produzir esse efeito, significa que sua qualidade 
é ruim. Quando se trata de marcação intracelular, é típico não obter 
saturação por causa dos níveis relativamente altos de ligação inespe- 
cífica de anticorpos aos constituintes intracelulares, em geral segundo 
uma função linear da concentração de anticorpo. Desse modo, a oti- 
mização da proporção sinal-ruído por meio da titulação torna-se crí- 
tica para o desempenho adequado dos reagentes (Jacobberger, 2000). 


Planejamento do painel 


O emparelhamento de reagentes com fluorocromos adequados é um 
fator essencial para garantir que a intensidade do sinal e o grau de sen- 
sibilidade de detecção sejam apropriados. As quatro etapas descritas a 
seguir podem ajudar na construção de painéis de reagentes adequados. 

1. Determinar o propósito de cada potencial combinação de rea- 

gentes. Cada combinação deve possuir um objetivo nitidamente 
definido, caso contrário deve ser descartada. 
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Figura 33.4 Compensação. A emissão de fluorescência de linfócitos marcados com CD8-PE aparece tanto no detector de PE quanto no detector de PE-vermelho do Texas. Isso 
ocorre porque a emissão da PE em ambas as regiões do espectro é examinada por esses detectores. Observe que nenhum anticorpo conjugado ao PE-vermelho do Texas foi 
utilizado nesse experimento. Sem a compensação aplicada (esquerda), as células com expressão abundante de CD8 apresentam sinais brilhantes tanto para PE quanto para 
PE-vermelho do Texas, com uma amplitude em relação à população (setas) devida aos erros de quantificação inerentes ao método. Uma vez que a compensação tenha sido 
corretamente aplicada (direita), os centros de populações positiva e negativa apresentam o mesmo nivel baixo de emissão de PE-vermelho do Texas (linha pontilhada), com 
muitos eventos que caem sobre o eixo horizontal. Entretanto, a população PE-positiva mostra um grau muito maior de fluorescência de fundo aparente para PE-vermelho do 
Texas do que a população PE-negativa (linha sólida e seta). Se um anticorpo conjugado ao PE-vermelho do Texas tivesse sido utilizado, as células CD8* poderiam ter sido 
erroneamente interpretadas como duplo positivas, contudo essa aparente “positividade” seria resultado direto dos erros de quantificação e da exibição logaritmica dos dados. 


O resultado prático é que a sensibilidade para detecção de PE-vermelho do Texas de baixo nível fica comprometida em presença da fluorescência brilhante da PE. 
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Figura 33.5 Compensação inadequada. A emissão de fluorescência de linfócitos levemente marcados com CD8-FITC mostra mínima fluorescência aparente de PE, em que 8% 
do sinal da FITC é subtraído do sinal da PE (i. e., na compensação correta) (esquerda). Se o grau de compensação for reduzido para 7,2% (centro), a população CD8* parece 
exibir uma baixa expressão de PE e pode ser erroneamente interpretada como aberração imunofenotípica, dependendo do anticorpo para PE incluído. Observe a falta de 
simetria e a extremidade pontuda apresentadas pela população positiva, evidenciando a compensação inadequada. Se a compensação for aumentada para 8,8%, a população 
positiva fica comprimida sobre o eixo X e parece nem mesmo existir. 


2. Escolher um grupo de alvos celulares. O grupo escolhido de alvos 3. Atribuir um fluorocromo para cada alvo. Segundo o princípio 
ou antígenos deve atender ao propósito da combinação de reagen- básico, os antígenos altamente expressos devem ser acoplados a 
tes com êxito. Deve, também, ser relativamente independente do fluorocromos fracos, enquanto os antígenos fracamente expressos 
fluorocromo ou da disponibilidade de conjugados comercializados. devem ser acoplados a fluorocromos luminosos. Esse princípio 
A combinação de reagentes deve corresponder ao mínimo necessá- proporciona a obtenção de intensidades de sinal razoáveis e evita 
rio para responder à pergunta formulada. Há vários modos pelos problemas de compensação decorrentes de uma fluorescência 
quais os anticorpos são comumente combinados para o uso na luminosa em excesso. A disponibilidade comercial muitas vezes 
identificação de populações hematopoéticas anormais. No entanto, limita a escolha dos fluorocromos, embora a maioria dos fabri- 
esses meios em geral pertencem a uma das categorias destacadas na cantes ofereça serviços de conjugação personalizada que forne- 
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3 Avaliação de neoplasias hematopoéticas por citometria de fluxo 


Tabela 33.1 Estratégias de planejamento do painel de reagentes para 
detecção de neoplasias hematopoéticas 


Princípio Exemplo de implementação 


Ao menos um reagente para 
identificação da população 


CD45 para tipos celulares em geral 
Antígeno associado à linhagem para 
linhagens celulares específicas (p. ex., CD19 
para células B) 

Uso simultâneo de CD2, CD3, CD4, CD5, 
CD7 ou CD8 para avaliar células T maduras 


Múltiplos antígenos da mesma 
linhagem e estágio de maturação 
para identificar níveis de 
expressão inadequados 

Múltiplos antígenos da mesma 
linhagem, porém de estágios de 
maturação distintos, para 
identificar expressão 
dissincrônica e maturação normal 


Uso simultâneo de CD13 e CD16 para 
demonstrar maturação neutrofílica 


Separação de diferentes 
linhagens celulares 


Uso simultâneo de CD11b e CD15 para 
separar a maturação monocítica da 
neutrofílica 


Demonstração de clonalidade Uso combinado de x e À com um reagente 
de linhagem de células B (p. ex., CD19) 
Uso associado de antígenos de células T ou 
NK, como CD7 ou CD56, combinados ao 


CD34 


Identificar expressão antigênica 
francamente aberrante 


em particular do que os reagentes comercializados de uma forma 
mais geral. 

4. Testar combinações de reagentes. A combinação de reagentes deve 
ser testada de forma empírica, a fim de garantir que as intensida- 
des de sinal estejam de acordo com o esperado, a sensibilidade de 
baixo nível seja apropriada aos casos importantes e não ocorram 
interações inesperadas entre os reagentes. Uma amostra prepa- 
rada com todos os reagentes de interesse deve ser comparada à 
mesma amostra elaborada com uma série de preparações em 
que cada uma delas não contenha um dos reagentes (controles 
de fluorescência-menos-um), bem como com uma segunda série 
de preparações que contenha cada reagente de forma indepen- 
dente (controles de coloração única). A ocorrência de alterações 
inesperadas na intensidade de um ou mais reagentes indica que a 
combinação de reagentes apresenta problemas potenciais. 


Manuseio e preparo da amostra 


Qualquer amostra a partir da qual uma suspensão de células individu- 
ais possa ser gerada é considerada apropriada para a imunofenotipagem 
por citometria de fluxo. Exemplos desse tipo de amostra são as de sangue 
periférico, medula óssea, linfonodos etc. Amostras de sangue e medula 
óssea devem ser tratadas com anticoagulante EDTA, heparina ou ácido- 
-citrato-dextrose (ACD). A heparina em geral é preferida, porque sua 
estabilidade melhora com o envelhecimento da amostra. Amostras de 
tecido são mais bem transportadas e armazenadas em meio de cultura de 
tecidos, como RPMI 1640. Nesse caso, a suspensão de células individuais 
é produzida pela dissociação mecânica do tecido com auxílio de bisturi e 
pinça, agulha e seringa, ou tela de malha metálica (Braylan, 1989), segui- 
da de filtração em uma malha metálica delgada para remoção de agrega- 
dos. Amostras de todos os tipos costumam ser armazenadas à tempera- 
tura ambiente antes do preparo da suspensão, ainda que a refrigeração 
retarde a degradação quando há necessidade de retardar a preparação. 

A análise de leucócitos sanguíneos no sangue periférico ou na medula 
óssea requer a eliminação de eritrócitos para que a avaliação seja eficiente. 
A centrifugação em gradiente de densidade (p. ex., Ficoll-Hypaque) era 
utilizada historicamente com essa finalidade. Contudo, essa técnica resulta 
em perda seletiva de subpopulações celulares e fornece uma recuperação 
relativamente precária de amostras de medula óssea. A lise de eritrócitos 
com cloreto de amônio ou uma variedade de preparações comercializa- 
das se transformou na técnica-padrão de preparo de amostras em labo- 
ratórios clínicos (Carter, 1992). Os métodos recomendados atualmente 
envolvem a adição de anticorpos a uma alíquota de sangue ou medula, 


seguida da lise de eritrócitos e lavagem com solução salina tamponada, 
como a salina tamponada com fosfato (PBS, phosphate buffered saline), 
para remoção de debris celulares, reagente de lise e anticorpos livres. A 
inclusão de uma pequena quantidade de formaldeído (0,25-0,50%), 
seja ao reagente de lise ou após a lavagem, é uma forma conveniente de 
estabilizar tanto a ligação do anticorpo quanto a estabilidade da amostra. 
Quando há necessidade de analisar a expressão da cadeia leve nas células 
B, as imunoglobulinas séricas devem ser removidas por lavagens repetidas 
antes da adição do anticorpo. Uma vez preparadas, as amostras devem ser 
submetidas assim que possível à aquisição no equipamento, a fim de evi- 
tar a degradação da amostra e do fluorocromo, mesmo que esse processo 
seja retardado pela fixação e pelo armazenamento sob refrigeração. 


Aquisição de dados 


Conforme a amostra preparada é analisada no citômetro de fluxo, 
é importante coletar um número suficiente de eventos que permita a 
detecção da população de interesse. Para uma população que representa 
um grande porcentual do total, é necessário fazer a aquisição de relati- 
vamente poucos eventos. Por outro lado, quando se trata de populações 
pouco frequentes, deve ser feita a aquisição de um número maior de 
eventos. Ao considerar que na avaliação de neoplasias hematopoéticas 
raramente se conhece a provável frequência da população de uma dada 
amostra, é mais conveniente fazer a aquisição de um número fixo de 
eventos totais que garanta o nível mínimo de sensibilidade desejado. 
Por exemplo, se a sensibilidade desejada é de 0,1% e foi determinado 
que 50 eventos são suficientes para identificar a população com segu- 
rança, então deve ser feita a aquisição de um total de 50.000 eventos de 
leucócitos sanguíneos. A aquisição de um número de eventos abaixo 
desse total comprometerá a capacidade de detectar populações de baixa 
frequência — uma importante consideração quando se trata da avalia- 
ção de doença residual subsequente à terapia e em situações nas quais a 
aquisição de um número maior de eventos frequentemente é desejável. 

O transporte (carryover) entre amostras promovido pelo equipa- 
mento torna-se uma preocupação importante na avaliação da presen- 
ça de pequenas populações anormais. Os equipamentos mais comer- 
cializados possuem uma especificação do fabricante referente a um 
transporte de aproximadamente 1%. Esse porcentual de transporte 
é considerado relativamente alto quando se busca identificar popu- 
lações pouco frequentes. Para minimizá-lo, uma pequena quantidade 
de água deve ser passada pelo equipamento entre a aquisição de cada 
alíquota de amostra, até que a interferência de fundo retorne a níveis 
baixos aceitáveis. Se essa medida não for adotada, haverá o apareci- 
mento esporádico de populações com imunofenótipos inesperados 
que podem ser confundidas com doença neoplásica. 


Considerações interpretativas 


A identificação de neoplasias hematopoéticas por imunofenoti- 
pagem baseia-se no princípio de que as células neoplásicas noticiam 
padrões de expressão antigênica distintos daqueles detectados em 
células normais. Nestas, a expressão de antígenos é um processo estri- 
tamente regulado que resulta em um padrão característico de aquisi- 
ção e perda de antígenos acompanhado de maturação, que é específico 
da linhagem celular. As células neoplásicas em geral apresentam alte- 
rações não aleatórias da expressão antigênica, incluindo: 

1. Ganho de antígenos cuja expressão normalmente está ausente nas 

células de um determinado tipo ou linhagem. 

2. Aumento ou diminuição dos níveis de expressão (intensidades) 
de antígenos normalmente expressos pelas células de um dado 
tipo ou linhagem, inclusive com perda completa de antígenos 
normais em certos casos. 

3. Expressão antigênica assincrônica, ou seja, expressão de antí- 
genos normalmente expressos pelas células de um dado tipo 
ou linhagem, contudo em um momento inadequado, durante a 
maturação. 

4, Expressão anormalmente homogênea de um ou mais antígenos 
por uma população que, em situação normal, exibe expressão 
mais heterogênea. 

Como consequência, a identificação imunofenotípica da neoplasia 

hematopoética repousa no conhecimento completo dos padrões nor- 
mais de antígenos expressos pelas células hematopoéticas. 


Padrões normais de expressão antigênica 


Todas as células hematopoéticas originam-se das células-tronco. 
Estas, por sua vez, constituem uma população de células quiescentes 
com potencial regenerativo de longa duração, que estão presentes em 
baixa frequência na medula óssea. No seres humanos, a população 
de células-tronco pode ser identificada se um número suficiente de 
células for avaliado e mostrar expressão luminosa de CD34, CD133, 
expressão de luminosidade intermediária de CD45, expressão de 
luminosidade fraca ou ausente de CD38, expressão variável de CD90 e 
expressão de luminosidade fraca de CD123, CD117, HLA-DR, CD13 e 
CD33. A maturação, visando à transformação em células progenitoras 
comprometidas com uma determinada linhagem, é acompanhada de 
uma leve diminuição da expressão de CD34 e CD45, perda da expres- 
são de CD133 e CD90 e aumento da expressão de CD38 e HLA-DR. 
A continuidade da maturação ao longo de cada linhagem ocorre na 
medula óssea, até que células maduras e funcionais — ainda que de 
uma progênie naive — sejam liberadas no sangue periférico. As célu- 
las T constituem exceção a essa regra. Seus precursores mais iniciais 
migram para o timo, onde sofrem o processo de maturação e se trans- 
formam em células funcionais. A mudança dos padrões antigênicos 
que ocorre com a maturação nas células B, células T, linhagens de célu- 
las neutrofílicas, monocíticas e eritroides foi elucidada por diversos 
pesquisadores (Wood, 2004; Lucio, 1999; McClanahan, 1999; Almasri, 
1998; Ginaldi, 1996b; Hoffkes, 1996; Harada, 1993; Inghirami, 1990; 
Terstappen, 1990a, b, c; 1992b; Loken, 1987, 1988). Resumos para cada 
uma dessas linhagens estão representados nas Figuras 33.6 a 33.10, 
respectivamente. 


Padrões anormais de expressão antigênica 
na neoplasia hematopoética 


A maioria dos neoplasmas hematopoéticos apresenta imunofenó- 
tipos anormais que são suficientemente característicos para permitir 
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marginal 


sua detecção, mesmo diante de baixos níveis de envolvimento. Em 
alguns casos, o imunofenótipo é característico o bastante para per- 
mitir a classificação ao utilizar apenas dados de imunofenotipagem. 
Entretanto, existe variabilidade suficiente dentro de cada grupo, e o 
diagnóstico correto consiste no reconhecimento do padrão imuno- 
fenotípico geral, em vez da expressão de antígenos individuais ou da 
aplicação rígida de padrões imunofenotipicos. A discussão a seguir 
enfatiza os princípios imunofenotípicos gerais úteis ao diagnóstico e 
classificação de neoplasias hematopoéticas, visto que uma discussão 
completa acerca das anormalidades antigênicas observadas em cada 
subtipo da doença foge ao escopo deste capítulo. 


Leucemia aguda 
Diagnóstico e classificação 

O diagnóstico da leucemia aguda baseia-se na determinação do por- 
centual de blastos existentes no sangue periférico ou na medula óssea. 
O critério adotado atualmente pela classificação proposta pela OMS 
para o diagnóstico de leucemia aguda estabelece um porcentual de 
blastos acima de 20% (Jaffe, 2001). Na citometria de fluxo, a identifi- 
cação de blastos consiste na demonstração da expressão de antígenos 
imaturos em uma população que expresse CD45 de forma adequada e 
exiba características de dispersão da luz. Embora seja o imunofenóti- 
po geral que permita a identificação dos blastos, antígenos comumente 
empregados com essa finalidade incluem CD34, CD117, CD133 e TdT. 
Leucócitos sanguíneos exibem expressão de CD45 em níveis de inten- 
sidade distintos, característicos tanto da linhagem quanto do estágio 
de diferenciação que, aliados à dispersão de luz ortogonal (dispersor 
lateral), permitem delinear as principais populações de leucócitos san- 
guíneas (Borowitz, 1993; Stelzer, 1993) (Fig. 33.11). Essa é uma técni- 
ca particularmente útil na identificação dos blastos, dada a expressão 
intermediária de CD45 e a baixa dispersão lateral observadas, e a análise 
de CD45 versus dispersão lateral tornou-se a prática-padrão adotada 
pelos laboratórios clínicos para tal finalidade. 


Figura 33.6 Diferenciação da célula B. A intensidade 
da expressão antigênica ao longo da maturação da 
célula B é representada para antígenos comumente 
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Figura 33.8 Diferenciação do neutrófilo. A intensidade 
da expressão antigênica no decorrer da maturação do 
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Figura 33.9 Diferenciação de monócitos. A intensidade da expressão antigênica 

no decorrer da maturação do monócito é representada para antígenos comumente 
utilizados no laboratório clínico. A cor mais escura representa um nível mais alto de 
expressão antigênica. 


Embora a citometria de fluxo seja excelente para identificar e quan- 
tificar blastos, existem dois aspectos que apontam a necessidade de ter 
cautela ao utilizar percentuais de blastos determinados por esse méto- 
do para estabelecer um diagnóstico inicial de leucemia aguda. Primeiro 
porque o porcentual de blastos obtidos a partir da análise de amostras 
de medula óssea com frequência é impreciso, em decorrência de uma 
combinação entre diluição do sangue periférico (diminuição artificial) e 
lise parcial de precursores eritroides nucleados durante o processamento 
da amostra (aumento artificial). Em segundo lugar, os blastos identifica- 
dos por imunofenotipagem nem sempre correspondem diretamente aos 
blastos identificados por estudos morfológicos. Essa consideração real- 
mente é válida uma vez que tanto as populações leucêmicas quanto as 
normais consistem em um continuum de maturação e não há uma con- 
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timas. Se por um lado essas células assemelham-se de maneira super- 
ficial aos linfoblastos precursores de células B leucémicos em termos 
imunofenotipicos, por outro a citometria de fluxo multiparamétrica 
é capaz de distinguir de imediato esses precursores imaturos normais 
(hematogônias) de um caso de leucemia aguda (McKenna, 2001; Lucio, 
1999; Weir, 1999). Além disso, alguns tumores não linfoides, como o 
carcinoma de células pequenas ou tumores pediátricos de pequenas 
células redondas, podem parecer blastos leucêmicos ao exame de esfre- 
gaços. No entanto, as células tumorais são prontamente distinguidas 
dos blastos leucêmicos pela citometria de fluxo, que as detecta como 
células CD45- sem marcadores de células B, T ou da linhagem mieloide 
e, muitas vezes, com dispersão lateral mais alta do que seria esperado 
para uma célula que contém tão pouco citoplasma (Chang, 2003). 

O principal papel da citometria de fluxo na leucemia aguda reside na 
classificação. Esta, por sua vez, consiste em grande parte na atribuição 
de uma linhagem e na correlação com o estágio de maturação normal. 
A determinação da linhagem, em particular, constitui uma decisão de 
fundamental importância terapêutica, e a distinção primária consis- 
te em identificar se a leucemia é de linhagem mieloide ou linfoide. As 
características imunofenotípicas da leucemia mieloide aguda (LMA) 


Figura 33.10 Diferenciação eritroide. A intensidade 
da expressão antigênica no decorrer da maturação do 
eritrócito é representada para antígenos comumente 
utilizados no laboratório clínico. À cor mais escura 
representa um nivel mais alto de expressão antigénica. 
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Figura 33.11 CD45 versus dispersão lateral. A exibição da expressão do CD45 versus dispersão lateral está sendo cada vez mais utilizada no laboratório clínico como ponto 
de partida para a identificação de populações de leucócitos sanguíneos. Os dados são comumente apresentados com a dispersão lateral em escala logarítmica (esquerda) ou 
linear (direita). As principais populações de leucócitos observadas na ilustração são de linfócitos (azul), células B (azul-claro), monócitos (púrpura), neutrófilos em maturação 
(verde), blastos (vermelho), basófilos (púrpura-escuro) e eritrócitos em maturação (alaranjado). 


(Orfao, 2004; Weir, 2001; Khalidi, 1998; Macedo, 1995a, b; Bradstock, 
1994; Reading, 1993; Terstappen, 1992a) e da leucemia linfoblástica 
aguda (Weir, 1999; Khalidi, 1999; Farahat, 1995), bem como suas simi- 
laridades em relação às populações normais, são bem descritas em inú- 
meras publicações. De uma forma geral, é o padrão global de expres- 
são antigênica, em vez da expressão isolada de qualquer antígeno, que 
permite determinar a linhagem. Em parte, isso ocorre porque muitos 
dos antígenos comumente empregados na imunofenotipagem não pos- 
suem especificidade para linhagens. Via de regra, quanto mais próxima 
estiver a expressão de um antígeno dos níveis comumente observados 
nas células de uma determinada linhagem, maior é a probabilidade 
de esse antígeno refletir com acurácia a diferenciação da linhagem em 
questão. Exemplificando, a expressão fraca do antígeno CD19 na célu- 
la B apresenta uma especificidade relativamente baixa para a linhagem 
celular, já que pode ser detectada na LMA. Por outro lado, uma expres- 
são de CD19 mais luminosa e uniforme, próxima aos níveis observados 
nas células B normais, é mais típica de uma leucemia linfoblástica de 
células B precursoras. Um subconjunto de antígenos citoplasmáticos 
corresponde aos antígenos linhagem-restritos conhecidos atualmente, 
que são utilizados para decidir a atribuição da linhagem nos casos em 
que o imunofenótipo de superfície é incerto. A Tabela 33.2 lista os antí- 
genos utilizados com frequência na atribuição de linhagens. Em casos 
raros, as células leucêmicas podem apresentar diferenciação em mais de 
uma linhagem (Matutes, 1997; Bene, 1995; Hanson, 1993), mais comu- 
mente nas linhagens mieloide e de células B ou mieloide e de células T, 
conforme evidencia a natureza de células-tronco dessas formas de leu- 
cemia aguda. Quando uma única população de blastos apresenta esse 
tipo de diferenciação, é comum denominar a condição como uma leu- 
cemia aguda bifenotípica. Se houver duas populações de blastos anor- 
mais, cada qual de uma linhagem distinta, a condição é denominada 
leucemia aguda bilinear. As Figuras 33.12 a 33.15 ilustram exemplos de 
padrões imunofenotípicos observados na leucemia aguda. 


Fatores prognósticos 

Embora existam vários relatos acerca da importância prognóstica de 
marcadores de superfície específicos tanto na leucemia linfoide aguda 
quanto na leucemia mieloide (Schabath, 2003), a maior parte deles não 
resistiu à prova do tempo e, atualmente, não exercem impacto signi- 
ficativo sobre a terapia. Uma explicação para isso é que a presença de 


Tabela 33.2 Antígenos utilizados para atribuição de linhagens na 
leucemia aguda 





LMA LLA — célula B LLA — célula T 
Definitivo MPO CD79a citoplasmatico CD3 citoplasmática 

citoplasmatica CD22 citoplasmatico  CD3 de superfície 
Fortemente CD117 CD19 CD7 (brilhante) 
associado CD10 (brilhante) 
Moderadamente CD13 TdT - moderada a CD5 

CD33 brilhante CD2 


associado 


anormalidades citogenéticas recorrentes na leucemia aguda passou a 
ser reconhecida como uma importante característica prognóstica com 
implicações terapêuticas. Tais anormalidades atualmente integram a 
classificação de leucemia aguda proposta pela OMS. Em muitos casos, a 
anomalia citogenética subjacente está associada a aspectos imunofeno- 
típicos característicos que auxiliam a sugerir uma classificação apropria- 
da (Hrusak, 2002; Porwit-MacDonald, 1996; Orfao, 1999). Com poucas 
exceções, uma vez que anormalidades citogenéticas sejam responsabi- 
lizadas, o imunofenótipo deixa de ser prognóstico. Entretanto, alguns 
marcadores, como a expressão de CD56 na LMA com t(8;21) (Baer, 
1997), foram associados ao um prognóstico adverso na leucemia citoge- 
neticamente definida. A Tabela 33.3 apresenta um resumo dos aspectos 
fenotípicos associados a anomalias citogenéticas ou moleculares. 


Alvos terapêuticos 

Na LMA, o anticorpo terapeuticamente dirigido contra antígeno- 
-alvo mais utilizado é o antiCD33 (gemtuzumab ozogamicina). À 
expressão de CD33 é detectada na grande maioria dos casos de LMA 
e, embora às vezes seja de baixa densidade, isso não parece afetar a uti- 
lidade da terapia com anticorpos (Linenberger, 2005). Relativamente, 
pouco se sabe a respeito do papel do monitoramento das alterações 
da expressão de CD33. Na leucemia linfocítica aguda (LLA), até o 
momento existem poucos estudos que empregam anticorpos mono- 
clonais terapêuticos, embora o antiCD22 (epratuzamab) e o anti- 
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Figura 33.12 Linfoma/leucemia linfoblástica de precursores de célula B (leucemia linfoblástica aguda). A população de células neoplásicas (vermelho), comparada à de 
células B imaturas normais, mostra expressão anormal de antígenos associados à célula B (CD19 — fraca; CD22 — muito fraca; e CD10 — brilhante) aliada à expressão aberrante 
de CD45 (ausente), CD34 (brilhante) e CD38 (fraca). O baixo nível de expressão de antígenos associados à célula mieloide (CD13 e CD33) é um aspecto frequentemente 
encontrado nesse distúrbio e, por si só, não sugere diferenciação mieloide. As células apresentam baixa dispersão lateral que é típica de blastos linfoides. 


Tabela 33.3 Associação do imunofenótipo às anormalidades 
citogenéticas na leucemia aguda 


Imunofenótipo 





Leucemia mieloide aguda 


15:17) HLA-DR, CD15 baixo ou ausente, CD33 
brilhante, CD34 baixo ou ausente 
t(8;21) CD34 brilhante, CD56*, CD19 fraco, 


Tal? CD15* 


Leucemia linfoblastica aguda 
t(12;21) (por FISH) CD10*, CD20 baixo a negativo, 
CD9 baixo a negativo 


MLL, p. ex., t(4;11) CD10, CD15* 


CD52 (alentuzamab) sejam atualmente utilizados em algumas tria- 
gens clínicas. A expressão quase ubiqua do CD22 na LLA de células B 
precursoras limita o papel da citometria de fluxo na determinação da 
elegibilidade para esse tipo de triagem. 


Monitoramento da doença residual na leucemia aguda 

Uma grande parte dos inúmeros anticorpos que podem ser utiliza- 
dos para ajudar a classificar a leucemia aguda não são, em si, essenciais 
para a determinação da linhagem. Todavia, um painel mais amplo de 
anticorpos, desde que adequadamente selecionados, pode ser muito 
útil para identificar diferenças específicas existentes entre a popula- 
ção leucêmica e os elementos de fundo normais e, assim, intensificar 
a adequação do uso da citometria de fluxo para detectar uma doen- 
ça residual mínima. Dessa forma, o propósito da imunofenotipagem 


por citometria de fluxo no diagnóstico da leucemia aguda vai além da 
simples atribuição de linhagem e se estende à descrição de uma “assi- 
natura imunofenotípica” característica da leucemia em questão, cujo 
conhecimento é útil para a avaliação de amostras de acompanhamento 
(Vidriales, 2003; Campana, 2003). Uma ressalva importante é a de que 
com frequência são observadas alterações imunofenotípicas entre as 
amostras diagnósticas obtidas e a doença persistente ou recorrente, em 
particular na LMA (Voskova, 2004; Baer, 2001). Do mesmo modo, é 
necessário monitorar mais de um padrão antigênico e não esperar que 
exatamente o mesmo imunofenótipo observado ao diagnóstico persis- 
ta após a terapia. A Tabela 33.4 fornece exemplos de combinações par- 
ticularmente informativas que são úteis para a detecção de expressão 
antigênica aberrante em uma doença residual mínima. Foi demonstra- 
do que a detecção dessa doença residual mínima na leucemia aguda 
apresenta correlação com o risco de recaídas e a sobrevida global tanto 
na LMA (Feller, 2004; San Miguel, 2001) quanto na leucemia linfoblás- 
tica aguda (Dworzak, 2002; Coustan-Smith, 2000), além de ser cada vez 
mais utilizada para orientar a tomada de decisão terapêutica. 


Linfoma 
Diagnóstico e classificação 

Assim como na leucemia, a citometria de fluxo pode contribuir 
tanto para o diagnóstico quanto para a classificação dos linfomas. O 
diagnóstico imunofenotípico do linfoma consiste na identificação 
de uma população expandida de linfócitos maduros anormais. De 
longe, o modo mais comum de avaliar essa expansão por citometria 
de fluxo é demonstrar a restrição da cadeia leve nas proliferações de 
células B. Como todas as células neoplásicas, os linfócitos neoplási- 
cos originam-se de uma única célula precursora que sofre expansão 
clonal. Entretanto, ao contrário da maioria das células, cada linfóci- 
to normalmente expressa em sua superfície uma entre uma série de 
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Figura 33.13 Leucemia mieloide aguda com diferenciação. A população de células neoplásicas é constituída de blastos (vermelho), que mostram expressão anormal de 
antígenos relacionados à célula mieloide (CD33 — fraca; CD13 — brilhante; e CD15 — parcialmente fraca) em associação a antígenos imaturos (CD34 e CD117). Os blastos não 
expressam mais os antígenos neutrofílicos maduros CD11b ou CD16 e constituem as formas típicas relativamente imaturas observadas em muitos casos de leucemia mieloide 
aguda. Os granulócitos maduros de fundo (verde) são normais e não pertencem à população leucêmica. 


Tabela 33.4 Combinações de anticorpos de quatro cores úteis à 
detecção de doença residual mínima 


Leucemia mieloide aguda Leucemia linfoblástica aguda — célula B 





CD34/CD33/HLA-DR/CD45 CD20/CD10/CD19/CD45 
CD34/CD117/CD33/CD45 CD9/CD34/CD19/CD45 

CD15/CD117/CD33/CD34 CD58/CD10/CD38/CD19 
CD15/CD13/CD33/CD34 CD38/CD10/CD34/CD19 
HLA-DR/CD117/CD33/CD34 CD20/CD10/CD19/CD34 


Leucemia linfocitica cronica 


CD20/CD79a/CD19/CD5 


Leucemia linfoblastica aguda — célula T 


TdT/CD5/CD3/CD7 





Combinações de anticorpos de Vidriales (2003), Weir (1999) e Rawstron (2001). 


moléculas polimórficas, a qual lhe confere uma identidade única. No 
caso da célula B, essa molécula identificadora é uma imunoglobulina. 
Como as moléculas individuais de imunoglobulina contêm uma entre 
duas variedades de cadeia leve (K ou À), reagentes direcionados contra 
as cadeias leves podem ser utilizados como marcadores de clonalidade 
de células B (Braylan, 1993; Fukushima, 1996; Geary, 1993). 

No caso das proliferações de células T, o locus genético do recep- 
tor da célula T é mais complexo. No entanto, é possível utilizar uma 
série maior de reagentes dirigidos contra as famílias de cadeia do 
receptor da célula T para demonstrar a clonalidade de células T (Lima, 
2001; Morice, 2004). O uso de reagentes dirigidos contra receptores 
killer-inibitórios (antígenos KIR) foi também sugerido para permi- 


tir a demonstração da clonalidade de células NK (Morice, 2003). Por 
trás de todos esses ensaios, considera-se que a clonalidade equivale à 
malignidade. Enquanto a clonalidade é consequência necessária da 
neoplasia, a expansão clonal também é um componente normal e 
necessário da resposta imune que se segue à estimulação antigênica. 
Desse modo, a demonstração da clonalidade por si só não é inteira- 
mente suficiente para estabelecer o diagnóstico de um linfoma. 

Tem sido cada vez mais reconhecido que um subconjunto de indiví- 
duos — que, não fosse por isso, seriam considerados normais — podem 
apresentar pequenas populações clonais de linfócitos, mais bem docu- 
mentadas no caso das células B (Chen, 2004; Kussick, 2004; Rawstron, 
2002). Ao contrário do que ocorre na leucemia aguda, ainda não 
foram desenvolvidos critérios numéricos bem definidos que repre- 
sentem o grau de envolvimento de uma população clonal necessário 
para estabelecer o diagnóstico. Assim, ainda não foi esclarecido se 
essas populações clonais representam um estágio inicial subclínico da 
doença, uma população precursora não totalmente complementada 
pelas anormalidades genéticas necessárias a uma neoplasia, ou um 
achado incidental sem consequências clínicas. Por conseguinte, torna- 
-se necessário que os achados da citometria de fluxo sugestivos de lin- 
foma sejam trazidos para o contexto morfológico e clínico antes de 
estabelecer um diagnóstico definitivo de linfoma. 

Além da restrição da cadeia leve ou do uso restrito do gene do recep- 
tor B T, os linfomas, assim como as leucemias, apresentam alterações 
na expressão antigênica que promovem um desvio da maturação nor- 
mal. Em muitos casos, essas alterações também fornecem evidências 
de neoplasia. Além disso, alterações específicas detectadas em tipos 
específicos de linfoma muitas vezes possibilitam a classificação e o 
diagnóstico. Um exemplo é a expressão aumentada do antígeno CD5 
da célula T, seja na leucemia linfocítica crônica, seja no linfoma de 
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Figura 33.14 Leucemia pró-mielocítica aguda. A população de células neoplasicas é constituída de pró-mielócitos (vermelho) que apresentam expressão anormal dos 


antígenos relacionados à célula mieloide CD33 (brilhante) e CD13 (intermediária), além de uma intensa dispersão lateral que indica abundante granularidade citoplasmatica. 
A população não exibe expressão de CD34 e HLA-DR, que são antígenos comumente detectados em blastos mieloides verdadeiros, porém retém a expressão de CD117, que 
é detectado em um subgrupo de pró-mielócitos normais. Todavia, em contraste com os pró-mielócitos normais, as células anormais não apresentam expressão significativa de 





CD15 — uma anormalidade característica e comum desse distúrbio. 


células de revestimento (Matutes, 1994a; Tworek, 1998). A alteração 
da intensidade da expressão da imunoglobulina também constitui 
uma anomalia comum no linfoma de células B, e pode ser útil mesmo 
quando a expressão da imunoglobulina está totalmente ausente (Li, 
2002). O linfoma de células T, de modo similar, muitas vezes apresen- 
ta alterações que envolvem a expressão de um ou mais antígenos de 
célula T (Picker, 1987; Ginaldi, 1996a). Entretanto, é preciso ter espe- 
cial cuidado ao interpretar pequenas populações de células T fenoti- 
picamente anormais, sobretudo em sítios incomuns, pois existe um 
grande número de condições reativas que podem estar associadas a 
expansões de populações que não são vistas com frequência no sangue 
ou linfonodos normais (McClanahan, 1999). 

Um método ainda mais eficiente para diagnosticar linfomas consis- 
te em combinar a detecção da clonalidade à capacidade de identificar 
alterações de intensidade antigênica por citometria de fluxo multico- 
lorida. Exemplificando, o acoplamento da identificação de células B 
de centro folicular que utiliza CD19 e CD10 à detecção das cadeias 
leves K e À em uma análise com quatro cores permite reconhecer a 
existência de restrição de cadeias leves, especificamente na população 
de células B de centro folicular. Essa técnica aumenta de maneira sig- 
nificativa tanto a especificidade quanto a sensibilidade da análise. As 
Figuras 33.16 a 33.20 mostram exemplos de padrões imunofenotípi- 
cos observados em linfomas. Uma importante limitação desse tipo de 
análise refere-se à atual incapacidade de identificar na rotina casos de 
linfoma de Hodgkin ou linfoma de células B rico em células T, cujo 
aspecto comum é a dificuldade de detectar neoplasias compostas por 
grandes células atípicas, relativamente raras. 

A classificação do linfoma baseia-se na identificação de padrões espe- 
cíficos de expressão antigênica, que são similares a alguns estágios de 


maturação normais, ainda que se desviem suficientemente para per- 
mitir o reconhecimento da população anormal. Entre os linfomas de 
células B, existem duas entidades que podem ser diagnosticadas e classi- 
ficadas com alto grau de segurança, baseando-se apenas em dados imu- 
nofenotípicos: leucemia linfocítica crônica/linfoma linfocítico pequeno 
(LLC/LLP) e leucemia de células pilosas. A LLC/LLP é caracterizada pela 
coexpressão de CD5 pelas células B anormais, intensidade reduzida da 
expressão clonal de cadeias leves, expressão diminuída de uma varieda- 
de de antígenos de células B maduras (incluindo CD20, CD22 e CD79b) 
e presença do antígeno de ativação CD23 sem FMC7 (um epítopo de 
CD20) significativo (Serke, 2001) (Fig. 33.16). Essa constelação de 
achados imunofenotipicos é diagnóstica da LLC/LLP (Matutes, 1994a; 
Tworek, 1998). A única outra neoplasia de células B em que ha expres- 
são consistente de CD5 é o linfoma de células de revestimento. Trata-se 
de um tipo de linfoma mais agressivo, cuja distinção da LLC/LLP se faz 
importante. Assim, em contraste com a LLC/LLP, o linfoma de células 
de revestimento apresenta uma expressão relativamente brilhante de 
antígenos de células B (como CD20 e CD79b), expressão clonal de imu- 
noglobulina em níveis relativamente normais a elevados e expressão de 
FMC7 sem CD23 significativo (Fig. 33.17). Embora o linfoma de células 
de revestimento em geral possa ser distinguido de imediato da LLC/LLP, 
visto que outros distúrbios linfoproliferativos de baixo grau também 
expressam CD5 em determinadas ocasiões e mimetizam o fenótipo das 
células do manto, seu diagnóstico definitivo requer a demonstração de 
t(11;14) por FISH ou da superexpressão de ciclina D1 por imuno-histo- 
química. Essas neoplasias de células B CD5* raras não podem ser distin- 
guidas pelos critérios imunofenotípicos, sendo muitas vezes necessário 
combinar a história clínica e aos achados de anormalidades morfológi- 
cas e citogenéticas para obter uma classificação correta. 
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Figura 33.15 Leucemia mielomonocítica aguda. As células neoplásicas consistem em uma população relativamente pequena de blastos (vermelho) com uma população 
maior de células que apresentam diferenciação monocítica (violeta). Os blastos exibem expressão anormal de CD33 (brilhante), CD13 (intermediária), HLA-DR (intermediária) 
e CD117 (intermediária), e o CD34 está ausente. A diferenciação monocítica é refletida pela aquisição de antígenos de monócito precoce (CD64 — brilhante; e CD36 — 
intermediária a brilhante) em paralelo a outros antígenos de células mielomonociticas mais maduras (CD15 — intermediária; e CD11b — baixa a intermediária), sem aquisição 
significativa do antígeno de monócitos maduros CD14 (ausente), nem o ganho marcante na expressão de CD45 observado nessas células. Esse achado sugere a diferenciação 
para o estágio de pró-monócito, que engloba uma população celular usualmente incluída nas contagens morfológicas de blastos. Observa-se também um menor grau de 


diferenciação neutrofílica (verde). 


A leucemia de células pilosas caracteriza-se pelo aumento da expres- 
são de uma variedade de antígenos de células B (incluindo CD19, 
CD20 e CD22), restrição clonal de cadeia leve de superfície, aumen- 
to marcante da expressão de moléculas de adesão celular (CDllc e 
CD103) e expressão da cadeia a do receptor da IL-2 (CD25) (Fig. 
33.18) (Matutes, 1994b; Robbins, 1994). As células exibem, ainda, 
grau variável de dispersão lateral decorrente do citoplasma abundan- 
te que possuem, muitas vezes conferindo-lhes características de dis- 
persão da luz similares às dos monócitos. Esse achado, combinado à 
monocitopenia comum nesse distúrbio, constitui causa frequente de 
resultados falso-negativos, em particular quando se conta com portas 
relativamente estreitas para identificar a população de linfócitos, seja 
por meio de parâmetros de dispersão de luz, seja por CD45 versus dis- 
persão lateral. 

Outro achado imunofenotípico que auxilia a classificação do linfo- 
ma de células B é a detecção da expressão de CD10. A molécula CDIO 
é um antígeno presente em células B imaturas e em células B maduras 
normais, à medida que transitam pelo centro folicular. Entre os linfo- 
mas de células B, o CD10 é expresso na maioria dos casos de linfoma 
folicular (Almasri, 1998) (Fig. 33.19), em um subgrupo significativo 
de linfomas de células B grandes e no linfoma de Burkitt. Em cada 
um desses casos, a expressão de CD10 indica a origem a partir do cen- 
tro folicular. No linfoma folicular, a expressão de CD10 muitas vezes 
está acoplada a uma diminuição da intensidade da expressão de CD19 
(Yang, 2005), que difere dos níveis normais um pouco elevados dessa 
molécula detectados em células B normais do centro germinativo. A 
demonstração da superexpressão de Bcl-2 na população de células B 
CD10* pode ser bastante útil para confirmar uma neoplasia (Cook, 
2003), particularmente nos casos em que a expressão da cadeia leve de 


superfície está ausente, além de refletir a ocorrência de uma t(14;18) 
subjacente característica do linfoma folicular. Se por um lado apenas 
a positividade para CD10 não permite uma classificação definitiva, a 
presença dessa molécula reduz significativamente a possibilidade de 
as entidades serem consideradas, e a morfologia em geral é necessária 
para estabelecer a classificação definitiva. 

O papel da imunofenotipagem na classificação do linfoma de células 
T não é tão bem definido, embora tenham sido percebidas determina- 
das associações que requerem estudos mais amplos para serem valida- 
das. Como regra geral, a maioria dos linfomas de células T é composta 
de células T CD4” e exibe padrões anormais de expressão antigénica. 
Em um linfoma de células T angioimunoblásticas, as células T anor- 
mais são CD4” e comumente apresentam perda ou diminuição da 
expressão de CD3 de superfície (Serke, 2000), além de coexpressão 
anormal de CD10 (Attygalle, 2002) (Fig. 33.20). Na micose fungoide/ 
síndrome de Sézary, as células T anormais também são tipicamente 
CD4* e podem mostrar uma variedade de anormalidades imuno- 
fenotípicas, que comumente incluem alterações da intensidade da 
expressão de CD3 e CD4, bem como diminuição ou perda da expres- 
são de CD7 (Bogen, 1996; Lima, 2003). Todavia, CD7 normalmente é 
expresso de forma variável em células T CD4*. Uma expressão dimi- 
nuída está associada a um imunofenótipo de memória normal, e sub- 
populações expandidas que apresentam esse imunofenótipo podem 
ser encontradas em uma variedade de condições reativas, como nas 
lesões cutâneas inflamatórias (Murphy, 2002). Como consequência, a 
demonstração de uma perda de CD7 não permite por si só estabelecer 
uma classificação definitiva nem um diagnóstico definitivo de linfoma 
e, em geral, necessita da presença de anormalidades antigênicas adi- 
cionais para se tornar informativa. A expressão de CD30 combinada 
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Figura 33.17 Linfoma de células de revestimento. 

A população neoplásica de células B (dourado) 

mostra expressão dos antígenos de células B CD19 
(intermediária) e CD20 (intermediária), bem como 
restrição de cadeia leve x (brilhante) e coexpressão de 
CDS (intermediária) e FMC7 (intermediária), com CD23 
apenas baixa. O padrão geral de expressão antigênica 
difere daquele observado na LLC/LLP (ver Fig. 33.16) 

e sugere um linfoma de células de revestimento. O 
diagnóstico definitivo requer a demonstração da t(11;14) 
por FISH ou a superexpressão de ciclina D1 por imuno- 
histoquímica. 
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Figura 33.18 Leucemia de células pilosas. A população neoplasica de células B (vermelho) mostra expressão dos antígenos de células B CD19 (intermediária), CD20 
(brilhante) e CD22 (brilhante), bem como restrição de cadeia leve de superfície À (intermediária) com expressão aberrante das moléculas de adesão CD11c (luminosidade 
variável) e CD103 (intermediária), além de CD25 (intermediária). Esse imunofenótipo é diagnóstico da leucemia de células pilosas. Note a ausência de monócitos pela 
aquisição CD45 versus dispersão lateral, que é um achado característico desse tipo de leucemia. 





Figura 33.19 Linfoma folicular. A população neoplásica 
de células B (dourado) mostra expressão anormal 

dos antígenos de células B CD19 (fraca) e CD20 
(intermediária), bem como expressão de cadeia leve de 
superfície x (intermediária) e coexpressão do antígeno 
associado ao centro folicular CD10 (intermediária). A 
neoplasia exibe superexpressão de Bcl-2 citoplasmática, 
em razão da presença da t(14;18) característica do 
linfoma folicular. À superexpressão de Bcl-2, por si só, 
não é diagnóstica desse tipo de linfoma, mas quando 
combinada à expressão de CD10 torna-se muito mais 

específica, pois espera-se que as células B foliculares | V 
CD10" sejam negativas. 
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Figura 33.20 Linfoma angioimunoblastico de células T. A população neoplasica de células T (azul) mostra expressão dos antígenos associados à célula T CD2 (intermediária) e 
CDS (intermediária), em paralelo ao antígeno CD4 da célula T auxiliar. A expressão de CD3, contudo, está ausente. Além disso, as células neoplasicas coexpressam CD10. O 
imunofenótipo composto é caracteristicamente aquele observado no linfoma de células T angioimunoblástico. 


a um padrão aberrante de expressão de antígenos de célula T pode ser 
útil na identificação do linfoma de células anaplásicas grandes (Juco, 
2003). Por fim, o distúrbio linfoproliferativo grande granular (leu- 
cemia linfocítica grande granular) em geral é caracterizado por uma 
expansão clonal de células T CD8* que apresentem uma expressão 
variável reduzida de CD5 ou CD7, bem como expressão de antígenos 
associados à célula NK, tais como CD57, CD56 ou CD16 (Richards, 
1995). Entretanto, expansões clonais similares podem ser observadas 
em uma grande variedade de condições não neoplásicas, de modo que 
é necessário saber o contexto clínico em que as mesmas ocorrem para 
compreender seu significado clínico. 


Fatores prognósticos 

Como já mencionado, a citometria de fluxo é muito empregada 
para avaliar marcadores de importância prognóstica na LLC, entre 
os quais CD38 (Damle, 1999) e ZAP70 (Crespo, 2003). Apesar da 
ampla disponibilidade desses ensaios, a interpretação de seus resul- 
tados é problemática. A distribuição do CD38 nas células da LLC 
muitas vezes é contínua e indiscreta, e critérios arbitrários têm sido 
utilizados para distinguir casos positivos e negativos. Esse proble- 
ma adquire proporções ainda maiores quando se avalia a expressão 
de ZAP70. Esta, por vezes, é muito fraca; assim, surgiram questões 
acerca do melhor método para determinar a positividade. Todavia, 
a maioria dos casos é claramente positiva ou negativa para cada 
um desses marcadores, e muitos trabalhos publicados, que utili- 
zam técnicas variadas, demonstraram seu significado prognóstico. 
Entretanto, um certo número de casos com positividade limítrofe 
é considerado de maneira mais adequada como casos de expressão 
indeterminada. Até o presente, não foram encontrados marcadores 
prognósticos em outros tipos de linfomas que sejam tão bem estabe- 
lecidos quanto os marcadores da LLC/LLP. 


Alvos terapêuticos 

O anticorpo mais utilizado para fins terapêuticos é o antiCD20 (ritu- 
xamab). A determinação da expressão de CD20 é essencial para esta- 
belecer a adequação dessa terapia, ainda que a molécula seja expressa 
na grande maioria dos linfomas de células B. Após a terapia, embora 
células B possam persistir, apresentam perda da expressão do CD20. A 
avaliação das amostras que empregam mais de um marcador de célula 
B, como a combinação de CD19 e CD20, é útil para demonstrar a pre- 
sença de células B residuais que não expressam CD20. Anticorpos anti- 
CD52 (alemtuzamab) ocasionalmente são utilizados no tratamento de 
casos de linfoma refratários. Por conta dos efeitos colaterais associados 
a essa terapia, o registro da expressão dessa molécula se torna impor- 
tante, ainda que a maioria dos linfomas expresse CD52. 


Detecção de doença residual mínima 

A detecção de baixos níveis de envolvimento pode ser importante 
para o estadiamento acurado de pacientes com linfoma (Douglas, 
1999). Isso é particularmente aplicável aos estudos realizados em 
medula óssea, nos quais pequenas populações de células B com res- 
trição de cadeia leve são detectadas em casos cuja morfologia é nega- 
tiva ou equivocada (Stacchini, 2003; Sanchez, 2002; Palacio, 2001; 
Duggan, 2000), embora o aspecto custo-efetividade dessa abordagem 
tenha sido questionado (Hanson, 1999). De modo semelhante, o san- 
gue periférico pode ser avaliado quanto à presença de linfomas, com 
a finalidade de auxiliar na determinação do momento ou da adequa- 
ção da coleta de células-tronco. Nesse caso, o produto de células-tronco 
obtido pode ser testado quanto à presença de linfoma residual, a fim 
de minimizar a quantidade de tumor que é reinfundida nos pacien- 
tes submetidos a transplantes de medula óssea. Assim como na leu- 
cemia aguda, estudos sobre doença residual mínima foram aplicados 
a pacientes com LLC e demonstraram a existência de uma associação 


entre a presença de doença residual após a terapia e a ausência de 
eventos e sobrevida geral (Moreton, 2005; Rawstron, 2001). Em tais 
casos, os métodos que demonstram as populações clonais de células 
B com restrição de cadeia leve não são tão sensíveis quanto aqueles 
que se baseiam na detecção de pequenas populações fenotipicamente 
aberrantes que adotam princípios similares aos empregados nos casos 
de leucemia aguda. 


Neoplasias de plasmócitos 

As neoplasias de plasmócitos em geral não são difíceis de identificar 
por citometria de fluxo (Ruiz-Arguelles, 1994; Ocqueteau, 1998). A 
expressão luminosa de CD38 e/ou CD138 é utilizada para reconhe- 
cer a população de plasmócitos, cujas anormalidades são a reduzida 
expressão de CD45 e CD19 e uma coexpressão anormal de CD56 ou 
CD117 combinadas à detecção de uma restrição de cadeia leve cito- 
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plasmatica. A Figura 33.21 ilustra um exemplo de anormalidade imu- 
nofenotípica encontrada em neoplasias de plasmócitos. É importante 
admitir que a análise por citometria de fluxo tipicamente subestima o 
porcentual de plasmócitos presentes em uma determinada amostra, às 
vezes de forma dramática, possivelmente em decorrência de agregação 
e apoptose dessas células. 


Síndromes mielodisplásicas e distúrbios 
mieloproliferativos 

Os mesmos princípios adotados para identificar outras neoplasias 
hematopoéticas são aplicáveis à identificação das síndromes mielo- 
displásicas e distúrbios mieloproliferativos (Kussick, 2003a, b; Wells, 
2003; Elghetany, 1998). Anormalidades que envolvem a expressão 
antigênica podem ser detectadas em blastos mieloides, neutrófilos e 
monócitos em maturação. Entre essas anormalidades, as mais comuns 
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Figura 33.21 Neoplasia de plasmócitos. A população neoplásica de plasmócitos (verde) é identificada pela expressão brilhante de CD38, porém mostra expressão anormal 
de CD45 (baixa), CD19 (ausente) e restrição de cadeia leve citoplasmática À, com expressão aberrante de CD56 (brilhante). Esse imunofenótipo é caracteristicamente 

aquele observado em uma variedade de neoplasias de plasmócitos, incluindo mieloma múltiplo, plasmocitoma e gamopatia monoclonal de significado incerto (MGUS). A 
classificação definitiva requer correlação clínica e laboratorial. 
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são alterações da intensidade da expressão de CD34, CD117 e HLA- 
DR, bem como expressão aberrante de antígenos como CD7 ou CD56 
em blastos mieloides, padrões anormais de expressão de CD13 e 
CD16 e diminuição da dispersão lateral em neutrófilos em processo 
de maturação, além da expressão aberrante de CD56 em monócitos 
em maturação (Kussick, 2003b; Wells, 2003). Anomalias semelhan- 
tes e uma basofilia adicional podem ser identificadas em distúrbios 
mieloproliferativos (Kussick, 2003a), embora tenham sido menos 
estudadas. Enquanto as anormalidades podem ser demonstradas em 
essencialmente todos os casos que apresentam irregularidades citoge- 
néticas, a mielodisplasia de baixo grau que afeta sobretudo a linhagem 
eritroide, bem como policitemia vera e trombocitemia essencial, não 
são identificadas de forma consistente até o momento, e novos méto- 
dos se fazem necessários. A Figura 33.22 ilustra um exemplo de anor- 
malidade imunofenotípica encontrada na mielodisplasia. 


Hemoglobinúria paroxística noturna 

Certos distúrbios hematopoéticos não neoplásicos podem ser diag- 
nosticados ao utilizar os mesmos princípios adotados para a identi- 
ficação das neoplasias hematopoéticas. A hemoglobinúria paroxística 
noturna (HPN) é um distúrbio clonal de células-tronco adquirido, 
que se caracteriza pela perda de proteínas de superfície celular em 
toda a progênie de células-tronco hematopoéticas, incluindo eritró- 
citos, neutrófilos, monócitos, linfócitos e plaquetas. A perda dessas 
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proteínas decorre de uma mutação que envolve uma enzima essen- 
cial à síntese da ligação glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), utilizada para 
ligar essas proteínas à superfície celular. A perda das proteínas ligadas 
por GPI é prontamente detectada por citometria de fluxo (Richards, 
2000), e este é o principal método diagnóstico para essa doença. Para 
fins de exame clínico, recomenda-se que ao menos dois antígenos liga- 
dos por GPI sejam avaliados em no mínimo duas linhagens celulares 
distintas. Os antígenos mais avaliados são CD55 e CD59, tanto em 
eritrócitos quanto em leucócitos sanguíneos; CD14 em monócitos; e 
CD66b em granulócitos. Plaquetas e linfócitos em geral não são ava- 
liados. Outro reagente cada vez mais utilizado no diagnóstico da HPN 
é um derivado fluorescente de uma forma mutante de toxina bacteria- 
na — a aerolisina. Essa molécula se liga especificamente à ligação GPI 
e pode identificar células deficientes dessa ligação com alto grau de 
sensibilidade e especificidade (Brodsky, 2000). 


Resumo 


A citometria de fluxo é uma técnica eficiente, rápida e custo-efetiva 
para identificação e monitoramento de neoplasias hematopoéticas. O 
sucesso de sua implantação requer atenção cuidadosa ao desempenho 
do equipamento e dos reagentes utilizados, bem como sólidos conhe- 
cimentos de trabalho acerca dos padrões normais de expressão antigê- 
nica das células hematopoéticas. 
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Figura 33.22 Mielodisplasia. Uma amostra obtida de paciente com mielodisplasia de baixo grau (linha inferior) é comparada a uma amostra de medula óssea normal 

(linha superior). As anormalidades comumente encontradas na mielodisplasia são hipogranularidade de neutrófilos indicada por uma reduzida dispersão lateral (esquerda), 
diminuição da expressão de CD45 em blastos (vermelho, esquerda), homogeneidade de blastos mieloides (vermelho, esquerda, centro), aquisição de antígenos associados 
à Célula linfoide (CD2, CD5, CD7 ou CD56) em blastos mieloides (direita, centro) e padrões anormais de maturação mielomonocítica, como expressão irregular de CD13 e 
CD16 em formas neutrofílicas em maturação (direita). A redução da dispersão lateral é mais bem observada quando se compara as posições relativas de neutrófilos (verde) e 
monócitos (vermelho-carmim). É a presença combinada dessas anormalidades que sugere um distúrbio de células-tronco mieloides, como mielodisplasia. 
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Conceitos imuno-hematológicos básicos 
Antígenos dos grupos sanguíneos 
Anticorpos para grupos sanguíneos 
Sistema complemento e bancos de sangue 


Antigenos eritrocitários e anticorpos 
Sistema de grupo sanguíneo ABO (ISBT nº 001 e 018) 
Sistema de grupo sanguíneo MNSs (ISBT nº 002) 
Sistema de grupo sanguíneo P (ISBT nº 003 e 028) 
Sistema de grupo sanguíneo Rh (ISBT nº 004) 
Sistema de grupo sanguíneo Lutheran (ISBT nº 005) 
Sistema de grupo sanguíneo Kell e Kx 

(ISBT nº 006 e 019 

Sistema de grupo sanguíneo Lewis (ISBT nº 007) 
Sistema de grupo sanguíneo Duffy (ISBT nº 008) 
Sistema de grupo sanguíneo Kidd (ISBT nº 009) 
Sistema de grupo sanguíneo Diego (ISBT nº 010) 
Sistema de grupo sanguíneo Cartwright (ISBT nº 011) 
Sistema de grupo sanguíneo Xg (ISBT nº 012) 
Sistema de grupo sanguíneo Scianna (ISBT nº 013) 
Sistema de grupo sanguíneo Dombrock (ISBT nº 014) 
Sistema de grupo sanguíneo Colton (ISBT nº 015) 
Sistema de grupo sanguíneo LW (ISBT nº 016) 


PONTOS-CHAVE 
AD «Os antígenos dos grupos sanguíneos desempenham 


uma variedade de papéis fisiológicos, como estruturas 
de membrana envolvidas na manutenção da integridade do cit- 
oesqueleto dos eritrócitos, no transporte na membrana, na sinaliza- 
ção celular, na regulação imune do complemento e como recep- 
tores/moduladores de doença. 


e Os antígenos do grupo histossanguineo ABO expressam-se em 
ampla escala por todo o corpo, sendo o único grupo ok mais 
importante para a seleção e a transfusão de hemoderivados, bem 
como um dos principais fatores considerados nos transplantes de 
órgãos sólidos e medula óssea. 
e A resposta imune do recent à exposição a antígenos eritrocitários 
estranhos em decorrência de transfusão ou gravidez pode incluir a 
rodução de anticorpo e a ativação do complemento, resultando em 
eólico (p. ex., reação transfusional; doença hemolítica do recém- 
nascido [DHRN])). 
e Testes pré-transfusões e perinatais são realizados para prevenir as 
reações transfusionais e a DHRN, devendo incluir avaliações so- 
rológicas básicas de tipagem para os antígenos ABO e Rh, detecção/ 
identificação de anticorpo e reações cruzadas. 
° Reagentes para a antiglobulina humana usados em testes diretos 
ou indiretos são parte integrante de praticamente todas as técnicas 
de detecção e identificação de anticorpos eritrocitários. 
e Pacientes com problemas sorológicos complexos, como anticorpos 
contra antígenos de alta frequência e autoanticorpos, podem requer- 
er a utilização de uma variedade de estudos imuno-hematológicos 
especiais (enzimáticos, de adsorção, de eluição) para que se possa 
fazer uma transfusão de sangue compatível. 


Conceitos imuno-hematológicos básicos 


O termo imuno-hematologia refere-se ao estudo sorológico, genético, 
bioquímico e molecular dos antígenos associados a estruturas da mem- 
brana nos constituentes celulares do sangue, além das propriedades 
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imunológicas e das reações de todos os componentes e constituentes 
sanguíneos. As descobertas fundamentais na área da imuno-hematolo- 
gia tiveram papel integral no desenvolvimento da medicina da transfu- 
são, que representa um ramo da patologia clínica que abrange a trans- 
fusão de sangue e seus componentes e derivados (ver Cap. 35). Nessa 
relação integrada, os imuno-hematologistas realizam uma variedade de 
exames sorológicos laboratoriais, avaliam e interpretam as reações ob- 
servadas e promovem investigações avançadas selecionadas para ajudar 
no estudo da patogênese, do diagnóstico, da prevenção e do tratamen- 
to da imunização associada à transfusão, à gestação e ao transplante de 
órgãos. À imunogenética passou a ter um papel maior, substituindo os 
métodos imuno-hematológicos empregados na resolução de problemas 
de paternidade. Com o passar dos anos, a pesquisa no campo da imu- 
no-hematologia contribuiu de forma significativa para o entendimen- 
to fundamental da genética humana e da imunologia e a elucidação da 
estrutura e da função da membrana celular, além de sua aplicação nas 
áreas da antropologia e da ciência forense. A hemaférese facilitou e in- 
tensificou os bancos de tecido e as terapias direcionadas com a prepara- 
ção e a modificação de hemocomponentes e hemoderivados. 


Antígenos dos grupos sanguíneos 


A expressão grupo sanguíneo refere-se não só aos sistemas de an- 
tígenos eritrocitários codificados geneticamente, mas também à di- 
versidade imunológica expressa por outros constituintes sanguíneos, 
incluindo leucócitos, plaquetas e plasma. Os antígenos constituintes 
do sangue que são produzidos por alelos em um único locus gênico 
ou por um grupo de loci estreitamente ligados que constituem um sis- 
tema antigénico de grupo sanguíneo. A maioria dos genes de grupo 
sanguíneo, com poucas exceções, está localizada nos cromossomos 
autossômicos e é herdada de acordo com as regras mendelianas da 
hereditariedade, levando à sua aplicação como úteis marcadores gené- 
ticos. A maioria dos alelos de grupos sanguíneos também demonstra 
codominância, significando que heterozigotos gênicos em um locus 
particular expressam ambos os produtos gênicos. 
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Muitas estruturas associadas à membrana das células sanguíneas e 
dos constituintes do plasma podem ser definidas como antígenos por 
terem a capacidade de reagir com um anticorpo complementar ou um 
receptor celular. Em sua maioria, esses antígenos também são imu- 
nógenos, pois são capazes de desencadear uma resposta imunológica 
mediada por anticorpo se introduzidos como substância estranha em 
um hospedeiro responsivo. Cada antígeno pode ter uma variedade de 
epítopos diferentes ou determinantes antigênicos específicos. Epíto- 
pos são regiões imunologicamente ativas distintas do antígeno, cuja 
configuração molecular confere a capacidade de interagir com recep- 
tores da membrana do linfócito ou do anticorpo complementar se- 
cretado. No processo de estimulação antigênica, muitas células estão 
envolvidas no reconhecimento dos vários epitopos contidos dentro de 
um complexo antigênico. 


Imunogenicidade 

A capacidade de um antígeno de desencadear resposta imune é conhe- 
cida como sua imunogenicidade. A imunogenicidade de um antígeno é 
determinada não só por certas características inatas do próprio antíge- 
no, mas também pela responsividade imune do hospedeiro, determina- 
da geneticamente. As características dos antígenos que determinam sua 
imunogenicidade incluem o grau de estranheza; o tamanho e a configu- 
ração celular, que podem mudar com a temperatura, o pH e o ambiente 
iônico; e a complexidade antigênica, conforme medida realizada pelo 
número de epítopos disponíveis ou determinantes antigênicos. 

Os antígenos dos grupos sanguíneos variam muito na sua capacida- 
de de desencadear uma resposta imune. Os antígenos A, Be D (Rh,) 
certamente são os mais imunogênicos e, portanto, todo sangue a ser 
transfundido tem de ser previamente testado com relação à presença 
desses antígenos, comparando-se o sangue do doador com o do recep- 
tor. Aproximadamente 50 a 75% dos indivíduos negativos para o an- 
tígeno D produzem anti-D se receberem a transfusão de apenas uma 
unidade de sangue D positivo. Depois do antígeno D, o K é o próximo 
mais imunogênico, seguido pelo Fy* e pelos antígenos comuns Rh, 
com base na frequência com que são encontrados seus anticorpos cor- 
respondentes. Pelo mesmo critério, outros antígenos de grupos san- 
guíneos comuns, como Fy”, Jk, Jk? e s, são muito menos imunogêni- 
cos. As imunogenicidades relativas de alguns antígenos eritrocitários 
de importância clínica estão relacionados na Tabela 34.1. 


Características químicas 

A composição química, a complexidade e o tamanho molecular de 
um antígeno determinam a maioria de suas propriedades físicas e 
biológicas, inclusive a imunogenicidade. Como regra geral, polissaca- 
rídeos puros não são imunogênicos, exceto em certas espécies, como 
humanos e camundongos (Virella, 2001). Também lipídeos puros e 
ácidos nucleicos não são imunogênicos, mas podem ser antigênicos, 
pois podem agir como haptenos. Os haptenos são grupamentos qui- 
micos bem definidos e muito pequenos para serem imunogênicos em 
si, Mas podem induzir uma resposta de anticorpo quando ligados a 
uma proteína carreadora. 

Embora a proteína pura possa ser imunogênica, os imunógenos mais 
potentes em geral são glicoproteinas macromoleculares complexas e li- 
poproteinas. Assim, não é surpresa que os antígenos eritrocitários sejam 
glicoproteínas, lipoproteínas e glicolipídeos. Experimentos com políme- 
ros de cadeia peptídica mostraram que aminoácidos aromáticos, como 
a tirosina e a fenilalanina, podem contribuir de forma significativa para 
a imunogenicidade global (Virella, 2001). Nas glicoproteínas, a imuno- 
genicidade também pode ser influenciada pela extensão da ramificação 
nas cadeias laterais de polissacarídeos. Embora a imunogenicidade de 
um antígeno tenha relação com a estrutura molecular complexa total, 
as áreas em que o antígeno se combina com o anticorpo específico (i. e., 
os epitopos) em geral são limitadas a uma ou a poucas estruturas sim- 
ples (açúcares terminais, aminoácidos) expostas na superfície exterior e 
móvel da molécula (Roitt, 2001), geralmente denominadas estruturas 
imunodominantes porque determinam a especificidade e a energia de 
ligação ótima das interações antígeno-anticorpo. 


Densidade antigênica 
O número de sítios antigênicos em uma substância estranha, seja 
uma molécula complexa ou uma célula, contribui para a força e o re- 


Tabela 34.1 Imunogenicidade relativa de antígenos de grupos sanguíneos 
selecionados clinicamente importantes 


D 0,70 K 0,10 

G 0,041 E 0,0338 
k 0,030 e 0,0112 
Fy? 0,0046 C 0,0022 
je 0,0014 S 0,0008 
Jk? 0,0006 S 0,0006 


* Esses valores representam a porcentagem aproximada de pessoas negativas para um 
antigeno especifico que, se transfundido com uma unidade de sangue positivo para o 
antigeno correspondente, desenvolveriam anticorpos para aquele antigeno especifico. 
Quando a potência relativa do antigeno K é de 0,1, conforme estimada por Kornstad 
(1958), a potência relativa de outros grupos sanguíneos pode ser estimada conforme 
mostrado por Mollison (1993). 


sultado final de uma resposta imunológica. Estudos sobre os antíge- 
nos dos grupos sanguíneos demonstraram que a densidade antigêni- 
ca contribui para a eficiência da ligação do anticorpo e a extensão da 
ativação do complemento, determinando, assim, a probabilidade de 
hemólise de eritrócitos. 

Várias técnicas foram empregadas ao longo dos anos para deter- 
minar o número de cópias de antígenos específicos na membrana 
do eritrócito. Em termos históricos, o radioimunoensaio (RIA) (Hu- 
ghes-Jones, 1971), o ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA) 
(Caren, 1982) e a microscopia eletrônica com a utilização de anti- 
imunoglobulina marcada com ferritina (Masouredis, 1980) foram 
usados para calcular indiretamente o número de locais antigênicos 
nas membranas eritrocitárias. Mais recentemente, a citometria de 
fluxo foi usada para quantificar e analisar a distribuição do antígeno 
eritrocitário em numerosos sistemas de grupos sanguíneos (Nance, 
1988). A Tabela 34.2 mostra as densidades estimadas dos antígenos 
eritrocitários comuns. 


Anticorpos para grupos sanguíneos 


Imunoglobulinas e ligação ao antígeno 

Imunoglobulinas são moléculas de proteína produzidas em resposta 
à estimulação antigênica que demonstram atividade específica de an- 
ticorpo. Para entender os anticorpos, primeiro é preciso familiarizar- 
se com a estrutura e a função da imunoglobulina. Nas Tabelas 34.3 e 
34.4 estão resumidas as informações sobre imunoglobulinas relevan- 
tes para os bancos de sangue. 

A especificidade de um anticorpo é determinada pelas regiões hi- 
pervariáveis ou determinantes da complementariedade de uma mo- 
lécula de imunoglobulina. Existem 3 regiões hipervariáveis em cada 
uma das cadeias leves e pesadas que compreendem a molécula da 
imunoglobulina (Roitt, 2001). A heterogeneidade da sequência de 
aminoácidos nas regiões hipervariáveis, que permite a modificação 
na configuração das cadeias peptídicas nas alças variáveis, determina 
a especificidade de combinação para cada anticorpo. O sítio combi- 
nante de um anticorpo, no qual ele fica em contato físico com um 
determinante antigênico ou um epítopo, é denominado parátopo. 
No caso de antígenos simples e lineares (epítopos sequenciais), o sí- 
tio de combinação pode estar em contato com 5 ou 6 aminoácidos 
ou unidades de hexose. No caso de um antígeno de proteína globu- 
lar, até 16 aminoácidos do que geralmente é um epítopo descontínuo 
ou conformacional podem estar em contato com o sítio combinante 
de anticorpo (Roitt, 2001). 

A ligação envolve a formação de múltiplas ligações não covalentes 
entre o antígeno e os aminoácidos do parátopo. As forças atrativas en- 
tre antígeno e anticorpo, que incluem forças eletrostáticas e de van der 
Waal, pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas, tornam-se sig- 
nificativas quando a distância entre os grupos que interagem é peque- 
na. Como resultado, quanto melhor a adaptação física entre epítopo e 
parátopo, maiores a energia global da ligação e a afinidade da reação 
resultante entre anticorpo e antígeno (Roitt, 2001). 


Tabela 34.2 Número de locais da membrana para antígenos eritrocitários nativos selecionados, estimado por radioimunoensaio* 


Antigeno Fenótipo Número de 
locais antigênicos 
A A, adulto, 810-1.170 x 10º 
recém-nascido 250-370 x 103 
A, adulto, 240-290 x 10° 
recém-nascido 140 x 107 
A,B adulto 460-850 x 10° 
recém-nascido 220x 10° 
A-B adulto, 140 x 103 
B B adulto 750 x 10° 
A,B adulto 430x 10º 
| l+ 500 x 10° 
K K+k- 6,1x 10° 
K+k+ 3,5x 10° 


* Valores de Mollison (1993). 


Table 34.3 Propriedades importantes das classes de imunoglobulina 


(Ig) humana 

IgG IgM IgA IgD IgE 
Isotipo de cadeia pesada y LL a Ô E 
Cadeias leves K ou À K ou À K ou À KouA Koua 
Número de unidades 1 5 ta? 1 1 
de 4 peptídeos 
Valência (ligação 2 5(10)* 2a4 2 2 
a antigeno) 
Desenvolvimento de Primário Primário 
resposta imune tardio, precoce 

secundário 
Meia-vida in vivo (dias) 21 10 6 3 2 
Concentração sérica 8a 16 0,5 a 2 14a4 0a0,04 Traço 
(mg/mL) 
Percentagem de Ig 80 6 13 0al 


sérica total 


Distribuição extravascular Tecido Líquidos Secreções Secreções 

Reagentes inativados - +++ + 

por sulfidrilo 

Atravessa a placenta Sim Não Não Não Nao 

Induz aglutinação + +444 ++ 

Fixa complemento ++ +++ + - - 
(clássica) (clássica) (alternativa) 

Liga de receptores +++ ~ + - + 


Fey 


* Valência de 10 só é observada com haptenos muito pequenos. 
Dados de Roitt (2001). 


Aloanticorpos e autoanticorpos para grupos sanguíneos 

A maioria dos anticorpos para grupos sanguíneos de importância 
clínica enquadra-se nas classes IgG ou IgM das imunoglobulinas, com 
formas de IgA ocasionais encontradas entre autoanticorpos e contra 
antígenos em certos sistemas de grupo sanguíneo. Os anticorpos de 
grupos sanguíneos em geral são classificados como (1) aloanticorpo, 
que reage com um antígeno estranho não presente nos eritrócitos do 
paciente, ou (2) autoanticorpo, que reage com um antígeno das pró- 
prias células do paciente. Os autoanticorpos eritrocitários são discuti- 
dos mais adiante neste capítulo. 

Alguns aloanticorpos para os antígenos eritrocitários são denomi- 
nados “de ocorrência natural” — ou seja, o estímulo antigênico é des- 
conhecido. Os anticorpos de ocorrência natural podem aparecer regu- 


Antigeno Fenótipo Número de 
locais antigênicos 

D DCce 9,9-14,6 x 10º 
Dce 12-20 x 10º 
DcEe 14-16,6 x 10° 
DCe 14,5-19,3 x 10° 
DcE 15,5-33,3 x 10º 
DCcEe 23-21 x 10º 
D-- 110-202 x 10º 
D fraco (D!) 0,8-3 x 10º 
c+C- 70-85 x 10° 
c+C+ 37-53 x 10º 
e+E- 18,2-24,4 x 10º 
e+E+ 13,4-14,5 x 10° 
e-E+ 0,45-25,6 x 10º 


Table 34.4 Algumas propriedades conhecidas das 4 subclasses de 
imunoglobulina G 


Subclasse de cadeia y1 y2 y3 y4 

pesada 

Marcadores alotípicos a x, fiz N b0, b1, b3, 4a, 4b 
g,s,tetc.  (isoalotipos) 

Meia-vida in vivo (dias) 21 21 7 21 

Concentração sérica 64a70 23a28 4a7 3a4 

relativa (%) 

Transferência placentária ++ + ++ ++ 

Fixação de complemento +++ ++ ++++ + 

Ligação a macrófagos +++ + +++ + 

Ligacao a proteina Sim Sim Nao Sim 

estafilocócica A 

Anticorpos que exibem Anti-Rh Antidextranos Anti-AHF 


restrição de subclasse 
Dados de Roitt (2001). 


Subclasses IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 da IgG 


larmente no soro de pessoas que não têm o antígeno correspondente, 
assim como no sistema de grupo sanguíneo ABO. Outros anticorpos 
de ocorrência natural são produzidos apenas em pequenos subcon- 
juntos de indivíduos. 

A maioria dos aloanticorpos de grupos sanguíneos é produzida como 
resultado da imunização a antígenos eritrocitários estranhos ou por ex- 
posição mediante transfusão de componentes sanguíneos ou durante a 
gravidez, em geral no momento do parto. É a presença de tais aloanticor- 
pos para os eritrócitos que requer a seleção de componentes específicos 
negativos para o antígeno para a transfusão. A identificação de aloan- 
ticorpos e a seleção de componentes sanguíneos compatíveis continua 
sendo a função mais importante de um serviço médico de transfusão. 


Sistema complemento e bancos de sangue 


O complemento desempenha papel fundamental na fisiopatologia 
da hemólise, por causa de seu envolvimento na sensibilização e na 
destruição de eritrócitos transfundidos por aloanticorpo ou da des- 
truição de eritrócitos por autoanticorpos autólogos. O complemento 
também é importante nos testes imuno-hematológicos. 


Papel do complemento na destruição dos eritrócitos 


A ligação do anticorpo aos antígenos eritrocitários é a razão mais 
comum para a ativação do complemento na membrana eritrocitária 
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in vivo. O complemento também pode ser ativado nos eritrócitos via 
um complexo carreador/anticorpo hapteno, como eritrócitos cober- 
tos por penicilina e anticorpos antipenicilina. Os componentes do 
complemento também podem se ligar à membrana via um mecanis- 
mo inespecífico induzido por certos fármacos, ou quando eritrócitos 
são “espectadores inocentes” em outra reação imune. 

Os complexos eritrócito-anticorpo em geral ativam o complemento 
pela via clássica. No entanto, o modo de destruição e a extensão da 
hemólise de eritrócitos dependem primordialmente da imunoglobu- 
lina envolvida e da atividade do sistema reticuloendotelial (SRE) do 
indivíduo. 

Hemólise intravascular. A hemólise intravascular de eritrócitos em 
geral é causada por anticorpos direcionados contra os antígenos 
ABO. Raramente outros anticorpos IgM do grupo sanguíneo, bem 
como alguns anticorpos IgG, que são ativadores potentes do com- 
plemento (p. ex., anticorpos do sistema Kidd de grupo sanguíneo), 
podem induzir hemólise intravascular. Ocorre lise intravascular 
quando grandes quantidades de complemento são ativadas rapida- 
mente, resultando em ativação completa da cascata do complemen- 
to, com montagem do complexo de ataque terminal da membrana 
(C5b6789). Esse complexo polimeriza-se formando poros na mem- 
brana eritrocitária, de modo que o líquido extracelular entra na célu- 
la, fazendo com que ela intumesça e se rompa por lise osmótica. 
Hemólise extravascular. Anticorpos IgG causam a maioria dos even- 
tos de hemólise extravascular via SRE, que remove eritrócitos cobertos 
por complemento. Quando os anticorpos IgG ligam-se aos eritrócitos 
e ativam o complemento, as proteínas reguladoras do complemento 
comumente param o processo de ativação no nível C3/C4. O C3b li- 
gado a eritrócitos é degradado em iC3b, que é enzimaticamente inati- 
vo, pelo fator I e pelo fator H. O iC3b é degradado, ainda, para C3c e 
C3dg pelo fator I e pelo CR1, um cofator e receptor de C3b/C4b (Fre- 
edman, 1994) (Fig. 34.1). O fator acelerador de decaimento (DAF) 
também participa do processo, inibindo a formação e promovendo a 
degradação da convertase do C3 (C4b2b). Nos eritrócitos, o CR1 e o 
DAF conduzem os antígenos dos grupos sanguíneos Knops e Cromer, 
respectivamente. 

De início, os eritrócitos cobertos com C3b/iC3b são rapidamente se- 
questrados no fígado por monócitos e macrófagos, que têm receptores 


para o C3b (Tab. 34.5). Embora células fagocíticas também tenham 
receptores para o C4b, seu papel na hemólise imune de eritrócitos — se 
é que desempenha algum — não está definido (Freedman, 1994). Uma 
parte dos eritrócitos sequestrados no fígado é imobilizada e destruída 
por fagocitose, com meia-vida de cerca de 2 minutos (Mollison, 1993). 
Entretanto, em 15 a 20 minutos, a destruição fica mais lenta, e muitas 
das células escapam da destruição extravascular pela ação da proteína 
reguladora do complemento, o fator I, conforme já foi mencionado. 
O C3dg, o fragmento iC3b produzido pela clivagem do fator I, conti- 
nua aderido aos eritrócitos, mas não tem propriedades enzimáticas ou 
de opsonização. Como resultado, os eritrócitos sequestrados cobertos 
pelo C3dg são liberados de volta na circulação e sobrevivem normal- 
mente (Fig. 34.1). Na circulação, o C3dg é clivado, deixando C3d ade- 
rido à membrana do eritrócito. 

Na ausência de ativação do complemento, os eritrócitos cobertos por 
IgG são removidos por células fagocíticas via receptores Fcg. Embora 
a fagocitose não dependa do complemento, Mollison (1989) demons- 
trou que os eritrócitos cobertos com IgG e complemento tendem a 
apresentar remoção acelerada pelo fígado, enquanto os eritrócitos co- 
bertos apenas com IgG tendem a ser destruídos mais lentamente no 
baço, exibindo um padrão de remoção com meia-vida mínima de 20 
minutos. Teoricamente, os eritrócitos cobertos apenas com anticorpo 


Tabela 34.5 Receptores de complemento nas células humanas 


Receptor Ligante Distribuição 

CR1 (CD35) C3b, C4b Eritrócitos, neutrófilos, mondci- 
tos, macrófagos, linfócitos B, 
células dendríticas foliculares 

CR2 (CD21) C3d, C3dg, iC3b Células B 


CR3 (CD11b/CD18)* iC3b Monócitos, macrófagos, neutrófi- 


los, Células natural killers 
CR4 (CD11c/CD18)* iC3b 


* Membros da família de receptores da integrina. 


Figura 34.1 Ação do fator | 

na liberação de eritrócitos co- 
bertos com C3b sequestrados 
do sistema reticuloendotelial. 


Clivagem enzimática pelo fator | 
com CR1 e/ou fator H | 





< / Macréfago 


IgG também poderiam ser os alvos de mecanismos de citotoxicidade 
celular dependente do anticorpo (Mollison, 1993) porque as células 
natural killer possuem receptores Fcg. 


Antígenos eritrocitários e anticorpos 


Mais de 700 antígenos eritrocitários foram relatados e organizados 
em 29 sistemas de grupos sanguíneos pela International Society of 
Blood Transfusion (ISBT) (Tab. 34.6). Muitos antígenos eritrocitá- 
rios descritos são antígenos de alta frequência ou públicos expressos 
pela maioria dos doadores (mais de 90 a 99%), enquanto outros são 
extremamente raros (antígenos particulares). Na próxima seção, os 
antígenos eritrocitários e anticorpos mais comuns encontrados nos 
serviços de transfusão serão revistos. A Tabela 34.7 fornece um re- 
sumo dos vários aloanticorpos comumente encontrados, de acordo 
com sua classe de imunoglobulina, sua fase sorológica de detecção, 
seu significado clínico e as estatísticas sobre a existência de sangue 
compatível. 


Sistema de grupo sanguíneo ABO 
(ISBT nº 001 e 018) 


Descoberto originalmente em 1900, o sistema ABO de grupo san- 
guíneo é o mais importante para a seleção e a transfusão de sangue. Os 
antígenos do grupo histossanguíneo, epitopos ABO, são encontrados 


em muitos tecidos e líquidos corporais, inclusive eritrócitos, plaquetas 
e células endoteliais (Issitt, 1998). Por sua ampla expressão, os antíge- 
nos ABO também são um dos principais elementos considerados nos 
transplantes de órgãos sólidos e medula óssea. 

O sistema ABO de grupo sanguíneo consiste em 3 antígenos, A, B 
e H, e 4 fenótipos: grupos A, B, AB e O. A e B são antígenos codomi- 
nantes autossômicos (ISTB nº 001) e expressam-se nos eritrócitos dos 
grupos A, Be AB, respectivamente. Em contraste, o fenótipo do grupo 
O é um fenótipo autossômico recessivo, refletindo a ausência de um 
gene ABO funcional. Os indivíduos do grupo O expressam o antígeno 
H (ISBT nº 018), o precursor biossintético dos antígenos A e B (Fig. 
34.2). O grupo O é o fenótipo ABO mais frequente na maioria das po- 
pulações testadas, em particular entre os nativos dos EUA. A expres- 
são dos antígenos ABO nos eritrócitos em geral é acompanhada pela 
presença de anticorpos de ocorrência natural contra o(s) antígeno(s) 
antitético(s) perdido(s). A Tabela 34.8 mostra as reações sorológicas e 
as frequências dos 4 principais fenótipos ABO. 


Fenótipos nulos e fracos 

O sistema ABO também contém vários fenótipos associados à ex- 
pressão do antígeno ABO enfraquecida, anômala ou mesmo com- 
pletamente ausente. Os subtipos ABO mais comuns encontrados nos 
bancos de sangue são A, e A, (Tab. 34.9). Os doadores Al distinguem- 
se dos doadores A, pela aglutinação dos eritrócitos A, pelo Dolichos 
biflorus. Uma comparação dos eritrócitos A, e A, indica diferenças 


Tabela 34.6 Terminologia dos genes e dos produtos gênicos dos sistemas de grupo sanguíneo 


721 








— — - Ž - — — - Nome do produto gênico 
Nomenclatura tradicional Nomenclatura ISBT Nomenclatura ISGN 
Nome Símbolo Símbolo Número Gene Cromossomo 
ABO ABO ABO 001 ABO 9q34.1 a1 ,3-N-acetilgalactosaminiltransferase (antígeno A) 
a1 ,3-galactosiltransferase (antígeno B) 

MNS MNSs MNS 002 GYPA 4928.2 Glicoforina À 

GYPB Glicoforina B 

GYPE Glicoforina E 
P P, P; 003 o4GalT 1 22q13 a1,4-galactosiltransferase (antigenos P*, P,) 
Rh Rh RHD 004 RHD 1p36.1 Proteina RhD 

RHCE RHCE Proteína RhCE 
Lutheran Lu LU 005 LU 19q13.2 Glicoproteina Lutheran, B-CAM 
Kell K KEL 006 KEL 7933 Glicoproteina Kell 
Lewis Le LE 007 FUT3 19p13.3 a-3/4-fucosiltransferase 
Duffy Fy FY 008 DARC 1922 Glicoproteína Duffy associada ao receptor de citocina 
Kidd Jk JK 009 SLCI4AT 18q11 Transportador de ureia (HUT11) 
Diego Di DI 010 SLC4AT 17q12 Intercambiador de anion 1 (AE1, Faixa 3) 
Yt Yt YT 011 ACHE 7922 Acetilcolinesterase | 
Xg Xg XG 012 XG Xp22.3 Glicoproteína Xg | V 
Scianna Sc SC 013 HERMAP  1p34 Proteína eritroide humana associada à membrana 
Dombrock Do DO 014 ART4 12p13.2 ADP-ribosiltransferase 
Colton Co CO 015 AQPI 7pl4 Aquaporina 1 (CHIP) 
Landsteiner-Wiener LW LW 016 LW 19p13.3 Glicoproteína LW 
Chido/Rodgers Ch/Rg CH/RG 017 C4A, C4B  6p21.3 Glicoproteínas do complemento C4A, C4B 
Hh Hh H 018 FUTI 19q13.3 a1,2-fucosiltransferase 
Kx Kx XK 019 XK Xp21.1 Glicoproteína Kx 
Gerbich Ge GE 020 GYPC 2914 Glicoforina C e glicoforina D 
Cromer Cromer CROM 021 DAF 1932 CD55 (fator acelerador de decaimento) 
Knops Kn KN 022 CRI 1932 CD35 (receptor 1 do complemento) 
Indian In IN 023 CD44 11p13 CD44 
Ok Ok OK 024 CD147 19p13.3 CD147, indutor da metaloproteinase da matriz extrace- 
lular 

Raph Raph MER2 025 MER2 11p15.5 Não definido 
John Milton Hagen JMH IMH 026 SEMA-L 15q22.3 Semaforina CD108 
| | | 027 IGnT 6p24 B1,6-N-acetilglucosaminiltransferase 
Globoside Gb4 GLOB 028 B3GalT3 3q25 B1,3-N-acetilgalactosaminiltransferase 
GIL GIL GIL 029 AQP3 9p13 Aquagliceroporina 


De Garratty (2000), Daniels (2002) e Reid (2004a). 


“Imuno-hematologia 


Tabela 34.7 Características sorológicas e significado clínico dos aloanticorpos eritrocitários 


Anticorpo Classe Ig usual Fase mais comum de reatividade 
Solucao Albumina AGT 
fisiológica 

D IgG Pouco X X 

C IgG X X 

E IgG Pouco X X 

C IgG X X 

e IgG X X 

Bs IgG/lgM Algum X X 

K IgG Raro X 

k IgG X 

Kp? IgG Raro X 

Kp’ IgG X 

Js? IgG X 

js” IgG X 

Fy? IgG X 

Fy” IgG X 

Jk? IgG X 

jk? IgG X 

M* IgM X 

N IgM X 

S lgG/lgM Algum X 

S IgG X 

U IgG X 

Lu?! IgM X 

Lu’? IgG X 

P; IgM X Algum 

P IgM X Algum Algum 

PP,PH lgG/IgM X Algum Algum 

Le” IgM X Algum 

Le” IgM X 

| IgM X Pouco 

| IgM X Pouco 


Significado clinico % aproximada de doadores compatíveis 


HTR DHRN Brancos Negros 
Sim Sim 15 8 
Sim Sim 30 68 
Sim Sim 70 98 
sim Sim 20 1 
Sim Sim 2 2 
Sim Sim 98 100 
Sim Sim 91 97 
Sim Sim 0,2 0,1 
Sim Sim 98 99,9 
Sim Sim <0,1 0,1 
Sim Sim > 99,9 81 
Sim Sim <0,1 | 
Sim Sim 34 90 
sim Sim 17 77 
Sim Sim 23 9 
Sim Sim 28 5 
Pouco Sim 22 30 
Raro Raro 28 26 
Sim Sim 45 b9 
Sim Sim 11 3 
Sim Sim 0 1 

? Sim 92 96 
Sim Discreto <0,1 <0,1 
Raro Não 21 6 
Provável Sim <0,1 0,1 
Provável Sim <0,1 0,1 
sim Nao 78 77 
Sim Não 28 45 
Raro Não <0,1 <0,1 
? Não <0,1 <0,1 


“A maioria dos exemplares de anti-M também tem um componente IgG pequeno mas significativo. 


' Exibe padrão de aglutinação em campo misto característico. 


* Ocasionalmente pode mostrar hemólise in vitro. 


Precursor da cadeia do tipo 2 


GalB1 —»4GleNac1-R 


FUT1 | 


Precursor da cadeia do tipo 1 


GalB1»3GleNacB1-R 
FUT2 
(3/4)GIcNAcB1-R 


Antigeno H de grupo sanguineo 


Gene a in a B 
g 1] if = Ei 


(3/4)GIcNAcB1-R 








Antigeno A de grupo sanguíneo Antigeno B de grupo sanguíneo 
Figura 34.2 Síntese dos antígenos H e AB de cadeia do tipo 1 e do tipo 2. Os 
precursores (sublinhados) da cadeia do tipo 1 e do tipo 2 são fucosilados pelas 
fucosiltransferases FUTI e FUT2 para formar o antígeno H. O antígeno H serve, 
então, como um substrato para as glicosiltransferases A e B. Os epítopos terminais 
de carboidratos denotando os antígenos de grupo sanguíneo H, A e B estão desta- 
cados. Fuc = fucose; Gal = galactose; GalNAc = N-acetilgalactosamina; R = outro 
oligossacarideo. 


tanto quantitativas quanto qualitativas na expressão do antígeno A 
entre os dois. O sistema ABO contém fenótipos adicionais A e B fra- 
cos. As características sorológicas de alguns subtipos A, B e O fracos 
são mostradas na Tabela 34.10. 


Tabela 34.8 Resultados de rotina do grupo ABO e frequências dos 
fenótipos 


Frequências (%) na 
população dos EUA 


Células contra Soro contra Interpretação 
antissoros eritrócitos 
conhecidos de fenótipo 
conhecido 
Anti-A Anti-B A B 


Brancos Negros Nativos Asiá- 


ticos 
- - + + O 45 49 79 40 
+ s = + A 40 27 16 28 
m + + -= B 11 20 4 27 
+ + = = AB 4 4 <1 5 


A expressão ABO anômala pode ser herdada (cis-AB, B[A|) ou ad- 
quirida (B adquirido). No fenótipo cis-AB, os antígenos A e B são sin- 
tetizados pela mesma enzima e herdados como um único alelo autos- 
sômico dominante. Da mesma forma, o fenótipo B(A), um fenótipo 
autossômico dominante que se caracteriza pela expressão do antígeno 
A na forma de traço sobre os eritrócitos do grupo B, deve-se à síntese 
de antígeno A pela enzima do gene B. O fenótipo B adquirido, por ou- 


Tabela 34.9 Características diferenciais dos subgrupos A, e A, 


Bioquímica 
Os antígenos ABO são carboidratos e, portanto, representam uma 
modificação pós-tradução de glicoproteinas e glicolipideos. Nas gli- 


Grupo A; A, à a : 
coproteinas e polilactosaminilceramidas dos eritrócitos, os antígenos 
Diferenças quantitativas ABO em geral expressam-se nas cadeias de oligossacarídeos do tipo 
Reação com anti-A diluído eso ja 2, que se caracterizam pela repetição dos motivos lactosaminil (Galb 
Nº de locais de antígeno: Adulto 1.000.000 250.000 1-4GIcNAcb 1-3), (Fig. 34.2). Nos glicoesfingolipideos, os antígenos 
Recém-nascido 310.000 140.000 ABO podem expressar-se em múltiplos (cadeia dos tipos 1, 2, 3 e 4) 
Diferenças qualitativas precursores oligossacarídicos. Os antígenos ABH que se expressam 
. ees | ) nas glicoproteinas e na maioria dos glicoesfingolipideos (cadeia dos 
Reação com lectina de Dolichos biflorus ++++ 0 a e SN 
eae tipos 2, 3 e 4) dos eritrócitos são de origem eritrocitária. Em contraste, 
(anti-A,) ae | > Wa | 
ss E a cadeia do tipo 1 de antígenos ABO é sintetizada pela mucosa gas- 
Anti-A; nO soro Näo i trintestinal, secretada no plasma e adsorvida passivamente nas mem- 
Diferenças bioquímicas/moleculares branas dos eritrócitos. A síntese da cadeia do tipo 1 de antígenos ABO 
Variantes eritrocitárias de glicolipídeos A?, AP, ASAS A? AP (apenas está ligada ao sistema Lewis de grupo sanguíneo. 


contendo antígenos (cadeias cadeias lineares) A primeira etapa na síntese de antígenos ABH é a síntese do antígeno 
lineares e H ou do grupo O, o precursor biossintético imediato dos antígenos A 
complexas e B. O antígeno H é formado pelo acréscimo de fucose (Fuc), em uma 
ramificadas) ligação a 1-2, a um terminal galactose. Essa reação é catalisada por 2 
Atividade de N-acetil Atividade Atividade enzimas diferentes, dependendo do acréscimo da fucose a um acep- 
galactosaminiltransferase normal diminuída tor oligossacarídico de cadeia do tipo 1 ou 2. A fucosiltransferase do 


Ótimo em pH 6 Ótimo em pH 7 


tipo 1 (FUTI), o produto do gene H ou FUTI, catalisa a formação do 


Gene Consenso Pro156>Leu, 1059- antigeno H da cadeia do tipo 2. Em contraste, a fucosiltransferase do 
Alelo A101 101delC tipo 2 (FUT2), o produto do gene Secretor, catalisa a transferência de 

Estrutura fucose para Os precursores da cadeia do tipo 1, para formar o antigeno 

+ 21 aminoácidos H, ou Le‘, da cadeia do tipo 1 (Lowe, 1994). Mutações inativadoras no 

extras FUTI são responsáveis pelo fenótipo Bombay e para-Bombay (Kelly, 


tro lado, é uma modificação enzimática adquirida dos eritrócitos do 
grupo A, in vivo. O fenótipo B adquirido em geral ocorre no contexto 
de infecção bacteriana ou câncer e reflete a desacetilação enzimática 
do antígeno do grupo A para formar um antígeno semelhante ao B 
nos eritrócitos. Os fenótipos cis-AB, B(A) e B adquirido em geral são 
detectados por causa de discrepências na tipagem ABO (Issitt, 1998). 

Bombay e para-Bombay são dois fenótipos nulos raros, que se ca- 
racterizam pela ausência de todos os antígenos ABO nos eritrócitos. 
No fenótipo Bombay clássico (Oh), nem o antígeno AB nem o H estão 
presentes nos eritrócitos ou nas secreções. O para-Bombay também 
mostra poucos ou nenhum dos antígenos ABH nos eritrócitos, às ve- 
zes, acompanhados por expressão anormal de antígenos ABH em se- 
creções e líquidos corporais. 


Tabela 34,10 Diferenciação sorológica dos grupos ABO 


1994). Bombay e para-Bombay não secretores também têm mutações 
inativadoras no FUT2 (Lowe, 1994; Daniels, 2002). 

Uma vez formado o antigeno H, ele pode servir como substrato para 
as glicosiltransferases dos genes A e B. O antígeno A é formado pela 
glicosiltransferase do gene A, que adiciona uma N-acetilgalactosamina 
(GalNAc), em uma ligação a 1-3, à galactose subterminal do antígeno 
H. Do mesmo modo, o antígeno B é formado pelo acréscimo de uma a 
1-3 galactose (Gal) à mesma galactose pela glicosiltransferase do gene 
A. Em termos bioquímicos, os antígenos À e B são muito semelhantes, 
diferindo apenas pela presença de um grupo N-acetil. É fascinante que 
tal modificação química mínima tenha consequências imunológicas 
tão profundas. A remoção do grupo N-acetil no antígeno À pelas enzi- 
mas desacetilases circulantes é responsável pelo fenótipo B adquirido 
(Issitt, 1998). 
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Fenótipo Substâncias Nível de transferase Sítios de antígeno 
Eritrócitos com anti- Soro com eritrócitos na saliva de no soro por eritrócito x 10° 
A A, B A, B H A, B O secretores 
A! 444+ +++ 0 ++ 0/+ 0 HHH 0 A, H Normal (atividade 810-1.170 
ótima em pH 6,0) 
Aint +++ ++ 0 +++ ++ 0 +++ 0 A, H 
A> FHH 0 0 +++ +++ * +++ 0 A, H Diminuido (atividade 240-1.290 
ótima em pH 7,0) 
A, 446m 0 0 +4em +++ * +++ 0 A, H Baixo 30 
Ay O/+ 0 0 ++ debt + +++ 0 H Muito baixo 4 
Am 0 0 0 +444 0 +444 0 A, H Baixo (enzima A, ou A, 0,2-1,9 
pode estar presente) 
B 0 0 ttt = tet ++ +++ 0 0 B, H Normal 750 
B; 0 0 A +++ +++ 0 0 B, H Baixo 
O 0 0 0 0 ata +++ HH 0 H Normal 1.700 
O, 0 0 0 0 0 t++4++ HH ++++ Nenhum’ Normal 


(Bombay clássico) 


* Pode ter anti-A, no soro. 

“Os subgrupos A, em geral têm anti-A,, mas nem sempre. 

* Uma especificidade de antígeno demonstrada apenas depois de procedimentos de adsorção-eluição. 
* Secretores Bombay (para-Bombay) foram relatados. 


cm = campo misto (menor população de aglutinados). 
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Os genes para a síntese dos antígenos AB e H foram clonados. Tanto 
o FUTI (gene H) quanto o FUT2 (gene Se) estão localizados juntos no 
cromossomo 19q13.3 e refletem uma duplicação gênica (Lowe, 1994). 
O FUTI é uma glicoproteína transmembrana do tipo II de 365 amino- 
ácidos, composta por um grande domínio catalítico carbuxiterminal 
de 240 aminoácidos que está ancorado dentro do lumen do complexo 
de Golgi por um domínio curto transmembrana e citosólico. Foram 
descritos mais de 20 alelos FUTI mutantes (Issitt, 1998; Fernandez- 
Mateos, 1998). 

O locus do gene ABO está situado no cromossomo 9934 e codifi- 
ca as glicosiltransferases A e B (Yamamoto, 1995). O gene é grande, 
abrangendo 18 kb e contendo 7 éxons. O produto do gene ABO é uma 
glicoproteína transmembrana do tipo II de 41 kDa e 353 aminoácidos. 
Uma comparação entre as enzimas A e B mostra quase 98% de iden- 
tidade, diferindo por 4 aminoácidos principais nos resíduos 176, 235, 
266 e 268 (Tab. 34.11). O aminoácido 268 é absolutamente crítico na 
determinação da especificidade de atividade e substrato (UDP-Gal- 
NAc vs UDP-Gal) da enzima. A especificidade do substrato também é 
influenciada pelos resíduos dos aminoácidos 235 e 266. O polimorfis- 
mo no resíduo 176 não tem significado biológico (Yamamoto, 1990). 

A clonagem e o sequenciamento do locus do gene ABO também re- 
velou a base molecular do grupo O e dos subtipos ABO. São conheci- 
dos mais de 20 alelos do grupo O, embora 2 mutantes de deleção (O! e 
Or) sejam os mais comuns e os genes ancestrais da maioria dos ale- 
los do grupo O (Roubinet, 2004). É interessante o fato de que o alelo 
O* (003), encontrado em muitos países europeus, contém uma única 
mutação de sentido errôneo (missense) no resíduo do aminoácido 268 
(Tab. 34.11) (Yamamoto, 1995). 

Vários subtipos ABO também são o resultado de mutações no locus 
do gene ABO. Duas mutações estão associadas ao alelo A*: uma substi- 
tuição Prol56>Leu e uma única deleção de nucleotídeo (nucleotídeo 
1060). A última resulta na translação de 21 aminoácidos adicionais 
no término carboxi da enzima e é responsável pela menor atividade 
enzimática, pela alteração do ponto isoelétrico e pela especificidade 
restrita do substrato da glicosiltransferase A* (Yamamoto, 1995). De 
maneira similar, o alelo A“ caracteriza-se pela lise de um nucleotídeo, 
levando a uma mutação estrutural (aminoácido 269) e à translação de 
mais 37 aminoácidos (Olsson, 1995). A mutação estrutural no alelo 
A“ pode ser particularmente deletéria por sua proximidade imediata 
com o resíduo do aminoácido 268. Mutações pontuais isoladas pare- 
cem ser responsáveis pela menor atividade enzimática dos alelos A’, 
AX, Afmn Aed B’, B* e BY (Yamamoto, 1995; Olsson, 2001). Em con- 
traste, os alelos cis-AB e B(A), que podem sintetizar os antígenos A e 
B, são quimeras moleculares com características de ambos os alelos de 
consenso A! e do gene B (Tab. 34.11) (Yamamoto, 1995). 


Anticorpos ABO 


Anticorpos contra os antígenos ABO são os mais importantes na 
medicina da transfusão. Em geral, os anticorpos ABO são de ocorrên- 
cia natural. Acredita-se que o estímulo imune para sua formação dos 
possa ser a exposição a substâncias semelhantes à ABH encontradas 
na natureza (p. ex., polissacarídeos bacterianos). Os anticorpos ABO 
são fracos ou não estão presentes no soro de recém-nascidos de 3 a 6 
meses de idade. Os níveis adultos de ABO são alcançados por volta dos 
5 a 10 anos de idade e diminuem apenas um pouco com a idade avan- 
cada (Auf der Maur, 1993). O anti-A,B é encontrado exclusivamente 
em indivíduos do grupo O e parece reconhecer um epítopo comum 
aos antígenos A e B. Antes do desenvolvimento dos reagentes para ti- 
pagem de anticorpo monoclonal anti-A e anti-B, o anti-A,B era útil 
para a identificação dos subgrupos A, e B fraco. 

Em geral, os anticorpos ABO são detectados como aglutininas sa- 
linas à temperatura ambiente e a 4ºC apresentam reatividade ótima 
(Tab. 34.7). A maioria dos anticorpos ABO de ocorrência natural é do 
isotipo IgM, embora também estejam presentes anticorpos IgA e IgG 
com especificidade ABO (Rieben, 1991). Os anticorpos ABO IgG, re- 
ativos a 37°C, também podem ocorrer após estimulação imune por 
transfusão ou gravidez. Geralmente, os títulos desses anticorpos são 
mais altos, e eles são menos rapidamente neutralizados por substân- 
cias solúveis do grupo sanguíneo. Os anticorpos ABO podem fixar 
complemento e causar hemólise in vivo e in vitro. 


Tabela 34.11 Principais aminoácidos que distinguem glicosiltransferases 
A, Be híbrida” 


Número de aminoácidos de 


oo glicosiltransferase A/B Tipo de 
eritrócitos 176 234 235 366 268 Bene’ 
A Arg Pro Gly Leu Gly AAAA 
B Gly Pro Ser Met Ala BBBB 
Cis-AB Arg Pro Gly Leu Ala AAAB 
Cis-AB™P Arg Pro Gly Met Gly  AABA 
Cis-AB Gly Pro Ser Leu Ala BBAB 
B(A) Gly Pro Gly Met Ala BABB 
B(A) Gly Ala Ser Met Ala BBBB 
003 Arg Pro Gly Leu Arg’ AAAX 


* Modificado de Reid (2004b); Daniels (2002). Os aminoácidos que diferem do alelo de 
consenso A101 (tipo A,) estão realçados em negrito. 


' O tipo de gene refere-se às posições dos aminoácidos 176, 235, 266 e 268. Essas 4 posições 
diferem entre os alelos A (AAAA) e B. Os aminoácidos nas posições 235, 266 e 268 influen- 
ciam fortemente a especificidade do substrato. Glicosiltransferases híbridas têm aminoáci- 
dos que combinam alelos A e B de consenso nessas posições. 


+ O alelo 003 (historicamente O”), associado ao fenótipo do grupo O, tem uma mutação 
inativante de sentido errôneo no aminoácido 268. 


Clinicamente, os anticorpos ABO se desenvolvem devido a reações 
transfusionais hemolíticas e doença hemolítica do recém-nascido 
(DHRN). Os anticorpos ABO também são uma causa de rejeição 
aguda nos transplantes de órgãos sólidos. Como resultado, tais trans- 
plantes devem ter compatibilidade ABO com o soro do receptor. No 
transplante de medula óssea incompatível com relação a ABO, os an- 
ticorpos ABO podem causar hemólise e atraso na recuperação das li- 
nhagens eritroide e de megacariócitos (Worel, 2003). 


Anticorpos ABO menos comuns 

Anti-A,. O anti-A, é um anticorpo de ocorrência natural encontrado 
no soro de alguns indivíduos A,, A,B, A, e As. O anti-A, hemaglutina 
eritrócitos A,, mas não A, e outros fenótipos eitrocitários fracos. Em- 
bora incomum, o anti-A, está envolvido em reações transfusionais e 
rejeição de órgãos sólidos. 

Anti-H. O anti-H em geral é um anticorpo benigno de ocorrência 
natural no soro de não secretores A, e A,B. O anti-H reage mais for- 
temente com eritrócitos do grupo O, seguidos pelos A,, A,B, B, A, e 
A,B (consultar a Tab. 34.48, adiante). Como o antígeno H está pre- 
sente até certo ponto em todos os eritrócitos, o anti-H é um autoan- 
ticorpo na maioria dos indivíduos. Em contraste, o aloanti-H é um 
aloanticorpo clinicamente significativo nos indivíduos Bombay (O,) 
e para-Bombay. Como todos os eritrócitos expressam algum antíge- 
no H, pode ser extremamente difícil encontrar eritrócitos compati- 
veis nesses indivíduos. 


Papel biológico 

O papel biológico dos antígenos ABH ainda é desconhecido. Pode 
ocorrer depressão da expressão dos antígenos A e B na malignidade, 
estando frequentemente associada a maior potencial metastático. Além 
disso, múltiplos estudos ligaram tipos ABO específicos a maior incidên- 
cia de muitas doenças, inclusive distúrbios autoimunes, neoplásicos e 
infecciosos. Para uma revisão completa da relação entre ABH e doença 
humana, o leitor deve consultar Issitt (1998) e Garraty (1994a). 


Sistema de grupo sanguíneo MNSs 
(ISBT nº 002) 


Descoberto em 1927, o sistema MNSs de grupo sanguíneo foi o 
segundo a ser identificado, depois do ABO. Hoje, consiste em mais 
de 43 antígenos, dos quais apenas 4 (M/N e S/s) são comumente en- 
contrados no contexto clínico. Conforme mostrado na Tabela 34.12, 
os antígenos M e N estão distribuídos de forma razoavelmente uni- 
forme em pessoas negras e brancas, com aproximadamente 25% de 
doadores homozigotos para o antígeno M ou do N. Em contraste, o 


Tabela 34.12 Fenótipos do sistema MNSs 


Antígenos da Antígenos da Fenótipo Frequências do 
glicofornina A glicofornina B fenótipo (%) 
M N En@) N’ S s U Brancos Negros 
- O +4 M+N- 28 26 
+ + M+N+ 50 44 
0 + M=N+ 22 30 
+ + 0 + S+s—U+ 11 3 
+ + + + S+s+U+ 44 28 
+ 0 $-s+U+ 45 69 
Fenótipos nulos 
0 0 0 + HO +0 + En (a-) Raro Raro 
0 0 0 0 O O O MM Raro Raro 
0 0 O 0 S-s—U- Raro <1 
0 0 O wk+ Ss-UY Raro <1 
(23% 
Henshaw+) 


antígeno S é quase 2 vezes mais frequente em pessoas brancas (57%) 
que nas negras (30%). Em uma minoria (menos de 1%) das pessoas 
negras, pode-se observar um fenótipo S—s— ou nulo. Como os antí- 
genos Rh, os do grupo sanguíneo MNSs expressam-se apenas nos 
eritrócitos. Há cerca de um milhão de M/N, e 170 a 250 mil epítopos 
S/s por eritrócito. 


Fenótipos nulos 

Existem 3 principais fenótipos nulos no sistema MNSs, U-, M* e 
En (a—). O fenótipo U- é o mais comum, sendo observado exclusi- 
vamente em pessoas negras. Nos indivíduos S-s-U-, há uma perda ou 
uma recombinação da glicoforina B, que leva os antígenos S/s e U. A 
glicoforina B recombinante, como o fenótipo Henshaw, pode reagir 
fracamente com alguns exemplares do anti-U humano, conhecidos 
como variantes U (S-s-U“"). O fenótipo En (a—) é um fenótipo M-N- 
decorrente da perda da glicoforina A, que carrega os antígenos M, N e 
En (a). O fenótipo M*M* perdeu todos os antígenos MNSs por causa 
da deleção de ambas as glicoforinas, A e B. 


Bioquímica 
Os antígenos M/N residem na glicoforina A, uma das principais gli- 
coproteínas da membrana do eritrócito. Na membrana, a glicoforina 


Estrutura principal do glicano ligado ao O 
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A está presente como um dímero, geralmente associada à faixa 3, o 
intercambiador aniônico do eritrócito (AE1). Em termos estruturais, 
a glicoforina A é uma glicoproteína do tipo 1, de 31 kDa e 131 ami- 
noácidos, composta por um grande domínio extracelular de 72 ami- 
noácidos, um domínio transmembrana e uma cauda citoplasmática 
curta (Fig. 34.3). A molécula é fortemente glicosilada, e possui 15 ca- 
deias laterais de carboidrato ligadas ao O e 1 ao N. Os glicanos ligados 
ao O consistem em mono (17%), di (78%) e trissialo-oligossacarí- 
deos (5%), ligados a um resíduo de serina ou treonina. Por causa do 
grande número de glicanos sialilados ligados ao O na glicoforina A, 
aproximadamente 60 e 50% do peso molecular total correspondem, 
respectivamente, a carboidrato e ácido siálico. Não é surpresa que a 
glicoforina A seja a principal sialomucina nos eritrócitos e contribua 
significativamente para a carga negativa total ou o potencial zero. Os 
antígenos M e N residem no amino terminal extremo da glicoforina A 
(Huang, 1995). 

Os antígenos S/s e U residem na glicoforina B, uma glicoproteína 
de eritrócitos correlata (Fig. 34.3). A glicoforina B é uma glicoproteí- 
na de 20 kDa e 72 aminoácidos, composta por um grande domínio 
extracelular N terminal que contém 11 glicanos ligados ao O. Embora 
a glicoforina B compartilhe homologia considerável com a glicofori- 
na À na terminação amino, a glicoforina B é menor, sendo que não 
possui glicano N ou cauda citoplasmática. Na membrana, a glicofori- 
na B parece estar estreitamente associada ao complexo imune Rh. O 
epitopo S/s está localizado no aminoácido 29 (Issitt, 1998). 


Brologia molecular 

Os genes para as glicoforinas A (GYPA) e B (GYPB) residem no cro- 
mossomo 4q28-q31, como parte de um aglomerado gênico de 330 kb 
que codifica as glicoforinas A, Be E (5-A-B-E-3'). Estudos indicam 
que as glicoforinas B e E surgem da glicoforina A, por duplicação gé- 
nica e recombinação não homóloga. Como muitos genes eritroides 
específicos, a região promotora contém sequências de consenso pa- 
ra Spl e GATA-1 (Rahuel, 1994). A maior estabilidade do mRNA da 
glicoforina A (> 24 horas) sobre o mRNA da glicoforina B (< 17 ho- 
ras) pode explicar a maior quantidade de glicoforina A nos eritrócitos 
(Rahuel, 1994). 

A natureza bioquímica dos antígenos MNSs é conhecida há muito 
tempo. Os antígenos M e N ficam na terminação amino extrema da 
glicoforina A (aminoácidos 1 a 5) e incluem tanto proteína quanto 
carboidrato como parte do epitopo imune. Contudo, é a diferença 
nas posições 1 e 5 do aminoácido que define os antígenos M e N 
(Tab. 34.13). Não é surpreendente que a baixa incidência de diversas 
variantes de M e N resulte de substituições diferentes dos aminoá- 


Figura 34.3 Glicoforinas A e B.A 

glicoforina À e a glicoforina B possuem 

de 11 a 15 glicanos ligados ao O (—*), 
consistindo predominantemente em um 
dissialotetrassacarídeo (78%), ao longo 

da metade amino terminal do domínio 
extracelular. A glicoforina A também possui 
um único N-glicano bicatenário, indicado por 
uma estrutura ramificada. O único domínio 
transmembrana de ambas as moléculas está 
indicado por um cilindro âmbar. Os antígenos 
alélicos, M e N, residem na terminação amino 
extrema da glicoforina A e diferem apenas por 
2 aminoácidos nos resíduos 1 e 5. O antígeno 
N também está presente na terminação amino 
da glicoforina B e é designado antígeno 

“Nº. Os antígenos S/s estão localizados no 
aminoácido 29 da glicoforina B. As localizações 
dos antígenos de alta e baixa incidências são 
mostradas. Os antígenos En (a) e U envolvem 
grandes estiramentos da proteína perto da 
bicamada lipídica e são perdidos na deleção e 
nas glicoforinas recombinantes. 


Antígeno U 
| aa 33-39 
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Glicoforina B 


725 





/20 Tabela 34.13 Antígenos do grupo sanguíneo MNSs 








* Glicoforina A (GPA), glicoforina B (GPB) ou glicoforinas recombinantes híbridas que contêm elementos de GPA e GPB. YB refere-se a pseudoéxons GPB, 


De Daniels (2002) e Reid (2004). 


Alta frequência Frequência Glicoforina* Troca de amino- Frequéncia Baixa frequéncia 
ISBT Nome ee eer eee Nome ISBT 
MNS1 M 78% GPA Ser'-Ser- 
Thr-Thr-Gly° 
MNS2 N 72% GPA Leu'-Ser- 
Thr-Thr-Glu” 
MNS4 5 89-93% GPB Thr29>Met 31-55% 5 MNS3 
MNS5 U = 99% GPB Aminoácidos 33-39 He MNS6 
B-A™-B Trp'-Ser- 3-7% 
Thr-Thr-Gly° negros 
B-A-B/A-B-A Mutante GYP: éxons Raro Mi’ MNS7 
A2- By” 
GPA Ser'-Ser- Raro Ms MNS8 
Thr-Thr-Glu” 
MNS40 ENEH 100% GPA Thr28>Met Raro Vw MNS9 
GPA Thr28>Lys Raro HUT MNS19 
B-A-B Mutante GYPB: 6-9% de asiáticos Mur MNS10 
pseudoéxon 3 
GPA Leu'-Ser- Raro ME MNS11 
Thr-Asnº-Glu” 
GPA Ser47> Tyr Raro Vr MNS12 
MNS13 Me 78% GPA/GP:He Gly? de GPA e 
Henshaw+ 
Ee GPA Thr58>lle 1% de tailandeses Mt? MNS14 
BO B-A Mutant GYP: éxons 2% de asiáticos SE MNS15 
5 B2-A2/A4 
w GPA Glu55>Lys Raro Ria MNS16 
= Desconhecido Desconhecido Raro cla MNS17 
E GPA Asp27>Glu Raro Ny? MNS18 
z A-B/A-B-A Mutante GYP: éxons 6% de chineses Hil MNS20 
5 A3-B4 
r GPB Leu'-Ser- Raro MY MNS21 
Ser-Thr-Glu” 
Desconhecido Raro Far MNS22 
GPB Pro39>Arg Raro sP MNS23 
GPB Arg35>His Raro Mit MNS24 
BA Mutante GYP: éxons 0,5% de negros Dantu MNS25 
B4-A5 
GPA Arg49>Thr 0,7% de tailandeses Hop MNS26 
MNS29 ENKT 100% GPA Arg49>Thr; Raro Nob MNS27 
Tyr52>Ser 
MNS28 En (a-) 100% GPA Molécula de GPA 
MNS30 Nº > 99% GYB Leu'-Ser- 
Thr-Thr-Glu” 
GPA Arg31>Trp Raro Or MNS31 
A-B-A Mutante GYP: Asn45 0,4% de dinamarqueses DANE MNS32 
A-Bº Mutante GYP: éxons Raro TSEN MNS33 
A3-B4, S+ 
A-B/B-A-B Mutante GYP: éxons 6% de chineses MINY MNS34 
A3-B4 
B-A-B/A-wB-A Mutante GP: 6% de chineses MUT MNS35 
anti-Mur+HUT 
A-B Mutante GYP: éxons Raro SAT MNS36 
A4-B5 
GPA Gly59>Arg Raro ERIK MNS37 
GPA Pro54>Ser Raro Os? MNS38 
MNS39 ENEP 100% GPA Ala65>Pro Raro HAG MNS41 
MNS42 ENAV 100% GPA Glu63>Lys 15% de nativos MARS MNS43 
americanos 


cidos (M$, Mº) e/ou de alterações na expressão dos glicanos ligados 
ao O (M, Tm, Can). Além da glicoforina A, o antígeno N também se 
expressa no amino-terminal extremo da glicoforina B, sendo conhe- 
cido como antígeno “N”, para distingui-lo do antígeno N da glicofo- 
rina À (Issitt, 1998). 

A glicoforina A também possui vários antígenos de alta incidência, 
inclusive En(a) e ENEP. O fenótipo En (a—) resulta da recombinação 
entre os genes GYPA e GYPB para formar o híbrido A-B do tipo Lepo- 
re (éxons Al-B2-B5), no qual falta a maior parte do GYPA. O alelo M‘, 
que também é M-N-En (a—), caracteriza-se por uma grande deleção 
de GYPA e GYPB, resultando em um híbrido GYPA-E não funcional. A 
perda da glicoforina A pode coincidir com a perda da expressão Wr’, 
um antígeno da banda 3. Acredita-se que o Wr” requer uma interação 
eletrostática entre um ácido glutâmico (Glu658) na banda 3, e o antí- 
geno ENEP na glicoforina A (Poole, 1999). 

Ao contrário da complexidade dos antígenos M/N, o antígeno S/s 
é um polimorfismo isolado de aminoácido na glicoforina B (Met29 
Thr). O antígeno U tem alta incidência, envolvendo os aminoácidos 
33 a 39 na glicoforina B. A perda dos antígenos S-s-U pode ser obser- 
vada com MK e outros alelos GYPB recombinantes, como o Henshaw. 
Estima-se que 90% dos eritrócitos Henshaw+ sejam U- ou U“”, sen- 
do também responsável por 23% de todos os pacientes S—s—U-. 

Os eventos de recombinação e conversão gênicas também são res- 
ponsáveis por vários antígenos MNSs raros no sistema Miltenberger. 
Os antígenos Hil, SAT e Miltenberger das classes V e XI são híbridos 
do tipo Lepore da glicoforina A-B, enquanto Stº e Dantu são híbridos 
do tipo anti-Lepore da glicoforina B-A. Como o fenótipo Henshaw+, 
outros antígenos Miltenberger são consequência de conversão gêni- 
ca em que segmentos de uma glicoforina são inseridos em outra para 
formar os híbridos glicoforina B-A-B e A-B-A (Reid, 2004b). 


Anticorpos MNSs 
Anti-M e anti-N 

Anticorpos contra os antígenos M e N são de ocorrência natural do 
isotipo IgM, em geral detectados como aglutininas salinas à tempera- 
tura ambiente (Tab. 34.7). O anti-M e o anti-N podem mostrar baixa 
dosagem, reagindo mais fracamente com células heterozigotas (M/N) 
que com as homozigotas (M/M N/N). Como os antígenos M e N resi- 
dem na glicoforina A, a reatividade do anti-M e do anti-N é destruída 
pelo tratamento prévio dos eritrócitos com enzimas proteolíticas ou 
neuraminidase. Alguns exemplares de anti-M e anti-N podem ser fa- 
vorecidos pela acidificação do soro em pH 6,5, pelo uso de diluente 
ou pela incubação prévia dos eritrócitos em uma solução contendo 
glicose. 

Em termos clínicos, o anti-M é um anticorpo comumente encontra- 
do nos bancos de sangue. Em contraste, o anti-N é bastante incomum, 
apesar do fato de que 25% dos pacientes são negativos para o antígeno 
N (homozigotos M). A raridade do anti-N deve-se à presença do antí- 


Tabela 34.14 Sistema de grupo sanguíneo P 


Fenótipo dos Antígenos dos Anticorpos possíveis 


geno “N” na glicoforina B. Quando observado, o anti-N normalmente 
é um autoanticorpo, que reage tanto com o antígeno N quanto com o 
“N”. O formaldeído usado para esterilizar equipamento de diálise re- 
age comprovadamente com o terminal leucina nos antígenos N e “Nº, 
criando um neoantígeno (Issitt, 1998). Em geral, o anti-M e o anti-N 
são anticorpos insignificantes em termos clínicos, e apenas raramente 
causam reações transfusionais hemolíticas ou DHRN. Em contraste, 
são observados aloanticorpos anti-N hemolíticos potentes em pacien- 
tes sem a glicoforina B (S—s—U), nos quais são conhecidas reações he- 
molíticas graves e DHRN após exposição a eritrócitos N+. 


Anti-S, anti-s e anti-U 

Ao contrário do anti-M e do anti-N, os anticorpos contra os antíge- 
nos S, s e U sempre têm significado clínico (Tab. 34.7). Todos são an- 
ticorpos do isotipo IgG, reativos a 37°C, que surgem em decorrência 
de estimulação imune. Alguns exemplares de anti-S e anti-s mostram 
dosagem. A modificação enzimática de eritrócitos com proteases, mas 
não neuraminidase, pode diminuir a reatividade de alguns anti-S e 
anti-s. A reatividade do anti-U é resistente à digestão proteolítica. O 
anti-S, o anti-s e o anti-U podem causar reações transfusionais hemo- 
líticas e DHRN. 


Papel biológico 

Apesar da prevalência das glicoforinas A e B nos eritrócitos, seu pa- 
pel biológico ainda é desconhecido. Sua ausência não está associada 
a quaisquer sequelas hematológicas ou patológicas conhecidas. As 
glicoforinas A e B podem desempenhar um papel nas infecções por 
Plasmodium falciparum, o qual pode aderir aos eritrócitos via ácido 
siálico, altamente expresso nas glicoforinas. Fenótipos com deficiência 
de glicoforina, como o En (a-), são relativamente resistentes in vitro ao 
P. falciparum. Podem ser obtidos resultados similares após tratamento 
dos eritrócitos com neuraminidase (Garratty, 1994a). 


Sistema de grupo sanguíneo P (ISBT nº 003 e 028) 


Consiste em 3 principais antígenos de grupo sanguíneo: P*, Pe P}. 
Como o sistema Lewis (ver adiante), os antígenos do grupo P são 
glicoesfingolipídeos e consistem em uma metade carboidrato anti- 
genicamente ativa e ligada de forma covalente a uma cauda lipídica 
ceramida. Os antígenos P* e P são de alta frequência na maioria dos 
doadores de eritrócitos (mais de 99,9%). Os eritrócitos são particular- 
mente ricos no antígeno P, o que corresponde até a aproximadamente 
6% do total de lipídeo no eritrócito (van Deene, 1974). Os antígenos 
P* e P também se expressam em células não eritroides, inclusive linfó- 
citos, plaquetas, fibroblastos e células plasmáticas, renais, pulmonares, 
cardíacas, endoteliais, da placenta, do uroepitélio e sinoviais (Cooling, 
1995, 1998; Spitalnik, 1995). Em contraste, o antígeno P, só se expres- 
sa exclusivamente nos eritrócitos (Cooling, 1998). Aproximadamente 
79% dos doadores brancos e 94% dos negros expressam o P, em seus 


Base molecular Frequências (%) 


eritrócitos eritrócitos a4GalTT B3GalT3 Brancos Negros 
P, PRP, Nenhum Normal Normal 79 94 

P, pk P Anti-P, ins-551C, -160C* Normal 21 6 
Fenótipos nulos 

P,“ PX P, Anti-P Normal Alelo nulo! Raro Raro 
Po pr Anti-P, anti-P, ins-551C, -160C* Alelo nulo” Raro Raro 

p Nenhum Anti-P*, P, P, (Tja) Alelo nulo” Normal Raro Raro 
Fenótipos fracos 

Variante P* Pk IP Anti-P Desconhecido Desconhecido Raro Raro 

P fraco {P* JP Nenhum Desconhecido Desconhecido Raro Raro 


* A homozigosidade para um alelo que tenha uma inserção (ins-551C-550) e uma mutação de sentido errôneo (A-160>G) no promotor a4GalT1 foi associada ao fenótipo P,. A estrutura 


a4GalTi que abre a leitura codifica uma enzima funcional (Iwamura, 2003; Steffensen, 2000). 


' Foram identificadas múltiplas mutações inativantes na estrutura B3GalT3 que abre a leitura associadas ao fenótipo P" (Hellberg, 2002). 


* Foram identificadas múltiplas mutações inativantes na estrutura a4GalT1 que abre a leitura associadas ao fenótipo p (Steffensen, 2000; Koda, 2002). 
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eritrócitos (Tab. 34.14). A expressão do P, é variável entre os individu- 
os e pode ser perdida com o armazenamento in vitro. 


Fenótipos nulos/fracos 

Foram descritos vários fenótipos do grupo sanguíneo P (Tab. 34.14). 
Os fenótipos P, e P, são responsáveis por mais de 99% dos doadores. 
Ambos possuem os antígenos P* e P, diferindo-se apenas na expres- 
são do antígeno P,. Foram identificados 3 fenótipos nulos autossômi- 
cos recessivos, bem como variantes fracas (Issitt, 1998; Kundu, 1978, 
1980). A base molecular dos fenótipos nulos foi elucidada (Hellberg, 
2002; Steffensen, 2000). Há uma associação entre a variante P* e o fe- 
nótipo negativo LKE em alguns doadores (Cooling, 2001, 2003a). Co- 
mo não possuem o antígeno P, os indivíduos p e P* são resistentes ao 
parvovirus B19 (Brown, 1994). 


Bioquímica 

A síntese dos antígenos P,, P e P, prossegue em etapas a partir do 
acréscimo de açúcares à lactosilceramida, uma ceramida di-hexose 
(CDH) (Fig. 34.4). A primeira etapa é a síntese do antígeno P*, o pre- 
cursor definitivo de todos os glicoesfingolipídeos do tipo globo. Para 
fazer o antígeno P*, a Gb, sintase (a4GalT1) acrescenta uma galactose, 
em uma ligação al-4, à CDH. O antígeno p* pode, então, servir como 
substrato para a Gb, sintase (B3GalT3). Em algumas células, inclusive 
eritrócitos, o antígeno P é, ainda, alongado para formar outros antíge- 
nos da família globo, como o Luke (LKE), o Forssman e os antígenos 
ABH de cadeia do tipo 4 (globo-ABH). 

Ao contrário dos antígenos P* e P, o antígeno P, não é um globo- 
-glicoesfingolipídeo, mas sim um membro da família neolacto (glico- 
esfingolipídeos de cadeia do tipo 2). Nos indivíduos P,, uma galactose 
terminal o1,4 é acrescentada ao paraglobosideo para formar P,. O an- 
tigeno P, não se expressa nas glicoproteínas eritrocitárias, apesar da 
presença de múltiplos precursores de cadeia do tipo 2 (polilactosami- 
na) nos glicanos ligados ao N (Yang, 1994). 


Biologia molecular 
Os genes responsáveis pelos antígenos P*, P, e P foram clonados. 
O P* e o P, são sintetizados pela «4GalT1, uma galactosiltransferase 


a1,4 (Steffensen, 2000; Iwamura, 2003). O gene a4GalTI reside no 
cromossomo 22q13 e está organizado em 2 éxons, dos quais apenas 1 
(o éxon 2) codifica a enzima. A enzima a4GalT1 é uma glicoproteína 
do tipo II com 353 aminoácidos, contendo 2 locais de glicosilação N e 
5 resíduos de cisteína. Como muitas galactosiltransferases, possui um 
motivo DXD, ou sítio de ligação UDP-Gal. Várias mutações de senti- 
do errôneo (missense) e estruturais (frameshift) (inserções e deleções) 
no domínio catalítico da enzima foram identificadas entre indivíduos 
p (Steffensen, 2000; Koda, 2002). A ausência do antígeno P, nos in- 
divíduos P, pode envolver mutações no promotor a4GalT1. Estudos 
com doadores P, mostraram homozigosidade para um alelo contendo 
uma inserção (-551C-500) e uma única substituição nucleotídica (T- 
-160>C) na região 5’ montante (Iwamura, 2003). Embora não tenham 
sido demonstradas diferenças significativas na atividade promotora 
nos ensaios relatados, foi levantada a hipótese de que a transcrição di- 
minuída de a4GalT] seja a base para o fenótipo P.. 

O globosídeo ou antígeno P, uma 81,3 N-acetilgalactosaminiltrans- 
ferase, é o produto de B3GalT3 (Okajima, 2000). O gene reside no 
cromossomo 3q25 e contém 6 éxons, embora apenas o éxon 6 codifi- 
que a enzima. Sendo membro da família 61,3 galactosiltransferase, o 
B3GalT3 possui 7 domínios conservados comuns à maioria das B1,3 
galactosiltransferases, bem como um motivo DXD. De 4 indivíduos P* 
estudados até o momento, foram identificadas 2 mutações de sentido 
errôneo (Glu266>Ala, Gly271>Arg), sem sentido (C102>Tstop) e es- 
trutural (ins537A) (Hellberg, 2002). Em camundongos, a ausência de 
B3GalT3 é letal (Vollrath, 2001). 

A Figura 34.4 esclarece o aparecimento dos diferentes fenótipos do 
grupo sanguíneo P. Como quase todas as pessoas herdam tanto quan- 
to a4GalT1 como B3GalT3, ambos os antígenos P, e P são sintetiza- 
dos nos eritrócitos (fenótipo P,). O antígeno P, está ausente na maio- 
ria dos indivíduos cujo alelo a4GalT1 possui mutações no promotor. 
O fenótipo raro PX não tem um gene B3GalT3 funcional, o que resulta 
na ausência do antígeno P e em um acúmulo de CDH e P*. Da mesma 
forma, o fenótipo p não tem um gene a4GalTI funcional, resultando 
na ausência de P, e de todos os globo-glicolipídeos. Em consequência, 
há maior síntese de antígeno “p” ou sialoparaglobosídeo (SPG; Neu- 
Aca 2-3GalfB 1-4GlcNAcf 1-3Galf 1-4Glcf 1-1Cer) nos eritrócitos p, 


GalB1—>1'Cer 
Glicosilceramida 


GalB1>4GIcB1-1’Cer 


NEOLACTO (CADEIA DO TIPO 2) 


Les sintase ee 


GieNAcB1i >3GalB1 —>4GlceB1 —>1'Cer 
Lactotriaosilceramida (Lc) 


Gal6B1—4GicNacB1—-4GalB1—-4GlcB1-1’Cer 
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a4GalT1 


Galai—4GalB1—-4GIcNAcB1-3GalB1-4GIcB1-1’Cer 
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Galo1 —>4GalB1 >4GlcB1 —>1'Cer 
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B3GalT3 
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GalB1 »3GalNAcp1 >3Galo1 -4GalB1-4GIcB1-1’Cer 
IVS-B-Galactosilglobosídeo (SSEA3) 


SAT2 


NeuAco2—>3GalB1 >3GalNAcB1 >3Galo1 —4GalB1-4GIcB1-1’Cer 


Antigeno Luke (SSEA4) 


Figura 34.4 Síntese de antígenos P de grupo sanguíneo. Cer = ceramida; Gal = galactose; GalNAc = N-acetilgalactosamina; Gle = glicose; GlcNAc = N-acetilglicosamina; 


AEEE = antígeno embrionário estagio-especifico; NeuAc = ácido acetilneuramínico. 


em decorrência a um aumento compensatório na síntese de neolac- 
toglicolipídeo. Os fenótipos P* variante e P fraco descritos por Kundu 
(1980, 1978) hipoteticamente refletem menor expressão/atividade em 
B3GalT3 e a4GalT1, respectivamente. 


Anticorpos do grupo sanguíneo P 
Anti-P, 

Clinicamente, o anticorpo mais comumente observado é o anti-P,, 
detectado em 1/4 a 2/3 dos doadores P, (Issitt, 1998). O anti-P, é um 
anticorpo de ocorrência natural do isotipo IgM frequentemente de- 
tectado como uma aglutinina fraca à temperatura ambiente. Raros 
exemplares de anti-P1 são reativos a 37°C ou apresentam hemólise in 
vitro. Como a força da expressão de P, varia entre os indivíduos, o 
anti-P, pode não reagir com todas as células P,-positivas testadas. O 
anti-P, pode ligar-se ao complemento e ser detectado no teste indire- 
to da antiglobulina (IAT, indirect antiglobulin test) se for usada anti- 
globulina humana (AHG) poliespecífica. A reatividade do anticorpo 
pode ser eliminada pelo preaquecimento do soro ou pelo acréscimo 
de substância P, solúvel a partir de líquido de cisto hidático, minho- 
cas ou ovos de pássaros. Os títulos de anti-P, em geral são elevados 
em pacientes com hidatidose, fascioliase e criadores de pássaros (Issitt, 
1998). Alguns exemplares de anti-P, têm especificidade para o grupo 
sanguíneo I (anti-IP,). 

De modo geral, o anti-P, não tem importância clínica e sua presença 
raramente requer transfusão de sangue negativo para o antígeno. À 
exceção é nos pacientes com anti-P, que apresentam hemólise tn vitro. 
Em razão do risco de reações transfusionais hemolíticas imediatas e 
tardias, tais pacientes devem receber unidades compatíveis P,-negati- 
vas (P,). O anti-P, não causa DHRN. 


Aloanti-PP, P* 

O anti-PP,P* (historicamente conhecido como um anti-Tj*) é uma 
mistura separável de anti-P, anti-P, e anti-P* no soro dos indivíduos 
p. Tais anticorpos são de ocorrência natural e podem ser IgM apenas 
ou IgM mais IgG (IgG3). Como os anticorpos PP,P* são hemolisinas 
potentes, esses pacientes só podem receber transfusões com eritrócitos 
p. Em mulheres, o anti-PP,P* e o anti-P estão associados a DHRN e ao 
aborto espontâneo. Plasmaférese precoce e frequente tem sido utiliza- 


da com sucesso terapêutico em mulheres grávidas aloimunizadas dos 
fenótipos p e P* (Spitalnik, 1995). 


Aloanti-P 

O anti-P também é um aloanticorpo IgM de ocorrência natural no 
soro de indivíduos P* (e p). É uma hemolisina potente e pode causar 
hemólise in vivo após transfusão de eritrócitos P positivos (P, e P,). O 
anti-P é uma causa de DHRN e está associado a abortos espontâneos. 


Auto-anti-P (Donath-Landsteiner) 

Observa-se um autoanticorpo com especificidade anti-P em pa- 
cientes com hemoglobinúria paroxística ao frio (HPF), uma síndrome 
clínica em crianças após infecção viral, em que um autoanti-P é uma 
hemolisina bifásica IgG capaz de ligar-se a eritrócitos em temperatu- 
ras frias, seguindo-se hemólise intravascular à temperatura corporal. 
Tal característica pode ser demonstrada in vitro no teste de Donath- 
-Landsteiner. Ver a descrição completa sobre métodos imuno-hema- 
tológicos nas últimas seções. 


Papel biológico 

Ao contrário daquele exercido por muitos antígenos, o papel fisio- 
lógico dos antígenos do grupo sanguíneo P é desconhecido. Existe 
alguma evidência de que o antígeno P* pode estar associado ao inter- 
feron-o e a receptores de complexo de histocompatibilidade principal 
(MHC, major histocompatibility complex) da classe II (Ghislain, 1994; 
George, 2001) e pode modular a sinalização celular via transporte lipí- 
dico (Kovbasnjuk, 2001). Os antígenos do grupo sanguíneo P também 
podem desempenhar um papel na diferenciação celular e nas neopla- 
sias. Os antígenos P* e P expressam-se de maneiras diferentes durante 
a embriogênese, a hematopoese e a diferenciação da mucosa intestinal 
(Jacewicz, 1995; Cooling, 2003b). O antígeno Pk é um marcador de 
apoptose nas células B do centro germinativo, no linfoma de Burkitt e 
na leucemia linfoblástica (Mangeney, 1991). 


Vários antígenos do grupo sanguíneo P são receptores de patóge- 
nos microbianos. O antígeno P é o receptor do parvovirus B19, um 
vírus de DNA de fita única associado a múltiplas sequelas, inclusive 
crises aplásicas (Brown, 1994; Cooling, 1995). Os antígenos P, e P* são 
receptores da toxina shiga, produzida por Shigella dysenteriae e por 
cepas de Escherichia coli êntero-hemorrágica (EHEC). Além da gas- 
troenterite, a infecção por EHEC é a causa mais comum da síndrome 
hemolítico-urêmica adquirida na comunidade, provavelmente refle- 
tindo a ligação da toxina ao antígeno P* no endotélio vascular glome- 
rular e nas plaquetas (Boyce, 1995; Cooling, 1998; Karpman, 2001). 
Os antígenos P, P* e Luke no epitélio urinário são receptores celulares 
de fimbrias P, uma adesina bacteriana e fator de colonização que se 
expressa em cepas de E. coli uropatogênicas. O antígeno P* também 
serve como receptor para Streptococcus suis e Pseudomonas aeruginosa 
(Spitalnik, 1995). 


Sistema de grupo sanguíneo Rh (ISBT nº 004) 


A primeira e mais importante caracterização dos antígenos do sis- 
tema Rh veio dos estudos publicados de Landsteiner e Wiener (1940) 
sobre experimentos com animais envolvendo a imunização de cobaias 
e coelhos com eritrócitos de macacos Rhesus. O antissoro resultante 
aglutinou 85% dos eritrócitos humanos, e o antígeno definido foi de- 
nominado fator Rh (Rhesus). Depois, houve relatos de que o anti-Rh 
tinha a mesma especificidade dos anticorpos anteriormente estuda- 
dos por Levine e Stetson (1939), que eram responsáveis pela doença 
hemolítica do recém-nascido (DHRN). É interessante ter-se demons- 
trado depois que o anti-Rh desenvolvido por Landsteiner e Wiener re- 
conhece um antígeno de grupo sanguíneo diferente, denominado LW 
por seus descobridores. 

Atualmente, é provável que o sistema Rh seja o mais complexo dos 
sistemas de antígeno eritrocitário em humanos, abrangendo cerca de 
50 antígenos e muitas variantes fenotípicas e relações etiológicas com- 
plexas. Por esse motivo, a revisão que se segue é importante e ressalta 
a informação mais atualizada. Para uma revisão detalhada e histórica 
do sistema Rh, o leitor deve consultar Issitt (1998) e Daniels (2002). 


Teorias de herança e 
classificação do sistema Rh 

Usando 5 antissoros básicos, anti-D, anti-C, anti-E, anti-c e anti-e, 
Wiener identificou 5 diferentes fatores ou antígenos (Tab. 34.15) que, 
a partir de estudos em populações e famílias, pareceram ser herda- 
dos como 2 complexos de até 3 fatores cada. Houve 8 combinações 
possíveis de complexos de 3 fatores caso incluíssem “d” como desig- 
nando a ausência de D, porque nenhum anti-d foi demonstrado. Wie- 
ner propôs um sistema de hereditariedade de locus único com 8 alelos 
comuns alternativos codificando 2 aglutinógenos Rh, capazes de ex- 
pressar até 3 determinantes antigênicos diferentes. A nomenclatura de 
Wiener para os 8 genes diferentes e as frequências alélicas estão nas 
Tabelas 34.16 e 34.17. 

Fisher e Race propuseram depois uma teoria de hereditariedade e 
um sistema de nomenclatura diferentes, com base em evidência ge- 
nética da natureza antitética ou alélica dos antígenos C/c e E/e (Race, 
1948). Esses pesquisadores propuseram um sistema de 3 loci ou subloci 
intimamente ligados em cada cromossomo, que eram herdados como 
um bloco de genes (haplótipo). Também introduziram a nomenclatu- 
ra DCE para nomear os alelos, inclusive o uso do “d” para designar a 
falta do locus D (Tab. 34.15). Rosenfeld propôs um sistema numérico 
para nomear os antígenos em 1962, porque o número crescente de an- 
tígenos Rh tornou a designação alfabética impraticável (Tab. 34.18). 


Tabela 34.15 Comparação das nomenclaturas de Wiener, Fisher-Race 
e Rosenfield para os antígenos do sistema de grupo sanguíneo Rh 


Wiener Fisher-Race Rosenfield 
Rh, D RH1 
rh’ € RH2 
rh" E RH3 
hr’ c RH4 
nr” e RH5 
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Tabela 34.16 Nomenclaturas de Wiener e Fisher-Race para os 
haplótipos Rh e suas frequências na população* 


Wiener Fisher-Race' Frequências na população dos EUA 


Brancos Negros Nativos Asiáticos 
americanos 
Rº Dce 0,04 0,44 0,02 0,03 
R! DCe 0,42 0,17 0,44 0,70 
R? DcE 0,14 0,11 0,34 0,21 
R DCE 0,00 0,00 0,06 0,01 
r dce 0,37 0,26 0,11 0,03 
j dCe 0,02 0,02 0,02 0,02 
i dcE 0,01 0,00 0,01 0,00 
r” dCE 0,00 0,00 0,00 0,00 


* Os valores foram calculados de Mourant (1976). 


' Na nomenclatura de Fisher-Race, “d” indica a ausência do antígeno D. 


Também se observou que essa nomenclatura não continha inferências 
como a herança genética dos antígenos. 


Bioquimica 

Houve um progresso notável no sentido de decifrar a bioquímica e a 
biologia molecular do sistema Rh de grupo sanguíneo. Agora está cla- 
ro que o Rh consiste em 3 proteínas integrantes da membrana: RHD, 
RHCE e glicoproteína associada ao Rh (RHAG). RHD e RHCE são 
proteínas altamente homólogas, diferindo-se por aproximadamente 
30 aminoácidos. Ambas são proteínas de 30 kDa e 416 aminoácidos de 
múltiplas passagens, contendo 12 domínios transmembrana, 6 alças 
extracelulares e uma terminação citoplasmática amino e carbóxi (Fig. 
34.5). Ambas as proteínas possuem de 2 a 3 moléculas de palmitato 
(ácido graxo C16) ligadas de forma covalente a resíduos de cisteína 
transmembrana. A palmitoilação das proteínas Rh pode ajudar a man- 
ter a assimetria fosfolipídica da membrana eritrocitária (Avent, 1999). 

A RHAG é uma glicoproteina de 45 a 70 kDa e múltiplas passa- 
gens, relacionada em termos evolutivos com as glicoproteínas RhD e 
RhCcEe. A RHAG é uma glicoproteína de 409 aminoácidos, com 12 


Tabela 34.17 Frequências dos fenótipos Rh comuns” 


domínios transmembrana e uma única cadeia lateral de carboidrato 
grande ligada ao N na primeira alça extracelular. No total, há apro- 
ximadamente 170.000 moléculas em cada proteína Rh e RHAG por 
eritrócito. RHD, RHCE e RHAG são proteínas eritroides específicas 
(Avent, 1999). 

Na membrana do eritrócito, as proteínas RHD, RHCE e RHAG exis- 
tem como parte de um complexo imune Rh, composto por 2 molé- 
culas de Rh (RHD e RHCE) e 2 moléculas de RHAG (Eyers, 1994). 
A importância da RHAG para a expressão e a montagem correta das 
proteínas Rh não pode ser subestimada. Na ausência de proteína 
RHAG funcional, nem a proteína RHD nem a RHCE expressam-se 
(fenótipos Rhyj € Rh,mos). Além da RHAG, as proteínas Rh podem 
estar associadas em termos topológicos a CD47, glicoproteina LW 
(ICAMA), glicoproteína DARC ou Duffy, banda 3 e glicoforina B. Pelo 
menos 2 antígenos não Rh, Fy’ e U, podem requerer interações não 
covalentes entre Rh, glicoproteína DARC (Fy’) e glicoforina B (U), 
respectivamente (Ridgwell, 1994). 


Biologia molecular 

Os genes para as proteínas RHD (RHD) e RHCE (RHCE) abrangem 
65 kb no cromossomo 1p34-36.1 e compartilham quase 92% da iden- 
tidade da sequência. Os dois genes estão separados por apenas 30 kb 
e têm orientações opostas, cada um voltado para o outro nas suas ex- 
tremidades 3º (Fig. 34.6). O gene RHD também está flanqueado por 2 
sequências homólogas conhecidas como boxes Rhesus. O gene RHAG 
(RHAG) fica no cromossomo 6p11.1 e compartilha 36% de homolo- 
gia com os genes RHD e RHCE. Todos os 3 genes possuem 10 éxons 
e pelo menos 1 sequência de consenso GATA-1 na região promotora 
(Iwamoto, 1998; Cherif-Zahar, 1994). Acredita-se que os genes RHAG 
e RH tenham surgido por duplicação gênica entre 250 e 350 milhões 
de anos. Uma segunda duplicação gênica entre 8 e 11 milhões de anos 
resultou nos alelos ce e D (haplótipo cDe ou Rº). Acredita-se que os 
alelos RH Ce restantes sejam o produto de mutações pontuais e recom- 
binação e conversão gênica dos genes RHD e RHCE (Aventt, 1999). 


Antígeno D 

A clonagem dos genes RHD e RHCE abriu as portas para o entendi- 
mento da imunologia complexa de muitos antígenos e fenótipos Rh. 
O antígeno D, o mais imunogênico de todos os antígenos Rh, reside 
na proteína RHD. Evidência atual sugere que D é um antígeno alta- 


Frequências” 


Brancos Negros Nativos dos EUA Asiáticos 


Reação com anti-' Fenótipo Genótipo 
D C c E e Rh DCE Rh DCE 
+ + + + Rh, Rh, DCcEe  R'R? DCe/DcE 
Rr” DCe/dcE 
r'R? dCe/DcE 
rR? dce/DCE 
- + + - Rhyrh DCce R'Rº DCe/Dce 
Rir DCe/dce 
+ = + + Rhorh DcEe RER? DcE/Dce 
Rr DcE/dce 
E $ Es i" Rh, Rh, DCe RIR! DCe/DCe 
Rir! DCe/dCe 
+ es Rh, Rh, DCEe R'R? DCe/DCE 
- + Rh Rh, DcE R?R? DcE/DcE 
Rir" DcE/dcE 
+ + + + Rh,Rh, DCcE RR? DcE/DCE 
+ 5 + E RhyRhy Dce RIR? Dce/Dce 
Rir Dce/dce 
5 5i 4 ão rhrh dce rr dce/dce 
= 4 + e rh’rh dCce rr dce/dCe 
= = + + rh“rh dcEe rr" dce/dcE 


0,1176 (89%) 
0,0084 (6%) 
0,0056 (5%) 


0,0168 (5%) 
0,3108 (95%) 
0,01 12 (10%) 
0,1035 (90%) 
0,176 (91%) 
0,017 (9%) 


0,02 (88%) 
0,003 (12%) 


0,0016 (5%) 
0,0296 (95%) 
0,1369 (100%) 
0,0055 (100%) 
0,0028 (100%) 


0,0374 (100%) 


0,0132 (4%) 
0,1495 (63% 
0,0884 (37% 
0,0968 (63% 
0,0572 (37% 
0,029 (81%) 
0,007 (19%) 

0,053 (100%) 
0,012 (100%) 


eee 


0,1936 (46%) 
0,2286 (54%) 
0,0676 (100%) 
0,0014 (100%) 


* Estimadas a partir das frequências dos haplótipos (p, q da Tab. 34.16), usando p2 para homozigotos e 2pq para heterozigotos. 


' + = positivo; — = negativo. 


+ (%) = percentagem de genótipos de um determinado fenótipo. 


0,2992 (89%) 
0,0088 (3%) 
0,0135 (4%) 
0,0006 (0,2%) 
0,0176 (15%) 
0,0968 (85%) 
0,0136 (15%) 
0,0748 (85%) 
0,194 (92%) 
0,017 (8%) 


0,116 (94%) 
0,007 (6%) 
0,041 (100%) 
0,0004 (8%) 
0,0044 (92%) 
0,0121 (100%) 
0,0044 (100%) 
0,0022 (100%) 


0,294 (97%) 
0,0084 (2,8%) 


0,042 (50%) 
0,042 (50%) 
0,0126 (50%) 
0,0126 (50%) 
0,490 (93%) 
0,028 (7%) 


0,044 (100%) 


0,0009 (33%) 
0,0018 (67%) 
0,0009 (100%) 
0,0012 (100%) 


Tabela 34.18 Base molecular dos antígenos RH 
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ISBT Nome Frequéncia (%) Proteína RH (D ou CE) Base molecular (proteína ou Comentarios 
éxon do gene) 
RH1 D 85-92 D RHD, alcas 3,4,6 
RH2 C 68% dos brancos CE Ser103 + Cys16 RH4 antitético 
27% dos negros 

RH3 E 22-29 CE Pro226 RH5 antitético 
RH4 C 80 CE Pro103 RH2 antitético 
RH5 e 80 CE Ala226 RH3 antitético 
RH6 f 65 CE Pro103 + Ala226 Antigeno composto 
RH7 Ce 27-28 CE Ser103 + Ala226 Antigeno composto 
RH8 Er 1-2 CE Gin41>Arg RH51 antitético 
RH9 Es <0,01 CE Ala36>Thr RH51 antitético 
RH10 V 30% dos negros CE Leu235>Val, +Gly336 Em geral com RH20 
RH11 E” <0,01 CE Met167>Lys E variante tipo | 
RH12 G 84-92 D, CE Ser103 Anti-C+D 

RH17 Hra 100 CE RHCE alças 3,4,6 

RH18 Hr 100 CE Met238 

RH19 hr° 98 CE Ala226, Met238 

RH20 VS 40% dos negros CF Leu226>Val Em geral com RH10 
RH21 cS 68 CE Ser103 

RH22 CE 1 CE Ser103 + Pro226 Antigeno composto 
RH23 Di < 0,01 D parcial Gln233, RHD alças 3,6 

RH26 similar a c 80 CE Gly96 + Pro103 

RH27 cE 22-28 CE Pro103 + Pro226 Antigeno composto 
RH28 hr” <0,01 2 Desconhecida 

RH29 Total Rh 100 CE+D RHD + RHCE Feita por Rh,uio 
RH30 Go? 2% dos negros D parcial Sobre DlVa 

RH31 hr® 98 CE Desconhecida Ausente em RR; 
RH32 RN < 1% dos negros D parcial Exons D4/a/CE5 RH46 antitético 
RH33 Har < 0,01 D parcial Exons CE4/a/D5 ee 

RH34 Hr® 100 D+CE Cys336 

RH35 1114(CeMA) < 0,01 CE (Arg114>Trp) (CeMA) pode ser RH35 
RH36 Be? <0,1 CE Desconhecida c,e,f fracos 

RH37 Evans < 0,01 Híbrida D-CE Exons D6 a CE7 

RH39 similar a C 100 ? Desconhecida Sobre eritrócitos C- e C+ 
RH40 Tar <0,01 D Leut00>Pro 

RH41 similar a Ce 70 CE Exon 2, Ala226 

RH42 Ce’ 2% dos negros D parcial Leu245>Val Associada a dCce” 
RH43 Crawford 1% dos negros CE Gln223, VS+ Eritrócitos VS+, V+ 
RH44 Nou 100 ? Desconhecida 

RH45 Riv <0,01 D parcial Sobre DIVa 

RH46 Sec 100 CE CE éxon 4 RH32 antitético 
RH47 Dav 100 CE Exon 7 

RH48 JAL <0,01 2 Desconhecida Associada a R!, R? 
RH49 STEM 0,4% de indianos 2 Desconhecida 

RH50 FPTT <0,01 D parcial Exons CE4 a D5 

RH51 MAR >99 CE Ala36, Gln41 RH8,9 antitético 
RH52 BARC <0,01 D parcial Éxons CE6 a D7 

RH53 JAHK < 0,01 CE Éxon D2 (Ser103), no Cys16 

RH54 DAK < 0,01 D parcial Desconhecida 

RH55 LOCR <0,01 ? Desconhecida c,e,f fracos 
De Wagner e Flegel (2004) e Reid (2004b). 
mente complexo, dependendo tanto de aminoácidos específicos como Antígeno D fraco 


da estrutura terciária da própria proteina RHD. Até o momento, fo- Aproximadamente 1% dos indivíduos D positivos é do tipo D fraco 
ram identificados 9 aminoácidos específicos de D” (Met169, Met170, (conhecido historicamente como Du), que se caracteriza por aglutina- 
[le172, Phe223, Ala226, Glu233, Asp350, Ala353 e Gly354) como epíto- ção fraca ou ausente de eritrócitos pelo anti-D durante teste sorológi- 
pos D funcionais. Eles ficam ao longo da terceira, da quarta e da sexta co. Nos indivíduos com fenótipo D fraco, o antígeno D normalmente 
alças externas de apoproteína RHD, criando 6 aglomerados distintos de requer antiglobulina humana (AHG). Pode ocorrer um fenótipo D 
epítopo D ou “pegadas” (Fig. 34.5). Como o sistema imune reconhece fraco com muitos fenótipos D parciais, dCe em trans com supressão 
esses aglomerados é motivo de intensa investigação (Avent, 1999). de RHD, no fenótipo Rh, € via herança autossômica recessiva de 2 
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Figura 34.5 Proteínas RH. As proteínas RHD e RHCE são multietapas, com 12 
domínios transmembrana, indicados por cilindros cor de âmbar. A localização dos 
antígenos Rh denotada por polimorfismos de aminoácido único está assinalada 
(+). O epítopo RhD é um antígeno complexo que envolve estruturas na terceira, 

na quarta e na sexta alças extracelulares. Mutações de sentido errôneo na RHD, 
levando a expressão fraca de D, estão indicadas por círculos abertos (0). 


alelos RHD fracos, sendo essa última a responsável pela maioria dos 
fenótipos D fracos presentes na população geral. Até o momento, fo- 
ram relatadas 18 mutações diferentes, representando 14 alelos RHD 
mutantes, em associação ao fenótipo D fraco. Todas as mutações des- 
critas são de sentido errôneo, levando à substituição de aminoácidos, 
ao longo das regiões não conservadas dos domínios transmembrana 
e citoplasmático (Fig. 34.5). Por sua localização, existe a hipótese de 
que essas mutações possam interferir na montagem ou na inserção 
eficiente da proteína RHD. Além disso, como todas as mutações são 
intramembranosas ou intracelulares, presume-se que não alterem de 
forma significativa a apresentação dos epítopos D nas alças extracelu- 
lares (Wagner, 1999), o que pode explicar por que a maioria dos indi- 
víduos com fenótipo D fraco não elabora o aloanti-D quando recebe 
transfusão de sangue D positivo (ver adiante). 


Antigeno D parcial 

Os antígenos D parciais são proteínas que perderam os epítopos D. 
Embora sejam do tipo D positiva, as pessoas com antígenos D parciais 
podem elaborar anticorpos aloanti-D reativos com eritrócitos alogê- 
nicos, mas não autólogos. O aloanti-D produzido por esses indivíduos 
reconhece epítopos D específicos perdidos em seus próprios eritróci- 
tos (Fig. 34.6). O D parcial pode resultar de mutações de sentido errô- 
neo ou recombinação genética dos genes RHD e RHCE (Avent, 1999). 
Os fenótipos D parciais que surgem de recombinação genética estão 
frequentemente associados à geração de novos antígenos de baixa in- 
cidência (Tab. 34.18). 


Fenótipo Rh negativo 

O fenótipo Rh negativo (D—) ocorre em aproximadamente 15% dos 
doadores brancos, quase sempre em associação ao fenótipo cde/cde 
ou rr. Na maioria das pessoas brancas, D- reflete uma deleção de to- 
do o gene RHD (Fig. 34.6). Nas pessoas negras, D- pode resultar de 


deleção gênica ou herança de um pseudogene RHD. Quase 60% das 
pessoas D negativas negras herdam um alelo RHD mutante (RHyD) 
contendo uma duplicação interna de 37 pares de bases (bps) e uma 
mutação sem sentido (Avent, 1999). Genes RHD contendo mutações 
sem sentido e deleções de nucleotídeos também foram relatados em 
alguns doadores D negativos japoneses e brancos (Daniels, 2002). 


Antígenos C/c, E/e e Rh composto 

Em contraste com a complexidade do epítopo antígeno D, os antíge- 
nos C/c e E/e são polimorfismos de um único aminoácido na proteína 
RHCE (Fig. 34.5). Outros 3 polimorfismos de aminoácido (Cys16Trp, 
Ile60Leu e Ser68Asn) podem ajudar a estabilizar os antígenos C e c. 
Como os epítopos C/c e E/e estão presentes na mesma proteína, po- 
dem ocorrer aloanticorpos dependentes da expressão dos antígenos 
C/c e E/e. Foram descritos 4 aloanticorpos com especificidade Rh 
“composta”: anti-ce (f ou RH6), anti-Ce (RH7), anti-cE (RH27) e 
anti-CE (RH22). Esses anticorpos reagem apenas com eritrócitos que 
carregam os antígenos pareados apropriados, em cis, na mesma pro- 
teína RHCE (Tab. 34.18), na qual ocorrem vários outos antígenos de 
alta e baixa incidências. 


Antigeno G 

O antígeno G (RH12) é um antígeno de alta frequência presente em 
praticamente todos os eritrócitos D positivos e C positivos. O G foi 
identificado como Ser 103, um antígeno do tipo C, nas proteínas RHD 
e RHCE (Fig. 34.5). Não é surpreendente que os aloanticorpos anti-G 
tenham especificidade anti-C e anti-D (anti-C + D) e frequentemente 
sejam acompanhados por anti-C (anti-G + anti-C). 


Fenótipos C/c e E/e fracos e deleção 

Como no D, são conhecidos fenótipos C/c e E/e enfraquecidos ou 
ausentes. Podem resultar expressão E parcial e expressão e fraca de 
mutações isoladas de ponto ou deleções de nucleotídeos. Os fenótipos 
com deleções D**, D- — (D+, C-, c- E-, e-), DC- e Dc- resultam da 
recombinação genética entre os genes RHCE e RHD, para produzir hí- 
bridos RHCE-D-CE (Fig. 34.6). Como consequência, há uma ablação 
total dos epítopos Ee e/ou Cc, com muitos recombinantes expressan- 
do novos antígenos Rh de baixa frequência (Tab. 34.18). Além disso, 
muitos recombinantes (p. ex., Dº** e D- —) demonstram expressão 
exaltada do antígeno D nos testes sorológicos, em conseguência a uma 
dose dupla de alguns epítopos D tanto na proteína RHD quanto na 
mutante RHCE-D-CE. Para um resumo detalhado, o leitor deve con- 
sultar Reid (2004b). 


Fenótipo Rh,,,, 

Todos os antígenos Rh estão ausentes nos eritrócitos com o fenótipo 
Rh, wo» em decorrência de uma ausência aparente das proteínas RHD 
e RHCE. Além disso, esses eritrócitos não têm os antígenos de alta fre- 
quência Fyº e LW, podendo apresentar, ainda, expressão acentuada- 
mente diminuída dos antígenos S/s e U. A ausência desses antígenos 
Rh reflete a associação topológica complexa das proteínas Duffy, LW e 
glicoforina B às proteínas Rh das membranas eritrocitárias. 

Extremamente raras (< 1 em 6 milhões), as células com Rh uo têm 
anormalidades na morfologia eritrocitária (esferócitos, estomatóci- 
tos), no teor de água, no volume celular e no fluxo de cátions, além 
de assimetria dos fosfolipídeos. As células com Rh „ue exibem maior 
fragilidade osmótica e uma meia-vida circulante encurtada, em geral 
acompanhadas por anemia hemolítica discreta (síndrome da defici- 
ência de Rh). Como os indivíduos com o fenótipo Rh, podem ficar 
sensibilizados a múltiplos antígenos Rh, inclusive os de alta frequên- 
cia, o suporte por transfusão pode ser bastante difícil. Alguns indiví- 
duos com fenótipo Rh, 1, aloimunizados podem produzir anti-RH29, 
que reage com todos os eritrócitos, exceto aqueles com Rh, 

O fenótipo Rh uo pode surgir de 2 contextos genéticos distintos: regu- 
lador e amorfo. O tipo Rh,,,;,-amorfo é o resultado de mutações sem sen- 
tido no gene RHCE em pessoas D negativas. Pela ausência das proteínas 
RHD e RHCE, os eritrócitos do fenótipo Rh,,,-amorfo têm expressão 
reduzida (mas não ausente) da proteina RHAG (Daniels, 2002). O tipo 
regulador Rh, surge de mutações pontuais na RHAG (Reid, 2004b). 


Fenótipo Rh mog 
Também são observadas mutações do RHAG no fenótipo Rhyoa- 
Eritrócitos com esse fenótipo apresentam expressão acentuadamente 
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diminuida de RH e RHAG, detectavel apenas mediante estudos cuida- 
dosos de adsorção e eluição. Como os indivíduos com Rh, pessoas 
com Rh mog podem ter evidência laboratorial de síndrome de deficiên- 
cia do Rh com anemia hemolítica discreta. Foram estudadas 3 amos- 
tras de Rh,oq cada uma contendo uma única mutação de sentido er- 
rôneo no gene RHAG (Reid, 2004b). 


Anticorpos Rh 

Anticorpos contra os antígenos Rh são encontrados rotineiramente 
em bancos de sangue (ver Tab. 34.7). O antígeno Rh mais imunogê- 
nico é o D, seguido por c, E, C e e (Harmening, 1999). Em geral, os 
anticorpos contra antígenos Rh resultam de estimulação imune por 
transfusão ou gravidez. As exceções são alguns exemplares de anti-C” 
e anti-E, que podem ser de ocorrência natural. A maioria dos anticor- 
pos contra antígenos Rh é do isotipo IgG (IgG1 e IgG3), embora se- 
jam conhecidos raros exemplares de IgM e IgA. Os anticorpos anti-Rh 
são reativos a 37°C e normalmente detectados na fase AHG de teste. A 
reatividade dos anticorpos anti-Rh pode ser facilitada em eritrócitos 
tratados com enzima. 

Clinicamente, os anticorpos contra Rh estão associados a reações 
transfusionais hemolíticas. No entanto, como os anticorpos Rh não 
fixam complemento, eritrócitos incompatíveis quase sempre são de- 
purados por destruição extravascular. Para evitar sensibilidade ao 
antígeno D, pacientes Rh-negativos devem receber transfusões com 
eritrócitos Rh-negativos. Isso é praticamente verdadeiro no caso de 
mulheres jovens e em idade reprodutiva. Para transfusão em pacientes 
aloimunizados, as unidades de eritrócitos devem ser negativas para o 
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Figura 34.6 O aglomerado do gene Rh. Os genes RHD e RHCE 
estão situados bem próximos, um de frente para o outro em suas 
extremidades 3’. O gene RHD também é flanqueado por boxes 
Rh. SMP é um não gene relacionado. O fenótipo RHD-negativo 
pode resultar de deleção do gene RHD ou, em pessoas negras, 
uma inserção de 37 pares de base, levando a uma alteração 
estrutural (pseudogene). Também são mostrados exemplos de 
fenótipos D e CE parciais que resultam de recombinação entre 
os genes RHD e RHCE. 
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antigeno Rh de interesse e compativeis com o soro do receptor na fase 
AHG de teste. Uma exceção possível talvez sejam os pacientes R'R’ 
(CDe/CDe) que tenham desenvolvido aloanticorpos anti-E. Como 
tais pacientes correm alto risco de ter reações transfusionais hemo- 
líticas tardias resultantes do desenvolvimento subsequente de anti-c, 
muitos bancos de sangue recomendam a transfusão apenas de unida- 
des R!R! a pacientes R'R! (Shirey, 1994). 

Anticorpos contra antígenos Rh também são uma das principais 
causas de DHRN. Todas as mulheres Rh-negativas devem receber 
imunoglobulina Rh (IgG anti-D) profilaticamente no meio da gravi- 
dez, após um procedimento invasivo (i. e., amniocentese) e imediata- 
mente após o parto, para prevenir que ocorra aloimunização. A pro- 
filaxia com imunoglobulina Rh também é recomendada em mulheres 
com fenótipos D parciais, porque elas podem estar em risco de aloi- 
munização D (Ansart-Pirenne, 2004). A imunoglobulina Rh também 
pode ser administrada após transfusão de concentrados de plaquetas 
RhD+ ou após transfusão acidental de eritrócitos RhD+. No último 
caso, administra-se a imunoglobulina Rh após a troca de 2 volumes de 
eritrócitos com eritrócitos RHD-negativos (Nester, 2004). É recomen- 
dável administrar um frasco de imunoglobulina Rh a cada 30 mL de 
sangue total ou 15 mL de concentrado de hemácias transfundidos. A 
imunoglobulina Rh deve ser administrada até 72 horas após a exposi- 
ção, para evitar imunização ativa. Não se administra imunoglobulina 
Rh a mulheres Rh-negativas que já estejam imunizadas contra o antí- 
geno D (i. e., tenham anti-D). 

Também se recomenda administrar imunoglobulina Rh a mulheres 
Rh-negativas com aloanticorpos anti-G. Conforme mencionado an- 
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teriormente, o anti-G comporta-se como um anti-C + anti-D, em de- 
corrência ao reconhecimento de uma Ser103 ou um antígeno do tipo 
C nas proteínas RHD e RHCE. Em geral, a DHRN secundária a anti-G 
ou anti-C + anti-G é discreta, em comparação com a DHRN que re- 
sulta de anti-D. Entretanto, como essas mulheres ainda podem ficar 
imunizadas aos epítopos D específicos da proteína RDH, em muitos 
bancos de sangue prefere-se dar imunoglobulina Rh a mulheres Rh- 
negativas com anticorpos anti-G (Shirey, 1997). A distinção entre um 
anti-G e um anti-C + anti-D verdadeiro é muito trabalhosa, requeren- 
do adsorção sequencial e eluição (Yesus, 1985). Um indício sugestivo 
da presença de anti-G é um título anti-C pelo menos 4 vezes maior 
que o de anti-D (Shirey, 1997). Contudo, não é necessário separar 
anti-G anti-C + anti-D para transfusões rotineiras. Com raríssimas 
exceções, eritrócitos negativos para os antígenos C e D também são 
negativos para o antígeno G. 


Papel biológico 

A função específica das proteínas Rh ainda é desconhecida, mas há 
uma crença forte de que elas possam constituir um transportador de 
membrana. Essas proteínas são homólogas aos transportadores de 
amônio da família Mep/Amt. Além disso, foram descobertos homó- 
logos similares ao Rh em formas de vida de invertebrados, como o 
verme nematódeo Caenorhabditis elegans e a esponja-marinha Geodia 
cydonium (Avent, 1999). 


Sistema de grupo sanguineo Lutheran 
(ISBT nº 005) 


O sistema Lutheran (Lu) de grupo sanguíneo contém 18 antígenos, 
incluindo 4 pares de antígenos alélicos e 10 de alta incidência. O Lu- 
theran é um pequeno constituinte da membrana eritrocitária, tendo 
em média apenas de 2.000 a 5.000 moléculas por célula, cuja força 
pode variar entre os doadores (Issit, 1998). Até em um mesmo indi- 
víduo, há considerável heterogeneidade na sua expressão, com ape- 
nas 40 a 50% de eritrócitos positivos para os antígenos do Lutheran 
pela citometria de fluxo (El Nemer, 1998). A expressão dos antígenos 
do Lutheran é onipresente nos TES humanos. Além dos eritrócitos, 
a glicoproteína Lutheram expressa-se em ovários e testículos, cólon, 
no intestino delgado, na próstata, no timo, no baço, no pâncreas, nos 
rins, nos músculos esqueléticos, no fígado, na placenta, no cérebro e 
na medula óssea (Rahuel, 1996). 


Fenótipos nulos/fracos 


São conhecidos 3 fenótipos Lu,» com padrões distintos de heredi- 
tariedade: autossômica recessiva, autossômica dominante (In(Lu)) e 
recessiva ligada ao X (Tab. 34.19). O fenótipo autossômico recessivo 
caracteriza-se pela ausência completa de antígenos Lutheran nos eri- 
trócitos. Em consequência, os indivíduos podem elaborar um anticor- 
po para a glicoproteina Lutheran (anti-Lu3), que reage com todos os 
eritrócitos Lu-positivos. 

As formas autossômica dominante e recessiva ligada ao X caracteri- 
zam-se por uma expressão Lutheran muito fraca, em geral detectada 
apenas por adsorção e eluição. Nos eritrócitos In(Lu), o fenótipo au- 
tossômico dominante Lu,,,,, ocorre em 1:3.000 indivíduos e é identifi- 
cado pela expressão fraca do antígeno Lutheran e de outros antígenos 
glicosilados (P,, 1, Indian/CD44) e pela expressão acentuada de CDw75 
(Daniels, 2002). A forma ligada ao X tem expressão enfraquecida do 
Lutheran, acentuada do ie do CDw75 e normal de P., ie CD44. Como 
os fenótipos Lu, In(Lu) e recessivo ligado ao X expressam algum an- 
tigeno Lutheran nos eritrócitos e outros tecidos, nenhum está associa- 
do ao desenvolvimento de anti-Lu3 (Rao, 1995). Os eritrócitos In(Lu) 
podem exibir anormalidades sutis, que incluem o aumento de pecilo- 
citose e da hemólise durante armazenamento in vitro (Ballas, 1992). 


Bioquímica 

Os antígenos Lutheran situam-se em 2 glicoproteínas isoméricas do 
tipo 1,a glicoproteína Lu (85 kDa) e o antígeno do câncer epitelial (B- 
-CAM, 78 kDa) (Parsons, 1987). A glicoproteina 85 kDa é a isoforma 
predominante, encontrada nos eritrócitos e tecidos normais. Como 
membros da superfamília das imunoglobulinas, as glicoproteínas 78 
e 85 kDa compartilham um grande domínio extracelular comum (de 
518 aminoácidos) com 5 regiões de imunoglobulina e 5 locais de N- 


Tabela 34.19 Fenótipos do sistema Lutheran 


Reações com Fenótipo Frequência (%) na Comentários 
anti- população dos EUA 

Lu Lu? Lu-3 Caucasiana Negra 

+ 0 + Lu (a+b-) 0,1 0,1 

+ + + Lu (a+b+) 7 5 

0 + + Lu (a-b+) 93 95 

Fenótipos nulos (Lu,,,,,) 

0 0 0 Lu (a-b-) Muito raro Muito raro Autossômico 
recessivo 
Normal CD44, 
i, CD75 
Produção de 
anti-Lu-3 

OF* OF f Lu (a-b-) Muito raro Muito raro Em (Lu), 
autossômico 
dominante 
) CD44, Ii; 
CD75 

O/F* Of + Lu (a-b-) Muito raro Muito raro Ligado ao X 


recessivo (X52) 
Ausente 
CD75 


* Antígenos Lu fracos detectados apenas por técnicas de adsorção e eluição. 


-glicosilação potenciais (Fig. 34.7). Três domínios de imunoglobulinas 
são do tipo da região 2 constante (C2), enquanto os 2 restantes são de 
domínios variáveis (V). A diferença de 7 kDa entre as isoformas do 78 
e do 85kDa reflete o comprimento da cauda citoplasmática terminal 
COOH. Além de seu maior comprimento, o domínio citoplasmático 
da isoforma de 85 kDa possui um motivo SH3 e um sítio de ligação 
potencial para a proteína Src. O domínio citoplasmático também in- 
terage com a espectrina, uma proteína do citoesqueleto (Kroviarski, 
2004). Por ser uma proteina altamente dobrada, estabilizada por pon- 
tes de dissulfeto, a Lutheran é destruida por agentes redutores de sulfi- 
drila e muitas proteases. 


Biologia molecular 


O gene para a Lutheran (LU) fica no cromossomo 19q13.2-13.3, tem 
12,5 kb e contém 15 éxons. A divisão alternada do éxon 13 é respon- 
sável pela isoforma menor de 78 kDa (El Nemer, 1997; Rahuel, 1996). 
Embora não haja boxes TATA ou GAAT na região 5' flanqueadora ou 
promotora do gene, ele possui sequências de consenso para vários ele- 
mentos cis-reguladores, incluindo os onipresentes Sp1, AP2, EGR-1, 
Ets e GATA-1, uma proteína de ligação da transcrição eritroide (El Ne- 
mer, 1997). 

A base molecular da maioria dos antígenos Lutheran já é conhecida 
(Tab. 34.20). A maioria resulta de polimorfismos de um único nucleo- 
tídeo (Crew, 2003; Daniels, 2002). Em contraste, a base molecular pa- 
ra os fenótipos Lu, ainda é relativamente desconhecida. O fenótipo 
autossômico recessivo Lu, verdadeiro surge da herança de 2 alelos 
amorfos silenciosos (Lu) (Cartron, 1998). Os genes responsáveis pe- 
lo autossômico dominante In(Lu) e pelo recessivo ligado ao X (XS2) 
não foram identificados ou clonados. Existe a hipótese de que os genes 
representem inibidores, capazes de suprimir ou infrarregular a trans- 
crição do gene LU. 


Anticorpos Lutheran 

Em geral, os anticorpos Lutheran não têm significado clínico e ra- 
ramente estão associados à DHRN e a reações hemolíticas transfusio- 
nais. O anti-Lu” é o aloanticorpo Lutheran mais comum encontrado 
em bancos de sangue e geralmente uma aglutinina IgM à temperatura 
ambiente. Como nem todos os eritrócitos expressam antígenos Lu de- 
tectáveis (El Nemer, 1998), o anti-Lu* pode exibir aglutinação mista 
em campo. O anti-Luº é um anticorpo IgG relativamente raro, tipica- 
mente detectado no IAT. A reatividade do anti-Lu’, do anti-Luº e de 
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Figura 34.7 Glicoproteina Lutheran. Os antigenos Lutheran residem em 1 dos 5 
dominios de imunoglobulina (V, C2-like). O dominio transmembrana está indicado 
por um cilindro âmbar. O comprimento do dominio citoplasmático pode variar de 
19 (forma de 78 kDa) a 59 aminoácidos (isoforma de 85 kDa). O último também 
possui um motivo ligado a consenso para a proteína Src (dominio SH3). 


Tabela 34.20 Antígenos do grupo sanguíneo Lutheran 


Antígenos de alta frequência 


Troca de aminoácido (alto — baixo) 


outros anticorpos Lutheran pode ser inibida pelo tratamento prévio 
dos eritrócitos com quimotripsina, tripsina, AET e DTT. 


Papel biológico 

Em termos biológicos, o Lutheran é um receptor de alta afinida- 
de para a laminina, uma proteína da membrana basal envolvida na 
diferenciação, na adesão, na migração e na proliferação celulares. A 
hiperexpressão da glicoproteína Lu no carcinoma de ovário e em ou- 
tros cânceres supostamente facilita a adesão da célula tumoral e as 
metástases (Rahuel, 1996). Em pacientes com a doença falciforme, 
a expressão aumentada de Lu nos reticulócitos e nas células falci- 
formes pode contribuir para a fisiopatologia das crises vaso-oclu- 
sivas. Pacientes com a doença falciforme têm evidência indireta de 
lesão vascular crônica, com desprendimento de células endoteliais 
microvasculares e exposição da membrana basal vascular (Solovey, 
1997). Nesses pacientes, a maior exposição da laminina no suben- 
dotélio trombótico, acoplada à maior expressão de seu receptor nos 
reticulócitos e nas células falciformes, pode causar adesão dos eritró- 
citos e estase circulatória (El Nemer, 1998; Parsons, 2001). Como o 
Lu expressa-se tardiamente na diferenciação eritroide, ele não parece 
desempenhar um papel na adesão à matriz extracelular da medula 
óssea (El Nemer, 1998). No entanto, pode estar envolvido na migra- 
ção de eritrócitos para fora da medula óssea (Southcott, 1999). Evi- 
dência recente mostrando uma interação entre Lu/B-CAM e a espec- 
trina levantou a possibilidade de que o Lu também possa funcionar 
na sinalização celular (Kroviarski, 2004). 


Sistemas de grupo sanguíneo Kell e Kx 
(ISBT nº 006 e 019) 


Identificado pela primeira vez em 1945, o sistema Kell de grupo san- 
guíneo atualmente consiste em 24 antígenos de frequências alta e bai- 
xa (Tab. 34.21). Onze antígenos Kell pertencem a 5 conjuntos de antí- 
genos alélicos, enquanto o restante é constituído predominantemente 
por antígenos de alta incidência (mais de 99% da população). Muitos 
antígenos Kell de baixa incidência (K, Js’, Ul’, Kp’, Kp‘) apresentam 
diferenças raciais distintas. O antígeno Kell é concentrado nos eritró- 
citos, nas células progenitoras das séries eritroides e nos megacarióci- 
tos, do músculo esquelético e dos testículos. Os eritrócitos expressam 
aproximadamente de 2.000 a 6.000 cópias da proteína Kell por célula 
(Issitt, 1998). 


Fenótipos nulos e fracos 


K,K, é um fenótipo nulo verdadeiro, autossômico recessivo e com- 
pletamete ausente de todos os antígenos Kell (Tab. 34.22). Em con- 


Antígenos de baixa frequência 


ISBT Nome Frequência Frequência Nome ISBT 
LU2 Lu? 99,8% Arg77>His 5-8% Lu? LU1 
LU3 Lu > 99% Desconhecida Raro 
LU4 Barnes > 99% Arg175>Gln Raro 
LU5 Beal > 99% Arg109>His Raro 
LU6 Jan > 99% Ser275>Phe 1-2% Mull LU9 
LUZ Gary > 99% Desconhecida (4º IgSF) Raro 
LU8 Taylor/MT > 99% Met204>Lys 1,8% Hof LU14 
LU11 Reynolds > 99% Desconhecida Raro 
LU12 Much > 99% Heterogênea Raro 
Deleção de Arg34 + Leu35 
Arg140>Gln 
LU13 Hughes > 99% Ser447>Leu Raro 
Gln581>Leu 
LU17 Delcol > 99% Glu114>Lys Raro 
LU18 Au? 90% Ala539>Thr 51% dos brancos Au? LU19 
68% dos negros 
LU20 > 99% Thr302>Met Raro 
LU21 > 99% Asp94>Glu Raro 
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Tabela 34.21 Antígenos dos grupos sanguíneos Kell e XK* 


Antígeno (de alta freq.) Percentagem 
ISBT Nö de doadores 
KEL2 k 99,8% Thr193>Met 
Ala423>Val 
KEL4 Kp” 99,9% Arg281>Trp 
Arg281>Gln 
KEL7 Js? > 99,9% Leu597>Pro 
KEL11 > 99,9% Val302>Ala 
KEL14 > 99,9% Arg180>Pro 
KEL5 Ku > 99,9% Heterogênea 
Heterogênea 
Glu494>Val 
KEL12 > 99,9% His548>Arg 
KEL13 >99,9% Desconhecida 
KEL16 > 99,8% Desconhecida 
KEL18 > 99,9% Arg130>Trp 
Arg130>Gln 
KEL19 > 99,9% Arg492>Gln 
KEL20 Km > 99,9% Desconhecida 
KEL22 > 99,9% Ala322>Val 
Gln382>Arg 
Arg248>Gln 
Arg406>Gln 
KEL27 RAZ > 99% Glu249>Lys 
XK1 Kx > 99,9% Mutação na proteina XK 


Troca de aminoácido (alta — baixa freq.) 


Percentagem 
de doadores 


Antigeno (de baixa freq.) 


Nome ISBT 

9% K KEL1 
Desconhecida Fraco 

KEL2 
2% Kp? KEL3 
<0,1% Kp“ KEL21 
< 1% dos brancos Js* KEL6 
19,5% dos negros 
0,3% Wk? KEL17 
<2% cls KEL24 
0,8% K” KELL 

NULL 
Raro Kmod 
2,6% dos finlandeses UL? KEL10 
< 0,1% dos demais 
>0,1% KEL23 
<0,1% VLAN KEL25 
Raro TOU KEL26 
Raro McLeod 


* Segundo Lee et al. (1997 & errata de1998); Lee (2003b); Issitt (1998); Daniels (2002); Reid (2004b). 


Tabela 34.22 Frequências dos fenótipos no sistema Kell 


Fenótipo Frequência (%) na 


popul ação dos EUA 


Reações com anti- 


K k Kp? Kp? Js? Js? Ku Km Kx Brancos—Negros 
+ ø +F ++ TE Kk- 0,2 Raro 
+ + ++ ++ f K+k+ 8,8 2 
O + ++ ++ f k-k 91 98 
+ 0 ++ ++ f Kpla+tb) Raro 0 
+ + ++ ++ f Kpla+b+) 2,3 Raro 
0 + ++ ++ f  Kp(a—b+) 97,7 100 
+ O ++ ++ Í iab 0 1 
+ + + 44+ f satb) Raro 19 
0 ++ ++ f bieb 100 80 
Fenótipos nulos 
0 0 0 0 0 0 0 0 + K, Excepcionalmente 
raro 
Of Of OA Of OA Of f f ++ Knog Raro 
Of of of OA Of Of Of O O McLeod Raro 


* ++ = reatividade forte; f = reatividade fraca. 


sequência, esses indivíduos podem elaborar um aloanticorpo para a 
glicoproteína Kell (anti-Ku). Ao contrário dos eritrócitos McLeod (ver 
adiante), os eritrócitos K,K, têm expressão acentuada do antígeno Kx, 
presente na proteína XK. É possível produzir um eritrócito KK, em 
laboratório, tratando-se eritrócitos Kell-positivos com agentes redu- 
tores de sulfidrila. 


Há uma diminuição significativa ou ausência dos antígenos Kell nos 
eritrócitos McLeod, um fenótipo recessivo ligado ao X que se caracte- 
riza por ausência da proteína XK nos eritrócitos (antígeno Kx; XKI; 
ISBT 019), acantócitos e distúrbios neuromusculares. Como os indi- 
víduos McLeod não têm as proteínas XK e Kell, podem formar alo- 
anticorpos direcionados contra ambas as proteínas em questão. Em 
consequência, tais indivíduos são incompatíveis tanto com eritrócitos 
Kell-positivos quanto K,K,. Também se observa expressão deprimida 
nos eritrócitos Kog € Gerbich-negativos, dois fenótipos autossômicos 
recessivos. Como o fenótipo K,K,, alguns indivíduos Kell oa apresen- 
tam expressão aumentada de Kx (KEL15) e podem desenvolver um 
anti-KEL5 (anti-Ku) após transfusão de eritrócitos. Foi relatada de- 
pressão transitória dos antígenos Kell em pacientes sépticos e anemia 
hemolítica autoimune devida a autoanticorpos anti-Kell (Judd, 1981; 
Issitt, 1998). 


Bioquímica 

Os antígenos Kell (ISBT nº 006) residem em uma glicoproteína de 
93 kDa e 732 aminoácidos (CD239) com um curto domínio citosólico 
amino-terminal de 47 aminoácidos, um único domínio transmembra- 
na e um grande domínio extracelular de 665 aminoácidos, que inclui a 
terminação carbóxi e 4 a 5 glicanos ligados ao N (Fig. 34.8). No fenó- 
tipo KEL1, uma substituição Thr183>Met evita o local de glicosilação, 
resultando em apenas quatro glicanos ligados ao N (Lee, 1997). 

Em termos gerais, a molécula tem uma estrutura terciária com- 
plexa dobrada, graças à formação de múltiplas pontes de dissulfeto 
pelos 15 resíduos de cisteína presentes no seu domínio extracelular 
(Lee, 1997). Por causa de sua natureza altamente dobrada, a glico- 
proteína Kell é razoavelmente resistente à digestão proteolítica, mas 
perfeitamente sensível aos agentes redutores de sulfidrila, como o 
ditiotreitol (DTT), o brometo de aminoetilisotiourônio (AET), o 
2-mercaptoetanol (2-ME) e a ZZAP, uma combinação de DTT e pa- 
paína ativada pela cisteína. 
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Figura 34.8 Diagrama das proteínas KELL e XK. KELL está covalentemente ligada à 
proteína XK por uma ponte de dissulfeto (- - - -) através da Cys72 de Kell e da Cys347 
de XK. Os locais de antígenos Kell diferentes estão indicados por linhas contínuas. A 
área ressaltada na terminação carbóxi de KELL representa o domínio que compartilha 
a maior homologia com outras proteínas da família NECK (NEP-24.11, ECE-1, KELL). 
O motivo HELLH é uma sequência de consenso compartilhada por metaloproteinas- 
es dependentes de zinco. Os domínios transmembrana das proteínas KELL e XK estão 
indicados por cilindros de cor âmbar. Os locais de N-glicosilação estão indicados 
por estruturas ramificadas. O local de N-glicosilação assinalado com um asterisco 
não está presente em indivíduos com o fenótipo KEL1 positivo. 
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Na membrana do eritrócito, a glicoproteína Kell está ligada de forma 
covalente à proteína XK (ISBT nº 019), uma proteína multietapa não 
glicosilada de 444 aminoácidos que contém 10 domínios transmem- 
brana. Codificada por um gene no cromossomo Xp21, supõe-se que a 
proteína XK seja uma proteína de transporte transmembrana, embora 
isso ainda não tenha sido demonstrado. Nos eritrócitos, a proteína XK 
está ligada de forma covalente à proteína Kell, por meio de uma pon- 
te dissulfeto no Cys347 na quinta alça extracelular da proteína XK e 
no Cys72 da Kell. Na ausência da proteína XK (fenótipo McLeod), a 
expressão de Kell é menor nos eritrócitos, sugerindo que a proteína 
XK possa ajudar no transporte da Kell. Entretanto, estudos recentes 
de transfecção em células COS mostram transporte e dobramento 
normais da proteína Kell na ausência da proteína XK (Russo, a998). 
A expressão de XK também não é dependente da expressão da Kell. 
A proteína XK expressa-se em vários tecidos não eritroides, inclusive 
fígado, músculos esqueléticos, coração, cérebro e pâncreas (Ho, 1994). 


Biologia molecular 

Clonado em 1991, o gene Kell (KEL) contém 19 éxons que abran- 
gem 21,5 kb no cromossomo 7q33 próximo do gene da fibrose cística. 
A região promotora e o éxon 1 contêm várias sequências de consen- 
so ligadas para GATA-1, um fator de ligação regulador da transcrição 
eritroide. Kell é um membro da familia da neprilisina M13 de endo- 
peptidases zíncicas neutras e compartilha homologia com o antíge- 
no comum da leucemia linfocítica aguda (CALLA, CD10), da enzima 
conversora de endotelina (ECE-1), da endopeptidase neutra 24.11 
(NEP-24.11) e da PEX. A região de maior homologia fica na metade 
carboxiterminal da molécula (aminoácidos 550 a 652), às vezes sendo 
mencionada como o domínio NECK (N-24.11, EC-1, família K). Essa 
região relativamente conservada compartilha 34 a 36% de homologia 
com os dominios catalíticos carboxiterminais de NEP-24.11 e ECE-1, 


bem como um motivo pentamérico ligado ao zinco (HELLH), aspecto 
comum das metaloproteinases dependentes de zinco (Lee, 1997). 

Com a clonagem do gene Kell, foi possível estabelecer a base mole- 
cular e a bioquímica de vários antígenos Kell. Conforme mostrado na 
Tabela 34.21, todos os aloantígenos Kell identificados e sequenciados 
são polimorfismos de um único aminoácido na proteína Kell traduzi- 
da. Além disso, quase todos os polimorfismos de aminoácido ocorrem 
na metade amino da molécula (Lee, 1997). 

Vários indivíduos com a expressão Kell ausente ou deprimida tam- 
bém foram estudados. O fenótipo K,K, surge da homozigosidade de 
um gene KEL amorfo silencioso. Foram identificadas múltiplas muta- 
ções inativadoras do gene KEL, inclusive mutações no sítio de emenda 
e códons de parada prematuros (Lee, 1997; Daniels, 2002). Mutações 
de sentido errôneo são responsáveis pelo fenótipo Kmoa (Lee, 2003b). 
Foram identificadas também várias mutações na proteína XK no Xp2l, 
responsável pelo fenótipo McLeod (Russo, 2002). A base molecular da 
expressão diminuída do antígeno Kell com fenótipos Gerbich-negati- 
vos é desconhecida. Especula-se que a proteína Kell e a glicoforina C 
(Gerbich) possam ser vizinhas na membrana do eritrócito. 


Anticorpos Kell 

Os aloanticorpos contra antígenos no grupo sanguíneo Kell têm 
significado clínico (Tab. 34.7). Eles podem estar associados a reações 
hemolíticas transfusionais imediatas e tardias. Os anticorpos anti-Kell 
também estão associados à DHRN. A DHRN secundária a anticorpos 
anti-Kell maternos em geral caracteriza-se por reticulocitopenia, com 
pouca ou nenhuma bilirrubina. Atualmente, sabe-se que o anti-Kell 
materno (anti-KEL1) suprime diretamente os progenitores eritroides, 
ocasionando uma anemia reticulocitopênica grave no feto (Vaughan, 
1998). Também há relatos de trombocitopenia neonatal, decorren- 
te da supressão de megacariócitos na medula óssea pelo anti-KELI 
(Wagner, 2000). 

O anticorpo encontrado mais comumente contra o grupo sanguíneo 
Kell é o anti-KEL1, que, em termos de imunogenicidade, perde ape- 
nas para o Rh D, ficando em segundo. Os anticorpos contra antígenos 
Kell são do isotipo IgG, surgindo da estimulação imune via transfusão 
ou gravidez, embora sejam conhecidos exemplos de aloanticorpos de 
ocorrência natural (Judd, 1981). Como os antígenos Kell são sensíveis 
aos agentes redutores de sulfidrila, a atividade dos anticorpos anti-Kell 
pode ser eliminada mediante o tratamento prévio dos eritrócitos com 
AET, DTT, 2-ME ou ZZAP. 


Papel biológico 

Apesar da homologia da proteina Kell com outras endopeptidases 
neutras, não foram descritas funções proteolíticas ou outras funções 
biológicas para ela. Também não existem síndromes clínicas conhe- 
cidas ou sequelas associadas ao fenótipo Kell nulo (K,). No entanto, 
a capacidade do anti-Kell de suprimir a eritropoiese fetal sugere um 
papel possível da Kell durante a diferenciação e a maturação da linha- 
gem eritroide (Vaughan, 1998). Além disso, estudos mostraram que 
a Kell é fosforilada in vivo, possivelmente pelas caseína quinases 1 e 2 
(Carbonnet, 1998). Como a fosforilação da proteína regula um grande 
número de funções biológicas, tais resultados confirmam um papel fi- 
siológico para a Kell. É interessante notar que a CALLA (CD10), outra 
proteína NECK, também serve como substrato para a caseína quinase 
2 (Carbonnet, 1998). Mostrou-se que a Kell cliva a endotelina 3, um 
vasoconstritor potente e mitógeno envolvido na migração de células 
da crista neural e do sistema nervoso entérico (Lee, 1999). 

Em contraste com a Kell, a ausência da proteína XK está fortemente 
associada a vários achados clínicos e laboratoriais anormais. Os eritró- 
citos McLeod têm sobrevida mais curta, são menos permeáveis à água 
e sua morfologia é anormal (acantócitos). A síndrome McLeod, que se 
caracteriza por anormalidades hematológicas e neuromusculares, ma- 
nifesta-se tipicamente com arreflexia, distonia e movimentos coreifor- 
mes em uma fase tardia da vida. Distrofia muscular de início tardio 
e miocardiopatia também podem ser observadas. Acredita-se que os 
defeitos hematológicos e neuromusculares nos pacientes com McLeod 
resultam da ausência da proteína XK nos eritrócitos, no cérebro, no 
coração e na musculatura esquelética (Ho, 1994). É interessante que 
o gene da doença de Huntington, outro distúrbio neurodegenerativo, 
esteja localizado perto do gene XK no cromossomo X (Issitt, 1998). 
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O fenótipo McLeod também pode estar associado a doença granu- 
lomatosa crônica (DGC), um defeito funcional dos neutrófilos que 
resulta em infecções bacterianas graves, recorrentes e potencialmente 
fatais. Em 2/3 dos pacientes, a DGC resulta de uma deleção ou uma 
mutação do gene do citocromo b (CYBB) no cromossomo X. Como 
resultado da proximidade dos genes CYBB e XK no cromossomo X, 
aproximadamente 7% dos pacientes com DGC ligada ao X também 
expressam um fenótipo McLeod (Curnutte, 1995). 


Sistema de grupo sanguíneo Lewis (ISBT nº 007) 


Consiste primariamente em 2 antígenos, o Lewis? (Le?) e o Lewis? 
(Le). Outros 4 antígenos (Le*’, Le’“, ALe”, BLe”) refletem a influência 
do ABO na síntese e na antigenicidade do Lewis. Nos eritrócitos, os 
antígenos Lewis residem em glicoesfingolipídeos, compostos por um 
grupo encabeçado por um carboidrato ativo Lewis ligado a uma cau- 
da lipídica de ceramida (N-acil esfingosina). Ao contrário da maio- 
ria dos antígenos eritrocitários, os antígenos Lewis não são de origem 
eritroide, sendo sintetizados no trato gastrintestinal e adsorvidos 
passivamente nos eritrócitos a partir de um compartimento solúvel 
de substância Lewis secretada no plasma. Os tecidos e líquidos que 
expressam Lewis incluem plasma, saliva, eritrócitos, plaquetas, linfó- 
citos, endotélio, uroepitélio e mucosa intestinal. Em alguns tecidos, os 
antígenos Lewis expressam-se em glicoesfingolipídeos, glicoproteínas 
e mucinas (Hauser, 1995; Issitt, 1998). 

Observam-se 3 fenótipos Lewis em adultos, o Le (a+b-), o Le (a-b+) 
e o Le (a-b-). O Le (a+b+) só é observado raramente, em geral nos 
eritrócitos de crianças muito jovens e alguns indivíduos de origem po- 
linésia, japonesa ou tailandesa (Issitt, 1998). Conforme mostrado na 
Tabela 34.23, o fenótipo Le (a-b-) é 5 vezes mais comum em pessoas 
negras do que nas brancas, também estando em número aumentado 
em recém-nascidos, em consequência à expressão tardia no desenvol- 
vimento dos genes Lewis e Secretor. Por volta dos cinco anos de idade, 
a maioria das crianças expressa níveis adultos de antígenos Lewis em 
seus eritrócitos. A quantidade do antígeno Lewis nos eritrócitos tam- 
bém é influenciada pelo tipo ABO. Os eritrócitos Le (a-b+) de doado- 
res do grupo O parecem ter mais Le” que as células A, e B. Conforme 
será discutido adiante, doadores dos grupos A, e B podem converter 
Le’ em ALe” BLe”, respectivamente (Issitt, 1998). 


Bioquimica 
Embora tenham relação biossintética entre si, os antígenos Le? e Le? 
não são alélicos. Eles representam uma interação complexa de 2 glico- 
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Tabela 34.23 Sistema de grupo sanguineo Lewis 


Fenótipo Frequências Genótipo Substâncias ABH 
(%) em possível e Lewis na saliva 
adultos nos EUA e no plasma 
Brancos Negros Gene Le Gene Se GrupoO GrupoA Grupo B 


Le (a+b-) 22 23 Lele ou se/se Le? Le? Le? 
le/le 
Le (a-b+) 72 55 le/Lleou Se/Seou TipolH TipolH TipolH 
le/le Se/se eA eB 
le te Ste Leste 
ALe? BLe” 
Le (a-b-) 6 22 le/le Se/se Tipo 1H TipotH TipolH 
eA eB 
lelle se/se Precursor Precursor Precursor 
da cadeia dacadeia da cadeia 
dotipo1 dotipo1 dotipol 
(Le) (Le*) (Le*) 


siltransferases distintas, a fucosiltransferase do tipo II (FUT2) e a fu- 
cosiltransferase do tipo III (FUT3), a última sendo o produto do gene 
Lewis (Le/FUT3) e uma fucosiltransferase «1-3/4. A FUT2, o produto 
do gene Secretor (Se), é uma fucosiltransferase a1-2 relacionada ao 
gene H. Na Tabela 34.23 e na Figura 34.9 é mostrado como os genes 
Le, Se e ABO interagem para produzir as combinações diferentes de 
eritrócitos e fenótipos plasmáticos. 

A molécula precursora dos antígenos Lewis e de outros antígenos 
relacionados é uma cadeia precursora do tipo 1, historicamente co- 
nhecida como antígeno Le“. Nos doadores (a+b-), FUT3 ou Lewis 
acrescenta uma fucose a1-4 ligada ao Le para formar o antígeno Le’. 
Como esses doadores não têm o gene Se/FUT2 (se/se), nenhuma ca- 
deia H do tipo 1 (Leº) é formada. Como resultado, apenas o antígeno 
Le? está presente no plasma, na saliva e nos eritrócitos. 

O fenótipo Le (a-b+) nos eritrócitos resulta da herança de ambos os 
genes Le e Se. A FUT3 converte, ainda, uma pequena quantidade de 
precursor da cadeia do tipo 1 em antígeno Le*. No entanto, a maio- 
ria da substância Le“ é convertida em H ou Let da cadeia do tipo 1 
pela FUT2 (Fig. 34.9). Subsequentemente, a FUT3 acrescenta uma se- 
gunda fucose para formar o antígeno Le? (Lowe, 1994). Nas pessoas 
dos grupos À e B, o H da cadeia do tipo 1 é, ainda, modificado pela 


Figura 34.9 Síntese dos antígenos Lewis 

e ABH de cadeia do tipo 1. R = ceramida; 
Fuc = fucose; Gal = galactose; GalNAc = 
N-acetilgalactosamina; Gle = glicose; Gl- 
cNAc = N-acetilglicosamina; Le = Lewis. 
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glicosiltransferase A/B para formar os antígenos A e B da cadeia do 
tipo 1. Como os antígenos H e Le‘ da cadeia do tipo 1, essas moléculas 
podem servir como substratos para a FUT3 formar ALe” e BLe? (Fig. 
34.9). Nos doadores do grupo A,, ALe” é o principal antígeno Le? en- 
contrado no plasma (Lindstrom, 1992). 

O fenótipo eritrocitário Le (a-b-) ocorre em indivíduos que não têm 
o gene Le/FUT3. Os indivíduos negativos para ambos os alelos Le e Se 
(le/le, se/se) são incapazes de sintetizar o antígeno Le* ou os antígenos 
H da cadeia do tipo 1. Como resultado, apenas o precursor da cadeia 
do tipo 1 ou o antígeno Le“ está presente nas secreções e no plasma. 
Em contraste, indivíduos que herdam pelo menos um alelo Se podem 
expressar glicolipídeos da cadeia do tipo 1 com atividade ABH. 


Biologia molecular 

O gene FUT3 ou Lewis reside no cromossomo 19p13.3, perto de 2 
outros genes da fucosiltransferase a 1-3, FUTS e FUT6. Todas as 3 fu- 
cosiltransferases o 1-3 são altamente homólogas, o que é consistente 
com a duplicação do gene (Weston, 1992). O gene codifica uma gli- 
coproteína do tipo II de 361 aminoácidos, com atividade de fucosil- 
transferase tanto o 1-3 (Le?) quanto a 1-4 (Le*). O FUT3 expressa-se 
altamente no cólon, no estômago, no intestino delgado, nos pulmões 
e nos rins, com expressão mais fraca nas glândulas salivares, na bexiga, 
no útero e no fígado. O FUT6 expressa-se em conjunto com o FUT3 
na maioria dos tecidos (Cameron, 1995). 

O fenótipo Le (a-b-), ou nulo, surge de mutações inativadoras no 
FUT3. Foram identificadas mais de 10 mutações de sentido errôneo 
no gene FUT3, com a maioria dos alelos FUT3 nulos tendo pelo me- 
nos 2 mutações (Daniels, 2002; Reid, 2004b). O fenótipo Lewis fraco 
(Le”), que se caracteriza por um fenótipo eritrocitário Le (a-b-) e pela 
presença da substância Lewis ativa na saliva, deve-se a uma única mu- 
tação de sentido errôneo no domínio transmembrana (T59>G). A úl- 
tima tem atividade enzimática normal, porém retenção do complexo 
de Golgi diminuída (Mollicone, 1994). 

O gene FUT2 (Se) reside no cromossomo 19q13.3, como parte de 
um aglomerado gênico de 100 kb que inclui o gene H (FUTI) e Secl, 
um pseudogene inativo semelhante ao FUT2 (Kelly, 1995). Foram re- 
latados múltiplos alelos nulos, com distribuições geográficas e étnicas 
distintas. A maioria dos alelos nulos resulta de mutações sem sentido 
(Daniels, 2002). O fenótipo secretor parcial foi ligado a uma mutação 
Ile29>Phe (Yu, 1995). 


Anticorpos Lewis 

Como o ABO, os anticorpos contra os antigenos Le* e Le? são anti- 
corpos IgM de ocorrência natural (Tab. 34.7). A maioria dos exempla- 
res é detectada como aglutininas à temperatura ambiente, entretan- 
to alguns exemplares são reativos no IAT. Embora incomuns, alguns 
exemplares demonstram hemólise in vitro. Como Le’ e Le” são glico- 
esfingolipídeos, a reatividade do anticorpo pode ser acentuada pelo 
tratamento prévio dos eritrócitos com enzimas. À reatividade do an- 
ticorpo é neutralizada pelo acréscimo da substância Lewis solúvel dis- 
ponível no comércio ou de plasma contendo o antígeno Lewis solúvel 


Tabela 34.24 Frequências dos fenótipos no sistema Duffy 


Reações com anti- Fenótipo dos eritrócitos 


Fy? Fy> Fy3 Frequéncia* 
4 E E: Fy (a+b-) 17 
+ + + Fy (a+b+) 49 
n 4 + Fy (a-b+) 34 
z = m Fy (a-b-) Muito raro 
+/— f f Fy (a+b') <0,1% 

Fy (a-b') 


* Frequência (%) na população dos EUA. 
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(a+b+) e Le (a-b-), enquanto anti-Le" só é observado em indivíduos 
Le (a-b-). O anti-Le* não é observado no fenótipo Le (a-b+) porque 
tais indivíduos sintetizam uma quantidade pequena de Le’. É interes- 
sante o fato de que algumas mulheres Le (a-b+) podem apresentar o 
fenótipo Le (b-) transitoriamente, com o desenvolvimento de anti-Le”, 
durante a gravidez. Alguns exemplos de anti-Le? podem demonstrar 
especificidade ABH (anti-Le?É, anti-Le?, anti-Le”), reagindo mais for- 
temente com eritrócitos Le>-positivos ou tipos ABO específicos. 

Os anticorpos anti-Lewis raramente têm significado clínico. Eles 
não estão associados à DHRN e apenas raras vezes associam-se a re- 
ações hemolíticas transfusionais. Especula-se que desempenhariam 
um papel na rejeição a enxerto renal em indivíduos negros Le (a-b-) 
(Spitalnik, 1984). Pacientes com anticorpos anti-Lewis reativos apenas 
à temperatura ambiente podem receber transfusões com segurança de 
eritrócitos compatíveis. Em contrapartida, exemplos de anti-Le* ou 
anti-Le? que são hemolíticos in vitro devem receber eritrócitos com- 
patíveis negativos para o antígeno. Caso não se disponha de sangue 
negativo para o antígeno, a infusão de plasma contendo o antígeno 
Lewis solúvel de interesse pode ser útil para neutralizar ou inibir o an- 
ticorpo circulante antes da transfusão de eritrócitos (Mollison, 1993). 


Papel biológico 

Os antígenos do grupo sanguíneo Lewis desempenham um pa- 
pel importante nos casos de doença. O Helicobacter pylori, agen- 
te causador de gastrite e úlceras, liga-se aos antígenos H, Le” e Le” 
via reconhecimento de um epítopo terminal Fucal-2Gal (Boren, 
1993), o que parece explicar a maior incidência de úlceras de câncer 
de estômago entre o grupo sanguíneo O e secretores. Um fenótipo 
Lewis nulo e/ou não secretor também foi ligado a maior incidên- 
cia de vaginite por Candida e infecções do trato urinário (Sheinfeld, 
1989; Hilton, 1995). Um fenótipo Le (a-b-) está associado a maior 
incidência de cardiopatia (Ellison, 1999). A expressão aberrante de 
Sialil-Le* ocorre em muitos cânceres gastrintestinais e de células 
uroepiteliais, podendo contribuir para metástase tumoral. Sialil-Le* 
é um ligante para a adesão endotelial da molécula de selectina E e 
pode mediar interações da célula tumoral com o endotélio (Takada, 
1993). Sialil-Le* também é o epítopo para o marcador tumoral CA 
19-9, um marcador sorológico útil para monitorar pacientes com 
malignidades gastrintestinais, entre outras. 


Sistema de grupo sanguíneo Duffy (ISBT nº 008) 


O sistema Duffy (Fy) de grupo sanguíneo foi descoberto em 1951 e 
contém de 5 a 6 antígenos, Fy’, Fy’, Fy3, Fy5 e Fy6. Fy? e Fy” são an- 
tigenos autossômicos codominantes, ao passo que Fy3, Fy5 e Fy6 são 
antígenos de alta incidência, presentes em todos os eritrócitos, exceto 
com o fenótipo Duffy nulo. O antígeno Fy4, originalmente descrito 
nos eritrócitos Fy (a-b-), atualmente é tido como um antígeno dis- 
tinto não relacionado. Os antígenos Fy* e Fy’ são comuns em pessoas 
brancas, enquanto o fenótipo Duffy nulo, ou Fy (a-b-), é predominan- 
te em pessoas negras (Tab. 34.24). O Fy*, caracterizado pela expressão 


Brancos Negros 

Genótipos' Frequência” Genótipos* 

FY*A/FY*A 9 FY*A/FY*A 
FY*A/FY*Fy 

FY*A/FY*B 1 FY*A/FY*B 

FY*B/FY*B 22 FY*B/FY*B 
FY*B/FY**Fy 

FY* amorfo 68 FY*Fy/FY*Fy 

FY*A/FY*X Muito raro FY*A/FY*X 

FY"X FY*X FY*X/FY*Fy 


“Abreviaturas: FY*A = alelo Fy; FY*B = alelo Fy’; FY*Fy = alelo FY*B com uma mutação no promotor GATA-1; FY*X = gene FY*B contendo uma mutação de sentido errôneo ou no promo- 
tor Sp1 com expressão fraca de Fy’; FY“amorfo = gene FY silencioso, contendo mutações de ruptura (deleção, estruturais, sem sentido). Ver o texto. 
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Figura 34.10 Glicoproteina Duffy ou DARC (receptor do antigeno Duffy para a 
molécula de quimiocina). A DARC contém um dominio amino-terminal extracelular 
de 62 aminoacidos e 7 dominios transmembrana, indicados por cilindros de cor 
âmbar. Há uma ponte de dissulfeto entre o dominio amino-terminal e a terceira alça 
extracelular. Existe uma segunda ponte de dissuleto entre a primeira e a segunda 
alças extracelulares. Três locais de N-glicosilação estão indicados por estruturas 
ramificadas. Os locais dos antígenos Fy3, Fy6 e Fya/Fy? estão indicados por setas. O 
local de ligação para o Plasmodium vivax fica entre os aminoácidos 8 e 44 e inclui 
os antígenos Fy6 e Fy*/Fy”. O sítio de ligação da quimiocina fica em uma fenda 
entre o domínio amino-terminal e a terceira alça extracelular. A mutação que leva 
ao fenótipo Fy*, caracterizada por expressão fraca de Fy”, está presente na primeira 
alça citoplasmática. 


extremamente baixa do Fy”, é um tanto raro. Além dos eritrócitos, os 
antígenos Duffy expressam-se nas células de Purkinje cerebelares e nas 
células endoteliais de vênulas pós-capilares. Também há relatos de an- 
tígenos Duffy em células endoteliais de glomérulos renais, vasa recta, 
tireoide e capilares pulmonares, células descamativas alveolares do ti- 
po 1 e células epiteliais dos túbulos coletores renais (Chaudhuri, 1997; 
Hadley, 1997). Os eritrócitos possuem aproximadamente 12.000 a 
14.000 cópias da glicoproteína Fy (DARC) por célula (Daniels, 2002). 


Bioquímica 

Os antígenos Duffy residem no DARC (receptor do antígeno Duffy 
para quimiocinas) (Fig. 34.10), uma glicoproteína de 338 aminoácidos 
integrante da membrana que contém uma terminação amino extrace- 
lular de 62 aminoácidos, 7 domínios transmembrana e 1 terminação 
carbóxi intracelular rica em resíduos de serina e treonina. O domínio 
amino-terminal possui 3 locais de N-glicosilação e está ligado à ter- 
ceira alça extracelular para uma ponte de dissulfeto para formar uma 
estrutura hepato-helicoidal. Existe uma segunda ponte de dissulfeto 
entre a primeira e a segunda alças extracelulares. Os antígenos Fy’, Fy” 
e Fy6 residem no dominio amino-terminal do DARC e são sensíveis 
à clivagem proteolítica. O domínio amino-terminal também é onde 
está localizada a ligação para o Plasmodium vivax e desempenha um 
papel na ligação de quimiocina. Acredita-se que o antígeno de alta in- 
cidência, Fy3, reside na terceira alça extracelular (Hadley, 1997; Was- 
niowska, 2004). 


Biologia molecular 

Localizado no cromossomo 1q22-23, o Duffy (FY) é um gene de 
1.014 pares de bases que contém 2 éxons, um pequeno montante que 
codifica os 7 primeiros aminoácidos e um segundo que codifica o 


restante da molécula (Hadley, 1997). A região promotora contém 
sequências de consenso para múltiplos elementos cis-reguladores, 
incluindo AP-1, Spl e GATA-1, uma proteína de ligação ativadora 
da transcrição eritroide que controla a transcrição do DARC nas cé- 
lulas eritroides (Iwamoto, 1996). Estudos filogenéticos indicam que 
Fy*B é o gene ancestral de humanos e primatas não humanos (Li, 
1997). Estudos genéticos identificaram 4 alelos Duffy: FY*A, FYB, 
FY*Fy e FY*X, responsáveis pelos fenótipos Fy*, Fy”, Fy nulo e Fy’, 
respectivamente (Tab. 34.24). Os alelos codominantes FY*A e FY*B 
diferem por um único aminoácido (Asp42Gly; GI31A). O fenótipo 
Fy* (FY*X), que se caracteriza pela expressão extremamente fraca de 
Fy”, surge de uma substituição Arg88>Cys na primeira alça citoplas- 
mática, ocasionando instabilidade da proteína (Tournamille, 1998; 
Yazdanbakhsh, 2000). 

Dois mecanismos distintos são responsáveis pelo fenótipo Fy nulo, 
ou Fy (a-b-). Em pessoas brancas, entre outras, o gene FY sofre ruptu- 
ra (FY* amorfo), o que acarreta ausência completa de DARC em todos 
os tecidos (Daniels, 2002). Como resultado, esses indivíduos podem 
formar aloanticorpos para todos os antígenos Duffy, inclusive os de 
alta incidência (Fy3, Fy5). Em contraste, indivíduos negros Fy (a-b-) 
são homozigotos para FY*Fy, um alelo semelhante ao FY*B que tem 
uma mutação pontual no gene FY promotor que torna nulo o sítio de 
ligação de consenso para GATA-1, um fator de transcrição e ligação 
eritroide que regula a expressão de FY e outros genes nos eritrócitos 
(Iwamoto, 1996; Moulds, 1998). Como resultado, não há transcrição 
de FY nos eritrócitos, mas ela ocorre nas células endoteliais e epiteliais, 
que utilizam outros elementos promotores/facilitadores. Como o Fy” 
expressa-se em células não eritroides, os indivíduos negros Fy (a-b-) 
não formam anti-Fy” e apenas raramente formam anti-Fy3. 


Anticorpos Duffy 

Os anticorpos contra Fyº, Fy” e outros antígenos Duffy têm signifi- 
cado clínico e estão associados à DHRN e a reações hemolíticas trans- 
fusionais imediatas e tardias. Em geral, são do isotipo IgG, reativos a 
37°C e detectados apenas no IAT. Os anticorpos contra os antígenos 
Fy*, Fy” e Fy6, que residem no longo domínio amino-terminal do 
DARC, podem ser inibidos pela digestão prévia dos eritrócitos por 
protease. Em contrapartida, os antígenos Fy5 e Fy3 são relativamente 
resistentes à digestão pela protease. Os anticorpos contra os antígenos 
Duffy podem demonstrar dosagem. 

Em termos clínicos, o anti-Fy* é o aloanticorpo mais comumente 
encontrado e pode ser observado em indivíduos Fy (a-) de todas as 
etnias. O anti-Fy° é relativamente incomum, sendo observado pri- 
mordialmente em pessoas não negras. Os aloanticorpos contra os 
antígenos de alta incidência Fy3 e Fy5 são raros, ocorrendo predomi- 
nantemente em indivíduos brancos Fy nulos. O anti-Fy3 comporta-se 
como um anti-Fy**>, reagindo com todo eritrócito Duffy-positivo. O 
anti-Fy5 também reage como um anti-Fyº*?, porém requer a presença 
de antígenos Rh para apresentar reatividade. O anti-Fy6 não foi obser- 
vado na prática clínica, mas é o epitopo para um anticorpo monoclo- 
nal anti-Duffy (Daniels, 2002). 


Papel biológico 

O DARC é uma proteína de ligação para a quimiocina, capaz de li- 
gar várias quimiocinas inflamatórias das famílias C-X-C e C-C (Gard- 
ner, 2004), inclusive interleucina-8, RANTES e MCP-1 (Fig. 34.10). O 
DARC não transmite um sinal intracelular sobre a ligação de quimio- 
cinas, porém pode facilitar o recrutamento de leucócitos para sítios de 
inflamação, ao estabelecer um gradiente de quimiocina e quimiocinas 
transportadoras por meio do endotélio ativado (Lee, 2003b). Em ca- 
mundongos, o DARC age como um escoadouro de quimiocina, aju- 
dando a manter as concentrações circulantes de quimiocina (Fukuma, 
2003). Em humanos, não existe sindrome clínica associada a um fenó- 
tipo Fy nulo, porém o DARC e um fenótipo Fy nulo podem contribuir 
para a sobrevida precária do enxerto após transplante renal (Akalin, 
2003; Segerer, 2003). O sítio de ligação da DARC para quimiocinas 
fica em uma fenda que envolve o domínio amino-terminal e a terceira 
alça extracelular (Fig. 34.10). 

O DARC também é o receptor para o P. vivax, que se liga a ele 
perto do epítopo Fy6. Os reticulócitos de indivíduos Fy nulo são 
resistentes à infecção pelo P. vivax, proporcionando uma vantagem 


Tabela 34.25 Fenótipos do sistema Kidd 


Reações com Fenótipo Frequência (%)na Comentários 
anti- população dos EUA 
jke Je Jk3 Cauca- Negros 
sianos 
+ 0 + Jk (a+b-) 28 57 Autossômico 
codominante 
+ + + Jk (a+b+) 49 34 Sensível à ureia 2 M 
0 + + Jk (a-b+) 23 9 
Fenótipos nulos (Jk,.i.) 
0 0 0 Jk (a-b-) Muito raro Muito Autossômico recessivo 
raro Resistente à urela 2 M 
p OA fP Jk (a-b-) - —. No (Jk) autossômico 
dominante 
Raro, apenas em japo- 
neses 
Parcialmente resistente 
a ureia 2 M 


* Antigenos Jk fracos detectados apenas por técnicas de adsorção e eluição. 


seletiva para as populações que vivem em áreas onde a malária é en- 
dêmica, o que provavelmente explica a prevalência do fenótipo Fy 
nulo em pessoas negras. 


Sistema de grupo sanguíneo Kidd (ISBT nº 009) 


Consiste em 2 antígenos alélicos, Jk? e Jk?. A herança é autossômi- 
ca codominante, com 3 fenótipos predominantes (Tab. 34.25). Um 
quarto fenótipo, o Jk,,,,, ou Jk (a-b-), é muito raro, exceto entre os 
polinésios (<1%) e os finlandeses. Além dos eritrócitos, os antígenos 
Kidd expressam-se ao longo das células endoteliais dos vasa recta des- 
cendentes da medula renal. Também há evidência sugestiva da expres- 
são constitutiva em nível baixo do Kidd no coração, nos músculos 
esqueléticos, no cólon, no intestino delgado, no timo, no cérebro, no 
pâncreas, no baço, no PTT, na bexiga e no fígado (Olives, 1996). Há 
14.000 epítopos Kidd por eritrócito humano (Lucien, 2002). 


Fenótipos nulos 

O Jk ulo é autoss6mico recessivo, refletindo a homozigosidade para 
um alelo JK*Jk ou amorfo (Tab. 34.25). In(Jk) é um segundo fenótipo 
Jk,uto QUE se caracteriza por expressão Kidd muito fraca. Como In(Lu), 
o fenótipo In(Jk) é autossômico dominante, em virtude de um gene 
supressor em um locus distante, não relacionado. É interessante que 
os eritrócitos Jknyo São resistentes à lise por ureia 2M, um agente lítico 
usado por alguns analisadores hematológicos automatizados. Os eri- 
trócitos In(Jk) têm resistência intermediária à ureia (Issitt, 1998). 


Bioquímica 

A resistência aparente à ureia pelos eritrócitos Jk, 1 ficou clara com 
a clonagem e o isolamento do transportador eritroide da ureia huma- 
na (UT-B), uma glicoproteína multietapa de 43 a 45 kDa que com- 
partilha 60% de homologia com o transportador de ureia sensível à 
vasopressina de coelhos (UT2) e humanos (HUT2, UT-A) (Lucien, 
1998). A molécula é uma proteína de 391 aminoácidos com 10 domi- 
nios transmembrana e 1 terminação amino e carbóxi citosólica (Fig. 
34.11). Um único glicano N está presente na terceira alça extracelular 
(Asn222) e expressa antígenos ABO (Lucien, 2002). Os antígenos Jk*/ 
Jk” residem na quarta alça extracelular do aminoácido 280. A terceira 
alça extracelular pode desempenhar um papel fundamental no trans- 
porte da ureia. 


Biologia molecular 

A glicoproteina Kidd é codificada por um gene de 30 kb (JK, 
SLC14A1, UT-B) no cromossomo 18q12-21, a mesma localização do 
transportador de ureia humano HUT2/UT-A (61% de homologia), 
sugerindo que os 2 genes surgiram por duplicação gênica. O gene JK 
está organizado sobre 11 éxons, embora apenas os éxons 4 a 11 codifi- 
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Figura 34.11 A glicoproteina Kidd transportadora de ureia. O sítio do polimorfismo 
Jk:/Jkº no resíduo 280 está indicado por uma linha continua. O sítio de N-glicosila- 
ção está indicado por uma estrutura ramificada na terceira alça extracelular. Os 10 

domínios transmembrana estão representados por cilindros de cor âmbar. 


quem a proteína madura (Lucien, 1998). Como muitos genes de gru- 
po sanguíneo, a região promotora contém uma sequência de consenso 
GATA-1, bem como outros elementos cis-reguladores (AP-2, AP-3, 
NF-ATp, Sp1, Ets-1). Uma única transição de par de base (G823A) é a 
base molecular do polimorfismo Jk?/Jk>, resultando em Asp280 (Jk*) 
ou Asn280 (Jk?) (Lucien, 2002). No fenótipo autossômico recessivo 
Jk, ui. foram identificadas 5 mutações inativadoras distintas, inclusive 
sítio de dobramento, mutações sem sentido e de sentido errôneo (Da- 
niels, 2002). A etiologia do fenótipo In(Jk) é desconhecida. 


Anticorpos Kidd 

Clinicamente, os anticorpos anti-Jk ou Kidd são causa comum de 
reações transfusionais hemolíticas, sendo responsáveis por quase 25% 
de todas as reações transfusionais hemolíticas e 75% daquelas com se- 
quelas hemolíticas verdadeiras (Ness, 1990). Em geral, são do isotipo 
IgG1 ou IgG3 e capazes de ativar complemento (Tab. 34.7). A reativi- 
dade do anticorpo pode ser acentuada com o tratamento dos eritróci- 
tos com enzima e pela presença de complemento. Anti-Jkº, que reage 
com todos os eritrócitos exceto Jk,,,,,, é observado em indivíduos Jk, 
(Tab. 34.25). 

Pode ser dificil detectar ou identificar os anticorpos anti-Jk nos 
bancos de sangue. Em geral, o título desses anticorpos é baixo e eles 
podem exibir dosagem in vitro. Além disso, com frequência eles são 
transitórios, desaparecendo rapidamente após estimulação imune. Em 
consequência, os pacientes previamente sensibilizados para os antíge- 
nos Kidd podem ser negativos para os anticorpos anti-Jk em amos- 
tras de sangue posteriores. Após transfusão de eritrócitos Jk-positivos 
“compatíveis”, os pacientes podem elaborar uma resposta de anticor- 
po anamnésica, com hemólise rápida e extensa in vivo à medida que os 
eritrócitos são depurados por hemólise extra ou intravascular. Embo- 
ra incomum, o anti-Jk pode causar DHRN discreta. 


Papel biológico 

Em termos biológicos, o JK/UT-B funciona no transporte facilitado 
da ureia. No rim, acredita-se que o transporte de ureia pelo JK/UT-B 
nas células endoteliais dos vasa recta ajude a estabilizar os gradientes 
osmóticos na medula renal durante a concentração da urina. Nos eri- 
trócitos, o JK/UT-B pode ajudar a preservar a estabilidade osmótica 
dos eritrócitos à medida que eles passam pelo rim. Embora os indiví- 
duos Jk jo exibam uma capacidade ligeiramente diminuída de con- 
centrar a urina, a ausência de JK/UT-B não está associada a síndrome 
clínica. É provável que haja outros mecanismos para compensar ou 
reduplicar a função do JK/UT-B nos tecidos (Lucien, 1998). 


Sistema de grupo sanguíneo Diego (ISBT nº 010) 


Consiste em 21 antígenos, incluindo 4 conjuntos de antígenos aléli- 
cos (Tab. 34.26). Desses antígenos, 19 são raros, com os antígenos de 
baixa incidência presentes em menos de 1% dos doadores. Em geral, 
não há diferenças raciais aparentes na expressão da maioria dos antí- 
genos Diego, exceto Di*. Descrito inicialmente em 1955, o antígeno 
Di é raro em todas as populações, exceto as de origem mongólica, asi- 
ática e nativas da América do Sul. Em algumas populações indígenas 
sul-americanas, a frequência do Di* pode chegar a 50% (Issitt, 1998). 
Além dos eritrócitos, os antígenos Diego expressam-se pelo rim hu- 
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Figura 34.12 Estrutura da proteína de troca aniônica AE1 (banda 3). AAE1 é uma glicoproteina multietapa com 14 dominios transmembrana, indicados pelos cilindros de 
cor âmbar. Os antígenos do grupo sanguíneo Diego residem ao longo das alças extracelulares e estão indicados pelas linhas contínuas. O autoantígeno senescente AE1 esta 
na terceira alça extracelular, entre os antígenos Rb* e Vg*. O N-glicano maciço é mostrado por uma estrutura ramificada na quarta alça extracelular. O grande dominio cito- 
plasmático tem locais de ligação para as proteínas do citoesqueleto 4.2, 4.1 e anquirina, bem como para as enzimas glicolíticas fosfofrutocinase (PFK) e glutaraldeido-3-fostato 
desidrogenase (G3PD). Na membrana eritrocitária, a AE1 existe como oligômeros (dímeros, tetrâmeros) ligados por pontes de dissulfeto intercadeia ao longo do domínio cito- 
plasmático amino-terminal (retângulos cheios). Uma deleção no aminoácido 8 no limite do domínio citoplasmático amino-terminal e no primeiro domínio transmembrana é 
responsável pela ovalocitose do Sudeste Asiático (OSA). 


como do I (Fukuda, 1984). Estima-se que quase metade de todos os 
epítopos ABO nos eritrócitos estejam associados à AE1. 


Biologia molecular 


A AE1 é o produto de um gene de 20 éxons e 17 kb (SLC4A1) no 
cromossomo 17 (17gter). A clonagem do gene da AEl não serviu 
para assinalar vários antígenos órfãos ao sistema Diego. Como mui- 
tos antígenos de grupo sanguíneo, cada antígeno Diego identificado 
até o momento é o resultado de uma mutação pontual, ocasionando 
um polimorfismo de aminoácido na proteína traduzida (Tab. 34.26, 
Fig. 34.12). A maioria desses polimorfismos de aminoácido ocorre 
entre resíduos de aminoácido não conservados, com base em uma 
comparação da AEl com as sequências de outros transportadores de 
ânions (Jarolim, 1998; Reid, 2004b). O sistema Diego também con- 
tém 2 exemplares de antígenos alélicos de baixa incidência: Mo*/Hg? e 
Jn?/KREP. Em cada caso, 2 substituições distintas de aminoácidos no 
mesmo resíduo de aminoácido leva a diferentes aloantígenos. Há um 
exemplar similar no sistema Kell (Kp*, Kp” e Kp‘). 

No entanto, o antígeno Diego mais interessante é o Wr’. Conforme 
mencionado anteriormente, a AE] está tipicamente associada à gli- 
coforina A na membrana do eritrócito. Eritrócitos que não têm gli- 
coforina A (fenótipo En (a-)) são fenotipicamente Wr (a-b-), do que 
se deduz que o Wr’ está na glicoforina A. Evidência disponível atual- 
mente sugere que o Wr? é formado por uma interação eletrostática 
entre a glicoforina A e um ácido glutâmico (Glu658) na AE1. Ainda 
é discutível qual aminoácido específico na glicoforina A é crítico para 
a formação do Wr’, mas é evidente que parte do epítopo Wr? envolve 
aminoácidos na glicoforina A (ver Fig. 34.8) (Poole, 1999). 


Anticorpos Diego 

Os anticorpos contra o grupo sanguíneo Diego podem ser estimula- 
dos imunologicamente ou de ocorrência natural. Os anticorpos con- 
tra Di’, Diº, Wr” e ELO em geral são estimulados imunologicamente 
e pertencem ao isotipo IgG, sendo detectados na fase AHG de teste. 
Anti-Di*, Di? e Wr? podem estar associados a menor sobrevivência dos 
eritrócitos, a reações transfusionais hemolíticas e à DHRN. O anti-Wr> 
também está associado a anemia hemolítica autoimune (Issitt, 1998). 

Em contraste, os anticorpos contra a maioria de outros antígenos 
Diego costumam ser aglutininas salinas de ocorrência natural à tem- 
peratura ambiente. O anti-Wrº é particularmente comum, ocorrendo 
em 1 de cada 100 doadores. Os anticorpos contra Wd* e WARR tam- 
bém são razoavelmente comuns, com o anti-WARR relatado em 13 a 
18% dos doadores (Issitt, 1998). 


Papel biológico 

Em termos funcionais, a AEl desempenha um papel crítico no 
transporte de gás e no equilíbrio acidobásico. Para facilitar a remo- 
ção de CO,, os eritrócitos o hidratam via carbono anidro para formar 
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medida que o nível intracelular de HCO; aumenta, os eritrócitos tro- 
cam os íons HCO; por CI no plasma (desvio do CI ou desvio de 
Hamburger). Esse processo é mediado pela AE1 à medida que os eri- 
trócitos passam através dos capilares e de pequenas vênulas capilares. 
Em razão do alto número de cópias de AE] na membrana do eritró- 
cito, a troca aniônica esta 90% completa em 0,4 a 0,5 s. No rim, a AE] 
expressa-se ao longo da membrana basolateral das células intercaladas 
do tipo À dos ductos coletores renais, na qual trabalha na secreção de 
ácido e na readsorção de bicarbonato (Tanner, 1993). Dada a impor- 
tância fisiológica da AE1, não surpreende que nenhum fenótipo Diego 
nulo tenha sido descrito até o momento. 

A AEl também desempenha papel no citoesqueleto do eritrócito 
(Fig. 34.12). A metade amino-terminal longa da molécula liga-se a vá- 
rias proteínas periféricas envolvidas na estabilidade da membrana do 
eritrócito. Os tetrâmeros de AE1 ligam-se à anquirina, à proteína 4.2 
e à proteína 4.1, o que ajuda a ancorar e estabilizar a membrana do 
eritrócito ao esqueleto subjacente (Tanner, 1993). A proteína AE1 ser- 
ve, ainda, como autoantígeno senescente, marcando eritrócitos velhos 
para remoção pelo sistema reticuloendotelial. À medida que os eri- 
trócitos envelhecem, eles ligam-se a uma quantidade cada vez maior 
de imunoglobulinas e complemento C3. Pelo menos um autoantígeno 
“senescente” nos eritrócitos está localizado na AEL, entre os aminoáci- 
dos 538 e 554 (entre os antígenos Rb* e Vb’; Fig. 34.12) (Kay, 1994). 


Sistema de grupo sanguíneo Cartwright 
(ISBT nº 011) 


Descoberto em 1956, o sistema de grupo sanguíneo Cartwright (Yt) 
consiste em 2 antígenos autossômicos codominantes, Yt? e Yt. O Yt? é 
um antígeno de alta incidência que se expressa em 99,8% dos doado- 
res caucasianos. A incidência do Yt? varia com a etnia, variando de 0% 
nos japoneses a 24 — 26% no Oriente Médio (Issitt, 1998). Os antíge- 
nos Yt estão ausentes nos eritrócitos HPN III, que são desprovidos de 
todas as glicoproteínas ligadas ao glicofosfoinositol (GPI). Além dos 
eritrócitos, os antígenos Cartwright expressam-se nas sinapses neurais 
e junções neuromusculares (Masson, 1994). Há de 7.000 a 10.000 mo- 
léculas de glicoproteina Yt por eritrócito. 

Bioquímica 

Os antígenos Cartwright estão localizados na acetilcolinesterase 
(ACHE), uma B-carboxiesterase responsável pela degradação do neu- 
rotransmissor acetilcolina. Foram isoladas várias formas moleculares 
diferentes de acetilcolinesterase, inclusive grandes formas heteromé- 
ricas compostas de várias subunidades catalíticas ligadas de maneira 
covalente ao colágeno. Nos eritrócitos, a acetilcolinesterase expressa- 
-se como uma glicoproteina palmitoilada ligada ao glicofosfoinositol 
(GPI) (Fig. 34.13) (Li, 1991). A acetilcolinesterase do eritrócito huma- 


Figura 34.13 Antigenos de grupo sanguíneo nas glico- 
proteínas ligadas ao glicofosfoinositol. 


É P] | Esa 
> WESIWES? 


Dombrock Cartwright JMH 
i SscRi \ 
i Dominio da 
o iS scR2 “SY 
Jo? | 
Yt/yt? ` 
| Domínio C2 
| SCR4 
Do3/Do? — 
tm Ligação ao GPI 


< 
S 
































RA 























4 j E 
CE 
j = a 
L. 
be be 





mI 





/44 no é única na palmitoilação ou na ligação covalente de um ácido graxo 


Êo 
ao 
O 
© 
ae 
= 
ab 
O 
E 
a 
E 





ao anel inositol, o que torna a molécula resistente à fosfolipase C. Na 
membrana do eritrócito, a ACHE em geral existe como um dímero de 
160 kDa e tem glicanos ligados tanto ao N como ao O. 


Biologia molecular 

O gene para a acetilcolinesterase (ACHE) tem 4 éxons, ocupando 4,5 
a 4,7 kb, no cromossomo 7q22. O desdobramento alternado do éxon 
3 é responsável pela forma ligada ao GPI da acetilcolinesterase obser- 
vada nos eritrócitos (Li, 1991). Os antígenos Yt? e Yt” representam um 
polimorfismo de aminoácido único no resíduo 322, em que His322 
é Yt? e Asn322 é Yt? (Bartels, 1993). O polimorfismo Yt'/Ytº não está 
localizado perto do sítio catalítico da enzima e não tem efeito sobre a 
atividade enzimática (Masson, 1994). 


Anticorpos Cartwright 

Em geral, o anti-Yt* e o anti-Yt° são clinicamente benignos, embora 
haja relatos de menor sobrevivência dos eritrócitos e até reações trans- 
fusionais hemolíticas tardias. Nenhum deles está associado a DHRN 
(Issitt, 1998). O anti-Yt? e o anti-Yt° são do isotipo IgG, surgindo da 
estimulação imune e sendo normalmente detectados no IAT. Apesar 
da alta incidência de Yt? na população geral, o anti-Yt? é mais comum 
que o Yt”, sugerindo que o Yt? seja o antígeno mais imunogênico. 


Papel biológico 

A acetilcolinesterase é uma enzima fundamental, necessária para a 
degradação rápida da acetilcolina nas membranas pós-sinápticas de 
nervos e músculos. O papel da acetilcolinesterase nos eritrócitos é des- 
conhecido. 


Sistema de grupo sanguíneo Xg (ISBT nº 012) 


É um sistema que contém um único antígeno, o Xg*. Como resul- 
tado, são conhecidos apenas 2 fenótipos: Xg*-positivo e Xg*-negativo. 
Como o antígeno Xg* é codificado por um gene no cromossomo X, 
a incidência do fenótipo Xg*-positivo é maior entre mulheres. Entre 
caucasianos, aproximadamente 89% das mulheres e 66% dos homens 
são Xg*-positivos. Foram encontrados resultados similares em outras 
populações étnicas (Byrne, 2004). O Xg parece ser específico dos eri- 
trócitos. Há aproximadamente 9.000 moléculas de Xg* por eritrócito 
(Reid, 2004b). 


Bioquímica e biologia molecular 

O antígeno Xg’ está localizado em uma glicoproteína de 24 a 29 kDa 
e 180 aminoácidos, denominada proteína XG. Sendo uma glicoprote- 
ina do tipo 1, a proteína XG tem grande domínio extracelular amino- 
terminal de 117 aminoácidos, um único domínio transmembrana e 
uma cauda citoplasmática curta carbóxi terminal. Dos 11 sítios poten- 
ciais de O-glicosilação, apenas 3 parecem ser glicosilados. A proteína é 
codificada por um gene de 2,4 kb (XG), localizado no cromossomo X, 
no limite pseudoautossômico/específico do X (pAB1X). 

Na membrana do eritrécito, a proteina XG pode estar associada a 
uma segunda proteina, MIC2 ou CD99. A ultima é uma glicoproteina 
de 32,5 kDa, bioquimicamente similar a proteina XG. Evidéncia su- 
gestiva de uma relação de proximidade entre as proteínas XG e MIC2 
inclui a inibição de anticorpos anti-Xg* pela MIC2 e coimunopreci- 
pitação de MIC2 por anti-Xg”. E, finalmente, observa-se alta expres- 


Tabela 34.27 Fenótipos do sistema Scianna 


Reações com anti-Sc Fenótipo Aminoácido Frequência (%) 
| lação* 
Sci Sc2 Sc3 Rd RR 
+ 0 + 0 Sc (1, -2) Gly57 99% 
+ + 4 0 Sc (1, 2) 0,7% 
0 + + 0 Sc (-1, 2) Arg57 < 0,01% 
0 0 0 0 Sc (-1,-2,-3)  307del2 Raro 
ou Sc nulo 
O+ O+ + + Rd+ Pro60>Ala <0,01% 


* De Issitt (1998). 


são de MIC2 nos eritrócitos Xg*-positivos, mas não nos Xg'-negativos 
(Daniels, 2002). 


Anticorpos Xg? 

O anti-Xg* não está associado a reações transfusionais hemoliticas 
nem à DHRN (Byrne, 2004) e pode ser imunoestimualdo ou de ocor- 
rência natural. A maioria dos exemplos é do isotipo IgG, incluindo 
alguns capazes de ativar complemento. Por causa das diferenças no fe- 
nótipo Xg'-positivo entre homens e mulheres, a maioria dos exemplos 
(mais de 85%) do anti-Xg* é observada em homens. 


Sistema de grupo sanguíneo Scianna 
(ISBT nº 013) 


O sistema de grupo sanguíneo Scianna (Sc) (Tab. 34.27) contém 4 
antígenos: Scl, Sc2, Sc3 e Rd (Radin) (Wagner, 2003). O Scl e o Sc2 
são antígenos antitéticos; o Sc3 é um antígeno de alta incidência, pre- 
sente em todos os eritrócitos, exceto os Sc, (—1, —2, —3); Rd é um 
antígeno de baixa incidência. O Scianna parece ser específico de eri- 
trócitos e tecidos eritropoiéticos. 


Bioquímica 

Os antígenos Scianna residem em uma glicoproteina associada à mem- 
brana eritrocitária (ERMAP) de 60 a 68 kDa e 446 aminoácidos. Como 
as proteínas Lutheran, Ok e Lewis, a ERMAP é um membro da superfa- 
mília das imunoglobulinas. A molécula é uma proteína transmembrana 
do tipo 1 e de única etapa, que tem um único domínio IgV e um gran- 
de domínio citoplasmático, provavelmente envolvido na transdução 
do sinal. O último possui domínios SH3 e B30.2, bem como múltiplas 
sequências de fosforilação para a proteinocinase C, a tirosinocinase e a 
cinase II da caseína (Su, 2001). Três antígenos Scianna estão localizados 
no domínio extracelular, perto do domínio IgV. A molécula tem vários 
resíduos de cisteína e é sensível a agentes redutores de sulfidrila. 


Biologia molecular 

O gene da ERMAP reside no cromossomo 1p34 e consiste em 11 
éxons que ocupam 19 kb. Scl, Sc2 e Rd são o resultado de polimor- 
fismos de aminoácido único (Tab. 34.27). De um Sc, estudado até 
o momento, houve uma deleção e uma mutação estrutural (307del2), 
levando a uma molécula truncada, não funcional (Wagner, 2003). 


Anticorpos Scianna 

Os anticorpos Scianna são raros e geralmente benignos. Costu- 
mam ser do isotipo IgG, com alguns exemplos ligando complemento. 
A maioria dos exemplos é imunoestimulada, porém são conhecidos 
anticorpos Sc2 de ocorrência natural. Os antígenos são relativamen- 
te resistentes a enzimas, porém podem ser enfraquecidos por DTT e 
AET. Eles não causam reações transfusionais. O anti-Rd e o anti-Sc2 
foram associados à DHRN. Autoanticorpos contra os antígenos Scl e 
Sc3 foram associados a anemia hemolítica autoimune moderada (Is- 
sitt, 1998). 


Papel biológico 

O papel biológico da ERMAP é desconhecido, embora sua estrutura 
sugira que ela desempenhe um papel na adesão e na sinalização do 
eritrócito. O dominio IgV tem uma sequência de reconhecimento Clq 
que pode mediar a adesão entre macrófagos medulares e eritroblas- 
tos nas ilhotas eritroides. Como a ERMAP compartilha homologia 
com a família de proteínas B7 (CD80, CD86) e autoantígenos neurais, 
especula-se que a ERMAP possa estar envolvida no reconhecimento 
imune e na anemia autoimune (Su, 2001). 


Sistema de grupo sanguíneo Dombrock 
(ISBT nº 014) 


O sistema de grupo sanguíneo Dombrock contém 5 antígenos: Do 
(DO1), Do? (DO2), Gy? (DO3), Hy (DO4) e Jo? (D05). Do? e Do” são 
autossômicos codominantes expressos por, respectivamente, 67 e 82% 
dos doadores brancos (Tab. 34.28). Gy”, Hy e Jo? são antígenos de alta 
incidência, encontrados em praticamente todos os doadores (mais de 
99%). Além dos eritrócitos, o mRNA do Dombrock foi identificado 
no fígado e no baço de fetos (Gubin, 2000). 


a 


Tabela 34.28 Fenótipos do sistema Dombrock 


Comen- 
tários 


Reações com Fenótipo Troca Frequência 
anticorpos de (%) na 
anti-Dombrock aminoácido população 


Do* Do” Gy* Hy Jo’ Brancos Negros 


+ QO + + + £=Dofatb-) Asn265 18 11 
+ + + + + £Do(atb+) 49 44 
O + + + + Do(a-b+) Asp265 33 45 
Fenótipos nulos/fracos 
0 0 0 O O Do,çou  Perdado Raro Raro Associado 
Gy(a-) éxon 2* a HPN 
iilt 
O f f 0 Of Hy- Gly108>Val 0 Raro 
f OA + f O Jofa-) Thr350>lle 0 Raro 


* A perda do éxon 2 foi associada a local de quebra, mutações estruturais e sem sentido 
(Reid, 2003a). 


"Os eritrócitos com HPN III não têm glicoproteína ligadas ao GPI, incluindo os antígenos 
Dombrock, CD55 e CD59. 


Fenótipos nulos/fracos 

O fenótipo Do, ou Gy (a—), é um fenótipo autossômico recessivo 
raro (Tab. 34.28). É possível observar o fenótipo adquirido Do, yo na 
hemoglobinúria paroxística noturna do tipo HI (HPN-III). Um dis- 
túrbio de célula-tronco hematopoética, a HPN III caracteriza-se por 
hemólise crônica decorrente da ausência de todas as glicoproteínas li- 
gadas ao GPI, incluindo fator acelerador do decaimento (DAF/grupo 
sanguíneo Cromer) e Dombrock. 
Bioquímica 

Os antígenos Dombrock residem em uma ADP-ribosiltransferase, 
que catalisa a transferência de ADP-ribose do NAD para um aceptor 
de proteína. A molécula clonada é uma glicoproteína de 47 a 58 kDa e 
314 aminoácidos, ancorada na membrana do eritrócito via uma cauda 
glicolipidica de glicofosfoinositol (ligada ao GPI, Fig. 34.13). A mo- 
lécula tem 5 cinco sítios potenciais de N-glicosilação, 2 sítios de mi- 
ristoilação e 5 resíduos de cisteína (Gubin, 2000; Daniels, 2002). Em 
consequência, o Dombrock pode ser destruído por agentes redutores 
de dissulfeto e pela fosfolipase C do fosfatidilinositol (PI-PLC), que 
cliva as proteínas ligadas ao GPI (Gubin, 2000). 


Biologia molecular 

O gene para Dombrock (DO, ART4) abrange 14 kb no cromossomo 
12p13.2-12.1. O gene consiste em 3 éxons, embora o éxon 2 codifi- 
que mais de 70% da proteína traduzida e inclua todos os 5 antígenos 
Dombrock. Do, Doº, Jo? e Hy resultam do polimorfismo de um único 
aminoácido (Tab. 34.28). O fenótipo Don, ou Gy (a-) resulta de mu- 
tações que anulam o éxon 2 (Reid, 2003a). 


Anticorpos Dombrock 

Os anticorpos anti-Dombrock podem ter significado clínico, embo- 
ra muitos exemplares sejam benignos. São comumente encontrados 
em misturas de aloanticorpos e podem ser de difícil identificação. Os 
anticorpos anti-Dombrock são capazes de diminuir a sobrevida dos 
eritrócitos e causar reações transfusionais hemolíticas agudas, não 
estando associados à DHRN. Em geral, são do isotipo IgG, surgindo 
de estimulação imune por transfusão ou pela gravidez. A reatividade 
do anticorpo pode ser facilitada pelo uso de eritrócitos tratados com 
papaína ou ficina. Em contrapartida, a reatividade dos anticorpos é 
diminuída ou abolida pelo tratamento dos eritrócitos com agentes re- 
dutores de sulfidrila (DTT, AET), tripsina, quimiotripsina e pronase. 


Papel biológico 

Embora o Dombrock seja uma ADP-acetiltransferase, nenhuma ati- 
vidade enzimática foi relatada sobre a membrana eritrocitária (Reid, 
2003a). Não há síndrome clínica conhecida associada ao fenótipo 


Dombrock. Também existe a hipótese de que o Dombrock desempe- 
nhe um papel na depuração do NAD+ circulante e/ou na modificação 
de proteínas após sua tradução (Reid, 2003a). É possível, ainda, que 
o Dombrock contribua para a adesão celular mediada pela integrina 
via um motivo RDG no antígeno Doº: o motivo RDG é anulado no 
fenótipo Do*. 


Sistema de grupo sanguíneo Colton 
(ISBT nº 015) 


O sistema de grupo sanguíneo Colton foi identificado pela primeira 
vez em 1967 e consiste em 2 antígenos autossômicos codominantes, 
Co? e Co’. O Co? é um antígeno de alta incidência, presente em 99,7% 
dos doadores. O Co expressa-se em menos de 11% dos doadores, 
com apenas 0,3% sendo Co (a—b+). Embora muito raro, o fenótipo Co 
(a-b-), ou nulo, é relatado. Além dos eritrócitos, os antígenos Colton 
expressam-se nos túbulos renais proximais, no ramo fino descendente 
da alça de Henle, no endotélio dos vasa recta, no plexo coroide, no cor- 
po ciliar, em microvasos, na vesícula biliar, na placenta e em algumas 
células epiteliais (Ma, 1998). Há de 120.000 a 160.000 moléculas de 
glicoproteina Colton por eritrócito. 


Bioquímica 

Os antígenos do grupo sanguíneo Colton residem na aquaporina 1 
(AQP-1) ou na CHIP (proteína integral formadora de canal), um ca- 
nal da membrana seletivo para a água (Fig. 34.14). Clonada em 1991, 
a AQP-1 é uma proteína multietapa de 269 aminoácidos integrante da 
membrana que contém 6 domínios transmembrana. Estudos cristalo- 
gráficos sugerem que a primeira alça intracelular e a terceira extrace- 
lular dobram-se para trás na membrana plasmática, sobrepondo-se a 
2 sequências Asp-Pro-Ala (NPA) para formar um canal de água. Existe 
um único sítio de N-glicosilação (Asn42), capaz de expressar antíge- 
nos ABH, na primeira alça extracelular perto do epítopo do grupo 
sanguíneo Colton (resíduo 45). O último é variavelmente glicosilado 
in vivo, levando a um espectro de glicoformas de AQP-1, que vão de 40 
a 60 kDa (Agre, 1994). Nas membranas eritrocitárias, a AQP-1 existe 
como um “homotetrâmero”, uma fileira quadrada de monômeros de 
AQP-1, o que pode ajudar a estabilizar a estrutura e a integridade fun- 
cional de monômeros individuais (Knepper, 1994). 


Biologia molecular 


O AQP-I é um gene de 17 kb no cromossomo 7p14. O gene tem 
4 éxons e ambas as sequências de consenso TATA e Spl na região 
promotora (Moon, 1993). Os antígenos Co? e Co? resultam de um 
polimorfismo A314T, levando a Ala45 (Co?) ou Val45 (Co?) (Smith, 
1994). Várias mutações inativadoras diferentes do gene AQP-I estão 
associadas ao fenótipo Colton nulo, incluindo a deleção do éxon 1 e 


| — Co#/Co® 


Co nulo 


Co nulo 


COOH 


NH2 


Figura 34.14 Estrutura da aquaporina-1 (AQP-1, CHIP). A AQP-1 é uma proteína 
multietapa que contém 6 domínios transmembrana, indicados pelos cilindros de 
cor âmbar. A primeira alça citoplasmática e a terceira alça extracelular dobram- 

se de novo na dupla camada lipídica, sobrepondo-se aos 2 motivos Asp-Pro-Ala 
(NPA), para formar um canal de água. O local de N-glicosilação está indicado por 
uma estrutura ramificada na primeira alça extracelular. O polimorfismo Co*/Co® no 
aminoácido 45 está indicado por uma linha contínua. Os locais de 2 mutações que 
levam ao fenótipo Colton nulo também são mostrados. 
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/46 as mutações estruturais e de sentido errôneo. Um fenótipo Colton ad- 


gia 


“Imuno-hematolo 


quirido também é relatado em raros pacientes com monossomia do 7 
e anemia diseritropoiética congênita (Agre, 1994). 


Anticorpos Colton 

Os anticorpos anto-Colton podem ter significado clínico e estar asso- 
ciados a encurtamento da vida dos eritrócitos, a reações transfusionais 
hemolíticas e à DHRN (Tab. 34.7). Os anticorpos para Co? e Co” em 
geral são do isotipo IgG, resultando da estimulação imune por transfu- 
são ou pela gravidez. Há relatos de que alguns exemplares de anti-Co' 
e anti-Co” ligam complemento. Os anticorpos anti-Colton são detec- 
táveis na fase AHG de teste e são acentuados com eritrócitos tratados 
com protease. Indivíduos com o fenótipo Colton nulo também podem 
produzir anti-Co3 (anti-Co”**), um aloanticorpo que reage igualmente 
bem com eritrócitos Co (a+b-) e Co (a-b+) (Issitt, 1998). 


Papel biológico 

Em termos biológicos, AQP-1 é um dos principais canais molecula- 
res de água nos eritrócitos e facilita a concentração de urina nos rins 
(Ma, 1998). Apesar de sua importância na regulação da água, indi- 
víduos com o fenótipo Colton nulo apresentam pouco ou nenhum 
efeito adverso. Os eritrócitos Colton nulo parecem morfologicamen- 
te normais em aspecto e número, embora haja relatos de diminuição 
discreta na vida dos eritrócitos (Mathai, 1996). É mais provável que a 
ausência de qualquer sequela hematológica significativa em indivídu- 
os com Colton nulo deva-se à presença de uma segunda aquaporina, a 
AQP-3. Um transportador de glicerol e, talvez, de ureia, a AQP-3 (gru- 
po sanguíneo GIL) é moderadamente permeável à água e parece ser 
responsável pela permeabilidade residual à água nos eritrócitos Col- 
ton nulos (Roudier, 1998). 


Sistema de grupo sanguíneo LW (ISBT nº 016) 


Denominado em homenagem a seus descobridores, o sistema de 
grupo sanguíneo LW, ou Landsteiner-Wiener, é mais importante por 
seu papel na história do sistema de grupo sanguíneo Rh. Landsteiner e 
Wiener desenvolveram originalmente anticorpos contra os antígenos 
LW imunizando coelhos com eritrócitos de macacos Rhesus. De iní- 
cio, acreditava-se que os anticorpos “anti-Rh” resultantes reconheciam 
o antígeno RHD, porém, mais tarde, pesquisadores provaram que os 
anticorpos desenvolvidos por Landsteiner e Wiener reconheciam um 
antígeno não Rh (LW). 

O sistema de grupo sanguíneo LW consiste em 2 antígenos alélicos, 
LW” e LWP. O LW? é um antígeno de alta frequência (99% de doadores 
brancos). À expressão do antígeno LW depende da expressão da pro- 
teína RhD, observando-se a mais alta expressão nos eritrócitos Rh-po- 
sitivos. Oa antígenos LW estão ausentes de eritrócitos Rh uo Também 
é possível observar um fenótipo LW (a-b-) ou nulo nos raríssimos in- 
divíduos homozigotos para um alelo LW silencioso. O antígeno LW 


Tabela 34.29 Antígenos do grupo sanguíneo Chido/Rodgers 


expressa-se em eritrócitos e na placenta. Há aproximadamente 3.600 a 
5.000 moléculas de glicoproteína LW por eritrócito (Issitt, 1998). 


Bioquímica 

Os antígenos LW residem na molécula de adesão intracelular do ti- 
po 4 (ICAM-4, CD242), uma glicoproteina de 40 a 47 kDa do tipo 1. 
Um membro da superfamília das imunoglobulinas, a ICAM consis- 
te em 2 dominios extracelulares similares ao C2, um único dominio 
transmembrana e uma cauda citoplasmática curta. Há 4 sítios de N- 
-glicosilação e evidência de O-glicosilação. A molécula tem 3 pontes de 
dissulfeto e é sensível para reduzir agentes como o DTT (Reid, 2004b). 


Biologia molecular 

O gene ICAM4 reside no cromossomo 19p13. Os antígenos LW” e 
LWº surgem de um polimorfismo de nucleotídeo único (A308G), le- 
vando a Gln70 (LW) ou Arg70 (LW?). Dos 2 indivíduos com fenótipo 
LW nulo estudados, um tinha uma deleção de 10 bps na sequência 
codificadora (Hermand, 1995). 


Anticorpos LW 

Clinicamente benignos, os anticorpos anti-LW não causam reações 
transfusionais hemolíticas nem DHRN. Em geral, são do isotipo IgG 
e detectados no IAT. A atividade de anticorpo pode ser reduzida pelo 
EDTA ou pelo tratamento prévio dos eritrócitos com agentes reduto- 
res de sulfidrila (DTT, AET). Além de anti-LW* e anti-LW?, indivíduos 
com o fenótipo LW nulo podem elaborar um anti LWº, que reage tan- 
to com eritrócitos LW (a+b—) como LW (a-b+). 


Papel biológico 

A glicoproteina LW é um receptor contador potencial para a pro- 
teína integrina b, Macl (CDlla/CD18). Existe a hipótese de que a 
glicoproteína LW possa participar em interações de adesão durante 
o desenvolvimento eritroide inicial. A expressão de LW é elevada em 
pacientes com células falciformes e pode estar envolvida na oclusão 
microvascular (Reid, 2004b). A glicoproteina LW também pode es- 
tar envolvida na senescência dos eritrócitos, por ligar-se a receptores 
Macl nos macrófagos esplênicos (Isdsitt, 1998). 


Sistema de grupo sanguíneo Chido/Rogers 
(ISBT nº 017) 


O sistema Chido/Rodgers (Ch/Rg) de grupo sanguíneo contém 10 
antígenos, incluindo 2 pares de antígenos antitéticos e 3 antígenos 
conformacionais. O último requer a expressão de 2 antígenos CH/ 
Rg espacialmente distintos, que, juntos, geram um terceiro antígeno 
conformacional (Tab. 34.29). A maioria dos antígenos Ch/Rg tem alta 
incidência (> 90%). Como os antígenos do grupo sanguíneo Lewis, os 
antígenos Ch/Rg são de origem plasmática, sendo adsorvidos passi- 
vamente nas membranas dos eritrócitos. O Ch/Rg expressa-se fraca- 


Antígenos Chido (Ch) Nome Frequência” Aminoácido Frequência” Nome Antígenos Rodgers (Rg) 
| Arg1191 Leu 
CH/RG1 Chi 96% 98% Rel CH/RG11 
Ala1188 Val 
CH/RG3' Ch3 93% Epitopo conformacional 95% Rg2 CH/RG12' 
CH/RG6 Ch6 96% Ser1157 Asn 95% Rg3 CH/RG13 
CH/RG7* WH Raro Epitopo conformacional 
(Ch6+Rg1) 
His1106 Asp 
lle1105 Leu 
CH/RG4 Ch4 96% Ser1 102 Lys 
Leul101 Pro 
CH/RG2* Ch2 91% Epitopo conformacional 
(Ch4+Ch5) 
CH/RGS5 Ch5 94% Gly1054 Asp 


* Calculado a partir de Giles (1987) e Issitt (1998). 


' Epitopos conformacionais requerem a presença de 2 determinantes antigénicos Ch/Rg. 


mente em eritrócitos medulares e alguns eritrócitos com deficiência 
de glicoforina A (Issitt, 1998). 


Bioquimica e biologia molecular 

Os antígenos Chido/Rodgers são determinantes antigênicos no frag- 
mento C4d da molécula de complemento C4, a qual é o produto de 2 
genes altamente homólogos (99% de identidade), C4A e C4B, no cro- 
mossomo 6p21.3, perto do locus HLA. No momento, há mais de 15 ale- 
los C4 identificados, incluindo alelos nulos, o que dificulta bastante a 
genética desse sistema. Cada gene abrange aproximadamente 22 kb e es- 
tá organizado em 41 éxons. Quatro aminoácidos no éxon 26 são respon- 
sáveis por distinguirem C4A de C4B. A maioria dos antígenos Chido/ 
Rodgers é determinada por polimorfismos de aminoácidos codificados 
nos éxons 25 e 28 (Giles, 1998). Em geral, os antígenos Chido estão no 
C4B, e os antígenos Rodgers estão no C4A, embora sejam conhecidos 
exemplos de C4B que expressam antígenos Rodgers e vice-versa (Giles, 
1998). À eletroforese de proteína, o C4A migra mais rápido que o C4B. 


Anticorpos Chido/Rodgers 

Anticorpos contra os antígenos Ch/Rg não causam reações trans- 
fusionais hemolíticas nem DHRN. Há relatos raros de anafilaxia após 
transfusão de plasma e plaquetas (Westhoff, 1992). Anticorpos anti- 
Ch/Rg são do isotipo IgG e em geral são detectados com AHG. A re- 
atividade do anticorpo pode ser facilitada incubando-se eritrócitos 
em uma solução iônica baixa de sacarose. A reatividade do anticorpo 


pode ser inibida pelo plasma ou por tratamento dos eritrócitos com 
proteases (Reid, 2004b). 


Papel biológico 

A deficiência de C4 está associada a distúrbios autoimunes e susceti- 
bilidade a meningite bacteriana. Alotipos C4 específicos foram ligados 
a vários distúrbios autoimunes, inclusive artrite reumatoide e doença 
de Graves. 


Sistema de grupo sanguíneo Gerbich 
(ISBT nº 020) 


O sistema de grupo sanguíneo Gerbich (Ge) contém 7 antígenos: 3 
de alta frequência (> 99%; Tab. 34.30) e 4 de baixa frequência. As gli- 
coproteínas Gerbich (GPC/D; Fig. 34.15) estão em eritrócitos de fetos 
e adultos, nas plaquetas, nos rins e no fígado fetal. Existem 180.000 a 
250.000 moléculas de Gerbich por eritrócito (Reid, 2004b). 


Fenótipos nulos/fracos 

Existem 3 fenótipos autossômicos recessivos associados à perda de 
antígenos Gerbich de alta incidência: Yus (Ge -2, 3, 4), Gerbich (Ge —2, 
—3, 4) e Leach (Ge —2, —3, -4). Os antígenos Gerbich estão diminuídos 


Tabela 34,30 Antígenos do grupo sanguíneo Gerbich 


Alta frequência Frequência GP* 


ISBT Nome (alta — baixa) 
GE2 Ge2 > 99% GPD Término N’ 
GE3 Ge3 > 99% GPC aa 43-50 
GPD aa 22-29 
GE4 Ge4 > 99% GPC Terminação N 
GE5 Webb > 99% GPC Ser8>Asn 
GPC+D Duplicação do éxon 3 
GE7 An? > 99% GPD Ser2>Ala 
GE8 Dh? >99% GPC Leul4>Ala 
Fenótipos Gerbich nulos' 
GPC Deleção do éxon 2 
GPC Deleção do éxon 3 
GPC Deleção dos éxons 3+4 


* Glicoforina C (GPC) ou glicoforina D (GPD). 





Troca de aminoácido 


Glicoforina D 


Glicoforina C 


Met22 
Ge? 





Figura 34.15 Antigenos Gerbich na glicoforina C e na glicoforina D. Glicanos 
ligados ao O (—*) e ao N são mostrados. Também é mostrada a relação do gene 
GYPC com ambas as proteínas. A glicoforina D é o resultado da tradução alternativa 
em Met22 no éxon 2. Duas deleções de diferentes éxons são responsáveis pelos 3 
fenótipos Gerbich nulos. As glicoforinas C e D podem interagir com a espectrina e 
as proteínas 4.1 e p55 do citoesqueleto. 





em pacientes com eliptocitose hereditária em decorrência da deficiên- 
cia da proteína 4.1 (Daniels, 2002). 


Bioquímica 

Os antígenos Gerbich expressam-se em 2 glicoproteínas do tipo 1 
relacionadas biossinteticamente, a glicoforina C (GPC; Fig. 34.15) e 
a glicoforina D (GPD). A GPC é uma glicoproteína de 40 kDa e 128 
aminoácidos, que tem um glicano ligado ao N e 12 glicanos ligados ao 
O. A GPD é uma variante de 107 aminoácidos, faltando 21 aminoáci- 
dos na terminação amino (Reid, 2004b). O domínio citoplasmático 


Frequência Baixa frequência 
Nome ISBT 

Raro (Webb-) 

2% de negros Ls? GE6 

1,5% de finlandeses 

0,01% (An*-) 

<0,01% (Dh?-) 

Raro Yus (Ge-2,3,4) 

10-50% de melanésios Gerbich (Ge-2,-3,4) 

Raro Leach 


(Ge-2,-3,-4) 


' Os fenótipos Yus e Gerbich resultam de alelos mutantes de GPC. Nenhuma GPD é encontrada nos fenótipos Yus, Gerbich ou Leach. 
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interage com várias proteínas do citoesqueleto, incluindo a espectrina, 
a proteína 4,1 e a p55. 


Biologia molecular 

A GPC e a GPD são produtos de um único gene, GYPC, no cromos- 
somo 2a14-21. O gene abrange 13,5 kb e está organizado em 4 éxons. 
Os éxons 1 a 3 codificam o domínio extracelular, e o éxon 4 é res- 
ponsável pelo domínio transmembrana e pela cauda citoplasmática. A 
região promotora contém as sequências clássicas CCAC e TATA, bem 
como sítios de ligação para o fator de transcrição Spl, GATA-1 e NF- 
E6. A GPD é o produto da translação avariada em um resíduo AUG 
alternativo a jusante (Met22). 

Conforme mostrado na Tabela 34.30, os antígenos de alta frequên- 
cia Ge2 e Ge4 são os términos NH, de GPD e GPC, respectivamente. 
Ge3 é codificado pelo éxon 3 e compartilhado por ambas as molécu- 
las. Com exceção de Ls”, os antígenos Ge de baixa frequência resultam 
de polimorfismos de aminoácido único. O fenótipo Gerbich nulo, ou 
Leach, resulta da deleção dos éxons 3 e 4. Como resultado, nenhuma 
proteína GPC ou GDP se expressa (Fig. 34.15). Os fenótipos Yus e Ger- 
bich são mutantes de deleção que caracterizam-se pela síntese variante 
de GPC e pela perda completa da síntese de GPD. Como resultado, Yus 
e Gerbich podem expressar antígenos de alta incidência presentes na 
GPC (Ge3, Ge4), mas não na GPD (Ge2). 


Anticorpos Gerbich 


Os anticorpos anti-Gerbich normalmente têm significado clínico, 
mas nem sempre. Há relatos de sobrevida encurtada de eritrócitos e he- 
mólise tardia após transfusão de eritrócitos Gerbich incompatíveis. Há 
um relato de DHRN grave. Autoanticorpos contra antígenos Gerbich 
foram associados a anemia hemolítica autoimune grave (Reid, 2004b). 

Os anticorpos anti-Gerbich podem ser dos isotipos IgM ou IgG. A 
maioria é imunoestimulada, embora seja conhecido anti-Ge de ocor- 
rência natural. Eles podem ser detectados à temperatura ambiente e 
realçados com AHG. Os antígenos Gerbich são resistentes à quimio- 
tripsina, mas são sensíveis a outras proteases (tripsina, pronase). 


Papel biológico 

Como Diego/Banda 3, GPC/GPD ajudam a ancorar a membrana ao 
citoesqueleto subjacente. Em pacientes com deficiência da proteína 
4.1 e eliptocitose hereditária, há diminuição de GPC/GPD (75% do 
normal). Da mesma forma, o fenótipo Ge nulo (Leach) está associa- 
do a eliptocitose acentuada decorrente da estabilidade reduzida e da 
deformabilidade da membrana (Daniels, 2002). Como são ricas em 


Tabela 34.31 Antígenos do grupo sanguíneo Cromer 


Antígenos de alta frequência Troca de 


Antígenos de baixa frequência 
SAC Cc a aaae 


ISBT Nome Frequência (alta —> baixa) Frequência Nome ISBT 
CROM1 Cr > 99% Ala193>Pro Raro 
CROM2 Tc? > 99% Arg18>Leu 6% dos Te” CROM3 
negros 
0% dos 
brancos 
Arg18>Pro Raro Ter CROM4 
CROM5 Dr > 99% Serl65>Leu Raro 
CROM6 Es? > 99% lle46>Asn Raro 
CROM7 IFC >99% Heterogênea Raro Inab 
CROM9 Wes? >99% Leu48>Arg 2% dos Wes** CROM8 
negros 
<0,5 % dos 
brancos 
CROM10 UMC >99% Thr216>Met Raro 
CROM11 GUTI >99% Arg206>His Raro 
CROM12 SERF >99% Pro182>Leu Raro 
CROM13 ZENA >99% His208>Gln Raro 


* Em decorrência da proximidade, Wes* enfraquece a expressão de Es”, 


ácido siálico, GPC e GPD podem ligar o vírus influenza. GPC e GPD 
podem ligar o P. falciparum. 


Sistema de grupo sanguíneo Cromer 
(ISBT nº 021) 


O sistema Cromer (Cr/CROM) contém 13 antígenos, incluindo 5 
antígenos antitéticos e 10 antígenos de alta incidência (Tab. 34.31). Os 
antígenos Cromer estão presentes no fator acelerador do decaimento 
(DAF, CD55), que se expressa amplamente nos tecidos e em secreções. 
O DAF foi identificado em todas as células hematopoéticas, no endo- 
télio vascular, nos epitélios gastrintestinal e geniturinário, no cérebro 
e nos líquidos corporais (Storry, 2002). O Cromer expressa-se nos eri- 
trócitos medulares. 


Fenótipos nulos/fracos 

O fenótipo Inab ou Cromer nulo é um fenótipo autossômico reces- 
sivo raro, que se caracteriza pela ausência completa de todos os antí- 
genos Cromer, mas expressão normal de CD59 e outras glicoproteínas 
ligadas ao glicosil fosfoinositol (GPI). Muitos indivíduos com o fenó- 
tipo Inab sofrem de distúrbios gastrintestinais crônicos, em particu- 
lar uma gastrenteropatia crônica com perda de proteína. Também há 
perda de CD55/Cromer nos eritrócitos de pacientes com HPN III, em 
que faltam glicoproteínas ligadas ao GPI. Observa-se expressão fraca 
de Cromer (40% do normal) no fenótipo Dr(a—). 


Bioquimica 

A CD55/DAF é uma glicoproteína altamente glicosilada de 70 kDa 
e 381 aminoácidos ligada ao GPI (Fig. 34.13). O domínio extracelular 
consiste em 4 domínios curtos de consenso repetidos (SCR), capazes 
de ligar componentes do complemento (C3b/C4b), seguidos por um 
trecho de 70 aminoácidos em glicanos ligados ao O (50% de serina/ 
treonina). Cada dominio SRC contém 4 resíduos de cisteina altamente 
conservados, resultando em 2 pontes de dissulfeto intracadeia/SRC. 
Em consequência, a DAF é sensível aos agentes redutores de sulfidrila. 
A molécula contém um único sítio de N-glicosilação perto de SCRI 
(Medof, 1987). 


Biologia molecular 

O gene DAF abrange 40 kb no cromossomo 1q32 e está organizado 
em 11 éxons. A maioria dos antígenos Cromer reflete polimorfismos 
de aminoácido único (Tab. 34.31) (Storry, 2002; Reid, 2003b, 2004a). 
O fenótipo Inab resulta de mutações sem sentido ou de desdobra- 
mentos. À etiologia do fenótipo Dr(a-) é bastante interessante. Um 
polimorfismo de aminoácido único (596C>T) leva a polimorfismo 
Serl65>Leu e um sítio alternativo de quebra. Em indivíduos Dr(a-), 
2 espécies de mRNA são observadas, codificando uma proteína trun- 
cada com mutação que surge de dobramento alternado (transcrito 
maior) e a DAF completa trazendo o polimorfismo Leu165 (transcrito 
menor). Os eritrócitos Dr(a—) têm expressão enfraquecida da DAF e 
todos os antígenos Cromer (Storry, 2002). 


Anticorpos Cromer 

O significado clínico dos anticorpos anti-CR é variável. Em alguns 
indivíduos, os anticorpos anti-CR estão associados a menor sobrevi- 
da dos eritrócitos e reações transfusionais hemolíticas. Os anticorpos 
Cromer não causam DHRN graças à adsorção de anticorpos pela DAF 
no epitélio dos trofoblastos (Storry, 2002; Daniels, 2002). 

Em geral, os anticorpos anti-Cromer são do isotipo IgG, surgindo 
de estimulação imune. São detectados no IAT e podem dar resulta- 
dos fracos e variáveis (alto título, anticorpos de baixa avidez). O anti- 
Cromer pode ser inibido pelo plasma, pela urina e por concentrados 
de plaquetas. A reatividade dos anticorpos é altamente sensível ao tra- 
tamento prévio de eritrócitos com quimiotripsina e pronase, mas não 
com outras proteases. Os antígenos Cromer ficam enfraquecidos, mas 
não são destruídos, por AET e DTT. 


Papel biológico 

A CD55/DAF protege as células do complemento, ao promover o 
decaimento de 2 convertases C3, a C4b2 e a C3bBb (Lindahl, 2000). 
CD55 também é receptor para cepas uropatogênicas e intestinais de E. 
coli que trazem adesinas Afa/Dr e X, echovírus e o virus Coxsackie B. 


Tabela 34.32 Antígenos do grupo sanguíneo Knops 


Alta Frequência Troca de Frequência Baixa 
frequência aminoácido frequência 
ISBT Nome e Nome ISBT 
KN1 Kn? 99% Valt561>Met 4% dos Kn? KN2 

brancos 
KN3 Me 99% lys1590>Glu 45% dos Mc? KN6 
negros 
KN4 Si (Sl) 98% dos Arg1601>Gly Apenas Si2 (Vil) KN7 
brancos negros 
52% dos 
negros 
Sl4* 100% dos Ser1610>Thr 4% dos s|5* 
negros brancos 
96% dos 
brancos 
KN8  St3' Arg1601+5er1610 
KN5 Yk 92% dos Desconhecida 
brancos 
98% dos 
negros 


* SI4 e SIS são antígenos teóricos não formalmente acrescentados à familia Knops no mo- 
mento. 


t SI3 é um antígeno conformacional que requer a presença tanto de S11 (Arg1601) como de 
“S14” (Ser1610). 


Sistema de grupo sanguíneo Knops (ISBT nº 022) 


O grupo sanguíneo Knops contém de 7 a 10 antígenos, incluindo 
6 antitéticos (Tab. 34.32). Vários antígenos Knops (Knº, Mc’, SI?) são 
segregados etnicamente. Os antígenos Knops estão presentes em eri- 
trócitos, neutrófilos, linfócitos B e células dendríticas de adultos e do 
cordão umbilical (Reid, 2004b). A força do Knops pode variar entre 
os indivíduos, com aproximadamente 1% de doadores apresentando 
expressão extremamente fraca do Knops (10% do normal, fenótipo 
Helgeson). 


Bioquímica 

O Knops reside no receptor 1 do complemento (CR1, CD35), uma 
glicoproteína de 220 kDa (Moulds, 2001). O domínio extracelular 
consiste em 30 repetições curtas de consenso (SCR), arranjadas em 4 
regiões longas homólogas (LHR), capazes de ligar C4b e C3b. A molé- 
cula também tem 6 a 8 sítios de N-glicosilação. 


Biologia molecular 


O gene CRI] reside no cromossomo 1q32. Há 4 alelos CRI (CR*1-4), 
dos quais o CR1*1 é o mais comum (Daniels, 2002). A variação na 
força do CRI e o número de cópias parecem ser determinados geneti- 
camente. Até o momento, todos os antígenos Knops surgem de poli- 
morfismos de aminoácido (Tab. 34.31; Moulds, 2001, 2002, 2004). Os 
antígenos KN4/7 (Sl/Vil) podem ser expandidos para incluir 5 antíge- 
nos, refletindo a influência de um segundo polimorfismo de aminoá- 
cido (Serl610>Ser) e um antígeno conformacional (Sl3) que requer 
coexpressão de S11 e Sl4 (Moulds, 2002). 


Anticorpos Knops 

Os anticorpos Knops são clinicamente insignificantes. Eritrócitos 
incompatíveis com Knops têm sobrevida normal após transfusão. Os 
anticorpos Knops são do isotipo IgG, surgindo de estimulação imune, 
e, em geral, só são detectados com AHG. Classificados historicamente 
como anticorpos HTLA (alto título, baixa avidez), é notoriamente di- 
fícil trabalhar com os anticorpos Knops por causa de sua baixa avidez, 
da variação biológica na expressão Knops, da degradação do antígeno 
e da presença de especificidades adicionais de aloanticorpo. Os antí- 
genos Knops são resistentes às proteases, mas são enfraquecidos por 
agentes redutores de sulfidrila (AET, DTT). 


Papel biológico 

Uma proteína reguladora do complemento, a CRI pode ligar com- 
plexos imunes C3b/C4B, promovendo sua degradação pelo fator 1. A 
CRI facilita a fagocitose de partículas cobertas por C3b/C4B e pode 
desempenhar um papel nas infecções por Leishmania, Legionella e 
micobactérias (Daniels, 2002). A CRI também liga P. falciparum com 
formação de roseta — achado clínico associado a malária grave. Como 
os eritrócitos Sl(a—) mostram ligação reduzida ao P. falciparum e pou- 
cas rosetas, aventou-se a hipótese de que o fenótipo Sl(a)/SI2, presente 
em 70% das pessoas negras na África, pode proteger contra a malá- 
ria grave. No entanto, estudo recente não revelou correlação entre o 
fenótipo SI1/SI2 e a infecção por malária ou a gravidade da doença 
(Zimmerman, 2003). Apesar de tardia, a incidência extremamente alta 
do fenótipo Sl(a-) ou S12 na África sugere que no passado houve uma 
vantagem seletiva para o fenótipo Sl(a—) nessa população. 


Sistema de grupo sanguíneo Indian 
(ISBT nº 023) 


O grupo sanguíneo Indian (In) contém 2 antígenos autossômicos co- 
dominantes, In* (IN1) e In” (IN2). O In? é um alelo de alta frequência 
(99% das pessoas brancas), enquanto o Inº é relativamente raro, exceto 
entre populações indianas (4%) e árabes (11-12%). O AnWj é outro 
antígeno de alta incidência que se acredita que pertença ao grupo san- 
guíneo Indian. Os antígenos Indian são carregados pela glicoproteina 
CD44 e expressam-se amplamente em todas as células hematopoéticas e 
epiteliais e no tecido neural. Há aproximadamente 6.000 a 10.000 molé- 
culas de CD44 por eritrócito (Byrne 2004; Reid, 2004b). 


Fenotipos nulos/fracos 

Os antígenos Indian, inclusive o AnWj, estão deprimidos nos eritró- 
citos In(Lu). A quantidade de In e AnWj diminui transitoriamente nos 
eritrócitos do cordão umbilical durante a gravidez e na anemia hemo- 
lítica autoimune consequente ao autoanti-AnWj (Daniels, 2002). 
Bioquímica 

Os antígenos Indian estão presentes na CD44, uma glicoproteína 
onipresente em muitas membranas celulares. É heterogênea entre os 
tecidos em decorrência de diferenças específicas dos tecidos no pro- 
cessamento e na glicosilação do mRNA. Nos eritrócitos, a CD44 é uma 
glicoproteína do tipo 1 de 80 a 85 kDa e 341 aminoácidos, com um 
grande domínio extracelular fortemente glicosilado contendo 3 resí- 
duos de cisteína, 6 N-glicanos, 3 sulfatos de condroitina e vários glica- 
nos ligados ao O. Como Diego/Banda 3, a CD44 pode ligar proteínas 
do citoesqueleto, a proteína 4.1 e a anquirina (Daniels, 2002). 


Brologia molecular 

A CD44 reside no cromossomo 11p13. O gene abrange 50 kb e con- 
tém 20 éxons, que são capazes de gerar uma fileira de formas variantes 
desdobradas. Nos eritrócitos, a CD44 é codificada pelos éxons 1 a 5, 
16, 17, 18 e 20. Um polimorfismo de aminoácido único é responsá- 
vel pelos antígenos In* (Pro46) e In? (Arg46). A etiologia do antígeno 
AnWj é desconhecida. 


Anticorpos Indian 

Os anticorpos contra os antígenos Indian e AnWj podem ter sig- 
nificado clínico, encurtando a sobrevida dos eritrócitos e causando 
reações transfusionais. Eles não estão associados à DHRN. Anemia 
autoimune decorrente de autoanti-AnWj foi relatada. Anticorpos 
anti-Indian em geral são do isotipo IgG, surgindo de estimulação 
imune. Podem apresentar-se como aglutininas salinas e são acentu- 
ados por AHG. Os antígenos In” e In>, mas não o AnWJ, são des- 
truídos por proteases e AET. Os anticorpos anti-Indian também são 
inibidos por plasma, que contém CD44 solúvel. 


Papel biológico 

A CD 44 é uma molécula de adesão importante nos leucócitos. A 
CD44 liga um espectro de proteínas da matriz extracelular, incluindo 
colágeno, fibronectina, laminina e hialuron. Na medula óssea, a CD44 
pode participar na adesão de progenitoras eritroides a fibroblastos do 
estroma. Nos leucócitos, a CD44 pode facilitar a adesão endotelial a 
eles, ajudando a localizar os pontos de inflamação para eles. A CD44 
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está envolvida na metástase tumoral, no remodelamento de feridas e 
na diferenciação embrionária. AnWj/CD44 também é um receptor 
para o Haemophilus influenzae. 


Sistema de grupo sanguíneo OK (ISBT nº 024) 


O sistema OK contém um único antígeno de alta frequência, Ok” 
(> 99% dos doadores). A glicoproteína Ok” está presente nos eritróci- 
tos, leucócitos e células progenitoras hematopoéticas. O Ok? reside na 
CD147, uma glicoproteína de 35 a 68 kDa e 251 aminoácidos ligados 
ao N. Membro da superfamília das imunoglobulinas, a CD147 tem 
um domínio IgC2 e um IgV. O gene para CD147 reside no cromos- 
somo 19pter. O fenótipo Ok(a-) surge de uma mutação Glu92>Lys 
(Daniels, 2002). A CD147 é uma proteína associada à ativação de leu- 
cócitos e pode participar na adesão celular, na tumorigênese e na ci- 
catrização de feridas via estimulação das enzimas necessárias para o 
remodelamento da matriz extracelular (Daniels, 2002). 

Anti-Ok’ é raro e descrito apenas no Japão, pertence ao isotipo IgG, 
surge de estimulação imune e está associado a sobrevida encurtada 
dos eritrócitos após transfusão de eritrócitos incompatíveis com Ok’. 
O antígeno Ok’ é resistente a enzimas, sialidases e agentes redutores 


de sulfidrila. 
Sistema de grupo sanguíneo RAPH (ISBT nº 025) 


O sistema de grupo sanguíneo RAPH contém um único antígeno, 
RAPH ou MER2. O RAPH expressa-se em 92% dos doadores e sua 
força pode variar. Está presente em células CD34+, fibroblastos e eri- 
trócitos. Há uma queda progressiva na expressão de RAPH/MER2 
com o aumento da maturação eritroide. O RAPH expressa-se em 
MER2, uma proteína de 40 kDa codificada por um gene no cromosso- 
mo 11p15. O antígeno é sensível à maioria das proteases, exceto a fici- 
na. São conhecidos 3 exemplares de anti- MER2. Todos são do isotipo 
IgG, surgindo de transfusão e da gravidez. Dois exemplares fixaram 
complemento. Não existem relatos de reações transfusionais hemolíti- 
cas ou DHRN causadas pelo anti-RAPH. 


Sistema de grupo sanguíneo JMH (ISBT nº 026) 


O sistema de grupo sanguíneo JMH (John Milton Hagen) contém 
um único antígeno de alta incidência, o JMH (> 99% dos doadores). 
Além de estar presente nos eritrócitos, o JMH é encontrado em linfó- 
citos, em macrófagos ativados, no timo, no cérebro, no epitélio respi- 
ratório, na placenta, nos testículos e no baço (Reid, 2004b). 


Bioquímica e biologia molecular 

O JMH é levado na CD108 (SEMA-L), uma glicoproteina da família 
semaforina (Fig. 34.13) com 666 aminoácidos e composta de um gran- 
de domínio sema de 500 aminoácidos, um domínio imunoglobulina do 
tipo C2, 5 sítios de N-glicosilação e 6 de miristoilação. A molécula está 


Antigeno | 


GalB1—4GIcNAcB1—-3GalB1—-4GIcNAcB1-R 
IGnT (gene 1) 


GicNAcB1-6 
GalB1—-4GIcNAcB1-R 
GalB1—-4GIcNAcB13 


81,4GalT 


GalB1—4GIcNAcB136 
GalB1—4GIcNAcB1-R 
GalB1—4GIcNAcB13 


Figura 34.16 Estrutura dos antigenos | e i de grupo sanguineo. Os epitopos lactosa- 
minil terminais imunologicamente ativos estao sublinhados. A sintese do antigeno | 
requer a ação da IGnT, uma 6 1-6-N-acetilglucosaminiltransferase. Gal = galactose; 
GIcNAc = N-acetilgalactosamina; R = outro oligossacarideo. 


Antigeno | 


ancorada na membrana celular por uma cauda de glicofosfoinositol (li- 
gado ao GPI) e é ausente nos eritrócitos de pacientes com HPN III. A 
molécula contém 19 resíduos de cisteína e é sensível a agentes redutores 
de sulfidrila. O gene para SEMA-L está no cromossomo 15922. 


Anticorpos JMH 

Os anticorpos JMH não causam reações transfusionais hemolíticas 
nem DHRN, embora se tenha documentado encurtamento da vida 
dos eritrócitos. Os anticorpos são do isotipo IgG e podem ser de ocor- 
rência natural. O antígeno JMH é sensível às proteases e ao DTT. 


Papel biológico 
Desconhecido. As proteínas semaforinas estão envolvidas na sinali- 
zação celular. 


Sistema de grupo sanguíneo | (ISBT nº 027) 


Contém 2 antígenos relacionados em termos biossintéticos, o I e o i. 
Precursor biossintético do antígeno I, o antígeno i encontra-se nas cé- 
lulas do cordão umbilical, por causa de atrasos do desenvolvimento na 
enzima responsável pela síntese do antígeno I. Por volta dos 18 meses 
de idade, i diminui e I aumenta para os níveis observados nos eritró- 
citos de adultos (Hakomori, 1981). Ambos os antígenos expressam- 
-se de forma onipresente em glicolipídeos e glicoproteínas de todos os 
tipos celulares. 


Fenótipo nulo 

O fenótipo Law é um fenótipo autossômico recessivo raro, encon- 
trado em 0,01 a 0,03% dos doadores. Na Ásia, pode estar associado a 
catarata congênita. Também se observa sua elevação em eritrócitos do 
cordão umbilical, nos reticulócitos e na eritropoiese estressada, como 
na HPN (Navenot, 1997). O antígeno 1 elevado, com hemólise crônica, 
também é observado na HEMPAS, uma anemia diseritropioética con- 
gênita. O aumento do antígeno ina HEMPAS é o resultado direto de 
defeitos na glicosilação (Fukuda, 1990). 


Bioquímica 

Oligossacarideos de cadeia do tipo 2, os antígenos ie I terminam em 
um epítopo GalB1-4GIcNAc ou lactosaminil e diferem apenas em ter- 
mos de complexidade e multivalência. Conforme mostrado na Figura 
34.16, o antígeno i é um oligossacarídeo linear. O antígeno I é deri- 
vado do antígeno i pela ação da B1-6 N-acetilglicosaminiltransferase, 
uma primeira etapa na síntese de grandes polilactosaminas comple- 
xas multivalentes ramificadas (Fig. 34.16). Tanto o i como o I podem, 
ainda, ser modificados por outras galactosiltransferases para produzir 
ABH, LeX e antígenos relacionados. 


Biologia molecular 

O antígeno I, uma [1-6 glicosaminiltransferase, é o produto de 
IGnT, gene que abrange aproximadamente 100 kb no cromossomo 
6p34 e contém 5 éxons, que incluem o éxon 1 específico de 3 teci- 
dos (Fig. 34.17). Em consequência, são possíveis 3 formas desdobra- 


Gene IGnT (gene |) 









Fenótipo i adulto 


p 169 228 Sem catarata + Catarata 
Eritrócitos YY 
IGnT*C Sem sentido (1C) Sem sentido 
É] (Ala169>Thr; (Exon 3) 
Arg228>Giln) (Gly348>Glu, 
Arg383>His) 
348 383 ou 
Cristalino vy Deleção gênica 


IGnT*B Normal Mutação (E3) ou 

deleção gênica 
Figura 34.17 Gene | mostrando 3 diferentes éxons 1. Nos eritrócitos e lentes mRNA 
humanas, um RNAm diferente da IGnT é traduzido, com base em qual éxon 1 é uti- 
lizado. Mutações no gene | podem resultar em fenótipo i adulto e catarata. Nos eu- 
ropeus, as mutações em geral são apenas no éxon 1C e afetam a síntese do antígeno 
| nos eritrócitos. Na Ásia, o fenótipo adulto i envolve deleção gênica ou mutações 
no éxon 3. Como resultado, há perda da atividade da IGnT em todos os tecidos. 


das diferentes de IGnT, dependendo de qual éxon 1 é utilizado (Inaba, 
2003). O IgnT*C, composto dos éxons 1C, 2 e 3, é encontrado nos 
eritrócitos. O IgnT*B é sintetizado nas lentes humanas (Yu, 2003). 

O fenótipo Luto € a catarata congênita foram ligados a mutações no 
IGnT. Em indivíduos adultos brancos com fenótipo Lan € sem cata- 
rata, foram encontradas mutações no éxon 1C (nt 505, 683), levando a 
uma perda de atividade do IGnT*C no éxon 3 (nt 1049, 1154) ou uma 
deleção maior do gene IGnT. Como resultado, há uma perda de ativi- 
dade de IGnT*C e IGnT*B nos eritrócitos e na lente, respectivamente 
(Yu, 2003). Acredita-se que a perda de atividade de IGnT*B na lente é 
a base da formação de catarata. 


Anticorpos anti-l e i 

São do isotipo IgM, reativos à temperatura ambiente (Tab. 34.7). 
Autoanticorpos para o I são relativamente comuns e em geral são 
aglutininas frias de baixo título. Algum anti-I pode ter especificidade 
IH, reagindo mais fortemente com eritrócitos dos grupos O e A2 (ver 
Tab. 34.48, adiante). Embora geralmente benigna, observa-se hemóli- 
se secundária a altos títulos de anti-I na anemia hemolítica autoimune 
fria (CAD). A CAD pode ocorrer no contexto de malignidade e infec- 
ção, em particular por Mycoplasma pneumoniae. Esses anticorpos exi- 
bem uma grande amplitude térmica, em geral aglutinando eritrócitos 
a temperaturas de 30 a 34°C. Em contraste, o aloanti-I é relativamente 
raro, sendo encontrado como um anticorpo de ocorrência natural em 
adultos com fenótipo i duto O anti-i também é incomum, mas foi rela- 
tado na mononucleose infecciosa e na cirrose alcoólica. 


Sistema de grupo sanguíneo GIL (ISBT nº 029) 


Contém um antígeno de alta incidência, o GIL (100% dos doado- 
res). À proteína GIL tem alta expressão em eritrócitos, nos rins, no in- 


testino delgado, no estômago, no cólon, no baço, nos olhos e no trato 
respiratório (Reid, 2004b). 


Bioquímica 

O GIL é levado por uma aquagliceroporina (AQP3), um membro da 
família MIP de canais de água. Como a Colton (AQP1), a AQP3 é uma 
proteína multietapa de 46 kDa que contém 6 domínios transmem- 
brana e um único sítio de N-glicosilação. A molécula está presente 


na membrana celular como dímeros, trímeros e tetrâmeros (Daniels, 
2002). 


Biologia molecular 

O gene AQP3 abrange 6 kb no cromossomo 9p13 e está organizado 
em 6 éxons. O fenótipo GIL-negativo resulta de sítio de quebra e mu- 
tações estruturais no AQP3. 


Anticorpos GIL 

O anti-GIL está associado a reações transfusionais hemolíticas. Não 
há relatos de DHRN causado por anti-GIL, apesar de um efeito direto 
positivo no teste da antiglobulina direta (DAT). Em geral, o anti-GIL é 
do isotipo IgG, reativo a 37°C e realçado por AHG. O antígeno é resis- 
tente a proteases, sialidases e DTT. 


Papel biológico 
AQP3/Gil é um canal de água na membrana, capaz de transportar 


ureia e glicerol. Ver “Sistema de grupo sanguíneo Colton (ISBT nº 
015)”. 


Testes e procedimentos imuno-hematológicos 
Princípios básicos — hemaglutinação 


A hemaglutinação específica é a reação imunológica in vitro mais 
importante nos bancos de sangue, por ser o ponto terminal de quase 
todos os sistemas de teste destinados a detectar antígenos e anticor- 
pos eritrocitários. Na verdade, o processo de hemaglutinação ocorre 
em 2 estágios. No primeiro estágio, em geral conhecido como sen- 
sibilização eritrocitária, ocorre simplesmente a combinação de pa- 
rátopo e epítopo em uma reação reversível que segue a lei da ação 
das massas e tem uma constante de equilíbrio associada. O antígeno 
e o anticorpo são mantidos juntos por atrações não covalentes. No 
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Figura 34.18 Eritrócitos são mantidos separados em um meio iônico pelo potencial 
zeta que, por sua vez, influencia a capacidade aglutinante de IgG e IgM. 





segundo estágio, múltiplos eritrócitos com anticorpo ligado formam 
uma rede estável, por meio de pontes antígeno-anticorpo formadas 
entre células adjacentes, que é a base de todas as reações de aglutina- 
ção visíveis. 

A formação da rede durante o segundo estágio de hemaglutina- 
ção é naturalmente impedida pelo fato de que os eritrócitos em so- 
lução normalmente se repelem, por causa da carga líquida negativa 
da membrana do eritrócito, criada pelo ácido siálico. Se os eritrócitos 
forem suspensos em um meio iônico como solução fisiológica nor- 
mal, os cátions se arranjarão em torno de cada célula, formando uma 
“nuvem iônica”. Os cátions mais próximos da membrana celular ficam 
firmemente ligados e movem-se com o eritrócito, enquanto outros 
cátions movem-se livremente. A diferença de carga na superfície en- 
tre as camadas interna e externa de cátions, denominada superfície de 
cisalhamento, cria um potencial elétrico denominado potencial zeta 
(Fig. 34.18), o qual mantém os eritrócitos em solução a cerca de 25 
nm de distância entre si (Lewis, 1999). Outro fator que pode ser im- 
portante para manter os eritrócitos separados é a água da hidratação. 
Proponentes dessa teoria sugerem que as cabeças polares hidrofílicas 
das moléculas de lipídeo fazem a dupla camada da membrana celular 
externa atrair moléculas de água. A água cria uma superfície de tensão 
que ajuda a manter as células separadas. 

Uma situação em que a influência natural do potencial zeta de man- 
ter os eritrócitos separados é sobrepujada é o fenômeno da formação 
de rouleaux, ou “pseudoaglutinação”. Pacientes com mieloma múlti- 
plo, macroglobulinemia de Waldenstrôm e síndromes de hipervis- 
cosidade têm altas concentrações de proteínas séricas anormais que 
mudam a carga resultante da superfície na membrana do eritrócito. 
As células, portanto, aglomeram-se unidas em grumos que lembram a 
hemaglutinação macroscópica. Expansores plasmáticos, como o dex- 
trano e o amido hidroxietil, bem como alguns materiais de contraste 
radiográfico intravenosos, podem causar formação de rouleaux. Um 
rouleaux pode ser diferenciado da aglutinação verdadeira à microsco- 
pia direta: (1) pela formação clássica de “pilha de moedas e (2) pela 
perda do rouleaux após lavagem e ressuspensão em solução fisiológica. 
Também é possível observar aglutinação inespecífica em amostras de 
sangue de cordão umbilical contaminadas com geleia de Wharton. A 
presença de ácido hialurônico e albumina no sangue do cordão umbi- 
lical é responsável por esse problema. 


Fatores que afetam a hemaglutinação específica 


A extensão da sensibilização dos eritrócitos e a facilitação do se- 
gundo estágio de formação da rede em treliça são influenciadas pri- 
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dos anticorpos envolvidos. Na maioria dos procedimentos de imuno- 
hematologia, os anticorpos IgM podem facilitar o segundo estágio de 
hemaglutinação, por causa de seu grande diâmetro (35 nm), que lhes 
permite ocupar a distância entre 2 eritrócitos adjacentes em solução 
(Fig. 34.18). Graças à sua capacidade aglutinante inata, os anticorpos 
IgM muitas vezes são mencionados como aglutininas diretas. Já os 
anticorpos IgG, em sua maioria, são consideravelmente menores (14 
nm) e incapazes de induzir aglutinação visível sem a ajuda de reagen- 
tes secundários facilitadores. Por isso, os anticorpos IgG costumam ser 
chamados de aglutininas indiretas. 

A densidade e a acessibilidade de antígenos específicos na membra- 
na eritrocitária também são críticas no segundo estágio da formação 
de rede em treliça. Isso pode ser ilustrado comparando-se os antíge- 
nos ABO e Rh. Existem aproximadamente 1.000.000 de antígenos 
ABO por eritrócito, exibidos nas grandes glicoproteínas extramem- 
branosas. Em decorrência de sua alta densidade e da fácil acessabi- 
lidade, os anticorpos ABO podem ligar-se prontamente a antígenos 
ABO expostos e aglutinar eritrócitos. Em contraste, os antígenos Rh 
ocupam em média apenas 10.000 a 30.000 sítios por célula e, como 
proteínas multietapas integrantes da membrana, são considerados in- 
tramembranosos. Em consequência, os antígenos Rh aglutinam com 
menor facilidade em antissoros Rh. Como outro exemplo da influên- 
cia da densidade do antígeno, os eritrócitos homozigotos para um ge- 
ne de determinado grupo sanguíneo particular em geral apresentam 
reações mais fortes que células heterozigotas, porque os homozigotos 
expressam 2 vezes mais cópias, ou uma dose dupla, do antígeno por 


Tabela 34.33 Fatores que afetam a reação de hemaglutinação 


Parâmetro da reação Efeito 


célula. Nos testes imuno-hematológicos, esse fenômeno costuma ser 
designado dosagem. 

Secundariamente às características inerentes dos antígenos e anti- 
corpos, o primeiro e o segundo estágios de reação de hemaglutinação 
também podem ser influenciados pela manipulação de vários para- 
metros físicos e/ou químicos do ambiente da reação. Na Tabela 34.33 
há um esboço da maneira pela qual esses vários parâmetros podem ser 
controlados. 


Gradação das reações de hemaglutinação 

O teste de hemaglutinação no banco de sangue é analisado e gra- 
duado de acordo com a força da reação. A hemólise é considerada a 
reação positiva mais forte que pode ocorrer e indica a presença de um 
anticorpo potente que fixa complemento. Após incubar soro e eritró- 
citos reagentes em um recipiente, o soro deve ser primeiro examinado 
quanto a hemólise, antes da ressuspensão do botão celular. Ao ler a 
aglutinação, o tubo deve ser agitado, por meio de movimentos leves do 
punho, até que todas as células sejam desalojadas. É mais fácil conse- 
guir isso mantendo o tubo em ângulo reto, de modo que o líquido faça 
um “corte” por meio do botão celular, possibilitando a fácil ressuspen- 
são daquelas células. Quando as células não aderirem mais ao tubo, 
deve-se incliná-lo para trás e para a frente delicadamente, até que se 
observe uma suspensão uniforme de células (ou aglutinação). A ilu- 
minação adequada com um espelho côncavo é um auxílio inestimável 
para a leitura macroscópica. Colocando-se o tubo cerca de 6 cm acima 
de um espelho côncavo de 7,5 cm, é possível diferenciar com facilidade 
os agregados das células livres olhando no espelho em vez de no tubo. 


Manipulação 





Temperatura 


Tempo de incubação Reações ag/ac diferentes alcançam o equilíbrio em 


períodos de tempo diferentes 


Influencia a constante de equilíbrio e/ou a velocidade da 
reação, dependendo da classe de anticorpo envolvida 


A diminuição da temperatura para 24°C, ou mesmo 4°C facilita a reação 
dos anticorpos IgM 

O preaquecimento ou a manutenção da reação em 37°C proporciona a 
temperatura ideal para a detecção de anticorpos IgG, ao mesmo tempo 
que impede a reação da maioria dos anticorpos IgM 

O aumento do tempo de incubação em determinado sistema de teste 
pode melhorar a detecção de um anticorpo fracamente reativo 


pH Em uma faixa de pH de 6,5 a 7,5, grupos químicos sobre age A alteração no pH afeta a constante de equilíbrio de certos anticorpos, 
ac têm cargas opostas, o que proporciona forças iônicas ótimas que podem reagir preferencialmente em um ambiente mais ácido — 
de atração para a maioria dos anticorpos de grupos sanguíneos p. ex., anti-M e anti-Pr 


Força iônica 
neutralizar as forças de atração entre ambos 
Concentração de anticorpo 


a cada eritrócito 


Potencial zeta 


Em um meio salino isotônico, os cátions de sódio e os anions 
de cloreto aglomeram-se em torno do ag eritrocitário e do ac 
do grupo sanguíneo, respectivamente, agindo de forma a 


Pode afetar o primeiro e o segundo estágios da aglutinação, 
ao influenciar o número de moléculas de anticorpo aderidas 


SFIB (soluções de força iônica baixa) — o acréscimo dessas soluções reduz 
o efeito protetor sobre ac e ag de cargas opostas, aumentando, assim, a 
velocidade da reação e a constante de equilíbrio para a sensibilização de 
eritrócitos 

O aumento da concentração sérica de células resulta em aumento da 
velocidade da reação e/ou afeta a constante de equilíbrio da 
sensibilização de eritrócitos por anticorpos IgG. Pode ajudar a induzir o 
segundo estágio da aglutinação por anticorpos IgM 

PEG (polietilenoglicol) - o acréscimo dessa molécula que ocupa muito es- 
paço aumenta efetivamente a concentração relativa de ag e ac respectiva 
ao volume da reação, aumentando bastante sua velocidade. Técnica só 
utilizada no teste com AHG para detectar anticorpos IgG 


Faz os eritrócitos se repelirem em solução. Se o potencial zeta  Centrifugação — força as células a se unirem, facilitando a formação da 


puder ser reduzido ou os eritrócitos puderem ser aproximados rede em treliça 


por meios físicos, o segundo estágio da aglutinação de 


eritrócitos sensibilizados pode ser facilitado 


ac = anticorpo; ag = antígeno; AHG = antiglobulina humana. 


Enzimas — clivam resíduos de ácido siálico para baixar o potencial zeta e 
também aumentam a acessibilidade de certos antígenos de grupos 
sanguíneos 

Albumina — reduz o potencial zeta e/ou a água da hidratação, permitindo 
que os eritrócitos se aproximem mais 

Polibreno/protamina — fornecem excesso de cations, que neutraliza a 
força repulsiva entre eritrócitos, proporcionando agregação inespecífica e 
formação da rede em treliça mediada por anticorpo. O acréscimo final de 
citrato de sódio dispersa agregados inespecíficos, enquanto os aglutinados 
específicos de ag e ac permanecem 


A Tabela 34.34 relaciona 2 protocolos para avaliar a força da aglu- 753 
tinação, usando gradação numérica e/ou pontuação. A Figura 34.19 
ilustra o aparecimento de graus de aglutinação diferentes. Embora o 


Tabela 34.34 Gradação da hemaglutinação 


emo  Mpeeo gs grau de aglutinação dê uma ideia aproximada da potência ou força 

H Hemólise — presença de hemoglobina livre no soro 10 de um anticorpo particular, o método da pontuação é muito mais útil 

A+ Um agregado sólido 10 nos procedimentos semiquantitativos, em particular quando usado 

34 iios agregados médios a grandes B em conjunto com a titulação para comparar as forças relativas de 2 

2+ Muitos agregados pequenos a médios com fundo transparente 5 soros diferentes. 

1+ Muitos agregados pequenos com fundo tue | 3 Teste da antiglobulina humana 

+ouf Alguns agregados pequenos com muitas células não aglutinadas 2 | | 

+" ou +” Agregados visíveis apenas sob aumento microscópico 1 Mesmo com o uso de FERAS, facilitadores, RATES albumina OR SE 

0 Negativo — ausência de agregados; nenhuma célula aglutinada 0 amase a ctapa s de rm e ae anticorpos e e 

mf Aglutinação de campo misto — presença de população minima NA CERN AI ECAP SEES De sisi sade MPSS emaglutinação oteta 
de células aglutinadas superpostas em um fundo negativo vel, ay = reações COM esses anticorpos: $- preciso hi sane 

R Rouleaux — agregação inespecífica com aspecto de uma pilha NA Ann rosulnas, Munas spens (ALG), que Ses anjos 


específicos para imunoglobulinas humanas ou componentes do 
complemento. Os anticorpos presentes nos soros com AHG agem 


de moedas; desaparece com o acréscimo de solução fisiológica 


Figura 34.19 Sistema de gradação da aglutinação mostrando 
reações de hemaglutinação macroscópica. 
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Figura 34.20 Os anticorpos de globulina humana formam uma ponte entre eritrócitos adjacentes sensibilizados com IgG humana ou componentes do complemento. 
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como pontes entre eritrócitos já sensibilizados com anticorpo ou 
complemento, para produzir a rede em treliça característica do se- 
gundo estágio da hemaglutinação (ver Fig. 34.20). Essa é a base do 
teste da antiglobulina humana. 

O teste da antiglobulina humana também é conhecido como tes- 
te de Coombs, em homenagem a um dos primeiros pesquisadores a 
desenvolvê-lo para uso laboratorial (Coombs, 1954), embora o prin- 
cípio tenha sido realmente descrito muito antes, em 1908, por Mores- 
chi (Simpson, 1999). Quando se usa o teste para detectar anticorpos 
ou complemento ligados a eritrócitos in vivo, ele é chamado teste de 
antiglobulina direto (DAT). Quando usado para detectar a reação de 
anticorpo a eritrócitos in vivo após uma fase de incubação apropriada, 
chama-se teste de antiglobulina indireto (IAT). 


Reagentes e procedimentos do teste de antiglobulina 
humana 

Dispõe-se de várias preparações de soros com antiglobulina huma- 
na para testes em bancos de sangue, dependendo da aplicação (teste 
direto ou indireto) para a qual estiver sendo utilizado e de se o que se 
quer é detectar sensibilização de eritrócitos por IgG, componentes do 
complemento ou ambos. 


Reagentes poliespecíficos 

Reagentes AHG policlonais poliespecíficos são produzidos por ani- 
mais hiperimunizados, em geral coelhos, com imunoglobulina purifi- 
cada ou complemento, para produzir anticorpos IgG em alto título e 
de alta avidez. Para determinado lote de reagente, várias amostras de 
soro do animal são colhidas, reunidas, adsorvidas para remover agluti- 
ninas heterófilas, e, então, tituladas para poder se certificar da diluição 
necessária para reatividade ótima no uso rotineiro. A AHG poliespecí- 
fica convencional (também conhecida como de amplo espectro) con- 
tém anticorpos IgG policlonais para o espectro de subclasses de IgG 
humana e os produtos da clivagem do complemento C3, C3b e C3d. 
Alguma atividade C4B e C4d também pode estar presente. No entanto, 
a maioria dos fabricantes adsorve a atividade anti-C4 de seus reagentes 
para AHG poliespecíficos, por ter sido demonstrado que a ativação do 
complemento in vitro por aglutininas frias clinicamente insignifican- 
tes resulta em muito mais C4d ligado que C3b (Mollison, 1993). A ex- 
clusão da atividade anti-C4 reduz, assim, o número de falso-positivos 
tanto no DAT quanto no IAT, com a utilização de reagentes poliespeci- 
ficos. Como a imunização contra IgG também irá produzir anticorpos 
de cadeia antileve em uma resposta policlonal, deve-se lembrar que os 
soros com antiglobulina policlonal podem apresentar reação cruzada 
com cadeias leves de IgA ou IgM, a menos que o fabricante especifique 
que o componente anti-IgG é específico de cadeia pesada. 

No momento, o reagente AHG poliespecífico mais comumente usa- 
do é o anti-IgG policlonal de coelho misturado com anticorpos mo- 
noclonais murinos para os componentes C3b e C3d do complemento. 
Também há um reagente poliespecífico disponível, derivado exclusi- 
vamente de anticorpos monoclonais para IgG, C3b e C3d. A atividade 
de anti-IgG e anticomplemento nos antissoros poliespecíficos, sejam 
policlonais ou monoclonais, irão variar um pouco entre os diferentes 
fabricantes e entre os lotes produzidos pelo mesmo fabricante. Entre- 
tanto, todos os soros com AHG precisam conter níveis de atividade 
anti-IgG e anti-C3d que satisfaçam ou excedam os padrões de referén- 
cia do FDA (Food and Drug Administration) (21CFR660.52; Code of 
Federal Regulations, 2001b). 


Reagentes monoespecíficos 

Os reagentes monoespecíficos disponíveis no comércio e liberados 
pela FDA incluem anti-IgG, anti-C3b+C3d e anti-Cd3. Anti-IgG mo- 
noespecífico, ou anticomplemento, também pode ser de origem poli- 
clonal ou monoclonal. No caso do anti-IgG monoclonal, os fabrican- 
tes precisam misturar monoclonais contra uma variedade de epitopos 
IgG ou selecionar um clone com especificidade para um epitopo im- 
portante a todas variantes de IgG, de modo a assegurar que o espectro 
de subclasses de IgG humano irá reagir com seu reagente. No caso de 
anti-IgG policlonal monoespecífico, também é preciso lembrar que 
ele pode conter atividade de cadeia antileve, a menos que o fabricante 
rotule-o como específico para cadeia pesada. 

A produção de misturas de monoclonais murinos de anticomple- 
mento monoespecífico permitiu que os fabricantes desenvolvessem 


reagentes contendo quantidades de anti-C3b e C3d purificados de 
potência conhecida, que têm menor probabilidade de dar resultados 
falso-positivos graças a outras atividades anticomplemento encontra- 
das em reagentes policlonais (Simpson, 1999). 


Escolha do reagente AHG 

O teste direto de antiglobina, ou DAT, é uma técnica sorológica 
diagnóstica importante, usada para a detecção da ativação do com- 
plemento mediada por anticorpo nas membranas eritrocitárias in 
vivo. Assim, os reagentes AHG poliespecíficos que contêm atividade 
tanto de anti-IgG quanto anticomplemento são tipicamente usados 
para a avaliação inicial pelo DAT. Isso é especialmente importante 
quando se usa o DAT para ajudar no diagnóstico de anemia hemo- 
lítica autoimune fria e algumas formas de anemia hemolítica me- 
dicamentosa, em que o complemento pode ser a única evidência 
de hemólise imunomediada. Eritrócitos circulantes envolvidos na 
ativação da cascata do complemento terão principalmente C3d na 
superfície, como resultado da degradação da proteína reguladora 
do complemento de C3b (Fig. 34.1). Portanto, os soros com AHG 
poliespecíficos usados no DAT precisam conter, no mínimo, reati- 
vidade anti-C3d e, em geral, também contêm alguma reatividade 
anti-C3b. 

O teste indireto da antiglobulina, ou IAT, é usado para a detecção de 
ligação in vitro de anticorpo aos eritrócitos, qualquer que seja a capa- 
cidade do anticorpo de fixar complemento. Não está claro se a AHG 
poliespecífica, que contém reatividade anticomplemento, melhora a 
detecção de anticorpo sérico pelo IAT. Existem raros relatos de anti- 
corpos que foram detectados apenas por sua capacidade de ligar com- 
plemento in vitro, o que não teria acontecido com o uso de reagentes 
anti-IgG monoespecíficos (Brecher, 2002). Uma vantagem possível 
de usar AHG poliespecífica contendo atividade anticomplemento é 
que as reações no IAT em geral são mais fortes que as observadas com 
anti-IgG monoespecífica apenas (Wright, 1979). No entanto, muitos 
laboratórios preferem usar anti-IgG monoespecífica nos testes para 
detecção e identificação de anticorpo e em procedimentos cruzados, 
porque o uso desse reagente evita a detecção de ativação de comple- 
mento por anticorpos ou autoaglutininas frias reativas sem significa- 
do clínico. 

A Tabela 34.35 compara as várias aplicações das técnicas de DAT 
e IAT. O teste com antiglobulina pode ser realizado em tubos de en- 
saio, tubos capilares, placas de microtitulação ou técnicas com gel em 
microtubo (ver adiante em “Provas de reação cruzada”). Esses pro- 
cedimentos podem ser semiautomatizados ou completamente auto- 
matizados, em particular onde se realiza um grande volume de testes, 
como em hemocentros. A menos que especificado de outra forma, os 
procedimentos mencionados neste capítulo utilizam tubos de ensaio. 
As publicações Technical Manual (Brecher, 2002), Methods in Immu- 
nohematology (Judd, 1994) e Immunohematology Methods (Mallory, 
1993) da American Association of Blood Banks, são referências gerais 
excelentes sobre a maioria dos procedimentos comuns, bem como as 
técnicas mais especializadas. 


Controle de qualidade do teste 
de antiglobulina humana 


Para padronizar soros com antiglobulina e confirmar reações nega- 
tivas verdadeiras com antiglobulina, normalmente são empregados 
2 tipos de eritrócitos para o controle de qualidade: aqueles cobertos 
com IgG e aqueles cobertos com C3b e/ou C3d. Os eritrócitos cober- 
tos com C3b são preparados incubando-se sangue total em meio de 
sacarose de baixa força iônica, ou com anti-Le* ou anti-i humanos. 
Os eritrócitos cobertos com C3d são preparados incubando-se células 
cobertas com C3b com soro fresco ou tripsina para desdobrar C3b em 
C3d. Células de controle cobertas com IgG ou complemento devem 
dar uma reação 1+ a 2+ (Fig. 34.19) quando testadas com anti-IgG ou 
anti-C3b+C3d. 

As células para controle de qualidade do teste com antiglobulina sao 
conhecidas como células de verificação, de controle de Coombs e sen- 
sibilizadas. Em um teste negativo verdadeiro, a antiglobulina reagente 
ativa livre deve permanecer. As células de controle, sensibilizadas com 
IgG e/ou C3, são acrescentadas a todos os testes negativos e centri- 
fugadas. A hemaglutinação das células de verificação confirma tanto 


Tabela 34.35 Aplicações das técnicas direta e indireta com antiglobulina 


Aplicações Objetivo 


Teste direto de 
antiglobulina 


Investigação de RHT 


Detectar eritrócitos circulantes do doador que 
estejam sensibilizados com anticorpo do 


O que é detectado 


DAT positivo em virtude de IgG e/ou C3d, dependendo 
dos anticorpos responsáveis 


receptor. Um DAT positivo é a primeira 
evidência imuno-hematológica de reação 
hemolítica após transfusão 


Diagnóstico de DHRN 


eritrócitos fetais 
Diagnóstico de AHA 


Investigação de hemólise 
medicamentosa 
complemento 
Teste indireto de 
antiglobulina 


Detecção de anticorpo (ou 
triagem de anticorpo) 
Identificação de anticorpo 


Detectar anticorpos maternos que tenham 
atravessado a placenta para sensibilizar 


Detectar autoanticorpo que sensibilize os 
próprios eritrócitos do paciente 


Detectar anticorpo antifármaco/eritrócito e/ou 
ativação subsequente do sistema de 


Detectar aloanticorpos de importância 

clínica no receptor 

Identificar especificamente aqueles anticorpos 
detectados pela triagem de células reagentes 


DAT quase sempre positivo em virtude de IgG e, 
ocasionalmente, C3d, se houver anticorpos ABO 
envolvidos 

Autoanticorpos quentes: DAT quase sempre positivo 

em virtude de IgG 

Autoanticorpos frios: DAT pode ser positivo em virtude 
de C3d apenas 

O DAT pode ser positivo em virtude de IgG, Cd3 ou 
ambos, dependendo do mecanismo envolvido (ver adi- 
ante em “Investigação de anemia hemolítica autoimune”) 


Anticorpos IgG do receptor ligados a células reagentes 
de triagem* 

Anticorpos IgG do receptor ligados a células reagentes 
de um painel de 10-12 doadores* 


ou de eritrócitos do doador 


Prova de reação cruzada 


Detectar anticorpos que possam ter sido 
perdidos pela triagem de anticorpo por causa 


Anticorpos IgG do receptor ligados a eritrócitos do 
doador* 


da ausência do antígeno correspondente ou 
pela presença de um anticorpo de dosagem 


Tipagem de antígeno eritrocitário 


Fazer a tipagem dos eritrócitos do paciente ou 
do doador para antígenos que possam ser 


Ligação específica de anticorpos IgG reagentes a 
eritrócitos positivos para o antígeno correspondente 


detectados por antissoros IgG reativos apenas 
pelo TGA. Um exemplo comum disso seria 


o teste D fraco 


RHT = reação hemolítica transfusional; DHRN = doença hemolítica do recém-nascido; AHA = anemia hemolítica autoimune; TGA = teste da antiglobulina humana. 


* Se o complemento for fixado in vitro, poderá ser detectado usando-se antiglobulina poliespecifica. 


a presença como a reatividade da AHG reagente, validando assim o 
resultado negativo do teste. Se não houver aglutinação das células de 
controle em algum tubo, será necessário repetir os testes porque eles 
estão inválidos e podem ter produzido resultados falso-negativos. Po- 
dem ocorrer testes falso-negativos por uma variedade de razões, que 
estão relacionadas na Tabela 34.36. 


Sensibilidade do teste de antiglobulina humana 


Embora o teste da antiglobulina seja extremamente sensível, um tes- 
te negativo não exclui de forma alguma a possível presença de anti- 
corpos nos eritrócitos. Estima-se que sejam necessárias 200 a 500 mo- 
léculas de IgG ou C3 ligadas por célula para a detecção de anticorpos 
antiglobulina (Brecher, 2002); um número menor de moléculas liga- 
das por eritrócito dará uma reação negativa. Soros com AHG também 
apresentam maior atividade contra algumas subclasses de IgG que 
contra outras; em consequência, certos soros com antiglobulina hu- 
mana podem produzir resultados negativos com eritrócitos cobertos 
por uma subclasse particular de IgG. 


Provas de reação cruzada 


O termo “reação cruzada” tem sido usado historicamente como si- 
nônimo de prova cruzada sorológica. Contudo, em seu contexto mais 
amplo, uma prova de reação cruzada é um processo inteiro de quali- 
dade, composto por muitos procedimentos destinados a proporcio- 
nar o hemoderivado mais seguro possível para quem vai receber uma 
transfusão. Tais procedimentos incluem a manutenção de um regis- 
tro apropriado, a identificação acurada do doador e do receptor, bem 
como os testes sorológicos realmente feitos com a amostra do recep- 
tor antes da transfusão. Nas próximas seções e na Tabela 34.37 estão 
delineadas as etapas de uma prova de reação cruzada exigidas pelos 
Standards for Blood Banks and Transfusion Services (Silva, 2004) da 
AABB e conhecidas como AABB Standards. 


Exigências quanto à amostra 
Identificação do receptor da amostra 

A identificação adequada das amostras de sangue de pacientes e das 
unidades doadoras é absolutamente essencial nos bancos de sangue. 
As amostras de sangue de receptores precisam ser etiquetadas pelo fle- 
botomista à beira do leito, diretamente a partir da informação contida 
na pulseira do paciente. Caso a pulseira não esteja no pulso do pacien- 
te por qualquer razão, alguém da equipe de enfermagem deve obter 
uma confirmação da identidade do paciente assinada antes da colheita 
do sangue. A etiqueta na amostra de sangue do receptor deve ser le- 
gível, incluir pelo menos o nome completo do paciente, o número de 
identificação do hospital e a data da colheita da amostra e estar bem 
colada no tubo que contém a amostra quando recebida pelo funcioná- 
rio do banco de sangue. Amostras de sangue não etiquetadas ou eti- 
quetadas de forma inadequada são inaceitáveis em quaisquer circuns- 
tâncias. Durante os testes, todos os tubos de ensaio ou outros tipos de 
frascos de fração ou reações também precisam ser identificados com 
acurácia, diretamente a partir da etiqueta do recipiente da amostra. 

Antes da transfusão, cada amostra de sangue deve ser acompanhada 
por uma requisição ou solicitação apropriada, contendo pelo menos o 
nome completo do paciente e o número de identificação do hospital. 
A requisição deve conter a assinatura ou as iniciais do flebotomista, 
pois será um registro permanente daquela amostra colhida em par- 
ticular. Quem receber a amostra deverá comparar a etiqueta no tubo 
com a informação contida na requisição, observando se há alguma 
discrepância. Caso surja alguma dúvida quanto à identidade da amos- 
tra, será preciso obter uma nova requisição. 


Tipo de amostra 

Tradicionalmente, soro é a amostra preferida para a prova de reação 
cruzada, embora cada vez mais se esteja utilizando plasma por causa 
das novas tecnologias (p. ex., teste em gel). Os problemas com plasma 
nas técnicas convencionais para antiglobulina são primordialmente 
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Procedimento 


Tabela 34.36 Procedimentos basicos para os testes direto e indireto de antiglobulina pelo método do tubo 


Razões para reações invalidas nos testes da antiglobulina 


Falso-positivo 


Falso-negativo 





Teste da antiglobulina 1. 
direto (DAT) 


Preparar uma suspensão a 3-5% de solução fisiológica 

normal dos eritrócitos a serem testados 

2. Acrescentar 1 gota da suspensão de eritrócitos a um 
tubo e lavar 3-4 vezes com solução fisiológica 

3. Secar o tubo após a última lavagem 

4. Acrescentar 2 gotas de AHG poliespecífica (anti-lgG + 
anticomplemento) 

5. Centrifugar e verificar se houve aglutinação* 

6 Acrescentar células de verificação a todos os tubos 

negativos (ver adiante em “Controle de qualidade do 

teste de antiglobulina humana”) 


Nota: para o DAT, as amostras de sangue devem ser colhidas 
com EDTA, para evitar fixação do complemento in vitro 
por aglutininas frias sem importância clínica 
Teste da antiglobulina 1. Colocar 1 gota de cada suspensão de eritrócitos a 3-5% 
indireto (LAT) a ser testada em um tubo (p. ex., células de doador, 
células reagentes de triagem) 

2. Acrescentar 2-3 gotas de soro do paciente, ou o número 
recomendado de gotas dos antissoros preparados 
comerciais a cada tubo 

3. Acrescentar o número recomendado de gotas dos meios 

facilitadores, como SFIB ou albumina, se indicado 
4. Incubar a 37°C pelo tempo indicado para o ensaio 
realizado (15-60 minutos) 
5. Se fizer parte do procedimento, centrifugar e verificar 
se houve hemólise no soro e aglutinação de células 
. Sendo feita ou não a etapa 5, continuar lavando o(s) 
tubo(s) 3-4 vezes com solução fisiológica normal 
7. Secar os tubos após a última lavagem 
8. Acrescentar 2 gotas de soros antiglobulina 
(anti-lgG poli ou monoespecífico) a todos os tubos 
9. Centrifugar e verificar se houve aglutinação” 
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' Será detectado pelo uso de células de controle de Coombs. 


* Rouleaux causam resultados falso-positivos nos testes indiretos lidos após incubação a 37°C. 


Tabela 34.37 Etapas necessárias das provas de reações cruzadas antes de transfusão” 


Flebotomia/identificação do 
receptor 


Centrifugação excessiva 
Aglutinação direta por 
aglutininas frias fortes 
Incubação excessiva com 
células tratadas com enzima 
Uso impróprio de PEG ou 
reagentes facilitadores com 
múltiplos cátions 
Ressuspensão inadequada do 
botão celular 

Formação de rouleaux* 

Vidro sujo 

Pequenos coágulos de fibrina 
podem aprisionar células e 
simular aglutinação 

As células com DAT positivo 


darão resultados falso-positivos 


em qualquer teste de 
antiglobulina indireto 


10. Acrescentar células de verificação a todos os tubos negativos 


* O protocolo pode incluir o exame microscópico opcional para confirmar testes negativos macroscopicamente. 


O flebotomista tem de identificar positivamente o receptor e a amostra de sangue do receptor 
e À solicitação para transfusão e a etiqueta da amostra de sangue do paciente precisam conter pelo menos 2 informações 


Falha da AHG reagente’ 

Falha no acréscimo dos reagentes 
de AHG' 

Lavagem imprópria ou inadequada’ 
Lavagem tardia (eluição ou 
anticorpo aderido fracamente) 
Proporção soro/céulas muito baixa 
Falha em acrescentar o soro de teste 
ou reagentes facilitadores 
Centrifugação insuficiente 
Ressuspensão muito vigorosa do 
botão de células 


identificadoras independentes do paciente (p. ex., nome, número do hospital, data de nascimento) 
e O flebotomista tem de assinar a etiqueta de cada amostra e todas as requisições 
e O serviço de transfusão certifica-se de que a informação sobre identificação na requisição e na etiqueta da amostra está de acordo 


Testes no receptor 


Fazer a tipagem ABO e Rh da amostra de sangue do receptor — são necessários eritrócitos e soro para os testes 


Rever os registros prévios para comparação dos resultados atuais da tipagem e, também, para obter informação quanto à presença de 


anticorpos clinicamente importantes detectados anteriormente 


Testar soro ou plasma do receptor para detectar anticorpos de importância clínica 
* O método deve incluir incubação a 37°C com conversão para antiglobulina humana ou técnica equivalente validada 


Testes no doador 


Confirmar tipo ABO e Rh das unidades de eritrócitos do doador, conforme necessário 


* À confirmação do teste para grupo ABO é necessária em todas as unidades (não é preciso soro para teste) 
* À confirmação do tipo Rh é necessária apenas nas unidades etiquetadas como sendo de Rh negativo 


Prova de reações cruzadas 


Selecionar componentes eritrocitários ABO e Rh compatíveis para transfusão 


Fazer prova de reação cruzada sorológica ou eletrônica dos componetes eritrocitários 
e É necessário a prova de reação cruzada total com antiglobulina se a triagem atual de anticorpo for positiva ou o paciente tiver 
antecedentes conhecidos de anticorpos de importância clínica 


Rotulagem 


Etiquetar todos os produtos celulares ou outros componentes com a informação sobre identificação do receptor 


e À etiqueta precisa conter pelo menos 2 aspectos identificadores independentes do paciente, o número da unidade doadora e os resul- 
tados das provas de reações cruzadas, se tiverem sido realizadas 


* Critérios de Brecher (2002) — ver aspectos específicos em AABB Standards (Silva, 2004). 


técnicos: formação de pequenos coágulos de fibrina durante os testes 
podem aprisionar eritrócitos e lembrar aglutinação; a fibrina também 
pode aprisionar soro e causar neutralização da AHG reagente se não 
for previamente removida por lavagem. A formação de rouleaux pode 
ser facilitada no plasma se os níveis de fibrinogênio forem altos. Caso 
se utilize soro, as amostras de sangue devem ser colhidas em tubos li- 
sos siliconizados, sem gel separador de soro. 


Aspecto 

Alguns laboratórios de bancos de sangue têm normas para rejeitar 
amostras de sangue visivelmente hemolisado como inaceitáveis para 
os testes pré-transfusão, a menos que não haja outra opção. O uso de 
soro já hemolisado pode mascarar a hemólise induzida por anticorpo 
que normalmente seria detectável nos testes de triagem para anticor- 
po. A lipemia pode, em casos raros, dificultar a avaliação dos resul- 
tados da hemaglutinação, embora geralmente não seja motivo para 
rejeitar uma amostra pré-transfusão. 


Idade da amostra 

De acordo com os AABB Standards, se uma paciente esteve grávida 
ou tenha recebido uma transfusão nos últimos 3 meses, ou se os dados 
a esse respeito forem incertos ou não estiverem disponíveis, todas as 
provas cruzadas e transfusões de hemácias de determinada amostra 
terão de ser feitas até 72 horas depois da colheita da amostra. A requi- 
sição de uma nova amostra antes da transfusão a cada 72 horas nesses 
indivíduos assegura que a amostra a ser testada seja razoavelmente re- 
presentativa do estado imune atual do paciente. 


Armazenamento da amostra 

Os AABB Standards também exigem que todas as amostras antes de 
transfusão sejam armazenadas a 1 — 6°C por pelo menos 7 dias após 
o término dos testes, junto com pelo menos um segmento representa- 
tivo de cada uma das unidades de doadores submetidas a provas cru- 
zadas com o sangue do receptor. O objetivo disso é assegurar a pos- 
sibilidade de repetir os testes ou realizar outros depois com o sangue 
do doador ou do paciente, se o paciente tiver uma reação hemolítica 
tardia ou outro efeito adverso em decorrência da transfusão. 


Documentação e manutenção do registro 
Considerações gerais 

Todos os bancos de sangue precisam ter um manual ou um sistema 
informatizado para registro que contenha os resultados ou o desfecho 
de todos os testes e as atividades executados no banco de sangue. Os 
registros têm de ser completos e recuperáveis em um tempo razoável. 
A transferência ou disseminação da informação a partir de quaisquer 
registros sobre os pacientes precisa estar de acordo com as normas da 
instituição relativas à confidencialidade e conforme as leis e os regu- 
lamentos federais e estaduais. Os registros devem ser preservados por 
períodos diferentes, dependendo da legislação em vigor e dos critérios 
dos órgãos credenciadores. 

A documentação de todo o processo da prova de reação cruzada 
tem de incluir registros da identificação do paciente, da autorização 
para entrada na instituição, das necessidades individuais especiais de 
transfusão, da data e do horário do teste, dos resultados dos testes do 
paciente, da identidade do técnico que fez os testes e do componen- 
te sanguíneo em questão. Um sistema informatizado é o ideal para 
captar essa informação e viabilizar a recuperação rápida e fácil desses 
dados sobre cada paciente, inclusive o registro de tipo ABO e Rh, pro- 
blemas de anticorpo, histórico de transfusões e necessidade de tipos 
especiais de hemoderivados. A partir de uma perspectiva mais global, 
a recuperação informatizada dos dados de grupos de pacientes tam- 
bém facilita bastante a monitoração da utilização do hemoderivado 
na instituição, incluindo a solicitação e as práticas de transfusão dos 
médicos. 

Os resultados e a interpretação de todos os testes dos pacientes de- 
vem ser documentados nos formulários adequados, preenchidos à 
mão ou feitos no computador, imediatamente após a observação dos 
resultados. Em um sistema de registro manuscrito, todos os formu- 
lários devem ser preenchidos a tinta, não a lápis. Se os resultados 
tiverem de ser modificados nesses formulários, os resultados origi- 
nais não devem cancelados, devendo ser riscados e substituídos pelo 
técnico no espaço logo acima. Uma lista constantemente atualizada 


das iniciais usadas por todos que trabalham no banco de sangue de- 
ve fazer parte dos registros permanentes da instituição. Alterações 
nos resultados de um sistema informatizado também precisam ser 
completamente documentadas como parte de um registro informa- 
tizado com a capacidade de rastrear tanto os dados originais como 
os corrigidos (Brechet, 2002). 


Verificação de registros prévios 

Registros manuais ou informatizados precisam ser verificados 
quanto aos resultados prévios de determinado paciente quando se 
recebe uma amostra. Os resultados dos testes para ABO e Rh na 
amostra atual devem ser comparados com os prévios, se disponi- 
veis, para confirmar se a amostra foi colhida do indivíduo correto. 
A informação de quaisquer anticorpos inesperados identificados 
previamente também é de extrema importância, pois o título de um 
anticorpo pode cair para níveis que podem não ser detectados por 
procedimentos de triagem de anticorpo. Caso um anticorpo de sig- 
nificado clínico tenha sido identificado anteriormente, o paciente 
precisa receber eritrócitos negativos para o antígeno correspondente 
(negativo para o antígeno), mesmo que os testes atuais para a detec- 
ção do anticorpo sejam negativos. 


Grupo ABO 


Antissoros e eritrócitos reagentes para o grupo ABO são bem pa- 
dronizados e disponíveis com facilidade no comércio. A maioria dos 
laboratórios de bancos de sangue utiliza antissoros reagentes mono- 
clonais derivados de anticorpos produzidos por linhagens celulares 
de hibridoma, embora alguns (Shulman, 2001) ainda usem reagentes 
de tipagem ABO policlonais elaborados a partir de conjuntos de anti- 
corpos humanos de alta titulação. O grupo ABO consiste em 2 partes 
comumente referidas como grupo eritrocitário (tipo anterógrado) e 
grupo sérico (tipo retrógrado). No primeiro grupo, testa-se uma sus- 
pensão de eritrócitos a 3 — 5% com preparado comercial de anti-A e 
anti-B para teste de antígenos na membrana eritrocitária. No grupo 
inverso, testa-se soro do paciente ou doador contra células reagentes 
do fenótipo conhecido A, e B para verificar se há os anticorpos ABO 
esperados no soro do paciente (ver Tab. 34.8). O grupo ABO é levado 
para temperatura ambiente com apenas uma etapa de centrifugação 
imediata sendo necessária para promover uma reação de aglutinação 
macroscópica. 


Grupo ABO de doadores 


A coleta de sangue de todos os tipos de doadores na instituição é 
indispensável para tipagem ABO por métodos séricos. O serviço de 
transfusão, ou outro laboratório responsável pela prova de reação cru- 
zada, precisa confirmar o grupo ABO de todas as unidades de eritróci- 
tos e sangue total recebidas. A separação dos eritrócitos de acordo com 
o grupo é feita a partir de um segmento integral de cada unidade doa- 
dora. No caso de unidades rotuladas como sendo do grupo O, pode-se 
usar somente o anti-A,B para o teste confirmatório do doador, pois 
apenas os eritrócitos do grupo O não hemaglutinam com anti-A,B. 


Tipagem ABO de receptores 

Cada amostra de sangue de pacientes antes da transfusão também 
precisa ser testada quanto ao grupo ABO. São necessários tanto eritró- 
citos quanto soro para os testes iniciais de classificação ABO de todas 
as amostras de pacientes, e os resultados devem estar coerentes entre si 
(Tab. 34.8) antes de serem relatados e o sangue ser transfundido. 

Alguns bancos de sangue rotineiramente incluem o uso de anti-A,B 
no procedimento de agrupar eritrócitos. No entanto, esse reagente em 
geral não fornece qualquer informação adicional, exceto a detecção 
dos subgrupos A, ou B,. O anti-A,B também é usado frequentemente 
como um reagente conveniente para repetir testes de modo a confir- 
mar a tipagem inicial de um paciente do grupo O. 


Discrepâncias na tipagem ABO 

A interpretação dos resultados da tipagem ABO em geral é direta. 
Quando os resultados em eritrócitos e no soro não são concordan- 
tes, repetem-se os testes para excluir qualquer erro técnico ou de es- 
crita. Se os resultados continuarem inalterados, há uma discrepância 
que pode ser decorrente de problemas com o soro ou as células do 
paciente. 
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Tabela 34.38 Algumas causas de discrepâncias no grupo ABO 


Problemas com os eritrócitos testados 


Reações positivas 


inesperadas obstruções intestinais 


Células do cordão umbilical contaminadas com geleia de Wharton 


Autoaglutinação causada por autoanticorpos frios 


Células maciçamente cobertas com autoanticorpo quente 


Poliaglutinação 

Anticorpo acriflavina (contra o corante usado no anti-B) 

Quimerismo genético” 

Transplantes de medula óssea” 

Administração de eritrócitos fora do grupo ABO* 
Reações negativas Subgrupos A ou B 
inesperadas 


ovariano pseudomucinoso 


* Procurar por aparência de campo misto de reações com antissoros reagentes. 


Em contraste com a tipagem dos eritrócitos, em que as reações ge- 
ralmente são fortes e perceptíveis, no soro a força delas pode variar 
muito. Pode ser necessário um período estendido de incubação à tem- 
peratura ambiente ou a 4°C para demonstrar a presença de aglutininas 
ABO séricas fracas (Tab. 34.10). Células do grupo O também podem 
ser usadas nos testes com soro para confirmar a presença suspeita de 
um aloanticorpo inesperado reativo à temperatura ambiente. Caso se 
suspeite de anti-A, reativo no soro de um fenótipo do subgrupo A, 
podem ser testadas células A, e O no soro para confimar a presença 
de anti-A). 

O reagente para tipagem anti-A, pode ser util nos testes eritrocita- 
rios para confirmar um fenótipo suspeito do subgrupo A (Tab. 34.10). 
Para confirmar e classificar subgrupos ABO fracos e fenótipos ABO 
raros, podem ser necessárias técnicas especiais, como adsorção-elui- 
ção, estudos secretores ou testes para as transferases séricas A, B ou H. 
A observação de reações de campo mistas fracas (menor população de 
aglutinados) também pode ser informativa. 

Na Tabela 34.38 estão listadas algumas das muitas razões para dis- 
crepâncias ABO. Brecher (2002) e Harmening (1999) reviram uma 
descrição mais completa desses problemas e os protocolos de resolu- 
ção. Se houver necessidade de uma transfusão de emergência e ocorrer 
uma discrepância ABO que não pode ser resolvida a tempo, é possí- 
vel transfundir concentrado de hemácias do grupo O, plasma fresco 
congelado AB ou ambos. Entretanto, é importante certificar-se de que 
foi obtida amostra de sangue do paciente em volume suficiente antes 
da transfusão, para que o trabalho possa prosseguir. Em alguns casos, 
pode ser necessário enviar uma amostra pré-transfusão para um labo- 
ratório de referência, para avaliação adicional. 


Tipagem Rh 

Dispõe-se de vários tipos de antissoro para a detecção do antígeno 
RhD. Atualmente, o reagente para tipagem anti-D mais comumente 
utilizado em tubos de ensaio é uma mistura monoclonal/policlonal 
pobre em proteína e reativa em solução fisiológica que contém anti-D 
IgM monoclonal murino para aglutinação direta imediata de eritróci- 
tos D-positivos e IgG anti-D policlonal humano necessário para teste 
D fraco (antigamente denominado D"). Também se dispõe de uma 
mistura reagente de IgM monoclonal e IgG monoclonal anti-D de 
linhagens humanas/murinas de hetero-hibridoma satisfatórias para 
teste direto e subsequente de D fraco com eritrócitos. 

Antes da disponibilidade de reagentes mistos monoclonais, a maior 
parte da tipagem D rotineira era realizada usando-se tubo anti-D rá- 
pido feito com um conjunto de soros humanos e contendo aditivos 
proteicos de alto peso molecular que aumentavam a capacidade de 
aglutinação direta do IgG anti-D humano. Todavia, em virtude da alta 
concentração de proteína nesses reagentes rápidos em tubo, é possível 
observar agregação falso-positiva espontânea em pacientes com pro- 
teínas séricas anormais ou cujos eritrócitos estejam altamente sensibi- 
lizados com autoanticorpo. Como controle, os fabricantes de soro rico 


Antígeno B adquirido associado a cânceres gástricos e do cólon, 


Depressão de antígeno causado por leucemia ou outras doenças 
Altos níveis de substituições sanguíneas solúveis associadas a cisto 


Problemas com o soro testado 


Presença de proteínas formadoras de rouleaux, p. ex., expansores 
plasmáticos, gamaglobulinas monoclonais 

Aloanticorpo presente à temperatura ambiente, p. ex., anti-M, N, P, 
Aglutinina fria presente, p. ex., anti-l, IH 

Anticorpos ABO adquiridos passivamente 

Subgrupo de A com anti-A; no soro 

cis-AB com anti-B fraco no soro 


Idade do paciente (idoso, recém-nascido) 
Hipogamaglobulinemia 
Imunossupressão 

Quimerismo genético 


em proteína para tipagem Rh recomendam usar um controle diluente 
paralelo que não contenha anticorpo, para detectar reações falso-po- 
sitivas. Quanto aos reagentes para tipagem Rh reativos à solução fi- 
siológica atualmente em uso, uma reação concomitante negativa com 
anti-A ou anti-B é controle negativo suficiente. No entanto, pacientes 
que parecem ser AB Rh-positivos devem ser submetidos a uma nova 
tipagem para D, simultaneamente com anti-D e um reagente de con- 
trole inerte, como albumina bovina de 6 a 8%. 

A tipagem direta para o antígeno D é feita à temperatura ambiente 
pela técnica rápida imediata, após misturar-se uma gota de suspensão 
de 3 a 5% de eritrócitos lavados em solução fisiológica e uma gota de 
anti-D comercial. Um teste paralelo com diluente de controle negativo 
é sempre incluído para o teste do D fraco. 


Tipagem Rh de doadores 

Conforme exigido pelos AABB Standards, todas as unidades de 
sangue total de doadores são testadas para o antígeno D por métodos 
de aglutinação direta em amostras colhidas na instituição. Faz-se um 
teste para o fenótipo D fraco em todas as unidades de sangue de doa- 
dores com resultado negativo pelos testes rotineiros de tipagem D. Se 
um teste D rotineiro ou D fraco for positivo, deve constar na etiqueta 
da unidade que ela é Rh-positiva. O serviço de transfusão precisa re- 
confirmar o tipo D de todas as unidades de eritrócitos rotuladas como 
Rh-negativas, testando os eritrócitos de um segmento integral aderido 
por um método anti-D de aglutinação direta. Os AABB Standards não 
exigem que o serviço de transfusão repita o teste de unidades de doa- 
dores para o D fraco. 


Tipagem Rh de receptores 

Cada amostra de sangue de receptores antes da transfusão preci- 
sa ser testada para o antígeno D por tipagem direta. O teste indireto 
para o D fraco em receptores não é necessário: os pacientes que não 
apresentam aglutinação após o teste de aglutinação direta são tipados 
como Rh-negativos. Alguns bancos de sangue fazem o teste do D fra- 
co em amostras pré-natais, porém dados mais recentes mostram que 
muitos doadores tipados como D fracos têm um fenótipo D parcial 
e correm risco de aloimunização RhD. A tipagem de eritrócitos para 
os antígenos C, c, E e e do sistema Rh não é feita rotineiramente, mas 
pode ser realizada para determinar o genótipo Rh mais provável na 
avaliação de problemas com anticorpo e em estudos parentais. 


Detecção de anticorpo 


Todas as amostras submetidas a testes antes da transfusão precisam 
ser triadas quanto a anticorpos de significado clínico no soro recep- 
tor (triagem de anticorpo). Como os anticorpos de significado clínico 
costumam reagir à temperatura corporal, a maioria dos laboratórios 
omite completamente a incubação à temperatura ambiente. Os AABB 
Standards requerem que o método usado incorpore incubação à tem- 
peratura fisiológica ou corpórea (37°C), seguida pela conversão para o 
LAT. Caso seja usado outro método que não o IAT, será preciso docu- 


Lista de triagem das células principais 
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Figura 34.21 O “antigrama” que acompanha cada lote de reagente para triagem de eritrócitos. 





mentar e validar a sensibilidade equivalente na capacidade de detectar 
anticorpos clinicamente significativos (Brecher, 2002). Hoje há uma 
variedade de protocolos diferentes de triagem de anticorpo, com a uti- 
lização de tecnologias diferentes. Atualmente, nenhuma das tecnolo- 
gias disponíveis é capaz de detectar todos os anticorpos eritrocitários. 


Eritrócitos reativos 

Os reagentes eritrocitários ou células de triagem usados para a de- 
tecção e a identificação de anticorpos no soro de um paciente em geral 
são obtidos de fabricantes comerciais. Os AABB Standards exigem que 
a detecção de anticorpo em receptores seja realizada com células rea- 
gentes e não de concentrados de eritrócitos. Tipicamente, a triagem 
de anticorpo nas células consiste em 2 a 3 células reagentes do grupo 
O secretadas de diferentes doadores de fenótipo conhecido. São pre- 
parados conjuntos de células, de modo que todos os antígenos para 
os anticorpos mais comumente encontrados nos grupos sanguíneos 
sejam representados e incluam os antígenos C, c, E, e, Fy’, Fy’, Jkë, Te’: 
K, k, Lef, Le’, P,, M, N, S Ses. Um “antigrama” que lista o grupo san- 
guíneo antigênico de cada célula (Fig. 34.21) acompanha cada lote de 
eritrócitos para triagem. Quando possível, são usadas células homo- 
zigotas para antígenos selecionados, o que aumenta a probabilidade 
de detectar anticorpos fracos ou dosados. Um painel de triagem de 
3 células assegura a homozigosidade para mais antígenos, como Jk’, 
Jk’, Fy’, Fy’, S e s, contra os quais os anticorpos correspondentes são 
propensos a exibir dosagem, porém isso é mais dispendioso. Vários 
estudos (Cordle, 1990; Hoeltge, 1995; Judd, 1997) mostraram que o 
uso de 3 amostras de sangue para a detecção de anticorpo raramente 
revela um anticorpo de significado clínico não detectado por um pro- 
cedimento de triagem de 2 células. 


Protocolos de detecção de anticorpo 

Testes em tubo de ensaio 

Nos métodos convencionais de teste em tubo de ensaio, um volume 
de células reagentes de triagem e 2 volumes de soro do paciente (dan- 
do uma média de proporção volume/volume de soro para células de 
aproximadamente 50:1) são incubados a 37°C com um meio facilita- 
dor pelo tempo especificado pelo fabricante, centrifugados e examina- 
dos em busca de hemólise ou aglutinação. As células de triagem são, 
então, lavadas 3 ou 4 vezes com solução fisiológica, e a AHG reagente é 
acrescentada para detecção final de aloanticorpos IgG. 

Como diferentes anticorpos de grupos sanguíneos comumente exi- 
bem padrões de reação pela técnica do IAT (Tab. 34.7), o exame atento 
em diferentes fases do teste nesse protocolo convencional pode trazer 
informação útil na avaliação de casos em que a triagem é positiva: 

- À aglutinação direta das células em albumina ou soluções de força 
iônica baixa (SFIB ou LISS, low tonic strenght solutions) após incu- 
bação a 37°C frequentemente indica a presença de um anticorpo 
Rh. 

Os anticorpos IgM que têm uma faixa térmica, como o anti-I, o 
anti-P, e o Lewis, podem mostrar reações em albumina ou SFIB, 
porém essas reações em geral se tornam muito mais fracas após 
conversão para o IAT. 


Com raras exceções, a hemólise in vitro de células reagentes após 
incubação a 37°C indica a presença de anticorpos Lewis, Kidd, Ii, 
P, PP,P* ou Vel. 


A vasta maioria dos anticorpos IgG, com exceção do Rh, não sera 
detectada antes da lavagem e da conversão para IAT. 





Célula 
mista 


Figura 34.22 Aspecto dos padrões de reações e gradação para a tecnologia de 
aglutinação em gel ou coluna. 


4+ 3+ 0 


* A reação das diferentes células de triagem em múltiplas fases ou 
com forças variáveis normalmente indica que mais de um anticor- 
po está presente. 


Tecnologias de aglutinação em coluna 

Uma metodologia alternativa para detecção de aloanticorpo cuja 
utilização vem aumentando em muitos serviços de transfusão é a tec- 
nologia da aglutinação em coluna, descrita pela primeira vez por La- 
pierre et al. em 1990. Essa tecnologia utiliza a migração diferencial de 
eritrócitos que se aglutinam em um pequeno tubo contendo um dex- 
trano acrilamida, com exclusão por tamanho da coluna de gel. Com 
o ID-Microtyping System (ID-MTS) disponível comercialmente nos 
EUA (Ortho-Clinical Diagnostics; Raritan, NJ), são realizados testes 
de antiglobulina em gel em um cartão de plástico com aproximada- 
mente 5 — 7 cm de dimensão que mantém 6 microtubos. Incorpora- 
-se anti-IgG na coluna matriz de gel, e os volumes de eritrócitos de 
triagem reagentes são medidos com precisão (suspensão a 0,8% em 
SFIB), incubando-se plasma a 37°C na câmara de reação acima da co- 
luna matriz. Com 6 microtubos por cartão, pode ser feita uma triagem 
de 2 células para 3 pacientes diferentes em um cartão de gel. 

Após incubação, os cartões de plástico são centrifugados em con- 
dições cuidadosamente controladas. Os eritrócitos cobertos com IgG 
aglutinam-se à medida que entram em contato com a AHG reagente 
na matriz e ficam aprisionados. A força e o tamanho da reação deter- 
minam a migração dos aglutinados, variando dos maiores (4+) agluti- 
nados no alto e migração dos aglutinados mais fracos e menores para 
a coluna de gel (Fig. 34.22). Eritrócitos não aglutinados passam facil- 
mente através da coluna e são encontrados como um pellet no fundo. 
Como o plasma ou o soro permanece na câmara de reação acima da 
matriz, são desnecessárias etapas repetidas de lavagem e acréscimo de 
células de controle para verificar a atividade da AHG reagente. O pon- 
to final das reações de hemaglutinação é muito estável, permitindo que 
os cartões sejam mantidos para revisão de reações questionáveis por 
um supervisor. É possível fazer fotocópias ou fotografias digitalizadas 
dos cartões e arquivá-los como dados laboratoriais permanentes. 

Além da detecção de anticorpo, os cartões de gel anti-IgG podem ser 
usados para a identificação de anticorpo e provas de reação cruzada. 
Para o teste da antiglubulina direto, dispõe-se de cartões com anti-IgG 
ou anti-IgG poliespecifica + C3d. Também há cartões para tipagem 
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para anti-A, anti-B e anti-D, mais 2 colunas de gel neutro para o ABO 
sérico, em que suspensões a 0,8% de células reagentes A, e B são mis- 
turadas com soro do paciente. 

Durante o desenvolvimento da tecnologia da aglutinação em colu- 
na, ela provou ter sensibilidade equivalente, se não maior, à do teste 
em tubo SFIB padrão para a detecção de anticorpo (Lapierre, 1990). 
Na prática, o teste em gel realmente tem várias outras vantagens com 
relação aos procedimentos convencionais em tubo. Ante a atual dimi- 
nuição de pessoal e a necessidade de técnicos de laboratório genera- 
listas e comumente menos experientes nos bancos de sangue, durante 
anos houve uma procura por testes sorológicos padronizados com um 
ponto final menos subjetivo que a ressuspensão manual e a leitura da 
aglutinação usadas nos testes convencionais com tubos. A tecnologia 
da aglutinação em coluna contribuiu bastante para a padronização do 
IAT com aspectos que incluem a preparação precisa de suspensões de 
eritrócitos, a medida exata dos volumes de reagente liberados e um 
ponto final de aglutinação confiável e estável. A eliminação de etapas 
de lavagem e leituras manuais macroscópicas e/ou microscópicas re- 
petitivas e o acréscimo de células de controle cobertas por anticorpo 
permitem que os técnicos utilizem seu tempo mais efetivamente ao 
realizar múltiplas tarefas. Além disso, os testes podem ser automati- 
zados (ProVue™, Ortho Diagnostics, NJ), permitindo fazê-los em 
grande quantidade, com interpretação e validação eletrônicas e a do- 
cumentação digital dos resultados. 

Em um estudo retrospectivo de 12 meses realizado para comparar 
os primeiros 6 meses antes e após a implementação do ID-MTS no la- 
boratório de um banco de sangue que antes usava o IAT convencional 
com SFIB, a repetição dos testes de triagem de anticorpo decorrente de 
resultados ambíguos na interpretação e/ou à falha de células de con- 
trole teve queda de uma taxa quase 3% para pouco mais de 0,5% com 
o teste em gel (Armstrong, dados não publicados). O estudo também 
demonstrou uma redução acentuada usando o método do gel na de- 
tecção e na avaliação de anticorpos frios clinicamente insignificantes. 


A. Anticorpo de 
grupo sanguíneo 
O Células 


indicadoras 
cobertas com 
anti-IgG 





Fundo coberto com estroma de 
eritrócito e o soro de teste acrescentado 





Anticorpo sérico ligado ao fundo 
(Excesso não ligado de Ig 
é eliminado com a lavagem) 
TESTE POSITIVO 


Nenhum anticorpo 
após etapa de lavagem 
TESTE NEGATIVO 





Células indicadoras cobertas 
com anti-lgG formam pellets 
no extremo do fundo 
TESTE NEGATIVO 


Células indicadoras cobertas 
com anti-lgG aderem à 
superfície do fundo 
TESTE POSITIVO 


Reações positivas 
e negativas 
vistas de cima 





Figura 34.23 Princípio da tecnologia de aderência em fase sólida com o aspecto 
das reações positivas e negativas. 


Ao rever a distribuição total das especificidades de anticorpo identifi- 
cadas nos 6 meses antes e após a implementação do gel, os anticorpos 
clinicamente insignificantes (anti-Le’, anti-Le”, anti-P,, anti-Sd’, anti- 
-I/HI) foram responsáveis por 56% de todos os testes com anticorpo 
com a utilização do tubo SFIB padrão, ao passo que, nos 6 meses após 
a implementação do gel, a percentagem caiu para 16%. Um último 
achado desse estudo foi o de que a eliminação das muitas manipula- 
ções inerentes nos testes convencionais com tubos com SFIB resultou 
em uma considerável economia de tempo. Embora não tenha havido 
um processo formal de análise, com estudos sobre o tipo e a triagem, 
o teste completo de compatibilidade com antiglobulina e a identifica- 
ção de anticorpo indicaram um impacto acentuado sobre o fluxo de 
trabalho, que teria ainda maior significado se forem realizados lotes 
de testes. 


Testes de aderência em fase sólida 

Mais uma alternativa aos testes em tubo para a detecção de aloanti- 
corpo consiste nos sistemas de teste indireto de adesão em fase sólida. 
Nessa aplicação, eritrócitos reagentes são ligados ao fundo de micro- 
placas. Soro e reagente facilitados são acrescentados e incubados a 
37°C, permitindo que o aloanticorpo ligue-se à fase sólida. Após la- 
vagem para remover globulinas séricas não ligadas, eritrócitos indi- 
cadores cobertos com anti-lgG humana são adicionados e as placas 
são centrifugadas. Se houver uma reação entre as células reagentes e o 
aloanticorpo sérico, as células indicadoras cobertas com antiglobulina 
irão ligar-se e cobrir a superfície da placa, enquanto um botão discreto 
no fundo da placa indica uma reação negativa (Fig. 34.23). As placas 
podem ser lidas manualmente ou com um dispositivo de leitura au- 
tomatizado. Conforme na aglutinação em coluna, as reações positivas 
são muito estáveis, de modo que a placa pode ser coberta, armazenada 
a2-8ºC e lida ou relida até 2 dias depois. 

Sistemas de teste em fase sólida também estão disponíveis para 
aplicações como tipagem ABO e Rh de eritrócitos. Para esses testes, 
microplacas são cobertas com os anticorpos apropriados. As células 
de teste são acrescentadas e incubadas, e as placas são então centri- 
fugadas. No caso de reações positivas, os eritrócitos aderem a toda a 
superfície do fundo da placa coberta por anticorpo, enquanto reações 
negativas resultam em um botão bem compactado no fundo de placa. 
Existe instrumental para testes automatizados e semiautomatizados 
que empregam a tecnologia de fase sólida. 


Identificação de anticorpo 

Quando são detectados aloanticorpos eritrocitários no soro de um 
receptor prospectivo de sangue, conforme indicado por uma tria- 
gem positiva para anticorpo, é preciso identificar o anticorpo, para 
que sangue negativo para o antígeno possa ser providenciado para a 
transfusão, se necessária. A identificação do anticorpo é feita primeiro 
testando-se um painel estendido de eritrócitos reagentes de fenótipo 
conhecido contra o soro do receptor pela técnica do IAT. Um autocon- 
trole é sempre incluído como parte do teste, para ajudar a diferenciar 
se há um autoanticorpo, um aloanticorpo ou ambos. O imuno-hema- 
tologista então compara o padrão de reações séricas positivas e negati- 
vas com o padrão do antígeno do fenótipo em um formulário impres- 
so que acompanha cada painel, em busca de um correspondente. 


Interpretação dos resultados da identificação de anticorpo 
A Tabela 34.39 mostra um exemplo bastante simplificado de como 
comparar o padrão de reatividade sérica com o fenótipo do antígeno 


Tabela 34.39 Exemplo de painel simples 


Células em Composição antigênica conhecida Soro de teste 
umpainel DC c E e Y z 
Nº 1 + + + 0 0 + 0 
N° 2 + + 0 + + + + 
N°3 + 0 + 0 + + 0 
Nº 4 0 0 + 0 + 0 0 
Nº 5 0 Ú + Ú + 0 0 
N° 6 + 0 + + 0 + 





em cada painel eritrocitário até encontrar correspondência. O soro Y 
reage com células de números 1 a 3, que são positivas para o antígeno 
D, mas não reage com as células de números 4 a 6, que são negativas 
para o antígeno D; assim, o padrão de reações séricas positivas e ne- 
gativas se equipara ao padrão de fenótipo para o antígeno D, e, dessa 
forma, o soro Y parece conter anti-D. De maneira similar, o padrão de 
reatividade do soro Z se equipara ao padrão do fenótipo para o antí- 
geno E, e, portanto, o soro Z parece conter anti-E. No entanto, antes 
de estabelecer tal identificação de forma conclusiva, é preciso avaliar 
a possibilidade de que o soro Z esteja reagindo por coincidência com 
outro antígeno que não o E, presente nas 2 células E-positivas e au- 
sente das 4 células E-negativas, levando a uma conclusão errônea. A 
mesma possibilidade precisa ser considerada para o provável anti-D 
no soro Y. Portanto, ao identificar anticorpos, é preciso assegurar-se 
de que foi testado um número suficiente de células de composição 
antigênica diferente para se identificar de forma definitiva um único 
anticorpo ou uma combinação de anticorpos em determinado soro. 

O método exato de Fisher tem sido empregado para calcular estatisti- 
camente a probabilidade de que um único anticorpo tenha sido identifi- 
cado corretamente dentro de um intervalo de confiança de 95% (i. e., a 
probabilidade de que seriam obtidos os mesmos resultados por chance 
aleatória por causa de um anticorpo diferente é de 1 em 20). Tal método 
compara o número de resultados positivos e negativos com o de células 
testadas que expressam ou não possuem o antígeno correspondente e 
com o número total de células testadas (Race, 1975). 

A Tabela 34.40 lista os valores de probabilidade calculados pelo mé- 
todo exato de Fisher que são alcançados com combinações diferentes 
de células positivas e negativas no número total testado. Pode-se ob- 
servar que um valor de p de 0,05 pode ser alcançado com um mínimo 
de 6 células, sendo 3 positivas para um antígeno que reage com o anti- 
corpo e 3 negativas para o antígeno que não reage com o anticorpo. A 
maioria dos fabricantes fornece painéis de células reagentes com 10 a 
11 células, com pelo menos uma das combinações de células positivas 
e negativas da Tabela 34.40 para a maioria dos antígenos para os quais 
comumente são encontrados anticorpos inesperados. Em consequên- 
cia, a maioria das identificações de um único anticorpo é válida em 
um valor de p consideravelmente menor que 0,05, exceto nos casos em 
que há anticorpos para antígenos de baixa ou alta frequência ou quan- 
do há múltiplos anticorpos no mesmo soro. Em tais situações, pode 
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Tabela 34.40 Valores de probabilidade com base no método extenso 


Lewis 
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de Fisher 
Número total de Células positivas Células negativas Valor p 
células testadas para antígeno que para antígeno que 
reagem com não reagem com 
anticorpo anticorpo 
5 3 2 0,100 
6 4 2 0,067 
6 3 3 0,050 
7 5 2 0,048 
7 4 3 0,029 
8 6 2 0,036 
8 5 3 0,018 
8 4 S 0,014 
g Fi 2 0,028 
q 6 3 0,012 
10 8 2 0,022 
10 f 3 0,008 
10 6 4 0,005 
10 5 2 0,004 


ser preciso testar mais células de outros painéis para se conseguir fazer 
a identificação dentro do intervalo de confiança de 95%. 

A Figura 34.24 mostra os resultados de um painel testado com soro 
de paciente por um método convencional de teste da antiglobulina em 
tubo e examinado quanto à aglutinação após a fase de incubação a 
37°C e, por fim, após o acréscimo de antiglobulina humana. Ao obser- 
var rapidamente todo o painel de resultados, um imuno-hematologis- 
ta verá que há aglutinação com células diferentes após centrifugação 
em ambas as fases do teste, indicando a provável presença de múlti- 
plos anticorpos. Segue-se um esboço da estratégia usada para avaliar 
os resultados da identificação de anticorpo. 

i. O autocontrole é negativo, indicando que a reatividade sérica 
deve-se mais provavelmente a aloanticorpos. No entanto, se o 
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* A menos que especificado de outra forma, entende-se que todas as células sao positivas para os antigenos 


de alta frequência Kp? e Js? 





Figura 34.24 Painel típico mostrando um exemplo de resultados de identificação de anticorpo. 
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autocontrole fosse positivo, seria importante fazer o DAT para 
confirmar ou excluir sensibilização prévia in vivo das células do 
paciente. O DAT deve ser examinado com cuidado à procura do 
aparecimento de aglutinação de campo misto. Em pacientes que 
tenham recebido transfusões recentes, a adesão do aloanticorpo 
a uma população menor de eritrócitos transfundidos do doador 
causa a clássica aglutinação de campo misto e frequentemente é o 
primeiro sinal de uma resposta imune em desenvolvimento, que 
pode resultar em reação transfusional hemolítica tardia. 
A primeira etapa cumprida por muitos imuno-hematologistas 
ao avaliar os resultados da identificação de anticorpo é excluir 
aqueles anticorpos que não apresentaram reação no soro com 
uma célula que tinha o antígeno correspondente. Embora não 
seja necessário, sempre que possível é melhor excluir anticorpos 
com base na ausência de reatividade com células que demonstrem 
a forma homozigota de um antígeno, bem como não excluir er- 
roneamente anticorpos fracamente reativos que exibem dosagem. 
Ao usar a regra da homozigose para excluir anticorpos, as células 
de nº 3, 5, 6 e 7 não são reativas com o soro e podem ser usadas 
para excluir anti-D, anti-C, anti-c, anti-e, anti-M, anti-N, anti-s, 
anti-P,, anti-Lu?, anti-k, anti-Fy’, anti-Jk* e anti-Jk?. A expressão 
dos antígenos f, V, Le”, Le? e Xg* não pode ser caracterizada como 
homozigota por causa de seus mecanismos de hereditariedade, 
porém, como pelo menos 1 das 4 células citadas é positiva para 
esse antígeno e o soro não reage com elas, os anticorpos corres- 
pondentes podem ser desconsiderados. 
Ante as reações observadas em fases diferentes e demonstrando 
forças de aglutinação diferentes, é provável que pelo menos 2 an- 
ticorpos estejam presentes no soro: 
As células de nº 4 e 10 mostram aglutinação direta na fase a 37°C, 
seguida por aglutinação mais forte na fase da AHG, o que é bem 
típico de anticorpos do sistema Rh. São as 2 únicas células no pai- 
nel positivas para o antígeno E, que não foi excluído. Portanto, é 
provável que o anti-E seja um dos anticorpos envolvidos. 


As células de nº 2 e 8 exibem aglutinação muito forte apenas na 
fase da AHG. Ao examinar os antígenos no topo do painel que não 
foram excluídos, vê-se o fenótipo das células do painel para o an- 
tígeno K com reatividade sérica dessas 2 células. Assim, é provável 
que o anti-K seja o segundo anticorpo envolvido. 


As reações séricas restantes com as células de nº 1, 9 e 11 não 
podem ser explicadas por anti-E nem anti-K, mas poderiam ser 
explicadas pelo anti-Fy*, porque todas essas 3 células são positivas 
para o antígeno Fyº e, portanto, ele não pode ser excluído. 


O anti-S deve ser excluído para teste com outra célula positiva no 
estado homozigoto para o antígeno S que, ao mesmo tempo, é 
negativa para os antígenos Fy’, Ke E. 

Os anticorpos para antígenos de baixa frequência, como C*, Lu’, 
Kp? e Js*, podem ser excluídos pelo teste com células apropriadas, 
se disponíveis. Como alternativa, anticorpos para antígenos de 
baixa frequência podem não ser excluídos por muitos bancos de 
sangue; em vez disso, a prova de reação cruzada com antiglobu- 
lina seria empregada para detectar qualquer incompatibilidade 
potencial entre as células do doador e a presença teórica de um ou 
mais desses anticorpos no soro do paciente. 

A exclusão de outros anticorpos às vezes também pode ser obti- 
da fazendo-se a tipagem das células do paciente para antígenos 
selecionados. Isso é particularmente útil quando o soro de um 
paciente contém múltiplos anticorpos e as fontes disponíveis de 
células reagentes para o banco de sangue são limitadas. Se um 
dos anticorpos que precisa ser excluído em uma mistura de an- 
ticorpos é o anti-Jk*, por exemplo, as células do paciente podem 
ser submetidas à tipagem para o antígeno Jk” com antissoros 
específicos. Se o paciente expressar o antígeno Jk’, a presença do 
aloanticorpo para o Jk” pode ser eliminada de forma definitiva. 
No painel da Figura 34.24, há pelo menos 3 células negativas 
para todos os 3 antígenos — Fy’, K e E — que não reagem com o 
soro. Entretanto, para identificar de forma conclusiva todos os 3 
anticorpos com intervalo de confiança de 95%, é preciso que haja 
também 3 células separadas positivas apenas para o antígeno Fy’, 
3 positivas apenas para o antígeno K e 3 positivas apenas para o 


antígeno E que não reajam com o soro. Portanto, o anti-Fy* pode 
ser identificado com confiança; contudo, mais 2 células positivas 
para o antígeno K e mais 1 célula positiva para o antígeno E preci- 
sam ser testadas com o soro para identificar de forma conclusiva a 
presença de anti-K e anti-E. 

8. Sea identificação de anticorpo estiver sendo feita pela primeira 
vez em determinado paciente, é uma prática comum também fa- 
zer a tipagem dos eritrócitos do paciente para os antígenos contra 
os quais ele tenha desenvolvido anticorpos, como uma confir- 
mação da identificação realizada. Os eritrócitos do paciente não 
devem ter os antígenos correspondentes aos anticorpos presentes. 


Prova de reação cruzada 

Por muitos anos, antes da administração de sangue total ou compo- 
nentes eritrocitários, era necessária uma prova de compatibilidade so- 
rológica principal antes de uma transfusão de sangue total ou papa de 
hemácias. Tal protocolo requeria incubação a 37°C, seguida por con- 
versão para IAT, como nos testes para detecção de anticorpo. Todavia, 
em 1984, essa exigência foi eliminada pelos AABB Standards, desde 
que (1) a triagem atual de anticorpo no paciente fosse completamente 
negativa e (2) não houvesse antecedentes de anticorpos clinicamente 
significativos. Atualmente, no caso de pacientes que satisfaçam esses 
critérios, apenas um procedimento destinado a detectar incompati- 
bilidade ABO precisa ser realizado e consiste em um procedimento 
sorológico imediato ou uma prova de reação cruzada eletrônica, des- 
crito em mais detalhes a seguir. 


Teste sorológico de reação cruzada imediata 

O teste sorológico para detectar incompatibilidade ABO comumen- 
te consiste em um protocolo imediato que emprega uma suspensão 
de solução fisiológica a 3 — 5% de eritrócitos do doador preparados 
a partir de um segmento integral obtido da unidade selecionada do 
doador. Em geral, as células são lavadas uma vez para se remover qual- 
quer anticoagulante ou proteína plasmática que poderia interferir no 
teste. Mistura-se uma gota da suspensão de células do doador com o 
soro do receptor, centrifuga-se imediatamente e examina-se em busca 
de hemólise e/ou aglutinação. Esse procedimento ficou conhecido co- 
mo teste de compatibilidade abreviada ou imediata. 

Seu uso em contextos clínicos mostrou ser uma alternativa segura 
e custo-efetiva a prova de reação cruzada com antiglobulina (Cordle, 
1990; Judd, 1988; Shulman, 1990), embora haja relatos de falha dessa 
técnica em detectar incompatibilidade ABO quando o receptor apre- 
senta títulos baixos de anticorpos ou quando as células do doador 
pertencem a um subgrupo ABO fraco (Berry-Dortch, 1985; Shul- 
man, 1987). Podem ocorrer raros resultados falso-negativos em con- 
sequência a um efeito prozona na incompatibilidade principal do 
Grupo O/Grupo A, em particular se houver atraso na centrifugação 
(Judd, 1988). O efeito prozona ou o atraso aparentemente permitem 
a fixação do complemento Cl nas membranas eritrocitárias, o que 
prejudica estericamente a hemaglutinação. A suspensão de células 
do doador em solução fisiológica com EDTA elimina esse proble- 
ma, ao quelar o cálcio necessário para a formação do complexo com 
complemento Cl. Além dos resultados falso-negativos, a prova de 
reação cruzada imediata também pode causar resultados falso-posi- 
tivos pela formação de rouleaux, anticorpos frios reativos e fibrina, e 
todos podem resultar na demora de levar o sangue para transfusão. 
Em uma pesquisa sobre práticas de transfusão em todo o território 
americano, conduzida de janeiro de 1995 a janeiro de 1996 (Maffei, 
1998), um pouco mais da metade dos 1.047 hospitais reportou utili- 
zar os protocolos rotineiros da prova de reação cruzada pelo método 
imediato para pacientes sem anticorpos de importância clínica. 


Prova de reação cruzada eletrônica 

Em 1994, Butch et al. relataram pela primeira vez um padrão pro- 
posto para operar o procedimento que substituiria o teste sorológico 
de compatibilidade por uma “prova de reação cruzada eletrônica” 
ou informatizado, ou EXM. Durante algum tempo, ele foi defendido 
pelos que argumentavam que o teste sorológico imediato ocasional- 
mente iria falhar no seu propósito final de identificar incompatibi- 
lidades ABO entre um receptor e uma unidade de doador incompa- 
tível escolhida erroneamente para reação cruzada. Os proponentes 
da prova de reação cruzada eletrônica estabeleceram que a melhor 


Tabela 34.41 Critérios para a implementação do teste eletrônico de 
compatibilidade” 


Sistema de informática validado, para assegurar que apenas componentes eritroci- 
tários ABO-compatíveis sejam selecionados para transfusão 
Pelo menos 2 determinações do grupo ABO do receptor, uma delas feita com a 
amostra atual 
Confirmação sorológica do tipo da unidade de sangue do doador a partir de um 
segmento adaptado integralmente 
O sistema deve conter os seguintes dados: 

Número da unidade doadora 

Nome do componente 

Tipo ABO/Rh do componente 

Interpretação dos resultados dos testes confirmatérios do doador 

2 aspectos únicos que identifiquem o receptor 

Grupo ABO/tipo Rh do receptor 

Resultados da triagem atual de anticorpo do receptor' 
Existência de um método para verificar a entrada correta dos dados antes da libe- 
ração de componentes 
O software contém alertas para o usuário quanto a discrepâncias entre a etiqueta 
da unidade do doador e os resultados dos testes confirmatórios, ou sobre incom- 
patibilidades ABO entre a unidade do receptor e a do doador 


* Critérios de Brecher (2002) — ver aspectos específicos em AABB Standards (Silva, 2004). 


"O teste eletrônico de compatibilidade pode ser usado apenas se os testes atuais para a de- 
tecção de anticorpo no receptor forem negativos e não houver antecedentes conhecidos de 
anticorpos de importância clínica. 


maneira de garantir compatibilidade é reduzir o fator erro humano, 
que, em primeiro lugar, permitiria que unidades erradas fossem cru- 
zadas ao se designar a verificação final de compatibilidade ABO en- 
tre doador e receptor para um sistema informatizado (Judd, 1991). 
Isso também eliminaria a investigação demorada de reações soroló- 
gicas falso-positivas. 

Similarmente ao uso da prova de reação cruzada imediata, o eletrô- 
nico pode ser empregado apenas para pacientes em que não tenham 
sido detectados anticorpos de importância clínica no momento nem 
que tenham antecedentes de aloanticorpos. O EXM é permitido desde 
que os critérios específicos de teste sejam preenchidos e a validação 
extensa do sistema de informação do banco de sangue tenha sido reali- 
zada atendendo-se aos AABB Standards atuais e às exigências da FDA, 
conforme delineadas em um documento interno da FDA de 1997 
(Judd, 2002). A exigência da FDA de que as instituições que queiram 
implementar a EXM submetam uma solicitação para variância ao Co- 
de of Federal Regulations for Compatibility Testing (21CFR606.151; 
2001a) foi eliminada. A Tabela 34.41 resume as exigências dos AABB 
Standards. 

Os principais elementos necessários para a validação informatiza- 
da do EXM (Judd, 1998) incluem hardware atualizado, interfaces de 
instrumentação, verificações de registros históricos, algoritmos para 
a interpretação de reações, funções de prevenção e alertas para desig- 
nação/liberação ABO e avaliação da competência da equipe. Como a 
segurança desse procedimento será apenas tão boa quanto a informa- 
ção eletrônica que entra e é arquivada no sistema, o uso máximo de 
códigos de barra para identificar tanto doadores como pacientes deve 
ser implementado. Após extensa experiência com a prova de reação 
cruzada eletrônica na University of Michigan (EUA), Judd (1998) re- 
comenda que a identificação dos pacientes com código de barras seja 
obrigatória, tanto no momento da coleta da amostra quanto antes da 
transfusão, e que as etiquetas das amostras obtidas antes da transfusão 
sejam feitas a partir do código de barras de identificação da pulseira 
do paciente. 

Na pesquisa das práticas pré-transfusão nos EUA já citada (Maffei, 
1998), só 1% dos 1.047 hospitais respondeu relatando que usava a 
prova de reação cruzada eletrônica. Fora dos EUA, Suécia, Dinamarca, 
Austrália e Hong Kong publicaram relatos sobre sua experiência com 
o procedimento (Chan, 1996; Cox, 1997; Säfwenberg, 1997). 


Prova de reação cruzada com antiglobulina 

Conforme mencionado previamente, se a triagem de anticorpo an- 
tes da transfusão detecta um anticorpo clinicamente significativo, ou 
uma verificação do prontuário do paciente indica que tais anticorpos 
foram detectados anteriormente, será preciso fazer uma prova de rea- 
ção cruzada principal entre o soro do receptor e os eritrócitos do do- 
ador pelo método de antiglobulina de uso rotineiro pelo laboratório 
em questão. O ideal é que as unidades de eritrócitos para transfusão 
também sejam submetidas à verificação do fenótipo com antissoros 
comerciais de potência conhecida, para demonstrar a ausência de an- 
tígenos contra os quais o paciente tenha formado anticorpos. 

Um procedimento de antiglobulina completo também pode ser es- 
colhido para toda prova de reação cruzada na discrição de determi- 
nado laboratório do banco de sangue. No caso de pacientes com uma 
triagem negativa para anticorpo, o teste de compatibilidade completo 
raramente consegue detectar aloanticorpos contra antígenos de baixa 
frequência não presentes nas células submetidas à triagem (p. ex., Kp’, 
Wr’). Além disso, os testes para detecção de anticorpo teoricamente 
poderiam falhar, pela presença de uma dosagem visível de anticorpo, à 
deterioração do antígeno a partir das células reagentes durante arma- 
zenamento ou por erro técnico. Entretanto, relatos na literatura sobre 
a experiência de várias instituições que eliminaram a prova de reação 
cruzada com antiglobulina (exceto nas circunstâncias em que é neces- 
sário) mostram que o valor preditivo da realização rotineira de uma 
prova de reação cruzada com antiglobulina é mínimo. A incidência 
real de um anticorpo clinicamente importante passar despercebido é 
muito baixa — inferior a 0,05% (Mintz, 1982; Cordle, 1990). Um es- 
tudo multicêntrico envolvendo 1.300.000 testes de compatibilidade 
imediatos demonstrou um risco observado de reação hemolítica agu- 
da de apenas 0,0004% com o emprego dessa técnica (Shulman, 1990). 


Prova de reação cruzada em emergências 

Em situações de urgência, pode haver necessidade de sangue libe- 
rado para transfusão antes de serem completados as provas de reação 
cruzada, ou mesmo antes que se disponha de uma amostra de sangue 
do paciente. Se os tipos ABO e Rh do paciente não forem conhecidos, 
libera-se um concentrado de hemácias do grupo O-negativo. Caso se 
disponha de uma amostra de sangue, e haja tempo para realizar a ti- 
pagem ABO e Rh, pode-se liberar sangue do tipo específico. Todas as 
unidades são etiquetadas de forma bem visível para indicar que não 
foram submetidas a testes de compatibilidade e que o soro do pacien- 
te não foi submetido à triagem para anticorpos inesperados. Em tais 
situações, o médico do paciente precisa assinar um formulário de li- 
beração em que conste que a situação clínica justifica a liberação de 
sangue não submetido a testes de compatibilidade. Em tais casos, a 
triagem de anticorpo é prontamente completada e as provas de reação 
cruzada são realizados de acordo com o protocolo do laboratório. No 
evento de uma triagem positiva ou incompatibilidade, o médico deve 
ser avisado imediatamente de quaisquer anticorpos ou incompatibili- 
dade detectados. 

Ocorre transfusão maciça quando o número de eritrócitos trans- 
fundidos se iguala ou excede o volume de sangue do paciente em um 
tempo relativamente curto (< 24 horas). Em tais circunstâncias, mui- 
tos bancos de sangue iniciam uma política de transfusão maciça que 
permite uma prova de reação cruzada imediato, mesmo em pacien- 
tes com aloanticorpos eritrocitários conhecidos. Nesses casos, o anti- 
corpo sérico é tipicamente diluído e não detectável in vitro por causa 
do grande volume de sangue e líquidos transfundidos. A maioria dos 
protocolos para transfusão maciça volta a exigir o procedimento de 
reação cruzada rotineiro em 24 horas, quando o paciente está estabi- 
lizado. A transfusão de unidades positivas para antígeno pode resultar 
em aumento do título de anticorpo e levar a uma reação transfusional 
hemolítica tardia em pacientes com aloanticorpos. 


Protocolos de prova de reação cruzada pré-operatórios 
Estudos sobre a segurança e a eficácia do protocolo de detecção de 
anticorpo antiglobulina (Boral, 1977; Mintz, 1982; Cordle, 1990; He- 
ddle, 1992) mostram que pelo menos 99% dos anticorpos de impor- 
tância clínica são detectados por uma triagem de anticorpo padrão de 
2 células. Na realidade, uma triagem com 2 células é mais que 99% 
efetiva na prevenção de transfusões incompatíveis, com base na ocor- 
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réncia real de aloanticorpos comuns e frequéncias de antigenos na po- 
pulação geral (Boral, 1977). Como resultado desses relatos, a maioria 
dos serviços de transfusão adotou um tipo e um protocolo de triagem 
únicos para procedimentos cirúrgicos que rotineiramente não reque- 
rem transfusão. O tipo e o protocolo da triagem, quandos usada em 
conjunto com as diretrizes sanguíneas pré-operatórias (esquema de 
solicitação máxima de sangue para cirurgia: Friedman, 1976; Henry, 
1977), permitem um inventário muito mais eficiente sobre o uso do 
sangue e uma redução na proporção C/T (teste de compatibilidade/ 
transfusão). Para procedimentos cirúrgicos eletivos que rotineira- 
mente não requerem transfusão, só é solicitado um tipo de triagem 
de anticorpo. As solicitações de sangue para procedimentos cirúrgicos 
eletivos que requerem transfusão são feitas em um nível que reflete os 
padrões de uso real de determinado procedimento cirúrgico em uma 
instituição em particular. Para que as solicitações de sangue sejam 
bem-sucedidas, elas devem ser submetidas a revisões periódicas, à me- 
dida que novos procedimentos cirúrgicos são adotados e as técnicas 
são aprimoradas. 

O tipo e o protocolo de triagem pré-operatória não requerem mais 
pesquisa sorológica se o paciente for negativo para anticorpo e não 
houver antecedentes familiares conhecidos de anticorpos clinicamente 
significativos. Se um paciente precisa de transfusão inesperadamente 
durante uma cirurgia, são selecionadas unidades ABO e Rh compati- 
veis, e pode-se realizar uma prova de reação cruzada imediata ou EXM. 
Caso não seja detectada incompatibilidade ABO, o sangue pode ser li- 
berado com segurança para o centro cirúrgico em tempo mínimo. 

Se a triagem pré-operatória para anticorpo for positiva ou os regis- 
tros prévios indicarem um anticorpo clinicamente significativo co- 
nhecido, os procedimentos cirúrgicos padrões devem especificar um 
número mínimo de unidades negativas para antígeno que seria man- 
tido pelo banco de sangue para uso pelo paciente durante cirurgia. 
Essas unidades teriam de ser submetidas a testes de compatibilidade 
com o soro do paciente, usando-se um procedimento completo de 
compatibilidade com antiglobulina antes da transfusão. 


Técnicas especiais de identificação de anticorpo 


Pacientes submetidos a transfusões repetidas podem responder com 
a formação de múltiplos anticorpos inesperados de grupos sanguíne- 
os. Autoanticorpos e aloanticorpos contra antígenos de alta frequência 
irão reagir com todas as células testadas, inclusive todos os eritrócitos 
usados para identificação de anticorpos, dificultando extremamente 
a detecção de outros aloanticorpos subjacentes. Quando problemas 
complexos como esses são encontrados, são necessárias técnicas espe- 
ciais para resolvê-los e é preciso conseguir encontrar unidades compa- 
tíveis para a transfusão. As técnicas especiais usadas na identificação 
de anticorpo frequentemente envolvem: (1) uma tentativa de elimi- 
nar a reatividade do anticorpo selecionado que esteja interferindo 
na identificação de outras especificidades no mesmo soro ou (2) um 
esforço para acentuar ou caracterizar com maior clareza a reativida- 
de de um anticorpo que escapou da identificação definitiva. Algumas 
dessas técnicas são delineadas adiante, bem como nas Tabelas 34.42 e 
34.43. O leitor também deve consultar as publicações Technical Manual 
(Brecher, 2002), Applied Blood Group Serology (Issitt, 1998), Methods 
in Immunohematology (Judd, 1994) e Immunohematology Methods 
(Mallory, 1993) da American Association of Blood Banks como refe- 
rências excelentes para procedimentos comuns, além de técnicas mais 
especializadas. 


Procedimentos técnicos para eliminar a reatividade de 
um anticorpo 
Inibição de hemaglutinação 

A inibição da hemaglutinação é usada para neutralizar anticorpos 
de grupos sanguíneos selecionados com seu antígeno correspondente, 
encontrado na forma solúvel na saliva, no soro ou em outros líquidos 
corporais humanos, bem como em substâncias da natureza (ver Tab. 
34,44). A identidade de um anticorpo suspeito é confirmada se não 
houver mais células reagentes positivas para o antígeno que aglutinem 
após o acréscimo de um antígeno solúvel. A inibição da hemaglutina- 


Tabela 34.42 Técnicas especiais na identificação de anticorpo: procedimentos séricos 


Procedimento 


Inibição da hemaglutinação 


Aplicação/efeito 


Inibe a reatividade ao misturar soro com uma fonte antigênica Confirma a especificidade ao neutralizar os seguintes anticorpos: 


solúvel específica em paralelo com uma diluição de controle; anti-P,, anti-Le* e Le”, anti-Sd?, anti-ABH e anti-Ch/Rg. Também pode 


testar novamente células positivas para antígeno conhecido 


Adsorção sérica 


anticorpo 


Reagentes sulfidrílicos 


2-ME ou DTT 
Titulação Preparar diluições duplamente seriadas de soro e testar 
contra célula indicadora positiva para o antígeno 
Preaquecimento Manter todos os componentes do teste (tubos, células, soro, 


solução fisiológica) a 37°C antes do teste; usar reagentes 


AHG anti-lgG monoespecíficos 


Reposição salina 


Adsorve anticorpos séricos com células autólogas, células 
alogênicas selecionadas ou estroma de eritrócitos de coelho 
(REST) à temperatura apropriada para reatividade de 


Pré-tratamento sérico com reagentes sulfidrílicos como 


Nos testes em que os eritrócitos do paciente ou em teste 


facilitar a identificação de outros anticorpos em uma mistura 


Remove fisicamente autoanticorpos ou aloanticorpos amplamente 

reativos do soro, pela reação com células absorventes, permitindo a 

detecção de anticorpos IgG subjacentes — particularmente útil em casos 

de AHAQ 

Pode ser combinada com a eluição em casos complicados que 

envolvam a identificação de múltiplos anticorpos 

Destrói a estrutura pentamérica dos anticorpos IgM aglutinantes, 

desviando-os efetivamente de autoanticorpos e aloanticorpos frios 

reativos, o que permite a detecção de aloanticorpos IgG subjacentes 

e Ajuda na identificação de anticorpos HTLA (título de 1:64 ou maior) 

e Usada para medir aumento na produção de anticorpos IgG durante 
a gravidez 

e Raramente, pode ser útil para identificar aloanticorpos de um título 
maior presentes com um autoanticorpo quente 

Desloca a reatividade de autoaglutininas ou aloaglutininas frias de 

título e amplitude térmica limitados — impede a aglutinação direta de 

células de teste e/ou a ativação in vitro do complemento nos testes de 

detecção e identificação de anticorpo 

Útil para a obtenção de resultados válidos na tipagem do grupo ABO 


ficam suspensos no soro e suspeita-se de que tenham formado ou para se avaliar a presença de aglutinação aparente ao examinar 


rouleaux, o soro é removido e substituído pelo mesmo 


volume de solução fisiológica 


células de triagem após incubação a 37°C e centrifugação. A 
pseudoaglutinação decorrente de rouleaux irá dispersar-se com a 
remoção das proteínas agressoras e o acréscimo de um meio forte alta- 
mente iônico 


* Ver também na Tabela 34.33 os efeitos da concentração de anticorpo, do pH, do tempo de incubação etc. 


Tabela 34.43 Técnicas especiais para a identificação de anticorpo: procedimentos com eritrócitos 


Procedimento 


Tratamento enzimático 


com o soro a ser investigado 


AET/DTT Tratar previamente os eritrócitos a serem testados com AET ou 
DTT; lavar as células para remover o reagente e testá-las 
novamente com o soro sendo investigado 

Eluição Remove e recupera anticorpo de eritrócitos por técnicas como 


uso de glicina ácida ou solventes orgânicos 


Difosfato de cloroquina 


com solução fisiológica 


ZZAP 


Dispersão da autoaglutinação 
mediada por IgG 
Tipagem com lectina 


no lugar de anticorpo reagente 
Técnicas de separação 
de células 

as células mais leves é recolhida 


Pode-se fazer aglutinação diferencial com base nas diferenças 
conhecidas no fenótipo do antígeno entre doador e receptor 


Tabela 34.44 Fontes de antígenos solúveis para inibição da 
hemaglutinação 


Substância solúvel Fonte 


ABH Saliva secretora 

Le? Le? Saliva secretora 

P; Líquido de cisto hidático ou ovos de pombos 
Sd? Urina humana ou de cobaia 

Ch?, Rg* Plasma de individuos Ch/Rg (+) 


| Leite humano 


ção pode ser particularmente útil quando se trabalha com uma amos- 
tra de soro que contém múltiplas especificidades. O princípio da ini- 
bição da hemaglutinação também é usado para determinar o estado 
secretor de indivíduos com subgrupos ABO fracos (Tab. 34.10). 


Adsorção de anticorpo 

A adsorção é um processo usado para remover fisicamente anticor- 
pos do soro. O procedimento de adsorção pode ser realizado usando- 
-se eritrócitos autólogos lavados tratados com enzimas, células alogê- 
nicas fenotipicamente compativeis, células selecionadas para serem 
positivas para uma combinação específica de antígenos de grupo 
sanguíneo ou estroma de eritrócitos. A temperatura de incubação e 
os tempos usados no processos de adsorção dependem da classe da 
imunoglobulina e da variação térmica dos anticorpos que estão sendo 


Eritrócitos compactados (papa de hemácias) lavados são 
incubados em uma proporção 1:4 com cloroquina à temperatura 
ambiente. O reagente é removido por múltiplas lavagens 


Para adsorção, alíquotas de eritrócitos compactados (papa de 
hemácias) lavados são incubados a 37°C com ZZAP. As células 
em seguida são lavadas com grande volume de solução 
fisiológica para remover ZZAP. A combinação de DTT e enzimas 
destrói autoanticorpos IgG que cobrem os eritrócitos 

Incubar suspensão de células com reagentes sulfidrílicos ou 

lavar as células múltiplas vezes com solução fisiológica a 37°C 
Reagentes comumente derivados de sementes vegetais são usados 
para testar a presença ou a ausência de um antígeno de grupo 
sanguíneo específico sobre a membrana eritrocitária — usados 


Células lavadas do paciente são centrifugadas em tubos de 
micro-hematócrito, e a parte dos 5 mm superiores contendo 


Aplicação/efeito 


Procedimento em 2 estágios (preferível): incubar os eritrócitos e Elimina alguma reatividade do anticorpo, ao destruir estruturas de 
de teste com solução enzimática a 37ºC; lavar bem as células para 
remover completamente a enzima e testar novamente as células 


antígenos correspondentes - MNS, Duffy, Ch/Rg; pode ser mais 
fácil captar especificidades diferentes em um soro que contenha 
múltiplos anticorpos 

Acentua a sensibilização, a aglutinação e/ou a hemólise por outros 
anticorpos — Rh, Kidd, muitos anticorpos Ig e de grupos sangui- 
neos; pode facilitar a identificação de anticorpos fracamente reati- 
vos 


Cria efetivamente células Kell “nulas” para uso na identificação de 

aloanticorpos em uma mistura que contenha anticorpo contra um 

antígeno de alta frequência no sistema Kell 

Concentra o anticorpo que estava cobrindo os eritrócitos em uma 

solução apropriada para procedimentos de identificação. Usada na 

investigação de DAT positivo em casos de DHRN, RHT e anemias 

hemolíticas autoimunes 

Dissocia IgG dos eritrócitos do paciente com DAT positivo, de 

maneira que eles podem ser tipificados com reagentes de grupo 

sanguíneo que requeiram uma técnica de antiglobulina indireta. 

Deve-se usar apenas anti-lgG como reagente AHG, pois as proteínas 

do complemento não se dissociam com a cloroquina 

e A remoção de autoanticorpos das células do paciente fornece 
locais livres de antígeno para adsorção de autoanticorpo a partir 
do soro 

e Também se pode usar ZZAP para destruir antígenos dos sistemas 
Kell, Cartwright, Gerbich e Dombrock 

A dissociação de autoaglutinação fria permite a tipagem ABO valida 

de eritrócitos e pode ajudar a avaliar os resultados do DAT 

Útil na tipagem de antígenos específicos, como A,, He N, e na 

classificação das diferentes condições de poliaglutinação de 

eritrócitos 


Úteis para: 

e Determinar o fenótipo de células autólogas em indivíduos que 
tenham recebido transfusão recentemente 

e Avaliar se uma RHTT pode estar evoluindo em um paciente com 
anemia hemolítica autoimune 

e Estimar a sobrevivência de células transfundidas 


adsorvidos. Em geral, o uso de uma baixa proporção entre anticorpo e 
célula aumenta a eficiência da adsorção. 

A adsorção com o emprego de células alogênicas é útil para sepa- 
rar múltiplos aloanticorpos em uma mistura complexa (adsorção 
diferencial) ou eliminar a reatividade de um aloanticorpo contra um 
antígeno de alta frequência. Em pacientes com autoanticorpos, geral- 
mente é feita a adsorção com eritrócitos autólogos, células compatí- 
veis fenotipicamente e estroma de eritrócitos de coelhos (REST, rabbit 
erythrocyte stroma) para remover de forma seletiva autoanticorpos re- 
ativos quentes e frios, respectivamente. A remoção de autoanticorpos 
é necessária para identificar quaisquer aloanticorpos potenciais subja- 
centes que o paciente possa ter (ver “Investigação de anemia hemolíti- 
ca autoimune” e Fig. 34.25). 


Reagentes à base de tiol 

Compostos sulfidrílicos, como o 2-mercaptoetanol (2-ME) ou o di- 
tiotreitiol (DTT), clivam pontes de dissulfeto e são usados frequente- 
mente para inativar a capacidade de aglutinação dos anticorpos IgM 
ao clivarem pontes de dissulfeto intersubunidades, bem como ligar 
subunidades de IgM à cadeia J (Mollison, 1993), destruindo, assim, a 
estrutura pentamérica da molécula de IgM. Esses reagentes são úteis 
na investigação da presença de aloanticorpos IgG clinicamente signifi- 
cativos em um soro que contenha autoanticorpos IgM frios altamente 
aglutinantes. Eles também podem ser usados para dissociar a auto- 
aglutinação causada por esses anticorpos frios, que pode interferir 
na tipagem ABO/Rh e no DAT. Em estudos pré-natais, os reagentes 
sulfidrílicos são frequentemente utilizados para avaliar um soro que 
contenha um anticorpo como o anti-M, que comumente tem tanto 
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PRINCÍPIOS DO PROCEDIMENTO DE AUTOADSORÇÃO 
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Misturar células tratadas com 
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incubar e, então, centrifugar 
—— 
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DAT negativo a fraco — 
células autólogas podem 
ser usadas para adsorver 
autoanticorpos livres no soro 





DAT positivo — 
células autólogas 
cobertas novamente 
com autoanticorpo 
por adsorção in vitro 


Figura 34.25 Procedimento de autoadsorção usado para avaliar se há aloanticorpos subjacentes em um paciente com anemia hemolítica autoimune. 


um componente IgM como um IgG. Ao destruir o anti-M aglutinante, 
o soro pode ser testado para anti-M IgG que seja capaz de atravessar a 
placenta e causar DHRN. 


Titulação de anticorpo sérico 

A titulação sérica é um método usado para a determinação semi- 
quantitativa da quantidade de anticorpo presente em um determi- 
nado soro. Diluições duplas seriadas de soro são preparadas e, então, 
testadas com eritrócitos que tenham o antígeno correspondente. Cada 
diluição é lida em busca de aglutinação macroscópica, e o título do 
anticorpo é expresso como a recíproca da diluição sérica mais alta que 
resulta em aglutinação macroscópica. 

Usa-se a titulação de anticorpo na identificação presuntiva de anti- 
corpos HTLA (alto título, baixa avidez). A maioria dos anticorpos (ex- 
cluindo HTLA) que inicialmente resulta em reações fracas (+ ou +”) 
no IAT raras vezes reage em diluições maiores que 1:2. Em contraste, 
os anticorpos HTLA caracteristicamente dão as mesmas reações fracas 
(+ ou +”) em múltiplas diluições séricas, em geral reagindo em dilui- 
ções maiores ou iguais a 1:64. Caso se suspeite de tal anticorpo, faz-se 
uma titulação para demonstrar que o anticorpo fracamente reativo 
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Tabela 34.45 Efeito da expressão do antígeno/da reatividade do anticorpo 
pelo tratamento enzimático” das células de teste 


Efeito Antígenos 


Fy? Fy? 

M, N 

HTLA- Ch/Rg, JMH 
Pr 

Xg 

Luz, Lu? 

5,5 


Destruição 


Variável 


Acentuação 


Geralmente nenhum 


* Usando-se ficina ou papaina. 
Dados de Issitt (1998), Brecher (2002). 


ainda continua reativo em uma diluição alta, permitindo, assim, sua 
classificação como um HTLA. Em geral, esses anticorpos são direcio- 
nados contra antígenos Ch/Rg, JMH e Knops. 

Em estudos pré-natais, aloanticorpos IgG clinicamente significati- 
vos capazes de causar DHRN são titulados periodicamente no soro 
materno durante a gravidez. Um título crescente em geral indica que 
células fetais têm o antígeno correspondente e estão estimulando a 
mãe a produzir mais anticorpo, proporcionando, assim, informação 
valiosa para o médico a respeito da maneira como a gravidez deve ser 
conduzida. 


Procedimentos eritrocitários especiais para identifica- 
ção de anticorpos 

Eritrócitos reagentes ou do paciente podem ser modificados de 
várias maneiras pelo imuno-hematologista para anular ou acentuar 
a reatividade dos anticorpos correspondentes. As células do paciente 
também são submetidas a procedimentos destinados a remover anti- 
corpo que estava ligado in vivo, de modo que possa ser recuperado e 
identificado e/ou fornecer eritrócitos para outros testes. 


Destruição de antígenos eritrocitários 

Os reagentes disponíveis para tratar eritrócitos com o objetivo de 
destruir certos antígenos de grupos sanguíneos incluem várias enzi- 
mas proteolíticas (p. ex., papaína, ficina), neuraminidase (remove áci- 
do siálico), ZZAP (uma combinação de protease e reagente sulfidríli- 
co), brometo de aminoetilissotiurônio (AET) e DTT. Em um soro que 
contenha múltiplos aloanticorpos, o pré-tratamento seletivo dos eri- 
trócitos com enzimas pode destruir antígenos específicos, eliminando 
a reatividade específica do aloanticorpo. Acredita-se que as enzimas 
também removam a água da hidratação e diminuam o potencial ze- 
ta, permitindo que os eritrócitos aproximem-se mais uns dos outros. 
Como resultado, eles podem acentuar a reatividade de um anticorpo 
significativo potencialmente fraco e facilitar sua identificação. A Tabe- 
la 34.45 lista anticorpos cuja reatividade será acentuada ou eliminada 
pelo tratamento enzimático dos eritrócitos de teste. Deve-se lembrar 
que o AET e o DIT podem ser usados para criar eritrócitos negativos 
para todos os antígenos do sistema de grupo sanguíneo Kell (exceto 
Kx); esses reagentes também podem destruir certos antígenos que rea- 
gem com anticorpos HTLA. 


Eluição de anticorpo 

Eluição é o processo usado para remover anticorpos ligados a eri- 
trócitos in vivo, conforme indicado por um DAT positivo. A eluição é 
usada comumente para concentrar e solubilizar anticorpos de eritró- 
citos para estudos subsequentes de identificação. A eluição de um an- 


Tabela 34.46 Técnicas de eluição de anticorpo 


Método Princípio* Aplicação 
Calor Altera a constante de e Recuperação de anticorpos 
equilíbrio da reação ABO nos casos de DHRN ABO 
antigeno-anticorpoeos * Aeluição em calor leve 
anticorpos são liberados (a 45°C) pode ser útil para 
remover anticorpo das células 
que esteja causando resultados 
falso-positivos nos testes de 
hemaglutinação diretos 
Congelamento- O dano causado à Recuperação de anticorpos ABO 


descongelamento membrana do eritrócito nos casos de DHRN ABO 
pela hemólise altera a 
adaptação complementar 
entre antígeno e anticorpo 

Ácido Em pH ácido, o antígeno * Boa recuperação da maioria 

(p. ex, digitonina eo anticorpo ficam com dos anticorpos IgG de grupos 

ácida, glicina carga negativa e se sanguíneos (pode ser menos 

ácida/EDTA) repelem sensível para o Kidd) 

e Também se usa glicina/EDTA 
para dissociar anticorpo, mas 
deixar eritrócitos intactos para 
determinação do fenótipo 

Alta recuperação da maioria dos 

anticorpos IgG de grupos sanguíneos 


Solventes Causa ruptura da dupla 
orgânicos (p. ex., camada lipídica da 
clorofórmio, membrana eritrocitária, 


xileno, éter) alterando a adaptação 
complementar e/ou 
revertendo as forças de 
atração selecionadas 
entre antígeno e anticorpo 
* Issitt (1998). 


ticorpo com especificidade conhecida por grupo sanguíneo e/ou me- 
dicamento pode ser diagnóstica na avaliação de reações transfusionais 
hemolíticas tardias, DHRN e anemia hemolítica autoimune induzida 
por medicação. 


Tabela 34.47 Lectinas úteis nos testes imuno-hematológicos 


A eluição pode ser obtida por uma variedade de métodos que al- 
teram ou revertem as forças de atração que mantêm o antígeno e o 
anticorpo unidos. Vários métodos envolvem o acréscimo de calor e 
a ruptura da estrutura do antígeno pela exposição da membrana do 
eritrócito ao congelamento e ao descongelamento, a solventes orga- 
nicos e a alterações do pH para dissociar os complexos de eritrócito 
com anticorpo. Todos os métodos requerem numerosas lavagens an- 
tes da eluição para remover qualquer soro que contenha anticorpo 
não ligado. Para assegurar a remoção completa de anticorpo sérico, 
a solução fisiológica da última lavagem precisa ser testada contra 
células apropriadas para detectar qualquer anticorpo residual não 
ligado. O controle da última lavagem deve mostrar uma ausência 
de reatividade do anticorpo antes da realização do procedimento de 
eluição. O ideal é que os eluídos sejam testados no mesmo dia em 
que são preparados, mas podem ser armazenados a -20°C ou menos 
se houver demora para fazer o teste. A Tabela 34.46 lista alguns dos 
métodos comuns de eluição e suas aplicações. Para obter uma lista 
mais abrangente e as descrições específicas dos procedimentos de 
eluição, ver Mallory (1993). 


Remoção de anticorpos dos eritrócitos para facilitar a tipa- 
gem de antígeno 

Muitos antissoros para tipagem de antígeno eritrocitário requerem 
a técnica do IAT. Como resultado, as amostras de eritrócitos com DAT 
positivo não podem ser usadas para a tipagem de antígeno, porque 
essas células já estão cobertas com anticorpo IgG e darão um resultado 
falso-positivo. A maioria dos métodos de eluição que removem anti- 
corpos de grupo sanguíneo destrói as células ou os antígenos. No en- 
tanto, o tratamento de eritrócitos cobertos com difosfato de cloroqui- 
na dissocia o anticorpo, deixando os antígenos relativamente intactos 
(Edwards, 1982). Também se pode usar glicina/EDTA em condições 
cuidadosamente controladas para dissociar IgG de eritrócitos, mas o 
tratamento excessivo com esse reagente pode causar dano irreversível 
à membrana dos eritrócitos. Após o tratamento com cloroquina ou 
glicina, os eritrócitos podem ser submetidos à tipagem para antíge- 
no com antissoros reativos à antiglobulina humana. Deve-se observar 
que células tratadas com glicina/EDTA não podem ser submetidas à 
tipagem para antígenos do sistema Kell, porque seriam destruídas. 

E preciso cuidado ao interpretar os resultados da tipagem de antí- 
geno com células tratadas com cloroquina. Há relatos de que os an- 
tígenos Rh, e possivelmente outros antígenos de grupos sanguíneos, 
podem ser enfraquecidos, resultando em reações falso-negativas. An- 
tissoros reativos à solução fisiológica, incluindo reagentes de grupos 


Lectina Atividade inibida por Especificidade sorológica Aplicação 
Ulex europaeus a-L-fucose Anti-H Teste do estado secretor, classificação de subgrupos A 
fracos, investigação de fenótipo Bombay possível 
Vicia graminea Tetrassacarideos do grupo sanguineo Anti-N Tipagem do antigeno eritrocitario 
N ligados ao O (galactose [81,3] 
N-acetilgalactosamina) 
Griffonia simplicifolia |* a-D-galactose Anti-B, Tn Tipagem do antigeno eritrocitario 
Investigação de B adquirido/poliaglutinação 
Dolichos biflorus a-N-acetil-D-galactosamina terminal Anti-A, Tn, Cad Classificação de subgrupos A, investigação de 
poliaglutinação 
Griffonia simplicifolia \\* a- ou B-N-acetil-D-glucosamina Anti-Tk Confirmação de poliaglutinação Tk 
Helix pomatia a-N-acetil-D-galactosamina Anti-A, Tn, Cad Fornece reação distinta em campo misto com 
poliaglutinação VA 
Arachis hypogaea B-D-galactose Anti-T, Tk, Th, Tx Investigação de poliaglutinação 
Glycine soja (max) a-N-acetil-D-galactosamina Anti-T, Tn 
Leonurus cardiaca a-N-acetil-D-galactosamina Anti-Cad específico na diluição 
apropriada 


Salvia sclerea a-N-acetil-D-galactosamina 


Salvia horminum a-N-acetil-D-galactosamina 
Vicia cretia Galactose (B 1,3) N-acetil-galactosamina 


* Anteriormente conhecida como Bandetraea simplicifolia I e II. 


Anti-Tn específico 
Anti-Tn, Cad (separável) 
Anti-T, Th 
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quina (Gamma Biologicals Inc., 2001). Para usar cloroquina ou glici- 
na/EDTA, é prudente tratar células positivas para o antígeno em para- 
lelo como controle. Só se deve usar anti-IgG monoespecífico no IAT, 
porque os componentes do complemento não estão dissociados dos 
eritrócitos DAT-positivos pela cloroquina. 


Tipagem de eritrócitos com reagentes à base de lecitina 

Os reagentes para tipagem à base de lecitina contêm proteínas que 
reconhecem carboidratos específicos na membrana eritrocitária, 
causando hemaglutinação direta. Em geral, são derivados de semen- 
tes vegetais, mas essas proteínas receptoras também são encontradas 
em alguns animais invertebrados e vertebrados inferiores. Por causa 
de sua potência, podem variar de acordo com a preparação, devendo 
cada lote ser padronizado antes do uso. Embora tenham sido descritas 
muitas lecitinas, apenas poucas têm utilidade nos bancos de sangue 
(Bird, 1988). As fontes de reagentes selecionados à base de lecitina e 
suas aplicações estão relacionadas na Tabela 34.47. 


Separação de eritrócitos autólogos de transfundidos 

Em pacientes submetidos a transfusão, pode ser preciso separar 
células autólogas das transfundidas. Podem ser necessários eritróci- 
tos autólogos para tipagem de antígeno em um paciente submetido à 
transfusão com múltiplos aloanticorpos, um autoanticorpo quente e 
possíveis aloanticorpos ou um anticorpo contra um antígeno de alta 
incidência. A capacidade de fazer um DAT, e possivelmente até mesmo 
uma eluição, com células autólogas e/ou transfundidas pode ajudar 
a avaliar se um indivíduo com anemia hemolítica autoimune quente 
(AHAQ) que tenha recebido uma transfusão recente está desenvol- 
vendo uma reação transfusional hemolítica tardia (RTHT) devida a 
novos aloanticorpos. Em casos raros, o DAT com eritrócitos autólogos 
separados pode ser necessário para diferenciar uma AHAQ de uma 
RTHT envolvendo um antígeno de alta incidência. Como uma aplica- 
ção final, pode-se estimar a proporção aproximada de eritrócitos so- 
breviventes transfundidos quando se suspeita de uma RTHT. 

Duas técnicas básicas para separar eritrócitos autólogos dos trans- 
fundidos são a aglutinação diferencial e a separação por densidade 
com a utilização de centrifugação. Na primeira técnica, são usados 
anticorpos para aglutinar apenas uma população de células, com ba- 
se nas diferenças antigênicas conhecidas entre receptor e doador. As 
células não aglutinadas são removidas fisicamente das aglutinadas e 
reagem sequencialmente com mais antissoro até que não haja mais 
formação de aglutinados. Na segunda técnica, eritrócitos compac- 
tados (papa de hemácias) lavados são centrifugados em múltiplos 
tubos vedados de micro-hematócrito. As células transfundidas são 
mais antigas, menores e mais densas que as células autólogas recém- 
formadas (reticulócitos) e circulam na direção do fundo do tubo. 
Após centrifugação, os 5 mm superiores de cada tubo são cortados, 
e as células desses pequenos segmentos são colhidas. Tais segmentos 
irão conter as células autólogas maiores e mais leves. Esse método só 
será efetivo se o paciente estiver produzindo reticulócitos normais 
ou em grande número. 


Tipagem molecular 

Também é possível determinar o fenótipo de um paciente por tipa- 
gem molecular do DNA genômico. Isso é particularmente útil em pa- 
cientes que receberam transfusões e apresentam problemas múltiplos 
ou complexos com anticorpo, inclusive autoanticorpos e aloanticor- 
pos contra antígenos de alta incidência. De acordo com vários textos 
de referência sobre imuno-hematologia (Reid, 2004b), há iniciadores 
para amplificação e polimorfismos do comprimento do fragmento 
de restrição. No momento, as amostras de pacientes para genotipa- 
gem são enviadas para alguns laboratórios de referência estabelecidos. 
Avanços rápidos no alto processamento da tipagem do DNA podem 
permitir a tipagem genética completa de pacientes no futuro. 


Investigação de anemia hemolítica autoimune 


Em geral, o sistema imune do indivíduo produz autoanticorpos 
contra um antígeno próprio ou outro antígeno que esteja presente no 
seu organismo. Embora sejam produzidos contra autoantígenos, esses 
anticorpos tipicamente reagem com o mesmo antígeno encontrado 


em outros indivíduos normais. Se os anticorpos produzidos foram 
contra células constituintes do sangue, o resultado patológico pode ser 
anemia hemolítica, trombocitopenia ou leucopenia. Em muitos casos, 
esses autoanticorpos não causam sintomas clínicos demonstráveis. 

O DAT é parte integrante do diagnóstico de anemia hemolítica au- 
toimune (AHA), porque pode confirmar a presença de anticorpo que 
tenha aderido in vivo aos eritrócitos do próprio paciente. O DAT pode 
ajudar a diferenciar a AHA de anemias congênitas causadas por anor- 
malidades no citoesqueleto do eritrócito, nas enzimas ou na hemo- 
globina. O DAT pode ser positivo em decorrência de IgG e/ou com- 
ponentes do complemento, dependendo da classe ou da subclasse de 
autoanticorpo envolvida. No entanto, um DAT positivo por si não sig- 
nifica que o indivíduo tem AHA. Aproximadamente 8% dos pacientes 
hospitalizados têm um DAT positivo sem quaisquer sinais de hemólise 
(Petz, 1993). Nos pacientes em que se suspeita de AHA, a triagem de 
anticorpo também pode ser positiva como resultado da presença de 
autoanticorpo livre no soro. 

Os autoanticorpos são categorizados como frios (em geral IgM) ou 
quentes (geralmente IgG), com base na temperatura da reatividade 
in vitro no IAT. Em alguns casos, os pacientes podem ter AHA do ti- 
po misto, com autoanticorpos reativos frios e quentes. Os anticorpos 
causadores dessas categorias de anemias estao descritos aqui; em ou- 
tro capitulo há mais informações sobre a etiologia e a fisiopatologia 
da AHA. 


Anemia hemolítica Autoimune quente (AHAQ) 


Os indivíduos com autoanticorpos reativos quentes são responsá- 
veis por aproximadamente 70 a 80% dos casos de AHA, com inci- 
dência global de cerca de 1 em 50.000 a 1 em 80.000 (Issitt, 1998). A 
anemia hemolítica autoimune quente (AHAQ) pode ser classificada 
em primária ou idiopática (de etiologia desconhecida) ou secundária. 
A AHAQ secundária em geral é observada em doenças autoimunes 
(frequentemente o lúpus eritematoso sistêmico), distúrbios linfopro- 
liferativos e após infecções virais. Com o advento de procedimentos 
diagnósticos aprimorados, a percentagem de AHAQ classificada como 
idiopática caiu para cerca de 30% dos casos (Issitt, 1998). Pacientes 
com autoanticorpos quentes e DAT positivo não apresentarão anemia 
sintomática, mas ela pode ocorrer em um estado crônico compensado 
por algum tempo antes de progredir para anemia franca. 


Características sorológicas 

Os anticorpos causais na AHAQ em geral são IgG e de natureza 
policlonal, exibindo reatividade ótima a 37°C. A grande maioria dos 
anticorpos quentes presentes no soro e/ou recuperada em eluídos de 
eritrócitos de pacientes só pode ser demonstrada pela técnica do IAT. 

Em cerca de 80% dos casos de AHAQ, autoanticorpos quentes se- 
rão demonstrados nos eritrócitos dos pacientes. Os perfis do DAT 
em vários grandes estudos mostram que 40 a 50% devem-se a IgG 
apenas, 45 a 60% são IgG e complemento e 0 a 15% são apenas com- 
plemento (Issitt, 1998). Nas circunstâncias em que o DAT é negativo, 
o uso de técnicas mais sensíveis, como de radioisótopos ou o teste da 
antiglobulina direto marcado com enzima, pode demonstrar níveis 
baixos de IgG ou, menos frequentemente, IgM e IgA nos eritrócitos 
(Englefriet, 1992). 

Estudos sobre a subclasse de imunoglobulina na AHAQ indicam 
que os anticorpos causais são predominantemente IgG1 e/ou IgG3. 
Apesar da capacidade dessas subclasses de ativar complemento, a des- 
truição imune das células autólogas do paciente ocorre bastante no 
baço e no fígado, pelas vias extravasculares. Pacientes cujos eritrócitos 
estão cobertos com anticorpos IgG3 são mais propensos a exibir ane- 
mia franca, aparentemente por causa da maior capacidade da IgG3 de 
ligar-se a receptores Fc nos macrófagos (Englefriet, 1992). Um estudo 
mais recente mostrou que a presença de múltiplas subclasses de IgG, e 
não de uma única subclasse, têm um efeito sinérgico sobre a intensi- 
dade da hemólise (Fabijanska-Mitek, 1997). 

Em geral, os autoanticorpos quentes exibem ampla especificidade, 
reagindo com todos os eritrócitos normais. Muitos anticorpos ampla- 
mente reativos podem mostrar especificidade pelo Rh, falhando em 
reagir com eritrócitos Rhys As vezes, os autoanticorpos demons- 
tram uma única especificidade pelo Rh, como anti-e (mais frequente- 
mente) ou anti-c. Também há relatos que incluem especificidade dos 


autoanticorpos pelos sistemas de grupo sanguíneo Kell, Kidd, MNSs e 
ABO, bem como anti-Vel e anti-LW. Relativamente, poucos indivídu- 
os com AHAQ terão uma única especificidade isolada (Issitt, 1998). 
Ocasionalmente, um autoanticorpo poderá simular uma especifici- 
dade de aloanticorpo isolada, mas outros testes mostram que o anti- 
corpo pode ser adsorvido à exaustão com células positivas ou negati- 
vas para o antígeno. Esses anticorpos simuladores podem ocorrer em 
pacientes positivos ou negativos para o antígeno correspondente, e o 
autoanticorpo pode ou não ser reativo in vitro (exceto por estudos de 
adsorção-eluição) com as próprias células do paciente (Issitt, 1998). 


Testes sorológicos além do DAT 

Em geral, evita-se ao máximo uma transfusão em pacientes com 

AHAQ. Se for necessária, é importante caracterizar o autoanticorpo 
e excluir a presença de aloanticorpos nos eritrócitos. As estratégias tí- 
picas de investigação devem incluir sempre adsorção do soro, segui- 
da pela detecção e pela identificação do anticorpo no soro adsorvido. 
Também podem ser feitos testes subsequentes com o anticorpo eluído, 
embora raras vezes isso proporcione mais alguma informação útil, a 
menos que o soro não seja reativo. 
Autoadsorção. Como um autoanticorpo sérico forte e amplamen- 
te reativo pode mascarar a presença de aloanticorpos significativos, 
devem ser realizados estudos de adsorção nesses pacientes. A autoa- 
dsorção usando-se células autólogas pode ser feita em pacientes que 
não tenham recebido transfusão recentemente (nos últimos 3 meses). 
No caso de pacientes com um DAT positivo forte, as células autólogas 
devem ser tratadas com ZZAP (Branch, 1982) antes da absorção. A 
ZZAP contém DTT, que reduz as pontes de dissulfeto nos autoanti- 
corpos IgG que cobrem os eritrócitos. Isso desestabiliza a estrutura da 
imunoglobulina, tornando os autoanticorpos suscetíveis à digestão 
pela papaína ativada por cisteína, o segundo componente da ZZAP. 
Ao remover o autoanticorpo ligado das células, o tratamento com 
ZZAP aumenta a capacidade adsortiva dos eritrócitos autólogos (ver 
Fig. 34.25). Se o soro contiver uma alta concentração de autoanticor- 
po, podem ser necessárias autoabsorções múltiplas, sequenciais, para 
remover toda a atividade de anticorpo. Caso disponível em quantida- 
de suficiente, deve-se usar soro autoadsorvido para fazer a prova de 
reação cruzada, em particular se os testes para detecção de anticorpo 
revelarem a presença de aloanticorpos subjacentes. 

Se o paciente tiver recebido transfusões recentemente, e o fenótipo 
de seus eritrócitos for conhecido, a adsorção pode ser feita usando- 
se células alogênicas do mesmo fenótipo do paciente. Como alterna- 
tiva, se o fenótipo dos eritrócitos do paciente for conhecido, podem 
ser feitas adsorções diferenciais em 3 alíquotas separadas do soro do 
paciente com amostras diferentes de eritrócitos dos fenótipos R, R; e 


Tabela 34.48 Características diferenciais das autoaglutininas eritrocitárias frias 


rr. Em uma das amostras de eritrócitos não deve haver Jk* e, em outra, 
Jk? (Brecher, 2002). O tratamento com ZZAP das células em adsorção 
destrói efetivamente os antígenos Fy* e Fy” e todos do sistema Kell, 
além dos antígenos M, N, S e s, conferindo, assim, às amostras com 
células em adsorção, a capacidade de remover atividade de autoanti- 
corpo, ao mesmo tempo que preserva os aloanticorpos potenciais no 
soro. As alíquotas diferentes de soro são, então, testadas contra células 
de fenótipo conhecido para detectar e/ou identificar especificidade de 
aloanticorpo. 

Eluição. Na maioria dos casos de AHAQ, um eluído das células do pa- 
ciente irá demonstrar o mesmo anticorpo amplamente reativo visto 
no soro. Nas raras circunstâncias em que o soro é apenas fracamen- 
te reativo ou negativo, um eluído pode concentrar o autoanticorpo 
quente para facilitar a identificação e a avaliação de seu espectro de 
reatividade. Se o eluído não for reativo com eritrócitos reagentes nor- 
mais, a presença de autoanticorpos medicamentosos deve ser investi- 
gada (ver adiante). 


Anemia hemolítica autoimune fria (AHAF) 

Autoanticorpos frios podem ser detectados no soro de muitos in- 
divíduos normais se testados sob as condições corretas. No entanto, 
a maioria desses anticorpos é de aglutininas frias benignas, que mos- 
tram reatividade ótima a 4°C e pouca ou nenhuma reatividade a 37°C. 
As aglutininas frias são mais frequentemente um mero aborrecimento 
que pode interferir na tipagem ABO/Rh, na detecção de anticorpo e 
na prova de reação cruzada usando AHG poliespecífica. Embora ge- 
ralmente ignoradas como clinicamente insignificantes, as aglutininas 
frias podem se tornar patológicas em virtude da amplitude térmica 
expandida e de um aumento significativo no título, frequentemente 
em associação a certos estados mórbidos. O teste da antiglobulina di- 
reto, junto com a titulação sérica e a caracterização da amplitude tér- 
mica, constituem os testes sorológicos mais importantes na avaliação 
de um possível diagnóstico de AHAF A Tabela 34.48 delineia algumas 
das características sorológicas diferenciais de vários autoanticorpos 
aglutinantes frios, tanto patológicos como benignos. 


Doença por hemaglutinina fria (DAF) 

A DAF é responsável por cerca de 20% do total de casos de AHA 
(Issitt, 1998). Como na AHAQ, a DAF pode ser idiopática ou secundá- 
ria, em particular após infecções por certas bactérias ou vírus. O anti- 
-A é o autoanticorpo mais frequente na DAF idiopática. Ele também 
pode causar DAF secundária de início agudo após infecções por Myco- 
plasma pneumoniae. Em contraste com as aglutininas frias anti-A em 
baixo título encontradas em soros normais (em geral menos de 1:64 
quando testados a 4°C), o título de anti-I na DAF costuma ser muito 


Especificidade de Significado clínico Triagem de Classe lg Forças relativas da reação com eritrócitos selecionados 
anticorpo anticorpo à temperatura ambiente' 
peo E O adulto Oord. umb. A; adulto As adulto Autólogo 
| DAF aguda associada a Positiva IgM 3+ f+ 3+ 3+ 3+ 
Mycoplasma pneumoniae com 
titulos de anticorpo > 1.000 a 4°C 
i DAF aguda associada a Positiva IgM f+ 3+ f+ f+ Mais fraco que Oord. umb. 
mononucleose 
Pr Causa rara de DAF Positiva Casos relatados 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 
de IgM, IgA, IgG 
P HPF associada a certas Negativa IgG’ Negativa nos testes de aglutinação rotineiros; autoanti-P é um 
infecções virais em crianças hemolisina bifásica (anticorpo de Donath-Landsteiner) 
H Benigno, exceto como Fraca a negativa IgM 3+ 3+ 1+ 2+ Oaf+ 
aloanticorpo no fenótipo Bombay 
IH Benigno Fraca a negativa IgM 3+ 1+ 1+ 2+ 0af+ 


* Expressão do antígeno: O sduho (I+ i- H+); O cordão umbilical (I- i+ H+"); A, (+ i- H+"); As (+ 1 — H+). 


' Células reagentes mostrando aglutinação em fase a 37°C podem ser muito mais fracas após conversão para IAT. 


* Pode ser diferenciado do anti-I por enzimas ou aumento do pH — a reatividade do anti-Pr diminui com ambas as técnicas. 


> Autoanti-P é o único autoanticorpo frio conhecido rotineiramente da classe IgG ao IAT. 
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alto, com variações de 1:10.000 a 1:1.000.000 (Prasad, 1993). O anti- 
corpo também tem uma amplitude térmica expandida, reagindo com 
eritrócitos em temperaturas na faixa de 30 a 34°C in vitro, especial- 
mente em testes com eritrócitos suspensos em albumina (Issitt, 1998). 
O DAT é tipicamente positivo com reagentes poliespecíficos e anti-C3. 

A hemólise in vitro resulta da ligação do anticorpo aos eritrócitos de 
um paciente nos vasos periféricos das extremidades, que são mais frias 
(32ºC e menos). À medida que as células recirculam para o centro do 
corpo e chegam à temperatura de 37°C, o complemento é ativado e 
as células são destruídas. A hemólise de células pode ocorrer no espa- 
ço intravascular, porém, de acordo com Garratty (1994b), ela ocorre 
mais comumente nas vias extravasculares (C3b), por macrófagos no 
sistema reticuloendotelial. A hemólise pode ser crônica ou episódica, 
dependendo da variação térmica do anticorpo, e pode ser desencadea- 
da por exposição a temperaturas frias. 

Como o anti-I reage em ampla escala com praticamente todos os 
eritrócitos adultos, o anticorpo pode causar grande dificuldade nas 
provas de reação cruzada. Conforme ocorre com os autoanticorpos 
quentes, uma das principais preocupações é detectar e identificar 
quaisquer aloanticorpos IgG potenciais subjacentes. As técnicas para 
evitar o autoanti-I no soro de teste podem incluir preaquecimento, au- 
toadsorção fria, adsorção com estroma de eritrócito de coelho (REST) 
ou tratamento do soro com reagentes sulfidrílicos, como o DTT ou o 
2-ME (ver “Técnicas especiais de identificação de anticorpo”). 

O anti-i é o segundo anticorpo que tem sido envolvido na AHAE 
detectado mais comumente como um autoanticorpo IgM frio em pa- 
cientes com mononucleose infecciosa e certos distúrbios imunoproli- 
ferativos, nos quais podem ser vistas as formas monoclonais de anti-i. 
Possivelmente, de 10 a 20% dos pacientes com mononucleose infec- 
ciosa terão títulos significativos de aglutininas frias, porém poucos 
irão realmente desenvolver DAF decorrente do anti-i (Prasad, 1993). 

Por fim, os anticorpos anti-Pr (originalmente denominado anti- 
Sp) são uma causa infrequente de DAF. Inicialmente, as especifi- 
cidades anti-Pr podem reagir como anti-A, porém elas podem ser 
diferenciadas por suas reações igualmente fortes com eritrócitos 
de cordão umbilical e de adultos (Tab. 34.48). Além disso, o anti- 
Pr não é reativo com eritrócitos tratados com enzima, enquanto o 
anti-I é facilitado pelo tratamento enzimático. Em pacientes com 
DAF, o anti-Pr costuma ser monoclonal e pode ser IgG, IgM ou IgA 
(Issitt, 1998). 


Hemoglobinúria paroxística fria 

A hemoglobinúria paroxística fria (HPF) é uma síndrome hemoli- 
tica autoimune, observada geralmente em crianças após infecção por 
caxumba, catapora, sarampo e outros vírus. Em termos históricos, 
também foi observada em pacientes com sífilis. O autoanti-P, também 
conhecido como anticorpo de Donath-Landsteiner (DL), é o agente 
causador da HPF, sendo uma auto-hemolisina bifásica capaz de se li- 
gar a eritrócitos em temperaturas frias e causar hemólise intravascular 
nessas células à temperatura corporal (Tab. 34.48). Tal característica 
pode ser demonstrada in vitro pelo procedimento diagnóstico de Do- 
nath-Landsteiner, para ajudar na confirmação da HPF. Nesse teste, são 
incubados 3 conjuntos de tubos contendo soro do paciente e células 
do grupo O, um a 4°C e depois a 37°C, um apenas a 4°C e um apenas a 
37°C. Se o primeiro conjunto mostrar hemólise, mas os outros 2 não, 
isso indica a presença da hemolisina bifásica característica da HPF. O 
teste de Donath-Landsteiner requer o uso de uma amostra de sangue 
fresco, para assegurar que um fornecimento adequado de comple- 
mento esteja disponível, uma vez que o complemento é relativamente 
instável e deteriora durante o armazenamento. Também é importante 
não colher o sangue com anticoagulante, como EDTA, porque a que- 
lação dos íons de cálcio impede a ativação do complemento e, portan- 
to, a hemólise in vitro. 

Como o autoanticorpo na HPF raramente reage acima de 4ºC in 
vitro, os testes rotineiros de detecção de anticorpo em geral são ne- 
gativos, e os de compatibilidade são compatíveis. É mais comum que 
eritrócitos do paciente sensibilizados pelo anticorpo DL resultem em 
um DAT positivo, em virtude apenas do C3, e geralmente só durante 
ou logo após um episódio de hemólise (Prasad, 1993). Como o anti- 
corpo dissocia-se facilmente dos eritrócitos durante a lavagem, o DAT 
costuma ser negativo com anti-IgG. No entanto, é possível detectar 


Tabela 34.49 Fármacos associados a DAT positivo e/ou hemólise 
decorrente de autoanticorpos medicamentosos 


Mecanismo relatado Fármaco 


Clorpromazina, ibuprofeno, levodopa, ácido 
mefenâmico, metildopa, nomifensina, pro- 
cainamida, tolmetina 


Indução de autoanticorpo 


Penicilina, carbenicilina, cefalotina, 
cefalosporinas de segunda e terceira gerações, 
eritromicina, meticilina, naficilina, tolbutamida 


Dependente de fármaco 
(adsorção de fármaco — alta 
afinidade de ligação à 
membrana celular) 
Dependente de fármaco Acetaminofeno, anti-histamínicos, 
(complexo imune — baixa cefalosporinas de segunda e terceira gerações, 
afinidade de ligação à membrana clorpromazina, isoniazida, fenacetina, 
celular, mas ativação eficiente quinidina, quinino, rifampicina, estibofeno, 
do complemento) estreptomicina, derivados da sulfonilureia, 
tetraciclina 
Adsorção de proteína Cefalotina, cisplatina, suramina 
não imunológica 


Dados de Brecher (2002). 


IgG se as células forem lavadas com solução fisiológica fria e testadas 
com reagente anti-IgG frio (Brecher, 2002). 


Testes diretos positivos da antiglobulina 
e anemia hemolítica medicamentosa 


Sabe-se que vários fármacos terapêuticos induzem DAT positivo e 
podem causar anemia hemolítica adquirida (ver Tab. 34.49). Também 
está bem documentado que pode ocorrer DAT positivo em pacientes 
que estejam recebendo terapia intravenosa com gamaglobulina em 
alta dose, por causa de anticorpos de grupos sanguíneos específicos 
adquiridos passivamente, bem como de ligação inespecífica a eritróci- 
tos por dímeros de IgG e agregados na preparação de gamaglobulina 
(Knezevic-Maramica, 2003). Tradicionalmente, havia 4 mecanismos 
propostos para explicar a anemia hemolítica medicamentosa: indução 
de autoanticorpo, formação de complexo imune, adsorção de fármaco 
e adsorção de proteína inespecífica. 

Mais recentemente, foi sugerido um modelo unificador (Salama, 
1992) que pode ser aplicável a muitos diferentes fármacos que se acre- 
dita operarem via os mecanismos supracitados. A hipótese sugere que 
o processo imune seja iniciado por uma interação primária entre eri- 
trócitos e o fármaco ou seus metabólitos, mesmo que o fármaco possa 
estar apenas fracamente ligado a eritrócitos in vivo. Isso fornece os de- 
terminantes compostos (ou neoantigenos) necessários para a produção 
de anticorpos farmacodependentes, como nos mecanismos de adsorção 
do medicamento e complexo imune, ou autoanticorpos farmacoinde- 
pendentes, que reconhecem alterações sutis na membrana do eritrócito. 
Para uma discussão completa desse tópico, ver Garratty (1994b). 


Estimulação da produção de autoanticorpo eritrocitário — 
farmacoindependente 

Cerca de 20% dos pacientes hipertensos que tomam metildopa (Al- 
domet) por mais de 3 a 6 meses acabarão desenvolvendo DAT positivo, 
mas apenas 0,8% irão desenvolver anemia hemolítica (Petz, 1993). O 
DAT gradualmente torna-se negativo após a interrupção do tratamen- 
to com metildopa, embora isso possa levar meses a mais de 2 anos. 
Sorologicamente, autoanticorpos eluídos de eritrócitos, ou livres no 
soro, são indistinguíveis de autoanticorpos encontrados em pacientes 
com AHAQ. Em geral, os anticorpos são da classe IgG, com cadeias 
leves K e À, e muitos mostram especificidade Rh. Um mecanismo pos- 
sível é que o fármaco se ligue à membrana celular e sutilmente altere a 
estrutura, formando neoantígenos que estimulam a formação de au- 
toanticorpo. Cerca de 10% dos pacientes com doença de Parkinson 
que tomam L-dopa, um fármaco estreitamente relacionado, também 
desenvolvem autoanticorpos eritrocitários, mas esses casos raramente 
resultam em hemólise franca (Petz, 1993). 


Autoanticorpos farmacodependentes 
Anticorpos do tipo penicilina (mecanismo de adsorção de fármaco). 
Cerca de 3% dos pacientes que recebem altas doses de penicilina in- 
travenosa (> 10-10º Ul/dia) desenvolvem DAT positivo, embora ape- 
nas poucos desses pacientes terão anemia hemolítica (Garratty, 1993). 
Produtos da degradação da benzilpenicilina exibem alta afinidade de 
ligação pela membrana eritrocitária, o que resulta na formação de de- 
terminantes haptênicos benzilpeniciloil (BPO). Certos pacientes podem 
formar altos títulos de anticorpos contra metabólitos da penicilina e, em 
menor extensão, componentes da membrana eritrocitária. O complexo 
anticorpo-fármaco-eritrócito resultante produz um DAT positivo com 
anti-IgG. O DAT volta a tornar-se negativo dias a várias semanas após 
a interrupção da administração de penicilina. Em geral, tanto o soro do 
paciente como eluídos preparados a partir de eritrócitos do paciente re- 
agem apenas com eritrócitos cobertos por penicilina nos testes in vitro. 
Os anticorpos penicilínicos podem ser IgM ou IgG. Os primeiros são 
muito comuns se for empregado um método sensível para detecção. 
Os anticorpos associados a anemia hemolítica imune normalmente 
são do isotipo IgG (Garratty, 1993). A hemólise costuma ocorrer por 
destruição extravascular mediada por células do sistema RE, embo- 
ra haja relatos de casos raros de hemólise intravascular mediada por 
complemento. Vários casos de anemia hemolítica adquirida também 
foram relatados em associação a cefalosporinas de primeira geração, 
cefalotina e cefalosporinas de última geração, por um mecanismo si- 
milar ao da penicilina. 
Anticorpos da membrana celular/farmacológicos (complexo imu- 
ne). Uma ampla variedade de fármacos pode causar anemia hemoli- 
tica via o chamado mecanismo do complexo imune (Tab. 34.49). No 


conceito unificador, esses fármacos ligam-se fracamente à membrana 
do eritrócito, com formação subsequente de anticorpos que reagem 
tanto com o fármaco como com componentes da membrana. O com- 
plexo célula-fármaco-anticorpo pode, então, estimular a ativação da 
cascata do complemento. Os fármacos que agem por esse mecanismo 
mais frequentemente estão associados a episódios de hemólise intra- 
vascular aguda, com hemoglobinemia e hemoglobinúria que podem 
ser fatais (Petz, 1993). O DAT nesses casos costuma ser positivo com 
anti-C3 apenas. Os anticorpos implicados podem ser IgM ou IgG 
(Brecher, 2002). Eles só podem ser detectados nos sistemas de teste 
em que soro ou eluído, células de teste e fármaco livre estão presen- 
tes simultaneamente. Embora o mecanismo que leve à produção de 
anticorpo possa ser semelhante ao da chamada adsorção de fármaco, 
os fármacos nessa categoria são classificados separadamente, princi- 
palmente pelo resultado do DAT (C3d+) e pela hemólise intravascular 
característica grave. 

Adsorção não imunológica de proteínas séricas. Há relatos de que os 
pacientes que tomam cefalotina em altas doses (6 — 14 g/dia) por pe- 
ríodos prolongados desenvolvem DAT positivo, com uma frequência 
que varia amplamente de 3 a 81% (Garratty, 1993). A hemólise estar 
associada ao fenômeno é um evendo raro, se existente (Brecher, 2002). 
Subsequentemente, mostrou-se que eritrócitos expostos à cefalotina 
in vitro são capazes de adsorver de forma inespecífica proteínas plas- 
máticas e séricas (albumina, imunoglobulinas, complemento), que 
podem ser detectadas por soros AHG poliespecíficos no DAT. Levan- 
tou-se a hipótese de que a adsorção ocorra por causa de uma alteração 
nas propriedades da membrana eritrocitária induzidas pela cefalotina 
e por outros fármacos. 
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Medicina de transfusão 





Robertson D. Davenport MD, Paul D. Mintz MD 


Aspectos gerais 
Coleta de sangue 


Produção de componentes do sangue 
Hemácias 
Plasma 
Fator anti-hemofílico crioprecipitado 
Concentrados de plaquetas 
Componentes leucocitários 
Componentes do sangue com redução de leucócitos 
Componentes especiais 
Redução de patógenos 


Seleção de componentes do sangue 
Hemacias 
Plaquetas 


Teste pré-transfusional 


Administracao da transfusao 
Terapia com componentes do sangue 
Transfusão em massa 
Transfusão neonatal e pediátrica 


CO PONTOS-CHAVE 
e Os critérios de pi ae de doadores de sangue 
são estabelecidos pelo FDA com o objetivo de minimizar 


riscos, tanto para o doador como para o receptor da transfusão. 


e Os componentes do sangue (hemácias, concentrados de plaquetas, 
plasma fresco congelado, crioprecipitados) são manufaturados 

e armazenados, de modo a minimizar a perda funcional dos 
constituintes de interesse. 


e A redução de leucócitos dentre os componentes do sangue 
diminui a aloimunização aos antígenos do HLA, a transmissão de 
CMV e a ocorrência de reações bri A irradiação dos componentes 
do sangue pode prevenir a doença do enxerto versus hospedeiro 
(DEVH). 


e A identificação acurada da amostra de sangue pré-transfusional 
e do receptor pretendido constitui a etapa mais importante da 
prevenção de reações transfusionais hemolíticas agudas. 


e A transfusão restritiva de hemácias (concentração-alvo de 
hemoglobina [Hb] igual a 7-9 g/dL) está associada à melhora da 
sobrevida em pacientes criticamente doentes com menos de 55 anos 
de idade ou que apresentam pontuações mais baixas de APACHE II. 
e A transfusão de plaquetas, em geral, é indicada para casos de 
sangramento microvascular, contagens plaquetárias < 10.000/mL 

ou contagens plaquetárias < 50.000/mL antes da realização de um 
procedimento invasivo. 


e A falha em responder à transfusão de plaquetas pode ter causa 
imune (anticorpos plaqueta-específicos ou HLA), causa não imune 
clínica (sangramento, esplenomegalia, DIC, medicamentos) ou 
causas especificamente relacionadas ao produto (incompatibilidade 
ABO, idade do componente). 


e A transfusão de plasma geralmente é indicada para casos de 
deficiência de fator de coagulação, DIC, coagulopatia por diluição, 
reversão urgente de Coumadin e TTP. 


e Os efeitos adversos potencialmente severos da transfusão incluem 
reações hemolíticas, reações alérgicas, lesão pulmonar aguda 
associada à transfusão, contaminação bacteriana e DEVH. 
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e Atualmente, os riscos de transmissão transfusional de HIV ou 
hepatite são bastante baixos, contudo, os riscos de transmissão 
de outras doenças (CMV, parvovírus B-19, vírus West Nile) via 
transfusão podem ser significativos em algumas populações. 


Aspectos gerais 


A medicina de transfusão (MT) é uma especialidade multidiscipli- 
nar que abrange todos os aspectos envolvendo a doação de sangue, 
preparo de componentes do sangue, sorologia de células sanguíneas e 
terapia de transfusão de sangue. O termo “banco de sangue” tem sido 
amplamente substituído por medicina de transfusão, para enfatizar a 
importância da assistência ao paciente e dos resultados clínicos. 

Em termos operacionais, a MT se divide em centros de sangue e ser- 
viços de transfusão. Os centros recrutam e coletam sangue de doado- 
res, bem como manufaturam e distribuem os componentes do sangue. 
Os serviços de transfusão realizam provas de reação cruzada pré-trans- 
fusionais, selecionam e providenciam componentes sanguíneos para 
os pacientes e fornecem suporte médico para transfusões de sangue. A 
maioria dos serviços de transfusão hospitalares não coleta seu próprio 
sangue e, em vez disso, contam com os centros de sangue regionais. 

Os centros de sangue e os serviços de transfusão (coletivamente 
conhecidos como estabelecimentos do sangue) são regulados pelo 
Food and Drug Administration (FDA). Todos os estabelecimentos 
devem ser registrados junto ao FDA, enquanto os centros que manu- 
faturam componentes sanguíneos devem ser licenciados. É o FDA que 
define todos os critérios de aceitabilidade para doadores de sangue, 
desempenho de testes pré-transfusionais, manufaturamento de com- 
ponentes sanguíneos, testes para detecção de doenças infecciosas em 
doadores e avaliação e relato de eventos adversos associados à trans- 
fusão. Os estabelecimentos de sangue estão sujeitos a inspeções perió- 
dicas do FDA sem aviso prévio. A adequação aos regulamentos fede- 
rais é um aspecto essencial da MT. Organizações profissionais, como 
AABB, College of American Pathologists (CAP) e Joint Commission 
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/76 on the Accreditation of Healthcare Organizations (JCAHO), possuem 


padrões de acreditação destinados aos serviços de transfusão e reali- 
zam inspeções com pares voluntários. 


Coleta de sangue 


Aproximadamente 60% da população adulta dos EUA é elegível 
para doar sangue, embora apenas cerca de 5% o façam a cada ano. São 
coletados, aproximadamente, 15 milhões de unidades de sangue total 
e hemácias por ano nos EUA. Em teoria, todos os doadores são volun- 
tários e não recebem recompensas. Em média, os doadores de sangue 
são indivíduos do sexo masculino, com grau de instrução de nível 
superior, estão na faixa de 30 a 50 anos de idade, são casados e pos- 
suem renda acima da média. Entretanto, tem havido um crescimento 
do número de doações provenientes de mulheres e de grupos minori- 
tários. À medida que aumenta a utilização de componentes do sangue 
e as exigências de seleção para os doadores se tornam mais rígidas, o 
recrutamento de novos doadores passa a ser crítico para assegurar um 
suprimento adequado de sangue. 

Os critérios exigidos dos doadores são estabelecidos visando a 
garantir a proteção tanto do doador de sangue como do receptor da 
transfusão. Os atuais (2006) critérios de qualificação de doadores 
adotados estão listados na Tabela 35.1. Os itens que visam a prote- 
ger o doador são: a idade mínima de 17 anos, peso mínimo de 49,9 
kg, sinais vitais normais, concentração mínima de Hb e intervalo de 
tempo (especificado) entre doações. Os critérios a serem observados 
para garantir a proteção do receptor são: história ou fatores de risco 
para transmissão de doença infecciosa (hepatite, HIV, malária, entre 
outras), risco de bacteremia, ingestão de certas medicações e história 
de malignidade. Os centros de sangue devem manter um registro de 
doadores deferidos e, antes de receber qualquer doação, é necessário 
checar se o doador está incluído nesse registro. É típico conceder ao 
doador uma oportunidade de indicar confidencialmente que sua doa- 
ção não deve ser utilizada para fins de transfusão (autoexclusão). Por 
fim, cada doação deve ser testada quanto à presença de marcadores de 
doenças infecciosas, conforme as regulamentações do FDA. As atuais 
(2006) exigências do teste de doadores são listadas na Tabela 35.2. 

O sangue deve ser coletado de modo a minimizar o risco de conta- 
minação por bactérias. A pele e o sítio de punção venosa devem ser 
preparados por esfregação e lavagem com agente antibacteriano. Em 
seguida, o sangue total é coletado em bolsas estéreis contendo anti- 
coagulante, as quais são presas a bolsas-satélite para facilitar a manu- 
faturação do componente num sistema fechado. A velocidade do 
fluxo sanguíneo deve ser suficiente para prevenir a formação de coá- 
gulos durante a flebotomia. O volume de sangue retirado correspon- 
de a menos de 10% do volume total de sangue estimado do doador. 
Normalmente, as doações de sangue total são de 450 ou 500 mL. 

Os componentes do sangue também podem ser coletados por afé- 
rese. À vantagem da doação por aférese é a possibilidade de obter um 
volume maior dos componentes de interesse a partir de uma única 
doação. A doação por aférese é mais comumente realizada para coleta 
de plaquetas (plaquetas de doador único). O plasma também pode ser 
coletado dessa forma, tipicamente ao mesmo tempo que as plaquetas. 
A doação por aférese permite a coleta de duas unidades de hemácias 
a partir de doadores adequados. Também é possível coletar leucóci- 
tos por aférese. Nesse caso, a coleta é mais comumente realizada para 
obtenção de células progenitoras hematopoéticas para transplantação 
autóloga ou alogênica. Granulócitos e células mononucleares podem 
ser coletadas por aférese para fins especiais. 

A doação autóloga consiste na coleta de sangue de um paciente antes 
da realização de uma cirurgia previamente agendada, para transfu- 
são durante ou após a realização do procedimento, com o intuito de 
compensar a perda sanguínea esperada. A transfusão autóloga evita a 
transmissão de patógenos transmissíveis pelo sangue oriundos de doa- 
dores alogênicos, sendo preferida por certos pacientes. Contudo, não 
é totalmente isenta de risco, principalmente no que se refere à con- 
taminação bacteriana. Ainda é controverso se a transfusão autológa 
verdadeiramente reduz (ou não) a necessidade de uma transfusão alo- 
gênica, ou se melhora o resultado apresentado pelo paciente. Nenhum 
benefício — em termos de redução da exposição ao sangue alogénico 
ou melhora de resultados — foi demonstrado através das triagens alea- 


Tabela 35.1 Requerimentos para qualificação do doador alogênico 


Categoria 


Idade 


Volume de sangue 
total coletado 


Intervalo entre 
doações 


Pressão sanguínea 


Pulsação 


Temperatura 
Hemoglobina 
Terapia 
farmacológica 


História médica 
geral 

Gravidez 

Receptor de 
transfusão de sangue 
ou transplante 

de tecido 
Vacinações e 
Imunizações 


Doenças infecciosas 


- adiar por tempo 


indeterminado 


Doenças 
infecciosas — 
adiar por 
12 meses 


Vírus West Nile 


Malária 


Critérios 


Idade mínima de 17 anos 
Volume máximo de 10,5 mL/kg 


8 semanas após uma doação de sangue total 

16 semanas após a coleta de duas unidades de hemácias 

4 semanas após uma aférese infrequente 

Ao menos 2 dias após uma aférese de plasma, plaquetas ou 
leucócitos 

< 180 mmHg - sistólica 

< 100 mmHg - diastólica 

50-100 batimentos por minuto, sem irregularidades 
patológicas 

< 50 batimentos é considerado aceitável, desde que se trate 
de um atleta saudável 

< 37,5°C oralmente 

> 12,5 g/dL 

Finasteride, isotretinoína — atrasar 1 més após a última dose 
Dutasteride — atrasar 6 meses após a última dose 

Acitretin — atrasar 3 anos após a última dose 

Etretinate — protelar indefinidamente 

A ingestão de medicamentos inibidores irreversíveis da 
função plaquetária (aspirina) dentro de 36 horas após a 
doação impede o uso do doador como fonte única de 
plaquetas 

Livre de doença em órgão importante, câncer, tendência 

a sangramentos anormais 

Protelar por 6 meses 


Protelar por 12 meses 

História familiar de CJD, de ter sido receptor de dura-máter 
ou de hormônio de crescimento pituitário — protelar 
indefinidamente 

Receptor de vacinas contendo toxoide, partículas sintéticas 
ou de vírus morto, partículas bacterianas, entre outros tipos 
de vacina — não protelar 

Receptor de vacina contendo o vírus vivo atenuado ou 
vacina de bactéria — adiar 2 ou 4 semanas 

Vacina contra varíola — consultar as diretrizes estabelecidas 
pelo FDA vigentes 

Vacinas de imunoglobulina contra hepatite B e vacinas sem 
licença — adiar por 12 meses 

Hepatite viral após o 11º aniversário 

Teste positivo para detecção de antígeno de superfície da 
hepatite B 

Repetição de teste reativo para anticorpos anti-HBC em mais 
de uma ocasião 

Evidência clínica ou laboratorial de infecção por HCV, HTLV 
ou HIV, segundo as normas estabelecidas pelo FDA em vigor 
Doação prévia associada à transmissão de hepatite, HIV ou 
HTLV 

História de babesiose ou doença de Chagas 

Estigma do uso de farmacos parenterais 

Injeção de fármacos sem prescrição 

Risco de vCJD, de acordo com as atuais diretrizes do FDA 
Membranas mucosas expostas ao sangue 

Pele não estéril ou perfuração com agulha 

Contato sexual com um indivíduo com confirmação de 
positividade ao teste de detecção de antígeno de superfície 
da hepatite B 

Contato sexual com um indivíduo com hepatite viral 
Contato sexual com um indivíduo infectado pelo HIV ou 
que apresente maior risco de contrair infecção pelo HIV 
Encarceramento em instituição de correção por mais de 

72 horas consecutivas 

História de sífilis ou gonorreia 

Adiar, conforme as diretrizes estabelecidas pelo FDA em 
vigor 

Diagnóstico confirmado — protelar por 3 anos até o 
indivíduo se tornar assintomático 

Viajar para ou residir em área endêmica, conforme definido 
pelo CDC — protelar seguindo as diretrizes estabelecidas 
pelo FDA 


Tabela 35.2 Teste de detecção de doenças infecciosas para doadores 


Antígeno de superfície da hepatite B 

Anticorpo antinuclear da hepatite B (enzimaimunoensaio, EIA) 
Anticorpo antiviral da hepatite C (enzimaimunoensaio, EIA) 
Anticorpos anti-HIV-1 e anti-HIV-2 (enzimaimunoensaio, EIA) 
Anticorpos anti-HTLV-I e anti-HTLV-I] (enzimaimunoensaio, EIA) 
Teste sorológico para sífilis 

RNA viral da hepatite C (teste do ácido nucleico) 

RNA do HIV (teste do ácido nucleico) 

DNA do vírus West Nile (teste do ácido nucleico, em avaliação) 
DNA do vírus da hepatite B (teste do ácido nucleico, em avaliação) 


tórias prospectivas controladas realizadas até o momento. Candidatos 
à doação autóloga não podem apresentar doenças subjacentes que os 
coloque em risco diante desse procedimento. Também não podem 
ser significativamente anêmicos, ainda que sejam aceitáveis níveis de 
Hb inferiores aos recomendados para doações alogênicas. Não podem 
apresentar risco de bacteremia, uma vez que a consequência adversa 
mais grave de uma transfusão autóloga é a contaminação por bacté- 
rias. Pacientes com doença cardíaca, em particular estenose aórtica, 
podem ser intolerantes à flebotomia. A gravidez em si não constitui 
uma contraindicação à doação autóloga, no entanto, esse tipo de 
doação somente tem valor para pacientes gestantes em situações de 
alto risco, como placenta prévia. A doação autóloga pode ser mais 
frequente do que as doações alogênicas. Tipicamente, 2 a 3 unidades 
devem ser coletadas várias semanas antes da realização da cirurgia. É 
ideal que, entre a doação e a cirurgia, haja tempo suficiente para a 
recuperação de uma porção substancial da massa de hemácias coleta- 
das. Para tanto, é necessário que o paciente receba suplementação de 
ferro. A estimulação da eritropoetina tem sido empregada de forma 
adjunta na doação autóloga. 

Alguns pacientes desejam escolher seus próprios doadores (doação 
dirigida ou designada), em vez de receberem sangue do suprimento 
sanguíneo da comunidade. Através dessa escolha, tais pacientes ima- 
ginam poder contar com maior segurança, embora não haja evidên- 
cias de que a doação dirigida reduza o risco de transmissão de doenças 
por transfusão. Os doadores designados devem estar de acordo com os 
critérios estabelecidos para a doação de sangue alogênica. Além disso, 
tais doadores devem ser compatíveis com o pretenso receptor. Existem 
determinadas situações em que a doação dirigida é contraindicada. A 
doação materna de qualquer componente sanguíneo contendo plasma 
para seu filho é particularmente problemática, pois durante a gestação 
é comum haver formação de anticorpos maternos contra os antígenos 
HLA fetais. Desse modo, a transfusão desses anticorpos pode precipitar 
o aparecimento de lesão pulmonar aguda associada à transfusão (ver 
adiante). Transfusões envolvendo parentes próximos devem ser evita- 
das no caso de receptores de transplante de células progenitoras hema- 
topoéticas, porque o risco de imunização ao HLA e outros antígenos de 
histocompatibilidade pode colocar em perigo a sobrevida do enxerto. 
Há raras circunstâncias em que a doação dirigida pode ser desejável, 
tais como ante a necessidade de compatibilidade envolvendo grupos 
sanguíneos raros e limitação da exposição de doadores em casos de 
pacientes com exigências transfusionais prolongadas (p. ex., anemia 
aplásica). Na trombocitopenia aloimune neonatal, a coleta de plaque- 
tas maternas pode ser a melhor forma de obter plaquetas compatíveis 
antígeno-negativas. Antigamente, a transfusão doador-específica era 
utilizada na transplantação de rim. Entretanto, com os atuais regimes 
imunossupressores, esse tipo de transfusão passou a ter um valor ques- 
tionável em termos de prolongamento da sobrevida do enxerto renal. 

As doações podem produzir efeitos adversos. Até 36% dos doado- 
res entrevistados 3 semanas após a doação relataram a ocorrência de 
algum efeito colateral, mínimo na maioria dos casos, como ferimento 
ou dor no braço (Newman, 2003). Efeitos adversos mais graves, tais 
como sintomas vasovagais, ocorrem em 5% dos doadores, enquan- 
to 1% apresentam náusea e vômitos. Doadores veteranos são menos 
propensos a desenvolverem reações do que aqueles que fizeram sua 
primeira doação. Indivíduos de menor estatura correm risco maior 


de sofrer síncope pós-doação. A maior parte das reações de síncopes 
ocorre logo após a doação. Entretanto, também é possível haver rea- 
ções tardias, que podem ter consequências bastante sérias caso o doa- 
dor esteja trabalhando ou conduzindo um veículo. Muito raramen- 
te, pode ocorrer punção arterial ou lesão de nervo (Newman, 1996, 
2001). Existem relatos de ataques convulsivos subsequentes a doações 
de sangue, embora seja improvável que haja alguma relação causal 
(Krumholz, 1995). Alguns doadores altamente apreensivos apresen- 
tam hiperventilação, com consequente alcalose respiratória e tetania. 
Casos como esse podem ser facilmente controlados, fazendo o pacien- 
te respirar dentro de um saco de papel. 

A equipe que trabalha junto ao local de coleta deve estar preparada 
para tratar as possíveis reações que os doadores venham a apresentar. 
Uma síncope vasovagal em geral pode ser facilmente monitorada atra- 
vés do posicionamento do paciente em supinação, seguida da aplica- 
ção de uma compressa fria em sua testa. A administração de líquidos 
endovenosos raramente se faz necessária. O local deve contar com um 
médico para dar consultas e também deve haver disponibilidade de 
atendimento emergencial em casos de necessidade. As reações vasova- 
gais podem ser minimizadas através da hidratação prévia do doador, 
ou com cafeína (Sauer, 1999). 


Produção de componentes do sangue 


É comum manufaturar doações de sangue total em componentes. 
Esse procedimento facilita o tratamento de diferentes pacientes que 
estejam necessitando de hemácias, proteínas plasmáticas ou plaque- 
tas. A manufaturação de componentes do sangue objetiva preservar 
a viabilidade e a função, bem como evitar a ocorrência de alterações 
detrimentais ou contaminação dos constituintes de interesse. 


Hemácias 


As hemácias (células vermelhas sanguíneas |CVSs]) são preparadas a 
partir do sangue total por meio de centrifugação e remoção do plasma. 
A solução anticoagulante mais comumente utilizada para as CVSs é a 
CPDA-1, que é suplementada com dextrose e adenina para preservar 
os níveis de ATP das CVSs. As hemácias em CPDA-1 podem ser arma- 
zenadas por até 35 dias a 1 a 6°C. Durante o processo de manufatu- 
ração as CVSs também podem ser tratadas com uma solução aditiva 
contendo glicose e outras substâncias. Essa solução permite o armaze- 
namento por períodos maiores (42 dias) e contam com um hematócri- 
to menor. Durante o armazenamento, as hemácias sofrem alterações 
associadas à senescência semelhantes ao processo de envelhecimento 
in vivo, em que as hemácias são rapidamente eliminadas pelo baço. O 
tempo máximo de armazenamento das CVSs é definido pela necessi- 
dade de recuperar 70% das células transfundidas 24 horas após a trans- 
fusão. Durante o armazenamento das hemácias, há escape de potássio 
intracelular, cuja concentração no sobrenadante das CVSs pode chegar 
a 76 mmol/L — aparentemente bastante elevado. Entretanto, a con- 
centração total de potássio contida em uma unidade de CVSs fora da 
data é pequena, quando comparada às necessidades fisiológicas diárias, 
sendo raro haver hipercalemia subsequente à transfusão, a não ser em 
circunstâncias especiais (ver adiante). As hemácias perdem 2,3-DPG 
intracelular durante o armazenamento, resultando no deslocamen- 
to da curva de dissociação de oxigênio-hemoglobina para a esquer- 
da. Assim, pouco depois da transfusão, as hemácias apresentam uma 
afinidade relativamente alta pelo oxigênio. Os níveis normais de 2,3- 
DPG são restaurados em 24 horas após a transfusão. O deslocamento 
da associação do oxigênio que ocorre durante o armazenamento rara- 
mente possui significado clínico. 


Plasma 


O plasma pode ser armazenado no estado líquido a 1 a 6°C ou con- 
gelado para preservação por maior tempo. No estado líquido, sob 
as temperaturas do refrigerador, há perda de fatores de coagulação 
lábeis, principalmente dos fatores VIII e V. Dentro de um período de 
8 horas após a coleta, o plasma fresco congelado (PFC) é separado das 
hemácias e mantido a —18°C, podendo ser armazenado por até 1 ano 
nessas condições ou sob temperaturas ainda mais baixas. Antes da 
transfusão, o PFC é descongelado a 37°C e deve ser utilizado em até 
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778 24 horas. O plasma descongelado que não for utilizado nesse período 


pode ser novamente rotulado como “plasma” e mantido na geladeira 
no máximo por 5 dias, ainda preservando níveis adequados de fatores 
V e VIII (Downes, 2001). 


Fator anti-hemofilico crioprecipitado 


O Fator Anti-hemofilico Criopreservado (crioprecipitado ou crio) 
constitui a porção insolúvel do plasma remanescente após o descon- 
gelamento do PFC, mantida sob refrigeração. Contém aproximada- 
mente 50% do conteúdo total de Fator VIII e 20 a 40% do conteú- 
do total de fibrinogênio presente na unidade de plasma original. O 
crio também contém Fator de von Willebrand (vWE) e Fator XIII. As 
regulamentações estabelecidas pelo FDA determinam que a unidade 
de crioprecipitado contenha ao menos 80 UI de Fator VIII, embora 
a maioria dos centros de sangue consiga rendimentos mais altos na 
rotina. Uma unidade de crioprecipitado contém cerca de 250 mg de 
fibrinogênio; contudo, não é exigida a realização do teste para sua 
quantificação. O Fator Anti-hemofílico Criopreservado representou 
um avanço importante no tratamento da hemofilia A, anteriormente 
ao desenvolvimento de concentrados seguros de fator de coagulação 
purificado. Atualmente, o crio é utilizado principalmente como fonte 
de fibrinogênio. 


Concentrados de plaquetas 


Os concentrados de plaquetas (CPs) são preparados a partir do 
sangue total, através da centrifugação de plasma rico em plaquetas e 
expressão de plasma pobre em plaquetas. Os CPs devem conter no 
mínimo 5,5 x 10!º plaquetas/unidade. São armazenados à temperatu- 
ra ambiente (20-24ºC), uma vez que o armazenamento das plaquetas 
na geladeira (1—6°C) resulta em significativa diminuição da sobrevida 
pós-transfusional. As atuais normas estabelecidas pelo FDA permitem 
que o CP seja armazenado por até 5 dias sob agitação suave contínua. 
Ao final do período de armazenamento, o pH do CP deve ser s 6. É 
normal os CPs apresentarem uma pequena concentração de hemá- 
cias visivelmente aparente, além de poderem causar aloimunização 
aos antígenos eritrocitários. Os CPs contêm 30 a 50 mL de plasma. 
Comumente, é necessário agrupar 5 ou mais unidades de CP para 
obter a dose terapêutica típica de um paciente adulto. 

CPs preparados por aférese (plaquetaférese ou plaquetas de doa- 
dor único) são estocados e manipulados do mesmo modo que os CPs 
obtidos a partir de sangue total. Cada unidade de plaquetas de aférese 
deve conter, no mínimo, 3,0 x 10”! plaquetas. É possível coletar duas 
unidades de plaquetas numa única sessão de aférese a partir de alguns 
doadores. Uma unidade de plaquetas de aférese tipicamente fornece 
uma dose terapêutica para um paciente adulto. 


Componentes leucocitários 


Os granulócitos podem ser preparados por aférese, podendo ser 
armazenados à temperatura ambiente por até 24 horas. Todavia, após 
permanecerem in vitro ainda que brevemente, os granulócitos perdem 
um pouco da capacidade de circular e migrar para áreas inflamatórias 
(McCullough, 1983). É desejável que essas células sejam transfundidas 
o mais rápido possível, logo após a coleta. Usualmente, é necessário 
estimular o doador com G-CSF para obter um número de granulóci- 
tos que seja suficiente para produzir a dose terapêutica de um paciente 
adulto (Heuft, 2002). As unidades de granulócitos contêm quantidade 
significativa de hemácias e deve ser compatível com o receptor em ter- 
mos de grupo sanguíneo ABO. 

Células mononucleares coletadas por aférese podem represen- 
tar uma fonte de células progenitoras hematopoéticas (CPrHs) para 
transplantação autóloga ou alogênica. O número de CPrHs circulan- 
tes pode ser aumentado por meio da estimulação com fatores de cres- 
cimento (G-CSF ou GM-CSF). No caso de pacientes com linfoma ou 
malignidades hematológicas, CPrHs autólogas são tipicamente cole- 
tadas quando a medula óssea está se recuperando da quimioterapia, 
pois nesse momento há um número relativamente alto de células- 
-tronco circulantes. As CPrHs podem ser congeladas e armazenadas 
por longos períodos, após serem tratadas com um agente crioprotetor 
(p. ex., DMSO). Após o descongelamento a 37°C, as CPrHs devem 


ser transfundidas o quanto antes. As células mononucleares também 
podem ser utilizadas como fonte de linfócitos para indução de efeito 
enxerto vs. tumor, conhecido como infusão de linfócitos do doador 
(DLI, donor lymphocyte infusion) (Gilleece, 2003). 


Componentes do sangue com 
redução de leucócitos 


Os leucócitos presentes entre os componentes do sangue, particu- 
larmente CVSs e CP, podem causar efeitos adversos. Tais efeitos são 
reações transfusionais não hemolíticas febris, imunização contra 
antígenos leucocitários (em particular dirigida ao HLA) com subse- 
quente refratariedade a transfusões de plaquetas, transmissão de viro- 
ses associadas a leucócitos e DEVH. Para minimizar a maioria desses 
impactos adversos, muitos centros de sangue e serviços de transfusão 
instituíram o uso de componentes sanguíneos com redução de leu- 
cócitos para todas as transfusões (redução de leucócitos universal). É 
preciso notar que esse procedimento não parece reduzir a incidência 
da DEVH pós-transfusional e, portanto, não é utilizado para tal fim. 
Para considerar uma possível redução de leucócitos, os componentes 
do sangue devem ser preparados utilizando-se um método conhecido 
por diminuir o número total de leucócitos residuais a concentrações 
abaixo de 5 x 10º células/unidade de CVS ou de 8,3 x 10° células/CP 
derivado de sangue total (Fridey, 2003). 

A redução de leucócitos é tipicamente obtida por meio de filtração, 
seja no momento da manufatura do componente (redução de leucó- 
citos de pré-armazenamento) ou na transfusão (redução de leucócitos 
de pós-armazenamento). Ambos os métodos são efetivos para a remo- 
ção dos leucócitos. Entretanto, a redução de leucócitos de pré-armaze- 
namento proporciona a vantagem de prevenir o acúmulo de modifi- 
cadores da resposta biológica derivados de leucócitos, particularmente 
das citocinas, que podem provocar reações adversas (Heddle, 1999). 
Além disso, a filtração durante a manufaturação permite um melhor 
controle do processo. Certos dispositivos de aférese são capazes de 
produzir com segurança CPs contendo menos de 1 x 10º leucócitos. 
Com relação à distribuição dos subgrupos leucocitários, diferenças 
mínimas são observadas entre tais componentes e aqueles produzidos 
por filtração (Pennington, 2001). Essas diferenças, contudo, provavel- 
mente não possuem significado clínico. 

A redução de leucócitos pode apresentar falhas durante a filtração 
do sangue proveniente de doadores com característica falciforme. Tais 
falhas de filtração se devem à polimerização da Hb S num ambien- 
te com baixa tensão de oxigênio e alta osmolalidade (Beard, 2004). 
A redução de leucócitos não é um meio efetivo de prevenir a DEVH 
(Hayashi, 1993). Evidentemente, granulócitos e CPrHs não podem 
sofrer redução de leucócitos. 


Componentes especiais 


O plasma reduzido de crioprecipitado (plasma pobre em criopre- 
cipitado) consiste no sobrenadante remanescente da produção de 
crioprecipitado. Apresenta relativa deficiência das formas de alto peso 
molecular do fator de vWF e, ao mesmo tempo, retém níveis normais 
de metaloprotease clivadora de vWF (Blackall, 2001). Por essas razões, 
o plasma reduzido de crioprecipitado constitui alternativa atraente 
ao PEC para tratamento de paciente com púrpura trombocitopêni- 
ca trombótica (TTP, thrombotic thrombocytopenic purpura). Por outro 
lado, até o momento não há evidências definitivas de que a troca de 
plasma por plasma reduzido de crioprecipitado resulte em melhora 
do resultado apresentado pelo paciente. 

Após receberem agente crioprotetor (p. ex., glicerol), as hemá- 
cias podem ser armazenadas sob congelamento. As CVSs podem ser 
armazenadas em freezers mecânicos ou nitrogênio líquido por até 10 
anos. As unidades congeladas são rapidamente descongeladas a 37°C. 
O agente crioprotetor deve ser removido por meio da adição gradu- 
al de soluções de lavagem com osmolalidade decrescente. A falha em 
eliminar o glicerol adequadamente das CVSs congeladas pode resultar 
na hemólise das mesmas. A criopreservação e eliminação do glicerol 
de hemácias falciformes por meio dos métodos padrão podem resul- 
tar na formação de uma massa gelatinosa. Isso pode ser evitado ado- 
tando-se um processo modificado (Meryman, 1976). Após a remoção 
do glicerol, as hemácias podem ser armazenadas por até | dia a 1 a 


6°C, caso tenham sido processadas pelo método aberto, ou por até 14 
dias, se forem processadas pelo método fechado. O principal uso das 
CVSs congeladas reside na manutenção de um registro de unidades 
antígeno-negativas raras. 

CVSs e CPs podem ser lavados para remoção de proteínas e eletró- 
litos plasmáticos. Essa lavagem pode ser realizada manualmente ou 
através de métodos automatizados. Durante o processo de lavagem, 
pode haver perda considerável de células. Além disso, a lavagem de 
plaquetas pode acarretar agregação e ativação com consequente redu- 
ção da viabilidade (Pineda, 1989). Como se trata de um processo 
aberto, as hemácias lavadas podem ser estocadas por até 24 horas sob 
refrigeração, enquanto as plaquetas lavadas devem ser transfundidas 
dentro de 4 horas após a preparação. A principal aplicação dos com- 
ponentes lavados consiste na prevenção de reações alérgicas severas. À 
lavagem não é um mecanismo efetivo para reduzir leucócitos. 

A DEVH associada à transfusão (DEVH-AT) pode ser prevenida 
através da irradiação dos componentes que contêm linfócitos viáveis 
(CVS, CP, granulócitos e plasma não congelado). Para tanto, é feita 
a exposição aos raios y ou raios X. O centro do frasco contendo san- 
gue deve receber uma radiação mínima de 25 Gy, enquanto a periferia 
deve ser irradiada com pelo menos 15 Gy. A radiação provoca lesões 
cromossômicas que impedem a replicação dos linfócitos transfundidos 
no receptor. Por outro lado, as células irradiadas se tornam imuno- 
gênicas. Dessa forma, a irradiação não equivale à redução de leucóci- 
tos. A irradiação também causa lesões nas membranas das hemácias, 
aumentando o vazamento de potássio e diminuindo a sobrevida pós- 
-transfusional (Moroff, 1999). As hemácias irradiadas devem ter seu 
prazo de validade restrito ao máximo de 28 dias contados a partir da 
data da irradiação. As plaquetas aparentemente sofrem danos mínimos 
em decorrência da irradiação e, assim, seu prazo de validade não preci- 
sa ser alterado (Sweeney, 1994). Nitidamente, as CPrHs não devem ser 
irradiadas. A irradiação é insuficiente para prevenir a transmissão de 
infecções virais (p. ex., CMV) ou a contaminação por bactérias. 


Redução de patógenos 


Embora um grande progresso tenha sido alcançado em termos de 
redução dos riscos de transmissão de doenças por transfusão, tais ris- 
cos não foram totalmente eliminados. Além disso, há a possibilida- 
de de uma nova doença transmissível vir a emergir e, assim, ameaçar 
a segurança do sangue. Por esses motivos, no momento estão sendo 
ativamente desenvolvidas estratégias para inativar microrganismos 
contaminantes (redução de patógenos). Derivados do sangue, como 
albumina, concentrados de fatores de coagulação e imunoglobulinas, 
costumam ser tratados através de uma variedade de métodos. Dois 
desses métodos, aquecimento e solvente-detergente, são altamente efi- 
cazes contra os vírus das hepatites B (HBV) e C (HCV). O processo 
de tratamento por solvente-detergente rompe o envelope lipídico de 
virus como HIV, HBV e HCV. Entretanto, esse tratamento é ineficaz 
contra vírus de envelope não lipídico. Além disso, causa destruição 
das membranas celulares e, portanto, não é aplicável aos componentes 
celulares do sangue. O plasma tratado com solvente-detergente é dis- 
ponibilizado na Europa e foi licenciado pelo FDA, embora atualmente 
não seja disponibilizado nos EUA. Esse tipo de plasma contém níveis 
previsíveis de todos os fatores de coagulação e é efetivo no tratamento 
da TTP (Horowitz, 1992; Moake, 1994). Contudo, pode conter níveis 
reduzidos de proteína S e seu uso tem sido associado ao aparecimento 
de complicações trombóticas (Doyle, 2003). 

Os compostos à base de psoraleno se intercalam entre as bases de RNA 
e DNA, e previnem a replicação formando ligações cruzadas covalentes 
mediante exposição à luz UV. O tratamento com psoralen é altamente 
efetivo contra vírus, bactéria e protozoários (Lin, 2004). Numa triagem 
randomizada, um método de tratamento com psoralen destinado a 
CPs mostrou-se seguro e efetivo (McCullough, 2004). O processo de 
tratamento resulta numa redução pós-transfusional da recuperação de 
plaquetas que é significativa, tanto do ponto de vista estatístico como 
clínico. Como o tratamento à base de psoralen requer exposição à luz, 
sua aplicabilidade às hemácias é limitada. Uma abordagem alternativa 
à redução de patógenos consiste em utilizar uma poliamina que reage 
especificamente com a guanina em ácidos nucleicos (Inactine). Como 
resultado, há formação de um aduto que interrompe a replicação do 


ácido nucleico. Essa técnica também se mostrou altamente efetiva 
contra inúmeros vírus, bactérias e protozoários (Zavizion, 2003; Lazo, 
2003). Se por um lado cada uma dessas técnicas é promissora, por outro 
ainda persiste a questão da toxicidade e imunogenicidade. 


Seleção de componentes do sangue 


Os componentes do sangue devem ser sorologicamente compatíveis 
com o receptor. A compatibilidade ABO é a primeira consideração. 
As hemácias transfundidas precisam ser compatíveis com os anticor- 
pos do receptor, enquanto o plasma transfundido deve ser compatível 
com as hemácias do receptor. Portanto, o sangue total deve ser de tipo 
ABO idêntico ao do receptor. As hemácias contêm uma quantidade de 
plasma limitada e precisam ser compatíveis; no entanto, não neces- 
sariamente devem ter tipo ABO idêntico ao do receptor. De modo 
semelhante, concentrados de plasma e plaquetas contêm poucas ou 
nenhuma hemácia. A Tabela 35.3 resume a seleção de componentes 
sanguíneos com compatibilidade ABO. Do mesmo modo, para serem 
transfundidas em receptores aloimunizados, as hemácias devem ser 
negativas para antígenos clinicamente significativos. É altamente 
desejável transfundir apenas hemácias Rh em receptores também 
Rh”, pois há um risco aproximado de 30% de haver imunização ao Rh 


(D) (Frohn, 2003). Esse aspecto é particularmente importante para 


mulheres potencialmente grávidas, devido ao risco de doença hemolí- 
tica do recém-nascido em gestações subsequentes. 

Considerações especiais aplicam-se aos receptores de transplantes 
de CPrHs ABO-incompativeis. No decorrer da transplantação, esses 
indivíduos sofrerão mudança de tipo sanguíneo. As hemácias trans- 
fundidas devem ser compatíveis com as iso-hemaglutininas tanto do 
doador como do receptor, enquanto os componentes contendo plas- 
ma transfundidos devem ser compatíveis com as hemácias de ambos. 
Dessa forma, a escolha ótima para esse tipo de paciente dependerá dos 
resultados de tipagem atuais e esperados. 


Hemácias 


A compatibilidade é o fator a ser primariamente considerado na 
seleção das CVSs, com o intuito de prevenir a ocorrência de reações 
transfusionais hemolíticas. Uma vez que a sobrevida pós-transfusio- 
nal das hemácias é inversamente relacionada à duração do armazena- 
mento, torna-se desejável selecionar unidades frescas (em geral, com 
menos de 10 dias de produção) nos casos em que é preciso limitar 
o número de transfusões, a exemplo das transfusões intrauterinas e 
neonatais. Para grandes volumes de transfusões envolvendo pacien- 
tes pediátricos (p. ex., transfusão de troca ou cirurgia cardíaca), talvez 
seja preferível selecionar unidades negativas para Hb S (falciforme- 
-negativas). Do mesmo modo, é preferível escolher hemácias falci- 
forme-negativas para realização de transfusões envolvendo pacientes 
com anemia falciforme (AF), pois a presença da Hb S nas hemácias 
do doador pode complicar o monitoramento da efetividade da terapia 
transfusional. Por outro lado, jamais foi demonstrado que a transfu- 
são de hemácias provenientes de doadores com característica falci- 


Tabela 35.3 Compatibilidade ABO 


Tipo do doador Tipo do receptor 
O A B AB 

O H H H H 
P 

A H H 
P P 

B H H 
P P 

AB H 
P P P H 


H = hemácias compatíveis; P = componentes contendo plasma (plaquetas, PFC) 
compatíveis. 
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Tabela 35.4 Diretrizes para a transfusão de hemácias 


Anemia sintomática em paciente euvolêmico 
Perda de sangue aguda de < 15% do volume de sangue estimado 
Níveis pré-operatórios de Hb < 9,0 g/dL com perda de sangue esperada > 500 mL 
Hb < 7,0 g/dL em paciente criticamente doente 
Hb < 8,0 g/dL em paciente com síndrome coronariana aguda 
Hb < 10,0 g/dL com sangramento urêmico ou trombocitopênico 
Anemia falciforme: 
Sequestro agudo: Hb < 5,0 g/dL ou diminuída em 20% em relação ao nível basal 
Síndrome torácica aguda: Hb-alvo = 10,0 g/dL, fração Hb S < 30% 
Profilaxia do derrame: fração de Hb S-alvo < 30% 
Anestesia geral: Hb-alvo = 10,0 g/dL, fração Hb S < 60% 





forme assintomáticos é deletéria. Além disso, em casos associados a 
certos requerimentos raros, por exemplo, o uso de doadores com 
característica falciforme pode ser a única opção disponível. Pacientes 
submetidos a pesadas transfusões, como aqueles com AF, correm risco 
de desenvolver aloimunização e reações transfusionais hemolíticas 
(Vichinsky, 1990). Tais pacientes podem ser beneficiados pela admi- 
nistração profilática de hemácias antígeno-compatibilizadas, particu- 
larmente quanto ao Rh e Kell (Ambruso, 1987; Castellino, 1999). 

A transfusão de troca do neonato com doença hemolítica do 
recém-nascido é um caso especial. Nessa situação, tanto as hemácias 
antígeno-negativas como o plasma (pressão oncótica e capacidade de 
ligação da bilirrubina) são necessários. As hemácias precisam ser com- 
patíveis com os anticorpos maternos, incluindo os anticorpos ABO. 
Comumente, utiliza-se sangue total reconstituído e preparado através 
da combinação de CVSs e PFC compatíveis ao hematócrito de interes- 
se (tipicamente 50%), embora possa ser utilizado sangue total eventu- 
almente disponível. 


Plaquetas 


A compatibilidade ABO principal é um aspecto menos significativo 
na transfusão de plaquetas do que na transfusão de hemácias. Os antí- 
genos ABO são semanalmente expressos nas plaquetas. Transfusões de 
plaquetas ABO-incompativeis podem resultar em menor sobrevida 
pós-transfusional, ainda que usualmente insignificante do ponto de 
vista clínico. Reações hemolíticas agudas podem resultar da transfu- 
são das iso-hemaglutinas contidas no plasma das plaquetas de afére- 
se provenientes de doadores com altos títulos de anticorpos antiA ou 
antiB (Larsson, 2000). Sendo assim, se for necessário transfundir pla- 
quetas que não sejam idênticas quanto ao antígeno ABO, é típico con- 
siderar primordialmente a compatibilidade do plasma com o receptor. 
Alguns centros submetem as plaquetas de aférese a triagens, a fim de 
garantir a não utilização de plaquetas contendo altos títulos de anti- 
corpos antiA ou antiB incompatíveis (p. ex., reatividade < 1:200 na 
centrifugação imediata). 

Comumente, considera-se refratariedade a incapacidade em alcan- 
çar o aumento esperado da contagem plaquetária após a transfusão 
de plaquetas em duas ou mais ocasiões. A falha em responder com 
um aumento adequado da contagem de plaquetas após a transfusão 
(refratariedade plaquetária) pode ter causas imunológicas (anticorpos 
para HLA ou específicos para plaquetas), causas clínicas não imuno- 
lógicas (sangramento, esplenomegalia, CID, medicamentos), causas 
produto-específicas (incompatibilidade ABO; produtos mais velhos 
produzem incrementos menores), ou pode se dever ao fato de as 
plaquetas de alguns doadores serem pouco armazenáveis. Um fraco 
incremento após uma única transfusão de plaquetas não deve ser pre- 
sumido como decorrente de aloimunização. A refratariedade muitas 
vezes é multifatorial e muda de acordo com a condição subjacente e 
a terapia recebida pelo paciente. Os anticorpos para antígenos HLA 
constituem a causa mais comum de refratariedade plaquetária imu- 
nomediada. Antígenos do HLA de classe I são expressos em plaquetas, 
enquanto os anticorpos de classe I são comuns em pacientes que ja 
passaram por gestações ou transfusões de componentes sanguíneos 
sem redução de leucócitos. Foi demonstrado que a redução de leucó- 
citos é eficaz em prevenir tanto a aloimunização como a refratarieda- 
de plaquetária em pacientes leucêmicos não submetidos à exposição 


prévia (Trial to Reduce Alloimmunization to Platelets Study Group, 
1997). Os anticorpos específicos para antígenos plaquetários consti- 
tuem causa relativamente rara de refratariedade plaquetária. Existem 
diversas estratégias efetivas de seleção de plaquetas para receptores 
aloimunizados refratários. Usualmente, a primeira linha é o uso de 
plaquetas compatíveis à prova cruzada (O’Connell, 1990). Se as espe- 
cificidades de anticorpos para antígenos HLA puderem ser definidas 
no paciente, torna-se possível selecionar doadores antígeno-negativos 
(Petz, 2000). É possível selecionar doadores com compatibilidade para 
antígenos HLA de classe I. Entretanto, devido às limitações impostas 
pela disponibilidade de doadores, pode ser bastante difícil encontrar 
compatibilidades ideais. Mesmo havendo uma grande base de doado- 
res, muitas transfusões “HLA-compatíveis” apresentam compatibili- 
zação inadequada ao menos para um antígeno (Dahlke, 1984). 


Teste pré-transfusional 


A etapa mais crítica do teste pré-transfusional é a coleta e identifica- 
ção adequadas da amostra de sangue proveniente do receptor. A causa 
mais comum de uma reação transfusional hemolítica aguda é a iden- 
tificação errada de uma amostra ou paciente (Sazama, 1990; Linden, 
2000). Cada um dos serviços de transfusão deve desenvolver e implan- 
tar políticas e procedimentos para identificação de pacientes e coleta 
de amostras. As amostras pré-transfusionais devem ser rotuladas no 
momento da flebotomia, comparando-se as informações com o iden- 
tificador permanente (em geral, uma pulseira) do paciente. Esse rótulo 
deve conter no mínimo dois identificadores exclusivos, como o nome 
do paciente e seu número de registro hospitalar. A data da coleta da 
amostra e a identidade do flebotomista são informações que também 
devem ser registradas. Em situações emergenciais, quando a identidade 
do paciente é desconhecida, apenas um único identificador exclusivo 
deve ser atribuído. Esse identificador deve permanecer com o paciente 
ao longo de toda a transfusão, mesmo que este venha a ser identificado 
depois. Deve haver políticas e procedimentos que tratem da supervisão 
de pacientes cujos nomes sejam confidenciais ou pseudônimos. 

As amostras destinadas ao teste pré-transfusional devem ser coletadas 
no máximo em até 3 dias antes da transfusão, a não ser que a pacien- 
te sabidamente não esteja grávida nem tenha recebido transfusões nos 
últimos 3 meses. Alguns desafios são impostos pela prática comum de 
admitir o paciente no mesmo dia de uma cirurgia eletiva. Em tal situ- 
ação, as amostras pré-transfusionais podem ser coletadas durante uma 
visita anterior do paciente ao ambulatório. Uma opção consiste em 
solicitar a esse paciente que use uma pulseira de identificação, embo- 
ra muitos pacientes não se disponham a obedecer. Outra alternativa é 
atribuir um número exclusivo à amostra pré-transfusional e afixar esse 
número num formulário de identificação que deve ser apresentado pelo 
paciente no dia da cirurgia (Butch, 1994). As amostras pré-transfusio- 
nais devem ficar retidas durante pelo menos 7 dias após a realização de 
cada transfusão. Os serviços de transfusão tipicamente retêm as amos- 
tras pré-transfusionais por um determinado período (p. ex., 56 dias). 

Os testes pré-transfusionais consistem nas tipagens ABO e Rh(D), 
além da triagem para detecção de anticorpos inesperados que reconhe- 
çam hemácias. Caso a triagem de anticorpos resulte positiva, torna-se 
necessário realizar testes de identificação. Os resultados dos testes mais 
recentes devem ser comparados com os resultados mais antigos, que 
foram obtidos em testes anteriores, caso ainda estejam disponíveis. Os 
anticorpos dirigidos a hemácias que tenham significado clínico podem 
se tornar indetectáveis com o passar do tempo, mas podem causar 
reações hemolíticas tardias decorrentes de uma resposta anamnésica. 
Desse modo, uma história de detecção de anticorpos anti-hemácias cli- 
nicamente significativos requer a transfusão apenas de hemácias antí- 
geno-negativas. Qualquer discrepância nos testes recentes ou possível 
desacordo com relação aos resultados anteriormente registrados deve 
ser resolvido antes da conclusão do teste pré-transfusional. 

Alguns pacientes apresentam desafios particulares no teste pré-trans- 
fusional. Recém-nascidos tipicamente possuem iso-hemaglutininas fra- 
cas ou ausentes. Os anticorpos ABO esperados podem ser detectados 
somente após 6 meses de idade. Pacientes recém-transfundidos podem 
apresentar uma mistura de hemácias circulantes, caso não tenham rece- 
bido unidades com antígenos ABO idênticos. Anticorpos inesperados 
dirigidos contra hemácias podem ser adquiridos passivamente através 


da transfusão de CPs ou imunoglobulinas. Em alguns pacientes, as 
iso-hemaglutininas esperadas podem estar ausentes em decorrência de 
doenças ou terapia imunossupressora. Receptores de transplantes alo- 
gênicos de CPrHs podem apresentar resultados de tipagem complexos 
e variados, que requerem como conclusão um tipo sanguíneo “declara- 
do”. Em casos urgentes, quando é impossível estabelecer o tipo sanguí- 
neo, uma medida usualmente segura é a seleção de hemácias tipo O e 
plasma de tipo AB. Se os testes de identificação de anticorpos não pude- 
rem ser realizados, o julgamento médico deve estabelecer a urgência da 
transfusão e os riscos de incompatibilidade existentes. Pode ser desejá- 
vel determinar quais especificidades antigênicas ausentes nas hemácias 
não podem ser excluídas, caso seja possível. O teste pré-transfusional 
pode ser complicado pela expressão fraca de um antígeno Rh(D). 

A etapa final da prova de reação cruzada pré-transfusional é a prova 
cruzada, cujo propósito é fazer uma checagem final da compatibilida- 
de ABO e, em menor extensão, detectar anticorpos não identificados. 
Uma importante prova cruzada é realizada entre o soro ou plasma do 
receptor e as hemácias do doador. Uma prova cruzada de menor sig- 
nificado, entre as hemácias do receptor e as hemácias ou plasma do 
doador, usualmente é desnecessária. Na ausência de anticorpos anti- 
-hemácias inesperados, pode ser realizada uma prova cruzada por 
aglutinação direta ( centrifugação direta”) para detecção de incompa- 
tibilidade ABO. Por outro lado, se tais anticorpos forem detectados, 
a prova cruzada deve ser realizada empregando-se a técnica da anti- 
globulina. Para os anticorpos julgados clinicamente significativos, 
são selecionadas células antígeno-negativas para a realização da prova 
cruzada. Uma alternativa para garantir a compatibilidade ABO é a 
conhecida prova cruzada por computador. Esse tipo de prova cruzada 
é aplicável quando precisam ser feitas no mínimo duas determinações 
de grupo ABO do receptor — ao menos uma delas utilizando amostra 
recente — e na ausência de anticorpos inesperados (Butch, 1997). Um 
sistema computacional validado pode, então, assegurar que os comple- 
mentos sanguíneos em questão apresentam compatibilidade ABO. A 
presença de autoanticorpos dirigidos contra as hemácias constitui um 
problema especial. Nessa situação, é essencial excluir os aloanticorpos. 
A prova cruzada tipicamente resulta positiva. Muitos serviços de trans- 
fusão adotam a política de atribuir unidades “minimamente reativas”, 
embora o valor dessa medida tenha sido questionado (Petz, 2003). 

Em casos urgentes, pode haver indicação para liberação emergencial 
de complementos sanguíneos antes da finalização da prova de reação 
cruzada. Essa liberação emergencial visa a fornecer hemácias (capaci- 
dade de transporte de oxigênio) e plasma (conteúdo de fatores de coa- 
gulação) a pacientes apresentando sangramento rápido. A compatibi- 
lidade ABO é a prioridade mais importante (ver a discussão anterior 
sobre seleção de componentes). Anticorpos dirigidos aos antígenos de 
outros grupos sanguíneos tipicamente não produzem reações hemolí- 
ticas agudas e, por isso, são de menor prioridade. No entanto, haven- 
do uma história de detecção prévia de anticorpos ou se os testes de 
identificação de anticorpos estiverem incompletos, pode ser preferível 
selecionar CVSs antígeno-negativas, caso seja possível. Por fim, usual- 
mente após o ocorrido, deve ser obtida a documentação da solicitação 
médica de liberação emergencial de componentes sanguíneos. 


Administração da transfusão 


O serviço de transfusão é responsável pelo desenvolvimento e 
implantação de políticas e procedimentos para a administração 
de componentes do sangue. Para preparar, dispensar e adminis- 
trar componentes sanguíneos é necessário haver solicitação médica. 
Idealmente, antes de providenciar componentes sanguíneos é neces- 
sário estabelecer um acesso venoso. À escolha da localização e do tipo 
de acesso depende do volume, tempo e duração esperada da terapia 
transfusional. O acesso periférico utilizando cateter ou agulha de 18 
G em geral é suficiente. Cateteres menores também podem ser utiliza- 
dos, entretanto, um fluxo de alta pressão através de um lúmen estreito 
pode acarretar hemólise (de la Roche, 1993). O acesso venoso central 
é indicado para a administração de grandes volumes ou terapia de 
longa duração. 

Antes da administração de uma transfusão, é essencial identificar 
de forma acurada tanto o componente como o receptor em questão. 


Esse processo deve incluir, ao menos, dois identificadores exclusivos 
do paciente, como o nome e o número de registro, além de uma 
comparação com um identificador permanente, como uma pulseira. 
O identificador da unidade existente no frasco de sangue também 
deve ser checado em relação à documentação associada (formulário 
de transfusão ou etiqueta fixada). Os tipos ABO e Rh constantes no 
rótulo da unidade devem estar de acordo com a documentação asso- 
ciada, e é preciso verificar a compatibilidade do material com o tipo 
sanguíneo registrado como sendo do paciente. O prazo de validade 
e a data da manufaturação do componente do sangue devem estar 
dentro dos padrões aceitáveis. Diversas instituições designam dois 
funcionários qualificados para realizar a checagem de identidade 
antes do início da transfusão. A solicitação do médico e o consen- 
timento do paciente para a realização da transfusão também devem 
ser verificados. 

Todos os componentes do sangue devem ser administrados com 
auxílio de um filtro projetado para reter coágulos e partículas, com 
porosidade típica em torno de 170 a 260 um. O aparato de adminis- 
tração deve conter uma câmara de gotejamento, a solução endove- 
nosa compatível fixada e ferramentas de controle da velocidade de 
fluxo. Durante a cirurgia, uma prática de rotina consiste em adicio- 
nar um filtro microagregado pelo qual o componente sanguíneo deve 
fluir primeiro. Esse procedimento reduz a carga metabólica deposi- 
tada sobre o frasco para o processamento de fibrina e debris celu- 
lares acumulados durante o armazenamento, além de ajudar a pre- 
servar a patência da linha intravascular. É preciso ter cuidado para 
evitar misturar os componentes sanguíneos a soluções endovenosas 
incompatíveis. Uma salina normal é a solução preferida para todas 
as transfusões. Soluções contendo cálcio devem ser evitadas, devido 
à possibilidade de precipitação da coagulação. As CVSs não devem 
ser administradas com dextrose a 5%, sob pena de ocorrer hemó- 
lise. Medicamentos não devem ser adicionados aos componentes 
do sangue. É possível utilizar filtros de redução de leucócitos para 
transfusões de CVSs ou CPs, a fim de reduzir a incidência de rea- 
ções transfusionais febris, aloimunização de HLA ou transmissão 
de CMV. Deve ser selecionado um filtro apropriado de acordo com 
o componente do sangue, dada a possibilidade de entupimento ou 
mau funcionamento do filtro mediante o uso incorreto. 

Pode ser desejável administrar componentes sanguíneos refrigera- 
dos (CVS ou plasma) com auxílio de um dispositivo aquecedor de 
sangue. A transfusão de componentes frios a uma velocidade acima 
de 100 mL/min durante 30 minutos pode aumentar o risco de parada 
cardíaca (Boyan, 1963). Os dispositivos aquecedores de sangue devem 
ser equipados com termômetro e alarme audível, a fim de evitar ultra- 
passar os limites de temperatura. Os componentes sanguíneos jamais 
devem ser aquecidos utilizando água morna, forno micro-ondas con- 
vencional ou qualquer aparelho de aquecimento inadequado a essa 
finalidade. 

A taxa de administração desejável depende do volume de sangue 
do paciente, bem como do status cardíaco e hemodinâmico. Exceto 
na ressuscitação de emergência, uma transfusão deve ser iniciada 
lentamente (cerca de 2 mL/min durante os primeiros 15 minutos). 
O paciente deve ser observado com atenção durante os primeiros 
15 minutos de infusão, uma vez que reações severas , como hemóli- 
se, anafilaxia ou sepse, podem se manifestar logo após a entrada de 
um pequeno volume na circulação. Subsequentemente, a velocidade 
de administração pode ser aumentada. Em geral, é desejável comple- 
tar uma transfusão de hemácias em 2 horas, enquanto a transfusão 
de plaquetas ou plasma deve ocorrer em 30 a 60 minutos. Qualquer 
transfusão deve ser finalizada em até 4 horas após ter sido iniciada. 
Se o tempo total de administração exceder 4 horas, significa que é 
necessário fornecer volumes menores de componentes sanguíneos. 
Diante da necessidade de realizar a infusão a uma alta velocidade de 
fluxo, como ocorre em algumas ressuscitações ou cirurgias, pode ser 
utilizado um dispositivo de infusão sob pressão. Quando esse tipo de 
dispositivo é utilizado, é preciso ter cuidado para evitar a ocorrência 
de hemólise mecânica ou embolismo de ar. Durante a transfusão, os 
sinais vitais do paciente devem ser checados a intervalos regulares e, 
havendo qualquer suspeita de reação, a transfusão deve ser imediata- 
mente interrompida e investigada. 
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Todas as decisões referentes à transfusão constituem julgamentos 
de caráter clínico que devem ser feitos levando-se em consideração os 
dados clínicos e laboratoriais disponíveis. Não existem indicações abso- 
lutas para as transfusões sanguíneas, e são poucas as contraindicações. 


Transfusão de hemácias 

As hemácias estão associadas à capacidade de transportar oxigênio. 
A transfusão de hemácias deve ser utilizada para tratar anemias agu- 
das ou crônicas. A capacidade do paciente tolerar a anemia depende 
do grau de anemia, mecanismos fisiológicos adaptativos e existência 
de doença cardíaca ou respiratória. As adaptações fisiológicas normais 
à anemia incluem aumento do débito cardíaco, redistribuição do fluxo 
sanguíneo, aumento da extração de oxigênio e aumento do conteúdo 
de 2,3-DPC nas hemácias, que resultam no deslocamento à direita da 
curva de dissociação oxigénio-Hb. As diretrizes gerais para a transfusão 
de hemácias estão resumidas na Tabela 35.4. Independentemente da 
concentração de Hb, a existência de anemia sintomática num paciente 
euvolêmico é uma indicação para transfusão. Os sintomas de anemia 
incluem fadiga, taquicardia, dispneia ao esforço, hipotensão postural 
e comprometimento da atividade mental. A anemia pode precipitar 
angina em pacientes com doença arterial coronariana. De uma forma 
geral, a perda de sangue aguda equivalente a mais de 15% do volume 
de sangue total do paciente pode constituir uma indicação para a reali- 
zação de transfusão de hemácias. Estudos sobre morbidade pós-cirúr- 
gica entre pacientes que se recusaram a receber transfusão sanguínea 
indicaram a existência de uma relação pouco significativa entre morta- 
lidade e grau de anemia no pré-operatório, em casos de pacientes com 
níveis mínimos de Hb da ordem de 6 g/dL no pré-operatório e sem 
doença arterial coronariana, que sustentaram uma perda sanguínea 
inferior a 2 g de Hb/dL (Carson, 1996). A mortalidade aumenta diante 
de níveis de Hb abaixo de 6 g/dL no pré-operatório (Spence, 1990). 
Entretanto, havendo uma perda de Hb de 2 a 4 g/dL, a mortalidade 
aumenta diante de níveis inferiores a 10 g/dL no pré-operatório. Esse 
risco é potencializado pela existência de uma doença cardiovascular 
(angina, infarto do miocárdio, insuficiência cardíaca congestiva ou 
doença vascular periférica). Num estudo realizado com pacientes sub- 
metidos a operações eletivas, a taxa de mortalidade observada foi nula, 
apesar dos níveis de Hb atingirem valores próximos a 6 g/dL mediante 
uma perda sanguínea inferior a 500 mL (Carson, 1988). 

O estudo intitulado Transfusion Requirements in Critical Care 
(TRICC) foi a maior triagem prospectiva aleatorizada já realizada, 
que compara estratégias de transfusão restritivas e liberais (Hebert, 
1999). A triagem TRICC envolveu 838 pacientes criticamente doen- 
tes, cujos níveis de Hb eram inferiores a 9,0 g/dL. Os pacientes foram 
aleatorizados para receber regimes de transfusão liberais ou restriti- 
vos. O regime liberal consistia em uma transfusão desencadeadora 
com concentração de 10 g/dL e concentração-alvo de 10 a 12 g/dL. 
O regime restritivo consistia em uma transfusão desencadeadora de 
7,0 g/dL com uma concentração-alvo de 7,0 a 9,0 g/dL. O resultado 
primário não apresentou diferença estatisticamente significativa na 
mortalidade de 30 dias, embora tenha sido observada uma tendência 
favorável a uma taxa de mortalidade mais baixa no grupo submetido 
à estratégia restritiva (18,7% vs. 23,3%, p = 0,11). Eventos cardíacos, 
edema pulmonar primário e infarto do miocárdio foram mais fre- 
quentes no grupo submetido às transfusões liberais do que no grupo 
submetido às transfusões restritivas (21,0% vs. 13,2%, p < 0,001). A 
análise dos subgrupos, em que grau de severidade da doença foi medi- 
do pelos escores da Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 
(APACHE II), revelou a existência de uma taxa de mortalidade menor 
entre os pacientes submetidos à estratégia restritiva que apresentavam 
doença menos severa (8,7% vs. 16,1%, p = 0,03), bem como entre 
os pacientes com menos de 55 anos de idade (5,77% vs. 13,07%, p = 
0,02). Sendo assim, parece que muitos pacientes criticamente doentes 
são capazes de tolerar níveis de Hb inferiores a 10 g/dL. 

Ainda há controvérsias quanto à possibilidade de generalizar os 
resultados obtidos no TRICC para os pacientes com síndromes coro- 
narianas agudas. Um amplo estudo restrospectivo, envolvendo um 
grupo de pacientes com mais de 65 anos de idade que haviam sofrido 
infarto do miocárdio, examinou a associação existente entre os níveis 


de Hb no momento da admissão hospitalar e a taxa de mortalidade de 
30 dias (Wu, 2001). Foi constatado que há uma nítida relação entre 
o aumento da mortalidade e níveis de Hb inicialmente mais baixos. 
Além disso, entre os pacientes que receberam transfusão, observou-se 
que havia menor probabilidade ajustada de mortalidade em 30 dias 
quando o hematócrito admissional era < 33%, sendo que a proba- 
bilidade de morte aumentava entre os pacientes transfundidos cujo 
hematócrito admissional era > 36%, após os devidos ajustes referen- 
tes aos fatores clínicos, medicamentos utilizados e preditores transfu- 
sionais. Tais resultados sugeriram que a transfusão de hemácias pode 
resultar em menor mortalidade a curto prazo entre pacientes idosos 
que sofreram infarto agudo do miocárdio e sobreviveram ao menos 
2 dias, quando o hematócrito era s 30% no momento da admissão. 
Entretanto, os inconvenientes associados ao planejamento do estudo 
retrospectivo, como a distorção da sobrevida, limitam as possíveis 
conclusões. Resultados um pouco diferentes foram obtidos ao anali- 
sar o efeito da transfusão sobre a mortalidade de 30 dias em pacientes 
afetados por síndromes coronarianas agudas (Rao, 2004). Trata-se de 
uma reanálise de três triagens farmacológicas intervencionistas, em 
que o resultado primário avaliado foi a mortalidade de 30 dias. Dos 
indivíduos que participaram desse estudo, apenas 10% receberam 
transfusão. Em relação aos que não receberam, os indivíduos trans- 
fundidos eram mais propensos a apresentar comorbidades, incluindo 
classes de Killip mais altas. A mortalidade cumulativa entre indivídu- 
os transfundidos foi maior do que naqueles não transfundidos (p < 
0,001). Para indivíduos com hematócrito de nadir igual a 20%, não 
foram observadas diferenças significativas em termos de probabilidade 
de morte entre indivíduos transfundidos e não transfundidos. 

A transfusão para pacientes com AF impõe desafios exclusivos. As 
indicações para transfusão são aumentar a capacidade de transpor- 
te de oxigênio em casos de anemia severa, e melhorar a circulação 
microvascular diminuindo a proporção de hemácias falciformes. Na 
AF, a distribuição de oxigênio é dada pelo equilíbrio entre a capa- 
cidade de transportar oxigênio e a viscosidade do sangue. Uma dis- 
tribuição de oxigênio ideal usualmente é alcançada quando o hema- 
tócrito pós-transfusional é de aproximadamente 30% (Schmalzer, 
1987). Não existem parâmetros laboratoriais universalmente aceitos 
para transfusões na AF. Valores de Hb abaixo de 5 g/dL ou apresen- 
tando uma queda aguda de 20% em relação aos níveis basais durante 
uma doença aguda constituem indicações para realização de transfu- 
são de hemácias. O sequestro esplênico agudo pode produzir hipovo- 
lemia repentina e colapso cardiovascular, necessitando de transfusão 
imediata. Nesse cenário, o aumento da concentração de Hb obser- 
vado após a transfusão pode ser maior do que o esperado, devido à 
liberação das hemácias sequestradas. É essencial haver um monitora- 
mento cuidadoso para evitar supertransfusões (Powell, 1992). A sín- 
drome torácica aguda pode representar uma ameaça à vida. A imedia- 
ta realização de uma transfusão pode prevenir sua progressão para um 
quadro de insuficiência respiratória (Mallouh, 1988). A abordagem 
típica consiste em realizar uma transfusão de troca com o objetivo de 
atingir níveis de Hb S s 30% e hematócrito igual a 30%. A terapia 
transfusional crônica pode reduzir o risco de derrame entre indivídu- 
os com AF. Nas crianças, a realização de uma transfusão com o intuito 
de manter os níveis de Hb S abaixo de 30% pode reduzir o risco de 
derrame (Adams, 1998). A duração do regime de transfusão crônico 
continua sendo uma questão em aberto. Mesmo após anos de terapia, 
suspendê-la pode resultar em reversão para o risco aumentado de der- 
rame (Adams, 2004). Antes da anestesia geral, é indicado realizar uma 
transfusão para alcançar níveis de Hb da ordem de 10 g/dL e níveis de 
Hb S de aproximadamente 60% (Vichinsky, 1995). Quando se trata 
de uma gravidez sem complicações, a realização de uma transfusão 
de hemácias não traz benefícios. Entretanto, a transfusão pode ser 
indicada em casos de gravidez de alto risco ou quando há história de 
perda fetal anterior (Seoud, 1994). 

Na anemia hemolítica autoimune, pode haver indicação para transfu- 
são em pacientes que apresentam sintomas cardíacos ou neurológicos. 
A maioria dos pacientes com anemia hemolítica autoimune tolera a 
transfusão de células incompatíveis, quando os aloanticorpos são elimi- 
nados (Salama, 1992). Hemácias transfundidas usualmente não são eli- 
minadas mais rapidamente que as próprias hemácias do paciente. É 
importante observar que uma transfusão de hemácias necessária jamais 


deve ser suspendida por causa de incompatibilidade de prova cruzada. 
É bem mais arriscado não realizar a transfusão no paciente com anemia 
hemolítica autoimune. 

A transfusão de hemácias pode ser benéfica em casos de sangramen- 
to associado à uremia. Existe uma relação inversa entre o hematócrito 
e o tempo de sangramento em pacientes que apresentam insuficiência 
renal crônica. A transfusão para obtenção de níveis de Hb da ordem 
de 10 g/dL pode ser benéfica ao paciente urêmico que apresenta san- 
gramento (Fernandez, 1985). 

Usualmente, pode-se esperar que a transfusão de uma unidade de 
hemácias para um indivíduo adulto promova uma elevação de 1 g/ 
dL nos níveis de Hb, e aumento de 3% no hematócrito. Entretanto, 
o aumento esperado para o hematócrito pode variar entre 2 e 9%, 
dependendo do volume vascular do paciente (Gorlin, 2000). 


Transfusão de plaquetas 

À transfusão de plaquetas é indicada para prevenir ou tratar hemor- 
ragias decorrentes de trombocitopenia ou disfunção plaquetária, 
conforme resumido na Tabela 35.5. A transfusão profilática é indica- 
da para casos em que a contagem de plaquetas está abaixo de 5.000/ 
uL. Para pacientes estáveis submetidos à quimioterapia, um limite 
de transfusão de plaquetas de 10.000/uL é utilizado com frequência 
(Rebulla, 1997). A meta da terapia profilática é alcançar contagens 
plaquetárias superiores a 25.000/uL (Schlossberg, 2003). Se o paciente 
estiver febril, tipicamente adota-se um limite de transfusão profilática 
igual a 20.000/uL. Para pacientes com sangramento ou submetidos a 
procedimentos invasivos, tais como endoscopia ou cirurgia, a meta da 
terapia transfusional de plaquetas é atingir níveis que se mantenham 
acima de 40.000 a 50.000/uL (British Committee for Standards in 
Haematology, Blood Transfusion Task Force, 2003). Usualmente, essa 
medida garante a hemostasia, ainda que demore mais do que o nor- 
mal para alcançar tais concentrações. Por esse motivo, para pacientes 
com sangramento em áreas críticas, como a retina ou o sistema nervo- 
so central, a prática adota como padrão o limite-alvo de 100.000/uL. 
Esse nível de plaquetas tipicamente assegura que não haja nenhum 
atraso anormal da hemostasia. No sangramento associado à disfunção 
plaquetária, ou no sangramento trombocitopênico associado à coa- 
gulopatia, não há um limite de transfusão único e a terapia deve ser 
orientada pela condição clínica do paciente. O desvio cardiopulmonar 
pode resultar na aquisição de uma disfunção plaquetária transiente, a 
qual pode se manifestar como sangramento microvascular. A conta- 
gem de plaquetas não costuma ser um indicador útil em tais casos. À 
transfusão de plaquetas profilática não é indicada em casos de desvio 
cardiopulmonar de rotina. 

Uma transfusão de plaquetas é relativamente contraindicada para 
pacientes com púrpura trombocitopênica imune (ITP, imune throm- 
bocytopenic purpura). Em tais circunstâncias, a sobrevida das plaque- 
tas após a transfusão é extremamente breve e a transfusão plaquetária 
somente é indicada quando há hemorragia severa. Nitidamente, con- 
siderando o consumo intravascular de plaquetas, a transfusão deve ser 
realizada com grande cautela. A transfusão de plaquetas em pacientes 
com trombocitopenia induzida por heparina ou TTP pode ter conse- 
quências deletérias (Harkness, 1981; Gordon, 1987). 

É típico esperar que a transfusão de uma unidade de plaquetas de 
aférese, ou de um grupo equivalente de CPs derivados do sangue total, 
produza um aumento de 20.000 a 40.000/uL na contagem de plaquetas 
de um indivíduo adulto. Por uma questão prática, é possível estimar 
que, em aproximadamente 1 hora após a transfusão, a contagem de 
plaquetas sanguíneas deva apresentar um aumento de 8.000 a 10.000/ 


Tabela 35.5 Diretrizes para a transfusão de plaquetas 


Trombocitopenia devido à diminuição da produção 
Patente estável: contagem de plaquetas < 10.000/uL 
Febre: contagem de plaquetas < 20.000/uL 
Sangramento, procedimento invasivo ou cirurgia: contagem de plaquetas 
< 40.000-50.000/uL 
Sangramento retinal ou no SNC: contagem de plaquetas < 100.000/pL 


Sangramento microvascular decorrente de disfunção plaquetária 


uL para cada 1 x 10!! plaquetas transfundidas/m* de área de super- 
fície corporal (Strauss, 1995). Todavia, existem muitas razões pelas 
quais esse aumento pode não ser obtido. O consumo ou sangramen- 
to, esplenomegalia, anticorpos dirigidos contra plaquetas e fármacos 
constituem causas de uma resposta precária à transfusão de plaquetas. 
Entre os fármacos que podem acarretar um incremento inadequado, 
estão antibióticos, heparina, agentes antiplaqueta (clopidogrel, tiro- 
fiban), quinidina e globulina antitimócito, entre outros. Ao avaliar 
a efetividade da transfusão de plaquetas, é útil considerar a dose e o 
tamanho do corpo através do cálculo do incremento de contagem 
corrigido (CCI, correct count increment). 


CCI = Incremento na contagem de plaquetas x ASC 
Número de plaquetas transfundidas (x 107") 


ASC = área de superfície corporal (m°). 

Exemplo: 

Contagem de plaquetas pré-transfusional = 8.000/uL 
Contagem de plaquetas pós-transfusional = 36.000/uL 
ASC = 1,5 m? 

Dose de plaquetas = 3 x 10" 


CCI = 24.000 x 1,5 = 12.000 
3 





Uma transfusão bem-sucedida é geralmente indicada por uma CCI 
> 7.500 em 1 hora, ou CCI > 4.500 em 24 horas. Obter a contagem de 
plaquetas em 1 hora após o término da transfusão pode ser útil na dis- 
tinção das causas imunológicas e não imunológicas de refratariedade 
plaquetária. A refratariedade imune tipicamente resulta na detecção 
de um incremento de plaquetas inadequado na determinação reali- 
zada após 1 hora. A refratariedade tipicamente não imunológica se 
manifesta como um valor de CCI apropriado em 1 hora, porém, com 
encurtamento do tempo de sobrevida, de modo que a contagem de 
plaquetas 24 horas após a transfusão pode retornar aos níveis basais. 
É preciso observar que o CCI não indica a obtenção de uma contagem 
de plaquetas adequada. O CCI apenas mostra o grau de adequação do 
incremento detectado na contagem de plaquetas em relação ao núme- 
ro de plaquetas transfundidas. 


Transfusão de plasma 


A Tabela 35.6 resume as diretrizes para transfusão de plasma. O 
plasma pode ser utilizado para repor qualquer deficiência de proteínas 
plasmáticas. Concentrados proteicos purificados, como os de Fator 
VIII, albumina ou imunoglobulina, são preferencialmente utilizados 
na reposição de deficiências específicas, por serem altamente purifi- 
cados, padronizados e trazerem um risco mínimo de transmissão de 
doenças infecciosas. O plasma é mais comumente utilizado para repo- 
sição de deficiências de fatores de coagulação, quando não há dispo- 
nibilidade de concentrados de fatores. Deficiências multifatoriais são 
comuns na doença hepática, sangramento massivo, falha multiorga- 
nica sistêmica e terapia com warfarina. Nesses casos, o grau de contri- 
buição da deficiência de fatores para o sangramento é controverso. Os 
testes de coagulação padrão, tais como o tempo de protrombina (PT) 
e o tempo parcial de tromboplastina ativada (aPTT, activated par- 
tial thromboplastin time), são comumente empregados para avaliar a 
necessidade de uma transfusão de plasma. Entretanto, esses testes são 
fracamente preditivos do risco de sangramento. Em geral, uma trans- 
fusão de plasma não traz benefícios quando PT e aPTT equivalem a 
menos de 1,5 vezes o ponto intermediário do intervalo de referên- 


Tabela 35.6 Diretrizes para a transfusão de plasma 


Deficiência de fator de coagulação, indisponibilidade de concentrado do fator 
Coagulopatia de diluição 

Hemorragia na doença hepática 

Coagulação intravascular disseminada (CID) 

Reversão com Coumadin 

Púrpura trombocitopênica trombótica (TTP) 
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cia. Se o INR for utilizado, em geral a transfusão de plasma não traz 
beneficios diante de valores abaixo de 1,5. Em casos de hemorragia 
envolvendo o sistema nervoso e a retina, o plasma é razoavelmente 
utilizado mediante valores de INR > 1,3. Para obtenção de um efeito 
hemostático máximo, o plasma deve ser transfundido imediatamente 
antes da realização de um procedimento invasivo. Para pacientes apre- 
sentando sangramento, pode ser necessário repetir a transfusão de 
plasma a cada 3 a 4 horas, a fim de manter níveis adequados de fatores 
de coagulação. De uma forma geral, a obtenção do efeito hemostático 
requer uma dose de 10 a 20 mL/kg. O plasma é a opção preferida para 
a rápida reversão da warfarina, embora o concentrado de complexo de 
Fator IX também seja efetivo (Boulis, 1999). O plasma é fonte da ativi- 
dade de protease do vWF, que pode estar deficiente na TTP. 


Transfusão de crioprecipitado 

A Tabela 35.7 resume as diretrizes gerais para a transfusão de crio- 
precipitado. O crio pode ser utilizado para reposição de Fator VIII ou 
vWF. Concentrados de fator recombinante ou de alto grau de pure- 
za, contudo, são as melhores alternativas. O crio é uma boa fonte de 
fibrinogênio e Fator XIII. A maioria dos pacientes com hipofibrinoge- 
nemia também apresenta deficiências de outros fatores de coagulação 
e são mais adequadamente tratadas com PFC. Existem evidências de 
que o crio pode ser efetivo no tratamento do sangramento urêmico, 
possivelmente através do fornecimento de formas de vWF de alto peso 
molecular (Triulzi, 1990). A terapia de DDAVP é a preferida nessa 
situação, ainda que o DDAVP se torne ineficaz após o uso repetido 
a curto prazo. Nesse momento, a transfusão de crio deve ser iniciada. 
Quando misturado ao cálcio e à trombina, o crio pode ser utilizado na 
produção de um selante de fibrina tópico para uso cirúrgico, embora 
sejam comercialmente disponibilizados produtos mais concentrados e 
vírus-inativados. Estima-se que cada unidade de crioprecipitado con- 
tenha no mínimo 80 unidades de atividade de fator VIII e 250 mg de 
fibrinogênio, apesar do conteúdo real ser variável. 


Transfusão em massa 


A transfusão em massa, usualmente definida como sendo a repo- 
sição de um volume sanguíneo em 24 horas, requer uma abordagem 
sistemática. Muitas vezes, a perda de um grande volume de sangue é 
causada por traumatismo; no entanto, também ocorre em casos de 
hemorragia GI (em particular, na doença hepática crônica), ruptura 
de aneurismas aórticos e alguns procedimentos cirúrgicos, como a 
transplantação de fígado. Não existe um protocolo único de transfu- 
são em massa que seja ideal para todos os pacientes, embora seja útil 
estabelecer uma política institucional, uma vez que tais casos podem 
se tornar caóticos. É preciso dispensar atenção especial à identificação 
do paciente e da amostra, a fim de evitar erros de transfusão. 

A supervisão transfusional do sangramento em massa tem como 
prioridade prevenir ou tratar o choque hipovolêmico, manter uma 
capacidade adequada de transporte de oxigênio, manter a pressão 
oncótica, corrigir ou prevenir coagulopatias e evitar os efeitos adver- 
sos da transfusão. A avaliação inicial do paciente deve incluir a obten- 
ção da história médica pertinente (em especial, a ocorrência de doen- 
ças hepáticas, renais, cardiovasculares e hematológicas), história de 
transfusões anteriores ou problemas detectados em testes pré-trans- 
fusionais, exame para detecção de sangramento microvascular, con- 
tagem sanguínea completa (CCS) e perfil de coagulação (PT, aPTT, 
fibrinogênio). Observe que na hipovolemia, a CCS subestima a perda 
sanguínea. Uma amostra deve ser obtida e processada o mais rápido 
possível para a realização do teste pré-transfusional. A ressuscitação 


Tabela 35.7 Diretrizes para a transfusão de crioprecipitado 


Deficiência do Fator VIII, indisponibilidade de concentrado do fator 
Doença de von Willebrand, indisponibilidade de concentrado do fator 
Hipofibrinogenemia 

Deficiência do Fator XIII 

Sangramento urêmico (DDAVP preferível) 

Selante de fibrina tópico (produto comercial preferido) 


inicial usualmente é feita com líquidos cristaloides. Uma transfusão de 
hemácias deve ser considerada diante de perdas maiores que 15% do 
volume sanguíneo estimado (cerca de 1.000 mL, num adulto típico) no 
decorrer de um sangramento. Sempre que possível, as transfusões de 
hemácias devem ser totalmente compatibilizadas. Todavia, o paciente 
não deve perecer por falta de hemácias sorologicamente compatíveis. 
A transfusão pode ser iniciada com a administração de hemácias per- 
tecentes ao grupo O não compatibilizadas. Se o tipo Rh do paciente 
for desconhecido, é preferível administrar hemácias Rh(D)-negativas, 
em especial para receptores do sexo feminino potencialmente férteis. 

Coagulopatias podem ocorrer durante a transfusão em massa, como 
resultado da diluição, consumo ou disfunção. Durante a ressuscita- 
ção com administração de hemácias e líquidos, os níveis de fatores 
e contagens de plaquetas mensurados muitas vezes atingem valores 
acima daqueles esperados com base apenas na diluição (Counts, 1979; 
Murray, 1995), havendo considerável variação entre os pacientes. As 
coagulopatias por consumo ocorrem em casos de CID, queimaduras, 
lesão cerebral, hipertermia e sepse. Suas manifestações usuais são PT e 
aPTT prolongados, concentração de fibrinogênio e contagem de pla- 
quetas abaixo dos valores esperados, além de presença de produtos 
de degradação da fibrina ou D-dímeros. A disfunção de plaquetas ou 
de fatores de coagulação pode ocorre na hipotermia, acidose, doença 
hepática ou insuficiência renal. Não existe um protocolo único esta- 
belecido para a realização de transfusões de plasma ou plaquetas em 
casos de sangramento em massa. Entretanto, o plasma é tipicamente 
administrado quando os valores de PT ou aPTT ultrapassam o equi- 
valente a 1,5 vezes o intervalo de referência, enquanto a administra- 
ção de plaquetas é feita diante de contagens inferiores a 50.000. Em 
caso de sangramento significativo, talvez seja prudente esperar para 
realizar a transfusão de plaquetas somente depois que tiver sido con- 
trolado cirurgicamente, pois é provável que a transfusão seja ineficaz 
durante uma rápida perda sanguínea. O crioprecipitado pode ser 
administrado se os níveis de fibrinogênio estiverem abaixo de 100 mg/ 
dL; no entanto, a hipofibrinogenemia usualmente é acompanhada de 
uma deficiência de outros fatores e, por esse motivo, o plasma com 
frequência é a melhor opção. A terapia é melhor orientada mediante a 
avaliação frequente dos parâmetros da coagulação. 

Entre as complicações da transfusão em massa, estão a hipotermia, 
hipocalcemia e distúrbios acidobásicos. A hipotermia pode ser evitada 
pelo uso de dispositivos de aquecimento de alto fluxo. Quando a velo- 
cidade da transfusão excede 100 mL/min, pode haver uma queda clini- 
camente significativa dos níveis de cálcio ionizado, devido ao acúmulo 
de citrato. Nesse caso, é indicada uma suplementação de cálcio. Doença 
hepática, hipotensão e hipotermia podem exacerbar a hipocalcemia, de 
modo que é útil monitorar o intervalo QT corrigido. A quantificação 
do cálcio total não indicará acuradamente os níveis de cálcio ionizado. 
Durante a transfusão rápida de hemácias, é possível que seja observada 
uma modesta diminuição do pH arterial (Vretzakis, 2000). Por outro 
lado, a alcalose metabólica é um fenômeno comum após a realização de 
transfusões em massa, devido ao metabolismo do citrato. 


Transfusão neonatal e pediátrica 


Os recém-nascidos, particularmente, recebem transfusões de hemá- 
cias em decorrência de anemias prematuras, doença hemolítica de 
recém-nascido (DHRN) ou perda de sangue iatrogênica. A exclusiva 
fisiologia do período neonatal e a relativa fragilidade da vasculatura do 
cérebro ainda em desenvolvimento necessitam de uma abordagem dife- 
rente em relação àquelas adotadas para crianças maiores e adultos. A 
Tabela 35.8 resume as diretrizes para transfusões neonatais. Uma trans- 
fusão de hemácias a 15 mL/kg caracteristicamente produz uma elevação 
de 2 a 3 g/dL nos níveis de Hb, enquanto uma transfusão de plaquetas 
a 10 mL/kg costuma produzir um aumento de 40.000 a 50.000/uL nas 
contagens plaquetárias. Para transfusões envolvendo grandes volumes, 
como uma transfusão de troca ou cirurgia cardíaca, pode ser indica- 
da a seleção de CVSs frescas (em geral, obtidas ha menos de 10 dias). 
Contudo, considerando uma transfusão de 15 mL/kg, a maioria dos 
bebês tolera a transfusão de CVSs armazenadas ainda dentro do prazo 
de validade sem apresentar efeitos colaterais (Strauss, 1996). Para um 
bebê prematuro apresentando determinado requerimento de transfu- 
são estimado, o uso de alíquotas de uma única unidade dentro do prazo 


Tabela 35.8 Diretrizes para a transfusão neonatal 


Transfusão de hemácias 

Hematócrito < 20% com anemia sintomática 

Hematócrito < 30% com suplementos de O, < 35% ou ventilação mecânica com 
MAP < 6 cnH;0 


Hematócrito < 35% com suplementos de O, > 35% ou ventilação mecânica com 
MAP > 6 cmH,O0 

Hematócrito < 45% com doença cardíaca congênita cianótica ou oxigenação 
extracorporal 


Transfusão de plasma 
Deficiência de fator de coagulação, indisponibilidade de concentrado do fator 
Coagulação intravascular disseminada (CID) 


Transfusão de plaquetas 

Contagem de plaquetas < 30.000/uL em bebê nascido a termo com produção de 
plaquetas insuficiente 

Contagem de plaquetas < 50.000/uL em bebê prematuro estável 

Contagem de plaquetas < 100.000/uL em bebê prematuro instável 


Adaptado de Roseff 2002. 


de validade pode reduzir significativamente o número de exposições a 
que o doador é submetido. Bebês prematuros e aqueles que nasceram 
com baixo peso corporal apresentam maior risco de contrair infecção 
por CMV e doença do enxerto vs. hospedeiro (ver adiante). 

A transfusão de troca neonatal para casos de hiperbilirrubinemia 
usualmente é indicada diante de níveis de bilirrubina total acima de 25 
mg/dL. A associação da bilirrubina ao total de horas decorridas desde 
o nascimento tem valor preditivo na determinação do risco de kernic- 
terus (icterícia nuclear) (Bhutani, 1999). Nesses casos, é típico realizar 
uma troca de dois volumes de sangue, com uma expectativa de redu- 
ção da bilirrubina total e da massa de hemácias fetais em 25 e 70%, 
respectivamente. Também é possível utilizar sangue total ou CVSs 
reconstituídas em plasma compatível a um hematócrito de 45%. 


Reações transfusionais 


As reações transfusionais constituem um grupo diverso de reações 
colaterais transfusionais, que usualmente surgem durante ou logo após a 
transfusão. O work up e tratamento de uma reação transfusional devem 
ser estabelecidos em função do quadro clínico, especialmente nos casos 
atípicos. Quando a reação ocorre durante a transfusão, esta deve ser 
imediatamente suspensa e a linha endovenosa deve ser aberta e mantida 
em solução salina. É importante reconhecer que a unidade contra a qual 
o paciente apresenta reação não é necessariamente a mesma que está 
sendo infundida. Todas as reações transfusionais suspeitas devem ser 
relatadas ao banco de sangue ou ao serviço de transfusão. 


Reações não hemolíticas febris 


Uma reação transfusional febril é definida como uma elevação de 1°C 
na temperatura corporal, possivelmente acompanhada de calafrios ou 
rigidez. Os sintomas usualmente se manifestam durante a transfusão, 
mas também podem aparecer em até 1 hora após a finalização do pro- 
cedimento. Um paciente hipotérmico no início da transfusão que, em 
seguida, manifesta uma esperada elevação da temperatura até os níveis 
normais, sem apresentar nenhum sintoma, não está tendo uma reação 
febril. Em alguns pacientes, pode ser impossível distinguir uma reação 
transfusional febril de um episódio de febre associado a uma doença. 

É importante excluir a ocorrência de uma reação transfusional hemo- 
lítica ou uma possível contaminação bacteriana da unidade. Agentes 
antipiréticos, como acetaminofeno (325-500 mg) podem ser adminis- 
trados. Tais fármacos não são de fato requeridos, uma vez que a febre 
oriunda de reações transfusionais não hemolíticas é autolimitada e 
comumente se resolve em 2 a 3 horas. A difenil-hidramina (50—100 
mg) usualmente é administrada em situações como essa; no entanto, é 
provável que não surta nenhum efeito sobre o curso das reações febris. 


Há controvérsias quanto à possibilidade de reiniciar uma transfu- 
são após uma reação ter sido diagnosticada e o paciente, tratado. O 
principal argumento favorável ao reinício da transfusão é a redução 
do número de exposições do doador, principalmente quando um 
agrupamento de CPs é utilizado (Oberman, 1994). Por outro lado, os 
argumentos desfavoráveis à retomada da transfusão incluem a possi- 
bilidade de o paciente apresentar uma reação febril contínua à unida- 
de, além da provável ocorrência de uma reação severa em caso de não 
exclusão definitiva de reação hemolítica ou de contaminação bacte- 
riana (Widmann, 1994). A decisão de reiniciar a transfusão deve ser 
orientada pela condição clínica do paciente, bem como pelos resulta- 
dos obtidos no teste de reação transfusional. 

A pré-medicação com antipiréticos é utilizada com frequência para 
prevenir as reações febris, embora a eficácia dessa medida ainda pre- 
cise ser estabelecida. Uma triagem aleatorizada e controlada com pla- 
cebo foi incapaz de demonstrar a prevenção das reações febris pelo 
uso de acetaminofeno e difenidramina; contudo, o número de indi- 
víduos que participaram do estudo talvez tenha sido insuficiente para 
demonstrar uma diferença relativamente pequena (Wang, 2002). 

Alguns estudos mostraram que houve uma redução na incidên- 
cia de reações febris desde a introdução da redução universal de 
leucócitos (Ibojie, 2002; Dzik, 2002; Uhlmann, 2001). No entanto, 
está claro que a redução de leucócitos não previne todas as reações 
febris. Estas também podem ser atribuídas ao acúmulo de citocinas 
pirogênicas nas unidades durante o período de armazenamento 
(Muylle, 1993). Esses mediadores biológicos são produzidos prima- 
riamente pelos leucócitos. As reações febris à transfusão de plaque- 
tas podem ser amenizadas através do uso de CPs com menos de 4 
dias de preparação (Kelley, 2000). A filtração realizada no momen- 
to da transfusão não promove a remoção das citocinas pirogênicas 
contidas nas unidades de sangue, embora possa remover outras 
citocinas e componentes do complemento ativados (Snyder, 1996). 
Tem sido observado que a utilização da redução de leucócitos pré- 
-armazenamento pode reduzir a geração de citocinas em plaquetas 
e hemácias armazenadas, bem como é mais eficaz na prevenção das 
reações febris do que a redução de leucócitos pós-armazenamento 
(Federowicz, 1995). As citocinas acumuladas podem ser removidas 
pela redução do plasma ou através da lavagem dos componentes 
celulares do sangue (Heddle, 1994). A remoção do plasma parece ser 
equivalente à redução de leucócitos pré-armazenamento em termos 
de prevenção das reações febris (Heddle, 2002). A remoção do plas- 
ma não previne todas as reações febris. 


Reações alérgicas 


As reações alérgicas brandas à transfusão são lugar-comum. 
Podem ocorrer com qualquer tipo de componente do sangue, inclu- 
sive CVSs autológas (Domen, 2003). Os sintomas são prurido, urti- 
cária, eritema e vermelhidão cutânea. Cerca de 10% das reações alér- 
gicas apresentam sinais e sintomas; contudo, não há envolvimento 
cutâneo. Diante do envolvimento GI, pode haver náuseas, vômitos, 
dor abdominal e diarreia. 

Havendo uma reação alérgica, a transfusão deve ser descontinuada e 
o acesso endovenoso, mantido. Havendo envolvimento das vias aéreas 
superiores, pode ser necessária a pronta entubação do paciente. O oxigê- 
nio deve ser administrado em caso de dispneia ou evidência de dessatu- 
ração. As reações alérgicas brandas usualmente respondem à inoculação 
por via i.v. de anti-histaminicos, como difenidramina (50-100 mg). As 
reações mais severas podem requerer epinefrina. Nas reações cutâneas 
brandas, a transfusão usualmente pode ser reiniciada após o tratamen- 
to, sem que o paciente apresente recorrência nem piora dos sintomas. Já 
nas reações mais sérias, particularmente quando há envolvimento das 
vias respiratórias, a retomada da transfusão não é recomendável. 

Com exceção das deficiências de IgA e haptoglobina, o antígeno 
específico contra o qual o paciente reage usualmente não pode ser 
identificado. A pré-medicação com 25 a 50 mg de anti-histamínicos 
(p. ex., difenidramina) por via oral ou i.v. pode prevenir a ocorrên- 
cia de reações alérgicas brandas. Esteroides, como metilprednisolona 
(125 mg), podem ajudar pacientes que manifestam reações alérgicas 
repetidamente, embora a eficácia dos esteroides ainda precise ser 
comprovada. 
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Pacientes que apresentam reações alérgicas recorrentes ou signifi- 
cativas podem ser beneficiados pela concentração dos componentes 
celulares do sangue, através da remoção da maior parte do plasma ou 
pela lavagem das hemácias e plaquetas. Entretanto, não há garantias 
quanto ao uso rotineiro de componentes lavados para pacientes com 
reações alérgicas cutâneas. 


Reações alérgicas (anafiláticas) severas 


Além dos sinais típicos associados às reações alérgicas mais brandas, 
as reações anafiláticas e anafilactoides manifestam instabilidade car- 
diovascular, incluindo hipotensão, taquicardia, perda da consciência, 
arritmia cardíaca, choque e parada cardíaca. O envolvimento respi- 
ratório com dispneia ou estridor pode ser mais pronunciado do que 
aquele usualmente observado nas reações alérgicas típicas. 

Diante da ocorrência de uma reação anafilática, a transfusão deve 
ser suspensa € o acesso endovenoso, mantido. A assistência de supor- 
te, incluindo entubação, oxigênio, líquidos endovenosos e colocação 
do paciente em posição de Trendelenburg, deve ser prontamente ins- 
tituída. É preciso haver disponibilidade imediata de epinefrina. Diante 
de uma hipotensão irresponsiva às medidas de apoio ou de brocoes- 
pasmo significativo, pode ser feita a administração de 0,3 a 0,5 mg 
(0,3-0,5 mL de uma solução 1:1.000) de epinefrina por via s.c. Essa 
dose pode ser reptida a cada 20 a 30 minutos, no máximo 3 vezes. 
Alternativamente, pode ser feita a administração de 0,5 mg de epine- 
frina por via i.v. (5 mL de uma solução 1:10.000), com repetição a 
cada 5 a 10 minutos, em caso de hipotensão refratária. 

Podem ser administrados 50 a100 mg de anti-histamínico (p. ex., dife- 
nidramina) por via i.v. particularmente se houver manifestações cuta- 
neas, como urticária. A aminofilina (dose de carga de 6 mg/kg) pode ser 
útil em caso de broncoespasmo. É provável que os esteroides não sejam 
eficazes em casos agudos, mas havendo persistência dos sintomas, pode 
ser feita a administração de fármacos como a hidrocortisona (500 mg). 

Pacientes com deficiência de IgA que desenvolvem anticorpos antilgA 
podem apresentar reação anafilática (Vyas, 1969). Pacientes que apre- 
sentam reações alérgicas consideráveis devem ser quantitativamente 
avaliados quanto aos níveis de IgA. Transfusões recentes podem elevar 
os níveis séricos de IgA. Contudo, no caso de uma deficiência de IgA 
já estabelecida, deve ser realizado o teste para detecção de anticorpos 
antilgA, usualmente por um laboratório de referência. Havendo neces- 
sidade, é possível obter plasma deficiente em IgA a partir dos registros 
de doadores raros. Hemácias e plaquetas podem ser lavadas para remo- 
ção de quantidades suficientes de IgA, a fim de evitar reações. 

Pacientes com deficiência de haptoglobina podem apresentar rea- 
ções transfusionais anafiláticas similares, devido à presença de IgG ou 
IgE anti-haptoglobina (Shimada, 2002). A deficiência de haptoglobi- 
na é uma condição rara na população norte-americana, porém é mais 
comum do que a deficiência de IgA em pacientes japoneses que apre- 
sentam reações anafiláticas. 


Reações hemolíticas agudas 


As reações transfusionais hemolíticas agudas (RTHA), por definição, 
manifestam-se dentro de 24 horas após a transfusão. A hemólise intra- 
vascular é bem mais comum nas reações hemolíticas agudas do que 
hemólise extravascular. Os sinais apresentados pelo paciente são febre e 
calafrios, náusea, vômito, dor, dispneia, taquicardia, hipotensão, sangra- 
mento e hemoglobinúria. A febre pode ser o sinal inicial de uma RTHA. 
Dessa forma, um aumento de 1°C na temperatura corporal deve con- 
duzir à interrupção da transfusão de hemácias e ao início de uma ava- 
liação laboratorial. A insuficiência renal é complicação tardia. A dor na 
RTHA tem sido descrita como localizada nos flancos, nas costas, abdô- 
men, tórax, cabeça e também no sítio da infusão. Uma sensação subjeti- 
va de angústia às vezes é relatada. Sangramentos inesperados podem ser 
decorrentes de uma CID. Durante cirurgias, hipotensão e sangramento 
excessivo podem constituir os únicos sinais de RTHA. Ambos podem ser 
atribuídos a causas diversas. Portanto, os médicos precisam estar atentos 
quanto à possibilidade de haver uma reação hemolítica nessa situação. 

Os achados laboratoriais nas RTHAs incluem hemoglobinemia, 
hemoglobinúria, elevação da LDH, hiperbilirrubinemia e baixos níveis 
de haptoglobina. Os níveis de nitrogênio ureico e creatinina deverão 


estar aumentados se o paciente apresentar insuficiência renal. O teste 
de antiglobulinas direto (DAT, direct antiglobulim test) pode apresentar 
resultados positivos com padrão de campo misto diante da presença 
de hemácias incompatíveis circulantes, eventualmente transfundidas. 
Os estudos para identificação de anticorpos anti-hemácias podem ou 
não apresentar resultados positivos, dependendo da especificidade do 
anticorpo envolvido e da quantidade de anticorpos presentes no soro. 
A incompatibilidade ABO devida a um erro clerical constitui a causa 
mais comum de RTHAs. 

Diante de um evento de reação hemolítica aguda, a transfusão deve 
ser descontinuada e o acesso endovenoso, mantido. A identidade 
do paciente e da(s) unidade(s) de CVSs devem ser reconfirmadas, 
sendo que as demais unidades de CVSs anteriormente dispensadas ao 
paciente devem ser localizadas e deixadas em quarentena. A reação 
deve ser prontamente relatada ao banco de sangue. Caso seja des- 
coberto um erro de identificação, provavelmente deve haver outro 
paciente (p. ex., com nome parecido) que também pode estar corren- 
do risco de ter recebido sangue incompatível. 

O tratamento de uma RTHA deve ser orientado pela resposta clíni- 
ca do paciente. Pacientes apresentando sintomas mínimos podem ser 
mais bem supervisionados por meio de uma observação cuidadosa. 
Entretanto, quando ocorrem reações severas, uma intervenção rápida 
e vigorosa pode salvar a vida do paciente. Não é demais repetir que o 
grau de severidade das RTHAs está diretamente relacionado ao volu- 
me de sangue incompatível transfundido. Sendo assim, o reconheci- 
mento logo no início, a suspensão e a prevenção da transfusão de mais 
unidades incompatíveis constituem as primeiras etapas fundamentais 
do tratamento. É preciso dispensar uma atenção inicial ao suporte 
cardiovascular. Se o paciente apresentar hipotensão, pode ser indica- 
da a ressuscitação com líquidos e o suporte pressórico. No entanto, é 
preciso ter cuidado para evitar uma sobrecarga líquida, especialmente 
no caso de pacientes que apresentam comprometimento da função 
cardíaca ou renal. 

Como a carga de hemácias incompatíveis circulantes determina a 
gravidade e o curso das RTHAs, a realização de uma transfusão de 
troca com sangue antigeno-negativo pode ser considerada. Mais uma 
vez, a decisão de realizar uma transfusão de troca deve ser orienta- 
da pela resposta clínica do paciente. É inadequado expor o paciente 
ao risco adicional de contrair uma doença infecciosa, caso o processo 
hemolítico esteja sendo bem tolerado. No caso da incompatibilidade 
ABO, porém, uma transfusão de troca pode reduzir consideravelmen- 
te as chances de morbidade ou morte do paciente. 

Considerando que a insuficiência renal é um problema importante 
para alguns pacientes, é preciso atentar para preveni-la. O tratamen- 
to precoce da hipotensão e da CID constituem as intervenções mais 
importantes a limitar a extensão de um possível comprometimento 
renal. Uma prática que vem sendo adotada com sucesso é a manu- 
tenção do débito urinário por meio da administração de líquidos 
endovenosos e diuréticos, manitol ou furosemida, logo no início do 
curso da reação. Tem sido recomendada a hidratação do paciente 
com solução salina normal e dextrose a 5% (1:1), a uma velocidade 
de fluxo de 3.000 mL/m* ao dia, bem como a administração de bicar- 
bonato de sódio para manter o pH urinário acima de 7 (Nussbaumer, 
1995). Também tem sido recomendada a infusão de uma dose inicial 
de manitol a 20% a cada 30 a 60 minutos, a um fluxo de 100 mL/m’, 
passando em seguida a um fluxo de 30 mL/m” por hora, durante as 12 
horas subsequentes (Slavc, 1992). Entretanto, caso haja oligúria em 
face da euvolemia, a carga de líquidos pode ser contraindicada. 

Novas transfusões de hemácias devem ser evitadas até que a causa 
da reação tenha sido estabelecida. Todavia, antes de tudo, nenhum 
paciente deve acabar exsanguinado por falta de sangue sorologica- 
mente compatível. Se possível, devem ser obtidas hemácias de tipo 
sanguíneo O, que sejam isentas de outros antígenos clinicamente 
significativos para os quais o paciente provavelmente tenha desen- 
volvido anticorpos. Devem ser considerados os resultados de todos os 
testes sorológicos realizados até então, procedendo-se ao julgamento 
clínico. Considerando que nas RTHAs o foco da atenção está volta- 
do para as hemácias, é preciso ter cautela para evitar a transfusão de 
plasma ou plaquetas que possam agravar a hemólise, principalmente 
quando a incompatibilidade ABO é uma causa provável. A pressa des- 
necessária, tanto na avaliação sorológica como na tomada de decisão, 


deve ser evitada, pois a maioria dos erros humanos é cometida mais 
frequentemente sob pressão. 


Reações hemolíticas tardias 


Por definição, as reações transfusionais hemolíticas tardias (RTHTs) 
demoram no mínimo 24 horas para ocorrer após a transfusão de 
uma unidade agressora. O tempo decorrido desde a transfusão até o 
diagnóstico de uma RTHT é bastante variável. A maioria dos pacien- 
tes apresenta reação num período de 2 semanas após ter recebido a 
transfusão. Entretanto, o reconhecimento clínico de uma RTHT pode 
ser feito somente após 6 semanas. Quase todas as RTHTs resultam de 
uma resposta anamnésica a um antígeno das hemácias, para o qual o 
paciente produziu anticorpos previamente, cuja concentração é baixa 
demais para ser detectada no teste pré-transfusional. Em raras ocasiões, 
uma RTHT pode ocorrer por causa da aloimunização do paciente a um 
antígeno das hemácias. A hemólise é tipicamente extravascular, mas 
também pode ocorrer hemólise intravascular. Felizmente, essas reações 
tendem a ser bem menos severas do que as RTHAs e, por esse motivo, 
podem passar desapercebidas. Alguns pacientes apresentam somente 
anemia. Outros sinais clínicos incluem febre ou calafrios, icterícia, dor 
ou dispneia. Raramente, pode haver insuficiência renal. Em pacientes 
com anemia falciforme, as RTHTs podem precipitar uma crise falcifor- 
me (Mintz, 1986). 

Os achados laboratoriais nas RTHTs incluem anemia, elevação dos 
níveis de LDH, hiperbilirrubinemia, níveis baixos de haptoglobina, 
leucocitose, presença de um novo anticorpo dirigido às hemácias e 
reação positiva ao DAT. O grau de hiperbilirrubinemia dependerá da 
taxa e de quanta hemólise foi produzida, bem como da função hepáti- 
ca. Tipicamente, os níveis de bilirrubina não conjugada estão aumen- 
tados durante a hemólise ativa. Níveis reduzidos de haptoglobina 
não necessariamente indicam hemólise intravascular, pois também 
podem ser detectados na hemólise extravascular. 

Muitos pacientes apresentam uma boa tolerância às RTHTs e podem 
necessitar apenas de um cuidadoso acompanhamento. Em geral, não 
se recomenda uma carga de líquidos nem diurese, a menos que haja 
um processo de hemólise intravascular ativa. Complicações, como 
insuficiência renal ou crise falciforme, devem ser devidamente trata- 
das. Havendo uma grande carga de hemácias antígeno-positivas, deve 
ser considerada a realização de uma transfusão de troca. De um modo 
geral, recomenda-se evitar a transfusão até que o anticorpo causador 
da manifestação seja identificado e sejam obtidas unidades antígeno- 
negativas. Entretanto, assim como nas RTHAs, a falta de sangue soro- 
logicamente compatível não deve jamais ser motivo para deixar que 
o paciente atinja um alto grau de morbidade por anemia. A escolha 
das hemácias para transfusão deve ser feita com base nos resultados do 
teste sorológico, sendo necessário haver uma boa comunicação entre o 
médico diretor do banco de sangue e o médico do paciente. 

Como a hemólise extravascular é semelhante à AHA, em que a infusão 
de uma dose elevada de imunoglobulina endovenosa (IVIG, intravenous 
immunoglobulin) pode ser útil, também no tratamento das RTHTs pode 
ser considerada a realização de uma IVIG. Uma única dose de IVIG (400 
mg/kg) infundida ao longo das 24 horas de transfusão tem sido empre- 
gada com sucesso na prevenção de reações em pacientes aloimunizados, 
para os quais talvez não seja possível obter sangue compatível (Kohan, 
1994). Cinco pacientes tratados dessa forma apresentaram elevações 
sustentadas no hematócrito, sendo que não houve desenvolvimento de 
reações transfusionais em nenhum dos casos. 


Contaminação bacteriana dos 
componentes do sangue 


A apresentação clínica de uma reação transfusional causada por 
componentes sanguíneos contaminados com bactérias usualmente é 
dramática. O início dos sintomas, na maioria dos casos, ocorre duran- 
te ou logo após a transfusão. A manifestação tardia, que ocorre depois 
de pelo menos 1 dia, é mais raramente relatada em casos de transfusões 
de plaquetas contaminadas. Os sintomas mais comuns são febre, cala- 
frios, hipotensão, choque, náuseas e vômitos (Perez, 2001; Kuehnert, 
2001). O paciente também pode apresentar dispneia, dor e diarreia. O 
desenvolvimento de febre alta e hipotensão durante ou pouco depois 


da transfusão particularmente constitui indício da possível transfusão 
de uma unidade contaminada. As complicações clínicas decorrentes 
da contaminação bacteriana são significativas, muitas vezes resultando 
em choque, insuficiência renal, CID e morte do paciente. A taxa de 
mortalidade é elevada e depende do tipo de componente envolvido, 
carga e identidade do organismo causador, bem como condição clíni- 
ca do paciente. Os fatores relativos ao paciente associados à ocorrência 
das reações clínicas são trombocitopenia e pancitopenia. Os fatores 
de risco de fatalidade incluem contaminação por bastonetes Gram- 
negativos, idade do paciente, menor volume de componente transfun- 
dido e menor tempo decorrido desde o preparo do CP armazenado. 
Esses dois últimos fatores são mais provavelmente os que refletem a 
presença de um maior número de microrganismos no componente. O 
organismo envolvido depende do tipo e do armazenamento do com- 
ponente sanguíneo. Foram demonstradas hemácias contendo espécies 
de Acinetobacter, Escherichia, Staphylococcus, Yersinia e Pseudomonas. 
Há relatos da contaminação de CPs por bastonetes Gram-negativos, 
como Acinetobacter, Klebsiella, Salmonella, Escherichia e Serratia, e 
bastonetes Gram-positivos, como Proprionibacterium (Andreu, 2002; 
Kuehnert, 2001). Alguns serviços de transfusão fazem cultura de bac- 
térias de todos os CPs que tenham causado uma reação transfusional 
febril, uma vez que, havendo um concentrado de hemácias provenien- 
te da mesma doação, é possível eliminá-lo. 

Usualmente, o tratamento deve ser iniciado antes da identificação 
do agente causador. Se o paciente apresentar reação, a transfusão deve 
ser descontinuada, a unidade e a tubulação associada devem ser remo- 
vidas, e todas as demais bolsas de sangue recentemente transfundi- 
das devem ser recuperadas. Cuidados de suporte para a circulação e 
a respiração devem ser iniciados, conforme a necessidade. A terapia 
de antibióticos inicialmente deve incluir uma cobertura de amplo 
espectro, como um f-lactamico e um aminoglicosideo, até que as 
colorações ou culturas microbiológicas apontem o agente causador da 
reação. 

Os métodos empregados para limitar a contaminação bacteriana 
são cultura, inspeção de CPs para observação de “turbilhão” e quan- 
tificação do consumo de oxigênio (AuBuchon, 2002; Wagner, 1996; 
Ortolano, 2003). Alguns estudos demonstraram que o uso de plaquetas 
de aférese pode resultar em menor incidência de reações bacterianas 
(Ness, 2001). A tecnologia da redução de leucócitos futuramente pode- 
rá proporcionar uma significativa diminuição — ou até mesmo elimi- 
nação — das contaminações por bactérias (Lin, 1997; Zavizion, 2003). 


Lesão pulmonar aguda associada 
à transfusão (TRALI) 


A TRALI usualmente surge durante ou em algumas horas após a 
transfusão. Seus sintomas incluem dispneia, hipoxemia, taquicar- 
dia, febre, hipotensão e cianose (Kleinman, 2004). A febre e a hipo- 
tensão, quando presentes, usualmente são de grau moderado e res- 
pondem rapidamente à administração de antipiréticos e líquidos. 
Caracteristicamente, observa-se ausência de sons respiratórios anor- 
mais. O exame de raios X do tórax costuma apontar a presença de 
um edema pulmonar. Por definição, os sinais de insuficiência cardíaca 
estão ausentes. Pacientes com malignidades hematológicas ou doen- 
ça cardíaca parecem estar expostos a um maior risco de desenvolver 
TRALI (Silliman, 2003). Essa maior propensão pode refletir o fato 
de serem esses grupos de pacientes os que recebem a maior parte das 
transfusões de plaquetas. À taxa de mortalidade relatada é de aproxi- 
madamente 20%, dependendo do grau de severidade da lesão pulmo- 
nar e do estado clínico subjacente do paciente. Existe uma ampla faixa 
de graus de severidade associada a esse tipo de reação. As formas mais 
brandas podem não ser imediatamente reconhecidas. 

O diagnóstico diferencial inclui sobrecarga circulatória, contami- 
nação bacteriana, reações alérgicas, síndrome da angústia respiratória 
aguda (ARDS, acute respiratory distress syndrome), embolia pulmonar 
e hemorragia pulmonar. O diagnóstico é estabelecido pela observa- 
ção do edema pulmonar. Na artéria pulmonar, a pressão de encunha- 
mento não é elevada. A TRALI é caracterizada pela resolução dentro 
de um período de 48 a 96 horas, contadas a partir do início da reação 
(Popovsky, 1992). A falha do paciente em apresentar uma melho- 
ra substancial após esse período deve pôr o diagnóstico em dúvida. 
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788 Embora os achados do exame de radiografia torácica possam persistir 


por mais de 7 dias, diferente do que se observa na ARDS, aparentemen- 
te não há desenvolvimento de nenhuma sequela pulmonar. Uma redu- 
ção das contagens de leucócitos ou plaquetas pode ser útil como indício 
de TRALI causada por transfusão de anticorpos dirigidos ao HLA de 
classe I (Cooling, 2002). 

O tratamento da TRALI é suportivo. É preciso suspender uma trans- 
fusão que esteja em andamento, bem como recuperar as bolsas de 
sangue das unidades recentemente transfundidas. O banco de sangue 
deve ser consultado quanto à avaliação da TRALI. A administração 
de oxigênio usualmente é indicada nesses casos. Pacientes gravemente 
afetados podem necessitar de ventilação mecânica. O uso de corticos- 
teroides parece ter pouco ou nenhum valor. A diurese não é indicada 
diante da ausência de sinais de sobrecarga de líquidos. 

A ocorrência de TRALI tem sido atribuída à presença de anticorpos 
no plasma da unidade transfundida, os quais são dirigidos contra o 
HLA ou antígenos de granulócitos presentes nos leucócitos do recep- 
tor (Kopko, 2002). O plasma doado por mulheres multíparas pode 
implicar maior risco de TRALI (Palfi, 2001). Essa lesão também tem 
sido atribuída aos mediadores lipidicos inflamatórios presentes na 
unidade, os quais ativam neutrófilos previamente condicionados (em 
decorrência de cirurgias, traumatismo ou inflamação) e, assim, cau- 
sam lesão e extravasamento capilar (Silliman, 2003). 


Doença do enxerto versus hospedeiro 


A doença do enxerto versus hospedeiro associada à transfusão 
(DEVH-AT) pode ocorrer diante da proliferação de células T viáveis 
do doador, as quais não são reconhecidas como estranhas pelo sistema 
imune do receptor, mas que reconhecem e rejeitam o próprio hospedei- 
ro como estranho. Pacientes que apresentam imunodeficiências celula- 
res marcantes correm risco de desenvolver DEVH-AT (Tab. 35.9). Tais 
condições incluem imunodeficiências celulares congênitas (síndrome 
de DiGeorge, SCIDS [severe combined immunodeficiency syndrome] ), 
imaturidade do sistema imune (transfusões intrauterinas, recém-nasci- 
dos apresentando peso corporal muito baixo), imunodeficiências asso- 
ciadas a doenças (doença de Hodgkin) e imunodeficiências celulares 
associadas à terapia (transplante de CPrHs, tratamento com fludarabi- 
na). As imunodeficiéncias humorais, como a imunodeficiência variável 
comum (CVID, common variable immunodeficiency), não constituem 
factores de risco para DEVH. Embora a infecção pelo HIV possa causar 
acentuada disfunção das células T, não aumenta o risco de DEVH-AT. 
Os regimes imunossupressivos comuns utilizados na transplantação de 
órgãos sólidos e os regimes quimioterápicos tipicamente empregados 
no tratamento de tumores sólidos também não intensificam o risco 
de DEVH-AT. Entretanto, há relatos de DEVH-AT em paciente sub- 
metidos à quimioterapia agressiva para tratamento de neuroblastoma, 
entre outros tumores. Pacientes com imunidade normal podem estar 
expostos ao risco de desenvolver DEVH-AT caso sejam homozigotos 
para um haplótipo HLA e recebam transfusão de doador que, apesar 
de heterozigoto, compartilha um haplótipo. Nesse caso, os linfócitos 
do receptor são incapazes de reconhecer como estranhos os linfócitos 





transfundidos; no entanto, as células transfundidas identificam como 
estranhas as próprias células do receptor (Fig. 35.1). Essa situação é 
mais provável nas doações envolvendo parentes próximos (primeiro ou 
segundo grau), mas também podem ocorrer ao acaso, particularmente 
em populações relativamente homogêneas (Aoun, 2003). 

A DEVH-AT tipicamente se manifesta dentro de um período de 2 
a 50 dias após a transfusão. Os achados característicos incluem erup- 
ção, diarreia, febre, disfunção hepática e pancitopenia. A mortalida- 
de é maior que 90% e a maioria dos pacientes morre em decorrência 


Tabela 35.9 Indicações da irradiação de componentes do sangue para 
prevenção de DEVH-AT 


Indicações absolutas 

Imunodeficiência celular congênita 

Transplante de células progenitoras hematopoéticas 

Doença de Hodgkin 

Transfusões de granulócitos 

Transfusões intrauterinas (TIU) 

Transfusões para recém-nascidos que receberam TIU 

Transfusões provenientes de pais biológicos 

Quimioterapia com análogos de purina (fludarabina) 

Indicações prováveis 

Bebês com baixo peso corporal ao nascimento (< 1.200 g) 

Malignidades hematológicas, exceto doença de Hodgkin 

Concentrados de plaquetas HLA-compatíveis 

Quimioterapia de doses elevadas, radioterapia e/ou imunoterapia agressiva 
Indicações controversas 

Transplante de órgãos sólidos 

Transfusões de grande volume ou de troca para bebês que não receberam TIU 
Anemia aplásica 

Linfopenia absoluta (ALC < 500 uL) 

Irradiação CONTRAINDICADA 

Infecção por HIV 

Hemofilia 

Transfusões de volumes pequenos para bebês nascidos a termo que não 
receberam TIU 

Pacientes idosos 

Dose típica de terapia imunossupressora (exceto na terapia com análogos de 
purina) 

Pacientes cirúrgicos imunocompetentes 

Gravidez 

Distúrbios de membrana celular, metabólicos ou da hemoglobina (p. ex., 
talassemia, AF) 


Adaptado de Gorlin, 2005. 


Figura 35.1 Mecanismo de DEVH-AT em pacientes imunocompetentes. O 
doador é homozigoto no lócus do HLA de classe |. O receptor é heterozigoto e 
compartilha um haplótipo com o doador. As células T enxertadas oriundas do 
doador reconhecem o receptor como estranho, contudo as células T do receptor 
não identificam como estranhas as células T do doador. 


da infecção. Em contraste com a DEVH da transplantação de CPrHs 
alogênicas, na DEVH-AT a medula óssea tem o tipo do receptor e 
constitui o órgão-alvo. Tentativas de tratamento agressivo têm sido 
realizadas, contudo são raros os casos bem-sucedidos. Portanto, é 
fundamental adotar medidas preventivas. 

Ainda não foi estabelecido o número mínimo necessário de células T 
transfundidas viáveis para causar DEVH-AT. No entanto, sabe-se que os 
métodos atuais de redução de leucócitos não bastam (Hayashi, 1993). 
A exposição à radiação ionizante (raios y ou raios X) pode provocar 
danos cromossômicos e impedir a replicação dos leucócitos transfundi- 
dos. Às diretrizes estabelecidas pelo FDA atualmente em vigor sugerem 
uma dose de plano médio de 25 Gy, com uma dose mínima de 15 Gy 
em qualquer ponto no frasco de sangue (ver a discussão anterior sobre 
componentes especiais). É possível que a tecnologia da redução de pató- 
genos baseada na modificação do ácido nucleico seja efetiva na preven- 
ção da DEVH-AT, mas isso ainda precisa ser estabelecido. 


Reações hipotensivas 


A hipotensão associada à transfusão é definida como aquela que 
ocorre durante a realização da transfusão, na total ausência de sinais 
ou sintomas de outras reações transfusionais, como febre, calafrios, 
dispneia, urticária ou rubor. O grau de hipotensão requerido para 
estabelecer o diagnóstico é controverso, porém é possível defini- 
-lo razoavelmente como sendo equivalente a uma queda minima de 
10 mmHg na pressão arterial sistólica ou diastólica em relação aos 
valores basais pré-transfusionais. Entretanto, se a pressão sanguínea 
imediatamente pré-transfusional estiver elevada em relação à pressão 
sanguínea usual do paciente, e se a pressão arterial não cair abaixo da 
pressão sanguínea habitual do paciente, a reação observada não deve 
ser considerada hipotensiva. A hipotensão tem início durante a trans- 
fusão e é resolvida rapidamente com a interrupção da transfusão. Caso 
a hipotensão persista por mais de 30 minutos após a descontinuação 
da transfusão, outro diagnóstico deve ser fortemente considerado. As 
reações hipotensivas têm sido associadas às transfusões de hemácias e 
plaquetas. Algumas reações foram associadas ao uso de filtros de redu- 
ção de leucócitos (Fried, 1996; Abe, 1997). 

Caso haja hipotensão, a transfusão deve ser descontinuada e o 
acesso endovenoso, mantido. O paciente deve ser posicionado com 
a cabeça abaixada e os pés elevados (posição de Trendelenburg). 
Líquidos isotônicos devem ser administrados ao paciente. O suporte 
pressório é indicado apenas em caso de hipotensão severa e refratária 
aos líquidos endovenosos. 

A causa da hipotensão associada à transfusão ainda precisa ser defi- 
nitivamente estabelecida. Entretanto, é mais provável que essa con- 
dição se deva à liberação de bradicinina através da ativação da via de 
contato da coagulação. Algumas reações foram associadas à ação de 
fármacos inibidores da ACE (enzima conversora de angiotensina) no 
receptor e/ou ao uso de filtros de redução de leucócitos. A ACE é a 
principal enzima envolvida na quebra de bradicinina na circulação. 
Alguns filtros, em particular aqueles com carga líquida de superfície 
negativa, parecem causar ativação da calicreina e clivagem de cinino- 
gênio de alto peso molecular, resultando na liberação de bradicinina 
(Davenport, 1997; Shiba, 1997; Mair, 1998). Todavia, existe variabili- 
dade, uma vez que nem todas as unidades filtradas mostram ativação. 


Hemólise não imune 


A lise de hemácias pode ser decorrente das condições de armazena- 
mento, manuseio ou transfusão. A mistura de líquidos hiper ou hipos- 
móticos às hemácias pode acarretar uma lise significativa. Pacientes 
que recebem hemácias lisadas podem ser notavelmente tolerantes a 
elas. Entretanto, podem apresentar comprometimento transitório ao 
nível hemodinâmico, pulmonar e renal. Existe até mesmo um relato de 
morte de paciente transfundido com hemácias lisadas (Sazama, 1990). 
A transfusão de sangue autólogo de um paciente com hemoglobina 
falciforme pode resultar em hemólise e morte (DeChristopher, 1990). 
Os sinais clínicos usualmente são hemoglobinemia e hemoglobinúria. 
Pode haver hipercalemia, particularmente em pacientes com insuficiên- 
cia renal. Também pode haver febre. O diagnóstico é estabelecido pela 
constatação da presença de hemácias lisadas na unidade transfundida 
acompanhada da exclusão de outras possíveis causas, como reações 


transfusionais hemolíticas. Todas as unidades de CVSs apresentam um 
discreto grau de hemólise após longos períodos de armazenamento, 
contudo este nível de hemólise não leva ao aparecimento de sinais clíni- 
cos após a transfusão. As principais complicações descritas envolvendo 
a hemólise não imunológica são insuficiência renal e arritmia cardíaca 
decorrente da hipercalcemia. Reações transfusionais hemolíticas rara- 
mente ocorrem quando nenhum anticorpo anti-hemácia é identificável 
(Davey, 1980). Pode ser impossível diferenciar essa condição de uma 
hemólise não imune, sem a realização de uma cuidadosa investigação 
acerca das circunstâncias em que se deu a transfusão. 

Havendo hemólise não imune, a transfusão deve ser suspendida e 
o acesso endovenoso, mantido. A bolsa de sangue, com toda a tubu- 
lação e líquidos endovenosos acoplados, devem ser preservados para 
fins de investigação. Deve ser excluída a possibilidade de uma reação 
transfusional hemolítica. Os níveis séricos de potássio devem ser che- 
cados e um eletrocardiograma deve ser providenciado para avaliar a 
hipercalemia. É um tratamento de apoio. O débito urinário deve ser 
mantido por meio da hidratação do paciente, a menos que haja qual- 
quer contraindicação, como insuficiência renal. 


Sobrecarga circulatória associada à transfusão 


A sobrecarga circulatória é uma reação transfusional bastante 
comum e evitável. Manifesta-se como insuficiência cardíaca con- 
gestiva durante ou pouco depois da transfusão. Os sinais e sintomas 
podem ser dispneia, ortopneia, cianose, taquicardia, elevação da pres- 
são sanguínea, edema pulmonar, distensão da veia jugular, edema 
pedal e dor de cabeça. O diagnóstico diferencial inclui TRALI, reações 
alérgicas e causas de insuficiência congestiva não associadas à transfu- 
são, tais como doença cardíaca valvular. É bem sabido que os pacientes 
portadores de doença cardíaca preexistente correm risco de apresen- 
tar sobrecarga circulatória ao serem submetidos a transfusões. Pode 
ser difícil estabelecer um diagnóstico de sobrecarga circulatória atra- 
vés do exame clínico e radiológico. A avaliação dos níveis de peptídeo 
natriurético cerebral (BNP, brain natriuretic peptide) pode ser útil na 
determinação do diagnóstico (Zhou, 2005). 

A sobrecarga volumétrica deve ser antecipada no caso de pacientes 
que apresentam risco, bem como prevenida o quanto antes. O sangue 
deve ser transfundido devagar. Embora a transfusão usualmente ter- 
mine em 4 horas, a duração do processo pode ser estendida mediante 
indicação médica. Todavia, caso a transfusão dure mais de 6 horas, 
devem ser consideradas estratégias alternativas. É possível transfundir 
pequenos volumes com intervalos adequados entre cada transfusão, 
de modo a permitir a realização da diurese. Para evitar exposições adi- 
cionais do doador, uma unidade pode ser dividida em partes de forma 
estéril e uma das partes pode ser conservada no banco de sangue para 
posterior transfusão. As unidades também podem ser concentradas 
através da remoção do plasma. Um diurético pode ser administrado 
antes ou durante a transfusão. 


Doença transmitida por transfusão 


As melhorias introduzidas na triagem e nos testes de doadores resul- 
taram em dramática redução dos riscos de transmissão de doenças via 
transfusão nas duas últimas décadas. Por exemplo, nos EUA, o risco de 
transmitir HIV por transfusão de sangue foi reduzido de aproximada- 
mente 1 a cada 100 transfusões em certas áreas urbanas, no início dos 
anos 1980, para quase 1 a cada 2 milhões em todo o país, nos dias de 
hoje. É quase impossível medir com exatidão os riscos atuais de hepa- 
tite e transmissão do HIV empregando metodologia epidemiológica. 
As estimativas de risco para HIV, HBV e HCV atualmente são feitas 
com base em modelos matemáticos, considerando a probabilidade de 


Tabela 35.10 Riscos aproximados atuais de transmissão de doenças 
infecciosas por unidade 


HIV 1: 2.000.000 
HBV 1:250.000-1 : 500.000 
HCV 1: 2.000.000 
HTLV-II 1: 3.000.000 
Vírus West Nile ~ 1 : 7.000.000 
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detectadas de maneira não confiável pelos testes em uso, portadores 
anticorpos-negativos persistentes e erros de teste (Dodd, 2002). A 
Tabela 35.10 resume as atuais (2004) estimativas de risco. 
Hepatite 

Historicamente, o HCV tem sido o responsável pela maioria dos 
casos de hepatite pós-transfusional (HPT). Aproximadamente 10% 
das hepatites crônicas são atribuíveis a transfusões de sangue (Alter, 
1999). A HPT é assintomática na maioria dos casos. Foram observa- 
dos três padrões de elevação da transaminase: monofásica, polifásica 
e platô (Pastore, 1985). Cerca de 75 a 85% dos indivíduos apresentam 
infecção por HCV persistente, dos quais 50% apresentam evidências 
de hepatite crônica. Dos pacientes com HPT por HCV, 10% even- 
tualmente manifestam doença hepática (Seeff, 1992). A HPT aguda 
causada por HBV é tipicamente mais grave em 25 a 30% dos indi- 
víduos que apresentam icterícia, com um tempo de incubação de 40 
a 60 dias (Walsh, 1970; Seeff, 1975). Menos de 10% dos indivíduos 
infectados progridem para um quadro de hepatite crônica. Quando 
adquirida antes dos 5 anos de idade, a hepatite aguda por HBV costu- 
ma ser menos severa, porém o risco de desenvolvimento de hepatite 
crônica é bem maior. O vírus da hepatite D (HDV) requer coinfecção 
com o HBV para que possa se replicar. Se adquirido ao mesmo tempo 
que o HBV, o HDV pode causar uma severa hepatite e insuficiência 
hepática. Quando adquirido durante as infecções crônicas por HBV 
(superinfecção), o HDV aumenta significativamente o risco de doen- 
ça hepática crônica severa. A transmissão do HDV por transfusão é 
um evento raro, sendo que os métodos de triagem para HBV também 
são efetivos contra o HDV. Os vírus da hepatite A (HAV) e da hepatite 
E (HEV) apresentam períodos relativamente curtos de viremia e não 
levam à progressão ao estado de portador crônico. À transmissão des- 
ses vírus por transfusão é rara (Sherertz, 1984; Matsubayashi, 2004). 
O vírus da hepatite G (HGV, GBV-C) possui uma taxa de prevalência 
aproximada de 1% entre doadores de sangue assintomáticos (Roth, 
1997). Ainda que seja sabidamente transmissível por transfusão, a 
infeção por GBV-C não apresenta uma relação causal estabelecida 
com a hepatite nem com a doença hepática crônica (Alter, 1997). 


Vírus da imunodeficiência humana 

As manifestações clínicas do HIV transmitido por transfusão são 
semelhantes aquelas da infecção por HIV adquirida através de outras 
vias. Uma síndrome viral aguda ocorre em cerca de 60% dos casos. 
A infecção não tratada e assintomática persiste por cerca de 10 anos 
antes que a doença definitiva da AIDS ocorra, embora a progressão 
tenda a ser mais rápida em indivíduos mais velhos (Blaxhult, 1990). 
O tempo de progressão da AIDS em receptores de transfusão pode ser 
menor do que no doador implicado; contudo, essa característica pode 
refletir o efeito da idade e de outros cofatores (Busch, 1994). Isolados 
virais do grupo O não são detectados de forma confiável pelos tes- 
tes de EIA em uso. Atualmente, a prevalência do HIV do grupo O é 
baixa nos EUA, embora seja endêmica em algumas regiões da África 
Ocidental, sendo que também há a transmissão transfusional por 
emigrantes provenientes dessas áreas (Pau, 1996). 


Vírus linfotrópicos de células T humanas (HTLV) 

O HTLV-I (human T cell lymphotropic virus-I) está associado de 
forma causal ao linfoma/leucemia de células T do adulto (ATL, adult 
lymphoma T cell) e à mielopatia associada ao HTLV (HAM, HTLV- 
associated myelopathy) (Manns, 1999; Hall, 1996). A maioria dos porta- 
dores é assintomatica. ATL ou HAM, ambos se desenvolvem apenas em 
uma minoria dos casos, após um período de latência de muitos anos. O 
HTLV-I é raro nos EUA. O HTLV-II é prevalente entre os usuários de 
drogas endovenosas nesse mesmo país, além de também estar associado 
à HAM (Murphy, 1997). Doadores de sangue HTLV-II positivos apre- 
sentam maior incidência de bronquite aguda, pneumonia, infecção da 
bexiga ou rim e artrite. Doadores HTLV-I positivos apresentam maior 
incidência de infecção da bexiga ou rim e artrite (Murphy, 2004). 


Citomegalovírus 


O CMV é comum na população em geral. Em indivíduos imuno- 
competentes causa sintomas menos importantes, porém se torna 
latente em virtualmente todos os casos (Larsson, 1998). Cerca de 50% 


dos doadores de sangue são soropositivos para CMV, embora o risco 
estimado de transmissão através de uma transfusão soropositiva seja 
de aproximadamente 1% (Preiksaitis, 1988). Em pacientes com imu- 
nodeficiência celular, o CMV pode causar pneumonite, hepatite, rinite 
e falência de múltiplos órgãos. A transmissão do CMV pode ser mini- 
mizada pelo uso de componentes sanguíneos soronegativos, embora 
diversos estudos tenham demonstrado o desenvolvimento de uma 
baixa taxa de infecção por CMV nesses pacientes. Falta esclarecer se 
esse achado foi devido a uma falha em detectar doadores potencial- 
mente infectados ou se a transmissão viral ocorreu por outras vias. 
Vários estudos, incluindo uma triagem prospectiva aleatorizada, mos- 
traram que componentes sanguíneos submetidos à redução de leucó- 
citos são tão efetivos quanto componentes soronegativos na redução 
do risco de transmissão do CMV (Bowden, 1995). 


Parvovirus B-19 

O parvovirus B-19 também é comum na população em geral. A 
incidência de viremia entre doadores de sangue é variável e apresenta 
picos episódicos, porém corresponde em média a aproximadamente 
1:5.000 (Hitzler, 2002). Na maioria dos indivíduos, o parvovírus B-19 
causa uma doença febril autolimitada branda. Entretanto, é trófico 
para os precursores eritrocitários existentes na medula óssea, podendo 
causar aplasia particularmente diante de uma eritropoiese acelerada. 
A infecção por parvovírus transmitida por transfusão foi implicada 
como causa de anemia crônica após transplantes da medula óssea e na 
talassemia (Cohen, 1997; Zanella, 1995). 


Vírus West Nile 

O vírus West Nile (WNV) chegou nos EUA em 1999. Desde a epide- 
mia inicial, em Nova York, o vírus tem se disseminado por todo o país. 
As aves são seu reservatório natural e os mosquitos atuam como veto- 
res da transmissão. Os seres humanos são seus hospedeiros acidentais, 
sendo que a infecção ocorre durante os períodos de atividade do mos- 
quito. As infecções mais agudas por WNV são assintomáticas, com a 
doença febril ocorrendo em 1 a cada 5 casos de infecção e a doença 
neuroinvasiva, em cerca de 1 a cada 150 casos de infecção (Petersen, 
2002). Em 2002, o CDC confirmou a ocorrência de 23 casos de trans- 
missão do WNV via transfusão (Pealer, 2003). Nas áreas de pico de ati- 
vidade do WNV, a taxa estimada de viremia entre doadores de sangue 
era de 1,5 em 1.000 doadores (Biggerstaff, 2002). A triagem de doado- 
res para detecção do vírus através do teste de ácido nucleico (NAT) foi 
implementada em julho de 2003, na América do Norte. Depois disso, 
raros casos de transmissão por transfusão de sangue foram relatados, 
mais provavelmente devido ao baixo número de cópias virais que 
escapam à detecção (Macedo de Oliveira, 2004). 


Malária 

Cerca de 1.300 casos de malária são relatados anualmente nos EUA. 
A transmissão da malária por transfusão ainda é rara (1-2 casos anual- 
mente). Os doadores implicados usualmente apresentam em seu histó- 
rico Viagem para uma área endêmica (Mungai, 2001). 


Babesiose 

As espécies de Babesia são endêmicas entre os mamíferos na 
América do Norte, e são transmitidas por carrapatos do gênero 
Ixodes. Inúmeros casos de babesiose são assintomáticos ou brandos. 
Entretanto, a doença pode ser mais severa em pacientes asplênicos 
ou imunossuprimidos. O parasita é capaz de sobreviver em hemácias 
refrigeradas. Cerca de 40 casos de babesiose transmitida por transfu- 
são foram relatados nos EUA, embora seja possível que a transmissão 
em áreas endêmicas apresente uma incidência de 1 a cada 1.800 uni- 
dades de hemácias (Lux, 2003; Cable, 2001). 


Tripanossoma cruzi 

O T cruzi é o agente causador da doença de Chagas e é endêmi- 
co em algumas regiões das Américas Central e do Sul. É possível que 
existam 50.000 a 100.000 portadores crônicos de T. cruzi nos EUA, em 
grande parte devido à imigração (Kirchhoff, 1987). Nesse país, foram 
relatados raros casos de transmissão da doença de Chagas via transfu- 
são (Nickerson, 1989). O risco depende da demografia da população 
doadora. Entre os doadores de sangue, foram estimadas taxas de soro- 
positividade de 1:7.500 em Los Angeles, 1:9.000 em Miami, e 1:25.000 


ao nível nacional (Leiby, 2002). Todavia, a raridade dos casos confir- 
mados de transmissão por transfusão, mesmo nas áreas de alto risco, 
sugere que a soropositividade superestima a infectividade. 


Encefalopatias espongiformes transmissíveis 


As encefalopatias espongiformes transmissíveis (EETs) são causadas 
por uma proteína chamada príon. Essa proteína é capaz de assumir 
uma configuração anormal resistente à degradação enzimática e serve 
de molde para a deposição de mais príons anormais. À doença de 
Creutzfeldt-Jakob variante (vCJD) é uma EET humana que emergiu 
a partir de uma encefalopatia espongiforme bovina epidêmica, prova- 
velmente como resultado da contaminação de suprimento alimentar 
humano com um príon patogênico oriundo do gado afetado. A trans- 
missibilidade da vCJD através do sangue em modelos experimentais 
sugere que existe um possível risco de transmissão via transfusão. A 
magnitude desse risco atualmente é desconhecida. Entretanto, houve 
dois casos de aquisição de príon (um deles com vCJD) por indivíduos 


que receberam transfusões de doadores previamente diagnosticados 
com vCJD (Llewelyn, 2004; Peden, 2004). 


Conclusao 


A descoberta dos grupos sanguineos A, B, e O por Carl Landsteiner 
em 1900 conduziu ao uso disseminado da terapia de transfusão de 
sangue no início do século XX. Esse tratamento proporcionou direta- 
mente uma notável evolução na assistência cirúrgica, traumatológica e 
médica. Embora avanços marcantes tenham sido alcançados na iden- 
tificação e redução das infecções transmissíveis por transfusão, a inci- 
dência dos principais riscos não infecciosos, TRALI e transfusões errô- 
neas decorrentes de erros clericais vem se mantendo estável há muitos 
anos. Nos últimos anos, uma crescente atenção tem sido dispensada 
a essas últimas ameaças e, com isso, espera-se reduzir de forma signi- 
ficativa sua ocorrência. Embora continue havendo riscos associados à 
transfusão, a retirada de um componente do sangue clinicamente indi- 
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CO PONTOS-CHAVE 
| e Hemaférese é o processo de remoção de componentes 


normais ou anormais do sangue circulante. 


e A citaférese envolve a remoção de componentes celulares, 
enquanto a plasmaférese envolve a remoção do plasma — o 
componente líquido do sangue. 


“A Feparação dos componentes do sangue baseia-se no 
tamanho (aparelhos de filtração), na densidade (equipamentos de 
centrifugação) ou em uma combinação de ambos. 


e A aférese de doação maximiza a coleta a partir de uma fonte 
escassa, permitindo ao doador fornecer somente o necessário, e 
devolvendo a ele os componentes remanescentes. 


e A aférese de doação é altamente controlada. Os requisitos para 
eligibilidade do doador, a frequência de doações e a quantidade de 
produto permitida para coleta são fatores que variam de acordo com 
os componentes de interesse coletados, os instrumentos utilizados 
para a coleta e a frequência das doações de aférese. 


e A coleta de Células Progenitoras Hematopoéticas (CPrHs) a partir 


e As complicações resultantes da aférese de doação são menos 
comuns que aquelas decorrentes da doação de sangue total, 
embora tenha sido relatada uma maior taxa de reações requerendo 
hospitalização. 

e As reações mais comuns à aférese de doação, em ordem 
decrescente de frequência, são: hematoma/dor; hipocalcemia 
causada por citrato anticoagulante; reações vasovagais com sincope; 
e reações vasovagais sem sincope. 

e Relatos indicam a ocorrência de complicações em cerca de 5% 
dos pacientes submetidos a tratamentos com aférese terapêutica. 
Incluindo-se as complicações decorrentes à colocação de acesso 
venoso central, os relatos apontam uma taxa de 17%. 


e As reações mais comuns aos procedimentos de aférese 
terapêutica, em ordem decrescente de frequência, são: reações 
transfusionais à reposição de líquidos; hipocalcemia causada por 
citrato anticoagulante; hipotensão; reações vasovagais; taquicardia; 
angústia respiratória; tetania/convulsões; e rigidez/calafrios. 


do rm 3 periférico apresenta vantagens em relação à coleta a partir Introdução 
da medula óssea, incluindo a maior rapidez com que o enxerto 
ocorre, a ausência da necessidade de submeter o doador a uma Definições 


anestesia geral, a recuperação mais rápida do doador e a redução 
dos custos. 


e Existe uma carência de triagens clínicas aleatorizadas, controladas 
por placebo, que envolvam fee Para tratar dessa necessidade, a 
American Association of Blood Banks (AABB) e a American Society 
for Apheresis (ASFA) classificaram as doenças tratadas com aférese 
de acordo com as evidências que sustentam seu uso. 


e À citorredução terapêutica, destinada aos casos de leucocitose 

ou trombose, é indicada para distúrbios primários que apresentam 
sintomas de hiperviscosidade ou fatores de risco de desenvolvimento 
de complicações. 


e Um volume de troca de plasma da ordem de 1 a 1,5 corresponde 
a uma remoção de 70% de uma substância que esteja presente 

no plasma. O tratamento de volumes adicionais de plasma resulta 
na remoção de um percentual fixo da substância remanescente, 
acarretando retornos decrescentes diante do tratamento de mais de 
1,5 volume de plasma. 

e A troca de plasma não é seletiva, removendo substâncias 
patológicas ou benéficas, tais como fatores de coagulação e 
fármacos ligados a proteínas. 


O termo “aférese” deriva da palavra grega aphatresis, que significa 
“separar”, “tirar à força” ou “remover”. A hemaférese é o processo de 
remoção de constituintes normais ou anormais do sangue circulante. 
Pode ser dividida em citaférese (remoção dos componentes celulares 
do sangue) e plasmaférese (remoção da fração do plasma sanguíneo). 
A citaférese pode ser seletiva, destinada à remoção de hemácias (eri- 
troférese), plaquetas (plaquetaférese) ou leucócitos (leucaférese). 
A plasmaférese, por sua própria natureza, não é seletiva e envolve a 
remoção de todos os constituintes plasmáticos, além da reposição do 
volume removido com igual volume de plasma ou, mais comumente, 
de um substituto de plasma (p. ex., albumina a 5%). Quando um ou 
mais volumes de plasma são removidos e repostos com um volume 
similar de coloide ou cristaloide, o procedimento é melhor descrito 
pela expressão “troca de plasma” ou “plasmaférese terapêutica”. É pos- 
sível fazer a remoção seletiva de componentes específicos por meio da 
perfusão do plasma. Nesse caso, o plasma é coletado por plasmafére- 
se e, em seguida, perfundido em colunas que removem seletivamente 
a substância de interesse, seja ela patológica ou não. O plasma assim 
modificado é devolvido ao paciente. 


Princípios básicos 

Inicialmente, todos os instrumentos de aférese fracionavam o san- 
gue total em seus componentes por centrifugação. Nesse processo, a 
força centrífuga é aplicada ao sangue total de modo que seus vários 
componentes são separados de acordo com suas gravidades especifi- 
cas (densidade). Assim, o componente mais denso deposita-se mais 
longe do eixo de rotação, enquanto o componente menos denso depo- 
sita-se mais proximamente. Os componentes de densidades interme- 
diárias depositam-se entre esses dois extremos, em ordem crescente 
de densidade. A Figura 36.1 ilustra a ordem de densidade dos compo- 
nentes sanguíneos que, do menos ao mais denso, é a seguinte: plasma, 
plaquetas, linfócitos, granulócitos e hemácias (Burgstaler, 2003). Há 
certo grau de mistura entre as interfaces das várias camadas, resultan- 
do em alguma contaminação com componentes de camadas adjacen- 
tes. Exemplificando, presença de hemácias na camada de granulócitos. 

Os separadores à base de centrifugação podem ser agrupados em duas 
classes: centrífugas de fluxo intermitente e centrífugas de fluxo contínuo. 
Nas centrífugas de fluxo intermitente, a cuba é preenchida com o san- 
gue total a ser separado e é aplicada a força centrífuga. Após a separação, 
o componente de interesse é removido. A centrífuga é parada, a cuba 
é esvaziada e o conteúdo é devolvido ao paciente/doador. Em seguida, 
o ciclo é repetido com o sangue total sendo processado em pequenos 
lotes. Na centrífuga de fluxo contínuo, cada uma das camadas de com- 
ponentes individuais é removida e a de interesse é retida, enquanto as 
demais são misturadas fora da câmara de separação e devolvidas. Isso 
significa que, conforme o volume é retirado da câmara de separação, é 
possível repô-lo continuamente com sangue total, resultando em um 
processo de separação ininterrupto. A câmara não é esvaziada até que 
todo o procedimento tenha sido terminado (Burgstaler, 2003). 

Além da centrifugação, a aférese também pode ser realizada por fil- 
tração. Nesse método, os componentes do sangue total são separados 
com base no tamanho, em vez de na densidade. O sangue total flui 
através de uma membrana com poros, cujos tamanhos permitem a 
passagem apenas do componente de interesse. Os elementos remanes- 
centes são devolvidos. Tais separadores podem ser constituídos de um 
sistema de fibras ocas ou de placas achatadas. O primeiro consiste em 
feixes de tubos com paredes porosas. O sangue entra nos tubos e o 
plasma sai através dos poros existentes nessas paredes, sendo coleta- 
do. Ao mesmo tempo, os elementos celulares saem pela extremidade 
oposta dos tubos. Os separadores constituídos por placas achatadas 
são formados por duas membranas porosas. O sangue total flui entre 
essas membranas e os elementos celulares são retidos e coletados na 
extremidade oposta das placas, enquanto o plasma atravessa as mem- 
branas e é coletado na superfície externa da placa (Burgstaler, 2003). 

É possível combinar os processos de centrifugação e de filtração. 
Nesses aparelhos, o sangue entra em uma câmara estacionária que 
contém um filtro giratório central. A medida que esse filtro gira, o 
sangue se move e é separado em camadas. Como resultado, os ele- 
mentos mais densos afastam-se do filtro, e o plasma fica diretamente 
adjacente a ele. Assim, o plasma atravessa o filtro e é extraído, enquan- 
to os elementos celulares são coletados a partir da periferia da câma- 
ra estacionária. A vantagem de combinar a centrifugação à filtração 
dessa forma é que os elementos celulares não entopem os poros do 
filtro. Com isso, torna-se possível utilizar filtros com áreas de super- 
fície menores, comparativamente aos filtros utilizados nos aparelhos 
de filtração, bem como forças g mais baixas que as empregadas nos 
aparelhos de centrifugação (Burgstaler, 2003). 

Outro aspecto básico da aférese consiste em determinar o volume de 
sangue do doador/paciente. Esse procedimento é necessário para limi- 
tar a quantidade de sangue junto ao aparelho e à tubulação conectada 
ao doador / paciente (circuito extracorporal), a fim de evitar hipoten- 
são e complicações. Os Standards for Blood Banks and Transfusion 
Services limitaram previamente o volume de sangue extracorporal 
para doadores a 15% do volume de sangue total (Standards Committee 
of the American Association of Blood Banks, 1997). Por esse motivo, 
tornou-se necessário determinar o volume de sangue do doador. Essa 
determinação é mais frequentemente realizada por meio da elabora- 
ção de normogramas ou de cálculos efetuados pelo aparelho utilizado 
no procedimento. Para tanto, o operador deve fornecer dados especí- 
ficos do paciente/ doador, tipicamente, altura, peso, sexo e hemató- 
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Figura 36.1 Separação dos componentes sanguíneos em câmara separadora de 
centrífuga. Os componentes do sangue são transferidos para a centrífuga e separados 
de acordo com suas respectivas densidades. Os elementos mais densos (hemácias) 
se distanciam mais do eixo de rotação, enquanto aqueles menos densos (plasma) 
ficam mais próximos. Cortesia de Sergio Torloni, MD, Diretor de Medicina da 
Transfusão, Mayo Clinic Scottsdale AZ. 


crito. Existem inúmeras equações e regras que podem ser empregadas 
para essa determinação (Gilcher, 1996; Nadler, 1962). Por exemplo, as 
equações 36.1 e 36.2 podem ser utilizadas para determinar o volume de 
sangue em homens e mulheres, respectivamente (Nadler, 1962). 


Homens: VS = (0,3669 x A’) + (0,03719 x P) + (0,6041) 
Mulheres: VS = (0,3561 x A?) + (0,03308 x P) + (0,1833) 


(36.1) 
(36.2) 


Obs.: VS = volume de sangue em litros; A = altura em metros; P = 
peso em quilogramas. 

Como o volume de sangue nos tecidos varia de acordo com a pro- 
porção de tecido adiposo presente, por meio desses cálculos, o volume 
sanguíneo pode ser superestimado em pacientes obesos e subestimado 


em pacientes musculosos. Essa tendenciosidade é parcialmente corrigida 


por fórmulas em que a altura do paciente é elevada ao cubo (Mollison, 
1998). A necessidade regulatória de calcular o volume sanguíneo foi sim- 
plificada na 192 edição do Standards for Blood Banks and Transfusions 
Services. Em vez de limitar o volume extracorporal a 15%, a quanti- 
dade máxima permitida no circuito extracorporal foi estabelecida em 
10,5 mL/kg de peso do doador (Standards Committee of the American 
Association of Blood Banks, 2004). Mesmo assim, ainda é necessário cal- 
cular o volume de sangue para “prescrever” apropriadamente os volu- 
mes a serem processados na citaférese terapêutica. Além disso, as trocas 
de plasma podem ser feitas utilizando o volume de sangue para calcular 
o volume de plasma, como mostra a equação 36.3 (Buffaloe, 1983): 


VP = VS [1 — (0,91)(0,96) HCV/100] (36.3) 
Em que: VP = volume de plasma em litros; HCV = hematócrito 
centrifugado venoso. 


Por fim, o volume de plasma pode ser utilizado para calcular o volu- 
me de troca, sendo que o volume processado no procedimento de 
troca de plasma é dado pela equação 36.4 (Buffaloe, 1983): 


VT = VP x VPT (36.4) 
Em que: VT = volume de troca em litros; VPT = número desejado 
volumes de plasma para troca. 


Essas equações permitem determinar corretamente os volumes a 
serem processados nos vários procedimentos terapêuticos descritos 
ao longo deste capítulo. 

O último aspecto básico da hemaférese aplicável a todos os proce- 
dimentos, tanto terapêuticos como de doação, é o acesso venoso. Na 
hemaférese de doação, utiliza-se um acesso venoso periférico, que 
usualmente são as veias da fossa antecubital. O uso do acesso venoso 
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central nesse caso, devido ao potencial de haver sérias complicações, 
seria arriscado demais para o doador. Se o acesso venoso periférico 
de um doador não puder ser utilizado, então outro doador deve ser 
localizado. Uma possível exceção seria a coleta de CPrHs periféricas 
alogênicas, em que pode haver indisponibilidade de um doador alter- 
nativo. Obviamente, os riscos envolvendo o doador e os benefícios 
proporcionados ao receptor devem ser considerados com cuidado. 
Do mesmo modo, o doador deve dar seu consentimento informado 
para que o acesso venoso central possa ser utilizado. 

No cenário dos procedimentos de hemaférese terapêutica, o acesso 
central com frequência é considerado essencial diante do dano às velas 
periféricas causado por tratamentos médicos anteriores (p. ex., quimio- 
terapia), e também quando há necessidade de terapia prolongada para 
certas doenças. O Canadian Cooperative Multiple Sclerosis Study Group 
(Noseworthy, 1989) constatou que, entre 294 pacientes com esclerose 
múltipla submetidos a procedimentos de troca de plasma por um perío- 
do de 20 semanas, apenas 4,4% dos pacientes não puderam ser tratados 
em decorrência de um estado precário do acesso venoso. Entre os que 
iniciaram o tratamento, apenas 5,4% perderam o acesso venoso de modo 
a impedir a continuidade do curso terapêutico (Noseworthy, 1989). Em 
um estudo semelhante, Grishaber et al. (1992), analisando 46 pacientes 
com doença neurológica necessitando de hemaférese, constataram que 
em 50% dos casos foi possível completar o curso da terapia utilizando 
somente o acesso periférico. Os fatores associados à necessidade de reali- 
zar acesso central foram a presença da síndrome de Guillain-Barré (SGB) 
ou a hospitalização em unidade de tratamento intensivo (Grishaber, 
1992). Contrariando a crença popular, esses autores também demons- 
traram que não há diferenças entre os tipos periférico e central de acesso 
venoso em termos de tempo requerido para realização dos procedimen- 
tos terapêuticos (Grishaber, 1992). Esses estudos indicam que o acesso 
venoso periférico, com sua menor taxa de complicações, deve ser a ten- 
tativa inicial na hemaférese terapêutica. O acesso venoso central deve ser 
reservado às ocasiões em que o acesso periférico falha. 

Quando é impossível realizar um acesso venoso periférico, tanto 
o serviço de hemaférese como o médico encarregado de instalar o 
cateter devem determinar o tipo de cateter central a ser implantado. 
Muitos dos cateteres centrais empregados na rotina são inadequados 
ao uso na hemaférese, uma vez que suas paredes são moles demais e 
acabam desabando, são longos demais e possuem um diâmetro muito 
estreito. Essas características disparam os alarmes de pressão dos equi- 
pamentos. Os cateteres ideais devem possuir paredes relativamen- 
te rígidas para evitar desabamentos, bem como diâmetros amplos e 
comprimento curto para permitir o fluxo máximo. Exemplos de cate- 
teres apropriados são o cateter Mahurkar de lúmen duplo (Kendall, 
Mansfield, MA), PermCath (Kendall, Mansfield, MA), Cateteres 
Hickman Hemodialysis e de Plasmaférese (C. R. Bard, Inc., Cranston, 
RI), e cateter Neostar Pheres-Flow (Horizon Medical Products, 
Inc., Manchester, GA). O cateter Neostar é especificamente proje- 
tado para uso prolongado na medula óssea ou para transplantes de 
CPrHs. Outros cateteres também podem ser utilizados, como o cate- 
ter Hickman de acesso vascular com lúmen duplo (C. R. Bard, Inc., 
Cranston, RI) ou cateteres de lúmen triplo, porém estes somente são 
empregados como linhas de retorno, e não como linhas de extração, 
portanto requerem acesso periférico. Grishaber et al. (1992) encon- 
traram taxas de falha inaceitáveis associadas ao uso desses cateteres 
e, assim, não puderam recomendar sua inserção apenas para proce- 
dimentos de aférese. Uma regra de ouro é que, se um cateter pode ser 
utilizado para diálise, a velocidades de fluxo maiores que aquelas da 
aférese, esse cateter também pode ser utilizado na aférese. 


Citaférese de doação 
Plaquetaférese de doação 


Benefícios das plaquetas de aférese 

O uso de plaquetas de aférese aumentou de 25% das plaquetas 
transfundidas em 1987 (Wallace, 1993) para 66% em 1999 (National 
Blood Data Resource Center, 2001). Esse aumento deveu-se, em parte, 
à incapacidade de aumentar a quantidade de plaquetas derivadas das 
doações de sangue total. Além disso, existe uma percepção de que as 


plaquetas de aférese são mais vantajosas que aquelas obtidas a partir 
do sangue total. Os benefícios relatados para os produtos plaquetários 
de aférese são descritos na Tabela 36.1. 

Uma vantagem adicional das plaquetas de aférese em relação às cole- 
ções de vários produtos obtidos sem aférese consiste na simplificação 
da supervisão do inventário. Os produtos agrupados, por serem pre- 
parados em sistema aberto, apresentam meia-vida de prateleira de 4 
horas após serem reunidos. Os produtos de aférese não necessitam de 
agrupamento e, em consequência, retêm sua meia-vida de prateleira 
de 5 dias. Em situações nas quais os produtos de plaquetas são inicial- 
mente requisitados e, no entanto, acabam não sendo transfundidos, o 
uso dos produtos de aférese pode evitar o desperdício. Certamente, as 
desvantagens associadas às plaquetas de aférese são o custo adicional 
de sua obtenção e a disponibilidade limitada em algumas áreas. 


Requisitos para produtos plaquetários 


O Standards for Blood Banks and Transfusions Services exige que o 
número mínimo de plaquetas contido em um produto de aférese seja 
3,0 x 10!! em 90% das unidades testadas (Standards Committee of 
the American Association of Blood Banks, 2004). Já o Food and Drug 
Administration (FDA) requer, no mínimo, 3,0 x 10!! plaquetas em 
75% das unidades testadas (CFR, 2003). Espera-se que tais exigências 
conflitantes sejam sincronizadas futuramente. Todavia, o resultado 
desses requerimentos é que o produto de plaquetas de aférese contém 
ao menos a mesma quantidade de plaquetas contida em um agrupa- 
mento de plaquetas obtidas de seis doações de sangue total. 


Seleção do doador de plaquetaférese 


Os requisitos para o doador de plaquetaférese são os mesmos exi- 
gidos para a doação de sangue total, incluindo a proibição do uso de 
doadores que tenham consumido medicação contendo aspirina em 
um período de 36 horas, como única fonte de plaquetas para um dado 
receptor (Standards Committee of the American Association of Blood 
Banks, 2004). O Standards for Blood Banks and Transfusions Services 
também exige a avaliação do uso de plaquetas oriundas de um doa- 
dor sob tratamento com “medicamentos conhecidos por causarem 
inibição irreversível da função plaquetária” (Standards Committee of 
the American Association of Blood Banks, 2004). Além desses reque- 
rimentos, também há exigências específicas para hemaférese e plaque- 
taférese. Primeiramente, um doador pode realizar até duas transfu- 
sões por semana, respeitando o limite máximo de 24 doações por ano 
(Standards Committee of the American Association of Blood Banks, 
2004). Essa limitação do número de doações é baseada no fato de que, 
antigamente, os aparelhos produziam produtos de plaquetas conten- 
do números significativos de linfócitos (Strauss, 1994). Isso gerava 
preocupações no sentido de que as doações de plaquetas prolongadas 
pudessem acarretar depleção de linfócitos e causar subsequente dis- 
túrbio de função imunológica. Essa questão é novamente discutida na 
seção sobre os aspectos relacionados ao doador de plaquetaférese. 

Indivíduos que fazem uma doação após terem doado sangue total, ou 
após a falha de um aparelho que resulte na incapacidade de determinar 
o volume sanguíneo extracorporal, devem aguardar 8 semanas antes de 
fazer uma doação por aférese. Constitui uma exceção o volume extracor- 
poral calculado pelo aparelho inferior a 100 mL, ou se a perda de hemá- 
cias for menor que 200 mL. Em tais circunstâncias, o doador é elegível a 
uma doação por aférese após o período normal de adiamento (Standards 
Committee of the American Association of Blood Banks, 2004). 


Tabela 36.1 Benefícios atribuídos aos produtos plaquetários de aférese 


Diminuição da exposição do doador com redução do risco de contrair doenças 
transmissíveis por transfusão 

Diminuição da exposição do doador com retardo da aloimunização ao HLA 
(Sintnicolaas, 1981) 

Diminuição do risco de reações transfusionais plaquetárias sépticas (Ness, 2001) 
Redução de leucócitos de pré-armazenamento com retardo da aloimunização ao 
HLA (Trial to Reduce Alloimmunization to Platelets Study Group, 1997), redução 
da incidência de reações transfusionais febris (Heddle, 1995) e de infecções por 
citomegalovírus (Bowden, 1995) 


Os doadores também devem atender aos requerimentos mínimos 
de contagem de plaquetas. As contagens plaquetárias não são exigi- 
das do doador na doação inicial, nem para doações que não excedam 
uma frequência de 4 semanas (Standards Committee of the American 
Association of Blood Banks, 2004). Caso o doador faça doações com 
uma frequência maior que a cada 4 semanas, a contagem plaquetária 
mínima aceita é de 150.000/uL (Standards Committee of the American 
Association of Blood Banks, 2003). Essa contagem deve ser determina- 
da mesmo como contagem pós-aférese — que é uma contagem realizada 
após um procedimento para determinar a elegibilidade para o proce- 
dimento subsequente — ou como contagem de pré-aférese (Standards 
Committee of the American Association of Blood Banks, 2004). 

A seleção do doador para plaquetaférese pode ser influenciada por 
inúmeros fatores distintos, além das considerações regulatórias. O ren- 
dimento de um procedimento de plaquetaférese é determinado, em 
grande parte, pela contagem de plaquetas do doador. Contagens plaque- 
tárias maiores estão associadas a rendimentos maiores (Glowitz, 1980; 
Goodnough, 1999). Mulheres doadoras, em média, apresentam conta- 
gens plaquetárias mais altas que os homens (Glowitz, 1980; Goodnough, 
1999; Lasky, 1981). Alguns autores obtiveram maiores rendimentos 
de plaquetas de mulheres doadoras, comparado aos homens doado- 
res (Glowitz, 1980; Lasky, 1981). No entanto, esse rendimento não foi 
alcançado em todos os estudos (Dettke, 1998; Goodnough, 1999). Além 
disso, o maior volume de plasma nas mulheres intensifica a separação e 
a coleta de plaquetas em alguns equipamentos, sendo que esse fato pode 
ter contribuído para os maiores rendimentos obtidos. 

Surgem considerações adicionais relacionadas ao doador, diante da 
seleção de produtos de plaquetas para pacientes aloimunizados. Estes 
pacientes, por meio de transfusão ou gestações prévias, desenvolvem 
anticorpos contra antígenos expressos em plaquetas, mais frequen- 
temente anticorpos dirigidos ao HLA de classe I. Como resultado, 
desenvolvem um estado imunológico refratário que é definido por 
incrementos plaquetários inadequados pós-transfusionais, medidos 
pela determinação da contagem de plaquetas em amostras coletadas 
entre 10 minutos a 1 hora após o término da transfusão plaquetária. 
Os anticorpos contra os antígenos expressos nas plaquetas são isola- 
da ou parcialmente responsáveis por 1/3 dos casos de pacientes refra- 
tários a transfusões de plaquetas (Doughty, 1994). A presença desse 
estado requer a procura de doadores de plaquetas compatíveis. Para 
tanto, três estratégias têm sido empregadas. Na primeira delas, se são 
conhecidas as especificidades dos aloanticorpos anti-HLA e o fenótipo 
HLA de classe I do paciente, procede-se a tentativas de obter plaquetas 
de um doador que não possua tais antígenos (Hussein, 1996; Schiffer, 
1987). Uma segunda estratégia, utilizada quando se sabe o tipo de HLA 
de classe I do paciente e as especificidades dos anticorpos anti-HLA são 
desconhecidas ou amplas, consiste em tentar compatibilizar o tipo de 
HLA do paciente com o do doador da forma mais aproximada possí- 
vel (Duquesnoy, 1978). Por fim, a prova cruzada de plaquetas pode 
ser realizada nos casos em que são desconhecidos os tipos de HLA de 
classe I do receptor ou dos potenciais doadores, ou quando incremen- 
tos fracos continuam ocorrendo mesmo com a compatibilização HLA. 
Esse teste envolve a combinação das plaquetas do doador com o soro 
do receptor em um ensaio de aderência de hemácias em fase sólida 
(Bock, 1989; Murphy, 1991; O’Connell, 1992; Schiffer, 1987). 


Aspectos associados ao doador de plaquetaférese 

O típico doador de plaquetas sofre uma queda de 20 a 29% na conta- 
gem de plaquetas após a doação (Heyns, 1985; Katz, 1981; Szymanski, 
1973). Essa queda costuma ser mais intensa em mulheres doadoras 
(Dettke, 1998; Rogers, 1995). A queda na contagem de plaquetas não 
apresenta relação com o rendimento da plaquetaférese. Ou seja, a 
queda é inferior aquela prevista pelo rendimento e reflete a mobilização 
de plaquetas a partir do baço (Heyns, 1985). Para doadores homens, 
são necessários 4 dias para que a contagem retorne ao valor basal após 
a aférese de doação de plaquetas. Nas mulheres doadoras, um aumen- 
to dos níveis de trombopoetina retarda a normalização das contagens 
plaquetárias (Dettke, 1998). Em doadores submetidos a coletas em 
dias alternados, foi demonstrado que a contagem plaquetária e o ren- 
dimento da aférese voltam aos níveis basais no 10º dia de coleta, e nas 
coletas subsequentes as contagens e rendimentos se mantêm estáveis 
(Glowitz, 1980). Também foi observada uma consequente elevação da 


contagem plaquetária com aumento do rendimento de plaquetas após 
a execução repetida dos procedimentos (Szymanski, 1973). Em doa- 
dores com baixas contagens plaquetárias (150.000 — 180.000/mL), a 
realização de plaquetaférese com tempos de coleta prolongados para 
obter os rendimentos de plaquetas exigidos pelas regulamentações não 
acarretou nenhum problema clinicamente significativo em 291 pro- 
cedimentos, apesar das baixas contagens plaquetárias (69.000/mL) no 
pós-procedimento (Rogers, 1995). Os resultados desses estudos indi- 
cam que, mesmo nos doadores submetidos a repetidas plaquetaféreses, 
as contagens plaquetárias retornam imediatamente aos níveis normais, 
e é raro haver complicações envolvendo sangramento. 

Embora alguns estudos tenham demonstrado a rápida recupera- 
ção das contagens plaquetárias após a doação de plaquetas, existe uma 
limitação dos estudos que tratam dos efeitos a longo prazo da doação 
de plaquetas sobre as contagens plaquetárias do doador. Stohlawetz et 
al. (1998) examinaram os níveis de plaquetas reticuladas — uma medida 
de trombopoiese — após a doação de plaquetas em doadores que faziam 
sua primeira doação e naqueles que já vinham fazendo doações a cada 
2 semanas, há 18 meses. Os doadores frequentes apresentaram um pico 
significativamente menor de níveis de plaquetas reticuladas, bem como 
uma elevação mais prolongada (Stohlawetz, 1998). Não foram obser- 
vadas diferenças entre as contagens plaquetárias de ambos os grupos, 
contudo, esses achados levaram os autores a postular que a frequente 
realização de aférese de doação de plaquetas pode levar a uma “relati- 
va exaustão da trombopoiese” (Stohlawetz, 1998). Lazarus et al. (2001) 
conduziram um estudo retrospectivo com 939 doadores que haviam 
realizado 11.464 doações de plaquetas em um período de 4 anos. Esses 
pesquisadores constataram a ocorrência de uma diminuição significativa 
e continuada da contagem de plaquetas, que estava diretamente relacio- 
nada à frequência das doações (Lazarus, 2001). Embora a doação regular 
tenha resultado em contagens plaquetárias mais baixas, não foi obser- 
vada uma trombocitopenia clinicamente significativa (Lazarus, 2001). 
Esses achados originaram a preocupação de que a frequente realização 
de aférese de doação de plaquetas poderia causar trombocitopenia. 

As plaquetaféreses empregando os antigos aparelhos de hemaférese 
foram associadas a perdas de 5 a 10 x 10” linfócitos/procedimento pelos 
doadores (Strauss, 1994). Com base em estudos envolvendo linfocitafé- 
rese terapêutica e drenagem crônica do ducto torácico, demonstrou-se 
que seria possível tornar a imunidade celular anormal por meio da perda 
de 1—1,5 x 10!! linfócitos em um período de poucas semanas (Strauss, 
1994). Esse estudo e outros, que demonstraram diminuição das con- 
tagens de linfócitos totais e linfócitos T acompanhada da redução dos 
níveis de IgG decorridos 8 meses da doação, geraram preocupações 
relacionadas à indução de imunossupressão. Como resultado, foram 
criadas regulamentações limitando a 24 o número de doações anuais 
de plaquetaférese (Standards Committee of the American Association 
of Blood Banks, 2004) e alertando os potenciais doadores de plaqueta- 
férese sobre a possibilidade de depleção de linfócitos (Division of Blood 
Products, Center for Biologics Evaluation and Research, 1988), além da 
sugestão de alguns pesquisadores de que as doações devem ser adiadas 
em casos de doadores com contagens de linfócitos abaixo de 1,2 x 10º/L 
(Strauss, 1994). Estudos mais recentes, envolvendo doadores que rea- 
lizaram doações utilizando aparelhos de hemaférese mais modernos, 
mostraram que não há diferenças quanto às contagens de linfócitos, 
subgrupos de linfócitos ou níveis de IgG comparativamente aos indi- 
víduos não doadores, doadores de plaquetaférese ou doadores de san- 
gue total (Lewis, 1999). De fato, a perda de linfócitos no decorrer de 24 
doações utilizando equipamento de hemaférese moderno é equivalen- 
te à perda de linfócitos de uma única doação de sangue total (Strauss, 
1994). Em razão dos relatos de diminuição das contagens plaquetárias 
mediante aféreses frequentes, todavia, essa restrição ainda é garantida. 


Leucaférese de doação 


Transtfusões de granulócitos 

Sete triagens controladas, comparando antibióticos versus antibi- 
óticos + transfusões de granulócitos, surgiram na literatura e foram 
revisadas por Strauss (1993). Nesses estudos, os doadores de granuló- 
citos foram estimulados com esteroides. O fator estimulador de colô- 
nias de granulócitos (G-CSF) não foi utilizado. Cinco dessas triagens 
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relataram que a transfusão de granulócitos foi ao menos parcialmente 
bem-sucedida no tratamento de infecções em pacientes neutropê- 
nicos, cujas infecções eram irresponsivas aos antibióticos. Os dados 
obtidos com tais estudos foram subsequentemente analisados por 
meio de estudos quantitativos de metanálise, sendo demonstrado que 
a dose de neutrófilos transfundidos, bem como a taxa de sobrevida 
dos controles, foram os fatores primariamente responsáveis pelas dife- 
rentes taxas de sucesso alcançadas pelos estudos (Vamvakas, 1996). Os 
autores afirmaram que as transfusões de granulócitos deveriam ser 
consideradas para pacientes neutropênicos apresentando infecções 
com alta taxa de mortalidade, e que deveriam ser utilizadas as maiores 
doses possíveis de granulócitos (> 4 x 10º neutrófilos) (Vamvakas, 
1996). Desde a realização desses estudos, foi publicada apenas uma 
triagem aleatorizada envolvendo doadores estimulados com G-CSE 
Esse estudo demonstrou que os grupos de estudo não diferiram entre 
si quanto à sobrevida (Hubel, 2002). A maioria dos estudos e relatos 
que descreve transfusões de granulócitos em receptores adultos envol- 
ve pacientes neutropênicos apresentando infecções bacterianas irres- 
ponsivas. Alguns estudos voltaram-se para a utilidade das transfusões 
de granulócitos em pacientes infectados por fungos, porém os resulta- 
dos obtidos nessas triagens foram mistos (van Burik, 2003). 

Outro grupo de pacientes frequentemente considerado para transfu- 
sões de granulócitos é o de recém-nascidos sépticos. Foram publicados 
seis estudos controlados que avaliaram as transfusões de granulócitos 
nesse contexto, dos quais quatro relataram benefícios (Baley, 1987; 
Cairo, 1987, 1984; Christensen, 1982; Laurenti, 1981; Wheeler, 1987). 
A metanálise desses estudos identificou a dose de granulócitos como 
razão primária de discordância no estudo dos resultados. Os estudos 
que utilizaram granulócitos derivados do creme leucocitário demons- 
traram inexistência de vantagens, enquanto aqueles que emprega- 
ram granulócitos derivados de leucaférese demonstraram benefícios 
(Vamvakas, 1996). Mais uma vez, todas essas triagens foram anteriores 
à diponibilização do G-CSF. Não há relatos de nenhuma triagem de 
transfusão de granulócitos estimulados por G-CSF. 

As transfusões de granulócitos podem beneficiar pacientes neutropê- 
nicos, especialmente se grandes doses puderem ser coletadas. Entre as 
recomendações relativas a quem deve ser considerado para transfusões 
de granulócitos, estão os pacientes adultos em estado de profunda neu- 
tropenia, pacientes para os quais se prevê uma neutropenia com dura- 
ção mínima de 1 semana e aqueles com infecções que progrediram, 
apesar do tratamento com os devidos antibióticos (Schiffer, 1990). 
O paciente também deve contar com a possibilidade de recuperar a 
produção de granulócitos. No caso de recém-nascidos, as indicações 
para transfusão de granulócitos são a existência de evidências de sepse 
bacteriana com contagens absolutas de neutrófilos inferiores a 3.000 
células/uL, e a diminuição dos estoques de neutrófilos da medula óssea 
com menos de 7% (de células nucleadas) de metamielócitos ou mais 
formas maduras (Blanchette, 1991; Strauss, 1991). 


Requisitos para produtos de granulócitos 

Um dos fatores críticos para o sucesso das transfusões de leucócitos 
é a dose de granulócitos fornecida. O Standards for Blood Banks and 
Transfusions Services exige que 75% dos componentes granulócitos 
extraídos contenham no mínimo 1,0 x 10'º granulócitos (Standards 
Committee of the American Association of Blood Banks, 2004). É pre- 
ciso notar que essa dose representa um valor mínimo, sendo que são 
desejáveis doses mais altas. 

Os granulócitos são armazenados à temperatura ambiente 
(20—24°C), sem agitação, apresentando um prazo de validade de 24 
horas (Standards Committee of the American Association of Blood 
Banks, 2004). Os neutrófilos, contudo, sofrem apoptose durante o 
armazenamento. O acúmulo de granulócitos transfundidos nos sítios 
de inflamação diminui com o aumento do tempo de armazenamen- 
to, de modo que essas células devem ser transfundidas o quanto antes 
após a coleta (Price, 1979). 


Seleção do doador de granulócitos 

Assim como na plaquetaférese, os doadores de leucaférese devem 
atender a todos os requisitos aplicáveis à doação de sangue total. As 
plaquetas também são removidas durante a coleta e, assim, uma medi- 
da prudente é incluir entre as exigências uma contagem de plaquetas 


equivalente a 150.000/uL para doadores de granulócitos. Outra con- 
sideração a ser feita na seleção de doadores é o tipo ABO do receptor 
e do doador. Há um número significativo de hemácias presentes nos 
produtos de granulócitos. Sendo o conteúdo de hemácias maior que 2 
mL, o Standards for Blood Banks and Transfusions Services exige que 
o produto seja compatível na prova cruzada (Standards Committee of 
the American Association of Blood Banks, 2004). Se for possível obter 
um produto de granulócitos com menos de 2 mL de hemácias, então 
o tipo ABO pode ser ignorado, pois não influenciará a sobrevida ou a 
migração dos granulócitos transfundidos (McCullough, 1988). 

Outra consideração quanto à seleção do doador é o status de infec- 
ção por CMV do doador e do receptor. As transfusões de granulócitos 
foram associadas a casos de infecção por CMV em receptores sorone- 
gativos para vírus (Buckner, 1983; Winston, 1980). Portanto, doado- 
res para receptores com sorologia negativa para CMV também devem 
ser soronegativos para esse vírus. 

Por fim, quando se trata de pacientes aloimunizados, é fundamental 
selecionar doadores com compatibilidade HLA ou na prova cruzada. 
Estudos envolvendo pacientes aloimunizados demonstraram um grau 
mínimo ou nulo de recuperação, sobrevida ou localização em sítios 
de infecção diante do uso de granulócitos provenientes de doadores 
escolhidos ao acaso (Dutcher, 1983; McCullough, 1986). 


Estimulação do doador de granulócitos 


A dose de granulócitos é crítica para a efetividade da terapia de 
granulócitos. O método mais comumente utilizado para aumentar o 
rendimento de granulócitos é a administração de esteroides aos doa- 
dores 10 a 12 horas antes da coleta. A administração oral de predni- 
sona (Jendiroba, 1998; MacPherson, 1976) ou dexametasona (Higby, 
1977) aumenta em até 2 vezes o rendimento de granulócitos, compa- 
rado àquele obtido de doadores não estimulados. O efeito dos este- 
roides aparentemente resulta da mobilização de granulócitos a partir 
dos estoques existentes na medula óssea. Estudos demonstraram que 
a estimulação com esteroides não tem efeito sobre a capacidade de os 
neutrófilos fagocitarem partículas e fungos, destruírem bactérias ou 
responderem a estímulos quimiotáticos, em comparação aos granuló- 
citos obtidos de doadores não estimulados (Glasser, 1977). Além disso, 
constatou-se que a estimulação com esteroides não afeta o acúmulo 
dos granulócitos transfundidos nos sítios de lesão (Price, 1979) e inibe 
a apoptose durante o armazenamento (Liles, 1995). 

A disponibilização de G-CSF resultou na capacidade de gerar doses 
ainda maiores de granulócitos e tem levado ao ressurgimento do inte- 
resse nas transfusões de granulócitos. A administração de 5 ug/kg de 
G-CSF, seja diariamente ou em dias alternados, resulta em coletas de 
granulócitos equivalentes a 4 a 5 vezes aquelas obtidas de doadores 
não estimulados e em coletas ainda maiores que as obtidas a partir 
de doadores estimulados com prednisona (Jendiroba, 1998). Foi 
demonstrado que o uso de transfusões estimuladas com G-CSF resul- 
ta em incrementos significativos e continuados das contagens de neu- 
trófilos nos pacientes (Adkins, 1997b). O momento ideal para coletar 
os granulócitos de doadores estimulados com G-CSF é 12 horas após 
a administração do fator (Price, 1998). 

Assim como para os esteroides, surgiram questionamentos sobre a 
função dos granulócitos estimulados com G-CSF. Estudos demons- 
traram fagocitose, quimiotaxia, quimioluminescência e produção de 
ânion superóxido normais (Caspar, 1993), bem como acúmulo nor- 
mal nos sítios de lesão (Adkins, 1997a). Também foi demonstrado que 
o G-CSF intensifica a atividade microbicida (Lieschke, 1992) e inibe 
a apoptose de neutrófilos durante o armazenamento (Adachi, 1994). 
Surgiram, ainda, preocupações com relação à possibilidade de a fun- 
ção do granulócito ser adversamente afetada pela administração de 
repetidas doses de G-CSF. Mais uma vez, os efeitos observados foram 
a intensificação da fagocitose e da explosão oxidativa após múltiplas 
administrações de G-CSF (Joos, 2002). 

Estudos foram realizados para avaliar o efeito da combinação de este- 
roides e G-CSF (Dale, 1998; Liles, 1997). A administração de 8 mg de 
dexametasona com 300 ou 600 ug de G-CSF resultou em maiores ren- 
dimentos de granulócitos que qualquer um dos agentes isoladamente. 
Decorridas 12 horas da estimulação, houve um aumento de 10 vezes na 
contagem de neutrófilos. A combinação da dexametasona a 600 pg de 
G-CSF produziu um rendimento significativamente maior que a com- 


binação da dexametasona a 300 pg do fator (Liles, 1997). Quando esse 
regime de combinações foi empregado, a função dos granulócitos não 
apresentou nenhum defeito (Dale, 1998). Estudos subsequentes, com- 
parando doses de 450 ug versus 600 ug de G-CSF combinadas a 8 mg de 
dexametasona, encontraram uma equivalência em termos de Contagem 
Absoluta de Neutrófilos (CAN) em 12 horas e de efeitos colaterais exi- 
bidos, ambos, pelo doador (Liles, 2000). Por fim, a via de administração 
de G-CSF, quando combinada à dexametasona, também influencia a 
cinética dos granulócitos. A administração via subcutânea fornece uma 
CAN maior e continuada, em comparação aos resultados obtidos com a 
administração intravenosa (Stroncek, 2002). 


Procedimento de coleta de granulócitos 

É igualmente possível aumentar os rendimento de granulócitos 
intensificando a separação das hemácias e dos granulócitos durante o 
processo de centrifugação. Esses tipos celulares possuem densidades e 
taxas de sedimentação semelhantes e, em consequência, a separação por 
centrifugação é precária. A adição de agentes de sedimentação, como 
hidroxietilamido (HEA) pode melhorar essa separação e, do mesmo 
modo, a coleta de granulócitos (Iacone, 1981). O mecanismo de ação 
do HEA consiste na indução da formação do empilhamento (rouleaux) 
entre as hemácias. A resultante taxa de sedimentação aumentada e o 
maior fluxo ascendente de plasma durante a centrifugação melhoram a 
separação (Lee, 1995b). Os diferentes tipo de HEA existentes incluem o 
hetamino de alto peso molecular e o pentamilo de baixo peso molecu- 
lar. Foi demonstrado que esses dois agentes apresentam perfis de segu- 
rança equivalentes (Strauss, 1986, 1987), embora o pentamilo traga o 
benefício de ser rapidamente excretado. Como resultado, o perigo de 
haver acúmulo de HEA é menor, assim como a possibilidade de sur- 
girem complicações (ver a discussão no final do capítulo). Se por uma 
lado o perfil de segurança do pentamilo pode ser superior, por outro há 
um estudo controlado demonstrando que o hetamino gera rendimen- 
tos de granulócitos maiores (Lee, 1995b). 


Aspectos associados ao doador de granulócitos 

Além dos granulócitos, plaquetas e números significativos de hemá- 
cias também estão presentes no produto de leucaférese. O hematócrito 
do doador tipicamente sofre uma queda de 7% após a coleta de granu- 
lócitos (Hester, 1995). Essa queda deve-se não só à perda de hemácias, 
mas também aos efeitos diluentes da expansão volumétrica provocada 
pelo uso de HEA durante o procedimento. A contagem de plaquetas é 
tipicamente reduzida em 22% após cada procedimento — uma queda 
equivalente âquela observada na plaquetaférese (Hester, 1995). De 
novo, há certo grau de efeito diluente. Uma causa adicional para uma 
queda da contagem de plaquetas é percebida em doadores estimula- 
dos com G-CSF (Bensinger, 1993). Doadores sadios tratados com esse 
fator durante 10 dias costumam apresentar declínio da contagem de 
plaquetas a partir do 8º dia de estimulação, com diferenças signifi- 
cativas em relação aos valores basais em 10 e 11 dias. O mecanismo 
subjacente a esse efeito é incerto e pode representar uma distribuição 
de plaquetas alterada, uma redução da produção de plaquetas ou um 
aumento do volume intravascular (Korbling, 1998). A recuperação da 
contagem de plaquetas também parece ser prolongada, necessitando 
de 7 a 10 dias em doadores de células-tronco versus 4 a 6 dias entre 
doadores de plaquetas (Stroncek, 1996b). 

Ambos, G-CSF e corticosteroides, podem causar inúmeros efeitos 
colaterais distintos (Tab. 36.2). Esses efeitos colaterais são bastante 
comuns, ocorrendo em 90% dos doadores alogênicos tratados com 
G-CSF para mobilização de CPrHs (Stroncek, 1996a), e usualmente 
são brandos, podendo ser tratados de modo sintomático. Por exem- 
plo, as dores nas costas e na cabeça, que tendem a estar associadas 
à dose (Murata, 1999; Stroncek, 1996a), tipicamente respondem a 
analgésicos suaves. Náusea e vômitos são mais comuns em mulhe- 
res, enquanto dores de cabeça são mais comuns em indivíduos com 
menos de 35 anos de idade (Murata, 1999). Os efeitos colaterais mais 
significativos do G-CSF são ruptura esplênica, hemorragia na retina, 
irite aguda, artrite gotosa e trombose (Korbling, 1998; Volk, 1999). 
Considera-se que tais efeitos refletem uma exacerbação de doenças 
subjacentes apresentadas pelo doador/paciente. Os doadores, seja de 
granulócitos ou de coleções de CPrHs alogênicas do sangue perifé- 
rico, devem ser avaliados quanto a essas doenças para determinar se 


são adequados à doação (Tab. 36.3). Há um relato de um doador de 
CPrHs alogênicas de sangue periférico que apresentou uma síndrome 
de vazamento capilar com risco de vida, caracterizada por hipoxemia, 
ascite, efusão pericárdica, efusão pleural, choque e lesão hepatocelu- 
lar subsequentemente à administração de G-CSF e coleta de CPrHs 
(Azevedo, 2001). Tais efeitos foram atribuídos à ativação promovida 
pela aférese de um grande número de neutrófilos gerados pelo G-CSF 
(Azevedo, 2001). 

Enquanto os efeitos a curto prazo promovidos pelo G-CSF são pre- 
dominantemente brandos, os efeitos a longo prazo são incertos. Há 
uma certa preocupação acerca da possibilidade de os receptores desen- 
volverem doenças hematológicas, como mielodisplasia ou leucemia 
mielógena crônica (Korbling, 1998; Volk, 1999). Isto se deve, em parte, 
à ocorrência de transformação leucêmica pós-terapia com G-CSF em 
10 a 15% dos pacientes com neutropenia congênita submetidos ao tra- 
tamento prolongado com esse fator (Bonilla, 1994). Além disso, estu- 
dos envolvendo doadores normais tratados com G-CSF demonstraram 
a indução de uma pequena população de células mieloides tetraploides 
(Kaplinsky, 2003), bem como replicação alélica assincrônica tempo- 
rária e aneuploidia persistente em até 265 dias após a administração 
do fator (Nagler, 2004). Todavia, até o momento, estudos envolvendo 
números limitados de doadores normais (3-281) e seguimento restrito 
(12-60 meses) não relataram a ocorrência de nenhuma anomalia nos 
doadores de granulócitos e de CPrHs (Stroncek, 1997a; Volk, 1999). 
Estima-se que, para detectar um aumento da frequência de leucemia 
equivalente a 10 vezes a frequência basal de 0,05% da população, seria 
necessário realizar um estudo de seguimento envolvendo 2 mil doado- 
res estimulados com duração mínima de 10 anos. Os doadores a serem 
submetidos à estimulação com G-CSF devem dar o consentimento 
informado antes do início do procedimento. Além disso, é necessá- 
rio obter uma revisão institucional apropriada para que seja possível 


Tabela 36.2 Efeitos colaterais de curta duração dos medicamentos 
utilizados para mobilização de granulócitos (Volk, 1999) 


Medicamento Efeitos colaterais 


Corticosteroides Dor de cabeça 
Vermelhidão 
Insônia 

Euforia 
Palpitações 
Acidez epigástrica 
Hiperglicemia 
Dor óssea 
Mialgias 
Artralgias 

Dor de cabeça 
Febre 

Calafrios 
Desconforto gastrintestinal 
Parestesias 

Dor toracica 
Edema 

Fadiga 


G-CSF 


Tabela 36.3 Doenças/condições relativamente contraindicadas às 
medicações empregadas para mobilização de granulócitos (Korbling, 
1998; Technical Manual Committee, 2002) 


Medicação Condição 
Corticosteroides Hipertensão 
Diabetes 


Doença da úlcera péptica 
G-CSF Condições inflamatórias 
Gota 


Fatores de risco para trombose 
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800 utilizar o G-CSF com essa finalidade sem o consentimento do FDA. 


Também é recomendada a criação de registros de doadores, com o 
intuito de monitorar as consequências a longo prazo da estimulação 
pelo G-CSF (Korbling, 1998). 

O tratamento prolongado com esteroides está associado a inúmeros 
efeitos colaterais bem conhecidos, incluindo o desenvolvimento de 
Cataratas Subcapsulares Posteriores (CSP). Conforme essas compli- 
cações vão surgindo durante o uso crônico, talvez pareça que a esti- 
mulação de curta duração dos doadores de granulócitos com esteroi- 
des não deveria estar associada a tais efeitos. No entanto, não é isso 
que ocorre. Um estudo duplo-cego comparou a presença de cataratas 
em 9 doadores de plaquetas de aférese e 11 doadores de granulócitos 
agrupados de acordo com idade, sexo e respectivo número de doações 
(Ghodsi, 2001). A frequência de cataratas que não estavam associadas 
à administração de esteroides foi equivalente entre os dois grupos, 
porém as cataratas associadas ao uso de esteroides — as CSPs — foram 
estatisticamente mais frequentes nos doadores de granulócitos quando 
todos os olhos foram considerados (5 de 22 olhos versus O de 18 olhos; 
p = 0,040) (Ghodsi, 2001). Os autores notaram que a estimulação com 
esteroides foi a explicação mais provável para tais achados e recomen- 
daram a realização de estudos adicionais para tentar determinar o 
risco de formação de catarata diante da estimulação de granulócitos 
(Ghodsi, 2001). 


Eritroférese de doação 


Benefícios da eritroférese 

Utilizando a aférese, é possível coletar uma única unidade de hemá- 
cias ou o equivalente a 2 unidades de hemácias. Diante da atual falta de 
hemácias nos Estados Unidos e com a redução do tamanho do grupo 
de doadores, a coleta de hemácias — seja com a coleta concomitante de 
outros produtos sanguíneos ou como coleta dupla de hemácias — pode 
maximizar Os escassos recursos disponíveis. A Tabela 36.4 lista as van- 
tagens e desvantagens das coletas duplas de hemácias. 


Requisitos para os produtos de eritroférese 


O Standards for Blood Banks and Transfusion Services da American 
Society of Blood Banks exige que a férese de hemácias seja coletada e 
preparada por um método conhecido por resultar em um valor médio 
de hemoglobina da unidade > 60 g, ou em um volume de hemácias 
concentradas igual a 180 mL. Além disso, ao menos 95% das unida- 
des amostradas devem conter > 50 g de hemoglobina ou um volu- 
me de 150 mL de hemácias concentradas (Standards Committee of 
the American Association of Blood Banks, 2004). Caso as unidades 
de hemácias tenham sido submetidas à redução de leucócitos, então 
a concentração média de hemoglobina deve ser > 51 g ou o volume de 
hemácias concentradas deve ser igual a 153 mL. Nesse caso, ao menos 
95% das unidades testadas devem conter > 42,5 g de hemoglobina 
ou 128 mL de hemácias concentradas (Standards Committee of the 
American Association of Blood Banks, 2004). 

O FDA não define os requisitos para produtos quando se tratam de 
hemácias coletadas por aférese, sejam únicas ou duplas. No entanto, 
determina que 95% dos produtos coletados devem possuir o “volume- 
alvo” ou “volume esperado de CVSs” e atender a “quaisquer outros 
parâmetros especificados no manual do usuário do equipamento” 
(Division of Blood and Blood Products, Center for Biologics Evaluation 
and Research, 2001). O FDA também define o modo como devem ser 
realizados a validação e os testes, sendo que validação inicial consiste 
em testar “100 unidades consecutivas de CVSs”, enquanto os testes sub- 
sequentes devem incluir ao menos 50 unidades por mês, considerando 
produtos de hemácias únicos e duplos. Se um centro coletar menos de 
50 unidades, todas elas devem ser testadas (Division of Blood and Blood 
Products, Center for Biologics Evaluation and Research, 2001). 


Seleção do doador de eritroférese 


Doadores por aférese de eritrócitos alogênicos devem satisfazer os cri- 
térios definidos pela FDA e pela AABB para uma doação de sangue com- 
pleta. Além disso, eles são exigidos para atender a qualquer outra seleção 
de critérios definida pelo manual de dispositivos médicos (Division of 
Blood Products, Center for Biologics Evaluations and Research, 2001). 


Tabela 36.4 Vantagens e desvantagens da coleta dupla de hemácias 


Vantagens 

Menor incidência de reações de doação comparativamente à doação de sangue 
total (Wiltbank, 2002) 

Diminuição do número de doadores necessário para produzir determinado 
número de unidades de hemácias (Gilcher, 2003) 

Dose de hemácias padronizada (Gilcher, 2003) 

Redução da quantidade de processamento de componentes (i. e., um conjunto de 
testes laboratoriais para 2 unidades de hemácias) (Beeler, 1997) 

Redução da exposição do doador, caso o paciente receba ambas as partes da 
coleta dupla de hemácias (Gilcher, 2003) 


Desvantagens 
Maior complexidade da coleta (Gilcher, 2003) 
Necessidade de mais tempo para realizar a doação (Gilcher, 2003) 


O FDA e a AABB não definem um valor mínimo de hemoglobina/ 
hematócrito para a doação de hemácias duplas. Em vez disso, exige-se 
que o centro de coletas siga as recomendações do fabricante do equi- 
pamento (Division of Blood and Blood Products, Center for Biologics 
Evaluation and Research, 2001; Standards Committee of the American 
Association of Blood Banks, 2004). Entretanto, o FDA exige a determi- 
nação dos níveis de hemoglobina/hematócrito pelo uso de um méto- 
do quantitativo (Division of Blood and Blood Products, Center for 
Biologics Evaluation and Research, 2001). Como resultado, o método 
do sulfato de cobre não pode ser empregado para qualificar um doador 
para uma doação dupla de hemácias. 

A AABB limita o volume total de hemácias a serem removidas, de 
forma a impedir que o hematócrito e os níveis de hemoglobina do doa- 
dor sejam < 30% e < 10 g/dL, respectivamente, após a reposição volu- 
métrica (Standards Committee of the American Association of Blood 
Banks, 2004). O FDA não estabelece restrições específicas e apenas exige 
que sejam seguidas as orientações do fabricante (Division of Blood and 
Blood Products, Center for Biologics Evaluation and Research, 2001). 

O tipo de produto coletado determina o intervalo entre as doações 
após a realização da doação de hemácias de hemaférese. Doadores que 
fornecem uma única unidade de hemácias devem ser protelados por 8 
semanas. À única exceção a essa regra, conforme descrito na seção sobre 
plaquetaférese de doação, é que tais indivíduos podem doar plaquetas 
ou plaquetas com plasma concomitantemente, enquanto o volume 
de hemácias extracorporal no aparelho coletor for inferior a 100 mL 
(Division of Blood and Blood Products, Center for Biologics Evaluation 
and Research, 2001). Doadores que fornecem 2 unidades de hemácias 
são protelados por 16 semanas e, durante esse período, é proibido rea- 
lizar coletas automatizadas ou manuais (Division of Blood and Blood 
Products, Center for Biologics Evaluation and Research, 2001). 

Caso um doador passe por um procedimento incompleto, ou seja, se 
a coleta-alvo não for alcançada, o FDA define a duração do adiamento 
com base na perda absoluta de hemácias, tanto na coleta inicial como 
nas coletas subsequentes. Se um doador sofre uma perda de hemá- 
cias > 300 mL, o tempo de adiamento é de 16 semanas. Se a perda de 
hemácias for de 200 a 300 mL, o doador é protelado por 8 semanas. 
Caso a perda de hemácias sofrida pelo doador tenha sido < 200 mL, 
esse doador pode realizar uma nova doação após 8 semanas. Durante 
uma segunda doação, se o doador perder < 100 mL de hemácias 
(perda total em 8 semanas < 300 mL), então deve ser protelado por 
8 semanas, contadas a partir da data da segunda doação. Caso a perda 
de hemácias em 8 semanas seja > 300 mL, o doador deve ser protelado 
por 16 semanas, após a segunda doação (Division of Blood and Blood 
Products, Center for Biologics Evaluation and Research, 2001). 


Aspectos associados ao doador de eritroférese 

Em decorrência da remoção de 2 unidades de hemácias, uma das 
preocupações mais comuns é saber se as reações são mais frequen- 
tes nas coletas duplas de hemácias ou nas de sangue total. Estudos 
demonstraram que não há aumento na incidência de reações nas cole- 
tas duplas de hemácias automatizadas, em comparação às doações de 
sangue total (Gorlin, 2003; Wiltbank, 2002). Wiltbank (2002) relatou 


menor taxa de incidência de reações moderadas a severas com a cole- 
ta dupla de hemácias automatizada (6,8/10.000 e 1,2/10.000 coletas, 
respectivamente), em comparação ao observado nas doações de san- 
gue total (14,5/10.000 e 1,2/10.000 coletas, respectivamente). A menor 
taxa de reações, apesar da remoção de uma massa de hemácias maior, 
resulta do fato de os doadores estarem isovolêmicos ao final da coleta 
em decorrência da infusão de salina. 

Doadores submetidos à doação dupla de hemácias apresentam uma 
queda transiente de 9% no hematócrito (Taylor, 2002). Isso deve-se à 
perda de hemácias e também à expansão volumétrica decorrente da 
administração de salina. Apesar dessa queda, estudos demonstraram 
que os doadores sofrem efeitos mínimos após a realização de doações 
duplas de hemácias. Meyer et al. (1993), em um estudo envolvendo 40 
doadores de sangue, constataram que os doadores submetidos a doa- 
ções duplas de hemácias demoraram 1 a 2 dias a mais que os doadores 
de sangue total para retornar aos níveis basais da sensação de bem- 
estar. Smith et al. (1996) não encontraram diferenças significativas de 
pressão sanguínea e pulsação monitoradas em ambulatório de indi- 
víduos submetidos a coletas de 1 unidade de hemácias, 2 unidades de 
hemácias e coletas simuladas. Quintana et al. (1995) constataram que 
a doação dupla de hemácias não produziu efeito significativo sobre 
a capacidade de praticar exercícios, determinada pela avaliação da 
redução do consumo máximo de oxigênio, limiar anaeróbio, frequên- 
cia cardíaca máxima, taxa de trocas respiratórias e potência máxima 
nos dias 0, 2, 7 e 14 após a doação. 

Uma questão final relativa às doações duplas de hemácias é se, ao 
fazerem esse tipo de doação, os doadores correm maior risco de desen- 
volver deficiência de ferro que aqueles que fazem doações de sangue 
total. Meyer et al. (1993) acompanharam doadores em doações duplas 
de hemácias e em doações de sangue total ao longo de 1 ano. Foram 
realizadas avaliações quantitativas de ferritina sérica, ferro sérico, capa- 
cidade total de ligação ao ferro, saturação da transferrina e proporções 
de zinco protoporfirina/heme. Metade dos doadores em cada grupo 
recebeu suplementação de ferro. Em termos de equilíbrio dos níveis 
de ferro, não foram encontradas diferenças significativas entre os que 
fizeram doações duplas de hemácias e os doadores de sangue total. 


Aférese de doação de múltiplos componentes 


Com os equipamentos modernos, é possível coletar diferentes com- 
binações de produtos do sangue a partir de um mesmo doador. Isso 
permite a utilização ótima de cada doador. Exemplificando, poderia 
ser coletada a quantidade máxima de plasma de um doador com tipo 
sanguíneo AB, sem necessidade de coletar suas hemácias — que fre- 
quentemente perdem a validade de uso antes de serem transfundidas. 
Um doador de tipo sanguíneo O e Rh” ou Rh” poderia fornecer uma 
dupla doação de hemácias, sem necessariamente ser coletado seu plas- 
ma — que em geral fornece suprimento adequado. As várias combina- 
ções de coleta atualmente disponíveis são mostradas na Tabela 36.5. 
É preciso mencionar que todas as várias regulamentações aplicáveis 
às coletas individuais de aférese, no que se refere aos critérios de ade- 
quação do doador e à frequência de doações, também se aplicam às 
coletas de múltiplos componentes. Por exemplo, um doador subme- 
tido à coleta dupla de hemácias e coleta concomitante de plasma deve 
atender tanto às exigências para dupla coleta de hemácias como para 
coleta de plasma frequente ou infrequente, conforme aplicável. 


Coleta de células progenitoras hematopoéticas 


Benefícios da coleta de células progenitoras hemato- 
poéticas 

A coleta de CPrHs por hemaférese proporciona inúmeras vanta- 
gens, tanto ao doador como ao receptor, que resultam na reposição 
da medula óssea coletada em muitos pacientes. Os doadores toleram 
a hemaférese melhor que a coleta de medula óssea, pois aquela não 
requer procedimento cirúrgico com necessidade de anestesia geral. 
Em consequência, o procedimento da hemaférese é mais barato, mais 
conveniente (por poder ser realizado no paciente de ambulatório) e 
evita as potenciais complicações geralmente encontradas na anestesia 
geral e cirurgia. Do mesmo modo, o doador se recupera mais rápido 
do procedimento, sem a dor e a incapacitação temporárias que fre- 


Tabela 36.5 Combinações de produtos sanguíneos disponíveis para 
coletas de múltiplos componentes 


Hemácias e plasma 

Hemácias e plaquetas 

Hemácias, plasma e plaquetas 

Dupla de hemácias 

Dupla ou tripla de plaquetas 
Plaquetas e única ou dupla de plasma 
Dupla de plaquetas e única de plasma 
Dupla ou tripla de plasma 


quentemente acompanham a coleta de medula óssea (Lee, 1995a). O 
uso de CPrHs sanguíneas periféricas na transplantação restaura a fun- 
ção hematopoiética e imunológica mais rapidamente do que se fosse 
utilizada medula óssea. Para o receptor, isso significa menos dias de 
imunossupressão e menos exposições aos produtos sanguíneos alo- 
gênicos (Bensinger, 2001; Moog, 1998). Na transplantação autóloga, 
a coleta de CPrHs periféricas por hemaférese pode ser realizada diante 
do envolvimento maligno da medula ou antes da ocorrência de irra- 
diação pélvica, evitando a coleta da medula (Lee, 1995a). 

Embora a coleta de CPrHs por hemaférese proporcione inúmeros 
benefícios que não são obtidos por meio da coleta de medula óssea, 
seu uso também envolve algumas desvantagens comparativamente a 
esse outro procedimento. Tais desvantagens incluem possíveis efeitos 
colaterais dos regimes de mobilização, coleta mais demorada, possi- 
bilidade de transfundir um maior volume de componentes durante a 
transplantação e, em muitos casos, necessidade de acesso venoso cen- 
tral com todos os riscos e complicações associadas (Lee, 1995a). Além 
disso, há evidências conflitantes na transplantação alogênica, suge- 
rindo maior frequência de DEVH crônica (Brown, 1997; Duhrsen, 
1988) ou de DEVH mais refratária à terapia-padrão (Flowers, 2002). 
Isso pode ser resultado da presença de um maior número de células T 
junto aos produtos de células-tronco do sangue periférico, em com- 
paração à medula óssea. 


Coleta de células progenitoras hematopoéticas autólo- 
gas versus alogênicas 

No início, as coletas de CPrHs limitavam-se à transplantação autólo- 
ga. Isso ocorria em consequência do uso da quimioterapia como méto- 
do de mobilização de CPrHs. A transplantação de CPrHs coletadas, 
dessa forma, restringia-se a doenças como malignidades sólidas, doen- 
ça de Hodgkin e linfomas não Hodgkin, além de mieloma múltiplo. 
Subsequentemente, o uso de CPrHs foi expandido e passou a incluir 
a transplantação para leucemias, entre as quais a leucemia mielógena 
crônica (Gillespie, 1996; Lee, 1995a; Moog, 1998). Conforme foram 
sendo disponibilizados métodos de mobilização independentes da qui- 
mioterapia, a coleta de CPrHs do sangue periférico também passou a 
ser aplicada às doações alogênicas. O uso inicial da coleta de CPrHs 
periféricas nesse cenário limitava-se à retransplantação em receptores 
com doença recorrente ou insucesso na pega do enxerto (Gillespie, 
1996; Lee, 1995a; Moog, 1998). Atualmente, o uso de CPrHs alogénicas 
do sangue periférico em transplantes iniciais está mais disseminado. 


Dose de células progenitoras hematopoéticas 

Um fator importante na determinação do sucesso da transplanta- 
ção de CPrHs é a dose de células infundidas. Infelizmente, não existe 
um método disponível para contagem definitiva das CPrHs. Sabendo- 
se que as CPrHs são encontradas junto ao componente de células 
mononucleares sanguíneas, a contagem de Células Mononucleares 
(CMNSs) tem sido utilizada como indicador para interrupção da cole- 
ta de CPrHs. Estudos demonstraram que uma dose total de 6—6,5 x 
10º CMN/kg é suficiente para produzir uma rápida pega do enxerto 
(Kessinger, 1989, 1995). Embora a concentração de CMNs não esteja 
diretamente relacionada à dose de CPrHs, é possível determiná-la de 
forma conveniente e fácil. 

Uma maneira mais exata de determinar a dose de CPrHs consis- 
te em determinar o número de colônias de unidades formadoras de 
colônias de granulócitos/macrófagos (CFU-GM) crescidas em meio 
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kg estão associadas a uma pega rápida do enxerto (Bender, 1992). É 
lamentável que os ensaios para determinação de CFU-GM sejam tec- 
nicamente desafiadores e de difícil padronização. Em consequência, é 
preciso ter cautela ao comparar diretamente os dados entre institui- 
ções e estudos. Além disso, o ensaio tem duração de 2 semanas. 

Um terceiro método para definição da dose de CPrHs é a determi- 
nação da contagem de células CD34* presentes no produto. As CPrHs 
constituem um subgrupo de células CD34*. Como resultado, a quan- 
tificação do numero de células CD34* fornece uma melhor indicação 
da dose de CPrHs que aquela obtida pela quantificação de CMNs, além 
de estar correlacionada às CFU-GMs (Lee, 19954). Uma dose mínima 
de células CD34* necessária à pega do enxerto parece ser 2,5 x 10º célu- 
las CD34*/kg (Bensinger, 1995; Korbling, 1995). Essa dose de células 
CD34* resulta em pega imediata dos leucócitos infundidos. Entretanto, 
Bensinger et al. (1995) constataram que uma dose mais alta (5,0 x 10º 
células CD34*/kg) resultou em uma pega equivalente de leucócitos e 
também em uma pega mais rápida de plaquetas. Embora seja mais fácil 
determinar o conteúdo de células CD34* que o conteúdo de CFU-GM, 
também há dificuldades inconvenientes de padronização decorrentes 
das variações metodológicas (Lee, 1995a). Felizmente, esse problema 
parece estar sendo solucionado pela disponibilização de kits e apare- 
lhos por parte de inúmeros fabricantes. 

E importante mencionar que, no cenário da transplantação de 
CPrHs alogênicas, bem como em diversas situações no decorrer da 
vida, algo bom em excesso pode ser ruim. Enquanto a pega imedia- 
ta de um enxerto requer um número mínimo de células CD34*/kg, 
alguns estudos associaram uma quantidade exagerada de células ao 
risco aumentado de desenvolvimento de DEVH crônica (Heimfeld, 
2003; Zaucha, 2001). Zaucha et al. (2001) observaram maior inci- 
dência de uma extensiva DEVH crônica em pacientes que receberam 
transplantes alogénicos de mais de 8,0 x 10º células CD34*/kg. 

Alguns autores sugeriram que a dose de células CD34* necessária 
à pega do enxerto pode variar com o número de procedimentos de 
coleta de CPrHs (Smolowicz, 1999). Acredita-se que seja necessária 
uma dose total mais alta quando as células CD34* são coletadas por 
meio de múltiplos procedimentos. Isso parece dever-se às alterações 
que ocorrem nos subgrupos de células CD34* no curso de múltiplas 
coletas (Smolowicz, 1999). 


Mobilização de células progenitoras hematopoéticas 

As tentativas iniciais de extrair CPrHs a partir do sangue periféri- 
co foram bem-sucedidas, contudo eram trabalhosas e dispendiosas. 
O sangue periférico contém apenas 10% da fração de células CD34* 
encontrada na medula óssea (Lee, 1995a). Isso significa que, quando as 
CPrHs são coletadas no estado de equilíbrio dinâmico (i. e., sem mobi- 
lização) pode ser necessário realizar um número considerável de pro- 
cedimentos para obter uma dose suficiente (p. ex., 12 procedimentos 
em um estudo) (Moog, 1998). Assim, a utilidade da hemaférese para 
coleta de CPrHs é limitada durante o estado de equilíbrio dinâmico. 

A descoberta de que as CPrHs periféricas podem ser mobilizadas da 
medula óssea significou a possibilidade de coletar doses terapêuticas 
de CPrHs por hemaférese utilizando um número menor de procedi- 
mentos, tornado o método mais atrativo. A mobilização das CPrHs a 
partir da medula óssea pode ser feita por quimioterapia, citocinas ou 
uma combinação de ambas (Gillespie, 1996; Lee, 1995a; Moog, 1998). 
A Tabela 36.6 fornece uma comparação geral da efetividade desses 
três regimes de mobilização. 

O regime inicialmente empregado para a mobilização foi a quimio- 
terapia. Durante o período de hematopoese de rebote, subsequente ao 
tratamento quimioterápico, o número de CPrHs presentes no sangue 
periférico aumenta dramaticamente (Tab. 36.6). Esse aumento pos- 
sibilita uma coleta efetiva de CPrHs e também serve para reduzir a 
carga tumoral junto ao doador/receptor. A limitação desse método de 
mobilização, contudo, está na aplicabilidade apenas para transplantes 
autólogos. 

Citocinas, como G-CSF e GM-CSF, também induzem um dramático 
aumento na concentração de CPrHs no sangue periférico e proporcio- 
nam o benefício adicional de apresentarem mínima toxicidade a curto 
prazo (Tab. 36.2). Em consequência, torna-se possível mobilizar CPrHs 
em doadores normais e empregar hemaférese na transplantação alogêni- 


Tabela 36.6 Comparação de diferentes regimes de mobilização 
(Gillespie, 1996) 


Aumento da 
concentração de 


Dia aproximado em que 
o pico de concentração 


Regime 





de CPrHs é alcançado CPrHs acima do 
estado de equilíbrio 
dinâmico 
Quimioterapia 14º dia após o término da 5-15 x 
quimioterapia 
Citocinas 5º dia após o início da terapia 60 x 
(G-CSF e GM-CSF) com citocinas 
Quimioterapia 5º dia após o início da terapia 1.000 x 
e citocinas com citocinas 





ca. Os mecanismos de ação dessas citocinas são indiretos, em termos de 
efeitos sobre as CPrHs. Essas células, na medula óssea, ligam-se a célu- 
las estromais via moléculas de adesão. Tais moléculas incluem VLA-4 e 
CXCR4, nas CPrHs, e VCAM-1 e SDF-1, nas células estromais. O G-CSF 
promove aumento do número de neutrófilos na medula. Como resul- 
tado, aumenta a concentração de enzimas proteolíticas, como a elasta- 
se e MMP-9, que são liberadas pelos neutrófilos. Essas enzimas clivam 
VCAM-1 e SDF-1 soltando as CPrHs das células estromais e permitindo 
que as CPrHs entrem na circulação periférica (Lapidot, 2002). 

De modo geral, G-CSF e GM-CSF produzem a mesma magnitude 
de aumento da concentração de células CD34*, contudo existem dife- 
renças quanto à recuperação da hematopoese no receptor e à ocor- 
rência de efeitos colaterais entre ambos os agentes. Nos receptores de 
células CPrHs mobilizadas com GM-CSF a recuperação da produção 
de plaquetas é mais demorada que nos receptores de CPrHs mobili- 
zadas com G-CSF (13 dias versus 18 dias) (Gillespie, 1996). Embora 
os tratamentos com GM-CSF e G-CSF produzam os mesmos efeitos 
colaterais, estes tendem a ser mais severos nos doadores tratados com 
GM-CSF (Bolwell, 1994). O uso de G-CSF ou GM-CSF para doado- 
res normais está associado a um pico de células CD34* em aproxi- 
madamente 5 dias após o início da terapia (Bensinger, 1996). O uso 
de G-CSF para doadores normais por períodos superiores a 5 dias foi 
associado a uma diminuição do número de células CD34* coletadas 
após o 10º de estimulação (Stroncek, 1996a). 

Além do G-CSF e do GM-CSF, inúmeras citocinas e anticorpos 
monoclonais dirigidos contra as moléculas de adesão das células- 
tronco estão sendo avaliados quanto ao efeito de mobilização de 
CPrHs. Alguns exemplos são AMD-3100, fator de células-tronco, 
interleucina-3, c-kit ligante e anti-VLA-4 (Filshie, 2002; Fruehauf, 
2003; Gillespie, 1996; Lee, 1995a). 

Por fim, os efeitos da mobilização por quimioterapia e citocinas 
são independentes uns dos outros. Isso significa que a combinação de 
ambos os regimes permite coletar números ainda maiores de CPrHs 
que o uso isolado de cada regime. 

Em doadores alogênicos sadios, o regime de mobilização ideal pare- 
ce ser 10 a 16 ug de G-CSF/kg divididos em duas doses administradas 
via subcutânea (Kroger, 2002). Embora o G-CSF apresente um efei- 
to dose-resposta, doses acima de 10 a 16 ug/kg resultam na produ- 
ção de mais efeitos colaterais no doador sem nenhum aumento sig- 
nificativo no rendimento de células CD34*. Entretanto, se o doador 
for um mobilizador fraco, doses mais altas podem ser administradas 
(Kroger, 2002). Foi demonstrado que, nessas condições, a adminis- 
tração de uma dose duas vezes ao dia é melhor que uma única dose 
diária. Acredita-se que isso se deva à meia-vida relativamente curta do 
G-CSF (3-4 horas) (Kroger, 2002). 

Em doadores autólogos, a mobilização é complicada por doen- 
ças subjacentes e terapia prévia. Na coleta de CPrHs autólogas, são 
necessárias doses de G-CSF > 16 ug/kg. Se a mobilização for fraca, 
o paciente/doador deve ser submetido a uma nova mobilização com 
quimioterapia seguida da administração de fator de crescimento ou 
com doses mais altas de fator de crescimento (Kessinger, 2003). 

Além desses regimes de mobilização, as CPrHs também podem ser 
mobilizadas pelo próprio procedimento de coleta em si. Estudos sobre 
cinética de CPrHs durante a execução de procedimentos de hemafére- 


se mostraram que o número de CPrHs recuperadas é superior àquele 
esperado com base apenas no número de células presentes no sangue 
periférico. Isso significa que, conforme CPrHs vão sendo removidas 
durante o procedimento, ocorre uma liberação adicional de mais 
CPrHs a partir da medula (Smolowicz, 1999). 

Infelizmente, apesar das tentativas de otimização dos regimes 
mobilizadores, nem todos os pacientes fornecem coletas de CPrHs 
de sangue periférico em quantidade suficiente para a transplantação. 
A Tabela 36.7 mostra os fatores que prejudicam a coleta de CPrHs. 
Alguns autores observaram que o número de células CD34” existente 
na medula óssea serve para predizer a capacidade de mobilização do 
paciente, e pode auxiliar a decidir se ele deve ser submetido a uma 
hemaférese ou a uma coleta de medula óssea (Passos-Coelho, 1995a). 

Embora a mobilização aumente o número de CPrHs presentes no 
sangue periférico, também exerce efeitos detrimentais sobre o doador 
e o produto de CPrHs. Conforme discutido na seção sobre os aspectos 
associados ao doador na coleta de granulócitos, o uso do G-CSF está 
associado a efeitos colaterais mínimos a curto prazo, bem como a efei- 
tos adversos desconhecidos a longo prazo. No caso da coleta autóloga, 
tais efeitos e preocupações são irrelevantes em relação ao risco impos- 
to pela doença ao paciente. Além disso, o uso desses agentes nessas 
circunstâncias acelera a recuperação de leucócitos subsequentemente 
à quimioterapia — um efeito benéfico. No cenário da doação autóloga, 
é preciso explicar ao doador, durante o processo de consentimento, 
a incerteza dos riscos impostos a longo prazo pela mobilização com 
citocinas. Do mesmo modo, o atraso na recuperação de plaquetas, 
que ocorre após o tratamento com G-CSF e a coleta de granulócitos, 
também é observado na coleta de CPrHs (Gillespie, 1996; Stroncek, 
1996b). Em doadores autólogos, esse atraso é combinado a uma 
supressão da medula óssea por ação da quimioterapia recente, poden- 
do tornar necessária a realização de uma transfusão de plaquetas. A 
mobilização também está associada ao risco aumentado de desen- 
volvimento de trombose com o uso de cateter (Lee, 1995a). Por fim, 
além da mobilização das CPrHs, alguns pesquisadores (Brugger, 1994; 
Gazitt, 1996) — mas outros não (Passos-Coelho, 1995b) — demonstra- 
ram que os regimes previamente descritos também mobilizam células 
tumorais para o sangue periférico. O estudo conduzido por Brugger 
et al. (1994) demonstrou a mobilização de células tumorais nos dias 
l a7 após o inicio da quimioterapia em pacientes com medula óssea 
intacta, bem como decorridos 9 a 16 dias em pacientes com envolvi- 
mento medular (Brugger, 1994). A mobilização de células tumorais 
nestes últimos ocorreu no prazo de coleta de CPrHs. Similarmente, 
Gazitt et al. (1996), estudando pacientes com mieloma múltiplo, 
observaram uma mobilização de plasmócitos mais tardia (5-6 dias) 
que a mobilização de células-tronco (1-3 dias). As diferenças relativas 
à mobilização de células tumorais versus CPrHs levaram muitos a suge- 
rir que a simples coleta no início do curso da mobilização pode render 
melhores resultados que a realização de múltiplas coletas. É importante 
notar que, apesar de haver contaminação com células tumorais, o efeito 
dessa contaminação sobre a reincidência é incerto. 


Procedimento de coleta de células 
progenitoras hematopoéticas 


Um dos primeiros fatores a ser considerado ao realizar uma coleta 
de CPrH é o momento em que o procedimento deve ser iniciado. Em 
doadores alogênicos, a prática de escolha parece ser iniciar a coleta no 
5° dia após o início da administração de G-CSF, uma vez que doadores 
alogênicos saudáveis respondem de forma relativamente reprodutível 
a esse fator (Kroger, 2002). No caso de doadores autólogos, inúmeros 
critérios podem ser adotados para determinar quando iniciar a terapia. 
Entre esses critérios, têm sido utilizados a mielocitose e os níveis cres- 
centes de monócitos (Lee, 1995a); um aumento de 2 vezes na contagem 
total de CBSs em um período de 24 horas (Lee, 1995a); o momento em 
que ocorre a primeira elevação da contagem de plaquetas (Gillespie, 
1996); o 14° dia após o início da quimioterapia (Gillespie, 1996); e uma 
contagem de CBSs de 10.000 células/uL (Dreger, 1993). Com relação a 
este último indicador, Dreger et al. (1993) demonstraram a ocorrên- 
cia de um pico de CFU-GM em 1 a 2 dias após a contagem de CBSs 
ter chegado a 10.000 células/uL. Iniciar a coleta nesse momento evitou 
perder o pico subsequente de CFU-GM. Outro método amplamente 
utilizado é a realização de contagens seriadas de células CD34* por 


Tabela 36.7 Fatores de influência negativa sobre a mobilização na coleta 
de células-tronco autólogas (Kessinger, 2003) 


Idade* 

Envolvimento da medula 

LNH folicular em comparação ao LNH difuso 
Radioterapia anterior 

Maior número de ciclos de quimioterapia 
Baixa contagem de plaquetas 

Baixo número de células NK 

Terapia anterior com rituximabe 


* Irrelevante, caso a mobilização seja por quimioterapia. Quando o G-CSF é administrado 
isoladamente, doadores/pacientes mais jovens apresentam melhor mobilização que 
doadores/pacientes mais velhos (Bensinger, 1995; Moog, 1998). 


citometria de fluxo. Esse método pode ser empregado para detectar a 
elevação do número de células CD34” e desencadear a coleta de CPrHs. 
Os níveis desencadeadores descritos na literatura devem ser vistos com 
cautela, em decorrência da atual falta de padronização das quantifica- 
ções de células CD34* (Lee, 1995a). As instituições devem determinar 
individualmente seus próprios critérios desencadeantes. 

Uma vez tomada a decisão de iniciar a coleta, é possível modificar 
inúmeros aspectos do procedimento que possam vir a influenciar a 
qualidade do produto. Primeiramente, o aparelho utilizado na cole- 
ta de CPrHs determina as características do produto. Existem diver- 
sos aparelhos disponíveis, sendo os dois mais comumente utilizados 
o CS3000 Plus (Baxter Healthcare Co., Round Lake, IL) e o COBE 
Spectra (Gambro BCT Inc., Lakewood, CO). A comparação direta 
desses equipamentos demonstrou que ambos não diferem quanto à 
eficiência na coleta de células CD34” (Stroncek, 1997b). Constatou-se 
que o produto fornecido pelo COBE Spectra continha maior núme- 
ro de neutrófilos. Esse achado poderia ser considerado importante se 
o produto de CPrHs tivesse de ser modificado (p. ex., depletado de 
células T), uma vez que essas células adicionais podem interferir no 
processo de depleção (Stroncek, 1997b). 

Outra variável a ser considerada é a velocidade de fluxo do sangue 
total durante a execução do procedimento. Poderia parecer que veloci- 
dades de fluxo mais rápidas resultariam em maior volume processado 
e, ao mesmo tempo, em maior número de CPrHs coletadas. Quando 
se usa o COBE Spectra, é isso mesmo que ocorre (Lin, 1995). Já com 
o CS3000, velocidades de fluxo mais altas foram associadas a um efei- 
to detrimental de redução do conteúdo de CMNs do produto, bem 
como a um efeito benéfico de diminuição da contagem de plaquetas 
(Lin, 1995). Isso pode ter sido causado por um tempo de permanência 
no campo de centrifugação que foi insuficiente para proporcionar a 
adequada centrifugação na velocidade de fluxo mais rápida. 

Embora a velocidade de fluxo do sangue total possa afetar adversa- 
mente a eficiência da coleta, considera-se válido o conceito de aumen- 
tar a quantidade de sangue processado para aumentar o rendimento de 
CPrHs. A coleta-padrão de CPrHs envolve o processamento de 1,5 a 3 
volumes de sangue por procedimento (Lee, 1995a). Alternativamente, 
a Leucaférese de Grande Volume (LGV) envolve o processamen- 
to de mais de 5 volumes de sangue ou de mais de 15 L (Reik, 1997). 
Os benefícios desse tipo de procedimento incluem a coleta de grande 
quantidade de CPrHs a cada procedimento, com consequente neces- 
sidade de realizar menos procedimentos de coleta, bem como a maior 
mobilização de CPrHs durante o processo (Lee, 1995a; Moog, 1998). 
Também foi obtido um melhor rendimento de CPrHs a partir de 
pacientes mobilizadores fracos (Smolowicz, 1997). Por outro lado, as 
desvantagens da LGV incluem a maior demora para concluir o pro- 
cedimento e a incidência aumentada de reações ao citrato (ver a dis- 
cussão ao final deste capítulo) (Moog, 1998). Durante a execução dos 
procedimentos-padrão de leucaférese, a complicação mais frequente 
é a trombose associada ao uso de cateteres centrais (Goldberg, 1995). 
Por outro lado, as reações ao citrato predominam na LGV, ocorrendo 
em 33% das doações (Lin, 1995). Isto se deve à maior quantidade de 
citrato anticoagulante infundida. Alguns autores tentaram minimizar 
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essas reações adicionando heparina ao anticoagulante (Reik, 1997) e/ 
ou fornecendo suplementação intravenosa de cálcio durante a execu- 
ção do procedimento (Bolan, 2002; Buchta, 2003). 


Aspectos associados ao doador de células progenito- 
ras hematopoéticas 

Além das reações associadas ao G-CSF, descritas na seção sobre coleta 
de granulócitos, e dos aspectos observados na LGV, a trombocitopenia 
também é um fator preocupante nas coletas de CPrHs, tanto autólogas 
como alogênicas. Schlenke et al. (2000) reportaram perdas médias de 
plaquetas da ordem de 24,2 + 12,5% durante a coleta de grandes volu- 
mes de CPrHs de sangue periférico utilizando o CS3000. Perdas menores 
de plaquetas foram relatadas com o uso do Baxter Amicus (Burgstaler, 
2004). Os pacientes submetidos a coletas de células-tronco autólogas 
do sangue periférico também podem desenvolver trombocitopenia em 
decorrência da quimioterapia rotineiramente empregada como parte do 
regime de mobilização. Tais pacientes não costumam apresentar com- 
plicações envolvendo sangramento (Goldberg, 1995), entretanto, podem 
requerer transfusões de plaquetas antes ou após a coleta, dependendo da 
contagem plaquetária, a fim de evitar tais complicações. 


Plasmaférese de doação 


Produtos do plasma 

Dois tipos de produtos do plasma são coletados por plasmaférese 
de doação: Plasma Fresco Congelado (PFC) e plasma fonte. O plasma 
fonte é o plasma subsequentemente utilizado para manufaturar pro- 
dutos derivados. Estes, por sua vez, incluem a albumina, imunoglobu- 
linas, concentrados de fatores de coagulação e reagentes de laborató- 
rio. O PFC é o componente líquido do sangue total que foi congelado 
em 6a 8 horas após a coleta. O benefício de coletar PFC por plasma- 
férese está na possibilidade de obter 600 a 700 mL de plasma a par- 
tir de um único doador. Esse volume pode ser dividido em múltiplas 
unidades de volumes equivalentes ao de PFC derivado das doações de 
sangue total. Alternativamente, todo o volume obtido pode ser conge- 
lado como “plasma gigante”. Essas unidades grandes proporcionam o 
benefício de limitar a exposição do doador nas situações em que um 
paciente requer grandes volumes de PFC, como na troca de plasma 
para casos de púrpura trombocitopênica trombótica. Outro benefício 
é que a coleta de um grande volume pode maximizar a produção de 
produtos utilizados com frequência ou de produtos raros, tais como 
PEC de tipo AB ou PFC deficiente de IgA. 


Seleção do doador de plasma 

Os critérios para seleção de doadores de plasmaférese variam de 
acordo com a frequência das doações. Aqueles que doam plasma com 
frequência inferior a 4 semanas são classificados como doadores “infre- 
quentes” e devem possuir todos os requisitos necessários aos doadores 
de sangue total. Aqueles com frequência de doações maior que a cada 
4 semanas são classificados como doadores “frequentes”, devendo aten- 
der a todos os critérios estabelecidos pelo Code of Federal Regulations 
(CFR) (Standards Committee of the American Association of Blood 
Banks, 2004). Essas exigências assemelham-se, em muitos aspectos, às 
exigências estabelecidas para doações de sangue total, diferindo ape- 
nas quanto aos adiamentos em casos de malária e exposição a doenças 
transmissíveis por transfusão (CFR, 2003). O CFR também determi- 
na que os doadores de plasma frequentes possuam uma concentração 
sérica de proteínas mínima de 6,0 g/dL, sendo que a avaliação dessa 
concentração e também uma eletroforese de proteínas séricas ou 
uma imunodifusão quantitativa devem ser realizadas a cada 4 meses 
(CFR, 2003). Por fim, exige-se a realização de um exame médico anual. 
O CFR limita, ainda, o volume de plasma a ser doado. Os doadores 
podem fornecer, no máximo, 1.000 mL (1.200 mL, no caso de doadores 
com peso corporal acima de 79,4 kg) a cada 48 horas, e não mais que 
2.000 mL (2.400 mL, no caso de doadores com peso corporal acima de 
79,4 kg) em um período de 7 dias (CFR, 2003). 


Aspectos associados ao doador de plasma 

Os riscos para o doador de plasmaférese são os mesmos associados 
à realização de qualquer procedimento de hemaférese. Surgem, ainda, 
preocupações relacionadas a uma possível depleção de imunoglobu- 


linas ou remoção de fatores de coagulação mais rapidamente do que 
se consegue repô-los, em especial no caso dos doadores frequentes. 
Tais preocupações não foram sustentadas por estudos envolvendo 
doadores a longo prazo (Wasi, 1991), bem como doadores infrequen- 
tes (Ciszewski, 1993). 


Indicações para hemaférese terapêutica 


Os procedimentos de aférese terapêutica, tanto de citaférese como de 
plasmaférese, são utilizados no tratamento de uma ampla variedade de 
doenças, com frequência sem um embasamento científico bem defini- 
do para obtenção de qualquer benefício esperado. Um número limitado 
de triagens controladas aleatorizadas foram realizadas (Shehata, 2002). 
Nesse sentido, considera-se a aférese análoga à sangria realizada no iní- 
cio do século 18, à qual tem sido frequentemente comparada. Como 
resultado, torna-se difícil em certos casos determinar para quais doen- 
ças e distúrbios a hemaférese deve ser realmente indicada. Para ajudar 
a fazer essa determinação, a American Society for Apheresis (ASFA) 
e a AABB publicaram listas (regularmente atualizadas) fornecendo 
recomendações para o uso da aférese (American Association of Blood 
Banks Hemapheresis Committee, 1995; American Society for Apheresis 
Clinical Applications Committee, 2000). Ambas as listas classificam 
cada doença/distúrbio em uma entre quatro categorias. A Tabela 36.8 
mostra as categorias e suas respectivas definições. A Tabela 36.9 lista as 
doenças que foram avaliadas pela AABB e ASFA. 

A discussão de todos os distúrbios listados na Tabela 36.9 está além do 
escopo do presente capítulo. Caso o leitor tenha interesse em saber mais 
sobre o assunto, pode consultar três fontes: os livros-texto Apheresis: 
Principles and Practice (McLeod, 2003) e Guidelines for Therapeutic 
Hemapheresis (American Association of Blood Banks Hemapheresis 
Committee, 1995) — ambos publicados pela AABB -, além da edi- 
ção especial do Journal of Clinical Apheresis intitulada “The Clinical 
Applications of Therapeutic Apheresis”, publicada pela ASFA (American 
Society for Apheresis Clinical Applications Committee, 2000). 


Citaférese terapêutica 


Plaquetaférese terapêutica 


Trombocitose 

A trombocitose é definida como um aumento do número de pla- 
quetas presentes no sangue. Tais aumentos podem ser discretos ou 
resultar em concentrações de plaquetas maiores que 1 x 10º u/L. 
Os casos mais preocupantes são os pacientes que sofrem os maiores 
aumentos. A trombocitose pode surgir a partir de uma variedade de 
doenças (Tab. 36.10). Esses processos podem ser primários ou secun- 
dários (reativos), sendo estes últimos observados na maioria (82%) 
dos pacientes de um dado estudo que apresentaram contagens de pla- 
quetas acima de 1 x 10º u/L apresentadas (Buss, 1994). 


Tabela 36.8 Classificação da ASFA / AABB das indicações de aférese 


Categoria Descrição 


| A aférese é uma terapia-padrão e aceitável. Classificação baseada 
em triagens controladas aleatorizadas bem planejadas ou em ampla 
experiência não controversa publicada 

| A aférese geralmente é aceita como terapia complementar ou 
de suporte. Foram realizadas triagens controladas aleatorizadas 
para alguns distúrbios, porém outros são sustentados apenas por 
pequenas séries de casos 

II] O benefício é sugerido, contudo as evidências existentes no 
momento são insuficientes para estabelecer a eficácia e/ou 
esclarecer as proporções de risco-benefício 

IV A aférese não é indicada. Nenhum benefício foi demonstrado em 
triagens controladas 


Introdução ao terceiro artigo especial: Clinical applications of the therapeutic apheresis. 
McLeod, BC. Copyright © 2000 J Clin Apheresis 15:1-5. Reimpresso com permissão de 
Wiley-Liss, Inc., uma subsidiária da John Wiley & Sons, Inc. 


Tabela 36.9 Doenças tratadas por hemaférese 


Distúrbio 


Transplantes de medula ABO incompatíveis 
Doença desmielinizante inflamatória do 
sistema nervoso central aguda 
Polineuropatia desmielinizante inflamatória aguda 
(sindrome de Guillain-Barré) 

AIDS 

Esclerose lateral amiotrófica (ALS) 

Doença do anticorpo antimembrana basal 
(síndrome de Goodpasture) 

Anemia aplástica 

Queimaduras com choque 


Polineuropatia desmielinizante inflamatória crônica (CIDP) 


Inibidores de fatores de coagulação 

Doença da aglutinina fria 

Crioglobulinemia 

Crioglobulinemia com polineuropatia 
Linfoma de células T cutâneo 

Polineuropatia desmielinizante com IgG/IgA 
Superdosagem de fármacos 

Síndrome de Lambert-Eaton 
Eritrocitose/policitemia vera 
Hipercolesterolemia familiar 
Glomerulonefrite segmentar focal recorrente 
Rejeição de transplante cardíaco 

Coleta de células progenitoras hematopoéticas 


Doença hemolítica do recém-nascido (tratamento materno) 


Reação transfusional hemolítica 
Sindrome urêmica hemolítica (HUS) 
Insuficiência hepática 
Hipereosinofilia 
Hiperviscosidade 
Púrpura trombocitopênica idiopática (ITP) 
Miosite de corpúsculos de inclusão 
Leucemia com hiperleucocitose 
Leucemia sem hiperleucocitose 
Nefrite lúpica 
Malária (hiperparasitemia) 
Esclerose múltipla (global) 

Recidivante 

Progressiva 
Miastenia grave 
Rim de mieloma 
Mieloma múltiplo com polineuropatia 
Rejeição de transplante de órgão 
Síndromes paraneoplásicas 
Distúrbios neuropsiquiátricos autoimunes pediátricos 
associados a infecções estreptocócicas (PANDAS) 
Pênfigo vulgar 
Doença do armazenamento de ácido fitânico 
(doença de Refsum) 
Refratividade plaquetária devida a aloanticorpos 
Sindrome POEMS 
Polimiosite/dermatomiosite 
Polineuropatia com IgM 
Púrpura pos-transfusional (PTP) 
Esclerose sistêmica progressiva (escleroderma) 
Psoriase 
Trombocitopenia induzida por quinina/quinidina 
Glomerulonefrite rapidamente progressiva 


Procedimento de hemaférese 


Plasmaférese 
Plasmaférese 


Plasmaférese 


Plasmaférese 
Plasmaférese 
Plasmaférese 


Plasmaférese 

Plasmaférese 

Plasmaférese 

Plasmaférese 

Plasmaférese 

Plasmaférese 

Plasmaférese 
Fotoférese/leucaférese 
Plasmaférese/imunoadsorção 
Plasmaférese 

Plasmaférese 
Eritroférese/flebotomia 
Plasmaférese/remoção seletiva 
Plasmaférese 
Plasmaférese/fotoférese 
Leucaférese 

Plasmaférese 

Eritroférese 

Plasmaférese 

Plasmaférese 

Leucaférese 

Plasmaférese 
Plasmaférese/coluna de proteina estafilocócica A 
Plasmaférese/leucaférese 
Leucaférese 

Leucaférese 

Plasmaférese 

Eritroférese 

Plasmaférese 

Plasmaférese 
Plasmaférese/linfaférese 
Plasmaférese 

Plasmaférese 

Plasmaférese 
Plasmaférese/fotoférese/leucaférese 
Plasmaférese 

Plasmaférese 


Plasmaférese/fotoférese 
Plasmaférese 


Plasmaférese/coluna de proteína estafilocócica A 
Plasmaférese 

Plasmaférese/leucaférese 
Plasmaférese/imunoadsorção 

Plasmaférese 

Plasmaférese/fotoférese/leucaférese 

Plasmaférese 

Plasmaférese 

Plasmaférese 


Categoria atribuída 
pela ASFA 

I 

| 


HA 
IA 
IH 
HA 
NC 
II 
NC 


NC/II 
IAV 
| 

NC 
NC 
Ill 
NC 
HI 
IH 
l 

Il 

HI 
NC/NC/NC 
II 

II 


IH 

IM/IV 

HA 

| 
III/NC/NC 
NC 

NC 

Il 


Categoria atribuida 
pela AABB 

Il 

NC 


NO//] 
NC 
NC 


INC 


INC 
NC 
IV/IV 
NC 

| 
MAIH/NC 


( Continuação) 
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Tabela 36.9 Doenças tratadas por hemaférese (continuação) 
Distúrbio 


Plasmaférese 
Plasmaférese 


Encefalite de Rasmussen 
Doença de Raynaud 
Aplasia de hemácias Plasmaférese 
Rejeição de transplante renal Plasmaférese 
Transplante renal (para remoção de anticorpos anti-HLA 
antes do transplante) 

Artrite reumatoide 


Esquizofrenia 


Plasmaférese 


Plasmaférese 
Anemia falciforme Eritroférese 
Anemia falciforme (tratamento materno durante a gestação) Eritroférese 
Síndrome do homem rígido 
Coreia de Sudenham 
Amiloidose sistêmica 


Plasmaférese 
Plasmaférese 
Plasmaférese 
Plasmaférese 
Plaqueta 


Lúpus eritematoso sistêmico (SLE) 
Trombocitose (sintomática) 

Plasmaférese 
Plasmaférese 
Plasmaférese 


Púrpura trombocitopênica trombótica (TTP) 
Tempestade tireóidea 
Vasculite 


Anemia hemolitica autoimune a quente Plasmaférese 


Procedimento de hemaférese 


Plasmaférese/leucaférese/imunoadsorção 


Categoria atribuída Categoria atribuída 
pela ASFA pela AABB 
lll II 

II NC 

II II] 

IV IV 

II NC 

NCA IV/III/NC 
NC IV 

| | 

NC IIl 

il] NC 

Il NC 

IV NC 

II NC 

| | 

| | 

NC IIl 

II NC 


Ver na Tabela 36.8 a explicação das categorias estabelecidas pela ASFA e AABB. NC = não classificado. 


Da Tabela 13.1, Aférese: princípios e prática (McLeod, 2003). 


Tabela 36.10 Doenças associadas à trombocitose (Buss, 1994) 


Trombocitemia essencial 
Metaplasia mieloide agnogênica 
Policitemia vera 

Leucemia mielógena crônica 
Esplenectomia 

Hemorragia aguda 

Deficiência de ferro 

Doenças inflamatórias crônicas 
Malignidades sólidas 
Mielossupressão após o rebote 


Primária 


Secundária (reativa) 


Reproduzido de Am J Med Vol. 96, Buss DH, Cashell AW, O'Connor ML et al: Occurrence, 
etiology and clinical significance of extreme thrombocytosis: a study of 280 cases, pp. 247- 
253, Copyright 1994, com permissão de Excerpta Medica, Inc. 


A preocupação com pacientes que apresentam contagens pla- 
quetárias tão altas se deve à possibilidade de haver complicações em 
decorrência da presença de um número de plaquetas extremamente 
elevado. Tais complicações são trombóticas e hemorrágicas. As com- 
plicações hemorrágicas consistem, predominantemente, em sangra- 
mento mucocutâneo (Schafer, 1996). As complicações trombóticas 
abrangem a trombose microvascular (p. ex., eritromelalgia) e a macro- 
vascular (p. ex., infarto do miocárdio). Entre os casos de trombose 
macrovascular, a trombose arterial predomina mais frequentemente 
nos sítios cerebrovascular, vascular periférico e na circulação arterial 
coronariana (Schafer, 1996). Essas complicações são raras em casos 
de trombocitose secundária (4%), contudo são relativamente comuns 
entre as causas primárias (56%) (Buss, 1994). Os fatores de risco asso- 
ciados a tais complicações na trombocitose primária são listados na 
Tabela 36.11. 

Em decorrência da preocupação em torno da ocorrência dessas 
complicações, os estudos sobre o assunto dirigiram o foco para a ten- 
tativa de reduzir as elevadas contagens plaquetárias. Os tratamentos 
utilizados incluem agentes quimioterápicos, tais como agentes alqui- 
lantes, fósforo radiativo (°*P) e hidroxicarbamida, além de outras 
medicações, como interferon-a e Anagrelide (Schafer, 1996). Todos 
esses agentes se mostraram efetivos em reduzir as contagens plaquetá- 


Tabela 36.11 Fatores associados a complicações na trombocitose 
primária (Cortelazzo, 1990; Tefferi, 1994) 


Trombose Idade avançada 

Evento trombotico prévio 

Maior duração da trombocitemia 
Hemorragia Contagem de plaquetas > 2.000.000/uL 


Ingestão de NSAID 


rias por um período variável de dias a semanas, no entanto, também 
produzem efeitos colaterais significativos, como leucemogênese por 
agentes alquilantes, *P e hidroxicarbamida. Como resultado, e em 
razão do baixo risco de haver complicações em pacientes com dis- 
túrbios secundários, essas intervenções para redução do número de 
plaquetas não são utilizadas nessas circunstâncias e o distúrbio subja- 
cente é tratado (Buss, 1994). Entretanto, quando se trata dos distúr- 
bios primários, tomar uma decisão é algo mais difícil e controverso. 
Mesmo assim, a menos que o paciente seja sintomático, como resul- 
tado da elevada contagem plaquetária, muitos autores recomendam 
não realizar tratamento. Isso, em parte, deve-se ao fato de alguns estu- 
dos terem demonstrado não haver evidências convincentes de que 
a redução da contagem de plaquetas realmente evita complicações 
(Schafer, 1984). Outro motivo é a falta de correlação entre a contagem 
de plaquetas e o risco de trombose (Tefferi, 1994). 


Indicações da plaquetaférese terapêutica 

O papel da hemaférese no tratamento da trombocitose consiste em 
intervir quando o paciente se torna sintomático, bem como em esta- 
bilizar a condição desse paciente até que a supervisão médica reduza a 
contagem de plaquetas. Conforme já mencionado, a contagem de pla- 
quetas não apresenta relação com o risco de trombose, mesmo diante 
de contagens > 1 x 10º u/L (Buss, 1994; Schafer, 1984, 1996; Tefferi, 
1994). Como resultado, a plaquetaférese deve ser utilizada no trata- 
mento de pacientes que manifestam sintomas por apresentarem conta- 
gens plaquetárias elevadas. Adicionalmente, a plaquetaférese também 
pode ser empregada para reduzir a contagem de plaquetas e, talvez, 
prevenir sangramentos no pré-operatório, e também no tratamento de 
mulheres grávidas (Isbister, 1997). Nesse último grupo de pacientes, o 
benefício proporcionado pela plaquetaférese continua sendo incerto, 


pois não há relação entre a contagem plaquetária e o resultado da gra- 
videz (Schafer, 1996). Embora a hemaférese seja complementar à tera- 
pia, em vez de modalidade de tratamento primário, Baron et al. (1993) 
observaram que a aférese pareceu intensificar a sensibilidade dos 
pacientes à terapia com busulfan. Esse efeito resultou em maior respos- 
ta de plaquetas, porém também implicou maior risco de pancitopenia 
(Baron, 1993). É importante destacar que os efeitos da plaquetafére- 
se na trombocitose são temporários, podendo durar horas ou dias, e a 
supervisão médica deve ser instituída concomitantemente. 

A plaquetaférese, nessas circunstâncias, pode ser realizada com auxi- 
lio de qualquer aparelho de coleta de plaquetas a partir de doadores. 
Tipicamente, a meta do procedimento é processar 1 a 1,5 volume de 
sangue (Baron, 1993) ou conduzir o processamento durante um perío- 
do definido (p. ex., 3 horas) (Burgstaler e Pineda, 1994). Em um estu- 
do comparativo sobre a capacidade de os sistemas de aférese reduzirem 
as contagens plaquetárias, Burgstaler e Pineda (1994) constataram que 
o processamento durante 3 horas resultou em uma redução de 43% da 
contagem de plaquetas por meio do COBE Spectra. Como inexiste um 
nível definido em que a trombose ocorre, também não há um objetivo 
definido para a redução de plaquetas. Os sintomas do paciente devem 
ser tratados tendo em vista sua melhora/resolução como meta final. 

Segundo a ASFA, a trombocitose é uma indicação de categoria I para 
plaquetaférese (American Society for Apheresis Clinical Applications 
Committee, 2000). 


Leucaférese terapêutica 
Hiperleucocitose 

A hiperleucocitose consiste na elevação extrema da contagem de 
CBSs. Essa elevação pode ser causada por doenças malignas ou não 
malignas, sendo que as contagens mais altas são provocadas por 
malignidades. Como resultado, podem surgir diversas síndromes, 
incluindo leucostasia do Sistema Nervoso Central (SNC) — caracteri- 
zada por déficits neurológicos — e leucostasia pulmonar — caracteriza- 
da pela falta de oxigenação e dor torácica (Isbister, 1997). De manei- 
ra tradicional, considera-se que as contagens de CBSs extremamente 
elevadas provocam aumento da viscosidade e consequentes alterações 
no fluxo sanguíneo junto à microvasculatura. Os leucócitos, princi- 
palmente os granulócitos, são mais rígidos que as hemácias (Isbister, 
1997). Acredita-se que as contagens elevadas de CBSs possam causar 
oclusão da microvasculatura, resultando em leucostasia e isquemia. 
Contudo, esses efeitos talvez não reflitam inteiramente o quadro do 
paciente. A contagem de CBSs não necessariamente apresenta relação 
com o início dos sintomas. Evidências mais recentes sugerem que as 
interações das moléculas de adesão expressas em blastos leucêmicos e 
células endoteliais também podem contribuir para a oclusão vascular 
e lesão endotelial (Liesveld, 1997; Porcu, 2000; Stucki, 2001). 

Além dos sintomas de oclusão vascular da hiperleucocitose, outro 
potencial problema resultante das elevadas contagens de CBSs é a sín- 
drome da lise tumoral (Isbister, 1997). O paciente apresenta essa sín- 
drome durante a quimioterapia inicial, como resultado da liberação de 
produtos da degradação de células tumorais, causando danos aos rins 
e/ou iniciando um processo de coagulação intravascular disseminada. 

Durante a primeira semana de terapia, taxas de mortalidade mais 
altas são observadas em pacientes cujas contagens de CBSs ultrapas- 
sam 100.000 células/uL. Esses casos de morte foram associados a um 
número significativamente maior de hemorragias no SNC que aquele 
observado em pacientes com contagens < 50.000 células/uL (Dutcher, 
1987). De modo similar, a presença de leucostasia pulmonar também 
está associada à mortalidade inicial (Lester, 1985). Em um estudo, a 
sobrevida geral dos pacientes com leucostasia pulmonar foi de 0,2 
mês, versus 15,4 meses para pacientes com leucostasia no SNC e 10,8 
meses para pacientes sem leucostasia (Lester, 1985). Assim como na 
trombocitose, o tratamento definitivo das elevadas contagens de CBSs 
consiste em tratar a doença subjacente — nesse caso, a leucemia. 


Indicações da leucaférese terapêutica 


Como na plaquetaférese, o papel da leucaférese na hiperleucocitose 
consiste em reduzir a contagem de CBSs para aliviar os sintomas e/ou 
prevenir a síndrome da lise tumoral. Similarmente à plaquetaférese, a 
indicação para tratar o paciente é a presença de sintomas indicativos 


de leucostasia. Além disso, a leucaférese também pode ser empregada 
no tratamento de mulheres grávidas para prolongar a gestação até que 
o bebê possa nascer e a mãe inicie a quimioterapia. Mais uma vez, a 
hemaférese tem caráter complementar à terapia e não constitui uma 
modalidade de tratamento primário. A terapia definitiva é a quimio- 
terapia, que deve ser iniciada ao mesmo tempo ou pouco depois do 
início da hemaférese, uma vez que a redução da contagem de CBSs 
promovida pela leucaférese é temporária. Dito isso, é importante men- 
cionar dois aspectos. Embora a hemaférese possa reverter ou diminuir 
os sintomas da leucostasia em alguns pacientes, nenhuma relação foi 
encontrada entre o grau de leucorredução — tanto em valor absoluto 
como em percentual — e a sobrevida (Porcu, 1997). Adicionalmente, 
apesar de a leucaférese reduzir as taxas de mortalidade de 2 semanas e 
aumentar as taxas de remissão completa, parece não afetar a sobrevida 
a longo prazo ou a sobrevida global desses pacientes (Giles, 2001). 

Os procedimentos de leucaférese compartilham semelhanças com 
os de coleta de granulócitos previamente descritos. O HEA pode ser 
utilizado para intensificar a separação dos componentes celulares 
durante a centrifugação, resultando em uma remoção mais eficaz 
de leucócitos. Isso é especialmente importante quando as células em 
questão são granulócitos mais maduros, como aqueles observados 
na Leucemia Mielógena Crônica (LMC). O volume de sangue total 
processado é, usualmente, 8 a 10 L ou o equivalente a 2 volumes de 
sangue (McLeod, 1993). Relatos descrevem reduções de 50 a 85% da 
contagem de CBSs com o emprego dessa estratégia (Burgstaler, 1994; 
Steeper, 1985). Como na plaquetaférese, não há uma meta definida 
para a redução da contagem de CBSs, e o objetivo final é melhorar/ 
resolver os sintomas apresentados pelo paciente. 

Segundo a ASFA, a hiperleucocitose é uma indicação de categoria I 
para leucaférese (American Society for Apheresis Clinical Applications 
Committee, 2000). 


Eritroférese terapêutica 


A eritroférese terapêutica, ou troca de hemácias (Red Cell Exchange 
— RCE), é um tipo de citaférese que remove as hemácias do paciente 
e as substitui por hemácias alogênicas. Esse tipo de hemaférese é, oca- 
sionalmente, utilizado no tratamento da hiperparasitemia em casos 
de malária (Lercari, 1992; Rouvier, 1988) e outras infecções parasiti- 
cas envolvendo hemácias, como a babesiose (Evenson, 1998). É mais 
comumente utilizada no tratamento da anemia falciforme. 


Anemia falciforme 

A anemia falciforme é um distúrbio autossômico recessivo presente 
em 1 a cada 200 a 500 recém-nascidos afro-americanos (Wayne, 1993) 
e também tem sido encontrada em indivíduos que vivem na região sub- 
saariana, África Ocidental, países árabes, bacia do Mediterrâneo e Índia 
(Davis, 1997). Resulta de uma mutação que substitui uma valina por 
ácido glutâmico na posição seis da cadeia B-globina da hemoglobina 
S (Davis, 1997). Essa alteração diminui a solubilidade da hemoglobina 
quando desoxigenada, de modo a formar cristais que alteram o formato 
da hemácia e danificam sua membrana. Episódios repetidos levam ao 
afoiçamento irreversível da célula. Mesmo na ausência de afoiçamento, 
na anemia falciforme, as hemácias são anormalmente “viscosas . A com- 
binação dessa “viscosidade” ao afoiçamento acarreta a oclusão de peque- 
nos vasos, dano ao endotélio e trombose (Davies, 1997; Wayne, 1993). 

A anemia falciforme é caracterizada por uma anemia hemolítica 
crônica e pela ocorrência de crises (episódios de doença aguda). As 
crises são mais comumente decorrentes da oclusão vascular e infarto, 
podendo ser crise de dor, aplasia, sequestro esplênico, hemólise, der- 
rames, sindrome da dor torácica aguda e priapismo. São tratadas pela 
correção dos fatores que intensificam o afoiçamento: desidratação, 
hipóxia e acidose. Para tanto, o paciente é submetido à hidratação, 
alcalinização e administração de oxigênio suplementar (Davies, 1997; 
Wayne, 1993). Em adição, as crise dolorosas também são tratadas pela 
administração de analgésicos. Também é possível tratar as crises por 
meio de transfusão de hemácias. 

Na anemia falciforme, a transfusão de hemácias pode ser classifica- 
da em três categorias: transfusão simples aguda, transfusão simples 
crônica e transfusão de troca de hemácias. A transfusão simples aguda 
consiste na transfusão de hemácias para aumentar a capacidade de 
transporte de oxigênio, sendo indicada para o tratamento da anemia 


807 





q) 
Wh 
E 
E 
E 
v 
Ñ 


808 





sintomática, crise de sequestro esplênico, crise aplástica, perda de san- 
gue, hemólise acelerada e preparação pré-operatória (Wayne, 1993). 
A transfusão simples crônica consiste na realização de transfusões de 
hemácias regulares em uma tentativa de suprimir a produção de hemá- 
cias, com o intuito de manter o percentual de hemácias com hemo- 
globina S abaixo de 30%. Esse tipo de terapia é indicado em casos de 
doença cerebral vascular e manifestação de sintomas vaso-oclusivos 
debilitantes. Também pode ser empregada no tratamento de casos de 
anemia falciforme complicados por doença pulmonar, doença cardí- 
aca, gravidez de alto risco e preparação pré-operatória (Wayne, 1993). 

A RCE, na anemia falciforme, é utilizada para remover as hemá- 
cias contendo hemoglobina S e substituí-las por hemácias contendo 
hemoglobina A. A meta da RCE é fazer com que o paciente apresente 
um hematócrito de 30% e um “sicklecrit” (percentual de células con- 
tendo hemoglobina S) inferior a 30% (Davies, 1997; Wayne, 1993). 
Para tanto, a Fração de Hemácias Remanescentes (FHR) deve ser cal- 
culada com base no percentual de hemoglobina S real apresentado 
pelo paciente e o percentual de hemoglobina S desejado. Esse cálculo 
pode ser executado com auxílio da equação 36.5. Se o hematócrito do 
paciente for aumentado pelo procedimento, então a FHR ajustada deve 
ser calculada de acordo com a equação 36.6 (COBE BCT, 1997). É pre- 
ciso notar que um aumento exagerado do hematócrito pode resultar 
em diminuição da distribuição de oxigênio em decorrência do aumen- 
to da viscosidade. Isso ocorre porque tanto as células falciformes como 
o endotélio desses pacientes são mais “pegajosos” que o normal. 


% FHR desejado = (hemoglobina S desejada/hemoglobina S real) 


x 100 (36.5) 
% FHR ajustado = (% FHR desejado) x (hematócrito real/ 
hematócrito desejado) x 100 (36.6) 


Esse valor é introduzido com os demais valores no aparelho de 
hemaférese para que seja determinado o volume de hemácias necessá- 
rio à execução do procedimento. Os benefícios da RCE em relação às 
outras estratégias de transfusão constam na Tabela 36.12. 

A síndrome torácica aguda é uma crise caracterizada pela mani- 
festação de sintomas respiratórios, dor torácica e abdominal, detec- 
ção de infiltrados à radiografia do tórax e exame torácico anormal. 
Acredita-se que a dor oriunda da imobilização de costelas ou embo- 
lismo gorduroso resulta em hipoventilação e consequente atelectasia. 
Esta, por sua vez, causa hipóxia e leva à oclusão de pequenos vasos 
no pulmão, além de uma possível trombose nas artérias pulmonares 
(Davies, 1997). A síndrome afeta 20 a 50% dos pacientes com ane- 
mia falciforme e está associada a uma taxa de mortalidade de 2 a 14%. 
Episódios repetidos podem progredir para doença pulmonar crônica 
(Wayne, 1993). A RCE é utilizada para remover as hemácias contendo 
hemoglobina S e foi associada à promoção de melhora marcante da 
condição dos pacientes (Wayne, 1993). 

O priapismo é uma ereção dolorosa e continuada, que resulta da 
oclusão por hemácias falciformes de vasos localizados no corpo caver- 
noso. Está associado à desidratação e acidose. É tratado com suplemen- 
tação de oxigênio, hidratação e analgésicos (Wayne, 1993). Quando 
prolongado (mais de 6 horas), é referido como priapismo fulminante 
e pode requerer intervenção cirúrgica ou RCE. Um percentual sig- 
nificativo desses pacientes apresentará impotência, caso não sejam 
tratados (Davies, 1997). Embora haja relatos de que a RCE é efetiva 
no tratamento do priapismo, existem riscos envolvidos. Foi relatada 
a ocorrência de uma síndrome de eventos neurológicos denominada 
síndrome ASPEN (associação de anemia falciforme, priapismo, trans- 
fusão de troca e eventos neurológicos) em alguns pacientes tratados 
com RCE. Esta síndrome envolve a manifestação de eventos neuro- 
lógicos que variam desde uma dor de cabeça e atividade convulsiva 
à obtundação com necessidade de ventilação de suporte. Acredita-se 
que seja decorrente de uma diminuição do fluxo sanguíneo cerebral 
causada por uma elevação abrupta do hematócrito, bem como pela 
liberação de substâncias vasoativas a partir da detumescência penia- 
na. O tratamento agressivo está associado a uma completa recupera- 
ção neurológica (Siegel, 1993). Pacientes que sofrem de priapismo e 
são submetidos à RCE devem ser monitorados quanto aos sintomas da 
sindrome ASPEN. 


Os distúrbios e crises adicionais em pacientes com anemia falciforme, 
para os quais a RCE é indicada, são derrames, vaso-oclusão da artéria 
retiniana, insuficiência hepática e choque séptico. A RCE também tem 
sido utilizada para diminuir o percentual de hemoglobina S no início 
da terapia de transfusão simples crônica, visando a prevenir o afoiça- 
mento por corante de contraste durante a realização de angiogramas 
cerebrais, e na preparação para cirurgias (Wayne, 1993). É importante 
notar que, conforme demonstrado por um estudo, a RCE não propor- 
ciona nenhum benefício se comparada ao regime de transfusão con- 
servativo empregado para aumentar os níveis de hemoglobina para 10 
g/dL na prevenção de complicações cirúrgicas (Vichinsky, 1995). 

Segundo a ASFA, a anemia falciforme é uma indicação de categoria 
I para eritroférese. A malária e outras doenças parasitárias pertencem 
à categoria III (American Society for Apheresis Clinical Applications 
Committee, 2000). 


Fotoférese 


A fotoférese, também chamada de Fotoquimioterapia Extracorporal 
(FQE), é um tipo de leucaférese. Nesse procedimento, coleta-se um 
pequeno percentual dos leucócitos do paciente por hemaférese de 
fluxo intermitente. Essas células são, então, tratadas por incubação 
com um composto psoraleno e, em seguida, expostas à radiação ultra- 
violeta A (UVA) no equipamento. Após a irradiação, as células são 
reinfundidas no paciente (Zic, 1999). Como resultado, parece ser 
produzido um efeito imunomodulador. Dependendo da doença a 
ser tratada, esse procedimento pode estimular ou suprimir a resposta 
imune. Atualmente, essa terapia é aprovada pelo FDA apenas para o 
tratamento de Linfomas de Células T Cutâneos (LCTC). 


Indicações da fotoférese 

Linfoma de células T cutâneo. A primeira doença tratada por foto- 
férese foi o LCTC. Trata-se de um linfoma de células T localizado na 
pele, que se caracteriza por uma longa fase pré-maligna (4-10 anos) 
com aparecimento de lesões cutâneas eczematosas. Após essa fase, a 
doença progride ao longo de uma série de fases caracterizadas pelo 
envolvimento crescente da pele até o desenvolvimento de uma fase 
tumoral. Esta, por sua vez, caracteriza-se pelo aparecimento de mas- 
sas cutâneas. O LCTC, então, pode avançar para uma fase leucêmica 
conhecida como síndrome de Sézary, em que são encontradas célu- 
las T malignas no sangue circulante. As sobrevidas medianas depen- 
dem do estágio da doença no momento do diagnóstico, sendo que as 
sobrevidas de 10 anos variam de 20 a 85%, respectivamente, para o 
estágio tumoral e a fase de placa inicial (Zic, 1999). 

Em 1987, Edelson et al. relataram a ocorrência de resposta em 64% 
dos 37 pacientes com LCTC tratados por fotoférese. Subsequentemente, 
o uso da fotoférese no tratamento do LCTC foi aprovado pelo FDA 
em 1988 (Zic, 2003). A análise combinada de mais de 400 relatos de 
pacientes constantes na literatura permitiu constatar a existência de 
uma resposta global à fotoférese em 55,7% dos pacientes, sendo que 
17,6% apresentaram respostas completas. As taxas de resposta variam 
de 64% para pacientes em estágio IB (manchas e placas generalizadas) 
a 27,3% para pacientes em estágio IVB (envolvimento visceral) (Zic, 
2003). A Tabela 36.13 lista os fatores preditivos da reposta à fotoférese. 
O tempo mediano decorrido até a eliminação das lesões cutâneas nes- 
ses pacientes é 11 meses, sendo que os pacientes apresentando respos- 


Tabela 36.12 Benefícios da troca de hemácias por aférese em 
comparação à transfusão simples ou crônica (American Society for 
Apheresis Clinical Applications Committee, 2000) 


Quantidade reduzida de hemoglobina S sem elevação do hematócrito e, portanto, 
da viscosidade 

Uso de menos unidades de hemácias para conseguir o mesmo percentual de 
hemoglobina $ 

Menor contribuição para a sobrecarga de ferro em pacientes submetidos à 
transfusão crônica 


American Society for Apheresis Clinical Applications Committee: Clinical applications of 
therapeutic apheresis, McLeod BC, Copyright © 2000 J Clin Apheresis 15:1-5. Reproduzido 
com permissão de Wiley-Liss, Inc., uma subsidiária da John Wiley & Sons, Inc. 


Tabela 36.13 Características indicadoras dos melhores respondedores 
à fotoférese entre pacientes com LCTC (Zic, 2003) 


Estágio de pele eritrodérmica 

Contagem de CBSs < 15.000/mm” 

Doença de curta duração 

Percentual normal de células CD8 

Paciente imunocompetente 

Ausência de linfonodos volumosos ou doença visceral 
Presença de células Sézary na circulação 


ta prematura (eliminação em 6-8 meses) mantiveram a resposta (Zic, 
1999). A fotoférese também foi associada a um maior tempo de sobre- 
vida, contado a partir do momento do diagnóstico (mais de 60 meses 
para pacientes tratados com fotoférese versus 31 meses para pacientes 
submetidos à quimioterapia) (Christensen, 1991). 

No LCTC, o mecanismo de ação da fotoférese ainda não foi totalmen- 
te elucidado. Sabe-se que a fotoférese induz uma resposta de células T 
CD8* voltada aos clones expandidos de células T patológicas junto ao 
paciente (Zic, 2003). É provável que essa resposta ocorra porque, após 
a exposição à radiação UVA, o 8-metoxipsoraleno (8-MOP) reage com 
constituintes celulares e liga-se de modo irreversível ao DNA, proteí- 
nas e lipídios. Essa ligação induz um aumento do número de molécu- 
las HLA de classe I presentes nas células expostas, além da apoptose. 
Notavelmente, a apoptose ocorre nos linfócitos expostos, entre os quais 
as células T malignas, mas não afeta os monócitos. Estes, em decorrên- 
cia da exposição a temperaturas suprafisiológicas e ao contato com as 
paredes da tubulação durante a coleta e fotoativação, se diferenciam 
em Células Dendríticas (CDs) imaturas. As CDs, então, são capazes de 
fagocitar as células T malignas apoptóticas e, em seguida, apresentar 
antígenos tumorais dessas células no contexto das moléculas de HLA 
de classe I. Mediante a reinfusão do produto de leucaférese exposto 
à radiação UVA, essas células apresentadoras de antígeno ativam as 
células T citotóxicas, resultando em uma resposta imune dirigida aos 
clones de células T anormais (Zic, 2003). Essa resposta está associada a 
uma mudança no perfil de citocinas produzidas pelo paciente, de res- 
posta Th2 para resposta Th1 (Zic, 2003). Os efeitos benéficos do pro- 
cedimento não resultam de uma citotoxicidade direta do 8-MOP e da 
radiação UVA sobre as células T anormais ou as células tumorais, uma 
vez que apenas 10 a 15% do grupo de linfócitos é coletado e menos de 
5% das células de LCTC são tratadas (Christensen, 1991). 

Segundo a ASFA, o LCTC é uma indicação de categoria I para 

fotoférese (American Society for Apheresis Clinical Applications 
Committee, 2000). 
Doença do enxerto versus hospedeiro e rejeição de órgão sólido. A 
DEVH crônica ocorre em 27 a 50% dos casos de transplante entre irmãos 
compatíveis, e 42 a 72% dos transplantes de células-tronco periféricas ou 
de medula óssea envolvendo indivíduos sem parentesco (Foss, 2002). Os 
fatores associados à DEVH crônica são descritos na Tabela 36.14. 

Inúmeros estudos relataram o uso da fotoférese na DEVH crônica 
(Foss, 2002). Em tais estudos, pacientes com a doença, irresponsivos 
a outras terapias, apresentaram melhora das lesões cutâneas, orais e 
viscerais (hepáticas). Esse efeito foi associado à normalização da pro- 
porção CD4/CD8 e à diminuição do número de células NK. O trata- 
mento permitiu afunilar as doses de esteroides e manteve as respostas, 
em média, por 12 meses. Não houve aumento das taxas de infecção ou 
ativação de CMV nos pacientes estudados (Foss, 2002). Os pacientes 
mais propensos a responder foram aqueles que iniciaram a terapia em 
10 meses após o transplante. 

Assim como no LCTC, o mecanismo por trás da fotoférese na 
DEVH crônica permanece obscuro. É notável que a terapia associada 
à ativação imune em uma doença esteja associada à supressão imune 
em outra. Nos pacientes com DEVH crônica, a fotoférese está associa- 
da à diminuição do reconhecimento e processamento antigênico pela 
CD, bem como à redução do números de CDs. Em consequência, há 
diminuição da estimulação de CD8 e mudança da resposta Thl para 
Th2 por meio da anulação da inibição da secreção de citocinas Th2 
(Foss, 2002). O resultado é a redução da alorreatividade das células T. 


Tabela 36.14 Fatores associados ao desenvolvimento de doença do 
enxerto versus hospedeiro (Foss, 2002) 


Idade avançada do doador 

Idade avançada do receptor 
Disparidade HLA 

Doador sem parentesco 

DEVH aguda anterior 

Doador do sexo feminino aloimunizado 


Como na DEVH crônica, a rejeição de órgãos sólidos também cons- 
titui um distúrbio de células T alorreativas. Similarmente, a fotofére- 
se tem sido empregada no tratamento da rejeição de transplantes de 
coração, pulmão, rim e fígado. No transplante cardíaco, foi demons- 
trado que o uso da fotoférese promoveu uma reversão histológica de 
89% dos episódios de rejeição e sem causar efeitos colaterais. Taxas 
semelhantes também foram descritas para outros tipos de transplante 
(Dal Amico, 2002). 

A DEVH não foi classificada pela ASFA quanto à indicação para 
fotoférese (American Society for Apheresis Clinical Applications 
Committee, 2000). A rejeição de órgãos sólidos, por outro lado, foi 
classificada como indicação de categoria III para fotoférese (American 
Society for Apheresis Clinical Applications Committee, 2000). 

Outras doenças. A Tabela 36.15 lista certas doenças que também são 
tratadas com fotoférese. Essas doenças seguem uma linha comum de 
alo- ou autorreatividade de células T. 


Procedimento de fotoférese 

O procedimento de fotoférese é realizado com auxílio do UVAR 
XTS (Therakos Inc., Exton, PA). Após a venipuntura, 125 mL ou 225 
mL de sangue total são coletados em uma cuba de centrífuga Latham, 
onde os componentes são separados. Como anticoagulantes, podem 
ser utilizados heparina ou ácido-citrato-dextrose (ACD). O creme leu- 
cocitário fica retido na bolsa de coleta e os demais componentes san- 
guíneos são devolvidos ao paciente. Como se trata de uma centrífuga 
intermitente, são realizados seis ciclos com 125 mL ou três ciclos com 
225 mL de coleta de sangue total para coletar 270 mL de suspensão de 
CMNs. Esta, por sua vez, consiste em 80 mL de plasma, 90 mL de salina 
e 100 mL de CMNSs. Terminada a coleta, adiciona-se 8-MOP à bolsa. 
A suspensão de CMNs, então, é bombeada através de uma câmara de 
fotoativação. Essa câmara é constituída de placas acrílicas transparen- 
tes entre as quais há um canal tortuoso. Adjacente às placas, há uma 
fonte de luz UVA que irradia o creme leucocitário contendo 8-MOP. A 
suspensão de CMNs é fotoativada durante 30 minutos. Após o térmi- 
no da fotoativação, o creme leucocitário é reinfundido. O tempo total 
necessário para realizar o tratamento é de cerca de 3 horas (Zic, 2003). 
Um curso de fotoférese típico consiste na realização de dois tratamen- 
tos em dias consecutivos, a cada 4 semanas (Christensen, 1991). Após 


Tabela 36.15 Doenças em que a fotoférese é comprovadamente efetiva 
(van Iperen, 1997; Zic, 1999) 


Linfoma de células T cutâneo (LCTC) 
DEVH mucocutânea 

DEVH hepática 

Coração 

Rim 

Pulmão 

Lúpus eritematoso sistêmico 
Artrite reumatoide 
Dermatomiosite juvenil 

Pênfigo vulgar 

Epidermólise bolhosa adquirida 


Malignidades 
Doença do enxerto vs hospedeiro 


Rejeição de órgãos 


Doenças autoimunes 


Artrite de Lyme crônica 

Complexo relacionado à AIDS (ARC) 
Dermatite atópica severa 

Psoríase 


Doenças infecciosas 


Outras doenças 
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a melhora dos sintomas da doença, o intervalo entre os procedimentos 
pode ser prolongado e o paciente pode ser desmamado da fotoférese. 

Um aspecto importante desse procedimento é a nítida separação do 
sangue total em plasma e creme leucocitário. O produto deve permitir 
a transmissão da luz UVA para que ocorra a fotoativação do 8-MOP. A 
presença de um número significativo de hemácias no produto de leuca- 
férese fará com que a irradiação UVA seja refletida ou absorvida, resul- 
tando na falha da fotoativação do produto. Sendo assim, é crítico que 
o hematócrito do produto de leucaférese seja inferior a 7% (Zic, 1999). 
Similarmente, também é importante que não haja excesso de plasma, pois 
este pode diluir o conteúdo de leucócitos e resultar em menor número de 
passagens de cada célula pela câmara de fotoativação (Zic, 1999). 

Pacientes submetidos à fotoférese são sensíveis à luz solar (Knobler, 
1993). Por esse motivo, devem evitar a exposição direta ou indireta 
à luz do sol por um período de 24 horas após a finalização do pro- 
cedimento. Isso é feito cobrindo a pele exposta, aplicando protetor 
solar e usando óculos de sol que bloqueie os raios UV e tenha prote- 
ção lateral. Outra possível complicação da fotoférese pode ser a muta- 
gênese consequente à indução de danos ao DNA pela fotoativação do 
8-MOP. Teoricamente, esse efeito da fotoativação pode levar à rein- 
fusão de células com DNA danificado capazes de se multiplicar. Essas 
células, então, podem originar malignidades hematológicas. Embora 
não haja evidências sustentando essa preocupação, tal procedimento 
ainda é considerado teoricamente arriscado (van Iperen, 1997). 


Plasmaférese terapêutica 


Eficácia da remoção 

A meta da plasmaférese terapêutica — mais conhecida como troca de 
plasma — consiste em remover uma substância patológica presente no 
plasma pela remoção do plasma do paciente seguida de sua reposição 
por um líquido de substituição. A remoção é inespecífica e envolve 
todas as substâncias presentes no plasma, incluindo os componentes 
normais. É possível predizer a remoção de uma substância pela aplica- 
ção da equação 36.7, conforme mostra a Figura 36.2 (Derksen, 1984b): 


Y/Y, =e* (36.7) 


Em que, Y = concentração final da substância; Y, = concentração ini- 
cial da substância; x = número total de trocas do volume do paciente. 

Esse modelo considera que o compartimento intravascular é fecha- 
do e que não há troca entre os compartimentos intra- e extravascular. 
Com base nessa equação, 30% da quantidade inicial de uma subs- 
tância permanece no plasma do paciente após a troca de um volume 
plasmático, enquanto apenas 10% permanece após a troca de dois 
volumes de plasma. Conforme mais volumes de plasma vão sendo 
trocados, uma porção fixa da substância remanescente é removida, 
de modo que quantidades cada vez menores vão sendo eliminadas. A 
observação da Figura 36.2 permite constatar que há um declínio do 
benefício marginal da remoção de volumes adicionais de plasma após 
a troca de 1,5 a 2 volumes de plasma. Desse modo, os procedimentos 
de troca de plasma que apresentam maior ação terapêutica limitam-se de 
la 1,5 troca de plasma. 

O pressuposto de que não ocorrem trocas entre os compartimentos 
intra- e extravascular durante o procedimento não é válido para todas 
as substâncias. Em consequência, a quantidade removida e a con- 
centração do plasma verificadas ao final do procedimento talvez não 
correspondam aos valores previstos. Exemplificando, a IgM localiza- 
-se, predominantemente, junto ao espaço intravascular (76%), apre- 
sentando um influxo negligível para o espaço extravascular (Derksen, 
1984b). Como resultado, durante o procedimento de plasmaférese, 
a equação preverá corretamente a remoção de IgM. A IgA, contudo, 
está uniformemente distribuída pelos espaços intra- e extravascular e 
se move entre ambos os compartimentos. Durante a troca de plasma, 
diante da falha em concentrar a IgA no espaço intravascular, a IgA 
presente no espaço extravascular segue o gradiente de concentração 
e se move para dentro do espaço intravascular. Como resultado, após 
o término do procedimento, a concentração plasmática de IgA não é 
tão baixa quanto o previsto e poderia levar a crer que o procedimento 
não apresentou a eficácia esperada (Derksen, 1984b). Quando se con- 


Fração remanescente 
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Figura 36.2 Remoção de substâncias durante a troca de plasma. A remoção de 
substâncias limitada ao compartimento intravascular, seja patológica ou normal, 
pode ser prevista com auxílio de uma equação exponencial (equação 36.7). Um 
percentual fixo das substâncias remanescentes é removido com cada volume de 
sangue. Isso significa que, conforme aumenta o número de volumes de sangue 
processados, uma quantidade progressivamente menor da substância passa a ser 
removida. Como resultado, os retornos diminuem. 


sidera a quantidade de substância removida pela quantificação total 
de IgA na bolsa de coleta, é possível constatar que o conteúdo total de 
IgA removido foi maior que o previsto e, portanto, o procedimento 
foi mais eficiente que o esperado. A IgA foi removida de ambos os 
compartimentos, intra- e extravascular (Derksen, 1984b). 

Foram identificados quatro padrões de remoção na troca de plasma 
utilizando solução de albumina a 5% como líquido de reposição. No 
primeiro padrão, observado com o fibrinogênio e a molécula C3, a 
concentração sofre uma maior redução do que o esperado. Isso prova- 
velmente se deve à combinação da remoção ao consumo desses fatores 
durante o procedimento de hemaférese. No segundo padrão, como 
ocorre com a IgM, o colesterol e a ALP, a alteração na concentração da 
substância corresponde ao previsto. Essas substâncias ficam confinadas 
ao espaço intravascular ou movem-se pouco entre os compartimen- 
tos. No terceiro padrão, observado com a LD e CPK, a concentração é 
inferior à esperada em decorrência da movimentação das substâncias 
entre os compartimentos. Por fim, no quarto padrão, as concentrações 
são bem maiores que o previsto ou não mudam, e são decorrentes do 
rápido equilíbrio. Este padrão é observado para moléculas inorgânicas 
e orgânicas, como potássio, bicarbonato e glicose (Orlin, 1980). 

No caso das imunoglobulinas, o padrão de remoção durante a troca 
de plasma depende de a substância em questão ser uma imunoglo- 
bulina normal ou uma paraproteína. Foi relatado que a remoção da 
IgG normal é previsível pela aplicação da equação 36.7, em razão de 
seu comportamento, como se fosse totalmente intravascular (Chopek, 
1980; Orlin, 1980). Entretanto, existem outros relatos que descrevem 
um comportamento semelhante ao de uma substância em equilíbrio 
entre ambos os compartimentos (Derksen, 1984b). No caso das para- 
proteínas, a remoção das imunoglobulinas pode parecer corresponder 
à metade da concentração esperada, quando se considera a concen- 
tração plasmática (Chopek, 1980). Essa diferença é atribuída à expan- 
são do volume plasmático decorrente da presença da paraproteína 
(Chopek, 1980). Em outras palavras, o volume de plasma do paciente 
é maior que o previsto nas equações-padrão (p. ex., equação 36.3), de 
modo que ao utilizá-las para calcular 1,5 troca de volume de plasma, o 
volume realmente trocado será menor. 

Além do efeito sobre a remoção da substância a partir do plasma, a 
distribuição e a capacidade de movimentação entre os compartimentos 
intra- e extravascular também influenciam a elevação dos níveis plas- 
máticos da substância após a troca de plasma. Há um rápido aumento 
da concentração de substâncias que se difundem rapidamente e pos- 
suem um grande componente extravascular. O aumento da concen- 
tração das substâncias predominantemente intravasculares dependerá 
da taxa de síntese da substância. A maioria das substâncias retorna aos 
níveis normais em 48 a 72 horas, exceto fibrinogênio, complemento 


e imunoglobulinas, cujas taxas de recuperação em 48 horas foram de 
65, 65 e 44% dos valores basais, respectivamente. O colesterol também 
apresenta recuperação lenta, com 67 a 72% dos valores de pré-aférese 
alcançados em uma semana após a hemaférese (Orlin, 1980). 

Para a maioria das substâncias removidas por troca de plasma, a 
taxa de síntese não aumenta após o procedimento (Derksen, 1984a). 
Para algumas substâncias, especialmente as imunoglobulinas, pode 
haver rebote. O rebote é o aumento da concentração a níveis superio- 
res ao inicial, que ocorre após a realização de um procedimento (Dau, 
1995; Derksen, 1984a). Pode resultar da remoção de substâncias inibi- 
tórias por meio do procedimento ou da remoção da retroalimentação 
negativa na célula responsável. Em consequência, é sugerido realizar o 
tratamento concomitante com agentes citotóxicos durante a execução 
do procedimento, a fim de evitar o rebote (Dau, 1995). Além disso, a 
troca de plasma pode aumentar a eficácia dos agentes citotóxicos ao 
aumentar a atividade metabólica de células imunológicas autorreati- 
vas, tornado-as mais sensíveis a tais agentes (Dau, 1995). Outro ponto 
relacionado a esse aspecto é que a queda dos níveis de substância 
patológica promovida pela troca de plasma será apenas temporária, a 
menos que uma terapia adicional seja instituída para cessar sua pro- 
dução. Na maioria dos casos, isso significa que a troca de plasma deve 
ser vista como um procedimento complementar a outras terapias. 


Líquidos de reposição 

Na plasmaférese terapêutica, 1 a 1,5 volume de plasma são remo- 
vidos e, portanto, esse volume deve ser reposto com outro líquido. 
Existem inúmeros líquidos de reposição disponíveis, cada um com 
suas vantagens e desvantagens. Entre os líquidos de reposição utiliza- 
dos na troca de plasma estão a solução de albumina a 5%, PFC, plas- 
ma sobrenadante de crio (plasma pobre em crio), salina e HEA. 

A solução de albumina a 5% é mais amplamente utilizada como 
líquido de reposição. Trata-se de um líquido hiperoncótico para 
a maioria dos pacientes e que, portanto, resulta na produção de um 
fluxo de líquidos final a partir do espaço extravascular. Esse efeito 
pode resultar em uma anemia branda por diluição (Chopek, 1980). 
A principal vantagem da solução de albumina a 5% é não transmitir 
doenças virais. Por outro lado, as desvantagens são o custo elevado e 
a ocasional falta de disponibilidade, devido aos recalls ordenados pelo 
FDA. Há relatos de ocorrência de reações hipotensivas, em virtude da 
ativação de pré-calicreína (Alving, 1978), e de reações febris causadas 
por pirógenos (Pool, 1995). Esses dois tipos de reação ocorrem rara- 
mente. Além disso, a albumina pode não funcionar de modo compará- 
vel à albumina presente no plasma antes da troca. Embora a solução de 
albumina a 5% forneça concentrações fisiológicas da proteína, os sítios 
de ligação a fármacos e metabólitos da albumina encontram-se ocupa- 
dos por substâncias presentes na preparação, como caprilato de sódio, 
e podem estar indisponíveis para a realização das funções fisiológicas 
normais (Koch-Weser, 1976). A prática-padrão consiste em usar a 
solução de albumina a 5% para repor 60 a 70% do volume removido. 
O restante do volume é reposto com cristaloide (salina normal). 

O PFC é empregado como líquido de reposição primária no trata- 
mento da púrpura trombocitopênica trombótica (TTP) (ver a discussão 
sobre essa doença) e também pode ser utilizado para prevenir a coagu- 
lopatia por diluição observada após repetidas trocas de plasma. O PFC 
pode, ainda, ser utilizado no tratamento da deficiência severa do fator 
XI em paciente que, sabidamente, apresenta sangramento decorrente 
desse distúrbio e necessita ser submetido a um procedimento cirúrgico. 
Como não existem concentrados de fator XI disponíveis e a quantidade 
de PFC necessária à infusão para alcançar níveis terapêuticos causaria 
sobrecarga volumétrica, a troca com PFC imediatamente antes do pro- 
cedimento cirúrgico pode proporcionar hemostasia. As vantagens do 
PEC são o custo relativamente baixo e o fornecimento de concentra- 
ções fisiológicas de fatores de coagulação. As desvantagens são risco de 
transmissão de doenças virais transmissíveis por transfusão, ocorrência 
de reações transfusionais, necessidade de o produto ter compatibilidade 
ABO e maior frequência de reações ao citrato (ver a discussão ao final 
do capítulo). Esta última desvantagem advém do fato de o paciente ser 
infundido não só com anticoagulante citrato, mas também com PFC 
contendo citrato. Quando utilizado no tratamento da TTP, o PEC cor- 
responde a 60 a 70% do volume reposto, enquanto o volume restante é 
resposto com salina normal. Na prevenção de coagulopatias, 2 unidades 


de PFC são administradas ao final do procedimento, sendo que a maior 
parte da reposição volumétrica é feita com solução de albumina a 5%. 

O plasma pobre em crio também é utilizado no tratamento da TTP, 
especificamente em casos de pacientes irresponsivos à troca de plasma 
com PFC. As vantagens e desvantagens proporcionadas pelo uso do 
plasma pobre em crio são as mesmas do uso de PFC, exceto que o 
plasma pobre em crio não fornece concentrações fisiológicas de todos 
os fatores de coagulação, faltando fibrinogênio e fator VIII. 

A salina é utilizada em uma parcela da maioria dos procedimentos 
de troca de plasma (30-40%), bem como no condicionamento de 
aparelhos e no preparo da solução anticoagulante. O uso da salina 
para volumes maiores é problemático, pois trata-se de um cristaloide 
(em vez de coloide) e pode ser redistribuída para o espaço extravascu- 
lar causando hipotensão e edema após a realização do procedimento. 
As vantagens do uso da salina são o baixo custo e a ausência de risco 
de transmissão de doenças. 

A opção final é o uso de líquidos coloidais sintéticos, como HEA. O 
HEA é derivado de amidos vegetais e constituído por grandes molé- 
culas de amido que podem ser adicionadas à salina para produzir 
uma solução coloidal. Foram descritas trocas de plasma utilizando 
HEA como líquido de reposição (Burgstaler, 1990; Rock, 1997). Os 
benefícios do uso do HEA residem no baixo custo e na ausência de 
transmissão de doenças. Uma desvantagem é que um pequeno per- 
centual dos indivíduos tratados apresenta reações alérgicas ao HEA 
(ver a discussão ao final deste capítulo). Do mesmo modo, o heta- 
mido (HEA de alto peso molecular) tem meia-vida de 25,5 horas e, 
assim, quantidades significativas do composto podem persistir após 
a realização frequente de procedimentos de troca de plasma. Como 
resultado, há expansão volumétrica e alterações do PTT, conteúdo de 
proteína total, albumina, hematócrito e fibrinogênio (Rock, 1997). 
Tais alterações são menos comuns quando se usa pentamilo (HEA de 
baixo peso molecular), pois apresenta meia-vida curta. O HEA tam- 
bém foi associado a alterações envolvendo a hemostasia (Rock, 1997), 
contudo serve de solução de reposição alternativa para pacientes que 
sabidamente apresentam reações à albumina ou ao PFC (Burgstaler, 
1990). Também pode ser usado quando houver necessidade de troca 
de plasma, contudo existem certas crenças religiosas que impedem o 
uso de líquidos de reposição derivados do sangue. 


Aspectos associados ao paciente 


A troca de plasma é um método não seletivo de remoção de subs- 
tâncias do plasma e, como resultado, muitas das questões relaciona- 
das aos pacientes submetidos a esse procedimento envolvem a remo- 
ção de substâncias não desejadas, tais como fármacos terapêuticos e 
fatores de coagulação. Embora a plasmaférese seja uma modalidade 
de tratamento para diversas doenças há 30 anos, existe pouca infor- 
mação disponível acerca de seus efeitos sobre fármacos terapêuticos. 
Teoricamente, fármacos altamente associados a proteínas ou lipí- 
deos devem ser removidos de maneira eficiente pela plasmaférese. 
Conforme já discutido, o volume de distribuição também influencia 
a remoção do fármaco. Por exemplo, um fármaco que se liga inten- 
samente a proteínas e limita-se, em grande parte, ao compartimento 
intravascular deve ser removido de forma eficaz. Já um fármaco que 
se liga intensamente a proteínas e é distribuído por todo o corpo não 
será removido de maneira efetiva, assim como um fármaco de asso- 
ciação fraca. 

O efeito da plasmaférese sobre a concentração de fármacos pode 
ser determinado calculando-se a meia-vida do fármaco durante 
a troca de plasma (Sketris, 1986). Esses cálculos, então, podem ser 
utilizados para determinar a dose adicional possivelmente necessária 
após a troca de plasma. Não se trata de um procedimento usualmen- 
te empregado para a maioria das medicações. O efeito da troca de 
plasma sobre diversos medicamentos é mostrado na Tabela 36.16. 
De um ponto de vista prático, uma vez que a troca de plasma pode 
remover parte de uma dose de fármaco, medicamentos administra- 
dos uma vez ao dia devem ser suspendidos até a finalização do pro- 
cedimento, quando possível. Fármacos administrados com maior 
frequência também devem ser programados de modo a não serem 
aplicados diretamente antes da plasmaférese. 

Outra possível forma de interação da plasmaférese com os fármacos 
terapêuticos é pela remoção das enzimas necessárias ao metabolismo 
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Tabela 36.16 Efeito da troca de plasma sobre a medicação conforme 
relatos da literatura (Balogun, 2001; Hale, 2000; Hausfater, 2002; 
Kale-Pradhan, 1997; Mansur, 1995; McClellan, 1997; Przepiorka, 1994) 


Medicações que dispensam suplementação da dose devido à insignificante 
remoção, redistribuição a partir dos estoques teciduais ou ligação de fármacos 
a hemácias 

Digoxina 

Digitoxina 

Prednisona 

Prednisolona 

Ciclosporina 

Tacrolimus 

Propranolol 

Ácido valproico 

Fenobarbital 

Ceftriaxona 

Ceftazidima 

Vancomicina 

Medicações que podem requerer suplementação da dose 

Fenitoina* 

Tobramicina 

Interferon-a 


* É necessário monitorar a fenitoína para determinar a quantidade de suplementação, uma 
vez que concentrações totais levarão à superestimação (Kale-Pradhan, 1997). Mansur et al. 
(1995) observaram um rebote nos níveis plasmáticos de fenitoína 30 minutos após a troca 
de plasma, com retorno aos níveis de pré-aférese em 120 minutos. Em consequência, foi 
possível detectar sinais e sintomas de toxicidade por fenitoína apesar da redução dos níveis 
totais de fenitoína no corpo. 


e de proteínas transportadoras. A pseudocolinesterase plasmática é 
removida durante a plasmaférese e, em consequência, agentes blo- 
queadores neuromusculares (p. ex., succinilcolina ou mivacurium) 
podem exercer efeito prolongado em pacientes recém-submetidos à 
troca de plasma (Naik, 2002; Wood, 1978). Tais agentes devem ser evi- 
tados imediatamente após a troca de plasma. 

Depois da troca de plasma utilizando solução de albumina a 5% 
como líquido de reposição, foram observadas reduções dos níveis e 
atividade dos fatores de coagulação (Flaum, 1979; Orlin, 1980), bem 
como resultados anormais de testes de coagulação (Flaum, 1979). 
Flaum et al. (1979) demonstraram redução significativa dos níveis de 
fatores V, VII, VIII, IX, X e da atividade do fator de von Willebrand 
(vWE) subsequentemente à troca de plasma. Os valores normais 
foram retomados em 24 horas após o procedimento, exceto para os 
fatores VIII, IX e atividade de vWF, que foram normalizados depois 
de 4 horas (Flaum, 1979). Orlin e Berkman (1980) notaram uma 
queda dos níveis de fibrinogênio para 25% dos valores pré-aférese. 
Os níveis de fibrinogênio atingiram 66% dos níveis pré-aférese em 
72 horas (Orlin, 1980). Tais estudos indicam que há risco de sangra- 
mento em pacientes submetidos ao desafio hemostático após a plas- 
maférese. Isso é particularmente válido para pacientes submetidos a 
procedimentos seriados em dias consecutivos, em que pode não haver 
tempo suficiente para recuperação dos níveis hemostáticos. Pacientes 
expostos ao risco, como aqueles submetidos ou que serão submetidos 
a procedimentos cirúrgicos ou biópsias próximo da data agendada 
para a troca de plasma, podem necessitar de PFC como parte do líqui- 
do de reposição. Este deve ser administrado ao final do procedimento, 
a fim de prevenir sua remoção. 

Além do risco aumentado de sangramento, há também um possível 
risco de trombose. Em decorrência da natureza inespecífica da remo- 
ção, agentes inibidores da coagulação (p. ex., antitrombina) também 
são removidos durante a troca de plasma (Chirnside, 1981; Volkin, 
1982). Isso, teoricamente, pode levar à trombose. 

Por fim, as plaquetas são igualmente perdidas durante a troca 
de plasma terapêutica (Perdue, 2001). Em um estudo envolvendo 
71 pacientes submetidos à troca de plasma terapêutica com COBE 
Spectra, Fresenius AS104 (Fresenius HemoCare, Redmond, WA) ou 


Haemonetics LN9000 (Haemonetics, Braintree, MA), foram detecta- 
das perdas de plaquetas da ordem de 0 a 71% (Perdue, 2001). Entre os 
fatores influenciadores da perda observada, estão o equipamento utili- 
zado (com o uso do Fresenius AS104 associado a perdas de 18,6%, ver- 
sus 2,6% e 1,6%, respectivamente, com o uso do Haemonetics LN9000 
e do COBE Spectra) e o tipo de doença da qual o paciente está sendo 
tratado. Entre os pacientes participantes desse estudo, aqueles que apre- 
sentaram as maiores perdas manifestaram síndrome de hiperviscosida- 
de decorrente de disproteinemias (Perdue, 2001). Entretanto nenhuma 
complicação envolvendo sangramento foi detectada (Perdue, 2001). As 
maiores perdas associadas ao uso do Fresenius AS104, em comparação 
ao COBE Spectra, foram atribuídas às diferenças de força g e tempo de 
permanência existentes entre os dois aparelhos (Burgstaler, 2001). 


Procedimentos para remoção seletiva 
de componentes do plasma 


Como discutido anteriormente, a plasmaférese não é seletiva. Cada 
troca de plasma remove cerca de 150 g de proteínas plasmáticas (110 
g de albumina e 40 g de globulina) (Lysaght, 1985; Randerson, 1982) 
para eliminar 1 a 2 g de substância patológica (Randerson, 1982). 
Com a realização de repetidas trocas de plasma, isso pode provocar 
sangramento decorrente da perda de fatores de coagulação, bem como 
imunodeficiência por perda de imunoglobulinas. Caso outros líqui- 
dos de reposição sejam utilizados, o paciente pode estar sujeito a ris- 
cos adicionais, como transmissão de doenças e reações alérgicas. Por 
causa dessas desvantagens, inúmeros procedimentos foram desenvol- 
vidos para obtenção da remoção seletiva de determinado componente 
plasmático, possibilitando devolver ao paciente seu plasma “limpo”. 
Esses procedimentos proporcionam a vantagem de evitar a remoção 
de componentes plasmáticos normais e a necessidade de administrar 
líquidos de reposição. O ponto desfavorável é o custo mais alto da 
execução, comparado ao custo da troca de plasma, pois as colunas de 
remoção seletiva são caras. 

Os procedimentos de remoção seletiva envolvem, mais comumen- 
te, uma etapa de separação inicial, em que os elementos celulares do 
sangue total são isolados do plasma. Em seguida, o plasma é perfun- 
dido com auxílio de um aparelho de remoção seletiva em que a subs- 
tância de interesse é removida por meio de processos químicos, físicos 
ou imunológicos. O plasma tratado é, então, recombinado aos com- 
ponentes celulares e reinfundido. O dispositivo de remoção seletiva 
pode ser regenerado, sendo que a substância é eliminada e desviada 
para uma bolsa de coleta de descarte. Após essa etapa, o dispositivo de 
remoção seletiva é utilizado para tratar mais plasma. Se esse dispositivo 
não puder ser regenerado, deve ser descartado. Nas próximas seções 
são discutidos alguns exemplos de procedimentos de remoção seletiva. 


Colunas com proteína estafilocócica A 

A proteína estafilocócica A é um componente da parede bacteria- 
na capaz de ligar-se à molécula de IgG por meio do receptor de Fc. 
Além disso, a proteína também pode ligar-se a um domínio Fab codi- 
ficado pela família de genes clan III da cadeia pesada variável (VH) 
(Matic, 2001). Liga-se fortemente a IgG1, IgG2 e IgG4, porém apre- 
senta graus variáveis de ligação à IgG3, IgM e IgA. Existem dois tipos 
disponíveis de colunas de proteína estafilocócica A: a coluna de prote- 
ina estafilocócica A-agarose (PAA, Protein A-agarose) (Immunosorba, 
Fresenius HemoCare, Redmond, WA) e a coluna de proteína estafilo- 
cócica A-sílica (PAS, Protein A-silica) (Presorba, Fresenius HemoCare, 
Redmond, WA). Para ambas as colunas, o plasma do paciente é sepa- 
rado dos elementos celulares com auxílio de outro aparelho, como 
uma centrífuga ou aparelho de filtração de aférese. Em seguida, o plas- 
ma é perfundido através das colunas. 

A coluna de PAS, uma vez saturada, não pode ser regenerada, e é 
descartada. Isso limita a quantidade de plasma passível de tratamento 
a 2 L (Matic, 2001). A coluna de PAA, ao contrário, pode ser perfun- 
dida com tampão eluente de pH 2,2 para remoção das imunoglobuli- 
nas ligadas. O tampão eluente é, então, esguichado a partir da coluna 
com um tampão de pH 7. Após essa etapa, a coluna pode ser utilizada 
para tratar mais plasma. A coluna de PAA é empregada em um siste- 
ma de duas colunas. A primeira coluna é perfundida com plasma até 
se tornar saturada. Em seguida, o fluxo de plasma é direcionado para a 
segunda coluna, enquanto a outra é regenerada. Esse sistema permite 


tratar um volume de plasma ilimitado, contudo requer o uso de um 
sistema de monitoramento à parte (Citem 10, Fresenius HemoCare, 
Redmond, WA) para garantir a regeneração das colunas e prevenir o 
retorno do tampão eluente ao paciente. As colunas PAA são reutilizá- 
veis por até 20 sessões de tratamento (Matic, 2001). 

Considera-se que o mecanismo de ação da coluna de PAA se deve à 
ligação e consequente remoção das imunoglobulinas (Matic, 2001). 
O mecanismo de ação da coluna de PAS é mais complexo. Além de 
remover imunoglobulinas livres, a coluna de PAS também remove 
imunocomplexos circulantes. A quantidade total de imunoglobulinas 
e imunocomplexos removidos, no entanto, pode ser bastante pequena 
e não justifica a eficácia do procedimento. Parece que, opostamente à 
simples remoção de substâncias, o tratamento em coluna de PAS pro- 
move uma imunomodulação que permite ao sistema imune responder 
ao distúrbio subjacente. Acredita-se que essa ação seja mediada por 
alguns possíveis mecanismos. Primeiramente, a presença de peque- 
nos imunocomplexos é considerada indutora de imunossupressão, 
uma vez que tais complexos não podem ser removidos pelo Sistema 
Reticuloendotelial (SRE) e resultam em excesso de antígenos frente 
à quantidade de anticorpos disponíveis. A remoção desses antígenos 
reduz o excesso antígeno-anticorpo e elimina a imunossupressão. Em 
segundo lugar, quando a IgG liga-se à proteína estafilocócica A, ocor- 
re fixação de complemento. A geração de fragmentos de complemen- 
to na coluna que é, então, infundida no paciente pode ativar o sistema 
imune. Em terceiro lugar, a proteína estafilocócica A é mitógena para 
células T e B. A proteína eluída da coluna durante o tratamento pode 
resultar na proliferação de células T e B. Por fim, acredita-se que no 
corpo humano os autoanticorpos sejam controlados por anticorpos 
anti-idiótipos. Estes são anticorpos que se ligam à porção Fab do auto- 
anticorpo. Demonstrou-se que o tratamento na coluna de PAS resulta 
em aumento da concentração de anticorpos anti-idiótipos. Esse efeito 
pode ser consequente a alterações da conformação do autoanticorpo 
e do tamanho do imunocomplexo, que aumentam a antigenicidade 
desses anticorpos (Levy, 2003). 

A coluna de PAA conta com a aprovação do FDA, sob isenção 
humanitária do dispositivo, para o tratamento de inibidores dos fato- 
res VIII e IX. A coluna de PAS foi aprovada pelo FDA para o trata- 
mento da Púrpura Trombocitopênica Idiopática (ITP) refratária à 
terapia-padrão e da artrite reumatoide (Matic, 2001). Outras doenças 
tratadas com colunas de PAA e PAS estão listadas na Tabela 36.17. 
A ITP e a artrite reumatoide são consideradas indicações de catego- 
ria II para imunoadsorção, de acordo com a ASFA. A hemofilia com 
inibidores não recebeu classificação da ASFA (American Society for 
Apheresis Clinical Applications Committee, 2000). 

O uso de colunas de proteína estafilocócica A foi associado à ocor- 
rência de inúmeros efeitos colaterais. Os tipos e graus de severidade 
dos efeitos colaterais variam de acordo com a coluna utilizada. Os 
efeitos adversos associados ao uso da coluna de PAA são dor musculo- 
esquelética, náusea, vômitos e hipotensão. Tais efeitos são observados 
em 26 a 30% dos procedimentos (Huestis, 1996). Os efeitos colate- 
rais associados ao uso da coluna de PAS são febre e calafrios, náusea, 
vômitos, dor, hipotensão, dispneia, reações alérgicas, dor de cabeça, 
hipertensão e taquicardia. Houve relatos de ocorrência de reações em 
34% dos procedimentos (Huestis, 1996). Acredita-se que essas rea- 
ções resultem de numerosos mecanismos. Como já descrito, a ligação 
de IgG à proteína estafilocócica A resulta na fixação de complemen- 
to e uma grande parte dessas reações pode ser explicada pela infusão 
de fragmentos de complemento ativados, como o C5a. Outras causas 
possíveis poderiam ser a contaminação da coluna e subsequente infu- 
são de endotoxina, bem como lixiviação da proteína estafilocócica A 
(Huestis, 1996). A maioria das reações é branda e inicia-se em uma 
hora após tratamento, durando 1 a 2 horas. Reações severas, inclusive 
resultando na morte do paciente, são mais comumente relatadas com 
o uso da coluna de PAS que com o tratamento na coluna de PAA. Os 
quatro padrões de reações severas associados à coluna de PAS são ana- 
filaxia, vasculite, trombose de veia calibrosa e exacerbação da doença 
subjacente (Huestis, 1996). 


Remoção seletiva de lipoproteínas de baixa densidade 
A troca de plasma ou remoção seletiva de LDL — também chamada 
de aférese de LDL — é indicada para o tratamento da hipercolesterole- 


Tabela 36.17 Doenças comprovadamente tratáveis com colunas de 
proteína estafilocócica A (Levy, 2003; Matic, 2001) 


Artrite reumatoide 

Púrpura trombocitopênica imune (ITP) 

ITP associado ao HIV 

Inibidores de fatores VIII e IX aloimunes e autoimunes 

Doença do anticorpo antimembrana basal (síndrome de Goodpasture) 
Granulomatose de Wegener 

Glomerulosclerose segmentar focal 

Púrpura trombocitopênica trombótica induzida por quimioterapia (TTPc) 
TTP refratária 

Lúpus eritematoso sistêmico 

Miastenia grave 

Polineuropatia desmielinizante aguda (síndrome de Guillain-Barré) 
Aloimunização plaquetária 

Malignidades sólidas 


Tabela 36.18 Indicações de uso para aférese de LDL 


Homozigotos hipercolesterolêmicos funcionais como LDL colesterol > 500 mg/dL 
Heterozigotos hipercolesterolêmicos funcionais como LDL colesterol = 300 mg/dL* 


Heterozigotos hipercolesterolêmicos funcionais como LDL colesterol = 200 mg/dL 
e doença arterial coronariana documentada” 


* Antes de iniciar a terapia, é preciso tentar uma triagem de 6 meses de terapia 
farmacológica máxima e uma dieta de etapa II da American Heart Association. 


mia familiar em indivíduos homozigotos, bem como em heterozigotos 
irresponsivos à terapia farmacológica (Thompson, 1995). Este distúr- 
bio resulta em um acelerado processo aterosclerótico em decorrência 
da incapacidade do fígado de eliminar o LDL colesterol existente no 
sangue. Foram publicados critérios para seleção de pacientes a serem 
submetidos a qualquer uma das alternativas de tratamento (Gordon, 
1994). A Tabela 36.18 fornece os critérios para o tratamento de pacien- 
tes por meio da aférese de LDL. Existem relatos de comparações da 
expectativa de vida entre pacientes tratados por meio dessas técnicas e 
respectivos irmãos não tratados (Thompson, 1985), bem como estudos 
em série (Kamanabroo, 1988) e relatos de caso (Leren, 1993). Os bene- 
fícios observados foram reduções significativas dos níveis de colesterol, 
melhora dos xantomas, desaparecimento de anormalidades ao ECG, 
regressão de lesões na artéria coronariana, melhora da tolerância ao 
exercício e prolongamento da expectativa de vida (Kamanabroo, 1988; 
Leren, 1993; Matsuzaki, 2002; Thompson, 1985). Existem inúmeros 
métodos disponíveis para a remoção seletiva da LDL. 

O primeiro método é a plasmaférese secundária ou de dupla filtração. 
A LDL é um dos maiores componentes plasmáticos e, como tal, possi- 
bilita construir filtros para sua remoção. Na filtração secundária, o plas- 
ma é separado do sangue total tanto por centrifugação, filtração ou uma 
combinação de ambas. Em seguida, o plasma é passado por um segun- 
do filtro cujos poros são pequenos demais para permitir a passagem da 
LDL. O filtrado de plasma resultante contém 83% da albumina, 68% 
da IgG e 47% do HDL colesterol contidos no plasma original. No entan- 
to, o filtro retém 94% do LDL colesterol, 92% da IgM e 90% do fibrino- 
gênio. Constatou-se que, em comparação à troca de plasma, a filtração 
secundária produz uma redução similar do conteúdo de LDL colesterol, 
porém resulta em perda menor de HDL colesterol (Leitman, 1989). 

Um segundo método de aférese de LDL é a precipitação de lipopro- 
teína de baixa densidade extracorporal induzida por heparina (HELP, 
Heparin-induced Extracorporeal Low-density Lipoprotein Precipitation) 
(B Braun Medical Inc., Bethlehem, PA). Nessa técnica, o plasma é 
separado do sangue total com auxílio de um separador de fibra oca. 
Um tampão de acetato de sódio (pH 4,84) contendo heparina é adi- 
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cionado ao plasma para precipitar a LDL. Esta, então, é removida por 
filtração, sendo que a heparina é adsorvida do plasma por um filtro 
de dietilaminoetil celulose. O acetato e o volume extra são removidos 
por um processo de diálise/ultrafiltração em bicarbonato. O plasma 
tratado é combinado aos elementos celulares e devolvido ao pacien- 
te (Bambauer, 2003). Os resultados do tratamento de uma triagem 
demonstraram uma redução do conteúdo de LDL colesterol de mais 
de 30%, com redução do HDL e fibrinogênio de 15 e 58%, respectiva- 
mente (Lane, 1993). 

Um terceiro método de remoção é a absorção em sulfato de dextra- 
na (Liposorber, Kaneka, Osaka, Japão). Neste método, duas colunas 
de sulfato de dextrana são continuamente utilizadas para remover o 
colesterol LDL. O plasma é separado do sangue total com auxílio de 
um separador de fibra oca e bombeado por meio da coluna de sulfato 
de dextrana. O plasma tratado é, em seguida, misturado aos elemen- 
tos celulares e devolvido ao paciente. Na coluna, o sulfato de dextrana 
negativamente carregado interage com a apolipoproteína B-100 de 
carga positiva, presente na molécula de LDL, resultando em sua remo- 
ção. Quando a primeira coluna se torna saturada, o fluxo é deslocado 
para a segunda coluna, enquanto a outra é lavada com uma solução de 
NaCl a 4,1% para remoção do LDL colesterol. Após essa etapa, a colu- 
na é preenchida com salina normal contendo heparina e está pronta 
para ser novamente utilizada (Bambauer, 2003). Estudos empregan- 
do esse sistema demonstraram uma redução de 53% do conteúdo de 
colesterol na troca de um volume de plasma (Thompson, 1995), bem 
como uma redução de 36% do conteúdo de fibrinogênio e uma perda 
de 5% de HDL (Schulzeck, 1992). 

O quarto método de remoção da LDL é a imunoadsorção 
(Therasorb-LDL, Miltenyi Biotec, Cologne, Alemanha). Este sistema 
emprega duas colunas contendo pérolas de agarose com anticorpos de 
carneiro policlonais antiapolipoproteína B-100 humana unidos por 
ligações covalentes. Similarmente aos demais métodos, uma das colu- 
nas é perfundida com plasma enquanto a outra é regenerada. Nesse 
caso, é utilizado um tampão glicina/HCl para remover a LDL conten- 
do ApoB ligada (Bambauer, 2003). Um estudo sobre o uso desse tipo 
de aférese de LDL demonstrou a capacidade do sistema de manter os 
níveis de colesterol em torno de 165 mg%, bem como de aumentar o 
conteúdo de HDL (Richter, 1993). 

O último método disponível é o da hemoperfusão de lipoproteína 
(DALI, Fresenius, St. Wendel, Alemanha). Esse sistema é constituí- 
do por colunas contendo pérolas de poliacrilamida recobertas com 
poliacrilato. Assim como o sulfato de dextrana, essas pérolas possuem 
carga negativa e, em consequência, se ligam à LDL contendo ApoB 
positivamente carregada. Para essa coluna, a separação do plasma é 
dispensável, pois é possível fazer a passagem de sangue total anticoa- 
gulado por meio da coluna. Diferente dos sistemas previamente des- 
critos, essa coluna não é regenerada e sim utilizada uma única vez. A 
coluna é disponibilizada em diversos tamanhos para o tratamento de 
volumes de sangue distintos (Bambauer, 2003; Bosch, 2001a). 

Entre os sistemas já descritos, o sistema do sulfato de dextrana e o 
sistema HELP atualmente são aprovados pelo FDA para uso nos EUA. 
Comparações realizadas entre esses sistemas mostraram a promoção 
de reduções similares do conteúdo de LDL colesterol, Lp(a), HDL 
e outros componentes plasmáticos (Bambauer, 2003; Jovin, 1996; 
Matsuda, 1994; Parhofer, 2000), com menores reduções do conteúdo 
de HDL, de fibrinogênio e de outros componentes plasmáticos que 
aquelas obtidas com a troca de plasma. Os sistemas também demons- 
traram taxas de reação semelhantes, porém diferiram quanto ao custo 
e simplicidade da operação (Matsuda, 1994). 

Alguns sistemas, como o HELP e a filtração secundária, removem 
componentes plasmáticos adicionais, como o fibrinogênio. Por remo- 
verem grandes macromoléculas distintas da LDL, tais sistemas têm 
sido empregados para alterar as características do fluxo sanguíneo 
em certos estados patológicos. Esse tipo de aférese é referido como 
reoférese. Esses dispositivos são utilizados no tratamento de casos de 
degeneração macular associada à idade (Klingel, 2003), perda auditi- 
va sensorioneural repentina (Suckfull, 1999, 2002), derrame (Jaeger, 
1999) e isquemia do miocárdio (Jaeger, 1999). 

A hipercolesterolemia familiar é considerada uma indicação de 
categoria I para a aférese de LDL, de acordo com a ASFA (American 
Society for Apheresis Clinical Applications Committee, 2000). 


Tabela 36.19 Condições em que a plasmaférese é aceita 


Distúrbios 
neurológicos 


Polineuropatia desmielinizante inflamatória aguda (AIDP) 
Polineuropatia desmielinizante inflamatória crônica (CIDP) 
Miastenia grave 

Distúrbios Púrpura trombocitopênica trombótica 

hematológicos Sindrome da hiperviscosidade 

Distúrbios metabólicos Hipercolesterolemia familiar 

Outros distúrbios Doença do anticorpo antimembrana basal (síndrome 

de Goodpasture) 

Crioglobulinemia 

Glomerulonefrite 

Condicionamento para transplante renal 


Indicações terapêuticas para plasmaférese 
A Tabela 36.19 lista distúrbios selecionados para os quais a troca de 
plasma é indicada e que são brevemente discutidos a seguir. 


Distúrbios neurológicos 

Polineuropatia desmielinizante inflamatória aguda. A SGB é um dis- 
túrbio neurológico de origem imunológica. Ocorre com maior frequ- 
ência no distúrbio paralítico (Ropper, 1992; Guillain-Barré Syndrome 
Study Group, 1985). Afeta principalmente os homens e é mais comum 
com o avanço da idade (Hughes, 1993). Caracteriza-se, inicialmente, 
por uma fraqueza nas pernas que avança para as regiões proximais e 
envolve os braços, a face e os músculos da orofaringe (Ropper, 1992). 
A perda sensorial é branda, mas pode incluir parestesia nos dedos das 
mãos e dos pés. À progressão da doença cessa ao redor da terceira sema- 
na após o início da doença e, então, o indivíduo melhora após um perí- 
odo variável de estabilidade (Ropper, 1992). 

Considera-se que a patofisiologia da SGB envolve danos causados por 
anticorpos à mielina de nervos periféricos, seguida de uma resposta infla- 
matória. Nos pacientes, foram identificados anticorpos fixadores de com- 
plemento que reconhecem a mielina periférica (Koski, 1985). Os títulos 
desses anticorpos relacionam-se ao curso clínico dos pacientes (Koski, 
1986), e também à resposta e à recidiva após a plasmaférese (Vriesendorp, 
1991). O tratamento da SGB consiste na assistência de suporte para for- 
necer nutrição, suporte ventilatório e prevenção a infecções e embolis- 
mo pulmonar (Ropper, 1992). A administração de Imunoglobulina 
Intravenosa (IGIV) também é benéfica para o tratamento da síndrome 
(Plasma Exchange/Sandoglobulin Guillain-Barré Syndrome Trial Group, 
1997), ao contrário dos corticosteroides (Hughes, 1978), e pode interferir 
na resposta à hemaférese (Mendell,1985). 

A troca de plasma está associada à melhora da incapacitação, maior 
probabilidade de recuperação funcional e curso menos duradouro 
(Guillain-Barré Syndrome Study Group, 1985). Infelizmente, é prová- 
vel que pacientes com necessidade de ventilação de suporte por vários 
dias antes do início da plasmaférese não sejam beneficiados de imediato 
pelo procedimento. Entretanto, esses pacientes se mantêm dependen- 
tes da ventilação por menos tempo (Guillain-Barré Syndrome Study 
Group, 1985). A plasmaférese deve ser iniciada em 14 dias após o apare- 
cimento dos sintomas (Plasma Exchange/Sandoglobulin Guillain-Barré 
Syndrome Trial Group, 1997; Guillain-Barré Syndrome Study Group, 
1985) e deve consistir na realização de 5 a 6 procedimentos em um 
período de 8 a 13 dias (Plasma Exchange/Sandoglobulin Guillain-Barré 
Syndrome Trial Group, 1997; Guillain-Barré Syndrome Study Group, 
1985). O líquido de reposição a ser utilizado é a solução de albumina. 
Os tratamentos devem continuar durante pelo menos 10 a 14 dias, pois 
a suspensão da plasmaférese durante a fase ativa é caracterizada pela 
recidiva (Ropper, 1988). Dez por cento dos pacientes podem apresentar 
recaída decorridos 16 a 21 dias da terapia (Ropper, 1988). 

Uma revisão do Cochrane Neuromuscular Disease Group Register 
(Registro do Grupo da Doença Neuromuscular de Cochrane) resu- 
miu os resultados obtidos em triagens aleatorizadas e semialetoriza- 
das de trocas de plasma versus terapia de suporte (Raphael, 2002). Um 
total de seis triagens envolvendo 649 pacientes foram identificadas, as 
quais atendiam aos critérios para avaliação. De acordo com os autores 
da revisão, os resultados revelaram que a TPE é “o primeiro e único 
tratamento comprovadamente superior ao tratamento de suporte iso- 
lado” (Raphael, 2002). Os autores também constataram que a TPE 


se mostrava mais efetiva quando iniciada 7 dias após o surgimento 
da doença. Em casos de polineuropatia desmielinizante inflamatória 
aguda (AIDP, Acute Inflammatory Demyelinating Polyneuropathy), a 
realização de 2 sessões de TPE é mais efetiva que a não aplicação da 
terapia, 4 sessões são mais efetivas que 2, e 6 sessões não trazem mais 
benefícios que a realização de 4 sessões (Raphael, 2002). 

A AIDP é considerada uma indicação de categoria I para a troca 

de plasma, de acordo com a ASFA (American Society for Apheresis 
Clinical Applications Committee, 2000). 
Polineuropatia desmielinizante inflamatória crônica. A polineuropa- 
tia desmielinizante inflamatória crônica (CIDP, Chronic Inflammatory 
Demyelinating Polyneuropathy) é um distúrbio neurológico, prova- 
velmente de origem autoimune, caracterizado por uma disfunção 
nervosa periférica motora e/ou sensorial, progressiva ou recidivante, 
envolvendo mais de um dos membros e desenvolvendo-se ao longo 
de 2 meses (Cornblath, 1991). O paciente também apresenta hipo- 
ou arreflexia, sendo que estudos sobre condução nervosa indicaram 
a ocorrência de desmielinização, enquanto as biópsias mostraram 
desmielinização e remielinização (Cornblath, 1991). Outras causas 
de polineuropatia, como exposição à toxina, devem ser excluídas. 
Há uma predominância de pacientes do sexo masculino, com pico 
de idade em que a doença se manifesta em torno 5º à 6º década de 
vida (Dyck, 1975). Os pacientes tipicamente apresentam disestesias 
com ardência, dores musculares e dores fulgurantes, além de fraque- 
za muscular distal (Dyck, 1975). Acredita-se que a patofisiologia seja 
o dano imunomediado à mielina periférica, com consequente des- 
mielinização e degeneração de nervos. As evidências que sustentam 
o envolvimento de um mecanismo imunológico são a ocorrência de 
desmielinização em macacos tratados com imunoglobulinas deriva- 
das de paciente (Heininger, 1984), a deposição de imunoglobulinas 
em biópsias de nervos (Dalakas, 1980a) e a presença de IgG no LCE 
de alguns pacientes (Dalakas, 1980b). Alguns pacientes com CIDP 
respondem aos corticosteroides, porém são mais propensos a desen- 
volver complicações decorrentes do uso dessa medicação, em decor- 
rência da necessidade de um tratamento prolongado (Dyck, 1975). 
Também foi demonstrado que a administração de IGIV produz efeitos 
benéficos (van Doorn, 1990), especialmente em um grupo seleto de 
pacientes apresentando achados específicos (van Doorn, 1991). 

O primeiro estudo cruzado, placebo-controlado e duplo-cego sobre 
o uso da troca de plasma na CIDP demonstrou uma melhora em 5 
entre 15 pacientes submetidos à realização de dois procedimentos por 
semana, durante 3 semanas. O benefício proporcionado pelo trata- 
mento desapareceu gradualmente em 10 a 14 dias após a suspensão da 
terapia (Dyck, 1986). Um estudo mais recente, envolvendo procedi- 
mentos mais frequentes (quatro procedimentos na primeira semana, 
três na segunda, dois na terceira e um na quarta), demonstrou melhora 
em 80% dos pacientes. Essa melhora usualmente tornava-se aparente 
em torno do 3º ao 6º dia de tratamento (Hahn, 1996). Infelizmente, 
66% dos respondedores apresentaram recaída após o encerramento da 
terapia (Hahn, 1996). Comparando-se a plasmaférese à terapia com 
IGIV, foi possível notar que em ambas as modalidades de tratamento 
ocorrem respostas rápidas semelhantes (Dyck, 1994). A terapia usu- 
almente consiste em um curso intensivo inicial de quaro a seis pro- 
cedimentos ao longo de 2 semanas, seguido de uma a duas sessões de 
tratamento por semana, ou a intervalos maiores, conforme a tolerância 
do paciente. Em geral, a melhora é observada já na primeira semana 
(Hahn, 1996), contudo dura apenas 2 semanas (Dyck, 1986). O líquido 
de reposição utilizado é a solução de albumina a 5%. 

A CIDP é considerada uma indicação de categoria I para a troca 
de plasma, de acordo com a ASFA (American Society for Apheresis 
Clinical Applications Committee, 2000). 

Miastenia grave. A Miastenia Grave (MG) é um distúrbio autoimune 
caracterizado pelo enfraquecimento dos grupos musculares voluntá- 
rios. Pode envolver apenas os músculos extraoculares ou ser generali- 
zada, envolvendo os músculos apendiculares e do tronco. A ocorrência 
de enfraquecimento do músculo bulbar pode levar à aspiração dian- 
te do enfraquecimento do diafragma. Em consequência, o indivíduo 
desenvolve um severo comprometimento respiratório e, por esse moti- 
vo, a MG foi a principal causa de muitas mortes no passado. A doença 
decorre da formação de autoanticorpos dirigidos contra o receptor da 
acetilcolina na placa terminal motora. Esses autoanticorpos impedem 


o funcionamento normal do receptor intensificando sua taxa de reno- 
vação, bloqueando a ligação da acetilcolina e fixando complemento 
com consequente degradação do receptor (Lindstrom, 1976; Maselli, 
1994). O distúrbio pode estar associado a um outro fenômeno autoi- 
mune e apresenta associação com anomalias tímicas, entre as quais o 
timoma (Sanders, 1994). O tratamento da MG é voltado para o aumen- 
to da concentração de acetilcolina na placa terminal motora pelo uso 
de inibidores da esterase da acetilcolina, tais como piridostigmina e 
neostigmina, bem como à diminuição da produção de anticorpos pela 
administração de medicamentos imunossupressores, como corticos- 
teroides ou azatioprina (Sanders, 1994). Além disso, as IGIV têm sido 
empregadas no tratamento da MG com produção de efeitos benéficos 
semelhantes aqueles obtidos com a troca de plasma (Gajdos, 1997). 

A troca de plasma é realizada com vistas à diminuição dos níveis de 
anticorpos antirreceptor de acetilcolina, embora também haja relatos 
de sua aplicação bem-sucedida nos 10 a 15% de pacientes com sinto- 
mas de MG que não apresentam anticorpos detectáveis. Cursos inten- 
sivos de troca de plasma são recomendados para casos de pacientes 
com MG que apresentam doença severa, com comprometimento da 
função respiratória, da deglutição e da locomoção (Sanders, 1994), 
bem como no preparo dos pacientes para realização de timectomia ou 
cirurgia (Iwasaki, 1993). Esses cursos podem consistir na realização de 
trocas de 1 a 1,5 volume de plasma diárias, por um período de 5 a 6 
dias (Dau, 1977). Pacientes com doença crônica estável apresentando 
discreta exacerbação podem ser tratados com cursos mais curtos (duas 
a três trocas de plasma) (Antozzi, 1991), enquanto alguns pacientes 
podem ser tratados com até uma a quatro trocas por mês (Dau, 1980). 
O curso da terapia deve ser individualizado de acordo com as neces- 
sidades do paciente. A solução de albumina a 5% é utilizada como 
líquido de reposição. Uma terapia imunossupressora concomitante 
também é realizada para prevenir o rebote dos anticorpos (Dau, 1977). 

A MG é considerada uma indicação de categoria I para plasmafére- 
se, de acordo com a ASFA (American Society for Apheresis Clinical 
Applications Committee, 2000). 


Distúrbios hematológicos 

Púrpura trombocitopênica trombótica. A TTP é um distúrbio carac- 
terizado por trombocitopenia, anemia hemolítica microangiopática, 
disfunção neurológica, febre e certo grau de disfunção renal. Além da 
trombocitopenia, outras anormalidades laboratoriais encontradas são 
esquistócitos e hemácias nucleadas em esfregaços de sangue periférico, 
bem como níveis elevados de LD. Embora se considere que a eleva- 
ção dos níveis de LD decorra da hemólise, um estudo envolvendo dez 
pacientes demonstrou que, na maioria dos casos, sua origem é hepática 
(Cohen, 1998). A TTP também pode ser dividida em primária (idiopá- 
tica) e secundária. Algumas causas de TTP secundária são SLE (Nesher, 
1994), transplante de medula óssea (Pettitt, 1994), ciclosporina 
(Wiener, 1997), gravidez (McCrae, 1997), ticlopidina (Bennett, 1998), 
infecção pelo HIV (Hymes, 1997) e diversos agentes quimioterápicos. 

A TTP primária pode ser subdividida em diversas variantes. O epi- 
sódio inicial da TTP idiopática consiste em um único evento sem asso- 
ciação com qualquer outra causa. A TTP intermitente caracteriza-se 
pela ocorrência de recidivas após o episódio inicial. A TTP recidivante 
crônica também consiste em episódios recorrentes que surgem duran- 
te a infância e reaparecem a intervalos previsíveis (Moake, 1995). 

A histologia de pacientes com TTP revelou a presença de trombos 
plaquetários junto à microvasculatura. Estudos de imuno-histoquími- 
ca demonstraram que essas estruturas são constituídas de plaquetas, 
vWE e um pouco de fibrina (Asada, 1985). Além disso, outros estu- 
dos demonstraram que no início do curso da TTP, multímeros anor- 
malmente grandes de VWF (UL-vWE, Unusually Large-vWF) circulam 
no plasma dos pacientes (Moake, 1989). Esses multímeros possuem 
maior afinidade pela glicoproteina Ib-IX existente nas plaquetas 
e são considerados indutores da agregação plaquetária sob condi- 
ções de estresse produzidas por forças de cisalhamento elevadas. 
Normalmente, esses multímeros de UL-vWF são encontrados junto ao 
endotélio e, quando liberados na circulação, são clivados em fragmen- 
tos menores por uma metaloprotease denominada ADAMTS13 (Levy, 
2001a). Foi demonstrado que nos pacientes com TTP inicial idiopática, 
TTP intermitente e TTP associada à ticlopidina, existe um anticorpo 
que inibe a atividade da ADAMTS13 (Furlan, 1998a, b; Rice, 1998; Tsai, 
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1998). Na TTP recidivante crônica, foi demonstrada a ausência da ativi- 
dade de ADAMTS13 em presença de um autoanticorpo que representa 
uma deficiência genética na produção da enzima (Furlan, 1997). Essa 
síndrome congênita de TTP também é conhecida pelo epônimo de sín- 
drome de Schulman-Upshaw. Exceto nos pacientes com TTP induzida 
por ticlopidina e, possivelmente, naqueles com TTP induzida pelo HIV, 
nem os autoanticorpos nem a deficiência da atividade da ADAMTS13 
parecem estar envolvidos na TTP secundária. Um estudo sobre a TTP 
associada ao transplante de medula óssea demonstrou atividade normal 
de ADAMTS13 (van der Plas, 1999). Foi postulado que o dano endotelial 
observado em muitos casos secundários resulta na liberação de UL-vWF 
que, por sua vez, suplanta a atividade da protease. De modo semelhante, 
estudos envolvendo pacientes que sofriam de síndrome urêmica hemo- 
lítica associada à diarreia (HUS, Hemolytic Uremic Syndrome) também 
detectaram atividade normal de ADAMTS13 (Tsai, 2001). 

O tratamento primário da TTP é a plasmaférese. Antes da adoção 
da troca de plasma, a taxa de mortalidade da TTP era de 95%. Após a 
disseminação do uso da troca de plasma, essa taxa de mortalidade caiu 
para 15% (Rock, 1991). Acredita-se que o mecanismo de ação da plas- 
maférese seja a combinação da remoção de autoanticorpos e UL-vWF 
à infusão de ADAMTS13. Uma terapia alternativa à troca de plasma 
é a infusão de plasma, embora, na maioria dos casos, esta alternativa 
não seja tão eficaz quanto a troca de plasma (Rock, 1991). Isso ocorre 
porque o volume de plasma passível de infusão é limitado pela capaci- 
dade do sistema cardiovascular do paciente de suportar esse volume. 
Coppo et al. (2003) estudaram a infusão de grandes volumes de plas- 
ma comparativamente à troca de plasma. Nessa triagem, procurou-se 
infundir o mesmo volume fornecido durante a troca. Com relação ao 
resultado obtido, nenhuma diferença significativa foi detectada entre 
os pacientes aleatorizados para a troca ou infusão de plasma. Todavia, 
os pesquisadores observaram a ocorrência de maiores complicações 
no grupo de pacientes tratado com infusão, em decorrência de uma 
sobrecarga volumétrica. Em razão dessa complicação, foi necessário 
substituir a infusão pela troca de plasma em 8 dos 19 pacientes desse 
grupo. Existem duas situações em que há indicação da infusão de 
plasma para tratamento da TTP. Primeiramente, pacientes com defi- 
ciência genética de ADAMTS13 manifestada como TTP recidivante 
crônica podem receber infusão de PFC para prevenção da exacerba- 
ção. Além disso, a infusão de plasma pode ser utilizada no tratamen- 
to de um paciente durante a preparação para realização da troca de 
plasma. Outras terapias adicionais para a TTP são as medicações anti- 
plaquetárias (Amorosi, 1977), vincristina (Gutterman, 1982), esple- 
nectomia (Crowther, 1996), IGIV (Centurioni, 1995), ciclosporina 
(Hand, 1998) e corticosteroides (Bell, 1991). 

O tratamento da TTP consiste na realização de trocas diárias de um 
a dois volumes de plasma utilizando PFC como líquido de reposição 
até que a contagem de plaquetas se torne superior a 100.000/uL a 
150.000/uL, os níveis de LD sejam normalizados e não haja evidências 
de disfunção neurológica (Bell, 1991; Dawson, 1994). Se o paciente 
permanecer estável por 24 a 48 horas sob terapia de troca de plasma, 
então o afunilamento pode ser iniciado com a realização de uma afé- 
rese em dias alternados (Dawson, 1994). Contudo, é preciso ter em 
mente que os benefícios do afunilamento não foram comprovados 
(Bandarenko, 1998) e esse procedimento não é adotado por alguns 
centros. Como os pacientes podem sofrer uma piora repentina dos 
sinais e sintomas diante da interrupção precoce de um longo curso 
de troca de plasma (Bell, 1991), muitos recomendam a realização do 
afunilamento. Seja como for, é preciso que o paciente seja monitora- 
do de perto quanto ao estado neurológico, contagem de plaquetas e 
níveis de LD durante e após a troca de plasma. No caso de pacientes 
irresponsivos à troca de plasma com PFC, pode ser benéfico substituir 
o PFC por plasma pobre em sobrenadante de crio, pois foi demons- 
trado que essa substituição induz a remissão da doença em alguns 
pacientes (Rock, 1996). É provável que esse efeito se deva à falta de 
vWF no plasma pobre em sobrenadante de crio. Essa descoberta deu 
origem a uma dúvida frequente sobre a adequação do uso rotineiro 
de plasma pobre em sobrenadante de crio como líquido de reposição 
na troca de plasma para TTP. O North American TTP Group realizou 
uma triagem aleatorizada prospectiva envolvendo multicentros, na 
qual o PFC e o plasma pobre em sobrenadante de crio foram compa- 
rados como líquidos de reposição utilizados durante a manifestação 


inicial de TTP primária. Nessa triagem, ambos os líquidos de reposi- 
ção foram equivalentes na população estudada (Zeigler, 2001). Além 
disso, o plasma pobre em sobrenadante de crio não é disponibilizado 
de forma rotineira em muitos hemocentros, pois é descartado como 
subproduto da produção de crioprecipitado. 

Embora a troca de plasma seja efetiva no tratamento da TTP idio- 
pática, seu papel é incerto em casos secundários que não apresentam 
deficiência de ADAMTS13. Estudos demonstraram que a plasmafé- 
rese é ineficaz em casos de TTP induzida por transplante de medula 
óssea (Sarode, 1995). 

A TTP é considerada uma indicação de categoria I para plasmafé- 

rese, de acordo com a ASFA (American Society for Apheresis Clinical 
Applications Committee, 2000). 
Síndrome da hiperviscosidade. A síndrome da hiperviscosidade carac- 
teriza-se por alterações do estado mental, diátese de sangramento envol- 
vendo mucosas e trato gastrintestinal, retinopatia com hemorragia e 
papiledema, além de hipervolemia com insuficiência cardíaca congesti- 
va (Foerster, 1993b). Trata-se de uma síndrome que afeta menos de 5% 
dos pacientes com mieloma múltiplo, porém ocorre em até 70% dos 
pacientes com macroglobulinemia de Waldenstrôm (Foerster, 1993b). 
Mais raramente, pacientes com a síndrome podem apresentar elevações 
policlonais dos níveis de imunoglobulinas. As diferenças observadas na 
frequência dos distúrbios envolvendo plasmócitos se devem às diferen- 
ças relacionadas às proteínas monoclonais produzidas em tais condi- 
ções. No mieloma múltiplo, as imunoglobulinas usualmente produzi- 
das são do tipo IgG ou IgA. Na macroglobulinemia de Waldenstrôm há 
produção de IgM. Na síndrome da hiperviscosidade, a presença de gran- 
des concentrações de paraproteínas aumenta a viscosidade do sangue ao 
promover aglutinação das hemácias, resultando na oclusão da microcir- 
culação com consequente isquemia do órgão (McGrath, 1976). Os sin- 
tomas usualmente aparecem quando a viscosidade do sangue sofre um 
aumento de 4 a 6 unidades de Ostwald (a viscosidade do sangue normal 
é de 1,5 a 1,8 unidade de Ostwald), contudo, o paciente pode perma- 
necer assintomático mesmo diante de concentrações proteicas e visco- 
sidades bastante altas (Bloch, 1973). Embora a viscosidade dependa da 
concentração, demonstrando uma relação exponencial (Bloch, 1973), 
também depende da natureza da proteína. A característica exponencial 
da relação existente entre concentração e viscosidade significa que, após 
uma concentração crítica ter sido alcançada, pequenas alterações resul- 
tam em grandes aumentos ou reduções da viscosidade. 

O tratamento da síndrome de hiperviscosidade é duplo. Primeira- 
mente, a meta a longo prazo é reduzir a produção de paraproteínas uti- 
lizando quimioterapia. A segunda meta consiste em diminuir a concen- 
tração de proteínas e melhorar o fluxo sanguíneo. Este último objetivo 
pode ser atingido com a plasmaférese, pela troca de 1 a 1,5 volume de 
plasma por uma solução de albumina a 5% ou iguais volumes de albu- 
mina e salina. Na síndrome da hiperviscosidade associada à IgM mono- 
clonal, uma a duas trocas de plasma podem ser suficientes para remover 
uma quantidade de proteína que permita melhorar a viscosidade, uma 
vez que a IgM está localizada quase totalmente junto ao espaço intravas- 
cular. No caso das paraproteínas IgG e IgA, a imunoglobulina também 
está presente no espaço extravascular e pode ser necessário realizar mais 
procedimentos para diminuir os níveis de paraproteinas. A meta da 
terapia deve ser aliviar os sintomas, com subsequente adaptação da fre- 
quência às necessidades do paciente. Nos casos de macroglobulinemia 
de Waldenstrôm resistente à terapia, repetidas sessões de plasmaférese 
têm sido empregadas para controlar a hiperviscosidade por períodos 
prolongados de até 17 anos (Salmon, 1997). É importante notar que, 
em razão da presença de imunoglobulinas extravasculares no mieloma 
múltiplo, é possível que os pacientes apresentem hipovolemia após a 
execução dos procedimentos, visto que a pressão oncótica determina 
a movimentação de líquidos para fora do espaço intravascular. 

A hiperviscosidade é considerada uma indicação de categoria II para 
plasmaférese, de acordo com a ASFA (American Society for Apheresis 
Clinical Applications Committee, 2000). 


Rim de mieloma 

O rim de mieloma é encontrado em pacientes com mieloma múl- 
tiplo que excretam cadeias leves livres — proteínas de Bence Jones — 
pela urina. Caracteriza-se por uma insuficiência renal aguda acom- 
panhada dos achados laboratoriais esperados. Acomete 3 a 9% dos 


pacientes com mieloma múltiplo (Bear, 1980; Johnson, 1980; Solling, 
1988) e está associada a um mau prognóstico. O rim de mieloma é 
causado pela filtração de cadeias leves monoclonais com deposição 
nos túbulos renais. Como consequência, eventualmente há dilatação 
e atrofia dos túbulos, além de insuficiência renal (Bernstein, 1982; 
Cohen, 1984; DeFronzo, 1978). Diferentemente da síndrome da 
hiperviscosidade, a quantidade ou características da cadeia leve não 
apresentam relação com a doença. O diagnóstico do rim de mieloma 
baseia-se no exame de biópsia renal. A prevenção do desenvolvimen- 
to dessa complicação consiste no tratamento da doença subjacen- 
te. Um outro método de tratamento é a alcalinização da urina para 
aumentar a excreção da proteína. 

A troca de plasma é empregada no tratamento do rim de mieloma 
para diminuir a quantidade de cadeias leves. Embora essa redução 
possa ser realizada por meio de diálise, a plasmaférese mostrou-se mais 
eficiente (Bear, 1980; Johnson, 1980; Solling, 1988). Apesar de a insufi- 
ciência renal no mieloma múltiplo estar associada a um mau prognósti- 
co, duas triagens controladas (Johnson, 1990; Zucchelli, 1984) demons- 
traram a recuperação da função renal em pacientes submetidos à diálise 
e tratados com uma combinação de quimioterapia e plasmaférese. No 
rim de mieloma, a troca de plasma é realizada 1 vez ao dia ou 3 vezes 
por semana durante 1 a 4 semanas, até que a função renal melhore. 
Uma terapia subsequente pode ser instituída, conforme a necessidade 
do paciente, para manter a função renal (McGrath, 1976). 

O rim de mieloma é considerado uma indicação de categoria II para 
plasmaférese, de acordo com a ASFA (American Society for Apheresis 
Clinical Applications Committee, 2000). 


Distúrbios nefrológicos 

Doença do anticorpo antimembrana basal. A doença do anticorpo 
antimembrana basal (síndrome de Goodpasture) é um raro distúrbio 
caracterizado pela combinação de hemorragias pulmonares e renais. 
E mais comum entre os homens que nas mulheres, com maior inci- 
dência entre 18 e 35 anos de idade. Trata-se de um distúrbio autoi- 
mune em que há formação de anticorpos contra o colágeno de tipo IV 
junto às membranas basais glomerular e pulmonar. A produção desse 
anticorpo é usualmente temporária, e pode ser desencadeada por um 
dano ao sistema respiratório, já que a síndrome é frequentemente pre- 
cedida por uma infecção ou agressão química. Os pacientes afetados 
costumam apresentar sintomas pulmonares, como tosse, hemoptise e 
dispneia. Os valores laboratoriais evidenciam insuficiência e infla- 
mação renal. A taxa de mortalidade pode chegar a 50%. O tratamen- 
to da síndrome de Goodpasture é voltado, principalmente, para a 
supressão da produção de anticorpos e da inflamação, bem como 
para a remoção do anticorpo. A inibição da produção de anticorpos 
e da inflamação é feita pelo uso de agentes imunossupressores, como 
ciclofosfamida e prednisona (Wiseman, 1993). 

A plasmaférese é utilizada para remover os anticorpos antimembra- 
na basal. O tratamento consiste na troca de 1 a 1,5 volume de plas- 
ma e reposição com solução de albumina a 5%. A terapia, de maneira 
usual, é realizada diariamente, por 7 a 14 dias, e, havendo imunossu- 
pressão concomitante, resulta na diminuição dos níveis de anticor- 
pos e na melhora clínica do paciente (Erickson, 1979; Johnson, 1985; 
Pusey, 1983). Como os anticorpos são apenas temporários, o trata- 
mento comumente dura menos de 6 meses (Pusey, 1983). É impor- 
tante salientar que a troca de plasma deve ser iniciada cedo, pois é 
improvável haver recuperação da função renal após a atrofia dos glo- 
mérulos e túbulos (Johnson, 1978). A troca de plasma provavelmente 
não trará benefícios a pacientes que precisem ser submetidos à diálise 
e apresentem níveis de creatinina acima de 6,8 mg/dL, oligúria e 100% 
dos glomérulos crescênticos ao exame de biópsia renal (Levy, 2001b). 
Nessas circunstâncias, a troca de plasma pode ser reservada para o iní- 
cio da hemorragia pulmonar (Levy, 2001b). Pacientes com níveis de 
creatinina < 5,7 g/dL e menos de 50% dos glomérulos crescênticos 
ao exame de biópsia renal apresentam sobrevida global e sobrevida 
“renal” de 1 ano iguais a 100 e 95%, respectivamente (Levy, 2001b). 

A doença do anticorpo antimembrana basal é considerada uma indica- 
ção de categoria I para plasmaférese, de acordo com a ASFA (American 
Society for Apheresis Clinical Applications Committee, 2000). 
Crioglobulinemia. Crioglobulinas são imunoglobulinas que precipitam 
de forma reversível a baixas temperaturas. Existem três categorias de 


crioglobulinas. As crioglobulinas de tipo I são proteínas monoclonais 
únicas e usualmente observadas no mieloma múltiplo, macroglobuline- 
mia de Waldenstrôm ou outros distúrbios linfoproliferativos. Em geral, 
a imunoglobulina é uma IgG ou IgM (Foerster, 1993a). A crioglobuli- 
na de tipo II consiste em uma mistura de imunoglobulinas policlonais 
com uma proteína monoclonal. Essa proteína monoclonal usualmente 
é uma IgM-reativa contra IgG policlonal. A crioglobulinemia de tipo II 
está associada à hepatite C crônica, distúrbios autoimunes e maligni- 
dades produtoras de IgM (Foerster, 1993a). Por fim, a crioglobulina de 
tipo III é constituída por imunoglobulinas policlonais, geralmente IgM, 
que apresentam atividade contra IgG policlonal. Estão associadas a con- 
dições autoimunes e também a infecções (Foerster, 1993a). As crioglo- 
bulinas produzem sintomas ao precipitarem em áreas de baixa tempe- 
ratura, como a pele ou as extremidades, acarretando oclusão vascular. 
Em consequência, o indivíduo apresenta uma variedade de sintomas, 
entre os quais acrocianose, fenômeno de Raynaud, úlceras cutâneas, 
púrpura cutânea e glomerulonefrite (Foerster, 1993a). 

A precipitação de crioglobulinas depende da concentração de imu- 
noglobulinas. Conforme essa concentração aumenta, a temperatura 
em que ocorre a precipitação da proteína também aumenta (Hillyer, 
1996). Como resultado, alguns pacientes podem apresentar sintomas 
quando expostos apenas a pequenas quedas de temperatura, como as 
observadas nas extremidades distais quando o paciente permanece em 
ambiente ao ar livre. 

O tratamento da crioglobulinemia é voltado para a doença subjacen- 
te (Berkman, 1980). Além disso, a troca de plasma pode ser utilizada 
para reduzir a concentração proteica e, assim, diminuir a temperatura 
em que ocorre a precipitação (Berkman, 1980; McLeod, 1980). O trata- 
mento usualmente consiste na troca de 1 a 1,5 volume de plasma utili- 
zando solução de albumina a 5%. Mais uma vez, intensidade, duração 
e frequência da terapia são determinadas pelos sintomas apresentados 
pelo paciente. Como essas proteínas precipitam à temperatura ambien- 
te, talvez seja necessário utilizar aquecedores de sangue (em ambas as 
linhas, de extração e de retorno) para evitar que ocorra precipitação 
dentro do aparelho de aférese. Em alguns pacientes que apresentam 
elevadas concentrações de crioglobulinas e consequente precipitação a 
temperaturas mais altas, pode ser necessário realizar procedimentos de 
hemaférese a temperaturas ambiente = 37°C para prevenir a precipita- 
ção (Hillyer, 1996). 

A crioglobulinemia, com ou sem polineuropatia, é considerada 

uma indicação de categoria II para plasmaférese, de acordo com 
a ASFA (American Society for Apheresis Clinical Applications 
Committee, 2000). 
Glomerulonefrite. Uma grande parte dos casos de glomerulonefrite 
resulta da deposição de complexos antígeno-anticorpo junto aos glo- 
mérulos, levando ao dano glomerular. Esses complexos, assim como 
seus componentes constituintes, podem ser encontrados circulando na 
corrente sanguínea. Por esse motivo, é teoricamente possível empre- 
gar a plasmaférese para remover tais substâncias e, desse modo, parar 
e, talvez, reverter a produção de novas lesões glomerulares. Inúmeros 
casos de glomerulonefrite têm sido tratados com plasmaférese. Assim 
como em diversas doenças tratadas com hemaférese, as investigações 
se limitam aos estudos de caso e de pequenas séries de caso, sem tria- 
gens controladas e aleatorizadas. O tratamento de algumas doenças 
renais glomerulares selecionadas é mostrado na Tabela 36.20. 


Terapia de condicionamento para transplantação renal 

O transplante de rim atualmente constitui a terapia ideal para 
casos de insuficiência renal crônica. Infelizmente, o fornecimento 
de rins por doadores mortos é inadequado para atender à demanda 
de órgãos nos EUA, onde existem 50 mil pessoas na lista de espera 
de rins de doadores mortos da United Network for Organ Sharing 
(UNOS) (United Network for Organ Sharing, 2000). O tempo de 
espera para transplantes renais de doadores mortos ultrapassa quatro 
anos (United Network for Organ Sharing, 2001). Se um paciente per- 
tence ao grupo sanguíneo O ou B, o tempo de espera médio é ainda 
maior. Além disso, 5 mil das 50 mil pessoas constantes na lista de espe- 
ra apresentam Painel Reativo de Aloanticorpos (PRA) > 80% (United 
Network for Organ Sharing, 2000). Menos de 300 desses pacientes 
recebem transplantes a cada ano, e muitos dos pacientes mais alta- 
mente sensibilizados requerem um rim com compatibilidade HLA 
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Tabela 36.20 Glomerulonefrite tratada com troca de plasma 


Doença Categoria ASFA/AABB* 
Glomerulosclerose segmentar focal primária NC/NC 

(Bosch, 2001b) 

Glomerulosclerose segmentar focal recorrente IMAN 

após transplante renal (Bosch, 2001b) 

Nefrite lúpica (Mistry-Burchardi, 2001) NC/IV 

Glomerulonefrite rapidamente progressiva NC/NC 

pauci-imune (Gaskin, 2001) 

Nefropatia por IgA (Chambers, 1999) NC/NC 


Substancia putativa removida 


Fator de permeabilidade de 50 kD 
Fator de permeabilidade de 50 kD 
Anticorpos antinucleares, 
anticorpos antiDNA 


Anticorpos antineutrofilicos 
citoplasmáticos (ANCA) 


IgA 


Eficácia relatada 


Remissão parcial ou completa da 

proteinúria em 44% dos pacientes 

Remissão de longa duração em 44% dos 
pacientes adultos e em 74% dos pacientes 
pediátricos 

Sem benefícios em relação à 
imunossupressão, seja na terapia isolada ou 
complementar 

Possíveis benefícios quando a função renal 

é comprometida a ponto de haver necessidade 
de diálise 

Sem evidências conclusivas que sustentem o uso 
na glomerulonefrite rapidamente progressiva 
decorrente da nefropatia por IgA 


* Ver na Tabela 36.8 a explicação das categorias estabelecidas pela ASFA/AABB. NC = não classificado. 


perfeita. Como são muito poucos os pacientes altamente sensibiliza- 
dos que recebem rins de doadores mortos, não é possível estimar o 
tempo de espera médio para esse grupo (Stegall, 2002). 

Enquanto esses indivíduos aguardam um rim de doador morto com 
antígenos HLA ou ABO compatíveis, sua condição médica se deterio- 
ra. Essa espera está associada a uma taxa de mortalidade anual de 5 a 
8%. No passado, tentativas de transplantação renal ABO incompatí- 
vel ou com incompatibilidade em prova cruzada foram associadas ao 
desenvolvimento de rejeição hiperaguda. As isoaglutininas ABO pré- 
formadas ou os anticorpos anti-HLA ligam-se aos antígenos-alvo na 
superfície do endotélio vascular do órgão incompatível no momento 
da reperfusão do enxerto. O resultado é a fixação de complemento 
seguida de lesão endotelial, trombose e oclusão da microvasculatura 
do órgão, resultando em sua perda imediata. Para contornar a rejeição 
hiperaguda e aumentar a disponibilidade de órgãos, foram desenvolvi- 
dos inúmeros protocolos que empregam plasmaférese ou imunoabsor- 
ção combinadas à imunossupressão para reduzir os títulos de isoagluti- 
ninas ABO ou anticorpos anti-HLA. Há relatos de que esses protocolos 
possibilitam uma transplantação bem-sucedida de rins incompatíveis 
doados por doadores vivos. 

Tanabe et al. (1998) utilizaram três a quatro procedimentos de 
imunocabsorção e/ou um a dois procedimentos de plasmaférese de fil- 
tração dupla na tentativa de reduzir os títulos de isoaglutininas ABO 
para menos de 16, antes da transplantação de rins doados por doado- 
res vivos ABO incompatíveis. Esse tratamento, aliado a uma intensa 
imunossupressão e esplenectomia realizada no momento da trans- 
plantação, resultou na ausência de rejeição hiperaguda em 67 pacien- 
tes. A sobrevida dos pacientes submetidos à transplantação ABO 
incompatível foi equivalente à sobrevida dos pacientes que receberam 
transplantes ABO compatíveis. A sobrevida do enxerto foi significa- 
tivamente menor em até 3 anos após o transplante (79%), contudo 
passou a apresentar equivalência decorridos 4 anos ou mais da trans- 
plantação (Tanabe, 1998). Nosso grupo relatou o uso de quatro trocas 
de plasma antes da transplantação, realizadas para reduzir os títulos 
de isoaglutininas a menos de quatro. Esse procedimento, aliado a um 
regime intensivo de imunossupressão com esplenectomia, possibili- 
tou o sucesso da transplantação sem ocorrência de rejeição hiperagu- 
da em 26 transplantes ABO incompatíveis (Winters, 2004). As sobre- 
vidas de 1 ano do enxerto e do paciente foram discretamente menores 
que as observadas nas transplantações ABO compatíveis realizadas no 
mesmo período (89% versus 96% e 94% versus 99%, respectivamente) 
(Gloor, 2003b). 

A troca de plasma está associada à redução dos escores e títulos 
de isoaglutininas no momento da transplantação (Aikawa, 2001; 
Winters, 2004). Após o transplante, todavia, esses títulos se tornam 
mais altos que aqueles detectados durante a realização da trans- 
plantação, embora continuem sendo menores que os títulos iniciais 
(Aikawa, 2001; Winters, 2004). Além disso, os níveis de antígenos 


ABO permanecem os mesmos no enxerto (Aikawa, 2001). Apesar 
dessas elevações dos títulos de anticorpos, os episódios de rejeição 
limitam-se ao início do curso do transplante e podem ser revertidos 
por meio da plasmaférese e de uma imunossupressão intensificada 
(Winters, 2004). Estudos sugeriram que, no cenário da transplantação 
de rins ABO incompatíveis, ocorre “acomodação” (Delikouras, 2003). 
Esse fenômeno parece ser decorrente de uma ativa autoproteção do 
enxerto por meio da alteração da expressão genética (Park, 2003). 

A transplantação de órgãos ABO incompatíveis não é classifica- 
da de acordo com a ASFA (American Society for Apheresis Clinical 
Applications Committee, 2000). 

Há relatos de diversos grupos que obtiveram sucesso na transplantação 
de rins incompatíveis à prova cruzada, provenientes de doadores vivos, 
utilizando uma combinação de plasmaférese, administração de IGIV, 
imunossupressão e esplenectomia (Gloor, 2003a; Montgomery, 2000; 
Schweitzer, 2000). A realização de quatro a seis trocas de plasma conco- 
mitantes à terapia imunossupressora e administração de IGIV foi bem- 
-sucedida na conversão de pacientes com baixos títulos de anticorpos 
anti-HLA (< 16) para compatibilidade na prova cruzada no mesmo dia 
da transplantação. Nenhum dos pacientes tratados desenvolveu rejeição 
hiperaguda. Episódios de rejeição humoral aguda foram observados em 
43% dos pacientes tratados por Gloor et al. (20034), contudo, tais epi- 
sódios foram revertidos com a realização de plasmaféreses adicionais e 
administração de esteroides (Gloor, 2003a). As sobrevidas do enxerto de 
100% (Schweitzer, 2000) e 79% (Gloor, 2003a) foram relatadas decorri- 
dos 12 meses da transplantação. Diferentemente dos transplantes ABO 
incompatíveis, há relatos de uma perda continuada de anticorpos especi- 
ficos para o HLA doador após o condicionamento e a transplantação de 
rins com incompatibilidade de prova cruzada (Zachary, 2003). Ademais, 
assim como nos transplantes ABO incompatíveis acomodados, os trans- 
plantes com incompatibilidade de prova cruzada acomodados sofreram 
uma alteração na expressão genética que resultou na inibição da apopto- 
se das células endoteliais do enxerto (Salama, 2001). 

A plasmaférese para a transplantação renal com incompatibilidade 
de prova cruzada não foi classificada pela ASFA (American Society for 
Apheresis Clinical Applications Committee, 2000). 


Complicações envolvendo doador/paciente 
comuns a todos os procedimentos de hemaférese 


Os procedimentos de hemaférese, tanto de doação como terapêu- 
ticos, são seguros e oferecem risco mínimo de complicações. As esti- 
mativas da taxa de reações entre doadores submetidos a esses procedi- 
mentos são de 2,18% (McLeod, 1998) e 0,81% (Despotis, 1999). Esse 
valores são inferiores à taxa de reações de 11 a 21% descrita para doa- 
ções de sangue total (Newman, 1997). Entretanto, a taxa de reações 
graves, em que há necessidade de hospitalização do paciente, foi esti- 
mada em 0,01% (duas a cada 19.736 doações) (Despotis, 1999), sendo 


20 vezes maior que aquela descrita para doações de sangue total alo- 
gênico (uma a cada 198.119 doações ou 0,0005%) (Popovsky, 1995). 
Portanto, embora a doação de aférese pareça estar associada a uma 
taxa de reações menor que a doação de sangue total, o risco de desen- 
volvimento de reações graves é maior. 

A reação mais comumente observada por McLeod et al. (1998) entre 
doadores de aférese foram as lesões decorrentes de punção venosa. 
A Tabela 36.21 lista os efeitos adversos da doação de aférese relata- 
dos por esses pesquisadores, incluindo sua frequência e a frequência 
comparável entre doadores de sangue total. Assim como na doação 
de sangue total, os doadores que faziam sua primeira doação desen- 
volveram reações com mais frequência que os doadores experientes. 
Notavelmente, constatou-se que as reações eram mais frequentes 
entre doadores de plaquetas que entre doadores de plasma ou granu- 
lócitos (12% versus 5,9 e 9,4%, respectivamente), sendo essa diferen- 
ça possivelmente em razão do maior número de doadores iniciantes 
nesse grupo (McLeod, 1998). Despotis et al. (1999) encontraram 
associações com citrato e reações hipotensivas, peso do doador, sexo e 
tipo de instrumento de coleta utilizado. Para as complicações relacio- 
nadas à punção venosa, somente as doadoras estavam associadas a um 
fator de risco. O equipamento utilizado na coleta também influenciou 
as taxas de reações. McLeod et al. (1998) constataram que o Fenwal 
CS3000 produziu menos reações em comparação a outros instrumen- 
tos. Possivelmente, isso pode ser explicado pela menor taxa de infu- 
são de citrato empregada por esse aparelho, bem como pela capaci- 
dade dos demais equipamentos de realizar procedimentos com uma 
única agulha. Tais procedimentos executados com uma agulha só, 
que alternam extração e retorno por meio de uma única linha endove- 
nosa, resultam em volumes extracorporais maiores (McLeod, 1998). 
Despotis et al. (1999) notaram que a relação existente entre o peso do 
doador e as reações ao citrato eram diferentes quando se comparava 
o COBE Spectra e o Fenwal CS3000. Doadores com menor peso cor- 
poral apresentavam maior probabilidade de desenvolver reações ao 
citrato diante do uso do Fenwal CS3000, enquanto aqueles com peso 
corporal maior eram mais propensos a desenvolver reações diante 
do uso do COBE Spectra. Os autores desse estudo sugeriram que essa 
relação era decorrente dos métodos pelos quais esses equipamentos 
determinam a taxa de infusão do anticoagulante. 

Relatos apontam a ocorrência de reações entre procedimentos de 
hemaférese em 4,75% dos casos (McLeod, 1999). As reações identifi- 
cadas e suas respectivas frequências globais são mostradas na Tabela 
36.22. A taxa de reações variou de acordo com o procedimento, líqui- 
do de reposição e paciente. Exemplificando, as taxas de reações para 


Tabela 36.21 Taxas de reação entre doadores de aférese (McLeod, 1998) 
e de sangue total (Newman, 1997) 


Reação Doações de aférese Doações de sangue 
(Yo) total (%) 

Hematoma ou dor 1,15 9-16 

Toxicidade por citrato 0,4 NA 

Vasovagal branda 0,05 2-5 

Vasovagal com síncope 0,08 0,1-0,3 


Tabela 36.22 Taxas de reação entre pacientes submetidos a 
procedimentos de aférese terapêutica (McLeod, 1999) 


Reação Frequência (%) 
Reações transfusionais 1,6 
Toxicidade por citrato 1,2 
Hipotensao 1,0 
Reações vasovagais 0,5 
Palidez e diaforese 0,5 
Taquicardia 0,4 
Angústia respiratória 0,3 
Tetania e convulsões 0,2 
Calafrios e rigidez 0,2 


troca de plasma utilizando solução de albumina foram de 3,35%, 
comparadas às taxas de 7,81% para plasmaférese utilizando plasma 
como líquido de reposição. A leucaférese exibiu uma taxa de reações 
de 5,71%, enquanto a coleta de CPrHs apresentou uma taxa de 1,66%, 
sendo que 18 pacientes submetidos à plaquetaférese terapêutica não 
desenvolveram reações. Pacientes com distúrbios neurológicos apre- 
sentaram maior propensão ao desenvolvimento de reações vasovagais 
em comparação às demais categorias de pacientes (McLeod, 1999). É 
importante notar que esse estudo não considerou as complicações ou 
reações decorrentes do acesso venoso. Outros estudos que incluíram 
esses dados encontraram maiores taxas de reações associadas à hema- 
férese terapêutica. Por exemplo, Couriel e Weinstein (1994) observa- 
ram a ocorrência de efeitos adversos em 17% dos procedimentos de 
aférese terapêutica. Tais reações eram predominantemente discretas e 
dirigidas contra o citrato, no entanto, 6,15% dos procedimentos foram 
complicados pela ocorrência de reações severas, envolvendo risco de 
vida para o paciente ou resultando na suspensão do procedimento. 
Todas essas reações foram decorrentes do acesso venoso central, sendo 
constituídas de pneumotórax, hemopneumotórax, bacteremia associa- 
da ao uso de cateter e hematoma esternoclidomastóideo. O paciente 
com hemopneumotórax sangrava por causa da complicação (Couriel 
e Weinstein, 1994). Embora apenas um caso de morte tenha sido rela- 
tado por esses pesquisadores e nenhuma morte tenha sido atribuída à 
hemaférese terapêutica no estudo de McLeod et al., há relatos de morte 
descritos por outros pesquisadores. A maioria das mortes foram atri- 
buídas à parada cardiorrespiratória durante a hemaférese, tendo como 
causas adicionais anafilaxia, embolia pulmonar e perfuração vascular 
decorrente de acesso venoso central. Huestis et al. (1989) estimaram 
uma taxa de mortalidade de 0,03% (três a cada 10 mil procedimentos) 
para hemaférese terapêutica. Mokrzycki e Kaplan (1994), por sua vez, 
basearam-se em uma revisão da literatura existente e estimaram uma 
taxa de mortalidade de 0,05% dos procedimentos. 

Conforme discutido nas descrições de cada procedimento, a ocor- 
rência de complicações específicas está associada especificamente aos 
procedimentos utilizados, como aquelas decorrentes da administração 
de G-CSF na coleta de granulócitos. A seguir, são discutidas as compli- 
cações e riscos comuns a todos os procedimentos de hemaférese. 


Distúrbios eletrolíticos e acidobásicos 


O citrato é utilizado como anticoagulante primário em procedimen- 
tos de aférese de doação e terapêutica, por sua eficácia em prevenir a 
coagulação, ação de curta duração e facilidade de reversão, diferente- 
mente da heparina. Os íons citrato quelam os íons de cálcio produzin- 
do um complexo solúvel. Como resultado, os ions de cálcio quelados 
tornam-se indisponíveis para utilização nas reações biológicas, entre as 
quais a cascata de coagulação. No equipamento de aférese, a concentra- 
ção plasmática de citrato atinge 15 a 24 mmol/L, diminuindo a concen- 
tração de íons de cálcio para menos de 0,2 a 0,3 mmol/L (concentração 
necessária à coagulação) (Strauss, 1996). Esses níveis de cálcio ionizado 
requerem a infusão de aproximadamente 500 mL de solução de ACD-A, 
considerado incompatível com a vida. Entretanto, o paciente/doador 
não morre, graças aos mecanismos compensatórios. No retorno do san- 
gue do aparelho de hemaférese para o paciente/doador, há diluição do 
citrato no volume total de líquido extracelular. Além disso, o fígado, rins 
e músculos rapidamente metabolizam o citrato, liberando o cálcio a ele 
ligado (Strauss, 1996). Por fim, o corpo também responde à diminuição 
da concentração de cálcio ionizado pelo aumento dos níveis de PTH, 
com consequente mobilização de cálcio a partir dos estoques esqueléti- 
cos e intensificação da absorção pelos rins (Silberstein, 1986). 

Nos procedimentos de plasmaférese terapêutica, o volume de plas- 
ma removido deve ser reposto por um volume semelhantes de líquido 
de reposição. Na troca de plasma que utiliza como líquido de reposi- 
ção PFC ou plasma reduzido de crioprecipitado, os anticoagulantes 
presentes nessas soluções representam uma fonte adicional de citrato 
infundida no paciente. Por isso é comum observar sintomas de toxici- 
dade por citrato nos pacientes submetidos ao procedimento. Na troca 
de plasma que emprega solução de albumina como líquido de reposi- 
ção, espera-se que a toxicidade por citrato seja menos problemática. 
Contudo, nem sempre é assim. Normalmente, 40 a 55% do cálcio 
sérico encontra-se ligado à albumina, sendo que a parte não ligada 
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constitui o cálcio ionizado fisiologicamente ativo. As preparações 
de albumina são depletadas desse tipo de cálcio e, como resultado, a 
proteína liga-se ao cálcio durante a infusão na troca de plasma. Essa 
ligação pode acarretar uma queda da concentração de cálcio ionizado 
com subsequente aparecimento de sintomas decorrentes de hipocal- 
cemia. Goss e Weinstein (1999) demonstraram maior incidência de 
reações ao citrato, bem como maiores reduções dos níveis de cálcio 
ionizado em pacientes de neurologia submetidos à troca de plasma 
com reposição à base de solução de albumina a 5%, em comparação 
àqueles que receberam uma solução de pentamilo a 10% como liqui- 
do de reposição. Um estudo subsequente demonstrou que a adição de 
gliconato de cálcio à preparação de albumina antes da administração 
ao paciente foi mais eficaz em reduzir a incidência de toxicidade por 
citrato, quando comparada à aplicação i.v. de gliconato de cálcio ou 
à administração de carbonato de cálcio via oral (Weinstein, 1996). O 
efeito deveu-se à saturação dos sítios de ligação ao cálcio existentes na 
albumina, que manteve os níveis de cálcio ionizado no paciente. 

Apesar dos mecanismos compensatórios, a infusão de citrato pode 
resultar na diminuição dos níveis de cálcio ionizado que leva à mani- 
festação de sintomas pelo doador/paciente. Tais sintomas são causa- 
dos pela diminuição da concentração de cálcio ionizado a níveis em 
que a excitabilidade das membranas dos nervos aumenta ao ponto de 
haver despolarização espontânea (Strauss, 1996). Os sinais e sinto- 
mas resultantes podem incluir parestesias periorais, parestesias acrais, 
arrepios, tonturas, contrações espasmódicas e tremores. Além disso, 
alguns pacientes também apresentam náusea e vômitos. À medi- 
da que os níveis de cálcio ionizado caem ainda mais, esses sintomas 
podem progredir para um espasmo carpopedal, tetania e convulsões 
(Strauss, 1996). Por isso, é importante deduzir a ocorrência de sinto- 
mas iniciais no paciente/doador, de modo a possibilitar a adoção de 
medidas interventivas antes da manifestação de sintomas mais graves. 
Além dos sintomas já descritos, também há relatos de prolongamento 
do intervalo QT no ECG, depressão da contração miocárdica e arrit- 
mias fatais (Strauss, 1996). Do mesmo modo, pode haver hipoten- 
são diante da reação ao citrato (Goodnough, 1999), a qual talvez seja 
decorrente da referida depressão da função do miocárdio e também 
do relaxamento da musculatura lisa (Bunker, 1962). 

Os fatores que influenciam a taxa de reações ao citrato, tanto na 
aférese de doação como na terapêutica, incluem alcalose decorrente 
de hiperventilação (Strauss, 1996); tipo de solução anticoagulante uti- 
lizada, com taxas maiores associadas ao ACD-A em comparação ao 
ACD-B (Szymanski, 1978); taxa de infusão da solução de anticoagu- 
lante (Strauss, 1996); quantidade de citrato infundida (Strauss, 1996); 
e níveis séricos de albumina do doador antes do início do procedi- 
mento de coleta (Bolan, 2003a). É preciso destacar que procedimentos 
de hemaférese com fluxo intermitente tendem a provocar reações ao 
citrato com mais frequência, uma vez que a taxa de infusão de citrato 
é maior quando a câmara de separação é esvaziada que nos procedi- 
mentos de aférese contínua. Ainda, o método pelo qual um aparelho 
calcula a dose de anticoagulante pode influenciar a taxa de reações 
entre certos subgrupos de doadores (Despotis, 1999). 

O tratamento das reações ao citrato é relativamente simples quando 
as reações são detectadas logo no início. O tratamento inclui a redu- 
ção da velocidade da reinfusão para permitir a diluição e metaboliza- 
ção do citrato, o aumento da proporção sangue/citrato do paciente/ 
doador para reduzir a quantidade de citrato infundida, a administra- 
ção oral de cálcio em forma de antiácidos de cálcio, e a administração 
de cálcio via i.v. (Strauss, 1996). 

A administração oral de carbonato de cálcio e seus efeitos sobre a toxi- 
cidade do citrato em doadores de plaquetas de aférese foram estudados 
por Bolan et al. (2003a, b). Constatou-se que a administração de 2 g 
de carbonato de cálcio estava associada a uma redução estatisticamente 
significativa do grau de severidade das parastesias (Bolan, 2003b). Em 
termos fisiológicos, entre todas as doses avaliadas, essa dose também 
estava associada à melhora mais satisfatória dos níveis de cálcio ioniza- 
do e cálcio total (Bolan, 2003a), embora não tenha apresentado relação 
com a redução do desenvolvimento de sintomas globais nem tenha afe- 
tado a ocorrência dos sintomas mais graves (Bolan, 2003b). 

A administração endovenosa de cálcio (gliconato de cálcio ou clore- 
to de cálcio) usualmente é desnecessária em procedimentos de doação, 
embora seja comum em procedimentos de aférese terapêutica. Na cole- 


ta de CPrHs, foi demonstrado que a infusão continua de gliconato de 
cálcio ou de cloreto de cálcio previne o desenvolvimento de sintomas 
hipocalcêmicos (Bolan, 2002; Buchta, 2003). O cloreto de cálcio man- 
tém níveis maiores de cálcio ionizado (Buchta, 2003). Foi feita a com- 
paração entre uma infusão contínua de gliconato de cálcio, uma infusão 
profilaticamente realizada no início da coleta de PFC e uma outra rea- 
lizada no momento do aparecimento dos sintomas. Constatou-se que 
a infusão contínua manteve níveis de cálcio mais elevados, enquanto os 
demais tipos de administração promoveram alterações insignificantes 
(Kishimoto, 2002). No tratamento dos sintomas, usualmente é feita a 
administração i.v. de uma dose de 10 mL de gliconato de cálcio, infun- 
dida em 10 a 15 minutos (Hester, 1983). Em pacientes apresentando 
baixos níveis de cálcio ionizado antes do procedimento, o gliconato de 
cálcio pode ser administrado para fins profiláticos. 

O magnésio é outro cátion divalente fisiologicamente importante. 
De modo semelhante ao cálcio, o magnésio também se liga ao citrato. 
Como resultado, a infusão do citrato nas condições de plasmaférese 
diminui em 30% o conteúdo de magnésio ionizado (Mercan, 1997). 
Mercan et al. (1997) também constataram que os níveis de magné- 
sio caem mais rápido que os de cálcio durante a infusão de citrato, 
bem como se recuperam mais lentamente. A hipomagnesemia pode 
induzir sinais e sintomas similares aos da hipocalcemia, tais como 
espasmos musculares, fraqueza muscular, diminuição do tônus vas- 
cular e comprometimento da contratilidade cardíaca. Além disso, a 
hipomagnesemia também pode comprometer a homeostasia do cál- 
cio e do potássio, com inibição da liberação do PTH diante de redu- 
ções acentuadas (Mercan 1997). Consequentemente, pacientes que 
apresentam baixos níveis de magnésio antes de serem submetidos à 
aférese podem desenvolver sinais e sintomas de toxicidade por citrato 
em decorrência da hipomagnesemia e não por causa da hipocalcemia. 
Pacientes que liberam cátions ligados, por serem incapazes de meta- 
bolizar rapidamente o citrato, também correm risco de exibir tais 
manifestações (Kamochi, 2002). Esses sintomas podem ser irrespon- 
sivos à suplementação com cálcio. Para evitar a hipomagnesemia, os 
níveis de magnésio anteriores à iniciação e suplementação com mag- 
nésio são quantificados, em algumas instituições, antes do início dos 
procedimentos, quando há indicação. 

Como descrito, o citrato é rapidamente metabolizado. Esse processo 
consome íons de hidrogênio e, por esse motivo, é possível que o pacien- 
te desenvolva alcalose metabólica em decorrência da infusão do citra- 
to. O risco de alcalose é maior em pacientes com doença renal que não 
excretam adequadamente o bicarbonato (Kelleher, 1987), bem como 
naqueles que recebem líquido de reposição contendo citrato (Dzik, 
1988; Kelleher, 1987). Em um estudo comparativo, foi demonstrado 
que o grupo de pacientes com TTP submetidos à troca de plasma e 
reposição com PFC apresentou maior incidência de alcalose metabó- 
lica que os pacientes com MG submetidos à troca de plasma e reposi- 
ção com solução de albumina (Marques, 2001). Os pacientes com TTP 
apresentaram níveis médios de creatinina de 1,3 mg/dL e BUN médio 
de 24,8 mg/dL (Marques, 2001). Embora a alcalose metabólica observa- 
da nesses pacientes não tenha atingido valores críticos (> 35 mEq/L de 
HCO;) e a suspensão da plasmaférese a tenha eliminado, foi associada 
a quedas críticas nos níveis de potássio (< 3 mEq/L) durante a execução 
dos procedimentos (Mercan, 1997). A ocorrência de alcalose pode pio- 
rar a hipocalcemia (Edmondson, 1975) e lentificar o metabolismo do 
citrato (Dzik, 1988). Infelizmente, os sintomas de alcalose metabólica 
são inespecíficos, usualmente se manifestando como piora dos sinto- 
mas de hipocalcemia. A alcalose se resolve com o tempo ou pelo uso 
da diálise, podendo ser evitada pela redução da quantidade de citrato 
infundida, que é obtida pelo ajuste da proporção sangue/citrato e/ou 
pelo uso de líquidos de reposição isentos de citrato (Pearl, 1985). 

A alcalose metabólica decorre de um deslocamento dos íons de 
hidrogênio a partir de localizações intracelulares (em uma tentativa de 
compensar o pH) acompanhado de um fluxo concomitante de potás- 
sio em direção ao meio intracelular, para manutenção da neutralidade 
elétrica. Em consequência, é possível haver quedas significativas dos 
níveis de potássio durante a coleta de grandes volumes de CPrHs, além 
daquelas observadas em pacientes com TTP anteriormente descritas. 
Schlenke et al. (2000) detectaram uma diminuição média de 11,3 + 7% 
dos níveis de potássio em um estudo envolvendo 96 casos de leucafé- 
rese de grandes volumes. Apesar desse declínio, nenhum dos pacientes 


envolvidos no estudo apresentou sintomas atribuíveis à hipocalemia, 
que incluem fraqueza, hipotonia ou arritmia cardíaca (Schlenke, 2000). 
O tratamento de tais complicações consistiria na reposição do potás- 
sio, seja por via oral ou endovenosa. Uma alternativa prudente seria 
prevenir a reação determinando os níveis de potássio antes de iniciar o 
procedimento, e administrar a suplementação, quando indicado. 


Reações alérgicas, anafilactoides e anafiláticas 


As reações alérgicas, anafilactoides e anafiláticas resultam da libe- 
ração de substâncias vasoativas, tais como histamina, leucotrieno C,, 
leucotrieno D,, prostaglandina D, e fator ativador de plaquetas, a par- 
tir de mastócitos e basófilos. A liberação dessas substâncias envolve 
anticorpos IgE existentes na superfície dessas células, sendo desenca- 
deada pela ligação do antígeno-alvo à molécula de IgE. Como con- 
sequência, são produzidos diversos sintomas e há contração da mus- 
culatura lisa, aumento da permeabilidade vascular e vasodilatação. 
Mastócitos e basófilos também podem ser ativados por fatores deri- 
vados do complemento, tais como C3a e C5a, que podem ser gerados 
pela interação antigeno-IgG entre outros mecanismos (Vamvakas, 
2001). Esses tipos de reações podem variar de urticárias brandas a rea- 
ções anafiláticas com risco de vida. Os sinais e sintomas envolvidos 
são prurido, urticária, eritema, rubor, angioedema, obstrução das vias 
aéreas superiores e inferiores, hipotensão, choque, náusea, vômitos e 
diarreia (Vamvakas, 2001). 

Há relatos de reações alérgicas tanto em doadores como em pacien- 
tes submetidos aos procedimentos de hemaférese. Entre os doadores, 
foram descritas reações envolvendo plaquetas, plasma e granulócitos. 
Nas doações de plaquetas e de plasma, foram descritas reações ao gás 
óxido de etileno, utilizado na esterilização do aparato de tubulações 
empregado na execução dos procedimentos (Leitman, 1986; Muylle, 
1986). Essas reações ocorrem, predominantemente, em doadores 
submetidos a numerosos procedimentos anteriores. Acredita-se que, 
durante a execução dos procedimentos, o gás óxido de etileno, exis- 
tente no plástico da tubulação, liga-se às proteínas plasmáticas. Estas, 
por sua vez, atuam como moléculas de transporte, enquanto o óxido 
de etileno serve de hapteno. A interação de ambos resulta na geração 
de uma resposta imune com produção de anticorpos IgE dirigidos 
contra o óxido de etileno. Na maioria dos doadores em que ocorre o 
fenômeno alérgico, são detectados anticorpos IgE contra o óxido de 
etileno (Leitman, 1986). As reações variam de urticária, vermelhidão e 
edema periorbital (Leitman, 1986) a uma reação anafilática constitu- 
ida de sibilos, vermelhidão, inchaço dos lábios e hipotensão (Muylle, 
1986). Em um dos estudos, a taxa global de reações foi de 1% para 
os doadores de plaquetas. Notavelmente, as reações também foram 
mais frequentes com o uso do Fenwal CS3000, em comparação ao 
Haemonetics V-50 (Haemonetics, Braintree, MA). Essa constatação 
foi atribuída ao fato de, no início do processamento com o Fenwal 
CS3000, ter sido infundida no paciente uma mistura de salina e anti- 
coagulantes utilizada no condicionamento da bolsa. Isso não aconte- 
ceu quando o V-50 foi utilizado. Postulou-se que essa infusão resul- 
tou na formação de um bolo de óxido de etileno com consequente 
produção dos sintomas (Leitman, 1986). 

Também há relatos da ocorrência de reações entre doadores de gra- 
nulócitos. Além das reações ao óxido de etileno, pode haver outros 
mecanismos envolvidos. Os doadores de granulócitos são expostos ao 
HEA, seja de baixo ou de alto peso molecular, para intensificar a sedi- 
mentação das hemácias. Embora essas substâncias sejam imunógenos 
fracos incapazes de induzir formação de anticorpos, ocorrem reações 
alérgicas diante do uso de HEA na hemaférese (Dutcher, 1984) e como 
expansor de volume (Ring, 1977). O mecanismo por trás da produ- 
ção das reações anafilactoides ao HEA parece decorrer da capacidade 
dessa substância de ativar a cascata do complemento. Como resultado, 
há produção de C3a e C5a, que causam degranulação de mastócitos e 
basófilos (Dutcher, 1984). As reações ao HEA descritas incluem urticá- 
ria branda e reações severas, com parada respiratória e cardíaca. Em um 
estudo envolvendo pacientes tratados com HEA para expansão volumé- 
trica, a taxa de reações foi de 0,085%, com reações severas (anafiláticas) 
ocorrendo em 0,006% dos casos (Ring, 1977). As reações ocorreram a 
ambas as formas de HEA — de alto peso molecular (hetamido) (Ring, 
1977) e de baixo peso molecular (pentamilo) (Kannan, 1999). Em razão 


do risco desses efeitos, Dutcher et al. (1984) recomendaram a exclusão 
de indivíduos com história de alergias para doações de granulócitos. 

Entre os pacientes submetidos à hemaférese terapêutica, podem ocor- 
rer reações tanto ao óxido de etileno como ao HEA. Além disso, os pro- 
cedimentos de plasmaférese terapêutica, com frequência, utilizam pro- 
dutos do plasma, seja PFC ou plasma com sobrenadante de crio, como 
soluções de reposição. Em consequência, esses pacientes também cor- 
rem risco de desenvolver reações alérgicas e anafiláticas decorrentes de 
reações transfusionais. A reação alérgica mais comum diante da infusão 
de produtos de plasma é a urticária. Essa reação ocorre em 1 a 3% das 
infusões de plasma e consiste no aparecimento de pápulas disseminadas 
na superfície corporal. A anafilaxia ocorre em um a cada 20 a 47 mil 
transfusões (Vamvakas, 2001). A causa mais comum dessa última rea- 
ção é a infusão de plasma contendo IgA em indivíduos com deficiência 
de IgA que possuem anticorpos anti-IgA (Vamvakas, 2001). 

O tratamento das reações alérgicas, anafilactoides e anafiláticas 
depende do grau de severidade de cada uma delas. Nas reações que 
ocorrem em doadores, o procedimento deve ser suspenso. Reações 
simples, como urticária, podem ser tratadas com anti-histamínicos 
orais (1. e., difenil-hidramina). O mesmo tratamento pode ser dis- 
pensado em caso de procedimentos terapêuticos, embora, nesse caso, 
seja possível reiniciar o procedimento após a administração do anti- 
-histaminico; e também, o paciente pode ser pré-medicado com anti- 
-histaminicos antes de iniciar procedimentos subsequentes. 

As reações anafiláticas impõem risco de vida ao paciente. O procedi- 
mento, seja de doação, seja terapêutico, deve ser imediatamente des- 
continuado. O acesso vascular deve permanecer aberto utilizando-se 
salina. Nas reações menos severas, pode ser feita a administração de 
0,3 a 0,5 mg de epinefrina via s.c., com repetição da dose a cada 20 a 
30 minutos, no máximo 3 vezes. Além disso, o paciente pode receber 6 
mg de aminofilina/kg para tratar broncoespasmos. Essa dose de carga 
deve ser acompanhada de uma infusão de 0,5 a 1 mg/kg por hora. 
Para casos de hipotensão, uma expansão volumétrica pode ser realiza- 
da com solução salina normal ou solução de Ringer lactato. Pacientes 
com angústia respiratória devem receber oxigênio. As reações severas 
devem ser tratadas com a administração de 0,5 mg de epinefrina via 
endovenosa, repetindo-se a dose a cada 5 a 10 minutos. A hipotensão 
irresponsiva ao volume também pode ser tratada com dopamina. As 
vias aéreas devem ser protegidas, sendo que pode haver indicação de 
intubação endotraqueal (Vamvakas, 2001). 

Obviamente, o melhor curso de ação é evitar essas reações. Doadores 
que já desenvolveram tais reações devem ser excluídos para doações 
futuras. Pacientes que apresentam reações brandas devem ser pré- 
-medicados com anti-histamínicos. Aqueles que apresentam reações 
severas por IgA devem receber líquidos de reposição isentos de IgA, 
sendo que, na maioria dos procedimentos, é possível utilizar solução 
de albumina ou salina. No caso de procedimentos que requerem repo- 
sição com plasma, como na troca de plasma para TTP, produtos de 
plasma isentos de IgA devem ser utilizados como líquido de reposição. 


Inibidores da enzima conversora 
de angiotensina 


O uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina (ACE) 
por pacientes submetidos a procedimentos de hemaférese está associa- 
do à ocorrência de reações que apresentam diversas similaridades com 
as reações alérgicas previamente descritas. Tais reações consistem em 
vermelhidão, hipotensão, bradicardia e dispneia (Strauss, 1996). Foram 
observadas em pacientes submetidos à troca de plasma (Owen, 1994), 
aférese de LDL com colunas de sulfato de dextrana (Agishi, 1994) e 
tratamento com colunas de proteína estafilocócica A (Owen, 1994). 
Essas reações resultam da ativação do sistema de cininas e da geração 
de bradicinina quando o paciente entra em contato com o aparato de 
plástico de aférese negativamente carregado. Em circunstâncias nor- 
mais, a bradicinina é rapidamente inativada pelas cininases I e II. Os 
inibidores de ACE, contudo, bloqueiam as ações dessas enzimas levan- 
do ao acúmulo de altas concentrações do mediador que produzem os 
sintomas anteriormente descritos (Strauss, 1996). Durante a troca de 
plasma com solução de albumina, o fator ativador de pré-calicreina 
contido na albumina também pode desencadear a formação de bradi- 
cinina (Owen, 1994). Mais uma vez, a presença de inibidores da ACE 
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822 evita a degradação dessa substância. É possível evitar essas reações com 


a retenção dos inibidores de ACE por 24 a 48 horas antes da realização 
dos procedimentos de hemaférese (Owen, 1994). Alguns inibidores de 
ACE mais modernos possuem meia-vida mais prolongada, de modo 
que pode ser necessário reter os fármacos por mais tempo ou substituí- 
-los por inibidores de ACE com meia-vida mais curta. 


Hipovolemia e reações vasovagais 


A hipotensão pode ser observada na hemaférese de doação e tam- 
bém na hemaférese terapêutica, como resultado de dois mecanismos 
patofisiológicos distintos. No primeiro mecanismo, a hipotensão é 
consequência de uma depleção do volume intravascular causada pela 
presença de um volume excessivo no circuito extracorporal. Essas 
reações caracterizam-se tanto pelo aumento do tônus vascular como 
pelo aumento do débito cardíaco, uma vez que o sistema nervoso sim- 
pático tenta compensar a hipovolemia (Strauss, 1996). Um aumento 
da frequência cardíaca e da contratilidade leva ao aumento do débi- 
to cardíaco. Tais reações são incomuns entre doadores de hemaférese, 
pois os Standards for Blood Banks and Transfusion Services limitam 
a 10,5 mL/kg o volume permitido junto ao circuito extracorporal 
(Standards Committee of the American Association of Blood Banks, 
2004) e os doadores também atendem às exigências de saúde e peso 
corporal estabelecidas. Nos procedimentos terapêuticos, o paciente 
possui uma doença subjacente que pode predispô-lo à hipovolemia. 
Exemplificando, constatou-se que a hipotensão é mais comum em 
pacientes com doenças neurológicas (McLeod, 1999). O Standards 
for Blood Banks and Transfusion Services não estabelece limites para 
o volume extracorporal durante a realização dos procedimentos de 
hemaférese terapêutica, ainda que a aplicação dos limites emprega- 
dos durante o procedimento de hemaférese de doação possam parecer 
mais prudentes (Strauss, 1996). 

O segundo mecanismo causador de hipotensão durante os proce- 
dimentos de hemaférese é a reação vasovagal. Nesta reação, a hipo- 
volemia resulta na diminuição da pressão sanguínea. Como mencio- 
nado anteriormente, a resposta compensatória destina-se a aumentar 
o débito cardíaco e o tônus vascular. Durante a reação vasovagal, o 
débito parassimpático — que normalmente se contrapõe ao débito sim- 
pático — aumenta de maneira desproporcional e provoca diminuição 
da frequência cardíaca e do tônus vascular, resultando em hipoten- 
são (Strauss, 1996). Os fatores associados a tais reações em doadores 
de sangue total incluem idade menor, baixo peso corporal, primeira 
doação e negligência da equipe (Newman, 1997). Tomita et al. (2002) 
avaliaram a incidência de reações vasovagais entre doadores de aférese 
e doadores de sangue total em um mesmo centro de coleta. Esses pes- 
quisadores observaram que a incidência dessas reações entre os doado- 
res de aférese aumentava com a idade, diferentemente das informações 
existentes sobre doadores de sangue total. O aumento da incidência 
das reações vasovagais associado à idade foi ainda mais comum entre 
mulheres, sendo considerado resultante de um menor volume de san- 
gue circulante nessas populações (idosos e mulheres). Com isso, um 
maior percentual de sangue de doadores permanece junto ao circuito 
extracorporal durante a coleta. A consequente queda mais significativa 
da pressão sanguínea durante a coleta, por sua vez, provoca mais rea- 
ções. Também foi observado um aumento da incidência com o aumen- 
to do número de ciclos durante a coleta, sendo teorizado que a hipoca- 
lemia estava envolvida no inicio das reações vasovagais (Tomita, 2002). 

As reações hipovolêmicas e vasovagais são tratadas de modo seme- 
lhante. O procedimento deve ser temporariamente interrompido e um 
bolo líquido deve ser infundido. Se a reação foi causada pela hipovole- 
mia, a pressão sanguínea deve aumentar e a frequência da pulsação deve 
cair em resposta a essa intervenção. Se a reação foi decorrente de uma 
reação vasovagal, a resposta será diferente. Os tratamentos adicionais 
para reações vasovagais incluem colocar o doador/paciente em posição 
de Trendelenburg (com a cabeça para baixo), aplicar compressas frias 
na testa e no pescoço, e tranquilizar o doador/paciente (Strauss, 1996). 


Hidroxietilamido e coagulopatia 


Conforme discutido na seção sobre plasmaférese, a remoção de plas- 
ma do paciente durante o procedimento de hemaférese terapêutica e a 
reposição do volume extraído com solução de albumina ou outro líqui- 
do isento de fatores de coagulação podem produzir anormalidades tem- 


porárias na coagulação. Essas alterações, em geral, têm curta duração e 
os níveis da maioria dos fatores de coagulação voltam ao normal em 24 a 
48 horas. O uso de HEA, seja para reposição de volume ou como agente 
de sedimentação, também está associado a alterações dos níveis de fato- 
res de coagulação. Ambas as formas de HEA, de alto (hetamido) e baixo 
(pentamilo) peso molecular, prolongam o PTT e diminuem os níveis de 
fibrinogênio. Acredita-se que essas ações resultem dos efeitos de dilui- 
ção produzidos quando essas substâncias são infundidas. Apenas o HEA 
de alto peso molecular também está associado à diminuição da ativi- 
dade do fator VIII, antígeno fator VIII e antígeno vWE, bem como ao 
prolongamento do tempo de sangramento (Strauss, 1988). Este último 
efeito é considerado resultante da diminuição dos níveis de antígeno 
vWF e pode representar um estado adquirido análogo ao da doença de 
von Willebrand. Por causa dessas alterações, há um risco de desenvolvi- 
mento de coagulopatias com o uso desses agentes. Esse risco parece ser 
dose-dependente. No cenário da expansão volumétrica na assistência 
crítica, foi sugerida uma dose máxima de HEA de 20 mL/kg/24 horas 
para evitar tais complicações. Doses de até 3.600 mL foram adminis- 
tradas nessas condições sem nenhuma dificuldade (Nearman, 1991). O 
perigo associado aos procedimentos de hemaférese reside na possível 
necessidade de realizar múltiplas coletas ou procedimentos terapêuticos 
em um doador/paciente em dias consecutivos. Como possui meia-vida 
longa, especialmente em sua forma de alto peso molecular, o HEA pode 
acumular-se durante o curso dos procedimentos de hemaférese e tam- 
bém há um potencial risco de desenvolvimento de coagulopatia. 


Hidroxietilamido e outros efeitos colaterais 


Como já mencionado, o HEA possui meia-vida longa. Esta, por sua 
vez, depende do metabolismo do HEA por uma a.-amilase e subsequente 
excreção renal dos produtos de quebra (Yacobi, 1982). Foi relatado que 
o aparecimento de um prurido persistente em decorrência da deposição 
de HEA na pele é uma das complicações mais frequentes da administra- 
ção de HEA. Foram detectados depósitos cutâneos da substância em um 
período de até 4 anos após a administração (Sirtl, 1999; Stander, 2001). 

Além dos depósitos cutâneos, um relato de caso descreveu insufi- 
ciência de medula e de órgãos em um paciente submetido à troca de 
plasma crônica (20 meses) utilizando HEA como líquido de reposição. 
Nesse paciente, foram encontrados macrófagos espumosos contendo 
HEA substituindo a medula óssea, bem como infiltrando a mucosa 
duodenal, fígado, peritônio e dura-máter. Essas células também esta- 
vam presentes no líquido ascítico (Auwerda, 2002). 


Embolos de ar 


Êmbolos de ar constituem uma rara complicação dos procedimentos 
de hemaférese. Ocorrem diante da entrada de ar no sistema venoso por 
um vazamento no aparelho de hemaférese ou pelo acesso venoso. A 
entrada de ar no ventrículo direito e na artéria pulmonar resulta em 
obstrução do débito ventricular direito e vasoconstrição da artéria 
pulmonar (Montacer-Kuhssari, 1994). Os sintomas de embolismo 
de ar incluem dispneia, taquipneia, cianose, taquicardia e hipoten- 
são. Trata-se de uma complicação rara porque todos os equipamentos 
modernos de hemaférese possuem sensores que detectam a presença 
de ar junto ao circuito extravascular e interrompem o procedimen- 
to. Caso ocorra formação de um êmbolo de ar, todavia, o tratamento 
consiste em colocar o doador/paciente em posição de Trendelenburg 
sobre a lateral esquerda do corpo. Esta manobra prende o ar no ápice 
do ventrículo direito, longe do fluxo do trato pulmonar, melhorando 
o fluxo ventricular direito. O ar se dissolve com o passar do tempo. 


Resumo 


Resumindo, a hemaférese representa uma técnica segura e efetiva para 
a produção de componentes sanguíneos necessários, bem como para o 
tratamento de diversas doenças. Embora seja frequentemente comparada 
à sangria praticada no século 18, a hemaférese tem poucas características 
em comum com essa técnica. É seletiva quanto ao que remove do doa- 
dor/paciente e, além disso, é fundamentada na medicina baseada em evi- 
dências. Apesar de os procedimentos de hemaférese serem considerados 
seguros, não são isentos de risco e seu uso deve ser destinado apenas aos 
casos de doenças e distúrbios em que há real possibilidade de benefícios 
ou para os quais existam evidências sustentado tais benefícios. 
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Banco de tecidos e células progenitoras 


Charlene A. Hubbell BS MT (ASCP) SBB, Lazaro Rosales MD 


Fontes de tecidos 


Atividades do banco de tecidos 
Triagem de doadores 
Criopreservação 

Banco de pele 

Tecidos musculoesqueléticos 

Válvulas cardíacas 


Córnea 


CTY PONTOS-CHAVE 
—— ~ © Uma ampla gama de tecidos alogênicos é utilizada 


para fins de transplante. 
e O tecido de aloenxerto passa por uma triagem, é testado e 
processado para melhorar sua segurança. 
e O tecido de aloenxerto é armazenado por meio de uma variedade 
de métodos, entre eles a criopreservação. 
e Existem riscos e complicações associadas ao uso do tecido de 
enxerto. 
e Ha uma ampla variedade de técnicas de reprodução assistida 
disponíveis para indivíduos e casais inférteis. 
* As células progenitoras hematopoéticas podem ser derivadas 
a partir de múltiplas fontes e transplantadas de diversos modos, 
dependendo das necessidades do receptor. 
e Avaliar o equilíbrio existente entre a reação do enxerto versus 
hospedeiro e o efeito enxerto versus leucemia. 


Em todo o território dos Estados Unidos, bancos de tecidos forne- 
cem centenas de produtos que não só prolongam a vida como também, 
em muitos casos, melhoram significativamente a qualidade de vida 
dos pacientes atendidos. Mais de 400.000 enxertos de ossos (American 
Association of Tissue Banks, 2004) e cerca de 46.000 córneas (Eye 
Bank Association of America, 2004) são transplantadas anualmente 
no país — um número bem maior que os 25.000 transplantes de órgãos 
sólidos realizados ao ano (United Network for Organ Sharing, 2003). 
As aplicações clínicas, tanto dos tecidos alogênicos como dos autólo- 
gos, e os tipos de tecido disponíveis cresceram exponencialmente nas 
duas últimas décadas. Todavia, à parte dos pacientes e médicos servi- 
dos por esses bancos de tecidos, ainda são muitos os que desconhecem 
o vasto escopo das atividades envolvendo banco de tecidos atualmente 
conduzidas no cenário da assistência à saúde. Nos últimos 20 anos, 
os bancos de tecidos americanos evoluíram de um sistema hospitalar 
incidental de bancos de ossos ou esperma para um sistema regulado e 
dotado de instalações certificadas, bem mais próximo dos bancos de 
sangue, fornecendo uma extensa variedade de produtos de alta qua- 
lidade, que são submetidos a cuidadosos procedimentos de triagem e 
teste realizados por médicos (Tab. 37.1). 

Muitos bancos de tecidos fornecem uma gama de produtos e servi- 
ços para obtenção, processamento e armazenamento de pele, ossos e 
válvulas cardíacas. Por outro lado, alguns bancos de tecidos se concen- 
tram na prestação de serviços em áreas especializadas, como de tecido 
reprodutivo ou células progenitoras hematopoéticas (CPrHs). Um 
banco pode recrutar doadores, cuidar da obtenção e processamento 
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de tecidos, como pele para pacientes com queimadura ou ossos para 
realização de reparos ortopédicos. Outro banco, por sua vez, pode 
coletar, processar e armazenar CPrHs destinadas a transplantes de 
medula óssea para salvar vidas. O processamento de tecidos muscu- 
loesqueléticos e válvulas cardíacas, que requer consideráveis aparelha- 
gem, pessoal e garantia de qualidade, é primariamente realizado por 
poucos grandes bancos de tecidos. Esses subcontratam outros bancos 
de tecidos que, então, realizam a coleta, o armazenamento e a admi- 
nistração desses produtos. Além disso, tem havido um crescimento 
exponencial do número de bancos de reprodução nas duas últimas 
décadas, que prestam assistência a indivíduos ou casais inférteis. 


Fontes de tecidos 


Os tecidos utilizados para transplantes são obtidos a partir de duas 
fontes principais: doadores vivos e mortos. Os doadores vivos podem 
ser indivíduos que doam produtos para uso próprio (esperma ou CPrHs 
autólogas), para serem utilizados por um receptor predeterminado (doa- 
ção de CPrHs alogênicas ou de espermatozoides), ou altruisticamente 
para uso de receptores desconhecidos (ossos descartados em cirurgias, 
doação de espermatozoides, doação de CPrHs alogênicas via programas 
nacionais de doação de medula). A grande maioria dos ossos, pele e vál- 
vulas cardíacas utilizadas na transplantação, bem como do tecido ocu- 
lar, é proveniente de doadores mortos. Diferente da doação de órgãos 
sólidos, em que é necessário obter os órgãos mediante manutenção da 
circulação, os tecidos oriundos de doadores mortos podem ser obtidos 
horas após a morte do doador; se o corpo permanecer sob refrigeração, 
em até 24 horas. Esse aspecto aumenta substancialmente o número de 
doadores de tecidos disponíveis. Como o tecido da córnea permanece 
relativamente em mínimo contato com o sistema circulatório, torna- 
se possível aceitar como doadores de córneas alguns indivíduos que de 
outra forma seriam excluídos como doadores de outros tecidos. 

Tecidos oriundos de doadores mortos são adquiridos em salas cirúr- 
gicas ou necrotérios hospitalares, e também em consultórios de médi- 
cos legistas. A coleta de tecidos é realizada sob ambiente estéril e limpo, 
empregando técnicas assépticas. Muitos tecidos, como os ossos, são con- 
gelados em seguida, para subsequente processamento e recongelamento 
ou congelamento-dessecação. Tecidos especializados, como a córnea, 
são processados imediatamente e estocados apenas durante um curto 
período (48-72 horas) antes de serem transplantados. Tecidos prove- 
nientes de doadores vivos são obtidos tanto na sala cirúrgica (medula 
Óssea ou osso cirurgicamente resgatado) ou em ambientes limpos e 
especializados adequadamente fornecidos pelos centros de hemaférese e 
pelos bancos de esperma equipados para esse fim. Esses tecidos são cole- 
tados sob condições estéreis, processados imediatamente e utilizados 
em menos de 24 horas, ou congelados para posterior transplantação. 
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Tabela 37.1 Categorias de tecidos transplantáveis 


Musculoesquelético 

Osso 

Cartilagem 

Menisco 

Tendão 

Ligamento 

Fáscia 

Pele 

Cardiovascular 

Válvulas cardíacas 

Veia safena 

Córnea (olhos) 

Reprodutivo 

Espermatozoide 

Óvulo 

Embrião 

Hematopoético 

Medula óssea 

Células progenitoras de sangue periférico 
Células progenitoras do sangue do cordão umbilical 
Outros 

Ossículos do ouvido 
Dura-máter 

Paratireoides 

Células das ilhotas pancreáticas 


Atividades do banco de tecidos 


As principais atividades dos bancos de tecidos estão destacadas na 
Tabela 37.2. Nos Estados Unidos, uma das principais motivações para 
a criação de bancos de tecidos formais e credenciados foi a preocupa- 
ção com transmissão de doenças via transfusão. Assim como os ban- 
cos de sangue e serviços de transfusão (Caps. 35 e 36), para os bancos 
de tecidos são críticas as funções de recrutamento, triagem e testes de 
doadores. Desde o início da década de 1990, casos registrados de trans- 
missão de doenças mostraram que uma triagem cuidadosa, seja pela 
revisão dos registros médicos ou por meio da realização de testes soro- 
lógicos, bem como a manutenção de registros detalhados são ações 
críticas na prática segura de banco de tecidos e, assim, na aceitação 
de aloenxertos teciduais pelo público e pelos prestadores de assistên- 
cia à saúde. Os médicos que utilizam tais tecidos devem reconhecer e 
relatar a ocorrência de reações adversas, principalmente infecções, ao 
banco de tecidos de origem. A Joint Commission on the Accreditation 
of Healthcare Organizations (JCAHO) estabeleceu padrões de práti- 
cas de banco de tecidos, os quais se destinam principalmente ao esta- 
belecimento em que é realizado o transplante. 

Esses padrões enfocam a necessidade dos estabelecimentos que rea- 
lizam implante manterem registros claros e precisos do recebimento, 
armazenamento e uso de tecidos, de modo a possibilitar o rastrea- 
mento de todos os tecidos alogênicos desde o doador até o receptor. 
Segundo os padrões da JCAHO, as instituições também devem esta- 
belecer um mecanismo para que a ocorrência de reações adversas seja 
relatada pelos médicos e comunicada ao banco de tecidos de origem. 
Bancos de tecidos credenciados que prestam serviço completo, do 
mesmo modo que os bancos de sangue, investigam extensivamente a 
ocorrência de reações suspeitas ou complicações. Revisões retroativas 
devem incluir uma revisão de complicações associadas a outro teci- 
do fornecido pelo mesmo doador, condição de saúde atual do doador 
(caso esteja vivo) e quarentena dos seus demais tecidos oriundos. A 
American Association of Tissue Banks (AATB)* estabelece padrões 
estritos e certificação para organizações envolvidas em qualquer área 


* AATB, 1350 Beverly Rd. #220A, McLean, VA. 


Tabela 37.2 Atividades do banco de tecidos 


Recrutamento e triagem de doadores 

Aquisição de tecidos 

Processamento e armazenamento de tecidos 
Fornecimento de tecidos para transplante 
Educação pública e profissional 

Garantia de qualidade e manutenção de registros 
Registros de receptores 


de transplante de tecidos. Vários estados americanos também exi- 
gem que seus bancos de tecidos obtenham licença, enquanto o Food 
and Drug Administration (FDA) regulamenta a triagem dos tecidos 
doados destinados ao transplante (FDA, 2004). Além disso, a FDA 
atualmente recomenda que, em caso de uso de amostras de sangue 
cadavérico para realização de testes de detecção de marcadores de 
doenças infecciosas, seja utilizado um teste especificamente indicado 
pelo fabricante para essa finalidade. A FDA mantém um site (Www. 
fda. gov/cber/tissue/prod/htm) em que estão listados os fabricantes de 
testes aprovados para essa função. 


Triagem de doadores 


Os doadores de tecidos são cuidadosamente submetidos a uma tria- 
gem com o intuito de prevenir a transmissão de doenças bacterianas, 
virais e/ou genéticas, bem como para garantir a qualidade do tecido 
obtido (Tab. 37.3). Em contraste com os doadores de sangue, no caso 
dos doadores de tecidos já falecidos, a informação referente à histó- 
ria médica e social que não for obtida a partir dos registros médicos 
deve ser fornecida pelos familiares ou amigos. Os registros obtidos no 
início da década de 1990 enfatizavam a transmissão tanto do vírus da 
imunodeficiência humana (HIV) (Simonds, 1992) como do vírus 
da hepatite C (Conrad, 1995) a partir dos produtos de tecido huma- 
no. Mais recentemente, tem sido enfatizada a transmissão de vírus não 
submetidos à triagem (Kainer, 2004) e de outros agentes infecciosos, 
como o da doença de Creutzfeldt-Jakob (Centers for Disease Control, 
2003), por tecidos sorologicamente negativos, destacando-se a neces- 
sidade da realização de uma triagem cuidadosa de doadores de tecidos 
e órgãos, bem como de testes laboratoriais. Fazer as perguntas corretas 
de maneira apropriada constitui função crítica, que deve ser realizada 
por funcionários bem treinados e experientes, capazes de identificar 
possíveis riscos seja por meio da história médica do doador, informa- 
ções sobre possíveis comportamentos de risco ou dados de laborató- 


Tabela 37.3 Exames realizados nos doadores 


Triagem de doadores 

Revisão da história e dos registros médicos 

Doenças infecciosas (incluindo histórico de viagens ao exterior) 
Doença maligna 

Doenças colágenas e imunocomplexas 

História de doenças genéticas 

Traumatismo 

Exposição a drogas, substâncias tóxicas ou ameaças biológicas 
Exame físico de doadores vivos 

Revisão dos registros de autópsia de doadores mortos 

Revisão da história social para avaliação de comportamentos de risco 
Teste sorológico de doadores 

Anticorpos contra o vírus da imunodeficiência humana 
Anticorpos contra o vírus linfotrófico de células T humanas 
Anticorpos contra o vírus da hepatite C 

Antígeno de superfície da hepatite B 

Anticorpos contra o antígeno central da hepatite B 

Testes sorológicos para sífilis 

Teste bacteriológico de produtos teciduais 


rio disponíveis. Outras partes do processo de revisão visam assegurar 
a qualidade do tecido doado. Doadores de tecido musculoesquelético 
precisam passar por cuidadosa triagem para avaliar qualquer história 
de trauma que possa resultar em um enxerto ósseo estruturalmente 
enfraquecido. Doações de espermatozoides são revistas não só quanto 
a possibilidade de doenças genéticas, mas também para garantir que 
espermatozoides viáveis tenham chances razoáveis de promover uma 
fertilização bem-sucedida. O uso de sangue do cordão umbilical para 
transplante de medula óssea alogênica e sangue periférico requer a 
realização de triagem e testes na mãe e no próprio sangue do cordão. 
Quando o tecido é obtido de doador vivo, exceto no caso das CPrHs, 
ele é congelado e mantido em quarentena por um período mínimo de 
180 dias. Ao final desse período, o teste sorológico do doador é repeti- 
do. Esse procedimento previne o uso de tecidos oriundos de qualquer 
doador que apresente o período de “janela” do HIV ou do vírus da 
hepatite C, ou seja, de doadores que foram expostos a esses virus mas 
não apresentaram anticorpos no momento da doação. 


Criopreservação 


Tecidos como CPrHs, espermatozoides, pele e alguns tipos de 
tecido musculoesquelético requerem a presença de células viáveis e 
apresentam tempo de prateleira muito curto à temperatura do refri- 
gerador. Por isso, é necessário criopreservar esses tecidos. A meta de 
todas as técnicas de criopreservação é estender o período de armaze- 
namento em que o material congelado se mantém útil, por meio da 
redução da demanda metabólica das células sob baixas temperaturas, 
sem que haja nenhuma perda da viabilidade decorrente dos proce- 
dimentos de congelamento ou descongelamento. A criopreservação 
de espermatozoides de animais estabeleceu-se há décadas como prá- 
tica agrícola; e os pesquisadores puderam lucrar consideravelmente 
com as experiências advindas dessa prática. De uma forma geral, a 
criopreservação de tecidos humanos faz uso de agentes crioproteto- 
res, como dimetilsufóxido (DMSO) ou glicerol, meios de cultura de 
tecidos balanceados e certos tipos de suplementação proteica, como 
plasma autólogo, albumina e outras suspensões coloidais. O congela- 
mento propriamente dito com frequência é realizado em freezer com 
controle de taxa, uma máquina que controla a taxa de congelamen- 
to dos tecidos, usualmente —1°C/min até a temperatura de -80ºC. O 
DMSO é o agente crioprotetor de escolha para tecidos como pele, 
CPrHs e outros tecidos ou suspensões de células nucleadas, enquanto 
o glicerol em geral é empregado no congelamento de espermatozoi- 
des. Os agentes crioprotetores atuam evitando a formação de cristais 
de gelo intracelulares durante o congelamento, além de equilibrarem 
a pressão osmótica e as concentrações de água intra versus extra- 
celular durante o descongelamento. À formação de cristais de gelo 
extracelulares ou um aumento rápido demais da pressão osmótica 
extracelular causam danos às células e, assim, perda da viabilidade. 
Os agentes crioprotetores, como o DMSO, retardam a taxa de ocor- 
rência de modificações (Gorin, 1986). A maioria dos bancos de 
tecidos emprega nitrogênio líquido e processadores de congelamento 
com controle de taxa, os quais são programados para compensar o 
calor liberado, denominado calor de fusão, durante a mudança do 
estado líquido para o estado congelado (Gorin, 1986). Se permanecer 
descompensado, o calor de fusão pode acarretar diminuição da viabi- 
lidade das células ou tecidos em processo de congelamento. 

Uma vez congelados, os tecidos criopreservados são estocados sob 
diversas temperaturas, a partir de -80°C em um freezer mecânico até a 
fase de vapor (—100°C) ou líquida (-196ºC) do nitrogênio líquido. O 
prazo de validade para tecidos criopreservados em geral é de 5 anos, 
embora esse valor seja um limite arbitrário e o real tempo de arma- 
zenamento possível para muitos tecidos permaneça indeterminado. 
Outros tecidos que dispensam a presença de células viáveis, como 
osso estrutural, podem ser congelados ou liofilizados por uma varie- 
dade de métodos distintos. Alguns tecidos submetidos à liofilização 
possuem prazos de validade de 5 anos, enquanto outros podem ser 
armazenados por tempo indeterminado. 


Banco de pele 


O uso mais comum de enxertos de pele alogênicos é como cobertura 
provisória para pacientes com queimaduras extensas de terceiro grau, 


até que a pele autóloga ou autogênica possa ser recuperada e enxer- 
tada. Em razão da concentração de antígenos de histocompatibilida- 
de e de células apresentadoras de antígeno (APCs), todos os enxertos 
de pele alogênicos eventualmente são rejeitados (Medawar, 1946). 
Quando utilizados para cobrir queimaduras, os enxertos costumam 
ser substituídos periodicamente até que seja possível realizar o auto- 
enxerto. A maior parte das doações de pele provenientes de doadores 
mortos para utilização como aloenxerto é constituída de um enxerto 
parcialmente espesso contendo uma fina camada de epiderme sem 
derme. Por esse motivo, esse tipo de enxerto dispensa a compatibiliza- 
ção ABO (Eastlund, 1998). Sendo temporários, contudo, os enxertos 
de pele de espessura parcial fornecem cobertura imediata vital, servin- 
do de barreira contra infecções e evitando a perda de líquidos, eletró- 
litos e calor a partir de extensas áreas de queimadura, favorecendo a 
estabilização do paciente e a eventual realização de autoenxerto. 

Em geral, a pele é coletada de doadores mortos com pele livre de 
infecções e defeitos, cuja área de superfície seja inferior a 1,75 mí. 
A pele é coletada com um dermátomo a partir de áreas localizadas 
nas costas, pernas e porção superior dos braços. À pele usualmente é 
desinfetada antes da coleta, bem como imersa em solução de cultura 
de tecidos contendo antibiótico até ser utilizada ou congelada. 

A pele pode ser armazenada a 2 a 8°C por vários dias (AATB, 2002), 
ou criopreservada e armazenada durante vários anos. Por causa da atual 
necessidade de realizar uma extensiva revisão dos registros da histó- 
ria do doador e dos dados laboratoriais, os enxertos de pele são mais 
comumente congelados para uso subsequente. O agente crioprotetor 
de escolha é o glicerol a 10 a 15% (AATB, 2002). O enxerto geralmente 
é incubado por certo período (20 a 30 minutos) em solução de con- 
gelamento, a fim de permitir que a solução permeie o enxerto. Em 
seguida, a pele é congelada em tiras sustentadas por gazes e em posi- 
ção horizontal (achatadas) (Eastlund, 1996). A pele pode ser ou não 
congelada em freezer com controle de taxa, sendo facilmente armaze- 
nada entre —50°C e—80°C. Todavia, diversos bancos de tecidos comu- 
mente empregam temperaturas mais baixas para armazenamentos 
mais prolongados (Kearney, 1998). Os enxertos de pele congelados são 
rapidamente descongelados a 37°C, podendo ser utilizados em seguida 
ou lavados com soluções fisiológicas para diluir o agente crioprotetor. 

O limitado suprimento de aloenxertos de pele estimulou esforços 
no sentido de encontrar substitutos xenogênicos, como pele de porco 
e barreiras artificiais. Mais recentemente, houve tentativas de culti- 
var e multiplicar células epiteliais para, assim, expandir a pele autóloga 
disponível. Outro produto tecidual homólogo que passou a ser ampla- 
mente utilizado é o Alloderm (Lifecell Corporation, The Woodlands, 
Texas, EUA). Trata-se de um enxerto de matriz dérmica acelular pro- 
cessado a partir de um aloenxerto de pele humana. O tecido é enzimati- 
camente processado para remoção de células imunologicamente ativas, 
o que preserva apenas uma rede colágena acelular. Esse tratamento per- 
mite a infiltração de fibroblastos, deposição de colágeno e neoepiteliza- 
ção. Como as células imunologicamente ativas são removidas, o enxer- 
to é tolerado, sem haver rejeição, por um período significativamente 
maior que o tempo de tolerância dos aloenxertos de pele humana tradi- 
cionais. O Alloderm tem sido empregado não só como enxerto de pele 
para queimaduras, mas também com aplicações oftálmicas, plásticas, 
em cirurgias de ouvido, nariz e garganta e odontológicas (Shorr, 2000). 
É um produto fabricado com tecido humano alogênico e deve ser uti- 
lizado mediante os mesmos consentimentos e acompanhamento do 
paciente adotados para outros produtos teciduais humanos. 


Tecidos musculoesqueléticos 


O banco de tecidos teve início há várias décadas, quando os médicos 
passaram a armazenar ossos descartados durante cirurgias, principal- 
mente cabeças de fêmur removidas em cirurgias de substituição arti- 
cular, para uso futuro em outros procedimentos ortopédicos, com fre- 
quência em fusões espinais. Em geral, essa prática envolvia o simples 
armazenamento do osso em freezer sem monitoramento, em alguma 
parte do hospital. Muitas vezes não eram realizados testes nem pro- 
cessamento do osso cirurgicamente descartado, as condições de esto- 
cagem não eram monitoradas, as fontes de tecido e os receptores não 
eram rastreados e, em certos casos, não era sequer solicitado o consen- 
timento do doador original/paciente. Hoje, essas práticas foram quase 
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eliminadas com o uso de tecidos musculoesqueléticos provenientes de 
bancos de tecidos certificados e registrados. Desse modo, os pacientes 
podem optar com segurança pelo recebimento de aloenxerto ósseo 
como parte de um procedimento cirúrgico (Tomford, 1993). Além 
dos enxertos ósseos autogênicos, ossos doados por doador vivo ainda 
são utilizados como fonte de alguns tipos de osso. Os doadores vivos 
atualmente passam por triagem e testes, devendo informar seu con- 
sentimento. Além disso, o tecido ósseo obtido é, ainda, processado 
para redução do risco de transmissão de doenças infecciosas, sendo 
elaborados registros detalhados sobre a fonte doadora e o receptor 
para fins de rastreamento e seguimento. 

Tanto o osso descartado por cirurgia como o osso obtido de doador 
morto são processados de modo semelhante. Tecidos estranhos, san- 
gue e elementos de medula são removidos por uma lavagem por pulso 
de alta pressão, e o tecido é embebido em solução contendo antibióti- 
cos. Culturas bacteriológicas do tecido são realizadas no momento da 
coleta, durante o processamento e antes do congelamento. Os tecidos 
podem requerer a presença de células viáveis, como é o caso da carti- 
lagem, da cabeça femoral, da tíbia, do tendão ou do osso integral. Esses 
tecidos usualmente são lavados, embebidos em solução e congelados a 
temperaturas entre —60ºC e —150ºC. Quando se trata de outros tipos de 
tecido, cuja viabilidade não constitui fator relevante, pode ser utilizada 
a imersão em etanol para remoção do conteúdo lipídico, em geral na 
etapa da preparação de ossos desmineralizados e liofilizados, que tam- 
bém ajuda a diminuir o grau de infectividade do tecido em questão. A 
maioria dos tecidos ósseos passa por uma nova esterilização por meio 
da exposição a baixas doses de radiação. Além disso, a liofilização, apli- 
cável aos produtos ósseos (p. ex., lascas de ossos esponjoso e cortical) 
também parece reduzir a imunogenicidade e, ainda, o grau de infec- 
tividade desses produtos. O uso de óxido de etileno para esterilização 
final de tecido ósseo foi eliminado em grande parte, em consequência 
aos relatos de ocorrência de efeitos colaterais em múltiplos receptores 
(Jackson, 1990). O tecido ósseo é cortado e moldado para, em seguida, 
ser preservado por congelamento ou liofilização. 

Os enxertos de osso servem principalmente de suporte mecânico e 
esboço para as células formadoras de osso do hospedeiro substituírem o 
tecido perdido. A função osteoindutora do enxerto ósseo depende par- 
cialmente da presença de certos fatores de crescimento glicoproteicos 
(Mohan, 1991); contudo, parecem não causar significativas reações de 
rejeição ao aloenxerto por parte do hospedeiro. Como o tecido ósseo 
é processado para remoção de sangue, medula e outros tecidos estra- 
nhos, a maioria dos estudos falhou em demonstrar a presença de antí- 
genos ABO (Ezra-Cohen, 1961). A antigenicidade do produto resultan- 
te é baixa e, assim, a histocompatibilidade e a compatibilização de tipo 
sanguíneo são desnecessárias. Por causa do processamento incompleto 
dos enxertos osteoarticulares extensos, como ocorre com enxertos inte- 
grais de osso-patela-tendão, esse tecido pode conter hemácias residuais. 
Assim, há relatos de casos de imunização aos antígenos do sistema Rh 
(Hill, 1974). Muitos cirurgiões, ao utilizarem enxertos maiores, tentam 
fornecer tecido Rh-compatível a mulheres Rh” em idade fértil. 

Além dos ossos autogênicos, o enxerto ósseo é utilizado em cirur- 
gias de fusão espinal, substituição de articulações protéticas falidas, 
concentração de cistos ósseos benignos, reconstrução de déficits 
maxilares faciais, restauração de osso alveolar em bolsas periodontais 
e até mesmo substituição de ossos extirpados em decorrência da pre- 
sença de tumor (p. ex., osteossarcoma) (Eastlund, 1996). Enxertos de 
tendão e cartilagem são empregados primariamente em cirurgias de 
reparo de joelho. Alguns pacientes se deparam com a opção de recu- 
perar o tecido autólogo a partir da própria crista ilíaca em diversos 
procedimentos ortopédicos eletivos, ou de receber tecido de aloen- 
xerto proveniente de um banco de tecidos. Para cada caso, existem 
vantagens e desvantagens (p. ex., autoenxerto vs aloenxerto). Os auto- 
enxertos aparentemente são incorporados mais rapidamente, não são 
imunogênicos e não transmitem doenças. Contudo, estão associados 
a um tempo maior de anestesia, maior perda de sangue e recuperação 
mais demorada do sítio doador. O amplo suprimento de aloenxer- 
tos torna possível realizar ajustes exatos, não requer a recuperação de 
um sítio doador e, em geral, a duração da cirurgia é menor. Todavia, 
o risco de transmissão de doenças, mesmo que reduzido em grande 
parte pelos procedimentos modernos, ainda existe. O uso de enxertos 
autólogos para outros propósitos é impossível. 


Válvulas cardíacas 


As válvulas cardíacas humanas dispensam o uso de anticoagulantes 
pelos pacientes após a implantação, assim como as próteses mecâni- 
cas e as válvulas de porco utilizadas na substituição da válvula aórti- 
ca. Como consequência, há baixa incidência de tromboembolismo e 
infecções. São ideais para uso pediátrico, em gestantes ou para pacien- 
tes com história de endocardite bacteriana. Seu uso é menos frequen- 
te porque a execução dos procedimentos de colocação de válvulas é 
tecnicamente mais difícil. As válvulas aórtica e pulmonar são comu- 
mente extraídas de doadores de órgãos mortos, quando todo o cora- 
ção se torna inadequado para transplante em consequência de certos 
eventos, como parada cardíaca, mas sem prejuízo da integridade ou da 
função das válvulas aórtica e pulmonar. A obtenção é realizada na sala 
cirúrgica. As válvulas são cuidadosamente dissecadas com um man- 
guito de miocárdio, inspecionadas quanto à integridade e congeladas 
em freezer com controle de taxa, em nitrogênio líquido, utilizando 
DMSO como agente crioprotetor (O’Brien, 1988). Se por um lado os 
antígenos de grupos sanguíneos foram demonstrados no endotélio de 
corações criopreservados, a função mecânica principal dessas estrutu- 
ras depende apenas de tecido conjuntivo inviável. Após o transplante, 
as células do hospedeiro eventualmente repõem o endotélio do doa- 
dor. Vários estudos relatam que a compatibilidade ABO é irrelevan- 
te para a função das válvulas aloenxertadas a longo prazo (Weipert, 
1995). Mais recentemente, alguns cirurgiões cardiotorácicos tentaram 
utilizar enxertos de veia safena para realizar procedimentos de des- 
vio da artéria coronária ou de desvio de artérias obstruídas localiza- 
das em membro inferior, em caso de indisponibilidade de aloenxertos. 
Dada a controvérsia em torno do papel da compatibilização ABO na 
função desses tecidos a longo prazo , em geral emprega-se tecidos que 
apresentam compatibilidade ABO (Laub, 1992). Considerando que o 
descongelamento dos aloenxertos de válvula é normalmente realizado 
pelo pessoal da sala cirúrgica e por técnicos inexperientes de bancos de 
tecidos, é necessário detalhar instruções e protocolos, a fim de evitar 
danos às válvulas. Embora o uso de aloenxertos de válvulas constitua 
uma prática bem-sucedida há muitos anos, os resultados da maioria dos 
estudos sobre aloenxerto de veia obtidos até o momento são desaponta- 
dores (Walker, 1993). 


Córnea 


O transplante de córnea tem sido regularmente realizado nos Estados 
Unidos desde 1961, embora o primeiro registro de transplante de córnea 
tenha sido realizado em 1905. Atualmente, mais de 46.000 transplantes 
de córnea são realizados a cada ano (Eye Bank Association of America, 
1999). Nos EUA, existem 108 bancos de córneas certificados envolvi- 
dos no recrutamento, triagem, obtenção e transplantação de tecido de 
córnea, bem como na educação pública e profissional. A perda da visão 
decorrente de doença da córnea pode resultar de infecção, traumatismo, 
queimaduras ou doenças congênitas. As taxas de sucesso a longo prazo 
(> 10 anos) para alotransplantes de córnea são bem maiores que 90%. 

Muitos doadores podem doar córneas, mesmo que os demais tecidos 
do corpo não possam ser recuperados em decorrência da idade, trau- 
matismo ou doença. O tecido da córnea pode ser recuperado de doa- 
dores com até 80 anos de idade. Em geral, a enucleação ocular é realiza- 
da na sala de cirurgias ou no necrotério em até 6 horas após a morte do 
doador. Subsequentemente, a córnea é removida em ambiente estéril 
no banco de córneas e transferida para meio de cultura tecidual estéril. 
As córneas são armazenadas a 4°C e transplantadas em 48 a 72 horas. 
Esse procedimento permite realizar uma triagem sorológica adequada 
do doador, além de garantir a viabilidade máxima do enxerto. 

O enxerto de córnea há muito tempo é considerado um “sítio imu- 
nologicamente privilegiado” (Medawar, 1948). Como a córnea é prati- 
camente avascular, as APCs e os linfócitos efetores do hospedeiro não 
circulam pelo enxerto de córnea. Portanto, não há necessidade de his- 
tocompatibilidade nem de compatibilização de grupo sanguíneo. Um 
pequeno percentual de enxertos de córnea apresenta vascularização, e 
alguns são rejeitados. O uso de transplantes de córnea compatibilizados 
para antígenos leucocitários humanos (HLA) como tentativa de reali- 
zar transplantes bem-sucedidos nesse grupo de pacientes tem alcançado 
seu intento, com taxas de sucesso variáveis (Volker-Dieben, 1987). 


Tecido reprodutor 


Em decorrência do crescimento exponencial do conhecimento 
sobre desenvolvimento fetal, bem como das tecnologias de reprodu- 
ção, em particular da fertilização in vitro (FIV), 1 a 3% dos nasci- 
mentos ocorridos na maioria dos países ocidentais atualmente são 
assistidos por tecnologias de reprodução (Evers, 2002). Bancos de 
reprodução atualmente são capazes de prestar auxílio a um núme- 
ro maior de indivíduos e casais que desejam manter ou alcançar a 
fertilidade. A maioria dos bancos de reprodução hoje existentes nos 
Estados Unidos atuam como corporações lucrativas. Apesar disso, 
e por causa de inúmeros fatores, como demanda de consumidores, 
necessidade de segurança por parte do consumidor e regulamenta- 
ção governamental, no século XXI, os bancos de esperma funcionam 
segundo os mais altos padrões médicos e éticos. Assim, médicos e 
pacientes podem utilizar os serviços desses bancos sem preocupa- 
ções. As diretrizes e os padrões que envolvem a doação anônima de 
espermatozoides para os bancos foram estabelecidos pela American 
Society for Reproductive Medicine e pela AATB. 

Os bancos de reprodução servem a dois tipos de doadores: doadores 
dirigidos a clientes e doadores anônimos. As doações de espermato- 
zoides dirigidas a clientes em geral se destinam às parceiras íntimas de 
homens que, por diversos motivos, preocupam-se com a fertilidade 
no futuro. Entre esses estão indivíduos prestes a serem submetidos a 
quimioterapia, radioterapia ou cirurgia para tratamento de maligni- 
dades que afetarão sua capacidade reprodutiva. Outros pré-deposi- 
tam o esperma antes de se submeterem à vasectomia, com o intuito 
de se precaverem contra eventuais mudanças de vida, ou seja, para O 
caso de voltarem a querer ter mais filhos. Indivíduos com baixa con- 
tagem de espermatozoides podem guardar o esperma em bancos, a 
fim de obter um número de gametas que seja suficiente para a fertili- 
zação da parceira íntima. Menos frequentemente, homens sujeitos a 
exposição ocupacional (p. ex., trabalhadores de plataformas de usina 
nuclear) capaz de provocar infertilidade ou potencial desenvolvi- 
mento de defeitos genéticos podem escolher guardar seu esperma. O 
esperma coletado e armazenado para parceiras íntimas é testado do 
mesmo modo que as coleções obtidas de doadores anônimos passam 
pela triagem. O sêmen de doadores infectados, que ainda pode ser uti- 
lizado pela parceira íntima, deve ser deixado na quarentena e armaze- 
nado à parte dos depósitos dos demais clientes. Os bancos de esperma 
também recebem doações diretas destinadas a indivíduos específicos 
que não são parceiras íntimas. 

Os bancos de esperma também fornecem esperma de doadores anô- 
nimos a indivíduos ou casais inférteis. Esses bancos mantêm bibliotecas 
de doadores de esperma, possibilitando ao cliente selecionar doadores 
que apresentem características físicas semelhantes, como cabelo e cor dos 
olhos, raça e assim por diante. Os doadores de esperma anônimos passam 
por uma rigorosa triagem, não só para garantir a segurança do receptor e 
da prole em potencial como também para proporcionar a maior probabi- 
lidade de fertilização bem-sucedida. O esperma coletado desses doadores 
permanece em quarentena por 180 dias antes de ser adicionado à coleção. 
Durante esse período, o doador é mensalmente submetido a testes soro- 
lógicos padrão aplicados a todos os doadores de tecidos, bem como a tes- 
tes de detecção de infecções, como citomegalovírus, Neisseria gonorrhoeae 
e Chlamydia. Os doadores de esperma também passam por testes para 
detecção de doenças genéticas, entre as quais doença de Tay-Sachs, fibro- 
se cística, anemia falciforme e talassemia. Usualmente, é feita a cariotipa- 
gem genética completa dos doadores de esperma anônimos (Cap. 69). As 
coleções também são examinadas quanto ao número, à função e à viabi- 
lidade dos espermatozoides. O tecido é liberado para uso somente depois 
que todos esses critérios são cumpridos e revistos pelo diretor-médico do 
banco de espermas. 

A FIV e o banco de embriões são igualmente oferecidos por diver- 
sos bancos de reprodução, além dos centros de reprodução hospita- 
lares. Desde o sucesso original da FIV como forma de tratamento da 
obstrução tubária, em 1983 (Steptoe, 1983), os avanços significativos 
ocorridos nessa área intensificaram seu sucesso. Tais avanços incluem 
a introdução de inovações técnicas nos meios de cultura e criopre- 
servação de embriões, bem como a adoção de critérios morfológicos 
para seleção dos melhores embriões a serem transferidos (Houghton, 
2002). Além do uso por mulheres com doença falopiana, o sucesso da 


injeção intracitoplasmática de espermatozoides no oócito (Palermo, 
1992) fez que a FIV se tornasse a técnica preferida por casais inférteis. 
Nesse caso, utiliza-se esperma proveniente do parceiro ou de um doa- 
dor, sendo obtidas taxas de fertilização mais altas que aquelas geradas 
por inseminação artificial (Boyle, 2004). Ainda, a FIV proporciona aos 
casais com certas doenças genéticas (p. ex., hemofilia e fibrose cística) 
a oportunidade de realizar o diagnóstico genético pré-implantação e 
subsequente seleção de embriões, em uma tentativa de reduzir o risco 
de transmissão da doença à prole. 

As tentativas de criar bancos de óvulos não foram tão bem-sucedidas 
quanto a criopreservação de embriões. Óvulos não fertilizados apresen- 
tam uma taxa muito baixa de fertilização ao serem subsequentemente 
descongelados e utilizados em tentativas de FIV. Além dos oócitos esti- 
mulados pelo congelamento, também foram realizadas tentativas de 
criopreservar o tecido ovariano para futuras implantações. Nesse último 
caso, não se obteve uma gravidez bem-sucedida com seres humanos. 
Tentativas recentes de aprimorar o banco de oócitos se concentraram na 
introdução de modificações tanto no meio de cultura como nos gradien- 
tes de temperatura de liofilização (Boldt, 2003). Pacientes do sexo femi- 
nino, diante da perda da fertilidade em decorrência de avanço da idade, 
doença ou quimioterapia, e que têm um parceiro íntimo, ainda são fre- 
quentemente encaminhadas para FIV seguida da criopreservação dos 
embriões resultantes para posterior implantação. O uso de esperma de 
doadores e FIV muitas vezes constituem o método recomendado para 
mulheres que não possuem parceiro íntimo até que a criopreservação 
de oócitos demonstre resultados mais promissores. Muitos bancos de 
reprodução também fornecem serviço de coleta de óvulos de doadoras 
para indivíduos inférteis. Essas doadoras passam por triagem, do mesmo 
modo como os doadores de esperma anônimos são submetidos a testes. 

O sêmen coletado é misturado a uma solução contendo glicerol e 
gema de ovo, que atua como agente crioprotetor. A gema de ovo for- 
nece suplemento adicional de proteínas que ajuda a preservar o esper- 
ma durante o processo de dessecação. A mistura sêmen-conservante 
é dividida em pequenos frascos pré-resfriados à temperatura de 5°C, 
congelada em freezer com controle de taxa em nitrogênio líquido, e 
armazenada na fase líquida do nitrogênio a —196°C. O esperma crio- 
preservado pode ser utilizado tanto para inseminação artificial como 
para FIV. As doações para clientes específicos são mantidas por tempo 
indeterminado, enquanto as amostras de esperma doadas de forma 
anônima para o banco usualmente são mantidas por 5 anos. Para 
indivíduos que desejam realizar inseminação artificial, essas tentativas 
nem sempre são bem-sucedidas, de modo que os clientes são aconse- 
lhados a depositar esperma suficiente para realização de vários proce- 
dimentos reprodutivos. 

O advento de todas essas tecnologias deu origem a inúmeros aspec- 
tos científicos e éticos. A eliminação de embriões não utilizados, a rea- 
lização da triagem pré-implantação de embriões e as gestações múl- 
tiplas, além dos riscos genéticos desconhecidos envolvidos afetando 
a saúde das crianças concebidas por FIV (Lucifero, 2004) criaram a 
necessidade de uma abordagem multidisciplinar nessa área, a fim de 
incluir membros de grupos públicos de interesse, bem como profis- 
sionais cientistas e médicos (Cetin, 2003). 


Banco de células progenitoras hematopoéticas 


O transplante de células hematopoéticas teve início há 40 anos, 
quando transplantes de medula óssea eram realizados entre indivíduos 
geneticamente idênticos (gêmeos idênticos), sob tratamento com altas 
doses de agentes quimioterápicos mieloablativos e/ou radioterapia, em 
uma tentativa de curar malignidades hematopoéticas (Thomas, 1959). 
Trabalhos mais antigos haviam demonstrado a presença de unidades 
formadoras de colônias (CFU, colony-forming units) ou células no baço 
ou na medula de camundongos, capazes de restaurar a função hemato- 
poética entre irmãos da mesma ninhada (geneticamente idênticos) que 
foram expostos a doses letais de radiação (Lorenz, 1951). A restauração 
da hematopoiese no receptor humano depende do transplante de célu- 
las progenitoras hematopoéticas pluripotentes em número equivalente 
a cerca de 1% da concentração de células normais da medula, e com 
capacidade tanto de replicar como de se diferenciar em células sanguí- 
neas de diferentes linhagens (Cap. 30). A identificação do sistema HLA 
como o principal complexo de histocompatibilidade no homem, bem 
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como a capacidade dos laboratórios de tipagem tecidual de identifi- 
car tipos de HLA de indivíduos ao nível de alelo, foram os fatores que 
possibilitaram o transplante de medula óssea entre indivíduos HLA- 
compatíveis. Esses indivíduos em geral eram parentes de primeiro 
grau, geneticamente distintos. Atualmente, os bancos de células pro- 
genitoras constituem bancos de tecidos altamente especializados que 
realizam a coleta, o processamento, o armazenamento e a reinfusão de 
produtos de CPrHs extraídos da medula óssea, sangue periférico ou até 
mesmo do sangue de cordão umbilical para o tratamento de pacien- 
tes apresentando uma ampla variedade de doenças ( Tab. 37.4). Não só 
os enxertos de CPrHs são realizados da forma tradicional — exposição 
de pacientes com doença maligna a doses letais de quimioterapia e/ou 
radioterapia (transplantes mieloablativos) e para restaurar a função 
normal em pacientes com defeitos de hematopoiese (anemia aplástica, 
anemia falciforme) — como também são realizados transplantes hema- 
topoéticos após a administração de uma terapia de indução mínima 
a certos pacientes (transplantes não mieloablativos). O sucesso des- 
ses transplantes depende do efeito “enxerto versus doença” produzido 
pelos linfócitos T do doador, no sentido de eliminar a doença residual 
em pacientes que apresentam doença maligna. No ano de 2000, apro- 
ximadamente 18 mil pacientes em todo o mundo foram tratados com 
alguma forma de enxerto hematopoético (Storb, 2003). A terminologia 
em transição é mostrada na Tabela 37.5. 


Fontes de células hematopoéticas 


O tecido hematopoético utilizado na transplantação pode ser obti- 
do junto a uma ou mais fontes (Tab. 37.6). Indivíduos submetidos 
a enxertos autólogos ou autogênicos doam suas próprias células, as 
quais são congeladas e dessecadas antes da exposição a altas doses de 
quimioterapia e/ou radioterapia. Imediatamente após a realização 
desse tratamento mieloablativo, as células do próprio paciente são 
dessecadas e nele reinfundidas. As CPrHs do próprio paciente trans- 
plantadas se alojam e reimplantam no estroma da medula, diferen- 
ciando-se em elementos formadores de células sanguíneas maduros. 
Outros pacientes que não são candidatos à transplantação autóloga, 
em decorrência da presença de células tumorais circulantes (p. ex., 
leucemias agudas), serão candidatos ao transplante alogênico. Nesse 
caso, o tecido hematopoético provém de um indivíduo que apresenta 
compatibilidade HLA satisfatória. O tecido hematopoético contém 
linfócitos viáveis capazes de reconhecer os antígenos HLA estra- 
nhos do hospedeiro e produzir uma reação enxerto versus hospedei- 
ro (EVH). A intensidade dessa resposta imune do enxerto contra o 
hospedeiro pode variar de branda (grau 1) a severa (graus 3 e 4). A 
reação EVH, em particular de graus 3 e 4, continua sendo um dos 
riscos de morbidade e mortalidade mais significativos associados ao 
transplante de CPrHs alogénicas. Por esse motivo, os doadores são 
selecionados para que sejam escolhidos aqueles com a melhor com- 
patibilidade HLA. 

Esses doadores podem ser irmãos ou outros familiares HLA- 
compatíveis. Outra possibilidade é o paciente receber o enxerto de 
um indivíduo HLA-compatível que não pertença a sua família e tenha 
sido selecionado entre os inúmeros doadores registrados ao redor do 
mundo. Esses registros — dos quais o maior, nos EUA, é o do National 
Marrow Donor Program (NMDP) — recrutam indivíduos sadios que se 
disponham a doar altruisticamente suas medulas ósseas ou células pro- 
genitoras do sangue periférico (CPSPs) a indivíduos que necessitam 
de transplantes e não possuem nenhum doador HLA-compatível. Os 
doadores cadastrados nesses registros têm a medula ou CPSPs extra- 
ídas em um hospital ou centro hematológico localizado próximo de 
suas casas. Os enxertos assim obtidos são, então, transportados por 
um mensageiro até o centro de transplantação. O caráter anônimo é 
preservado tanto para o doador como para o receptor. Devido à neces- 
sidade de haver uma compatibilidade HLA quase perfeita, os registros 
devem incluir milhões de voluntários para que o paciente conte com 
uma probabilidade razoável de encontrar um doador compatível. 
Como não expressam antígenos ABO, as células progenitoras hema- 
topoéticas pluripotentes se implantam no estroma da medula de indi- 
víduos ABO incompatíveis. Em consequência, é eliminada a necessi- 
dade de haver compatibilidade entre os doadores, contanto que sejam 
removidas as hemácias maduras contidas nesses enxertos. 


Tabela 37.4 Indicações para transplante hematopoético 


Leucemia mieloide aguda 
Leucemia linfoblástica aguda 
Leucemia mielógena crônica 
Mieloma múltiplo 

Linfoma não Hodgkin 
Síndromes mielodisplásicas 
Doença de Hodgkin 
Neuroblastoma 

Sarcoma de Ewing 
Rabdomiossarcoma 

Anemia aplástica 

Anemia falciforme 
Talassemia 

Imunodeficiência severa combinada 


Tabela 37.5 Terminologia em transição 


CPrH Células progenitoras hematopoéticas, antigamente 


denominadas células-tronco hematopoéticas 

Células progenitoras hematopoéticas, aférese, antigamente 
denominadas células progenitoras de sangue periférico ou 
células-tronco hematopoéticas 


CPrH, aférese 


CPrH, medula Células progenitoras hematopoéticas derivadas da medula 
Óssea 

CPrH, sangue de Células progenitoras hematopoéticas derivadas de sangue 

cordão umbilical de cordão 


Tabela 37.6 Comparação entre fontes e produtos de células progenitoras 
hematopoéticas quanto às formas de coleta e complicações associadas 


Sangue de Autólogo (CPrH, Alogênico 
cordão (CPrH, aférese + medula) (CPrH, aférese 
CPrH-SCU) + medula) 


Tipo de doador Sangue de Paciente Doador com ou 


cordão umbilical sem grau de 
parentesco 
Produto Células-tronco” Medula óssea ou Medula óssea ou 
progenitoras de células progenitoras células progenitoras 
sangue de cordão do SP do SP 
Coleta Cordão umbilical Hemaférese ou Hemaférese ou 
da placentaao medula durante o medula durante 
nascimento intraoperatório o intraoperatório 
Principal Células Recorrência da doença Doença do enxerto 
complicação  progenitorasem original vs. hospedeiro 
número 
insuficiente 


CPrH, aférese = CPSP = células progenitoras hematopoéticas do sangue periférico; CPrH, 
medula = CPMO = células progenitoras hematopoéticas da medula óssea; CPrH, SCU = 
CPSCU = células progenitoras hematopoéticas de sangue de cordão umbilical. 


Medula óssea 

A medula óssea é extraída a partir da crista ilíaca do doador, na sala 
cirúrgica e sob condições estéreis. Os doadores serão eleitos para rece- 
ber anestesia geral ou espinal. A quantidade de medula a ser coletada 
depende do tamanho do receptor; em geral, é suficiente fornecer 2 x 
10º células nucleadas/kg de peso corporal do receptor. Considerando 
um adulto de 70 kg, seria necessário coletar cerca de 700 mL de medu- 
la. A técnica envolve a coleta de aproximadamente 3 a 5 mL/aspiração 
em seringa heparinizada. A aspiração de um volume excessivo a partir 


de um único sítio resultará na diluição da medula com sangue peri- 
férico. Usualmente, 2 pessoas executam o procedimento de coleta ao 
mesmo tempo, uma de cada lado da crista ilíaca do doador. Conforme 
é coletada, a medula aspirada vai sendo filtrada através de filtros com 
poros grandes para remoção de espículas ósseas e coágulos, sendo adi- 
cionado anticoagulante suplementar. Como as CPrHs estão contidas na 
fração de células nucleadas, a medula coletada muitas vezes é novamen- 
te processada para redução de volume, separando o creme leucocitário 
de uma ampla proporção de hemácias e volume plasmático. O creme 
leucocitário pode ser ainda mais processado para remoção de todas 
as hemácias, caso o doador e o receptor sejam ABO-incompativeis, 
ou quando se quer depletar as células T. A medula óssea de doadores 
autogênicos é congelada e armazenada antes do uso. Por outro lado, as 
doações de medula alogênica em geral não são coletadas antes do dia da 
realização do transplante e, portanto, não requerem armazenamento. 
Enquanto a medula óssea extraída da crista ilíaca constituía a fonte 
original e duradoura de CPrHs para transplantação, o desenvolvimen- 
to de novas tecnologias na última década permitiu coletar essas célu- 
las a partir do sangue periférico tanto de pacientes como de doadores 
normais, e até mesmo do sangue de placenta ou cordão umbilical. 


Células progenitoras do sangue periférico 

O estímulo ao desenvolvimento de tecnologias que possibilitassem a 
coleta de CPrHs a partir do sangue periférico foi seu potencial uso em 
transplantes autólogos nos casos em que há grande preocupação com a 
contaminação da medula por células tumorais malignas. Graças à rela- 
tiva facilidade de execução da coleta por hemaférese quando compara- 
da à coleta de medula óssea, as células progenitoras obtidas do sangue 
periféricos estão sendo cada vez mais utilizadas em condições alogêni- 
cas. Uma das áreas em que esse tipo de coleta deve exercer impacto sig- 
nificativo se refere aos doadores não aparentados ou voluntários. Esse 
impacto deve resultar no aumento do número de indivíduos que se tor- 
nam voluntários nos programas nacionais de doação de medula, diante 
da oferta da hemaférese como alternativa à coleta de medula óssea tra- 
dicional. A aparelhagem e os procedimentos utilizados para coleta de 
células progenitoras do sangue periférico são descritos no Capítulo 36. 

Nitidamente, a grande vantagem da obtenção de células progenito- 
ras do sangue periférico em relação à obtenção de células da medula 
está no tempo necessário para a formação de enxerto de neutrófilos 
e plaquetas: 8 a 12 dias em média para células progenitoras do san- 
gue periférico mobilizadas, comparado a 2 — 4 semanas para células da 
medula óssea (Gianni, 1989). Essa rápida recuperação reduz visivel- 
mente as taxas de morbidade e mortalidade associadas à ocorrência de 
neutropenia/trombocitopenia profunda, além de diminuir os custos 
associados à internação hospitalar, suporte transfusional, tratamento 
de complicações e assim por diante. 

Há 3 décadas já era sabido que as CPrHs podem ser encontradas no 
sangue periférico após a recuperação da quimioterapia (Richman, 1976). 
Somente mais tarde, no entanto, foram desenvolvidos sistemas de hema- 
férese que permitiram a coleta segura dessas células em números ade- 
quados para implantação no receptor após a quimioterapia (Kessinger, 
1988). Para a maioria dos pacientes submetidos ao transplante autólogo, 
a coleta por aférese de grandes volumes (14-20 L/procedimento) atual- 
mente está bem estabelecida como forma eficiente de coletar números 
adequados de CPrHs realizando um número razoável de procedimen- 
tos, a fim de proporcionar uma recuperação hematopoética apropriada. 

As CPrHs são morfologicamente indistinguíveis das demais célu- 
las mononucleares encontradas na medula ou no sangue periférico, 
ainda que a coleta de um número adequado de células seja essencial 
para sustentar a formação do enxerto de medula no receptor. De 
forma tradicional, as coletas de medula óssea objetivam extrair células 
nucleadas em quantidade suficiente para garantir a obtenção de um 
número mínimo de células progenitoras. É possível testar os enxer- 
tos de medula quanto à atividade de células progenitoras por meio de 
ensaios de formação de colônias (Iscove, 1971). Essa técnica consiste 
em cultivar uma amostra de células mononucleares em meio de metil- 
celulose suplementada com fatores de crescimento hematopoético e 
aminoácidos essenciais durante 10 a 14 dias. Ao final desse período, 
as placas de cultura são examinadas quanto ao número e ao tipo de 
CFUs características, incluindo unidade formadora de explosão eri- 
troide (BFU-E), colônias de granulócitos/macrófagos (CFU-GM) e 


colônias mistas — granulócitos, eritrócitos, monócitos e megacarióci- 
tos (CFU-GEMM). Grupos contendo mais de 50 células são classifi- 
cados como colônias. Coleções contendo mais de 1 x 10º CFUs/kg de 
peso do receptor são consideradas adequadas. 

Conforme a coleta de enxertos de células progenitoras passou a ser 
realizada utilizando procedimentos de hemaférese de sangue periféri- 
co, tornou-se necessário desenvolver um ensaio que fosse concluído 
em um único dia e pudesse ser empregado para determinar o núme- 
ro requerido de coletas de hemaférese. A quantificação do número de 
células expressando antígeno CD34 por citometria de fluxo ganhou 
ampla aceitação como método de avaliação do grau de adequação 
das coletas de células progenitoras do sangue periférico. A expressão 
do antígeno CD34 é restrita às células primitivas de todas as linhagens 
(Civin, 1989). Foi demonstrado que a coleta de produtos de hema- 
férese empregando a quantificação de células CD34* como índice de 
eficácia do enxerto resulta na sustentação do enxerto hematopoético 
(Berenson, 1991). A padronização do ensaio celular para detecção de 
CD34 e a disponibilidade da análise por citometria de fluxo resulta- 
ram na utilização da quantificação de células CD34* pela maioria 
dos programas, com o objetivo de determinar o número e o grau de 
adequação das coletas de células progenitoras do sangue periférico 
(Sutherland, 1994). De uma forma geral, coletas de células progeni- 
toras do sangue periférico contendo 3 x 10º células CD34*/kg de peso 
corporal do receptor são consideradas adequadas à promoção da for- 
mação de enxertos de neutrófilos em 8 a 10 dias. 

A coleta de CPrHs de doador ou paciente não mobilizado requer a 
execução de múltiplos procedimentos de aférese ou coletas, uma vez 
que o número de CPrHs existentes no sangue periférico representa 
cerca de 1/10 a 1/100 do número de células encontrado na medula. 
Assim, é necessário realizar terapias de “mobilização” para aumentar 
o número de CPrHs circulantes e, desse modo, melhorar a eficácia 
da coleta por hemaférese. Richman (1976) constatou que a queda do 
número de células CD34" circulantes após a quimioterapia é seguida 
de um aumento de 4 a 5 vezes do percentual dessas células exatamen- 
te quando a contagem absoluta de neutrófilos começa a se recuperar, 
usualmente 14 a 21 dias após a terapia. Esse aumento da concentração 
de células CD34* circulantes atinge o máximo quando são emprega- 
dos agentes quimioterápicos como citoxan e etoposídeo. Se a coleta 
por hemaférese for realizada durante essa janela, é possível recuperar 
um número elevado de CPrHs executando um número limitado de 
procedimentos, mesmo que a contagem total de células brancas seja 
inferior a 10.000 células/uL. Como é curto o período (2 a 3 dias) em 
que os níveis de células CD34* circulantes se mantêm altos, é crítico 
monitorar cuidadosamente a contagem de células brancas e de células 
CD34" no sangue periférico do paciente, bem como o momento em 
que a coleta por hemaférese é realizada. Além disso, alguns investi- 
gadores perceberam que a coleta de CPrHs autólogas durante a fase 
de recuperação da quimioterapia diminui a probabilidade de conta- 
minação do produto de aférese por células tumorais. O uso de fator 
estimulador de colônias de granulócitos/macrófagos (GM-CSF) e de 
fator estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF) também resul- 
ta em aumento significativo do número de células CD34* circulantes 
no sangue periférico (Siena, 1989). A administração de doses de 5 a 
10 ug/kg de peso corporal durante 4 a 5 dias resultará em aumento de 
5 a 10 vezes do número de células CPrHs no sangue periférico. Foi 
demonstrado que o uso isolado de G-CSF é mais eficaz que o condi- 
cionamento quimioterápico para coleta de células CD34*. A combi- 
nação do condicionamento quimioterápico ao uso de fatores de cres- 
cimento (principalmente G-CSF) produz máxima mobilização de 
CPSPs e minimiza o número de procedimentos de hemaférese neces- 
sários para coletar uma dose de transplante de CPrHs. Essa é a estra- 
tégia adotada pela maioria dos programas de transplante autogênico. 

Investigou-se a administração de G-CSF ao doador alogênico 
sadio para mobilizar CPrHs e, além da ocorrência de efeitos suaves 
(p. ex., dor óssea e dor de cabeça), o procedimento foi bem tolerado 
(Anderlini, 1997). Cada vez mais, os programas de transplante estão 
utilizando sangue periférico, em vez de medula, como fonte de CPrHs 
para realização tanto de transplantes alogênicos como de autogênicos. 
O maior risco de desenvolvimento de doença do enxerto versus hospe- 
deiro (DEVH) por receptores alogênicos de CPrHs de sangue periférico 
comparativamente aos receptores de CPrHs de medula (Cutler, 2001) 
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tem estimulado a realização de triagens em busca de novas tecnologias 
modificadoras desses enxertos (ver adiante: purga de células T). 


Sangue de cordão umbilical 

O fato de haver maiores números de células de unidades formado- 
ras de colônia ou células progenitoras no sangue de cordão umbilical 
é conhecido há muitos anos. Todavia, somente em 1989 foram reali- 
zadas as primeiras tentativas de utilizar células recuperadas a par- 
tir de cordões umbilicais de placenta no transplante hematopoético 
(Gluckman, 1989). O aparente sucesso de vários desses transplantes 
iniciais utilizando sangue de cordão conduziu à organização de diver- 
sos bancos de sangue de cordão nos Estados Unidos e na Europa, em 
uma tentativa de fornecer outra fonte de tecido de células progenitoras 
para pacientes que necessitam de transplante alogênico. Além disso, 
como as células progenitoras são obtidas a partir do sangue do cordão, 
parece haver maior tolerância a certo grau de incompatibilidade HLA 
possivelmente existente entre o doador e o receptor, sem produção 
de reações EVH de graus 3 ou 4. Assim, o transplante hematopoético 
pode ser disponibilizado a alguns pacientes que, de outro modo, não 
poderiam contar com um doador HLA-compatível (Laughlin, 2001). 
As células progenitoras do sangue de cordão umbilical são coletadas 
por canulação das veias placentárias enquanto a placenta ainda está 
no útero ou, mais comumente, após o parto, ou ainda pela expressão 
direta da placenta para extração do sangue de cordão após o parto. O 
número de CPrHs recuperado é diretamente proporcional ao volu- 
me de sangue de cordão coletado. Esse, por sua vez, varia conforme o 
tamanho do bebê e da placenta, e também conforme o grau de experi- 
ência de quem realiza a coleta (Wagner, 1992). Comumente, são obti- 
dos volumes de 40 a 150 mL em centros experientes. Essa quantidade 
resultará na coleta de aproximadamente 4 a 11 x 10° células nucleadas. 
Coletas cujo volume é inadequado (< 40 mL) costumam ser descarta- 
das. Em geral, as coletas de sangue de cordão umbilical não são nova- 
mente processadas para redução de volume, sendo diretamente conge- 
ladas com DMSO e armazenadas em nitrogênio líquido. Uma equipe 
especialmente treinada e a postos na sala de parto não é distraída pela 
prestação de assistência à mãe e/ou ao bebê, além de reduzir o risco de 
contaminação bacteriana do sangue de cordão. 

É essencial obter a história médica da mãe, bem como submetê-la 
a testes para garantir a segurança do produto de sangue de cordão e 
constatar a ausência de doenças genéticas. Além das determinações 
laboratoriais padrão para detecção de doenças sorologicamente trans- 
missíveis, também são realizados testes para detecção de doenças 
virais e bacterianas. 

Embora o banco de sangue de cordão ofereça um estimulante poten- 
cial para graus de histocompatibilidade menores e, assim, de maior 
disponibilidade de pacientes, existem aspectos críticos que precisam 
ser abordados: métodos para expandir o número de células a fim de 
fornecer quantidade adequada de CPrHs para receptores maiores e os 
custos envolvidos no estabelecimento e na manutenção dos bancos de 
sangue de cordão (Grewal, 2003). 


Enxertos hematopoéticos não mieloablativos 


A eliminação de células tumorais pode ser parcialmente consegui- 
da por meio da quimioterapia ou radioterapia utilizada em regimes 
condicionantes de doses altas. Além disso, devido às maiores taxas de 
morbidade e mortalidade associadas a enxertos alogênicos de CPrHs 
com doses elevadas, inúmeros pacientes são excluídos como possíveis 
candidatos aos tradicionais transplantes de CPrHs em decorrência da 
idade ou por apresentarem comorbidades. Esses e outros dados que 
demonstram o potencial benefício proporcionado por transplantes de 
CPrHs alogênicas versus autólogas conduziram à investigação em torno 
de protocolos de transplante não mieloablativos — também denomina- 
dos transplantes de CPrHs alogênicas de intensidade reduzida. 

Estudos iniciais realizados com camundongos demonstraram que 
receptores de enxertos alogênicos apresentaram maior sobrevida 
quando comparados aos receptores de enxertos singênicos (Barnes, 
1957). Estudos posteriores realizados com seres humanos demonstra- 
ram a ocorrência desse mesmo efeito enxerto vs. leucemia em pacientes 
transplantados para curar leucemias agudas. Esse efeito pareceu estar 
correlacionado ao desenvolvimento de DEVH crônica pelo receptor 


(Weiden, 1981). A dependência desse efeito em relação aos linfócitos 
T do doador foi novamente demonstrada pela alta taxa de recidivas 
apresentada pelos pacientes que haviam recebido enxertos de CPrHs 
depletados de células T (Marmont, 1989). Os esforços iniciais se con- 
centraram na infusão de linfócitos T do doador após o transplante das 
CPrHs em pacientes que haviam apresentado recaída (Kolb, 1990). 
Essa técnica passou a ser conhecida como infusão de linfócitos do doa- 
dor (ILD). Como esses pacientes não foram submetidos à quimiotera- 
pia adicional, a abordagem seguinte foi uma tentativa de transplantar 
CPrHs de sangue periférico sem realizar condicionamento (Porter, 
1999). Com isso, rapidamente ficou claro que era necessário realizar 
alguma terapia condicionante (principalmente imunossupressora) 
para permitir a implantação das células do doador. Atualmente, os 
regimes condicionantes para transplantes não mieloablativos objeti- 
vam fornecer imunossupressão suficiente para permitir a implantação 
das células do doador, em vez de eliminar a carga tumoral. Uma maior 
concentração de linfócitos T presente em enxertos de CPrHs de san- 
gue periférico, em comparação ao observado nos enxertos de células 
de medula, parece reduzir o risco de rejeição ao enxerto. Essa ação se 
dá pela supressão dos linfócitos T do hospedeiro, bem como pelo favo- 
recimento do desenvolvimento de um efeito enxerto versus leucemia. 
A ILD também pode ser realizada posteriormente, caso a implantação 
das células T do doador tenha sido insuficiente ou o paciente apresen- 
tar recaída. 

Nos transplantes de CPrHs não mieloablativos, o controle da doen- 
ça é mediado pelo reconhecimento de células tumorais residuais pelas 
células T do doador. Para que isso ocorra, é necessário haver estabele- 
cimento de um quimerismo de linfócitos T ao menos parcial, quando 
não a completa substituição por células T do doador. Tal é a cinética 
da formação do enxerto de células T em transplantes de CPrHs não 
mieloablativos, que pode ser necessário um período de até 1 ano para 
haver remissão completa da doença (Childs, 1999). Portanto, essa 
terapia é inadequada para pacientes com leucemias agudas sem his- 
tória de remissão, ou em casos de malignidade agressiva que possam 
apresentar recidiva precoce. Enquanto menores taxas de morbidade 
e mortalidade estão associadas ao regime de condicionamento para 
transplantes de CPrHs não mieloablativos, o maior risco de desenvol- 
ver DEVH continua sendo o mesmo observado após a instituição de 
regimes condicionantes com doses elevadas. Por causa do maior risco 
de desenvolvimento de DEVH e de rejeição do enxerto em transplan- 
tes de CPrHs envolvendo indivíduos sem parentesco, principalmente 
se houver incompatibilidade HLA, ainda se faz necessário verificar se 
esse grupo de pacientes será beneficiado pela realização de transplan- 
tes de CPrHs não mieloablativos (Niederwieser, 2003). 

A reduzida toxicidade dos regimes de preparação viabiliza seu 
uso para pacientes idosos e também está associada a uma menor 
carga transfusional, além de internações hospitalares mais curtas 
(Weissinger, 2001). A menor toxicidade e os melhores resultados pro- 
duzidos por essa terapia contribuíram para o rápido crescimento da 
comunidade de transplantes hematopoéticos. O European Group for 
Blood and Marrow Transplantation relatou uma incidência de 27% 
de transplantes de CPrHs não mieloablativas envolvendo receptores 
de transplantes alogênicos, no ano 2000 (Gratwohl, 2002). 


Purga 


Uma vez coletadas as CPrHs, seja a partir da medula ou do sangue 
periférico, com frequência é vantajoso processar novamente o pro- 
duto de CPrHs coletado em uma tentativa de reduzir uma possível 
contaminação com células tumorais ou, em caso de transplantação 
alogênica, de reduzir o número de linfócitos T. Para tanto, têm sido 
adotadas duas abordagens não mutualmente exclusivas. A primeira 
delas tem como objetivo eliminar as células tumorais e constitui a 
base das conhecidas técnicas de purga ou de seleção negativa. A outra 
abordagem emprega métodos para separar e coletar apenas CPrHs 
CD34", descartando a fração celular remanescente, na qual provavel- 
mente estão contidas as células tumorais. Esses métodos usualmente 
são referidos como técnicas de seleção positiva (Tab. 37.7). 

As técnicas de purga originalmente empregavam uma variedade de 
métodos específicos e inespecíficos para remover a população de célu- 


Tabela 37.7 Métodos de purga de células-tronco 


Seleção positiva 
Seleção de células CD34+ 
Colunas de fase sólida 
Pérolas magnéticas 
Seleção negativa 
Farmacológica 
4-hidroxiperoxiciclofosfamida (4-HC) 
Etoposideo (VP-16) 
Imunológica 
Célula tumoral + AcMo + toxina 
Toxina = complemento/ricina/outra substância 
Célula tumoral + AcMo + fase sólida 
Fase sólida = coluna com pérolas 


las indesejadas. Os métodos originais empregavam o uso de fármacos 
citotóxicos, como 4-hidroxiperoxiciclofosfamida (4-HC) e etoposí- 
deo (VP-16), para remover células tumorais contaminantes (Yeager, 
1986). Esses métodos são o equivalente in vitro da quimioterapia de 
altas doses e, assim, o principal efeito negativo que produzem é dani- 
ficar as CPrHs. Outras tecnologias incluíam o uso de lectinas e/ou 
formação de rosetas para eliminar populações celulares indesejadas, 
principalmente células T. Mais recentemente, anticorpos monoclo- 
nais dirigidos contra um receptor celular específico foram utilizados 
tanto com complemento ou acoplados a imunotoxinas (p. ex., ricina) 
para realmente lisar a população de células tumorais contaminantes. 
Do mesmo modo, com o advento da tecnologia das pérolas imuno- 
magnéticas, é possível acoplar anticorpos monoclonais a essas pérolas. 
O complexo anticorpo-pérola-célula tumoral é, então, removido atra- 
vés da passagem da suspensão de células por um campo eletromagné- 
tico. As populações celulares indesejadas ficarão retidas nesse campo, 
enquanto as CPrHs serão lavadas e coletadas. 

As técnicas de seleção positiva se concentram na presença seleti- 
va do marcador CD34 nas CPrHs, bem como na disponibilidade de 
anticorpos monoclonais contra esse marcador. Enquanto a tecnologia 
original empregava uma coluna em que haviam anticorpos mono- 
clonais ligados, os métodos atuais utilizam pérolas ou esferas imuno- 
magnéticas. A fração celular mononuclear proveniente da coleta de 
medula óssea ou da coleta por hemaférese é incubada com anticorpos 
monoclonais anti-CD34 ou outro anticorpo monoclonal de interesse. 
Em seguida, é adicionada uma suspensão de pérolas imunomagnéti- 
cas marcadas com um segundo anticorpo. Esse anticorpo secundário 
se liga ao anticorpo monoclonal anti-CD34, formando um comple- 
xo pérola-célula-alvo. Quando a suspensão celular subsequentemen- 
te atravessa um campo magnético, o complexo célula CD34*-pérola 
magnética fica retido, sendo eliminada a suspensão de células mono- 
nucleares remanescentes que contêm células tumorais ou células T 
CD3*. As células progenitoras CD34* são, assim, soltas das pérolas 
magnéticas pela ação de um agente liberador, enquanto as pérolas são 
removidas pela reaplicação do campo magnético. A suspensão obtida 
contém em torno de 90% de células CD34*. A redução do número 
de células T CD3* equivale a uma depleção da ordem de 3,5 log,p. A 
recuperação média de células CD34* equivale a aproximadamente 
50% da concentração inicial de células CD34" existente no produto de 
hemaférese. Há controvérsias quanto aos benefícios proporcionados 
pelas seleções positiva e negativa de purga dos enxertos de CPrHs, em 
termos de redução da contaminação por células tumorais e das taxas 
de recaída de doença (de Lima, 2004). Essas técnicas, exceto a deple- 
ção de células T, têm sido intensamente investigadas, porém ainda são 
consideradas experimentais. 


Depleção de células T 

Técnicas empregadas para reduzir o número de linfócitos T em enxer- 
tos hematopoéticos alogênicos, principalmente de medula, têm sido 
direcionadas à redução da incidência e grau de severidade da DEVH. 
Uma grande parte das técnicas para purgar células tumorais menciona- 
das, como a seleção positiva de células CD34*, também tem sido apli- 
cada na redução da população de células T presente no enxerto (Tab. 


Tabela 37.8 Métodos de depleção de linfócitos T 


Lectinas 

Lectina da soja com formação de rosetas-E 
Centrifugação por contracorrente 
imunológicos 

Anticorpo 

Anticorpo + complemento 

Anticorpo + fase sólida 
Seleção positiva 


37.8). Outras técnicas dirigidas especificamente às células T incluem 
aglutinação com lectina de soja, formação de roseta-E, combinações 
desses dois, elutriação por contracorrente e anticorpos monoclonais. 

A lectina de soja produz uma aglutinina específica para o receptor 
CD2 expresso em linfócitos e, portanto, aglutina células T CD2*. A 
adição de uma etapa de formação de roseta com eritrócitos de carnei- 
ro elimina células T remanescentes que não foram aglutinadas pela 
lectina. Essa metodologia resulta na depleção de células T da ordem 
de 2 a 3 log,, (Reisner, 1982). As triagens atualmente realizadas uti- 
lizando anticorpos monoclonais têm se baseado no uso de anticor- 
pos anti-CD52 tanto in vitro, para tratamento do produto de CPrHs, 
como in vivo, para reduzir a população de linfócitos T do hospedeiro 
(Chakraverty, 2002). 

A elutriação por contracorrente consiste em um método empregado 
para depletar células T, que utiliza a característica separação de células 
em campo centrífugo, com base no tamanho e na densidade das várias 
populações celulares. Uma das vantagens desse sistema reside no fato 
de não serem adicionados agentes quimioterápicos nem anticorpos à 
população de CPrHs. Dessa forma, a função celular não é comprome- 
tida. Concentrados de creme leucocitário obtidos a partir da medula 
são introduzidos na centrífuga a diferentes velocidades de fluxo, per- 
mitindo a coleta de frações celulares de diferentes tamanhos e densi- 
dades. O sistema é altamente eficaz em termos de separação da fração 
rica em CFU-GM de uma fração de linfócitos CD3*. Como as células 
não sofrem alterações, a fração CD3* pode ser quantificada e parcial- 
mente devolvida à fração CFU-GM com o intuito de fornecer uma 
dose controlada de células CD3*, caso haja interesse clínico (Noga, 
1990). O grau de recuperação celular é alto e, dada a biocompatibili- 
dade do meio de elutriação, é possível reinfundir o(s) produto(s) sem 
a necessidade de etapas de lavagem adicionais. As principais desvanta- 
gens desse procedimento são o custo dos equipamentos utilizados e a 
necessidade de contar com operadores experientes. 

A introdução de técnicas que utilizam pérolas imunomagnéticas 
para seleção positiva de células CD34* também conduziu ao uso das 
mesmas em condições de transplantação alogênica, pela resultan- 
te depleção de células T CD3*, em particular nas coletas de células 
progenitoras de sangue periférico. A tecnologia das pérolas imuno- 
magnéticas é facilmente aplicável aos produtos de células progenito- 
ras de hemaférese, bem como aos produtos mais volumosos da coleta 
de medula óssea. Há relatos de diversos centros que utilizaram com 
sucesso esses novos métodos para redução da população de células 
T CD3* na transplantação alogênica, em particular quando doador 
e receptor eram apenas parcialmente compatíveis quanto ao HLA 
(Henslee-Downey, 1997). 

Uma vantagem extra proporcionada por ambas as técnicas — de 
purga e seleção positiva — é o volume resultante significativamente 
reduzido de produto de células progenitoras a ser congelado, desseca- 
do e reinfundido no paciente. Em consequência, há uma significativa 
redução das tonicidades associadas à reinfusão de produtos conten- 
do DMSO, bem como dos custos envolvidos nas etapas de congela- 
mento e armazenamento para o laboratório de células progenitoras. 
Atualmente, as tecnologias certificadas para purga e/ou seleção positi- 
va objetivando a redução da contaminação com células tumorais são 
onerosas, e há necessidade de obter mais dados que permitam avaliar 
a eficácia clínica desses procedimentos em termos de redução da con- 
centração de células tumorais. Há relatos de alguns centros que conse- 
guiram melhorar os resultados clínicos graças ao uso combinado das 
técnicas de purga e seleção positiva (Clarke, 1998). 
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Ambas as técnicas de seleção — positiva e negativa — incorrem em 
uma perda concomitante de até 50% do número original de células 
CD34", seja por toxicidade do agente (quimioterápicos, complemen- 
to), captura por complexos contendo pérolas magnéticas ou perdas 
ocorridas durante as etapas de lavagem requeridas. A hemaférese ou 
coleta de medula óssea de células CD44* inicial deve ser intensificada 
para cobrir subsequentes perdas ocorridas durante o processamento. 
Essa tarefa pode ser difícil no caso de pacientes que apresentam difi- 
culdades de mobilização. 

A principal desvantagem associada à depleção de células T reside no 
consequente aumento da incidência de recaídas de doenças. Pacientes 
que desenvolvem DEVH suave parecem exibir menor incidência de 
recaída de doenças neoplásicas em comparação aos pacientes que não 
desenvolvem DEVH. A presença de uma população de células T do 
doador parece ser crítica à manifestação do efeito enxerto vs. leuce- 
mia, em que o reconhecimento dos antígenos do hospedeiro pelas 
células T do doador gera uma resposta imune que elimina células 
tumorais residuais presentes no hospedeiro. Estudos mais recentes 
também demonstraram um papel para as células natural killer (NK) 
no efeito enxerto versus leucemia. Há trabalhos que utilizaram com- 
binações de técnicas, como seleção de CD34" e elutriação por contra- 
corrente, para criar uma fração rica em células CD34* e outra rica em 
células NK/depletada de células T, aproveitando o fato de as células 
NK aparentemente possuírem atividade antitumoral sem, no entanto, 
contribuirem para o efeito EVH (Skiera, 1999). 


Criopreservação de enxertos hematopoéticos 


Enxertos de CPrHs de todas as coletas autogênicas e de parte sig- 
nificativa das coletas alogênicas são criopreservados e armazena- 
dos antes do uso. O protocolo mais comum envolve a utilização de 
DMSO a 10% como agente crioprotetor, congelamento com controle 
de taxa e armazenamento em nitrogênio, seja em sua fase gasosa ou 
líquida. O uso de DMSO proporciona uma melhora significativa da 
viabilidade pós-dessecação, em comparação a outros agentes, como 
o glicerol. Devido às toxicidades associadas à infusão pós-dessecação 
de produtos de células progenitoras contendo DMSO, outros inves- 
tigadores se voltaram à utilização de menores concentrações, adição 
de hetamido ou outros aditivos, todavia o DMSO ainda permanece 
sendo empregado pela maioria dos programas. Tentativas de lava- 
gem dos produtos após a dessecação para reduzir o conteúdo de 
DMSO resultaram em uma perda considerável de células progenito- 
ras. As estratégias atualmente adotadas objetivam reduzir o volume 
de produto no pré-congelamento e, assim, diminuir a quantidade de 
DMSO necessária. 


Reinfusão de produtos de células progenitoras 


Independentemente da fonte de enxerto de células progenitoras, as 
CPrHs são infundidas no receptor de modo bastante similar à trans- 
fusão de qualquer produto sanguíneo. As células progenitoras pluri- 
potentes, com seus receptores de membrana exclusivos, se alojam no 
espaço medular, formam enxerto e se replicam. Produtos submetidos 
à criopreservação com DMSO, na maioria dos casos, são dessecados 
e imediatamente reinfundidos sem serem lavados. CPrHs coletadas 
por hemaférese sem processamento adicional podem vir acompanha- 
das de um número considerável de hemácias. A criopreservação com 
DMSO não preserva a integridade da membrana celular das hemácias, 
de modo que esses produtos apresentam grande quantidade de hemo- 
globina livre após a dessecação. As reações desenvolvidas pelo receptor 
variam de suave — caracterizadas por náusea, calafrios ou dor de cabe- 
ça — a mais severas — com hipotensão, sepse, insuficiência renal ou até 
mesmo parada cardíaca (Stroncek, 1991). Esses efeitos adversos estão 
listados na Tabela 37.9. Receptores de produtos de células progenito- 
ras criopreservados em geral são pré-medicados com anti-histamí- 
nicos e/ou anti-heméticos. Hidratação adequada e uso de diuréticos 
também são indicados para a redução das toxicidades renais associa- 
das à hemoglobina livre e às infusões de maior volume. 


Tabela 37.9 Reações adversas observadas em pacientes transfundidos 
com produtos de células progenitoras criopreservadas 


Comuns 

Calafrios 

Nausea 

Emese 

Febre 

Dor de cabeça 

Dispneia 

Incomuns 

Insuficiéncia renal 

Parada cardiaca 

Hipotensao 

Sepse 

Fatores contribuintes 

Volume de produto reinfundido 

Tipo e quantidade de crioprotetor infundido 
Volume de hemácias incompatíveis (produtos alogénicos) 
Contaminação bacteriana 
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CO PONTOS-CHAVE 
e A hemostasia clínica consiste na coagulação do 
plasma, na fibrinólise e sistemas de proteínas da 
coagulação. 
e A hemostasia fisiológica é iniciada pelo fator Vila e pelo fator tecidual. 


e A hemostasia fisiológica não é completamente representada pelos 
ensaios atuais usados para detectar anormalidades da coagulação, 
como o tempo de tromboplastina tecidual ativada e o tempo de 
protrombina. 


e No entanto, os ensaios atuais para avaliar anormalidades de 
proteínas da coagulação têm bom potencial diagnóstico no sentido 
de reconhecer defeitos específicos nas proteínas da coagulação. 


e Os defeitos em alguma proteína da coagulação em geral refletem 
distúrbios clínicos gerais, em vez de defeitos em proteínas específicas. 





Generalidades sobre a coagulação e a fibrinólise 


A hemostasia (ou cessação do sangramento) ocorre no compartimen- 
to vascular revestido pelo endotélio. A hemostasia normal e a trombo- 
se envolvem inúmeros fatores, que incluem plaquetas, granulócitos e 
monócitos, bem como coagulação (formação do coágulo) e sistemas 
fibrinolítico (lise do coágulo) e de proteínas anticoagulantes (regulador). 
Cada um dos três sistemas de proteína equilibra as atividades do outro. 
Além disso, a integridade do endotélio da parede vascular também con- 
tribui. Nos últimos anos, a compreensão do sistema hemostático fisioló- 
gico evoluiu muito (Fig. 38.1). Durante décadas, o sistema hemostático 
foi citado como a “cascata da coagulação”, de acordo com a hipótese de 
Ratnoff, Davies e MacFarland, que publicaram, quase simultaneamente, 
uma sequência de reações proteolíticas que começava com a ativação do 
fator XII (fator de Hageman) e terminava com a trombina formada que 
induzia a proteólise do fibrinogênio para formar um coágulo (Ratnoff, 
1964; MacFarland, 1964). No entanto, quando surgiu, tal hipótese era 
insustentável. Na época de sua publicação, sabia-se que a deficiência do 
fator XII não estava associada a sangramento (Ratnoff, 1955). Portanto, a 
base fisiológica desse sistema no sentido de ser ativado pelo fator XII foi 
questionada. Além disso, em meados da década de 1970, foram identifi- 
cados os cofatores para a ativação do fator XII, a pré-calicreina e o cini- 
nogênio de alto peso molecular, e deficiências dessas proteínas não esta- 
vam associadas a sangramentos (Weuppers, 1972; Colman, 1975; Saito, 
1975). Foram pesquisados outros mecanismos da hemostasia fisiológica. 
Em 1977, Osterud e Rappaport reconheceram que o fator VIIa é capaz 
de ativar o fator IX em fator IXa (Osterud, 1977). Tempos depois, Broze 


et al. reconheceram que a cinética do inibidor da via do fator tecidual 
(TFPI) era tal que, em circunstâncias fisiológicas, o complexo fator VIa- 
fator tecidual não pode ativar diretamente o fator X, sendo necessária a 
ativação do fator IX (Broze, 2003). Esses dois últimos estudos indicam o 
papel importante da via do fator VIla-fator tecidual para a hemostasia 
fisiológica. Uma dúvida ainda era como o fator XI, cuja deficiência está 
associada a sangramento, seria ativado em circunstâncias fisiológicas. 
Em 1991, Gailiani e Broze descobriram que a trombina formada pode 
ativar o fator XI, resultando em amplificação do sistema de coagulação 
sob estresse (Gailiani, 1991). Atualmente, acredita-se que a hemostasia 
fisiológica seja um sistema de interação entre a ativação e a amplifica- 
ção de vários zimogênios que se tornam proteases serinas. Quem ini- 
cia a hemostasia fisiológica é o fator VIIa, quando ligado ao seu cofator, 
fator tecidual. A regulação da expressão do fator tecidual proporciona a 
principal modulação da hemostasia fisiológica. À trombina, por sua vez, 
amplifica o processo ativando o fator XI, o que acarreta ativação adi- 
cional do fator IX. O papel do sistema fibrinolítico é promover a lise do 
coágulo formado pela trombina. O papel do sistema de anticoagulação 
é regular todas as enzimas da coagulação e os sistemas fibrinolíticos, de 
modo que não haja coagulação nem sangramento em excesso. 

É importante que o patologista entenda a base fisiológica da hemosta- 
sia, mas os ensaios clínicos usados em laboratório para avaliar o sistema 
da coagulação baseiam-se na hipótese original da cascata da coagulação. 
Embora esses testes não representem a hemostasia fisiológica, ainda 
são muito úteis no diagnóstico de potenciais distúrbios hemorrágicos. 
Portanto, o patologista precisa compreender a distinção entre coagula- 
ção fisiológica, fibrinólise e anticoagulação, bem como os testes usados 
para medir esses sistemas. Neste capítulo, pretendemos esclarecer essa 
distinção para o leitor. Na primeira parte, serão apresentados os deta- 
lhes da coagulação fisiológica, da fibrinólise e da regulação da coagula- 
ção. Na segunda parte, serão descritos os ensaios realizados para quanti- 
ficar os distúrbios hemorrágicos, com uma discussão de suas limitações 
no sentido de caracterizar hemostasia fisiológica. Na terceira parte, será 
apresentada uma visão geral dos distúrbios hemorrágicos congênitos. 
Por fim, serão abordados os distúrbios hemorrágicos adquiridos, as for- 
mas de sangramento mais comuns. 


Hemostasia fisiológica 


O sistema hemostático fisiológico, um equilíbrio muito bem regulado 
entre a formação e a dissolução dos tampões hemostáticos, moduladas 
por uma série de enzimas e proteínas estruturais, é constituído por duas 
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Figura 38.1 Diagrama esquemático da hemostasia fisiológica. Note que os fatores 
da “fase de contato” incluem o XII, HK (cininogênio de alto peso molecular) e PK 
(pré-calicreina), mostrados em cinza; embora o fator XI possa ser ativado por essa via 
em condições in vitro, como no teste do PTT (ver Fig. 38.8), não se acredita que essa 
via contribua para a hemostasia fisiológica normal. De forma semelhante, embora 

o fator tecidual/Vlla possa ativar diretamente o X em Xa no teste do PT in vitro em 
condições com concentrações suprafisiológicas de fator tecidual, essa reação é 
mostrada em cinza porque não contribui de forma significativa para a formação do 
coágulo em condições fisiológicas normais in vivo. Assim, a coagulação normal in 
vivo é iniciada quando há fator tecidual/Vlla disponível suficiente para ativar o fator 
IX em IXa. Subsequentemente, na presença de Villa, o IXa ativa o X em Xa, que por 
sua vez ativa a protrombina em trombina na presença do Va. A trombina não apenas 
prossegue então para formar o coágulo de fibrinogênio e ativar plaquetas (ver 

Fig. 38.2), como também exerce feedback positivo muito importante ativando 

os fatores VIII e V. Mostrou-se ainda que a trombina é capaz de ativar o fator XI, 
fornecendo assim mais uma via para a ativação do fator IX. O PL (fosfolipídeo 
presente na superfície das membranas das plaquetas in vivo) e o Ca** (íons de cálcio) 
contribuem para as reações, conforme indicado. 


partes principais. A primeira é seu componente celular, que consiste 
principalmente em plaquetas e células endoteliais, mas também inclui 
neutrófilos e monócitos. A segunda parte é constituída por um grande 
grupo de proteínas plasmáticas, que participam da formação do coágu- 
lo (coagulação) e de sua dissolução (fibrinólise), e por proteases serinas 
inibidoras de ocorrência natural que terminam a atividade de várias 
enzimas dos sistemas da coagulação e fibrinolítico. 


Endotélio e plaquetas 


Inúmeros fatores estão envolvidos nas reações da coagulação e da 
fibrinólise. A hemostasia normal envolve a interação de componen- 
tes celulares e proteínas envolvidas na formação e na lise do coágulo. 
Normalmente, o endotélio que reveste o compartimento vascular contri- 
bui para sua natureza anticoagulante constitutiva. As células endoteliais 
têm glicosaminoglicanos que se ligam à antitrombina (Marcum, 1984). 
A trombomodulina nas membranas da célula endotelial é um locus no 
qual a proteína C é ativada por baixos níveis de trombina (Esmon, 1981). 


Células endoteliais intactas secretam uma ectonucleotidase (ectoADPa- 
se),a CD39, que degrada o difosfato de adenosina (ADP) (Pinsky, 2002). 
As células endoteliais também secretam prostaciclina e óxido nítrico, 
que impedem a ativação das plaquetas (Hong, 1980; Palmer, 1987). 
Além disso, as células endoteliais ligam-se ao plasminogênio, ao ativa- 
dor tecidual do plasminogênio e a uma urocinase de cadeia única, todos 
contribuindo para a fibrinólise e a manutenção de um estado antico- 
agulante (Barnathan, 1988; Cesarman, 1994). Quando ocorre lesão da 
parede de um vaso, o colágeno fica exposto e as plaquetas aderem ao 
local da lesão. O fator de Von Willebrand ajuda as plaquetas a aderirem 
à parede do vaso danificada, ligando-se tanto ao colágeno exposto como 
ao complexo receptor de plaquetas GP Ib-IX-V (He, 2003). Esse evento 
de adesão ativa as plaquetas, iniciando uma cascata sinalizadora dentro 
delas (Zaffran, 2000). As plaquetas estimuladas liberam o conteúdo de 
seus grânulos e ajudam a gerar trombina em sua superfície. Como resul- 
tado da ativação das plaquetas e da formação de trombina, há agregação 
plaquetária e forma-se um tampão hemostático (Fig. 38.2). 

Adjacente ao local da lesão, o fator tecidual (FT) é suprarregulado 
no subendotélio e forma um complexo com o fator VIIa (FVIla). O 
complexo FVIIa-TF transforma o fator IX em fator IXa, que converte 
o zimogênio fator X no fator Xa enzimaticamente ativo (Fig. 38.1). Na 
presença do fator Va, o fator Xa transforma a protrombina (fator II) em 
trombina (fator IIa), a principal enzima da coagulação. Em circunstan- 
cias normais, o componente limitador da velocidade de formação do 
complexo protrombinase e a última geração da atividade da trombina é 
a concentração do fator Xa (Rand, 1996). A trombina então proteolisa o 
fibrinogênio para formar fibrina. Nos sistemas in vitro estáticos, apenas 
5 a 10 pM de fator tecidual são suficientes para induzir a formação do 
coágulo, levando a uma amplificação de 1.000 a 2.000 vezes do processo 
que traz a concentração de trombina para 10 a 20 nM, o bastante para 
iniciar a formação do coágulo (Mann, 2003). Em um modelo estático 
de coagulação do sangue, Mann et al. mostraram que o acréscimo de 5 
pM de fator tecidual resulta em um tempo médio de coágulo de 4,7 + 
0,2 min (n = 35 experimentos individuais). Durante a geração de trom- 
bina no sangue total, há uma ativação sequencial de plaquetas, fatores 
V e VIII, bem como liberação de fibrinopeptídeos A e B (ver adiante) 
em um estágio inicial da formação de trombina (Mann, 2003). A trom- 
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Figura 38.2 Diagrama esquematico da hemostasia. Quando ocorre lesao em um 
vaso, as plaquetas aderem ao local da lesao via fator von Willebrand (vWF), depois 
são ativadas e liberam o conteúdo dos grânulos. O ADP liberado e o colágeno 
exposto recrutam mais plaquetas para o local da lesão. A exposição externa da 
fosfatidilserina nas plaquetas ativadas estimula ainda mais as reações da coagulação 
dependentes de fosfolipídeo (não mostradas). Simultaneamente no local da lesão, 

o fator tecidual é suprarregulado e, com o fator Vila, ativa o fator IX em IXa e, em 
sequência, o fator X em Xa e a protrombina em trombina. A trombina estimula mais 
plaquetas, favorecendo a formação do tampão plaquetário, e também proteolisa 

o fibrinogênio para formar monômero de fibrina, que então se polimeriza em um 
coágulo de fibrina. Tais eventos ocorrem na superfície ativada da plaqueta ou 
próximo dela. 


bina também é considerada um dos principais ativadores fisiológicos 
das plaquetas, junto com outros agonistas como o colágeno, o ADP, 
o fator ativador de plaquetas (PAF) e a epinefrina. É provável que as 
pesquisas inativadas circulem sem promover a coagulação. Quando 
as plaquetas são ativadas, sua membrana torna-se um local para mais 
formação de trombina. As reações críticas para a formação de fator Xa 
e trombina são aceleradas sobre a superfície das plaquetas. Quando 
alteradas ou lesadas, as membranas da célula endotelial funcionam de 
maneira semelhante, expressando FT e fator V. É provável que as rea- 
ções de importância fisiológica na coagulação e fibrinolíticas ocorram 
na superfície das células, no compartimento intravascular. As reações 
importantes de ativação e inibição de proteínas também ocorrem nas 
membranas de neutrófilos e monócitos ativados. 


Sistema de proteínas da coagulação 


Caracterização das proteínas da coagulação 

As proteínas envolvidas no sistema da coagulação são formadas por 
zimogênios e cofatores ( Tab. 38.1). Os zimogênios do sistema da coagu- 
lação podem ser categorizados como proenzimas ligadas a fosfolipídeos 
(zimogênios) e proenzimas dependentes da superfície. Os zimogênios 
ligados a fosfolipídeos constituem o sistema hemostático de impor- 
tância fisiológica. Tais proteínas são dependentes de vitamina K, a qual 
é necessária para uma reação de y-carboxilação essencial e ocorre em 
cada um desses resíduos de ácido glutâmico localizados nas extremida- 
des aminoterminais (ver Cap. 41, Fig. 41.1). Essa reação de carboxilação 
permite que essas proteínas liguem-se ao fosfolipídeo e às membranas 
celulares, em que são ativadas. Sem essa reação de carboxilação, essas 
proteínas não funcionariam normalmente no sistema hemostático. 
Essas proenzimas incluem o fator X, uma proteína de 58 kDa; o fator IX 
(fator de Christmas), uma proteína de 56 kDa; o fator VII, uma proteína 
de 50 kDa, e o fator II (protrombina), uma proteína de 72 kDa. 

As proenzimas ligadas à superfície são proteínas do sistema plasmático 
calicreína/cinina (Tab. 38.1) e incluem o fator XII (fator de Hageman), 
uma proteína de 80 kDa; a pré-calicreina (fator de Fletcher), uma pro- 
teína de 85 a 88 kDa; e o fator XI, uma proteína de 160 kDa. Esses zimo- 
gênios também são conhecidos como “sistema de contato” porque o 
fator XII se autoativa quando associado a uma superfície de carga nega- 
tiva como um tubo de vidro (Wiggins, 1979; Miller, 1980). A autoati- 
vação do fator XII resulta em ativação da pré-calicreína e amplificação 
adicional do fator XI. A formação do fator Xla então induz a série de 
reações proteolíticas (a “cascata” da coagulação) que in vitro resulta na 
formação de trombina e na proteólise subsequente do fibrinogênio pela 
trombina para formar um coágulo. No entanto, deficiências de fator 
XII e pré-calicreína não estão associadas a sangramento. Portanto, esse 
sistema não pode ser fisiológico para a hemostasia. O fenômeno de 
autoativação do fator XII, entretanto, serve para um teste de laboratório 
comum, o tempo de tromboplastina parcial ativada (PTT), usado para 
avaliar a integridade do sistema da coagulação (ver adiante), pois é um 
ensaio útil para avaliar muitas proteínas da coagulação, mas só ele não 
descreve a hemostasia fisiológica. Assim, é importante lembrar que os 
ensaios usados para avaliar muitas proteínas da coagulação baseiam-se 
no evento não fisiológico da autoativação do fator XII. Embora abso- 
lutamente essenciais para um PTT normal, as proteínas do sistema 
plasmático calicreína/cinina não desempenham um papel fisiológico na 
ativação do sistema de coagulação; em vez disso, participam da regula- 
ção da pressão sanguínea e da fibrinólise, servindo ainda para contraba- 


Tabela 38.1 Proteínas plasmáticas do sistema de coagulação 


Zimogênios ligados Zimogénios dependentes Cofatores/substratos 
à superfície de vitamina K 


Fator XII Fator VII Cininogênio de alto peso 
molecular 
Pré-calicreina Fator IX Fator VIII 
Fator XI Fator X Fator V 
Fator || Fibrinogênio 
Proteína C Proteína § 


lançar o sistema renina/angiotensina (Schmaier, 2002, 2003, 2004). Em 
circunstâncias fisiológicas in vivo, a pré-calicreína, quando montada 
nas células endoteliais, é ativada primeiro por uma enzima endotelial, a 
prolilcarboxipeptidase, e, em seguida, o fator XII é ativado pela calicreí- 
na plasmática formada — eventos exatamente opostos ao que ocorre em 
um tubo de ensaio (Shariat-Madar, 2002; Rojkjaer, 1998). 

Pode-se considerar que os cofatores hemostáticos das reações enzi- 
máticas do sistema da coagulação agem como receptores para proteínas 
da coagulação. Por exemplo, o cininogênio de alto peso molecular serve 
como um receptor para a ligação da pré-calicreína às células endoteliais 
(Motta, 1998; Schmaier, 1988). Os fatores VIIa e Va funcionam como 
correceptores dos fatores IXa e Xa, respectivamente (Miletich, 1978; 
Ahmad, 2000). Todas essas três proteínas servem como cofatores que 
aceleram as reações em que participam. Por exemplo, o cininogênio de 
alto peso molecular acelera a ativação de pré-calicreina e fator XI pelo 
fator XIIa. Os fatores VIlla e Va aceleram o fator X e a ativação de pro- 
trombina, respectivamente, pelos fatores IXa e Xa. Cada cofator também 
funciona como substrato para uma ou mais enzimas que participam na 
sua formação e na sua inativação. De acordo com isso, o cininogênio de 
alto peso molecular é um substrato para o fator XIIa, a calicreina plas- 
mática e o fator XIa. Os fatores VIII e V são substratos para a trombina e 
a proteína C ativada. O fibrinogénio é um substrato para a trombina. 

O fator VIII (fator anti-hemofílico) é uma proteína de 330 kDa. 
Quando ativado em fator VIIa, é um cofator para o fator [Xa na ati- 
vação do fator X. Sua ausência está associada ao distúrbio hemorrágico 
mais grave reconhecido clinicamente: a hemofilia A. O fator V também é 
uma proteína de 330 kDa que tem homologia com o fator VIII. Quando 
ativado em fator Va, serve como cofator para o fator Xa na ativação do 
fator II (protrombina) em trombina. O fibrinogênio é uma proteína de 
330 kDa que não é apenas o principal substrato para a trombina (fator 
Ila), mas também a principal molécula de adesão que atua na agregação 
plaquetária. Quando proteolisada em trombina, forma-se um monô- 
mero de fibrina, que se associa a outros monômeros, extremidade com 
extremidade e lado a lado, para formar um coágulo de fibrina, estabi- 
lizado pelo fator XIII ativado, uma transglutaminase tecidual que faz 
ligações cruzadas com os filamentos de fibrina associados. O fator teci- 
dual (FT) (proteína de 47 kDa) é um cofator essencial para o fator VIla 
ativado, sendo encontrado na maioria dos tecidos e células. A suprarre- 
gulação do FT resulta na formação de complexos com o fator VII, que 
induzem a iniciação das reações hemostáticas. Por fim, o cininogênio de 
alto peso molecular (HK, também conhecido como fator de Fitzgerald 
ou fator de Williams) é uma proteína de 120 kDa que age como um 
cofator para a ativação do fator XII, da pré-calicreína e do fator XI em 
superfícies artificiais e membranas de células endoteliais, sendo ainda 
um substrato para a calicreina, os fatores XII e XI ativados e a plasmina, 
bem como o composto parental da bradicinina, um peptídeo biologi- 
camente ativo que regula a pressão sanguínea e a biologia vascular. Nas 
células endoteliais, o HK é um receptor para a pré-calicreína e o fator 
XI, embora haja ligação significativa do fator XII às células endoteliais 
independente do HK (Mahdi, 2003). 


Montagens fisiológicas de proteina 

Há certas montagens de proteína que são críticas nas reações hemos- 
táticas que aceleram as reações proteolíticas. As proteínas do sistema da 
coagulação essenciais para a hemostasia ou o controle de sangramentos 
foram identificadas originalmente observando-se pacientes acometidos 
e, mais recentemente, em estudos com camundongos knockout. As defi- 
ciências dos fatores VIII e IX da coagulação são os distúrbios hemorrá- 
gicos mais graves que ocorrem em pacientes que sobrevivem à gestação 
e ao nascimento. Os raros pacientes com deficiências congênitas apa- 
rentes dos fatores VII, X, V e II da coagulação em geral não apresentam 
estados hemorrágicos graves. Em contraste, modelos murinos demons- 
traram que embriões de camundongos que contêm knockouts genéticos 
completos dos fatores VII, X, V ou II morrem por causa de hemorragia 
maciça durante a gestação ou o nascimento. Essa informação sugere que 
o paciente humano com deficiência dos fatores VII, X, V ou II pode ter 
algum fator, talvez menos de 1%, que permita um fenótipo clínico mais 
brando que o observado em modelos murinos. Direta ou indiretamen- 
te, todos esses pacientes participam de duas montagens clinicamente 
importantes que são essenciais para a hemostasia normal: “tenase” e 
“protrombinase”, 
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O complexo tenase compreende a montagem do fator IXa e do fator 
Villa ativado pela trombina nas superfícies fosfolipídicas ou membra- 
nas celulares em uma estrutura ordenada com o fator X para acele- 
rar sua ativação em fator Xa. Quando todos esses componentes estão 
presentes, a velocidade de ativação do fator X pelo fator [Xa aumenta 
1,4 x 10º vezes com relação à ativação do fator X apenas pelo fator IXa. 
De maneira análoga, o complexo protrombinase compreende a monta- 
gem do fator Xa e do fator Va ativado pela trombina nas membranas 
fosfolipidicas ou celulares em uma estrutura ordenada com o fator II 
(protrombina) para acelerar sua ativação em fator Ia (trombina). 
Quando todos esses componentes estão presentes, a velocidade de ati- 
vação do fator II pelo fator Xa aumenta 1,7 x 10º vezes com relação à 
ativação do fator II apenas pelo fator Xa. Como essas reações da coa- 
gulação ocupam pontos reguladores críticos dentro do sistema hemos- 
tático fisiológico, também formam a área visada de numerosos agentes 
anticoagulantes atualmente em uso ou em desenvolvimento. 


Formação de fibrina e o sistema fibrinolítico 


As seis cadeias de peptídeos da molécula de fibrinogênio estão orga- 
nizadas em uma estrutura descrita como tendo um domínio central E 
e dois domínios terminais D. Quando a trombina é formada, ela cliva 
o fibrinopeptídeo A da cadeia Aa e o fibrinopeptideo B da cadeia BB 
do fibrinogênio na região do domínio E (Doolittle, 1981). O restante 
desse fibrinogênio proteolisado pela trombina é o denominado monô- 
mero solúvel de fibrina. Os monômeros solúveis de fibrina então são 
montados extremidade com extremidade e lado a lado, formando um 
polímero de fibrina não covalente (Fig. 38.3). O fator XIII ativado, uma 
transglutaminase, faz ligações cruzadas entre subunidades monomé- 
ricas de fibrina, originando um coágulo de fibrina insolúvel. Quando 
insolúvel, a fibrina com ligação cruzada é feita, ocorre uma nova ligação 
entre os domínios D de dois monômeros de fibrina adjacentes e no pro- 
cesso forma-se um neoepítopo de interação (Fig. 38.3). 

O sistema proteico fibrinolítico consiste no zimogênio plasminogênio 
e em seus ativadores de ocorrência natural. O plasminogênio é ativa- 
do, tornando-se a principal enzima de lise do coágulo, a plasmina, pelo 
ativador tecidual endógeno do plasminogênio (tPA), pelo ativador uro- 
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cinase de cadeia única do plasminogénio (ScuPA) e pelo ativador uro- 
cinase de cadeia dupla do plasminogênio (TcuPA). Esses ativadores são 
encontrados no endotélio, bem como em granulócitos e monócitos. Os 
ativadores naturais do plasminogênio, tPA, ScuPA e TcuPA, convertem 
o zimogênio plasminogênio na enzima ativa plasmina (Fig. 38.4). O ini- 
bidor 1 do ativador do plasminogênio (PAI-1) é o principal inibidor 
do tPA e do TcuPA. A a,-antiplasmina, uma protease serina inibidora 
(serpina), é o principal inibidor da plasmina formada. Contudo, a con- 
centração plasmática de o-antiplasmina corresponde apenas a cerca da 
metade da concentração plasmática de plasminogênio. 

Quando a plasmina é formada, tem múltiplos substratos. Ela irá 
degradar o fibrinogênio solúvel para dar origem aos produtos de degra- 
dação do fibrinogênio (Fig. 38.5A). A plasmina cliva o fibrinogênio em 
um fragmento X de massa molecular semelhante, ao eliminar partes 
da cadeia o. (Marder, 1974). A plasmina então cliva assimetricamente 
o fragmento X entre os domínios D e E para produzir o fragmento Y. 
Em seguida, a plasmina degrada o fragmento Y para produzir domínios 
D e E solúveis que são denominados produtos solúveis da degradação 
do fibrinogênio ou, no caso de digestão da fibrina pela plasmina, pro- 
dutos de degradação da fibrina, cuja presença indica que houve forma- 
ção de plasmina. Ela também irá degradar a fibrina insolúvel de ligação 
cruzada (Fig. 38.5B). Ao fazer isso, libera um domínio do dímero D-D 
formado como resultado do neoepitopo entre esses dois domínios (Fig. 
38.5B) (Marder, 1976). A presença de dímero D solúvel indica que, pri- 
meiro, a trombina foi formada, em seguida ocorreu coagulação, o coá- 
gulo fez ligação cruzada com o fator VIlla e, por fim, houve a formação 
de plasmina, que clivou o coágulo de fibrina insolúvel com ligação cru- 
zada. Conforme será discutido adiante, a estimativa do dímero D é um 
teste confirmatório para coagulação intravascular disseminada (CID). 


Sistemas de proteína de 
anticoagulação (Fig. 38.6) 


Dois sistemas anticoagulantes principais regulam as enzimas do sis- 
tema proteico da coagulação, ajudando a inibir a formação do coágulo. 


Tais sistemas são o da proteína C/proteina S e o inibidor plasmático pro- 


Figura 38.3 Formação de um coagulo de fibrina. A, Esquema 
do fibrinogênio. B, A trombina proteolisa os fibrinopeptideos 
Ae Ba partir do fibrinogênio, deixando um monômero 
solúvel de fibrina que então associa-se lado a lado (C) e 
extremidade com extremidade (não mostrado para maior 
clareza) para formar polímeros de fibrina. D, O fator XIII 
ativado pela trombina (fator Xllla) faz ligações cruzadas 
covalentes com polímeros de fibrina, originando uma 
estrutura cada vez mais complexa e, por fim, um coagulo 
insolúvel (E). Notar que “E” corresponde ao dominio central 
da molécula original de fibrinogênio e “D” corresponde aos 
domínios periféricos. (Modificada com permissão de Doolittle 
RF: Fibrinogen and fibrin. Sci Am 1981, 245:126-135.) 
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Figura 38.4 Fibrinólise. O plasminogênio zimogênio é convertido em plasmina pelo 
ativador do plasminogênio tecidual (tPa), pelo ativador do plasminogênio urocinase 
de cadeia única (ScuPa) e pelo ativador do plasminogênio urocinase de cadeia dupla 
(TcuPa). A plasmina formada degrada o fibrinogénio ou a fibrina para formar os 
produtos de degradação do fibrinogênio ou da fibrina, respectivamente. 


tease serina. A antitrombina (antitrombina III) é o principal inibidor das 
enzimas da coagulação do sistema inibidor plasmático protease serina. 
O sistema proteína C/proteína S é considerado o principal sistema 
anticoagulante in vivo. Quando ativada, a proteína C, uma proteína de 
62 kDa dependente da vitamina K, é uma enzima que funciona como 
inibidor. A proteína C é ativada pela trombina que se ligou a uma pro- 
teina da célula endotelial denominada trombomodulina. A proteína 
C ativada inativa os fatores Va e VIIla para diminuir a velocidade de 
formação de trombina. A proteína S, uma proteína de 69 kDa também 
dependente da vitamina K, não é uma enzima. É um cofator, ou recep- 
tor, da proteína C ativada e presente nas membranas celulares. Ela per- 
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mite que a proteína C ativada ligue-se às superfícies celulares de maneira 
a orientar-se para ativar os fatores Va e VIIa. A enzima usa esse cofator 
como um receptor para localizar sua atividade e cumprir sua função 
inibitória. A proteína S plasmática esta em equilíbrio entre a forma livre 
e uma forma ligada em complexo com a proteína de ligação C4b; ape- 
nas a forma livre funciona como cofator para a proteína C ativada. Esta 
última também se liga a uma proteína nas células endoteliais denomi- 
nada receptor de proteína C da célula endotelial (ECPR) e então ativa 
o receptor ativado da protease (PAR)1. A ativação da PARI nas células 
endoteliais pode contribuir para a função anticoagulante da proteína 
C ativada ao liberar o ativador tecidual do plasminogênio. Portanto, a 
proteína C ativada também reduz a formação de trombina e estimula a 
fibrinólise, diminuindo o risco de trombose. 

A antitrombina é uma protease serina inibidora de 58 kDa que inibe 
cada uma das seguintes enzimas hemostaticas: Ila, Xa, VIa, IXa, XIa, 
calicreína e XIla. Ela exerce seu efeito anticoagulante primariamente 
inibindo os fatores Ila e Xa. A capacidade da antitrombina de funcionar 
como inibidora de enzimas da coagulação é potencializada pela hepari- 
na. De fato, é a presença de antitrombina que confere à heparina suas 
propriedades anticoagulantes. Na presença de heparina, a antitrombina 
é um inibidor 1.000 vezes mais efetivo do fator Ila. 

Além da antitrombina, há outras serpinas que regulam mais enzimas 
dos sistemas hemostático e inflamatório. O cofator heparina é uma ser- 
pina que inibe especificamente a trombina na presença de sulfato de 
dermatano. O inibidor da proteína Z é uma serpina que inibe especifi- 
camente o fator Xa na presença de seu cofator proteína Z — uma prote- 
ina dependente de vitamina K. O inibidor C1 (da esterase) é o inibidor 
mais potente do fator XIIa, da calicreína e do fator XIa no plasma. Sua 


Figura 38.5 Painel A: fibrinogênio ou fibrina solúvel 
clivados pela plasmina. Quando a plasmina cliva o 
fibrinogênio, inicialmente pequenas porções da cadeia a 
(aC) são removidas para formar o fragmento X. O fragmento 
X é então clivado assimetricamente em fragmento D e 
fragmento Y. O fragmento Y é clivado ainda pela plasmina 
em fragmentos D e E. (Modificada com permissão de 
Greenberg CS, Lai T-S: Fibrin formation and stabilization. Em 
Loscalzo J, Schaffer Al (eds.): Thrombosis and Hemorrhage, 
34 ed. Philadelphia, PA, Lippincott, Williams and Wilkins, 
2003, Fig. 5.3B, p. 83.) Painel B: fibrina insolúvel com 
ligação cruzada clivada pela plasmina. Quando insolúvel, a 
fibrina com ligação cruzada é proteolisada pela plasmina, o 
neoepitopo entre os domínios D é preservado, e o fragmento 
liberado consiste no dímero D junto com um domínio E. 
(Modificada com permissão de Doolittle RF: Fibrinogen and 
fibrin. Sci Am 1981, 245:126-135.) 
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Figura 38.6 Inibidores naturais da coagulação: AT (antitrombina Ill, antitrombina); 
componentes da via da proteína C (trombomodulina, proteína C, proteína S); TFPI 
(inibidor da via do fator tecidual). Ver detalhes sobre os mecanismos inibitórios no texto. 


principal função é regular a quantidade de bradicinina livre no compar- 
timento intravascular (Han, 2002; Schmaier, 2002). 

Além das serpinas, há outro grupo de proteases serinas inibidoras — o 
tipo Kunitz. O inibidor da VIa do fator tecidual (TFP1), uma protease 
serina inibidora, é o inibidor mais potente do complexo fator VIla/fator 
tecidual. Em condições fisiológicas, o TFP1 impede que esse complexo 
ative o fator X diretamente. Para que o TFP1 funcione, ele forma um 
complexo quaternário com o fator VIla/fator tecidual e o fator X. Outra 
protease serina inibidora do tipo Kunitz, o amiloide precursor da pro- 
teína B, está presente nas plaquetas e no cérebro e regula os fatores Xla, 
IXa, Xa, VIla/fator tecidual e plasmina (Van Nostrand, 1990; Schmaier, 
1993, 1995; Mahdi, 1995, 2000). Esse inibidor não inibe a antitrombi- 
na. À função exata desse inibidor não é completamente conhecida, mas 
acredita-se que seja um anticoagulante cerebral. 


Hipótese atual para a iniciação 
do sistema hemostático 


Muitas proteínas participam de reações da coagulação in vitro. No 
entanto, poucas proteínas são críticas para as reações hemostáticas in 
vivo. Uma hipótese mais recente para substituir a cascata da coagulação 
foi apresentada para as reações hemostáticas (Gailiani, 1991). As reações 
das proteínas da coagulação são iniciadas pelo FT, que se liga ao fator VIIa. 
O fator tecidual é onipresente em todo o corpo, embora seja abundante 
no cérebro, nos pulmões e na placenta. Sua expressão é suprarregulada 
após lesão. A regulação da expressão do fator tecidual é um dos principais 
mecanismos de controle para a iniciação da hemostasia. Alguns pesqui- 
sadores acreditam que haja fator tecidual circulante, embora atualmente 
tal noção não tenha aceitação universal. Esse complexo então ativa o fator 
IX, o que por sua vez acarreta a ativação do fator X. É preciso lembrar 


particularmente que, nas concentrações comumente presentes no corpo, 
o FI-VIla não ativa diretamente quantidades apreciáveis de fator X por 
causa da presença de TFP1 — ponto enfatizado de forma esquemática em 
cinza nessa reação na Figura 38.1 —, apesar da capacidade dessa reação de 
predominar em condições bastante artificiais usadas no teste TP“ in vitro 
(ver adiante). A formação do fator Xa resulta na ativação da protrombina 
em trombina. Esta última proteolisa o fibrinogênio para formar fibrina. 
Embora as reações da coagulação dependentes do FT sejam inibidas rapi- 
damente pelo TFPI, se o estímulo para a formação de trombina for sufi- 
cientemente forte, a coagulação é mantida durante a ativação do fator XI 
pela trombina (Meijers, 2000). A transformação do fator XI em fator XIa 
resulta na maior ativação do fator IX e eventualmente na maior formação 
da trombina. Uma modulação maior do equilíbrio hemostático na dire- 
ção da formação do coágulo é exercida pelo TAFI, inibidor da fibrinólise 
ativado pela trombina (também conhecido como carboxipeptidade U). 
Entre suas ações, o TAFI cliva os resíduos de lisina C terminais da fibrina, 
diminuindo assim a ligação do plasminogênio ao coágulo e a lise do coá- 
gulo (ver revisão de Leurs e Hendriks, 2005). 


Hemostasia e laboratório clínico 


Ante um paciente com hemorragia, o médico precisa usar uma aborda- 
gem analítica para determinar a causa do problema. A etiologia subjacen- 
te em quase todos os casos é um defeito ou deficiência em uma proteína 
plasmática, um defeito no número ou na função das plaquetas, ou um 
defeito nas interações de aderência entre as plaquetas e a parede do vaso. 

Qualquer defeito de proteína da coagulação pode ser na verdade 
uma deficiência de proteína, um inibidor que ative o local da proteína, 
uma proteína anormal que não possa participar em sua(s) função(ões) 
biológica(s) ou surgir como resultado de maior depuração da proteína, 
manifestando-se como se fosse deficiência. Em geral, os inibidores de uma 
proteína da coagulação são imunoglobulinas, embora estados hipergama- 
globulinêmicos ou a produção anormal de heparina endógena, fibronec- 
tina ou crioglobulinas também tenham sido relatados como inibidores 
adquiridos das proteínas da coagulação. As proteínas anormais que estão 
presentes mas não funcionam normalmente ocorrem como resultado 
de sentido errático, deleção e translocações de seu DNA. Por último, em 
geral ocorre maior depuração de proteínas da coagulação como resultado 
da formação de complexo antígeno-anticorpo. A depuração aumentada 
resultante da proteína simula uma deficiência, mas o mecanismo real é 
uma depuração mais exacerbada. As manifestações clínicas típicas dos 
distúrbios hemorrágicos são mostradas na Tabela 38.2. Em geral, hemar- 
trose e hemorragias espontâneas de tecido mole e intramuscular caracte- 
rizam defeitos na proteína plasmática, como hemofilia A e B (deficiência 
dos fatores VIII e IX). Petéquias no tecido mole, púrpura ou equimoses 
caracterizam doença de von Willebrand ou distúrbios do número ou da 
função de plaquetas. No entanto, às vezes é difícil distinguir o mecanismo 
potencial de sangramento. Portanto, o laboratório clínico é essencial para 
o diagnóstico definitivo do distúrbio hemorrágico no paciente. 


Hemostasia fisiológica versus ensaios clínicos 


Na prática da hemostasia clínica, há uma dicotomia entre a hemos- 
tasia fisiológica e os ensaios usados no laboratório clínico para detectar 
defeitos nas proteínas da coagulação. Conforme indicado na Figura 38.1, 
a hemostasia fisiológica é iniciada por um aumento na formação de com- 
plexos fator tecidual/fator VIla. No momento, não há bons ensaios no 
laboratório clínico para avaliar esse evento precoce de forma específica. 
Em vez disso, o evento relativamente tardio da real formação do coágulo 
é monitorado. Os dois ensaios mais comumente usados para examinar o 
sistema da coagulação são (1) o tempo de tromboplastina parcial ativada 
induzido pela ativação da superfície (contato) do sistema e (2) o tempo de 
protrombina (PT), induzido pelo acréscimo de fator tecidual em excesso. 
Ocorre ativação por contato do sistema da coagulação em tubo de ensaio 
porque o fator XII associa-se à sua superfície de vidro ou pela presença de 
partículas artificiais com carga negativa no reagente, que resulta em auto- 
ativação do fator XII, que por sua vez inicia a cascata de reações proteo- 
líticas do sistema da coagulação. Como veremos adiante, esse teste mede 
mais proteínas que as necessárias para a hemostasia fisiológica. No teste 
do PT, o acréscimo de excesso de fator tecidual cria uma alteração muito 
não fisiológica na relação estequiométrica normal de fatores, permitindo 
assim que o fator VIIa supere o efeito inibidor do inibidor da VIa do fator 
tecidual (TFPI) e favoreça a ativação direta do fator X em fator Xa sem a 


necessidade fisiológica habitual de prosseguir por meio da ativação do 
fator IX. Embora nenhum dos testes represente a hemostasia fisiológica, 
ambos os ensaios são extremamente úteis para a detecção de problemas 
hemorrágicos potenciais em um paciente (ver adiante). 


Testes de triagem para distúrbios da coagulação 


Vários testes de triagem são usados no laboratório clínico para um 
paciente com um problema hemorrágico, no intuito de classificar e diag- 
nosticar a base do distúrbio. “Hemostasia primária” refere-se à reatividade 
plaquetária no local da lesão vascular, assunto abordado no Capítulo 39. A 
contagem de plaquetas é um exemplo de ensaio de triagem para hemos- 
tasia primária. Nesta seção, serão descritos ensaios para a “hemostasia 
secundária” — ou seja, a coagulação do plasma. Quando realizados simul- 
taneamente com uma amostra de plasma, os resultados desses ensaios 
identificam quase todas as categorias diagnósticas de uma coagulopatia. 
Embora não descreva a hemostasia fisiológica, a hipótese da cascata de 
40 anos em que se baseiam os testes da coagulação ainda tem o mérito de 
explicar o(s) mecanismo(s) da formação do coágulo visto(s) nos testes de 
triagem para reações da coagulação. De acordo com essa hipótese, as pro- 
teínas da coagulação são classificadas como membros do “sistema intrín- 
seco”, do “sistema extrínseco” ou da via comum (Fig. 38.7). Essa abor- 
dagem permite um diagnóstico diferencial prático no sentido de definir 
qual(is) proteina(s) pode(m) ser afetada(s) com base nos resultados de 
uma série de testes de triagem. Os fatores da coagulação específicos envol- 
vidos em cada teste são mostrados esquematicamente na Figura 38.7. Os 
aspectos metodológicos desses testes (Fig. 38.8) serão abordados a seguir, 


Tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) (Fig. 38.8A) 

Para realizar esse teste comum da coagulação, incuba-se uma mistu- 
ra de superfície com carga negativa, fosfolipídeo e plasma anticoagu- 
lado do paciente por vários minutos. O anticoagulante recomendado 
é o citrato de sódio, 3,2 g%, porque induz menos variação do normal 
em amostras de sangue e pacientes em tratamento com anticoagulantes 
colhidos nessa concentração de anticoagulante (Adcock, 1997, 1998). 
Quando se colhe sangue total, a proporção de anticoagulante com rela- 
ção a ele é a de uma parte de anticoagulante para nove partes de sangue 
total. Acrescenta-se então cloreto de cálcio e mede-se o tempo necessá- 
rio para a formação de um coágulo. O aPTT avalia as proteínas da coa- 
gulação do chamado sistema intrínseco e da via comum (ver adiante). 
Esse ensaio é conhecido comumente como PTT, mas na verdade é um 
PTT “ativado”, pois seus reagentes contêm uma superfície com carga 
negativa que acelera a velocidade da reação (Proctor, 1961). 


Tempo de protrombina (PT) (Fig. 38.88) 

Para realizar esse ensaio comum da coagulação, a tromboplastina 
tecidual (de origem animal ou recombinante) e o plasma do paciente 
são incubados por vários minutos, e, em seguida, o plasma é recalcifi- 
cado mediante o acréscimo de 30 mM de CaCL,, verificando-se o tempo 
necessário para a formação do coágulo. O PT avalia as proteínas da coa- 
gulação do chamado sistema extrínseco e da via comum (ver adiante) 
(Quick, 1935). Tradicionalmente, a tromboplastina tecidual era uma 
preparação de fator tecidual de cérebro cru de animal. Hoje, usa-se 
fator tecidual recombinante na preparação de vários reagentes comer- 
ciais para o PT. Em geral, a variação do tempo de prolongamento de um 
tempo de protrombina anormal aumenta quando se usa fator tecidual 
recombinante, o que torna o ensaio mais sensível. 


Tempo de trombina (TT) ou tempo de coagulação 
da trombina (TCT) (Fig. 38.8C) 

Para realizar esse ensaio, acrescenta-se trombina purificada exógena 
ao plasma para determinar o tempo de formação do coágulo. É uma 
estimativa direta da função do fibrinogênio, usada para confirmar se 
há um defeito nela. O tempo de trombina será prolongado nos estados 
hipofibrinogenêmicos e se houver uma proteína fibrinogênica anormal 
(disfibrinogenemia). 


Ensaios usados nos testes clínicos 
de coagulação 


A base dos testes clínicos da coagulação é a utilização de ensaios funcio- 
nais que verificam a velocidade da formação do coágulo. Nesses ensaios 
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Figura 38.7 Organização do sistema da coagulação com base nos ensaios atuais. 
O sistema “intrínseco” da coagulação consiste nas proteínas conhecidas como 
fatores XII, XI, IX e VIII, mais a pré-calicreina (PK) e o cininogênio de alto peso 
molecular (HK). O sistema “extrínseco” da coagulação consiste no fator tecidual 
(tromboplastina tecidual) e no fator VIIL A “via comum” do sistema da coagulação 
consiste nos fatores X, V, Il e fibrinogénio (1). 


Tabela 38.2 Padrões de sangramento clínico nos distúrbios da 
hemostasia 


Hemostasia secundária 
(problema com fator 


Características Hemostasia primária 


(plaquetas/problema 


vascular) da coagulação) 
Início Espontâneo, imediato Tardio após traumatismo 
após traumatismo 
Locais Pele, mucosas Tecidos profundos 
Forma Petéquias, equimoses Hematomas 
Mucosas Comum (nasal, oral, Menos comum 
gastrintestinal, 
geniturinária) 
Outros locais Rara Articulações, músculos, 


sistema nervoso central, 
retroperitoneal 
Deficiência de fator, 
doença hepática, 
inibidores adquiridos 


Trombocitopenia, 

defeitos nas plaquetas, 
doença de von Willebrand, 
escorbuto 


Exemplos clínicos 


ocorre uma sequência de reações proteolíticas que levam à formação de 
trombina e à proteólise do fibrinogênio (Mann, 2003). A proteólise do 
fibrinogénio resulta na formação do coágulo, na precipitação de prote- 
inas solúveis, detectada por aumento da impedância ou da turbidez, ou 
ainda por menos clareza óptica etc., com base na instrumentação usada 
para medir o resultado. Qualquer defeito ao longo da via de formação 
do coágulo dará um resultado anormal. Além disso, como é preciso que 
ocorra uma série de reações para a formação final do coágulo, qualquer 
defeito abaixo de um ponto específico levará a um resultado anormal 
acima do defeito. Por exemplo, um inibidor do fator VIII dará um fator 
XI anormal. Da mesma forma, um fibrinogênio deficiente ou anormal 
irá afetar os resultados de todos os testes da coagulação. 
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Figura 38.8 Testes de triagem para coagulação. Painel A: o tempo de tromboplastina parcial ativada (PTT) requer a presença de cada proteína, exceto fator tecidual e fator VII. Painel 
B: o tempo de protrombina (PT) requer fator tecidual e os fatores VII, X, V, Il e fibrinogênio. Painel C: no tempo de trombina (ou tempo de coagulação da trombina), acrescenta-se 
trombina exógena ao plasma para proteolisar o (coágulo) fibrinogênio. O ponto final em cada um desses testes é o número de segundos até a detecção de um coágulo, após o 
acréscimo dos reagentes indicados ao plasma citratado sem plaquetas do paciente. Como praticamente todos os sistemas de medição empregados detectam a formação de um 
coágulo de fibrina polimerizada, havendo ou não ligação cruzada da fibrina, nenhum desses testes fornece qualquer informação a respeito da atividade do fator Xllla. 


Todos os fatores da coagulação do sistema intrínseco (XII, pré-cali- 
creína, cininogênio de alto peso molecular, XI, IX e VIII) são medidos 
em ensaios que utilizam o PTT como sua plataforma. Esses ensaios tor- 
naram-se amplamente disponíveis por causa da identificação de pacien- 
tes com cada fator deficiente no plasma que serve como substrato para 
eles. Por exemplo, um ensaio do fator VIII é uma mistura de reagente 
do PTT, plasma deficiente em fator VIII e plasma de teste (desconhe- 
cido). O Fator VII, junto com os fatores de coagulação da via comum 
(X, V e II), geralmente é medido em ensaios usando o PT como plata- 
forma. Por exemplo, um ensaio de fator X é uma mistura de reagente 
do PT que contém fator de tecido (tromboplastina), plasma deficiente 
em fator X e plasma de teste (desconhecido). O Fator VII, junto com os 
fatores da coagulação da via comum (X, V e II), geralmente é medido 
em ensaios usando o PT como plataforma. Por exemplo, um ensaio de 
fator X consiste na mistura de reagente do PT, que contém fator teci- 
dual (tromboplastina), plasma deficiente em fator X e plasma de teste 
(desconhecido). Após incubação por alguns minutos, o tempo de coa- 
gulação é iniciado pelo acréscimo de cloreto de cálcio. A quantidade de 
fator presente na amostra de um paciente é determinada comparando-- 
-se a amostra do paciente com uma curva padrão feita com amostras 
de plasma que contêm quantidades variáveis do fator específico mistu- 
radas com o plasma deficiente no fator e o reagente apropriado para o 
PTT ou o PT do fator que está sendo submetido ao ensaio. 


Os ensaios baseados na coagulação são sensíveis e específicos, além 
de muito mais simples de fazer que os ensaios com antígenos para cada 
uma das proteínas da coagulação. Outros ensaios, como o tempo de 
trombina e o tempo da reptilase (ver adiante) verificam especificamen- 
te a integridade do fibrinogênio, pois é acrescentada uma enzima que 
proteolisa o fibrinogênio para formar um coágulo de fibrina. Ao esta- 
bilizar um tempo de trombina clinicamente útil, é importante reduzir a 
concentração de trombina para cerca de 4 U/mL, de modo que o tempo 
de um ensaio normal seja de cerca de 20 segundos. Tal ensaio terá sen- 
sibilidade suficiente para detectar anormalidades sutis na proteína. Os 
ensaios baseados na coagulação examinam a função da proteína, os 
ensaios com antígeno estabelecem a presença dessas proteínas e, combi- 
nados, ambos são capazes de detectar proteínas com função diminuída 
e, no entanto, massa normal, situação que ocorre quando se trata do 
fibrinogênio. O meio mais útil de determinar se o fibrinogênio é anor- 
mal é medir o fibrinogênio coagulável e o antígeno do fibrinogênio. Se 
a quantidade do coagulável for inferior a 90% da quantidade do antíge- 
no, tudo indica que a proteína produzida tem alguma anormalidade. 

Além dos ensaios baseados no coágulo, o laboratório moderno de 
coagulação faz ensaios com antígenos de várias proteínas. Ensaios cro- 
mogênicos também são usados para medir certas enzimas (plasmina, 
proteína C ativada) e vários inibidores da protease plasmática (anti- 
trombina, inibidor Cl). A capacidade de neutralizar a atividade enzi- 


mática do fator Xa ou da trombina é um meio útil de avaliar o nível 
de anticoagulantes que inibem o fator Xa ou a trombina. Um ensaio 
cromogênico direto foi útil para avaliar o grau de anticoagulação de um 
paciente com varfarina que também tinha anticoagulantes lúpicos, os 
quais interferem no tempo de protrombina. 


Interpretação dos testes de triagem 
do sistema de coagulação 


Utilizando a hipótese da cascata da coagulação e seu grupo de pro- 
teínas do sistema da coagulação, os testes de triagem para proteínas da 
coagulação podem ser usados para identificar várias deficiências ou 
anormalidades nas proteínas da coagulação (Tab. 38.3, Fig. 38.7). 

No PTT, o fator XII é ativado ao ser exposto a uma superfície artificial 
com carga negativa. Como ja foi dito, esse evento in vitro inicia a sequén- 
cia de reações da cascata da coagulação. O PTT mede as proteínas do 
sistema intrínseco da coagulação (fator XII, pré-calicreína, cininogênio 
de alto peso molecular, fator XI e fator VIII) e as da via comum (fatores 
X, V, II e fibrinogênio) (Fig. 38.84). É importante lembrar que um fator 
da coagulação pode estar diminuído em diferentes níveis antes que os 
ensaios de triagem sejam sensíveis e mostrem uma anormalidade. Por 
exemplo, os reagentes mais comerciais para PTT detectam uma queda 
no fator VIII quando o nível da proteína está abaixo de 35 a 45% do 
normal (0,35 a 0,45 U/mL). Já o fator XII e o cininogênio de alto peso 
molecular precisam estar em um nível de 10 a 15% do normal para que 
sejam detectadas anormalidades marcantes ao PTT. De forma seme- 
lhante, níveis abaixo de 35 a 40% do fator VII começam a ser detectados 
pelo PT. Ao avaliar novos lotes de reagentes da coagulação, é importante 
determinar seu nível de sensibilidade para detectar deficiências de pro- 
teínas da coagulação. Além disso, níveis muito altos do fator VIII podem 
mascarar um defeito em outros fatores da coagulação. Níveis muito altos 
do fator VIII também podem mascarar um nível diminuído de proteína 
C em um ensaio para proteína C ativada baseado no coágulo. 

O PT mede a via extrínseca da coagulação, que consiste em fator VII 
ativado (fator VIIa), fator tecidual e proteínas da via comum (fatores X, 
V, Ile fibrinogénio) (Fig. 38.8B). 

O tempo de trombina mede apenas a capacidade da trombina exóge- 
na de proteolisar (coagular) o fibrinogénio (Fig. 38.8C), sendo usado 
para caracterizar a função do fibrinogênio. 

Sabendo o que cada teste mede, pode-se usar a seguinte abordagem 
para avaliar o risco de sangramento em pacientes que apresentem pro- 
longamento de um ou mais desses ensaios (Tab. 38.3, Fig. 38.7). Por 
exemplo, se um paciente tem apenas PTT prolongado, a determinação 
do risco de tal paciente ter sangramento pode começar com o acrésci- 
mo de alguma informação a respeito de seus antecedentes clínicos. Se 
o prolongamento apenas do PTT em um paciente do sexo masculino 
estiver associado a sangramento, então o diagnóstico diferencial em pro- 
babilidade decrescente de frequência é deficiência de fator VIII, fator IX 
ou fator XI. Tais distúrbios serão discutidos na próxima seção. Se ape- 
nas o PTT estiver prolongado e não houver história de sangramento, a 
causa mais comum é um anticoagulante lúpico. As proteínas específicas 
do sistema intrínseco da coagulação associadas a um PTT prolongado 
mas sem história de sangramento incluem, em ordem decrescente de 
frequência, fator XII, pré-calicreína e cininogênio de alto peso molecu- 
lar. É essencial saber a respeito dessas três últimas proteínas para avaliar 
um PTT prolongado, mesmo que o paciente não corra risco de sangra- 
mento, para que não receba uma reposição desnecessária de plasma nem 
tenha procedimentos cirúrgicos adiados sem necessidade. No entanto, 
se o paciente tiver apenas um PT prolongado associado a sangramento, 
isso em geral indica deficiência parcial do fator VII. Às vezes, defeitos 
em algumas proteínas da via comum (fibrinogénio, fatores II, V e X) 
podem surgir primeiro como um prolongamento do PT isoladamen- 
te, mas, se forem graves, os defeitos nessas proteínas resultarão em PT e 
PTT prolongados. Geralmente, os defeitos nas proteínas da via comum 
(fibrinogénio, fatores II, V e X) resultam em prolongamento do PT e 
do PTT. Entretanto, ao nos depararmos com resultados laboratoriais de 
um paciente com PT e PTT prolongados, é importante não considerar 
simplesmente as proteínas específicas mencionadas, mas também incluir 
no diagnóstico diferencial estados clínicos gerais como terapia anticoa- 
gulante, coagulação intravascular disseminada, doença hepática, defici- 
ência de vitamina K e transfusão maciça. Cada uma dessas entidades será 
descrita adiante na seção sobre distúrbios hemorrágicos adquiridos. 


Tabela 38.3 Diagnóstico diferencial nos testes de triagem de coagulação 
anormal 


Apenas tempo de tromboplastina parcial (PTT) anormal 

Associado a sangramento: defeitos de VIII, IX, XI 

Não associado a sangramento: XII, pré-calicreina (PK), cininogênio de alto peso 
molecular, anticoagulantes lúpicos 

Apenas tempo de protrombina (PT) anormal 

Factor VII defects 

PT e PTT anormais combinados 

Condições clínicas: anticoagulantes, CID, doença hepática, deficiência de 
vitamina K, transfusão maciça 

Raramente disfibrinogenemias, defeitos nos fatores V, X e Il 


CID = coagulação intravascular disseminada. 


Também existem alguns distúrbios hemorrágicos raros que não serão 
detectados nos testes rotineiros de coagulação e triagem de plaquetas. 
Essas entidades incluem, em ordem de frequência, defeitos do fator 
XIII, da a,-antiplasmina, do inibidor 1 do ativador do plasminogénio 
e da q.-antitripsinaprrrssurcH- A deficiência de fator XIII será discutida 
a seguir. Os defeitos da a,-antiplasmina e do inibidor 1 do ativador do 
plasminogênio, tanto congênitos como adquiridos, acarretam estados 
hipofibrinolíticos como resultado da menor inibição da plasmina, do 
ativador do plasminogênio tecidual ou da urocinase, respectivamente. 
Além dos ensaios específicos para essas proteínas, existem vários testes 
de triagem que podem ser empregados para detectar esses distúrbios 
raros (ver adiante). A qy-antitripsinaprrrssurcH é uma entidade extre- 
mamente rara, sendo um distúrbio hemorrágico decorrente de uma 
mutação na antitripsina que resulta em inibição potente da trombina, 
impedindo a formação do coágulo. 


Abordagem clínica para pacientes 
com distúrbios da coagulação 


Os pacientes com ensaios da coagulação anormais podem ser avalia- 
dos pelo diagnóstico diferencial de uma anormalidade isolada do PTT, 
do PT ou de ambos. Os defeitos específicos nas proteínas da coagulação 
serão discutidos com mais detalhes na próxima seção. Na vigência de 
um ensaio da coagulação prolongado, o diagnóstico diferencial geral- 
mente fica entre uma deficiência verdadeira ou um inibidor de uma 
proteína específica da coagulação. Há duas abordagens para se chegar 
ao diagnóstico específico. Com a primeira, é possível descobrir o defeito 
específico de um ensaio da coagulação prolongado fazendo-se todos os 
ensaios relevantes para fatores da coagulação. Se um estiver diminuído, 
então pode-se fazer o ensaio específico para o inibidor daquele fator da 
coagulação. Uma abordagem geral para procurar um inibidor específico 
pode ser feita misturando-se várias proporções de plasma do paciente 
com plasma normal (p. ex., 1:1, 2:1, 4:1, 1:2, 1:4), incubando as amos- 
tras por 2 horas a 37°C e então medindo o nível do fator específico na 
mistura. Simultaneamente, o plasma do paciente e o plasma normal 
também são incubados nas mesmas condições. No momento do ensaio, 
obtém-se a atividade porcentual do fator específico sendo pesquisado 
no plasma normal, no plasma do paciente e em cada mistura. Se o valor 
observado em qualquer proporção de plasma do paciente com relação 
ao plasma de controle for menor do que o valor esperado da mistura 
dos dois plasmas nas várias proporções (p. ex., 1:1, 2:1, 1:2 etc.), pode-se 
concluir que há um inibidor no plasma do paciente, que é transferido 
para a amostra do plasma normal. Por exemplo, se houver 100% de ati- 
vidade (1 U/mL) do fator estudado em uma amostra não diluída, uma 
diluição 1:1 de plasma normal com plasma deficiente no fator deve levar 
a um nível de atividade de cerca de 50%. Se o mesmo plasma normal foi 
incubado com plasma do paciente na proporção 1:1 e o valor obtido foi 
de 32% de atividade, deve-se concluir que há algo no plasma do pacien- 
te que é transferido e inibe a atividade do fator no plasma normal (1. e., 
a definição de um inibidor). Essa abordagem é um método não quan- 
titativo geral para avaliar um inibidor de fator da coagulação. Na seção 
sobre defeitos hereditários de proteínas da coagulação, será apresentado 
um método especificamente quantitativo para determinar os inibidores 
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um ensaio coagulante. 

Uma segunda maneira de abordar o problema de determinar um 
defeito em fator específico da coagulação é começar misturando o teste 
do paciente com plasma normal. Estudos de misturas baseados no PT 
ou no PTT são interpretados pelo fato de que um nível de 50% de qual- 
quer fator da coagulação é suficiente para dar um valor normal de PT e 
PTT, isso porque ambos esses testes têm curvas hiperbólicas (i. e., uma 
diminuição de um fator não acarreta em um prolongamento linear do 
outro). Com níveis de 50% de qualquer fator da coagulação, o tempo de 
coagulação ficará dentro da variação normal. Apenas com valores bem 
abaixo de 50% o PT e o PTT começam a ficar prolongados. Conforme 
dito anteriormente, a sensibilidade do PT e do PTT em termos de pro- 
longamento com a diminuição dos níveis de fatores da coagulação varia 
de acordo com o fator e o reagente feito pelo fabricante. Portanto, se o 
plasma do paciente for misturado na proporção 1:1 com plasma nor- 
mal, o PT ou o PTT devem manter-se normais se não houver um fator 
inibidor no plasma do paciente. No entanto, se a mistura não se manti- 
ver nos valores normais, considera-se que há algo no plasma do pacien- 
te que interfere na função da proteína existente no plasma normal. 

A maneira como são feitos os ensaios de triagem para inibidores é um 
tanto subjetiva em cada laboratório. Quase não existem estudos que for- 
neçam evidência baseada em um laboratório clínico sobre como realizar 
estudos de triagem para inibidores. Foram desenvolvidas algumas abor- 
dagens usando misturas para testar anticoagulantes lúpicos, mas todas 
têm seus próprios aspectos peculiares (Brandt, 1995a, b). Questões crí- 
ticas ao fazer esses estudos com misturas são a proporção de plasma do 
paciente e plasma normal (1:1 a 1:4), o tempo de incubação da mistura 
(imediato a 2 horas) e os ensaios a serem usados para medir o resultado 
(PT, PTT). Uma investigação recente examinou a sensibilidade e a espe- 
cificidade de estudos com misturas para avaliar deficiências de fator e 
anticoagulantes (Chang, 2002). Nesse estudo, foram incubados plasma 
normal e do paciente a 37°C por 1 hora antes de fazer o teste, em pro- 
porções de 1:1 ou 4:1 (paciente:normal). Em um PTT de uma mistura 
na proporção de 1:1 com correção porcentual de 70 a 75% calculada por 
uma fórmula específica (ver a fórmula na referência), a sensibilidade e 
a especificidade para reconhecer a deficiência de um fator ou anticoa- 
gulante foram de 100 e 33% ou 33 e 100%, respectivamente. Quando 
a correção porcentual foi de 50%, calculada a partir da proporção de 
4:1 paciente:normal para o PTT no plasma misturado, a sensibilidade 
e a especificidade para reconhecer uma deficiência de fator ou antico- 
agulante foram de 88 e 100% ou 100 e 88%, respectivamente (Chang, 
2002). Da mesma forma, o PT em uma mistura de 1:1 com uma corre- 
ção porcentual de 70 a 75% calculada por uma fórmula específica (ver a 
fórmula na referência), a sensibilidade e a especificidade para reconhe- 
cer uma deficiência de fator ou anticoagulante foram de 95 e 50% ou 
50 e 95%, respectivamente. Quando a correção porcentual foi maior do 
que 40%, calculada a partir de uma proporção de 4:1 paciente:normal 
na mistura de plasma para o PT, a sensibilidade e a especificidade para 
reconhecer uma deficiência de fator ou anticoagulante foram de 96 e 
100% ou 100 e 96%, respectivamente (Chang, 2002). Outros estudos 
mostraram que o ensaio após uma mistura imediata versus incubação 
por 1 hora a 37°C teve sensibilidade e especificidade menores. 

Os estudos citados indicam a abordagem de uma instituição ao fazer 
estudos de triagem com misturas. Deficiências de múltiplos fatores, 
como quando um paciente está usando varfarina, em geral não se cor- 
rigem porque há tanto deficiências nos níveis plasmáticos de proteínas 
como produção de moléculas anormais em consequência do defeito na 
carboxilação que funcionam como inibidoras em ensaios baseados no 
coagulante. Uma vez determinado que um inibidor está presente, serão 
necessários ensaios específicos para o fator para isolar a proteína especi- 
fica à qual o inibidor está direcionado. Em geral, nosso laboratório visa 
descobrir se um fator específico está afetado quando os testes de tria- 
gem são anormais e então determinar se há um inibidor específico dele. 


Defeitos hereditários das proteínas 
da coagulação 


Conforme descrito anteriormente, deficiências de proteína ou fator 
podem ser quantitativas ou qualitativas. Nos distúrbios quantitativos, o 
nível do fator determinado pelos métodos rotineiros baseados no coá- 


gulo (ensaios de atividade funcional) é semelhante ao resultado obtido 
por ensaios imunológicos (com antígeno). Nos distúrbios qualitativos, 
o resultado do ensaio funcional está reduzido, mas o nível do antígeno 
está significativamente mais alto ou normal, indicando a presença de 
uma proteína disfuncional ou um inibidor da função daquela proteína. 


Deficiência do fator VIII (hemofilia A) 
ou do fator IX (hemofilia B) 


A hemofilia A (deficiência do fator VIII) é o distúrbio hemorrágico 
congênito grave mais comum que permite a gestação e o parto normal, 
afetando 1 em cada 5.000 a 10.000 indivíduos do sexo masculino. A 
hemofilia B (deficiência do fator IX) também é um distúrbio hemorrá- 
gico congênito grave, que acomete 1 em cada 25.000 a 30.000 indivíduos 
do sexo masculino. Os genes do fator VIII e do fator IX estão ambos 
localizados no cromossomo X, de modo que as hemofilias A e B são 
distúrbios recessivos ligados ao X que afetam primariamente indivídu- 
os do sexo masculino. Mulheres com uma mutação para hemofilia em 
um de seus dois cromossomos X são portadoras. A hemofilia A pode 
acometer mulheres quando portadoras têm lionização desequilibrada 
do cromossomo X normal, síndrome de Turner ou são filhas de um 
homem acometido e uma mulher portadora. 

As manifestações hemorrágicas das hemofilias À e B, que são proble- 
mas de fatores da coagulação, abrangem hemartrose; hematomas em 
tecido mole, inclusive nos músculos; equimoses de fácil ocorrência; 
sangramento excessivo em cirurgias, traumatismos, extrações dentárias 
e circuncisão; sangramento no trato gastrintestinal ou geniturinário; 
epistaxe; má cicatrização de feridas e, incomumente, sangramento no 
coto umbilical (Tab. 38.2). Podem ocorrer hemorragias intracranianas, 
em particular após traumatismo. A gravidade da hemofilia é classificada 
com base no nível plasmático do fator (Tab. 38.4). A hemofilia grave 
manifesta-se por sangramento espontâneo duas a quatro vezes por mês 
e requer tratamento frequente ou terapia profilática com reposição de 
produtos que contenham o fator deficiente. Na outra extremidade do 
espectro, a hemofilia discreta manifesta-se por sangramento prolonga- 
do após traumatismo ou cirurgia de grande porte e os pacientes rara- 
mente precisam de reposição intravenosa do fator. 

Suspeita-se de hemofilia quando há sintomas hemorrágicos ou his- 
tória da doença na família do paciente. Cerca de um terço dos casos de 
hemofilia A surge de mutações espontâneas. A avaliação laboratorial da 
hemofilia deve incluir um PTT e um PT. O diagnóstico é confirmado 
por um ensaio para o fator VIII ou o fator IX. É importante lembrar que 
dois níveis da curva padrão para a atividade coagulante do fator VIII 
precisam ser preparados para caracterizar completamente os pacien- 
tes com deficiência grave do fator VIII, pois a curva não é linear com 
valores baixos. Na instituição em que os autores deste capítulo traba- 
lham, níveis do fator VIII acima de 10% são avaliados com uma curva 
padrão que abrange 10 a 150% de atividade do fator VIII. Níveis bai- 
xos do fator VIII são avaliados com uma curva padrão que varia entre 
níveis de 0,24% e 15%. A etiologia mais comum da hemofilia A grave é 
uma inversão parcial do gene do fator VIII até e incluindo o íntron 22, 
responsável por até 40 a 45% dos indivíduos com hemofilia (Naylor, 
1992; Lakich, 1993) (Fig. 38.9). Essas inversões devem-se à recombina- 
ção homóloga entre a região que inclui o gene F8A no intron 22 e uma 
das duas outras regiões homólogas localizadas a mais de 400 kb 5’ (telo- 
mérica) do gene do fator VIII (Lakich, 1993; Kaufman, 2001). Foram 
descritos vários tipos dessas inversões (Kaufman, 2001). Se a inversão 
do íntron 22 não for detectada, é difícil definir a mutação responsável 
por causa do grande tamanho do gene do fator VIII. Em contraste, o 
gene do fator IX tem um terço do tamanho do DNA complementar do 
fator VIII, e as mutações responsáveis pela hemofilia B são mais fáceis 
de definir por análise genética. 

Além do que acabamos de mencionar, podem ser necessários mais 
testes diagnósticos para pacientes com deficiência discreta a modera- 
da do fator VIII sem história de hemofilia A (p. ex., uma paciente com 
fator VIII baixo e herança autossômica aparente). Em pacientes com 
doença de von Willebrand, pode ocorrer uma deficiência secundária de 
fator VIII (ver Cap. 39), pois esse fator normalmente está ligado e esta- 
bilizado pelo de von Willebrand no plasma (Weiss, 1977). Além disso, 
foi descrita uma única anormalidade no fator de von Willebrand em 
que uma mutação errática nele prejudica sua capacidade de ligar-se ao 


Tabela 38.4 Classificação das hemofilias A e B 


Classificação 

Grave Moderada Discreta 
Porcentagem de 50-70 10 30-40 
pacientes 
Atividade do fator <] 1-5 6-30 
VIII ou fator IX (%) 
Padrão dos episódios 2—4 por mês 4-6 por ano Incomum 
de sangramento aproximadamente aproximadamente 
Etiologia do Espontâneo Traumatismo Traumatismo 
sangramento mínimo maior 

Cirurgia 


fator VIII e promover a secreção plasmática do último. Essa anormali- 
dade, descrita pela primeira vez em um paciente francês da Normandia, 
foi denominada doença de von Willebrand “Normandia” ou tipo 2N. É 
reconhecida quando um paciente com exames normais para o fator de 
von Willebrand mas níveis reduzidos de fator VIII tem herança autos- 
sômica recessiva em vez de ligada ao sexo (Schneppenheim, 1996). 

Os níveis de atividade do fator IX durante a infância permanecem em 
cerca de 75% dos níveis encontrados em adultos. Há um incremento de 
25% na expressão do fator VIII que começa na puberdade em ambos 
os sexos (Andrew, 1992). Foi levantada a hipótese de que isso resulta 
da ação de hormônio esteroide. É interessante o fato de que há uma 
forma rara de deficiência de fator IX, a hemofilia B Leyden, que apre- 
senta resolução fenotípica pós-puberal. Os pacientes com essa condição 
apresentam-se com hemofilia B no início da infância, com a atividade 
do fator IX variando de menos de 1 a 13% do normal. Os níveis plasmá- 
ticos sobem até 70% do normal após o início de puberdade, com reso- 
lução das complicações hemorrágicas (Reitsma, 2001). Mutações na 
hemofilia B Leyden foram identificadas na região promotora do gene 
do fator IX, dentro da qual está localizada uma sequência de consenso 
para ligação de receptor esteroide (Crossley, 1992). 


Avaliação de portadores 

A detecção de portadores é útil para prever os sintomas e fazer o acon- 
selhamento pré-natal. Os portadores podem ter níveis baixos o bastante 
de fator VIII ou IX para serem sintomáticos, apresentando equimoses 
com facilidade, menorragia e complicações hemorrágicas de cirurgias e 
traumatismos (Arun, 2001). Na hemofilia A, se a mutação é conhecida, 
pode-se testar o portador potencial para a inversão comum no íntron 22. 
Quando disponível, a análise genética detalhada da mulher, do homem 
acometido e de outros membros da família pode definir a mutação. Tais 
técnicas proporcionam uma probabilidade extremamente alta de detec- 
tar portadores quando todos os membros da família estão disponíveis 
para estudo. Do contrário, pode-se usar a proporção de atividade do 
fator VIII com relação ao nível do antígeno do fator de von Willebrand 
na mulher para predizer o estado de portadora. Proporções inferiores a 
1 identificam 91 a 99% de portadores da hemofilia A (Fishman, 1982; 
Graham, 1986; Green, 1986). O diagnóstico pré-natal das hemofilias 
pode ser feito em vários centros de obstetrícia de alto risco por amostra- 
gem de vilosidade coriônica às 12 semanas de gestação ou por amnio- 
centese após a 16º semana. Se a base genética da doença é conhecida em 
uma família, então pode-se fazer a análise mutacional ou o exame de 
inversão do íntron 22 em amostras de células (Ljung, 1999; Arun, 2001). 
A amostragem fetoscópica de sangue pode se feita às 20 semanas de ges- 
tação para análise de fator da coagulação, embora implique alto risco 
e seja menos precisa. Na hemofilia B, 30 a 40% dos portadores serão 
perdidos pela estimativa da atividade do fator IX, e a análise de mutação 
é importante para definir o estado de portador (Graham, 1979; Ljung, 
1999). Como a hemofilia A, a hemofilia B surge espontaneamente em 
um terço dos pacientes. 


Tratamento da hemofilia 

Produtos recombinantes dos fatores são agora o padrão de cuidados 
no tratamento das hemofilias A e B em países desenvolvidos. Os fatores 
da coagulação são dosados com base no peso e na atividade plasmática 
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Figura 38.9 Inversão do gene do fator VIII na hemofilia A. O painel superior ilustra 
uma região do cromossomo Xq28, com o gene do fator VIII sombreado. Além disso, 
há duas cópias de uma região que tem alta homologia com a sequência dentro do 
fator VIII, denominada “gene A”, que ocupa a contracorrente do fator VIII, bem como 
uma terceira cópia do gene A presente na orientação inversa dentro do intron 22 do 
próprio gene do fator VIII. A seta no alto do esquema indica a direção da transcrição. 
Na linha B, é mostrada uma recombinação homóloga proposta entre a cópia do intron 
22 do gene A e uma das duas cópias na contracorrente. Na linha C, o crossover entre 
duas regiões idênticas, na orientação mostrada, resulta em uma inversão da sequência 
entre os dois genes recombinados. Tal gene bloquearia toda a transcrição do fator VIII. 
Essa figura representa um tipo de recombinação. Pode ocorrer uma recombinação 

em qualquer parte da região de homologia do gene. (Redesenhada com permissão de 
Lakich D, Kazazian H, Antonarakis SE, Gitschier J. Inversion disrupting the factor VIII 
gene are a common cause of severe hemophilia A. Nat Gen 1993; 5:236-241.) 


desejada. O plasma com 100% de atividade de fator da coagulação tem 
1 U/mL daquele fator. Por convenção, uma unidade de fator da coagula- 
ção é a quantidade do fator presente em 1 mL de pool de plasma huma- 
no normal. Cada unidade de fator VIII recombinante/kg aumenta 2% 
a atividade plasmática do fator VIII e cada unidade de fator IX recom- 
binante/kg e aumenta cerca de 1% a atividade plasmática do fator IX. 
Para aumentar a atividade plasmática do fator VIII para 100% em um 
homem com 70 kg, a dose será calculada como a seguir: 

peso corporal (kg) x 0,5 unidade internacional/kg x aumento deseja- 
do na atividade do fator VIII (%) = dose necessária, ou 

(70 kg) (0,5) (100) = 3.500 unidades a serem infundidas. 

A meia-vida plasmática do fator VIII é de cerca de 12 horas. Para 
aumentar a atividade plasmática do fator IX para 100% em um homem 
com 70 kg, a dose calculada será: 

peso corporal (kg) x aumento desejado da atividade do fator IX (9%) x 
1 unidade internacional/kg = dose necessária; ou 

(70 kg) (100) = 7.000 unidades a serem infundidas (Shapiro, 2005). 

Cerca de um terço dos pacientes com deficiência do fator IX têm uma 
recuperação menor após a infusão de fator IX recombinante, necessi- 
tando de uma dose 20% maior. A meia-vida plasmática do fator IX é de 
cerca de 24 horas. 


Complicações do tratamento 

Anticorpos inibidores do fator VIII ou do IX são uma complicação 
importante da terapia. A incidência de inibidores em pacientes com 
hemofilia A é de aproximadamente 15 a 35% e em pacientes com hemo- 
filia B é de aproximadamente 1 a 4%. Na hemofilia A, é provável que 
os inibidores desenvolvam-se quando o indivíduo é acometido grave- 
mente e se, em um paciente que não foi tratado antes, há 9 a 12 dias de 
exposição à terapia (Arun, 2001). 

O teste para inibidor no paciente com hemofilia está indicado se: 

ə a hemorragia do paciente não é controlada com uma dose apropriada 
do fator; 

ə O nivel do fator VIII com relação ao tempo do fator de infusão no 
gráfico mostra uma queda muito rápida da curva; 

ə O nivel do fator no plasma do paciente parece aumentar quando se 
faz o ensaio com a amostra em diluições maiores. 

Por exemplo, no último caso, em geral faz-se a estimativa do nível do 
fator em várias diluições (p. ex., 1:10, 1:20, 1:40). Se a porcentagem de 
atividade do fator na diluição maior for significativamente mais alta que 
a observada na diluição menor, pode-se concluir que algo que inibe a 
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no pode ser o primeiro indício da presença de um inibidor no plasma 
do paciente. 

A caracterização de um inibidor específico do fator VIII ou IX ou de 
qualquer outra proteína da coagulação requer exame cuidadoso. Um 
simples teste de mistura como descrito antes para o PT e o PTT pode 
subestimar a presença de um inibidor. Além disso, conforme indicado 
na seção anterior, não há unanimidade sobre qual ensaio com mistura 
deve ser feito. Recomenda-se que, ao realizar uma triagem para inibi- 
dor do fator VIII ou do IX, deve-se fazer um ensaio “Bethesda” para o 
inibidor (Kasper, 1975). Em geral, essa abordagem para avaliar a pre- 
sença de inibidores de fator da coagulação é mais confiável para todos 
os inibidores de proteínas da coagulação. Esse ensaio padroniza a quan- 
tidade de plasma na mistura e o tempo de incubação, e ainda norma- 
liza a interpretação do inibidor, de maneira que é passível de interpre- 
tar universalmente. Nesse ensaio, uma parte de plasma do paciente é 
misturada com uma parte de plasma normal e incubada por 2 horas 
a 37°C. O controle é uma mistura 1:1 de um conjunto de plasma de 
vários indivíduos com tampão. Em uma variação do ensaio Bethesda 
original, a chamada modificação Nijmegen, o controle do plasma con- 
junto é incubado com plasma deficiente em fator VIII e o normal usado 
no ensaio é tamponado para evitar desvios do pH durante as 2 horas 
de incubação (Verbruggen, 1995). Após a incubação, faz-se o ensaio 
com o plasma do paciente ou a mistura de controle para a atividade do 
fator VIII, e a porcentagem do fator VII residual é determinada em cada 
diluição pela proporção mistura do paciente:mistura de controle. Uma 
“unidade Bethesda” arbitrária (BU) foi criada para quantificar os inibi- 
dores de fator da coagulação. Assim, no caso do fator VIII, uma BU é 
definida como a quantidade de plasma do paciente que destrói metade 
da atividade do fator VIII no plasma de controle (Fig. 38.10). Portanto, 
considera-se que uma atividade residual do fator VIII de 50% no plasma 
do paciente contenha uma unidade Bethesda de inibidor por mililitro. 
Se esse mesmo plasma tivesse sido diluído 10 vezes antes do ensaio para 
o inibidor, então esse resultado indicaria valores do inibidor de 10 BU/ 
mL. Esse ensaio é sensível, mas às vezes difícil de reproduzir. Ele pressu- 
põe que no plasma normal usado há 100% de atividade do fator VIII. O 
plasma normal usado nesse ensaio deve ser submetido a teste e seu nível 
de fator VIII é o utilizado no cálculo do fator VIII residual após incu- 
bação com plasma inibidor do paciente. Além disso, várias diluições de 
plasma podem produzir estimativas diferentes do título do inibidor. Ao 
decidir o nível de unidades Bethesda, a diluição que fica mais próxima 
de 50% de fator residual é escolhida para o cálculo do título do inibidor 
do fator VIII. Essa abordagem para determinar o nível de unidades ini- 
bidoras de qualquer fator da coagulação é prontamente adaptável para 
determinar os níveis inibidores de qualquer outro fator da coagulação. 

Há inúmeras opções terapêuticas para pacientes com inibidores do 
fator VIII. A escolha de qual usar tem de ser criteriosa, pois o custo de 
tratar esses pacientes pode ter um impacto financeiro sério na institui- 
ção. As opções terapêuticas para tratar pacientes com inibidores do fator 
VIII incluem grandes doses de fator VIII; o uso de “agentes de desvio” 
como concentrados do complexo protrombina ativada e não ativada ou 
fator VIIla recombinante (Abshire, 2004; Roberts, 2004; Zeitler, 2005), 
indução de tolerância imune mediante exposição regular ao fator VIII 
com ou sem o uso de fármacos imunossupressores e plasmaférese que 
pode incluir adsorção de anticorpos. O uso de inibidores mais fortes 
com doses maciças de fator VIII ou do fator VIla recombinante sem 
dúvida são as formas mais dispendiosas de terapia. No entanto, às vezes 
o uso do fator VIla recombinante pode salvar a vida. 


Deficiências hereditárias de outros 
fatores da coagulação 


As outras deficiências hereditárias de fatores da coagulação têm heran- 
ça autossômica recessiva (Tab. 38.5). Com exceção da deficiência do 
fator XI, tais distúrbios são muito raros. Entretanto, têm alta prevalência 
em áreas onde são praticados casamentos consanguineos (Mannucci, 
2004). Em geral, a maior parte dos pacientes com deficiências das pro- 
teinas da coagulação dos fatores VII, V e II provavelmente tem defei- 
tos parciais porque apresentam diabetes hemorrágicos relativamente 
brandos. A maior parte dos ensaios baseados na coagulação é insensível 
para valores abaixo de 5 a 10% nos níveis dos fatores. À presença mesmo 
desse pequeno nível de fator da coagulação pode influenciar bastante o 
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Figura 38.10 Expressão do título de inibidor do fator VIII em Unidades Bethesda. 
Nesse ensaio para um inibidor do fator VIII, a atividade residual desse fator em 
porcentagem no plasma normal é determinada após incubação com plasma do 
paciente. Por convenção, uma Unidade Bethesda do inibidor é a quantidade de 
anticorpo que destrói 0,5 U da atividade do fator VIII após 2 horas de incubação 
a 37°C. Como mostrado na figura, a porcentagem de atividade residual do fator 
VIII em uma escala logarítmica é colocada no gráfico contra Unidades Bethesda/ 
mL em uma escala linear. Para que uma amostra possa ser avaliada nesse ensaio, 
o nível de atividade do fator VIII deve cair entre 25 a 75%. Amostras de pacientes 
que produzem atividade residual do fator VIII abaixo de 25% precisam ser mais 
diluídas para que se encontre o ponto de atividade residual de 50% do fator 
VIII. (Redesenhada com permissão de Bockenstedt PL: Laboratory Methods in 
Hemostasis. Em Loscalzo J, Schafer Al (eds.): Thrombosis and Hemorrhage, 34 ed. 
Lippincott, Williams and Wilkins, Philadelphia, PA, 2003, Fig. 21.7, p. 370.) 


risco de sangramento. Tal avaliação baseia-se nos achados em camun- 
dongos knockout que indicam que uma ausência verdadeira de cada 
uma dessas proteínas está associada a praticamente 100% de mortali- 
dade por hemorragia antes do nascimento ou no momento dele. Diante 
de deficiências hereditárias de fatores, os indivíduos heterozigotos para 
a deficiência têm aproximadamente 50% (mais comumente 30 a 60%) 
do nível normal do fator em questão. Os sintomas desses distúrbios são 
bastante variáveis (Tab. 38.6). Pode-se suspeitar de deficiências de fato- 
res da coagulação com base nos sintomas, na história familiar ou em 
testes de triagem anormais, e o laboratório confirma o diagnóstico por 
meio de ensaios específicos para o fator. Uma vez reconhecida uma defi- 
ciência de proteína específica, as bases clínicas em geral distinguem um 
defeito congênito de um adquirido (ver adiante). 


Diagnóstico diferencial de um PTT prolongado 
e um PT normal 
Fator XI 

A deficiência de fator XI é comum em judeus asquenazis, em que a fre- 
quência de heterozigotos é de 8% (Asakai, 1991). Essa população étni- 
ca constitui cerca de 50% dos pacientes com deficiência do fator XI nos 
EUA. A maior parte dos pacientes com essa deficiência raras vezes tem 
hemorragias espontâneas. Os sangramentos ocorrem comumente após 
lesão ou cirurgia, em particular nas que envolvem áreas do corpo em que 
há alta atividade fibrinolítica (boca, nariz, trato geniturinário) (Tab. 38.6). 
Mulheres podem ter menorragia e hemorragia pós-parto. Os sangra- 
mentos podem ocorrer em heterozigotos e não necessariamente correla- 
cionam-se com o nivel residual do fator XI. (Leiba, 1965; Bolton-Maggs, 
1988). Todavia, a tendência hemorrágica também pode ser modificada 


Tabela 38.5 Deficiências de fatores da coagulação 


Fator Localização do gene Meia-vida circulante normal 

Fibrinogênio 4q31.3-32.1 2-4 dias 

| 11p11.2 3—4 dias 

V 1q24.2 36h 

V e VIII combinados LMAN1:18q21.32 36 h para FV; 
MCFD2:2p21 10-14 h para FVIII 

VII 13934 3-6h 

Vill Xq28 10-14h 

IX Xq27 18-24h 

X 13q34 40-60 h 

XI 4q35.2 40-70 h 

XII 5q33-qter 50-70 dias 

PK 4q33-q35 Desconhecida 

HK 3927 9-10h 

XIII A:6p25.1 11-14 dias 
B:1931.3 


* Pode estar associada a trombose. ` Rara, exceto em descendentes de judeus asquenazi. 


HK = cininogénio de alto peso molecular; PK = pré-calicreina. 


por defeitos adicionais como a hemofilia, a doença de von Willebrand 
e defeitos da função plaquetária (Brenner, 1997). O diagnóstico depen- 
de da determinação da atividade do fator XI abaixo dos parâmetros de 
referência. A maioria dos reagentes amplamente usados para o PTT dará 
resultados prolongados para amostras de pacientes com atividade abaixo 
de 20 a 25% e resultados mistos quando os níveis forem de 25 a 60%. O 
limite inferior da variação normal é provavelmente de 60 e 70% (Bolton- 
-Mages, 1995). Portanto, um PTT normal não exclui uma deficiência 
discreta de fator XI. Nos casos em que pode haver elevação acentuada do 
fator VIII, o PTT pode ser normalizado mesmo quando outros fatores 
estão reduzidos (Lawrie, 1998). Em todos os pacientes com deficiência 
do fator XI, o tratamento pré-operatório é crítico para evitar complica- 
ções hemorrágicas. Os pacientes com deficiência grave (fator XI <10 a 
20%) devem receber tratamento com plasma fresco congelado para ele- 
var seus níveis de fator XI. Em geral, a terapia de reposição com uma dose 
de ataque de 20 mL/kg e dose de manutenção de 5 a 10 mL/kg a cada 24 
horas é suficiente para pacientes com deficiência grave do fator XI pode- 
rem ser submetidos a uma cirurgia eletiva (Kessler, 1996). Pacientes com 
níveis entre 20 a 70% podem apresentar sangramento. Uma história de 
hemorragia e a natureza da cirurgia proposta vão orientar o tratamento. 
O desenvolvimento de inibidores do fator XI em pacientes com deficiên- 
cia desse fator foi descrito mas é raro (Salomon, 2003). 


Fator XII, pré-calicreína e cininogênio 
de alto peso molecular 

A deficiência de fator XII, pré-calicreína (PK) e cininogênio de alto 
peso molecular (HK) está associada a um PTT prolongado, mas não 
a qualquer risco de sangramento. A deficiência de fator XII é mais 
comum, ocorrendo em todos os grupos raciais e étnicos. Está associada 
a um PTT muito longo. A deficiência de pré-calicreina é menos comum, 
porém observada em todos os grupos étnicos nos EUA, e está associada 
a um PTT levemente prolongado que volta ao normal quando o tubo 
de ensaio é colocado em repouso por 1 hora a 37°C. A deficiência de 
cininogênio de alto peso molecular é um distúrbio muito raro, também 
associado a um PTT muito longo. Essas proteínas são essenciais para 
um PTT normal, pois nele é o fator XII que se autoativa na superfície do 
tubo de ensaio ou com material particulado de carga negativa no rea- 
gente, que inicia a chamada cascata de reações proteolíticas que leva à 
formação de trombina in vitro, conforme descrito antes (Wiggins, 1979; 
Miller, 1980). Não obstante, essas deficiências de proteína não estão 
associadas a sangramento — aspecto enfatizado de forma esquematizada 
na Figura 38.1, ressaltado em cinza na parte da “cascata” da coagulação. 
Como não há necessidade de terapia de reposição para a hemostasia 
nas deficiências de fator XII, PK ou HK, é importante reconhecer esses 
defeitos para evitar uma transfusão desnecessária. Além disso, as defi- 


Incidência Herança Gravidade do 
sangramento 
1:1 milhão Recessiva Discreta a grave” 
Muito rara Recessiva Discreta a moderada 
1:1 milhão Recessiva Moderada 
1:2 milhão Recessiva Discreta a moderada 
1:500.000 Recessiva Discreta a grave 
1:10.000 Ligado ao sexo Discreta a grave 
1:30.000 Ligado ao sexo Discreta a grave 
1:500.000 Recessiva Discreta a grave 
Rara! Recessiva Discreta a moderada 
Rara Recessiva Sem sangramento 
Muito rara Recessiva Sem sangramento 
Extremamente rara  Recessiva Sem sangramento 
<1:1 milhão Recessiva Moderada a grave 


Tabela 38.6 Manifestações clínicas das deficiências de fatores da 
coagulação 


Tipo de sangramento Deficiências de fator da coagulação 


Equimoses com facilidade FIL, FVIII, FIX 

Hematomas Fil, FVIII, FIX 

Sangramento de mucosas Fil, FVIII, FIX, FXI 

Hemartrose FVIII, FIX, FX 

Sangramento pós-cirurgia Fibrinogênio, FII, FV, FVII, FVIII, FIX, FX, 
FXI, FXIII 

Hemorragia intracraniana FVII, FVIII, FIX, FXII 

Cicatrização demorada de feridas Fibrinogênio, FXIII 

Sangramento no cordão umbilical FX, FXIII 


Aborto 
Trombose 


Fibrinogénio, FXII! 
Fibrinogênios anormais 
Assintomático FXII, pré-calicreina, cininogênio de alto 
peso molecular 


ciências de fator XII e HK têm sido associadas ao risco de trombose. 
Embora ainda experimentais, os dados sugerem que elas contribuem 
para a natureza anticoagulante constitutiva do compartimento intra- 
vascular (Ratnoff, 1968; Colman, 1992; Hasan, 2003; Zito, 2002). As 
deficiências de fator XII e HK resultam em PTT muito longo, enquanto 
na deficiência de pré-calicreina o PTT está apenas ligeiramente prolon- 
gado, como dito antes. Ante a suspeita de deficiência de proteínas no sis- 
tema calicreína/cinina, em primeiro lugar devem ser feitos ensaios para 
o fator XII, porque sua deficiência é mais comum. 


PTT e PT prolongados 
Distúrbios do fibrinogênio 

As deficiências de fibrinogênio (fator I) podem prolongar o PT e o 
PTT se a concentração plasmática da proteína estiver suficientemente 
baixa, em geral menos de 100 mg/dL. A afibrinogenemia é autossômica 
recessiva, representa uma ausência total de fibrinogênio e resulta em um 
distúrbio hemorrágico de gravidade variável (Fried, 1980; Lak, 1999). 
Sangramento no coto umbilical e em mucosas são mais comuns, bem 
como uma incidência maior nos sistemas musculoesquelético e ner- 
voso central. Os pacientes também exibem má cicatrização de feridas. 
Hipofibrinogenemia é um nível de fibrinogênio abaixo do normal, com 
um padrão similar, porém mais brando de sangramento. Tanto a afibri- 
nogenemia como a hipofibrinogenemia estão associadas a abortos recor- 
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rentes e hemorragia antes e após o parto (Goodwin, 1989; Kobayashi, 
2000). Paradoxalmente, há relatos de eventos trombóticos em pacientes 
com afibrinogenemia (Chafa, 1995; Lak, 1999; Dupuy, 2001). 

Disfibrinogenemia é uma deficiência qualitativa de fibrinogênio, carac- 
terizada pela produção de fibrinogênio disfuncional. A maior parte dos 
pacientes com disfibrinogenemia congênita é heterozigota, por causa dos 
defeitos moleculares na proteína produzida, embora haja relatos de raros 
casos de homozigotos. As disfibrinogenemias são adquiridas mais comu- 
mente em associação à doença hepática. A maioria dos casos de disfibri- 
nogenemia adquirida deve-se a modificações translacionais da proteína 
fibrinogênio, como resultado de sua síntese em um fígado anormal. No 
laboratório clínico, foram relatados casos de homozigotos congênitos e 
adquiridos. Os pacientes com disfibrinogenemia em geral são assintomá- 
ticos ou têm sangramentos discretos, mas ocorrem alguns casos de trom- 
bose, com ou sem antecedentes de sangramento (Hanss, 2001). O tempo 
de trombina e o de reptilase, que mede o tempo de coagulação duran- 
te a conversão do fibrinogênio em fibrina, em geral estão prolongados 
na disfibrinogenemia. Quando a trombina proteolisa o fibrinogênio no 
tempo de trombina, os fibrinopeptídeos A e B são liberados das cadeias 
Aa e BB do fibrinogênio. A reptilase coagula o fibrinogênio apenas com 
a liberação do fibrinopeptídeo A (Funk, 1971). A proteólise do fibrino- 
peptídeo A a partir do fibrinogênio é suficiente para induzir a formação 
do coágulo. A liberação do fibrinopeptídeo B aumenta a velocidade de 
associação dos monômeros de fibrina, mas não o coágulo fisiológico nor- 
mal (Martinelli, 1980; Nawarawong, 1991). O risco de sangramento está 
associado apenas a defeitos na liberação do fibrinopeptídeo A, não aos do 
fibrinopeptídeo B. Portanto, um paciente pode ter um PT eum PTT pro- 
longados em decorrência de um defeito na liberação de fibrinopeptídeo 
B e não correr risco algum de sangramento. Essa é a razão pela qual são 
utilizados o tempo de trombina e o de reptilase para avaliar as disfibrino- 
genemias. Os ensaios que medem o fibrinogênio coagulável mostrarão 
níveis inferiores aos observados nos ensaios que medem o antígeno do 
fibrinogênio. A proporção entre a atividade do fibrinogênio coagulável 
e a do antígeno do fibrinogênio é superior a 95%. Proporções menores 
sugerem uma disfibrinogenemia. O crioprecipitado é uma boa fonte de 
fibrinogênio quando a reposição é necessária. Agentes antifibrinolíticos 
podem reduzir o sangramento associado a procedimentos como extra- 
ção dentária, mas devem ser evitados nos indivíduos sob risco ou com 
antecedentes familiares de trombose venosa. 


Deficiência do fator ll 

A deficiência de protrombina pode ser a deficiência hereditária mais 
rara de um fator da coagulação (1:2.000.000) (Bolton-Maggs, 2004). 
Uma deficiência verdadeira de protrombina no camundongo é incom- 
patível com a vida após o nascimento. A hipoprotrombinemia (defi- 
ciência do tipo I) manifesta-se como uma redução concomitante na 
atividade da protrombina e nos níveis de antígeno. Os sintomas hemor- 
rágicos incluem sangramento de mucosas, hematomas e hemartrose. A 
disprotrombinemia (deficiência do tipo II) apresenta-se com atividade 
reduzida e níveis normais de antígeno. A apresentação clinica da dis- 
protrombinemia é menos previsível e os pacientes podem estar assin- 
tomáticos ou ter apenas manifestações hemorrágicas discretas (Bolton- 
Maggs, 2004). Dependendo da sensibilidade dos reagentes, tanto o PT 
como o PTT podem estar prolongados na deficiência de protrombina. 
No entanto, é melhor realizar um ensaio específico na vigência de sus- 
peita clínica ou história familiar positiva diante de testes de triagem 
normais. Um ensaio para protrombina com reagente para PT em plas- 
ma deficiente no fator é mais conveniente. Concentrados com o com- 
plexo protrombina são o tratamento de escolha, embora plasma fresco 
congelado possa servir como fonte alternativa de protrombina. 


Deficiência do fator V 

A deficiência heterozigota do fator V é assintomática. A deficiência 
homozigota do fator V é rara (1:1000.000), apresentando-se em crianças 
que desenvolvem equimoses com facilidade e sangramento de mucosas 
(Girolami, 1998; Lak, 1999). Tais indivíduos precisam ter alguma quan- 
tidade de fator V funcional, porque 50% dos camundongos verdadei- 
ramente sem esse fator morrem na época do desenvolvimento cardio- 
vascular (9 a 11 dias) e a outra metade ao nascimento por hemorragia 
(Cui, 1996). Podem ocorrer hematomas e hemartrose com lesão, mas 
raras vezes espontaneamente. Está associada a prolongamento do PTT 
e do PT (mas a um tempo de trombina normal) e é confirmada por um 


tempo de protrombina baseado no reagente, o ensaio para o fator V de 
estágio único. Nos pacientes com deficiência do fator V, também se deve 
fazer um ensaio para o fator VIII, para avaliar a deficiência combinada de 
ambos esses fatores (Nichols, 1998; Zhang, 2004). O único produto para 
reposição disponível é plasma fresco congelado. O objetivo da reposição 
deve ser elevar pelo menos 15% o nível do fator V (Peyvandi, 1999). 


Deficiência do fator X 

A deficiência heterozigota do fator X é assintomática. A deficiên- 
cia homozigota do fator X é um distúrbio hemorrágico grave que se 
manifesta na infância. Os sintomas incluem sangramento no cordão 
umbilical, em mucosas, hematomas graves em tecido mole e hemartro- 
se (Peyvandi, 1998a). Ensaios para o fator X baseados no PT de estágio 
único são suficientes para o diagnóstico, embora haja ensaios comerciais 
disponíveis. Como no caso de todos os fatores da coagulação dependen- 
tes de vitamina K, é importante excluir a deficiência de vitamina K ou 
outra causa adquirida da deficiência do fator X antes de estabelecer o 
diagnóstico de uma deficiência hereditária. Por exemplo, a deficiência 
do fator X é a mais comumente associada a amiloidose primária, ocor- 
rendo em 8,7% dos pacientes (Uprichard, 2002) e provavelmente em 
função da adsorção do fator X nas fibrilas amiloides. A terapia atual para 
a deficiência do fator X inclui concentrados do complexo de protrom- 
bina, embora o VIIa recombinante tenha sido usado com sucesso para 
tratar a deficiência de fator X associada à amiloidose (Boggio, 2001). 


Deficiência combinada dos fatores V e VIII 

É um distúrbio autossômico recessivo raro e resulta de um único defei- 
to genético, não da herança simultânea de defeitos nos genes de ambos 
os fatores. Os pacientes costumam ter níveis desses fatores entre 5% e 
30%. Em dois terços dos pacientes, isso resulta da expressão nula do 
LMANI (antigamente conhecido como ERGIC-53) (Nichols, 1998). O 
LMANI circula entre o retículo endoplasmático e o complexo de Golgi 
e acredita-se que facilite o transporte da proteína através da via de secre- 
ção (Zhang, 2003). Outros pacientes têm uma mutação do MCFD2, que 
interage diretamente com o LMANI (Zhang, 2003). As manifestações 
hemorrágicas incluem epistaxe, equimoses com facilidade, menorragia e 
hemorragia pós-parto, bem como sangramento após cirurgia, extrações 
dentárias e traumatismo (Seligsohn, 1982; Peyvandi, 1998b) (Tab. 38.6). 
Os testes em geral demonstram um prolongamento desproporcional do 
PTT, em comparação com o PT. A terapia de reposição inclui concentra- 
dos de fator VIII e plasma fresco congelado (como fonte do fator V). 


Deficiência combinada de fatores da coagulação 
dependentes de vitamina K 

A deficiência combinada de fatores da coagulação dependentes da 
vitamina K (fatores II, VII, IX e X; DCFVK) ocorre nos casos de defici- 
ência de vitamina K e disfunção hepática, mas também resulta de dis- 
função hereditária da enzima hepática y-glutamil carboxilase (tipo I) 
ou do complexo enzimático epóxido redutase da vitamina K (tipo II) 
(Brenner, 1998; Zhang, 2004; ver também Cap. 41). Os indivíduos gra- 
vemente acometidos podem manifestar, quando neonatos, sangramen- 
to do coto umbilical ou hemorragia intracraniana espontânea; na pri- 
meira infância ou início da segunda, surgem hemartroses, hematomas 
em tecido mole ou hemorragias gastrintestinais; na fase adulta, ocorrem 
equimoses com facilidade, sangramento de mucosas e após cirurgia 
(Tab. 38.6). O diagnóstico é estabelecido pelo prolongamento do PTT 
e do PT e reduções associadas nos níveis dos fatores coagulantes depen- 
dentes de vitamina K. Esses pacientes podem responder à vitamina K 
(oral ou parenteral), com normalização do PTT, do PT e dos níveis dos 
fatores, bem como resolução dos sintomas hemorrágicos. Tal fato deter- 
mina o diagnóstico de uma anormalidade hereditária difícil, pois outras 
causas adquiridas de deficiência de vitamina K (doença hemorrágica 
do recém-nascido, doença hepática e uso prolongado de antibióticos 
de amplo espectro) ou administração factícia de varfarina poderiam 
manifestar-se de maneira semelhante. No caso de pacientes que não res- 
pondam completamente à administração de vitamina K, pode-se usar 
plasma fresco congelado para sangramento agudo ou cirúrgico. 


PTT normal e PT prolongado 
Deficiência do fator VII 

A deficiência do fator VII é comum, em comparação às deficiências 
hereditárias raras de outros fatores da coagulação. As manifestações 


hemorrágicas são bastante variáveis, com relatos constantes de epistaxe, 
menorragia e sangramento de mucosas (Peyvandi, 1997) (Tab. 38.6). A 
deficiência grave do fator VII é autossômica recessiva, em geral manifes- 
ta-se logo após o nascimento e pode ter uma apresentação dramática, 
com hemorragia intracraniana em 15 a 60% dos casos (Ragni, 1981). 
Suspeita-se do diagnóstico ante um prolongamento isolado do PT, mas 
o nível do fator VII, um fator da coagulação dependente de vitamina K, 
é baixo em recém-nascidos e também pode estar baixo na deficiência de 
vitamina K. Portanto, a reavaliação de lactentes com deficiências leves é 
necessária depois de alguns meses de vida ou após a reposição de vita- 
mina K em pacientes com mais idade. A atividade funcional do fator VII 
é medida por um ensaio da coagulação com plasma deficiente em fator 
VII, baseado no PT. O uso de tromboplastina recombinante humana 
pode dar resultados que mais provavelmente refletem os níveis in vivo 
do fator VII. As amostras para testes do fator VII também não devem 
ser armazenadas a 4°C, pois isso pode ocasionar ativação a frio do fator 
VII como resultado da inativação do inibidor Cl e da formação de fator 
XIla no tubo com ativação do fator VII (Kitchen, 1992). A ativação a 
frio do fator VII resulta em uma hiperestimativa do nível plasmático 
real do fator VII. As opções terapêuticas incluem plasma fresco conge- 
lado, concentrados de complexos de protrombina e fator VIIa recombi- 
nante. Para cirurgia de grande porte, são suficientes níveis de fator VII 
de pelo menos 20% (Bolton-Maggs, 2004). 

Embora a deficiência do fator VII seja o exemplo clássico de uma enti- 
dade que dará PT prolongado e PTT normal, em certas circunstâncias, 
especialmente quando se usa tromboplastina recombinante humana, 
defeitos discretos na via comum das proteínas podem manifestar-se por 
anormalidades apenas leves do PT. Mais comumente, os defeitos serão 
disfibrinogenemias, mas deficiências discretas ou inibidores dos fatores X, 
V e II podem apresentar-se primeiro como defeitos apenas leves do PT. 

Além disso, às vezes pode ocorrer um PT prolongado, mas com um 
PTT normal, quando há deficiência de um fator da via comum como 
X, V ou II em conjunto com uma elevação acentuada no nivel do fator 
VIII. Nessa situação, o nível elevado do fator VIII pode ser capaz de nor- 
malizar um valor de PTT que de outra forma estaria alto por causa da 
deficiência do fator, mas o fator VIII naturalmente não exerceria efeito 
comparável sobre o PT. 


PTT e PT normais 
Deficiência do fator XIII 

O fator XIII estabiliza o coágulo após a formação de um coágulo de 
fibrina. Portanto, o PT e o PTT continuam normais mesmo com uma 
deficiência grave do fator VIII. Os testes para deficiência do fator XIII 
estão indicados com história de sangramento positiva, em particular 
aspectos como sangramento tardio, no coto umbilical ou abortos, em 
que o PT eo PTT estão normais (Anwar, 1999) (Tab. 38.6). Dos pacien- 
tes com deficiéncia grave do fator XIII, 30% morrem na meia-idade em 
decorréncia de hemorragia intracerebral espontanea, a menos que este- 
jam recebendo terapia profilática (Lorand, 1980). O diagnóstico da defi- 
ciência grave do fator XIII (atividade <5%) pode ser confirmado pelo 
teste da estabilidade do coágulo de ureia 5 M ou um ensaio cromogêni- 
co. Os coágulos formados com atividade normal do fator XIII perma- 
necem estáveis em ureia 5 M, enquanto os de pacientes com deficiência 
do fator XIII dissolvem-se na ureia. A razão disso é que o fator XIIa 
inicia a formação de uma nova ponte intermolecular de y-glutamil-e- 
lisina entre as moléculas de fibrina (Lorand, 1980). Essa nova interação 
aumenta a rigidez mecânica da estrutura do coágulo e sua resistência à 
lise. Há ensaios para a atividade quantitativa baseados na ligação cruza- 
da do éster glicina-etil em um peptídeo específico (Fickenscher, 1991) 
ou na incorporação de um substrato amina no fibrinogénio (Kohler, 
1998). Ambos os ensaios empregam a ativação do fator XIII pela trom- 
bina. A deficiência adquirida do fator XIII foi descrita em uma varieda- 
de de doenças, inclusive a púrpura de Henoch-Schônlein, o tratamento 
com isoniazida para tuberculose, várias formas de colite, gastrite erosiva 
e algumas formas de leucemia (Board, 1993), embora a determinação 
do nível do fator XIII e o tratamento terapêutico sejam controversos. 
Como a meia-vida do fator XIII é muito longa, a reposição com plas- 
ma fresco congelado em geral é suficiente para a maioria dos pacientes. 
Concentrados de fator XIII e fator XIII recombinante estão sendo ava- 
liados atualmente em ensaios clínicos. 


Distúrbios hemorrágicos hereditários da fibrinólise 

Os distúrbios hemorrágicos hereditários resultantes de fibrinólise são 
raros. Foi relatada uma deficiência de a,-antiplasmina em poucas famí- 
lias com tendência hemorrágica (Fay, 1992; Aoki, 1980). Embora não 
recomendado para uso rotineiro como ensaio de triagem, o tempo de 
lise do coágulo em sangue total pode ser útil como um primeiro teste 
para detectar deficiências de q,-antiplasmina. Em suma, deixa-se o san- 
gue total coagular, registrando-se o tempo de lise do coágulo. Em indivi- 
duos normais, a presença de a,-antiplasmina impede efetivamente essa 
lise in vitro, mesmo 24 horas após a formação inicial do coágulo. Em 
contraste, na presença de uma deficiência grave de a,-antiplasmina ou 
em alguns estados fibrinolíticos, pode-se observar lise do coágulo várias 
horas depois. Em tais circunstâncias, deve-se fazer o acompanhamento 
com testes específicos para a atividade da a,-antiplasmina. A deficiência 
adquirida de a,-antiplasmina é comum na leucemia aguda (Okajima, 
1994; Schwartz, 1986). O plasma também pode ser misturado com 
ácido diluído para precipitar uma fração relativamente rica em ativador 
do plasminogênio, plasminogênio e fibrinogênio, mas relativamente 
pobre em antiplasminas. Essa fração “euglobina” pode ser redissolvida 
subsequentemente em tampão e coagulada por recalcificação, medin- 
do-se então o tempo de lise do coágulo. Tal lise do coágulo de euglobina 
normalmente se completa em 2 a 4 horas, mas pode ser encurtada com 
o aumento da fibrinólise, em particular em associação à maior ativida- 
de do ativador do plasminogênio. É evidente que o ativador do plasmi- 
nogênio, seu inibidor e o próprio plasminogênio também podem ser 
quantificados individualmente. 


Deficiências adquiridas de proteínas 
da coagulação 


Os distúrbios hemorrágicos adquiridos ocorrem por causa da anticoa- 
gulação, coagulação intravascular disseminada, doença hepática, deficiên- 
cia de vitamina K, transfusão maciça e inibidores únicos das proteínas da 
coagulação. O tópico sobre anticoagulante é abordado no Capítulo 41 e 
não será comentado aqui. Em geral, o surgimento de PT e PTT prolonga- 
dos em um paciente deve fazer parte de um diagnóstico diferencial, como 
discutido na seção a seguir sobre anticoagulantes, CID, doença hepática, 
deficiência de vitamina K e transfusão maciça. Só após esses estados clíni- 
cos serem excluídos é que o patologista deve pensar em defeitos especifi- 
cos nas proteínas que possam estar influenciando o PT eo PTT. 


Coagulação intravascular disseminada 


A CID é uma condição clinicopatológica em que há ativação dos sis- 
temas da coagulação e da fibrinólise, resultando na formação simulta- 
nea de trombina e plasmina com consumo de fatores da coagulação e 
inibidores do sistema que resultam no fenótipo clínico laboratorial de 
um PT e um PTT prolongados e trombocitopenia. Surge em pacien- 
tes por causa da sepse, malignidade, complicações obstétricas ou lesão 
tecidual maciça (Schmaier, 1991). A CID pode aparecer durante cirur- 
gia, como resultado da liberação de material tromboplástico no tecido. 
Nas operações com parada circulatória no arco da aorta ou nas artérias 
pulmonares principais, a CID é uma complicação frequente em razão 
de resfriamento do paciente e destruição do tecido. Placenta abrupta e 
placenta prévia estão associadas a CID hemorrágica aguda, enquanto a 
retenção de um feto morto está associada a CID não hemorrágica, mas 
trombótica. A CID decorrente de sepse também pode ocorrer no perí- 
odo pós-operatório. A CID com sepse é observada mais comumente 
em infecções por Gram-negativos e no paciente imunossuprimido com 
fungemia. O equilíbrio entre a formação de trombina e plasmina em 
cada paciente traduz-se clinicamente em um estado pró-trombótico 
versus hemorrágico, respectivamente. 

O diagnóstico de CID depende dos resultados dos testes clínicos apro- 
priados no contexto clínico correto. O achado de PT e PTT prolongados 
com contagem de redução do fibrinogênio e da contagem de plaquetas 
em geral indica CID no paciente hospitalizado, até prova em contrário 
(Colman, 1972). É mais provável que esse fenótipo clínico laboratorial 
de CID resulte de um estado hipofibrinolítico e é a forma de CID mais 
comumente reconhecida. Um estado pró-trombótico como resultado 
de CID em geral está associado a PT e PTT normais com contagem de 
plaquetas discretamente reduzida e fibrinogênio normal ou elevado. O 
diagnóstico de CID é feito por um teste confirmatório que mostre a pre- 
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ensaio com dímero D é o teste confirmatório que, se positivo, mostra 
que houve formação de trombina e plasmina. Esse teste mede a fibrina 
insensível, de ligação cruzada, clivada pela plasmina, que originalmente 
surge da clivagem do fibrinogênio pela trombina (Figs. 38.3 e 38.5B). Os 
ensaios com dímero D são característicos para CID, mas não patogno- 
mônicos, e podem ser positivos em indivíduos com trombose de grande 
vaso em resolução e hematomas de tecido mole. No passado, os produ- 
tos da degradação da fibrina (PDF) eram usados para se reconhecer a 
CID (Fig. 38.54), mas eles indicam apenas o fibrinogênio clivado pela 
plasmina, fibrina solúvel ou fibrina insolúvel. Sua presença não indica a 
fibrina insolúvel de ligação cruzada clivada pela plasmina. O monômero 
de fibrina é uma proteína de grande massa molecular de fibrinogênio 
que permanece após a liberação dos fibrinopeptídeos A e B, podendo 
estar elevado na CID, mas, se esta for grave, pode estar ausente. Portanto, 
não é um ensaio confiável para detectar esse distúrbio. 


Doença hepática 


E importante reconhecer a doença hepática nos pacientes porque, 
conforme discutido no Capítulo 19, a maioria dos fatores da coagula- 
ção é sintetizada no figado. Assim, pacientes com problemas hepáticos 
correm maior risco de sangramento. Os pacientes com doença hepática 
grave terão PT e PTT prolongados. Não só a síntese dessas proteínas fica 
reduzida, como também às vezes são anormais, funcionando como inibi- 
dores da coagulação normal. Por exemplo, fibrinogênios anormais (dis- 
fibrinogenemias) são muito comuns em pacientes com doença hepática. 
Conforme já foi dito, se houver defeitos na liberação de fibrinopeptídeos 
A ou B dessas proteínas, o tempo de trombina será anormal; o tempo de 
reptilase será anormal com defeitos na liberação apenas do fibrinopepti- 
deo A. Em termos gerais, é possível haver fibrinogênios anormais quando 
há uma proporção anormal entre fibrinogênio coagulável (uma medida 
de sua atividade) e antígeno do fibrinogênio (medido por imunodifusão 
radial ou outro imunoensaio). O achado de menos atividade com relação 
à massa é característico de uma molécula anormal. De forma semelhan- 
te, todas as proteínas dependentes da vitamina K (fatores II, VII, IX e X, 
proteínas C, S e Z) diminuem na doença hepática. Essas proteínas podem 
ter reações de y-carboxilação anormais dos resíduos de ácido glutâmico 
na sua porção amino terminal, reduzindo assim a atividade do fator, com 
níveis relativamente altos do antígeno daquele fator (ver seção seguin- 
te). Em geral, a pré-calicreina é uma das primeiras proteínas cujos níveis 
diminuem na vigência de doença hepática. Os fatores VIII e V tornam-se 
ausentes no estágio anepático do transplante de fígado, mas o fator VIII 
está elevado em pacientes com doença inflamatória hepatocelular. Além 
disso, a antitrombina e outros inibidores plasmáticos da proteína serpi- 
na também diminuem na doença hepática. Portanto, esses pacientes têm 
pró-coagulantes e anticoagulantes reduzidos, ajustando sua linha basal da 
hemostasia em outro nível que não foi observado em indivíduos normais. 


Deficiência de vitamina K 


A vitamina K, uma vitamina lipossolúvel, é fornecida pela ingestão 
dietética de vegetais folhosos verdes e pela síntese da microbiota intes- 
tinal. Na medicina clínica, a deficiência de vitamina K é observada prin- 
cipalmente em pacientes muito enfermos que estejam recebendo anti- 
bióticos e nutrição parenteral. Não é frequente a suplementação dessa 
vitamina nos líquidos intravenosos. Após 4 a 6 semanas de nutrição 
parenteral e tratamento com antibióticos, o paciente apresenta deficiên- 
cia de vitamina K, que também pode ser observada naqueles com desvio 
anatômico do intestino delgado, má absorção, obstrução do trato biliar 
e, raramente, consumo dietético reduzido. Por exemplo, alcoólicos cos- 
tumam ter deficiência de vitamina K. A varfarina também inibe a via 
enzimática necessária para a utilização dessa vitamina (ver Fig. 41.1 no 
Cap. 41). A vitamina K tem um papel crítico na reação de y-carboxilação 
dos resíduos de ácido glutâmico, do ácido y-carboxiglutamico, das cha- 
madas proteínas da coagulação dependentes de vitamina K, fatores II, 
VII, IX e X, e das proteínas C, S e Z. Essa reação em certos aminoácidos 
no amino terminal dessas proteínas é crítica para essas proteínas liga- 
rem-se a células e fosfolipídeos, para que possam participar das reações 
fisiológicas da coagulação. Portanto, esses pacientes terão níveis reduzi- 
dos de fator coagulável no caso dos fatores dependentes de vitamina K, 


ou seja, os fatores II, VII, IX e X. Se os níveis de antígenos desses pacientes 
forem medidos, estarão elevados. Em geral, os pacientes com um nível 
terapêutico de varfarina (i. e., INR entre 2 e 3), têm cerca de 5 a 15% de 
atividade coagulável, enquanto seus níveis de antígeno são de 25 a 40%. 
Conforme explicado no Capítulo 41, o índice de normalização interna- 
cional (INR, do inglês international normalization rate) é uma conven- 
ção que a comunidade da patologia clínica especializada em coagulação 
adotou para poder interpretar os tempos de protrombina de pacientes 
anticoagulados com varfarina. Como há muitos reagentes disponíveis no 
comércio e equipamento para fazer esses ensaios, o INR foi desenvolvi- 
do (Loeliger, 1985). O INR é a proporção: (PT do paciente/valor médio 
do PT normal da instituição)". O valor do ISI para um reagente é uma 
medida da responsividade de dada tromboplastina à redução de fatores 
da coagulação dependentes de vitamina K, sendo fornecido pelos fabri- 
cantes com base no grau de variação da tromboplastina de referência da 
Organização Mundial da Saúde (OMS), que foi estabelecido como sendo 
de 1, conforme determinado pelo logaritmo de um PT por segundo 
determinado com o padrão da OMS (z) e x sendo o logaritmo do PT 
em segundos determinado com a preparação de teste de acordo com a 
equação z = a, + b,x (ver o significado de a, e b, em Pollar, 1991). Caso 
se use tromboplastina recombinante humana, o valor do ISI será de cerca 
de 1. Quanto mais alto o valor do ISI, menos sensível a tromboplastina. 
Em geral, a terapia de reposição de vitamina K é feita por via oral, mas se 
necessário pode ser feita por via parenteral, preferindo-se intramuscular 
(IM) à intravenosa (IV) pela maior segurança de administração. 


Transfusão maciça 


A transfusão maciça foi definida como a reposição de mais de 1,5 
volume de sangue em 24 horas. Por exemplo, em um homem com 70 
kg de peso, 7% do peso corporal ou 4,9 kg ou litros correspondem ao 
seu volume sanguíneo (~10 unidades). A falha hemostática pode resul- 
tar da diluição de fatores da coagulação, de CID ou disfunção plaque- 
tária adquirida. A coagulopatia dilucional resulta da reposição com 
concentrado de hemácias e solução fisiológica normal na ausência de 
fatores da coagulação ou plaquetas. Os testes para hemostasia costu- 
mam mostrar prolongamento do PT e do PTT, redução do fibrinogê- 
nio e trombocitopenia (Leslie, 1991). 

No passado, foram feitas tentativas para evitar esse problema juntan- 
do-se 1 unidade de plasma fresco congelado a cada 4 a 6 unidades de 
hemácias transfundidas. Contudo, tal estratégia nem sempre corrige 
todos os defeitos hemostáticos e pode esgotar os estoques de sangue. 
É importante lembrar que, com 1,5 volume de transfusão sanguínea, O 
paciente terá recebido 10% de anticoagulante. Em um indivíduo com 
70 kg, a quantidade circulante de anticoagulante pode ser de 735 mL. 
Alguma forma de infusão de cálcio é útil para neutralizar o anticoa- 
gulante citrato circulante. As recomendações atuais sugerem não usar 
plasma fresco congelado e plaquetas profilaticamente em pacientes que 
recebam transfusões maciças. No entanto, o sangramento associado a 
prolongamento laboratorial do PT e do PTT além de 1,5 vez deve sig- 
nificar em primeiro lugar transfusão imediata com crioprecipitado para 
aumentar os níveis de fibrinogênio acima de 80 a 100 mg/dL. Se o san- 
gramento persistir, deve-se fazer transfusão de plasma fresco congelado 
ou plaquetas caso haja trombocitopenia significativa. 


Inibidores de proteínas da coagulação adquiridos 


Inibidores adquiridos de proteínas da coagulação ocorrem e, em alguns 
casos, aumentam o risco de sangramento. O fenótipo clínico laboratorial 
desses pacientes depende da proteína para a qual o inibidor de protei- 
na da coagulação está direcionado. O inibidor adquirido de proteína da 
coagulação mais grave é aquele contra o fator VIII. Esses pacientes apre- 
sentam hemorragia e PTT prolongado. Esse tipo inibidor é característico 
em pacientes idosos, com malignidades da célula B, com distúrbios do 
tecido conjuntivo como lúpus eritematoso sistêmico e no pós-parto. Tais 
pacientes são tratados com terapia de reposição aguda (fator VIII em alta 
dose, concentrados de fator da coagulação ativado pela vitamina K, ou 
rVIla), mas a longo prazo o tratamento é imunossupressão com citoxa- 
no, prednisona ou rituximabe (Lian, 1989; Aggarwal, 2005). As decisões 
quanto ao tratamento desses pacientes são influenciadas pela gravidade 
do sangramento e pelo título do inibidor do fator VIII, conforme deter- 
minado pelo ensaio de Bethesda. 


Também são observadas deficiências ou inibidores adquiridos em 
várias condições clínicas. A amiloidose sistêmica está associada a redu- 
ções plasmáticas de fator X ou IX como resultado de adsorção das pro- 
teínas da coagulação sobre a proteína amiloide (McPherson, 1977; Furie, 
1981; Mumford, 2000). No primeiro caso, o PT e o PTT podem ser afeta- 
dos, mas no último apenas o PTT. Os estados hipergamaglobulinêmicos 
vistos com mieloma múltiplo ou na macroglobulinemia de Waldenstrôm 
(imunoglobulina M) podem estar associados a pan-inibidores da função 
de proteínas da coagulação (Glaspy, 1992). Disfibrinogenemias também 
são comuns nesses pacientes. Esses fenômenos são reconhecidos quando 
são feitos ensaios específicos para o fator contra uma ou mais proteínas 
afetadas em diluições múltiplas do plasma do paciente. Em geral, como o 
ensaio para o fator é feito em diluições menores (p. ex., 50%, 25% e 10% 
de plasma normal), o grau de inibição do fator da coagulação diminui, 
sugerindo que, conforme se dilui o plasma, o efeito do inibidor se perde. 

O último tipo de inibidor encontrado é o anticoagulante lúpico ou 
anticorpo antifosfolipídeo, que influencia as reações das proteínas da 
coagulação. Tais inibidores são descritos em detalhes no Capítulo 40. 
Em suma, são anticorpos direcionados para epítopos de proteínas liga- 
das a fosfolipídeos. Na verdade, os anticorpos são proteínas e a influ- 
ência sobre os fosfolipídeos pode ser ácida (fosfatidilserina, fosfatidil- 
colina) ou neutra (fosfatidiletanolamina) (Lafer, 1981; Levine, 2002). 


O anticoagulante lúpico interfere de forma variável no PTT e no PT. 859 


O grau de interferência depende da natureza do reagente comercial. 
É característico um anticoagulante lúpico ter maior efeito sobre um 
ensaio da coagulação, pois os reagentes no ensaio são diluídos fora. Por 
exemplo, o grau de prolongamento de um PT ou PTT em uma amostra 
de plasma será maior em uma diluição de 1:50 e 1:500 do reagente do 
ensaio em um paciente com um anticoagulante lúpico do que em um 
paciente com um inibidor específico de uma proteína da coagulação. 
No último caso, o nível do inibidor só irá mudar quando se diluir o 
plasma do paciente, não o reagente para ensaio. Foram desenvolvidos 
critérios específicos para reconhecer anticoagulantes lúpicos (Brandt, 
1995a; Levine, 2002). Em geral, os ensaios com alguma diluição do rea- 
gente coagulante (PT diluído ou ensaio de inibição da tromboplastina 
tecidual, PTT diluído, tempo do veneno da víbora de Russell diluído 
(TVVRD), tempo de coagulação do caolim) são úteis mas não especi- 
ficamente diagnósticos da condição (Levine, 2002). Paradoxalmente, 
esses pacientes não correm risco de apresentar sangramento, mas sim 
trombose, que às vezes pode ser um estado pró-trombótico vicioso 
(Mueh, 1980, Rand, 2003). Os anticorpos antifosfolipídeo interferem 
em vários mecanismos da anticoagulação, como a anexina V, estimu- 
lando assim a produção de protrombinase e prostaciclina nas células 
endoteliais, tópico discutido em maiores detalhes no Capítulo 40. 
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CO PONTOS-CHAVE 

| e Plaquetas são células altamente complexas que 
participam de reações fundamentais para a hemostasia e 

a trombose, incluindo adesão ao subendotélio, secreção do conteúdo 

dos grânulos, agregação e fornecimento da superfície da membrana 

para ativação de fatores da coagulação. 

e Anormalidades do número de plaquetas ou da função 

tee. uetaria podem ter papel importante no equilibrio da 

emostasia e da trombose. 


ao estudo ultraestrutural das plaquetas, para evitar confundir as alte- 
rações decorrentes da ativação inadvertida in vitro com anormalida- 
des características verdadeiras das plaquetas in vivo. 

Os aspectos normais das plaquetas que podem ser visualizados à 
análise ultraestrutural estão ilustrados na Figura 39.1. A superfície 
externa da plaqueta, o glicocálice, é rica em glicoproteínas. Uma faixa 
submembranosa de microtúbulos, composta pela proteína tubulina, 
fornece apoio estrutural à célula normalmente discoide. Também 
é possível observar microfilamentos contráteis, compostos princi- 
palmente por actina e miosina plaquetárias. Com uma variedade de 
métodos demonstrou-se a existência de um sistema canalicular aber- 
to extenso dentro da plaqueta, em comunicação direta com o sistema 
extracelular. Geralmente visto em grande proximidade com o sistema 
canalicular está o sistema tubular denso, aparentemente derivado do 
retículo endoplasmático liso, que se cora positivamente para atividade 
plaquetária da peroxidase (Breton-Gorius, 1972), de acordo com seu 
papel como local para o metabolismo do ácido araquidônico dentro 
da plaqueta. O sistema tubular denso também funciona como uma 
bomba sequestradora de cálcio, fornecendo níveis baixos de cálcio 
citoplasmático para a plaqueta em repouso. 

É possível reconhecer uma variedade de inclusões no citoplasma 
da plaqueta. Tanto mitocôndrias como glicogênio podem ser identi- 
ficados. Grânulos a menos corados, uma parte central densa menos 
frequente (ou “olho de touro”), grânulos, lisossomos e peroxissomos 





e Praticamente única para o laboratório clínico e a patologia 
clínica, a avaliação de patologias plaquetárias pode ser feita em 
tempo real com células vivas obtidas do paciente. 

e O fator de von Willebrand é uma proteína multimérica 
sintetizada por células endoteliais e megacariócitos que 
desempenham um papel central nas interações da adesão 
plaquetária. 

e As contagens de plaquetas e a função plaquetária são afetadas 
por processos autoimunes, uma ampla variedade de fármacos e 
inúmeros distúrbios adquiridos. 


Biologia normal das plaquetas 


Estrutura das plaquetas 


As plaquetas sanguíneas são células anucleadas altamente complexas, 
derivadas dos megacariócitos da medula óssea. Um esfregaço sangui- 








neo bem preparado oferece a oportunidade de avaliar o número de 
plaquetas, seu tamanho, sua distribuição e sua estrutura à microsco- 
pia óptica. Embora anormalidades sutis da estrutura das plaquetas em 
geral requeiram análise à microscopia eletrônica, a ausência ou assi- 
metria macroscópica de granulação e superfícies plaquetárias visivel- 
mente aberrantes podem ser evidentes. Em esfregaços de amostras não 
coaguladas obtidas da ponta do dedo, espera-se alguma aglomeração 
de plaquetas. Quando tais anormalidades são observadas, é preciso 
considerar sempre a ocorrência de artefatos resultantes de colheita ou 
manipulação inadequadas da amostra e repetir o processo, obtendo 
uma nova amostra se a explicação da anormalidade não for evidente. 
Nos casos de suspeita de anormalidades estruturais das plaquetas, 
a microscopia eletrônica possibilita uma caracterização mais exata 
do defeito (White, 2004). É fundamental seguir à risca os protocolos 
estabelecidos para colheita e processamento das amostras destinadas 


também podem ser vistos. Os grânulos a contêm várias proteínas 
diferentes, inclusive fibrinogênio plaquetário, o fator de crescimen- 
to derivado de plaquetas (PDGF), fator de von Willebrand (vWE), o 
fator V de ligação da proteína multimerina (Hayward, 1991; 1993), 
P-selectina (Stenberg, 1985; Berman 1986), B-tromboglobulina (bTG) 
e o fator plaquetário neutralizante da heparina (PF)4. Os grânulos da 
parte central densa são conhecidos como locais de armazenamento, 
compartimentos não metabólicos de difosfato de adenosina (ADP), 
trifosfato de adenosina (ATP), 5-hidroxitriptamina (5-HT) e cálcio. 


Glicoproteínas da membrana das plaquetas 


O estudo das glicoproteínas da membrana das plaquetas levou ao 
melhor entendimento da função plaquetária. Mediante marcação 
radioativa e, subsequentemente, química com biotina não radioativa 
(Fabris, 1992; Solum, 1995; Sachs, 2000) da superfície das glicopro- 
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Figura 39.1 Plaquetas discoides. O esquema resume os aspectos ultraestruturais 
observados em cortes finos de plaquetas discoides feitos no plano equatorial. 

Os componentes da zona periférica incluem a camada exterior (EC), a unidade 
trilaminar de membrana (CM) e a área da submembrana contendo filamentos 
especializados (SMF) que formam a parede da plaqueta e revestem canais da 
superfície conectados ao sistema canalicular (CS). A matriz do interior da plaqueta 
é a zona sol-gel que contém microfilamentos de actina, filamentos estruturais, 

a faixa circunferencial de microtúbulos (MT) e glicogênio (Gly). Os elementos 
formados embebidos na zona sol-gel incluem mitocôndrias (M), grânulos (G) e 
corpúsculos densos (DB). Coletivamente, constitutem a zona da organela. Os 
sistemas da membrana incluem o sistema canalicular (CS) de superfície conectado 
e o sistema tubular denso (DTS), que serve como o retículo sarcoplasmático 

da plaqueta. A micrografia eletrônica mostra a plaqueta seccionada no plano 
equatorial (x 30.000), que revela a maioria das estruturas indicadas no diagrama. 
(Com permissão de White JG, Bloom AL, Forbes CD, Thomas DP, Tuddenham EGD 
(eds.): Hemostasia and Thrombosis. New York, Churchill Livingstone, 1994.) 


teinas, solubilização das membranas das plaquetas, separação eletro- 
forética das proteínas solubilizadas em géis de poliacrilamida e visu- 
alização subsequente dos géis, é possível avaliar as glicoproteinas das 
plaquetas dos pacientes. Na verdade, a aplicação dessa metodologia às 
plaquetas de pacientes com vários distúrbios hemorrágicos congênitos 
levou à descoberta de que tais distúrbios devem-se à ausência de glico- 
proteínas importantes da membrana. Além disso, foi precisamente a 
observação da ausência de múltiplas faixas de glicoproteína, conforme 
ilustrado na Figura 39.2, que levou à descoberta de que as principais 
glicoproteínas plaquetárias existiam na forma de complexos de múl- 
tiplas cadeias. Na Tabela 39.1 há um resumo das glicoproteinas que, 
atualmente, acredita-se que funcionem como receptores para ligantes 
de adesividade. Em termos quantitativos, o complexo receptor GP IIb/ 
IIIa (também conhecido como amß,) predomina, com aproximada- 
mente 50.000 cópias por plaqueta, seguido pelo complexo receptor 





GP Ib/IX, com aproximadamente 25.000 cópias por plaqueta. (Repare 
que uma denominação alternativa desse receptor pode ser GP Ib/ 
IX/V ou GP Ib/V/IX, em reconhecimento pelo fato de que o GP V 
forma uma estreita associação não covalente com o GP Ib e o GP IX.) 
Acredita-se que o número dos complexos restantes seja muito baixo. 
Atualmente, está em andamento em diversos laboratórios a análise 
de uma variedade de polimorfismos dentro das principais glicopro- 
teínas da membrana da plaqueta quanto à sua possível associação a 
maior risco de trombose (Kunicki, 2004; Yee, 2004). É provável que 
essas abordagens baseadas em laboratório — seja em nível fenotípico, 
seja em nível genotípico — venham a ser cada vez mais importantes, 
em particular no sentido de prever as respostas individuais de cada 
paciente à terapia antitrombótica (Michelson, 2000). 

Embora não sejam visualizados com facilidade em micrografia ele- 
trônicas de plaquetas, os fosfolipídeos da membrana da plaqueta, e em 
particular a fosfatidilserina, têm uma importância adicional significa- 
tiva. Por causa da assimetria dos fosfolipídeos, a fosfatidilserina com 
carga negativa não se expressa com abundância no folheto externo da 
membrana da plaqueta em repouso (Fig. 39.3) (Zwaal, 2005); a alte- 
ração dessa assimetria sobre a ativação da plaqueta leva à formação de 
uma superfície plaquetária procoagulante (Solum, 1999a). Monitorar 
essa alteração associada à ativação na exposição do fosfolipídeo pode 
ser feita no laboratório aumentando-se a ligação da anexina V à super- 
fície da plaqueta usando-se citometria de fluxo (Fig. 39.4). 


Atividades plaquetárias na hemostasia e suas 
estimativas laboratoriais 


Ativação das plaquetas 

Com a ativação do sistema da coagulação, há produção de trombina, 
que serve como estímulo potente para a ativação plaquetária. Sob esti- 
mulação da trombina, do colágeno ou de vários outros agentes, a forma 
das plaquetas muda de discoide para esférica. Elas emitem pseudópodes, 
sofrem contração interna resultando na centralização de seus grânulos 
a e densos do centro, e por fim o conteúdo desses grânulos é liberado 
pela célula. Dependendo da força do estímulo, pode haver liberação do 
conteúdo dos grânulos a, dos grânulos densos do centro ou mesmo de 
grânulos lisossômicos. Como resultado da ativação plaquetária, ocor- 
rem alterações na conformação do complexo de glicoproteínas Hb/Ma 
(Frelinger, 1991; Phillips, 1991; Sims, 1991; Calvete, 1999), resultando na 
formação de receptores capazes de ligação com várias proteínas plasmá- 
ticas, mais notavelmente o fibrinogênio (Bennett, 1979; Cox, 2004). 

Após lesão vascular, as plaquetas sanguíneas aderem rapidamen- 
te ao subendotélio exposto. Em condições de menor cisalhamento, 
como aquelas características da circulação venosa, as plaquetas podem 
ligar-se diretamente ao colágeno exposto por meio da GP VI e do GP 
Ja/lla (œp). Nas condições de maior cisalhamento presentes na cir- 
culação arterial, acredita-se que a adesão seja iniciada pelo vWF cir- 
culante ao colágeno subendotelial exposto e o vWF ligado a superfície 
então ligue-se à plaqueta via complexo receptor GP Ib/IX da plaqueta 
(Auger, 2005). Contudo, para a formação de um tampão plaquetário 
estável, é preciso que ocorra uma alteração na conformação do GP 
IIb/IIIa (Fig. 39.5), tornando-o, assim, competente para ligar-se ao 
fibrinogênio. O fibrinogênio serve como um dos principais ligantes de 
adesão para o GP Ilb/Illa (ay,bB;) (Auger, 2005) e nessa capacidade 
está um componente essencial da agregação plaquetária. Na doença 
trombastênica de Glanzman, descrita adiante, há uma ausência ou 
defeito do GP IIb/IIIa, que resulta em agregação plaquetária defeitu- 
osa. A citometria de fluxo mostrou-se útil não apenas para medir a 
expressão dos principais receptores de glicoproteína na superfície da 
plaqueta, como também para avaliar a capacidade do GP IIb/Illa de 
alterar sua conformação sob o desafio de plaquetas com os agonis- 
tas apropriados (Fig. 39.6). In vivo, os agregados de plaquetas que se 
desenvolvem dentro dos vasos são denominados trombos. 

Além da alteração altamente significativa na conformação do com- 
plexo GP IIb/IIIa na membrana da plaqueta que ocorre como resul- 
tado da ativação da plaqueta, também há uma translocação notável 
da P-selectina de seu local de armazenamento intracelular no grânulo 
o para a superficie da membrana externa da plaqueta. Nas condições 
de ativação plaquetária em que micropartículas brotam da membrana 
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Figura 39.2 Análise das proteínas da plaqueta e anticorpos antiplaqueta por 
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e immunoblotting. Esta figura é uma 
interpretação do artista do material original para se ter uma apresentação mais 
clara e consistente das análises típicas. As proteínas plaquetárias solubilizadas 
foram separadas por eletroforese em um bloco de gel contendo de 7 a 12% 
de um gradiente exponencial de poliacrilamida. Todas as amostras não 
estão reduzidas, exceto a faixa 9, em que as proteínas estão reduzidas com 
5% de B-mercaptoetanol. As ordenadas assinalam a posição das principais 
glicoproteínas da membrana plaquetária na forma não reduzida; portanto, 
essas anotações não são aplicáveis à faixa 9. A faixa 1 representa uma coloração 
com azul brilhante de Coomassie da proteína de plaquetas normais em sangue 
total. Entre as principais glicoproteínas da membrana, apenas a GP Ilb esta 
separada de outros polipeptídeos e está presente como uma faixa distinta. As 
faixas 2-4 representam autorradiografias das proteínas da superfície celular da 
plaqueta marcadas por meio de radioiodinação catalisada por lactoperoxidase, 
e as faixas 5-7 representam fluorografias de plaquetas marcadas por tratamento 
sequencial com neuraminidase, galactose oxidase e [*H]boroidrato de sódio 
(carboidrato usado para marcar a superfície celular). As faixas 2 e 5 representam 


Tabela 39.1 Glicoproteínas adesivas da membrana da plaqueta 


Designação Peso molecular Subunidade À 
alternada (reduzido) 
da subunidade a 
GP Ilb/llla Chip Os 125 kDa, 110 kDa 
23 kDa 
Vitronectina receptor a6; 135 kDa, 110 kDa 
25 kDa 
GP lella VLA-5 135 kDa, 130 Da 
27 kDa 
alla VLA-6 125 kDa 130kDa 
GP la/lla VLA-2 167 kDa 130kDa 
GP Ib/IX 145 kDa, 17 kDa 
24kDa 
P-selectina GMP 140, 140 kDa 
PADGEM, CD-62 
PECAM-1 CD31 130 kDa 
GP IV GP Ilib, CD36 88 kDa 
GP VI 61 kDa 
PETA-3 27 kDa 
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plaquetas normais. As faixas 3 e 6 representam plaquetas de um paciente com 
síndrome de Bernard-Soulier. A falta de GP Ib pode ser vista com ambas as 
técnicas, enquanto a ausência aparente de GP V, GP IX e uma faixa de alto peso 
molecular que pode conter complexos de GP Ilb só podem ser vistas na faixa 
6. As faixas 4 e 7 representam plaquetas de um paciente com trombastenia de 
Glanzmann, demonstrando sua deficiência de GP llb e GP Illa. As faixas8e 9 
são Western blots de proteínas plaquetárias não reduzidas (faixa 8) e reduzidas 
(faixa 9) usando-se uma mistura de antissoros policlonais de coelho com anti- 
GP IIb e anti-GP Illa como anticorpos primários. A redução da ligação dissuleto 
causa a dissociação da GP Ilb em duas subunidades: GP |lb,, com migração 

um pouco mais rápida que a GP IIb, e GP Ilb, que pode ser vista na posição 

de M, = 22.000. A GP Illa aparentemente é rica em ligações intramoleculares de 
dissuleto, ficando de maior tamanho e com menor migração eletroforética após 
redução. As faixas 8 e 9, esquerda e direita, respectivamente, ocorrem na caixa 
retangular menor à extrema direita. (Com permissão de Nurden AT, George 

JN, Phillips DR: Platelet membrane glycoproteins: their structure, function, and 
modification in disease. Em Phillips DR, Shuman MA (eds.): Biochemistry of 
Plaquetas. Orlando, Academic Press, 1986, p. 159-224.) 


Gene familiar Ligante Função Expressão da 
glicoproteína’ 
Integrina Fibr, vWF, FN, VN Agregação C$ 
Adesao 

Integrina VN, ?vWF, fibr Adesão C 

Integrina FN, laminina Adesão C 

Integrina Laminina Adesão C 

Integrina colágeno Adesão C 

Rica em leucina vWF, THR Adesão C 


Glicoproteína 
Selectina PSGL-1, ligado ao O Plaqueta-leucócito S 
carboidrato interações 
Imunoglobulina ? Plaqueta-endotelial C 
interações celulares 


? TSP, colageno Adesão C 
? Colágeno Sinalização C 
Tetraspan ? ?Agregacao C 


“Os números separados por vírgulas representam o peso molecular de cadeias a e À ligadas a dissulfeto da respectiva subunidade a ou 6 do receptor. 


' C = expressão constitutiva; S = expressão na membrana requer estimulação da plaqueta. 


fibr = fibrinogênio; FN = fibronectina; PETA-3 = antígeno plaquetário tetraspan 3 da célula endotelial; PSGL-1 = ligante 1 da P-selectina à glicoproteina; THR = trombina; TSP = 


trombospondina; VN = vitronectina; vWF = fator de von Willebrand. 


Fonte: modificada com permissão de Peerschke EIB, Lopez JA: Platelet membranes and receptors. Em Loscalzo J, Schafer AI (eds): Thrombosis and Hemorrhage, 2.ed. Baltimore, Williams & 


Wilkins, 1998, p. 253. 
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Figura 39.3 Intercâmbio controlado por transportador de fosfolipídeos entre 
ambos os folhetos de lipídeos da membrana celular. O transporte unidirecional 

de fosfolipídeos pela flipase é direcionado para dentro, enquanto a flopase 
promove transporte para fora. Ambos os transportadores são dependentes de 

ATP e frequentemente movem fosfolipídeos contra seus respectivos gradientes 

de concentração. Por exemplo, a aminofosfolipídeo translocase (flipase) lança 
rapidamente a PS e a PE do folheto externo para o interno, enquanto a ABCC1 
(flopase) move a colina e aminofosfolipídeos mais lentamente na direção do 
folheto externo. Acredita-se que a ação conjunta de ambos os transportadores 

crie um estado de assimetria dinâmica, em que a monocamada externa é rica em 
colinofosfolipídeos, enquanto os aminofosfolipídeos ocupam predominantemente 
o folheto interno. O transporte bidirecional de fosfolipídeos é catalisado por uma 
escramblase cuja ativação pode ocorrer após influxo de Ca™ ou quando as células 
entram em apoptose. Como a atividade da escramblase move todas as principais 
classes de fosfolipídeos de volta e para a frente entre os dois folhetos, promove 

o colapso da assimetria da membrana fosfolipídica, com aparecimento de PS 

na superfície externa das células. PC = fosdatidilcolina; SPH = esfingosina; PS = 
fosfatidilserina; PE = fosfatidiletanolamina. (Modificada com permissão de Zwaal RF, 
Comfurius F, Bevers EM: Surface exposure of phosphatidylserine in pathological 
cells. Cell Mol Life Sci 2005; 62:971 -988.) 


plaquetaria, a P-selectina também fica exposta a superficie externa das 
microparticulas. A microparticula P-selectina, ou P-selectina derivada 
de outras fontes, é capaz de unir-se ao ligante glicoproteina (PSGL)-1 
expresso por monócitos, que por sua vez leva à expressão do fator teci- 
dual circulante (Cambien, 2004). A P-selectina plaquetária também se 
liga ao PSGL expresso por neutrófilos, células endoteliais danificadas e 
uma variedade de outras células em certas doenças (Evangelista, 1999; 
Warkentin, 1999b; Andre, 2004; Cambien, 2004; Furie, 2004). 

A avaliação laboratorial inicial dos distúrbios plaquetários inclui 
uma contagem de plaquetas. Tal estimativa passou a ser agora parte 
da rotina de um hemograma completo na era dos aparelhos de con- 
tagem eletrônica. Além disso, muitos outros instrumentos também 
fornecem um valor para o volume médio das plaquetas (VMP) e 
podem exibir um histograma de volumes plaquetários. Em indivíduos 
sadios, o VMP varia inversamente com a contagem das plaquetas, de 
modo que a interpretação dos valores de VMP como anormais bai- 
xos ou altos é mais bem feita com referência à contagem de plaquetas 
do paciente (Bessman, 1981, 1986). Alguns instrumentos automati- 
zados avaliam ainda a maturidade das plaquetas, conforme refletida 
no conteúdo de RNA de “plaquetas reticuladas” — o que é análogo às 
estimativas de reticulócitos na série eritroide, discutida adiante. Tais 
estimativas oferecem a oportunidade de detectar uma resposta trom- 
bopoiética da medula óssea em um ou mais dias antes que possa ser 
detectada por abordagens mais tradicionais. A avaliação do esfregaço 
periférico deve permitir pelo menos uma corroboração plausível da 
contagem medida e do volume da distribuição das plaquetas. Como 
as plaquetas podem sofrer graus variáveis de ativação e disseminação 
subsequente durante a preparação do esfregaço sanguíneo, a distri- 
buição aparente das plaquetas no esfregaço às vezes pode desviar-se 
bastante dos volumes de distribuição reais. Nos casos de tromboci- 
topenia grave abaixo da linearidade estabelecida de determinado ins- 
trumento automatizado, ou se fragmentos celulares puderem estar 
afetando prejudicialmente a contagem automatizada, pode-se fazer 
uma contagem manual por contraste de fase (Brecher, 1950). No 
entanto, é preciso lembrar que tais contagens manuais realizadas com 
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Figura 39.4 Análise por citometria de fluxo da ligação da anexina A5 com 
marcação fluorescente (FITC) a plaquetas ativadas. Os pontos típicos de 
fluorescência versus o lado disperso das plaquetas de controle (painel superior) 
e plaquetas ativadas (painel inferior) por 10 pg/mL de colágeno mais 1 nM de 
trombina por minuto. A anexina A5 ligada à fração da plaqueta exposta à PS está 
representada por pontos vermelhos. A escramblase é ativa em plaquetas positivas 
para a anexina A5 (pontos vermelhos), enquanto a aminofosfolipídeo translocase 
é ativa em plaquetas negativas para a anexina AS (pontos pretos). (Modificada 
com permissão de Zwaal RF, Comfurius P, Bevers EM: Surface exposure of 
phosphatidylserine in pathological cells. Cell Mol Life Sci 2005; 62:971-988.) 


um número relativamente pequeno de plaquetas tem um coeficiente 
muito mais alto de variação que o encontrado quando são usados ins- 
trumentos automatizados dentro de variações lineares, a menos que 
essas contagens sejam feitas por alguém experiente, pode haver uma 
oportunidade significativa de erro. O intervalo de referência para a 
contagem de plaquetas é de aproximadamente 150 a 400 x 10°/L. 


Estudos de triagem da função plaquetária 

Nos dias de hoje, nenhum exame de laboratório disponível reflete 
de forma confiável a capacidade da plaqueta de executar essa série 
extremamente complexa de funções de maneira consistente com a 
hemostasia normal. Por muitos anos, muitos laboratórios usaram 
o modelo do teste do tempo de sangramento como uma espécie de 
teste “global” da adequação da hemostasia primária. Para executar 
tal procedimento, usa-se um dispositivo descartável que consiste em 
uma lâmina acionada por uma mola e que atravessa verticalmente 
a epiderme (descrito em detalhes por Hoyer, 1982), ou uma lâmina 
que corta a epiderme à medida que faz um arco giratório (Buchanan, 
1989). Nesses testes, coloca-se um manguito de pressão sanguínea 
em torno da parte superior do braço, insuflando-o até manter uma 
pressão constante de 40 mmHg. Um corte padronizado então é feito 
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Figura 39.5 Modelo unificado da adesão plaquetária ao colágeno ao cisalhamento 
arterial. Estão ilustradas duas vias diferentes pelas quais as plaquetas humanas e 

de camundongos aderem firmemente ao colágeno com o cisalhamento arterial. 

Em ambas, a maioria das plaquetas inicialmente adere ao colágeno via GP Ib/IX/V, 
interagindo com o vWF ligado ao colágeno (à esquerda), embora uma minoria de 
plaquetas interaja diretamente com o colágeno, independentemente de vWF/GP Ib/ 
IX/V. Na primeira via (parte superior da figura), a sinalização da GP VI leva primeiro 

a ativação das integrinas 0281 (GP la/lla) e allbB3 (GP IIb/Illa). As integrinas ativadas, 
então, unem firmemente a plaqueta ao colágeno, seja diretamente (B2a:1) ou via 

vWF ligado ao colágeno (ellbf3) (a direita). Na segunda via (parte inferior da figura), 
as plaquetas primeiro aderem ao colágeno via integrina a2ß1, antes que a GP VI 
englobe o colágeno e induza a ativação. É provável que essas duas vias reforcem uma 
a outra e os eventos de formação do trombo. A liberação de mediadores secundários 
(ADP e TxA2) potencializaria ainda mais esses eventos (à direita). (Redesenhada de 
Auger JM, Kuijpers MJ, Senis YA: Adhesion of human and mouse platelets to collagen 
under shear: a unifying model. FASEB J 2005;19:825-827.) 


Tabela 39.2 Tempos de fechamento (TF) do PFA-100 nos distúrbios 
plaquetários congênitos e adquiridos, não induzidos por fármacos. 


Número total CADP CEPI 
de indivíduos CT CT 
relatados 


Distúrbios com contagens normais de plaquetas 


Trombastenia de Glanzmann 23 P P 
Defeito similar ao causado pelo AAS 6 N P 
Deficiência de P2Y,, 4 NouP NouP 
Deficiência de grânulos densos 30 NouP NouP 
Síndrome de Hermansky-Pudlak 44 NouP NouP 
Defeitos primários da secreção 30 N N ou P 
Defeito procoagulante plaquetário 1 N N 
Distúrbios com contagens reduzidas ou normais de plaquetas 

Síndrome de Bernard-Soulier 8 P P 
Doença de von Willebrand do tipo 3 P P 
plaquetário 

Síndrome da plaqueta cinzenta 3 P P 
Síndrome de Wiskott-Aldrich 5 NouP NouP 
Macrotrombocitopenia hereditária 5 N N ou P 
associada a miosina não muscular 

Síndromes da cadeia pesada lla 

Macrotrombocitopenia de causa indefinida 11 NouP NouP 


Trombocitopenia autossômica 1 N N 
dominante indefinida 

Distúrbios primários da medula óssea 
Síndromes mielodisplásicas ou 69 
mieloproliferativas com ou sem trombocitose 


NouP NouP 


Note que os dados relatados com cartuchos CADP e CEPI indicados como normais (N) ou 
prolongados (P) baseiam-se em pequenos números de relatos. 

Fonte: modificada com permissão de Hayward CPM, Harrison P, Cattaneo M, et al. Platelet 
function analyzer (PFA)-100 closure time in the evaluation of platelet disorder and platelet 
function. ] Thromb Haemost 2006; 4:312-319. 
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Figura 39.6 Avaliação por citometria de fluxo dos distúrbios plaquetários 

nas glicoproteínas da membrana. As plaquetas de controles normais (C) ou 

de pacientes (P) foram incubadas com anticorpos monoclonais contra GP 

Iba, GP Ilb/llla ou um anticorpo monoclonal (Pac1) que reconhece apenas a 
forma “ativa” com alteração conformacional do GP Ilb/llla, que normalmente 
ocorre após estimulação da plaqueta com agonistas (p. ex., ADP). No paciente 
com a trombastenia de Glanzmann clássica mostrado no painel superior, 

há uma ausência virtual de GP Ilb/llla, embora a GP Iba esteja presente em 
níveis normais. Na variante de trombastenia de Glanzmann mostrada no 

painel do meio, embora pareça haver um nível intermediário de expressão 

de GP Ilb/llla, há uma perda mais grave da capacidade de o receptor adotar 

a conformação ativa após estimulação das plaquetas com ADP. No paciente 
com a síndrome de Bernard-Soulier mostrado no painel inferior, há uma 
deficiência grave da expressão de GP Iba, mas não há diminuição da expressão 
de GP Ilb/llla. (Modificada com permissão de Nurden AT, George JN: Inherited 
disorders of the platelet membrane: Glanzmann thrombasthenia, Bernard- 
Soulier syndrome, and other disorders. Em Colman RW (ed.): Hemostasia and 
Thrombosis. Basic Principles and Clinical Practice, 4.ed. Philadelphia, Lippincott 
Williams & Wilkins, 2001.) 


na superfície volar do antebraço, aciona-se um cronômetro e, a cada 
intervalo de 30 segundos, as gotas resultantes de sangue são colocadas 
em um frasco contendo filtro de papel (com cuidado para o papel não 
tocar diretamente a borda do frasco). Quando o sangue parar de corar 
o papel do filtro, interrompe-se a contagem do tempo no cronômetro. 
Contagens de plaquetas acima de 100 x 10º/L correspondem a tempos 
de sangramento dentro do intervalo de referência estabelecido pelo 
laboratório. Tempos de sangramento prolongados, nesses casos, estão 
associados mais frequentemente ao consumo prévio de fármacos 
com ação antiplaquetária (p. ex., ácido acetilsalicílico), doença de von 
Willebrand, anormalidades congênitas das plaquetas ou distúrbios 
adquiridos da função plaquetária (p. ex., uremia, conforme discutido 
adiante). 

Embora um teste de tempo de sangramento feito com cuidado possa 
trazer informação útil durante a avaliação de um paciente com história 
de sangramento, sua utilidade é menos clara no contexto frequente- 
mente encontrado de triagem hemostática pré-operatória de pacientes 
assintomáticos. Em uma revisão extensa de artigos publicados sobre 
a extensão do sangramento clínico em diversas situações, Rodgers e 
Levin (1990) concluíram que os dados disponíveis não fornecem evi- 
dência convincente de que a relação entre a contagem de plaquetas e o 
tempo de sangramento seja útil em termos preditivos em cada pacien- 
te encontrado tipicamente na prática clínica. Além disso, concluíram 
também que o grau de sangramento de um modelo padronizado de 
corte na pele não pode ser confiável em determinado paciente para 
prever o risco de sangramento em qualquer parte do corpo, como 
locais de cirurgia. Em um estudo prospectivo feito com 40 pacientes 
que tinham antecedentes negativos de sangramento e consumo recente 
de anti-inflamatórios não esteroides e foram submetidos a cirurgia de 
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derivação (bypass), não foi encontrada relação preditiva entre o teste 
do tempo de sangramento no pré-operatório e a ocorrência de san- 
gramento no peri ou pós-operatório (De Caterina, 1994). Embora a 
maioria concorde que um tempo de sangramento muito prolongado, 
na ausência de artefato técnico, seja forte indício de um distúrbio sub- 
jacente da hemostasia primária, a interpretação de tempos de sangra- 
mento apenas discreta ou moderadamente prolongada é decididamen- 
te menos clara. Por causa da limitação no valor preditivo, do risco de 
fibrose e da considerável habilidade técnica e tempo de desempenho 
associados aos tempos de sangramento, o uso desse procedimento caiu 
consideravelmente nos últimos anos. Ao mesmo tempo, aumentou a 
popularidade das estimativas da reatividade plaquetária in vitro, mais 
notavelmente o analisador da função plaquetária (PFA-100), instru- 
mento em que o sangue total anticoagulado flui sob alta força de cisa- 
lhamento através de um orifício estreito feito na membrana externa 
revestida por colágeno e epinefrina ou ADP (Fig. 39.7A). A combina- 
ção de cisalhamento biofísico e estimulação bioquímica inicialmente 
promove adesão plaquetária às margens externas da membrana cor- 
tada e, subsequentemente, a agregação de uma plaqueta a outra leva à 
oclusão total do canal, o que é registrado como “tempo de fechamen- 
to” (Fig. 39.7B). Embora a inibição da via da ciclo-oxigenase plaquetá- 
ria pelo ácido acetilsalicílico (melhor discutida no Cap. 23) ou outras 
alterações discretas a moderadas da função plaquetária prolonguem os 
tempos de fechamento nas membranas de colágeno/epinefrina, ape- 
nas o comprometimento mais profundo da função plaquetária ou do 
vWF costuma ser capaz de prolongar os tempos de fechamento nas 
membranas de colágeno/ADP. Trombocitopenia ou anemia também 
prolongam os tempos de fechamento. Embora anormal em alguns 
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Figura 39.7 PFA-100. A (em cima à direita), representação esquemática da câmara de fluxo PFA-100. Após 
perfurar uma membrana revestida com colágeno e epinefrina ou ADP, o sangue total anticoagulado fica 
exposto tanto a estímulos químicos como a cisalhamento biofísico resultante do fluxo forçado através 
do tubo estreito usado no aparelho. Embora esse ambiente in vitro compartilhe alguns elementos 
similares com a hemostasia in vivo (mostrada esquematicamente à esquerda), é importante lembrar que 
esses ambientes são intrinsecamente bastante diferentes e o PFA-100 nem sempre pode proporcionar 
resultados idênticos aos observados no ambiente in vivo bem mais complexo. B (embaixo à esquerda), 
ilustração da oclusão progressiva da abertura perfurada pelos trombos plaquetários em uma membrana 
de colágeno/epinefrina no dispositivo PFA-100. (Imagens fornecidas por Dade Corporation.) 


distúrbios plaquetários, cada vez mais admite-se que o PFA-100 não 
tem sensibilidade ou especificidade suficiente para ser confiável como 
recurso para o rastreamento de distúrbios plaquetários (ver Tab. 39.2; 
Hayward, 2006). A identificação definitiva de anormalidades do vWF 
nas plaquetas requer estudos mais especializados. 

Foram desenvolvidos vários outros sistemas experimentais ex vivo 
em que as forças de cisalhamento desempenham um papel impor- 
tante. Incluem tanto variações dos viscômetros de cone e placa como 
câmaras de fluxo em placas paralelas (Michelson, 2002). Tais disposi- 
tivos oferecem o potencial de detectar distúrbios hereditários e adqui- 
ridos relacionados com plaquetas e vWF, dependendo, evidentemen- 
te, da gravidade do distúrbio em questão. 


Agregação e secreção plaquetárias 

A avaliação adicional de um defeito suspeito na função plaquetária 
pode ser feita mediante um exame laboratorial de agregação e secre- 
ção plaquetárias em resposta a uma bateria de agentes estimuladores 
de plaquetas. Quando se mistura continuamente plasma citratado rico 
em plaquetas em um agregômetro e passa-se um feixe de luz através 
da suspensão, a agregação plaquetária em resposta a um estímulo qui- 
mico acrescentado pode ser monitorada por alterações na capacidade 
de transmissão da luz (Zucker, 1989). Observa-se a alteração na forma 
de discoide para esferoide como uma queda inicial nessa capacidade, 
enquanto a formação subsequente de aglomerados de plaquetas per- 
mite que mais luz passe através da suspensão para o fotodetector e seja 
registrada como um aumento na transmissão da luz. Em instrumentos 
equipados com um segundo canal para monitorar a secreção, a libe- 
ração de ATP dos grânulos plaquetários densos é medida simultane- 
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Figura 39.8 Estudos diagnósticos da lumiagregacao plaquetária na 
trombastenia de Glanzmann. Agregação plaquetária e secreção de ATP medidas 
simultaneamente (lumiagregação). Em cada painel, o traçado superior exibe 

a agregação plaquetária, com o aumento da agregação mostrado como uma 
deflexão para baixo. Com plasma rico em plaquetas (PRP) inicialmente colocado 
em uma escala vertical completa de 90% e plasma pobre em plaquetas (PPP) de 
10%, a deflexão máxima possível para baixo seria o nível da linha PPP. O traçado 
inferior em cada painel exibe a secreção plaquetária de ATP (monitorada como 
luminescência quando o ATP secretado reage com o reagente luciferina- 
luciferase presente no recipiente) como uma deflexão para cima. A deflexão 
abrupta ao término de cada traçado de secreção representa a resposta ao ATP 
acrescentado como um padrão de calibração interna. A medida simultânea 

da agregação e de um marcador da secreção dos grânulos densos pode 
potencialmente permitir a discriminação entre o distúrbio plaquetário que 

está afetando a etapa final da agregação plaquetária (como nesse exemplo 
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de trombastenia de Glanzmann), ao contrário de uma anormalidade de um 
receptor para um agonista plaquetário específico ou uma anormalidade da 
sinalização intracelular que poderia prejudicar as respostas secretoras e até 
mesmo de agregação a agonistas plaquetários mais fracos (como ADP ou 
epinefrina), ainda que não prejudicasse acentuadamente as respostas aos 
agonistas plaquetários mais fortes (como o ácido araquidônico ou o colágeno). 
Notar que as plaquetas do paciente com trombastenia de Glanzmann agregam- 
se exclusivamente com concentrações moderadas ou altas de ristocetina: 
mesmo na ausência de GP Ilb/llla para funcionar como um receptor para a 
formação de uma ponte entre as plaquetas pelo fibrinogênio, a ristocetina pode 
facilitar essa ponte de plaquetas mediante a ligação do fator de von Willebrand 
plasmático às cadeias de GP Iba presentes em número normal nas plaquetas 
afetadas pela trombastenia de Glanzmann (ver Fig. 39.6). (Modificada com 
permissão de Miller JL, Schumackher H, Rock W, Stass S (eds.): Handbook of 
Hematologic Pathology. New York, Marcel Dekker, 2000.) 
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que cause luminiscência e enzima, luciferina e luciferase, ao plasma 
rico em plaquetas; o ATP liberado então funciona como um cofator na 
produção da reação entre a luciferina e a luciferase que produz luz, e a 
emissão de luz é registrada como um segundo fotodetector. Em decor- 
rência da separação das ondas luminosas, a agregação e os canais libe- 
radores podem ser monitorados independentemente (Miller, 1984). 
Na maioria dos casos, pode-se pressupor que a liberação de ATP refli- 
ta a liberação de outros constituintes dos grânulos densos, medidos 
com menos facilidade (ADP, serotonina, cálcio). A estimativa direta da 
serotonina também pode ser realizada (Holmsen, 1989). Como alter- 
nativa aos estudos de lumiagregação, é possível estudar a secreção pla- 
quetária em paralelo com a agregação deixando-se que as plaquetas 
captem serotonina radioativa e, em seguida, medindo-se a liberação 
de radioatividade pelas plaquetas à medida que são desafiadas com 
agentes agregantes (Lan, 2005). 

Conforme ilustrado na Figura 39.9, há múltiplos receptores agonistas 
localizados na membrana da plaqueta. Após a ligação do agonista ao 
receptor, inicia-se uma série complexa de etapas sinalizadoras internas. 
Vários desses agonistas naturais, junto a diversos outros estímulos pla- 
quetários, podem ser usados no laboratório de diagnóstico para deter- 
minar se uma ou mais dessas vias sinalizadoras de receptor de agonista 
estão funcionando normalmente. Os agonistas empregados frequen- 
temente incluem colágeno, epinefrina, ADP, U46619 (um análogo do 
tromboxano A, [TxA,]), ristocetina, ácido araquidônico e o ionóforo 
cálcio A23187. Embora tenha importância fundamental como estimu- 
lante das plaquetas in vivo, é difícil empregar a trombina com plasma 
rico em plaquetas, por causa da interferência decorrente da formação 
de fibrina. Entretanto, a trombina y parcialmente tripsinizada retém a 
atividade estimulante de plaquetas mesmo perdendo quase toda a ati- 
vidade coagulante, podendo ser útil (Charo, 1977). Além disso, sequ- 
ências TRAP (peptídeo ativador do receptor de trombina, SFLLRN), 
derivadas da região do “ligando agarrado” extracelular do receptor da 
proteína G plaquetária de sete ligações no domínio transmembrana 
(Furman, 1998), podem ser úteis nos testes de função plaquetária. 

Pela medida da impedância, é possível avaliar a agregação de pla- 
quetas não apenas no PRP (plasma rico em plaquetas) como também 
no sangue total (Cardinal, 1980). Após o acréscimo de um agonista 
plaquetário à amostra misturada, a condutância entre dois eletrodos 
cai à medida que as plaquetas agregam-se nas superfícies dos eletro- 
dos. As curvas resultantes de impedância versus o tempo comparti- 
lham muitas similaridades com as da transmissão da luz versus o 
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tempo, embora sejam observadas diferenças características entre essas 
duas abordagens (Ingerman-Wojenski, 1984; Joseph, 1987). Quando 
a agregometria de impedância é combinada com a estimativa da secre- 
ção de ATP em amostras de sangue total (Ingerman-Wojenski, 1984), 
é possível fazer a avaliação rápida da função plaquetária com apenas 
um pequeno volume de sangue. Além disso, pode-se monitorar opti- 
camente a agregação plaquetária no sangue total por meio da coa- 
gregação de contas revestidas com fibrinogênio impregnadas de um 
corante que absorve luz na região infravermelha do espectro eletro- 
magnético. Essa abordagem inovadora foi introduzida recentemente 
para avaliar a eficácia do tratamento com uma variedade de inibidores 
plaquetários (ver Cap. 41). As capacidades contráteis das plaquetas 
ativadas também resultam em contração (ou “retração”) dos coá- 
gulos formados. No tubo de ensaio, a retração do coágulo pode ser 
avaliada de forma quantitativa (Taylor, 1970). Na trombocitopenia 
ou na trombastenia de Glanzman, a retração do coágulo é demora- 
da ou incompleta. Conforme demonstrado por estudos de inibição 
de anticorpo monoclonal (Coller, 1983), parece que o GP IIb/IIIa é 
necessário para a retração do coágulo. Embora o reconhecimento da 
sequência de tripeptídeos Arg-Gli-Asp (RGD) nos locais de ligação do 
fibrinogênio tenha um papel importante na ligação do fibrinogênio 
ao GP IIb/IIIa, com subsequente agregação plaquetária mediada pelo 
fibrinogênio, estudos recentes identificaram locais específicos dentro 
da cadeia y do fibrinogênio que parecem ter influência na retração do 
coágulo (Podolnikova, 2003). Como esta facilita acentuadamente a 
lise subsequente do coágulo (Carroll, 1981), por meio desse processo 
as plaquetas podem ter um papel importante, facilitando a lise even- 
tual do coágulo formado. 


Papel das plaquetas na coagulação 


Não apenas as plaquetas servem como os principais mediadores da 
hemostasia primária, como também desempenham um papel vital 
na coagulação. Embora a via do fator tecidual envolvendo a formação 
sequencial dos fatores VIla e Xa resulte inicialmente na formação de 
quantidades mínimas de trombina, essa via é substituída rapidamen- 
te pela do inibidor tecidual (TFPI) (Deykin, 1982) e é provável que ela 
mesma não seja adequada para manter a hemostasia normal (Broze, 
1990). No entanto, as quantidades mínimas de trombina que são for- 
madas podem ter um papel crítico na ativação do fator XI em XIa na 
superfície das plaquetas ativadas. A ativação plaquetária (p. ex., pelo 
ADP ou pelo colágeno) resulta na geração de locais de ligação de alta 
afinidade pelo fator XI. O cininogênio de alto peso molecular ou a pro- 


Figura 39.9 Representação esquemática de respostas 
plaquetárias selecionadas à ativação e aos distúrbios 
congênitos da função plaquetária. AC = adenililciclase; 
SBS = síndrome de Bernard-Soulier; CO = ciclo- 
oxigenase; DG = diacilglicerol; G = proteína de 
ligação ao GTP; IP, = inositol trisfosfato; CLM = cadeia 
leve da miosina; CLMO = cadeia leve da miosina 
quinase; P2Y,, P2Y,, = receptores de ADP acoplados 

à proteína G; PAF = fator ativador de plaquetas; 
PGG,/PGH, = intermediários araquidônicos da via 

da prostaglandina; PIP, = fosfatidilinositol bisfosfato; 
PKC = proteinocinase C; PLA, = fosfolipase A,; TK = 
tirosinocinase; PLC = fosfolipase C; TS = tromboxano 
sintase; TxA, = tromboxano A; DvW = doença de 

von Willebrand; vWF = fator de von Willebrand. Os 
algarismos romanos nos círculos representam fatores 
da coagulação e as letras P em amarelo indicam 
fosforilação. (Modificada com permissão de Rao AK: 
Congenital disorders of platelet function: disorders of 
signal transduction and secretion. Am J Med Sci 1998; 
316:69-76.) 
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trombina podem então servir como cofatores para a ativação pela trom- 
bina do fator XI ligado às plaquetas (Baglia, 1998; Oliver, 1999). Além 
disso, recentemente identificou-se uma interação específica entre resí- 
duos dentro do fator XI e uma região localizada da cadeia a da GP Ib na 
plaqueta (Baglia, 2004a, 2004b). Sabe-se agora que, ao contrário do fator 
XI, os chamados “fatores de contato” (fator XII, pré-calicreína, cinino- 
gênio de alto peso molecular etc.) não são necessários para a hemostasia 
secundária efetiva. Esses achados parecem uma base estrutural razoável 
para se entender como a superfície da plaqueta pode facilitar a interação 
entre a via do fator tecidual e a via intrínseca da coagulação. 

Após a estimulação das plaquetas por agonistas, há uma perda pro- 
gressiva da assimetria da membrana fosfolipídica das plaquetas, o que 
resulta da maior movimentação da camada dupla ou “flip-flop” da fos- 
fatidilserina e de outros fosfolipídeos das superfícies interna e externa 
da membrana (Fig. 39.3) (Hemker, 1983; Zwaal 2005). Acredita-se que 
uma proteína transmembrana denominada “escramblase” (Fig. 39.3) 
(Comfurius, 1996; Zhou, 1997) esteja envolvida nesse processo (Zwaal, 
2005). A disponibilidade de superfícies altamente ordenadas de fosfo- 
lipoproteína permite que ocorra a ativação dos fatores IX, X e da pro- 
trombina na superfície da plaqueta. Além disso, as plaquetas contêm 
o fator endógeno V, que parece ter um papel fundamental na forma- 
ção de um receptor na superfície da plaqueta para o fator X ativado 
(Miletich, 1978). O receptor celular da protease efetora (EPR)-1, uma 
proteína da membrana plaquetária dependente de ativação (Bouchard, 
1997), junto com o fator V ativado, é necessário para mediar a ligação 
ao fator Xa à superfície de plaquetas ativadas para formar um comple- 
xo protrombinase funcional. Os complexos funcionais da coagulação 
foram descritos em detalhes no capítulo anterior. 


Vias sinalizadoras intracelulares 

Nos últimos anos, houve um progresso considerável na elucidação 
das vias sinalizadoras subjacentes à função plaquetária. De forma 
característica, essas vias envolvem a ativação de um receptor associada 
a uma sinalização inicial de fora para dentro e, por fim, de dentro para 
fora, que muda a conformação do GP IIb/IIIa de modo que permita a 
ligação do fibrinogênio. Após o evento primário de uma ligação extra- 
celular do ligante a um receptor plaquetário específico (como recepto- 
res de ADP purinérgicos, receptores adrenérgicos de epinefrina, recep- 
tores de trombina etc.), a ocupação do receptor dispara um sinal que 
é traduzido pelas proteínas G e outros efetores (Fig. 39.9). Segue-se 
então uma cascata de eventos sinalizadores, inclusive a fosforilação de 
proteínas específicas. Como resultado desses processos, vários eventos 
discerníveis podem ser desencadeados, inclusive mudança de forma, 
secreção do conteúdo dos grânulos das plaquetas e uma modificação 
no estado conformacional do GP Ilb/llla, que torna esse complexo 
glicoproteico competente para ligar o fibrinogênio e outras proteínas 
da adesão plaquetária, conforme descrevemos antes. A mobilização 
do ácido araquidônico dos fosfolipídeos da membrana e seu metabo- 
lismo pela via da ciclo-oxigenase até o potente agente pró-agregador 
TxA, constituem agora um mecanismo intermediário bem definido 
que ocorre em resposta a uma variedade de estímulos às plaquetas. 
Todavia, mesmo após agentes inibidores potentes da ciclo-oxigenase 
como o ácido acetilsalicílico (“aspirina”) terem bloqueado completa- 
mente essa via, estímulos fortes como a trombina, altas concentrações 
de colágeno e o ionóforo cálcio A23187 continuam capazes de induzir 
respostas agregatórias completas. 

O cálcio desempenha vários papéis importantes na função plaque- 
tária. Como a alteração na conformação do GP IIb/IIIa, que torna esse 
receptor competente para ligar o fibrinogênio (ver anteriormente), 
é dependente da presença de cálcio extracelular, a agregação indu- 
zida por praticamente todos os agonistas plaquetários, por sua vez, 
é dependente de cálcio. Uma exceção a esse princípio geral ocorre 
quando o ligante de adesão vWF une as plaquetas entre si por meio 
dos receptores de GP Ib/IX nas plaquetas adjacentes (ver adiante) — 
um processo independente de cálcio, mencionado às vezes como 
aglutinação de plaquetas para distingui-lo da agregação dependente 
de cálcio mediada pelo GP IIb/lIla. Além disso, o cálcio é necessário 
para promover os mecanismos contráteis e secretores das plaquetas. 
De acordo com isso, também se pode esperar que defeitos hereditários 
e adquiridos na mobilização do cálcio pelas plaquetas após ativação, e 
agentes que interferem nos fluxos intraplaquetários de cálcio (p. ex., 


anestésicos locais), proteínas ligadoras de cálcio (p. ex., fenotiazinas) 
ou o cálcio livre extracelular (p. ex., agentes quelantes) exerçam efei- 
tos inibitórios quando se testa a função das plaquetas. 


Distúrbios quantitativos das plaquetas 
Trombocitopenia 


Trombocitopenia congênita 

As trombocitopenias congênitas estão sendo reconhecidas cada vez 
com mais frequência, tendo sido documentadas várias anormalidades 
genéticas distintas nos pacientes que a possuem (Drachman, 2004). 
Um grupo diverso de síndromes autossômicas dominantes, incluin- 
do a anomalia de May-Hegelin, a síndrome de Fletcher, a síndrome 
de Epstein e a síndrome de Sebastian, compartilha a característica de 
aumento de tamanho da plaqueta e demonstrou surgir de mutações 
no gene MYH9, que codifica a cadeia II de miosina pesada não mus- 
cular. Outras trombocitopenias congênitas que se caracterizam por 
aumento no tamanho das plaquetas incluem a síndrome de Bernard- 
Soulier, a síndrome velocardiofacial de DiGeorge, a trombocitopenia 
de Paris-Trousseau e mutações no fator de transcrição GATA 1. 

Anormalidades nos pacientes com a síndrome de Wiskott-Aldrich 
e trombocitopenia ligada ao X surgem de mutações no gene WAS, 
com os pacientes caracteristicamente tendo plaquetas pequenas. Nos 
pacientes com o distúrbio plaquetário familiar e predisposição para 
a leucemia mieloide aguda (DPF/LMA), a trombocitopenia autossô- 
mica dominante é secundária a mutações no gene CBFA2/AMLI] e as 
plaquetas são de tamanho normal. Outras causas de trombocitope- 
nias congênitas incluem a trombocitopenia amegacariocítica congê- 
nita, um distúrbio aaotossômico recessivo associado a mutações no 
receptor MPL da trombopoietina, a síndrome da plaqueta cinzenta 
e a trombocitopenia com ausência do osso rádio. Os pacientes com 
trombocitopenias congênitas podem ter defeitos associados nas res- 
postas plaquetárias, além das baixas contagens de plaquetas. 

Estabelecer a etiologia de uma trombocitopenia congênita em um 
caso individual pode ser um desafio que requer técnicas rotinei- 
ras especializadas e moleculares/citogenéticas. Tais técnicas podem 
incluir ensaio para a trombopoietina plasmática, ensaio do domí- 
nio extracelular da cadeia a da glicoproteína plaquetária Ib liberada 
pela trombopoietina plasmática (“glicocalicina”) e análise in vitro da 
megacariocitopoiese (van den Oudenrijn, 2002). 

As anemias aplásicas adquiridas que envolvem as linhagens eritroi- 
de e granulocítica, bem como a dos megacariócitos, são vistas mais 
comumente que as aplasias megacariocíticas puras. Exposições a 
substâncias químicas tóxicas, doenças virais e, frequentemente, causas 
inexplicadas podem ocasionar aplasia. 

O estudo da medula óssea pode ser necessário para se avaliar se a 
trombocitopenia deve-se, pelo menos em parte, a alguma falha na 
produção de plaquetas. Em geral, os aspirados de medula óssea são 
menos confiáveis que as biópsias de medula óssea para se determinar 
o número existente real de megacariócitos. Em certas circunstâncias, 
podem ser encontradas anormalidades na estrutura dos megacarióci- 
tos, embora a mera presença de uma proporção aumentada das for- 
mas magacariocíticas mais imaturas, basofílicas, não deva ser conside- 
rada evidência de um distúrbio magacariocítico qualitativo. 

Em contraste com as estimativas do número de megacariócitos, 
em geral é difícil avalar anormalidades no tamanho dessas células ou 
no seu padrão de lobulação a partir de cortes de biópsia ou coágu- 
los, porque um corte pode ser uma amostra apenas de pequena parte 
do megacariócito, uma célula relativamente grande. Com tal finali- 
dade, um esfregaço bem-preparado corado pelo Wright-Giemsa, ou 
de aspirado ou de biópsia por contato, costuma ser mais útil. Pode-se 
observar um número baixo de plaquetas circulantes na esplenome- 
galia de qualquer causa, em decorrência do aumento resultante no 
sequestro de plaquetas pelo baço. Essas considerações são discutidas 
em detalhes nos Capítulos 29 e 30. 


Púrpura trombocitopênica imune 
Conforme ilustrado por numerosos exemplos específicos na Tabela 
39.3, uma ampla variedade de mecanismos pode levar à trombocitope- 
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Tabela 39.3 Mecanismos de destruição de plaquetas 


Tipo de trombocitopenia Exemplo(s) específico(s) 


Imunomediados 

Destruição de plaquetas pelo 
sistema reticuloendotelial (SRE) 
mediada por autoanticorpo 


Púrpura trombocitopênica imune primária; 
trombocitopenia imune “secundária” associada 
a doença linfoproliferativa, doença vascular do 
colágeno, infecções como a mononucleose 
infecciosa, a síndrome da imunodeficiência 
humana 

Trombocitopenia neonatal aloimune; púrpura 
pós-transfusão; trombocitopenia passiva 
aloimune; refratariedade à transfusão de 
plaqueta aloimunes 


Destruição de plaquetas pelo SRE 
mediada por aloanticorpo 


Destruição de plaquetas pelo Púrpura trombocitopénica imune 
SRE mediada por autoanticorpo medicamentosa por anticorpo mediada por 
e dependente de fármacos plaqueta (p. ex. quinino) 


Ativação de plaquetas por ligação 
do Fc da imunoglobulinaG (IgG), 
de IgG dependente de fármacos 
a receptores plaquetários Fcylla 


Trombocitopenia induzida pela heparina 


Não imunomediados 
Síndromes de ativação de 
plaquetas pela trombina ou 
citocinas pró-inflamatórias 


Coagulação intravascular disseminada, 
septicemia/sindromes de resposta 
inflamatória sistêmica 


Infecções, certos distúrbios 
malignos 


Ingestão por macrófagos 
linfoproliferativos 
(hemofagocitose) 

Destruição de plaquetas via 
interações de plaquetas com o 
VWF alterado 

Perdas de plaquetas em 
superfícies artificiais 
Sobrevida diminuída das 
plaquetas associada a doenças 
cardiovasculares 


Púrpura trombocitopênica trombótica; 
síndrome hemolítico-urêmica 


Cirurgia de derivação cardiopulmonar; 
uso de cateteres intravasculares 
Cardiopatia congênita e adquirida; 
cardiomiopatia; embolia pulmonar 


Fonte: modificada com permissão de Warkentin TE, Kelton JG: Thrombocytopenia due to 
plaqueta destruction and hypersplenism. Em Hoffman R, Benz EJ Jr, Shattil SJ, et al. (eds.): 
Hematology: Basic Principles and Practice. Philadelphia, Elsevier Churchill Livingstone, 
2005, pp. 2305-2325. 


nia, resultando em maior destruição de plaquetas. Uma das formas mais 
importantes encontradas de aumento do consumo de plaquetas é o dis- 
túrbio adquirido denominado púrpura trombocitopênica imune (PTI). 
A história clínica, em geral, será mais útil para se chegar a um diagnósti- 
co provável, em particular para distinguir as formas crônicas da doença 
(Tab. 39.4). O estudo das imunoglobulinas associadas às plaquetas nos 
pacientes em que existe suspeita da presença de PTI tem sido ampla- 
mente empregado na tentativa de identificar processos imunomediados 
(Nowak, 1996). No entanto, o valor preditivo de achados positivos, em 
tais casos, é questionável, porque a imunoglobulina que não influencia 
a sobrevivência ou a função das plaquetas pode estar associada a plaque- 
tas em uma variedade de contextos clínicos (Kelton, 1982) e pode existir 
uma elevação inespecífica da IgG associada a plaquetas nos distúrbios 
associados a elevação da IgG plasmática. Como alternativa, dispõe-se 
de uma variedade de técnicas para ensaio imunossorvente ligado a enzi- 
ma (ELISA), colocando-se anticorpos eluídos das próprias plaquetas do 
paciente ou soro do paciente para reagir com complexos de glicoproteínas 
purificados, imobilizados tipicamente em compartimentos por anticor- 
pos monoclonais murinos. Muitos anticorpos patológicos podem falhar 
em reconhecer seus epítopos dentro de alvos glicoproteicos fornecidos 
dessa maneira artificial (especialmente no caso de GP Ib). Além disso, 
podem ocorrer resultados positivos falsos quando se usa soro do paciente 
que contenha anticorpos humanos antimurinos em título suficiente. 


Uma orientação prática publicada pela American Society of 


Hematology, em 1996 (George, 1996), apresentou um ponto de vista 
bastante desanimador quanto ao valor realmente fornecido pelos 


Tabela 39.4 Características clínicas da púrpura trombocitopênica 
imunológica 


Crianças Adultos 

Ocorrência 

Pico etário (anos) 2—4 15—40 

Sexo (F:M) Igual 2.6:1 

Apresentação 

Início Agudo (maioriacom | Insidioso (maioria com 
sintomas há menos de sintomas há mais de 2 
1 semana) meses) 

Sintomas Púrpura (menos de 10% Púrpura (tipicamente 
com sangramento grave) sangramento sem gravidade) 

Contagem de plaquetas Maioria <20.000/pL Maioria >20.000/uL 

Evolução 

Remissão 83% 2% 

espontânea 

Doença crônica 24% 43% 

Resposta à 71% 66% 

esplenectomia 

Recuperação 89% 64% 

completa eventual 

Morbidade e mortalidade 

Hemorragia cerebral <1% 3% 

Morte por hemorragia <1% 4% 

Mortalidade por doença 2% 5% 


refratária crônica 


Ver também análise mais detalhada das limitações pertinentes a essas distinções em George 
JN, Rizvi MA: Thrombocytopenia. Em Beutler E, Lichtman MA, Coller BS, Kipps TJ, 
Seligsohn U (eds.): Hematology. New York, McGraw-Hill, 2001, p. 1495-1539. 


Fonte: modificada com permissão de Diz-Kucukkaya R, Gushiken FC, Lopez JA: 
Thrombocytopenia. Em: Lichtman MA, Beutler E, Kipps TJ, eds. Wiliams Hematology. 7º 
ed. New York: McGraw-Hill; 2006: 1758. 


testes para imunoglobulinas associadas a plaquetas ou anticorpos 
antiplaqueta na avaliação ante a suspeita de PTI. Contudo, os esforços 
para desenvolver melhores abordagens prosseguiram. Uma citometria 
de fluxo altamente inovadora emprega a transferência da fluorescên- 
cia da energia de ressonância entre anticorpos do paciente e anticor- 
pos monoclonais, conhecidos como anti-GP Ilb/Illa ou anti-GP Ib, 
para aumentar a especificidade da detecção de anticorpos (Koksch, 
1995). Todavia, esse teste não tem sido muito utilizado, por causa 
das dificuldades de padronização. Alguns laboratórios também têm 
usado a mobilização de anticorpo monoclonal do antígeno plaquetário 
(MAIPA) para detectar autoanticorpos, seja obtido diretamente do soro 
de pacientes ou eluído de plaquetas, que é direcionado para complexos 
plaquetários específicos de glicoproteína (Kiefel, 1987; Hewitt, 1994; 
Clofent-Sanchez, 1996; Cordiano, 1996). Como os ensaios MAIPA pre- 
servam os antígenos plaquetários visados em uma forma mais original 
que a maioria das técnicas antes mencionadas, o MAIPA passou a ter o 
status de “melhor padrão” para a detecção de anticorpos antiplaqueta 
específicos. A propósito, é válido mencionar que recentemente foram 
relatados resultados bem semelhantes aos do ensaio MAIPA mediante 
o uso de uma abordagem inovadora, a técnica de citometria de fluxo 
multicolorida (Nguyen, 2004). Pode ser relevante continuar a avaliar 
essas e outras técnicas, para que os métodos laboratoriais venham a 
ocupar um papel central na avaliação da PTI (Beardsley, 1998). 


Trombocitopenia medicamentosa 

É preciso considerar sempre a trombocitopenia medicamento- 
sa como causa de trombocitopenia aguda. Pode ser particularmente 
difícil identificar pacientes que estejam tomando vários medicamen- 
tos. Certos fármacos como heparina, quinidina, ouro e antibióticos 
à base de sulfa, têm tido uma frequência relativamente maior como 
causadores de trombocitopenia do que outros fármacos. Em particu- 
lar, no caso desses fármacos, o laboratório pode ter um papel útil ao 
identificar o agente agressor se puder ser demonstrado um aumento 


nos anticorpos do paciente direcionados contra um alvo plaquetário 
usando-se um dos ensaios descritos para PTI pela inclusão in vitro do 
fármaco em questão no ensaio realizado. É interessante o fato de que, 
se praticamente todas as plaquetas normais têm um local de ligação 
para anticorpos antiplaqueta surgindo em pacientes com hipersen- 
sibilidade à quinidina ou ao quinino, as plaquetas de pacientes com 
doença de Bernard-Soulier não parecem ter esse receptor (Kunicki, 
1978b). Berndt (1985) forneceu evidência de que tais anticorpos 
podem ligar-se à subunidade B da glicoproteína IX, ou a uma região 
definida pela associação de glicoproteínas Ib e IX. No entanto, Pfueller 
(1988) sugeriu que a trombocitopenia induzida por quinino e quinidi- 
na pode resultar de anticorpos bastante heterogêneos entre os pacien- 
tes, reconhecendo neoantígenos compostos por vários epitopos sobre a 
superfície da plaqueta e o fármaco, ou novas conformações das glico- 
proteínas plaquetárias induzidas pelo fármaco. Além disso, em alguns 
pacientes, os anticorpos dependentes de quinidina também podem ser 
direcionados contra epítopos presentes dentro do complexo GP IIb/ 
IMa (Pfueller, 1988; Chong, 1991; Visentin, 1991; Nieminen, 1992). 

Foram desenvolvidos fármacos antagonistas do GP IIb/IIIa plaque- 
tário como o abciximabe, a eptifibatida, o tirofibano e vários outros 
agentes orais ou parenterais para inibir a responsividade das plaque- 
tas. Uma variedade de técnicas também foi desenvolvida para moni- 
torar a ocupação do receptor do GP IIb/IIIa, no intuito de otimizar a 
dosagem (Greilich, 1999; Quinn, 1999). Além da inibição antecipada 
da função plaquetária, alguns pacientes podem ter graus variáveis de 
trombocitopenia aguda após uma única exposição a antagonistas do 
GP IIb/IIIa (Madan, 1999). A trombocitopenia aguda resulta de anti- 
corpos preexistentes dependentes do fármaco que se ligam ao com- 
plexo GP IIb/IIIa; além disso, os anticorpos dependentes do fármaco 
podem surgir subsequentemente como uma resposta imune à admi- 
nistração do fármaco (Aster, 2004). 


Trombocitopenia induzida pela heparina 

A exposição de um epítopo ainda não mostrado de uma proteí- 
na plaquetária de ocorrência natural a um fármaco também pode 
ser a etiologia subjacente da trombocitopenia induzida pela hepari- 
na (TIH), distúrbio em que os pacientes submetidos à terapia com 
heparina desenvolvem anticorpos que parecem ligar-se à região Fab, 
do PF4, liberados de seus locais de aramazenamento intracelulares 
(Amiral, 1999). Acredita-se que a especificidade do anticorpo da TIH 
esteja direcionada contra epítopos dentro do PF4 que são expostos 
quando se formam complexos de heparina com PF4 (Rauova, 2005), 
conforme descrito em maiores detalhes no Cap. 41. Foram desenvol- 
vidos ensaios para detectar que empregam o PF4 em complexo com a 
heparina ou uma molécula parceira semelhante como um alvo para 
os anticorpos existentes no soro de pacientes suspeitos de terem TIH 
(Amiral, 1992). Em contraste com os ensaios para antígeno, há uma 
série de ensaios para detectar ativação de plaquetas, em que o plas- 
ma ou soro dos pacientes é incubado com plaquetas de teste lavadas e 
um ou mais de uma variedade de eventos subsequentes podem então 
ser avaliados. Tais eventos incluíram a estimativa da secreção de sero- 
tonina radioativa previamente captada pelas plaquetas, liberação de 
quimioluminiscência do nucleotídeo adenina endógeno, agregação 
plaquetária e produção de micropartículas de plaquetas (Warkentin, 
19994). O bom desempenho dos ensaios para verificar a ativação de 
plaquetas depende da seleção dos doadores de plaquetas, as quais 
sejam sensíveis à ativação por soro de pacientes com TIH. Em geral, 
os ensaios para antígeno tendem a ser mais sensíveis à presença de 
formação de anticorpo contra TIH que os ensaios para ativação de 
plaquetas, e podem ser úteis para monitorar a soroconversão subclí- 
nica de anticorpos contra a TIH (Zwicker, 2004). Por outro lado, em 
razão da maior sensibilidade dos ensaios para antígeno na detecção de 
anticorpos sinais clínicos, sugeriu-se que os para ativação de plaquetas 
na verdade podem ter maior valor preditivo positivo na TIH clínica 
(Warkentin, 1999a). É interessante notar que um estudo recente que 
empregava imunoensaios enzimáticos revelou que o teste exclusiva- 
mente para anticorpos IgG aumenta a especificidade diagnóstica, 
evitando anticorpos não patogênicos frequentes das classes IgM e IgA 
(Warkentin, 2005a). Orientações detalhadas para a integração dos 
testes laboratoriais para a TIH em pacientes que estejam recebendo 
heparina foram publicadas recentemente (Warkentin, 2004; Zwicker, 


2004). Vale ressaltar a recomendação baseada em evidência recente 
contra o teste rotineiro para anticorpo da TIH na ausência de trom- 
bocitopenia, trombose, lesões cutâneas induzidas pela heparina ou 
outras sequelas da TIH; a contagem rotineira de plaquetas em pacien- 
tes que estejam recebendo terapia com heparina, ao contrário, pode 
ser de grande auxílio para identificar corretamente os pacientes que 
precisam de testes mais específicos para a TIH (Warkentin, 2004). Nos 
pacientes com diagnóstico estabelecido de TIH, é preciso instituir for- 
mas alternativas de terapia anticoagulante, como os inibidores diretos 
da trombina, lepirudina ou argatrobano. A monitoração laboratorial 
dos inibidores diretos da trombina é discutida no Capítulo 41. 

Nos casos em que a etiologia da trombocitopenia de um paciente 
continua obscura apesar de uma avaliação abrangente, pode-se con- 
siderar a avaliação da sobrevivência das plaquetas. Isso pode ser feito 
mediante a marcação das próprias plaquetas do paciente ou heterólo- 
gas com um isótopo radioativo, observando-se então a sobrevivência 
das plaquetas reinfundidas. O cromo-51 e o fósforo-32 DF usados no 
passado apresentam inúmeros problemas metodológicos, tendo sido 
suplantados em grande parte pelo indio-111 (Heaton, 1979, 1989; 
Leissinger, 2001). Embora haja relatos de sucesso na estimativa do 
tempo de vida da plaqueta com o marcador não radioativo biotina em 
cães (Heilmann, 1993) e camundongos (Ault, 1995; Manning, 1996), 
tal método não tem sido aplicado em humanos. A avaliação da ciné- 
tica plaquetária normalmente não faz parte da avaliação de pacientes 
trombocitopênicos. Contudo, em casos excepcionais de trombocito- 
penias crônicas refratárias ao tratamento, observou-se que em alguns 
grupos a estimativa da sobrevivência das plaquetas foi útil para distin- 
guir distúrbios da produção de plaquetas daqueles de sua destruição, 
em particular no contexto de uma decisão quanto a possível esplenec- 
tomia (Rossi, 2002; Bader-Meunier, 2003). 


Púrpura trombocitopênica trombótica 

Até recentemente, os distúrbios microangiopáticos conhecidos como 
púrpura trombocitopênica trombótica (PTT) e síndrome hemolítico- 
urêmica (SHUS) eram considerados muito parecidos e mais bem dis- 
tinguidos com base na apresentação clínica que nos achados laborato- 
riais. Tal situação mudou radicalmente em 1998, quando dois grupos 
independentes (Furlan, 1998; Tsai, 1998) demonstraram que a pato- 
gênese da PTT estava relacionada com a atividade deficiente de uma 
metaloproteinase plasmática que cliva o vWE, agora conhecida como 
ADAMTS-13. Isso resulta em moléculas incomumente grandes de 
vWF (chamadas “UlvWF”), capazes de ligar-se a plaquetas e produzir 
trombos plaquetários na microcirculação (Moake, 1986; Tsai, 1998). 
Em contraste, a atividade de uma protease que cliva o vWF parece ser 
normal na SHU (Furlan, 1998). Assim, tanto a sensibilidade como a 
especificidade dos níveis plasmáticos de ADAMTS-13 para o diagnós- 
tico de PTT têm sido questionadas em vários estudos. Portanto, nem 
a presença de um nível normal de ADAMTS-13 (implicando produto 
génico normal), nem a ausência de anticorpos neutralizantes demons- 
tráveis no plasma de pacientes que satisfazem os demais critérios para 
PTT é suficiente para excluir o diagnóstico (George, 2004; Peyvandi, 
2004). Tem-se observado também que pacientes com uma variedade 
de distúrbios sistêmicos do tecido conjuntivo (Mannucci, 2003), bem 
como aqueles com PTI, coagulação intravascular disseminada e uma 
variedade de outros distúrbios, têm níveis diminuídos de ADAMTS- 
13 (Moore, 2001). Até o momento, não se sabe até que ponto esses 
achados refletem idiossincrasias dos testes empregados, em vez de 
refletirem mecanismos fisiopatológicos compartilhados ou distintos 
entre esses diversos distúrbios. Sem dúvida, os ensaios desenvolvidos 
originalmente envolviam um grande número de etapas no processo 
dos testes, inclusive fazendo-se o plasma do paciente reagir com um 
substrato livre da protease do vWF previamente desnaturado com 
guanidina ou ureia, realizando-se eletroforese em gel com o VWF 
degradado, immunoblotting e então demonstrando-se uma persistên- 
cia anormal de multímeros de vWF de alto peso molecular. Foram fei- 
tos esforços contínuos para simplificar e encurtar o tempo necessário 
para os ensaios para ADAMTS-13. Uma das primeiras modificações 
desse método foi na etapa final, em que um ensaio ELISA tenicamen- 
te menos exigente da capacidade residual do vWF de ligar-se a uma 
superfície revestida por colágeno foi substituído por uma análise mul- 
timérica do vWF (Gerritsen, 1999). Mais recentemente, os esforços 
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etapa da atividade proteolítica plasmática contra moléculas que cap- 
tam novamente os resíduos críticos de VWF necessários para a proteó- 
lise pela ADAMTS-13 (Kokame, 2004; Whitelock, 2004). Embora tais 
ensaios tenham vantagens nítidas em termos de tempo, com relação à 
tomada de decisão diagnóstica, seu papel potencial em tal tomada de 
decisão ainda não está esclarecido. 


Trombocitose 


O aumento da contagem de plaquetas, ou trombocitose, pode ser 
visto como um processo reativo benigno (Tab. 39.5) e uma manifesta- 
ção de um distúrbio mieloproliferativo (Griesshammer, 1999; Schafer, 
2004). O esfregaço sanguíneo deve confirmar uma contagem eletrôni- 
ca de células, mostrando que o aumento de partículas na verdade cor- 
responde a plaquetas e não a fragmentos celulares ou outras entidades. 
O esfregaço também oferece uma oportunidade para avaliar desvios 
no tamanho das plaquetas, no aspecto morfológico delas e tendências 
à formação de aglomerados. Indícios de que se está lidando com um 
processo clonal autônomo ou reativo secundário podem ser forneci- 
dos por vários achados clínicos e laboratoriais (Tab. 39.6). 

Estabeleceu-se que os processos reativos não resultam tipicamente em 
contagens de plaquetas acima de 1.000 x 10º L, mas os processos mie- 
loproliferativos frequentemente o fazem; apesar disso, esse critério não 
é confiável para o diagnóstico nem para a decisão de instituir terapia 
antiplaquetária. Particularmente no caso de síndromes mieloprolifera- 
tivas, o paciente pode estar assintomático, ter tendência a sangramento 
ou a desenvolver eventos trombóticos; no momento, a abordagem clí- 
nica mais apropriada parece ser uma resposta a tais tendências assim 
que ficam evidentes. A menos que haja outros fatores de risco, é menos 
provável que ocorram eventos trombóticos na trombocitopenia secun- 
dária que na primária (Griesshammer, 1999). Em casos documentados 
de síndromes mieloproliferativas, há relatos de anormalidades na estru- 
tura das plaquetas e dos megacariócitos, nos receptores da superfície da 
membrana das plaquetas, nos padrões de agregação plaquetária, na ati- 
vidade coagulante das plaquetas e no metabolismo do ácido araquidô- 
nico. Apesar de anormalidades estatisticamente significativas quando se 
comparam populações de pacientes com distúrbios mieloproliferativos 
ou trombocitose, no paciente individual é improvável que estudos de 
parâmetros como o tamanho e a função das plaquetas sejam capazes de 
diferenciar esses distúrbios (Sehayek, 1988). 


Tabela 39.5 Condições reativas em que podem ser encontradas 
contagens plaquetárias elevadas 


Processos transitórios 
Perda sanguínea aguda 
Recuperação (“rebote”) da trombocitopenia 
Infecção aguda ou inflamação 
Resposta ao exercício 
Processos mantidos 
Deficiência de ferro 
Anemia hemolítica 
Asplenia (p. ex., após esplenectomia) 
Câncer 
Doenças crônicas inflamatórias ou infecciosas 
Distúrbios do tecido conjuntivo 
Arterite temporal 
Doença intestinal inflamatória 
Tuberculose 
Pneumonite crônica 
Reações medicamentosas 
Vincristina 
Ácido all-transretinoico 
Citocinas 
Fatores de crescimento 


Fonte: com permissão de Schafer Al: Thrombocitosis. N Engl J Med 2004; 350:1211-1219. 


Tabela 39.6 Achados clinicos que podem distinguir entre 
trombocitose clonal e secundaria (reativa) 


Achado Trombocitose clonal Trombocitose 
secundaria (reativa) 

Doença sistêmica Não Em geral 

subjacente clinicamente 
aparente 

Isquemia digital ou Característica Não 

cerebrovascular 

Trombose arterialou Risco aumentado Não 

venosa de grande vaso 

Complicações Risco aumentado Não 

hemorrágicas 

Esplenomegalia Sim, em cerca de 40% Não 


dos pacientes 


Esfregaço de sangue Plaquetas gigantes Plaquetas normais 


periférico 


Função plaquetária Pode estar anormal Normal 
Megacariócitos na 
medula óssea: 
Número Aumentado Aumentado 
Características Formas gigantes displásicas Normais 


morfológicas com maior ploidia; 
associadas a grandes massas 


de restos plaquetários 


* A trombocitose clonal inclui trombocitemia essencial e outros distúrbios 
mieloproliferativos. 


Fonte: com permissão de Schafer Al: Thrombocytosis. N Engl J Med 2004; 350:1211-1219. 


Distúrbios de função plaquetária hereditários 


A Tabela 39.7 fornece uma classificação baseada nas funções pla- 
quetárias ou respostas anormais (Fig. 39.7). Embora alguns desses 
distúrbios sejam raros, elucidam muito sobre a fisiologia da plaqueta. 
Em pacientes com defeitos nas interações entre a plaqueta e a parede 
dos vasos (distúrbios da adesão), a adesão das plaquetas ao subendo- 
télio é anormal. Os dois distúrbios nesse grupo são a doença de von 
Willebrand (vWE), decorrente de deficiência ou anormalidade no VWF 
plasmático, e a síndrome de Bernard-Soulier (SBS), em que as plaque- 
tas têm deficiência de GP Ib (e GP V e GP IX); em ambas, a interação 
entre as plaquetas e o vWF está comprometida. Os distúrbios carac- 
terizados por interações anormais entre as plaquetas (distúrbios da 
agregação) surgem por causa de uma deficiência grave de fibrinogê- 
nio plasmático (afibrinogenemia congênita) ou uma anormalidade 
quantitativa ou qualitativa da membrana da plaqueta (trombastenia de 
Glanzman). Pacientes com defeitos na secreção de plaquetas e na trans- 
dução do sinal são um grupo heterogêneo considerado em conjunto 
mais por conveniência de classificação do que com base no entendi- 
mento da anormalidade subjacente específica. As principais caracte- 
rísticas em comum nesses pacientes, conforme se percebe atualmente, 
são respostas anormais de agregação e uma incapacidade de liberação 
do conteúdo dos grânulos intracelulares após ativação do plasma rico 
em plaquetas com agonistas como o ADP, a epinefrina e o colágeno. 
Nos estudos sobre a agregação, a segunda onda de agregação é anu- 
lada ou está ausente. Uma pequena proporção desses pacientes tem 
uma deficiência de armazenamento nos grânulos densos (deficiência 
do compartimento de armazenamento). Em alguns outros pacientes, a 
secreção prejudicada resulta de aberrações nos eventos de transdução 
do sinal que determinam respostas finais como a secreção e a agrega- 
ção. Por fim, alguns pacientes têm uma anormalidade nas interações 
de plaquetas com proteínas do sistema de coagulação, mais bem des- 
crita na síndrome de Scott. Além dos grupos citados, há pacientes com 
função plaquetária anormal associada a distúrbios sistêmicos como a 
síndrome de Down e a anomalia de May-Hegelin, cujos mecanismos 
plaquetários aberrantes específicos ainda não estão esclarecidos. 


Tabela 39.7 Classificação dos distúrbios hereditários da função 
plaquetária 


1. Defeitos na interação da plaqueta com a parede vascular (distúrbios da 
adesão) 
i. Doença de von Willebrand (deficiência ou defeito no fator de von 
Willebrand plasmático) 
ii. Síndrome de Bernard-Soulier (deficiência ou defeito no GP Ib/IX) 
2. Defeitos na interação entre plaquetas (distúrbios da agregação) 
i. Afibrinogenemia congênita (deficiência de fibrinogênio plasmático) 
ii. Trombastenia de Glanzmann (deficiência ou defeito no GP Ilb/llla) 
3. Distúrbios da secreção plaquetária e anormalidades dos grânulos 
i. Deficiência do compartimento de armazenamento 
il, Distúrbio de plaquetas de Quebec 
4. Distúrbios da secreção plaquetária e defeitos da transdução do sinal 
(defeitos primários da secreção) 
i, Defeitos na interação da plaqueta com o agonista (defeitos no 
receptor) 
Defeitos no receptor: tromboxano A,, colágeno, ADP, epinefrina 
ii. Defeitos na ativação da proteína G 
* Deficiência de Ga, 
º Anormalidades das Ga, 
e Deficiência de Ga, 
iii. Defeitos no metabolismo do fosfatidilinositol 
Deficiência de fosfolipase C-B2 
iv. Defeitos na mobilização do cálcio 
v. Defeitos na fosforilação de proteína (plequistrina) 
* Deficiência de PKC-6 
vi. Anormalidades nas vias do ácido araquidônico e na síntese do 
tromboxano A; 
* Comprometimento da liberação de ácido araquidônico 
* Deficiência de ciclo-oxigenase 
e Deficiência de tromboxano sintase 
5. Defeitos na regulação do citoesqueleto 
Sindrome de Wiskott-Aldrich 
6. Distúrbios da interação da plaqueta com a proteína coagulante (defeitos 
nos fosfolipídeos da membrana) 
Sindrome de Scott 
7. Diversos 


Fonte: modificada com permissão de Rao AK: Congenital disorders of platelet function: 
disorders of signal transduction and secretion. Am J Med Sci 1998; 316:69-76. 


Distúrbios da adesão plaquetária 


Síndrome de Bernard-Soulier 

A síndrome de Bernard-Soulier (SBS) é um distúrbio autossômi- 
co recessivo da função plaquetária que resulta de uma anormalidade 
no complexo plaquetário GP Ib-IX, que medeia a ligação do vWF às 
plaquetas e, portanto, que desempenha um papel importante na ade- 
são plaquetária ao subendotélio, especialmente com índices maiores 
de cisalhamento. A GP Ib existe nas plaquetas na forma de complexo, 
consistindo em GP Ib, GP IX e GP V. Há aproximadamente 25.000 
cópias de GP Ib/X nas plaquetas, que estão reduzidas ou anormais 
na SBS. Embora a GP V também esteja diminuída nas plaquetas em 
pacientes com SBS, não é necessária para a expressão da GP Ib/IX na 
superfície das plaquetas. O tempo de sangramento está acentuada- 
mente prolongado, as contagens de plaquetas estão moderadamente 
diminuídas e, no esfregaço de sangue periférico, as plaquetas são de 
tamanho maior. Nos estudos de agregação plaquetária, as respostas 
aos agonistas de uso comum ADE, epinefrina, trombina e colágeno são 
normais. Caracteristicamente, a agregação em plasma rico em plaque- 
tas em resposta à ritocetina está diminuída ou ausente, aspecto com- 
partilhado com pacientes com DvW. Entretanto, o vWF e o fator VIII 
plasmáticos estão normais na SBS. A secreção (de grânulos densos) à 
ativação com trombina pode estar diminuída. 

O esfregaço sanguíneo de um paciente com SBS pode lembrar o de 
alguns pacientes com PTI, porque as plaquetas tendem a ser maiores 
que o normal e há trombocitopenia discreta a moderada. Os achados 


no agregômetro são quase recíprocos dos encontrados na trombaste- 
nia de Glanzmann: a agregação e a liberação são normais com todos 
os agentes, exceto a ristocetina. Além disso, a reação de liberação 
induzida pela trombina pode estar diminuída. 

Ao contrário da DvW, em que a aglutinação de plaquetas também 
está diminuída em resposta à ristocetina, na SBS o acréscimo de vWF 
exógeno (presente em frações de crioprecipitado de plasma) não res- 
tabelece a aglutinação de plaquetas induzida pela ristocetina. Essa 
diferença importante é atribuível ao achado de que, enquanto na 
DvW há uma deficiência no vWF plasmático, na SBS a deficiência é 
no receptor da membrana das plaquetas ao qual o vWF precisa ligar- 
se para promover a hemostasia normal. 

Quando as glicoproteínas da superfície plaquetária de pacientes com 
SBS são analisadas (Fig. 39.2), observa-se uma queda acentuada na gli- 
coproteina Ib (Nurden, 1975). Entretanto, quando são empregadas 
técnicas muito sensíveis para a detecção dessa glicoproteína, quantida- 
des residuais de Ib podem ser detectadas (Drouin, 1988; Finch, 1990). 
Estudos moleculares identificaram uma variedade de mutações pontuais 
ou deleções na GP Iba, na GP Ibf3 e na GP IX que, quando presentes em 
homozigose ou heterozigose dupla, resultam em um fenótipo clássico de 
SBS. Uma mutação pontual na região rica em leucina da cadeia da GP 
Ib também pode ocasionar um fenótipo de Bernard-Soulier quando se 
expressa apenas por um único alelo (Miller, 1992; Ware, 1993). 


Anormalidades da glicoproteina la/lla 
e da glicoproteina VI 

Nieuwenhuis (1985, 1986) relatou a ausência da glicoproteína Ia de 
alto peso molecular (168kDa) em uma mulher de 33 anos de idade 
com um distúrbio hemorrágico leve cujas plaquetas não exibiram 
resposta ao colágeno. Kehrel (1988) identificou uma segunda pacien- 
te com achados similares, mas cujas plaquetas apresentavam, além 
disso, ausência de trombospondina intacta. O mais interessante é que 
não apenas a tendência a sangramento mas também as anormalida- 
des estruturais e funcionais desapareceram nessa paciente no início da 
menopausa. Anormalidades da GP VI foram associadas a maior ten- 
dência a sangramento; além disso, polimorfismos da GP VI estão sendo 
estudados como possíveis fatores de risco para trombose (Moroi, 1989; 
Arai, 1995; Nieswandt, 2001; Cabeza, 2004; Nurden, 2004; Yee, 2004). 


Doença de von Willebrand 


Ver seção “Fator de von Willebrand e doença de von Willebrand”, 
adiante. 


Distúrbios da agregação plaquetária 


Trombastenia de Glanzmann 

A trombastenia de Glanzmann é um distúrbio autossômico recessi- 
vo raro, que se caracteriza por agregação plaquetária acentuadamente 
comprometida, um tempo de sangramento prolongado e manifestações 
hemorrágicas mucocutâneas relativamente mais graves que na maioria 
dos distúrbios da função plaquetária (Nurden, 2001). Há relatos sobre 
grupos populacionais em que a consanguinidade é comum. As plaque- 
tas normais em repouso têm aproximadamente complexos de 50.000- 
80.000 GP IIb/II]a na superficie. A anormalidade primária na trombas- 
tenia é um defeito quantitativo ou qualitativo no complexo GP IIb/IIa, 
um heterodimero que consiste em GP IIb e GP IMa cuja síntese é deter- 
minada por genes distintos localizados no cromossomo 17. Portanto, a 
trombastenia pode surgir de uma mutação em cada gene, com menor 
expressão plaquetária do complexo. Por causa disso, a ativação e a agre- 
gação do fibrinogênio ligado às plaquetas ficam prejudicadas. Foi des- 
crita uma variedade de mutações distintas envolvendo a GP IIb e a GP 
IIIa em pacientes com trombastenia (French, 2000). A retração do coá- 
gulo, uma função da interação do complexo GP IIb/IIla com o citoes- 
queleto das plaquetas, também fica comprometida. 

Em esfregaços de sangue não anticoagulado de pacientes com 
trombastenia de Glanzmann, as plaquetas estão presentes em núme- 
ro e aspecto normais, mas mostram uma tendência característica a 
permanecerem isoladas, sem a aglomeração entre elas observada em 
esfregaços sanguíneos normais. A característica diagnóstica da trom- 
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6/4 bastenia é a ausência ou diminuição acentuada da agregação plaque- 
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tária (Fig. 39.8), em resposta a praticamente todos os agonistas pla- 
quetários (exceto a ristocetina), com ausência tanto da onda primária 
como da secundária de agregação; a resposta de alteração da forma é 
preservada. À secreção de grânulos densos pode estar diminuída com 
agonistas fracos (p. ex., o ADP), mas normal na ativação pela trom- 
bina. Heterozigotos têm aproximadamente a metade do número de 
complexos GP IIb/Illa nas plaquetas, porém as respostas de agregação 
plaquetária são completamente normais. 

Como o antígeno plaquetário PI”! está associado à glicoproteína IIIa, 
encontra-se tipicamente diminuído em pacientes com trombastenia 
de Glanzmann (Kunicki, 1978a; von dem Borne, 1981). A estimativa 
relativa de moléculas de glicoproteinas Ilb/Illa mediante a ligação de 
anticorpos monoclonais específicos permite o diagnóstico de trombas- 
tenia de Glanzmann pela citometria de fluxo, sendo necessários ape- 
nas pequenos volumes de sangue para o ensaio (Montgomery, 1983; 
Kempfer, 1991). Embora não costumem fazer parte dos exames diag- 
nósticos clínicos de rotina, análises de glicoproteína plaquetária, como 
as mostradas na Figura 39.2, tiveram considerável importância históri- 
ca ao demonstrar as relações entre estrutura e função de tais distúrbios. 
A caracterização definitiva de homozigosidade verdadeira ou heterozi- 
gosidade composta de diferentes mutações pode ser feita por técnicas 
moleculares (Bray, 1994; French, 1998; Rosenberg, 1998; Ruan, 1998; 
Gonzalez-Manchon, 1999). Embora a afibrinogenemia congênita tam- 
bém se caracterize por uma ausência similar de agregação plaquetária, 
nesse distúrbio o TP, o TTPA e o tempo de trombina estão acentuada- 
mente prolongados, enquanto estão normais na trombastenia. 


Distúrbios da secreção e transdução 
de sinal plaquetárias 


Como um tema unificado, os pacientes inclusos nesse grupo hete- 
rogêneo em geral manifestam comprometimento da secreção do con- 
teúdo dos grânulos e ausência da segunda onda da agregação, após 
estimulação de plasma rico em plaquetas com ADP ou epinefrina; as 
respostas ao colágeno, ao análogo do tromboxano (U46619), ao ácido 
araquidônico e ao fator ativador de plaquetas (PAF) também podem 
estar comprometidas. Em termos conceituais, a função plaquetária é 
anormal nesses pacientes quando o conteúdo dos grânulos está dimi- 
nuído (deficiência do compartimento de armazenamento, SPD) ou 
quando há uma aberração na ativação dos mecanismos que determi- 
nam a agregação e a secreção (Tab. 39.6). 


Deficiência dos estoques dos grânulos 


O termo SPD (storage pool deficiency) aplica-se aos pacientes com 
deficiências de conteúdo dos grânulos densos plaquetários (6-SPD), 
grânulos o (a-SPD) ou ambos os tipos de granulo (aé-SPD) 
(Hayward, 1997; Rao, 2005b). O distúrbio de plaquetas Quebec é um 
distúrbio hemorrágico autossômico dominante associado a proteólise 
anormal e deficiência de proteínas no granulo d (Kahr, 2001; McKay, 
2004). 

Os pacientes com deficiéncia no compartimento de armazenamento 
6 (SPD-ô) têm uma diátese hemorrágica discreta a moderada associa- 
da a um tempo de sangramento prolongado. Nos estudos plaquetários, 
a segunda onda de agregação em resposta ao ADP e à epinefrina está 
ausente ou bloqueada, e a resposta ao colágeno está acentuadamente 
comprometida. No entanto, foram observadas respostas de agregação 
comprometidas (Weiss, 1981) e normais (Ingerman, 1978) ao ácido 
araquidônico. As respostas à epinefrina também podem ser variáveis, 
observando-se uma segunda onda de agregação em alguns pacientes 
(Weiss, 1988). É interessante o fato de que a SPD-ô foi documentada 
(Nieuwenhuis, 1987; Israels, 1990) em pacientes com tempos de san- 
gramento prolongados e respostas de agregação normais. À secreção de 
hidrolases ácidas induzida pela trombina também fica comprometida 
nas plaquetas afetadas pela SPD, o que é corrigido pelo acréscimo de 
ADP endógeno. 

Plaquetas normais têm três a oito grânulos densos (cada um com 
200-300nm de diâmetro) (Israels, 1990). À microscopia eletrônica, 
os grânulos densos estão diminuídos nas plaquetas afetadas pela SPD 
(White, 1971; Israels, 1990). Outros métodos que demonstram uma 
diminuição na quantidade de grânulos densos incluem a macroscopia 


por imunofluorescência após coloração das plaquetas com metacri- 
na (quinacrina), que se localiza nos grânulos densos por causa da alta 
afinidade pelo ATP, e coloração específica por íons de uranil (reação 
uranafínica) tanto da membrana como da parte central dos grânulos 
densos. À citometria de fluxo também pode ser aplicada para avaliar 
a coloração fluorescente desses grânulos (Linden, 2004). De acordo 
com estimativas bioquímicas diretas, o total de plaquetas e o conte- 
údo de ATP e ADP dos grânulos estão diminuídos (Holmsen, 1979), 
da mesma forma que outros constituintes dos grânulos densos, como 
cálcio, fosfato e serotonina. Dois terços do ATP e do ADP plaquetários 
ficam nos grânulos densos, com uma quantidade menor no compar- 
timento metabólico, havendo proporcionalmente mais ADP que ATP 
nos grânulos densos (Holmsen, 1979). Assim, nas plaquetas afetadas 
pela SPD-ô, a proporção do total de ATP e ADP aumenta (mais de 
duas vezes e meia), em comparação com plaquetas normais. A incu- 
bação de plaquetas normais com serotonina marcada pelo carbono 14 
resulta em sua incorporação nos grânulos densos e subsequente secre- 
ção após ativação. Nas plaquetas de pacientes com SPD, a taxa inicial 
de captação de serotonina marcada pelo carbono 14 é normal, mas os 
níveis de saturação e sua rotação após 4-6 horas diminuem. 

Outras anormalidades relatadas na SPD-ô incluem síntese dimi- 
nuída de prostaglandinas, TxA, e malonildialdeído nas plaquetas 
ativadas com colágeno e epinefrina, mas não araquidonato (Weiss, 
1988), liberação comprometida de ácido araquidônico dos fosfoli- 
pídeos da membrana (Rendu, 1978) e elevação nos níveis citoplas- 
máticos de Ca** induzida pelo ADP mas não pela trombina (Lages, 
1997). Foi relatado comprometimento da atividade pró-coagulan- 
te plaquetária (atividade de protrombinase) induzida após ativa- 
ção, associado a uma incapacidade de manter níveis intracelulares 
elevados de Ca** (Weiss, 1997). 

Há relatos de SPD-ô associada a outros distúrbios hereditários, 
como a síndrome de Hermansky-Pudlak (SHP) (albinismo oculocuta- 
neo e aumento do ceroide reticuloendotelial), a síndrome de Chediak- 
Higashi, a síndrome de Wiskott-Aldrich, a síndrome de trombocito- 
penia e ausência do rádio, e a síndrome de Griscelli (Menasche, 2000; 
Gunay-Aygun, 2004). A ocorrência simultânea de SPD-6 e defeitos 
nos grânulos cutâneos de pigmento, como na SHP, apontam a falta de 
inter-relação dos dois tipos de grânulos quanto ao controle genético, 
conceito ainda mais nítido em modelos animais (Novak, 1984, 1985; 
Huizing, 2001; Gunay-Aygun, 2004). 

As membranas dos grânulos densos têm as proteínas lisossômicas 
(LAMP)2 e CD63 (granulofisina ou LAMP3) (Nishibori, 1993; Israels, 
1996), bem como a P-selectina e o complexo GP IIb/IIIa. Há deficiência 
de granulofisina nas plaquetas de pacientes com SHP (Gerrard, 1991). 
Estudos com o anticorpo antigranulofisina demonstraram a presença 
do número anormal de grânulos nas plaquetas de dois pacientes não 
albinos com SPD (McNicol, 1994); portanto, esses pacientes têm os 
grânulos, mas seu conteúdo está reduzido. 

Uma quantidade substancial de nossa informação sobre a SPD foi 
obtida de pacientes com SHP, que se caracteriza por albinismo oculocu- 
tâneo, plaquetas com SPD e lipofuscinose (Gunay-Aygun, 2004). Há um 
grande grupo de pacientes com SHP no noroeste de Porto Rico, onde a 
doença ocorre em 1 de cada 1.800 indivíduos (frequência gênica de 1 
em 21) (Witkop, 1990). Há pelo menos 7 genes conhecidos como causa- 
dores de SHP, resultando em 7 subtipos de SHP humana, com a maioria 
dos pacientes tendo SHP-1 e sendo de Porto Rico (Gunay-Aygun, 2004). 
Existem pelo menos 14 modelos de SHP em camundongos relatados até 
o momento, dos quais 7 constituem modelos para os subtipos humanos 
(Gunay-Aygun, 2004). Em conjunto, os modelos humanos e de camun- 
dongos têm sido uma fonte inestimável de informação sobre a forma- 
ção de vesículas e sinalização. Os subtipos humanos de SHP são autos- 
sômicos recessivos e os heterozigotos não apresentam achados clínicos. 
Além do albinismo, que varia entre os subtipos de SHP, a maioria dos 
pacientes tem nistagmo congênito e acuidade visual reduzida. Há duas 
manifestações adicionais nos pacientes com SHP: colite granulomatosa 
e fibrose pulmonar (Gunay-Aygun, 2004). 

A síndrome de Chediak-Higashi é um distúrbio autossômico 
recessivo raro que se caracteriza por SPD, albinismo oculocutâneo, 
deficiência imune, disfunção neurológica e presença de inclusões cito- 
plasmáticas gigantes em células diferentes (Huizing, 2001). Os pacien- 
tes com essa síndrome apresentam células T citotóxicas e defeito na 


função das células destruidoras naturais (natural killer). A síndro- 
me surge de mutações no gene regulador lisossômico da sinalização 
(LYST) no cromossomo 1. À proteína codificada por esse gene interage 
com várias proteínas, inclusive o complexo SNARE da proteína HRS e 
proteínas sinalizadoras, e participa das reações de fusão da membrana 
intracelular e da sinalização para as vesículas (Tchernev, 2002). 

A designação de “síndrome da plaqueta cinzenta” (SPC) derivou da 
observação inicial de Raccuglia (1971) de um aspecto cinzento das pla- 
quetas, com pobreza de grânulos nos esfregaços de sangue periférico de 
um paciente com um distúrbio hemorrágico vitalício. Caracterizada 
por uma deficiência isolada de conteúdo dos grânulos a, os pacientes 
com essa síndrome têm uma diátese hemorrágica hereditária autos- 
sômica recessiva por toda a vida, além de trombocitopenia discreta e 
tempo de sangramento prolongado (Weiss, 1979; Gerrard, 1980). A 
microscopia eletrônica, as plaquetas e os megacariócitos revelam ausên- 
cia ou diminuição acentuada de grânulos a (Levy-Toledano, 1981). As 
plaquetas apresentam deficiência grave e seletiva de proteínas nos gra- 
nulos a: PF4, tromboglobulina b, vWF, trombospondina, fibronectina, 
fator V, cininogênio de alto peso molecular e PDGF (Gerrard, 1980; 
Nurden, 1982). As respostas de agregação plaquetária têm sido variá- 
veis. As respostas ao ADP e à epinefrina foram normais na maioria dos 
pacientes; em alguns, as respostas de agregação plaquetária à trombina, 
ao colágeno e ao ADP estavam prejudicadas. Comprometimento da 
mobilização do Ca** induzido pela trombina e aumento do transporte 
de Ca” foram relatados em alguns pacientes. 

Foram encontrados níveis plasmáticos elevados de PF4 e BIG 
(Gerrard, 1980), sugerindo que o defeito não é na sua síntese pelos 
megacariócitos, mas no seu acondicionamento nos grânulos. Estudos 
feitos com megacariócitos cultivados de sangue periférico de três 
pacientes com SPC mostraram que o vWF é sintetizado, mas secreta- 
do no espaço extracelular, em vez de ser acondicionado normalmen- 
te no granulo a. Os neutrófilos desses pacientes também têm menos 
grânulos (Drouin, 2001). Há aumento da reticulina na medula óssea 
nesses pacientes (Breton-Gorius, 1981; Levy-Toledano, 1981), atribu- 
ido aos níveis plasmáticos elevados de PDGF. Usando microarranjos 
de cDNA, Hyman (2003) encontrou suprarregulação de proteínas do 
citoesqueleto, inclusive a fibronectina 1, as trombospondinas 1 e 2 e o 
colágeno Vla em fibroblastos de um paciente com a SPC. 

O distúrbio de plaquetas de Quebec é autossômico dominante e 
associado a sangramento tardio e proteólise anormal das proteínas 
do granulo a, em virtude das quantidades elevadas de ativados pla- 
quetário do plasminogênio tipo urocinase (Kahr, 2001; McKay, 2004). 
Os pacientes caracterizam-se por contagens de plaquetas normais a 
reduzidas, degradação proteolítica de proteínas solúveis da membrana 
dos grânulos a, deficiência de uma proteína ligadora do fator V no 
granulo o denominada multimerina e agregação defeituosa seletiva 
com a epinefrina. O fator V plaquetário, mas não o fator V plasmá- 
tico, é degradado com outras proteínas do granulo a, fibrinogênio, 
vWE, trombospondina, osteonectina, fibronectina e P-selectina. As 
plaquetas apresentam maior atividade fibrinolítica. Em contraste com 
a síndrome das plaquetas cinzentas, elas parecem morfologicamente 
normais à microscopia óptica. Os pacientes com o distúrbio de pla- 
quetas de Quebec apresentam sangramento mucocutâneo, em geral 
12 a 24 horas após lesão, e que não responde a transfusões de plaque- 
tas, mas o faz a inibidores fibrinolíticos (McKay, 2004). 


Defeitos na transdução do sinal plaquetário 

Os mecanismos de transdução do sinal abrangem processos que 
são iniciados pela interação de agonistas com receptores plaquetários 
específicos e incluem respostas como a ativação da proteína G e de 
enzimas efetoras como a fosfolipase C e a fosfolipase A,. Se os com- 
ponentes fundamentais na transdução do sinal forem os receptores de 
superfície, as proteínas G e os efetores, já existe evidência de anormali- 
dades específicas em cada um desses níveis. 

Nos pacientes com defeitos na interação entre plaqueta e agonista, 
as respostas estão comprometidas por causa de uma anormalidade 
no receptor de superfície da plaqueta a um agonista específico. Tais 
defeitos em receptor foram documentados com relação à epinefrina, 
ao colágeno, ao ADP e ao TxA, (Rao, 2004). Hirata (1994) descreveu 
uma mutação na Arg 60 para Leu do receptor humano de TxA; em 
um distúrbio hemorrágico de herança dominante. Os pacientes des- 


critos por Cattaneo (1992; 1997) e Nurden (1995) tinham um defeito 
no receptor P2Y12 do ADP, que está acoplado à inibição da adenilil 
ciclase. Como o ADP e o TxA, desempenham um papel sinérgico nas 
respostas plaquetárias a vários agonistas, esses pacientes manifestam 
respostas anormais a múltiplos agonistas. Mais recentemente, foram 
documentadas deficiências específicas nos receptores P2Y1 (Oury, 
1999) e P2X (Oury, 2000) do ADP. Foram descritos poucos pacientes 
em que a anulação isolada das respostas plaquetárias estavam asso- 
ciadas a deficiências das glicoproteinas da membrana GP Ia e GP VI 
(Kahn, 2004). 

As proteínas G são um grupo heterogêneo de proteínas que se ligam 
a receptores de superfície e enzimas efetoras intracelulares; defeitos 
em sua ativação podem prejudicar a transdução do sinal. Pacientes 
com deficiências no nível de Ga, (Gabbeta, 1997) e Ga; (Patel, 2003) 
foram descritos. O paciente com deficiência de Ga, tinha um distúr- 
bio hemorrágico leve, respostas anormais de agregação e secreção a 
numerosos agonistas e atividade diminuída da GTPase (um reflexo da 
função da subunidade a da proteína G) à ativação. Achados plaquetá- 
rios anormais praticamente idênticos foram relatados em camundon- 
gos knockout com deficiência de Ga, (Offermanns, 1997). 

A transdução do sinal também é prejudicada por defeitos na ativa- 
ção da fosfolipase C, na mobilização do cálcio e na fosforilação da ple- 
quistrina. Foram identificados vários pacientes que tinham uma diátese 
hemorrágica relativamente discreta e comprometimento da secreção 
nos grânulos densos, embora suas plaquetas tivessem estoques normais 
de grânulos e, em geral, sintetizassem quantidades substanciais de TxA,. 
Aos testes laboratoriais, esses pacientes apresentam agregação e secreção 
anormais, em particular em resposta a agonistas fracos (ADP, epinefri- 
na, PAF); a resposta a agonistas relativamente mais fortes, como o ácido 
araquidônico e altas concentrações de colágeno, pode ser normal. Tais 
pacientes parecem ser mais comuns que aqueles com SPD ou defeitos 
na síntese de TxA,. Defeitos nos eventos iniciais da ativação plaquetá- 
ria, inclusive a mobilização de Ca**, a hidrólise de fosfatidil inositol e a 
fosforilação da plequistrina (uma proteína fosforilada pela proteinoci- 
nase C) foram descritos (Rao, 2004). Deficiências específicas no nível de 
fosfolipase C-B, (Lee, 1996; Yang, 1996) e na proteinocinase C-0 (Sun, 
2004) foram documentados. 

A ativação da GP IIb/IIIa e a ligação do fibrinogênio plaquetário são 
pré-requisitos para a agregação e um processo dependente da transdução 
do sinal. Defeitos na ativação da GP Ilb/llla devidos a defeitos na trans- 
dução do sinal foram observados em alguns pacientes (Gabbeta, 1996). 

Uma das principais respostas plaquetárias à ativação é a liberação 
de ácido araquidônico dos fosfolipídeos e sua subsequente oxigenação 
em TxA,, que tem um papel sinérgico na resposta a vários agonistas. 
Foram descritos pacientes com comprometimento da liberação de 
ácido araquidônico dos fosfolipídeos da membrana durante a estimu- 
lação de plaquetas, bem como com deficiências congênitas da sintase 
da ciclo-oxigenase e do tromboxano (Rao, 2004). 


Defeitos na montagem do citoesqueleto 


A síndrome de Wiskott-Aldrich é um distúrbio hereditário ligado 
ao X que afeta os linfócitos T e as plaquetas, caracterizado por trom- 
bocitopenia, imunodeficiência e eczema (Remold-O'Donnell, 1996). 
As manifestações hemorrágicas são variáveis. Diversas anormalidades 
plaquetárias, inclusive deficiência nos grânulos densos e de GP Ib, 
GPiib/lla e GP Ia, foram relatadas. A síndrome de Wiskott-Aldrich 
surge de mutações no gene que codifica uma nova proteína de 502 
aminoácidos que se liga a várias outras proteínas sinalizadoras, inclu- 
sive a Cdc42 (uma GTPase) e a p47nck (uma proteína adaptadora que 
contém SH3) (Remold-O'Donnell, 1996; Zigmond, 2000). Essa prote- 
ina constitui uma ligação entre o citoesqueleto e as vias sinalizadoras, 
sendo o principal regulador da montagem do citoesqueleto. 


Distúrbios da atividade 
pró-coagulante das plaquetas 


As plaquetas desempenham um papel fundamental na coagula- 
ção sanguínea, ao fornecerem uma superfície em que ocorrem várias 
reações enzimáticas específicas e importantes. Conforme dito antes, 
nas plaquetas em repouso, há uma assimetria na distribuição de 
alguns dos fosfolipídeos, de maneira que a fosfatidilserina (PS) e a fos- 
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interno, enquanto a fosfatidilcolina tem a distribuição oposta. A ati- 
vação da plaqueta resulta em uma redistribuição com expressão de PS 
na superfície externa, mediada pela escramblase de fosfolipídeo (Fig. 
39.3). A exposição da PS à superfície externa é um evento importante 
para a expressão das atividades plaquetárias pró-coagulantes. Poucos 
pacientes foram descritos, nos quais a contribuição plaquetária para 
a coagulação sanguínea está comprometida, o que é conhecido como 
síndrome de Scott (Weiss, 1994; Solum, 1999b). Em tais pacientes, que 
tinham um distúrbio hemorrágico, o tempo de sangramento e as res- 
postas de agregação eram normais, além de TP e TPP também nor- 
mais. No paciente descrito por Weiss (1994), havia menos locais de 
ligação do fator Xa nas plaquetas, bem como dos fatores [Xa e VIIa, 
problema associado a uma expressão menor da PS na superfície após 
ativação plaquetária. 


Frequências relativas das várias 
anormalidades congênitas das plaquetas 


A trombastenia e a SBS são distúrbios raros. Embora não haja dados 
publicados, é provável que os pacientes atualmente classificados na cate- 
goria heterogênea de defeitos na secreção plaquetária e na transdução 
do sinal constituam aqueles com as anormalidades na função plaque- 
tária encontradas com maior frequência, excluindo a DvW. De acordo 
com nossa experiência, a SPD está presente em menos de 10 a 15% dos 
pacientes com defeitos congênitos das plaquetas. Ocorrem anormalida- 
des na produção de tromboxano em cerca de 20% desses pacientes. Dos 
pacientes restantes, uma grande proporção que apresenta agregação e 
secreção anormais demonstra estoques adequados nos grânulos densos 
e produz quantidades substanciais de TxA,. Em alguns desses pacientes, 
há evidência de defeitos nos mecanismos sinalizadores (Rao, 2004). 


Fator e doença de von Willebrand 


Biologia do fator de von Willebrand 


O fator de von Willebrand é uma proteína fundamental na hemos- 
tasia, desempenhando papéis importantes tanto na primária como 
na secundária. No último caso, o vWF serve como uma proteína car- 
readora para o fator VIII — na ausência de vWF, o fator VIII é rapi- 
damente depurado do plasma (ver Cap. 39). Quanto à hemostasia 
primária, o vWF serve como um ligante da adesividade plaquetária 
que leva a plaqueta a unir-se ao colágeno exposto nos locais de lesão 
vascular. O vWF circulante no plasma sanguíneo deriva da secreção 
por células endoteliais. Tal secreção tem um componente constitutivo 
principal, mas além disso há um compartimento de vWF liberável 
armazenado nos corpúsculos de Weibel-Palade. Os megacariócitos 
também sintetizam vWF, que é armazenado nos grânulos a das pla- 
quetas. O compartimento do vWF só é liberado após ativação pla- 
quetária, como parte da reação de liberação plaquetária mais geral. 
Embora tal vWF liberado, geralmente, não seja capaz de elevar o nível 
total de VWF no plasma de forma apreciável, o aumento local de VWF 
onde há lesão pode ser significativo. 

O gene do vWF está localizado no cromossomo 12 e tem 178 kB de 
comprimento, estendendo-se por 52 exons. A presença de uma dupli- 
cação parcial, mas não funcional, do gene do vWF no cromossomo 
22 (pseudogene do vWE) é uma consideração importante para a ela- 
boração de iniciadores para amplificação do gene do vWF. Após a cli- 
vagem de um fragmento polipeptídico N terminal, a proteína vWF 
madura com 2.050 aminoácidos é composta por uma série de domi- 
nios funcionais, conforme mostrado na Figura 39.10. As unidades 
monoméricas individuais do vWF estão unidas por uma série de pon- 
tes de dissulfeto que ocorrem tanto perto das terminações N como C 
(Tsai, 2003). Os multimeros resultantes podem alcançar pesos mole- 
culares que ultrapassam 20 MDa. Contudo, logo após sua secreção, 
os multímeros de vWF sofrem reparo proteolítico pela metaloprotei- 
nase ADAMTS-13. Embora haja um sítio de clivagem potencial entre 
Tir842 e Met843 dentro do domínio A2 de cada multímero do vWE, 
após certo grau de proteólise, a proteólise pela ADAMTS-13 de locais 
potenciais dentro do vWF é interrompida — presumivelmente em 
razão do obstáculo estérico imposto pela ADAMTS-13 ao penetrar 
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Figura 39.10 Estrutura do fator de von Willebrand (vWF) e mutações na doença 
de von Willebrand (DvW) do tipo 2. O vWF precursor consiste em um peptideo 
sinalizador (resíduos 1-22), um pró-peptídeo (resíduos 23-763) e a subunidade 
madura (resíduos 764-2813). As localizações estão indicadas para domínios 
repetidos (A, B, C, D, CK); locais de ligação para o fator VIII (FVIII), a glicoproteina 
Ib (GP Ib), o colágeno e a integrina q, bB;; intersubunidade de ligações dissulfeto 
(5-5); e a ligação Tir-Met clivada pela ADAMTS-13 (Y'®®-—M'"), Abaixo da 
estrutura esquemática do vWF, são mostradas as localizações de mutações que 
causam os subtipos específicos de DvW do tipo 2. (Sadler JE: New concepts in 
von Willebrand disease. Annu Rev Med 2005; 56:175, fig. 1. Reproduzida com 
permissão de Annual Review of Medicine, Volume 56 O 2005 by Annual Reviews 
www. annualreviews.o rg.) 


profundamente na estrutura multimérica do vWF. A deficiência de 
ADAMTS-13, seja em virtude da anormalidade congênita ou da for- 
mação de autoanticorpos contra a enzima, resulta em multímeros de 
vWF “incomumente grandes” circulando no plasma. Tais formas são 
capazes de agregar espontaneamente as plaquetas, bem como de for- 
mar grandes faixas ancoradas à P-selectina endotelial (Padilla, 2004), 
que podem resultar em fragmentação de eritrócitos — dois atributos 
característicos do distúrbio denominado púrpura trombocitopênica 
trombótica (PTT). 

Nos locais de lesão vascular, o vWF liga-se ao colágeno subendotelial 
exposto. Particularmente em condições de alto cisalhamento, em que 
o fluxo sanguíneo é relativamente alto nos vasos de menor diâmetro, o 
vWE ligado e a GP Iba na superfície das plaquetas do sangue circulan- 
te são capazes de juntar-se, fazendo a plaqueta aderir efetivamente ao 
local da lesão. Essa interação do ligante com o receptor produz ainda 
uma sinalização de fora para dentro através da membrana da plaqueta, 
levando à ativação plaquetária. Um componente dessa ativação consiste 
em uma sinalização de dentro para fora no interior do GP IIb/IIIa, que 
torna esse complexo receptor competente para unir-se ao ligante fibri- 
nogênio agregador. No laboratório clínico, é possível fazer a avaliação 
antigênica, funcional e até estrutural do vWF. Embora antigamente o 
antígeno do vWF fosse quantificado por uma variedade de abordagens 
eletroforéticas em gel, agora pode ser medido com alta precisão por 
métodos rápidos como ELISA ou procedimentos imunoturbométricos. 


Doença de von Willebrand e seus subtipos 

Conforme mostrado na Tabela 39.8, há uma variedade de condições 
clínicas associadas a anormalidades do vWE Na DvW do tipo 1, molé- 
culas qualitativamente normais de vWF estão presentes no plasma, mas 
em menor quantidade. Assim, há uma distribuição normal de multíme- 
ros de vWF de todos os tamanhos, embora em quantidades menores do 
que as normais de cada um (Fig. 39.11). Em um sentido, a DvW do tipo 
3 representa uma extensão extrema da anormalidade quantitativa, pois 
há ausência total do produto génico vWE. Todavia, embora a DvW do 
tipo 1 hereditária se expresse tipicamente de forma autossômica domi- 
nante, a do tipo 3 é autossômica recessiva, com nenhum parente de um 
paciente acometido exibindo doença sintomática. Como uma das prin- 
cipais funções do vWF é servir como molécula carreadora para o fator 
VIII, os pacientes com o tipo 3 não apenas sofrem com a função pla- 
quetária como também correm maior risco hemostático, por causa das 
quantidades muito baixas de fator circulante VIII. 


Tabela 39.8 Classificação da doença de von Willebrand 


Tipo Descrição 
1 Deficiência quantitativa parcial do fator de von Willebrand 
(VWF) 
2 Deficiéncia qualitativa de VWF 
2A Funcao diminuida do vWF dependente de plaqueta com 
deficiéncia seletiva de multimeros de alto peso molecular 
2B Maior afnidade pela glicoproteína Ib plaquetária 
2M Função diminuída do vWF dependente de plaqueta com 
multímeros presentes de alto peso molecular 
2N Ligação acentuadamente diminuída do fator VIII ao VWF 
3 Deficiência completa de VWF 


Fonte: adaptada de Sadler JE: A revised classification of von Willebrand disease. Thromb 
Haemost 1994; 71:520-525. 
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Figura 39.11 Os padrões multiméricos em variantes selecionadas da DvW. 
Amostras de plasma foram analisadas para o vWF por eletroforese em gel de 
agarose-SDS e Western blotting. São mostrados os padrões para plasma normal 
(NP) e pacientes com os tipos indicados de DvW. Notar que, tanto no exemplo 
2A como no 2B há uma perda relativa de multímeros de alto peso molecular, 
embora em proporções variáveis. É importante notar que a extensão real da 
perda de multímeros é altamente variável entre pacientes de cada subtipo, e 

as diferenças na extensão da perda de multímeros entre os subtipos 2A e 2B 
ilustradas nesses exemplos, em particular, não devem ser consideradas como 
base para a distinção correta entre esses subtipos nos estudos diagnósticos. Em 
vez disso, são necessários estudos funcionais para distinguir entre o subtipo 2A, 
com diminuição da função, e o subtipo 2B, com aumento da função (ver texto). 
(Adaptada com permissão de Sadler JE: New concepts in von Willebrand disease. 
Annu Rev Med 2005; 56:173-191 e Sadler JE: von Willebrand disease. Em Bloom 
AL, Forbes CD, Thomas DP, Tuddenham EGD (eds.): Hemostasia and Thrombosis. 
New York, Churchill Livingstone, 1994, pp. 843-857.) 


Os pacientes com DvW do tipo 2 têm uma ou outra das muitas 
anormalidades qualitativas descritas dessa proteína complexa. Com 
objetivos práticos, essas anormalidades têm sido agrupadas em um 
pequeno número de subtipos. Na DvW do tipo 2A, não há multíme- 
ros de alto peso molecular (Fig. 39.11), com perda correspondente 
da funcionalidade do vWF, em virtude de mutações que impedem a 
multimerização adequada, ou aumentam a suscetibilidade do VWF 
completamente formado à proteólise pela ADAMTS-13 ou por outras 
enzimas proteolíticas. É interessante que em algumas circunstâncias 
o vWF sintetizado por megacariócitos e estocado nos grânulos a das 
plaquetas parece ter um complemento mais pleno de multímeros 
que o vWF plasmático derivado da secreção por células endoteliais; 
pode ser que isso seja um reflexo dos efeitos protetores da proteólise 
decorrente do sequestro dentro dos grânulos a. Na DvW do tipo 2B, 
mutações pontuais dentro da molécula do vWF realmente conferem 
um aumento da capacidade funcional com relação à habilidade de 
ligação da proteína GP Ib plaquetária ao receptor. A ligação de molé- 
culas anormais de vWF do tipo 2B a plaquetas circulantes na ausên- 


cia de lesão hemostática apropriada acarreta uma depleção não com- 
pensada dos multímeros plasmáticos de alto peso molecular do vWF 
(Fig. 39.11) e tipicamente também uma trombocitopenia discreta a 
moderada. No laboratório clínico, esse aumento de função pode ser 
demonstrado pela habilidade de concentrações anormalmente bai- 
xas (em geral 0,3 a 0,5 mg/mL) do modulador ristocetina agregarem 
o plasma rico em plaquetas de tais pacientes. Em contraste, no caso 
da DvW do tipo 2A ou do tipo 1, a extensão e/ou a taxa de agregação 
cai abaixo do normal nas concentrações consideradas como padrão 
de ristocetina, de 1 a 1,5 mg/mL. Pacientes com DvW do tipo 2M 
compartilham um fenótipo similar de diminuição da função com a 
DvW do tipo 2A, mas as mutações responsáveis por esse subtipo de 
DvW não resultam em uma perda da estrutura multimérica normal 
do vWE Se, em vez de testar o plasma do próprio paciente rico em 
plaquetas, for testado plasma do paciente sem plaquetas quanto à ati- 
vidade do cofator ristocetina, o nível estará baixo não apenas nos tipos 
1, 2A e 2M, mas também no 2B, por causa da deficiência adquirida 
de multímeros de alto peso molecular realmente remanescentes no 
plasma do paciente. Na DvW do tipo 1, o nível de antígeno do vWF 
e a atividade do cofator ristocetina em geral caem ao mesmo tempo. 
Em contraste, nos pacientes com o tipo 2, é típica uma queda mais 
acentuada na atividade do cofator ristocetina que no nível do antíge- 
no do vWE pois é precisamente a perda de multímeros de alto peso 
molecular que é crítica para a interação do vWF com a plaqueta, que é 
medida por esse ensaio funcional. Pode-se observar uma discrepância 
semelhante entre a atividade de ligação do vWF ao colágeno e o antí- 
geno do vWE. Por fim, pacientes com a DvW do tipo 2N (Normandy) 
têm mutações pontuais dentro da molécula do vWF que prejudicam 
especificamente a capacidade dessa molécula de ligar-se ao fator VIII. 
Assim, pacientes com o tipo 2N podem exibir níveis bastante normais 
do antígeno do vWF e mesmo da atividade do cofator ristocetina, mas 
isso será responsável pelos níveis anormalmente baixos do fator VIII 
circulante. Como o gene do vWF é transmitido de forma autossômica, 
deve-se suspeitar da DvW do tipo 2N nos casos em que parece haver 
um padrão autossômico de herança para a deficiência do fator VIII. 
O diagnóstico definitivo é feito quando se demonstra o comprometi- 
mento da ligação do fator VIII normal ao vWF no paciente, como por 
um ensaio ELISA e por métodos diagnósticos moleculares. 

Considerando que, pelo menos em termos conceituais, a base para 
diagnosticar a DvW dos tipos 2 e 3 parece clara, o mesmo não se pode 
dizer quanto ao tipo 1 (Sadler, 2003, 2005). O nível de VWF circulante 
resulta de influências multigênicas. Não apenas os genes que codifi- 
cam o VWF, como também os que codificam proteínas transportado- 
ras intracelulares — genes ABO que afetam as modificações pós-tradu- 
ção da molécula do vWF, genes que afetam a proteólise do vWF e, sem 
dúvida, ainda outros fatores genéticos — influenciam a quantidade e a 
funcionalidade do vWF. Por exemplo, pode-se esperar que os indiví- 
duos que herdam os mesmos genes do vWF têm 20% ou menos dos 
níveis circulantes de vWF se forem do grupo sanguíneo do tipo O e 
não do tipo AB. Em algumas circunstâncias, isso pode fazer a diferen- 
ça entre ser considerado como tendo um nível normal ou deficien- 
te de vWE. Além disso, Sadler (2003) argumentou que, em razão da 
prevalência relativamente alta tanto de sintomas hemorrágicos bran- 
dos como deficiências leves de vWE, pode ser errôneo concluir que 
a simples demonstração de uma queda discreta a moderada no nível 
plasmático de vWF seja a causa real da maior tendência hemorrági- 
ca de um paciente. Em tais circunstâncias, pode ser importante ainda 
investigar outras etiologias possíveis de um aparente distúrbio da 
hemostasia primária, especificamente uma anormalidade da agrega- 
ção ou secreção plaquetária em resposta a um ou mais agonistas pla- 
quetários. 

No distúrbio hemorrágico autossômico dominante denominado 
doença de von Willebrand do tipo plaquetário (Miller, 1982; Weiss, 
1982), os pacientes caracteristicamente têm contagens de plaquetas 
baixas e normais, atividade coagulante do fator VIII normal, antígeno 
do vWF normal ou diminuído e menor atividade do cofator ristoce- 
tina. À eletroforese em gel de agarose do plasma, há uma queda sele- 
tiva de multímeros de alto peso molecular, semelhante à observada na 
DvW do tipo 2B. No entanto, ao contrário das plaquetas de pacientes 
com DvW do tipo 2B, as de pacientes com DvW do tipo plaquetário 
mostram maior capacidade de ligar o vWF normal (Miller, 1983). No 
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laboratório diagnóstico, essa ligação aumentada reflete-se na habilidade 
de concentrações incomumente baixas de ristocetina (0,3—0,5 mg/mL) 
produzirem forte agregação plaquetária nesse distúrbio, achado tam- 
bém observado na DvW do tipo 2B (Ruggeri, 1980). Todavia, o criopre- 
cipitado (que contém vWF) acrescentado a plaquetas de pacientes com 
DvW do tipo plaquetário sem agentes agregantes adicionais é capaz 
de induzir agregação; em contraste, o crioprecipitado acrescentado a 
plaquetas normais ou de pacientes com DvW do tipo 2B não acarreta 
agregação. Plaquetas de pacientes com DvW do tipo plaquetário tam- 
bém exibem reações únicas de aglutinação com vWF desialilado (VWF 
asialo) (Miller, 1987). Mostrou-se que a base molecular da DvW do tipo 
plaquetário é uma mutação em uma única base que resulta na subs- 
tituição de uma glicina por valina no resíduo 233 de aminoácido da 
cadeia o da glicoproteína Ib (Miller, 1991). Uma substituição da valina 
por metionina seis aminoácidos à frente, no resíduo 239, foi relatada 
subsequentemente em duas outras famílias (Takahashi, 1995; Russell, 
1993). Acredita-se que cada uma dessas mutações induza alterações 
na conformação do receptor, acarretando a ligação de vWF com peso 
anormal (Pincus, 1991; Miller, 1996). Mais recentemente, também foi 
relatado um fenótipo semelhante resultante da deleção de nove amino- 
ácidos em uma região inesperadamente distante da cadeia a da glico- 
proteína Ib (Othman, 2005). 


Testes laboratoriais para o vWF 


Como fica evidente a partir da consideração da estrutura do domí- 
nio do vWF (Fig. 39.10), esse fator é potencialmente capaz de ligar-se 
a várias moléculas diferentes. A avaliação de tal ligação compreende 
um grupo de testes funcionais da molécula do vWF. Os principais 
testes funcionais para o vWF empregados atualmente na avaliação de 
pacientes centralizam-se na ligação do vWF às plaquetas, ao colágeno 
e ao fator VIII. 

Embora, como ocorre com várias outras proteínas plasmáticas, o 
vWE contenha uma sequência de tripeptídeos RGD por meio da qual 
potencialmente pode ligar-se à integrina plaquetária GP Ilb/Illa, o 
principal receptor plaquetário para o vWF avaliado no laboratório clí- 
nico é o complexo GP Ib/IX/V. Em termos específicos, o vWF liga-se à 
cadeia o. da molécula de GP Ib (GP Iba). Como as próprias plaquetas 
contêm uma reserva disponível de vWF nos seus grânulos a, e a ligação 
do vWF exógeno a plaquetas normais e saudáveis pode levar à libera- 
ção daquele vWF armazenado (ver antes), é preciso que os ensaios para 
vWF plasmático evitem a contribuição de tal vWF liberado. Felizmente, 
a fixação de plaquetas normais com formalina preserva a reatividade da 
GP Iba ao vWE ao mesmo tempo que destrói efetivamente as respostas 
metabólicas da célula necessárias para manter a secreção. Além disso, 
tais plaquetas fixadas podem ser liofilizadas e então reconstituídas no 
momento do teste. Quando essas plaquetas são incubadas em condi- 
ções de mistura com ristocetina, a taxa e a extensão de sua agregação 
tornam-se uma função da quantidade de vWF contida em amostras de 
plasma usadas no ensaio. Esse teste da reatividade do vWF com pla- 
quetas é denominado “atividade do cofator ristocetina sobre o VWF’, 
e pode ser realizado manualmente em um agregômetro padrão ou por 
uma variedade de abordagens mais automatizadas. Como as estima- 
tivas da atividade do cofator ristocetina tradicionalmente tinham um 
coeficiente de variação relativamente alto (1. e., baixa precisão), em 
comparação com outros testes para coagulação realizados em labora- 
tório, foram buscadas estimativas alternativas da interação entre o VWF 
ea GP Iba plaquetária, inclusive ensaios baseados no ELISA ou outras 
tecnologia (Vanhoorelbeke, 2000, 2002). Conforme comentado antes, 
os multímeros de alto peso molecular são mais ativos na ligação a pla- 
quetas que os de baixo peso molecular, de modo que se espera que a 
atividade do cofator ristocetina esteja diminuída na vigência de defici- 
ência de multímeros de alto peso molecular, mesmo que a quantidade 
total de vWF seja normal (i. e., nos casos em que há uma abundancia 
relativa de multímeros apenas de alto peso molecular). 

A estimativa da atividade de ligação do vWF ao colágeno é mais dire- 
ta que a da atividade do cofator ristocetina, em geral avaliada como 
a ligação do vWF a células revestidas por colágeno em imunoensaios 
como o ELISA. Essa atividade também é maior nos multímeros de alto 
peso molecular que nos de baixo peso molecular, de modo que fre- 
quentemente a atividade de ligação do vWF ao colágeno é similar à do 
vWF e do cofator ristocetina. 


A análise dos multímeros do vWF contribuiu significativamente 
para o fundamento original que definiu os vários fenótipos da DvW já 
comentados aqui. Tradicionalmente, essa técnica era muito trabalhosa 
para ser executada nos laboratórios, exceto em um pequeno núme- 
ro daqueles de referência, embora o surgimento de abordagens mais 
automatizadas potencialmente permitiriam a realização de tais análi- 
ses de maneira mais disseminada. Em baixa resolução, a análise multi- 
mérica determina a distribuição relativa do vWF por variação do peso 
molecular. Em resolução maior, os padrões anormais dos multímeros 
dentro de uma variação estreita de tamanho ainda podem ser resolvi- 
dos. Os padrões típicos dos multímeros do vWF vistos nas principais 
variantes da DvW já foram discutidos neste capítulo. 


Doença de von Willebrand adquirida 

A maior parte dos pacientes com DvW adquirida (DvWA) tem mais 
de 40 anos sem manifestações prévias nem antecedentes familiares 
de uma diátese hemorrágica. Os diversos distúrbios associados nes- 
ses pacientes incluem tanto problemas hematológicos benignos como 
malignos (Federici, 2000; Kumar, 2002). Nos pacientes com doenças 
mieloproliferativas (leucemia mielógena crônica, trombocitopenia 
essencial, policitemia vera) e na trombocitose reativa, há uma corre- 
lação impressionante entre anormalidades no vWF plasmático e con- 
tagens elevadas de plaquetas (Budde, 1997). A DvWA foi relatada em 
pacientes com distúrbios autoimunes, inclusive lúpus eritematoso sistê- 
mico, esclerodermia e doença mista do tecido conjuntivo, hipotireoidis- 
mo e síndrome do anticorpo antifosfolipídeo (Federici, 2000; Kumar, 
2002). Vários agentes terapêuticos foram associados à DvWA: ciproflo- 
xacina (Castaman, 1995), ácido valproico, griseofulvina e um expansor 
plasmático, o amido hidroxietil. A DvWA foi relatada em pacientes com 
tumores sólidos, mais notavelmente o tumor de Wilms, mas relatos de 
caso associaram a DvWA também a outros tumores (carcinoma adre- 
nocortical, carcinoma pulmonar, carcinoma gástrico). Os pacientes com 
estenose aórtica e cardiopatia valvular congênita podem ter sangramen- 
to excessivo (em particular gastrintestinal) e vários relatos documenta- 
ram DvWA nesses pacientes (Gill, 1986; Vincentelli, 2003); é digno de 
nota que as anormalidades plasmáticas são corrigidas após cirurgia. 

A DvWA surge de diversos mecanismos, que incluem: anticorpos 
direcionados contra domínios funcionais do vWF (Kumar, 2002), 
com inibição pelo plasma do paciente da atividade do cofator ristoce- 
tina no plasma normal; maior depuração do vWF mediada por anti- 
corpos que não são direcionados para uma região funcional do vWF; 
proteólise do vWF, induzida pela exposição do vWF a alto estresse, 
como ocorre na estenose aórtica grave (Sadler, 2005); e adsorção 
celular e remoção do vWF por células malignas ou por outras células 
(incluindo plaquetas nas doenças mieloproliferativas). Por último, a 
síntese diminuída de vWF foi invocada em pacientes com hipotireoi- 


dismo (Levesque, 1993) e naqueles que recebem valproato (Kreuz, 
1990). 


Distúrbios de função plaquetária adquiridos 


Ocorrem alterações na função plaquetária em muitos distúrbios 
adquiridos de etiologias diversas. As aberrações bioquímicas e fisiopa- 
tológicas específicas que acarretam disfunção plaquetária são pouco 
entendidas na maioria dos casos. Em alguns, como os distúrbios mie- 
loproliferativos (DMP), há produção de plaquetas intrinsecamente 
anormais pela medula óssea. Em outros, a disfunção resulta da intera- 
ção de plaquetas com fatores exógenos como agentes farmacológicos, 
superfícies artificiais (derivação cardiopulmonar), compostos que se 
acumulam no plasma em decorrência de comprometimento da fun- 
ção renal, e anticorpos. Nesses distúrbios de disfunção plaquetária, 
o sangramento em geral é mucocutâneo, com um espectro amplo e 
quase sempre imprevisível de gravidade. Os testes laboratoriais usuais 
que identificam a disfunção plaquetária são um PFA-100 ou tempo 
de sangramento prolongados e estudos da agregação plaquetária in 
vitro anormais. Não é recomendável confiar no PFA-100 ou no tempo 
de sangramento como discriminadores válidos, pois observou-se que 
ambos podem ser variavelmente anormais e, com frequência, normais 
em indivíduos com comprometimento das respostas de agregação ou 
secreção plaquetárias. Por exemplo, o consumo de ácido acetilsalicíli- 
co prejudica as respostas de agregação e secreção plaquetárias aos ago- 


nistas de uso comum (como ADP, epinefrina, ácido araquidônico e 
doses baixas de colágeno) em quase todos os indivíduos, mas prolon- 
ga o tempo de sangramento em cerca de metade deles (Mielke, 1969, 
1983). Da mesma forma, os resultados do PFA-100 podem ser nor- 
mais em alguns pacientes com defeitos plaquetários (Hayward, 2006). 
Em geral, a correlação entre as anormalidades observadas no tempo 
de sangramento, no PFA-100 ou nos estudos de agregação plaquetária 
e sangramento clínico continua fraca. 


Distúrbios mieloproliferativos 


A tendência a sangramento, complicações tromboembdlicas e defei- 
tos qualitativos das plaquetas são todos reconhecidos nas doenças 
mieloproliferativas (DMP), que incluem trombocitemia essencial, 
policitemia vera, mielofibrose idiopática crônica e leucemia mieló- 
gena crônica (Schafer, 1984; Landolfi, 1997). As anormalidades das 
plaquetas refletem seu desenvolvimento a partir de um clone anormal 
de células-tronco, mas algumas das alterações podem ser secundárias 
à maior ativação plaquetária in vivo. O impacto clínico dos defeitos 
plaquetários qualitativos in vitro, que ocorrem mesmo em pacientes 
assintomáticos, em geral é incerto. 

Vários estudos examinaram a função e a morfologia das plaquetas 
em pacientes com DMP (Schafer, 1984; Landolfi, 1997). À microsco- 
pia eletrônica, os achados plaquetários incluem redução dos grânulos 
densos e grânulos a, alterações nos sistemas abertos canalicular e de 
túbulos densos, além de redução de mitocôndrias (Maldonado, 1974). 
O tempo de sangramento está prolongado em uma minoria (menos 
de 17%) dos pacientes com DMP e não se correlaciona com maior 
risco de sangramento (Schafer, 1984). As respostas de agregação pla- 
quetária são altamente variáveis e em geral variam no mesmo paciente 
com o tempo. Respostas plaquetárias diminuídas são mais comuns, 
embora alguns pacientes demonstrem maiores respostas aos agonis- 
tas. Em uma análise (Schafer, 1984), as respostas ao ADP, ao coláge- 
no e à epinefrina estavam diminuídas em 39, 37 e 57% dos pacientes, 
respectivamente. O comprometimento na agregação, em resposta à 
epinefrina, é encontrado mais comumente com outros agentes, mas 
uma resposta diminuída à epinefrina não é patognomônica de DMP. 
O comprometimento da resposta à epinefrina na DMP foi atribuído 
a uma queda no número de receptores plaquetários a,-adrenérgicos. 
Menor produção de TxA, induzida pela epinefrina, secreção de gra- 
nulos densos e mobilização do Ca** também foram relatadas em 
pacientes com comprometimento da resposta de agregação induzida 
pela epinefrina. Foram documentadas reduções dos complexos GP 
IIb/IIIa, GP Ib e GP Ia/Ila na superfície da plaqueta em casos de DMP. 
Também há evidência de comprometimento da transdução do sinal 
dependente da ativação do GP IIb/IIIa (Kaplan, 2000). Observou- 
se aumento da GP IV plaquetária (CD36), outra GP de membrana 
relacionada com interações das plaquetas com o colágeno ou com a 
trombospondina na trombocitemia essencial (Legrand, 1991). Os 
receptores plaquetários para a porção Fc da IgG estão aumentados nas 
plaquetas de pacientes com DMP (Moore, 1981). 

A ativação plaquetária resulta na liberação de ácido araquidônico 
livre, que é metabolizado por duas vias bem reconhecidas: a da ciclo- 
oxigenase, que leva à produção de TxA,,e a da 12-lipoxigenase que leva 
à formação dos ácidos 12-hidroperoxieicosatetraenoico (12-HPETE) 
e 12-hidroxieicosatetraenoico (12-HETE). A formação reduzida de 
plaquetas, a partir de produtos da via da 12-lipoxigenase, foi relatada 
em pacientes com DMP (Schafer, 1982) e associada à maior produção 
de TxA, (Schafer, 1982). 

Foram descritos defeitos nos mecanismos de sinalização plaquetá- 
ria, inclusive na mobilização do cálcio (Fujimoto, 1989), na sinali- 
zação para o receptor de TxA, (Ushikubi, 1992) e na fosforilação de 
proteína por deficiência da proteinocinase dependente do monofos- 
fato cíclico de guanosina (GMPc) (Eigenthaler, 1993) em pacientes 
com DMP. Cooper (1978) relatou uma queda na ativação da adeni- 
lilciclase induzida por PGD,, associada a uma redução de 50% nos 
receptores plaquetários de PGD,, indicando um comprometimento 
nos mecanismos plaquetários inibidores. Mostrou-se que as plaque- 
tas de pacientes com policitemia vera e mieolofibrose idiopática, mas 
não ET ou leucemia mielógena crônica, tinham menor expressão do 
receptor para trombopoietina (Mpl) e também menos fosforilação de 


proteínas tirosina induzida pela trombopoietina (Moliterno, 1998). 

Foram documentadas anormalidades no vWF plasmático em 
pacientes com DMP (e provavelmente contribuem para o defeito 
hemostático). O vWF plasmático estava diminuído, em particular 
seus grandes multímeros, em proporção inversa com as contagens de 
plaquetas, tendo melhorado após a citorredução (Budde, 1997). Essas 
alterações no vWF plasmático também ocorrem em pacientes com 
trombocitose reativa. Aumentos observados nos fragmentos prote- 
olíticos de 140 e 160 kDa do vWF levantam a suspeita de que pode 
estar ocorrendo favorecimento da proteólise pela ADAMTS-13, pos- 
sivelmente por causa dos efeitos na conformação do vWF plasmático 
induzidos pelas plaquetas (Elliott, 2005). 


Leucemias agudas e síndromes mielodisplásicas 


A principal causa de sangramento nessas condições é trombocitope- 
nia. No entanto, em pacientes com contagens de plaquetas normais ou 
elevadas, as complicações hemorrágicas estão associadas a disfunção 
plaquetária (Rao, 2005a). Defeitos plaquetários associados a sangra- 
mento clínico são mais comuns na leucemia mielógena aguda, mas têm 
sido relatados nas leucemias linfoblástica aguda e mielomonoblástaica 
aguda, na leucemia de células pilosas e nas síndromes mielodisplásicas. 
Respostas de agregação reduzidas ao ADP, à epinefrina e ao colágeno 
foram relatadas com secreção diminuída de nucleotídeo, menor produ- 
ção de TxA,, e PDGF e tromboglobulina À plaquetárias. Formas adquiri- 
das de DvW e o defeito plaquetário similar à SBS foram descritos na leu- 
cemia de células pilosas e nas síndromes mielodisplásicas. Nas leucemias 
agudas e síndromes mielodisplásicas, as plaquetas podem ser morfolo- 
gicamente anormais, e estudos estruturais mostraram menor número 
de microtúbulos e grânulos densos, estes também de menor tamanho, 
além de excesso de sistemas membranosos. Os megacariócitos exibem 
displasia. 


Disproteinemias 


Pode ocorrer sangramento excessivo em pacientes com disprotei- 
nemias, e isso parece estar relacionado com múltiplos mecanismos, 
incluindo disfunção plaquetária, anormalidades específicas da coagu- 
lação, hiperviscosidade e alterações nos vasos sanguíneos decorrentes 
da deposição de amiloide. Ocorrem defeitos qualitativos das plaque- 
tas em alguns desses pacientes e foram atribuídos ao revestimento das 
plaquetas por paraproteina. 


Uremia 


A patogênese do defeito hemostático na uremia continua incerta, 
mas disfunção plaquetária e comprometimento da interação da pla- 
queta com a parede vascular são consideradas as principais causas. Os 
pacientes em diálise têm maior número de plaquetas reticuladas cir- 
culantes, indicando renovação acelerada das plaquetas (Himmelfarb, 
1997). Muitos anos atrás, demonstrou-se que o tempo de sangramento 
estava prolongado na uremia. Uma das principais razões para isso é a 
anemia frequentemente observada na uremia, e de fato os tempos de 
sangramento prolongados estão tipicamente encurtados após transfu- 
sões de hemácias ou tratamento com eritropoietina (Livio, 1982; Moia, 
1987). Múltiplas anormalidades plaquetárias são reconhecidas na ure- 
mia (Boccardo, 2004). A adesão de plaquetas ao subendotélio, uma 
etapa inicial da hemostasia, envolve a interação de vWF, plaquetas e o 
subendotélio. Segundo um relato, a adesão de plaquetarias de sangue 
total urêmico perfundido na aorta desendotelializada de coelhos estava 
prejudicada (Castillo, 1986). A maioria dos estudos revelou atividade e 
níveis plasmáticos normais ou aumentados do antígeno do vWF (cofa- 
tor ristocetina), embora em alguns casos a atividade do vWF estivesse 
bem abaixo do nível do antígeno. A estrutura multimérica do vWF era 
normal. O número de locais para GP Ib e GP Ilb/lla por plaqueta foi 
relatado como normal na uremia (Gralnick, 1988), mas observaram- 
-se níveis diminuídos de GP Ib e um defeito funcional na interação do 
vWF com o GP IIb/IIIa. Muitos estudos mostraram comprometimen- 
to das respostas de agregação plaquetária a vários agonistas na uremia, 
com resultados às vezes conflitantes. Os níveis plasmáticos de PF4 e 
tromboglobulina B estão elevados na uremia e aumentam ainda mais 
com a hemodiálise, refletindo depuração renal reduzida, bem como 
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ativação plaquetária por dialisadores de membrana. Vários estudos 
mostraram reduções nos produtos do metabolismo do ácido araqui- 
dônico (PGG,/PGH,, TxA,) em plaquetas urêmicas, o que implicou a 
agregação e a secreção defeituosas observadas. O TxA, reduzido pode 
surgir por causa do ciclo-oxigenase disfuncional ou da liberação de 
ácido araquidônico dos fosfolipídeos pela ativação da fosfolipase A,. 
Outros defeitos plaquetários descritos na uremia incluem aumento 
dos níveis de AMPc e adenilil ciclase nas plaquetas (o que pode inibir 
as respostas plaquetárias) e diminuição da mobilização de Ca** indu- 
zida por agonista, da retração do coágulo e da atividade pró-coagulan- 
te plaquetária. 

Há evidência convincente de que a patogênese do defeito hemostático 
na uremia está ligada ao acúmulo de moléculas dialisáveis e não dialisá- 
veis no plasma urêmico. Um desses compostos, o ácido guanidinossuc- 
cínico, inibe as plaquetas in vitro e estimula a geração de óxido nítrico 
(ON), que inibe a adesão plaquetária e as respostas das plaquetas por 
causa dos níveis aumentados de GMPc (Boccardo, 2004). A exposição 
de células endoteliais humanas ao plasma urêmico aumenta a produção 
de ON. Observou-se maior atividade semelhante à da prostaciclina no 
plasma urêmico (Remuzzi, 1978). A diálise agressiva é um componente 
importante do tratamento global e corrige a diátese hemorrágica em 
alguns pacientes, mas em outros é apenas parcialmente efetiva. A ele- 
vação do hematócrito com concentrado de hemácias ou eritropoietina 
recombinante encurta o tempo de sangramento, melhora a adesão pla- 
quetária e corrige o sangramento discreto em pacientes urêmicos. 


Doença do compartimento 
de armazenamento adquirida 


Há relatos sobre vários pacientes em que a SPD de grânulos den- 
sos parece ser adquirida. Em geral, é provável que esse defeito refli- 
ta a liberação in vivo do conteúdo dos grânulos densos das plaquetas 
em virtude da ativação ou da produção de plaquetas anormais pela 
medula óssea. Observou-se SPD adquirida em pacientes com anticor- 
pos antiplaqueta, lúpus eritematoso sistêmico, PTI crônica, coagula- 
ção intravascular disseminada, síndrome hemolítico-urêmica, rejei- 
ção a transplante renal, hemangioma cavernoso congênito múltiplo, 
DMP, leucemias agudas e crônicas, doença valvular grave, bem como 
em pacientes submetidos a derivação cardiopulmonar e concentrados 
de plaquetas armazenados após transfusão. 


Anticorpos antiplaqueta e função plaquetária 


A ligação de um anticorpo às plaquetas pode induzir vários efei- 
tos, inclusive destruição acelerada, ativação plaquetária, lise celular, 
agregação, secreção do conteúdo dos grânulos e exposição externa da 
fosfatidilseriana. A interação da plaqueta com o anticorpo pode oca- 
sionar comprometimento da função, tanto em consequência da ativa- 
ção como pela ligação do anticorpo a glicoproteínas específicas. Nos 
pacientes com PTI, as plaquetas têm menor sobrevida e pode haver 
comprometimento da função plaquetária e tempos de sangramento 
anormalmente prolongados, mesmo com contagens adequadas de 
plaquetas. Os anticorpos podem induzir disfunção plaquetária por 
múltiplos mecanismos. Em muitos pacientes, os anticorpos são dire- 
cionados contra glicoproteínas específicas da superfície da membra- 
na da plaqueta, como a GP Ib (Woods, 1984a), a GP Ilb/Ila (Woods, 
1984b), a GP la/lla (Deckmyn, 1994), a GP VI (Sugiyama, 1987; 
Boylan, 2004) e os glicoesfingolipídeos (van Vliet, 1987; Koerner, 
1989). Em um relato, o anticorpo anti-GP VI induziu uma depuração 
do complexo GP VI/FcRr, a partir da superfície da plaqueta (Boylan, 
2004). Alguns desses anticorpos, com efeito, induzem formas adquiri- 
das de SBS e trombastenia. 


Fármacos inibidores da função plaquetária 


Muitos fármacos afetam a função plaquetária (Tab. 39.9). Os efeitos 
de vários deles têm sido estudados in vitro, mas não está bem estabele- 
cida a relevância desses achados com relação aos níveis encontrados dos 
fármacos na prática clínica. Mesmo entre aqueles que mostram alterar 
as respostas plaquetárias ex vivo, o impacto sobre a hemostasia em geral 


Tabela 39.9 Fármacos que afetam a função plaquetária 


Inibidores da ciclo-oxigenase 

Acido acetilsalicílico (AAS, “aspirina”) 

Agentes anti-inflamatórios não esteroides 
indometacina, fenilbutazona, ibuprofeno, sulfimpirazona, sulindaco, 
ácido meclofenâmico 

Antagonistas do receptor de ADP 
Ticlopidina, clopidogrel 
Antagonistas do receptor de GP Ilb/llla 
c7E3 (abciximabe), tirofibano, eptifibatrida 
Fármacos que aumentam o AMP cíclico ou o GMP cíclico nas plaquetas 
Ativadores da adenilato ciclase 
Prostaglandinas l D, E, e análogos 
Inibidores da fosfodiesterase 

Dipiridamol 

Cilostazol 

Anagrelida 

Milrinona 

Metilxantinas 
Cafeína, teofilina, aminofilina 

Óxido nítrico e doadores de óxido nítrico 
Antimicrobianos 

Penicilinas 

Cefalosporinas 

Nitrofurantoína 

Hidroxicloroquina 

Miconazol 

Fármacos cardiovasculares 
Bloqueadores B-adrenérgicos (propranolol) 
Vasodilatores (nitroprussiato, nitroglicerina) 
Diuréticos (furosemida) 
Bloqueadores do canal de cálcio 
Quinidina 
Inibidores da enzima conversora de angiotensina 
Anticoagulantes 

Heparina 
Agentes trombolíticos 

Estreptocinase, ativador do plasminogênio tecidual, urocinase 
Psicotrópicos e anestésicos 

Antidepressivos tricíclicos 
Imipramina, amitriptilina, nortriptilina 

Fenotiazinas 
Clorpromazina, prometazina, trifluoperazina 

Anestésicos locais 

Anestesia geral (halotano) 

Agentes quimioterápicos 

Mitramicina 

Carmustina 

Daunorrubicina 

Outros agentes 

Dextranos e hidroxietilamido 

Agentes redutores de lipídeos (clofibrato, halofenato) 

Ácido ¢-aminocaproico 

Anti-histamínicos 

Etanol 

Vitamina E 

Agentes de contraste radiográfico 

Itens alimentares (aminoácidos ômega-3, vitamina E, cebola, alho, 

gengibre, cominho, cúrcuma (açafrão-da-índia), cravo-da-índia, cogumelo 

preto das árvores, Ginko) 


Fonte: com permissão de Rao AK: Acquired disorders of platelet function. Em Colman RW 
(ed.): Hemostasia and Thrombosis: Basic Principles and Clinical Practice. Philadelphia, 
Lippincott Williams & Wilkins, 2006. 


permanece incerto. Além disso, o impacto da administração concomi- 
tante de múltiplos fármacos, cada um com um efeito discreto sobre 
a função plaquetária, é desconhecido, embora isso tenha relevância 


clínica. Em razão do seu uso disseminado, o ácido acetilsalicílico (AAS) 
e os agentes anti-inflamatórios não esteroides são uma causa importan- 
te de inibição plaquetária na prática clínica. O consumo de AAS resulta 
em inibição da agregação e da secreção plaquetárias após estimulação 
pelo ADP, pela epinefrina e por baixas concentrações de colágeno. O 
AAS acetila, de forma irreversível e inativa, a ciclo-oxigenase plaquetá- 
ria, ocasionando inibição da síntese de endoperóxidos (PGG, e PGH,) 
e TxA,. Tipicamente, é recomendável esperar de cinco a sete dias após 
interromper o uso de AAS para a realização de estudos destinados a ava- 
liar a função plaquetária basal. Diversos outros anti-inflamatórios não 
esteroides também prejudicam a função plaquetária ao inibirem a enzi- 
ma a ciclo-oxigenase e podem prolongar o tempo de sangramento. Em 
comparação com o AAS, a inibição da ciclo-oxigenase por esses agentes 
em geral dura pouco e é reversível. No caso do ibuprofeno, por exemplo, 
24 horas após a interrupção dessa medicação constituem um intervalo 
suficiente para testar a função plaquetária basal. 

A ticlodipina e o clopidogrel são derivados da tienopiridina admi- 
nistrados por via oral que inibem a função plaquetária ao inibirem as 
respostas de agregação plaquetária a vários agonistas, inclusive o ADP, 
colágeno, epinefrina e trombina, em magnitude variável, dependendo 
das concentrações dos agonistas. Os antagonistas do receptor de GP 
IIb/IIIa são uma classe de compostos que inibem a ligação do fibrino- 
gênio e a agregação plaquetária. Eles incluem um anticorpo monoclo- 
nal contra o receptor de GP IIb/IIIa (abciximabe), um peptídeo sintéti- 
co que contém a sequência KGD (eptifibatida) e um peptideomimético 
(tirofibano). São todos inibidores potentes da agregação (tanto primá- 
ria como secundária) em resposta a todos os agonistas usuais, exceto a 
ristocetina; todos prolongam o tempo de sangramento e são inibidores 
plaquetários tão potentes quanto o AAS. À trombocitopenia imuno- 
mediada (secundária a anticorpos dependentes de fármacos) é uma 
complicação potencial dos antagonistas do GP IIb/IIla (Aster, 2004; 
ver também Cap. 42). 

Uma variedade de outros medicamentos e agentes, inclusive subs- 
tâncias contidas em alimentos, inibe as respostas plaquetárias, mas o 
significado clínico de muitos não está esclarecido, tendo sido revistos 
em outros textos (Rao, 2005a). Diante do aumento do uso de medi- 
camentos à base de ervas e suplementos alimentares, seu papel e a 
interação com fármacos precisam ser considerados na avaliação de 
pacientes com sangramento inexplicado. 


Avaliação de pacientes com suspeita 
de distúrbios plaquetários 


A avaliação de pacientes com antecedentes clínicos ou sintomas 
sugestivos de tendência hemorrágica envolve a consideração dos sis- 
temas fibrinolítico e da coagulação, bem como das plaquetas sanguí- 
neas. Uma anamnese bem conduzida pode ser o fator isolado mais 
importante para se chegar ao diagnóstico em muitos pacientes. Mais 
importante ainda é determinar se o distúrbio é congênito ou adqui- 
rido. Uma contagem de plaquetas pode ajudar a determinar se a ten- 
dência hemorrágica pode ser explicada apenas por uma diminuição 
no número de plaquetas. O prolongamento do PFA-100 ou do tempo 
de sangramento pode ajudar a determinar se há outra anormalidade. 
Como a DvW é sem dúvida mais comum que os distúrbios congênitos 
da função plaquetária, uma avaliação de alteração na hemostasia pri- 
mária quase sempre irá exigir análise do complexo formado pelo fator 
VIII com o vWF. 

As manifestações hemorrágicas em pacientes com defeitos hereditá- 
rios da função plaquetária são altamente variáveis. As razões habituais 
para encaminhamento para avaliação incluem sangramentos mucocu- 
tâneos, sangramento excessivo após procedimentos clínicos invasivos 
ou cirurgia e prolongamento do PFA-100 ou do tempo de sangramento 
com contagem de plaquetas razoável. Nos pacientes em que se suspei- 
ta de algum defeito da função plaquetária, os principais exames labo- 
ratoriais disponíveis em ampla escala incluem a contagem de plaque- 
tas, o PFA-100 e os que avaliam as respostas de agregação e secreção 


plaquetárias in vitro. Os estudos de plaquetas em geral são realizados 
usando-se plasma rico em plaquetas obtido de sangue anticoagulado, 
monitorando-se as respostas a vários agentes, inclusive ADP, epinefrina, 
colágeno, ácido araquidônico, um análogo do TxA, (U46619), peptíde- 
os receptores de trombina e ristocetina. Os padrões de resposta obser- 
vados, em geral, podem fornecer indícios da natureza do defeito pla- 
quetário subjacente, embora técnicas específicas, disponíveis em ampla 
escala nos laboratórios de pesquisa, sejam necessárias para delinear os 
mecanismos plaquetários exatos que estão alterados. Os pacientes com 
trombastenia clássica caracterizam-se pela ausência das ondas tanto pri- 
mária como secundária da agregação em resposta a todos os agonistas 
de uso comum, exceto a ristocetina com uma resposta de alteração na 
forma normal. O comprometimento ou a ausência de resposta à risto- 
cetina, mas com resposta normal de agregação a outros agonistas, suge- 
re DvW ou SBS. No último distúrbio, as contagens de plaquetas estão 
diminuídas e o tamanho das plaquetas é maior. Embora tais achados 
possam ocorrer em algumas variantes da DvW (p. ex., no tipo 2B), os 
níveis plasmáticos de vWF e fator VIII, bem como o padrão multimé- 
rico do vWE, são normais na SBS, mas anais da DvW. Pacientes com 
comprometimento da secreção pelos grânulos ou menor conteúdo nos 
grânulos densos, em geral, mostram uma segunda onda diminuída ou 
ausente de agregação em resposta ao ADP, à epinefrina e ao PAF respos- 
tas nulas a outros agonistas (colágeno, U46619), associadas à liberação 
acentuadamente diminuída do conteúdo dos grânulos. 


Terapia para defeitos congênitos 
da função plaquetária 


As transfusões de plaquetas e a administração de 1-desamino-8D- 
arginina vasopressina (DDAVP) têm sido as pedras fundamentais da 
terapia em pacientes com defeitos plaquetários hereditários. Graças 
à ampla disparidade nas manifestações hemorrágicas, as abordagens 
terapêuticas precisam ser individualizadas. Transfusões de plaquetas 
são efetivas para controlar as manifestações hemorrágicas, mas impli- 
cam os riscos potenciais associados aos hemoderivados, inclusive 
aloimunização. Os pacientes com trombastenia podem desenvolver 
anticorpos contra o GP IIb/IIIa que comprometem a eficácia de trans- 
fusões subsequentes de plaquetas. Uma alternativa viável às transfu- 
sões de plaquetas é a administração intravenosa de DDAVP, que mos- 
trou encurtar o tempo de sangramento em um número substancial de 
pacientes com defeitos na função plaquetária (Rao, 1995; Mannucci, 
1998). O efeito sobre o tempo de sangramento durou cerca de quatro a 
cinco horas. Tal resposta parece ser dependente das anormalidades que 
acarretam disfunção plaquetária. A maior parte dos pacientes com 
trombastenia de Glanzmann não respondeu à infusão de DDAVP com 
encurtamento do tempo de sangramento. As respostas em pacientes 
com distúrbios da secreção plaquetária, transdução do sinal ou defi- 
ciência do compartimento de armazenamento foram variáveis, com 
encurtamento do tempo de sangramento em alguns pacientes. A 
administração de DDAVP induz um aumento nos níveis plasmáticos 
de vWE fator VIII e ativador do plasminogênio tecidual. As respostas 
anormais de agregação ou secreção plaquetárias in vitro não são corri- 
gidas pela DDAVP (Rao, 1995). 

Mais recentemente, o fator VIla recombinante foi desenvolvido em 
um fármaco importante para o tratamento de eventos hemorrágicos 
em pacientes com trombastenia de Glanzmann e alguns outros defei- 
tos hereditários (Poon, 2000; Almeida, 2003). Outras abordagens que 
têm sido utilizadas para melhorar a hemostasia em pacientes com 
defeitos plaquetários hereditários incluem um curso rápido (três a 
quatro dias) de prednisona (20—50mg) (Mielke, 1981) e a adminis- 
tração de agentes antifibrinolíticos como o ácido €-aminocaproico ou 
o ácido trenaxâmico. O transplante alogênico de medula óssea tem 
sido feito agora com sucesso na correção completa em pacientes com 
trombastenia, embora o desenvolvimento de anticorpos direcionados 
contra o complexo GP IIb/IIIa continue sendo um problema poten- 
cial (Flood, 2005; Fujimoto, 2005). 
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Abordagem laboratorial do risco trombótico 
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Vias anticoagulantes fisiológicas 


Fatores ou proteínas trombofilicas 
Antitrombina 
Proteína C 
Proteína S 
Resistência à proteína C ativada e Fator 
Vieitdon 
Protrombina-20.210 
Níveis elevados de fator de coagulação 
Disfibrinogenemia 


PONTOS-CHAVE 
END A quantidade de coágulo formada é regulada 


or 
vários mecanismos regulatórios importantes. Sob 

condições normais, esses mecanismos controlam o excesso de 
formação de coágulo e cessam a trombose venosa. Os principais 
sistemas são o mecanismo da antitrombina, o sistema proteína C/ 
proteína S e o mecanismo inibidor da via do fator tecidual. 
e Deficiências — genéticas ou adquiridas — envolvendo as principais 
proteínas regulatórias (antitrombina, proteína C e proteína S) 
intensificam o risco de desenvolvimento de trombose venosa. 
e Níveis aumentados de fatores pró-coagulantes ou polimorfismos 
(causadores de alteração funcional) também aumentam o risco de 
trombose venosa. Um polimorfismo bastante comum envolvendo 
o fator V (fator Vi cigen) reduz a capacidade do fator V ativado ser 
negativamente modulado pela proteína C ativada. Uma pretensa 
elevação dos níveis de protrombina (decorrente de um polimorfismo 
específico no par de bases 20.210) e níveis aumentados de fator VIII 
também agravam o risco de desenvolvimento de trombose. 
e Outros defeitos herdados ou adquiridos envolvendo hemostasia 
(disfibrinogenemia e fibrinólise) e sistemas não hemostáticos 
(homocisteína) igualmente aumentam o risco de trombose venosa. 
e A síndrome antifosfolipídeo (SAF) e o anticoagulante lúpico (AL) 
são distúrbios autoimunes que afetam o sistema de coagulação 
e intensificam o risco de desenvolvimento de trombose venosa e 
arterial. Os anticorpos do AL são heterogêneos e estão associados a 
uma variedade de anomalias laboratoriais, que somente podem ser 
detectadas por meio de uma bateria de testes.Uma das dj eal 
utilizadas para identificar a SAF e o AL está descrita. 


e Ao avaliar o paciente quanto ao risco trombótico, é importante 
planejar o momento adequado para realizar o teste, a fim de evitar 
erros de interpretação associados a uma diminuição dos níveis de 
anticoagulantes naturais secundária ao consumo por trombose ou à 
anticoagulação de deficiências herdadas. 


Mecanismos regulatórios hemostáticos limitam a quantidade, a locali- 
zação e a duração da formação de coágulos. Uma disfunção envolvendo 
os principais sistemas regulatórios da coagulação sanguínea pode levar à 
condição de formação de coágulos em excesso (trombose). Deficiências 
ou anormalidades, genéticas ou adquiridas, que afetem os fatores regula- 
tórios são capazes de aumentar o risco de tromboembolismo. O presente 
capítulo discute inúmeros fatores que influenciam o equilíbrio relacio- 
nado ao sangramento ou à trombose, bem como o papel do laboratório 
na identificação de anormalidades associadas a tais fatores. 


Vias anticoagulantes fisiológicas 


A antitrombina (antigamente denominada antitrombina III) é um 
inibidor de serina protease plasmático circulante que regula a trom- 
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bina e o fator Xa, além dos fatores IXa, XIa, XIIa e VIJa em menor 
extensão (Stassen, 2004). A função da antitrombina é significativa- 
mente mais forte na superfície das células endoteliais, em decorrência 
da ação das glicosaminoglicanas ligadas às células (heparan sulfato, 
dermatan sulfato e pequenas quantidades de heparina) (Fig. 40.1) e 
também, farmacologicamente, por ação da heparina (Cap. 41). 

O segundo sistema regulatório antitrombótico mais importante 
é a via da proteína C, com um aparente mecanismo de dois forcados 
constituído por um componente anticoagulante principal (Fig. 40.2) 
e outro pró-fibrinolítico indireto. A via é complexa, envolvendo múlti- 
plos fatores que precisam interagir para gerar um mecanismo de múl- 
tiplas etapas (Esmon, 2003a, b). A proteína central, proteína C, é uma 
pró-enzima plasmática dependente de vitamina K. O sistema é inicia- 
do com a geração de um excesso de trombina não acoplada a coágulo, 
que rápida e firmemente se liga a uma glicoproteína transmembrânica 
presente na célula endotelial, a trombomodulina (TM, na Fig. 40.2). 
A trombina ligada a esse complexo sofre uma dramática alteração em 
termos de especificidade do substrato. Sendo, no passado, a enzima 
pró-coagulante sine qua non do sistema de coagulação e um potente 
ativador de plaquetas, a nova habilidade de ativar a proteína C trans- 
forma a trombina em uma poderosa enzima anticoagulante. A trom- 
bina acoplada à trombomodulina, aliada ao receptor da proteína C na 
célula endotelial (EPCR, endothelial protein C receptor), cliva rapida- 
mente um pequeno peptideo de ativação a partir da molécula da prote- 
ina C (Stearns-Kurosawa, 1996; Esmon, 2004). Esse processo gera uma 
enzima serina protease ativa, denominada proteína C ativada (PCA). 
Uma segunda proteína plasmática inibitória dependente de vitamina 
K —a proteína S (PS, na Fig. 40.2) — serve de cofator crítico para a PCA. 
A proteína S é uma molécula que atua como cofator não enzimático, 
ligando-se em equilíbrio a uma grande proteína do complemento — a 
proteína ligadora de C4b (Rigby, 2004). Somente a forma não ligada 
(ou “livre”) da proteína S possui atividade de cofator. O complexo 
PCA e proteína S na superfície fosfolipídica das plaquetas ou de outras 
células rapidamente inativa os fatores Va e VIIIa, diminuindo de forma 
significativa a geração de trombina nas vias pró-coagulantes (Esmon, 
2003a, b). O sistema da proteína C também parece exercer uma signi- 
ficativa atividade pró-fibrinolítica, ainda que indiretamente. Acredita- 
se que essa atividade envolva o inibidor fibrinolítico trombina-ativado 
(TAFI, thrombin-activated fibrinolytic inhibitor) (van de Wouwer, 2004), 
bem como o inibidor do ativador de plasminogénio 1 (PAI-1, plasmi- 
nogen activator inhibitor 1). O TAFI é uma carboxipeptidase plasmática 
rapidamente ativada pelo complexo trombina-trombomodulina (van 
de Wouwer, 2004). A forma ativa da carboxipeptidase cliva os resíduos 
de lisina C-terminal da fibrina que já sofreu clivagem proteolítica por 
ação da plasmina. A perda desses resíduos compromete a eficiência da 
ligação das proteínas ativadoras de plasminogênio à fibrina e, assim, 


Mecanismo da antitrombina 














Células endoteliais 
Figura 40.1 Mecanismos do inibidor antitrombina. AT = antitrombina (anteriormente 


denominada antitrombina Ill); Heparan = heparan sulfato (glicosaminoglicana); 
Thr = trombina (ou outra enzima de coagulação, como o fator X). 


modula negativamente o processo fibrinolítico. A PCA, através da ina- 
tivação do fator Va, provoca a diminuição da geração de trombina, com 
consequente retardo da ativação do TAFI. PAI-1 é inibido pela PCA 
e com isso a atividade fibrinolítica global é intensificada (Madden, 
1991). Segundo experimentos realizados in vitro e com animais, o sis- 
tema da proteína € também pode apresentar outras propriedades de 
defesa importantes, incluindo atividade anti-inflamatória e atividade 
de complemento (Esmon, 2003a). 

Conforme ilustra a Figura 40.3, o inibidor da via do fator tecidual 
(TEPI, tissue factor pathway inhibitor) constitui outro sistema regu- 
latório que controla a iniciação da via do fator tecidual (também 
denominada “via extrínseca”) da coagulação (Smithies, 2004). Esse 
inibidor apresenta dois sítios de ligação reativos: um para o fator Xa 
(previamente ativado pelo complexo fator tecidual-fator VIla) e outro 
para o próprio complexo fator tecidual-fator VIIa (Esmon, 2003b). 
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Figura 40.3 Mecanismos do inibidor da via do fator tecidual. FVlla = fator Vila; 
FXa = fator Xa; FT = fator tecidual; TFPI = inibidor da via do fator tecidual. 


Um pouco de fator Xa é gerado, então — e somente então — o TFPI 
inibe o complexo fator tecidual-fator VIIa. A ligação dessas proteínas 
pelo TFPI elimina sua capacidade de contribuir ainda mais para a for- 
mação do coágulo. O TFPI, do mesmo modo, exerce um mecanismo 
de retroalimentação negativa para modular negativamente o processo 
de coagulação (Esmon, 2003b). 


Fatores ou proteínas trombofilicas 


Um desequilíbrio entre os sistemas pró-coagulantes e os mecanis- 
mos regulatórios pode acarretar sangramentos ou trombose. Um 
aumento dos níveis de fatores pró-coagulantes ou uma queda dos 
níveis de fatores reguladores inclinarão o equilíbrio para a produção 
excessiva de fibrina, com consequente formação de trombo (Lane, 
2000). Tais desequilíbrios podem ser causados por fatores genéticos 
ou adquiridos, ou por uma combinação de ambos (Tabs. 40.1 e 40.2). 
Entretanto, o processo que conduz à formação excessiva de trombina 
não é tão simples quanto a ocorrência desproporcional de um único 


Figura 40.2 Via da proteína C. PCA = 
proteína C ativada; C4b BP = proteína 
ligadora do fator 4b do complemento; 
EPCR = receptor da proteína C da célula 
endotelial; FVa = fator Va; FVllla = fator 
Villa; PC = proteína C; PS = proteína S; 
Thr = trombina; TM = trombomodulina. 
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Tabela 40.1 Prevalência e risco trombótico aumentado estimado para 
fatores trombóticos 


Fatores de risco para Prevalência Prevalência Risco 
trombose na população na população trombótico 
geral (%) trombofilica estimado 
(%) (vezes) 

Antitrombina diminuída <0,01 <] 12-20 
Proteína C diminuida 0,3 4-§ 8-10 
Proteína S diminuída 0,2 PA? 10-15 
PCA-R/fator V, eiden 3-4" 10-40° 1,8-2,6 
Protrombina G20.210A 23° 10-15 15-22 

Fator VIII elevado 10-15 20-35 2-4,5 
Fibrinogênio elevado 5-12 20-30 2-3 
Disfibrinogenemia <0,01 0,3-0,8 1,5-3 
Trombomodulina mutante <0,01 0,2-0,8 2-4 
Homocisteína elevada 3-5 8-15 2-4,5 
Anticoagulante lúpico <1,0 10-30 2-10 
Anticoncepcionais orais N/A N/A 2-3 
Gravidez N/A N/A 4-8 


* Prevalência de fator V; «en € protrombina 20.210 na população caucasiana; entretanto, as 
populações africana e asiática apresentam prevaléncias muito baixas (< 0,01%). 


Tabela 40.2 Risco trombótico estimado para cooperatividade de fatores 
múltiplos 


Fator de risco 1 


Fator de risco 2 Risco combinado (vezes) 


Proteína C Fator V eiden 25-45 
Proteína $ Fator V) eiden 25-50 
Fator V siden Fator VIII elevado 12-20 
Fator V,eiden Anticoncepcionais orais 8-20 
Fator V, cider Gravidez 25-40 


fator em relação aos demais. Trata-se, em vez disso, de uma combina- 
ção de fatores discreta a moderadamente desequilibrados entre si que 
resulta na formação excessiva de fibrina no sítio de lesão inicial. Como 
consequência, ocorre oclusão vascular e acúmulo de fibrina (Franco, 
2001). Esse paradigma multifatorial, no qual tais fatores interagem de 
forma cooperativa, conduz a um risco significativo de desenvolvimen- 
to de trombose. Sendo assim, é necessário realizar uma completa ava- 
liação dos fatores de risco identificados e estabelecidos, a fim de deter- 
minar o potencial risco global apresentado por um dado indivíduo. Os 
fatores descritos a seguir são os principais componentes conhecidos 
associados ao risco aumentado de desenvolvimento de trombo (ver na 
Tab. 40.1 um resumo sobre a prevalência e risco relativo). 


Antitrombina 


Foram identificadas deficiências de antitrombina, tanto hereditárias 
como adquiridas (Egeber, 1965; Bloemenkamp, 2003). A deficiência 
genética da antitrombina é um distúrbio raro (1 em cada 10.000 indiví- 
duos) na população em geral, ocorrendo em cerca de 1% dos pacientes 
diagnosticados com trombose venosa familiar (Adcock, 1997). A anti- 
trombina é codificada por um gene autossômico, cuja expressão apa- 
rentemente é dominante e apresenta alta penetrância. São conhecidos 
inúmeros mutantes desse gene (Adcock, 1997; Lane, 1997). Indivíduos 
heterozigotos apresentam níveis plasmáticos de antitrombina equiva- 
lentes a cerca de 50% dos níveis normais, sendo usualmente sintomá- 
ticos (em contraste com os indivíduos heterozigotos para deficiências 
de fatores, que costumam ser assintomáticos). Tanto as mutações de 
tipo I (atividade reduzida e concomitante diminuição da concentração 
de antígenos) como as de tipo II (atividade reduzida com níveis nor- 
mais de antígeno) foram descritas em indivíduos com deficiência de 
antitrombina (Lane, 1997). A deficiência de antitrombina homozigota 
é incompatível com a vida, exceto no caso das mutações únicas de tipo 


II envolvendo a região de ligação à heparina, em que os pacientes tipi- 
camente manifestam trombose venosa (Kuhle, 2001). A apresentação 
clínica mais comum é a trombose venosa profunda (TVP), que ocorre 
nos membros inferiores, e a embolia pulmonar (EP). Notavelmente, 
também pode haver formação de trombos nas veias retinal, mesenté- 
rica e esplênica (Bloemenkamp, 2003). As deficiências de antitrom- 
bina adquiridas ocorrem em coagulação intravascular disseminada 
(CID) (Asakura, 2001), doença hepática, síndrome nefrótica, durante 
o período agudo subsequente à trombose venosa e durante a terapia 
com heparina (Marlar, 1990b). Em alguns casos, defeitos adquiridos 
podem estar associados a níveis plasmáticos equivalentes a 30 a 50% 
dos níveis normais e, assim, serem confundidos com deficiências gené- 
ticas. Durante a fase de recém-nascido, os níveis de antitrombina são 
também caracteristicamente baixos, atingindo os níveis observados no 
adulto por volta dos 6 meses de idade (Streif, 1999). 

Tanto a atividade antitrombina como o antígeno podem ser deter- 
minados no plasma com auxílio de kits comerciais. A atividade de 
antitrombina é determinada com base em um método cromogênico, 
empregando fator Xa ou trombina como enzima inibida. O antígeno 
antitrombina é tipicamente determinado com o uso de ensaio imu- 
nossorvente ligado à enzima (ELISA) ou por nefelometria. As faixas 
normais para ambos — atividade e antígeno antitrombina — são bem 
estreitas, usualmente ao redor de 80 a 120% do normal (Adcock, 
1997; Kuhle, 2001). 


Proteína C 


A proteína C — proteína central na via da proteína C — é dependen- 
te de vitamina K. Deficiências de proteína C, genéticas ou adquiridas, 
aumentam o risco de desenvolvimento de trombose. Mais de 100 
mutações foram descritas para ambos os tipos: tipo 1 (atividade e 
concentração de antígenos diminuídas) e tipo 2 (atividade reduzida 
com níveis normais de antígeno) (Lane, 1996). Como mostra a Tabela 
40.1, pesquisas envolvendo a população geral constataram a existên- 
cia de um número significativo de indivíduos apresentando níveis 
diminuídos de proteína C. Um aspecto interessante observado ao se 
comparar níveis de proteína C, tipos de mutação e estilos de vida foi a 
ausência de diferenças entre indivíduos sintomáticos e assintomáticos. 
A diferença existente entre as deficiências de proteína C sintomáticas 
e assintomáticas provavelmente se deve a outras influências exercidas 
por fatores de risco trombótico adicionais, encontrados na população 
sintomática (Marlar, 1990a). Na deficiência de proteína C homozigo- 
ta, indivíduos severamente deficientes (< 1% atividade de proteína C) 
manifestam complicações neurológicas e oftálmicas durante o desen- 
volvimento intrauterino. Esses indivíduos subsequentemente desen- 
volvem púrpura fulminante e CID durante a fase de recém-nascido 
(Peters, 1988; Marlar, 1990c). Esse distúrbio é incompatível com a 
vida, a menos que seja tratado com reposição da proteína C (plasma 
fresco congelado ou concentrado de proteína C) e terapia anticoagu- 
lante. A meia-vida plasmática da proteína C é relativamente curta (6 a 
8 horas). À iniciação da terapia anticoagulante oral (em especial com 
altas doses de carga), sem sobreposição com anticoagulação prévia por 
heparina em indivíduos heterozigotos para deficiência da proteína C, 
pode conduzir a uma condição pouco frequente (porém devastadora) 
em que há aparecimento de lesões cutâneas trombóticas, conhecida 
como necrose cutânea induzida por varfarina (Marlar, 1990b; Moll, 
2004; Tai, 2004). 

O teste para detecção de proteína C é realizado em amostras de plas- 
ma, empregando ensaios de determinação de atividade de coagulação 
ou de base cromogênica ou, ainda, um dos vários tipos de ensaios anti- 
gênicos. O ensaio de determinação da atividade mede a função da molé- 
cula no plasma. Entretanto, há a possibilidade de os ensaios cromogê- 
nicos relatarem erroneamente a presença de moléculas de proteína C 
funcionais que, na verdade, não apresentam funcionalidade em relação 
a seus substratos coagulantes naturais. Por esse motivo, um ensaio base- 
ado na coagulação é recomendado para avaliação da atividade funcio- 
nal da proteína C (Resende, 2004). Na deficiência de proteína C de tipo 
I, a atividade funcional e os níveis de antígeno encontram-se reduzidos 
a cerca de 50% dos níveis normais. Já na deficiência de tipo II, os níveis 
funcionais estão reduzidos em média a 50% dos níveis normais, porém 
os níveis de antígeno equivalem a 100% dos níveis normais. 


Proteína S 


Ambas as formas de deficiência de proteína S — genética e adquiri- 
da — estão associadas a risco aumentado de trombose (Esmon, 2003a). 
Conforme discutido anteriormente, a proteína S, aliada à PCA, se liga 
à superfície fosfolipídica de uma plaqueta ou outra célula e intensifi- 
ca a inativação enzimática dos fatores Va e VIIa (Hackeng, 1994; van 
Wijnen, 1996). Cerca de 40% do conteúdo de proteína S aparece livre- 
mente no plasma, enquanto os 60% restantes estão acoplados a uma 
proteína do complemento — proteína ligadora de C4b (C4bBP, C4b- 
binding protein) (Nelson, 1992). Diversas condições patológicas e fisio- 
lógicas podem alterar a proporção proteína S livre/ligada, modulando 
efetivamente a via inibitória da proteína C (Mackie, 2001). Os níveis 
de proteína S sofrem uma queda característica durante a gravidez e, a 
partir da 104 semana de gestação, atingem valores médios equivalentes 
a 60% dos valores observados nos controles (Cerneca, 1997). 

O gene codificador da proteína S é autossômico e se expressa com 
penetrância variável (Rezende, 2004). Foram descritas mais de 50 
mutações associadas ao risco trombótico aumentado (Simmonds, 
1998). Há relatos da ocorrência da tradicional deficiência quantitativa 
de tipo I (diminuição da atividade da proteína S e diminuição conco- 
mitante dos níveis de antígeno), bem como da deficiência qualitativa de 
tipo II (diminuição da atividade de proteína S e manutenção de níveis 
normais de antígeno livre e total). Por causa do equilíbrio existente 
entre a proteína S ea C4bBP, foi identificado um terceiro tipo de muta- 
ção (Simmonds, 1998): a deficiência de tipo III é similar à deficiência 
de tipo I, contudo, a reduzida atividade da proteína S está associada à 
proteína S livre normal, apesar da diminuição dos níveis de proteína S 
total. Estudos recentes sugeriram, todavia, que os raros indivíduos com 
deficiência de tipo III na verdade talvez não apresentem risco aumen- 
tado de trombose (Brouwer, 2005; Libourel, 2005). A deficiência de 
proteína S homozigota com severa redução dos níveis dessa molécula 
(< 1% da atividade) foi descrita com mesma apresentação e tratamen- 
to similar ao adotado para indivíduos homozigotos com deficiência de 
proteína C (Brouwer, 2005). Os sintomas são púrpura fulminante e 
CID durante a fase de recém-nascido, com desenvolvimento de com- 
plicações oftálmicas e neurológicas na vida intrauterina. Esse distúrbio 
é incompatível com a vida, a menos que seja tratado com terapia de 
reposição (plasma fresco congelado) e terapia anticoagulante. 

A determinação dos níveis plasmáticos de proteína S é feita por 
ensaio para determinação da atividade coagulante da proteína S e 
ensaio antigênico para quantificação dos níveis de antígeno de pro- 
teína S livre e total. Pode ser bastante difícil estabelecer o diagnóstico 
final de deficiência de proteína S, dada a complexidade da interação da 
mesma com a C4bBP (Nelson, 1992; Goodwin, 2002; Persson, 2003). 
O ensaio de atividade mede a fração funcional de proteína S existente 
na amostra de plasma, porém há relatos de detecção de níveis falsa- 
mente baixos de atividade de proteína S (Goodwin, 2002). Existem 2 
tipos de ensaios antigênicos disponíveis. Os ensaios cujas quantifica- 
ções incluem ambas as frações de proteína S, livre e ligada, medem a 
quantidade total de proteína S em uma amostra de plasma (“antígeno 
de proteína S total”). Já os ensaios para a fração livre da proteína S 
medem apenas a fração não ligada da proteína, o que pode ser conse- 
guido com uso de anticorpo monoclonal para proteínas S não ligadas 
ou pela inclusão de uma etapa de precipitação com polietilenoglicol, 
na qual são removidas as moléculas constituintes da fração ligada da 
proteína S (Comp, 1986; Goodwin, 2002; Persson, 2003). Um ensaio 
funcional baseado na coagulação é recomendado para avaliação ini- 
cial da proteína S. Nesse ensaio, caso sejam detectados níveis baixos 
de proteína, um teste reflexo deve ser realizado para determinação 
das frações livre e total dos antígenos de proteína S. Estabelecer um 
diagnóstico definitivo de deficiência congênita de proteína S é uma 
tarefa desafiadora, em decorrência da complexidade da interação exis- 
tente entre essa proteína e a C4bBP, as condições adquiridas capazes 
de modificar o equilíbrio existente entre as formas livre e ligada e a 
presença de antagonistas de vitamina K (Simmonds, 1998; Mackie, 
2001; Goodwin, 2002; Rezende, 2004). 


Resistência à proteína C ativada e Fator V eigen 


Considera-se que a resistência à proteína C ativada (PCA-R) esta 
presente quando a adição de PCA exógena ao plasma não resulta em 


prolongamento antecipado dos testes de tempo de coagulação, entre 
os quais o tempo parcial de tromboplastina (PTT) (Dahlback, 1999). 
A PCA-R é considerada um dos fatores de risco genético mais comuns 
para trombose venosa. Entretanto, enquanto a população caucasia- 
na apresenta uma prevalência média de 4%, as populações africana 
e asiática apresentam prevalências menores (Ridker, 1995; Heijmans, 
1998). Em condições normais, a PCA inativa enzimaticamente os 
fatores Va e VIIIa, prolongando o tempo de coagulação do plasma. Na 
PCA-R, a habilidade da PCA de promover a degradação enzimática 
do fator Va está significativamente reduzida. O polimorfismo existen- 
te em um dos sítios de clivagem no fator Va é um resíduo de arginina 
substituído por um resíduo de glutamina (R506Q), que torna o sítio 
resistente à clivagem (Aparicio, 1996). A substituição do aminoácido 
se deve a uma alteração envolvendo um único nucleotídeo do gene, 
denominado V,.;;., (Bertina, 1994). O fator V -ige aumenta em 2 a 
3 vezes o risco relativo de desenvolvimento de trombose em indiví- 
duos heterozigotos para a condição, e em 8 a 12 vezes em indivíduos 
homozigotos (Svensson, 1997; De Stefano, 1999). Existem inúmeras 
variações do ensaio para PCA-R, e algumas são bastante específicas 
para o fator V,.;aen- Para os ensaios de PCA-R, são utilizados 2 testes de 
coagulação: com e sem PCA. Se a proporção do tempo de coagulação 
com adição de PCA dividido pelo tempo de coagulação na ausência de 
PCA for suficientemente alta (usualmente > 2), significa que a PCA-R 
ou o fator V,.gen estão ausentes. Proporções menores, em contraste, 
sugerem que a amostra é PCA-resistente e, portanto, indicam a pre- 
sença do fator Vleiden no paciente. Dependendo do método utilizado, 
foram identificadas inúmeras causas adquiridas de resistência à PCA 
(Tripodi, 1997). Malignidades, SAF, gravidez e até mesmo hospitaliza- 
ção podem gerar resultados anormais (Cumming, 1995; Graf, 2003). 
O polimorfismo específico do fator V | .;gen é determinado por meio de 


eiden 


métodos de diagnóstico molecular (Aparicio, 1996; Tripodi, 1997). 
Protrombina-20.210 


Um polimorfismo encontrado no gene da protrombina, envolven- 
do o par de base 20.210 consiste em uma substituição de guanina 
por adenina na região 3' não traduzida do gene (Colucci, 2004). Esse 
polimorfismo duplica o risco de trombose venosa (Eikelboom, 1999). 
Indivíduos heterozigotos caracteristicamente apresentam níveis plas- 
máticos de protrombina mais altos em comparação àqueles que não 
possuem o polimorfismo. No entanto, até mesmo esses níveis mais 
altos usualmente caem dentro do intervalo referencial estabeleci- 
do para a atividade de protrombina pela maioria dos laboratórios. 
Do mesmo modo, é necessário realizar procedimentos de diagnósti- 
co molecular para estabelecer o diagnóstico de protrombina 20.210 
(Poort, 1996; Gruenewald, 2000). Acredita-se que ocorra aumento da 
transcrição do gene em seu produto, provavelmente como resultado 
do prolongamento do período em que as moléculas de RNA-m são 
traduzidas (De Stefano, 1999). A protrombina 20.210 constitui um 
fator de risco comum para desenvolvimento de trombose venosa em 
populações de descendentes de europeus (cerca de 3%), com menor 
prevalência em outras populações não europeias (De Stefano, 1999). 


Níveis elevados de fator de coagulação 


Além da elevação dos níveis de protrombina atuando como fator de 
risco para desenvolvimento de trombose, há relatos de que a elevação 
dos níveis de vários fatores de coagulação distintos também implica 
em intensificação do risco de trombose. Como os níveis dos fatores 
VII, VIII, IX, XI ou de fibrinogênio são elevados, os riscos relativos 
de desenvolvimento de trombose aumentam proporcionalmente (1,5 
a 6 vezes) (Kannel, 1987; O Donnell, 1997; Kyrle, 2000; Meijers, 2000; 
Weltermann, 2003). O mais estudado e complexo dentre os fatores de 
risco descritos é o fator VIII. Esse fator é regulado por mecanismos 
genéticos e fisiológicos que aumentam os níveis de fator VIII em situa- 
ções de estresse e atividade física. Há relatos de elevação familiar dos 
níveis desse fator; contudo, é possível detectar níveis transitoriamente 
altos em pacientes expostos ao estresse decorrente de diversas condi- 
ções clínicas. Níveis de fator VIII equivalentes a 120-150% dos níveis 
normais estão associados a um risco de trombose 1,5 a 2 vezes maior. 
Níveis equivalentes a 300-400% implicam em risco relativo 3 a 6 vezes 
maior (O'Donnell, 1997). 


889 








890 Disfibrinogenemia 


O Abordagem laboratorial do risco trombótico 


O fibrinogênio é a proteína final na formação do coágulo e consti- 
tui um dos principais componentes de um trombo venoso. São raros 
os relatos publicados de anormalidades associadas ao risco aumenta- 
do de trombose decorrente da disfunção de moléculas de fibrinogênio 
(Haverkate, 1995). A incidência dos casos reconhecidos de disfibrino- 
genemia na trombose familiar é de aproximadamente 0,8%. Considera- 
se que as disfibrinogenemias aumentam o risco de trombose em cerca 
de 2 a 6 vezes. Na atualidade, os únicos ensaios usualmente emprega- 
dos para avaliar o fibrinogênio são ensaios funcionais de coagulabili- 
dade e ensaios antigênicos. Conforme discutido no Capítulo 39, um 
desequilíbrio na proporção desses ensaios fornece indicação de uma 
disfibrinogenemia por diminuição de função. Infelizmente, as sutilezas 
envolvendo as habilidades do fibrinogênio — e talvez mais significativa- 
mente da fibrina resultante — de se ligar a proteínas que influenciam no 
equilíbrio da hemostasia e da trombose (p. ex., ativador de plasmino- 
gênio tecidual) não são captadas por tais ensaios. É igualmente possível 
que a frequência da disfibrinogenemia subjacente aos eventos trombó- 
ticos seja ainda maior do que se admite no momento. 


Mecanismos hipofibrinolíticos 


A função comprometida do sistema fibrinolítico intensifica o risco de 
trombose. No entanto, ainda há escassez de ensaios clínicos globais sufi- 
cientemente completos para permitir estimar o grau do referido risco 
(Collen, 1999). O tempo de lise do coágulo de euglobulina (ECLT ou 
ELT, euglobulin clot lysis time) fornece uma medida de alguns aspectos 
do sistema fibrinolítico (Sartori, 2003). Em resumo, o plasma tratado 
com citrato é diluído e acidificado, com consequente precipitação seleti- 
va de muitas proteínas, entre as quais o fibrinogênio, o ativador de plas- 
minogênio e o plasminogênio, ao mesmo tempo em que outras molé- 
culas (p. ex., o,-antitripsina) permanecem em solução. Em seguida, essa 
“fração euglobulina” precipitada é redissolvida em tampão apropriado e 
coagulada pela trombina, e, por fim, o tempo de lise do coágulo é regis- 
trado. Um ECLT anormalmente prolongado ajuda a direcionar a ava- 
liação laboratorial subsequente para uma determinada anomalia subja- 
cente associada a um componente crítico do sistema fibrinolítico. Esse 
resultado fornece suporte adicional à decisão de proceder à realização 
de testes mais detalhados do sistema fibrinolítico, como os ensaios espe- 
cíficos para ativador de plasminogênio, plasminogênio e outras proteí- 
nas moduladoras positivas ou negativas da fibrinólise. 

Embora tenham sido descritas deficiências de plasminogênio, a prin- 
cipal enzima responsável pela quebra do coágulo de fibrina (Cap. 38), 
a associação ao risco trombótico ainda não está bem fundamentada 
(Schulman, 1996). Um polimorfismo envolvendo o gene PAI-1 foi refe- 
rido em relatos que mostraram um discreto aumento do risco trom- 
bótico; no entanto, essa associação não está bem estabelecida. Por esse 
motivo, até o momento ainda não há indicações para que esse polimor- 
fismo seja testado (Iacoviello, 1998). Defeitos afetando inibidores (PAI-1 
e PAI-2) e ativadores de plasminogênio (tPA) regulados pela célula 
endotelial, leucócitos sanguíneos e plaquetas são suspeitos — porém não 
de forma comprovada — de atuar como fatores de risco (van der Bom, 
1997). A avaliação das propriedades mecânicas dos coágulos ao longo 
de todo o período de sua formação e subsequente lise com auxílio do 
Thromboelastograph (Sonoclot), ou dispositivos semelhantes, consti- 
tui uma abordagem bastante diferente. A padronização adequada desse 
método pode permitir a detecção de uma fibrinólise anormal (Vig, 2001; 
Salooja, 2001; Kamada, 2001). Instrumentos desse tipo trabalham detec- 
tando a “rigidez” ou “força” durante a formação e processo de quebra do 
coágulo. Mais detalhes sobre a metodologia podem ser vistos nas seguin- 
tes referências: Vig (2001), Salooja (2001) e Kamada (2001). 


Outros defeitos possíveis 


Foram relatadas anormalidades envolvendo outras proteínas regulató- 
rias da coagulação, bem como proteínas plaquetárias. Entretanto, a difi- 
culdade em avaliar tais proteínas e a falta de uma correlação conclusiva 
com o risco trombótico aumentado impedem que essas moléculas sejam 
estabelecidas como fatores de risco importante para trombose venosa. 

Os defeitos afetando a trombomodulina (TM, na Fig. 40.2) foram 
descritos por diversos grupos, que demonstraram a existência de uma 


boa associação com a trombose (2 a 6 vezes). Como parece haver inú- 
meros defeitos abrangendo uma parte considerável do gene da trombo- 
modulina, os quais são essencialmente detectáveis apenas por meio de 
um extensivo sequenciamento, detectar tais anomalias continua sendo 
um desafio para os laboratórios clínicos (Ohlin, 1995; 1997). 

O cofator da heparina II, um inibidor trombina-específico homó- 
logo à antitrombina, ainda não foi comprovadamente associado a 
um risco trombótico aumentado (Tollefsen, 2002; Giri, 2005). O 
polimorfismo PLA-1/PLA-2 do complexo de glicoproteínas plaque- 
tárias IIb/Ila foi associado ao risco aumentado de desenvolvimento de 
trombose arterial e venosa (Weiss, 1996). Os efeitos desses polimor- 
fismos estão adquirindo importância crescente na emergente área de 
estudos da farmacogenética antitrombótica. O polimorfismo PLA-1/ 
PLA-2, assim como outros polimorfismos de glicoproteínas plaquetá- 
rias, atualmente está sendo avaliado de maneira crítica com o intuito 
de determinar seu potencial papel como ensaio clínico para avaliação 
trombótica (Lindoff, 1997; Heit, 2000; Robert, 2000; Paganin, 2003). 
Além disso, os tipos nao O dos grupos sanguineos ABO foram impli- 
cados como fatores de risco trombótico aumentado em comparação 
ao tipo sanguíneo O, possivelmente decorrentes dos níveis aumenta- 
dos de fator de von Willebrand e fator VIII (De Visser, 2003). 


Estados hipercoaguláveis adquiridos 


Numerosas condições adquiridas foram associadas ao risco aumen- 
tado de trombose venosa. O risco relativo para uma grande parte des- 
sas condições está estabelecido e parece combinar-se às causas gené- 
ticas para aumentar o risco global de trombose. Condições comuns 
que apresentam uma forte associação com a trombose venosa incluem 
traumatismo, cirurgia e período pós-operatório, gravidez, imobili- 
dade, obesidade e dieta, tabagismo e história de trombose prévia. 
Além disso, malignidades, CID crônica, uso de contraceptivos orais 
e de reposição hormonal, trombocitopenia induzida por heparina, 
síndrome nefrótica, trombocitemia essencial, policitemia vera e con- 
dições inflamatórias foram todas associadas ao risco aumentado de 
trombose venosa. Por fim, como discutido no Capítulo 39, anorma- 
lidades envolvendo a enzima ADAMTS13 foram associadas ao distúr- 
bio trombótico da púrpura trombocitopênica trombótica (TTP). 


Síndrome antifosfolipídeo e 
anticoagulante lúpico 


A SAF constitui um dos fatores de risco trombótico mais comu- 
mente adquiridos e é a principal causa da perda de gravidez. Essa sín- 
drome parece resultar da formação de anticorpos dirigidos contra a 
B,-glicoproteína I (B,-GPI) ou outra proteína ligadora de fosfolipídeos 
(como protrombina, proteína S, trombomodulina, entre outras). Esses 
anticorpos se ligam a diversos epitopos presentes nas proteínas ligado- 
ras de fosfolipideo. Quando a interação anticorpo-antígeno ocorre in 
vivo, o resultado é uma reação pró-trombótica. Assim, é irônico que a 
demonstração funcional da presença de anticorpos associados à SAF nas 
análises laboratoriais seja evidenciada pela inibição de reações pró-coa- 
gulantes. O termo “anticoagulante lúpico” (AL), aplicável a esses anti- 
corpos funcionalmente demonstráveis, é igualmente enganoso, uma vez 
que o efeito correspondente in vivo seja, na realidade, pró-trombótico. 
É ainda mais enganoso uma vez que a maioria dos pacientes portadores 
de ALs não tem lúpus, embora essa associação tenha sido observada nas 
descrições originais da entidade em questão. Por fim, apesar de o alvo 
de tais anticorpos serem os epítopos localizados nas proteínas ligadoras 
de fosfolipídeos (ver discussão anterior), os estudos originais que iden- 
tificaram esses anticorpos empregaram como antígeno a cardiolipina, 
a fosfatidilserina ou outros fosfolipídeos no ensaio de ligação. Como 
resultado, os anticorpos associados à SAF continuam sendo referidos 
como “anticorpos anticardiolipina, “anticorpos antifosfatidilserina” 
etc. Uma parte considerável desses “anticorpos antifosfolipídeo” (AAFs) 
também gera resultados falso-positivos nos testes para detecção de sífilis 
(VDRL) (Riboldi, 2003; McCrae, 2001; Galli, 2003). 

Os mecanismos pelos quais os AAFs interferem nos processos 
hemostáticos parecem ser multifatoriais, provavelmente reforçando a 
considerável diversidade das proteínas-alvo associadas a fosfolipide- 
os que exercem papéis críticos na hemostasia e na trombose. Relatos 


sobre mecanismos que ocorrem in vivo incluem inibição de trom- 
bomodulina ou proteína S, ativação plaquetária e ativação da célu- 
la endotelial. Um importante subgrupo desses anticorpos tem como 
alvo a molécula da protrombina. Tais anticorpos neutralizam a molé- 
cula de protrombina e intensificam a depuração da mesma a partir do 
sangue. Foi demonstrado que esses anticorpos antiprotrombina estão 
presentes em cerca de 76% dos pacientes com AL, ainda que os níveis 
plasmáticos de protrombina não estejam reduzidos (Guerin, 1998). 

Numerosos estudos relataram a ocorrência de testes anormais de AL 
ou anticardiolipina em 2 a 25% da população geral, aparentemente 
assintomática, com uma parte considerável desses anticorpos exibindo 
caráter temporário (Galli, 2003). A persistência dos ALs, no entanto, 
está associada a um risco aproximado de 30% de desenvolvimento dos 
sintomas característicos da SAF. No decorrer da evolução da SAF, não 
é incomum AL ser demonstrável e não ser possível demonstrar AAF, 
ou, contrariamente, AAF ser demonstrável e não ser possível demons- 
trar AL. Nos ensaios baseados em ELISA para detecção de AAFs, são 
realizadas determinações isoladas de anticorpos das classes IgG, IgM 
e, muitas vezes, IgA. Parece haver uma relação entre os níveis de AAFs 
e o risco trombótico. Diversos laboratórios interpretam os níveis de 
“anticardiolipina” como discretamente elevados, moderadamente 
elevados ou intensamente elevados. Entretanto, o ajuste preciso dos 
limites superiores de corte para distinguir doença e normalidade em 
diferentes sistemas de teste ainda precisa ser padronizado. 

Estudos recentes realizados pelo laboratório de Groot conduziram à 
proposta de um mecanismo fisiopatológico, em que a B,-GPI primei- 
ramente se liga às membranas plaquetárias e, depois, sofre alterações 
conformacionais que expõem sítios de ligação para o anticorpo anti- 
B,-GPI. A ligação do anticorpo, por sua vez, causa ativação da plaque- 
ta (de Groot, 2005). Testes laboratoriais para identificar o subgrupo 
de anticorpos anti-B,-GPI funcionais por esse mecanismo fisiopato- 
lógico provavelmente irão requerer um sistema de ensaio que repro- 
duza os eventos ocorridos no sistema in vivo, incluindo a necessária 
alteração conformacional de B,-GPI (de Laat, 2006). 

Considerando que atualmente falta uma abordagem uniforme para 
o diagnóstico dos AAFs, é evidente que, pela heterogeneidade desses 
anticorpos, a presença de um AL não pode ser excluída diante de uma 
simples falha em detectá-lo através de um sistema de testes qualquer. 
O laboratório precisa contar com, no mínimo, 2 sistemas de teste dis- 
poníveis (Brandt, 1995a; Levine, 2002) (Tab. 40.3). Mais comumente, 
o PTT eo DRVVT são utilizados para essa finalidade. PTT e DRVVT 
constituem os principais ensaios de coagulação padronizados e pronta- 
mente disponibilizados em instrumentos automatizados. Como esses 
ensaios reconhecem diferentes aspectos das reações de coagulação 
dependentes de fosfolipídeos, eles são capazes de detectar a maioria 
dos anticorpos AL. Os reagentes de PTT sensíveis ao AL contêm uma 
mistura de fosfolipídeos que interage com anticorpos AL em 2 pontos 
críticos no sistema intrínseco. O DRVVT emprega uma concentração 
diluída de fosfolipídeos em uma única etapa fosfolipídeo-dependente 
junto à via da coagulação, facilitando a detecção dos anticorpos AL. 

Conforme mencionado anteriormente, um sistema de testes comu- 
mente utilizado para detecção de ALs é o PTT. Um AL normalmen- 
te prolonga o tempo de coagulação do teste realizado com o plasma 
do paciente. Quando são misturadas partes iguais desse plasma e de 
plasma controle normal, a maioria dos ALs irá prolongar o tempo 
de coagulação da mistura em, no mínimo, 5 segundos em relação ao 
tempo de coagulação do plasma controle normal. A pré-incubação do 
plasma do paciente com uma fonte adequada de proteína fosfolipí- 
dica, contudo, pode “neutralizar” efetivamente o AL e acarretar um 
significativo encurtamento do tempo de coagulação em uma avaliação 
subsequente. As substâncias neutralizantes variam de “fosfolipídeos de 
fase hexagonal” purificados a lisados bem mais complexos de plaque- 
tas sequencialmente congeladas, dessecadas e lavadas (procedimento 
de neutralização de plaquetas [PNP]). Como enfatizado por Graves 
et al. (2000), a atenção aos inúmeros detalhes metodológicos envol- 
vidos no teste para AL pode ser crítica à interpretação dos resultados 
(Jennings, 2002). Por exemplo, empregar uma proporção de tempos 
de coagulação de paciente/controle em cada fase do teste no sistema 
DRVVT (Fig. 40.4) e incluir um agente neutralizador de heparina são 
medidas que aumentam a robustez desse sistema de testes. Além disso, 
os reagentes utilizados no teste PTT para detecção de ALs devem ser 


Tabela 40.3 Abordagem laboratorial para detecção do anticoagulante 
lúpico 


Estágio do teste Método de detecção 


Teste inicial A primeira etapa consiste na prolongação da coagulação em 
ao menos um ensaio de coagulação in vitro dependente de 
fosfolipídeos, utilizando plasma pobre em plaquetas. Esses 
ensaios podem ser subdivididos de acordo com a porção da 
cascata de coagulação que avaliam, do seguinte modo: 

e via de coagulação “extrinseca” (p. ex., PT com diluição) 
e via de coagulação “intrínseca” (p. ex., PTT ativado) 

e via de coagulação “final comum” (p. ex., DRVVT) 
Mistura A segunda etapa consiste na falha em corrigir o tempo de 
coagulação prolongado através da mistura do plasma do 
paciente com plasma normal (note que, em alguns protocolos, 
há uma etapa de correção/neutralização logo após a etapa de 
teste inicial, com omissão da etapa de mistura) 

Correção/ 


neutralização 


A terceira etapa é a confirmação da presença de anticorpos 
para anticoagulante lúpico por encurtamento ou correção do 
tempo de coagulação prolongado, após a adição de um excesso 
de fosfolipídeos ou plaquetas previamente submetidas ao 
congelamento e subsequente dessecação 


Exclusão A quarta etapa consiste em excluir outras coagulopatias 
empregando ensaios para fatores específicos, caso o teste 
contirmatório resulte negativo ou houver suspeita de um fator 


inibidor específico 


O uso de 2 ou mais ensaios sensíveis aos anticorpos para anticoagulante lúpico é 
recomendado antes da exclusão da presença desses anticorpos. Ao menos um desses ensaios 
deve se basear na baixa concentração de fosfolipídeos (PT com diluição, PTT ativado com 
diluição, tempo de coagulação com sílica coloidal, tempo de coagulação com caulim ou 
DRVVT). Ambos os ensaios devem avaliar porções distintas da cascata de coagulação 

(p. ex., PTT ativado e DRVVT). (Adaptado de Levine [2002] e Brandt [1995b]). 

DRVVT = tempo de coagulação com veneno de víbora de Russell diluído; PTT = tempo 
parcial de tromboplastina; PT = tempo de protrombina. 


A Anticoagulantes lupicos: sistema 
de testes DRVVT 


* Primeiro estágio da DRVVT: resultados expressos como 
proporção de DRVVT de paciente/DRVVT controle, com faixa 
representativa normal < 1,06 


Prolongamentos da proporção, decorrentes de deficiências do fator 
ou presença de inibidores 


Segundo estágio da DRVVT: mais especificidade para um possível 
AL obtido pela pré-incubação de amostras de plasma do 
paciente e do controle com alta concentração de fosfolipideos 


B Anticoagulantes lúpicos: sistema 
de testes DRVVT 


* Correção percentual: 
DRVVT do paciente com alta 
í DRVVT do paciente ) | concentração de fosfolipideos j 
DRVVT controle DRVVT controle com alta 
concentração de fosfolipideos 


a do paeme | 
DRVVT controle 


* Uma correção percentual acima de um valor de corte estabelecido 
(p. ex., 16%) é considerada positiva, além de sugerir a presença 
de um AL 


Figura 40.4 Exemplo de um teste de tempo de coagulação com veneno de víbora de 
Russell diluído (DRVVT) na avaliação de um possível anticoagulante de lúpico (AL). 
A, descrição do sistema de teste. B, estágio de correção (neutralização) do teste de 
DRVVT. 
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cuidadosamente escolhidos, no sentido de apresentarem grau de sen- 
sibilidade aos ALs adequado. 

Enquanto inibidores de fatores específicos, como aqueles dirigidos 
contra o fator VIII, são tipicamente dependentes do tempo e da tem- 
peratura (Cap. 38), os ALs costumam apresentar ação mais imediata até 
mesmo à temperatura ambiente. É interessante notar que os ALs se des- 
tacam por interferir na quantificação dos fatores de coagulação ensaiados 
em sistemas baseados no PTT. Um padrão indicador que por si só deve 
levantar a suspeita da presença de um AL é o aumento persistente da ati- 
vidade aparente de um fator, diante de diluições crescentes do plasma do 
paciente utilizado no ensaio. Tais aumentos aparentes da atividade do 
fator resultam de diluições correspondentes do AL presente na amostra. 


Hiper-homocisteinemia 


A homocisteina é um aminoácido que atua como molécula imedia- 
ta para produção e regulação do aminoácido metionina, que contém 
enxofre (Guba, 1996; Refsum, 1998; Cattaneo, 2001). Perturbações 
genéticas ou adquiridas envolvendo o mecanismo regulatório dessa via 
podem acarretar elevação dos níveis de homocisteína e do risco trom- 
bótico associado. A mais devastadora delas afeta o gene da cistationina- 
B-sintetase (CBS) que, no estado homozigoto, conduz à trombose 
severa e aterosclerose (Mudd, 1985). As causas adquiridas, em sua 
maioria associadas à dieta e à ingestão de vitaminas, também consti- 
tuem fatores significativos de elevação dos níveis de homocisteína no 
plasma. O risco de trombose associado aos níveis elevados de homo- 
cisteína constitui uma resposta graduada em que quanto maiores os 
níveis plasmáticos, maior é o risco. Chama atenção a existência de dois 
polimorfismos associados à enzima metabolizadora da homocisteina 
— metilenetetra-hidrofolato redutase (MTHER). Inicialmente, pensou- 
-se que esses polimorfismos estavam associados ao risco aumentado de 
trombose (Tosetto, 1997; Franco, 1999). Todavia, estudos epidemioló- 
gicos importantes falharam em confirmar tanto um risco trombótico 
aumentado associado aos polimorfismos da MTHFR como a ocorrén- 
cia de um aumento correspondente dos níveis plasmáticos de homo- 
cisteína. Em consequência, a avaliação dos polimorfismos da MTHFR 
como causa de trombose venosa atualmente não é recomendada 
(Franco, 1999; Legnani, 1997). Por outro lado, os níveis plasmáticos de 
homocisteína devem ser determinados como parte da investigação. 


Aspectos gerais da avaliação laboratorial 
do risco trombótico 


A avaliação laboratorial da trombofilia é complexa e tem mudado 
rapidamente. Inclui os testes apropriados a serem solicitados, o momen- 
to certo de solicitar esses testes e quem deve ser submetido aos mesmos. 
Falta um teste que permita graduar o status do risco trombótico de um 
indivíduo. Assim, é necessário solicitar uma série de testes individuais 
para conseguir uma boa avaliação desse risco. Diversos fatores fisiológi- 
cos, patológicos e farmacológicos (Tab. 40.4) podem influenciar alguns 
ou todos os testes baseados na análise do plasma, como os testes de gra- 
videz, varfarina, CID, doença hepática e idade. Os testes de diagnóstico 
molecular, em contraste, não são afetados por tais influências. Da pers- 
pectiva laboratorial, devem ser utilizados os ensaios apropriados. Sempre 
que possível, devem ser utilizados ensaios de avaliação de atividade para 
determinar a funcionalidade da molécula. A simples determinação dos 
níveis de antígeno pode não detectar moléculas de tipo II e identificar 
erroneamente a condição do paciente como sendo normal (Rezende, 
2004). Para fins de avaliação, é necessário que cada paciente responda 
certo número de perguntas: o paciente ou seus familiares apresentam 
história que realmente justifique uma avaliação? Os testes solicitados são 
apropriados para incluir os principais fatores de risco aceitos? Os inter- 
valos estabelecidos são adequados para obter uma avaliação satisfatória? 
Existem condições terapêuticas, patológicas ou fisiológicas subjacentes 
que possam interferir na interpretação dos resultados? 

A melhor forma de realizar as avaliações é com o paciente assintomá- 
tico e na ausência de qualquer terapia de anticoagulação. Infelizmente, 
o período pós-trombótico antes da anticoagulação é aquele em que os 
fatores plasmáticos são consumidos, quando há possibilidade de esta- 
belecer diagnósticos errados. A heparina diminui significativamente os 
níveis de antitrombina, aumenta os níveis de proteína S e pode masca- 
rar a presença de ALs (a menos que seja incluída no ensaio uma molé- 


cula neutralizadora de heparina, como a protamina ou o polibrene). A 
varfarina reduz os níveis de proteínas C e S. Os únicos marcadores de 
risco que podem ser avaliados em todos os momentos são os marcado- 
res genéticos ensaiados por técnicas de diagnóstico molecular. Foram 
feitas tentativas de contornar as anormalidades apresentadas pelo teste, 
decorrentes de uma anticoagulação oral, com o uso de proporções de 
proteína C ou proteína S em relação a um ou outro fator de coagulação 
dependente de vitamina K. Todavia, essas proporções podem apresen- 
tar uma considerável variabilidade, o que dá oportunidade a erros de 
diagnóstico. Por esse motivo, tal abordagem não é recomendada. Os 
períodos assintomáticos subjacentes, como pós-operatório e gravidez, 
também podem diminuir ou alterar os fatores plasmáticos, conduzin- 
do a diagnósticos equivocados. A Tabela 40.5 detalha os testes reco- 
mendados e os respectivos timings de execução apropriados. 

Talvez, até mais do que em uma grande parte das demais áreas da 
medicina clínica, é criticamente importante comunicar as implicações 
desses resultados laboratoriais ao paciente, de modo a não subestimar 
nem superestimar o papel do risco trombótico na vida do paciente. 
Certas decisões, como o uso ou de anticoncepcionais orais, supervisão 
da gestação e adesão à terapia anticoagulante, podem ser difíceis tanto 
para o paciente como para o prestador de assistência. Quando se trata 
de distúrbios hereditários, o aconselhamento genético pode ter impor- 
tância significativa. Em todos os casos desse tipo, o conhecimento acerca 
da disponibilidade do teste e dos limites na interpretação dos mesmos 
pode contribuir enormemente para a tomada de decisões clínicas mais 
apropriadas. 


Tabela 40.4 Fatores que afetam a quantificação de fatores trombofílicos 


Fisiológico Patológico Farmacológico 


Recém-nascido Coagulação intravascular Varfarina 
disseminada (CID) 
Infância Trombose Heparina 
Gravidez Doença hepática Inibidores de trombina 


Sindrome nefrótica 
Diabetes 
Hospitalização 


Tabela 40.5 Bateria de testes recomendada para avaliação da 


trombofilia 
Teste Assintomático  Sintomático ou Teste reflexo 
e sem com heparina ou 
anticoagulação  anticoagulação oral 
PCA-R PCA-R Fator V eiden 
Fator Veiden Fator Veiden 
Proteína C Atividade de Antigeno de 
proteína C proteína C 
Proteína $ Atividade de Antígeno de 
proteína S PS livre, 
antígeno de PS 
total 
Antitrombina Atividade de Antígeno de 


antitrombina antitrombina 


Protrombina 
20.210 


Protrombina 
20.210 


Protrombina- 
20.210 


Confirmar em 
6-8 semanas 


Síndrome 
antifosfolipídeo 


Anticoagulante 
lúpico; 
anticardiolipina 


Homocisteina Homocisteina Homocisteina Homocisteina 


Fibrinogênio Fibrinogênio Antigeno de 
fibrinogênio 

Fator VIII Fator VIII Confirmar em 
3-6 semanas 
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PONTOS-CHAVE 

e A warfarina é o anticoagulante oral mais comumente 
utilizado. Atua como antagonista da vitamina K e 
bloqueia a y-carboxilação de uma série de resíduos glutâmicos 
durante a síntese dos fatores II, VII, IX, X, proteína C e proteína S. 
A resultante funcionalidade diminuída dos fatores de coagulação 
é monitorada por prolongamentos de tempo de protrombina/ 
proporção normalizada internacional. 


e Pela ligação à antitrombina e pelo consequente aumento de sua 
capacidade de inibir a trombina, o fator Xa e (em menor grau) outros 
fatores de coagulação serina protease, a heparina é considerada um 
inibidor de trombina “indireto”. A intensidade da ação 
anticoagulante da heparina comumente é monitorada pelo tempo 

de tromboplastina partos com a real determinação da atividade 
anticoagulante da heparina sendo ensaiada como atividade antifator 
Xa. Nos casos em que se faz necessário monitorar a terapia à base 
de heparina de baixo peso molecular, esse monitoramento somente 
é possível por meio da determinação da atividade antifator Xa. 

e A trombocitopenia induzida pela heparina (TIH) é uma complicação 
da terapia à base de heparina, em que há desenvolvimento de 
anticorpos dirigidos contra os complexos de fator plaquetário 4 (PF4, 
platelet factor 4) e heparina. Nos casos mais graves, os wpa o 
resultantes se ligam às plaquetas de modo a ativá-las, causando 
trombose arterial e/ou venosa. Ensaios tanto imunológicos quanto 
funcionais são empregados na avaliação de uma possível TIH. 


CO 





e Novos anticoagulantes emergentes atuam como inibidores 

diretos da trombina ou do fator Xa. O monitoramento efetivo da 
atividade desses inibidores, bem como a identificação de possíveis 
interferências causadas por eles por meio de testes para detecção 
de outras anomalias hemostáticas, constituem novos desafios para o 
laboratório diagnóstico. 

e A terapia direcionada para a inibição da reatividade plaquetária 
está sendo cada vez mais empregada tanto em casos agudos quanto 
crônicos. O laboratório pode monitorar a resultante da reatividade 
plaquetária dos pacientes tratados e, às vezes, detectar uma aparente 
resistência à aspirina ou a outros agentes terapêuticos. 


Existe uma ampla gama de agentes capazes de alterar a síntese ou a 
ação dos fatores de coagulação, afetar a função plaquetaria ou modifi- 
car as respostas ao nível dos vasos sanguíneos. Medicamentos, prescri- 
tos ou não, com atividade anticoagulante ou antiplaquetária, estão en- 
tre os fármacos mais comumente administrados. Tais agentes podem 
se comportar como “uma faca de dois gumes” ao prevenir a formação 
ou extensão de um trombo e também ao produzir ou exacerbar um 
sangramento. O laboratório clínico exerce papel importante no moni- 
toramento da terapia antitrombótica. 


Variáveis pré-analíticas e controles 


Todos os padrões de acurácia e precisão para o monitoramento da 
terapia anticoagulante têm pouco valor quando a amostra de sangue 
não é obtida nem processada de maneira definida. O Clinical and La- 
boratory Standards Institute (Instituto de Padrões Clínicos e Labora- 
toriais, antigamente conhecido como National Committee for Clinical 
Laboratory Standards — Comitê Nacional de Padrões Clínicos Labo- 
ratoriais) estabeleceu diretrizes úteis para a coleta, o armazenamento 
e o preparo de amostras de sangue ou plasma antes da realização do 
teste de coagulação. Essas diretrizes são apresentadas sob a forma de 
apêndice no final deste capítulo (National Committee for Clinical La- 
boratory Standards, 1998). 

Um relatório ideal deve conter o registro do horário e da data da 
amostragem, bem como do horário da última dose de anticoagulante 
administrada. Os resultados dos exames laboratoriais devem igual- 
mente ser interpretados em conjunto com a história clínica, para 
regulação ótima da terapia anticoagulante. Sempre que houver ma- 
nipulação computacional de dados analíticos de saída, como a con- 
versão do tempo de protrombina (PT) dado em segundos para uma 
proporção normalizada internacional (INR, international normalized 
ratio — definida adiante), deve ser realizada uma checagem periódica 
para verificar se as constantes e a manipulação adequada dos dados 
estão sendo praticadas de acordo com as definições estabelecidas pelos 
procedimentos operacionais padrão do laboratório. 


Antagonistas da vitamina K 


A warfarina é o antagonista oral de vitamina K mais comumen- 
te prescrito. Consiste em uma mistura racêmica de estereoisômeros 
(S)-warfarina e (R)-warfarina. A (S)-warfarina apresenta efeito an- 
ticoagulante mais potente. A warfarina inibe a vitamina K redutase 
(vitamina K 2,3-epóxido redutase) e bloqueia a regeneração da for- 
ma ativa da vitamina K, que é necessária para a formação de ácido 
y-carboxiglutamico em uma série de resíduos de aminoácidos (de- 
nominados “dominio Gla”) junto aos fatores II, VII, IX, X, prote- 
ina C e proteína S (Fig. 41.1). Com a extensão cada vez menor da 
y-carboxilação nos dominios Gla, as proteínas afetadas perdem parte 
da capacidade de ligação aos complexos de proteina-Ca**-fosfolipideo 
altamente ordenados, os quais são componentes críticos da cascata de 
coagulação (Ansell, 2004). Os testes dependentes do funcionamento 
adequado desses fatores resultarão mais anormais diante da intensida- 
de aumentada da terapia anticoagulante oral. 

O grau de anticoagulação promovido pela warfarina é tipicamente 
quantificado pelo sistema de teste de PT, embora prolongamentos do 
PTT também sejam comumente observados. Como a síntese de fibri- 
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Figura 41.1 Sistema de y-carboxilação dependente de vitamina K. A y-carboxilase 
converte proteínas dependentes de vitamina K em proteínas contendo ácido 
y-carboxiglutâmico (Gla), adicionando CO; aos resíduos de ácido glutâmico (Glu) 
existentes nas proteínas recém-sintetizadas. A y-carboxilase requer vitamina K redu- 
zida (vitamina K,H,) como cofator nessa reação de modificação pós-transducional. 
Concomitantemente à y-carboxilacao, a vitamina K,H, é convertida em vitamina 
K, 2,3-epdxido (vitamina K, > O). O epóxido é reduzido por uma enzima sensível 
à warfarina — vitamina K, 2,3-epóxido redutase (VKOR) — em cofator vitamina 
K,H,. Esse ciclo de interconversão de metabólitos da vitamina K constitui o ciclo 
da vitamina K. Diante de altas concentrações teciduais, a vitamina K, quinona 
(vitamina K,) pode ser reduzida à vitamina K;H; pela via alternativa do ciclo. Essa 
via é catalisada por desidrogenases NAD(P)H (DT-diaforases), que não são inibidas 
pela warfarina (Wallin, 2004). 


nogênio independe da vitamina K, o tempo de trombina (TT) perma- 
nece normal. É preciso enfatizar que o prolongamento inicial do PT 
mediante instituição da terapia com warfarina não reflete fielmente a 
intensidade global da anticoagulação. O motivo dessa observação não 
intuitiva é que, enquanto a meia-vida relativamente curta do fator VII 
(4-6 horas) é subjacente ao prolongamento contemporâneo do PT, as 
meias-vidas dos demais fatores dependentes da vitamina K na verdade 
se estendem por vários dias. Somente depois que todos esses fatores 
atingem um estado de equilíbrio dinâmico, com nível reduzido de 
y-carboxilação, torna-se possível antecipar a obtenção de uma queda 
global do sistema de coagulação (como a que poderia ser refletida pela 
real produção de trombina). Por isso, em geral recomenda-se aguar- 
dar no mínimo 4 a 6 dias de terapia anticoagulante oral para, então, 
assumir que o monitoramento laboratorial realmente reflete o estado 
de equilíbrio dinâmico de anticoagulação. Quando é necessário iniciar 
mais rapidamente uma anticoagulação efetiva, a heparina é adminis- 
trada antes ou ao mesmo tempo que a warfarina. Decorridos pelo me- 
nos 4 dias de terapia combinada, a heparina pode ser descontinuada 
e a dose de warfarina ajustada de acordo com a INR-alvo prescrita. 
Enquanto a terapia com warfarina ordinariamente produz um efei- 
to líquido anticoagulante, em certos casos, (p. ex., TIH) a resultante 
diminuição da carboxilação e da atividade da proteína C e/ou S po- 
dem dominar o equilíbrio hemostático, levando ao desenvolvimento 
de púrpura fulminante ou outras manifestações de trombose venosa 
(Martin, 1998). 

Como discutido no Capítulo 38, o PT é realizado primeiramente 
pela adição de uma fonte de fator tecidual (tromboplastina) e fosfo- 
lipídeo, seguida da recalcificação do plasma livre de plaquetas tratado 
com citrato. O tempo (em segundos) decorrido até a subsequente for- 
mação de um coágulo é determinado tanto por medidas mecânicas 
quanto por medidas ópticas. Entretanto, o verdadeiro grau de prolon- 
gamento do PT em resposta à terapia com warfarina é bastante de- 
pendente em particular do reagente tromboplastina, além do sistema 
instrumental empregado. A cooperação estabelecida entre diversos la- 
boratórios situados em diferentes países resultou no desenvolvimento 


do Índice de Sensibilidade Internacional (ISI) e de uma INR, os quais 
atualmente são utilizados de forma universal em uma tentativa de me- 
lhorar a padronização do relato dos dados de PT ao redor do mundo. 
Resumindo, os logaritmos dos PTs obtidos sobre uma série prescrita 
de pacientes normais e tratados com warfarina, com a utilização de 
tromboplastina de referência internacional primária ou calibradores 
de plasma, são plotados contra os logaritmos de PTs obtidos pelo uso 
de reagente tromboplastina individual. À curva resultante dessa plota- 
gem é a ISI para a combinação reagente tromboplastina e instrumento 
(Adcock, 2002; Poller, 2004; van der Besselaar, 2004). A INR é definida 
pela proporção de PT do paciente dividida pelo PT médio normal do 
laboratório local e elevada à potência de ISI: 


INR = | — PT do paciente dado em segundos dá 


média do PT normal dado em segundos 


Dito de outro modo, a INR representa a proporção PT que seria ob- 
tida se a tromboplastina de referência internacional tivesse sido utili- 
zada de forma acurada no teste do paciente. 

Conforme demonstrado por Ng (1993) e Cunningham (1994), to- 
davia, na prática, pode ser bastante difícil obter uma INR totalmente 
ensaio-independente. 

Em virtude da importância do monitoramento adequado da terapia 
anticoagulante, é fundamental enfatizar inúmeros pontos adicionais 
referentes à ISI e à INR. A ISI deve ser corretamente especificada não 
só para cada tipo, mas também para cada novo lote de tromboplastina, 
somada ao modelo de instrumento específico que está sendo utilizado 
em um dado laboratório. As tromboplastinas menos sensíveis (tipica- 
mente derivadas do cérebro ou de outros tecidos) apresentam valores 
de ISI em torno de 2 ou superiores. Por outro lado, os reagentes mais 
sensíveis, que derivam dos tecidos, possuem ISI na faixa de 1 a 1,7. O 
fator tecidual recombinante é a tromboplastina mais sensível, cujos 
valores de ISI se aproximam de 1. A maioria dos laboratórios relata 
os resultados simplesmente como INR, contudo existem aqueles que 
acrescentam os resultados expressos como PT (em segundos), acom- 
panhados do valor da média do PT considerado pelo laboratório. No 
início da anticoagulação, pode ser necessário realizar determinações 
mais frequentes do PT até a INR ser estabilizada. No plasma oriun- 
do de pacientes tratados tanto com heparina quanto com warfarina, é 
possível avaliar a contribuição anticoagulante da warfarina desde que 
a heparina seja primeiramente removida ou neutralizada antes da re- 
alização do teste de PT (ver adiante). A menos que recursos sejam dis- 
ponibilizados para remoção ou neutralização dos inibidores diretos da 
trombina (IDT), as intensidades terapêuticas de tais inibidores podem 
ser o suficiente para prolongar o PT e, do mesmo modo, influenciar 
o valor de INR (Tobu, 2004; Walenga, 2004). Enquanto a maioria dos 
anticoagulantes lúpicos exerce um efeito mais pronunciado sobre o 
PTT do que sobre o PT, em alguns pacientes a presença de um anticoa- 
gulante lúpico pode tornar o PT inadequado como forma de monito- 
rar a terapia à base de warfarina. Isso depende do reagente utilizado 
(Moll, 1997). Nesses casos, um ensaio direto de fator X, utilizando um 
método cromogênico em vez de um ensaio de coagulação, pode ajudar 
a monitorar a intensidade da anticoagulação (Rosborough, 2004). 

A meia-vida da warfarina varia entre 20 e 60 horas, sendo que a mé- 
dia da meia-vida plasmática é igual a 40 horas. O efeito máximo de 
uma dose dura até 48 horas após a administração. A (S)-warfarina é 
metabolizada pela enzima CYP2C9, enquanto a (R)-warfarina é me- 
tabolizada pelas enzimas CYPIAZ e CYP3A4. A CYP2C9 apresenta 
polimorfismos e o conhecimento dos alelos do paciente pode ter va- 
lor preditivo para determinar quem irá necessitar de doses maiores ou 
menores de warfarina (Higashi, 2002; Linder, 2002; Adcock, 2004). A 
resistência genética à terapia com warfarina é incomum. Nos casos em 
que são produzidas respostas inadequadas marcantes e persistentes a 
esse anticoagulante, é possível quantificar os metabólitos utilizando-se 
metodologia que empregue HPLC (Lombardi, 2003) (ver Cap. 4). Tais 
quantificações também podem ser utilizadas para checar a compla- 
cência. Fármacos que afetam o metabolismo da (S)-warfarina podem 
produzir alterações marcantes na potência dos tratamentos à base de 
warfarina. Alguns fármacos ou medicamentos à base de ervas indu- 
zem CYP450 e aceleram o metabolismo da warfarina. Esses fármacos 
diminuem os efeitos da warfarina. Por outro lado, fármacos que ini- 


bem a metabolização da warfarina intensificam seus efeitos. Existem 
centenas de compostos conhecidos por alterarem o metabolismo da 
warfarina (Poller, 1996; Ansell, 2004). Os antibióticos podem tanto 
interferir no metabolismo dessa substância quanto modificar a flora 
intestinal, que fornece uma quantidade significativa de vitamina K 
para os seres humanos. Alimentos, em particular os vegetais verdes e 
folhosos, que são ricos em vitamina K, podem prevenir a ação anti- 
coagulante adequada da warfarina. Os produtos da warfarina podem 
apresentar diferentes potências, de modo que qualquer troca entre os 
tipos de Coumadin pode requerer monitoramento mais frequente e 
ajustes de dose (Bongiorno, 2004). 

A warfarina é mais comumente utilizada para prevenção de der- 
rames tromboembólicos em pacientes com fibrilação atrial, sendo 
também empregada de forma profilática e terapêutica em uma ampla 
gama de situações, podendo até mesmo ser utilizada de forma vitalí- 
cia por certos pacientes em particular, que apresentam alto risco de 
sofrerem eventos trombóticos recorrentes. A American Association of 
Chest Physicians revisa periodicamente as diretrizes destinadas à tera- 
pia anticoagulante e publica seu relatório de consenso na revista Chest 
(Hirsh, 2004a). O tratamento-alvo recomendado é uma INR de 2-3 
para a maioria dos pacientes com doença tromboembólica venosa ou 
fibrilação atrial (Ansell, 2004). 

Como a warfarina é influenciada pela função hepática, pela dieta, 
pela absorção intestinal e pelo cotratamento com outros fármacos ou 
medicamentos feitos com ervas, é comum os pacientes apresentarem 
INRs elevadas ou reduzidas. Elevações discretas do INR podem ser 
tratadas pela modificação do esquema de doses. Elevações mais sig- 
nificativas podem ser tratadas com a administração oral de 2 mg de 
vitamina K. Em casos de risco significativo de sangramento, podem ser 
administradas doses mais altas de vitamina K. Entretanto, nesse caso, 
o paciente pode se tornar resistente a uma nova terapia com warfarina, 
tornando-se necessário substituir outro anticoagulante. Se o paciente 
estiver apresentando sangramento, é possível transfundir plasma fres- 
co congelado, complexos de protrombina ativada ou fator VIIa recom- 
binante, para que a hemostasia seja alcançada (Ansell, 2004). 

É preciso ter extremo cuidado ao tratar pacientes com warfarina. 
Esse anticoagulante não deve ser utilizado em pacientes que apresen- 
tem qualquer evidência de hemorragia. Pacientes sob tratamento com 
warfarina devem ser checados quanto a possíveis perdas de sangue e 
ocorrência de anemia. A warfarina é teratogênica, sendo contraindi- 
cada para mulheres grávidas (Bates, 2004). Diante da suspeita de um 
estado de deficiência de proteína C, a administração de heparina ou 
outro anticoagulante deve ser iniciada antes ou concomitantemente 
à terapia com warfarina, que não é recomendada para pacientes com 
TIH, em virtude da possibilidade de redução dos níveis de proteína C 
e da promoção de gangrena venosa em membros (Warkentin, 1997). 

O monitoramento da INR é utilizado para manter os pacientes sub- 
metidos à terapia com warfarina dentro de uma faixa que previna futu- 
ros episódios de trombose, mas sem acarretar sangramento. Enquanto 
uma meta de INR com intensidade anticoagulante de 2-3 define o in- 
tervalo de referência usual, INRs ainda mais altas podem ser solicitadas 
em determinadas circunstâncias clínicas. Pacientes, familiares e pres- 
tadores de assistência devem receber esclarecimentos sobre a terapia, 
bem como saber a importância da checagem rotineira da INR. É possí- 
vel ensinar aos pacientes o modo correto de utilizar coagulômetros de 
teste rápido para obter a medida da INR (ver adiante). 


Heparina 


A heparina é um polímero de glicosaminoglicanas sulfatadas. A hepa- 
rina não fracionada (HNF) é empregada profilática ou terapeuticamen- 
te para casos de trombose venosa e arterial. O peso molecular da HNF 
varia de 20.000 a 50.000 Da. A HNF para uso sistêmico é preparada a 
partir de intestino de porco. Para uso tópico, a HNF é obtida de pulmão 
bovino. À heparina é um inibidor de trombina “indireto”: em vez de 
exercer seu efeito ligando-se diretamente à trombina, liga-se à antitrom- 
bina de modo a aumentar a potência da ação inibitória de antitrombina 
da atividade de serina esterase da trombina (Fig. 41.2). O efeito anticoa- 
gulante é derivado da inibição de fatores de coagulação serina protease, 
sendo que as inibições mais criticas são a do fator Ila (trombina) e a 
do fator Xa. Entretanto, a heparina produz efeitos adicionais, incluindo 
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Figura 41.2 Mecanismos hipotéticos para a regulação heparina/heparan sulfato das 
interações proteina-proteina. A interação da antitrombina (AT) com a trombina (lla) é 
catalisada por uma alteração conformacional induzida pela heparina na ATIII e pela 
ligação inespecífica da trombina à heparina (HNF), aproximando ambas as proteínas 
(modelo da aproximação). Nem a heparina de baixo peso molecular (HBPM) nem o 
pentassacarídeo isolado compartilham esse mecanismo com a HNF. A interação de 
AT com o fator Xa serina protease (Xa) é catalisada por uma alteração conformacio- 
nal na ATIII induzida pela ligação a uma sequência específica de pentassacarideo 
específica da heparina encontrada na heparina não fracionada (HNF), na HBPM e 
no pentassacarídeo isolado (fondaparinux). (Modificada com permissão de Nugent 
MA: Heparin sequencing brings structure to the function of complex oligosaccha- 
rides. Proc Natl Acad Sci USA 2000; 97:10301-3.) 


liberação de inibidor da via do fator tecidual; aumento dos níveis de ati- 
vador de plasminogênio (tPA) e fibrinólise; além do comprometimento 
da função plaquetária (Saltzman, 1980). A HNF pode ser administrada 
via subcutânea ou endovenosa. O início de sua ação é rápido (Bussey, 
2004; Hirsh, 2004b). É importante alcançar uma anticoagulação efetiva 
em pacientes com doença veno-oclusiva, pois a trombina sequestrada 
pode permitir subsequente propagação do trombo (Hull, 1997). 

Uma variedade de métodos pode ser empregada para quantificar a 
HNF. Entre esses métodos, estão PTT, TT, protamina reversa, inibição 
de fator Xa e tempo de coagulação ativado (ACT, activated clotting ti- 
me — ver adiante). O PTT é o ensaio mais comumente utilizado, porém 
os reagentes de PTT variam quanto a sensibilidade à heparina. Desse 
modo, mudanças de lote de heparina ou dos reagentes empregados 
no teste requerem uma reavaliação do teste. A faixa terapêutica para o 
PTT deve ser determinada pela plotagem do PTT contra a concentra- 
ção direta de heparina, determinada pelo ensaio de inibição de fator 
Xa (Olson, 1998; 2004). A comparação entre PTT e os níveis de hepa- 
rina das amostras deve ser realizada utilizando-se amostras do pacien- 
te, e não no plasma tratado com heparina in vitro. Essa necessidade 
decorre da indução de alterações in vivo pela heparina, as quais não 
são mimetizadas pela adição de heparinas exógenas. Entretanto, atual- 
mente, falta padronização uniforme em termos de monitoramento da 
heparina por PTT (Van der Velde, 1995; Francis, 2004a). A faixa-alvo 
do PTT para a HNF é definida por um ensaio de heparina anti-Xa 
e deve ser fornecida ao médico responsável pelo tratamento (van ser 
Basselaar, 2002). O PTT é mais sensível aos efeitos da HNF do que o 
PT, contudo doses elevadas também aumentam o PT. 

A contaminação com heparina constitui causa frequente de 
prolongamento do PTT e do TT, sendo que, de fato, pode complicar o 
desempenho de diversos testes baseados na coagulação. Isso é válido par- 
ticularmente para os casos em que as amostras são extraídas com cate- 
teres endovenosos. Alguns kits de testes comerciais contêm polibrene ou 
outros agentes neutralizadores da heparina. A presença de heparina pode 
ser determinada caso um PTT prolongado apresente encurtamento após 
o tratamento com heparinase (obtida de Flavobactertum heparinum). 
Em amostra com PTT bastante prolongado, pode ser necessário reali- 
zar um segundo tratamento com heparinase para remover totalmente a 
heparina e produzir um PTT normal. Uma abordagem similar possível 
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898 consiste em empregar celulose ligadora de heparina (ECTEOLA), que 


absorve a heparina contida no plasma do paciente. Esse procedimento 
de absorção apresenta apenas efeitos mínimos sobre os demais fatores 
de coagulação, exceto quanto a uma leve redução dos níveis de fator IX 
(Hutt, 1972; Thompson, 1976; Cowan, 1981; Newman, 1995). 

A heparina é extensivamente utilizada para prevenir a formação de 
trombos durante cirurgias de desvio cardíaco. O ACT é um ensaio de 
coagulação de sangue total, em que frequentemente é utilizada terra 
diatomácea como agente de ativação. O ACT é mais comumente uti- 
lizado para monitorar a heparina em determinadas situações, como 
na cirurgia de desvio cardiopulmonar, sendo mais útil quando os ní- 
veis de heparina estão altos (2-4 U/mL) e apresentam ampla flutuação. 
Nessa faixa, o PTT é inútil. Para os casos em que há necessidade de 
um monitoramento mais preciso, podem ser considerados ensaios de 
inibição do fator Xa, especialmente úteis para pacientes obesos, com 
insuficiência renal, gestantes, com anticoagulante lúpico ou que mani- 
festem resistência à heparina. Esses ensaios são menos afetados do que 
o ACT pela presença do inibidor de proteases aprotinina, que muitas 
vezes é utilizado em cirurgias cardíacas. Quando o paciente deixa o 
desvio cardíaco, a heparina comumente é revertida pelo tratamento 
com sulfato de protamina. O progresso da neutralização com prota- 
mina pode ser determinado pela titulação do ACT. Cerca de 1 mg de 
protamina neutraliza 130 unidades de HNF. Em casos raros, quando 
o paciente é alérgico à protamina, plaquetas podem ser administradas 
para ajudar a neutralizar a heparina (Hirsh, 2004b). 

Existem situações em que os pacientes parecem ser resistentes à 
heparina, embora a definição dessa resistência possa depender de 
condições clínicas específicas. 

No contexto do tromboembolismo venoso, a resistência à heparina é 
definida como a necessidade de administrar mais de 35.000 U/24 horas 
para prolongar a permanência do PTT dentro da faixa terapêutica. Em 
contraste, durante a execução de procedimentos de desvio cardíaco, a 
definição de resistência à heparina se baseia no ACT — devendo haver 
ao menos um ACT inferior a 400 s após a heparinização — e/ou na ne- 
cessidade de administrar antitrombina exógena (Anderson, 2002). 

As causas da resistência à heparina incluem: trombose maciça, com li- 
beração de proteínas ligadoras de heparina; níveis elevados de fator VIII 
(muitas vezes evidenciados por PTTs basais baixos); tratamento com 
aprotinina ou nitroglicerina; obesidade severa; deficiência de antitrom- 
bina; TIH; câncer (Edson, 1967; Young, 1992; Bharadwaj, 2003; Francis, 
2004a). Em certos casos de aparente resistência à heparina, conforme 
medida fornecida pelo PTT, como ocorre diante de níveis elevados de fa- 
tor VIII, a simples mudança para ensaios de antifator Xa pode constituir 
uma média mais apropriada dos níveis de heparina (Hirsh, 2004b). 


Heparinas de baixo peso molecular 


As heparinas de baixo peso molecular (HBPMs) derivam da HNF. 
Apresentam massas moleculares na faixa de 2.000 a 10.000 Da (Tab. 
41.1). Em virtude de seu pequeno tamanho, as HBPMs são ineficazes 
em permitir que a antitrombina inative o fator Ila, contudo inativam o 
fator Xa mesmo assim. Os ensaios anti-Xa, em vez do PTT, são utiliza- 
dos quando ha necessidade de quantificar a HBPM (Boneu, 2001). A 
faixa terapéutica geral para HBPM em pacientes sob tratamento para 
distúrbios tromboembólicos venosos é diferente para cada composto. 
Em razão da diminuição da ligação às proteínas plasmáticas, é possí- 
vel esperar uma resposta previsível às HBPMs na maioria dos casos, as 
quais podem ser administradas via subcutânea 1 a 2 vezes/dia (Bou- 
nameaux, 2004; Harenberg, 2004). Os níveis plasmáticos de HBPM 
normalmente não são monitorados, exceto durante o tratamento de 
crianças, gestantes e pacientes notavelmente obesos ou com insufici- 
ência renal. Quando esse monitoramento é realizado, é comum coletar 
uma amostra de sangue em aproximadamente 4 horas após a adminis- 
tração da última dose, uma vez que esse é o momento previsto para a 
ocorrência dos níveis de pico (Bounameaux, 2004; Harenberg, 2004). 

Complicações de osteopenia e TIH são menos frequentes quando 
se utiliza HBPM, em vez de HNF (Pettila, 2002; Schulman, 2002). En- 
tretanto, pacientes com TIH estabelecida não devem ser submetidos à 
anticoagulação com HBPM. Se por um lado as HBPMs inicialmente 
são menos imunogênicas, uma vez que os anticorpos já tenham sido 
realmente produzidos após a administração da HNF, também pode 


Tabela 41.1 Comparação das propriedades da HBPM, fondaparinux e 
idraparinux 


Aspecto HBPM Fondaparinux | Idraparinux 

Modo de administração § Subcutanea Subcutânea Subcutânea 

Biodisponibilidade (%) 80 - 90 100 100 

Meia-vida (h) 4 17 80 

Alvo Fator Xa e Fator Xa Fator Xa 
trombina 

Depuração renal Sim Sim Sim 

Neutralização por Parcial Não Não 


sulfato de protamina 


Fonte: Bates SM, Weitz JI: New anticoagulants: beyond heparin, low-molecular-weight 
heparin and warfarin. Br J Pharmacol 2005; 144:1017-1028. 


ocorrer uma interação antigeno-anticorpo com a administração sub- 
sequente de HBPM (Warkentin, 1997; Schenk, 2003). 


Trombocitopenia induzida por heparina 


A trombocitopenia que surge no contexto da terapia com heparina 
pode ocorrer de duas formas. Acredita-se que a trombocitopenia nao 
imune associada à heparina (TAH) resulte da ativação plaquetária sub- 
sequente à ligação direta da heparina às plaquetas (Horne, 2001). O 
grau de trombocitopenia geralmente é brando e transiente. São bem 
mais preocupantes os processos imunomediados, às vezes referidos 
como “trombocitopenia induzida por heparina de tipo II” — o nome 
mais comum é simplesmente “TIH”. Além disso, quando a trombose 
venosa e/ou arterial surge no contexto da TIH, a entidade é referida 
como “trombocitopenia e trombose induzidas por heparina” (TTIH). 
Estudos recentes (Rauova, 2005) sugeriram que a HNF estrutura tetra- 
meros de PF4 em complexos ultragrandes (CUGs), que são particular- 
mente antigênicos. Se ocorrer ligação de múltiplas moléculas de IgG 
ao CUG, as regiões Fc desses anticorpos podem, então, ser orientadas 
de modo a favorecer sua ligação aos receptores plaquetários FcRIIA. 
Como consequência dessa ligação, ocorre transdução de sinal e sub- 
sequente ativação plaquetária. As manifestações dessa ativação pla- 
quetária incluem secreção de material granular e liberação de micro- 
partículas plaquetárias, cujas fosfatidilserinas voltadas para o meio 
externo podem potencialmente promover a geração de trombina e, 
assim, intensificar a coagulação. Anticorpos dirigidos contra outras 
quimiocinas que compartilharam suas estruturas com o PF4 (a famí- 
lia de quimiocinas CXC) — incluindo a interleucina (IL)-8, a proteína 
induzível pelo interferon-8 (IL-10), a proteína básica plaquetária e seu 
produto proteolítico B-tromboglobulina, além da proteína ativado- 
ra de neutrófilos 2 — também podem causar TIH (Greinacher, 1994; 
Amiral, 1996). Anticorpos associados à TIH podem igualmente fazer 
com que as células endoteliais e monócitos ativem a expressão do fa- 
tor tecidual (Fig. 41.3). A TIH é mais frequente diante da exposição à 
heparina bovina do que à heparina suína. Na apresentação costumei- 
ra, a contagem plaquetária sofre uma queda 5 a 10 dias após a exposi- 
ção à heparina. A concentração de plaquetas pode se tornar inferior a 
150.000 plaquetas/u1 ou cair a níveis inferiores a 50% do pico da con- 
tagem plaquetária ou da contagem anterior ao início da administração 
de heparina. Quando isso ocorre, o tratamento com heparina deve ser 
totalmente descontinuado (incluindo os jatos de heparina dos catete- 
res). Na maioria dos casos, a contagem plaquetária diminui em 4 a 5 
dias contados a partir do início da terapia, porém há certos casos em 
que a trombocitopenia pode ocorrer em 2 a 3 dias ou persistir mesmo 
após a descontinuação da administração de heparina, quando os níveis 
de anticorpos ainda estão altos. Cerca de 1/3 dos pacientes tromboci- 
topênicos com anticorpos TIH-associados de fato desenvolvem trom- 
boses (Fig. 41.4). Tromboses venosas são mais comuns que as arteriais, 
com envolvimento mais frequente dos membros inferiores. A forma- 
ção de micropartículas plaquetárias que apresentam exposição de fos- 
fatidilserina na superfície externa provavelmente acarreta produção de 
trombina e tromboses venosas subsequentes (Warkentin, 2004). Os pa- 
cientes podem apresentar áreas de necrose cutânea no sítio das injeções 
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Figura 41.4 Modelo iceberg de trombocitopenia induzida por heparina. O de- 
senvolvimento de uma trombocitopenia real ocorre apenas em um subgrupo de 
indivíduos produtores de anticorpos para TIH, sendo que somente um subconjunto 
desses indivíduos com trombocitopenia realmente desenvolve trombose. Repare 
como a trombocitopenia é amplamente definida, abrangendo pacientes que apresen- 
tam uma queda relativamente significativa da contagem plaquetária, mesmo quando 
o nadir de plaquetas é >150 x 10º/L. (Modificada com permissão de Warkentin TE, 
Greinacher A: Laboratory testing for heparin-induced-thrombocytopenia. In: Warken- 
tin TE, Greinacher A (eds): Induced Thrombocytopenia, 2.ed., New York, Marcel 
Deller, 2001, pp. 231-69.) 


de heparina, bem como reações inflamatórias sistêmicas após um bo- 
lo de heparina, podendo exibir evidências de resistência à heparina. É 
necessário excluir outras causas possíveis de trombocitopenia. Quando 
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Figura 41.3 Patogênese da trombocitopenia in- 
duzida por heparina — um papel central para a 
geração de trombina. Anticorpos IgG antiTIH se 
ligam a vários epítopos idênticos no mesmo com- 
plexo antigênico, formando imunocomplexos que 
se tornam localizados na superfície plaquetária. 
Os imunocomplexos de IgG podem fazer ligação 
cruzada com os receptores FcyRila existentes nas 
plaquetas, resultando na ativação plaquetária 
dependente de FeyRila. O complexo GP Ilb/llla é 
desnecessário à ativação plaquetária. As plaquetas 
ativadas desencadeiam a cascata de eventos que 
acaba por levar à ativação das vias de coagula- 
ção, com consequente geração de trombina. As 
plaquetas ativadas liberam proteínas contidas nos 
grânulos a, entre as quais PF4, levando à formação 
de complexos heparina-PF4 mais multimolecula- 
res, montando um círculo vicioso e desencadeando 
ainda mais a ativação plaquetária. As plaquetas 
ativadas se ligam ao fibrinogênio, recrutam outras 
plaquetas e começam a formar um coágulo primá- 
rio. Durante a alteração de formato, há liberação 
de micropartículas pró-coagulantes derivadas de 
plaquetas, fornecendo uma superfície fosfolipídica 
para amplificar a geração de trombina. O PF4 libe- 
rado também se liga ao heparan sulfato existente 
na célula endotelial, dando origem a complexos 
antigênicos locais aos quais se ligam os anticorpos 
para TIH. A expressão de fator tecidual em monó- 
citos e células endoteliais ativadas intensifica ainda 
mais a produção de trombina. (Modificada com 
permissão de Warkentin TE, Greinacher A: Labora- 
tory testing for heparin-induced-thrombocytopenia. 
In: Warkentin TE, Greinacher A (eds): Induced 
Thrombocytopenia, 2.ed., New York, Marcel Deller, 
2001, pp. 231-69.) 

















a heparina é descontinuada, normalmente a trombocitopenia diminui 
em 9 a 10 dias. Entretanto, o paciente pode apresentar risco de desen- 
volvimento de trombose por várias semanas após a suspensão do trata- 
mento com heparina. 

Um diagnóstico presuntivo de TIH muitas vezes é feito apoiado em 
bases clínicas, principalmente nos casos em que o curso temporal e a 
extensão da queda da contagem plaquetária se encaixam de forma con- 
vincente à terapia com heparina prescrita ao paciente. Em tais casos, as 
decisões acerca do tratamento podem ser tomadas independentemente 
de os resultados dos testes laboratoriais também apontarem nessa dire- 
ção. Nas situações em que um diagnóstico de TIH parece ser mais equi- 
vocado, o teste laboratorial para detecção dessa condição pode exer- 
cer papel mais significativo no processo de tomada de decisão clínica 
subsequente. Um teste para TIH ideal deve apresentar sensibilidade e 
especificidade perfeitas, além de poder ser realizado rapidamente e de 
forma custo efetiva. A maioria dos laboratórios atualmente emprega 
uma estratégia de testes em que o teste inicial (ou único) é prontamen- 
te realizado por imunoensaio de ELISA-PF4, com alta sensibilidade e 
especificidade um pouco menor. A execução de testes funcionais é ti- 
picamente bem mais trabalhosa, contudo, esses testes proporcionam 
a vantagem de uma alta especificidade. Foi relatado que uma combi- 
nação de testes imunológicos e funcionais forneceu valores preditivos 
negativos e positivos significativamente elevados (Francis, 2004b). 
Um aspecto crítico relacionado ao projeto dos testes funcionais para 
TIH é a escolha do alvo sobre o qual atuarão os anticorpos presentes 
no sangue do paciente. Os testes antigos empregavam plasma rico em 
plaquetas proveniente de doadores normais. Todavia, segundo uma 
análise consideravelmente detalhada (Warkentin, 2001), a lavagem des- 
sas plaquetas-alvo para a remoção do plasma que as acompanha po- 
de melhorar bastante o desempenho do teste. Na América do Norte, 
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de serotonina (ELS). No ELS, as plaquetas lavadas que captaram sero- 
tonina exógena são desafiadas com o plasma do paciente na presença 
de concentrações ótimas de heparina, e a quantidade de serotonina li- 
berada é considerada o ponto terminal. Esse teste pode ser realizado 
empregando-se serotonina radiomarcada e medindo-se a radioativi- 
dade no produto de liberação plaquetária, ou pelo emprego de HPLC 
ou por outros métodos analíticos para quantificar a liberação de se- 
rotonina não radioativa. Notavelmente, inúmeros laboratórios euro- 
peus obtiveram resultados comparáveis ao utilizarem a agregação em 
micropoços como ponto terminal funcional, com plaquetas lavadas de 
forma semelhante (Warkentin, 2001). Outro ponto final explorado é 
a formação de micropartículas plaquetárias, detectáveis por métodos 
de citometria de fluxo. Qualquer um desses ensaios envolve o ajuste de 
uma série de aspectos técnicos, entre os quais a seleção dos doadores 
de plaqueta e se esses doadores devem ou não ser testados quanto aos 
polimorfismos em FcRIIA. O bloqueio com anticorpos monoclonais 
dirigidos contra o receptor plaquetário FcRIIA e/ou a inibição das res- 
postas funcionais pela adição de heparina em altas concentrações são 
medidas empregadas por alguns grupos que tentam aumentar a especi- 
ficidade do teste, ainda que a utilidade dessas medidas continue sendo 
objeto de discussão (Warkentin, 2001). Por fim, nas circunstâncias em 
que o epítopo-alvo é atípico (1. e., epítopos não previstos junto ao PF4), 
ao mesmo tempo que os imunoensaios altamente específicos podem 
falhar em detectar anticorpos associados à TIH, não seria de se esperar 
que essa atipicidade influenciasse os ensaios funcionais. 

Uma potencial armadilha na interpretação do teste para TIH, em 
particular quando são realizados imunoensaios, é a identificação de 
anticorpos imunorreativos na ausência de achados clínicos envol- 
vendo uma TIH verdadeira. Provavelmente, na melhor das hipóteses, 
esses anticorpos representam uma forma subclínica de TIH ou, na 
pior hipótese, um resultado biológico falso-positivo equivocado (aná- 
logo ao resultado falso-positivo no teste para detecção de VDRL, no 
caso dos anticoagulantes lúpicos). O grau de adequação das condições 
clínicas (mais tipicamente as contagens plaquetárias em queda, que 
apresentam relação temporal razoável em termos de administração 
de heparina), dessa forma, possui importância considerável quando 
se avalia a conveniência de realizar ou não esse tipo de teste. No en- 
tanto, o laboratório às vezes é convocado a realizar o teste de detecção 
de TIH para indivíduos assintomáticos que já apresentaram resultado 
positivo para essa condição no passado. Embora tenha sido demons- 
trado que a maioria dos anticorpos associados à TIH não reaparece de 
forma anamnésica quando o paciente volta a ser desafiado com hepa- 
rina decorridos mais de 6 meses da perda de anticorpos detectáveis, 
o monitoramento desses pacientes novamente desafiados é funda- 
mental. No evento em que uma resposta anamnésica se desenvolve, 
a re-emergência dos anticorpos pode ser bastante dramática, reque- 
rendo no mínimo uma rápida detecção das contagens plaquetárias em 
queda, quando não a realização de testes mais específicos para TIH. 


Monitoramento de anticoagulação com teste rápido 


Existem vários tipos de monitoramento por teste rápido (TR). O 
ACT é utilizado com frequência para guiar a terapia com heparina 
durante cirurgias cardíacas e cateterizações. Os instrumentos de TR 
costumam utilizar pérolas de vidro ou caulim como ativadores. Os ní- 
veis basais devem ser superiores a 300 s, a fim de prevenir a formação 
de microtrombos durante a realização de cirurgias de desvio cardíaco. 
O ACT pode ser influenciado pela quantidade e pela qualidade de pla- 
quetas, temperatura, anticoagulantes lúpicos, níveis de fatores de coa- 
gulação ou hemodiluição. À aprotinina, uma antiprotease que ajuda a 
prevenir perdas sanguíneas maiores em cirurgias cardíacas, prolonga 
o ACT nos ensaios à base de caulim, conduzindo à subestimação da 
heparina nos ensaios à base de celite. 

Foram inúmeros os novos progressos na área da tecnologia de moni- 
tores de TR para terapia anticoagulante oral. Tecnologias mecânicas que 
utilizam movimentação magnética de limalha de ferro, detectores de flu- 
xo de movimento, substratos fluorescentes cliváveis de trombina, detec- 
tores eletroquímicos de alterações de impedância, além de tecnologias 
de dispersão de luz laser foram empregadas para detectar a formação de 
coágulos e transformar os dados obtidos em PT-INR reportável. Cada 


tipo de medida TR-PT deve ser caracterizado para ser utilizado com 
pacientes de maneira específica (National Committee for Clinical La- 
boratory Standards, 2004). Com frequência, comparações de resultados 
obtidos com diferentes instrumentos TR-PT e de base laboratorial são 
incompatíveis (Nutescu, 2004). Um TR INR fora dos limites deve ser 
novamente testado no laboratório clínico (Sunderji, 2005). 


Inibidores de trombina diretos 


A hirudina originalmente isolada a partir das glândulas salivares de 
sanguessugas é disponibilizada sob a forma de proteína recombinante 
(refludan, lepirudin). Ela forma um complexo essencialmente irreversi- 
vel com a trombina. A lepirudin tem sido utilizada no tratamento de pa- 
cientes com TIH. Com uma meia-vida de 90 a 120 minutos, a lepirudin 
é depurada pelos rins. Sua atividade anticoagulante foi monitorada por 
PTT, com uma faixa-alvo de 1,5 a 2,5 vezes o valor basal de PTT (Call, 
2004). Entretanto, nos casos em que o paciente apresenta valores basais 
de PTT anormais (p. ex., na presença de anticoagulante lúpico), o moni- 
toramento por PTT pode não ser confiável. Uma alternativa ao monito- 
ramento por PTT dos IDTs é o tempo de coagulação com ecarina (ECT, 
ecarin clotting time), que emprega o veneno de Echis carinatus. A enzima 
ativa desse veneno é uma metaloproteinase que converte a protrombina 
em meizotrombina — uma reação passível de bloqueio por IDTs. Uma 
curva de calibração para ECT pode ser criada pelo enriquecimento do 
plasma com IDTs in vitro (Nowak, 2001; Kolde, 2004). O IDT pode ini- 
bir a proporção PT/INR. O monitoramento anticoagulante durante a 
ponte de transição entre a administração de IDT e terapia com antago- 
nista de vitamina K é realizado empregando-se um ensaio cromogênico 
para fator Xa ou pela descontinuação do IDT por várias horas, seguida 
da quantificação do INR do paciente vários dias após o término da te- 
rapia com antagonista de vitamina K (Hoppensteadt, 1997; Tobu, 2004; 
Walenga, 2004). Um IDT relacionado — bivalirudin — é uma molécula 
de ação relativamente curta, cujo uso foi aprovado para pacientes sub- 
metidos à angioplastia coronariana (Merry, 2004). 

O argatroban, um IDT sintético derivado da L-arginina, também teve 
o uso aprovado para tratamento da TIH. Foi sugerida uma ampla janela 
de 1,5 a 3 vezes o valor basal de PTT para faixa-alvo terapêutica do ar- 
gatroban (Call, 2004). Metodologias de monitoramento alternativas po- 
dem ajudar a estreitar essa faixa. O argatroban é metabolizado no fígado 
e pode ser utilizado para pacientes com função renal comprometida. 

O ximelagatran é um dipeptídeo pró-fármaco que pode ser tomado 
via oral. Após a absorção a partir do intestino delgado, ele é convertido 
no IDT ativo melagatran. A terapia inicial pode ser iniciada pela ad- 
ministração endovenosa do melagatran, seguida do ximelagatran oral. 
A eficácia do índice de segurança do ximelagatran é comparável à da 
warfarina. Poucos fármacos interferem na ação do melagatran. Embo- 
ra o monitoramento laboratorial tipicamente seja dispensável (Gus- 
tafsson, 2001; Francis, 2003; Kessler, 2004), é possível realizá-lo simi- 
larmente ao modo como se faz para os demais IDTs (Fenyvesi, 2002). 
Ainda que não seja o teste ideal para monitoramento da atividade do 
melagatran, o prolongamento do PTT tem sido utilizado em situações 
emergenciais para monitorar os efeitos desse IDT (Carlsson, 2005). 
Cerca de 10% dos pacientes tratados com melagatran apresentam ele- 
vação dos níveis de enzimas hepáticas. Por esse motivo, recomenda-se 
o monitoramento da alanina aminotransferase em pacientes tratados 
com esse fármaco. Por outro lado, o uso do ximelagatran não foi apro- 
vado nos Estados Unidos. 

É evidente que os IDTs têm exercido um papel cada vez maior na 
anticoagulação. No momento, seu uso primário se destina ao trata- 
mento de pacientes com TIH. Futuramente, contudo, é previsto que 
essas substâncias sejam utilizadas para uma gama maior de condições 
clínicas e, em particular, no tratamento de pacientes em que é com- 
provadamente difícil estabilizar a intensidade do processo de anticoa- 
gulação apenas com o uso dos agentes tradicionais. 


Novos anticoagulantes 


Até recentemente, a escolha dos reagentes promotores de anticoa- 
gulação de longa duração limitava-se sobretudo à warfarina. Uma 
variedade de novos anticoagulantes está sendo desenvolvida e testada 
para inibir as diversas etapas das cascatas de coagulação (Mammen, 


2004; Weitz, 2005; Hirsh, 2005). É importante que o laboratorista 
acompanhe a introdução de novos agentes, suas respectivas exigências 
em termos de monitoramento laboratorial e os métodos ideais para 
realização desse monitoramento. Os fármacos em desenvolvimento 
atualmente, ou em fase de aprovação do uso, estão listados na Tabela 
41.1 e são ilustrados na Figura 41.5. Entre estes, estão: 
* inibidores de fator tecidual/VII. Uma forma recombinante de 
inibidor da via do fator tecidual está sendo testada: o polipeptídeo 
NAPc2, que se liga ao fator Xa e inibe Flla; 


* inibidores indiretos e diretos de fator Xa. Os inibidores indiretos 
requerem a ligação à antitrombina. Os inibidores diretos de Xa se 
ligam aos sítios ativos desse fator. O fondaparinux é um inibidor 
indireto de Xa que pode ser administrado diariamente, via subcu- 
tânea. Esse agente não forma complexos com PF4 e é improvável 
que cause TIH. A protamina não reverte seus efeitos. O idaparinux 
é um inibidor indireto do fator Xa que apresenta meia-vida longa. 
Pode ser administrado via subcutânea, semanalmente. Existem 
agentes antifator Xa (p. ex., DPC906) administráveis via oral que 
ainda estão sendo avaliados; 


* a proteína C ativada recombinante, a proteína C natural e a 
trombomodulina recombinante apresentam graus variáveis de 
atividade anticoagulante. Além disso, proteína C ativada pode 
ser empregada no tratamento da sepse (Griffin, 2002; Liaw, 
2004). 


Terapia antiplaquetária 


Diversas classes de compostos estão sendo empregadas para reduzir a 
funcionalidade plaquetária. Entre esses compostos, estão a aspirina, ou- 
tros inibidores de ciclo-oxigenases, os antagonistas do receptor de ADP 
e os antagonistas do receptor de glicoproteína (GP) IIb/IIIa. Contras- 
tando com os anticoagulantes orais ou com a heparina, a terapia anti- 
plaquetária tradicionalmente não é monitorada de perto pelo laborató- 
rio. Notavelmente, contudo, o laboratório está começando a exercer um 
papel maior. As questões que potencialmente podem ser respondidas 
por testes laboratoriais são: 1) se as plaquetas de um paciente são ou não 
resistentes à inibição por um dado agente; 2) que dose de agente é ne- 
cessária para obter a intensidade de inibição desejada; 3) após o término 
da terapia, em que momento a função plaquetária retorna a um nível 
adequado, de modo a ser útil diante de desafios hemostáticos significa- 
tivos (p. ex., cirurgia); 4) se a trombocitopenia observada após a terapia 
antiplaquetária pode ser razoavelmente atribuída à própria terapia em 
si. 

Certamente, a aspirina é um agente que prevaleceu na terapêutica por 
longo período. Como é bem sabido, a aspirina acetila a ciclo-oxigenase 
de modo irreversível. No caso das plaquetas, desprovidas de núcleo, essa 
ação efetivamente significa que somente as plaquetas recém-liberadas 
dos megacariócitos, ao caírem na circulação, conseguem se recuperar do 
efeito inibitório da aspirina. Enquanto as plaquetas humanas circulam 
no sangue em média por 10 dias, já existe uma normalização substan- 
cial da responsividade funcional plaquetária 5 a 7 dias após a conclusão 
da terapia com aspirina. Esse fenômeno pode ser em virtude da capa- 
cidade do tromboxano A, — o produto ativo da via da ciclo-oxigenase 
plaquetária em plaquetas não tratadas com aspirina — de estimular as 
plaquetas mais próximas, cujas ciclo-oxigenases tenham sido acetila- 
das pela aspirina. Todavia, nos últimos anos, a atenção tem se voltado 
para as variações individuais apresentadas pelas respostas de diferentes 
pacientes à ação inibitória da aspirina (Mason, 2004; Sanderson, 2005). 
Considerando que a relativa resistência aos efeitos inibitórios da aspiri- 
na pode implicar a necessidade de um tratamento antiplaquetário adi- 
cional ou alternativo sob determinadas condições clínicas, o laboratório 
pode ser útil no sentido de quantificar essa resistência. Atualmente, duas 
abordagens principais são empregadas para avaliar a resistência plaque- 
tária à aspirina. Como as plaquetas constituem o principal tipo celular 
a produzir tromboxano, ensaios para detecção dessa substância forne- 
cem uma medida da atividade da ciclo-oxigenase plaquetária. O trom- 
boxano A, é convertido em tromboxano B, e, consequentemente, na 
forma mais estável 11-desidrotromboxano B,. Assim, foi desenvolvido 
um ensaio para detectar esse último metabólito em amostra de plasma, 
como forma de medida indireta da atividade da ciclo-oxigenase plaque- 
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tária (Catalla, 1986). Para essa mesma finalidade, subsequentemente 
também são empregados ensaios para detecção de 11-desidrotrombo- 
xano B, urinário (Eikelboom, 2002). Uma abordagem alternativa, que 
avalia a funcionalidade plaquetária real de forma mais direta, consiste 
na quantificação da agregação plaquetária após a estimulação das pla- 
quetas in vitro por um agonista fortemente dependente de uma via de 
ciclo-oxigenase intacta. O ácido araquidônico, ou compostos correlatos, 
são empregados com frequência como agonistas nesses estudos. Para a 
validação desses ensaios funcionais (desde que sejam capazes de identi- 
ficar a resistência à aspirina), é importante realizar uma padronização 
bastante firme do procedimento adotado no teste. Embora essa pa- 
dronização com certeza seja realizada pelos agregômetros plaquetários 
com a utilização de amostras de plasma rico em plaquetas (Cap. 39), 
estão sendo desenvolvidos novos métodos que fornecem informações 
comparáveis diretamente a partir de amostras de sangue total antico- 
agulado. Por exemplo, estudos ópticos sobre agregação plaquetária po- 
dem ser realizados com amostras de sangue total do paciente, às quais 
tenham sido adicionadas pérolas plásticas recobertas com fibrinogênio 
e impregnadas com corante infravermelho (i. e., um corante que absor- 
ve luz na região de infravermelho do espectro eletromagnético). Após 
a adição de ácido araquidônico, as pérolas cobertas com fibrinogênio 
coagregam-se com as plaquetas, presumivelmente em razão da ligação 
do fibrinogênio as formas de GP IIb/IIIa ativas (em termos de confor- 
mação) presentes nas plaquetas estimuladas. Enquanto a absorbância 
eritrocitária no comprimento de onda da luz visível inviabilizou pre- 
viamente a agregometria óptica de amostras de sangue total, a intro- 
dução das técnicas que utilizam infravermelho possibilitou quantificar 
rapidamente a agregação plaquetária (como aumento da transmitância 
da luz infravermelha) e a intensidade de sua inibição pela aspirina ou 
outros agentes antiplaqueta (Smith, 1999; Wang, 2003). Estudos sobre 
agregação no sangue ou no plasma rico em plaquetas também se mos- 
traram úteis em cenários clínicos definidos, como a angioplastia coro- 
nariana transluminal percutânea (PTCA, percutaneous transluminal 
coronary angioplasty) para avaliação do grau de reatividade plaquetária 
residual subsequente à inibição das plaquetas por abciximab, eptifibati- 
de e outros antagonistas do complexo plaquetário GP IIb/Illa (Cap. 39) 
(Hezard, 2000; Matzdorff, 2001). Dessa mesma forma, é possível avaliar 
a presença de receptores purinérgicos ADP na superfície das plaquetas 
após o tratamento com ticlopidina ou clopidogrel. 
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Além da agregometria, outros métodos podem ser empregados para 
detectar a ativação plaquetária exercida por agonistas e, por conseguin- 
te, também a inibição dessa ativação com terapias antiplaquetárias. A 
citometria de fluxo pode ser empregada com essa finalidade, para detec- 
ção de marcadores da ativação plaquetária. A translocação da P-seletina 
a partir dos grânulos a intracitoplasmáticos, na plaqueta em repouso, 
para a membrana extracelular, após estimulação plaquetária suficien- 
te, fornece um desses marcadores. Nesse caso, o número relativamente 
pequeno de moléculas de P-seletina detectáveis, mesmo quando as pla- 
quetas são totalmente ativadas, limita o intervalo dinâmico desse mar- 
cador. Anticorpos sensíveis à alteração conformacional da molécula GP 
IIb/IIIa associada à ativação plaquetária potencialmente oferecem um 
maior intervalo dinâmico de sinal, que vai desde as plaquetas comple- 
tamente inativadas até àquelas em estado de ativação total. Abordagens 
utilizando citometria de fluxo também foram empregadas para moni- 
torar a funcionalidade residual do complexo GP IIb/IIIa após o trata- 
mento de pacientes com inibidores dessa molécula (Hezard, 2000; Mat- 
zdorff, 2001), bem como para quantificar micropartículas plaquetárias 
como indicador de ativação plaquetária (Craft, 2004). 

Nos últimos anos, tem havido interesse crescente na possibilidade 
de o teste diagnóstico molecular dos polimorfismos plaquetários ser 
útil para a individualização da terapia antiplaquetária aplicada a ca- 
da paciente. Até o momento, têm sido mais enfatizadas as principais 
glicoproteínas da membrana plaquetária, embora potencialmente se- 
ja possível comprovar que outras moléculas existentes nas plaquetas 
apresentam significativo valor preditivo em relação a diversos agentes 
terapêuticos. Provavelmente, o polimorfismo mais promissor nes- 
se sentido é o polimorfismo de aminoácido único PLA!/PLA’, que 
ocorre junto ao complexo receptor GP IIb/IIIa. A presença do alelo 
PLA’, expresso tanto em homozigose quanto em heterozigose, parece 
ser capaz de reduzir a dose necessária para obtenção de um grau de 
inibição plaquetária comparável àquele promovido por vários agentes 
antiplaqueta, entre os quais a aspirina e o antagonista de GP IIb/IIla 
abciximab (Michelson, 2000). 

Com o uso rotineiro dos antagonistas de GP IIb/IIIa na PTCA e em 
outros procedimentos invasivos, tem se reconhecido cada vez mais 
que a trombocitopenia pode complicar a administração desse fár- 
maco (Abrams, 2004). Em alguns casos, essa queda na contagem de 
plaquetas parece ser devida à ocorrência de uma interação imediata 
entre o fármaco e as plaquetas, possivelmente causada por anticorpos 
pré-formados fármaco-dependentes (Aster, 2004). Em outros casos, o 
curso temporal da trombocitopenia sugere o desenvolvimento de an- 
ticorpos contra o próprio fármaco ou dirigidos a um neoepítopo for- 
mado pela ligação do fármaco ao seu alvo plaquetário (Curtis, 2002, 
2004; Nurden, 2004). Embora seja difícil estabelecer essa etiologia fár- 
maco-dependente utilizando métodos laboratoriais, podendo às vezes 
comprovar que se trata de algo simplesmente indefinível, as metodo- 
logias empregadas na atualidade para avaliar essas trombocitopenias 
adquiridas incluem citometria de fluxo, imobilização de antígenos 
plaquetários com anticorpo monoclonal específico (MAIPA, mono- 
clonal antibody-specific immobilization of platelet antigens) e técnicas 
correlatas (Cap. 39). 
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O sangue deve ser coletado diretamente no tubo contendo anti- 
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- Em uma extração direta, o tempo de protrombina (PT) e o tempo 
parcial de tromboplastina (PTT) não são afetados se o primeiro 
tubo for testado. Recomenda-se evitar a coleta de sangue utilizan- 
do-se linhas previamente tratadas com jatos de heparina. 


* O sangue deve ser transferido em 1 minuto para um tubo conten- 
do anticoagulante bem homogeneizado, invertendo-se o tubo pelo 
menos quatro vezes. Não agitar o tubo vigorosamente. 


* Como anticoagulante, deve ser utilizado citrato de trissódio a 3,2%. 
Adotar a proporção de 9 partes de sangue para 1 parte de citrato. 


* Amostras inadequadamente preenchidas ou coaguladas devem ser 
descartadas. 


* A amostra deve ser centrifugada e conter baixa concentração de 
plaquetas (definida como sendo inferior a 10 x 107/L. 


- Amostras hemolisadas são descartadas. 


* Amostras ictéricas ou lipêmicas devem ser analisadas empregan- 
do-se um método mecânico para detecção de coagulação. 


Armazenamento das amostras 


- As determinações de PT podem ser mantidas a 18-24°C, seja em 
plasma separado ou em células centrifugadas, e testadas dentro de 
24 horas. À ativação a frio do fator VII pode ocorrer a 2-4°C. 


- Amostras de rotina heparinizadas podem ser mantidas, centri- 
fugadas ou não, em um tubo fechado e com as células a 18-24°C, 
sendo testadas dentro de um período de 24 horas. Amostras trata- 
das com heparina não fracionada (HNF) devem ser centrifugadas 
até 1 hora após a coleta, sendo que o plasma deve ser testado den- 
tro de um período de 4 horas. 


* Caso teste não seja realizado dentro de 24 horas para avaliação 
do PT, ou dentro de 4 horas para avaliação do PTT, o plasma deve 
ser removido e congelado a -20°C para ser testado em até 2 sema- 
nas, ou armazenado a -70ºC para ser testado em até 4 semanas. 
Essas amostras congeladas devem ser rapidamente descongeladas 
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saiadas imediatamente. Elas podem ser mantidas a 4ºC e ensaiadas 
dentro de 4 horas. 
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Visão geral do sistema imune 


e distúrbios imunológicos 


Richard A. McPherson MD, Davis Massey MD PhD 


Células linfoides 
Linfócitos T 
Linfócitos B 
Células apresentadoras de antígeno 
Células natural killer 


Células não linfoides 
Neutrófilos e eosinófilos 
Basófilos e mastócitos 


PONTOS-CHAVE 

e O sistema imune é constituído pelos componentes 
celular e humoral, que defendem o corpo contra 
microrganismos invasores. A deficiência de fatores individuais do 
sistema imune pode tornar um indivíduo suscetível a diferentes 
infecções. 


e As células linfoides do sistema imune são as células T, que 
atacam diretamente os antígenos estranhos, e as células B, 
sintetizadoras de imunoglobulinas que se combinam a tais 
antígenos. As células apresentadoras de antígeno são cruciais para 
a comunicação célula-célula que direciona as respostas imunes. 





* Os mecanismos pelos quais os linfócitos se diferenciam em 
células T e B envolvem o rearranjo de genes codificadores 
do receptor de antígeno da célula T, e dos genes das 
imunoglobulinas, respectivamente. 


e Os linfócitos presentes em amostras obtidas de pacientes 
são caracterizados pela detecção de proteínas de superfície 
— os marcadores de grupo de diferenciação (CD, cluster of 

differentiation) — que designam o subconjunto e a função. 


* Os elementos celulares adicionais são os linfócitos natural killer, 
além de neutrófilos, eosinófilos e efetores da hipersensibilidade 
mediada pela IgE — basófilos e mastócitos. 

e Além das imunoglobulinas ou anticorpos, os demais elementos 
humorais incluem uma série de proteínas que atuam em cascata 
no sistema complemento, promovendo a destruição enzimática 
de células estranhas e o recrutamento de infiltrados celulares 
mediado pela ação de citocinas. 


e Os antígenos de histocompatibilidade exercem papel essencial 
na apresentação de antígenos às células T e também compõem a 
identidade imunológica de um indivíduo, a qual é importante na 
rejeição de órgãos transplantados. 

e Lesões imunológicas podem ocorrer como resultado de 

uma resposta excessiva a exposições antigênicas específicas, 
como ocorre nas alergias ou na presença de imunocomplexos 
circulantes. 


e As doenças autoimunes são produzidas diante da falha dos 
mecanismos responsáveis pela manutenção da tolerância 
imunológica aos antígenos próprios (autoantígenos), com 
consequente formação de vários anticorpos somada à ativação do 
sistema imune celular contra os próprios tecidos do paciente. 


e As medidas laboratoriais relacionadas ao sistema imune 
envolvem técnicas relativamente simples para contagem de 
linfócitos e respectivos subgrupos, bem como para 

uantificar as concentrações totais de imunoglobulinas e proteínas 
ds complemento. Métodos mais complexos, como a detecção 
de rearranjos genéticos, caraterização de autoanticorpos e 
reatividade da IgE a alérgenos, são úteis para o diagnóstico de 
numerosos distúrbios que afetam o sistema imune. 
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O sistema imune está estruturado para reconhecer, responder e 
destruir uma ampla variedade de organismos invasores, como bacté- 
rias, vírus, fungos e parasitas, que, de outro modo, causariam infec- 
ções prejudiciais ao corpo. A descoberta dos componentes do siste- 
ma imune frequentemente sucedeu investigações acerca de infecções 
sérias e reações específicas produzidas pelo corpo para combater 
organismos patológicos. Em geral, essa função imunológica pode ser 
resumida como sendo uma busca por antígenos estranhos (ou não 
próprios), que não pertencem ao corpo, para destruí-los em seguida. 
Nesse processo, o sistema imune também se mantém vigilante quanto 
ao aparecimento de antígenos novos ou estranhos presentes em células 
tumorais, bem como empreende tentativas no sentido de destruí-los 
sem danificar os antígenos normais (ou próprios) nas células sadias. 
Estados doentios podem surgir como resultado de vários aspectos de 
uma função imunológica corrompida. Esses estados incluem reações 
de hipersensibilidade, doença autoimune, vários distúrbios que envol- 
vem imunodeficiências, além de doença do enxerto versus hospedei- 
ro e rejeição de transplantes de órgãos/tecidos alogênicos. A questão 
sobre tolerância à transplantação permanece. Essa revisão geral enfoca 
os componentes do sistema imune e suas funções, além de alguns dis- 
túrbios clínicos da imunidade significativos. 


Células linfoides 


As células linfoides do corpo são encontradas nos linfonodos, baço, 
superfícies mucosas e circulação sanguínea. São células derivadas das 
células-tronco hematopoéticas multipotentes, cuja produção se deslo- 
ca progressivamente do saco vitelino embrionário para o fígado fetal 
e, em seguida, para a medula óssea no recém-nascido e em todas as 
fases da idade adulta (Weissman, 1994). As várias células linfoides são 
convenientemente identificadas pela presença de marcadores proteicos 
exclusivos presentes em suas superfícies, os quais também lhes confe- 
rem funções particulares. 

Linfócitos T 

Os linfócitos T sofrem diferenciação no timo. Após serem origina- 
dos na medula óssea, deslocam-se do córtex para a medula tímica e, 
durante esse período, sofrem maturação. Esse processo envolve uma 
seleção, em que as células autorreativas são eliminadas enquanto as 
demais células retidas são aquelas capazes de reconhecer antígenos 
pelas interações com moléculas do complexo principal de histocom- 
patibilidade (MHC, main histocompatibility complex) (Nossal, 1994; 
von Boehmer, 1994). Os linfócitos T representam 60 a 70% dos linfó- 
citos presentes no sangue e também são encontrados em áreas para- 
corticais dos linfonodos e junto às bainhas periarteriolares esplênicas. 
Durante a maturação, passam por uma programação genética em que 
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ranjado para produzir uma proteína-receptor de especificidade anti- 
gênica invariável, que garante não só sua sobrevida como a de todas as 
suas células descendentes. 

A maioria (> 95%) dos linfócitos T possui receptores para antígenos, 
constituídos de subunidades o e B unidas por pontes dissulfeto para 
formar um heterodímero molecular. Esse heterodímero está localiza- 
do na membrana celular externa, associado ao complexo molecular 
CD3 (o CD3 é um marcador universal de células T). As subunidades 
o e B das proteínas TCR apresentam regiões variáveis, de ligação e 
constantes (a subunidade a também contém uma região de diversida- 
de), as quais estão associadas a regiões codificadoras correspondentes 
no gene TCR. Esse gene sofre um rearranjo que resulta em alta espe- 
cificidade de ligação a um dado antígeno em particular. As proteínas 
CD3 auxiliam a transdução de sinal que ocorre no meio intracelular 
quando o antígeno se liga ao TCR na superfície do linfócito (Janeway, 
1994; Weiss, 1994). Um pequeno percentual dos linfócitos T apresenta 
TCR composto por subunidades y e 6, que interagem de modo seme- 
lhante com o CD3. Essas células são encontradas em geral nas super- 
fícies mucosas dos tratos gastrintestinal e respiratório. As prolifera- 
ções de células T podem ser caracterizadas como neoplásicas (clonais) 
ou benignas (policlonais), conforme o DNA mostre respectivamente 
a predominância de uma única forma de rearranjo do gene TCR ou 
um espectro completo de tais rearranjos, a exemplo do que ocorre em 
condições normais na população de linfócitos heterogênea. 

O exame dos linfócitos T por citometria de fluxo emprega uma 
variedade de marcadores de superfície. O CD4 é encontrado em cerca 
de 60% das células CD3”, as quais são células T auxiliares/indutoras 
que regulam a função de outras células do sistema imune pela secre- 
ção de citocinas estimuladoras de diversas funções. Existem duas sub- 
populações distintas de células auxiliares (helper) CD4*: Th1 (secre- 
tora de interleucina [IL]-2 e interferon [IFN]-y) e Th2 (secretoras de 
IL-4 e IL-5. As células Th1 favorecem as atividades desempenhadas 
pelos macrófagos (p. ex., hipersensibilidade) e a produção de anticor- 
pos com ação opsonizante. As células Th2 dirigem a síntese de outros 
anticorpos. O marcador CD8 é encontrado em cerca de 30% das célu- 
las T (portanto, a proporção normal de células CD4*/CD8* no sangue 
é tipicamente 2:1). Essas células T CD8* apresentam atividade citotó- 
xica e supressora sobre a resposta imune. 

O mecanismo de reconhecimento antigênico é diferente entre 
os dois subconjuntos de linfócitos T. As moléculas CD4 se ligam a 
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moléculas do MHC de classe II expressas nas células apresentadoras 
de antígeno, enquanto as moléculas CD8 interagem com moléculas 
do MHC de classe I. Do mesmo modo, as células CD4* reconhecem 
somente antígenos apresentados no contexto antigênico do MHC de 
classe II, enquanto as células CD8* reconhecem tais antígenos somen- 
te quando apresentados no contexto antigênico do MHC de classe 1. 


Linfócitos B 


Os linfócitos B representam cerca de 10 a 20% dos linfócitos peri- 
féricos presentes no sangue, sendo também encontrados na medula 
óssea, linfonodos, baço e outros tecidos linfáticos. No baço e nos lin- 
fonodos, essas células se agregam em folículos linfoides. A diferen- 
ciação dos linfócitos B ocorre na medula óssea, onde acontecem as 
seleções positiva e negativa, bem como em áreas periféricas. A esti- 
mulação antigênica das células B leva à formação de plasmócitos 
secretores de imunoglobulinas, como base da imunidade humoral. O 
complexo célula B-antígeno-receptor utiliza a imunoglobulina (Ig) M 
como componente de ligação ao antígeno. A especificidade antigênica 
das Igs deriva do processo de rearranjo em que há realinhamento dos 
genes codificadores das cadeias leve e pesada. A cadeia pesada apre- 
senta as regiões variáveis, de diversidade, de ligação e constantes. A 
maturação de uma resposta baseada em anticorpos implica na troca 
da IgM por outro tipo de cadeia pesada (usualmente IgG), em decor- 
rência de um novo rearranjo genético, embora o tipo de cadeia leve da 
célula B permaneça fixo (Corcoran, 2005). 

As células B também possuem receptores de superfície para molécu- 
las de complemento (CD21, que também atua como receptor do vírus 
Epstein-Barr [EBV] e, assim, torna essas células suscetíveis à infecção 
pelo vírus) e para a porção Fc das Igs. Há ainda CD19 e CD20, que são 
utilizados com frequência para identificação de células B. 


Células apresentadoras de antígeno 


Os macrófagos atuam como fagócitos mononucleares na inflama- 
ção, além de processarem antígenos ingeridos e apresentá-los associa- 
dos a moléculas do MHC em suas membranas (Fig. 42.1). As células 
T não são ativadas por antígenos solúveis, de modo que é necessá- 
rio apresentar o antígeno dessa forma para estimular as células T e 
induzir imunidade mediada por células (Germain, 1994; Trombetta, 
2005). Os macrófagos também secretam citocinas (p. ex., IL-1), que 
modulam processos inflamatórios, além de poderem fazer diretamen- 


Figura 42.1 Interações celulares no sistema imune. 
As células apresentadoras de antígeno (APC) 
processam antígenos (Ag) externos ou internos e 
apresentam fragmentos de peptídeos antigênicos, 
associados a uma molécula de MHC, para as 
células T. Na célula T, um receptor para antígenos 
específico (TCR), aliado à molécula de correceptor 
CD4 ou CD8, reconhece o complexo antigeno- 
-MHC. Ocorre ativação celular mediada pelo 
complexo CD3 e ativação de tirosinas quinases 
(TKs). O receptor da célula B é constituído por uma 
lg ligada à membrana e complexada a proteínas 
associadas à membrana, bem como um correceptor 
CD19/21. Durante o reconhecimento do antígeno, 
as TKs celulares também são ativadas. A ativação 
coestimulatória das células T ou B é promovida pela 
ligação dos receptores celulares a seus respectivos 
ligantes (moléculas B7 ou B7.2 ligantes para 
coestimulação de células T via CD28 e CTLA-4; e 
gp39 ligante para a molécula CD40 das células B). 
(Redesenhado com permissão de Paul W, Seder R: 
Lymphocytic responses and cytokines. Cell 1994; 
76:229 e Weiss A, Littman D: Signal transduction by 
lymphocyte antigen receptors. Cell 1994; 76:263.) 
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te a lise das células tumorais ao realizar a imunovigilância. Os macró- 
fagos também são células efetoras de certos tipos de imunidade celu- 
lar (p. ex., hipersensibilidade tardia). 

As células dendríticas (encontradas nos tecidos linfoides e na região 
intersticial de outros órgãos) e as células de Langerhans (encontradas 
na epiderme) apresentam extensos prolongamentos citoplasmáticos 
dendríticos, os quais são ricos em moléculas do MHC de classe II. 
Em consequência disso, são células bastante eficazes na apresentação 
antigênica (embora provavelmente não sejam fagócitos), sendo consi- 
deradas de extrema importância na realização dessa tarefa em todo o 
sistema imune (Park, 2005). 


Células natural killer 


As células natural killer (NK, assassinas naturais) constituem 10 a 15% 
dos linfócitos presentes no sangue periférico. Não são células T nem B, 
e antigamente eram denominadas “células nulas”. As células NK têm 
a função de realizar a lise de outras células na ausência de sensibiliza- 
ção prévia. Atacam células tumorais, células infectadas por vírus, entre 
outras. Em consequência, constituem a linha de defesa inicial contra a 
presença de células aberrantes. As células NK são caracterizadas pela 
presença de marcadores de superfície — CD16 e CD56 —, que são comu- 
mente utilizados para identificar essas células. O CD16 é o receptor 
para Fc da IgG e, assim, as células NK são capazes de fazer a lise sele- 
tivamente de células recobertas com anticorpos (citotoxicidade celular 
dependente de anticorpos [ADCC, antibody-dependent cell-mediated], 
que é importante em algumas reações de hipersensibilidade). As célu- 
las NK também secretam citocinas, como IFN-y. Notavelmente, essas 
células são reconhecíveis ao exame padrão de esfregaços de sangue 
corados, com linfócitos grandes granulares (Kronenberg, 2005). 


Células não linfoides 


Trata-se de células sem programação genética para reconhecimen- 
to de antígenos específicos ou para interagir com células linfoides na 
indução de uma resposta imune. Em vez disso, atuam como células 
efetoras nas reações imunes desencadeadas por fatores diversos. 


Neutrófilos e eosinófilos 


Os neutrófilos são atraídos para áreas de inflamação por agen- 
tes quimiotáticos. Em seguida, a partir de seus grânulos são libera- 
das substâncias tóxicas e enzimas que digerem estruturas celulares 
de forma indiscriminada. Neutrófilos e eosinófilos também ingerem 
debris celulares, removendo-os dos sítios teciduais. 


Basófilos e mastócitos 


Os basófilos (e as células correlatas presentes nos tecidos — os mastó- 
citos) apresentam na própria superfície receptores que ligam IgE. Sua 
captação nas membranas de basófilos parece ser inespecífica ao antíge- 
no reconhecido por ela. Em vez disso, essa captação é dirigida por uma 
ação em massa que ocorre entre a quantidade de IgE total e o número 
de basófilos disponíveis. Quando o antígeno (ou alérgeno) entra em 
contato com a IgE que o reconhece na superfície dos basófilos, estes se 
tornam ativados e liberam substâncias como a histamina que mediam 
certo grau de hipersensibilidade. Desse modo, a especificidade do 
basófilo é dirigida particularmente pela IgE ligada a sua superfície, a 
partir do sangue. Teoricamente, um basófilo pode apresentar múlti- 
plas moléculas de IgE diferentes em sua superfície e, por esse motivo, 
seria capaz de reagir contra inúmeros alérgenos distintos. 


Fatores humorais 


Imunoglobulinas 


Moléculas de anticorpos podem se ligar à superficie de células B para 
estimular a secreção de mais imunoglobulinas. Os anticorpos também 
circulam no sangue e são encontrados nas superfícies mucosas dos tratos 
respiratório e gastrintestinal, nas quais é provável que entrem em conta- 
to com microrganismos potencialmente patogênicos. As principais imu- 
noglobulinas presentes no sangue são IgM, IgG e IgA. Provavelmente, 


esses anticorpos aparecem após a exposição a uma variedade de antíge- 
nos estranhos, podendo permanecer no corpo durante anos mediante 
uma secreção contínua que repõe as moléculas perdidas na depuração 
normal das proteínas circulantes. Nas superfícies mucosas, o tipo pri- 
mário de anticorpos é a IgA, que apresenta uma forma dimérica especial 
resultante da secreção nesse sítio (Fagarasan, 2004) (Cap. 46). As demais 
imunoglobulinas são IgD (que reside na superfície das células B, na qual 
pode estar envolvida na transdução de sinal imune, contudo não atinge 
concentrações substanciais como molécula livre no sangue) e IgE (atua 
pela ligação à superfícies de basófilos e as estimula a liberar substâncias 
vasoativas na presença de alérgenos específicos). 

As imunoglobulinas presentes no sangue atuam por meio da ligação 
aos antígenos expostos na superfície de células estranhas, bactérias, 
vírus, entre outros, bem como facilitando a destruição destes pelos 
mecanismos efetores inespecíficos, como a ativação do complemento e 
das células NK. O monitoramento de doenças com a utilização de testes 
baseados em imunoglobulinas consiste em realizar uma análise quali- 
tativa para detecção clonal versus policlonal (p. ex., para diagnóstico de 
mieloma múltiplo), além de uma análise quantitativa. Essa análise quan- 
titativa visa determinar as concentrações totais de IgM, IgG e IgA (para 
detectar possíveis deficiências seletivas ou combinadas, ou superprodu- 
ção de classes de imunoglobulinas), bem como os títulos de anticorpos 
específicos para antígenos individuais (p. ex., iso-hemaglutininas, pneu- 
mococos, Haemophilus, tétano, difteria e outros microrganismos). 


Complemento 


Esse conjunto de proteínas interativas tem como papel promover a 
destruição enzimática de certos alvos (p. ex., células, bactérias) contra 
os quais são dirigidos pela ação de anticorpos ou por outros meios (Cap. 
47). As quantificações de componentes do complemento apresentam 
duas utilidades principais para o diagnóstico clínico: detectar deficiên- 
cias congênitas (relativamente raras) predisponentes a alguns distúr- 
bios, como infecções ou progressão para doenças autoimunes, e detec- 
tar reduções adquiridas que reflitam a atividade real de doenças autoi- 
munes sistêmicas, como o lúpus eritematoso sistêmico (Wen, 2004). 


Citocinas 


Essas substâncias solúveis constituem o meio de regulação das respos- 
tas imunes celulares. São mediadores de ação de curta duração, elabora- 
dos por algumas células e difundidos àquelas em que atuam (Leonard, 
2003). Muitas citocinas são pleiotrópicas, ou seja, atuam em diferentes 
tipos celulares. Podem atuar de forma endócrina (estimulando as célu- 
las à distância), parácrina (afetando células imediatamente vizinhas) 
e autócrina (atuando nas mesmas células que as produzem). As ações 
específicas das citocinas incluem: hematopoiese por ação de fatores esti- 
muladores de colônias (CSFs) indutores da produção de granulócitos e 
macrófagos; resposta imune natural (por meio da IL-1, fator de necrose 
tumoral [TNF]-o, interferons e IL-8); estimulação da proliferação e ati- 
vação de linfócitos (por ação da IL-2, entre outras); e ativação de célu- 
las inflamatórias inespecíficas (Cap. 47). Novas citocinas continuam 
sendo descobertas, à medida que emergem mais detalhes relacionados à 
comunicação célula-célula. 

O uso clínico das citocinas inclui tanto a supressão da resposta imune 
na transplantação alogênica de órgãos (pela ação de fármacos como a 
ciclosporina, que bloqueia a produção da IL-2) como a intensificação 
dessa resposta nas terapias contra o câncer ou infecções. Nesse último 
caso, o uso das citocinas ainda é principalmente experimental, embora 
tenha sido demonstrado que o pré-tratamento com anticorpos contra 
TNF-q seja capaz de prevenir reações deletérias de Jarisch-Herxheimer, 
produzidas pelo tratamento com antibióticos de ovelhas infectadas por 
Borrelia recurrentis (Fekade, 1996). É bastante provável que esse mode- 
lo prenuncie uma variedade de terapias novas pelas quais as respos- 
tas imunes possam ser seletivamente intensificadas ou suprimidas, de 
acordo com as necessidades clínicas em particular. 


Antígenos de histocompatibilidade 


O MHC (também denominado complexo de antígenos leucocitá- 
rios humanos — HLA, human leukocyte antigen complex) é codificado 
no cromossomo 6 humano e inclui as moléculas de classe I(HLA A, B 
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e C), moléculas de classe II (HLA DP, DQ e DR) e moléculas de classe 
HI interventoras de alguns componentes do complemento, TNF-a e 
TNF-B (Cap. 48). As funções dos antígenos de classes I e II já foram 
discutidas de forma resumida, no que se refere ao modo como se dá 
sua participação na apresentação de antígenos para as células T. Tais 
antígenos foram descobertos, e sua natureza altamente polimórfica 
foi descrita em estudos sobre tolerância imune e rejeição de órgãos 
alogênicos transplantados. Por conseguinte, um dos usos clínicos 
mais importantes da tipagem HLA é a compatibilização entre poten- 
ciais doadores de órgãos ou tecidos com receptores que necessitam de 
transplante. Outra aplicação clínica significativa consiste na tipagem 
de pacientes afetados e seus familiares, com o objetivo de estabelecer 
o risco que esses indivíduos apresentam de desenvolver certas doen- 
ças associadas a tipos particulares de HLA (p. ex., espondilite anqui- 
losante com HLA B27) (Cap. 49). Ainda, outro uso da tipagem HLA 
é o fornecimento de plaquetas compatibilizadas para pacientes que 
tenham se tornado refratários a transfusões plaquetárias, em decor- 
rência da formação de anticorpos após a exposição a produtos oriun- 
dos de múltiplos doadores (p. ex., após transfusões de suporte para 
realização de quimioterapia ou transplantação de células progenitoras 
hematopoéticas |CPrHs] [Cap. 36]). 


Mecanismos de lesão imunológica 


As respostas imunológicas podem causar lesão aos tecidos normais, 
além de destruírem os organismos invasores que podem ter desenca- 
deado sua geração. Tais respostas são convenientemente classificadas 
em quatro tipos de hipersensibilidade. A de tipo I é a resposta ana- 
filática ou de natureza alérgica, mediada pela IgE ligada à superfície 
de basófilos e mastócitos. Quando antígenos específicos (ou alérge- 
nos) se ligam à IgE de superfície, os basófilos são estimulados a liberar 
histamina e outras substâncias vasoativas que constituem mediadores 
imediatos das reações alérgicas (Kemp, 2002). As estratégias clínicas 
para tratamento da asma e das alergias são voltadas para diferentes 
aspectos dessa sequência de eventos, desde a contraposição dos efei- 
tos ou da liberação da histamina até o retorno à dessensibilização. 
Já foi demonstrado o uso bem-sucedido de anticorpos monoclonais 
humanizados recombinantes contra a IgE para tratar esses indivídu- 
os (Milgrom, 1999). É possível que futuramente essa terapia possa se 
basear, em parte, em medidas da concentração de IgE no soro. 

A hipersensibilidade de tipo II ocorre quando anticorpos se ligam a 
antígenos na superfície celular. O dano pode ocorrer como resultado 
da ligação e ativação do complemento (p. ex., hemólise imune), cito- 
toxicidade mediada por células dependente de anticorpos (p. ex., lise 
de células tumorais ou parasitas), ou ainda interferência humoral nas 
funções celulares (p. ex., autoanticorpos dirigidos contra os recepto- 
res de acetilcolina na miastenia grave). 

A hipersensibilidade de tipo III resulta da formação de imuno- 
complexos, seja entre antígenos exógenos (p. ex., bactérias, vírus) e 
anticorpos, seja entre autoantígenos endógenos e anticorpos. O dano 


tecidual típico ocorre em órgãos ricamente irrigados por numerosos 
vasos sanguíneos pequenos, nos quais os imunocomplexos circulan- 
tes se depositam, ou em locais de ocorrência de antígenos naturais. 

Por fim, a hipersensibilidade de tipo IV é mediada por células, 
sendo também chamada hipersensibilidade tardia. É dependente de 
células T CD4* funcionais ou da citotoxicidade das células T CD8”. As 
reações de tipo IV constituem a base da reação imune aos vírus, fun- 
gos, protozoários, parasitas e microrganismos intracelulares, como as 
micobactérias. Pacientes com síndrome da imunodeficiência adqui- 
rida (AIDS), ao perderem as células T CD4", tornam-se suscetíveis a 
infecções por estes e outros agentes oportunistas. 


Aplicações laboratoriais da avaliação imunológica 


As principais áreas em que os testes imunológicos possuem aplica- 
ção significativa são doenças autoimunes, transplantação e rejeição de 
órgãos/tecidos, imunodeficiências e alergias. 

A doença autoimune pode ser sistêmica (Cap. 51), restrita a órgãos 
específicos (Cap. 53) ou envolver vasculite (Cap. 52). Uma parte 
considerável desses testes se baseia na triagem empregando técnicas, 
como detecção de anticorpos antinúcleo seguida de testes confir- 
matórios com autoantígenos específicos (p. ex., DNA de dupla fita). 
Outros autoanticorpos podem ser identificados através de ensaios de 
imunofluorescência indireta, empregando cortes de órgãos para iden- 
tificação de autoanticorpos específicos, como aqueles dirigidos contra 
o músculo liso, mitocôndria, células parietais e assim por diante. Os 
avanços tecnológicos disponibilizaram fontes purificadas de diver- 
sos autoantígenos importantes, que futuramente tornarão os ensaios 
para detecção de autoanticorpos mais específicos e, com certeza, mais 
fáceis de automatizar. 

A terapia imunossupressora para rejeição de transplantes alogê- 
nicos e imunodeficiências repousa no teste de subconjuntos de lin- 
fócitos, considerando particularmente importantes as células T e as 
células CD4*. Além disso, os estados de imunodeficiência congênita 
requerem análise mais detalhada dos elementos celulares e humorais 
do sistema imune. Essa análise usualmente começa com uma bateria 
de testes mais convencionais para avaliar a presença e função de lin- 
fócitos, imunoglobulinas e complemento, além de proceder (quando 
necessário) à realização de testes altamente esotéricos para detecção 
de distúrbios raros (Cap. 45 e 50). 

Os distúrbios alérgicos tipicamente são avaliados por meio de testes 
cutâneos, quantificação da concentração sérica total de IgE e determi- 
nação das reatividades específicas da IgE no soro, utilizando alérgenos 
comuns encontrados em alimentos, pólen e outros fatores ambientais 
(Cap. 54). 

Conforme forem surgindo novas descobertas acerca da função 
imunológica e novas terapias, é provável que os laboratórios clínicos 
de diagnóstico tenham a oportunidade de passar a fornecer medidas 
de um número bem maior de fatores e atividades, com o objetivo de 
estabelecer diagnósticos corretos e monitorar e ajustar tratamentos. 
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CO PONTOS-CHAVE 
e Os imunoensaios são empregados rotineiramente no 


laboratório clínico para identificar e medir antígenos e 
anticorpos. Os sistemas incluem ensaio de aglutinação de partículas, 
radioimunoensaio, imunoensaio enzimático, imunoensaio fluores- 
cente ou quimioluminescente e imunoensaio colorimétrico. 

e A sensibilidade e a precisão das diferentes classes de imunoensaio 
variam, bem como a Ecilidade de uso, a resistência a interferências, 
o prazo de validade e exposições arriscadas. 

e Testes domésticos e instantâneos tornaram-se mais comuns e 
sofisticados, à medida que a miniaturização melhorou, permitindo 

o uso de amostras muito menores. No entanto, a sensibilidade e a 
especificidade precisam ser investigadas mais completamente nesses 
microssistemas. 


Imunoensaios e imunoquímica 


Características gerais da reação 
antígeno-anticorpo 


Os ligantes biológicos baseados na afinidade entre moléculas, como 
enzima e substrato, hormônio e receptor, antígeno e anticorpo, de- 
sempenham um papel importante em organismos vivos. O reconhe- 
cimento de características específicas dos imunoensaios (reações entre 
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antígeno e anticorpo) tem sido usado em ampla escala como recurso 
analítico, apesar da ampla gama de metodologias disponíveis em ter- 
mos de exames clínicos de laboratório. 

Os imunoensaios podem ser usados para a detecção de antígenos ou 
anticorpos. Para a detecção de antígeno, o anticorpo específico cor- 
respondente deve ser preparado como um dos reagentes. O inverso 
é válido para a detecção de anticorpo. A sensibilidade do imunoen- 
saios aumentou com o desenvolvimento de novos tipos de sistema de 
detecção de sinal e tecnologia de fase sólida. Os imunoensaios foram 
otimizados para detectar menos de 0,1 pg/mL de antígeno presente no 
sangue. Eles podem ser aplicados para a detecção de haptenos, como 
pequenas moléculas; proteínas e complexos de proteínas, como ma- 
cromoléculas; bem como de qualquer anticorpo a alérgenos, agentes 
infecciosos e antígenos autólogos. 


Características dos antígenos 


Antígenos podem ser definidos como qualquer substância que pos- 
sa representar locais antigênicos (epítopos) para produzir anticorpos 
correspondentes, desde pequenas moléculas, como haptenos e hor- 
mônios, até macromoléculas, como proteínas, glicoproteínas, glico- 
lipídeos e outros produtos naturais. Compostos químicos artificiais 
também podem ser antígenos agindo como haptenos. Os antígenos 
devem ter pelo menos um epítopo. Os epítopos que podem ser reco- 
nhecidos por anticorpos incluem sequências de aminoácidos de pep- 
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como locais antigênicos. 


Características dos anticorpos 


Imunoglobulina (Ig), uma importante proteína plasmática, refere-se 
a anticorpos no contexto das funções biológicas de uma imunoglobuli- 
na específica contra antígenos. Portanto, anticorpos são produzidos em 
resposta à estimulação antigênica. Os anticorpos são formados por mo- 
léculas funcionais e heterogêneas que se unem aos antígenos por meio 
do local de ligação do antígeno. Há cinco classes (isotipos) de imuno- 
globulina: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. A IgG subdivide-se ainda em qua- 
tro subclasses, enquanto a IgA e a IgM têm dois subgrupos. Todas as 
moléculas de anticorpo conhecidas têm uma cadeia pesada com uma 
cadeia leve « ou A. A estrutura molecular dos anticorpos é composta 
por regiões variáveis e regiões constantes. O domínio hipervariável 
(ponto de ligação do epítopo) pode ser montado para interagir com 
uma ampla variedade de epítopos (determinantes antigênicos). Na me- 
dicina laboratorial, podem ser distinguidas duas categorias de anticor- 
pos: anticorpos como reagentes e anticorpos como analitos. Os analito- 
santicorpos-analitos em geral são classificados pelos subtipos IgG, IgM 
ou IgA. Os anticorpos-reagentes são preparados a partir de antissoro 
obtido mediante imunização animal com antígeno purificado. 


Anticorpos policlonais 

Um anticorpo policlonal pode ser obtido pela imunização com um 
antígeno, que apresenta vários epítopos. Em outras palavras, é gerado 
um anticorpo específico contra cada epítopo. A avidez de um anticor- 
po policlonal por um complexo antigênico geralmente é mais forte 
que a de um único anticorpo monoclonal. Podem ser necessárias pro- 
teínas transportadoras para a imunização de moléculas muito meno- 
res, como haptenos ou hormônios. 


Anticorpos monoclonais 


Os anticorpos monoclonais (Koehler, 1975) foram desenvolvidos 
mediante o uso das seguintes biotecnologias: fusão celular somática, 
seleção do hibridoma resultante e diluição limitante para obter mono- 
clonais. Eles são definidos como anticorpos homogêneos uniformes 
direcionados para epítopos específicos. Uma linhagem celular estabe- 
lecida permite a secreção de todas as imunoglobulinas reativas especí- 
ficas de epítopos únicos. Os anticorpos monoclonais possibilitaram a 
análise de moléculas em uma base de epítopo para epitopo por causa 
de sua estreita especificidade. No entanto, os anticorpos monoclonais 
não têm a capacidade de reconhecer toda a molécula, em contraste 
com os anticorpos policlonais. No caso dos anticorpos monoclonais, 
antígenos diferentes com um epítopo comum parecem ser o mesmo 
antígeno. Por exemplo, o anticorpo CA 19-9 (Magnani, 1983) como 
um marcador tumoral pode detectar moléculas de tamanhos e formas 
diferentes que têm em comum epítopos carboidratos. Os anticorpos 
monoclonais capacitam a identificação de isoenzimas, subtipos, iso- 
tipos de proteína e alterações na conformação de moléculas, porque 
podem discernir diferenças mínimas nas moléculas. 

Os anticorpos monoclonais podem apresentar reação cruzada com 
antígenos diferentes. Essa reatividade cruzada pode ser explicada pela 
existência provável das mesmas sequências de aminoácidos, carboidra- 
tos ou lipídeos em moléculas diferentes. A tecnologia do anticorpo mo- 
noclonal possibilitou o desenvolvimento de sistemas de imunoensaio 
extremamente úteis e quase ideais para testes clínicos laboratoriais. 

Os métodos de produção e as aplicações dos anticorpos monoclo- 
nais foram extensamente revistos (Nakamura, 1983; Zola, 1987). As 
vantagens dos anticorpos monoclonais são as seguintes: 

1. fornecer um reagente bem definido; 

2. sua produção pode resultar em uma quantidade ilimitada de 
reagente homogêneo com afinidade e especificidade altamente 
consistentes; 

3. podem ser preparados mediante imunização com um antígeno 
não purificado. 

O uso dos anticorpos monoclonais tem certas limitações, como as 

seguintes: 

1. reatividade insuficiente em precipitação ou aglutinação porque 
a formação de rede no imunocomplexo é fraca ou não ocorre 
quando são usados anticorpos monoclonais únicos; 


2. antígenos com múltiplos epítopos heterogêneos são mais difíceis 
de serem caracterizados imunquimicamente com um único anti- 
corpo monoclonal. 


Produção de anticorpo por tecnologia recombinante 

Skerra e Pluckthun (1988) desenvolveram um sistema de expressão 
para o fragmento Fv de domínios variáveis de um anticorpo específico 
para a fosforilcolina usando tecnologia recombinante na Escherichia 
coli. Tal tecnologia tornou possível produzir anticorpo quimérico 
fundido a uma enzima. 

Uma tecnologia denominada exibição de fago emergiu para a pro- 
dução de anticorpos (Winter, 1994). Nesse método, fragmentos de 
anticorpo de especificidade de ligação predeterminada são construídos 
a partir de um repertório de genes de uma região variável (V) do anti- 
corpo, eliminando assim a necessidade de imunização e a tecnologia do 
hibridoma. Os genes V podem ser montados in vitro. O fago seleciona- 
do do repertório por ligação ao antígeno e a fragmentos de anticorpo é 
expresso na bactéria infectada. Além disso, a afinidade da ligação dos 
anticorpos é aprimorada por meio de mutação. Futuramente, essa tec- 
nologia permitirá o uso de anticorpos específicos com alta avidez. 


Cinética da reação antígeno-anticorpo 


Certos aspectos do equilíbrio ou da lei de ação das massas na quími- 
ca podem ser aplicados à reação antigeno-anticorpo (Ag-Ac). A ciné- 
tica (K) da reação reversível Ag-Ac é a seguinte (Steward, 1986): 

K, 
Ag + Ab —— AgAb, 
K, 
onde Ag representa o antígeno livre, Ac representa os sítios de anticor- 
po livre, AgAc representa a concentração do complexo antígeno-anti- 
corpo e K, e K, são as constantes de associação e dissociação, respecti- 
vamente. A velocidade de formação do complexo antígeno-anticorpo é 
representada da seguinte maneira: 

dr AgAb]/dt = K, [Ag] [Ab] — K,[AgAb], 
e em equilibrio a velocidade resultante é zero. Portanto, 

K,/K, = [AgAb]/[Ag] [Ab] = K, 
(constante de associação em equilíbrio ou constante de afinidade) 
K, é o parâmetro limitado a reações de um local para outro, embora 
antígenos e anticorpos geralmente tenham múltiplos locais de ligação 
na molécula. A constante de associação aparente para múltiplas re- 
ações entre antígeno e anticorpo pode ser definida como avidez, em 
vez de afinidade. O valor K, pode ser obtido das seguintes equações e 
dados experimentais: 

[Ab] = [Ab] [AgAD), 

onde [Ab] é a concentração de anticorpo em equilíbrio e [Ab], re- 
presenta a concentração total original de anticorpo. 

Ka = LI([Ab] -B) F, 
onde F é o antígeno livre ou analito e L é o antígeno ligado ou analito. 

Um gráfico de Scatchard é produzido quando a quantidade de an- 
tígeno ligado (L) é representada no eixo X e a proporção L/F é repre- 
sentada no eixo y. Dois parâmetros que podem ser determinados a 
partir do gráfico de Scatchard são a constante de dissociação ou afi- 
nidade da inclinação da linha e a concentração locais de ligação de 
anticorpo a partir do eixo X (Scatchard, 1949). 


Visão geral dos princípios dos imunoensaios 


Classes de imunoensaios 


Uma breve classificação e lista de aspectos dos vários imunoensaios 
é fornecida na Tabela 43.1. Os imunoensaios de precipitação consti- 
tuem o método mais simples pelo qual antígenos e anticorpos reagem 
entre si sem envolver a detecção de qualquer indicador. O complexo 
antígeno-anticorpo resultante em fase de gel ou líquido pode ser ob- 
servado qualitativamente como um precipitado a olho nu e quantita- 
tivamente com um detector. 

O imunoensaio de aglutinação de partículas (Kasahara, 1992b) usa par- 
tículas inertes como indicadores, ao contrário da precipitação direta dos 
complexos antígeno-anticorpo. Antígenos ou anticorpos são unidos a 
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Tabela 43.1 Classificação dos vários imunoensaios e suas características 


Indicadores (Grupos relatados) Separação L/F* Detecção do sinal Sensibilidade 


Imunoensaios de precipitação Não necessária Não necessária A olho nu, turbidez, nefrometria =10 pg/mL" 
Imunoensaios com partículas Células sanguíneas, partículas artificiais | Nao necessária A olho nu, analisador padrão, =5 ng/mL! 
(gelatina, particulas, latex etc.) espectrofotometria, contagem de particulas 
Radioimunoensaios Radioisótopos (1, *H) Necessária Contagem de fótons =5 pg/mL 
Imunoensaios enzimáticos Enzimas Necessária Espectrofotometria, fluorometria, =5 pg/mL 
contagem de fótons =0.1 pg/mL”! (CL-EIA) 

Imunoensaios fluorescentes Fluorofóros Necessária Contagem de fótons =5 pg/mL"! 
Contagem Compostos quimioluminescentes Necessária Contagem de fótons =5 pg/mL"! 


quimioluminescente 


* A etapa de lavagem para separação de marcadores ligados em imunocomplexo dos marcadores livres. Os ensaios homogêneos incluídos não requerem separação L/F. 


Fontes dos dados: (1) Ritchie, 1978; (2) Haux, 1988; (3) Isomura, 1994; (4) Sgoutas, 1989. 


partículas como eritrócitos, látex ou metal sólido com o analito na amos- 
tra. Como resultado dessa reação imune, as grandes partículas mostram 
padrões de aglutinação significativa que podem ser vistos a olho nu. Ya- 
low (1959) relatou o desenvolvimento de um radioimunoensaio (RIA, na 
sigla em inglês) usando radioisótopos como indicadores. Tal inovação 
permitiu a detecção quantitativa de um nível mínimo (traços) de analitos 
e contribuiu para o avanço da pesquisa básica e da medicina clínica. A 
insulina, por exemplo, foi quantificada pelo RIA, que, subsequentemente, 
substituiu o bioensaio para insulina. O RIA pode ser formatado em um 
procedimento de fase sólida para separação fácil de indicadores ligados 
e livres. Desde o desenvolvimento dos RIAs, a pesquisa de indicadores 
alternativos para radioisótopos perigosos se intensificou, com o auxílio 
do desenvolvimento de imunoensaios não isotópicos que usam enzimas, 
indicadores fluorescentes e outros grupos de substâncias. 

O imunoensaio enzimático (EIA, na sigla em inglês), que utiliza en- 
zimas como indicadores, foi desenvolvido no início da década de 1970 
(Engvall, 1971; Van Weeman, 1971) e rapidamente adquiriu grande 
popularidade. As enzimas podem amplificar sinais, dependendo da 
renovação (turnover) da atividade catalítica da enzima. Os esforços 
para melhorar substratos e aumentar a sensibilidade levaram à intro- 
dução de compostos cromóforos, fluoróforos e quimioluminescentes. 
Dependendo do substrato escolhido, o método de ensaio pode ser de- 
finido como um imunoensaio enzimático fluorescente ou um imuno- 
ensaio enzimático quimioluminiscente (Thorpe, 1984). 

Os imunoensaios fluorescentes (IEF) usam fluoróforos como mar- 
cadores. Os fluoróforos requerem energia luminosa de comprimen- 
to de onda ideal para sua excitação, de modo a produzirem emissão 
luminosa detectável. É provável que a sensibilidade do IEF diminua 
por causa da fluorescência de fundo inespecífica presente em amos- 
tras biológicas. Os fluoróforos que têm um tempo de emissão de flu- 
orescência demorado de 100 ns (nanossegundos) são adequados para 
aplicação no IEF de resolução temporal. A introdução de uma nova 
classe de compostos fluorescentes resultou em aprimoramentos do 
IEF, como a eliminação de ruído de fundo. Foi introduzida uma ins- 
trumentação sofisticada que pode detectar baixas concentrações (10 a 
15M) de analitos usando-se IEFs. 

Os imunoensaios de quimioluminescência usam compostos quimio- 
luminescentes como indicadores. Tais compostos incluem moléculas 
sintetizadas quimicamente e produtos naturais, como a aquorina. Ao 
contrário dos fluoróforos, os compostos mais quimioluminescentes re- 
querem energia química em vez de luminosa para gerar emissão lumi- 
nosa. A reação de redução-oxidação é um processo comum a todos os 
ensaios quimioluminescentes. Não se espera ampliação do sinal pelos in- 
dicadores quimioluminescentes, pois as moléculas quimioluminiscentes 
geram apenas um fóton por decomposição molecular. Comprovou-se 
que uma série de compostos novos e inovadores para eletroquimiolumi- 
nescência tem aplicação nos imunoensaios. Um quelato metálico com 
compostos tribifenis emite luz por meio de uma reação contínua de re- 
dução-oxidação na superfície de eletrodos (Blackburn, 1991). 

Nos vários tipos de ensaio mencionados antes, os principais fatores 
que afetam a sensibilidade são a constante de associação (afinidade ou 
avidez) do reagente, a intensidade do sinal dos indicadores e a pro- 


porção do ruído do sinal com relação à detecção do sinal reduzido 
pelo fundo dos próprios sinais ou por uma reação específica. 

Isótopos de iodo 125 (!*I) requerem cerca de sete milhões de molé- 
culas para gerar um fóton por segundo, com base no cálculo da meia- 
vida dos radioisótopos (Bounaud, 1987). Substratos quimiolumines- 
centes para enzimas podem aumentar os eventos por uma ordem de 
magnitude seis vezes maior do que a do iodo 125. Isso é atribuível a 
capacidade de amplificação catalítica das enzimas. 


Conjugação química 


Dependendo do ensaio escolhido, o método de conjugação que aco- 
pla uma molécula a outras, como enzimas (ou cofatores) a antígenos 
(ou anticorpos) ou antígenos (ou anticorpos) à fase sólida, pode variar. 
A reação de acoplamento aplicada deve ser realizada em condições que 
evitem a redução de quaisquer atividades biológicas da proteína. No 
método do glutaraldeído (Avrameas, 1978), usa-se glutaraldeído, com 
dois (ou possivelmente mais) grupos aldeído como reagente do acopla- 
mento, para a conjugação dos grupos amino da proteína. Esse método 
baseia-se em reações mistas, incluindo condensação do aldol em pH al- 
to (a pKa do resíduo NH é de 8,6 a 10,8). Nesse método, mostrado na 
Figura 43.1, o conjugado resultante tem formas diferentes por causa da 
existência de múltiplos locais ativos para acoplamento. O método da 
oxidação do periodato (Nakane, 1966) para a conjugação de anticorpos 
usa peroxidase da raiz-forte, que contém carboidratos em suas molécu- 
las. Os métodos mencionados anteriormente não são apropriados para 
a regulação de reações em locais específicos, como quando a estereoes- 
pecificidade da configuração dos conjugados é necessária. 

Conforme ilustrado na Figura 43.2, foram desenvolvidos métodos de 
acoplamento mais modernos (Kato, 1975; Kitagawa, 1978) usando um 
reagente de acoplamento sofisticado, o éster m-maleimidobenzil-N- 
-hidroxissuccinimida (MBS), um reagente bivalente que consiste em 
um éster ativado e uma maleimida, que podem reagir, respectivamen- 
te, com um grupo NH, e um grupo SH. O grupo carboxi também pode 
ser usado como local específico para conjugação com resíduos de a ou 
e-NH, de proteínas usando N-hidroxissuccinimida (NHS) como rea- 
gente de acoplamento. O reagente de acoplamento NHS estende-se a 
proteína conjugada ou ao grupo carboxila introduzido na fase sólida. 


Características da fase sólida 


NalO, 
POD-carboidrato ——————-e POD-CHO (formação de aldeído) 


Proteína-NHo» | 
+ POD-CH=N-(Proteina) (formação da base de Schiff) 


NaH,B — 
———> POD-CHo-NH-( Proteína ) 
Redução a | 


Figura 43.1 Esquema do acoplamento para conjugação de proteína com per- 
oxidase da raiz forte (POD) baseado no método Nakane. 
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Figura 43.2 Preparação do conjugado enzima-proteína usando reagente heterobifuncional de acoplamento. 


Todos os imunoensaios heterogêneos que usam conjugado como in- 
dicadores, inclusive radioisótopos, requerem pelo menos uma etapa de 
separação para distinguir o imunocomplexo que reage (ligado) do anti- 
geno que não reage (livre). A imobilização de antígenos ou anticorpos 
da fase sólida é feita por ligação covalente ou adsorção física por meio 
de interações não covalentes. Partículas de gel de agarose, poliacrilamida 
e contas de plástico, ou placas para titulação compostas de polistireno, 
têm sido usadas como a fase sólida, bem como partículas cobertas com 
óxido de ferro, que podem ser separadas por um campo magnético. 

Usa-se comumente a parede interna de um tubo ou microtitulador 
como uma fase sólida. Com essas fases sólidas relativamente grandes, 
pode ser preciso agitar a mistura para reação, para encurtar o tempo 
necessário para que ocorra a reação imune. É provável que se observe 
o fenômeno pró-zona ou efeito de gancho causado por altas concen- 
trações do analito no imunoensaio de uma etapa, quando são utili- 
zadas quantidades limitadas de anticorpo da fase sólida ou anticorpo 
marcado. Placas de microtitulação ou tiras causam um “efeito margi- 
nal”, que pode ser explicado pela cinética diferente da reação imune 
ou atividade enzimática com variações na temperatura. Pode haver 
uma diferença na temperatura entre os vãos localizados na borda da 
placa de microtitulação e o centro da placa. Pode-se observar uma di- 
ferença de cerca de 2°C com um termômetro infravermelho colocado 
entre a borda e o centro dos vãos à temperatura ambiente. O tamanho 
e a forma da fase sólida são os fatores críticos que afetam a cinética 
da reação imune e a capacidade de capturar o anticorpo ou antíge- 
no da fase sólida. Pequenas partículas magnéticas esféricas ou de látex 
com 3.000 À de diâmetro proporcionam uma área de superfície total 
maior para imunoabsorção do que em geral se consegue com outras 
fases sólidas. A área de superfície total maior ajuda a encurtar o tempo 
da reação imunológica (Nishizono, 1991). 

As partículas usadas para o ensaio de aglutinação de partículas estão 
relacionadas na Tabela 43.2. O fenômeno da aglutinação de partícu- 


las (aglutinação direta) causado por uma reação imune foi observa- 
do pela primeira vez em testes para detectar antígeno após incubação 
com soro de paciente infectado. A aglutinação de eritrócitos após in- 
cubação com soro levou à descoberta dos tipos sanguíneos ABO. Os 
imunoensaios com partículas baseiam-se no princípio da aglutinação 
e usam o reagente de um anticorpo ou antígeno aderido à partícula 
inerte como um indicador, ao contrário da precipitação direta de um 
imunocomplexo antígeno-anticorpo. Como um indicador, a partícu- 
la pode aumentar significativamente a sensibilidade do imunoensaio, 
seja a aglutinação restante detectada a olho nu ou com instrumentos 
espectrofotométricos para quantificação. 

Eritrócitos, partículas de gelatina, lipossomos, metais sólidos e vá- 
rios tipos de partículas de látex, inclusive látex modificado com óxido 
de ferro ou corantes, são todos fases sólidas disponíveis. O diâmetro 
das partículas usadas para reações de aglutinação varia de 7 a 0,01 um. 
Nenhuma teoria pode explicar a cinética da aglutinação (Kasahara, 
1992a), por causa dessa ampla variedade de tamanho de partículas 
usadas como indicadores. No caso de partículas com mais de 3 a 5 
um de diâmetro, não se observa movimento browniano de partículas 
dispersadas agindo de acordo com o coeficiente de difusão à tempe- 
ratura ambiente. Contudo, pode-se aplicar a teoria da energia poten- 
cial de interação entre partículas, ou a teoria da reação de coagulação 
coloidal, a partículas pequenas, como as micropartículas de látex. 
Estima-se que o anticorpo IgM, sendo multivalente, seja 750 vezes 
mais eficiente que o anticorpo bivalente IgG em uma reação de aglu- 
tinação. A distância entre partículas em floculação deve ser menor ou 
igual a 120 A, por causa do comprimento molecular do anticorpo. E 
suma, os fatores importantes a serem considerados em uma imunor- 
reação de fase sólida são as propriedades da superfície da partícula, 
como a carga e a hidrofobicidade, e a estabilidade de dispersão. 


Tabela 43.2 Partículas usadas como indicadores para imunoensaio de aglutinação de partículas 


Método de ensaio 


Eritrócitos humanos Hemaglutinação direta (Landsteiner) 


Material fornecido 


Sangue ABO 


Hemaglutinação do anticorpo eritrocitário: título em placa/lâmina Anticorpo para o vírus da imunodeficiência humana (HIV) 


Eritrócitos de aves Hemaglutinação direta 


Eritrócitos de animal fixo Hemaglutinação passiva: título em placa 


Hemaglutinação passiva reversa: título em placa 


Látex Aglutinação passiva reversa: lâmina 
Aglutinação passiva reversa: turbidimetria 
Aglutinação passiva reversa 

Látex (cor) Imunocromatografia 


Microcápsula Aglutinação passiva: título em placa 


Partícula de gelatina Aglutinação passiva: título em placa 


Aglutinação passiva reversa: CCD em câmera 


Partícula de polipeptídeo 
Partícula de silicato 


Aglutinação passiva e reversa 


Particula de ouro 


Metais sólidos Aglutinação reversa 


Aglutinação passiva: título em placa /CCD em câmera 
Aglutinação passiva reversa acentuada pela fotometria 


Anticorpo para o vírus influenza humana 
Anticorpo para o T. pallidum 

Antígeno de superfície para o vírus da hepatite B 
Gonadotropina coriônica 
Imunoglobulina E 

Ferritina 

Gonadotropina coriônica humana (hCG) 
Anticorpo para o T. pallidum 

HIV, anticorpo para o T. pallidum 
Hemoglobina humana (hHb) 

Anticorpo para o T. pallidum, HBs 
Anticorpo para o T. pallidum 

Estrogênio total 

hCG, hHb 


Fonte: com permissão de Kasahara Y: Principles and applications of particle immunoassay. In Nakamura RM, Kasahara Y, Rechnitz GA (eds.): Immunochemical Assays and Biosensor Tech- 


nology for the 1990s. Washington, DC, American Society for Microbiology, 1992, pp127-147. 


Imunoensaios com precipitina e nefelométricos 


Fundamentos e princípios da reação 
com precipitina 
O precipitado que se forma quando grandes complexos de antígeno 
e anticorpo combinam-se para formar um entrelaçado insolúvel tem 
tido uso amplo para identificar e quantificar reações com imunopreci- 
pitina. Os modos de aplicação das técnicas com precipitina têm as van- 
tagens de sensibilidade, especificidade e simplicidade. A limitação em 
termos de sensibilidade desses ensaios é uma consideração importante. 
Mesmo nas melhores condições favoráveis à sensibilidade proporcio- 
nadas pelas técnicas mais modernas de dispersão luminosa, o limite 
inferior de sensibilidade dos ensaios com imunoprecipitina continuam 
na faixa de 0,1 a 0,5 mg/dL, que parece suficiente o bastante para a 
quantificação de muitas das principais proteínas séricas. À reação com 
precipitina forma a base de muitas técnicas imunoquímicas quantitati- 
vas e qualitativas usadas hoje no laboratório clínico (Kabat, 1961). 
Os fatores que afetam a reação com precipitina foram extensamente 
investigados por Heidelberg em 1935, que descobriu que as proporções 
relativas dos reagentes, as condições de temperatura, o pH e a força iôni- 
ca do meio, bem como as características de avidez e afinidade do anticor- 
po, eram igualmente importantes para a formação do precipitado imu- 
ne. Quanto ao padrão da formação de precipitina, pode-se notar que há 
um ponto em que a precipitação é máxima ou ótima, sendo designado 
ponto de equivalência. O acréscimo contínuo de antígeno assim que esse 
ponto é alcançado produz um efeito solubilizante sobre o precipitado. 
A variação dinâmica adequada para a determinação de analitos deve ser 
até a zona de equivalência. A otimização da concentração de anticorpo 
como um reagente é necessária, além da otimização das soluções tampo- 
nantes. Os métodos típicos de reação de precipitação são os seguintes: 
1. Métodos de ensaio precipitante qualitativos 
Imunodifusão simples (Williams, 1970) 
Imunodifusão dupla (Garvey, 1977) 
Imunodifusão dupla em duas dimensões (Williams, 1970) 
Reação de eletroimunodifusão (Ritzmann, 1975) 
Imunoeletroforese (Rose, 1973) 

2. Métodos de ensaio precipitante semiquantitativos 
Imunodifusão radial simples (Fahey, 1965; Mancini, 1965) 
Eletroimunodifusão em uma dimensão (Axelsen, 1975) (eletrofo- 
rese “em rocha”) 


esses 


Partícula de anticorpo 





Antígeno em amostra 





3. Imunoensaios nefelométricos 
Foram desenvolvidas várias técnicas de análise com imunopre- 
cipitina, em que se usam dispositivos de dispersão luminosa 
(Ritchie, 1978). A ocorrência de formação de imunocomplexo foi 
relatada de acordo com a quantidade de tal dispersão luminosa e 
usada como base para a quantificação de antígeno. Instrumentos 
sofisticados foram projetados para medir rapidamente a disper- 
são luminosa. Em geral, as medidas de dispersão luminosa são 
conhecidas como turbidimetria ou nefelometria. 


Imunoensaio com partículas 
Princípios da aglutinação de partículas 


A reação de aglutinação pode ser usada para detectar anticorpos em 
amostras com antígenos específicos aderidos a uma partícula (agluti- 
nação passiva ou direta) (Fig. 43.3B). A aglutinação inversa utilizando 
um anticorpo correspondente aderido a partículas pode ser emprega- 
da para detectar antígenos solúveis na amostra (Fig. 43.34). Um local 
de ligação de uma única unidade hapteno (para fármacos, hormônios 
ou partículas pequenas) não forma uma estrutura de ligação cruzada 
e, assim, não pode aglutinar-se a menos que seja imobilizada na fase 
sólida. Como mostrado na Figura 43.4A e B, quando uma partícula ou 
transportador imobilizado com um hapteno é usado como reagente, 
ocorre uma reação de inibição da aglutinação que se segue à detecção 
do hapteno. Esse ensaio baseia-se em um princípio do tipo competi- 
tivo em que a aglutinação de partículas de hapteno com uma quanti- 
dade limitada de anticorpos, sejam livres ou aderidos a partículas, é 
inibida pelo hapteno livre presente na amostra. Além disso, partículas 
marcadas podem reagir com reagentes fixados na fase sólida da mem- 
brana. Após imunorreação, as partículas dentro do imunocomplexo 
podem ser desenvolvidas para mostrar cor em parte da membrana. 
Esse tipo de ensaio tornou-se popular como um recurso simples para 
a detecção qualitativa de gonadotropina coriônica humana (hCG, na 
sigla em inglês) e outros analitos. 


Hemaglutinação 

Os testes de hemaglutinação (Boyden, 1951) são simples de fazer 
e não requerem equipamento especial. Por essa razão, tanto países 
avançados como em desenvolvimento adotaram uma variedade de 
testes de hemaglutinação. Um teste de hemaglutinação popular em 


Figura 43.3 Princípios de 
imunoensaio por aglutinação 
passiva de partículas para a 
detecção de antígeno com 
múltiplos epítopos (4) ou an- 
ticorpos (B). (Com permissão 
de Nakamura RM, Kasahara 
Y, Rechnitz GA (eds.): Im- 
munochemical Assays and 
Biosensor Technology for 
the 1990s. Washington, DC, 
American Society for Micro- 
biology, 1992.) 
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Figura 43.4 Princípios de imunoensaio por inibição de partículas para a detecção de antígeno com epitopo simples (hapteno), usando partículas de antígeno com anticorpo 
livre (A) ou fixado (B). (Com permissão de Nakamura RM, Kasahara Y, Rechnitz GA (eds.): Immunochemical Assays and Biosensor Technology for the 1990s. Washington, 


DC, American Society for Microbiology, 1992.) 


todo o mundo é usado para a detecção do anticorpo do Treponema 
pallidum, comercializado como Serodia-TP, por Fujirebio, Inc. (Tó- 
quio, Japão). Nos EUA, o teste de hemaglutinação para o Trepone- 
ma pallidum foi aprovado em 1981 pelos Centers for Disease Control 
(CDC). Ele também foi recomendado pela Organização Mundial de 
Saúde (OMS) por causa de sua superiorioridade com relação a outros 
testes em termos de especificidade e sensibilidade (Kasahara, 1992b). 
No teste de aglutinação para o Treponema pallidum, o reagente 
consiste em hemácias de carneiro sensibilizadas e não sensibilizadas 
e uma solução diluente de soro para a reconstituição de células lio- 
filizadas sensibilizadas como um controle positivo. Podem ser feitos 


tanto testes qualitativos como semiquantitativos usando-se o seguinte 
protocolo para diluição do soro, empregando uma placa de titulação 
como recipiente para a reação como segue: com uma pipeta gotejadora 
de 25 uL, colocam-se 4 gotas (100 uL) de diluente do soro na placa 
1 (Fig. 43.5) e uma gota nas placas 2 a 4 para os ensaios qualitativos 
(as placas 2 a 8 são usadas para o ensaio quantitativo). Os padrões de 
aglutinação resultante são mostrados na Figura 43.6. Padrões negati- 
vos, indicando que a imunorreação não ocorreu, mostram floculação 
condensada de partículas com uma estrutura entrecruzada no fundo 
da placa de microtitulação. Já os padrões positivos, indicativos de que a 
imunorreação ocorreu, mostram um padrão de aglutinação expandido 


PROCEDIMENTO PARA O TESTE DE SERODIA-TPR 
(ENSAIO QUANTITATIVO) 


1. Absorção da gota de diluente 
100 ul 25 ul 


Poon? 1 2 3 4 5 6 7 8 


2. Acrescimo da amostra de soro 
25 ul 


Bolota 
Poço nº 1 2 3 4 5 6 7 8 


3. Realização das diluições séricas 
25 ul 25u 25ul 25u 25ul 25ul 25ul 254 







| i hp z | -JjDescartar 
Poço nº 1 > 4 EEB Ff B 

15 110 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 
| Diluição sérica ———____ 


1:640 


4. Gotejar células 
Células não Células sensibilizadas, 75 ul 


sensibilizadas, 75 wl > 
nnne 


Poço nº 1 2 3 4 5 6 T 8 
1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:2560 


Lo Diluição final ————— 


5. Misturar em agitador automático, tampar a placa e incubar por duas 
horas 


6. Interpretar 


Figura 43.5 Ensaio de hemaglutinação para a detecção do antígeno de T. palladium 
(Serodia-TP, Fujirebio, Inc., Tóquio, Japão), baseado em protocolos de testes semi- 
quantitativos. (Com permissão de Nakamura RM, Kasahara Y, Rechnitz GA (eds.): 
Immunochemical Assays and Biosensor Technology for the 1990s. Washington, DC, 
American Society for Microbiology, 1992.) 


das partículas. As partículas aglutinadas não podem ser sedimentadas 
depois para se obter a condensação como padrões negativos, pois sua 
forma global é perdida durante a contagem das partículas aglutina- 
das. Na primeira e na segunda fileiras, foram usados soro e células não 
sensibilizadas (controle negativo), respectivamente. As amostras 1 e 2 
mostram resultados negativos. As amostras 3 a 8 mostram resultados 
negativos ou positivos, dependendo da diluição da amostra. Observa- 
-se resultado positivo nas amostras 7 e 8 até 1:2.560 (fileiras 3 a 8). 
Kits para hemaglutinação já estão disponíveis para a detecção de 
anticorpos para o vírus da hepatite B (HBV), o da hepatite do tipo 
C (HCV), o da imunodeficiência humana (HIV-1/2), tireoglobulina, 
microssomo tireóideo e outras substâncias. Os testes de hemaglutina- 
ção reversa são usados para a detecção do antígeno de superfície para 
o HBV, a-fetoproteína (AFP), hemoglobina humana em amostras ar- 
mazenadas e assim por diante. A sensibilidade dos testes de hemaglu- 
tinação é de aproximadamente 50 ng/mL para detecção de antígeno 
(analito). Kemp (1988) desenvolveu um ensaio de hemaglutinação 
que usa um anticorpo monoclonal específico de camundongo para o 
antígeno de superfície de eritrócitos humanos. O anticorpo pode re- 
conhecer um epítopo comum para diferentes tipos de eritrócitos ou 
células anormais, como aquelas encontradas na anemia falciforme. 


Conforme mostrado esquematicamente na Figura 43.7, os eritrócitos 
nas amostras são usados como partículas da fase sólida e a aglutinação 
resultante pode ser observada a olho nu. Anticorpos bivalentes são 
conjugados quimicamente, de modo que um anticorpo reage de ma- 
neira específica com os epítopos de superfície do eritrócito, e o outro 
é específico para o analito ou antígeno-alvo O ensaio é aplicado para 
a detecção do anticorpo contra o HIV, bem como para a detecção de 
vários antígenos. Ao contrário dos formatos convencionais de agluti- 
nação, esse não requer a separação de plasma ou soro. Esse ensaio é 
simples e poupa tempo, além de ter vantagens em termos de seguran- 
ça, porque elimina a necessidade de separar o soro de amostras com 
risco de serem positivas para o HIV ou o HBV. 


Aglutinação de partículas de gelatina 

O desenvolvimento de uma partícula de gelatina especial com su- 
perfície altamente hidrofílica capaz de impedir a ligação inespecífica 
de materiais presentes em uma amostra foi uma alternativa para os 
eritrócitos (Ikeda, 1984). A partícula é feita por separação de fase e 
ligação cruzada tridimensional a 40°C e pH ótimo. A partícula resul- 
tante é fixada com formaldeído ou glutaraldeído, e seu diâmetro é de 
cerca de 3 um. As propriedades físicas das partículas de gelatina, em 
comparação com as dos eritrócitos, são expostas na Figura 43.8. Uma 
partícula de gelatina não tem antigenicidade e, portanto, não tem pro- 
blemas associados a anticorpos heterofílicos quando eritrócitos são 
usados como partículas. Esse tipo de partícula artificial requer muito 
menos diluição sérica para evitar ligação inespecífica e garante uma 
detecção mais sensível que com eritrócitos. Outras partículas sintéti- 
cas (Hirayama, 1991) feitas de um bloco de copolímero composto de 
ácido L-glutâmico e derivados foi desenvolvida por Hirayama (1991) 
como alternativas para as partículas de gel. Essas partículas sintéticas 
podem ser coradas com qualquer corante porque as próprias partícu- 
las são incolores, como as de gelatina. O teste de aglutinação em partí- 
cula de gelatina foi aplicado inicialmente para a detecção de anticorpos 
para o vírus linfotrópico humano de células T do tipo I (HTLV-1), o 
primeiro retrovirus humano descoberto. O teste de aglutinação (Ike- 
da, 1984) logo tornou-se particularmente popular para a triagem san- 
guínea de HIV, HBV e HCV, por suas sensibilidade e especificidade 
elevadas, mais o fato de não ser necessário controle estrito da tempe- 
ratura para sua realização. A aglutinação de partícula de gelatina pode 
substituir qualquer ensaio baseado na hemaglutinação, com exceção 
dos que utilizam eritrócitos nas amostras como partículas. 


Aglutinação do látex 

A aglutinação em látex (Galvin, 1984), usando partículas de látex, 
era usada para a detecção de vários analitos, como hCG para testes 
qualitativos de gravidez, e a detecção quantitativa de outras proteí- 
nas plasmáticas, com ou sem instrumentação. O formato desse en- 
saio qualitativo é simples. Por exemplo, basta misturar algumas gotas 
de látex marcadas com reagente e a amostra com um bastão em uma 
lâmina negra. Depois de 2 a 3 minutos, a inversão da fase da agluti- 
nação resultante da imunorreação pode ser observada a olho nu. A 
aglutinação em látex foi adaptada para ensaios quantitativos usando- 
se métodos de detecção de luz baseados na turbimetria (absorção de 
luz) ou na nefelometria (dispersão da luz). Com essas técnicas, a aglu- 
tinação no látex consegue maior sensibilidade de subnanogramas por 
mililitro, enquanto a sensibilidade do ensaio que mede a precipitação 
intacta do complexo antigeno-anticorpo é inferior a 0,5 pg/mL. 


Ensaio turbidimétrico com látex 

A adsorção de luz (perda de luz por dispersão sobre a superfície de 
uma partícula) é proporcional ao diâmetro da partícula e depende do 
comprimento da onda luminosa utilizada. A maioria dos reagentes de 
látex disponíveis no comércio usa látex com diâmetro inferior a 1 um 
e é aplicada em analisadores químicos automatizados que empregam 
princípios de estimativa fotométrica. Para melhorar ainda mais a sen- 
sibilidade, foram feitas tentativas de aprimorar os reagentes e a ins- 
trumentação, bem como otimizar o tamanho da partícula, a seleção 
do comprimento de onda apropriado e a melhoria do software para 
integração dos dados. Há novos sistemas automatizados que usam 
partículas de látex e podem realizar cerca de 200 testes por hora com 
sensibilidade de subnanograma por mililitro. 
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* Marca registrada do teste para aglutinação do anticorpo do T. pallidum, Fujirebio, Inc., Tóquio, Japão. 


Figura 43.6 Padrões de hemaglutinação para a detecção do anticorpo anti-T. pallidum (A) e interpretação como positiva ou negativa na diluição sérica final. (Com permissão 
de Nakamura RM, Kasahara Y, Rechnitz GA (eds.): Immunochemical Assays and Biosensor Technology for the 1990s. Washington, DC, American Society for Microbiology, 
1992.) 
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Eritrócitos do doador Reagentes bivalentes Ligação mas não aglutinação 


Aglutinação 


Figura 43.7 Apresentação esquemática de um ensaio baseado na aglutinação de eritrócitos autólogos, usando eritrócitos na amostra como partículas. (Com permissão de Na- 
kamura RM, Kasahara Y, Rechnitz GA (eds.): Immunochemical Assays and Biosensor Technology for the 1990s. Washington, DC, American Society for Microbiology, 1992.) 





f nr Carreador 
Propriedades sicas Partículas de gelatina Eritrócitos de carneiro 
Diâmetro, um 2a6 6 
Densidade 1,05 a 1,10 1,10 
Mobilidade eletro- 
forética, um/s/V/cm —0,75 a -1,85 —1,15 


Figura 43.8 Eletromicrografia (25.000 x) e propriedades físicas das partículas de 
gelatina em comparação com eritrócitos de carneiro. (Com permissão de Nakamura 
RM, Kasahara Y, Rechnitz GA (eds.): Immunochemical Assays and Biosensor Tech- 
nology for the 1990s. Washington, DC, American Society for Microbiology, 1992. 
pp 139.) 


Imunoensaio de contagem de partículas 

O imunoensaio por contagem de partículas (Masson, 1986) usa a 
contagem óptica de células para avaliar a diminuição do número de 
partículas não aglutinadas após uma imunorreação. No formato de 
imunoensaio por contagem de partículas, pode-se medir a velocida- 
de do ensaio, ou seja, a taxa de queda no número de partículas não 
aglutinadas, ou o ponto terminal da reação no ensaio. É possível usar 
o ponto terminal do ensaio para obter uma sensibilidade no nível de 
nanograma por mililitro, mas é necessário um tempo maior de incu- 
bação para uma reação imunológica com ponto terminal. 


Outros imunoensaios com partículas 

Foram desenvolvidos imunoensaios de dispersão quase elásticos 
que utilizam uma estimativa da alteração na resposta à distribuição 
do tamanho da partícula (Yarmush, 1987). Tal técnica usa um feixe 
de laser para medir a redução no coeficiente médio de difusão de par- 
tículas como resultado da imunorreação. Outros métodos medem a 
alteração na anisotropia angular da luz dispersa com o aumento do 
tamanho médio da partícula. Partículas com diâmetros quase iguais 
ao tamanho de um comprimento de onda conseguem uma variação 
angular dependente do tamanho da luz dispersa. 


Resumo 


Os testes de hemaglutinação indireta e aglutinação de partícula de 
gelatina que usam placas de microtitulação tornaram-se procedi- 
mentos populares para a determinação qualitativa e semiquantitati- 
va de vários analitos. Esses testes não requerem instrumentação adi- 
cional ou controle estrito da temperatura. O mais importante é que 
garantem uma sensibilidade igual ou maior que a dos imunoensaios 
enzimáticos convencionais, quando aplicados à detecção de anticor- 
po de agentes infecciosos. O látex como uma fase sólida tem grandes 
vantagens cinéticas, como um tempo mais curto de imunorreação. 
Por essa razão, foi possível adaptá-lo para uso nos instrumentos 
existentes ou sofisticados aplicando-se diferentes princípios, o que 
resulta em um ensaio com sensibilidade de cerca de três ordens de 
magnitude maior do que a dos ensaios de imunoprecipitação tidos 
como o padrão. O látex é suscetível à interferência de fatores desco- 
nhecidos presentes nas amostras. Para eliminar esse problema, têm 
sido usados vários absorventes tanto no reagente como no meio de 
incubação. A grande vantagem do imunoensaio com partícula é sua 
simplicidade, porque não requer a separação de reagentes livres e 
ligados. 


Radioimunoensaio 


Fundamentos 


Desde que a tecnologia do radioimunoensaio (RIA), usando radioi- 
sótopos como indicadores, foi desenvolvida primeiramente por Yalow 
e Berson (1959), ela melhorou muito em termos de sensibilidade e pre- 
cisão. Foram feitas inúmeras variações no método no laboratório clíni- 
co. Existem duas técnicas principais de RIA, os formatos heterogêneos 
competitivo e não competitivo, que requerem etapas de lavagem para 
separar indicadores (conjugados) ligados e livres. O ensaio competiti- 
vo segue a lei de ação das massas, que especifica a reação entre analitos 
e proteínas de ligação, receptores e anticorpos. O fator fundamental 
para a otimização do ensaio é a afinidade de ligação do anticorpo. O 
gráfico de Scatchard que mostra a proporção de anticorpo ligado e li- 
vre para a concentração do analito é comumente usado para avaliar 
o desempenho do anticorpo. A Figura 43.9 mostra o gráfico de Sca- 
tchard para a determinação da ciclosporina. Como descrito na Cinéti- 
ca da reação antígeno-anticorpo, parte-se da seguinte equação: 

L/F = K,([Ab],-B), 

o eixo y é a proporção L/F, que é proporcional à concentração de anti- 
corpo ([Ac]) livre a partir de [Ac]t — L, igual à concentração de antige- 
no ([Ag]) livre. Portanto, Ka representa a inclinação do gráfico. Nessa 
figura, a constante de afinidade K, é de 8,1 x 10º L/M para o anticorpo 
específico da ciclosporina. Emissões radioativas, como de raios gama 
de indicadores iodo-125, podem ser medidas em termos de contagens 
por minuto (CPM), usando-se um contador de cintilação gama. Os 
radioisótopos típicos usados como indicadores e suas propriedades 
são mostrados na Tabela 43.3. A escolha do indicador afeta consi- 
deravelmente o protocolo do ensaio. Por exemplo, o indicador mais 
popular, o iodo-125, requer um tempo mais curto para a contagem 
do sinal, mas tem duração limitada por causa de sua curta meia-vi- 
da. No entanto, o indicador trício (“H) requer um tempo maior para 
contagem, aumentando assim o tempo total do ensaio. A maioria dos 
RIAs agora usa iodo-125 como indicador para acelerar o processo de 
conjugação e reter a atividade biológica dos reagentes. Um método 
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Figura 43.9 Grafico de Scatchard das caracteristicas de ligagao do anticorpo com a 
ciclosporina (K, = 8,1 x 10° L/M). 


Tabela 43.3 Propriedades dos radioisótopos usados como indicadores 
para radioimunoensaios 


Isótopo Meia-vida Tipo de Atividade específica 
decaimento (mCi/mmol) 

lodo-125 60 dias Y 2.200 

lodo-131 8,1 dias Br, 16.100 

Hidrogênio-3 12,3 anos P 29 

Carbono-14 5.760 anos pr 6.062 

Fósforo-32 14,3 dias B- 9.120 
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920 de uso comum para a conjugação do iodo-125 com proteínas é o da 


cloramina-T (Hunter, 1962). A tirosina, em particular, tem mais rea- 
tividade com o iodato por causa de seu grupo hidroxi na paraposição 
do anel aromático. O sinal pode ser medido em termos de CPM como 
emissão de raios gama. Ao contrário das enzimas, não é provável que 
isótopos como indicadores com um pequeno rádio Stokes atrapalhem 
a atividade antigênica por causa da falta de obstáculo estérico quando 
os isótopos são conjugados com pequenos antígenos (haptenos). 


Princípios e métodos de ensaio 


Foram desenvolvidos vários métodos (excesso de antígeno) basea- 
dos na reação de ligação competitiva (Ekins, 1960) a anticorpos entre 
antígenos marcados e não marcados (analitos presentes na amostra) 
para uma ampla variedade de analitos. Um método competitivo tra- 
dicional é mostrado na Figura 43.10. Primeiro, mistura-se uma quan- 
tidade conhecida de antígeno marcado e antígeno na amostra e deixa- 
-se que reajam de forma competitiva com uma quantidade constante 
de anticorpo revestida em uma fase sólida, como contas de sefarose 
ou a parede interna de tubos plásticos. Após a reação imune alcançar 
seu equilíbrio, a mistura é lavada para remoção de conjugados não 
tratados e antígenos, e o complexo imune aprisionado na fase sólida 
é separado. A etapa de lavagem é conhecida como separação L/F (li- 
gado sobre livre). Aplicando-se o princípio competitivo, o gráfico da 
porcentagem de antígeno ligado contra a concentração logarítmica do 
analito resulta na curva padrão mostrada na Figura 43.10. O gráfico 
da CPM na curva padrão dá a concentração dos analitos. 

Um segundo método de anticorpo é exposto na Figura 43.11. O pri- 
meiro anticorpo específico contra um antígeno particular (analito) 
reage de forma competitiva com o conjugado e o antígeno. Então, o 
imunocomplexo é capturado pelo segundo anticorpo específico para o 
primeiro anticorpo, na fase sólida. Quando o segundo anticorpo é re- 
vestido com uma fina fase sólida, o imunocomplexo na segunda reação 
pode ser separado como um precipitante das moléculas que não reagi- 
ram. Para determinação do anticorpo, o anticorpo marcado e o anticor- 
po na amostra reagem de forma competitiva com o antígeno (analito) 
fixado na fase sólida. A curva íngreme da curva padrão fornece dados 
mais precisos. Os métodos competitivos requerem menor quantidade 
de anticorpo ou antígeno (analito) do que para ensaios do tipo san- 
duíche descritos adiante. Recentemente, os ensaios não competitivos, 
originalmente demonstrados por Miles (1968), tornaram-se populares. 

Os ensaios imumorradiométricos ou sanduíche (Fig. 43.12) têm 
uma relação alternativa entre o analito e o anticorpo. O ensaio com- 
petitivo clássico consegue uma resposta imunológica com quantidade 
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Figura 43.10 Princípio do RIA competitivo usando o primeiro anticorpo como fase sólida. 


antigeno- anticorpo 


Medida 


mínima de anticorpo, e o ensaio sanduíche usa uma grande quanti- 
dade de anticorpo na fase sólida. A tecnologia do anticorpo mono- 
clonal possibilitou a elaboração de grandes quantidades de anticorpos 
específicos a custos moderados, permitindo assim explorar o ensaio 
sanduíche, que usa um excesso estequiométrico de anticorpo e é mais 
sensível que o ensaio competitivo. Quando o ruído de fundo é com- 
pletamente omitido, a sensibilidade final teórica do ensaio sanduíche 
é uma molécula de analito, possível quando a quantidade de anticor- 
po usada no sistema de ensaio aproxima-se do infinito. Como mos- 
trado na Figura 43.12, o anticorpo na fase sólida primeiro captura o 
antígeno (analito) na amostra. Após separação L/F, o conjugado reage 
com o antígeno (analito) fixado na fase sólida, e o sinal pode então ser 
contado após a eliminação dos conjugados livres em uma etapa de la- 
vagem. Esse ensaio requer antígenos com mais de dois sítios antigêni- 
cos. Quando são usados dois anticorpos diferentes (i. e., um anticor- 
po de fase sólida específico para um sítio antigênico e um anticorpo 
conjugado específico para o outro sítio antigênico), o protocolo do 
ensaio pode ser simplificado fazendo-se um sanduíche de uma eta- 
pa. Assim, o anticorpo da fase sólida pode misturar-se ao antígeno na 
amostra e ao conjugado simultaneamente. Não ocorre interferência 
porque os anticorpos da fase sólida e do conjugado são ambos capa- 
zes de reconhecer sítios antigênicos diferentes. Nesse ensaio, o sinal 
gerado é proporcional à concentração de analito presente na amostra, 
como no ensaio sanduíche em duas etapas. Esse método de ensaio po- 
de ser aplicado à detecção de anticorpo com um formato de ensaio 
que emprega antígeno como a fase sólida e antígeno marcado. Para o 
formato em duas etapas, a sensibilidade do ensaio é alta (Rodriguez- 
-Espinosa, 1987). Um exemplo é usar o ensaio imunorradiométrico 
para a determinação do hormônio peptídico estimulante da tireoide 
(TSH); o nivel de sensibilidade do ensaio é inferior a 0,07 U/mL de 
TSH, comparado ao valor de aproximadamente 0,7 uU/mL no ensaio 
competitivo convencional com antígeno marcado. 


Resumo 


Em comparação com outros imunoensaios, os RIAs são vantajosos 
por várias razões: (1) precisão e alta sensibilidade, (2) facilidade de 
conjugação do isótopo, (3) detecção do sinal sem otimização e (4) 
estabilidade contra interferência do ambiente do ensaio, entre ou- 
tras. As desvantagens dos RIAs são a curta meia-vida dos reagentes e 
a necessidade de proteção contra radioatividade perigosa. Além dis- 
so, conforme discutido adiante, os RIAs não podem ser aplicados a 
imunoensaios homogêneos, porque os sinais de isótopos não podem 
modular as reações antígeno-anticorpo. 
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Figura 43.11 Princípio do RIA competitivo usando o segundo anticorpo para separação entre ligados e livres (L/F). 
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Figura 43.12 Princípio do RIA sanduíche usando fase sólida, também conhecido como ensaio imunorradiométrico. B/F = ligados/livres. 
Imunoensaio enzimático ensaio multiplicado por enzima (EMIT, enzyme-multiplied immuno- 


assay technique), registrada com o nome comercial de SYVA Co. (Da- 
de Behring Inc., Cupertino, CA) (Rubenstein, 1972). Essencialmente, 
os EIAs heterogêneos são bastante semelhantes aos RIAs, exceto por 

Foram desenvolvidos imunoensaios quantitativos usando enzi- serem usadas enzimas como indicadores. As enzimas tornam possí- 
mas como indicadores como uma alternativa para os radioisótopos vel desenvolver ELAs homogêneos, eliminando as etapas de lavagem 
(Avrameas, 1971; Engvall, 1971; Van Weeman, 1971). Os de uso mais que, de outro modo, tornam-se necessárias para a separação L/F. Na 
disseminado são o ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA, Tabela 43.4 há uma comparação dos aspectos dos EIAs heterogêneos 
enzyme-linked immunoabsorbent assay), o EIA e a técnica de imuno- | e homogêneos com os RIAs. Aprimoramentos nos EIAs forneceram 


Fundamentos e classificação 








922 


a 


E 


IO € imunoqui mica 


“Imunoensa 


Tabela 43.4 Comparação entre o radioimunoensaio, o imunoensaio enzimático heterogêneo e o imunoensaio enzimático homogêneo 


Ensaio Etapas da reação imunológica 


Radioimunoensaio 
Amostra + 
(Analito ou Ac marcado)-'2| 


Imunorreação com etapas de lavagem 
para separação 

Imunoensaio enzimático heterogêneo 
Amostra + 

(Analito ou Ac marcado)-enzima Imunorreação com etapas de lavagem 


para separação 


Imunoensaio enzimático homogêneo 
Amostra + 


(Analito ou Ac marcado)-enzima 
ou cofatores 


A imunorreação e/ou reação sistêmica 
é feita em uma solução, que inclui 
reagente para desenvolvimento 

do sinal enzimático 


muitos formatos com graus diferentes de velocidade, sensibilidade, 


simplicidade e precisão. As contagens e desvantagens dos EIAs estão 
relacionadas na Tabela 43.5 (Nakamura, 1992a). 


Imunoensaios enzimáticos heterogêneos 


O princípio de ensaio dos EIAs heterogêneos é semelhante ao dos 
RIAs, exceto pelo fato de que a atividade enzimática, e não a radioa- 
tividade, é medida. Os EIAs requerem um processo secundário para 
obter sinais por meio da reação catalítica das enzimas. Como a fase 
sólida para a separação de conjugados ligados e livres, podem ser usa- 
dos placas de microtitulação, contas de plástico, partículas magnéticas 
e filtros de látex, entre outros recursos. O uso de pequenas partículas 
magnéticas e látex encurta o tempo da imunorreação, reduzindo as- 
sim o tempo total do ensaio. O desenvolvimento de substratos para 
serem clivados por enzimas foi marcado pela introdução de substra- 
tos colorimétricos e fluorométricos, e por fim dos quimioluminiscen- 
tes, que aumentaram a sensibilidade do sinal. As enzimas comumente 
usadas nos EIAs heterogêneos são a peroxidase da raiz forte, a fosfa- 
tase alcalina, a B-galactosidase, a oxidase da glicose, urease e catalase. 
As enzimas mais usadas e suas características estão relacionadas na 
Tabela 43.6. Ensaios de sensibilidade que usam enzimas podem ser 
determinados pela velocidade de renovação de cada enzima e pela 


Tabela 43.5 Vantagens e desvantagens do imunoensaio enzimático 


A. Vantagens 

1. Ensaios sensíveis podem ser desenvolvidos pela amplificação do efeito de 
enzimas. 

2. Os reagentes são relativamente baratos e podem ter um prazo de validade longo. 

3. Múltiplos ensaios simultâneos podem ser desenvolvidos. 

4. Uma ampla variedade de configurações de ensaios pode ser desenvolvida. 

5. O equipamento pode ser barato e encontra-se amplamente disponível. 

6. Não há risco de radiação durante a marcação ou o descarte dos resíduos. 

B. Desvantagens 

1. A estimativa da atividade enzimática pode ser mais complexa que a da ativi- 
dade de alguns tipos de radioisótopos. 

2. A atividade enzimática pode ser afetada por constituintes plasmáticos. 

3. Ensaios homogêneos no momento têm sensibilidade de 10? M, não sendo tao 
sensíveis como os radioimunoensaios. 


4. Foram desenvolvidos EIAs homogêneos para grandes moléculas de proteína, 
mas requerem reagentes imunoquímicos complexos. 


EIA, imunoensaio enzimático. 

Fonte: com permissão de Nakamura RM, Kasahara Y: Heterogeneous enzyme immunoas- 
says. In Nakamura RM, Kasahara Y, Rechnitz GA (eds): Immunochemical Assays and 
Biosensor Technology for the 1990s. Washington, DC, American Society for Microbiology, 
1992, pp 149-167. 


Etapas da reação enzimática Etapas de detecção do sinal 


Não necessárias Decaimento radioativo (raios 7) 


Densidade óptica: 
Fluorescência 
Luminescência 


Reação enzimática com 
reagente adicional 


Densidade óptica: 
Fluorescência 
Luminescência 


À imunorreação e/ou reação 
sistêmica é feita em uma solução, 
que inclui reagente para 
desenvolvimento do sinal enzimático 


seleção do sinal medido em que a quimioluminiscência é o método 
mais sensível. 

O formato do ensaio de EIAs heterogêneos, como os RIAs, pode ser 
dividido em competitivo e não competitivo (ver Fig. 43.13). Os ensaios 
competitivos (com excesso de analito) usam conjugados de antígeno 
com enzima (Fig. 43.134), enquanto os não competitivos (com excesso 
de reagentes) incluem ensaios imunométricos do tipo sanduíche com 
dois sítios e os ensaios indiretos para medir anticorpos (Figs. 43.13B 
e C). Ultimamente, os ensaios imunométricos do tipo sanduíche têm 
ganhado popularidade como métodos de determinação de antígenos, 
como hormônios, marcadores tumorais, proteínas plasmáticas e agen- 
tes infecciosos. Os ensaios indiretos para medida de anticorpo (Fig. 
43.13C) foram adotados para a detecção de anticorpos contra agentes 
infecciosos (p. ex., HIV, HBV, HCV) e para autoanticorpos. 

Os EIAs heterogéneos (Fig. 43.13) consistem nas seguintes etapas: 

1. os reagentes da fase sólida aderidos são misturados com analito, 

seja no ensaio de formato competitivo ou não competitivo; 

2. após o acréscimo de conjugado e incubação, vêm as etapas de 
lavagem com uma solução tampão contendo detergente, uma ou 
duas etapas após a imunorreação, que deve alcançar certos resul- 
tados para se obter um ensaio estável e preciso; 


Tabela 43.6 Características das enzimas típicas usadas como indicadores 
para imunoensaio enzimático 


Características Peroxidase Enzima Fosfatase 

(EC1.11.1.7) B-Galactosidase alcalina 
(EC3.2. 1.23) (EC3.1.3.1) 

Fonte Raiz forte E. coli Intestino bovino 

Peso molecular 40.000 530.000 100.000 

(daltons) 

Atividade 250 U/mg 600 U/mg 25.000 U/mg 

especifica 

Velocidade de 10.000 318.000 250.000 

renovação* 

Medida da Colorimetria, Colorimetria, Colorimetria, 

enzima fluorometria, fluorometria, fluorometria, 
luminometria luminometria luminometria 

Estimativa Luminometria Fluorometria Luminometria 

altamente sensivel 

Método para Oxidação do Método da Método do 

marcação periodato dimaleimida, glutaraldeído, 

enzimática (método reagente' com reagente com 
Nakane) ligação cruzada ligação cruzada 


* O número de moléculas de substrato produzidas por uma molécula de enzima para 
reação em um minuto; número de moléculas/min. 


' O reagente contém grupos quimicamente reativos, como maleimida e succinimida. 
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Figura 43.13 Principios do imunoensaio enzimatico heterogéneo (EIA) usando fase 
solida; (A) ensaio competitivo e (B e C) ensaio sanduiche nao competitivo. 


3. a fase sólida, com o imunocomplexo contendo antígeno ou anti- 
corpo marcado com enzima, é incubada a temperatura constante 
com a solução de enzima e substrato; 

4. a reação enzimática é interrompida (o que é desnecessário em 
ensaio de velocidade) e o produto da reação com substrato é me- 
dido com vários detectores, dependendo do substrato usado. 


Imunoensaio enzimático colorimétrico 

Nesse ensaio, a reação enzimática é realizada com substratos cromo- 
gênicos para desenvolver uma cor por reação catalítica primária. Por 
exemplo, a peroxidase da raiz forte, catalisando ABTS (sal diamônio 
de 2,2'-azino-di|3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato|) com H,O, for- 
ma uma cor verde, e a fosfatase alcalina, específica para o p-nitrofenil 


fosfato, forma uma cor amarela. Ambas as enzimas são os tipos mais 
comumente usados de imunoensaio colorimétrico. Usa-se um espec- 
trofotômetro para medir a densidade óptica do cromógeno resultante. 
Dispõe-se de muitos instrumentos para medir a densidade óptica em 
tubos ou placas de microtitulação, desde um sistema totalmente auto- 
matizado que pipeta as amostras e imprime os dados, até dispositivos 
manuais mais simples. Quando a reação do EIA é realizada na mem- 
brana de nitrocelulose (método do Western blotting) ou em outras 
membranas, são utilizados substratos que geram corantes insolúveis. 
Um teste de gravidez com hCG no formato de imunoensaio é vendido 
sem prescrição e usa derivados da benzidina para reagir com peroxi- 
dase ou derivados do indoxil fosfato para reagir com fosfatase alcalina 
e gerar corantes insolúveis. O acúmulo de corante na fase sólida por 
meio da reação enzimática pode ser visto a olho nu. Teoricamente, a 
medida da densidade óptica é limitada a uma faixa entre 0 e 2. Portan- 
to, a determinação da densidade óptica para analitos que requerem a 
determinação de uma ampla faixa dinâmica é problemática, mesmo 
quando uma quantidade excessiva de conjugado e fase sólida com sufi- 
ciente capacidade de captura é usada em um ensaio do tipo sanduíche. 

As tentativas de aprimorar os EIAs, a pedra fundamental dos imuno- 
ensaios não isotópicos, trouxeram à luz várias desvantagens dos RIAs, 
como o perigo do desgaste isotópico, a radiólise de analitos marcados e a 
curta meia-vida do iodo-125. Ishikawa (1989) desenvolveu uma EIA ul- 
trassensível capaz de detectar 3 fmol de anticorpo IgG específico. Porém, 
para conseguir esse nível de especificidade, são necessárias várias etapas 
entediantes, como a transferência de imunocomplexo de uma primeira 
fase sólida para outra fase sólida, para reduzir os sinais de fundo. 


Imunoensaio enzimático fluorescente 


Os EIAs fluorescentes são idênticos a outros EIAs, exceto pelo uso de 
substratos fluorescentes. No EIA fluorescente, um fluoróforo é gerado 
por uma reação enzimática. Após excitação do fluoróforo em seu com- 
primento de onda luminosa ótimo, é emitida luz com um comprimento 
de onda característico. Instrumentos como um fluorômetro requerem 
tanto um fornecedor da fonte de excitação luminosa como um tubo fo- 
tomultiplicador como detector da emissão de fluorescência. Pode haver 
substâncias que emitam luz fluorescente na amostra. Tais substâncias 
podem aumentar o sinal de fundo, o que pode interferir na sensibilida- 
de do ensaio. Assim, é preciso muita atenção com a seleção de substra- 
tos para EIAs, para evitar esses fatores de interferência. Em comparação 
com os EIAs colorimétricos, os ensaios fluorescentes geram uma inten- 
sidade de sinal pelo menos uma ordem de magnitude maior. 


Imunoensaio enzimático quimioluminescente 

Os imunoensaios enzimáticos quimioluminescentes (CL-EIA, na si- 
gla em inglês) usam substratos quimioluminescentes que reagem com 
várias enzimas empregadas como indicadores. A reação enzimática 
quimioluminescente gera luz, similar à bioluminescência, e envolve 
o uso de substratos naturais como luciferina-trifosfato de adeno- 
sina (ATP). Nos últimos 20 anos, deu-se muita atenção à aplicação 
da quimioluminescência nos imunoensaios, tendo sido desenvolvida 
uma variedade de sistemas consistindo em substratos e enzimas. Os 
sistemas atuais que usam derivados do luminol a peroxidase, com um 
facilitador ou derivados do dioxetano a fosfatase alcalina, conseguem 
imunoensaios altamente sensíveis. Esses ensaios são instrumentos efe- 
tivos para o diagnóstico prático. A reação de oxidação enzimática de 
análogos do luminol é usada há muito tempo para CL-EIA. O em- 
prego de peroxidase com H,O, é um método comum, intercambiável 
com uma enzima de acoplamento alternativa que produz H,O,, como 
glicose oxidase ou uricase. À descoberta de facilitadores por Thorpe 
(1985) para quimioluminescência baseada no luminol melhorou no- 
tavelmente a sensibilidade do ensaio. Os facilitadores incluem deriva- 
dos do fenol e compostos aromáticos. Por exemplo, a luminol-peroxi- 
dase com p-iodofenol como facilitador atinge um amostra da emissão 
de luz até de 2.800 vezes na reação otimizada da mistura. Esse ensaio 
é capaz de detectar TSH em 0,04 U/mL usando soro como amostra. 
No entanto, é provável que reações oxidativas, como as do luminol, 
sofram interferência de múltiplos fatores que causam aumento dos si- 
nais de fundo (ruídos) inespecíficos. 

Bronstein (1989a) desenvolveu um substrato quimioluminescente 
para a fosfatase alcalina que difere consideravelmente de outros com- 
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postos, conhecido como AMPPD (dissódio 3-(4-metilespiro-[1,2- 
dioxetano-3,2'-triciclo-[3.3.1.1 |decano |-4-il) fenil fosfato). Trata-se 
de um derivado do adamantil dioxetano, que não requer moléculas 
adicionais para a emissão de luz quimioluminescente, ao contrário do 
luminol, que precisa de compostos oxidativos além de moléculas de 
luminol. O AMPPD é uma nova molécula que é um substrato com- 
pleto porque é composta do grupo adamantil como um estabilizador 
de toda a molécula, da ligação dioxetano como uma fonte de energia, 
do fosforil éter como um local de clivagem da enzima, e de um grupo 
fenil para quimioluminescência, todos montados dentro de uma mo- 
lécula. A estrutura da molécula e o processo da reação para a geração 
de luz são mostrados na Figura 43.14. A clivagem da ligação fosfoés- 
ter do AMPPD pela fosfatase alcalina dispara a luminescência inicia- 
da quimicamente pela troca de elétrons (CIEEL) ao liberar dioxetano 
rico em elétrons. Uma quimioluminescência com comprimento de 
onda máximo de 477 nm pode ser detectada em questão de minutos a 
horas, dependendo da concentração de substrato. O sistema de ensaio 
com fosfatase alcalina e AMPPD tem sensibilidade inferior a 10 a 21 
mol (Bronstein, 1989b, 1991; Kricka, 1991). 

O CL-EIA usa AMPPD como substrato para reagir com fosfatase 
alcalina, que é usada como a enzima indicadora. O CL-EIA pode ser 
feito em um instrumento totalmente automatizado. Esse novo subs- 
trato possibilitou o desenvolvimento de um sistema de imunoensaio 
enzimático quimioluminescente extremamente sensível. Partículas de 
ferro de 0,3 um de diâmetro empregadas como a fase sólida encurtam 
o tempo da imunorreação para 30 minutos e fornecem uma área su- 
perficial maior para imunoabsorção. A relação entre o sinal quimio- 
luminiscente e a concentração dos analitos é linear até sete ordens de 
variação dinâmica. A sensibilidade do CL-EIA (Nishizono, 1991) foi 
10 vezes maior do que a dos RIAs convencionais quando se analisou 
AFP; a AFP foi detectada no nível de 30 pg/mL com um tempo de 
ensaio de 30 minutos. Portanto, os novos sistemas de ensaio quimio- 
luminiscente são um aprimoramento definitivo sobre os RIAs em ter- 
mos de sensibilidade, eficiência de tempo e simplicidade do procedi- 
mento, sendo cada vez mais populares no mercado. 


Imunoensaios enzimáticos homogêneos 


Fundamentos 

Há duas opções para eliminar procedimentos de ensaio entediantes. 
Um é projetar instrumentos completamente automatizados para ava- 
liar tipos heterogêneos de reagentes, e o outro é desenvolver reagen- 
tes inovadores que não requeiram as complicadas etapas de lavagem, 
como necessárias nos EIAs heterogêneos. Enzimas e seus cofatores 
são indicadores vantajosos nos EIAs homogêneos, porque a atividade 
enzimática pode ser modulada facilmente mudando-se os fatores no 
microambiente da área Ag-Ac. Não é esse o caso quando se usa decai- 
mento de radioisótopo como o sinal. No momento, os EIAs homogé- 
neos em geral são menos sensíveis que suas contrapartes heterogêne- 
as. Os EIAs heterogêneos convencionais têm sensibilidade igual à dos 
RIAs em muitas aplicações, enquanto os EIAs homogêneos (Nakamu- 
ra, 1988) continuam uma ou duas ordens de magnitude menos sen- 
síveis que os RIAs. Os EIAs homogêneos podem requerer reagentes 
imunoquímicos complexos, mas os sistemas de ensaio são rápidos e 
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simples, além de adaptáveis aos instrumentos convencionais. Há vá- 
rios tipos de EIA homogêneos. Em cada um desses ensaios, a interação 
antígeno-anticorpo modula a atividade da enzima ou do indicador 
enzimático na presença do substrato. A modulação da atividade enzi- 
mática reflete o grau da reação imunoquímica. Na Tabela 43.7 há uma 
lista das características dos EIAs homogêneos típicos. Eles podem ser 
classificados como ensaios de ligação competitivos ou não competiti- 
vos. Em geral, os competitivos consistem em antígenos marcados por 
enzimas. Contudo, o antígeno (analito) pode estar conjugado com o 
substrato ou um grupo prostético da enzima em outros formatos de 
ensaio. Em contraste, os ensaios de ligação não competitivos usam um 
conjugado de anticorpo marcado com enzima. Entre os vários méto- 
dos relatados, cinco EIAs homogêneos merecem nossa atenção. 


Técnica de imunoensaio multiplicado por enzima 

O EMIT, o primeiro EIA homogêneo, foi desenvolvido por Rubens- 
tein (1972). O sistema EMIT está ilustrado na Figura 43.15. No EMIT, 
a conjugação de enzimas a haptenos não interrompe a atividade en- 
zimática, mas a ligação de anticorpos específicos de haptenos resul- 
ta na inibição da atividade enzimática. Haptenos livres no padrão ou 


Tabela 43.7 Classificação e características dos imunoensaios 
enzimáticos homogêneos típicos 


Nome e tipo Conjugado Maneira de 

de ensaio modulação 
Competitivo 

EMIT Antígeno com lisozima, G6PD = Obstrução estérica 
SLFIA Antígeno com substrato Obstrução estérica 
ARIS Antigeno com grupo protético | Obstrução estérica 
Imunoensaio Antigeno com G6PDH Acentuado por 


proximidade 
Obstrução estérica 


enzimatico de canal e hexocinase 
Imunoensaio enzimático Antígeno com avidina 
com biotina-avidina 
CEDIA 

Nao competitivo 
Imunoensaio com 
anticorpo hibrido 
Imunoensaio de 
ligação proximal 
EIHIA Anticorpo com amilase 
Imunoensaio enzimático Anticorpo com B-galactosidase 
facilitado e anticorpo succinil 

AEST 


Antigeno com fragmentos de | Obstrução estérica 
Anticorpos híbridos específicos 
para o antígeno e para o inibidor 


Anticorpo com G6PDH e 
hexocinase 


Obstrução estérica 


Substrato em cascata 
por proximidade 
Obstrução estérica 
Efeito de carga 
Anticorpo com peroxidase Estabilização 
G6PD = glicose-6-fosfato desidrogenase 


Negrito indica que o nome da enzima é derivado dela e a enzima é discutida em detallhe 
no texto. 


Fonte: com permissão de Kasahara Y: Homogeneous enzyme immunoassays. In Nakamura 
RM, Kasahara Y, Rechnitz GA (eds.): Inmunochemical Assays and Biosensor Technology 
for the 1990s. Washington, DC, American Society for Microbiology, 1992, pp 169-182. 
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Figura 43.14 Adamantil 1,2-dioxetano fenil fosfato (AMPPD), substrato quimioluminescente para a detecção de fosfatase alcalina (ALP). A clivagem hidrolítica do fosfato pela 
ALP dispara a luminescéncia da troca de elétrons iniciada quimicamente (CIEEL) pela decomposição do AMPPD ao liberar o fenolato de dioxetano rico em elétrons (AMP-D). 
A transferência de carga do fenolato para o anel dioxetano tem lugar com a formação do intermediário da transferência de carga (CT) e o desdobramento subsequente do 


peróxido cíclico. Há liberação de energia com a emissão de luz. 


na amostra liberam essa inibição ao competirem com os anticorpos. 
Assim, a atividade enzimática é proporcional à concentração de hap- 
tenos livres. Como regra geral, o anticorpo inibe a enzima induzindo 
ou impedindo as alterações conformacionais necessárias para a ativi- 
dade enzimática (Rowley, 1975). A exceção ao mecanismo de inibição 
é o EMIT para tiroxina, em que se usa malato desidrogenase. Nesse 
ensaio, o conjugado malato desidrogenase com tiroxina é enzimati- 
camente inativo, mas torna-se ativo quando se liga ao anticorpo da 
tiroxina (Ullman, 1979). Acredita-se que a tiroxina conjugada inibe a 
enzima ao “puxar” a tiroxina do local ativo, aumentando assim a Kn 
“aparente” do substrato. O anticorpo reativa a enzima ao “puxar” a ti- 
roxina do local ativo. No sistema de ensaio EMIT, descobriu-se que a 
malato desidrogenase e a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) são 
mais úteis por serem menos propensas a ser afetadas pelos constituin- 
tes séricos. Esses ensaios em geral medem fármacos na concentração 
de miligramas por litro. Todavia, o ensaio para digoxina tem um limi- 
te de sensibilidade muito menor, na faixa de 0,8 a 2 ug/L. 


Imunoensaio fluorescente com substrato marcado 

O imunoensaio fluorescente com substrato marcado (TEFMS) 
(Burd, 1977) usa um substrato fluorescente característico, o umbelife- 
ril B-galactosídeo, aderido ao antígeno (analito) como um conjugado. 
A umbeliferona é o produto fluorescente produzido quando o subs- 
trato é clivado com f-galactosidase. A enzima B-galactosidase não 
pode clivar o complexo substrato-antígeno quando ele reage com o 
anticorpo específico. O antígeno livre (analito) na solução da amostra 
compete com o antígeno conjugado com o substrato para formar o 
imunocomplexo (Fig. 43.16). A concentração de antígeno na amos- 
tra é proporcional à intensidade da fluorescência do produto fluores- 
cente clivado. O IEFMS pode ser usado para ensaios com fármacos 
ou haptenos, bem como ligandos de proteínas como IgG e IgM. Uma 
desvantagem desse método é que as propriedades de amplificação da 
enzima não são utilizadas e, assim, o sistema de ensaio tem sensibili- 
dade limitada na faixa de 10’ a 10º" a concentração molar do analito. 


Imunoensaio de reativação com apoenzima 
O imunoensaio de reativação com apoenzima (ARIS, apoenzyme re- 
activation immunoassay) é um ensaio homogêneo desenvolvido por 
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Morris (1981). Nesse ensaio é empregado um grupo protético que con- 
siste no antígeno (analito) conjugado ao dinucleotídeo flavina adenina 
(FAD) e a apoenzima glicose oxidase. Conforme mostrado na Figura 
43.17, o antígeno e uma quantidade constante de conjugado analito- 
-FAD competem por uma quantidade limitada de anticorpo específico. 
Em equilíbrio, o nível de conjugado livre é proporcional à quantidade 
de antígeno na amostra. A apoenzima combina-se à forma livre, mas 
não à forma ligada do conjugado, para reativar a atividade da glicose 
oxidase proporcionalmente à quantidade de conjugado livre existente 
na mistura. À enzima ativa é gerada no procedimento e um mecanismo 
de amplificação também é elaborado nesse ensaio. O ARIS foi usado 
para avaliar a teofilina e IgG (Morris, 1981; 1985). Esse ensaio conjuga- 
do marcado com FAD é prontamente adaptado para medir proteínas 
de alto peso molecular (p. ex., globulina de ligação da tireoide) (Schro- 
eder, 1985), bem como outros haptenos como a fenitoína e hormônios. 


Imunoensaio enzimático homogêneo inibitório 

O imunoensaio enzimático homogêneo inibitório (EIHIA, enzyme 
inhibitory homogeneous immunoassay), desenvolvido por Ashiahara 
(1988), consiste num anticorpo conjugado à enzima e um substrato 
insolúvel, sendo mais adequado para a determinação de grandes antí- 
genos (analitos). O EIHIA pode ser transformado num ensaio homo- 
gêneo, porque o imunocomplexo do conjugado com o antígeno gran- 
de bloqueia a reação enzimática com o substrato sólido (Fig. 43.18). 
A Q-amilase tem sido utilizada como enzima marcada para a determi- 
nação de ferritina e AFP. A imunorreação do analito com anticorpo 
marcado com a enzima pode alcançar um platô em 10 minutos; assim, 
o EIHIA baseado em um ensaio de ligação não competitivo requer um 
tempo menor de incubação para atingir um nível de detecção sensível. 
Usando esse método, a faixa de medida de ferritina no soro é de 10 a 
800 ng/mL e, para a AFP, de 5 a 200 ng/mL. Usou-se dextranase como 
uma enzima alternativa (Nishizono, 1988). O EIHIA também foi apli- 
cado a um formato de filme seco simples (Ashihara, 1991). O filme 
seco consiste em três camadas principais, cada uma contendo uma zo- 
na em desenvolvimento para reação imunológica e enzimática, uma 
zona de barreira e uma zona para desenvolvimento de cor. Usa-se um 
inibidor específico da amilase humana presente no soro para evitar 
fundo sérico. O ensaio para a proteína C reativa sérica é completado 


Forma inativa do 
complexo enzimático 





T e =. 





Enzima 


Forma ativa do conjugado 
enzima-analito 


Figura 43.15 Diagrama do sistema da técnica de imunoensaio enzimático multiplicado (EMIT): a atividade de uma enzima como indicador é inibida pela ligação do anti- 
corpo ao antígeno (analito) conjugado com a enzima. O analito em geral é um hapteno. A glicose-b-fosfato desidrogenase (G6PD) e a lisozima em geral são usadas como 
enzimas. Nesse ensaio, a atividade da enzima é proporcional à concentração do analito. (Com permissão de Nakamura RM, Kasahara Y, Rechnitz GA (eds.): Immunochemi- 
cal Assays and Biosensor Technology for the 1990s. Washington, DC, American Society for Microbiology, 1992.) 
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Figura 43.16 Imunoensaio fluorescente com substrato marcado (SLIEF). O substrato B-galactosilumbeliferona é conjugado com o antígeno (analito) e forma um substrato não 
fluorescente, que pode ser clivado pela enzima B-galactosidase para formar um produto fluorescente. Entretanto, quando se deixa o conjugado substrato-antígeno reagir com o 
anticorpo específico, não há clivagem do complexo de substrato com a enzima B-galactosidase. Nesse ensaio, a concentração do antígeno (analito) é diretamente proporcional 
a intensidade da fluorescência medida. (Com permissão de Nakamura RM, Kasahara Y, Rechnitz GA (eds.): Immunochemical Assays and Biosensor Technology for the 1990s. 
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em apenas 6 minutos, simplesmente colocando-se a amostra na lâmi- 
na com instrumentação química seca. Apesar disso, a sensibilidade do 
sistema continua inadequada ao uso com certos analitos, como mar- 
cadores tumorais. 


Imunoensaio com doador de enzima clonado 

O imunoensaio com doador de enzima clonado (CEDIA, cloned 
enzyme donor immunoassay) foi obtido pela primeira vez por Hen- 
derson (1986), pela aplicação da tecnologia do DNA recombinante 
aos imunoensaios homogêneos,. A Microgenics Corp. (Concord, 
CA) conseguiu produzir a proteína beta-galactosidase por engenha- 
ria em um grande polipeptídeo (um aceptor de enzima) e num pe- 
queno polipeptídeo (um doador de enzima). Aceptores e doadores 





Figura 43.17 Imunoensaio por reativação de apoenzima 
(ARIS). Usa-se o dinucleotídeo de flavina adenina (FAD) 
aderido ao antígeno. A apoenzima é apoglicose oxidase, 
que requer o cofator FAD para ter atividade. No ensaio, a 
concentração de antígeno (analito) é proporcional à ati- 
vidade enzimática gerada. (Com permissão de Nakamura 
Forma inativa RM, Kasahara Y, Rechnitz GA (eds.): Immunochemical As- 
says and Biosensor Technology for the 1990s. Washington, 
DC, American Society for Microbiology, 1992.) 
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de enzima são montados para formar tetrâmeros enzimaticamente 
ativos. No ensaio (Fig. 43.19), um antígeno hapteno (analito) é fi- 
xado a um doador de enzima e um anticorpo analito-específico é 
usado para inibir a montagem espontânea da enzima ativa. Os an- 
tígenos (analitos) presentes no soro do paciente competem pelo 
anticorpo com os analitos do conjugado analito-doador de enzima, 
modulando a quantidade de B-galactosidase ativa formada. O sinal 
gerado pelos substratos enzimáticos é diretamente proporcional à 
concentração do analito no soro do paciente. O teste para digoxina 
é um ensaio colorimétrico que dispensa o pré-tratamento ou pré- 
-diluições do soro. O sistema de ensaio é adequado para uso em ana- 
lisadores químicos automatizados. 
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Figura 43.18 Imunoensaio enzimático homogêneo inibidor (EIHIA). A enzima a-amilase do Bacillus subtilis ou dextranase do Chaetomium gracile é conjugada ao anticorpo 
específico para o antígeno de alto peso molecular, o qual pode ser ferritina ou a-fetoproteina. A enzima a-amilase é inativa quando o conjugado de enzima e anticorpo reage 
com o anticorpo específico. A forma ativa da enzima pode reagir com o substrato amido insolúvel. A concentração de antígeno é diretamente proporcional à atividade enzi- 
mática da reação. (Redesenhada de Nakamura RM, Kasahara Y, Rechnitz GA (eds.): Immunochemical Assays and Biosensor Technology for the 1990s. Washington, DC, Ame- 


rican Society for Microbiology, 1992s, pp 205-227.) 
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Figura 43.19 Imunoensaio com doador de enzima clonado (CEDIA). Os aceptores enzimáticos associam-se aos doadores de enzima para formar um tetrâmero ativo de 
B-galactosidase. O anticorpo inibe a associação do aceptor de enzima com o conjugado enzima do doador-antigeno. (Redesenhada de Nakamura RM, Kasahara Y, Rechnitz 
GA (eds.): Immunochemical Assays and Biosensor Technology for the 1990s. Washington, DC, American Society for Microbiology, 1992s, pp 205-227.) 


Resumo 


Os EIAs podem ser aplicados a todos os sistemas antígeno-anticor- 
po, inclusive aos que envolvem proteínas séricas, hormônios, fármacos 
e outros antígenos e os anticorpos direcionados contra patógenos. Os 
EIAs heterogêneos que usam substratos cromogênicos podem ter sen- 
sibilidade comparável à dos RIAs, e ganharam ampla aceitação para 
utilização em vários imunoensaios. Os EIAs heterogêneos, que usam 
como fase sólida substratos sofisticados geradores de luz quimiolumi- 
nescente e pequenas partículas, são sensíveis o bastante para detectar 
menos de 1 pg/mL de analitos. Portanto, sua sensibilidade é muito 
maior do que a dos RIAs. Além disso, a manipulação do ensaio é bas- 


tante simplificada pelo uso de instrumentos completamente automa- 
tizados. Em comparação com os EIAs heterogêneos, os EIAs homogê- 
neos têm certas limitações em termos de sensibilidade, faixa dinâmica 
e aplicação para grandes analitos. Ainda, os altos sinais de fundo (ru- 
ídos) e o sinal relativamente baixo do ensaio são inevitáveis por causa 
da eliminação das etapas de lavagem para a separação dos conjugados 
ligados e livres. Os EIAs homogêneos são vantajosos porque baseiam- 
se em um formato de ensaio simples e podem ser adaptados para a ins- 
trumentação automática existente. No momento, o EIA heterogêneo 
com instrumentos completamente automatizados continua sendo a 
melhor escolha em termos de sensibilidade e simplicidade, bem como 
por questões de segurança, porque dispensa o uso de radioisótopos. 
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Imunoensaio fluorescente 


Fundamentos e classificação 


Coons (1941) foi quem introduziu o uso de compostos fluorescentes 
como indicadores imunoquímicos para detectar antígenos em cortes 
de tecidos. Atualmente, os ensaios de imunofluorescência em cortes 
de tecidos estão muito bem estabelecidos no laboratório de patologia. 
Nos últimos anos, foram desenvolvidos muitos procedimentos de IEF 
para detectar a concentração de fármacos, hormônios e uma ampla 
variedade de proteínas e polipeptídeos (Nakamura, 1992b). Nos está- 
gios iniciais de desenvolvimento, os IEFs analíticos foram prejudicados 
por uma queda na sensibilidade por causa da fluorescência de fundo de 
amostras biológicas. Gradualmente, a sensibilidade dos métodos fluo- 
rométricos melhorou, e a detecção de analitos em concentrações de 10 
a 15 M tornou-se possível. Outros avanços foram feitos por meio de 
melhorias na instrumentação e da introdução de substratos com mais 
reações imunoquímicas e enzimáticas ideais. 

A seleção do indicador fluorocromo é importante. Ele deve ser está- 
vel e demonstrar alto coeficiente de extinção molar e produção quân- 
tica. Também deve emitir ondas luminosas apropriadas sem interfe- 
rência nas reações do ligando com o anticorpo. Quando a maioria dos 
fluoróforos ou moléculas fluorescentes é irradiada com luz de com- 
primento de onda adequado, um elétron no estado neutro transita no 
estado excitado da molécula. À medida que o elétron retorna ao esta- 
do neutro, a energia física é liberada na forma de um fóton de menor 
energia (maior comprimento de onda) do que a luz excitante. O es- 
pectro de fluorescência revela uma emissão de comprimento de onda 
máximo, característica de um composto fluorescente particular. Um 
dos indicadores típicos, o isotiocianato de fluoresceina (FITC), tem 
um intervalo de tempo inferior a 1 ns entre excitação e emissão, en- 
quanto outros compostos (1. e., o európio) exibem fluorescência tardia 
com um intervalo de várias centenas de nanossegundos. Os vários IEFs 
podem ser classificados como segue: (1) heterogêneos e homogêneos, 
(2) ligando ou anticorpo marcado, (3) competitivos ou não competi- 
tivos e (4) fase sólida ou não sólida. Os métodos mais comuns serão 
discutidos. 


Imunoensaio fluorescente heterogêneo 


Os procedimentos de IEF heterogêneos incluem uma etapa de la- 
vagem para separar indicadores fluorescentes ligados dos livres. O 
procedimento do ensaio é similar aos dos imunoensaios enzimáticos 
heterogêneos e radioimunoensaios. A maioria dos ensaios disponíveis 
no comércio usa um sistema de antígeno ou anticorpo de fase sólida. 
O ensaio pode ser competitivo ou não competitivo, propriedade com- 
partilhada pelos RIAs e EIAs. 


Método fluoroimunométrico 


Neste método, o analito reage com excesso de anticorpos marca- 
dos na solução. Anticorpos residuais marcados ligam-se ao excesso 
de antígenos ligados da fase sólida. A matriz da fase sólida é lavada e 
a intensidade da fluorescência tem relação inversa com a concentra- 
ção do analito. Esse método é adaptável para o ensaio de haptenos e 
complexos de proteínas. Foram desenvolvidos procedimentos de IEF 
de fase sólida para o ensaio sorológico de anticorpos para a rubéola, 
a toxoplasmose, antígenos virais e anticorpos antinucleares. Também 
foram desenvolvidos métodos de IEF heterogêneos para determina- 
ção de antígeno com proteínas séricas e hormônios, incluindo imu- 
noglobulinas, cortisol, progesterona e tiroxina. A principal vantagem 
dos IEFs heterogêneos é a redução significativa na interferência por 
substâncias naturalmente fluorescentes em amostras de pacientes, por 
causa da remoção física de fatores de interferência durante a etapa de 
separação. 


Ensaio imunofluorométrico de partição radial 


Nos imunoensaios de partição radial, a cromatografia radial é usada 
e o ensaio é feito em filtro de fibra de vidro (Giegel, 1982). O procedi- 
mento foi automatizado para o ensaio de hCG e vários outros analitos 
no soro (Rogers, 1986). 


Fluoroimunoensaio de resolução temporal 


Esta metodologia usa instrumentação especial e indicadores fluores- 
centes especiais para aumentar a sensibilidade do ensaio. Envolve o uso 
de indicadores fluorescentes que exibem fluorescência tardia com um in- 
tervalo de 100 ns ou mais entre a excitação e a emissão. Como a maioria 
das substâncias responsáveis pela fluorescência de fundo tem um período 
de decaimento curto, a medida do sinal tardio de fluorescência reduzirá 
significativamente os efeitos da fluorescência de fundo. Isso é conseguido 
com o fluorômetro de resolução temporal, um instrumento especial que 
produz um pulso luminoso rápido que excita o fluoróforo. A fluorescên- 
cia é medida logo após a excitação. Assim, o efeito de fundo inespecifi- 
co, que em geral decai em menos de 10 ns, pode ser removido (Halonen, 
1973; Soini, 1983). Os fluoróforos que exibem fluorescência tardia e têm 
sido usados nesses ensaios incluem (Soini, 1979) os seguintes: 

1. derivados de pireno com tempo de decaimento de quase 100 ns; 

2. indicadores de metal quelado raros na terra que têm um tempo 

de decaimento muito longo, de quase 50 a 100 us. Incluem o eu- 
rópio (Euº*), o samário (Smº*) e o térbio (Tb**). 

Foram desenvolvidos imunoensaios de resolução temporal para me- 
dir muitos analitos, incluindo hCG, IgG, cortisol, insulina e outros. 


Imunoensaio fluorescente homogêneo 


Por definição, esses imunoensaios são realizados com amostras ho- 
mogêneas. Eles dispensam a separação de conjugados ligados e livres, e 
em geral são insensíveis à interferência de fundo nas amostras. Os IEFs 
homogêneos também proporcionam a vantagem de serem rápidos, mas 
apresentam certas desvantagens quando comparados aos ensaios hete- 
rogêneos. Os IEFs homogêneos têm uma sensibilidade aproximada de 
10-!º mol com instrumentação padrão. Impurezas marcadas na amos- 
tra podem aumentar a interferência de fundo. Para apresentarem maior 
sensibilidade, os ensaios requerem antígeno ou anticorpo específico 
marcado relativamente puros, bem como instrumentação especial. 


Ensaio de fluorescência por polarização 


Uma lente polarizante ou prisma pode decompor a luz em raios em 
um único plano. Quando vistos em ângulos retos com um feixe de ex- 
citação de luz polarizada verticalmente, os compostos fluorescentes em 
soluções emitem fluorescência parcialmente polarizada. O princípio da 
polarização fluorescente foi aplicado pela primeira vez a procedimentos 
de imunoensaio por Dandliker (1970, 1973). A luz polarizada transmiti- 
da através da amostra pode excitar o indicador fluorescente, independen- 
temente da ligação ao anticorpo. Entretanto, como mostrado na Figura 
43.20, o movimento térmico aleatório faz com que pequenas moléculas 
marcadas com um hapteno caiam livremente na solução, perdendo sua 
orientação polarizada. Quando o antígeno marcado está ligado a um an- 
ticorpo com massa molecular de mais de 160 kDa, o movimento molecu- 
lar é lentificado o bastante para aumentar o sinal polarizado. 

Estudos que usaram anticorpo ou fragmentos de anticorpo marca- 
dos não mostraram alteração na polarização após mistura do antígeno 
com o anticorpo marcado, mesmo que a imunorreação tenha ocor- 
rido. Esse método é mais útil para a estimativa de pequenos antíge- 
nos e haptenos (Jolley, 1981). Os Laboratórios Abott adaptaram essa 
abordagem para o ensaio de muitos fármacos e drogas ilícitas no TDx 
(Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL). Eles desenvolveram uma pró- 
xima geração de analisador, o IMx, para medir moléculas com gran- 
des massas, como os marcadores tumorais, hormônios e antígenos ou 
anticorpos relacionados com infecção (Fiore, 1988). Eles combinaram 
dois princípios de ensaio, a polarização por fluorescência e o imuno- 
ensaio enzimático com micropartícula (MEIA, na sigla em inglês). A 
demanda por capacidades de acesso aleatórias levou o Abbott a desen- 
volver um analisador completamente automatizado de acesso aleató- 
rio altamente potente, denominado AxSYM. Tal sistema é amplamen- 
te usado em laboratórios clínicos (Smith, 1993). 


Imunoensaio de transferência 
de fluorescência por excitação 


O método da transferência de excitação flourescente (FETI, fluores- 
cence excitation transfer) (Ullman, 1976) usa dois indicadores, a fluo- 
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Figura 43.20 Princípio do imunoensaio fluorescente por polarização (FPIA). A, um feixe polarizado pode excitar um conjugado não ligado e o conjugado ligado a anticorpo 
(Ac), saindo no mesmo ângulo do feixe irradiado. O conjugado consiste no hapteno (H) com uma molécula fluorescente (F). B, orientação das moléculas no momento da 
emissão fluorescente. Pequenos conjugados de hapteno livres do anticorpo podem mudar rapidamente sua orientação e não emitir fluorescência. Contudo, o conjugado 
ligado ao anticorpo ainda permanece no mesmo ângulo, por causa de seu movimento muito lento, e emite fluorescência. 


resceína como o indicador doador fluorescente e a rodamina como o 
aceptor ou extintor. O isotiocianato de fluoresceína (FITC) tem uma 
emissão máxima de 525 nm e a tetraetilrodamina tem um pico de ab- 
sorção forte a 525 nm. Portanto, quando o antígeno marcado com FI- 
TC e o anticorpo marcado com rodamina se ligam, há uma extinção da 
fluorescência FITC. Esse fenômeno envolve uma transferência de ener- 
gia de um corante fluorescente excitado eletronicamente para um co- 
rante aceptor. A velocidade da transferência de energia é inversamente 
proporcional à sexta potência da distância entre as moléculas do doador 
e do aceptor. Para a redução adequada da fluorescência com extinção, a 
distância entre doador-aceptor e os indicadores deve ser de cerca de 50 
a 70 A. Esse método é útil para o ensaio de antígeno com determinan- 
tes antigênicos multivalentes. Partes separadas de anticorpo específico 
são marcadas com fluoresceína e rodamina. A mistura de fluoresceina 
com marcação diferente identifica o anticorpo, e o anticorpo marcado 
com rodamina reduz a intensidade do indicador fluoresceína ao ajustar 
a proporção e a quantidade de doador e aceptor, de maneira que eles 
podem reagir em estreita proximidade para permitir a transferência de 
energia. Tais problemas foram superados com o uso de novos com- 
postos fluorescentes. Houve alguma melhora no método FETI com o 
uso de um marcador fluorescente, como o criptato de transbipiridina 
európio (III) [Eu”*] como doador e um fluoróforo, como a aloficocia- 
nina, como aceptor (Alpha, 1987; Mathis, 1995). Esses compostos tran- 
sitórios revelam um grande desvio Stokes em que o európio excitado 
a 337 nm transfere energia através de uma molécula aceptora a uma 
excitação de 620 nm e eventualmente emite luz fluorescente a 665 nm 
no modo de resolução temporal. Mathis (1993) desenvolveu a transfe- 
rência de energia de ressonância (FRET, na sigla em inglês) usando um 
metal quelado raro criptato e a aplicou à detecção de AFP e antígeno 
carcinoembrionário (CEA) no soro. O CIS Bio International (Cedox, 
França) desenvolveu um sistema de imunoensaio homogêneo automa- 
tizado, o KRYPTOR, para a detecção de marcadores cancerosos como 
CEA, o CA 19-9, o CA 125 e a AFP, usando a emissão amplificada de 
criptato de resolução temporal (TRACE). A sensibilidade para a AFP 
foi de 0,25 ng/mL por 9 minutos de incubação. 


Imunoensaio com proteção de fluorescência 


Neste ensaio (Nargessi, 1979), o antígeno proteico é marcado 
com fluoresceína e, então, reage com um anticorpo específico para 
o antígeno. O anticorpo específico para o antígeno irá inibir esteri- 
camente a reação de um segundo anticorpo específico para a fluo- 
resceína, que funciona para extinguir a fluorescência da fluoresceína 
quando se liga ao fluoróforo. A capacidade específica do anticorpo 
antifluoresceina de interagir com a fluoresceina acoplada à superfi- 
cie do antígeno diminui. O procedimento pode ser usado para ava- 
liar a concentração do anticorpo ou do antígeno (analito) em um 
sistema homogêneo. 


Imunoensaio de quimioluminescência 


Fundamentos 


Os imunoensaios quimioluminescentes são moléculas geradas 
por quimioluminescência como indicadores, conforme os deriva- 
dos do luminol, ésteres de acridínio ou do oxalato de nitrofenil e 
ruténio tri-bipridil (Ru[bpy],;**) com tipropilamina (TPA) para 
eletroquimioluminescência. Basicamente, o método de ensaio não 
difere daquele dos imunoensaios heterogêneos, RIAs e IEFs. A ge- 
ração de luz dos derivados do luminol requer OH /H,O, como um 
disparador químico ou H,O, com peroxidase como disparadores 
quimioluminescentes facilitados. Os ésteres de acridínio disparados 
quimicamente com OH'/H,O, exibem uma quimioluminescência 
relativamente alta para a emissão de luz, em comparação com o lu- 
minol. Outras moléculas quimioluminescentes incluem a aquori- 
na, um composto natural (Actor, 1998). Indicadores de compostos 
quimioluminescentes produzem luz quimicamente na superfície de 
eletrodos e podem ser aplicados a formatos de ensaios homogêneos. 
Tanto os CLIAs usando ésteres de acridínio como os eletro-CLIAS 
são aplicáveis para testes diagnósticos práticos e suas características 
são descritas subsequentemente. 
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ésteres de acridina como marcadores 


Neste método (Weeks, 1983), os ésteres de acridina (Fig. 43.21) 
são conjugados diretamente com moléculas de proteína. Os ésteres 
de acridínio podem reagir de forma oxidativa com H,O, em condi- 
ções alcalinas, produzindo intermediários de alta energia que decom- 
põem o fragmento excitado, gerando luz. A emissão de luz de ésteres 
de acridínio é extremamente rápida, 5 a 10 segundos após o início 
da reação de oxidação. A quimioluminescência do tipo flash, como 
esse processo é conhecido, tem um espectro muito mais íngreme de 
emissão de luz para o tempo de reação que a quimioluminescência 
do tipo brilhante desencadeada por enzimas. A sensibilidade desse en- 
saio é maior que a do RIA, e o teste leva menos tempo. A solubilidade 
dos ésteres de acridínio e a estabilidade de conjugados com proteínas 
em estoque melhoraram após modificação da molécula e conjugação 
química. É provável que essa tecnologia traga aprimoramentos para o 
ensaio com haptenos, como hormônios. 


Imunoensaio eletroquimioluminescente 


O ECLIA usa compostos eletroquímicos como indicadores que ge- 
ram luz eletroquimicamente, ligados com uma reação cíclica da reação 
de redução oxidativa. Com a otimização de soluções para reações, a 
seleção do método de conjugação apropriado e o desenvolvimento de 
compostos adequados, como o Ru(bpy);** e o TPA, passou a ser possí- 
vel aplicar a tecnologia quimioluminescente aos imunoensaios (Black- 
burn, 1991). O Ru(bpy),** tem um sítio de reação para a conjugação de 
analitos usando um reagente de ativação como o NHS. O Ru(bpy);”, 
conjugado assim com anticorpos, pode ser aplicado a ensaios do tipo 
sanduíche para grandes moléculas. O conjugado gera luz na superfície 
de eletrodos de ouro. O Ru(bpy);** na fase sólida e o TPA são oxidados 
na superfície de eletrodos para formar Ru(bpy),°* e TPA*, respectiva- 
mente. O TPA* perde elétrons espontaneamente. O Ru(bpy);** pode 
gerar emissão de luz a 620 nm quando retorna a Ru(bpy);** como 
um estado neutro pela redução com TPA. A eficiência da geração de 
luz (rendimento quântico) depende da proximidade entre o eletrodo 
e o conjugado, e assim da mobilidade do conjugado. Conjugados livres 
podem gerar mais luz que conjugados fixos em uma fase sólida como 
resultado da imunorreação. Isso facilita o acesso ao formato de ensaio 
homogêneo, mas o ruído de fundo relativamente alto interfere na sensi- 
bilidade do ensaio, como em outros ensaios homogêneos. O protocolo 
do ensaio para a determinação de analitos é o seguinte: micropartículas 
magnéticas revestidas com anticorpo como a fase sólida e a amostra são 
misturadas para imunorreação. Após lavagem para separação magnéti- 
ca dos conjugados ligados e livres de acordo com o formato do ensaio, a 
suspensão da fase sólida é introduzida no detector com o eletrodo para 
medir a quimioluminescência. O limite de detecção relatado do ECLIA 
foi de 0,2 a 0,4ng/mL para o CEA e de 0,4 ng/mL para a AFP. Esse en- 
saio não requer instrumentos complicados. Outra vantagem é levar me- 
nos tempo para a detecção do sinal que os IEFs e outros CLIAs. 


Instrumentos de automação e modulação 
dos sistemas de ensaio 


Sistemas de ensaio homogêneos 


Embora muitos imunoensaios homogêneos tenham sido desenvol- 
vidos para protocolos manuais, conforme descrito neste capítulo, a 
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Figura 43.21 Mecanismo do imunoensaio quimioluminescente com éster de acridínio baseado na decomposição oxidativa. L/F = ligados/livres. 





maioria deles ainda não foi automatizada. No caso do método EMIT, 
analisadores químicos genéricos completamente automatizados po- 
dem ser adaptados para uso (Boyd, 1985). Dispõe-se de alguns instru- 
mentos para imunoensaios fluorescentes homogêneos, mas tais siste- 
mas não são intercambiáveis entre si. O sistema CIS Bio KRYPTOR 
foi desenvolvido com aspectos especiais, incluindo o uso de detector 
de fluorescência de resolução temporal, e usa um método de dois 
comprimentos de onda para correção padrão interna da intensidade 
da fluorescência a 620 nm e 665 nm, o que possibilita aumentar a sen- 
sibilidade do limite de detecção. 


Sistemas de imunoensaio heterogêneos 


Until Até o início da década de 1980, a maioria dos imunoensaios he- 
terogêneos marcados era feita manualmente. Então, Boehringer-Man- 
nheim (que se fundiu com o Roche Diagnostics em 1998) desenvolveu 
um analisador de acesso aleatório totalmente automatizado, o ES-600, 
baseado nos imunoensaios enzimáticos colorimétricos que usam a pe- 
roxidase da raiz forte como enzima (Wu, 1987). Do final da década 
de 1980 em diante, muitas empresas se empenharam em desenvolver 
sistemas de imunoensaios enzimáticos completamente automatizados, 
que eram de alto processamento, sensíveis e aleatoriamente acessíveis. 
Antígenos associados ao início de doenças infecciosas, citocinas e fato- 
res de crescimento como a calcitonina existem em concentrações ex- 
tremamente baixas no soro, requerendo assim um método de detecção 
altamente sensível para medição desses analitos (Nishizono, 1991; Iso- 
mura, 1994, 1999). Entre os muitos métodos, os imunoensaios quimio- 
luminescentes e suas enzimas são os sistemas de ensaio mais sensíveis, 
capazes de detectar analitos presentes em concentrações muito baixas. 

Instrumentos completamente automatizados disponíveis no momen- 
to também são capazes de usar imunoensaios enzimáticos fluorescentes. 
Tais sistemas de ensaio são classificados em vários grupos, com base na 
geração e na detecção de sinais e no tipo de fase sólida. Quanto à detec- 
ção de sinal, o AIA1200, 600 (Tosoh, Tóquio, Japão) e o AxSYM (Abbott, 
Abbott Park, IL) empregam um método fluorescente de imunoensaio 
enzimático que usa fosfatase alcalina e um substrato específico, o 4-me- 
tilumbeliferil fosfato. Existem três tipos de sistemas disponíveis para os 
imunoensaios enzimáticos quimioluminescentes. O Lumipulse (Fujire- 
bio, Tóquio, Japão), o Access (Sanofi Diagnostics Pasteur, Caska, MN) e 
o IMMULITE (Diagnostic Products Corp., Los Angeles, CA) têm usado 
um substrato quimioluminescente estável, o fenilfosforiladamantiloxe- 
tano, para fosfatase alcalina (Babson, 1991; Nishizono, 1991; Patterson, 
1994). O éster de acridínio como um indicador quimioluminescente foi 
aplicado no ACS 180 (Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY). No ELECSYS 
2010 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), usa-se Ru(bpy);”* como um 
indicador eletroquimioluminescente (Erler, 1998). 


Fluxo prático do imunoensaio 
no sistema analítico 


O mercado demanda que a instrumentação seja capaz de fazer um 
grande número de testes com capacidade de acesso aleatória. Para sa- 
tisfazer essas demandas, é necessário melhorar os reagentes e evitar 
perda de tempo ao fazer imunoensaios heterogêneos. Para simplificar 
o sistema de aplicação em um ensaio totalmente automatizado, foram 
projetados cartuchos individuais de reagentes pré-acondicionados ou 
já em cubetas. Um sistema genérico para imunoensaios heterogêne- 
os marcados está ilustrado de forma esquemática na Figura 43.22. O 
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Figura 43.22 Um sistema de imunoensaio completamente automatizado na au- 
tomação do laboratório clínico. 


*Tubo fotomultiplicador 


operador seleciona os itens desejados do teste por meio do progra- 
ma de computador e carrega os cartuchos de reagente ou frascos pa- 
ra cada teste. Para um analito particular, os cartuchos e a cubeta de 
reação são alimentados automaticamente no instrumento. As amos- 
tras são transportadas para a posição apropriada para serem dispen- 
sadas. O ensaio é projetado para usar bandejas ou carrosséis de área 
que automatizam as etapas de mistura e separação que dependem 
do desempenho por meio da primeira e da segunda imunorreações 
e a reação da geração do sinal. Todas as etapas do ensaio são execu- 
tadas em sequência na linha da reação e os sinais gerados são me- 
didos pelo detector. Os resultados dos testes são impressos em 20 a 
40 minutos e enviados automaticamente on line para o computador 
hospedeiro. O sistema pode tratar cerca de 60 a 200 testes por hora, 
processando de 10 a 20 analitos em cada amostra pelo acesso alea- 
tório. 


Instrumentação e pontos fundamentais 
para o imunoensaio heterogêneo 


Embora o princípio do ensaio seja bastante semelhante em muitos 
instrumentos, pode haver grandes diferenças nos instrumentos quan- 
to ao formato da amostra, controle do aquecimento, à separação L/F, 
ao transporte, fluxo de detritos e assim por diante. Portanto, deve-se 
prestar atenção à maneira como o instrumento funciona após imple- 
mentação. 


Cubeta de reação 

Em um sistema de imunoensaio, é muito importante projetar com 
cuidado os aspectos da cubeta para obter datos reproduzíveis. Os fa- 
bricantes empregam essas cubetas para que os reagentes possam ser 
manipulados com rapidez e se tenha acesso aleatório. Uma cubeta do 
tipo “tudo em uma” que contém os reagentes e a célula da reação foi 
introduzida no sistema Lumipulse. O sistema Immulite usa uma única 
célula de reação para a separação L/F. O AxSYM (Abbott Laboratories) 
usa outro vaso de reação única consistindo em reagente, incubação 
e frascos de amostras dentro de uma cubeta. O programa combina o 
conteúdo desse ensaio em uma matriz celular. O último pode ser em- 
pregado para capturar a fase sólida em látex, seguindo-se a separação 
de L/F e a segunda imunorreação de anticorpo marcado, e a fase sólida. 


Amostragem e tipo de distribuição de líquido 

Em geral, a liberação de líquido é selecionada a partir de dois tipos 
diferentes, um chip descartável ou um bocal de sonda fixa. A contami- 
nação cruzada de amostras deve ser evitada em todos os sistemas de 
ensaio. O chip descartável pode evitar completamente a contaminação 
cruzada. No caso do sistema de sonda fixa, mesmo que a amostra ori- 
ginal seja dividida em várias alíquotas pequenas, ainda ocorre conta- 
minação cruzada. Portanto, o sistema de chip descartável é a melhor 
maneira de evitar contaminação cruzada e também minimizar detri- 
tos perigosos biologicamente. Já o custo do uso dos chips no ensaio é 
maior que o do uso da sonda. Os efeitos ambientais do chip descartá- 
vel também precisam ser considerados. 


Transporte 

O transporte de uma concentração extremamente alta de analito 
em uma amostra para a próxima amostra às vezes cria julgamentos 
errôneos no diagnóstico clínico. Um tubo de amostra de plástico des- 
cartável é o meio mais simples de evitar esse problema. Já a sonda de 
bico fixo tem várias vantagens em termos de custo, como dito ante- 
riormente. Portanto, a maioria das tecnologias voltadas para a enge- 
nharia de amostragem tem focalizado a minimização do transporte 
das amostras por meio das etapas de lavagem e manutenção da ex- 
tremidade. Agora, várias extremidades de sonda fixa possibilitaram 
limitar o transporte para menos que a ordem de 107. Mesmo com 
tal transporte baixo, algumas amostras ainda criam problemas (p. ex., 
uma amostra fortemente positiva do antígeno de superfície da hepati- 
te B [HBsAg] seguida por uma negativa). Nesse caso, pode-se usar um 
sistema de software para verificar o resultado subsequente testando-se 
automaticamente de novo os valores positivos a intervalos semanais 
após resultados fortemente positivos. 


Sistemas de separação de moléculas ligadas/fixas (L/F) 
e de lavagem 


Em um imunoensaio heterogêneo, o conjugado ligado tem de ser 
separado do indicador livre. Essa separação L/F depende das carac- 
terísticas da fase sólida. Os sistemas IMx e AxSYM usam microparti- 
culas de látex como a fase sólida para separação de partículas da fase 
sólida da fase líquida. A Diagnostics Product Corp., Los Angeles, CA, 
desenvolveu um sistema celular único para separação L/F, em que a 
solução da reação gira do interior da célula para o exterior enquanto 
a fase ligada fica em uma conta de fase sólida (conta de 1/4 de polega- 
da). Uma vantagem desses formatos é evitar a contaminação cruzada 
ou o transporte de uma mistura de reação para a próxima, e não ser 
necessário o processo de lavagem de excessos. Todos os outros siste- 
mas usam partículas magnéticas e contas magnéticas, com as quais a 
separação fácil e rápida pode ser conseguida aplicando-se um campo 
magnético. 
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A Tabela 43.8 compara vários dos sistemas de imunoensaio comer- 
ciais de alto processamento introduzidos nos últimos anos, mostrando 
as especificações instrumentais de cada analisador. Ao reduzir o tempo 
de incubação e o da reação, é possível obter um resultado rápido en- 
tre 10 a 25 minutos. Assim, um aparelho de alto processamento que 
faz de 120 a 200 testes por hora é viável. Além disso, vários fabricantes 
demonstraram um novo conceito de sistema que alinha os diferentes 
sistemas analíticos necessários em um laboratório clínico. Muitos la- 
boratórios clínicos introduziram uma linha de transporte automati- 
zada de amostra, conectada a diferentes instrumentos analíticos con- 
trolados independentemente. No entanto, alguns analisadores não são 
adequados para essa abordagem, porque a velocidade do instrumento 
ou o ciclo temporal não pode ser harmonizado facilmente com o outro 
software ou hardware. Para resolver esses problemas, o Architect (Ab- 
bott Laboratories) é um exemplo de um novo conceito de máquina em 
que um sistema computadorizado pode controlar vários analisadores 
de imunoensaio conectados a um analisador químico. A Bayer Diag- 
nostics (Tarrytown, NY) também introduziu o ADVIA IMS, baseado 
em um conceito semelhante, que pode realizar testes químicos clínicos 
e imunoensaios em uma única plataforma. Várias outras combinações 
ainda em desenvolvimento baseiam-se nesse conceito, que possibilitou 
simplificar o laboratório clínico e diminuir o custo total. 


Dispositivos simples para testes rápidos 


Fundamentos 


Uma forte demanda por um teste caseiro (p. ex., hCG para o diagnós- 
tico de gravidez) simplificou o formato do imunoensaio: o teste deve ser 
simples, rápido e reprodutível. Com esses objetivos em mente, muitos 
testes com hCG foram desenvolvidos e resultaram no formato de teste 
de primeira geração com um imunoensaio enzimático de fluxo. 


Dispositivos de ensaio de fluxo contínuo (dispo- 
sitivos para ensaio de imunofiltração) 


A Figura 43.23 ilustra de forma esquemática o dispositivo típico do 
tipo fluxo, o ICON hCG (Hybritech Incorporated, San Diego, CA), que 


Tabela 43.8 Nova geração de sistemas de imunoensaios heterogêneos 


AIA-21 Tosoh 


Embalagem do reagente Congelada seca 
em porção 
Frasco de reagente 


Reação em cubeta Cubeta descartável 


Princípio da reação 


Éster de acridínio 
Nenhum 


Fosfatase alcalina 
4-metilumbeliferi| 


Substancia marcada 
Substrato enzimatico 
Detector de sinal Fluorescéncia Quimioluminescéncia 
Formato do ensaio 5-1, 5-2, competitivo 5-1, 3-2, competitivo 
Pré-tratamento Sim Sim 


ACS:Centaur Bayer Diagnostics 


Pacote com reagente (solução) 


Enzimático fluorescente Imunoensaio quimioluminescente 


Membrana de náilon 


Leito absorvente 





Zona de detecção 





Figura 43.23 Imunoensaio de fluxo. Corte transversal do Hybritech ICON e vista do 
alto do dispositivo. Os anticorpos capturados são imobilizados no centro de uma 
membrana de náilon sobre a qual se coloca um bloco absorvente para absorver o 
líquido da amostra que não reagiu, conjugado marcado e tampão de lavagem. O 
ensaio pode ser feito sequencialmente, similar ao imunoensaio enzimático em duas 
etapas. 


consiste em uma membrana porosa com anticorpo anti-hCG imobi- 
lizado e um bloco absorvente abaixo da membrana (Valkirs, 1985). O 
princípio do ensaio e o procedimento são descritos a seguir. Várias go- 
tas da amostra de urina são aplicadas na membrana. A urina é absorvida 
no bloco e então goteja-se um tampão de lavagem, seguido por uma 
solução de anticorpo anti-hCG marcada com fosfatase alcalina. 


Tira reagente 


Também foi desenvolvido um formato de tira reagente para reduzir 
o custo com material, em comparação com formato de fluxo. A tira de 
teste contém uma área pontilhada com anticorpo na sua extremidade. 
O ensaio pode ser feito da seguinte maneira: 

1. a tira é mergulhada em um recipiente que contém a amostra; 

2. em seguida, a tira é lavada em outro recipiente; 


ARCHITECT Abbott ADVIA IMS Bayer Diagnostics 


Frasco de solução Conta seca em cubeta de reação 
Cubeta descartável 
Imunoensaio 
quimioluminescente 
Ester de acridínio 
Nenhum 
Quimioluminescência 
5-1, 3-2, competitivo 


Recipiente reagente 
Imunoensaio quimioluminescente 


Fosfatase alcalina? 
Fosfato de dioxetano? 
Quimioluminescência 
S-1, 5-2, competitivo 
? 


Fluxo da reação Plataforma Plataforma 

Ciclo temporal (s) 30 15 

Tempo de reação (min) 10 ou 40 7,5-36 
Temperatura da reação 37°C 37°C 

Número máximo 20 30 

de analitos 

Processamento (teste/h) 120 240 

Fase sólida Conta magnética Partícula magnética 
Tempo para o primeiro 50 8-40 


resultado (min) 
Separação L/F 
Método de amostragem 


Autodiluição da amostra 


Campo magnético 
Pipeta com sonda 


Sim 


Campo magnético 
Chip descartável 


Sim 


Sim 
Plataforma Plataforma 
18 36 

29 20 

37°C 37°C 

25 36 

200 100 


Partícula magnética 
302 


Campo magnético 
Sonda fixa 


Sim 


Partícula magnética 
H 


Campo magnético 
Pipeta com sonda 
(tecnologia de óleo) 
Sim 


Zona de detecção 








Porta de aplicação 
da amostra 





Bloco conjugado 
Captura do anticorpo 






Conjugado 





Bloco conjugado e porta 
de carga da amostra 


Bloco de substrato 


Porta de desenvolvimento 
da reação 


Substrato em desenvolvimento 
(surgimento de cor) 


Colocação da amostra 


Membrana porosa 


Solução de substrato 


Figura 43.24 Tira de teste imunocroma- 
tográfico típica para ser usada na amos- 
tra. Os fluxos do ensaio estão ilustrados 
na parte inferior da figura. Na forma 
geral, a extremidade proximal do fluxo 
lateral serve como a parte de carga, 
consistindo em um bloco que contém 
anticorpo ou antígeno marcado com lá- 
tex colorido ou ouro coloidal. O analito 
na amostra forma um complexo com o 
conjugado e migra para a zona de de- 
tecção, imobilizando assim o anticorpo 
capturado para formar uma linha colori- 
da positiva. Quantidades excessivas do 
conjugado e da amostra migram para a 
extremidade distal da tira. 
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de absorção 
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Figura 43.25 Dispositivo imunocromatográfico usando EIA. Um método de amplificação sensivel é aplicado para imunocromatografia usando uma enzima. A amostra é 
aplicada à parte de carga da amostra no centro da tira. Nesse método, emprega-se uma solução de desenvolvimento como a fase móvel, que pode servir como um tampão de 
lavagem. A ilustração à direita da figura mostra o molde de plástico doméstico e os resultados do ensaio para o anticorpo do TP. 


3. a tira é então mergulhada na solução indicadora; 
4. por fim, ela é mergulhada em um formador de cor, se necessário. 


Dispositivos imunocromatográficos 


Para eliminar as etapas de acréscimo de reagente desses dois forma- 
tos, conseguiu-se outro aprimoramento por meio de técnicas imuno- 
cromatográficas, que levaram a um imunoensaio simples e rápido. A 
imunocromatografia consiste em separação L/F e geração simultânea 
de sinal por fluxo lateral sobre materiais porosos, como uma mem- 
brana de nitrocelulose ou folha de fibra de vidro. Pela ação capilar da 


membrana, o analito na amostra pode migrar da extremidade proxi- 
mal para a distal, onde há um bloco absorvente para manter uma ve- 
locidade de fluxo capilar constante. A zona de carga da amostra, a de 
marcação e a de detecção ficam entre as duas extremidades. O méto- 
do imunocromatográfico é classificado em vários formatos. A Figura 
43.24 mostra os formatos imunocromatográficos típicos. A extremida- 
de proximal é empregada como a porta de carga da amostra conectado 
a um bloco que contém antígeno ou anticorpo marcado e sob a qual 
há uma membrana de nitrocelulose em contato com o bloco, servindo 
como uma zona de detecção mista. A extremidade distal da membrana 
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Tabela 43.9 Especificações dos dispositivos para imunoensaio simples e rápido 





Princípio do Nome do kit Amostra Volume (ul) Fase móvel Tempo de Sensibilidade Amostras Fabricante 
ensaio da amostra reação (min) (analito) domésticas 
Formato imunocromatográfico 
Uma etapa Helisal One Step Sangue 50 Plasma 5 Igual ao ELISA MP Cortics 
(“tudo em um") (Helicobacter pylori) Diagnostics Ltd 
Biocard Troponin | test Soro 150-200 Soro 15 0,1 ng/mL MP AniBiotech OY 
Clear View hCG II Urina ê Urina 5 25 mIU/mL MP Unipath Ltd 
Quick Vue one step hCG Urina 3 gotas (75?) Urina 3 25 mIU/mL MP Quidel 
CARD-I-KIT Troponin | Soro 4 gotas (100?) Soro 5-10 0,1 ng/mL MP AboaTech Ltd 
TROPT Troponin T Sangue 150 Plasma 5-15 0,1 ng/mL MP Roche 
Diagnostics* 
Determine HbsAg Sangue/soro 50 Plasma/soro 15 1 ng/mL? TR Abbott 
BioSign Tumor Sangue/soro 50 Fomentador 5-10 - MP Princeton 
BioMeditech 
Corporation 
HBs Insta Test Sangue/soro 200 Plasma/soro 15-20 0,5 ng/mL MP Morningstar 
Diagnostics 
EASY-SURE HbsAg Test Soro 100-150 Soro 5-20 1 ng/mL TG West Wind Plus, Inc. 
PSA Rapid Screen Test Sangue 1 hangig drops Fomentador =15 >4 ng/mL MP Craig Medical 
Distribution, Inc. 
S Triage Cardiac (Myoglobin Sangue ê Plasma 15 ? MP Biosite 
e CK-MB Troponin-l) Diagnostics’ 
=. AMRAD ICT Hepatitis B | Sangue/soro ? Sangue/soro 5-15 2 ng/mL CC Amrad 
ca Corporation Ltd 
= Espline HbsAg Plasmasoro 25 Fomentador 15 0,5 ng/mL MP Fujirebio, Inc. 
E TestPack PLUS hCG Soro/urina 25 Soro/urina 5 50 mIU/mL MP Abbott 
V Duas etapas EASY-SURE HIV1/2 Test Plasma/soro 40 Fomentador 10 — CC West Wind Plus, Inc. 
= Métodos imunocromatográficos em tira reagente 
E AimStickPBD Urina Volume de Urina 3 200 mIU/mL Orgenics 
8 imersão 
> Dainascreen HbsAg Plasma/soro 25 Plasma/soro 15 3.1 ng/mL TR Dainabot 
= + solução 
ie conjugada 
Formato de fluxo 
ICON hCG Soro 
NycoCard CRP Total 50 Tampao etc. 2 10 ng/mL TC Nyco Diagnostics 
Sangue/plasma 
Chagas double spot test  Soro/plasma 1 gota Tampão etc. 10 f MP Morningstar 
Diagnostics 
Combinação de imunocromatografia e fluxo 
DoubleCheck HbsAg Soro/plasma  ? Tampão etc. 15 2 ng/mL MP Orgenics 


CC = cartão de caso; MP = molde em plástico doméstico; TC = teste com cartão; TR = tira reapente. 


* Towt, 1995. Bruni, 1999. 


está aderida ao bloco absorvente como uma fonte de força capilar. A 
amostra, carregada por meio de um gotejador, reconstitui o anticor- 
po ou antígeno conjugado marcado com ouro coloidal ou látex colo- 
rido, que forma um imunocomplexo com o analito a ser detectado, e 
o complexo migra para a zona de detecção. O anticorpo ou antígeno 
imobilizado na zona de detecção pode capturar o complexo e formar 
uma linha vermelha ou azul positiva. O excesso de substância marcada 
migra para o bloco aborvente. A fase móvel para migração da amostra 
é a própria amostra. Amostras com cores fortes pela presença de uma 
alta concentração de bilirrubina ou hemoglobina, portanto, podem in- 
terferir na leitura dos resultados a olho nu. Nesse formato, o sinal a 
ser lido é produzido diretamente na zona de detecção como uma zona 
concentrada de partículas coloridas. 

Yamauchi et al. (1997) estabeleceram uma nova plataforma de for- 
mato em que o EIA pode ser realizado automaticamente, inclusive com 
um procedimento de lavagem. O mecanismo está ilustrado de forma 
esquemática na Figura 43.25. Nesse formato, o posicionamento de cada 
uma das zonas é completamente diferente daquele de outros formatos 
imunocromatográficos mencionados anteriormente. A extremidade 
proximal tem um formador de solução, que possibilita a execução es- 


pontânea do processo de lavagem com força capilar. A amostra é apli- 
cada em um bloco na parte central do dispositivo que contém o con- 
jugado marcado na forma seca. A extremidade distal fica conectada ao 
bloco absorvente. São colocadas duas gotas da amostra no bloco para 
reagirem com o conjugado após a reconstituição do conjugado seco. À 
mistura da reação contendo o imunocomplexo formado entre o anali- 
to e o anticorpo marcado pode então espalhar-se para ambas as extre- 
midades. Assim que o reservatório da formação da solução se rompe, 
o substrato seco é reconstituído, tornando-se o substrato enzimático 
solúvel na zona de detecção. Nesse momento, o fluxo líquido segue 
na direção da extremidade distal. Componentes séricos e o excesso de 
conjugado que não reagiu podem ser eliminados para o absorvente. Se 
a amostra contiver analito, então o anticorpo imobilizado irá capturar 
o complexo na zona de detecção, formando uma linha colorida. Esse 
método tem algumas vantagens, diferindo de outros dispositivos imu- 
nocromatográficos desenvolvidos por amostra. Em tais dispositivos, o 
soro hemolítico ou lipêmico pode interferir na avaliação do resultado 
do ensaio a olho nu por causa da cor forte do fundo. No entanto, o 
primeiro tipo de dispositivo com um reservatório conectado pode não 
sofrer tal interferência desses componentes coloridos. Esse dispositivo 


foi útil para detectar HBsAg, anticorpo anti-HBs (Yamauchi, 1997) e o 
anticorpo contra o T. pallidum (Hasegawa, 1995). A maioria dos com- 
ponentes, como a membrana, o bloco absorvente e o compartimento 
da amostra, é feita a partir de moldes de plástico. 


Resumo 


Na Tabela 43.9 há um resumo dos dispositivos para imunoensaios 
rápidos e simples. Tais dispositivos podem ser classificados em três 
tipos principais — de fluxo, tiras reagentes e imunocromatográficos — 
e formados combinados desses três tipos. A maioria dos dispositivos 
imunocromatográficos emprega conjugado marcado diretamente, 
metal coloidal ou látex colorido. Esses tipos de formatos na verdade 
são bem adequados para a migração direta do imunocomplexo, junto 
à migração da solução da amostra. Entretanto, muitos desses disposi- 
tivos requerem um grande volume de amostra, de 100 a 200 uL. Por 
outro lado, apesar de o formador ser necessário, o tipo de dispositivo 
EIA permite que a prova seja realizada com uma menor quantidade 
de amostra, 25 mL. A grande quantidade atual de testes rápidos e fá- 
ceis de fazer baseia-se em dispositivos que utilizam a imunocromato- 
grafia, e qualquer pessoa habilidosa, como um usuário leigo em casa 
ou uma enfermeira, pode realizá-los corretamente de acordo com as 
instruções do fabricante, ao contrário dos testes que utilizam disposi- 
tivos de imunoensaio (Kasahara, 1997). 


Imunoensaios múltiplos simultâneos 


Fundamentos 


Os avanços recentes no imunoensaio levaram ao desenvolvimento 
de novos conceitos na tecnologia que permitem a detecção múltipla 
simultânea como forma de reduzir o custo com reagentes. Isso signifi- 
ca que qualquer um de 5 a 100 analitos pode ser detectado simultane- 
amente em uma única amostra. Essas tecnologias são classificadas em 
duas amplas categorias em termos do tipo de fase sólida usada. A pri- 
meira, a tecnologia do microsseccionamento, está adaptada para imu- 
noensaios que usam um microchip como a fase sólida, e a segunda 
usa micropartículas como a fase sólida. Na segunda, duas tecnologias 
têm sido aplicadas ao reconhecimento de parâmetros individuais de 
um analito em ensaio. Uma é o reconhecimento direto da fase sólida 
usando látex fluoromarcado, e a outra envolve o uso de partículas de 
tamanhos diferentes. No último caso, ao reconhecimento limitado é 
possível porque a resolução é dependente do tamanho da partícula. 
Tecnologias miniaturizadas como essas são consideradas altamente 
vantajosas para minimizar o custo dos reagentes, poupar energia e 
proteger o ambiente, por causa da pequena massa de reagente e dos 
pequenos volumes de amostra que requerem. 


Ensaio MicroSpot 


A superfície sólida do microchip é fracionada em pequenas áreas 
usando-se tecnologia de micropontilhado. São produzidos 100 a 200 
sítios de reação em uma área de 3 mm de diâmetro de uma placa plana 
de polistireno (Ekins, 1998). Em cada sítio, uma área pontilhada de 80 
um de diâmetro recebe um volume de menos de 1 nL da solução com 
tinta injetada automaticamente. Nesse método, foi aplicada a teoria 
ambiental de Ekins e a sensibilidade e o limite de detecção dependem 
da ocupação do anticorpo, mas não da área de superfície na fase sóli- 
da. Foi encontrado um limite de detecção para o TSH de 0,01 mUT/L 
em um ensaio de 18 horas usando esse método de ensaio ambiental 
com analito. Portanto, é evidente que se pode conseguir um ensaio al- 
tamente sensível, mesmo na área micropontilhada. O laboratório Bo- 
ehringer Mannheim, que depois se fundiu com o Roche Diagnostics, 
aplicou uma fase sólida coberta com avidina uniformemente à área 
de superfície e então anticorpo ou antígeno ligado a biotina em que 
injetara tinta na mancha. Múltiplos parâmetros, incluindo anticorpo 
contra o HIV, HBsAg, antígenos anti-hepatite C e rubéola, puderam 
ser detectados simultaneamente em um microchip feito de polistireno. 
O formato do ensaio é o de um imunoensaio fluorescente em três eta- 
pas. Por fim, um scanner a laser confocal detecta o sinal fluorescente 
no chip. Esse ensaio com chip também está disponível para a aplicação 
na detecção de DNA. 
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Figura 43.26 Biochip de proteina usando IEF. O imunoensaio fluorescente 
sanduíche é aplicado para a detecção múltipla usando silicone microfabricado 
como substrato sólido. A superfície de mais de 1.000 pilares é coberta com 

uma camada de polímero orgânico contendo biotina. A estreptavidina ligada à 
biotina liga-se ao anticorpo biotinilado específico para analito e pode reagir com 
o antígeno na amostra. O dispositivo de silicone em que se enfileiram diferentes 
anticorpos específicos de diferentes antígenos é colocado em um dispositivo de 
plástico moldado. 


Imunoensaio com microarranjos para analitos 
múltiplos 


Silzel et al. desenvolveram um ensaio para massa de analito que 
mede a massa total do analito em uma amostra (Silzel, 1998). Por- 
tanto, o conceito básico desse método é diferente daquele do ensaio 
ambiental, que mede a concentração do analito. Um filme de po- 
listireno foi empregado como a fase sólida. Injetou-se uma gota de 
tinta de 80 pL sobre o filme e o DBCY5 foi adotado como indicador 
por causa do longo desvio Stokes da excitação de comprimento de 
onda de 670 nm para a emissão de onda de 710 nm, com emissão 
perto da fluorescência infravermelha. O aparelho de detecção usado 
nesse método consiste em um microscópio acoplado a uma câmara 
resfriada por sistema Pelitier e com bateria e um laser diodo GaA- 
lAs. Nesse formato, 105 moléculas de DBCY5 por 80 pL de área po- 
dem ser detectadas em soluções calibradas. Usou-se a subclasse IgG 
no presente sistema para a detecção de múltiplos parâmetros. Qua- 
tro parâmetros, IgG1, 2, 3 e 4, foram detectados e mostrou-se que 
a sensibilidade é comparável à do ELISA, embora uma quantidade 
muito menor de anticorpo (100 vezes menos) seja suficiente para 
cobrir a área de superfície, se comparada a uma placa de ELISA. 

Chips de proteína microfabricados com sítios pontilhados altamen- 
te densos contendo 1.250 sítios de reação por 1x2 cm foram desen- 
volvidos por Zyomyx (Hayward, CA). O chip de proteína é composto 
por um substrato baseado em silicone como uma fase sólida e seis fi- 
leiras com 5 Xx 50 arranjos/fileira (Peluso, 2003). Isomura et al. empre- 
garam o chip e aplicaram um imunoensaio fluorescente simultâneo 
para algumas proteínas-alvo, isto é, AFP, interleucina (IL)-6, Erk-2, 
c-Jun, Grb2, c-Src e H-Ras (Isomura, 2003). Como mostrado na Figu- 
ra 43.26, os sítios de reação são microfabricados como uma estrutura 
em pilar e então cobertos com óxido de titânio. A superfície é coberta 
com polímero de poli L-lisina ligado com polietilenoglicol-biotina. 
Após ligação da estreptavidina à biotina, a estreptavidina sólida pode 
ligar-se a anticorpos biotinilados. O ensaio pode ser feito em um dis- 
positivo de fluxo. O limite de detecção encontrado para a IL-6 foi de 
5 a 50.000 ng/L em 3 horas de ensaio, usando esse método de ensaio 
com biochip de proteína. 


Imunoensaio por citometria de fluxo 


O Luminex (Austin, TX) desenvolveu um imunoensaio fluores- 
cente multiparâmetro simultâneo usando a tecnologia da citometria 
de fluxo, em que dois tipos de fluoróforo para reconhecimento do 
analito servem para marcar partículas de látex usadas como a fase 
sólida (Fulton, 1997; Oliver, 1998). Dois tipos diferentes de fluo- 
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róforo e intensidade de fluorescência assinalam o mapeamento do 
analito de cada partícula. Em princípio, mais de 60 analitos podem 
ser detectados simultaneamente. O procedimento do ensaio é des- 
crito a seguir. A amostra é misturada com anticorpo marcado com 
R-ficoeritrina e um segundo anticorpo imobilizado no látex como 
a fase sólida. A mistura é incubada por 10 a 30 minutos e então in- 
jetada no sistema de fluxo. São separadas 1.000 partículas, como na 
citometria de fluxo, e tanto o sinal de fluorescência acentuada da 
R-ficoeritrina excitada como o resultado da marcação e dois sinais 
de fluorescência sobre a partícula são detectados simultaneamente 
por um scanner a laser. Carson et al. aplicaram essa abordagem para 
a detecção simultânea de 15 citocinas como IL-1, IL-2, IL-4 e IL-6 
(Carson, 1999). A detecção simultânea foi menos sensível que o en- 
saio de citocinas individuais. Contudo, ainda assim é um ensaio sen- 
sível, em comparação com o ELISA convencional, e a sensibilidade 
foi de 100 pg/mL para a IL-2, 10 pg/mL para a IL-4, 100 pg/mL para 
o fator estimulante de colônia de granulócitos e macrófagos (GM- 
-CSF) e 200 pg/mL para o interferon-r. 


Ensaio de microcanais com 
disco compacto (CD) 


Gyros AB (Uppsala, Suécia) desenvolveu um imunoensaio fluo- 
rescente microfluídico simultâneo usando um disco compacto como 
tecnologia de microlaboratório, em que o fluxo microfluídico pode 
ser obtido por força centrífuga (Poulsen, 2004). No CD, podem ser 
feitos 104 ensaios simultaneamente por imunoensaio em coluna flu- 
orescente. A fase sólida consiste em micropartículas de plástico que 


se ligam à estreptavidina. A ligação do anticorpo específico à biotina 
aplica-se à coluna. Podem ser medidos automaticamente 100 nL de 
amostra pela separação da válvula de quebra hidrofóbica cuja parede 
foi coberta com polímero hidrofóbico. A valva pode ser aberta por 
força centrífuga e vários tipos de ajustes de quebra no canal do CD 
possibilitam a realização de um ensaio rápido e simples por meio da 
alteração da rpm para controlar as reações. Esse ensaio foi aplicado à 
detecção da IgG humana. A sensibilidade é de 1 ng/mL. 


Resumo 


Avanços tecnológicos notáveis nos ensaios simultâneos foram al- 
cançados na década atual. Todavia, uma das coisas que ainda falta 
conseguir é a miniaturização do ensaio em todos os seus aspectos. 
Por exemplo, dificuldades mecânicas ou psicoquímicas na manipu- 
lação de microvolumes de líquido e a evaporação da amostra durante 
a manipulação continuam inevitáveis. Antes de serem introduzidos 
com sucesso na rotina dos laboratórios clínicos, a tecnologia dos dis- 
positivos e o projeto do ensaio ambiental no laboratório precisam ser 
aprimorados. 

Do ponto de vista da aplicação clínica, ensaios múltiplos simulta- 
neos podem não parecer tão atraentes como se esperava. Em alguns 
casos, a sensibilidade e a especificidade dessa técnica precisa ser ava- 
liada com mais cuidado. No entanto, ensaios múltiplos simultâneos 
baseados na tecnologia da miniaturização devem ser o objetivo final 
dos laboratórios diagnósticos, dadas as vantagens que oferecem em 


termos de contenção de custo e redução da carga sobre os pacientes de 
flebotomia, além da utilidade clínica. 
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CO PONTOS-CHAVE 
e Os testes de imunidade humoral avaliam a produção 


de anticorpos específicos em respostas a infecções 
passadas ou recentes, enquanto os ensaios imunológicos celulares 
medem as respostas imunes atuais. 
e O sistema imune sofre alterações de acordo com a idade e o 
estado nutricional. Assim, as diferenças de resposta apresentadas 
pelos indivíduos no teste imunológico podem estar associadas 
à imaturidade, imunossenescência ou desnutrição, e devem ser 
consideradas na avaliação dos resultados de testes específicos. 
e A imunodeficiência primária pode estar associada a uma 
incidência aumentada de malignidade. Malignidades, quimioterapia 
e radioterapia podem suprimir significativamente a resposta imune e 
alterar os resultados dos ensaios de imunidade celular. 
e A avaliação da resposta imune celular é realizada em uma 
sequência de etapas ordenadas, que pode incluir testes in vitro e in 
vivo para identificação das áreas afetadas pela imunodeficiência. 
e A medida da ativação linfocitaria pode ser obtida in vitro por 
citometria de fluxo, utilizando anticorpos monoclonais ativação- 
específicos marcados com fluorescência e corantes vitais. A 
utilidade dessa abordagem aumentou significativamente com 
o desenvolvimento de nn que apresentam diferentes 
espectros de excitação. 


A compreensão do sistema imune foi bastante ampliada pela 
detecção de anormalidades discretas em pacientes com suspeita de 
imunodeficiência. Tais avanços foram trazidos por estudos sobre a 
diferenciação e função celular imune normais, deleção genética expe- 
rimental e análises detalhadas das síndromes de imunodeficiência 
humana. Novas abordagens experimentais têm ajudado a elucidar os 
mecanismos e a base funcional da desregulação imune em pacientes 
que apresentam mutações genéticas primárias (congênitas) envolven- 
do o sistema imune ou infecções congênitas secundárias (adquiridas). 
Como as imunodeficiências geralmente não podem ser distinguidas 
pela apresentação clínica de infecções, as informações genéticas estão 
se tornando um componente cada vez mais importante do teste e da 
interpretação diagnóstica. A missão do laboratório de imunologia clí- 
nica consiste em traduzir novas pesquisas de vanguarda em testes alta- 
mente padronizados e de relevância clínica para pacientes individuais. 

Os estudos sobre o sistema imune celular humano estão concentra- 
dos em três áreas principais: (1) imunodeficiência primária, que revela 
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o impacto dos defeitos imunes congênitos sobre a defesa do hospedei- 
ro; (2) doenças autoimunes, em que é evidente o efeito de uma ativi- 
dade imune excessiva ou inadequada; e (3) imunodeficiência adqui- 
rida, na qual a infecção causa danos diretos ao sistema imune, como 
ocorre na infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV). 
Além disso, os defeitos de imunidade celular associados a doenças 
com características de disfunção imune, como a infecção crônica, o 
câncer, a desnutrição ou a lesão traumática, fornecem uma noção cru- 
cial sobre a defesa imunomediada do hospedeiro. 

O conceito geral de “imunidade” muitas vezes é equiparado ao de 
imunidade humoral: presença de anticorpos potencialmente proteto- 
res contra um agente infeccioso introduzido no corpo por infecção 
natural ou imunização. Como a imunologia — considerando o modo 
como é praticada atualmente no laboratório clínico — é uma ciência 
relativamente nova (Silverstein, 1979; Moulin, 1989; Good, 2002), foi 
necessário haver a epidemia de HIV para que fosse demonstrado o 
verdadeiro impacto dessa poderosa e mutável arma do sistema imune. 
Em contraste com a imunidade humoral, a função celular imune é 
fundamentalmente complexa e difícil de quantificar. Os testes básicos 
para imunidade humoral medem a produção de anticorpos especifi- 
cos de uma resposta anterior a um vírus ou microrganismo específico. 
Os ensaios de imunidade celular, em contrapartida, medem as respos- 
tas atuais. 

Como a maioria dos linfócitos do sangue periférico é constituída de 
células em repouso, a reação celular imune deve ser recriada ou pro- 
duzida na hora, no sistema de teste. Esse sistema, por sua vez, precisa 
ser capaz de desencadear essa resposta, bem como de sustentar a rea- 
ção pelo fornecimento de todos os elementos necessários que são dis- 
ponibilizados in vivo, além de contar com um ponto terminal quan- 
tificável. O campo da imunologia celular sofreu grandes mudanças 
ao longo da década de 1980, pelo impacto exercido pelos principais 
esforços de pesquisa, entre os quais o uso de anticorpos monoclonais 
para identificação de células, o desenvolvimento das capacidades ana- 
lítica e de separação da citometria de fluxo, a descoberta da regulação 
da resposta imune mediada por citocinas, o nascimento da imunolo- 
gia molecular e, acima de tudo, a enorme necessidade de compreen- 
der e controlar a emergente epidemia de HIV (Herzenberg, 2004). O 
aparecimento do HIV deu-se praticamente em paralelo com o poten- 
cial de identificar células T CD4*. As primeiras análises de deficiência 
celular imune funcional na síndrome da imunodeficiência adquirida 


(AIDS) inicialmente basearam-se na análise da resposta linfoprolife- 
rativa (Masur, 1981; Siegal, 1981) e, desde então, evoluíram para uma 
gama de abordagens funcionais (Perfetto, 1997; Rosenberg, 1997; 
Zhou, 1998). 

Este capítulo apresenta testes de imunologia celular atualmente em 
uso, à luz das futuras tendências. A avaliação imunológica celular está 
se distanciando dos ensaios isolados e dos números fixos de pontos 
terminais e seguindo em direção a uma análise integrada da função 
celular nos vários níveis que refletem as interações celulares como 
processos dinâmicos. 


Critérios clínicos para avaliação da imunidade 
celular: implicações para a interpretação 


Decisão de realizar o teste 


Embora teoricamente a interpretação dos testes imunológicos se 
desenvolva a partir de uma abordagem diferencial cuidadosa em rela- 
ção à triagem, em termos práticos, a resposta imune de um pacien- 
te é estudada no contexto da apresentação clínica em andamento. 
Entretanto, os testes imunológicos podem ser caros e demorados, 
de modo que a escolha do teste com frequência depende da suspei- 
ta clínica. Como existem poucos (se algum) testes de avaliação da 
imunidade celular que sejam total e especificamente diagnósticos, a 
interpretação deve ser abordada com cautela. A responsabilidade do 
laboratório de imunologia clínica consiste em estabelecer uma gama 
de testes que seja suficiente para realizar avaliações judiciosas, com 
vistas a determinar a natureza e a extensão de alterações imunes, bem 
como considerar uma variedade de potenciais causas ao fornecer a 
interpretação. 

A decisão de testar a resposta imune de um paciente usualmente 
advém de uma das razões descritas na Tabela 44.1. Suscetibilidade 
aumentada ou inexplicável a infecções, aumento da severidade de 
infecções comuns ou reação incomum à imunização constituem 
motivos que justificam uma avaliação imunológica. As infecções 
incomuns, em especial aquelas causadas por agentes oportunistas, 
ou as infecções severas irresponsivas ao tratamento, além de certos 
estados alérgicos ou atópicos, também podem motivar a realização de 
testes imunológicos. Nos últimos anos, o potencial de infecção pelo 
HIV substituiu a possível imunodeficiência primária como principal 
diagnóstico presuntivo. Todavia, como se discute subsequentemente, 
esse fato pode levar ao subdiagnóstico da doença da imunodeficiência 
primária. 

Alterações imunológicas podem acompanhar inúmeras entidades 
clínicas, entre as quais malignidades; doenças hematológicas, como 
anemia de Fanconi, hemofilia, trombocitopenia imune; distúrbios 
linfoproliferativos, como histiocitose; e hemoglobinopatias, como 
anemia falciforme e talassemia; bem como uma ampla gama de ano- 
malias cromossômicas, incluindo síndrome de DiGeorge, síndrome 
de Down, síndrome de Bloom, disceratose congênita de Williams, 
epidermólise bolhosa e síndrome de Duncan (distúrbio linfoprolife- 
rativo ligado ao X). As doenças autoimunes, como doenças reumáti- 
cas, doença mista do tecido conjuntivo, diabetes de tipo 1, lúpus eri- 
tematoso sistêmico, esclerose lateral amiotrófica, esclerose múltipla e 
miastenia grave, podem estar associadas a alterações imunocelulares, 
e serão discutidas em outra seção deste livro. 


Imunodeficiência primária versus secundária 


As principais características da imunodeficiência primária — ou 
imunodeficiência adquirida suspeita decorrente da infecção pelo 
HIV — devem ser distinguidas das alterações imunológicas associadas 
a outras condições clínicas. Além disso, uma lesão traumática, como 
aquelas resultantes de queimadura ou acidente com significativa 
perda de sangue ou dano a órgãos, muitas vezes produz um período 
de vulnerabilidade a infecções. Ademais, outras condições, como uma 
pré-malignidade subjacente ou doenças infecciosas ainda não diag- 
nosticadas, podem produzir alterações imunes que poderiam parecer 
fenotipicamente idênticas a uma imunodeficiência primária. 

Embora a infecção por HIV possa ser prontamente diagnosticada 
por meio de testes diretos, o laboratório de imunologia clínica às vezes 


Tabela 44.1 Apresentação de uma possível imunodeficiência 


Infecções bacterianas frequentes 

Reação sistêmica severa e incomum a vírus 

Desenvolvimento de infecção diante de organismos pouco comuns, como fungos 
ou protozoários 

Reação sistêmica subsequente à vacinação com vírus vivo 

História familiar de infecções recorrentes 

Exposição ao vírus da imunodeficiência humana 


serve de campo de experimentação antes da abordagem do paciente, 
ou de tutor para o consentimento informado para realização do teste 
de detecção do HIV. Essa atuação se baseia na observação de que, 
entre os indivíduos adultos HIV positivos, uma proporção CD4*/ 
CD8" invertida é praticamente sempre encontrada. Assim, como 
resultado da atual AIDS epidémica, a proporção CD4*/CD8” inver- 
tida passou a ser identificada como marcador da infecção pelo HIV. 
Entretanto, existem inúmeras doenças que envolvem o sistema imune 
além da infecção pelo HIV que são capazes de produzir a proporção 
CD4*/CD8* invertida ou números muitos baixos de células CD4”. 
Tais doenças incluem (sem se limitar a) síndrome de DiGeorge, timo- 
ma benigno, início da infecção pelo vírus da hepatite C (HCV), doen- 
ça de Kawasaki, desnutrição proteico-calórica e malignidades. Alguns 
exemplos de proporção CD4*/CDB8* invertida não relacionada a infec- 
ção pelo HIV e contagem reduzida de células CD4* são mostrados na 
Tab. 44.2. O bebê apresentado no Caso 3 (Tab. 44.2) desenvolveu 
múltiplos abscessos sépticos no trato gastrintestinal e foi considera- 
do possuidor de distúrbio de imunodeficiência primária. Entretanto, 
essa avaliação foi realizada após um episódio de quase afogamento 
em uma banheira em que, posteriormente, foram encontrados traços 
de limpador de ralos. O dano cáustico ao trato gastrintestinal produ- 
ziu as múltiplas lesões incomuns e o desequilíbrio no subconjunto 
de linfócitos T periféricos. Esse desequilíbrio, e não o dano ao trato 
gastrintestinal, foi resolvido rapidamente. Esse caso também ilustra a 
necessidade de realizar testes confirmatórios tão logo o paciente esteja 
estável. 

Os distúrbios de imunodeficiência primária quase sempre se apre- 
sentam no contexto de infecção ou alterações hematológicas. A ava- 
liação laboratorial desses distúrbios requer uma abordagem em eta- 
pas, com o intuito de minimizar a coleta de sangue e para escolher 
de forma lógica um dos testes disponíveis para fins de diagnóstico 
diferencial. Alguns diagnósticos presuntivos podem parecer suspeitos 
com demasiada frequência. Um exemplo é a síndrome de Wiskott- 
Aldrich, embora esse diagnóstico não necessariamente deva ser exclu- 
ído em casos de trombocitopenia inexplicável. Contudo, a síndrome 
de Wiskott-Aldrich pode passar despercebida se a resposta a mitó- 
genos for testada isoladamente, em vez de a resposta aos antígenos 
também ser avaliada. Nesse caso, o defeito imune pode se tornar mais 
acentuado com o passar do tempo, e haverá necessidade de realizar 
testes de acompanhamento. 


Significado clínico dos testes 
para imunodeficiência 

Um aspecto frequentemente confrontado pelo diretor do laborató- 
rio de imunologia celular é o de como avaliar o potencial significado 
clínico de uma resposta imune comprometida in vitro. Estudos sobre 
distúrbios, até mesmo relativamente bem definidos, mostraram que 
pode haver diferenças bastante significativas em termos de impacto 
clínico. Entretanto, o uso das estratégias de teste mais modernas pode 
ser útil na subclassificação de pacientes de acordo com o nível e exten- 
são do defeito. 

Por exemplo, a síndrome de DiGeorge (DiGeorge, 1974) é classica- 
mente uma tríade que envolve aplasia tímica, aplasia paratireoide e 
defeitos conotruncais. Pacientes com a síndrome apresentam diferen- 
ças marcantes quanto ao grau de severidade de infecções, apesar dos 
achados relativamente similares de números reduzidos de linfócitos 
T maduros e uma fraca resposta a mitógenos. Inicialmente, havia um 
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Tabela 44.2 Proporção CD4*/CD8* invertida e baixos níveis de CD4* na imunodeficiência não associada ao HIV 


Estudo de caso Idade Subgrupos de linfócitos 
% CD3* % CD4* 
1. Inicial 3 anos 56 26 
2. Inicial 6 anos 73 18 
3. Inicial 3 meses 29 15 
1 semana - 43 25 
4. Inicial 6 anos 89 62 
3 anos — 93 36 
5. Inicial 3 meses 83 51 
5 meses — /6 18 
6. Inicial 4 meses 36 25 
1 ano - 51 42 
7. Inicial 1 semana 0 0 
8. Inicial 12 anos 64 20 
9. Inicial 8 anos 65 26 
10. Inicial 50 anos 74 18 
1 dia - /2 45 


Nº abs. = número absoluto de linfócitos T CD4*. 


alto índice de fatalidade associado a essa síndrome. O aprimoramento 
dos métodos cirúrgicos e anestésicos provocou uma redução signifi- 
cativa da incidência de infecções severas, embora alguns bebês ainda 
desenvolvam infecções incuráveis que acabam sendo fatais (Bastian, 
1989). Recentemente, tornou-se possível utilizar uma análise feno- 
típica de linfócitos mais exata para determinar o grau de severidade 
do defeito imune e prever o resultado clínico com maior acurácia. Ao 
empregar um teste longitudinal no decorrer de vários meses e ado- 
tar uma abordagem multiparamétrica, já parece ser possível prever o 
grau de severidade a partir de números consistentemente diminuídos 
de células T CD4*, proporção CD4*/CD8” invertida e produção redu- 
zida de linfocina interleucina (IL)-2 (Cunningham-Rundles, 1994). A 
investigação acerca do significado de deleções monossômicas do cro- 
mossomo 22q11.2, que constituem a principal causa da síndrome de 
DiGeorge, síndrome velocardiofacial e síndrome da anomalia facial 
conotruncal, ilustra a importância das novas informações genéticas. 
Apenas a síndrome de DiGeorge foi originalmente descrita como dis- 
túrbio de imunodeficiência. Novos estudos voltados para a frequência 
da imunodeficiência em outras síndromes clínicas associadas à micro- 
deleção no cromossomo 22q11.2 demonstraram que mais de 75% 
dos pacientes apresentavam evidências de imunocomprometimento 
(Sullivan, 1998). A severidade da imunodeficiência não apresentou 
correlação com qualquer aspecto fenotípico em particular. 

A função da célula T pode ser tão ou até mais importante na infec- 
ção pelo HIV que a perda ou a taxa de perda de células T CD4*. Em 
algumas doenças vírus-associadas, existe uma considerável incerteza no 
que diz respeito à proximidade da associação existente entre o déficit 
imune detectado ex vivo e a função imune in vivo (Landay, 1991; Lloyd, 
1992). Enquanto os estudos atualmente sugerem que a resposta ortos- 
tática alterada (Rowe, 1999) pode explicar algumas formas de síndrome 
de fadiga crônica, ou que os níveis plasmáticos aumentados de fator 
de necrose tumoral œ (TNF-a) podem servir de marcador da doença 
(Moss, 1999), ainda falta uma compreensão clara da causa e efeito. 


Efeito da idade sobre a resposta imune 


Estudos recentes demonstraram que as mudanças sofridas pelo sis- 
tema imune fazem parte de um processo de envelhecimento (Burns, 
2004). Embora exista considerável variação em torno disso, e uma 
parte significativa das variações seja consequência de um estado nutri- 
cional alterado (Mazari, 1998; Lesourd, 2004), é essencial que o labo- 
ratório clínico forneça valores laboratoriais relevantes para controles 
agrupados de acordo com a idade. 

O estudo de pacientes pediátricos mostra aspectos particulares refe- 
rentes ao diagnóstico laboratorial das imunodeficiências. O desenvol- 
vimento do sistema imune ainda é incompleto ao nascimento, e as 


Nº abs Diagnóstico 

% CD8* 
29 209 Deficiência idiopática de CD4 
24 330 Disceratose 
10 762 Imunodeficiência R/O congênita 
15 2846 Trauma gastrintestinal cáustico 
32 874 Aplasia de hemácias 
57 2/2 — 
31 2734 Sindrome de Noonan 
48 96 — 

7 304 Síndrome de Williams 
12 2/94 — 
24 0 Sindrome de DiGeorge 
33 ND Talassemia 
47 ND Neutropenia imune 
51 ND Melanoma uveal 
35 ND Pós-hipertermia 


crianças ainda não foram expostas a uma ampla variedade de agentes 
ambientais anormais, podendo apresentar vulnerabilidade a infecções 
(Zola, 1996). A exposição viral congênita ou a prematuridade isolada 
podem estar associadas a anomalias imunológicas. As diferenças fun- 
damentais de resposta imune pediátrica incluem acentuada linfocitose 
ao nascimento, elevação do número de células B, aumento da propor- 
ção CD4*/CD8*, menor concentração de células natural killer (NK) e 
expansões oligoclonais de células T (Yabuhara, 1990; Fletcher, 1992; 
Cunningham-Rundles, 1993; Weddenburn, 2001). Tais diferenças se 
refletem em diferenças marcantes na faixa normal de subgrupos de lin- 
fócitos e devem ser consideradas na avaliação dos resultados (Denny, 
1992; Bonilla, 1997). Ainda, existem diferenças acentuadas de resposta 
a diversos agentes ativadores, em comparação aos indivíduos adultos. 
A resposta neonatal de bebês prematuros a certos ativadores micro- 
bianos pode ser mais intensa que a resposta de indivíduos adultos ou 
de bebês nascidos a termo, por causa das rápidas alterações ocorri- 
das na regulação imunológica (Veber, 1991; Cunningham-Rundles, 
2000), ou em decorrência de diferenças fundamentais de programa- 
ção perinatal (Prescott, 1998). O sistema imune de indivíduos idosos 
também está alterado em relação ao de indivíduos jovens. Em particu- 
lar, alterações cumulativas que afetam as subpopulações de células B 
e T, alteração da sinalização celular e da produção de citocinas, além 
de outras modificações podem contribuir para a maior incidência de 
doenças autoimunes e cânceres nesse grupo (Ginaldi, 2000; Fulop, 
2003; Hakim, 2004). A deterioração das respostas imunológicas que 
ocorre com o avanço da idade é denominada “imunossenescência” 
(Malaguarnera, 2001). 


Desnutrição e resposta imune 


Apesar de, em geral, se acreditar que a desnutrição é uma condição 
relativamente rara em países desenvolvidos, evidências crescentes suge- 
rem que se trata de uma ocorrência bastante comum, em especial entre 
indivíduos de certas faixas etárias (Pennington, 1996). A desnutrição 
está associada à imunodeficiência e torna o indivíduo significativamen- 
te vulnerável a infecções (Cunningham-Rundles, 1996; Keusch, 2003). 
Exemplificando, a deficiência de zinco pode se manifestar por meio de 
uma profunda imunodeficiência que, por sua vez, pode estar relacio- 
nada à falta primária de captação de zinco no trato gastrintestinal em 
decorrência de acrodermatite enteropática, ou a um suprimento inade- 
quado de zinco proveniente da dieta (Prasad, 1963; Moynahan, 1974). 
Indivíduos que apresentam hipogamaglobulinemia e má absorção 
associada afetando os níveis de zinco podem exibir uma fraca respos- 
ta proliferativa in vitro, sendo que as infecções são resolvidas median- 
te reposição de zinco (Cunningham-Rundles, 1981). Esse cenário está 
associado ao fato de o zinco ser necessário à atividade biológica do 


hormônio tímico. Este, por sua vez, é necessário à produção e à fun- 
cionalidade das células T maduras, bem como para a ativação das célu- 
las T (Cunningham-Rundles, 1998). Há evidências crescentes de que o 
desequilíbrio de micronutrientes altera a resposta imune, promovendo 
efeitos específicos sobre a mesma (Amati, 2003). Em diversas condições 
clínicas, a desnutrição pode representar um fator agravante. A inte- 
ração entre as infecções e o metabolismo alterado secundariamente à 
resposta de fase aguda é capaz de provocar deslocamentos temporais 
envolvendo oligoelementos, que conduzem a uma supressão passageira 
da resposta imune. O estresse físico pode exercer efeito semelhante e 
aumentar a vulnerabilidade a infecções no contexto da imunossupres- 
são (Cunningham-Rundles, 1999). Trata-se de um processo de 2 vias. 
A falha de crescimento pode ser o primeiro sinal de infecção por HIV 
apresentado por uma criança HIV” (Peters, 1998). Por esses e outros 
motivos, as avaliações imunológicas devem ser um processo contínuo 
no contexto do tratamento continuado ou de outros testes. 

Câncer 

A imunodeficiência primária está associada a uma incidência 
aumentada de câncer (Cunningham-Rundles, 1987), e está cada vez 
mais claro que tumores se desenvolvem em associação à infecção pelo 
HIV (Krown, 1996; Aoki, 2004). 

No paciente com câncer, uma imunodeficiência generalizada ou uma 
redução das respostas a desafios antigênicos podem aparecer associa- 
das ao desenvolvimento da malignidade primária, ocorrer durante as 
metástases ou ser causadas por efeitos colaterais da intervenção tera- 
pêutica. Uma resposta imune reduzida a agentes ativadores inespeci- 
ficos estudada ex vivo em ensaios de proliferação apresenta correlação 
com o estágio da doença e tem valor prognóstico para a sobrevida do 
paciente (Heimdal, 1999). A inversão da proporção CD4*/CD8* e uma 
atividade celular supressora aumentada são frequentemente observadas 
em pacientes com câncer não tratados, sendo que alterações envolvendo 
a produção de citocinas também foram detectadas (Livingston, 1987; 
Smyth, 2004). Estudos experimentais demonstraram que, embora os 
tumores possam ser surpreendentemente imunogênicos, direcionam a 
resposta imune no sentido de uma resposta não protetora. 

O desenvolvimento de novas abordagens imunoterápicas tem cres- 
cido, sugerindo que a resposta a antígenos tumor-específicos será uti- 
lizada mais intensamente no futuro (Schultes, 2004; Steinman, 2004; 
Waller, 2004). Os ensaios de avaliação da resposta imune também 
podem ser utilizados para acompanhar e avaliar a resposta a trata- 
mentos, como administração de IL-2 (Lissoni, 1999) e vacinas con- 
tra câncer (Yannelli, 2004). Em muitos pacientes, a quimioterapia 
acarreta uma supressão passageira da resposta imune, que é resolvida 
em pouco tempo. A radioterapia, por outro lado, produz efeitos mais 
duradouros (Katz, 1993). A avaliação da resposta imune do paciente 
com câncer requer o uso altamente selecionado e discriminado de tes- 
tes e ativadores, que reflitam processos relevantes, bem como a espe- 
cificidade da resposta. 


Abordagem metodológica do teste 
imunológico celular 


Os estudos envolvendo seres humanos têm sido baseados na obser- 
vação das células imunológicas do sangue periférico, uma vez que 
o compartimento periférico é mais acessível e prontamente men- 
surável. Contudo, essa abordagem pode não refletir os eventos que 
ocorrem ao nível regional. O conhecimento das diferenças existentes 
entre as respostas imunes sistêmica e de mucosa pode, enfim, explicar 
uma grande parte dos paradoxos que atualmente surgem quando a 
resposta imune medida in vitro ou ex vivo é comparada à defesa do 
hospedeiro in vivo (Xu-Amano, 1993). A função imunológica celular 
sistêmica parece ser regulada por padrões de citocinas ( rede de cito- 
cinas”) funcionalmente distintos, de modo que, diante da produção 
de citocinas do tipo T auxiliar 1 (Thl, T helper 1), IL-2 e interferon 
(IFN)-y, a defesa imunológica celular do hospedeiro seja favorecida. 
Quando as citocinas do tipo T auxiliar 2 (Th2, T helper 2), IL-4, IL-5, 
IL-6 e IL-10, são produzidas, há indução da resposta de linfócitos B 
(Balkwill, 1989; Yamamura, 1991). 


Em contraste com a imunidade sistêmica, a atividade primária da 
resposta imune de mucosas consiste em proteger a mucosa bloquean- 
do a entrada de micróbios, toxinas e antígenos por meio da secreção e 
do transporte de imunoglobulina (Ig)A no lumen intestinal. Esse pro- 
cesso é mediado por um tipo especial de linfócitos T de memória, que 
apresenta reduzida capacidade proliferativa para auxiliar as células B 
(Tlaskalova-Hogenova, 2002; Cheroutre, 2004; Eckmann, 2004; Yuan, 
2004). Os linfócitos T, tanto da lâmina própria como intraepiteliais, 
desenvolvem uma relativa independência do timo e atuam de modo 
diferente das células T do sangue periférico, utilizando a via de trans- 
dução de sinal do CD2, em vez da via do receptor de células T/CD3. 

Atualmente, os testes de imunidade de mucosa em geral não são rea- 
lizados no laboratório de imunologia clínica e, com raras exceções, as 
células imunes estudadas são oriundas do compartimento do sangue 
periférico. Por esse motivo, o uso de testes cutâneos in vivo e o exame 
da resposta imune humoral a vacinas previamente administradas são 
úteis ao imunologista que estuda a imunidade celular, pois consti- 
tuem formas alternativas de avaliação. Em todos os casos, a adoção 
de uma abordagem por etapas e a repetição dos testes são medidas 
altamente informativas. 


Etapas do estudo: triagem 


A avaliação da função imune de um paciente com suspeita de imuno- 
deficiência normalmente é realizada em etapas. A primeira consiste em 
uma análise por triagem das possíveis áreas de deficiência, que está des- 
tacada na Tabela 44.3. Esses estudos de triagem devem ser acompanha- 
dos de uma análise adequada de citometria de fluxo das subpopulações 
linfocitárias. No caso de crianças, essa análise deve incluir o uso de um 
marcador de células B para avaliar possíveis alterações nessas células, as 
quais podem ocorrer de forma transiente em recém-nascidos e serem 
refletidas em populações de célula T baixas. O uso de um marcador 
de células NK também é fortemente recomendado para crianças com 
mais de 3 meses de idade, uma vez que os níveis dessas células podem 
estar reduzidos ou ausentes ao nascimento (Zola, 1983). 

Considerando que, com frequência, existe uma limitação quanto à 
quantidade de sangue passível de extração para uso em tais estudos, 
é essencial que a primeira avaliação inclua estudos paralelos, entre os 
quais uma contagem total de células sanguíneas (CCS), utilizando a 
mesma amostra de sangue. É fundamental realizar uma contagem 
diferencial de leucócitos. 

A etapa de triagem deve incluir uma abordagem em forma de pai- 
nel, para avaliar respostas proliferativas a mitógenos e antígenos. A 
resposta proliferativa de linfócitos a uma gama de agentes ativadores 
continua sendo uma das ferramentas mais sensíveis de avaliação da 
função normal. Quando a avaliação dessa resposta inclui um ativador 
de células T e B apropriado, pode ser útil para definir as áreas com 
deficiência. Embora isso nem sempre seja feito, o uso de múltiplas 
concentrações de cada ativador é fortemente recomendado. 

Além disso, o tipo de tubo escolhido para coletar as amostras de 
sangue é igualmente importante. O uso de tubos que contêm litio- 
heparina ou ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) não é recomen- 
dado para a realização de estudos funcionais linfocitários. Devem ser 
utilizados tubos que contêm heparina sódica (isenta de conservantes) 
ou ácido citrato-dextrose (ACD). O sangue coletado em tubos hepa- 
rinizados também pode ser utilizado para análises de citometria de 
fluxo, embora o tempo de preparo e de análise da amostra seja crítico 
(Standards, 1992; Nicholson, 1993b). 


Tabela 44.3 Estudos básicos de varredura imunológica 


Contagem/diferencial de células sanguíneas completa(o) 

Análise de subpopulações de linfócitos (números e percentuais de células T e B) 
por citometria de fluxo 

Ativação linfocitária in vitro com mitógenos e ativadores microbianos 
Imunoglobulinas séricas, incluindo subclasses de imunoglobulinas, se houver 
evidência de infecções clínicas por bactérias encapsuladas. Em alguns casos, 

os níveis de imunoglobulinas permanecem normais, porém há produção de 
anticorpos heterógenos não ligadores. Portanto, há necessidade de realizar estudos 
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A questão sobre quando o sangue deve ser coletado merece con- 
sideração. De forma geral, a maioria dos dados é obtida mediante a 
coleta de sangue pela manhã, sendo que os efeitos circadianos podem 
influenciar os resultados. Quando é impossível proceder dessa forma, 
é útil continuar a manter a uniformidade do período de coleta para o 
paciente individual. Isso se torna mais crítico quando se determina os 
números absolutos de subgrupos de linfócitos T no monitoramento 
da doença causada por HIV, ou como parte de uma triagem clínica 
(Malone, 1990). 

Estudos funcionais devem ser realizados, sempre que possível, uti- 
lizando amostras de sangue fresco tratadas com anticoagulante (ou 
sangue armazenado à temperatura ambiente, no escuro, durante 24 
horas), antes do isolamento das células mononucleares. Quando o 
sangue é enviado por transporte aéreo ou encaminhado a um labora- 
tório distante, é extremamente importante incluir paralelamente uma 
amostra controle de um individuo sadio, para servir de padrão inter- 
no do processo de transporte. 


Etapas do estudo: confirmação 


Aspectos gerais 

Uma vez que a triagem individual for concluída e as evidências de 
potenciais lacunas forem detectadas, esses testes devem ser confirma- 
dos mediante a repetição dos testes referentes aos aspectos analisados 
na primeira série. Minimamente, um teste positivo e outro negativo 
(faixa normal e faixa anormal) devem ser realizados. Testes adicionais 
às vezes podem ser incluídos no painel que, por sua vez, já fornece a 
fase inicial dos estudos analíticos. 

É importante executar os devidos preparativos para a coleta de san- 
gue no momento em que o paciente apresentar o estado mais clini- 
camente estável. Recomenda-se realizar estudos basais duplos antes 
da intervenção, sendo que tais estudos podem abranger a fase de con- 
firmação. Em alguns casos de aparente imunodeficiência, pode estar 
havendo um sequestro de células imunológicas que se reflete em baixos 
percentuais de linfócitos T no compartimento periférico, como ilustra 
o Caso 3 da Tabela 44.2. A etapa de confirmação também deve incluir 
uma cuidadosa reavaliação da história médica e familiar do paciente. A 
Tabela 44.4 mostra os estudos que podem ser empregados nessa etapa. 


Presença do timo 

A radiografia para observação da sombra tímica pode ser inadequa- 
da, uma vez que o timo é altamente propenso à depleção por estresse 
(Haynes, 1998). Apesar da dificuldade para determinar com acurácia 
o tamanho real do timo, sua avaliação por imagem de ressonância 
magnética (RM) parece apresentar correlação com o número de linfó- 
citos T CD4” na infecção pelo HIV (Vigano, 1999). Estudos recentes 
sugeriram que o timo humano pode ser considerado um órgão qui- 
mérico, constituído de tecidos linfoides centrais e periféricos. Hayes 
(1998) postulou que a atrofia epitelial tímica pode, em parte, derivar 
de citocinas ou outros fatores produzidos pelas células imunológicas 
periféricas encontradas junto ao espaço perivascular tímico. Como 
descrito adiante, na seção sobre avaliação de subgrupos de linfócitos T 
por citometria de fluxo, a expressão dos antígenos de maturação nor- 
mais adquiridos ao longo do desenvolvimento tímico deve ser sufi- 
ciente para identificar a presença de um timo funcional. 


Teste cutâneo 

O uso de um painel de teste cutâneo pode ser importante nessa fase. 
Essa abordagem de avaliação da imunidade celular originalmente ser- 
viu de ponto de partida para o desenvolvimento de testes funcionais 
de imunologia celular. Ela mede a hipersensibilidade do tipo tardio 
diretamente in vivo. À experiência obtida com o teste cutâneo de hiper- 
sensibilidade do tipo tardio mostrou que há uma boa correlação geral 
entre a falta de reatividade — denominada anergia — e a imunodeficiên- 
cia (Deodhar, 1983; Maas, 1998). Contudo, esse teste não é útil como 
ferramenta analítica para descobrir a causa da falta de resposta. O teste 
cutâneo não é muito quantificável. O uso do teste cutâneo com deri- 
vado proteico purificado (PPD, purified protein derivative) para avaliar 
a possível presença de Mycobacterium tuberculosis constitui exceção, 
embora indivíduos anérgicos sejam irresponsivos e, além disso, sejam 


Tabela 44,4 Estudos analíticos confirmatórios e de primeira etapa 


Radiografia para sombra tímica 
Teste cutâneo 
Atividade de célula natural killer (crianças com idade > 6 meses) 
Produção de citocinas em reposta à ativação por T auxiliar 1, T auxiliar 2 (IL-2, 
IFN-y, IL-4 e assim por diante) 
Reação em cultura mista de linfócitos, com o paciente sendo tanto estimulador 
quanto respondedor 
Resposta à imunização 
Teste para detecção de anticorpos específicos apropriados à idade 
Resposta de anticorpos contra a iso-hemaglutinina (substâncias antigrupos 
sanguíneos A e B) que ocorre naturalmente, caso o tipo sanguíneo do paciente 
seja À, Bou O 
Teste para adenosina deaminase e deficiência de enzima fosforilase de 
nucleosídeo purina 


Tabela 44.5 Causas de anergia no teste cutâneo 


Falta de história antigênica apropriada, quando o painel não inclui ativadores 
ubíquos 

Imunodeficiência primária 

Infecções virais 

Desnutrição 

Doenças granulomatosas 

Neoplasia 


obtidos resultados falso-positivos de indivíduos vacinados contra o 
bacilo de Calmette-Guérin (BCG) (Huebner, 1993). 

As razões que explicam a falta de resposta no teste cutâneo são mos- 
tradas na Tabela 44.5. Foram realizados alguns estudos baseados no 
teste cutâneo de imunização de novo utilizando dinitrofluoroben- 
zeno. Embora tenha sido extensivamente utilizada no passado, essa 
abordagem deixou de ser considerada útil em razão das ambiguidades 
relacionadas ao mecanismo de reação subjacente. A introdução do 
teste de “janela cutânea” pode fornecer definitivamente uma medida 
mais quantitativa e informativa da resposta imune in vivo, pois a rea- 
ção pode ser empregada para testar a resposta a um tumor autólogo 
(Black, 1988). Entretanto, considerando algumas reservas, a impor- 
tância do teste cutâneo como forma de demonstração convincente de 
que os defeitos imunológicos observados in vitro podem ter significa- 
do prognóstico in vivo não deve ser subestimado. 


Etapas do estudo: estudos imunológicos 
analíticos 


Os estudos analíticos são destacados de forma geral na Tabela 44.6. 
Embora a descrição completa dessas abordagens esteja fora do esco- 
po da presente discussão, em termos gerais esses estudos objetivam 


Tabela 44.6 Estudos analíticos e imunorregulatórios 


Desenvolvimento de antígenos de ativação durante a resposta à estimulação, 
como antígeno Tac, receptor da transferrina, regulação positiva do MHC de classe 
ll nas células T, receptores solúveis, entre outros 
Resposta de ativação inicial (p. ex., canais de cálcio) 
Imunorregulação 
Resposta a IL-1, IL-2, interferons 
Desenvolvimento de funções efetoras 
Síntese de imunoglobulinas in vitro 
Atividade de célula T citotóxica 
Análise de fator/célula supressora 
Ativação genética, análise do ciclo celular 
Resposta à imunização: imunização de novo 


definir o mecanismo subjacente do defeito imunológico e são realiza- 
dos por meio de uma série de etapas. Apesar de haver diferentes for- 
mas pelas quais é possível atingir essa meta, uma boa opção consiste 
em avaliar o nível de defeito geral seguindo o plano geral de avaliar os 
tipos celulares presentes e as proporções relativas de cada um à luz das 
áreas que apresentam diminuição da função geral e, então, realizar 
estudos de avaliação da função efetora. 


Função imune diferencial 


Existem 2 tipos principais de células imunes (Silverstein, 2003; 
Janeway, 2005): linfócitos T (células T) e linfócitos B (células B). Os 
linfócitos T são definidos pela expressão do receptor de linfócitos T, 
que se liga aos antígenos e ao CD3, um determinante de superfície 
associado ao receptor de célula T que é essencial à ativação. Os lin- 
fócitos T possuem receptores diferentes e clonalmente variáveis para 
uma ampla gama de antígenos, requerem maturação tímica para 
exercerem sua função normal e mediam a imunidade celular. Os lin- 
fócitos B são identificados por uma imunoglobulina de superfície 
(detectada por anticorpos monoclonais, como CD19 ou CD20) e, 
mediante ativação apropriada, evoluem para plasmócitos secretores 
de anticorpos específicos, mediando a imunidade humoral. A perda 
do timo normal leva ao comprometimento da função dos linfóci- 
tos T e afeta a ativação T-dependente dos linfócitos B. Uma falha 
ao nível da medula óssea pode afetar as respostas imunes mediadas 
tanto por linfócitos T como por linfócitos B, apesar do envolvimen- 
to de ligações específicas. Isso é descrito em maiores detalhes adian- 
te, na seção “Proliferacao de linfócitos como método de avaliação da 
imunidade celular in vitro”. 

A distinção existente entre resposta imune específica e inespecífica 
constitui uma necessidade fundamental da resposta imune, uma vez 
que o sistema deve ser capaz de distinguir entre o próprio e o estra- 
nho (não próprio) (LeGuern, 2003; Smith, 2004). De uma forma 
geral, essa distinção é feita pela incorporação do sistema de complexos 
moleculares de autoantígenos do complexo de histocompatibilidade 
principal (MHC, major histocompatibility complex) à fase de reconhe- 
cimento antigênico. O antígeno deve ser processado e apresentado no 
contexto do MHC próprio para ser reconhecido e induzir não só a res- 
posta imune como também o desenvolvimento da memória imunoló- 
gica. A função de processamento antigênico é realizada pelas células 
apresentadoras de antígeno (APCs), das quais a melhor estudada é o 
monócito. Essa resposta desencadeia a ativação e a proliferação de lin- 
fócitos, podendo incluir a produção de células efetoras e desencadear 
a produção de anticorpos pelos linfócitos B. Esse tipo de imunidade, 
muitas vezes denominado imunidade adaptativa, permanece reti- 
do como “memória” e é tipicamente evocado após a imunização ou 
infecções naturais (Owen, 1993; Sprent, 2002). A falta de expressão 
do antígeno de MHC de classe II pode ser detectada em linfócitos por 
citometria de fluxo empregando anticorpos monoclonais dirigidos 
contra as moléculas de HLA-DR ou HLA-DQ e é a marca registrada 
da deficiência de MHC de classe II (Tab. 44.7). 

Um segundo tipo fundamental de imunidade pode ser descrito 
como imunidade inata. Ela não possui memória e não evolui median- 
te contatos repetidos (Janeway, 2002). Esse tipo de imunidade é 
mediado por células fagocíticas, algumas das quais também são capa- 
zes de processar e apresentar antígenos (p. ex., monócitos e células 
NK). Diferente dos fagócitos, as células NK não estão funcionalmente 
desenvolvidas ao nascimento, provavelmente porque o IFN-y — uma 
citocina-chave necessária ao desenvolvimento e à maturação desse sis- 
tema — também está negativamente modulado ao nascimento. 

Essa terceira arma é representada pela célula NK, que não é uma 
célula B nem exatamente uma célula similar à célula T, por não pos- 
suir a imunoglobulina de superfície nem o receptor de célula T rear- 
ranjado (Yokoyama, 2004; Hamerman, 2005). Essa célula, antigamen- 
te chamada “célula K”, “célula nula” ou “terceira população”, tem se 
esquivado da classificação convencional estabelecida pelas análises de 
linhagem celular. Atualmente, o CD56 é considerado o marcador mais 
definitivo da célula NK (Trinchieri, 1995). As células NK são conheci- 
das principalmente por serem capazes de destruir de maneira inespe- 
cífica (natural) células infectadas por vírus e bactérias, e por preveni- 
rem metástases de células tumorais. Entretanto, as células NK também 
regulam as funções das células T e B, bem como a hematopoiese. Essas 


Tabela 44.7 Imunofenotipagem de subpopulações de linfócitos 


Painel básico do sangue periférico (sangue total, hemácias lisadas ) 
CD45/CD14 
Controles do isótipo de imunoglobulinas murinas 
CD3/CD19 
CD3/CD4 
CD3/CD8 
CD37/CD56 e 16 

Células mononucleares ativadas, painel de ativação" 
CD45/CD14 
Controles do isótipo de imunoglobulinas murinas 
CD3/CD25 (IL-2R) 
CD3/HLA-DR 


* Diante de níveis baixos de CD3, repetir e acrescentar CD2. Também podem ser 
adicionados anticorpos monoclonais contra o receptor da célula T pareados com CD3. Os 
marcadores de monócitos também podem ser avaliados. Nesse caso, devem ser utilizados 3 
ou 4 cores de reagentes e gating de CD45. 


“Após 2 dias de cultura, remover as células e lavá-las antes de proceder à varredura com os 
anticorpos monoclonais listados; analisar as células controle sem ativador e, em seguida, 
analisar as células ativadas. Os ativadores podem ser mitógenos, IL-2 e/ou interferon-y. 


funções das células NK provavelmente dependem de sua capacidade de 
produzir linfocinas, em particular IFN-y. As células NK são importan- 
tes para a ativação independente de antígeno dos fagócitos no início das 
infecções e por favorecerem o desenvolvimento de células Th1 antige- 
no-específicas. O sistema NK é constitutivamente ativo e não requer 
condicionamento com antígeno para destruir. Quando munidas com 
anticorpos específicos, no entanto, essas células podem causar destrui- 
ção de maneira específica. A avaliação funcional dessa população celu- 
lar pode ser prontamente conseguida por meio de um ensaio rápido 
de liberação de cromo (conhecido como ensaio de citotoxicidade NK 
utilizando K-562s como alvo) ou por citometria de fluxo (Hermans, 
2004). Futuramente, serão realizados estudos para descobrir como as 
células NK conectam as imunidades inata e adaptativa (Peritt, 1998). 


Desenvolvimento da resposta imune 


Se foi determinado que as populações celulares permanecem essen- 
cialmente intactas na ausência de ativação, a questão da falha intrín- 
seca pode ser estudada utilizando-se inúmeras abordagens distintas. 
Uma delas é a análise expandida de marcador de superfície de linfó- 
cito, incluindo determinantes estruturais do receptor de antígeno da 
célula T (TCR) e antígenos de ativação, como CD25, CD38 e HLA- 
DR (Tab. 44.7). A ausência da regulação positiva do MHC de classe II 
em resposta ao IEN-Y constitui um exemplo. Embora as populações 
celulares possam expressar um antígeno de diferenciação normal de 
referência, também podem coexpressar outros antígenos de maneira 
inadequada, e isso pode ser a chave de uma anormalidade funcional. 
Exemplificando, células T CD8* que coexpressam CD38 são funcio- 
nalmente distintas das células CD8 que não expressam esse marca- 
dor, as quais se encontram expandidas na doenca causada pelo HIV 
(Giorgi, 1989). A ausência de expressão de certas moléculas, como 
CD28, também constitui importante indicador. Em algumas síndro- 
mes de imunodeficiência primária, a regulação positiva do receptor 
da IL-2 em reposta à IL-2 pode ser anormal. Os receptores talvez não 
sejam translocados normalmente ou podem ser liberados de forma 
precoce (Cunningham-Rundles, 1990). 

O desenvolvimento da resposta imune pode apresentar cinéti- 
ca anormal, em decorrência de um recrutamento secundário tardio 
durante a fase de amplificação. Esse aspecto deve ser testado por 
meio de estudos de curso temporal. Em alguns casos, a produção 
de citocinas pode estar ausente ou as citocinas apresentam alteração 
funcional. As funções efetoras podem ter sido perdidas ou estarem 
comprometidas. A avaliação desses aspectos pode requerer uma abor- 
dagem detalhada. Tentativas de restaurar a resposta pela adição de 
citocinas podem ser úteis, embora esse procedimento possa contornar 
a lesão por meio de uma compensação em vez de corrigir a defici- 
ência real. Novas estratégias podem utilizar sangue total no lugar de 
células mononucleares isoladas (Bocchieri, 1995). Esse sistema reflete 
com excelência a resposta imune ex vivo, uma vez que as verdadeiras 
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relações existentes entre as células permanecem inalteradas. Além 
disso, esse sistema pode ser utilizado para medir a produção de citoci- 
nas (Petrovsky, 1995; Suni, 1998). 

Recomenda-se ao laboratório de imunologia celular selecionar estu- 
dos analíticos básicos, normalmente realizados com base na rotina, 
para utilizar como referência para comparações. O estabelecimento 
das faixas de normalidade a serem consideradas pelo laboratório, bem 
como a manutenção de um controle de qualidade, especialmente para 
certos elementos variáveis, é essencial para garantir a acurácia e a sen- 
sibilidade desses testes. 


Proliferação de linfócitos como método de 
avaliação da imunidade celular in vitro 


Imunologia celular 


Ativação e proliferação de linfócitos 

Embora o sistema imune esteja classicamente dividido em compo- 
nentes humoral e celular, essa separação de nenhum modo é absoluta, 
pois existe considerável interdependência entre as células T e B. 

O parâmetro de função imunocelular mais comumente avaliado é 
a proliferação linfocitária (Perfetto, 2002). A medida da ativação/pro- 
liferação de linfócitos evoluiu substancialmente a partir do final da 
década de 1950 e início dos anos 1960, quando a divisão celular foi 
determinada por meio da contagem do número de linfócitos transfor- 
mados em plasmócitos. Esse último método foi substituído em gran- 
de parte pela quantificação da incorporação de precursores de ácidos 
nucleicos radiomarcados (timidina tritiada) em moléculas de DNA 
recém-sintetizadas. Embora esse “ensaio em massa” continue sendo o 
procedimento laboratorial utilizado com mais frequência para deter- 
minar a proliferação celular, novos reagentes e procedimentos foram 
disponibilizados recentemente para avaliação da ativação e da proli- 
feração linfocitária. Esses incluem marcadores celulares de superfície 
comercialmente disponíveis, meios que permitem determinar os per- 
centuais de células em fases específicas do ciclo celular, quantificação 
de citocinas/receptores de citocinas associados e secretados por células, 
e formas de avaliar o número de divisões celulares em linfócitos mar- 
cados com “corantes de rastreamento”. Na presente seção, é feita uma 
revisão dos eventos moleculares envolvidos na ativação e na proliferação 
de linfócitos T, bem como de alguns dos novos métodos desenvolvidos 
para avaliar as funções do sistema imune celular. 


Desvendando as vias bioquímicas da 
ativação linfocitária 

Após a interação específica mitógeno/MHC ou antígeno/MHC com 
os receptores linfocitários apropriados, são iniciados vários proces- 
sos celulares, entre os quais alterações no transporte de membrana, 
rearranjo do sistema de citoesqueleto (polarização dos linfócitos em 
torno da APC) e ativação de diversas vias de sinalização (Harding, 
2005). Tais alterações conduzem, por fim, à diferenciação da célula T, 
secreção de citocinas, proliferação, anergia ou apoptose. Investigações 
em andamento revelam o complexo molecular e as vias bioquímicas 
que direcionam as células T ativadas ao longo dessas vias. Anomalias 
específicas são constantemente descobertas e constituem a base de 
numerosas doenças que envolvem imunodeficiências primárias. 
Infelizmente, as anormalidades encontradas no ensaio de proliferação 
em massa indicam apenas a ocorrência limitada ou a ausência de divi- 
são celular, não fornecendo informações sobre a anomalia subjacen- 
te à ativação linfocitária. Há necessidade de ensaios mais sofisticados 
que permitam investigar as anomalias subjacentes de células T. 


Ativação de linfócitos T induzida por antígenos 

A ativação de linfócitos T induzida por complexos antígeno/MHC 
envolve uma série de eventos complicados e definidos, que são ligei- 
ramente diferentes para a ativação de uma célula T naive e de uma 
célula T de memória. O antígeno é processado por células B ou monó- 
citos, resultando na montagem de peptídeos imunogênicos associados 
a produtos de classe I ou II dos genes do MHC (van der Merwe, 2003). 
O complexo peptídeo/MHC é apresentado às células T que possuem 
TCR apropriado. Além disso, a APC expressa uma série de moléculas 


de adesão e coestimulatórias que interagem com os respectivos ligan- 
tes/contrarreceptores apropriados na superfície da célula T. A ligação 
do TCR isoladamente é insuficiente para promover a ativação da célu- 
la T. Esse fato levou ao desenvolvimento do “modelo de dois sinais” 
para a ativação das células T (Bretscher, 1992, 1994). O primeiro sinal 
transmitido pela via TCR/CD4/CD8 modula a transição da célula T a 
partir dos estágios iniciais de ativação (i. e., Gy a G,). O segundo sinal 
é transmitido através das vias coestimulatórias, principalmente CD28 
e, em menor grau, LFA-3, CD2, CD5 e CD7, levando à indução dos 
genes de IL-2 e outras citocinas necessárias à proliferação e à diferen- 
ciação das células T em células efetoras. 


Reconhecimento, ativação e transdução 
de sinal na célula T 

O complexo TCR é constituído por uma estrutura heterodiméri- 
ca de reconhecimento de antígenos (i. e., TCR) e por um complexo 
transdutor não convalentemente ligado, denominado CD3 (Malissen, 
2003). O TCR não pode ser expresso na superfície celular sem o CD3 
(Weiss, 1991) e é destituído de capacidades próprias de sinalização. 
A estrutura de reconhecimento do antígeno é composta de cadeias 
y e ð estruturalmente divergentes (ou, com menor frequência, por 
cadeias ye 6), enquanto o complexo transdutor CD3 é composto por 
4 cadeias polipeptidicas invariáveis: o, B, € e um dímero de cadeia Č. 
Cada proteína CD3 contém um motif denominado motif imunológico 
de ativação da tirosina (ITAM, immune tyrosine activation motif), que 
se liga aos domínios SH2 das proteínas quinase da tirosina. A cadeia 
C (encontrada sob a forma de É homodimero, uma cadeia É com 1 ou 
cadeia Č com Fc € RI y) contém 3 ITAMs e é o componente mais sig- 
nificativo do complexo TCR envolvido na transdução de sinal desse 
receptor (Weiss, 1994; Alarcon, 2003). Originalmente descritos por 
Reth, esses motifs exercem papel essencial nos eventos iniciais subse- 
quentes à ativação da célula T (Reth, 1989; Irving, 1991). As moléculas 
CD4 e CD8 existentes na superfície das células T também se encon- 
tram não convalentemente ligadas ao complexo TCR. Essas moléculas 
se ligam às moléculas de HLA de classes I e II, respectivamente, na 
APC, e também estão envolvidas na transdução de sinais de ativação. 
O antígeno processado é apresentado às células T no contexto dos antí- 
genos do MHC. Em geral, as células T CD4” respondem aos antígenos 
exogenamente processados e apresentados no contexto do MHC de 
classe II, enquanto as células T CD8”* respondem aos antígenos endo- 
genamente processados e apresentados no contexto do MHC de classe 
I. CD4 e CD8 também estão associadas às tirosina quinases envolvidas 
nos eventos iniciais subsequentes à ativação da célula T. Além dessas 
interações e das interações que envolvem moléculas coestimulatórias, 
há um outro grupo de moléculas, as moléculas de adesão, presentes 
tanto nas APCs como nas células T responsivas, que se ligam umas às 
outras e servem para intensificar a avidez das interações. 

As moléculas coestimulatórias identificadas nas APCs incluem B7 
(CD80) (Linsley, 1991a), B7.2 (Azuma, 1993), antígeno estável ao 
calor (HSA, heat stable antigen) (Liu, 1992), entre outras (Wingren, 
1995; Foletta, 1998). Nas células T, a CD28 é a principal molécula 
coestimulatória e se liga ao B7; a CTLA-4, por outro lado, se liga tanto 
à B7 como à B7.2 e está envolvida na modulação negativa da ativação 
das células T (Linsley, 1991b). Nas células T, ainda não foi identifica- 
do um receptor para HSA. A apresentação de antígenos na presença de 
reagentes que bloqueiam as moléculas coestimulatórias produz uma 
resposta anérgica (tolerância) na exposição subsequente ao mesmo 
antígeno específico, embora não afete as respostas a outros antígenos 
(Tan, 1993). A capacidade de transformar tumores transplantáveis 
não imunogênicos em tumores imunogênicos transfectando-os com o 
gene B7 (Chen, 1992; Baskar, 1993; Townsend, 1993; Janeway, 1994) 
sugere que as moléculas coestimulatórias exercem papel importante 
na ativação das células T in vivo. 


Transdução de sinal após a estimulação 
antigeno-específica 

A apresentação de antígeno às células T induz agregação de comple- 
xos TCR-CD3 e ativação de proteínas tirosina quinases (PTKs). O pró- 
prio TCR possui uma cauda citoplasmática sem atividade transdutora 
conhecida. Está associado às cadeias É do complexo CD3, que contém 


os motifs ITAM, e parece coprecipitar a atividade da PTK. Duas classes 
bem conhecidas de famílias de PTK citoplasmáticas estão envolvidas 
nos eventos bem iniciais subsequentes à agregação do TCR, Src e Syk/ 
ZAP-70. As cascatas de sinalização que descem a partir do comple- 
xo TCR-CD3 e da via coestimulatória do CD28 são bem conhecidas 
(Foletta, 1998; Samelson, 2002). A ativação das tirosina quinases asso- 
ciadas ao TCR — ZAP-70, p59%” e p56'* — conduz à ativação de 3 vias: 
p21™, cálcio/calcineurina e proteína quinase C (PKC). A ativação de 
p21" ativa as proteínas quinase ativadas por mitógeno (MAPK, mito- 
gen-activated protein kinase) que, por sua vez, fosforilam diversos fato- 
res de transcrição e, assim, regulam a expressão genética. A ativação 
das PTKs também ativa a fosfolipase C, a qual hidrolisa fosfatidil ino- 
sitol e promove a geração dos mensageiros secundários diacil glicerol 
(DAG) e inositol trifosfato (IP;). O DAG ativa a PKC, enquanto o IP; 
promove um aumento rápido e sustentado da concentração citoplas- 
mática de cálcio. O aumento dos níveis de cálcio livre ativa a fosfa- 
tase dependente de calmodulina: calcineurina. Esses eventos também 
conduzem à indução de proteínas ligadoras de DNA e à transcrição 
de numerosos genes, entre os quais o gene IL-2 e o receptor da IL-2, 
ambos necessários à proliferação das células T. 

A compreensão das vias que levam à ativação da célula T permi- 
tiu a descoberta de defeitos moleculares associados a diversas doenças 
de imunodeficiência adquiridas, e pode finalmente fornecer estraté- 
gias terapêuticas para correção dessas deficiências (Rosen, 2000). Por 
exemplo, foram descritas mutações envolvendo a PTK ZAP-70, as 
quais estão associadas à forma autossômica da síndrome da imunodefi- 
ciência severa combinada (SCID, severe combinated immunodeficiency) 
humana (Elder, 1998). Mutações na cadeia Y comum aos receptores 
de IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15 provocam anormalidades de transdu- 
ção e estão associadas à forma de SCID ligada ao X (Noguchi, 1993). 
Notavelmente, outra forma de SCID herdada de forma autossômica 
está associada a mutações envolvendo gene da proteína tirosina Jak3, 
pertencente à família Janus, que é a única molécula sinalizadora asso- 
ciada à cadeia y comum (Pesu, 2005). Enquanto são descobertas mais 
e mais anomalias subjacentes causadoras de imunodeficiência de célu- 
las T, entre as quais ao menos 10 defeitos moleculares distintos apenas 
para SCID isoladamente (Fischer, 2005), foi proposto que os distúrbios 
deveriam ser classificados por meio de um sistema abrangente e capaz 
de identificá-los de acordo com as anomalias de diferenciação, matu- 
ração e função (Gelfand, 1993). Tais designações passariam a enfocar 
o verdadeiro defeito fisiológico ou bioquímico e, ao final, poderiam 
fornecer novas opções terapêuticas, entre as quais a terapia genética 
(Buckley, 2004; Conley, 2005). 


Respostas da célula T 

Recentemente, a designação das respostas de células T de produção 
de citocinas de tipo I versus de tipo II tem sido preferida para as respos- 
tas de células T que conduzem, respectivamente, a padrões de secreção 
de citocinas com envolvimento conhecido na imunidade celular versus 
padrões de secreção de citocinas observados na imunidade humoral. 
As respostas de tipo I são caracterizadas pela secreção de citocinas que 
sabidamente intensificam a inflamação (pró-inflamatórias), além de 
induzirem à ativação e à proliferação de células T e monócitos. Tais 
citocinas são IL-2, IFN-y e IL-12. As respostas de tipo II são caracte- 
rizadas pela secreção de citocinas supressoras da inflamação (anti-in- 
flamatórias), que estimulam as células B a se dividir e diferenciar em 
células secretoras de imunoglobulinas (i. e., IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13). 
Há evidências que sugerem que a secreção de citocinas de tipo I regula 
a secreção das citocinas de tipo II, e vice-versa (Paul, 1993). Por exem- 
plo, na presença de IL-4 tanto in vivo (Chatelain, 1992) como in vitro 
(Seder, 1992, 1993), as células T não se desenvolvem em células secre- 
toras de IFN-y (i. e., esse ambiente favorece o desenvolvimento de uma 
resposta imune humoral). Foi sugerido que quantidades relativas de 
IL-4 e IL-12 presentes durante a estimulação de células T natve podem 
desviar a resposta para um tipo ou outro (Paul, 1994). 

Vários fatores estão envolvidos na regulação do tipo de resposta da 
célula T produzido após a estimulação antigênica. Além do ambien- 
te constituído pelas citocinas, há evidências que sugerem que a dose 
de antígeno influencia o tipo de resposta (Bretscher, 1992; Madrenas, 
1995). A resposta predominante que se desenvolve após a ativação da 
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desenvolvimento de uma resposta de tipo I contra a infecção pelo HIV 
pode conduzir à imunidade protetora (Clerici, 1994). Está claro que 
uma resposta de tipo II não é protetora, pois a maioria dos indivíduos 
infectados apresentam soroconversão e, eventualmente, sucumbem 
diante de uma profunda imunossupressão. Clerici e Shearer argu- 
mentam que a exposição a baixas doses de HIV-1 pode induzir uma 
imunidade celular de tipo I protetora (Clerici 1993, 1994). Os resul- 
tados obtidos por esses pesquisadores indicaram que, em indivíduos 
soronegativos HIV-1 e PCR-negativos associados a alto risco (homens 
homossexuais, usuários de drogas injetáveis e bebês nascidos de mães 
HIV-1 positivas), 39 a 75% das células mononucleares do sangue 
periférico (PBMC, peripheral blood mononuclear cells) secretaram IL-2 
em resposta a proteina env in vitro. Esses cientistas propuseram que os 
individuos soronegativos de alto risco haviam desenvolvido imunida- 
de celular protetora como resultado de uma infecção ou imunização 
com doses baixas. 


Metodologia: medição da ativação e 
proliferação linfocitárias na avaliação da 
imunodeficiência celular 


Defeitos de desenvolvimento, anomalias genéticas herdadas e infec- 
ções adquiridas causam estados de profunda imunodeficiência. Além 
disso, queimaduras severas, traumatismos e intervenções terapéuti- 
cas também provocam imunodeficiência. Ensaios em massa podem 
ser úteis para determinar se um indivíduo apresenta ou não resposta 
proliferativa de células T diminuída. No entanto, embora tais ensaios 
tenham sido disponibilizados há algum tempo, seu uso atualmente 
é limitado em razão da fraca reprodutibilidade e do escasso forneci- 
mento de informações. Os avanços tecnológicos recentes possibilita- 
ram a produção de uma variedade de reagentes que podem ser empre- 
gados para avaliar múltiplas atividades ao longo da via de ativação das 
células T. Esses reagentes incluem anticorpos monoclonais específicos 
para marcadores de ativação de células T, reagentes e sistemas utiliza- 
dos na detecção de citocinas intracelulares e corantes de rastreamento 
e precursores de DNA não radioativos, desenvolvidos para avaliar a 
proliferação linfocitária. 


Procedimentos adotados para avaliação da ativação 
e proliferação de células T 

O procedimento in vivo mais comumente utilizado para avaliar a 
imunidade celular é o teste cutâneo simples. Um resultado positi- 
vo de teste cutâneo para detecção de resposta de hipersensibilidade 
tardia implica na existência de uma imunidade celular intacta, bem 
como em uma quimiotaxia de monócitos igualmente intacta (Borut, 
1980; Ananworanich, 2002). Embora a execução do teste cutâneo seja 
fácil, resultados negativos são de difícil interpretação, especialmente 
no caso de crianças, pois o teste cutâneo não é tão sensível quanto os 
ensaios de estimulação linfocitária realizados in vitro (Borut, 1980). 
Outras correlações in vivo da imunidade celular incluem a sensibilida- 
de por contato, a formação de granuloma e a rejeição de aloenxerto. 

Os linfócitos são singulares em termos de expressão de receptores 
de superfície capazes de identificar praticamente qualquer molécula 
de substância estranha (antígeno). A diversidade estrutural apresen- 
tada por esses receptores é criada pelo rearranjo diferencial dos genes 
codificadores do TCR. Em geral, existe apenas um número limitado 
de linfócitos circulantes capazes de reconhecer qualquer antígeno. In 
vivo, quando um linfócito reconhece um antígeno estranho, ocorre 
uma rápida proliferação celular clonal para gerar um grande número 
de células tanto efetoras quanto de memória. 

Os métodos utilizados no passado para avaliar a proliferação linfo- 
citária envolviam contagem manual do número real de células antes e 
após a estimulação. Infelizmente, tais procedimentos eram demora- 
dos e repletos de problemas técnicos. No decorrer dos últimos anos, 
foram desenvolvidos novos métodos para medir diferentes eventos 
celulares que sabidamente ocorrem ao longo da via de divisão celular. 
E preciso enfatizar que os métodos utilizados para medir os eventos 
iniciais da ativação de linfócitos T podem ou não apresentar correla- 
ção com a divisão celular. 
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tritiada *H (ensaio TdR) 

A maioria dos laboratórios avalia a capacidade proliferativa dos 
linfócitos medindo a taxa de incorporação de nucleosídeos de DNA 
radiomarcados (timidina tritiada) em um pulso de 4 a 24 horas, após 
a incubação prolongada de culturas de PBMCs com mitógenos (3-4 
dias) ou antígenos (5-10 dias) (Maluish, 1986). De uma forma geral, 
somente um número limitado de células T responde a qualquer antí- 
geno in vitro. Portanto, é necessário manter as células em cultura por 
5a 10 dias para que seja possível detectar alguma resposta. Os mitóge- 
nos, por outro lado, induzirão uma proliferação rápida em até 100% 
das células T. Por isso, é possível detectar a proliferação em 3 a 4 dias 
e, assim, conta-se com uma ferramenta de triagem bastante efetiva. A 
transformação dos linfócitos in vitro em resposta a mitógenos foi rela- 
tada pela primeira vez por Nowell (1960). Os mitógenos em geral são 
considerados os estímulos mais poderosos, uma vez que conseguem 
ativar a maior proporção de linfócitos em relação aos aloantígenos e, 
então, antígenos. 


Citometria de fluxo na avaliação da ativação 
e proliferação de linfócitos 

Os ensaios em massa, além dos problemas técnicos inerentes que 
apresentam, não fornecem informação sobre subconjuntos celulares 
específicos que apresentam resposta. A citometria de fluxo, com seu 
inerente potencial multiparamétrico, transformou-se no instrumento 
analítico de escolha da imunologia celular. Uma revisão abrangente 
sobre citometria de fluxo e os métodos empregados para avaliar a ati- 
vação e a proliferação linfocitária são disponibilizados nas referências 
de Maluish (1986) e Perfetto (2002). 

Outro método baseado em citometria de fluxo que passou a ser bas- 
tante utilizado nos laboratórios clínicos é a quantificação de linfócitos 
durante as várias fases do ciclo celular. Em geral, as análises do ciclo 
celular são realizadas medindo-se o nível de intensidade da fluores- 
cência emitida por corantes para DNA. O corante mais comumente 
utilizado é o iodeto de propídio, que se intercala no DNA de forma 
estequiométrica (i. e., a quantidade ou intensidade de fluorescência é 
proporcional à quantidade de DNA existente na célula). Empregando 
um complicado modelo matemático, é possível medir o percentual de 
células com um conteúdo de DNA equivalente a 2c e 4c, que está cor- 
relacionado ao percentual de células na fase “S” do ciclo celular. Os 
linfócitos do sangue periférico geralmente estão na fase de repouso do 
ciclo celular, sendo que menos de 5% estão na fase “S”. 

Alguns laboratórios substituíram os ensaios de incorporação de 
timidina tritiada por uma combinação dos ensaios de indução de 
marcador de superfície celular e quantificação do percentual de célu- 
las em várias fases do ciclo celular após a ativação (Cost, 1993). 

Recentemente, foram desenvolvidos corantes que se integram de 
forma estável ao interior das membranas de linfócitos vivos. Após a 
lavagem para remoção do excesso de corante, os linfócitos são estimu- 
lados a se dividir. A cada divisão sucessiva, a quantidade de corante 
por célula é reduzida à metade. A fluorescência emitida a partir das 
células após a cultura pode ser modelada, e o número de divisões 
celulares, estimado. Essa metodologia foi padronizada recentemen- 
te em um kit, que inclui um software para realização das análises e o 
corante de rastreamento (Sigma Immunochemicals, St. Louis, MO). 
Em uma avaliação de 14 dos corantes mais comumente utilizados, 2 
deles — PKH26 e éster de succinimidil diacetato de carboxifluoresce- 
ina (CSFE) — foram considerados mais apropriados por sua capaci- 
dade de quantificar a proliferação de linfócitos (Parish, 1999). Esse 
ensaio fornece a avaliação mais acurada da resposta de proliferação 
celular em sistemas de cultura in vitro, proporcionando uma vanta- 
gem substancial em relação aos ensaios em massa padrão, no sentido 
de permitir a quantificação de subgrupos de linfócitos específicos. Os 
índices de CSFE parecem apresentar correlação mais próxima com os 
ensaios TdR do que a quantificação de células CD69* (Angulo, 1998). 
A medida da proliferação linfocitária que emprega os corantes de ras- 
treamento PKH26 e CSFE foi desenvolvida, otimizada e testada quan- 
to à utilidade em aplicações clínicas (Allsopp, 1998; Angulo, 1998). 

A recentemente desenvolvida habilidade de medir a produção de 
citocinas célula-associadas ao nível unicelular apresenta significativo 


potencial como ferramenta clínica de avaliação da resposta imune 
celular. As células são estimuladas por 4 a 6 horas em presença de 
reagentes bloqueadores do transporte de membrana (brefeldina A ou 
monensina), com o intuito de prevenir a secreção das citocinas. Em 
seguida, as células são marcadas com anticorpos monoclonais subgru- 
po-específicos, fixadas, permeabilizadas e marcadas com anticorpos 
monoclonais marcados com fluorescência e específicos para a citoci- 
na de interesse (Jung, 1993; Prussin, 1995). O ensaio foi desenvolvi- 
do na presença de anticorpos coestimulatórios para detecção sensível 
de respostas a antígenos em culturas de sangue total, após intervalos 
de incubação relativamente breves (Suni, 1998). Atenção especial tem 
sido dada ao desenvolvimento de anticorpos que reconhecem for- 
mas nascentes de citocinas (junto ao complexo de Golgi), bem como 
à otimização do tempo de cultura para detecção da resposta máxima 
de produção de citocinas (Mascher, 1999). Estudos clínicos começa- 
ram a demonstrar a potencial utilidade dessa técnica. Exemplificando, 
pacientes que sofreram queimaduras bastante graves e desenvolveram 
um desvio da resposta imune na direção da produção de citocinas Th2 
poderiam apresentar um risco aumentado de desenvolver síndrome 
de disfunção de múltiplos órgãos (Zedler, 1999). A técnica seria bas- 
tante vantajosa, uma vez que atualmente não há nenhum teste capaz 
de indicar quais pacientes sofrerão essa complicação potencialmente 
fatal. Diversos estudos estão sendo conduzidos atualmente para avaliar 
a utilidade clínica dessa nova e promissora tecnologia. Foi relatada a 
expansão dessa técnica para incorporar a habilidade de medir simul- 
taneamente a proliferação e a síntese de citocinas específicas ao nível 
unicelular, no entanto ainda falta realizar a avaliação no cenário clínico 
(Mehta, 1997). 

Obviamente, novos ensaios estão sendo desenvolvidos para medir 
diferentes eventos envolvidos na ativação da célula T. Existem métodos 
e reagentes disponíveis para quantificar os eventos mais iniciais de fosfo- 
rilação/desfosforilação, passando pela transdução de sinal, pela transcri- 
ção genética e chegando à divisão celular. Como esses métodos são adap- 
tados para uso na rotina clínica, poderemos contar com um autêntico 
arsenal de métodos para avaliar uma grande parte dos processos envolvi- 
dos na ativação e proliferação linfocitárias. Embora uma parte significa- 
tiva dessas novas tecnologias ainda esteja sob domínio de laboratórios de 
pesquisa, os métodos disponíveis estão sendo constantemente simplifi- 
cados e adaptados para uso e avaliação nos laboratórios clínicos. 


Função do granulócito na imunidade 


mediada por células 


Tanto os monócitos quanto os granulócitos derivam de um precur- 
sor parental comum. Os granulócitos são extremamente importantes 
na resposta inflamatória inicial, e as anormalidades que envolvem suas 
funções provocam deficiências profundas na imunidade celular. Tais 
anormalidades ocorrem em qualquer ponto ao longo de uma série 
de processos necessários ao desempenho da função do granulócito, 
incluindo dificuldades para sair da vasculatura (diapedese), perturba- 
ções que afetam a movimentação em torno do agente agressor (qui- 
miotaxia, quimiocinese), problemas para englobar o agente agressor 
(fagocitose) e para promover sua destruição via geração de radicais 
tóxicos de oxigênio. 


Metodologia: citometria de fluxo e de imagem 


Desde seu desenvolvimento, há 2 décadas, a análise a laser de célu- 
las isoladas (citometria de fluxo e imagem) tornou-se uma ferramen- 
ta essencial para a pesquisa médica laboratorial e padrão da prática 
laboratorial clínica no estudo da resposta imune celular (Goetzman, 
1993; Lamb, 2002; Herzenberg, 2004; Shapiro, 2004). As medidas de 
imunocompetência e a imunomodulação de marcadores de superfície 
e receptores específicos, a caracterização de linhagens por imunofeno- 
tipagem de linfomas e leucemias, a definição de malignidade utilizan- 
do sondas cromossômicas específicas e o estudo da heterogeneidade 
tumoral através de medidas multiparamétricas de DNA são análises 
comumente realizadas em diversos laboratórios, conforme detalham 
vários autores (Good, 2002; Goolsby, 2004; Herzenberg, 2004). A 
classificação dos tipos celulares por esses meios possibilita definir a 


função biológica e efetora ao nível molecular, bem como estabelecer 
a relação existente entre essas medidas e o processo e a definição da 
doença. Essas, contudo, são apenas algumas das possíveis aplicações 
que utilizam tecnologias baseadas em laser. 

Existem 2 tecnologias principais em uso. À primeira delas é carac- 
terizada como fluxo, no qual as partículas contadas e suas proprieda- 
des físicas e químicas são medidas ao passarem por uma corrente de 
líquido em suspensão monocelular (Keren, 1989; Givan, 2004; Stewart, 
2004). Na outra tecnologia, conhecida como análise estática, as par- 
tículas permanecem estacionárias e o estágio ou laser é que se move, 
como na análise de imagens (Martin-Reay, 1994). A tecnologia da 
análise de imagens tem imprimido sua marca lentamente nos labora- 
tórios, na avaliação de citospins ou de preparações de toque, prepara- 
ções cromossômicas e cortes de tecidos para certas aplicações, como 
hibridização de DNA ou hibridização in situ com fluorescência (FISH, 
fluorescence in situ hybridization). Os avanços ocorridos nos últimos 
anos em termos de disponibilização de sondas fluorescentes para uso 
na FISH e tingimento cromossômico farão dessas análises ferramen- 
tas mais relevantes e úteis para o laboratório clínico (Weinberg, 1993; 
Stewart, 2002). Assim como em muitas técnicas, dentre as quais a aná- 
lise do ciclo celular ao nível do DNA, cada um dos novos marcadores e 
técnicas deve ser definido, avaliado e correlacionado com os resultados 
apresentados pelo paciente antes de estabelecer qualquer decisão sobre 
a existência ou não de utilidade clínica absoluta. Já foi introduzido o 
desenvolvimento de instrumentos que combinam os pontos fortes da 
citometria de fluxo às vantagens estáticas da análise de imagens. Tais 
instrumentos, conhecidos como citômetros de escaneamento a laser, 
geram as medidas tradicionais de citometria de fluxo de dispersão 
frontal, dispersão lateral e fluorescência de células em suspensão ou 
fixadas em lâmina de vidro. A experiência adquirida com esses sistemas 
determinará se tal abordagem proporciona as vantagens de medidas 
que não se pode obter com as configurações dos sistemas de citometria 
de fluxo e imagem atualmente em uso (Martin-Reay, 1994). 

A combinação dos avanços ocorridos nas áreas de processamento de 
pulsos eletrônicos, óptica e armazenamento de dados, aliada aos pro- 
gressos alcançados na tecnologia da computação e software, permitiu 
que a tecnologia da citometria de fluxo passasse a integrar a rotina labo- 
ratorial. Além disso, a ampla disponibilidade de anticorpos monoclo- 
nais agrupados em laboratório — que atualmente já somam 339 (Zola, 
2002) — e marcados com múltiplas cores, conjugados diretamente e 
em formatos pré-misturados tem viabilizado a detecção simultânea 
de múltiplos antígenos de superfície, bem como de constituintes cito- 
plasmáticos e nucleares. A habilidade de realizar análises multiparamé- 
tricas é o ponto mais forte da citometria de fluxo. A quantificação de 
marcadores tanto fenotípicos como intracelulares atualmente faz parte 
da rotina de diversos laboratórios. Os principais fabricantes transfor- 
maram a arte da citometria de fluxo em uma medida laboratorial roti- 
neira — uma ciência “caixa-preta” —, em grande parte para a consterna- 
ção de muitos (Chapman, 2000). Conforme descrito, esse fenômeno 
da abordagem de caixa-preta resultou principalmente do uso da cito- 
metria de fluxo para fenotipagem de subgrupos de células T no moni- 
toramento de pacientes infectados pelo HIV (Shapiro, 1993; Mandy, 
2004) (Fig. 44.1). Antes do início da epidemia da infecção pelo HIV, o 
uso da citometria de fluxo no laboratório se destinava primariamen- 
te à caracterização de leucemias e outras malignidades hematológicas, 
bem como à análise de DNA tumoral para fase de síntese (S) e deter- 
minação do índice de DNA (ID). Embora a tecnologia da citometria 
de fluxo possa ser principalmente caixa-preta, a epidemia causada pelo 
HIV levou o poder do citômetro de fluxo a um número bem maior de 
instituições e laboratórios. Com isso, essa tecnologia pode ser integra- 
da a diversos diagnósticos e se transformou em um adjunto importante 
do tratamento de inúmeros pacientes. Apesar da simplicidade, diver- 
sos aspectos relacionados a regulação pela FDA, teste de proficiência, 
supervisão de dados e reprodutibilidade ainda precisam ser definidos. 
Isso é particularmente válido para a área de análise de DNA. Vai além 
do escopo do presente capítulo descrever todas as nuances dos citôme- 
tros de fluxo e de imagem. Os citômetros atualmente disponíveis são 
capazes de realizar imunofenotipagem de rotina, entre outros ensaios, 
de forma apropriada. A maioria dos problemas laboratoriais reside na 
indisponibilidade de calibradores e reagentes para controle de quali- 
dade padrão, bem como na falta de métodos confiáveis e rápidos de 


transferência de dados e armazenamento que sejam compatíveis com 
os sistemas de informação utilizados nos laboratórios. Para os clínicos, 
o mais importante é a compreensão da tecnologia, os pontos fortes e 
armadilhas em termos de controle e garantia de qualidade, preparo das 
amostras e interpretação de dados. 


Hardware e outras ferramentas 


Fonte luminosa e processamento de sinal 

O citômetro de fluxo clínico moderno raramente é utilizado para 
separação de células (i. e., cell sorting), e essa propriedade continua 
sendo explorada pelos instrumentos de pesquisa utilizados em labo- 
ratórios altamente especializados. A maioria dos citômetros de fluxo 
clínicos multifacetados emprega um único laser de íons de argônio 
com resfriamento de ar, contendo no mínimo 4 tubos fotomulti- 
plicadores para realizar análises imunofenotípicas com 3 ou 4 cores 
(Shapiro, 1993; Chapman, 2000; Snow, 2004). Os laboratórios de 
pesquisa interessados em realizar análises com 5 ou mais cores, uti- 
lizando sondas de Hoescht estimuladas por luz ultravioleta, empre- 
gam lasers de 5 W, que são maiores e possuem refrigeramento à água, 
combinados aos lasers com ar resfriado. Todavia, os novos sistemas 
instrumentais dotados de modernos lasers estão eliminando a necessi- 
dade de utilizar lasers com água resfriada. No momento, os fabrican- 
tes que comercializam citômetros de fluxo são a Becton Dickinson & 
Co. (San Jose, CA), Beckman Coulter, Inc. (Fullerton, CA) e Partec 
GmbH (Munster, Alemanha). O software analítico é fornecido pelos 
fabricantes dos instrumentos, bem como por diversas empresas inde- 
pendentes de software, como a Tree Star, Inc. (Ashland, OR) ea Verify 
Software (Topsham, ME). 


A célula de fluxo 

Existem 2 tipos comuns de célula de fluxo atualmente utilizados 
pelos laboratórios clínicos. No entanto, como a maioria dos instru- 
mentos clínicos é utilizada para quantificação de células CD4” no 
monitoramento da doença causada pelo HIV, a maior parte dos sis- 
temas clínicos emprega um sistema fechado como forma de preven- 
ção ao risco biológico (Bogh, 1993; Chapman, 2000; McCoy, 2002). 
O primeiro tipo, conhecido como célula de fluxo de jato-no-ar ou de 
corrente-no-ar, permite que o ponto de medida óptica fique posicio- 
nado diretamente sobre o fluxo de amostra. Esse tipo de célula de fluxo 
minimiza a distância existente entre a câmara de fluxo e a extremidade 
do injetor de amostra, reduzindo o transporte e o tempo de lavagem 
necessário entre as amostras. Comparada a um sistema fechado, essa 
câmara proporciona uma maior variabilidade de velocidade de fluxo 
de amostra. Existem outras vantagens decorrentes do uso de pontas de 
célula de fluxo de jato-no-ar que são importantes na separação de célu- 
las e não foram consideradas aqui. No sistema fechado, por vezes refe- 
rido como célula de fluxo com ponta de quartzo, a extremidade focal 
está localizada junto à câmara. As desvantagens associadas ao uso des- 
ses sistemas de quartzo são a espessura do quartzo e, em consequência, 
a difração do feixe de laser ou a dispersão do sinal. Somando-se a isso, 
a seção transversal relativamente ampla (200 um?) dificulta o controle 
da velocidade de fluxo. O sucesso dessas células de fluxo de quartzo no 
sistema clínico depende da iluminação e da coleção óptica. Os prin- 
cipais fabricantes introduziram diversos aprimoramentos nesses siste- 
mas, visando proporcionar segurança e sensibilidade máxima com o 
uso de sistemas a laser de baixo consumo energético (Bogh, 1993). 

Todos os termos empregados na definição dos sistemas de citome- 
tria de fluxo são confusos. Tais termos incluem velocidade de fluxo, 
pressão da lâmina, tamanho do núcleo, velocidade resultante da par- 
tícula, coeficientes de variação (CV) resultantes e assim por diante. O 
fator mais importante a ser compreendido pelo funcionário de um 
laboratório é que, na análise de DNA, as células são analisadas a uma 
baixa velocidade de fluxo para aumentar o tempo de permanência da 
partícula no feixe e, assim, obter maior sensibilidade e melhores CVs. 
Na imunofenotipagem, a sensibilidade geralmente não constitui uma 
preocupação, e a velocidade de fluxo da partícula pode ser aumenta- 
da. A maioria dos sistemas clínicos concordam em acomodar a apli- 
cação mais comum da análise imunofenotípica (Baugmgarth, 2000). 
Os citômetros de fluxo utilizados em pesquisa apresentam bem mais 
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Figura 44.1 Uso de citometria de fluxo de 4 cores para avaliação do desempenho da enumeração de subgrupo de linfócitos no sangue periférico. O histograma 1 mostra o 
uso da intensidade de fluorescência de CD45 (CD45-FITC) versus dispersão lateral (SS) como estratégia de gating para discriminar os linfócitos (área da janela) das demais 
células do sangue periférico. Os histogramas 2, 3 e 4 são histogramas de parâmetros duplos da população de linfócitos contida na janela, em que foi utilizado um backgating 
para diferenciar os linfócitos CD4* com a cor verde e os linfócitos CD8* em vermelho. Os histogramas 5, 6 e 7 são histogramas de parâmetro Unico, nos quais as populações 
de linfócitos CD4*, CD8* ou CD3” são diferenciadas das células negativas correspondentes por meio de uma barra colorida. O histograma 8 consiste em uma exibição 

de parâmetros duplos de 55 versus dispersão de ângulo frontal (FS). Nos histogramas 1 e 8, observe a presença de células CD4* ou CD8* fora da janela de linfócitos. Os 
anticorpos monoclonais foram diretamente conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), corante energia-acoplado (ECD, energy coupled dye) ou 


tandem PE-Cy5 (PC5). 


flexibilidade e controle por parte do operador para regular a velocida- 
de de fluxo da amostra, a pressão diferencial e o tempo. 


Cores e mais cores: aplicações dos fluorocromos 


A maioria dos laboratórios ainda usa os fluorocromos mais comuns: 
isotiocianato de fluoresceina (FITC; emissão a 530 nm) e ficoeritrina 
(PE; emissão a 575 nm), para imunofenotipagem, e iodeto de propídio 
(PI; emissão a 625 nm), na quantificação de DNA (McCoy, 2002). FITC 
e PE são diretamente conjugados ao anticorpo de interesse e adicionados 
simultaneamente à amostra do paciente. O uso de um anticorpo secun- 
dário, como IgG de cabra anticamundongo (GAM, goat anti-mouse) 


marcado com fluoresceina, tornou-se desnecessário como fonte extra 
de sensibilidade e, com isso, foi possível minimizar a fluorescência de 
fundo. Os anticorpos de uso clínico empregados nos estudos sobre HIV 
são, em sua maioria, pré-diluídos para uso em tecnologias de sangue 
total. O PI pode ser utilizado concomitantemente com preparações de 
superfície celular na análise multiparamétrica de DNA, embora para 
isso seja necessário preservar a membrana celular (Clevenger, 1993). 
Novos corantes disponibilizados para uso em laboratório clínico per- 
mitem a realização de quantificações simultâneas que empregam 4 cores 
diferentes, com anticorpos monoclonais diretamente marcados e exci- 
tados com laser a 488 nm. Essa disponibilidade está revolucionando o 


atual desempenho da citometria de fluxo na prática laboratorial. Tais 

corantes, com emissão no vermelho e vermelho extremo, incluem os 

tandens PE Texas Red (emissão a 625 nm), PE-Cy-5 (emissão a 675 nm) 

e aloficocianina (emissão a 675 nm), apenas para citar alguns exemplos. 

Os primeiros tandens eram problemáticos, porque o excesso de PE livre 

em solução produzia excesso de fluorescência de fundo. Estão surgin- 

do novas tecnologias para a síntese desses corantes, resolvendo a maior 
parte das questões técnicas, e novos corantes adicionais são constan- 
temente disponibilizados para uso no laboratório clínico (Clevenger, 
1993a). Com a disponibilização de corantes vermelhos e vermelhos 
extremos, tornou-se possível realizar uma análise de subgrupo de HIV 

utilizando um único tubo e com maior segurança (Nicholson, 1993). 

Um único tubo contendo 1 ul de sangue total é corado simultaneamente 

com CD45 PE-Cy-5, CD3 PE-Texas Red, CD8 FITC e CD4 PE. Com o 

novo processamento de sinal digitalizado, a compensação pode ser facil- 

mente realizada (ver adiante), enquanto a análise é executada empregan- 
do CD45 como agente de gating com dispersão lateral (SSC, side scatter), 
sendo analisados CD3, CD4 e CD8 ao mesmo tempo. 

Outro fenômeno interessante é que esses corantes novos têm possibi- 
litado o uso da fluorescência como agente desencadeador, substituindo 
o parâmetro usual de dispersão de luz frontal. Isso se torna possível 
porque os espectros do corante vermelho extremo não são encontrados 
nos componentes da maioria das células, ou não apresentam competi- 
ção de autofluorescência na natureza, como ocorre com o FITC. Além 
disso, podem ser excitados por comprimentos de onda que minimi- 
zam a autofluorescência emitida por componentes celulares, entre os 
quais a riboflavina. Portanto, na análise de um evento raro (células que 
correspondem a menos de 0,1% da população total) que utiliza agen- 
te desencadeador fluorescente, um grande número de células pode ser 
avaliado com bastante rapidez. Esse método também é empregado 
para identificar leucócitos em sangue liberado, utilizando fluorescência 
como agente desencadeador. Utiliza-se um corante que marca o núcleo 
ou o citoplasma do leucócito mas não marca eritrócitos. 

A utilização de fluorescência multicolorida fez que o conceito de 
análise multiparamétrica se tornasse uma realidade na maioria dos 
laboratórios. Os parâmetros múltiplos permitem avaliar: 

1. diferentes subgrupos funcionais de uma população celular, em 
particular utilizando sondas fluorescentes intracelulares; 

2. o uso de várias cores para identificar pequenos grupos de eventos 
que, de outro modo, não seriam identificáveis (como na doença 
residual mínima [DRM |); 

3. o estado de ativação celular em um determinado estágio de uma 
doença (p. ex., HLA-DR e CD38 em células CD4 e CD8 no esta- 
diamento da infecção pelo HIV, utilizando uma abordagem do 
tipo anchor gate [janela eletrônica de ancora]; 

4. a expressão na superfície celular e ID ou de fase S de uma popu- 
lação celular em particular, como na definição da expressão de 
CD19 na fase S em casos de leucemia aguda. 

Obviamente, as combinações possíveis são quase infinitas, e o 
aumento de sua sofisticação com o uso de corantes específicos e son- 
das de DNA/RNA encontra-se disponível. A seguir, algumas dessas 
abordagens e técnicas são discutidas. 


Gating e análise 


Imunofenotipagem: aplicação na rotina 
e para amostras leucêmicas 


A análise de populações celulares por citometria de fluxo emprega 
uma combinação de parâmetros que, quando aplicada, define uma 
população celular específica. A citometria de fluxo utiliza parâme- 
tros similares âqueles que vêm sendo empregados na hematologia há 
muitos anos, como tamanho (dispersão frontal da luz), granularidade 
citoplasmática (dispersão lateral) e afinidades por corantes especifi- 
cos, combinando-os às ferramentas imunológicas já mencionadas. 
Essas incluem múltiplos corantes fluorescentes ligados a anticorpos 
ou sondas, medidas de DNA, como aquelas que empregam PI ou 4’-6- 
diamidino-2-fenilindol (DAPI), e outros marcadores nucleares. O 
principal aspecto consiste na detecção simultânea desses parâmetros 
pelos sistemas analíticos atuais. Durante muitos anos, o citômetro de 


fluxo utilizado no laboratório clínico utilizava somente três medidas 
simultâneas. A coloração das populações celulares era limitada pela 
indisponibilidade de anticorpos monoclonais diretamente conjuga- 
dos, levando à necessidade do uso de um reagente GAM secundá- 
rio ou de anticorpos marcados com biotina. A definição de popula- 
ções positivas e negativas, nos casos em que havia alta interferência 
de fundo, requeria a subtração de um algoritmo de canal-por-canal 
para distinguir entre positivo e negativo (Bagwell, 1993). Nos casos 
em que a população de células apresentava um limite definido entre 
positivo e negativo, posicionava-se um cursor de modo a estabelecer 
que não mais que 2% dos eventos considerados negativos caissem à 
direita do cursor, definindo os eventos positivos com auxílio de um 
controle isotípico emparelhado. Embora essa abordagem parecesse 
razoável naquela época (Lewis, 1993) e funcionasse bem para grupos 
de células luminosas, acabou se tornando bastante embaraçosa para a 
identificação de células leucêmicas ou análises de marcadores de ati- 
vação celular. As células leucêmicas eram particularmente problemá- 
ticas, uma vez que cada tipo de leucemia possui uma intensidade de 
fluorescência relativa característica, e os controles isotípicos podem 
ter pouca relevância. Aplicar regras rígidas e rápidas para os ajustes 
do cursor resulta em subestimação dos grupos positivos. A falha dessa 
abordagem se torna especialmente dramática na análise da monoclo- 
nalidade por meio da expressão das cadeias leves x e À. Diferenças 
pequenas, porém significativas, são frequentemente perdidas. O uso 
dos controles isotípicos em certas situações tem representado um 
desafio em muitos aspectos, por causa das aberrações associadas ao 
uso dos mesmos e pelo custo adicional gerado para o laboratório. Os 
novos softwares de algoritmos contam com a capacidade de medir as 
intensidades e definir os grupos com base nas médias de intensida- 
de da população, incluindo as intensidades de fluorescência relativa, 
bem como a quantificação MESF (molecules of equivalent soluble fluo- 
rophores [moléculas de fluoróforos solúveis equivalentes)) (ver adian- 
te). Evidentemente, lembrar o que se está medindo e compreender a 
biologia da população de interesse é importante durante o planeja- 
mento de um protocolo de análise. Felizmente, algumas abordagens 
com softwares sofisticados e reagentes mais eficazes permitiram uti- 
lizar uma gating multiparamétrica para definir as populações, em vez 
de tentar estimar a expressão da fluorescência pelos valores mostra- 
dos pelo cursor. Numerosas investigações têm utilizado a abordagem 
multiparamétrica para definir grupos e outras populações de interes- 
se (Loken, 1990; Baumgarth, 2000; Kraan, 2003; Stewart, 2004). Tais 
abordagens assumem diversas formas, e algumas são revisadas aqui. 
Com a fluorescência multicolorida, surgiu a necessidade de anali- 
sar o número de células que expressam uma ou mais cores ao mesmo 
tempo dentro de uma população celular em particular, a qual é defi- 
nida pelas regiões de dispersão luminosa de ângulo frontal (FALS, 
forward angle light scatter) e SSC (Loken, 1977; Loken, 1976). Quando 
esse método foi desenvolvido, os cientistas consideraram basicamente 
a matemática e a contabilidade de todas as células, bem como o núme- 
ro dessas células que expressavam uma ou mais cores. Posteriormente, 
foi desenvolvida uma abordagem binária para essa análise, conheci- 
da como Prisma (Coulter, Hialeah, FL). Essas regiões de análise eram 
selecionadas por janela eletrônica e ajustadas no instrumento pelo 
operador. Como não podiam ser redefinidas mais tarde pelo modo de 
análise de lista, acabaram causando grande frustração. Essa aborda- 
gem foi modificada posteriormente de modo a possibilitar certo grau 
de reajuste de janela, sendo que outros fabricantes, e também os fabri- 
cantes terceirizados de softwares, produziram a abordagem binária de 
prisma baseada na pós-análise. Loken, então, definiu populações da 
medula óssea empregando gating CD45 versus SSC, em uma aborda- 
gem única para definição de populações heterogêneas encontradas na 
medula óssea (Loken, 1990; Stelzer, 1993). Além desses pesquisadores, 
outros (Borowitz, 1992) desenvolveram o conceito de padrões defi- 
nidores de estados leucêmicos específicos. Loken, ainda, promoveu 
o uso da análise duplo-paramétrica de CD45 e CD14 na região dos 
linfócitos, considerando FALS versus SSC, para o sangue periférico. 
Diversas agências adotaram e promoveram essa abordagem para a 
maioria dos painéis de citometria de fluxo para a infecção pelo HIV, 
visando minimizar o efeito de monócitos contaminantes presentes 
na população linfocitária. Como apresentam receptores para CD4 na 
superfície, os monócitos podem interferir na contagem verdadeira 
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tipo de análise foram o Centers for Disease Control and Prevention 
(1992), o National Institute of Allergy and Infectious Disease, Division 
of AIDS (NIH, DAIDS; Calvelli, 1993), o National Committee for 
Clinical Laboratory Standards (NCCLS; Standards, 1992) e o College of 
American Pathologists. Infelizmente, ainda que essa abordagem tenha 
solucionado inúmeros problemas, não garantiu que cada tubo do 
painel apresentasse o mesmo conteúdo dos tubos de CD45 e CD14, 
e a requerida correção da pureza provavelmente superestimada estava 
conduzindo a valores incorretos de CD4. Esses aspectos foram revistos 
durante a conferência promovida pelo CDC um ano após a publicação 
das diretrizes para desempenho de contagens de CD4 na infecção pelo 
HIV (Stelzer, 1993). Outras análises dessa abordagem foram realiza- 
das pelo ACTG Flow Advisory Committee, no programa de proficiên- 
cia em CD4/CD8 da DAIDS (Kagan, 1993), e pelo College of American 
Pathologists, em seu programa de teste de proficiência (Homburger, 
1993). Uma nova abordagem de gating foi avaliada nos painéis de 
infecção pelo HIV, a qual seguia a abordagem original de Loken para 
definição de grupos encontrados na medula óssea (Loken, 1990). 
O uso do CD45 como parâmetro de gating simplificou a análise de 
medula óssea, leucemias e painéis de infecção por HIV. Em work ups 
de medula óssea e leucemia, o CD45 usualmente é ajustado para ser a 
terceira ou quarta cor, sendo pareado com a dispersão de luz frontal 
ou lateral. Esse procedimento possibilita a definição de uma potencial 
população (maligna) de blastos. Essa população, então, é definida uti- 
lizando um painel de anticorpos monoclonais e os 3 paråmetros de 
cores disponíveis. No caso da análise de infecção pelo HIV utilizando 
o método de 1 tubo e 4 cores, o CD45 permite que seja definida uma 
ampla região de linfócitos (janela), por meio da separação secundária 
das células marcadas para CD45 em uma janela. Isso também pode 
ser feito sem adotar os paråmetros de dispersão de luz, conforme pre- 
viamente descrito. (Essa separação também pode ser feita por meio 
de um painel de 2 tubos e 3 cores.) Entre os produtos modernos de 
reagentes analíticos (Becton-Dickinson e Beckman Coulter), estão as 
pérolas pré-contadas em tubo contendo anticorpos monoclonais, que 
permitem realizar contagens absolutas de linfócitos (conhecidas como 
diferenciais de fluxo). Tais contagens são realizadas ao mesmo tempo 
que a enumeração do subgrupo de linfócitos. Esse procedimento eli- 
mina a necessidade de utilizar um contador hematológico para fazer 
enumerações de células T, além de evitar problemas relacionados à 
deterioração de leucócitos decorrente de transporte e ao desempenho 
de um diferencial acurado para obter números de células T igualmen- 
te acurados. Esses métodos acabam de ser incorporados ao trabalho de 
triagem para infecções por HIV do ACTG e outros laboratórios. 

Outra estratégia de gating consiste no uso de uma definição de 2 ou 
3 cores para um subgrupo particular de interesse. Essa abordagem, 
que na atualidade comumente é referida como anchor gate, adota 
propriedades particulares exibidas por algumas células para investigar 
outro conjunto de parâmetros. Quando aplicada especificamente aos 
linfócitos T, é referida como “janela T” (Mandy, 1992). O uso de uma 
anchor gate (Paxton, 1995) é especialmente útil quando se conside- 
ra marcadores de ativação, como no caso dos subgrupos CD3/CD8 
de HIV que expressam CD38 e HLA-DR, ou quando se considera a 
expressão de CD45a e CD45Ro em contraposição à expressão de CD3/ 
CD4 ou CD3/CD8. Uma das vantagens desse método é ser intuitivo, 
além do fato de cada cor servir como meio de checagem de controle 
de qualidade para outro conjunto. Além disso, há a opção de definir 
a expressão de marcadores biologicamente relevantes em relação a 
populações com importância funcional ou biológica. Essa abordagem 
presta-se bem à fluorescência quantitativa (ver os histogramas 2 e 3, 
respectivamente). Apesar de o conceito de fluorescência quantitativa 
ser antigo, as técnicas utilizadas para medir os equivalentes de fluores- 
cência ou limiares de fluorescência, ou ainda outras designações simi- 
lares, são novas. As medidas quantitativas fluorescentes são descritas 
após a discussão sobre gating e análise de DNA. 

Outra abordagem de obtenção de gate anchor é utilizada na coleta 
de CD34, que emprega coloração de CD34 e CD45, com ou sem AAD, 
como forma de avaliação da viabilidade na identificação e enume- 
ração de células progenitoras CD34. Esses métodos também podem 
utilizar pérolas para determinar o número de células recuperadas. 
Trata-se de métodos bastante úteis para os protocolos de transplan- 


tação de medula óssea, nos quais as células progenitoras são coleta- 
das a partir do sangue de cordão umbilical, da medula óssea ou do 
sangue periférico (p. ex., International Society for Hematotherapy and 
Graft Engineering) e reinfundidas. Essa abordagem tornou-se padrão 
na maioria dos laboratórios que realizam transplantes. Um sistema 
comercial denominado ProCount (Becton-Dickinson) emprega uma 
abordagem e reagentes similares para automatizar o processo. À aná- 
lise do complexo imunofenotípico utilizando 5 ou mais anticorpos 
monoclonais tem se tornado mais comum nos laboratórios clínicos 
e de pesquisa para detecção de subpopulações minoritárias de linfóci- 
tos clinicamente relevantes em pacientes com doenças autoimunes e 
imunodeficiência. Essa análise também tem sido empregada na detec- 
ção de pequenas subpopulações imunologicamente aberrantes, para 
detecção de DRM em pacientes com malignidades hematológicas. 
Nesse sentido, a análise de citometria de fluxo empregando 17 cores 
fluorescentes foi recentemente relatada (Perfetto, 2004). 


Análise de DNA 


Aspectos gerais 

Em termos conceituais, o desempenho da análise de DNA deveria 
ser menos complexo que a análise de imunofenotipagem. No entan- 
to, a revisão dos dados publicados e suas capacidades prognósticas, 
bem como o desempenho dos laboratórios nos testes de proficiência, 
indicam o contrário (Nicholson, 1993b; Coon, 1994; Tirindelli, 1997). 
Como a publicação de vários milhares de relatos na década de 1980 e 
inicio dos anos 1990 rendeu achados conflituosos a respeito do sig- 
nificado diagnóstico e prognóstico da ploidia e da atividade na fase S 
de diversos tumores humanos, foi realizada uma conferência de con- 
senso sobre DNA, cujos anais foram publicados na revista Cytometry 
(Shankey, 1993). Essa publicação foi uma revisão histórica sobre os 
principais tipos de tumor (em amostras frescas, congeladas e parafini- 
zadas), o valor clínico do desempenho da ploidia determinado por ID 
e o valor da fase S. Esses parâmetros foram analisados em termos de 
efetividade como marcadores prognósticos. A conferência do American 
College of Pathologists, realizada em 1994, também foi voltada para os 
marcadores prévios e alguns potenciais substitutos tumorais adicionais. 
Em cada caso, o ID e a fase S foram menos preditivos como marca- 
dores prognósticos do que o esperado. Esse resultado foi atribuído, em 
grande parte, à variabilidade do desempenho técnico e da análise reali- 
zada nesses ensaios (ambos, instrumentos e preparação das amostras), 
bem como ao risco inerente de heterogeneidade tumoral e, portanto, 
à amostragem apropriada do tumor. Recomendações específicas foram 
feitas para cada tipo de tumor em relação às medidas adequadas de 
controle de qualidade que deveriam ser realizadas, bem como à devida 
desconvolução dos histogramas. Desde então, a utilização rotineira da 
análise de DNA no laboratório clínico declinou consideravelmente. Por 
causa do alto grau de variabilidade e da falta de significado prognóstico, 
foi sugerido que algumas medidas clínicas de DNA deveriam ser reali- 
zadas somente por laboratórios especializados ou, do contrário, total- 
mente eliminadas (ASCO, 1996). Até o momento, a FDA ainda não eli- 
minou nenhum método e considera essa análise um teste experimental. 
Entretanto, vários grupos realizaram incursões significativas no sentido 
de resolver certos aspectos analíticos (Shankey, 2002). O futuro dessa 
técnica na medicina clínica é retomado mais adiante neste capítulo. 


Preparação da amostra 

Os métodos de preparação de DNA são razoavelmente simples e eco- 
nômicos em termos de execução. Existem numerosas referências sobre 
os métodos originais, bem como diversas modificações. Os métodos 
mais comuns são aqueles utilizados para amostras frescas e congeladas 
de tecidos, desenvolvidos por Krishan, Vindelov, Crissman, Steinkamp 
et al. (Rabinovitch, 1993; Vindelov, 1994), bem como aqueles utilizados 
para blocos parafinizados contendo preparações de Hedley (Hedley, 
1983). Em cada caso, sejam as células enucleadas, seja a membrana 
celular preservada, o corante nuclear PI é o mais comumente utilizado 
na maioria dos laboratórios clínicos, tendo sido descrito anteriormen- 
te. A coloração com PI é simples, na medida em que sejam observados 
os tempos, a saturação e a remoção dos parâmetros de RNA. As medi- 
das das anormalidades cariotípicas grosseiras são obtidas mediante a 


comparação do pico (intensidade de fluorescência, captação de PI) do 
tumor versus um calibrador diploide. Os fatores que afetam essa medida 
incluem o CV dos picos do calibrador e do tumor suspeito, a propor- 
ção G,/G, ou a linearidade do instrumento, a linearidade medida pelo 
software de desconvolução e o percentual de tumor presente na amostra 
(amostragem) (Shankey, 2002). É comum encontrar laboratórios que 
relatam resultados de diploidia tumoral em amostras que não contêm 
“nenhum” tumor. Tumores que apresentam valores quase diploides 
exigem regras rigorosas de interpretação, como no caso da definição de 
tetraploidia. Mais problemas são encontrados na definição de agrega- 
dos, pares, debris, tratamento de núcleos fatiados e cortados e popula- 
ção de fase S. O acrônimo descritivo e semiquantitativo BAD é utilizado 
pelas análises de software no modelamento dos efeitos de backgrounds, 
agregados e pares (Rabinovitch, 1993, 1994). O impacto desse parâme- 
tro sobre a análise é controverso. 

As medidas de fase S e ID resultantes, que utilizam um modo de 
análise de parâmetro único (somente PI), estão sujeitas a esses algorit- 
mos de desconvolução e, em consequência, aumentam a variabilidade 
interlaboratorial (Coon, 1994). Esses algoritmos de desconvolução para 
DNA foram extensivamente estudados (Wheeless, 1991; Shankey, 1993; 
Rabinovitch, 1993, 1994; Coon, 1994), contudo numerosos modelos 
utilizados para fins analíticos ainda precisam ser avaliados. O docu- 
mento de consenso de DNA faz recomendações específicas aplicáveis 
a certos tipos de tumor e sugere que os laboratórios façam suas análises 
de forma consoante. Todavia, mesmo com essas diretrizes, ainda per- 
siste um certo nível de ambiguidade na interpretação e no desempenho 
para o laboratório clínico, que contribui para a discordância dos resul- 
tados em estudos comparativos e, também, nos testes de proficiência 
(Coon, 1998, 1994; Wheeless, 1991). A dificuldade para chegar a um 
consenso torna a interpretação dos resultados mais difícil para os labo- 
ratórios inexperientes, bem como para os clínicos que tentam comparar 
seus resultados laboratoriais aos dados constantes na literatura recente, 
no contexto do tratamento de seus pacientes. Isso é especialmente váli- 
do para a classificação dos valores de fase S. As medidas de fase S estão 
sujeitas aos efeitos do modelamento de agregados e debris, conforme 
descrito por Rabinovitch et al. (Coon, 1988; Bagwell, 1993; Rabinovitch, 
1993, 1994; Shankey, 1993). Além disso, é crítico que sejam constantes 
as decisões tomadas com relação ao modelo matemático a ser utilizado 
para um tumor em particular, e que o modo de lista de dados seja retido 
sem modelamento, caso haja necessidade de realizar mais análises. 

Outras abordagens utilizando sondas de DNA e RNA, como deriva- 
dos de timidina, bromodeoxiuridina (BrdU) e laranja acridina (RNA), 
são empregadas para melhorar a qualidade dos modelos na estimação 
das propriedades proliferativas e cinéticas de um tumor específico. É 
importante lembrar que as medidas de proliferação são diferentes das 
medidas de quantificação de fase S, as quais constituem um modelo 
estático ou uma imagem no tempo de todas as células que são anali- 
sadas. A integração da área para um número de células entre 2c e 4c 
em um histograma de DNA é incapaz de fornecer qualquer informação 
relacionada às células “presas” em S, (células que de fato interrompem a 
síntese de DNA), ou de medir o número de células normais infiltrantes 
que também deveriam estar proliferando. O valor de fase S muitas vezes 
pode ser maior que a real capacidade proliferativa, por causa dos arte- 
fatos produzidos pela heterogeneidade tumoral. O histograma de para- 
metro único produz resultados razoáveis ao lidar com populações celu- 
lares assíncronas e relativamente homogêneas. A identificação de pulsos 
é mais comumente utilizada em condições acadêmicas mais amplas e 
tem uso mais frequente na medição da efetividade da radiação e da qui- 
mioterapia, por meio da obtenção de medidas verdadeiras da proporção 
celular G,/G;, bem como dos compartimentos G, + M, cuja obtenção é 
impossível pelo uso de medidas de parâmetro único de fase S. 

Outras abordagens que utilizam sondas nucleares e citoplasmáticas, 
além de marcadores de superfície, podem ser empregadas para separar 
uma população de interesse a partir de uma mistura de tipos celulares. 
Esse tipo de análise multiparamétrica é especialmente útil na medida 
de fase S em casos de malignidade hematológica. Populações de blas- 
tos específicas podem ser identificadas por fluorescência com FITC e 
FALS, e aqueles eventos são analisados com PI quanto ao conteúdo de 
DNA e à fase S. Os métodos de coloração são alterados para preser- 
var as propriedades da superfície celular ou as propriedades nucleares 
(Clevenger, 1993; Ramaekers, 1993; Bauer, 1994; Carothers, 1994). 


Esses métodos geralmente envolvem corar o marcador superfície de 
interesse (p. ex., KI-67, ciclina B1, citoqueratina, CD10) utilizando 
anticorpo monoclonal, fixar em álcool (ou reativo comercial para 
fixação e permeabilização) e, em seguida, tratar com detergente para 
permitir a penetração do PI ou outro corante nuclear. Os métodos de 
coloração são seletivamente modificados para preservar as proprieda- 
des da membrana e do núcleo que sejam específicas para as sondas de 
interesse (Bauer, 1994). 


Estudos de DNA de interesse 


Houve uma explosão de relatos sobre apoptose (i. e., morte celu- 
lar programada) na literatura, bem como sobre a relevância desse 
processo aos parâmetros de DNA tradicionais e outras considera- 
ções fenotípicas. Foge ao escopo deste capítulo tratar desse tópico. 
Embora inúmeros estudos estejam sendo conduzidos, as medidas de 
apoptose ainda não integram os procedimentos de rotina do labora- 
tório clínico. 

Conforme já mencionado, a análise laboratorial de DNA tem, nos 
últimos anos, sido minuciosamente estudada e, em algumas regiões, 
tais estudos deixaram de ser reembolsados. Vários investigadores da 
área contestaram a expulsão indiscriminada desse teste do laborató- 
rio, por considerá-lo bastante útil para certos tumores. Um conjun- 
to retrospectivo de casos de câncer de mama foi reexaminado por 
Bagwell et al. (2004), em uma tentativa de desenvolver um modelo 
prognóstico unificado para pacientes nodo-negativas para câncer de 
mama. Espera-se que esses estudos, entre outros, façam reviver aquilo 
que poderia ser uma ferramenta prognóstica e diagnóstica útil, cuja 
complexidade talvez tenha sido previamente subestimada. 


Citometria de fluxo quantitativa: medidas da 
intensidade de fluorescência 


A definição dos tipos celulares em termos imunológicos (p. ex., 
células efetoras) implica na propriedade dessas células de regular, 
positiva ou negativamente, funções moleculares específicas por meio 
de receptores de superfície. Conhecidas como fenótipos imunológicos 
(Poncelet, 1993), essas células devem apresentar outras proprieda- 
des que definam seus papéis biológicos nos processos de maturação 
e doença. Um dos fenômenos observados é a expressão diferencial 
de antígenos de superfície celular (CD), tanto em termos relativos 
como em termos quantitativos absolutos. Antes da disponibilida- 
de das medidas absolutas, termos descritivos — como luminoso ou 
escuro, bimodal, e assim por diante — eram empregados na literatura 
para descrever o fenômeno visual das diferenças de densidade anti- 
gênica. Embora sejam termos apenas descritivos, é difícil defini-los e 
padronizá-los entre os laboratórios e os pacientes. Esses termos tam- 
bém carecem de precisão para definir eventos e não podem ser obje- 
tivamente utilizados para monitorar o tratamento do paciente nem 
definir denominações (tipo celular) através de medidas de expressão de 
CD e sua sobreposição de expressão. Evidências sugerem que as diferen- 
ças quantitativas de expressão antigênica na leucemia linfocítica crôni- 
ca e em outras leucemias podem ser importantes na determinação do 
prognóstico (Poncelet, 1985). Essas medidas também são utilizadas na 
definição de DMR e na investigação de um efeito ou uma ativação viral 
na doença causada pelo HIV (Poncelet, 1991). O percentual referente à 
presença de uma célula específica muitas vezes não representa o quadro 
clínico verdadeiro. Isso é particularmente válido para os casos leu- 
copênicos e quando a população de blastos constitui um percentual 
relativamente pequeno da totalidade das células presentes. 

A citometria de fluxo quantitativa (CMFQ) é definida como a quan- 
tificação da intensidade fluorescente (ITF), conforme determinada 
pela capacidade de ligação a anticorpos de um determinado conjugado 
de anticorpo-fluorocromo, sendo uma medida indireta da quantidade 
de antígenos de superfície celular por célula individual (Stelzer, 1997; 
Marti, 2003). Alguns investigadores (Poncelet, 1985, 1986; Vogt, 1991, 
1994) descreveram o uso de pérolas de poliestireno ou linhagens celu- 
lares recobertas com quantidades saturantes de anticorpo para deter- 
minação do número absoluto de receptores ou sítios antigênicos em 
cada célula, também referidas como densidade de antígeno (Poncelet, 
1993). Foram definidas unidades ABC como uma medida relativa da 
capacidade de ligação a anticorpos. Esse método não necessariamente 
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vez que tanto as células como os padrões estão sendo corados com o 
mesmo anticorpo. O uso de medidas da intensidade de fluorescência 
deve fornecer ao usuário uma forma de evitar essa situação. É possí- 
vel obter mais informações acessando o documento de consenso dos 
Estados Unidos/Canadá (US Canadian, 1997) e revendo os parâme- 
tros requeridos para padronização (Stelzer, 1997). 

Embora ainda estejam em fase inicial de desenvolvimento, os fenó- 
tipos quantitativos ajudarão a definir softwares para análise de gru- 
pos para fins de quantificação e identificação celular, estabelecendo a 
intensidade média da fluorescência de canal como forma de separar 
células que possuem diferentes fenótipos funcionais. 


Controle e garantia de qualidade no laboratório 
celular 


Ao longo deste capítulo, tentamos destacar as áreas em que os clí- 
nicos, assim como os laboratórios, devem prestar atenção especial no 
que se refere aos métodos utilizados e interpretações feitas na avalia- 
ção da resposta celular. Os parâmetros de garantia e controle da quali- 
dade ainda precisam ser melhor definidos nessa área laboratorial, em 
que existem poucos padrões absolutos, comparando-se às medidas 
de analitos químicos e às medidas humorais de anticorpos. O sucesso 
do laboratório celular reside na forma como ele aborda o problema 
e avalia longitudinalmente a condição que está sendo diagnosticada. 
Foi nitidamente evidenciado que os estudos basais precisam ser repe- 
tidos caso a avaliação original seja realizada em momentos de estresse 
imunológico. 

Os parâmetros básicos das variações diurnas no subgrupos de 
linfócitos são óbvios, contudo são frequentemente esquecidos ou 
subestimados. Malone (1990) destaca que as contagens absolutas 
apresentam uma variabilidade de medidas de CD4 igual a 50%, 
em decorrência de outros aspectos técnicos. Os fatores que afetam 
a avaliação longitudinal do CD4 nas contagens absolutas realiza- 
das em triagens clínicas foram revisados por Fei (1993). Fahey et al. 
(1990) também revisaram o valor prognóstico de ensaios humorais 
e celulares na infecção pelo HIV. Em outros ensaios celulares clíni- 
cos, a variabilidade inerente ao ensaio ocorreu em razão da falta de 
formatos e métodos padrão, bem como de reativos. Além disso, a 
calibração e a sensibilidade dos instrumentos utilizados não foram 
devidamente monitoradas. Ensaios com linfócitos T citotóxicos são 
particularmente difíceis de padronizar. Ensaios históricos, como o 
de proliferação com mitógenos, são igualmente repletos de variabi- 
lidade interlaboratórios. Sendo assim, os laboratórios que oferecem 
testes imunológicos devem possuir uma extensa base de dados que 
possam utilizar para interpretar resultados de pacientes individuais. 
Os laboratórios celulares devem estabelecer faixas normais para seus 
ensaios, atentando para o fato de que as faixas para adultos normais 
não se aplicam aos ensaios pediátricos. Esse aspecto é particular- 
mente problemático, pois é difícil determinar as faixas pediátricas 
normais, por causa da falta de disponibilidade de indivíduos no 
primeiro ano de vida, e a interpretação dos resultados laboratoriais 


depende desses valores normais. Recomenda-se comparar cuidado- 
samente os dados entre laboratórios. 

Havendo disponibilidade, um laboratório de imunologia celu- 
lar deve usar os padrões de que dispõe na verificação do desempe- 
nho da citometria de fluxo e na análise de DNA, bem como atentar 
para as regulamentações estaduais e federais referentes ao labora- 
tório, incluindo o Human Health and Services Clinical Laboratory 
Improvement Act, de 1988. Além disso, deve participar de testes de 
proficiência, sempre que houver disponibilidade, além de se envol- 
ver em seminários de educação continuada, incluindo avaliações de 
competência para todos os funcionários envolvidos nos testes. Todos 
os ensaios realizados no laboratório devem incluir um controle nor- 
mal e, quando possível, controles internos de processo, a fim de 
estabelecer a validade do ensaio. Amostras transportadas devem ser 
cuidadosamente monitoradas quanto à exposição ao calor e ao frio, 
bem como em relação ao tempo decorrido desde a obtenção junto 
ao paciente. Uma história clínica deve ser acompanhada de amostras 
para realização de estudos particulares que estejam sendo conduzi- 
dos, de modo que o diretor do laboratório possa adotar a abordagem 
correta para o teste. 

Foi publicado um documento de consenso que contém recomenda- 
ções sobre a análise imunofenotípica de neoplasia hematológica por 
citometria de fluxo (Braylan, 1997). Esse documento foi meticulosa- 
mente desenvolvido por fornecedores da comunidade médica preo- 
cupados em atender às exigências dos procedimentos laboratoriais, 
selecionar anticorpos para identificação de neoplasmas, analisar e 
interpretar dados, transmitir informação médica e indicar referências 
na ausência de kits padronizados e outros dispositivos. A FDA colo- 
cou em vigor a Analyte Specific Regulation (ASR) (Analyte Specific 
Regulation, 21 de novembro de 1997), que transfere reagentes com 
status de uso em pesquisa, como os anticorpos monoclonais, para a 
denominação ASR. Essa regra não permite que os fabricantes digam 
aos usuários de laboratório como utilizar seus reagentes. Eles não 
podem especificar a finalidade do uso. A regra ASR não se aplica aos 
reagentes estáveis e bem definidos, que são produzidos segundo as 
boas práticas de fabricação. Todos os laboratórios que utilizam tais 
reagentes em “testes caseiros” devem realizar seus próprios estudos 
de triagem clínica e validação, além de terem que incluir um item de 
retratação no relatório final. O documento de consenso permite ao 
laboratório executar seus ensaios de forma consistente, e possibilita 
que a significância clínica seja definida mediante a um grande número 
de laboratórios e instituições. O documento não é considerado um 
padrão, porém é condizente com os demais padrões da NCCLS já 
publicados e atualmente em uso. 

O laboratório celular se depara com a tarefa mais difícil, que é a 
interpretação, uma vez que os dados não são facilmente padroniza- 
dos. Além disso, a garantia da qualidade da amostra e da avaliação 
realizada depende da documentação cuidadosa dos parâmetros bioló- 
gicos e lógicos capazes de influenciar os resultados. O futuro dos tes- 
tes utilizados na avaliação do componente celular da resposta imune 
reside no desenvolvimento de novos métodos que possam servir para 
a obtenção de melhores padronizações. 
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TO PONTOS-CHAVE 
e Existem cinco classes diferentes de anticorpos: IgM, 


IgG, IgA, IgD e IgE. Cada uma dessas classes possui uma 

cadeia pesada distinta. 
e Existem dois tipos diferentes de cadeia leve: x e À. 
e Antígenos reagem com anticorpos no nível da porção Fab, que 
contém regiões variáveis de ambas as cadeias leve e pesada. 
e A região Fc localizada nas cadeias pesadas determina quais 
proteínas irão se ligar ao anticorpo (p. ex., complemento). 
e A IgG é a classe prevalente no sangue e nos líquidos teciduais. 
A IgM é encontrada principalmente no sangue. A IgA secretória 
está presente sobretudo nas superfícies epiteliais. A IgD liga-se 
‘ae ig as células B. A IgE está amplamente ligada aos 

asófilos e mastócitos. 
e Aumentos policlonais de imunoglobulinas (lgs) fazem parte da 
resposta imune e podem ser detectados nas doenças crônicas. 
e Aumentos monoclonais de lgs sugerem discrasia de plasmócitos. 
e O diagnóstico de distúrbios que envolvem as lgs é favorecido 
pela é pç delas, além das medidas cp de sua 
clonalidade por imunoeletroforese ou imunofixação eletroforética. 
e As crioglobulinas podem surgir como um excesso de lgs 
monoclonais (tipo |) e provocar hiperviscosidade; ou sob a forma 
de um autoanticorpo IgM anti-IgG (tipos Il e III) com formação de 
imunocomplexos circulantes e causar vasculite. 
e A presença de bandas oligoclonais de lgs no líquido cerebrospinal 
(LCE) sugere a existência de um distúrbio autoimune, como a 
doença desmielinizante ou infecção. 


Os anticorpos são as moléculas efetoras da imunidade humoral 
(mediada por células B). São Igs que reagem especificamente e se ligam 
aos antígenos estimuladores de sua produção. Em termos de massa, as 
Igs correspondem a cerca de 20% das proteínas plasmáticas em indivi- 
duos sadios. A atividade do anticorpo está associada às proteínas que 
apresentam migração eletroforética mais lenta, as y-globulinas. O pre- 
sente capítulo discute as propriedades gerais estruturais e funcionais 
das Igs, sua avaliação laboratorial e respectiva importância clínica. 


Propriedades estruturais dos anticorpos 


Moléculas de anticorpo 


A estrutura molecular dos anticorpos é bem conhecida (Padlan, 1991; 
Poljak, 1991; Tedford, 1991). Uma molécula de Ig é uma glicoproteina 
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com formato em “Y”. Ela possui dois sítios idênticos de ligação ao anti- 
geno nas extremidades do “Y” (região Fab), além de sítios de ligação 
para componentes do complemento e/ou vários receptores de superficie 
celular na cauda do “Y” (região Fc). Cada molécula de Ig é composta de 
duas cadeias pesadas (H, heavy) idênticas e duas cadeias leves (L, light) 
também idênticas. Essas cadeias polipeptídicas se mantêm unidas por 
meio de interações não covalentes que são estabilizadas por ligações 
dissulfeto. Partes de ambas as cadeias, H e L, formam os sítios de liga- 
ção ao antígeno. Cada cadeia L e H de uma Ig consiste de uma região 
variável ligada a uma região constante. A região variável é constituída 
por cerca de 110 resíduos de aminoácidos na extremidade aminotermi- 
nal (as extremidades do “Y”), que formam o sítio de ligação antigéni- 
ca. À região constante na cadeia H é 3 a 4 vezes maior do que a região 
constante na cadeia L. Cada cadeia é composta por domínios repetidos, 
similarmente pregueados: uma cadeia L possui 1 domínio de região 
variável (V,) e 1 domínio de região constante (C, ); uma cadeia H possui 
1 domínio de região variável (V4) e 3 a 4 dominios de região constante 
(Cy) (Fig. 45.1). A variação da sequência de aminoácidos nas regiões 
variáveis de ambas as cadeias, L e H, é confinada na maioria das vezes a 
3 regiões hipervariáveis que se unem na extremidade aminoterminal da 
molécula para formar o sítio de ligação ao antígeno. Cada sítio de liga- 
ção ao antígeno é grande apenas o suficiente para ligar um determinante 
antigênico com tamanho equivalente a 5 a 6 resíduos de açúcar. 

Existem 5 isótipos diferentes de cadeia pesada (y, O, LL, 5, £) e 2 isóti- 
pos distintos de cadeia leve (x e À), além de alguns subtipos de isótipos. 
Exemplificando, o isótipo Y tem como subtipos Yp» Y» Y3 € Y, Os isóti- 
pos são resultado de variações que envolvem as regiões constantes das 
cadeias pesada e leve. Essas designações isotípicas constituem a base da 
nomenclatura dos anticorpos. Como a cadeia pesada isolada determi- 
na as funções efetoras, as Igs são convenientemente referidas de acordo 
com o isótipo de suas cadeias pesadas (classe), utilizando-se uma termi- 
nologia escrita em inglês (IgG, IgA, IgM, IgD e IgE). 

Os anticorpos possuem dois sítios de ligação antigênica idênticos. 
Um sítio de ligação ao antígeno é constituído de aminoácidos oriun- 
dos de uma classe de cadeia H e de uma classe de cadeia L. Assim, as 
moléculas das quatro cadeias do monômero Y (ver Fig. 45.1) possuem 
dois sítios idênticos de combinação ao antígeno e são ditas bivalentes. 
Tais moléculas de anticorpos podem fazer ligação cruzada com molé- 
culas de antígeno em uma ampla treliça, se cada uma das moléculas de 
antígeno tiver 3 ou mais determinantes antigênicos. Ao atingir certo 
tamanho, essa treliça precipita em solução (Davies, 1983). Essa ligação 
cruzada é fisiologicamente importante, pois intensifica o englobamen- 
to do antígeno, como ocorre com as bactérias e os leucócitos fagoci- 
ticos. Também está na ativação do sistema complemento. Além disso, 


a ligação cruzada pode ser requerida para desencadear a resposta das 
células produtoras de anticorpos (linfócitos B) ao antígeno. A eficiência 
da ligação ao antígeno e das reações cruzadas com anticorpos é bastante 
intensificada por uma região de dobradiça flexível, na qual os braços do 
“Y” se unem à cauda, possibilitando que a distância existente entre os 
dois sítios de ligação antigênica seja variável. 

A multivalência afeta a avidez com que o anticorpo se liga a certos 
tipos de antígeno. Um antígeno particulado (como uma bactéria ou 
vírus) apresenta determinantes antigênicos repetidos em sua superfi- 
cie. Uma molécula de anticorpo pode interagir com uma única partí- 
cula, de tal modo que seus dois sítios de ligação ao antígeno se liguem 
aos determinantes antigênicos presentes nessa partícula, em vez de aos 
determinantes antigênicos de duas partículas adjacentes. Quando esse 
tipo de ligação ocorre, a energia efetiva da interação ou avidez é consi- 
deravelmente maior do que aquela associada às ligações monovalentes 
que envolvem duas partículas. Foi demonstrado que esse mecanismo é 
importante, em termos fisiológicos, para a neutralização de vírus por 
anticorpos com afinidade de ligação relativamente baixa. 

O efeito protetor das Igs não se deve simplesmente à capacidade de 
ligação ao antígeno. As Igs participam de uma variedade de ativida- 
des biológicas mediadas pela cauda do “Y” — a região Fc da molécula. 
Essa parte da molécula de anticorpo determina o destino do antígeno 
depois que ocorre a ligação. As Igs que apresentam a mesma capacidade 
de ligação ao antígeno podem ter diversas regiões Fc distintas e, assim, 
apresentar propriedades funcionais diferentes, como ativação do siste- 
ma complemento e fixação aos receptores para Fc existentes em macró- 
fagos, auxiliando na fagocitose de antígenos por essas células. 

Em razão da localização exposta e da estrutura em pregas frouxas, a 
região da dobradiça é prontamente atacada por diversas enzimas pro- 
teolíticas. Como sugere o próprio nome, a região da dobradiça con- 
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fere certa flexibilidade à molécula, que lhe permite assumir a forma 
estrutural em “Y”. Isso possibilita que o anticorpo se fixe a uma única 
partícula (p. ex., bactéria) por meio de seus sítios de ligação antigênica 
ou, alternativamente, seja totalmente distendido para unir-se a duas 
partículas. As propriedades exclusivamente conferidas pela região da 
dobradiça presente nas moléculas de Ig estão relacionadas ao seu rico 
conteúdo de resíduos de prolina e aminoácidos hidrofílicos. As liga- 
ções dissulfeto entre cadeias H das moléculas de IgG, IgA e IgD estão 
localizadas na região da dobradiça (Fig. 45.1). 

As enzimas proteolíticas papaína e pepsina clivam moléculas de anti- 
corpo em fragmentos característicos distintos que conduzem à com- 
preensão acerca da relação estrutura-função da proteína. A clivagem 
por ação da papaína produz dois fragmentos Fab separados e idênticos 
(fragmentos de ligação ao antígeno — antigen-biding), cada um com um 
sítio de ligação antigênica. Essa clivagem também resulta na formação 
de um fragmento Fc (assim denominado por sofrer imediata cristaliza- 
ção em primatas não humanos). Por outro lado, a clivagem promovida 
pela pepsina gera um fragmento F(ab'),, que recebeu essa denominação 
por consistir de dois fragmentos F(ab’) ligados covalentemente (cada 
um deles discretamente maior do que um fragmento Fab). O restante 
da molécula é quebrado em fragmentos menores de tamanhos variados 
(Fig. 45.1). Por serem bivalentes, os fragmentos F(ab’), retêm a capa- 
cidade de fazer reações cruzadas com antígenos e formar precipitados. 
O mesmo não ocorre com os univalentes fragmentos Fab. Nenhum 
desses fragmentos (subunidades de anticorpos) possui outras proprie- 
dades biológicas apresentadas pelas moléculas de anticorpo intactas, 
pois são destituídos da cauda (região Fc) que media tais propriedades. 
Entretanto, a porção Fab monovalente constitui a forma monoespeci- 
fica de pós-imunização do anticorpo de ovinos purificada por afinida- 
de, que é utilizada na terapia de certos pacientes, como na remoção de 


oy Figura 45.1 Representação esquemática da molécula de 


s imunoglobulina G. A ilustração mostra as posições relativas 
à das ligações dissulfeto intercadeias e intracadeias que 
formam as regiões de alça. Cada uma das alças delineia o 
domínio das cadeias leve e pesada, identificadas de acordo. 
Também são indicados os prováveis sítios de clivagem 
enzimática na região da “dobradiça”, em que atuam a 
papaína ou a pepsina. Os fragmentos produzidos pela 
papaína são denominados Fab e Fc. Os fragmentos gerados 
pela pepsina sao Fc’ e Fab'2 (2 fragmentos Fab ligados 
por pontes dissulfeto). A digestão de Fab pela pepsina sob 
condições adequadas gera o fragmento Fy (V, e MV 
não covalentemente associado). A parte da cadeia pesada 
que contribui para o fragmento Fab é designada Fd. 
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cobras crotalídeas (CroFab). 

Cada clone de células B produz moléculas de anticorpo com um único 
sítio de ligação antigênica. Inicialmente, as moléculas são inseridas na 
membrana plasmática, na qual atuam como receptores de superfície para 
antígenos. Quando um antígeno se liga aos anticorpos de membrana, as 
células B são ativadas e se multiplicam, diferenciam-se em plasmócitos 
e sintetizam grandes quantidades de anticorpos solúveis que contêm o 
mesmo sítio de ligação antigênica. Esses anticorpos solúveis são secre- 
tados no sangue. Os anticorpos humorais defendem seres humanos e 
animais contra infecções, inativando vírus e toxinas bacterianas via seus 
dominios V;,/V;, bem como recrutando o complemento e diversas célu- 
las para destruir e ingerir microrganismos invasores via seus domínios 
C, localizados na região Fc da molécula. As propriedades biológicas dos 
vários domínios de Igs são resumidas na Tabela 45.1. 


Interação antígeno-anticorpo 


A ligação de um antígeno ao anticorpo é reversível. A afinidade e o 
número de sítios de ligação contribuem para a força da interação antí- 
geno-anticorpo. Essa ligação reversível resulta da existência de nume- 
rosas forças não covalentes relativamente fracas, entre as quais ligações 
hidrofóbicas, pontes de hidrogênio, forças de van der Waals e intera- 
ções iônicas. Essas forças fracas são efetivas apenas quando a molécu- 
la de antígeno está perto o bastante para permitir que alguns de seus 
átomos se ajustem aos recessos (regiões) complementares existentes na 
superfície do anticorpo. As regiões complementares de uma unidade 
constituída por 4 cadeias são seus 2 sítios idênticos de ligação antigêni- 
ca, enquanto a região correspondente no antígeno é um determinante 
antigênico. A maioria das macromoléculas antigênicas possui diversos 
determinantes antigênicos. Se 2 ou mais desses determinantes forem 
idênticos, o antígeno é classificado como multivalente. 

A afinidade de uma molécula de anticorpo reflete a estreiteza do 
ajuste de um determinante antigênico a um único sítio de ligação anti- 
gênica e é independente do número de sítios antigênicos. Contudo, a 
avidez total de um anticorpo por um antígeno multivalente, como um 
polímero com subunidades repetitivas, é definida como a força total 
de todos os seus sítios de ligação juntos. Uma molécula de IgG típica 
se liga a um antígeno multivalente com uma força no mínimo 10.000 
vezes maior quando ambos os sítios de ligação antigênica da molécula 
estão engajados, em comparação à força de ligação com envolvimento 
de apenas um dos sítios. 

Pelo mesmo motivo, se a afinidade dos sítios de ligação em uma 
molécula de IgG e em outra molécula de IgM é igual, a IgM (por ser 
um pentâmero e, como tal, possuir 10 sítios de ligação) apresentará 
atividade consideravelmente maior para um antígeno multivalente 
do que a IgG (com apenas dois sítios de ligação). Essa diferença de 
avidez é importante, considerando-se que os anticorpos produzidos 
no início da resposta imune geralmente apresentam afinidades bem 
menores do que aqueles produzidos mais tarde. O aumento da afini- 
dade média dos anticorpos produzidos que ocorre com o passar do 
tempo, após a imunização, é denominado maturação da afinidade. 
Esse processo ocorre porque a resposta de anticorpos a um antígeno é 
heterogênea — ou seja, anticorpos com diferentes sítios de combinação 
antigênica são eliciados contra o antígeno pelos clones de linfócitos B 
responsivos. Em razão da alta avidez total que possui, a IgM (princi- 
pal classe de Ig produzida no início das respostas imunes) pode atuar 
mesmo quando seus sítios de ligação apresentam baixa afinidade. 

O tamanho do complexo antígeno-anticorpo é determinado pela 
valência do antígeno e pelas concentrações relativas de antígeno e 
anticorpo. A reação de precipitação antigeno-anticorpo baseia-se na 
ligação cruzada de antígenos multivalentes com anticorpos bivalentes. 
Se apenas um tipo de anticorpo (uma resposta monoclonal) estiver 
presente, não poderá haver ligação cruzada com moléculas que apre- 
sentem apenas um único determinante antigênico. Se um antígeno 
for bivalente, poderá formar pequenos complexos cíclicos ou cadeias 
lineares com os anticorpos, enquanto um antígeno que contém 3 ou 
mais determinantes antigênicos é capaz de formar treliças tridimen- 
sionais maiores que precipitam prontamente. No entanto, a maioria 
dos antissoros eliciados contra um antígeno contém uma variedade 
de anticorpos diferentes (uma resposta policlonal), que reagem com 


Tabela 45.1 Propriedades biológicas dos domínios de imunoglobulina 


Dominio Função conhecida ou provável 


Cu3 1. Reações citofílicas que envolvem: 

(a) macrófagos e monócitos; 

(b) mastócitos heterólogos; 

(c) células killer (K) citotóxicas; 

(d) células B. 

Montagem não covalente de cadeias pesadas e leves 
Cu? Ligação do complemento (C1q) 
Controle da taxa metabólica 


CG Montagem não covalente das cadeias pesada e leve 


Montagem covalente das cadeias pesada e leve 


M pa mE PE ek de 


Espaçadores entre as interações interdominios, que envolvem 
as funções de ligação antigênica e efetora 
VaV, 1. Ligação ao antígeno 

2. Ligação não covalente das cadeias pesada e leve 


Fonte: com permissão de Dorrington KJ, Painter RH: Biological activities of the constant 
region of immunoglobulin G. In Mandel TE, et al (eds): Progress in Immunology III. 
Canberra, Australian Academy of Science, 1977. 


determinantes distintos do antígeno e podem cooperar na ligação cru- 
zada com ele. Ao contrário, anticorpos homogêneos (monoclonais) 
podem precipitar somente as moléculas que possuem determinantes 
antigênicos idênticos repetidos. 

Dadas as condições de valência que permitem a formação de amplos 
agregados, o tamanho dos complexos antígeno-anticorpo formados 
depende essencialmente das concentrações molares relativas dos dois 
reagentes. Havendo um excesso de antígeno ou de anticorpo, é impro- 
vável que ocorra formação de complexos grandes (Fig. 45.2). Essa pro- 
priedade é essencial à compreensão das reações aparentemente para- 
doxais observadas em alguns imunoensaios dependentes da formação 
do complexo antígeno-anticorpo. Por exemplo, um vasto excesso de 
antígeno pode saturar completamente todos os sítios de ligação no 
anticorpo e, assim, produzir um sinal negativo (i. e., ausência de aglu- 
tinação etc.). Esse fenômeno, às vezes, é referido como “efeito prozo- 
na”. O efeito prozona continua sendo um problema potencial para os 
sistemas de ensaio modernos, a exemplo do teste para sífilis, em que 
títulos extremamente altos de anticorpos podem não ser detectados 
se a amostra não for diluída antes de ser testada (Smith, 2004), até 
mesmo quando a análise é feita por imunofixação eletroforética (ver 
adiante, Fig. 45.6E). 

O tamanho e a composição dos complexos antígeno-anticorpo 
são fatores importantes não só por influenciarem as reações de pre- 
cipitação in vitro, mas também por serem cruciais na determinação 
do destino dos complexos dentro do corpo. Os complexos formados 
em equivalência ou excesso de anticorpos possuem múltiplas regiões 
Fc salientes e, assim, ligam-se fortemente aos receptores Fc existentes 
em macrófagos. Estes, por sua vez, os ingerem e degradam. Pequenos 
complexos, formados diante do excesso de antígenos, possuem apenas 
uma região Fc por complexo. Desse modo, ligam-se precariamente aos 
receptores Fc macrofágicos e são menos eficientemente destruídos. Em 
vez disso, podem se depositar em vasos sanguíneos localizados na pele, 
rins, articulações e cérebro, nos quais ativam o sistema complemento, 
provocando inflamação e destruição tecidual. 

Embora os complexos antígeno-anticorpo tenham uma aparência rígi- 
da de “chave e fechadura”, os anticorpos são entidades dinâmicas e apre- 
sentam flutuações estruturais (Karplus, 1983; Wilson, 1991). A ligação 
pode requerer até mesmo alterações estruturais conformacionais. Esses 
ajustem incluem desvios de cadeia lateral de até 20 a 30 nm, rotações 
de anel aromático, alterações conformacionais e até pequenas rotações 
entre os dominios Vy e V, (Bhat, 1990; Standfield, 1990; Herron, 1991). 


Bases genéticas da diversidade de anticorpos 


Estima-se que um indivíduo seja capaz de produzir até 10º a 10º 
moléculas diferentes de anticorpo. Mecanismos genéticos especiais 
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Figura 45.2 As concentrações de anticorpo e de antígeno influenciam o tamanho 
dos complexos antígeno-anticorpo formados. Complexos maiores se formam quando 
ambas as moléculas estão presentes em concentrações molares aproximadamente 
iguais (zona de equivalência); já os complexos menores são formados quando 
o antígeno está presente em grande excesso. Note que os complexos pequenos 
formados diante do excesso de antígeno apresentam poucas moléculas de 
anticorpo por complexo. Por esse motivo, tais complexos são eliminados do líquido 
extracelular de maneira ineficaz pelos macrófagos. 


evoluíram para produzir o enorme número de moléculas de Ig desen- 
volvido em resposta à estimulação antigênica, dispensando a necessi- 
dade de envolvimento de genes em excesso (Max, 2003). 


As moléculas Ig são produzidas por três grupos de genes separados, 
que codificam das cadeias «x, À e H, respectivamente. Os grupos de 
genes codificadores das cadeias leve e pesada residem em cromossomos 
distintos. Em cada grupo, segmentos genéticos separados que codificam 
diferentes partes das regiões variáveis das cadeias leve e pesada podem 
ser unidos por eventos recombinantes sítio-específicos durante a dife- 
renciação das células B. Os grupos de genes codificadores da cadeia leve 
contêm um ou mais genes para a região constante (C), bem como con- 
juntos de segmentos genéticos para as regiões variável (V) e de ligação (J, 
joining). O grupo de genes codificadores da cadeia H contém um con- 
junto de genes C e um conjunto de genes V, além dos segmentos gené- 
ticos para diversidade (D) e J. Para formar uma molécula de anticorpo, 
um segmento genético V, é recombinado a outro segmento genético J,, 
formando um gene V codificador da cadeia leve. Do mesmo modo, um 
segmento genético V, é recombinado com segmentos genéticos D e Jy 
para produzir o gene V, codificador da cadeia pesada (Fig. 45.3). Cada 
um dos segmentos genéticos montados, então, é cotranscrito com a 
sequência da região constante apropriada para produzir uma molécula 
de mRNA codificadora da cadeia polipeptidica completa. Por meio da 
combinação diversificada de segmentos genéticos herdados que codifi- 
cam as regiões Vy e V, os vertebrados conseguem produzir milhares de 
cadeias leves e cadeias pesadas diferentes. Essas cadeias podem se asso- 
ciar e dar origem a milhões de moléculas de anticorpo distintas. 

O repertório basal de moléculas de anticorpo pode ser ainda mais 
expandido por meio da hipermutação somática, que parece ser ativada 
pela exposição ao antígeno. Dessa forma, o papel seletivo do antígeno 
diante de uma mutação somática parece conduzir a um ajuste fino da 
resposta imune e a uma diversidade virtualmente ilimitada de moléculas 
de anticorpo. Mutações somáticas pontuais em genes codificadores de 
Igs ocorrem nas células B (e não nas células germinativas) ao longo da 
vida de um animal ou de um indivíduo (Tonegawa, 1983). As hipermu- 
tações somáticas são em grande parte restritas aos genes da região variá- 
vel das cadeias H e L, bem como aos íntrons imediatamente adjacentes. 
Estima-se que ocorra aproximadamente uma mutação na região V da 
cadeia H ou da cadeia L em cada célula individual, a cada divisão celular. 
Isso não só amplia a diversidade de anticorpos como também provoca 
uma mudança da afinidade com que o anticorpo se liga ao respectivo 
ligante. As células B emergentes contam com a vantagem de se ligar mais 
avidamente aos antígenos, em contraste com as células B, que se ligam 
aos antígenos com menor avidez. À medida que a concentração de antí- 
genos diminui, as células B cujos receptores são mais ávidos passam a 
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corpos produzidos em resposta a um novo desafio apresentam maior 
afinidade do que os anticorpos produzidos na resposta inicial. Assim, 
esse processo de hipermutação somática pode fazer com que os indivi- 
duos já imunizados passem a apresentar anticorpos de alta afinidade e 
consideravelmente mais efetivos com base no peso. 

Todas as células B inicialmente produzem anticorpos IgM. Algumas 
dessas células mudam posteriormente e passam a produzir anticorpos 
de outras classes (isótipos: IgG, IgA etc.) que possuem o mesmo sítio de 
ligação antigênica (idiotipo) dos anticorpos IgM originais (exclusão alé- 
lica) (Tab. 45.2). Essa troca de classes combinada à exclusão alélica per- 
mite que os mesmos sítios de ligação antigênica (mesmas Vy e cadeia 
leve) sejam distribuídos entre anticorpos com muitas propriedades bio- 
lógicas distintas (funções efetoras secundárias) (Corcoran, 2005). 

Assim, o mecanismo de organização genética possibilita a monta- 
gem de moléculas de Ig com especificidades diversas. A diversidade 
dos anticorpos depende da presença de múltiplos segmentos genéti- 
cos, de seu arranjo em diferentes sequências, da combinação de dife- 
rentes cadeias leves e pesadas na montagem das moléculas de Ig e da 
ocorrência de mutações somáticas. 


Propriedades gerais das imunoglobulinas 


As várias classes de Igs humanas e suas propriedades (Spiegelberg, 
1974; Kolar, 2003) estão resumidas nas Tabelas 45.3 e 45.4. 


Imunoglobulina M 


Essa glicoproteína constitui a principal classe de anticorpos secreta- 
dos no sangue durante os estágios iniciais de uma resposta primária de 
anticorpos. Normalmente, a forma secretada da IgM é um pentâmero 
composto por 5 unidades de 4 cadeias, uma macroglobulina com taxa 
de sedimentação igual a 19S e peso molecular de 900 kDa. Todavia, 
nas doenças autoimunes humanas, como o lúpus eritematoso sistê- 
mico (SLE, systemic lupus erythematosus), a forma monomérica de 7S 
pode ser detectada em quantidades perceptíveis no soro. A deficiência 
seletiva de IgM é um distúrbio raro associado à ausência de IgM, mas 
os níveis das demais classes de Ig permanecem normais. A causa desse 
distúrbio é desconhecida. 

Como a IgM pentamérica possui ao todo 10 sítios de ligação antigê- 
nica, é mais eficaz que as moléculas de IgM monomérica 7S e de IgG, 
em termos de ligação cruzada com o antígeno e ativação do sistema 
complemento mediante ligação antigênica. Dessa forma, a alta eficá- 


Tabela 45.3 Propriedades físicas das imunoglobulinas humanas 


Designação da WHO IgM IgG 
Cadeias pesadas Mm Y 
Subclasses de cadeias pesadas Ly, H Vir Yor Yar Ya 
Cadeias leves K ou À K ou À 
Fórmula molecular IgM(x) (2u2x); IgG (x) 22x 
IgM(A) (Qu2A); IgG(A) 272 À 
Número de unidades de quatro cadeias por molécula 5 1 
Peso molecular da cadeia pesada (kDa) 70 50-60 
Peso molecular da cadeia leve (kDa) 23 23 
Coeficiente de sedimentação (Sp) 18,0-19,0 6,7-7,0 
Peso molecular (kDa) 900 143-160 
Mobilidade eletroforética y'-B' o! 
Conteúdo de carboidrato (%) 7-14 2,2-3,5 
Alótipos de cadeia pesada - Gm 
Alótipos de cadeia leve Km(x) Km(x) 
Valência para ligação antigênica 5(10) 2 
Número de domínios nas cadeias pesadas 5 4 


* Anteriormente designado marcador Inv. 


“O dimero presente nas secreções externas carrega o componente -S. 


Tabela 45.2 Resumo das variantes imunoglobulínicas 


Tipo de Distribuição Variante Localização Exemplos 
variação 
Isotípica Todas as variantes Classes Cy, IgM, IgE 
estão presentesno Subclasses C, IgA1, IgA2 
soro do indivíduo Tipos C, K, À 
normal Subtipos C, AOz*, AOZ 
Subgrupos Vi, Vi; Vicio Vite Vine Van 
Alotipica Formas alélicas Alótipos Principalmente, Grupo Gm (cadeia 
que não estão CC, y humana; p. ex., 
presentes em todos Ocasional- lgG1, Gim3, 
os indivíduos mente, V/V, G1m17) b, bs, bg, 
b, (cadeia leve 
de coelho) 
Idiotípica Individualidade Idiotipos — VeVi Determinante 


antigênica 
especifica para cada 
molécula de lg 


identificado por 
anticorpo 
específico para 
uma lg individual 


Fonte: modificado com permissão de Sell S: Immunology, Immunopathology, and Immunity, 
4th ed. New York, Elsevier, 1987. 


cia de ligação e ativação do complemento aliada ao aparecimento no 
início do curso da infecção fazem da IgM um agente poderoso para o 
combate às invasões microbianas. 

Cada pentâmero de IgM contém uma cópia de outra cadeia polipeptí- 


dica, denominada cadeia J (joining), cujo peso molecular vale 15 kDa. Esse 
polipeptídeo acessório é produzido por células secretoras de IgM. Trata- 
se de uma glicoproteína acídica com elevado conteúdo de resíduos de cis- 
teína que, em consequência, está conectada por ligações dissulfeto entre 
duas regiões Fc monoméricas de IgM adjacentes na extremidade carboxi- 
terminal. É provável que a oligomerização seja iniciada nesse sítio. 

A IgM também é a primeira classe de anticorpos a ser produzida 
pelas células B em desenvolvimento. As precursores imediatas das 
células B, denominadas células pré-B, produzem cadeias u, porém 
não sintetizam cadeias leves, que se acumulam dentro das células. As 
células pré-B passam a sintetizar cadeias leves apenas posteriormente, 


IgA IgD IgE 
a Ô € 
i; O - — 
K ou À KOUA K ou À 
IgA(k) (202K); IgD(x) 282x IgE(x) 2€3x 
IgA(A) (102A) IgD(A) 282A IgE(A) 2€2A 
IgA(k) (Q02k)S' 
IGAC) (202A),S 

1-3 1 1 

55 62 70 
23 pie 23 
6,6-14,0 6,9-7,0 7,9-8,0 

159-447 177-185 187-200 
yp Y Y 

7,9—9,0 12-13 11-12 
Am - - 
Km(k) Km(xk) Km(x) 

2,4 (? formas poliméricas) 2 

4 5 


Tabela 45.4 Propriedades das imunoglobulinas humanas 


IgM 
A. Fisiológicas 
Concentração sérica no adulto normal (mg/mL) 1,2-4,0 
Unidades internacionais/mL 69-322 
Porcentual de imunoglobulina total 13 
Distribuição intravascular (%) 4] 
Taxa sintética (mg/kg/dia) 22 
Taxa catabólica no soro (% ao dia ou meia-vida em dias) 10,6 (5-6) 
B. Biológicas 
Capacidade de aglutinação +4 
Capacidade de fixação do complemento pela via clássica +4 
Hipersensibilidade anafilática homóloga — 
Anafilaxia heteróloga em cobaia - 
Fixação a mastócitos e basófilos homólogos - 
Ligação citofilica a macrófagos — 
Transporte placentário para o feto - 
Atividade de ligação ao fator reumatoide = 
Presente em secreções externas + 


Outras propriedades características: 

IgM — Produzida no início da resposta imune; primeira 
defesa efetiva contra a bacteremia 

IgG — Combate microrganismos e suas toxinas 

nos líquidos extravasculares 

IgA — Defende as superfícies corporais externas 

IgD — Presente na superfície de linfócitos, em células 
imunocompetentes; é importante para a ativação e/ou 
imunorregulação das células B 


quando estas são combinadas às cadeias u para formar moléculas de 
IgM monoméricas. O componente constituído por duas cadeias pe as 
duas cadeias leves é inserido na membrana plasmática, na qual atua 
como receptor para antígenos. Nessa etapa, as células já se tornaram 
linfócitos B e são capazes de responder ao antígeno. 

Talvez por causa do seu tamanho grande, a IgM pentamérica secreta- 
da não é encontrada em concentrações significativas em nenhum espa- 
ço tecidual. Essa molécula fica confinada à circulação sanguínea e não 
atravessa a placenta. A IgM constitui o componente minoritário das Igs 
secretórias presentes nas superfícies mucosas e no leite materno. 

A IgM é filogeneticamente a mais primitiva das Igs, sendo que os 
genes mais variáveis da cadeia u parecem ter evoluído e se transforma- 
do em genes codificadores de cadeia pesada para outras classes de Igs. 
As Tabelas 45.3 e 45.4 mostram outras propriedades físicas e biológi- 
cas da IgM, bem como de outras classes de Igs. 


Imunoglobulina G 


A IgG é o isótipo de Ig mais estudado tanto no nível estrutural como 
no nível funcional (Burton, 1985). Os anticorpos dessa classe constituem 
as principais Igs existentes no sangue. São copiosamente produzidos 
durante as respostas imunes secundárias. A região Fc das moléculas de 
IgG liga-se a receptores específicos localizados nas células fagocíticas, 
como macrófagos e leucócitos polimorfonucleares, aumentando assim 
a eficiência com que tais células ingerem e destroem os microrganismos 
infecciosos que foram recobertos com anticorpos IgG em resposta à 
infecção. Esses receptores nos anticorpos ligados às células-alvo guiam 
os linfócitos natural killer (NK) para destruírem tais células, em um pro- 
cesso conhecido como citotoxicidade celular dependente de anticorpos 
(CCDA). A função da IgG mais bem conhecida é a ativação da cascata 
do complemento pela via clássica. A região Fc da IgG pode se ligar e ati- 
var O primeiro componente do sistema complemento, que desencadeia 
um ataque bioquímico para destruir os microrganismos. Ao menos duas 
moléculas de IgG são necessárias para ativar o complemento, em com- 
paração à molécula única de IgM com suas cinco regiões Fc. 

As moléculas de IgG são os únicos anticorpos transmitidos da mãe 
para o feto. As células da placenta que entram em contato com o san- 


IgG IgA IgD IgE 
8,0-16,0 0,4-2,2 0,03 17-450 ng/mL 
92-207 54-268 = <100 
80 6 1 0,002 
48 76 75 51 

35 24 0,4 0,003 
6 (18-23) 24 (5—6,5) 37 (2,8) 90 

+ +2 a = 

4 m = ” 

— — — +4 

+ ” = i 

+ — — +4 

+ t — - 

4 i = a 

ig e - ss 

+ +4 — +2 


gue materno possuem receptores para região Fc das moléculas de IgG 
e mediam a passagem desse anticorpo para o feto. Os anticorpos são 
primeiramente ingeridos em um processo endocítico mediado por 
receptor e, em seguida, transportados ao longo da célula e liberados 
por exocitose no sangue fetal. Outras classes de anticorpos não se 
ligam a esses receptores e, assim, não conseguem atravessar a placenta. 
A habilidade da IgG de transpor a barreira placentária proporciona a 
primeira linha de defesa contra a infecção durante as primeiras sema- 
nas de vida do bebê. Normalmente, o feto humano começa a receber 
quantidades significativas de IgG materna por via transplacentária 
em torno da 124 semana de gestação. A quantidade de IgG transferi- 
da para o feto aumenta de maneira gradual, até que, ao nascimento, 
o cordão umbilical contém uma concentração de IgG comparável à 
concentração desse anticorpo no soro materno. Exceto na presença de 
qualquer tipo de distúrbio imunológico, os níveis de IgG de um indi- 
víduo adulto são alcançados ao redor do 7º ano de vida e permanecem 
relativamente constantes a partir de então. 

Os anticorpos IgG apresentam um alto coeficiente de difusão, que 
possibilita uma difusão mais imediata dessas moléculas para o inte- 
rior dos espaços corporais extravasculares, em comparação à difusão 
das demais classes de Ig. Nesses espaços, a IgG é a Ig predominan- 
te e tem como função neutralizar as toxinas bacterianas, além de se 
ligar aos microrganismos para intensificar sua fagocitose. Além disso, 
somente a IgG é capaz de recobrir as células-alvo (p. ex., células tumo- 
rais) e sensibilizá-las para a destruição via CCDA. As células NK que 
executam a CCDA também possuem receptores para Fc de IgG. 

Existem quatro subclasses de IgG humana (1-4). Elas refletem a 
existência de quatro cadeias H antigenicamente distintas (y1-y4) que, 
embora semelhantes, diferem em termos de sequência de aminoácidos 
e propriedades gerais. Por exemplo, a IgG1 é a subclasse dominante 
em indivíduos adultos. A IgG3 é a molécula de ligação ao comple- 
mento mais efetiva, seguida da IgG1 e da IgG2. A IgG4 na maioria das 
vezes falha completamente em se ligar ao complemento pela via clás- 
sica. Todas as subclasses de IgG, exceto a IgG2, são comprovadamente 
capazes de atravessar a placenta. Um resumo das propriedades físicas 
e biológicas da IgG é fornecido nas Tabelas 45.3 e 45.4, enquanto a 
Tabela 45.5 lista as propriedades das subclasses. 
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IgGl 
A. Fisiológicas 
Porcentual de distribuição da 66+8 
IgG sérica normal total 
Taxa sintética no soro (mg/kg/dia) 25 
Fração da taxa catabólica (% ao dia) 8 
(meia-vida em dias) (23) 
Proporção K/A 1,4-2,4 
Marcadores alotípicos (tipos Gm) a, z, f, x 


B. Biológicas 

Capacidade de fixação do +2 
complemento pela via clássica 
Capacidade de ligação à pele + 
heteróloga 

Transporte placentário para o feto + 
Receptor de macrófago + 
Reação com proteína A + 
Atividades de anticorpo dominante: 
Antitoxoide tetânico +2 
Antitoxoide diftérico +2 
Antitireoglobulina +2 
Anti-DNA +2 
Anti-Rh +2 
Anti-fator VIII - 
Antidextrana - 
Antilevano - 
Antiácido teicoico - 
Número de pontes dissulfeto 2 
intercadeias pesadas na região 

da dobradiça 


Posição das pontes dissulfeto de N214 
cadeias leve-pesada na cadeia pesada 





Receptor 
de IgA 


extracelular 


Tabela 45.5 Propriedades dos subgrupos de imunoglobulina G humana 


IgG2 IgG3 IgG4 


2370 7,33,8 42726 


? 3,4 ? 

6,9 16,8 6,9 

(23) (7) (23) 

1,0-1,1 1,1-1,3 5,0-7,0 

n bo, bi, bz ? 
g, St, etc. 

+ +3 - 

a + + 

Ez + + 
$ = 

+ - + 

+ + + 

+ + + 

+ + t 

+2 + é 

= = $ 
= + 

i E é 

se = 
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N131 N131 N131 


Vacuolo endocitico 


Célula epitelial 





Imunoglobulina A 


Os anticorpos dessa classe constituem a principal classe de anti- 
corpos presentes nas secreções (leite, saliva, lágrimas e secreções 
dos tratos respiratório e intestinal). São encontrados sob a forma 
de monômero com quatro cadeias (como a IgG) ou como dímeros 
compostos por duas dessas unidades monoméricas. As moléculas de 
IgA presentes nas secreções são diméricas e estão associadas a uma 
única cadeia J, que é semelhante à cadeia associada à IgM pentamé- 
rica, e também a uma cadeia glicopeptídica chamada componente 
secretor (CS), de 70 kDa. Os dímeros de IgA captam o CS na super- 
fície das células epiteliais que revestem o intestino, os brônquios ou 
os ductos lactíferos, salivares ou lacrimais. O CS é sintetizado pelas 
células epiteliais e inicialmente exposto na superfície não luminal 
(externa) dessas células, em que atua como receptor para ligação da 
IgA dimérica. Os complexos IgA dimérica-receptor resultantes são 
ingeridos por endocitose mediada pelo receptor e transferidos ao 
longo do citoplasma da célula epitelial no interior de uma vesícula 
membranosa. Esta se funde à membrana plasmática na lateral lumi- 
nal da célula epitelial. A porção extramembrana do receptor de IgA, 
então, é enzimaticamente clivada e liberada no lúmen, como parte 
da molécula de IgA secretora ([Q,L2],-Ja). A região aminotermi- 
nal do receptor do dímero de IgA que permanece fixa ao dímero de 
IgA constitui o CS (Fig. 45.4). Portanto, a molécula dimérica de IgA 
secretora integralmente montada constitui o produto sintético de 
dois tipos celulares distintos — plasmócitos e células epiteliais. Além 
desse papel de transporte, o CS também protege as moléculas dimé- 
ricas de IgA contra a digestão por enzimas proteolíticas presentes 
nas secreções. 

Nos seres humanos, é possível classificar os anticorpos IgA em 
duas subclasses — IgAl e IgA2 —, com base nas diferenças de estrutu- 
ra antigênica e variação do arranjo das pontes dissulfeto intercadeias. 
Enquanto a IgA2 é um componente minoritário da IgA sérica, essa 
subclasse é a forma dominante nas secreções. Além disso, os níveis 
de IgA secretora atingem os níveis observados em indivíduos adul- 
tos antes da IgA sérica. O sistema da IgA no trato intestinal humano, 
por exemplo, pode estar totalmente desenvolvido aos 2 anos de idade, 
enquanto os níveis de IgA sérica normalmente atingem os níveis 
observados em adultos somente após os 12 anos. 


Figura 45.4 Mecanismo pelo qual o componente 
secretor medeia o transporte de uma molécula 

de IgA dimérica através da célula epitelial. O 
complexo inteiro é transportado a partir do 
líquido extracelular para dentro do lúmen do tubo 
epitelial. O componente secretor é sintetizado 
pela célula epitelial sob a forma de glicoproteina 
transmembrana, e atua na superfície basolateral da 
célula como receptor para ligação do dímero de 
IgA. O complexo receptor-lgA, contido em uma 
vesícula endocítica, entra na célula e a atravessa. 
A vesícula é exocitada na superfície apical. A 
clivagem do receptor solta o dímero de IgA e 

este é liberado na superfície externa (lateral do 
lumen). À porção do receptor que continua presa 
ao dímero de IgA é chamada componente secretor. 
as Esse mecanismo de transporte é responsável 
exocrinas | pela deposição da IgA nas diversas secreções 
exócrinas (p. ex., saliva, leite, bile, lágrimas e 
suor), bem como na camada mucosa que protege 
o revestimento interno das vias nasofaríngeas, 
intestinais e do trato geniturinário. 


Secreções 


Componente 
secretor 


Por ser encontrada próximo às membranas externas, a IgA secretora 
constitui a primeira linha de defesa contra microrganismos existentes 
no meio ambiente externo. Foi postulado que a IgA inibe a aderência de 
microrganismos à superfície das células das mucosas, prevenindo sua 
entrada nos tecidos corporais. Nesse sentido, uma importante proprie- 
dade da IgA secretora é sua multivalência, que está associada à intensa 
avidez da ligação aos antígenos. Essa propriedade pode ser especialmen- 
te relevante na neutralização dos vírus. A atividade antiviral dos anticor- 
pos IgA foi demonstrada em indivíduos que receberam vacinas contra 
a poliomielite. A IgA secretora também pode se combinar a certos anti- 
genos alimentares, impedindo a sua absorção pela corrente sanguínea 
e, assim, reduzindo a incidência de reações alérgicas. Exemplificando, 
as imunodeficiéncias de IgA podem conduzir a um aumento dos níveis 
e da incidência de anticorpos humorais dirigidos contra antígenos deri- 
vados de alimentos e organismos intestinais. 

A IgA possui as seguintes propriedades efetivas: capacidade de fixar 
o complemento através da via alternativa; atuar como opsonina para 
fagocitose ao se ligar a receptores de Fc específicos em macrófagos; e 
capacidade de induzir a degranulação de eosinófilos mediada por recep- 
tores específicos, que têm implicado a IgA nas respostas antiparasitárias. 
As Tabelas 45.3 e 45.4 listam as propriedades físicas e biológicas da IgA. 


Imunoglobulina D 


Embora seja um componente minoritário do soro, a IgD é uma das 
principais Igs de membrana encontradas na superfície de uma alta pro- 
porção de linfócitos B, especialmente em recém-nascidos. No curso de 
sua diferenciação, as células B sintetizam e expressam moléculas de IgD, 
bem como moléculas de IgM. Apesar de essa expressão aparentemente 
ser oposta à regra “uma célula e uma Ig”, os sítios de ligação antigênica 
(idiotipo) e as cadeias leves desses dois tipos de moléculas são idênticos. 
A única diferença está nas regiões Cy. A IgD ligada à membrana pode 
atuar como um dos receptores por meio dos quais a célula B se liga aos 
antígenos e é estimulada a proliferar clonalmente. Existem evidências 
sugerindo que as células B portadoras de IgM podem responder a certos 
antígenos T-independentes e que a aquisição de IgD é necessária para 
as células B (portadoras de IgM e IgD) responderem às células T, cuja 
ajuda é essencial à responsividade aos antígenos T-dependentes. 

Além disso, se as moléculas de IgD forem seletivamente removidas 
das células B portadoras de IgM e de IgD — aproveitando a vantagem 
da maior sensibilidade da cadeia 6 à ação da papaína -, tais células se 
tornam suscetíveis ao desenvolvimento de tolerância. O papel exato 
da IgD de superfície em uma resposta imune permanece desconheci- 
do, contudo, em geral persiste um ponto de vista de que essa molécula 
liga, desliga ou modula (controla) os processos de divisão e diferen- 
ciação da célula B. 

A IgD usualmente é detectada no soro aos 6 meses de idade, e sua con- 
centração se mantém sempre muito baixa por toda a vida do indivíduo. 
Nos estados patológicos, todavia, a concentração de IgD pode variar 
consideravelmente. Nas infecções crônicas, os níveis séricos de IgD 
aumentam, assim como os níveis das demais Igs. Até o momento, não 
foi estabelecida nenhuma associação entre o aumento específico de IgD 
e uma doença em particular. Pacientes alérgicos e aqueles com doença 
autoimune não apresentam concentração anormal de IgD. Esse anticor- 
po usualmente está ausente em indivíduos com hipogamaglobulinemia. 

Até o presente, ainda não foi atribuído nenhum papel biológico 
específico à IgD como anticorpo humoral. Sua atividade contra nume- 
rosos antígenos foi demonstrada ocasionalmente. A IgD de superfície, 
que possui proteínas semelhantes àquelas da IgM de superfície, é um 
marcador de células B maduras, e seu papel como receptor em geral é 
reconhecido, embora a natureza e a finalidade do sinal que transmite 
permaneçam controversos (Carsetti, 1993; Roes, 1993). A IgD não liga 
complemento, não cruza a placenta e não se liga às células via região 
Fc. Sua forma secretada, assim como a forma secretora das demais Igs, 
não possui o peptídeo transmembrana carboxiterminal responsável 
pela ancoragem na superfície da célula B. As Tabelas 45.3 e 45.4 listam 
propriedades extras da IgD. 


Imunoglobulina E 


Das várias classes de Igs, a IgE é a que está presente em menor con- 
centração no soro (Tab. 45.4). Essa Ig tem a capacidade de se fixar à 


pele humana (anticorpo homocitotrófico) e iniciar aspectos da reação 
alérgica (anticorpo reagínico). A atividade biológica da IgE é atribuída 
a sua propriedade de ligar-se via região Fc aos basófilos e a seus equi- 
valentes teciduais, os mastócitos. A IgE também pode ser importante 
para a resposta imune humoral na doença parasitária, pois frequen- 
temente é encontrada em níveis elevados no soro de pacientes com 
infecção helmíntica. A IgE pode atuar propiciando a entrada de células 
brancas sanguíneas (CBS), anticorpos e componentes do complemen- 
to nos sítios de inflamação, levando a uma reação de hipersensibilida- 
de imediata. Os anticorpos IgE exemplificam notavelmente a natureza 
bifuncional das moléculas de anticorpo. À porção Fc da molécula se 
liga às células-alvo, enquanto a porção Fab se liga aos alérgenos (ver 
no Cap. 54 a descrição do papel da IgE nas doenças alérgicas e ensaios 
correlatos). 

Assim como a IgA, a IgE é produzida principalmente nos revestimen- 
tos dos tratos respiratório e intestinal, sendo parte integrante do sistema 
secretor de anticorpos externo. Uma deficiência de IgE foi associada de 
maneira inconsistente à deficiência de IgA em indivíduos com compro- 
metimento imunológico que apresentavam uma indevida suscetibili- 
dade a infecções. A IgE não atravessa a placenta e os complexos IgE- 
antígeno não fixam complemento pela via clássica (Tab. 45.4). 


Resumo 


Nos seres humanos, existem cinco classes diferentes de anticorpos 
(IgM, IgG, IgA, IgD e IgE), quatro subclasses de IgG (IgG1, IgG2, 
IgG3 e IgG4) e duas subclasses de IgA (IgA1 e IgA2). Cada um desses 
isótipos de anticorpo possui uma cadeia H distinta (4, Y, O, 5, €, Yp Y» 
Ya» Yg € Qp O, respectivamente). As cadeias H contêm a região Fc do 
anticorpo, que determina quais proteínas se ligarão ao anticorpo e, 
portanto, quais são as propriedades biológicas da classe e da subclas- 
se. Qualquer tipo de cadeia L (K ou À) pode ser associado a qualquer 
classe de cadeia H. 

As diferenças estruturais existentes entre as cinco classes de Igs cor- 
respondem às diferenças funcionais existentes entre seus sítios de pro- 
dução e ação, níveis relativos de produção nas respostas imunes pri- 
mária e secundária, e papéis que exercem como efetores fisiológicos. 
Por exemplo, a IgG é prevalente tanto no sangue como nos líquidos 
teciduais, enquanto a IgM permanece confinada principalmente no 
sangue, e a IgA secretora é encontrada sobretudo nas superfícies epi- 
teliais. A IgD e a IgE estão principalmente ligadas às células: a IgD se 
liga às células B, enquanto a IgE se liga aos basófilos e mastócitos. 


Importância clínica das imunoglobulinas 


As Igs exercem papéis importantes na patogênese, diagnóstico, pre- 
venção e tratamento das doenças. 


Patogênese da doença 


A hiperimunoglobulinemia monoclonal constitui um aspec- 
to proeminente do mieloma múltiplo e da macroglobulinemia de 
Waldenstrôm. Anticorpos que atacam antígenos nativos podem cau- 
sar doenças autoimunes, como discutido nos Capítulos 50 e 52. À 
hipo- ou agamaglobulinemia muitas vezes é a principal característica 
de alguns distúrbios imunodeficitários (ver Cap. 49). A hipergama- 
globulinemia policlonal pode resultar de uma inflamação crônica ou 
de outros distúrbios, como cirrose hepática decorrente do excesso de 
estimulação de células pan-B. 


Hiperimunoglobulinemia 
Níveis séricos de imunoglobulina 

Uma interpretação válida dos níveis séricos de Igs requer o reco- 
nhecimento das variações biológicas existentes no decorrer da vida de 
um indivíduo. De todas essas variáveis, as mais importantes são idade, 
sexo e raça. Em recém-nascidos, os níveis de Igs circulantes são bem 
mais baixos do que aqueles observados em outras idades, uma vez 
que essencialmente todas as Igs detectadas nessa fase da vida foram 
transferidas de forma passiva da mãe para o feto ainda no útero. Os 
níveis de Igs aumentam durante a infância e atingem concentrações 
mais estáveis no indivíduo adulto maduro. A faixa normal das con- 
centrações de IgG, IgA e IgM em qualquer idade pode apresentar uma 
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valos de referência. Um estudo bastante amplo das concentrações de 
Ig em uma população do norte da Nova Inglaterra (99% caucasianos), 
em que 115.017 amostras de soro foram analisadas, demonstrou a 
esperada elevação dos níveis de IgA desde a infância, seguida da esta- 
bilização um pouco maior após a adolescência e de um novo aumento 
mais discreto em indivíduos mais velhos, bem como os níveis pratica- 
mente estáveis de IgG e uma leve redução dos níveis de IgM (Ritchie, 
1998). Homens e mulheres diferiram pouco quanto aos níveis médios 
de IgA e IgG, embora os homens tenham exibido níveis de IgM meno- 
res em todas as faixas etárias, exceto aqueles bastante jovens. Esse 
estudo poderia ser considerado definitivo no que se refere à idade e ao 
sexo em termos de número absoluto de indivíduos, embora a popula- 
ção não apresentasse diversidade racial. 

Um grupo menor (contudo ainda razoavelmente grande) de indi- 
víduos sadios e brancos (n = 3.213) oriundos de uma única comu- 
nidade (Tecumseh, MI) demonstrou que as concentrações médias 
de IgG e IgA aumentaram com a idade e diferiram de maneira dis- 
creta, porém significativa, entre os sexos. As mulheres apresentaram 
níveis séricos mais altos de IgG e níveis mais baixos de IgA. Embora 
as diferenças associadas ao sexo em termos de IgG e IgA tenham sido 
estatisticamente significativas, seu significado biológico não era apa- 
rente. Nesses indivíduos, os níveis de IgM permaneceram relativa- 
mente constantes nas diferentes faixas etárias. Todavia, as mulheres 
apresentaram níveis médios de IgM mais altos (1,06 mg/mL) do que 
os homens (0,77 mg/mL) (Cassidy, 1974). 

Vários estudos relataram que os níveis de Igs são mais altos em indi- 
víduos com pele pigmentada. Um estudo conduzido em uma popula- 
ção sadia birracial em Evans County, no estado americano da Georgia, 
demonstrou que os negros apresentavam níveis mais altos de três Igs 
principais (IgM, IgG e IgA), em comparação aos brancos (Lichtman, 
1967). A diferença mais proeminente foi constatada nos níveis de IgG. 
Nesse estudo, não foram observadas diferenças urbano-rurais associa- 
das aos níveis de Igs. Em Rochester, Nova York, indivíduos brancos 
apresentaram níveis séricos de IgM e IgG similares àqueles detectados 
nos habitantes da zona rural da Georgia, também brancos. Um estu- 
do trirracial realizado em Durban, Natal, África do Sul, constatou que 
homens adultos bantu apresentaram níveis séricos significativamen- 
te mais altos de IgM (32% a mais), IgG (40% a mais) e IgA (32% a 
mais) quando comparados aos homens adultos brancos que viviam na 
mesma comunidade, tinham a mesma idade e o mesmo grupo sanguí- 
neo ABO. Indivíduos adultos asiáticos saudáveis, do sexo masculino, 
apresentaram cerca de 20% mais IgG, 23% mais IgA e 7% mais IgM do 
que indivíduos adultos brancos compatíveis. Outro estudo realizado na 
área metropolitana de Washington, DC, revelou que a população negra 
apresenta níveis significativamente mais altos de IgG do que a popula- 
ção branca, porém, negros e brancos apresentam níveis similares de IgA 
e IgM (Tollerud, 1995). Os grupos controle utilizados nesses estudos 
foram pareados de acordo com a idade, sexo e raça, bem como em rela- 
ção a diversos fatores ambientais. Elevações dos níveis de Y-globulinas 
com frequência foram notadas primeiramente após a realização de 
eletroforese de proteínas séricas, quantificação de proteínas totais ou 
determinação das frações de albumina e y-globulinas. 

Os aumentos de Igs são referidos como mono ou policlonais. As Igs 
monoclonais provenientes de qualquer indivíduo são estruturalmente 
idênticas e acredita-se que resultem da expansão clonal de uma única 
célula linfoide produtora de Igs. Portanto, essas Igs monoclonais são 
todas específicas para um antígeno em particular. As Igs policlonais 
de um mesmo indivíduo são estruturalmente distintas entre si no que 
se refere a um ou mais aspectos importantes — classe (como IgG, IgA 
ou IgM policlonais), cadeia leve ou especificidade antigênica. As Igs 
policlonais surgem a partir da expansão de várias ou muitas células 
linfoides diferentes, todas produtoras de Igs. 


Imunoglobulinas policlonais 

Os aumentos policlonais de Igs foram associados a diversos estados 
patológicos (Tab. 45.6) (Cushman, 1973; Buckley, 1977). A eletrofo- 
rese de proteínas séricas muitas vezes é suficiente para estabelecer essa 
condição. A realização de imunoeletroforese, imunofixação e deter- 
minação de Igs individuais ou de cadeias leves de Igs pode ser útil para 
fins de confirmação de uma distribuição policlonal ou da concentra- 


ção aumentada de uma ou mais classes de Igs. Elevações dos níveis 
séricos de Igs podem resultar da diminuição do catabolismo ou do 
aumento da síntese. Os mecanismos de controle desses eventos ainda 
são pouco compreendidos. As implicações dos níveis elevados de Igs 
são desconhecidas. A maior parte dessas proteínas aparentemente não 
é dirigida contra um único determinante antigênico definível e espe- 
cífico nem contra um conjunto de determinantes antigênicos espe- 
cíficos. Também é preciso notar que a maioria dos autoanticorpos é 
policlonal e não monoclonal. Em geral, considera-se que as elevações 
policlonais persistentes dos níveis de y-globulinas estão relacionadas à 
estimulação antigênica de natureza crônica ou a uma perda da regu- 


lação da Ig. 


Imunoglobulinas monoclonais 


As Igs monoclonais ou fragmentos de Igs foram associados a diver- 
sas condições patológicas (Tab. 45.7) (Wells, 1974; Benbassat, 1976; 
Atkinson, 1977; Schaefer, 1978; Kelly, 1985). Essas Igs também são 
referidas como Igs de heterogeneidade restrita. 


Tabela 45.6 Hiperimunoglobulinemias policlonais: alguns estados 
patológicos associados 
Condição Classes de imunoglobulina 


Imunodeficiências 


Hiperimunoglobulina E e infecções recorrentes IgE 
Síndrome de Wiskott-Aldrich IgA, IgE 
“Disgamaglobulinemia de tipo |” IgM 
Hiperimunoglobulina A e infecções recorrentes IgA 


Sindrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) 
Infecções 

Infecções congênitas (sífilis, toxoplasmose, 
rubéola, citomegalovírus) 

Mononucleose infecciosa 

Tripanossomiase 

Parasitismo intestinal 

Diversas infecções helminticas 

Larva migrans visceral 

Doença granulomatosa crônica da infância 
Lepra 


Todas as classes 


IgM 


IgM ou todas 
IgM ou todas 
Todas as classes 
IgE 

Todas as classes 
Todas as classes 
Todas as classes 


Todas as classes, com 
preferência pela IgG 


Infecções crônicas em geral 


Doenças hepáticas 

Hepatite crônica ativa Predominância de IgG 
Hepatite aguda Predominância de IgG 
Cirrose biliar Predominância de IgM 


Hepatite lupoide 

Distúrbios pulmonares 

Sindrome da hipersensibilidade pulmonar 
Sarcoidose 

Beriliose 

Doenças “autoimunes” 

Lúpus eritematoso sistêmico 

Artrite reumatoide 

Numerosos estados “autoimunes”, como tireoidite 
Escleroderma 

Doença da aglutinina fria 

Púrpura anafilactoide 

Diversos 

Síndrome de Down 

Amiloidose 

Vício em narcóticos 

Doença tubular renal 


Todas as classes 


Todas as classes 
Todas as classes 
Todas as classes 


Todas as classes 
IgA ou todas 
Todas as classes 
Todas as classes 
IgM 

IgA 


Todas as classes 
Todas as classes 
IgM 


Todas as classes 


Em estudos realizados em população não selecionada, estima-se 
que a incidência das Igs monoclonais (componentes M) seja de 0,9% 
(Bachman, 1965; Axelsson, 1968; Cohen, 1985). Obviamente, um por- 
centual bem mais alto de resultados positivos é encontrado em laborató- 
rios clínicos, nos quais os soros a serem testados são previamente esco- 
lhidos. O mieloma múltiplo, a macroglobulinemia de Waldenstrôm e 
os neoplasmas de células B são algumas das doenças associadas a níveis 
elevados de Igs monoclonais. Antigamente, acreditava-se que as gamo- 
patias monoclonais eram de ocorrência rara em casos de leucemia linfo- 
cítica crônica ou linfoma linfocítico bem diferenciado. Atualmente, por 
meio da combinação de eletroforese de alta resolução e imunofixação, 
já foi demonstrado que a maioria das amostras obtidas desses pacientes 
apresenta gamopatia monoclonal (Keren, 1988). As gamopatias mono- 
clonais também foram demonstradas em pacientes com linfoma de 
Burkitt e leucemia linfocítica aguda de células B. 

Embora as especificidades de combinação antigênica das gamopa- 
tias monoclonais em geral sejam desconhecidas, sabe-se que algumas 
resultam em neuropatias paraproteinêmicas. Essa síndrome clínica 
geralmente resulta da interação de uma paraproteína IgM com uma gli- 
coproteina associada à mielina (MAG, myelin-associated glycoprotein), 
gangliosídeos (p. ex., GM, na neuropatia motora; GD» na neuropatia 
sensorial) ou outros glicoesfingolipídeos (Ropper, 1998). 

O termo “gamopatia monoclonal de importância indeterminada” 
(MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined significance) foi elei- 
to por Kyle para classificar os indivíduos nos quais era demonstrada a 
presença de um componente monoclonal no soro concomitantemente 
à falta de outros achados essenciais ao diagnóstico de uma condição 
maligna (Kyle, 1982). Até 3% dos indivíduos com mais de 70 anos 
idade apresenta MGUS (Kyle, 2003). Indivíduos com MGUS podem 
ter na medula óssea até 10% do total de plasmócitos. Esse porcentual 
é consideravelmente inferior aos níveis detectados na plasmacitose de 
medula óssea associada ao mieloma múltiplo. Cerca de 20% dos indi- 
víduos com MGUS irão desenvolver um distúrbio linfoproliferativo 
de células B maligno, mais comumente um mieloma múltiplo, em um 
período de 10 anos. Alguns dos outros casos evoluem para leucemia 
linfocítica crônica, amiloidose, linfoma linfocítico bem diferenciado 
e outras doenças proliferativas de células B. Indivíduos com MGUS 
apresentam níveis de componente M que variam de 300 mg/dL a mais 
de 3.000 mg/dL e usualmente não eliminam a proteína de Bence Jones 
na urina. Recomenda-se que tais pacientes sejam monitorados com 
eletroforese de proteínas séricas a cada 6 a 12 meses, a fim de determi- 
nar se o processo está avançando ou regredindo. 

O risco de progressão da MGUS é de aproximadamente 1% ao ano, 
mesmo após 25 anos de condição estável (Kyle, 2003). Um estudo de 
seguimento de MGUS realizado na Nova Zelândia, que durou 31 anos, 
mostrou a progressão para malignidade hematológica em 64% dos 11 
pacientes originalmente detectados em uma triagem de 2.192 indivídu- 
os conduzida em uma cidade do país, no ano de 1967 (Colls, 1999). 

Um aspecto especial a ser considerado são os casos de MGUS 
observados em pacientes submetidos ao transplante de órgãos e tra- 
tados com fármacos imunossupressores, que alteram funções dos 
linfócitos T, como a modulação da responsividade da célula B. Essas 
gamopatias monoclonais são temporárias em até 75% dos casos 
(Radl, 1985). Podem ocorrer como formas mono ou oligoclonais 
(Stanko, 1989), bem como coincidir com infecções por citomegalo- 
vírus ou vírus Epstein-Barr (Drouet, 1999). A progressão da condi- 
ção provavelmente é estimulada por níveis circulantes elevados de 
interleucina-6 (Nickerson, 1994). 


Crioglobulinas 

As Igs que precipitam sob condições de armazenamento refrigera- 
do (4°C) são denominadas crioglobulinas. As crioglobulinas de tipo 
I consistem de uma Ig monoclonal única que precipita no frio sem se 
ligar a outras proteinas. Esse tipo de molécula é tipicamente uma IgM 
encontrada na macroglobulinemia de Waldenstrôm e produz uma 
síndrome de hiperviscosidade decorrente da consistência espessa do 
sangue circulante, a qual pode ser exacerbada pela temperatura de um 
ambiente frio onde o paciente eventualmente possa estar. 

As crioglobulinas de tipo II são nitidamente diferentes das crioglobu- 
linas de tipo I. No tipo II, a anomalia é um autoanticorpo monoclonal 
da classe IgM que ataca a região Fc da IgG policlonal normal (Cacoub, 


Tabela 45.7 Condições selecionadas associadas a imunoglobulinas 
monoclonais 


Mieloma múltiplo 

Macroglobulinemia de Waldenstrôm 

Leucemia linfocítica crônica 

Outras leucemias 

Linfomas 

Gamopatia monoclonal “benigna” 

Sindrome do vazamento capilar sistêmico 

Amiloidose 

Doença hepática crônica, como hepatite crônica e cirrose biliar primária 
Doenças autoimunes, incluindo artrite reumatoide, lúpus eritematoso sistêmico, 
tireoidite, anemia perniciosa, poliarterite nodosa, síndrome de Sjógren 
Doença de Gaucher 

Malignidades diversas 

Esferocitose hereditária 

Infecção por HIV, incluindo a AIDS 


2002). Esse autoanticorpo equivale ao fator reumatoide, sendo ainda 
referido como crioglobulina mista que contém IgM e IgG. Por motivos 
desconhecidos, é comumente encontrado na artrite reumatoide e tam- 
bém na hepatite C crônica viral. A presença de IgM anti-IgG leva à for- 
mação de imunocomplexos circulantes (ICCs) com a IgG normalmente 
presente no sangue. Os ICCs, então, se depositam em pequenos vasos 
sanguíneos causando vasculite, glomerulonefrite, artrite etc. 

As crioglobulinas de tipo III foram descritas como uma variante do tipo 
II, em que o autoanticorpo IgM dirigido contra a IgG é policlonal. O tipo 
III pode ser encontrado em infecções crônicas e estados inflamatórios. No 
passado, grande parte desses casos pode ter sido confundida com o tipo 
II, pois eram adotadas metodologias que não permitiam a realização de 
uma tipagem sensível das cadeias leves em uma banda minoritária de IgM 
na presença de quantidades significativas de IgG, dada a possibilidade de 


ambos os tipos de cadeia leve aparecerem no crioprecipitado. 


Diagnóstico da doença 


A avaliação laboratorial dos níveis e funções das Igs pode ser útil 
ao diagnóstico e à supervisão das doenças. O uso de testes de fixação 
de complemento, ensaios de hemaglutinação e outras técnicas imu- 
nológicas permite detectar aumentos/alterações de título de anticor- 
pos dirigidos contra antígenos específicos, como aqueles presentes em 
microrganismos. 

As solicitações de exame sorológico para detecção da presença de pro- 
teínas monoclonais usualmente são feitas por um médico, que reconhece 
no paciente os sintomas e sinais clínicos do distúrbio, ou em decorrência 
do resultado de um exame laboratorial de eletroforese de proteínas séri- 
cas sugestivo da presença de uma proteína monoclonal. Com frequência, 
o médico passa a suspeitar de uma discrasia de plasmócitos ao se deparar 
com achados de anemia (que envolvem uma ou mais citopenias), níveis 
elevados de proteínas séricas totais (com elevação da globulinas) e pro- 
teinúria. Outros achados incluem hiperuricemia, hipercalcemia, fosfata- 
se alcalina elevada, dor óssea ou lesões ósseas líticas ao exame de raio X. 
Se de fato um componente M for detectado na eletroforese de proteínas 
séricas, a quantificação de Igs por imunodifusão radial, nefelometria ou 
outra técnica conveniente é capaz de identificar a Ig específica envolvi- 
da, caso tenha havido aumento dos níveis de apenas uma das três classes 
principais de Ig. Obviamente, esse achado não determina a cadeia leve de 
uma Ig monoclonal nem detecta mielomas de cadeia leve. As gamopatias 
biclonais podem causar confusão. 

A quantificação de Igs é útil para o monitoramento do curso e tra- 
tamento da doença, podendo ter utilidade na distinção das condições 
benigna e maligna. Níveis de IgG monoclonal de 2 g/100 mL ou níveis 
de IgA > 1 g/100 mL (Isobe, 1971) sugerem a existência de uma con- 
dição maligna. Em diversas imunocitopatias malignas, a concentra- 
ção de Igs não monoclonais é reduzida. Assim, a deficiência de Igs 
policlonais é sugestiva de malignidade. Paradoxalmente, o paciente 
com imunocitopatia maligna é imunodeficiente, mesmo que possua 
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clone de células linfoides precariamente controlado. 


Imunoeletroforese 


A imunoeletroforese (IE) e a imunofixação eletroforética (IFE) são 
técnicas úteis para a detecção de proteínas monoclonais específicas. 
Assim, a IE pode ser diagnóstica no caso de pacientes que apresentam 
sinais e sintomas suspeitos ou especialmente achados hematológicos no 
sangue periférico, na medula óssea ou nos linfonodos. Se a eletroforese 
de proteínas séricas precede ou não a IE ou a IFE é uma questão que 
depende da relativa disponibilidade dessas técnicas, bem como do grau 
de sofisticação de cada uma no laboratório. Por exemplo, a eletroforese 
de proteínas séricas em gel de agarose detecta a maioria dos componen- 
tes M. Contudo, a eletroforese em papel ou acetato de celulose não é 
tão sensível. Outra forma de selecionar soro para IE ou IFE consiste em 
revisar as determinações feitas por eletroforese de proteínas séricas. 

Em uma abordagem alternativa sugerida por Keren et al. (1988), os 
valores séricos e a proporção k/A são determinados de forma conjunta 
por eletroforese de alta resolução. A imunofixação sérica é realizada 
quando a eletroforese indica a ausência de qualquer anormalida- 
de, hipergamaglobulinemia policlonal ou hipogamaglobulinemia, e 
a proporção K/À está fora dos limites de referência. A imunofixação 
sérica também é recomendada nos casos em que essa proporção é 
“normal”, porém, é encontrada uma banda incomum na eletroforese. 

A TE é um procedimento sensível e relativamente simples, utilizado 
para detectar componentes M e componentes de suas cadeias pesada e 
leve. A TE possibilita a semiquantificação da concentração de Igs. O soro 
dos pacientes pode ser comparado ao soro “normal” ou a um grupo 
“normal”. Exemplificando, a partir de uma amostra de 100 a 200 mL 
de sangue obtidos de indivíduos sadios, alíquotas de 1 mL são subme- 
tidas ao congelamento rápido com gelo seco e acetona, e armazenadas 
a —70°C. O soro controle não utilizado não é congelado novamente, 
sendo descartado após um período de retenção de 3 dias a 4 °C. 

Os tipos de antissoro recomendados são: antissoro humano total; 
anti-IgG (cadeias y); anti-IgM (u); anti-IgA (œ), anti-x e anti-A (Fig. 
45.5). É importante ter em mente que nem todos os antissoros são 
parecidos em termos de força e especificidade, e é possível que o com- 
ponente M não seja detectado com um dos antissoros, ainda que seja 
identificado com um segundo soro. Assim, cada lote de antissoro deve 
ser comparado quanto ao título utilizando técnicas como difusão em 
gel contra o soro controle, ou especificidade contra um soro humano 
total por meio de IE. A interpretação de um resultado de IE pode reque- 
rer um grau considerável de experiência, contudo, em geral consiste na 
busca de uma ruptura de uma linha normalmente suave — ou seja, de 
um encurvamento, espessamento ou alteração da mobilidade. A Figura 
45.5 mostra exemplos de IE. Embora seja uma técnica útil, a IE também 
apresenta limitações. É capaz de identificar a presença das cadeias pesa- 
da e leve, mas não garante que a molécula de Ig identificada seja com- 
posta de fato por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves. 

É igualmente possível (embora pouco comum) que as Igs estejam pre- 
sentes em quantidades inferiores aos níveis de detecção do sistema utili- 
zado. O menor nível de detecção pode ser estimado diluindo-se uma Ig 
monoclonal conhecida para, em seguida, testá-la por IE. Como as pro- 
teinas monoclonais de IgM, IgA, IgD e IgE podem estar presentes em 
quantidades relativamente pequenas, comparadas à concentração de IgG, 
a porção da cadeia leve da Ig não IgG talvez não seja detectada por IE. A 
incapacidade de detectar cadeias leves de Igs presentes em menor concen- 
tração diante de uma concentração maior de IgG é referida como “efei- 
to guarda-chuva” (umbrella effect). Portanto, pode ser necessário adotar 
outros procedimentos para excluir a doença de Franklin ou a doença da 
cadeia pesada. É possível que as concentrações do soro testado e do anti- 
corpo utilizado estejam inadequadas, de modo a impossibilitar a detec- 
ção do componente M. Por fim, é possível que o antissoro utilizado não 
detecte os determinantes disponíveis em um componente M em parti- 
cular. Havendo um alto índice de suspeita, pode ser útil empregar um 
segundo antissoro proveniente de outra fonte. 


Imunofixação 


A IFE virtualmente substituiu a IE no laboratório clínico, graças à 
sua velocidade, sensibilidade e facilidade de interpretação. Ambos os 


procedimentos apresentam sensibilidade comparável. A IFE também 
proporciona a vantagem de uma leitura mais rápida, pois dispensa a 
difusão em gel. Amostras repetidas de soro de pacientes são submetidas 
à eletroforese em gel de alta resolução antes da aplicação do antissoro 
diretamente às proteínas séricas isoladas. O gel é lavado e os conjugados 
proteína-anticorpo são corados e lidos diretamente (Fig. 45.6). Uma 
tira é tratada com um reagente precipitante que fixa todas as proteí- 
nas em um mesmo padrão, como na eletroforese de proteínas séricas. A 
manutenção de todas as proteínas séricas em um registro com Igs imu- 
nofixadas facilita ainda mais a confirmação e identificação das parapro- 
teínas monoclonais. 

Ocasionalmente, a concentração de proteína monoclonal no soro 
de um paciente é tão alta que excede a capacidade dos anticorpos 
reativos de formar complexos precipitantes por IFE. Esse fenômeno 
corresponde à zona de excesso de antígenos ilustrada na Figura 45.2. 
O resultado é um halo de complexos precipitados (no qual as con- 
centrações são mais próximas da equivalência) que contém uma zona 
central clara de excesso de antígenos (Fig. 45.6E). Embora esse resul- 
tado pareça atípico, é de simples interpretação e pode ser confirmado 
pela repetição da IFE empregando-se uma diluição maior do soro do 
paciente (Keren, 1999). 

Qualquer técnica pode ser aplicada a outros líquidos corporais, 
mais comumente à urina. As cadeias leves de anticorpos monoclo- 
nais presentes na urina (proteína de Bence Jones) podem ser detecta- 
das em mais da metade dos pacientes com mieloma múltiplo (Isobe, 
1971; Wells, 1974). Cadeias leves policlonais podem ser detectadas em 
pacientes com outros distúrbios, geralmente como parte de moléculas 
de Ig completas. A detecção da proteína de Bence Jones por aqueci- 
mento é abordada no Capítulo 27. As técnicas de IE/IFE que utilizam 
amostras de urina são mais específicas e mais sensíveis do que o ensaio 
antigo para detecção dessa proteína. IE/IFE podem ser realizadas com 
amostras de urina que contenham concentração de proteína suficien- 
te, ou subsequentemente à concentração das amostras por liofilização 
ou por membranas seletivas (Minicon, Amicon). 

As Igs presentes em concentrações bastante altas podem aumentar de 
forma significativa a viscosidade do sangue e acarretar problemas de per- 
fusão de órgãos. A viscosidade do soro foi determinada para avaliar esse 
efeito, contudo, esse tipo de determinação é pouco utilizado atualmente, 
uma vez que existem outros métodos para quantificação de Igs, como 
a nefelometria, que são amplamente empregados. Além disso, a viscosi- 
dade sérica por si só é um indicador fraco do grau de viscosidade do 
sangue total na presença dos elementos celulares, que de fato constitui o 
principal fator de importância clínica do paciente. 


Teste da crioglobulina 


O teste para crioglobulinas no soro começa com um período de 
incubação à baixa temperatura (4°C), para detecção de turvação ou 
precipitação após um período de 24 ou 72 horas. Essa amostra é com- 
parada a uma alíquota do soro do paciente mantida a 37°C como con- 
trole, quanto à presença de substâncias precipitantes não relacionadas 
ao fenômeno observado a frio. Qualquer crioprecipitado formado é 
sedimentado por centrifugação, lavado brevemente com salina fria 
para remoção de outras proteínas séricas e, então, rediluído (e disso- 
ciado) em salina morna para análise por eletroforese e imunofixação 
com o objetivo de identificar componentes de Igs eventualmente pre- 
sentes (1. e., cadeias pesada e leve). 

As crioglobulinas de tipo I tipicamente formam um grande volume 
de crioprecipitado (p. ex., até 10% ou mesmo 20% do volume sérico — 
às vezes, referido como “criócrito”). Na IFE, as crioglobulinas exibem 
uma única cadeia pesada e um único tipo de cadeia leve, frequente- 
mente uma IgM monoclonal. O soro total, usualmente sem tratamen- 
to de crioprecipitação, costuma apresentar uma quantidade signifi- 
cativa da mesma banda monoclonal. A concentração da banda deve 
diminuir após a realização de uma troca de plasma bem-sucedida. 

As crioglobulinas de tipo II tipicamente mostram apenas uma peque- 
na quantidade de crioprecipitado, que é inferior a 1% do volume sérico. 
Por esse motivo, a quantificação do porcentual de criócrito não é con- 
siderada válida, em termos analíticos, para a realização de determina- 
ções seriadas com finalidade de monitorar o progresso apresentado pelo 
paciente. A IFE revela a presença de uma banda de IgM monoclonal 
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acrescida de uma outra banda de IgG (Fig. 45.6F). Esse padrão é obser- aos achados obtidos para crioglobulinas de tipo II, com uma quanti- 


vado com frequência por estar associado à hepatite C crônica. dade relativamente pequena de crioprecipitado demonstrando a pre- 
Os achados de IFE para crioglobulinas de tipo III são semelhantes sença tanto de IgM como de IgG policlonal. 
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Figura 45.6 Imunoglobulinas monoclonais demonstradas por imunofixação do soro. Amostras em duplicata de soro de paciente foram submetidas à eletroforese em 

gel de agarose a pH 8,6. As proteínas separadas reagiram com o antissoro monoespecífico, e os géis foram lavados, fixados e corados. A, padrão policlonal normal de 
imunoglobulinas. B, imunoglobulina monoclonal Ig6x (proteína M) no soro, com perda da maioria das imunoglobulinas policlonais normais. C, imunoglobulina monoclonal 
IgMx no soro. D, banda menor de imunoglobulina IgGx no soro, com aparecimento de imunoglobulinas normais, possivelmente MGUS. E, duas bandas de cadeias leves À na 
urina. À banda mais inferior mostra o excesso de antígeno com clareamento artificial na região central, circundado por um anel de proteínas imunofixadas. A banda menor 
localizada acima às vezes resulta da dimerização de cadeias leves livres por meio das ligações dissulfeto. F, crioglobulina mista de tipo Il precipitada a partir de soro que 
contém lgMkx monoclonal (seta sólida) e IgG policlonal. Algumas crioglobulinas não dissolvidas (seta clara) permaneceram no ponto de aplicação da amostra em cada tira. A 
ou anti-lgA = amostra que reagiu com anti-lgA; G ou IgG = amostra que reagiu com anti-lgG; K ou anti-x = amostra que reagiu com anti-x; À ou anti-À = amostra que reagiu 
com anti-A; M ou anti-lgM = amostra que reagiu com anti-lgM; SP ou SPE = amostra que não foi lavada nem reagiu com antissoro (eletroforese do soro). 


Bandas de imunoglobulina oligoclonal 
no líquido cerebrospinal 


A avaliação da síntese intratecal de Igs é auxiliada pela eletroforese 
de alta resolução das proteínas do líquido cerebrospinal (LCE), que se 
espalham pela região y exibindo bandas individuais de diferentes clo- 
nes de Igs. À interpretação da eletroforese de proteínas do LCE requer a 
realização simultânea de uma análise eletroforética do soro do pacien- 
te, com o intuito de garantir que os achados encontrados no LCE sejam 
exclusivos, em vez de mera transferência passiva de Igs clonais oriun- 
das do sangue. Como marcadores da síntese de Igs no sistema nervoso 
central (SNC), a detecção de bandas oligoclonais sugere a possibilidade 
de um processo autoimune em andamento, como a doença desmieli- 
nizante. Outra possibilidade é a existência de uma resposta imune a 
uma infecção do SNC, de modo que a interpretação da presença de 
bandas oligoclonais no LCE deve ser feita no contexto de outros acha- 


dos diagnósticos, como contagens celulares, sorologias virais, culturas 
bacterianas, teste para sífilis, testes de amplificação de ácido nucleico 
para detecção de vírus etc. 

O padrão eletroforético de proteínas do LCE e do soro de um 
paciente com esclerose múltipla é mostrado na Figura 45.7A. Nesse 
exemplo, o LCE foi concentrado e o soro, diluído para obtenção de 
quantidades comparáveis de proteínas coráveis em cada aplicação. O 
LCE apresenta uma concentração relativamente alta de pré-albumina, 
em comparação ao observado no soro. À albumina constitui a banda 
predominante na análise de ambos os líquidos. A outra banda signi- 
ficativa presente no LCE é a da transferrina, pois o pequeno tamanho 
de sua molécula permite sua ultrafiltração do sangue para o LCE. As 
proteínas séricas de maior peso molecular (œ, + B-lipoproteína) estão 
ausentes no LCE. A molécula C3 é igualmente identificável no LCE, 
além de uma banda de asialotransferrina na região B-2. Após o reco- 
nhecimento de todas essas proteínas referenciais do LCE, as bandas 


oligoclonais devem ser avaliadas na região Yy, que normalmente apre- 
senta somente uma pequena quantidade de Igs policlonais. As bandas 
oligoclonais observadas na Figura 45.7A são discretas e estão nitida- 
mente separadas uma da outra. 

O exame do soro e do LCE às vezes mostra a presença de uma banda 
clonal de Ig em ambos (Fig. 45.7B). Contudo, esse achado não é indi- 
cativo de síntese intratecal, como também não o é um resultado posi- 
tivo para bandas oligoclonais. É provável que represente uma prolife- 
ração clonal de plasmócitos no corpo, com movimentação passiva de 
anticorpos monoclonais do sangue para o LCE. 

Outra distorção do padrão eletroforético é observada diante da libera- 
ção de hemoglobina no LCE, que resulta no aparecimento de uma banda 
significativa na região 3, próxima à banda da transferrina (Fig. 45.7€). 
Essa banda de hemoglobina não deve ser confundida com a presença de 
uma Ig clonal no LCE. A confirmação de que essa banda é de hemoglobi- 
na depende do exame visual do LCE para detecção de sangue ou hemólise 
(cor vermelha). Uma banda de hemoglobina vermelha também pode ser 
vista na região 3 antes da coloração do gel eletroforético. 


Prevenção e terapia de doenças 


À imunização passiva consiste na administração de anticorpos pré- 
formados, obtidos de outro indivíduo da mesma espécie (y-globulinas 
homólogas) ou de espécie diferente (y-globulinas heterólogas). Essa 
transferência confere proteção imediata contra infecções. A imunida- 


DDD Précab 


y-oligo- 
clonal 


de assim obtida tem curta duração e diminui conforme os anticor- 
pos vão sendo utilizados e catabolizados. A proteção passiva na vida 
neonatal baseia-se na transferência de anticorpos maternos através da 
placenta ou do colostro (Pennington, 1991). 

As y-globulinas humanas agrupadas são úteis para conferir proteção 
temporária contra diversas infecções virais e bacterianas (Berkman, 
1990; Hammarstrôm, 1990; Desai, 1991). Dependendo da dose empre- 
gada e do tempo de administração, é possível modificar a doença 
transformando-a em uma forma branda ou prevenindo-a totalmente. 
O efeito é mais completo e previsível se uma das preparações hiperi- 
munes for feita a partir do plasma de indivíduos que estejam conva- 
lescendo com a doença em questão ou que tenham sido imunizados 
contra ela. Tais preparações contêm maior concentração de anticorpos 
específicos. Também é possível produzir anticorpos em animais, como 
cavalos, tendo sido uma técnica amplamente empregada no passado. 
No entanto, a sensibilização prévia a proteínas estranhas pode causar 
reações clínicas, como anafilaxia, doença do soro, pirexia e reações de 
Arthus locais. 

Os anticorpos monoclonais revolucionaram diversas áreas da medi- 
cina, incluindo pesquisa, diagnóstico e terapia. Foram desenvolvidos 
anticorpos monoclonais murinos, humanos e humanizados (Lefrano, 
1990; Morrison, 1992; Mountain, 1992; Ward, 1992; Shin, 1993). 
Muitos anticorpos monoclonais, por vezes substituindo antissoros 
policlonais, são empregados para fins diagnósticos (ver Cap. 43). 
Talvez, as aplicações terapêuticas mais importantes dos anticorpos 


Figura 45.7 Padrões eletroforéticos de proteínas presentes no soro e no líquido cerebrospinal (LCE). A, soro e LCE obtidos do mesmo paciente que mostram bandas 
oligoclonais positivas na região y do LCE mas não no soro. B, banda de imunoglobulina monoclonal em ambas as amostras (soro e LCE), interpretada como negativa para 
bandas oligoclonais no LCE. C, artefato de hemoglobina (Hb) no LCE (tira à esquerda) adjacente à posição da transferrina (Tf) (tira à direita). 
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970 monoclonais sejam nas áreas de transplantação e oncologia (Stevenson, 
1990; Vitetta, 1993; Neame, 1994). Um anticorpo monoclonal muri- 
no chamado OKT3, que ataca o receptor CD3 dos linfócitos, é utiliza- 
do com frequência na terapia antirrejeição para bloquear a atividade 
de linfócitos T citotóxicos em receptores de transplante renal (Ortho 
Multicenter Transplant Study Group, 1985). Numerosas aplicações 
clínicas potenciais dos anticorpos monoclonais estão sendo avaliadas. 
Um exemplo recente é o uso de um anticorpo monoclonal dirigido 
contra o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), com o intuito de pre- 
venir a ocorrência de reações de Jarisch-Herxheimer, que são produ- 
zidas no tratamento antibiótico da infecção de ovelhas por Borrelia 
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Mediadores de inflamação: complemento, 


citocinas e moléculas de adesão 


H. Davis Massey MD PhD, Richard A. McPherson MD 


Estrutura e função do sistema complemento 

Nomenclatura 

C3: molécula central das vias de ativação do 
complemento 

A via clássica 

A via alternativa 

A via da lectina ligadora de manana 

Componentes terminais do complemento 

Anafilatoxinas 

Regulação da ativação do complemento 

Receptores de complemento 

Biossintese do complemento 

Genética do complemento 

Complemento e imunidade adquirida 


Deficiências genéticas de complemento 
Avaliação da atividade do complemento na doença 


O complemento em estados patológicos 
Doenças reumáticas 
Angioedema hereditário 
Doenças infecciosas 
Doenças renais 
Doenças dermatológicas 
Doenças hematológicas 
Doenças neurológicas 
Doenças cardiovasculares 
Biocompatibilidade 
Transplante de órgãos 
Inibidores do complemento clinicamente úteis 


Ensaios para complemento 
Princípios gerais 
Avaliação funcional da via clássica 
Avaliação funcional da via alternativa 
Ensaio funcional do inibidor de C1 
Níveis de complemento por ensaios antigênicos 


Cininas e o sistema gerador de cinina 


CO PONTOS-CHAVE 
e O sistema complemento é um grupo de proteínas 


circulantes que promovem inflamação e defesa do 
hospedeiro. 


* O dano tecidual desregulado é uma complicação possível da 
ativação do complemento, e há uma penar variedade de proteínas 
circulantes, bem como proteínas teciduais ligadas à membrana que 
funcionam regulando a atividade do complemento. 


e O componente C3 do complemento é o ponto de convergência 
central para todas as vias de ativação do complemento. 


e Para rastrear a atividade de uma doença, frequentemente é 
necessário medir os níveis séricos de complemento, mas é importante 


reconhecer que as estimativas do complemento sérico são instantâneos 


de um processo dinâmico que envolve taxas variáveis de consumo e 
produção de complemento. 
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982 Fator de necrose tumoral 
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382 Moléculas de adesão celular 
983 Integrinas 

384 Selectinas 
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984  Extravasamento de leucócitos 
984 Perspectivas 
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e Há métodos que permitem a determinação acurada dos níveis 
séricos dos componentes do complemento. 

e Ensaios funcionais para o complemento são recursos sensíveis 
e precisos para se obter informação sobre a atividade de um 
componente do complemento. 


e O ensaio funcional mais simples da via clássica (CH.,) mede a 
atividade hemolítica total do complemento. 


e Citocinas são proteínas solúveis liberadas por células a curtas 
distâncias para facilitar a comunicação entre células, ajudar na 
suprarregulação ou infrarregulação da resposta imune e orquestrar 
atividades inflamatórias e reparadoras associadas. 


e Moléculas de adesão sao glicoproteínas complexas que se ligam a 
tecidos vivos e medeiam a migração celular durante a embriogênese, 


a cicatrização de feridas e a resposta inflamatória. 





972 Estrutura e função do sistema complemento 
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O termo “complemento” refere-se a um grupo de glicoproteínas 
circulantes que funciona para promover a inflamação e exercer um 
papel importante na defesa do hospedeiro. O dano tecidual desregula- 
do é uma complicação possível da ativação do complemento, haven- 
do uma grande variedade de glicoproteínas circulantes e proteínas 
teciduais ligadas à membrana celular que funcionam regulando a ati- 
vidade do complemento e infrarregulando o ataque a ele. A existência 
desse sistema de proteínas foi deduzida no final do século XIX, quan- 
do ficou claro que o soro fresco tinha a capacidade de causar a lise de 
bactérias Gram-negativas e vibriões do cólera na presença de anticor- 
po específico. À medida que as técnicas de purificação e identificação 
ficaram mais sofisticadas com o passar dos anos, reconheceu-se que o 
complemento é um sistema muito complexo em que interagem mui- 
tas proteínas. 

Em geral, o sistema funciona identificando células estranhas e 
microrganismos e destruindo-os. Isso ocorre por lise direta, opso- 
nização (o processo de revestimento com complementos peptídicos 
específicos reconhecidos por receptores específicos nos fagócitos para 
ajudar em sua ingestão), ou causando inflamação com a atração de 
células fagocíticas. Também ficou claro que o complemento desempe- 
nha um papel na facilitação da resposta imune. 

O sistema complemento de proteínas é mais antigo em termos filo- 
genéticos que o da imunidade adquirida (anticorpo) e está presente 
em organismos mais primitivos. Presumivelmente, ele proporciona 


VIA CLÁSSICA VIA MBLECTINA 


Complexos 


antígeno-anticorpo Microrganismo 


Clq — | «— Cir MBL—= | +— MASP-1 
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Cl MBL—MASP-1—MASP-2 - 

C4 — C4 — 

— C4a —» (4a 

C14b MC4b 

Ce C2 — 

— C2b —» C2b 

MC4b2a a 


VIA ALTERNATIVA 


um nivel de imunidade natural e defesa do hospedeiro, mesmo na 
auséncia de anticorpo, fazendo isso pela via da lectina ligadora de 
manana (MBL, mannan-binding lectin) e pela via alternativa do com- 
plemento, ambas discutidas adiante. O anticorpo proporciona um 
nivel de especificidade e eficiéncia maiores na defesa mediada pelo 
hospedeiro. Uma história detalhada da descoberta do complemen- 
to e das diversas vias do complemento é apresentada em outro texto 
(Frank, 1998). 


Nomenclatura 


Há três vias principais de ativação do complemento no soro huma- 
no: a clássica, a alternativa e a MBL (ou MBLectina). A Figura 46.1 
ilustra a sequência da reação de cada via. A Tabela 46.1 fornece infor- 
mação específica sobre cada proteína plasmática do complemento. A 
nomenclatura das proteínas do sistema complemento em geral segue 
duas convenções (Organização Mundial da Saúde, 1968; IUIS-WHO, 
1981). Por motivos históricos, as 9 proteínas da via clássica são desig- 
nadas pela letra C maiúscula, seguida pelo número que as relaciona 
com sua ordem de aparecimento na sequência de área. Uma exceção 
notável é a C4, que age antes da C2. As moléculas que fazem parte 
do complexo Cl são denominadas Clq, Clr e Cls. As proteínas que 
reagem exclusivamente na via alternativa são denominadas fatores e 
designadas por uma letra maiúscula (p. ex., fator B, fator D). Além 
disso, fragmentos de proteínas do complemento restantes da cliva- 
gem proteolítica são designados por uma letra minúscula (p. ex., C4a, 


Figura 46.1 Os componentes das vias clássica, 

MBLectina e alternativa convergem para formar uma 

convertase que cliva C3. Na via clássica, complexos 

antigeno-anticorpo ligam-se sequencialmente 

C-3 e ativam C1, C4 e C2. Na via da MBLectina, a 
interação da MBL com um carboidrato na superfície 


H,O — de um microrganismo leva à formação de um 
complexo enzimático (MBL-MASP-1-MASP-2, 
denominado M na figura) que liga e ativa C4 e C2. 
Na via alternativa, C3 sofre hidrólise de sua ligação 

C3(H,0) (iC3) tioéster, o que induz uma alteração na conformação. 
Epa Em seguida, liga-se ao fator B (B), o qual é clivado 


pelo fator D (D) para formar uma convertase que 
+ > Ba é estabilizada pela properdina (P). C3b, o produto 
já da clivagem de C3, também tem uma ligação 


C3(H,0)Bb tioéster clivada e é capaz de ativar a via alternativa. 
A C3b convertase de todas as vias continua 
CS — sequencialmente ligando o componente de ação 
: tardia até a sequência de ativação estar completa. 
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COMPLEXO DE ATAQUE 
A MEMBRANA 


Tabela 46.1 Proteínas do complemento no plasma humano 


Proteína Peso molecular Localização Concentração 
(kDa) cromossômica (mg/mL) 

Comum a todas as vias 

C3 185 19p13.3-p13,2 1,200-1,300 

Via clássica 

Clq 460 1p34.1-36,3 150 

Cir 85 12p13 50 

Cls 85 12p15 50 

C4 205 6p21.3 300-600 

C2 102 6p21.3 20 

Via alternativa 

Fator B 93 6p21.3 200 

Fator D 24 Desconhecida 2 

Properdina 55 (monômero) Xp11,4-p11,2 25 

Via MBLectina 

MBL 200-400 10q11,2-q21 0.002-10 

MASP-1 93 3q2/-28 1,5-13 

MASP-2 76 1p36,3-36,2 Desconhecida 

Complexo de ataque à membrana 

C5 190 9033 80 

C6 110 5p13 45 

C7 100 5p13 90 

C8 150 1p32 (cadeias œ, B), 55 

9922,3-932 (cadeia Y) 

C9 70 5p13 60 

Proteínas de controle 

Clinh 105 11q11-q13,1 240 

C4bp 550 1q32 250 

Fator | Od 4q25 a3 

Fator H 150 1q32 300—450 

Proteína § 84 17q11 500 

Clusterina 70 Desconhecida 50 

Fator ) 20 Desconhecida =5,4 


C4b), em que o “a” representa o menor fragmento e “b” representa o 
fragmento maior. A exceção a essa regra é C2, pois C2a é o fragmento 
maior e C2b é o menor. Outros fragmentos de degradação do frag- 
mento maior do complemento de um componente são designados 
por letras minúsculas (p. ex., C3c, C3d). Os componentes que perde- 
ram a atividade (i. e., são inativos) em geral são designados por uma 





letra minúscula antes (p. ex., 1C3b, iC4b). As cadeias de polipeptideos 
de uma proteína complemento nativa são designadas por letras gre- 
gas minúsculas (a, B, y), exceto Clq, cujas cadeias são denominadas 
A, Be C. Os complexos de componentes únicos ou múltiplos que 
têm atividade enzimática são designados por uma barra sobre o(s) 
componente(s). As proteínas da via MBLectina são designadas por 
abreviaturas dos nomes das proteínas (p. ex., MBL, para lectina liga- 
dora de manana; MASP, para serina protease associada à MBL). As 
proteínas reguladoras são designadas por uma palavra ou letra descri- 
tiva (p. ex., proteína de ligação a C4, fator H). As proteínas regulado- 
ras ligadas à membrana são designadas pela sigla CD seguida de um 
número e expressões descritivas (p. ex., CD46 para a proteína cofator 
de membrana) e os receptores de complemento são designados por 
números após o prefixo CR (receptores de complemento 1 a 4). Os 
outros receptores de complemento são designados pelo símbolo do 
componente seguido pela letra maiúscula R. 


C3: molécula central das vias de ativação 
do complemento 


A proteína conhecida como C3 é o ponto de convergência central 
para três vias de ativação de complemento (a MBLectina, a alternativa 
e a clássica), todas prosseguindo para a lise, fagocitose ou regulação da 
resposta inflamatória mais adiante na cascata. 

A C3 é uma molécula de duas cadeias sintetizada em muitas células, 
particularmente hepatócitos, formada a partir de uma molécula de 
cadeia única, a pró-C3, e liberada na circulação, onde se liga a super- 
ficies-alvo estranhas. As cadeias œ e B são estabilizadas por pontes dis- 
sulfídicas intracadeias; uma ponte dissulfídica intracadeia estabiliza a 
interação entre a cadeia œ e a B (Fig. 46.2). A cadeia O contém um 
tioléster que confere uma estrutura estável à molécula. Embora esteja 
no centro hidrofóbico de C3, o tioléster pode ser clivado por hidrólise 
gradual à medida que a água penetra na molécula, ativando a via alter- 
nativa do complemento. A C3 também pode ser clivada rapidamente 
pela ação da C3 convertase, liberando o fragmento C3a de 9 kDa da 
terminação amino da cadeia œ, do C3b maior. O C3b irá cobrir as 
proteínas-alvo, assinalando-as assim para serem destruídas, enquanto 
o C3a no papel de anafilatoxina ativa células vizinhas para liberarem 
mediadores da inflamação (Wen, 2004). Cada trajeto resulta em alte- 
ração conformacional acentuada de C3 (agora denominada C3b), o 
que permite que ela interaja com células que expressam receptores 
para C3b, em particular CRI (receptor C3b/C4b, CD35). (A C3 nativa 
não interage com receptores C3b.) 

A ativação de C3 e a conversão para C3b (com a clivagem do tiolés- 
ter) leva à ligação covalente de C3b à superfície de um alvo, como um 
microrganismo, que fica revestido com C3b capaz de interagir com 
células que expressam receptores de C3b, incluindo todos os fagóci- 
tos, linfócitos B e um subconjunto de linfócitos T. E a C3b que conti- 
nua a cascata do complemento, levando à lise. 


Figura 46.2 Clivagem de C3 pela C3 convertase: 


O C3 o peso molecular aproximado de cada cadeia 
|| ou fragmento é fornecido em quilodáltons (a C3 
O um (195 kDa) convertase está representada por A). 
às Pe pei 
S g — $ Oo 
| (120 kDa) 
i B 
ae * (75 kDa) 
C3a A ‘ É =H = 
(9 kDa) = : 
S C=0 (185 kDa) 


(110 kDa) 
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974 A via clássica 
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A via clássica da ativação do complemento, descrita por volta de 
1900, foi a primeira a ser estudada, e por essa razão é denominada 
“clássica”. Em termos evolutivos, é a mais recente das três vias descri- 
tas, sendo responsável pela ativação do complemento na maioria das 
células sensibilizadas com anticorpo. Os detalhes sobre essa via estão 
publicados em outro texto (Fries, 1987; Volanakis, 1998). São 9 pro- 
teínas numeradas que compreendem a via clássica. Em geral, a ativa- 
ção da via clássica requer interação entre um antígeno e um anticorpo 
“complementar” ligado à Cl. Em humanos, apenas a imunoglobulina 
(Ig)M e a IgG são efetivas na ativação da via clássica, exceto a IgG4, 
que é incapaz de ativar complemento. É interessante notar que várias 
moléculas, que não imunoglobulinas, têm a capacidade de ativar a via 
clássica do complemento via interação direta com Clq. Elas incluem a 
proteína C reativa, o componente sérico amiloide P, B-amiloide, algu- 
mas bactérias Gram-negativas, certos vírus, micoplasmas, protozoários 
e componentes intracelulares como o DNA, membranas mitocondriais 
e filamentos do citoesqueleto (Gewurz, 1993). É interessante também 
observar que células apoptóticas ligam-se à Clq (Korb, 1997) e têm a 
capacidade de ativar a via clássica, o que pode ter importância crítica 
na eliminação de células apoptóticas da circulação. Doenças priôni- 
cas como a encefalopatia espongiforme transmissível podem usar os 
componentes do sistema complemento como C3 e Clq para facilitar a 
localização dentro das células-alvo (Mabbott, 2004). 

Após ligação da imunoglobulina a um alvo, a Cl liga-se à imuno- 
globulina e torna-se ativada. A Cl é uma macromolécula de 740 kDa 
que compreende uma única molécula de Clq em complexo com Clr 
e duas cadeias Cls mantidas juntas na presença de íons de cálcio. Uma 
vez ligada à imunoglobulina, a Clq adota uma alteração conformacio- 
nal que leva à autoativação das duas cadeias Clr. A Cls, ativada cliva o 
próximo componente da cascata, C4. O fragmento maior, C4b, adere 
ao ativador de superfície, enquanto o fragmento menor, C4a, é liberado 
na fase líquida. C4a é uma anafilatoxina descrita em uma seção subse- 
quente deste capítulo. A maior parte da C4b gerada é hidrolisada e per- 
manece na fase líquida. Apesar disso, parte das moléculas de C4b liga-se 
ao ativador de superfície como um aglomerado em torno do local do 
complexo antigeno-anticorpo-Cl. Assim, um único local anticorpo- 
antigeno-Cl pode levar à deposição de muitas moléculas de C4b. 

Na presença de íons de magnésio, a C4b age como um local para a 
ligação e a clivagem subsequente de C2. A Cls,, em associação à C4b, 
cliva C2 em dois fragmentos. O fragmento maior, C2a, permanece 
ligado a C4b, enquanto o menor, C2b, é liberado na fase líquida. Esse 
complexo molecular, C4b2a, é instável e tem uma meia-vida relativa- 
mente curta por causa do decaimento que resulta da tendência de C2a 
a separar-se do complexo em uma forma inativa. O complexo C4b2a 
é a via clássica da C3 convertase necessária para a ligação e a clivagem 
de C3 (Fig. 46.2). É C2a, como parte desse complexo, que cliva enzi- 
maticamente C3 na próxima etapa da cascata de ativação e cliva C5 
em uma etapa posterior. C2a cliva C3 em um fragmento maior, C3b, 
que se liga ao ativador de superfície e a um fragmento menor, C3a, 
que é liberado na fase líquida, onde serve como uma anafilatoxina. 
O complexo C4b2a3b recém-gerado é a C5 convertase da via clássica 
que desencadeia a deposição de componentes terminais do comple- 
mento na superficie-alvo. 

A IgM e a IgG diferem em sua capacidade de ativar a via clássica do 
complemento. Parece que uma única molécula da maioria dos anticor- 
pos IgM ligada por múltiplos locais de anticorpo a um antígeno pode 
ligar-se a uma molécula de Cl e disparar uma sequência completa de 
ativação do complemento. A IgM, com seus cinco locais de ligação de 
antígeno, adota uma conformação funcionalmente ativa em uma super- 
ficie antigênica que permite múltiplas interações com antígenos. 

Em contraposição, a ligação de Cl a IgG requer duas moléculas de 
IgG lado a lado na maioria dos estudos experimentais (Borsos, 1965). 
Como os anticorpos IgG ligam-se a uma superfície-alvo de maneira 
aleatória e os antígenos não podem ser distribuídos uniformemente 
em um organismo-alvo, pode ser necessária a inserção de centenas 
ou milhares de anticorpos IgG para gerar um local de ligação de Cl. 
Também se demonstrou que a via clássica da ativação por complexos 
IgG-antígeno facilita a via alternativa (ver próxima seção) na superfi- 
cie ativadora (Moore, 1981). 


A capacidade da imunoglobulina agregada de ligar-se a Clq forneceu 
a base para inúmeros testes destinados a detectar a presença de imuno- 
complexos solúveis em amostras de sangue de pacientes. Acrescenta-se 
Clq radiomarcada a uma amostra de soro ou plasma, e usa-se uma 
técnica (p. ex., precipitação em polietilenoglicol) para separar Clq livre 
da ligada a componentes proteicos do soro. A ligação de Clq sugere 
a presença de complexos de imunoglobulinas na amostra de soro ou 
plasma (Zubler, 1976). Imunocomplexos solúveis também podem 
ser medidos pela identificação de imunocomplexos ligados a Clq ou 
C3, usando-se as técnicas do ensaio imunossorvente ligado a enzima 
(ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay) (Stanilova, 2001). É pos- 
sível detectar a presença de Clq em amostras de tecido pela visualiza- 
ção direta com anticorpos anti-Clq marcados por imunofluorescência 
para identificar imunocomplexos em amostras de biópsia. 


A via alternativa 


A presença de uma segunda via de ativação do complemento foi pro- 
posta pela primeira vez por Pillemer (1954), mas somente aceita pela 
comunidade científica quase duas décadas depois. Essa via de ativação 
do complemento parece ser importante na defesa inicial contra micror- 
ganismos patogênicos (Pangburn, 1984). Embora anticorpos possam 
ativar esse sistema, não há necessidade de anticorpo nem de lectina para 
a ativação. A iniciação da via alternativa sobre uma superfície aceptora 
começa com a deposição de C3 ativa sobre uma superficie que não tem 
reguladores de complemento nela, gerando fragmentos C3b e permi- 
tindo que o processo continue como uma alça de amplificação sem ade- 
são fraca (Wen, 2004). Isso depende da capacidade do grupo carbonil 
do grupo tioléster exposto de C3b interagir com um grupo amido ou 
hidroxila de uma proteína ou carboidrato presente na superfície de um 
alvo (Law, 1979). No soro, a C3 é hidrolisada a uma taxa de 0,2 a 0,4% 
de compartimento plasmático por hora (Pangburn, 1981). A C3 com 
um tioléster hidrolisado sofre uma alteração em sua conformação que 
lhe permite interagir com proteínas que não interagem com a C3 nativa 
e se denomina C3(H,O) (também denominada iC3). A C3(H,0) tem 
então a capacidade de interagir com o fator B na presença de íons de 
magnésio. O fator B, após ligação com a C3(H,0), pode interagir com 
o fator D e é clivado para gerar a chamada C3 convertase (H,0)Bb e 
liberar um pequeno fragmento, Ba. Essa clivagem é mediada pelo fator 
D, uma serina protease que adota uma conformação ativa após reco- 
nhecimento de seu substrato e retorna à conformação inativa assim que 
ocorre a clivagem proteolítica (Volanakis, 1996). 

A C3 convertase de iniciação cliva a C3 para gerar C3b metaestavel a 
uma taxa continuamente lenta na circulação. A C3b metaestável pode 
ligar-se de forma covalente ao ativador de superfície e então, como 
C3(H,0), liga-se ao fator B. Como na iniciação da C3 convertase, o 
fator D então cliva o fator B para gerar a C3 convertase ligada à célu- 
la, C3bBb. Esse complexo decai rapidamente, mas é estabilizado pela 
ligação à properdina, que prolonga a meia-vida da C3 convertase de 1 
para 18 minutos (Fearon, 1975). Essa C3 convertase estabilizada cliva 
rapidamente ainda mais C3, que pode ligar-se ao ativador de superfi- 
cie, e por isso é conhecida como C3 convertase de amplificação da via 
alternativa. A amplificação da deposição de C3b no ativador de super- 
fície leva à formação de uma C5 convertase (C3b,BbP) (Kinoshita, 
1988), que tem a habilidade de disparar a ativação dos componentes 
terminais do sistema complemento. 


A via da lectina ligadora de manana 


Foi descrita recentemente uma terceira via de ativação do comple- 
mento que utiliza a proteína sérica MBL (também conhecida como lec- 
tina ligadora de manose ou proteína ligadora de manose) e está presente 
no soro na quantidade aproximada de 1,5 ug/mL. A MBL é formada no 
fígado e encontrada em todos os mamíferos e aves, pertencendo a uma 
família de moléculas denominadas colectinas (Epstein, 1996; Turner, 
1996), que inclui ainda as proteínas surfactantes pulmonares A e D 
(SP-A, SP-D), a conglutinina bovina e a CL-43 bovina (Epstein, 1996). 
A MBL é estruturalmente relacionada com a Clq e reconhece certos 
carboidratos “patogênicos” que se expressam na superfície de micror- 
ganismos, mas não reconhece carboidratos como a galactose e o ácido 
siálico, os açúcares terminais, os quais se expressam nas glicoproteinas 
de mamíferos (Epstein, 1996). Isso permite que a MBL discrimine entre 


própria e não própria. Há relatos de que a MBL reage com uma ampla 
gama de bactérias acapsulares Gram-positivas e Gram-negativas, vírus, 
leveduras, micobactérias, parasitas e protozoários (Epstein, 1996). Ao 
reconhecer seu ligante carboidrato, a MBL adquire uma alteração con- 
formacional que leva à ativação de duas serina proteases associadas à 
MBL, a MASP-1 ea MASP-2 (Thiel, 1997), sendo que ambas compar- 
tilham homologia estrutural com a Clr e a Cls, o que sugere similari- 
dade com o complexo C1 (Clgr,s;). Após ativação, a MASP-2 cliva C4 
para gerar a C3 convertase da via clássica C4b2a (Vorup-Jensen, 1998). 
A MASP-1 tem capacidade de clivar C3 (Matsushita, 1998), sugerindo 
que possa disparar diretamente a ativação da via alternativa (Schweinle, 
1989). Após a geração da C3 convertase da via clássica C4b2a pelo com- 
plexo MBL-MASP-1-MASP-2, a ativação do complemento prossegue 
como na via clássica, com o possível recrutamento também da via alter- 
nativa (Suankratay, 1998). Complexos anticorpo-antígeno específicos 
também podem disparar a via MBLectina. Demonstrou-se que uma 
fração de moléculas IgG que não têm resíduos de galactose terminais 
(denominados IgG-G0), conforme se observa no plasma de pacientes 
com condições patológicas como a artrite reumatoide, tem a capaci- 
dade de interagir com a MBL e ativar a via clássica (Malhotra, 1995). A 
MBL parece ter um papel na eliminação de organismos-alvo por fagó- 
citos via interação com um receptor específico presente nessas células 
(Hansen, 1998; Tenner, 1995), bem como modular as respostas infla- 
matórias e alérgicas, afetar a depuração de células apoptóticas e modu- 
lar o sistema imune adaptativo (van de Wetering, 2004). A regulação 
da via MBLectina parece ser mediada pelo inibidor de C1 (Matsushita, 
1996) e pela &,-macroglobulina (Terai, 1995). 


Componentes terminais do complemento 


Todas as três vias de ativação do complemento convergem para 
a ativação de C3 e a montagem do complexo de ataque à membrana 
(CAM), formado pelos componentes C5 a C9. Após a formação das 
convertases de C5 das vias clássica, MBLectina (C4b2a3b) e alternativa 
(C3b2Bb), C5 é clivado. O fragmento maior (C5b) pode associar-se 
à membrana celular e interagir com C6. A próxima etapa envolve a 
interação do complexo C5b-6 com a fase líquida C7, formando um 
complexo trimérico com propriedades anfifilicas (com alta afinidade 
com os constituintes lipídicos da membrana celular) (Podack, 1979). 
C5b-7 insere-se na dupla camada lipídica da membrana celular, mas 
isso não é suficiente para que ocorra lise celular. C8 associa-se a esse 
complexo trimolecular via uma interação com C5b exposto. O com- 
plexo C5b-8 também penetra na dupla camada lipídica, formando um 
pequeno poro transmembrana, e causa lise lenta de eritrócitos (Ramm, 
1982). No entanto, é necessária a inserção de múltiplas cópias de C9 
através da dupla camada lipídica via uma interação inicial com a cadeia 
a de C8, para que haja atividade citolítica completa do CAM (Plumb, 
1998). Acredita-se que o complexo C5b-8 sirva como um iniciador da 
polimerização de C9 dentro da membrana celular. À microscopia ele- 
trônica, o CAM tem uma estrutura cilíndrica oca, formada pela mon- 
tagem de seus componentes na presença de excesso de C9 (Podack, 
1984). O mecanismo pelo qual o CAM rompe a membrana celular 
ainda é motivo de controvérsia e pode ser que inclua a distorção da 
dupla camada lipídica para formar “lagos” (Esser, 1991) ou, mais pro- 
vavelmente, a formação de um poro transmembrana com um centro 
hidrofilico pelo qual os ions podem passar livremente (Bhakdi, 1991). 
A formação do CAM induz a lise de certas bactérias e vírus, bem como 
de eritrócitos heterólogos. A maioria das células nucleadas resiste à 
citotoxicidade induzida pelo CAM. Tal proteção, em especial contra 
o ataque de proteínas do próprio complemento, é mediada por molé- 
culas reguladoras associadas à membrana, que impedem a formação 
do CAM (ver adiante, em “Regulação da ativação do complemento”), 
bem como pela dispersão de proteínas ativadas de complemento por 
causa da formação de bolhas na superfície celular. Pode ocorrer lise 
de células nucleadas mediada pelo CAM, mas isso requer que o CAM 
sofra vários danos para ter efeito (Koski, 1983). Foi proposto que a 
deposição de quantidades sublíticas do CAM poderia proteger a célula 
contra ataque subsequente do complemento (Reiter, 1992). As célu- 
las nucleadas são protegidas dos efeitos do CAM em parte por causa 
de sua eliminação ativa da superfície celular pelo reparo da membrana 
ligado à renovação de lipídeos (Mold, 1998). A formação do CAM tem 
um efeito estimulante sobre vários tipos de células nucleadas. Entre 


outros, esses efeitos incluem a produção de radicais reativos de oxigê- 
nio a partir de neutrófilos e macrófagos, liberação de eicosanoides de 
células fagocíticas, indução de atividade pró-coagulante em plaquetas 
e células endoteliais, atividade pró-inflamatória em células endoteliais 
e da musculatura lisa, proliferação de células musculares lisas e dispa- 
ro das vias transdutoras de sinal (Niculescu, 1993, 1999; Benzaquen, 
1994; Sims, 1995; Kilgore, 1996; Tedesco, 1997; Mold, 1998). 


Anafilatoxinas 


A ativação do complemento pelas vias clássica, alternativa ou da 
MBLectina leva à geração de fragmentos de proteínas de complemen- 
to que têm papéis importantes nas várias funções biológicas, inclusive 
opsonização, fagocitose, imunomodulação e geração de reações infla- 
matórias. 

A ativação do complemento leva à clivagem proteolítica de muitas 
proteínas de complemento, com subsequente liberação de pequenos 
fragmentos na fase líquida, que podem ter efeitos biológicos. Três desses 
fragmentos liberados são denominados anafilatoxinas. São eles: o C4a, 
o C3a eo C5a. As características estruturais e funcionais dessas molécu- 
las são descritas em uma excelente revisão do assunto (Ember, 1998). 
O C3a é um fragmento peptídico de 9 kDa liberado durante a clivagem 
proteolítica seletiva da cadeia C3 pelo C2a (como um componente da 
convertase) na ativação das vias clássica e da MBLectina. Também é libe- 
rado por clivagem proteolítica de C3 pelo peptídeo Bb enzimaticamente 
ativo, um componente da C3 convertase da via alternativa. O C4a é um 
peptídeo de 8,7 kDa liberado mediante clivagem de C4 por Cls,. O C5a 
é um peptideo de 11 kDa liberado da cadeia œ de C5 mediante clivagem 
induzida por C2a na C5 convertase das vias clássica e da MBLectina, 
ou Bb na C5 convertase da via alternativa (e talvez na MBLectina). Em 
geral, as anafilatoxinas são definidas por seus efeitos biológicos sobre as 
células musculares lisas, mastócitos, pequenos vasos sanguíneos e leu- 
cócitos do sangue periférico. Os efeitos específicos mediados por esses 
peptídeos incluem desgranulação de mastócitos e basófilos, com libera- 
ção subsequente de vários mediadores como a histamina e a serotonina. 
Além disso, induzem a agregação de neutrófilos humanos, a contração 
da musculatura lisa, aumentam a permeabilidade vascular e a indução 
da liberação de tromboxano de macrófagos de cobaias e estimulam a 
liberação de muco pelas células globosas (Marom, 1985). Um efeito 
especialmente importante das anafilatoxinas sobre os basófilos é causar 
vasodilatação via liberação de histamina, ocasionando um aumento do 
fluxo sanguíneo para os locais de inflamação. 

A função do C4a em geral é semelhante à do C3a. Contudo, o C4a 
é muito menos efetivo em seus efeitos biológicos em uma base molar. 
O C5a é sem dúvida a anafilatoxina humana mais potente; seu efeito 
é 200 vezes maior do que o do C3a e 3.000 vezes maior do que o do 
C4a ao causar contração do músculo liso do íleo de cobaia. Contudo, 
é preciso notar que a relativa efetividade desses peptídeos é tecido e 
espécie-específica. Sugeriu-se que o C3a seja efetivo seletivamente na 
localização de eosinófilos para locais alérgicos, enquanto o C5a teria 
um efeito sobre muitos outros tipos celulares (DiScipio, 1999). 

Além de seu papel como anafilatoxina, o C5a tem muitas proprieda- 
des biológicas importantes. Sua ligação a neutrófilos causa um aumento 
na adesão, na agregação e na indução de uma resposta oxidativa, bem 
como a liberação de enzimas lisossômicas. Além disso, o C5a é forte- 
mente quimiotático para monócitos e neutrófilos, induzindo a migra- 
ção das células na direção da fonte de ativação do complemento. Assim, 
uma reação inflamatória local que ative o complemento pode, portan- 
to, induzir o aumento do fluxo sanguíneo para o tecido e a aderência de 
neutrófilos ao endotélio local ativado, bem como direcionar a migração 
de fagócitos para os locais inflamatórios com um gradiente quimiotáti- 
co. Neutrófilos agregados pelo C5a podem formar émbolos que seguem 
para o pulmão, causando alterações na troca pulmonar de gases e até 
mesmo a morte. Acredita-se que o C5a medeia muito da inflamação nos 
pulmões causada pela formação de imunocomplexo (Ward, 1997). Em 
um modelo experimental de sepse em rato, demonstrou-se que o C5a 
pode bloquear as funções bactericidas dos neutrófilos, quando produ- 
zidos em excesso, sugerindo um papel para a ativação de complemento 
nas altas taxas de mortalidade observadas na sepse (Czermak, 1999). 

Os efeitos biológicos das anafilatoxinas são mediados via receptores 
específicos nas superfícies celulares, descritos na seção sobre recepto- 
res de complemento. 
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A ativação do complemento, embora crucial para a defesa do hospe- 
deiro, pode acarretar dano tecidual profundo. Portanto, os organismos 
têm mecanismos de controle interno para: (1) limitar a disseminação 
excessiva da inflamação, (2) evitar ativação excessiva e (3) proteger as 
células do hospedeiro contra lesão inadvertida. Um sistema regulador 
potente, consistindo em proteínas da fase líquida e associadas à mem- 
brana, evoluiu para controlar a ativação do complemento em quase 
todas as etapas da cascata de ativação (Tab. 46.2). 


Reguladores da fase líquida 


O controle do primeiro componente da via clássica (C1) é media- 
do pelo inibidor de C1 (Cl-Inh), que bloqueia a autoativação de Cl, 
sua ativação na fase líquida e com ativadores fracos da via clássica, 
mas não na maioria dos imunocomplexos (Doekes, 1983). Acredita- 
se que o Cl-Inh tem capacidade de deslocar todo o complexo Clgr,s, 
das imunoglobulinas com baixa afinidade de ligação pelo Clq (Chen, 
1998) e alvos sensibilizados com baixas doses de IgG humana (Chen, 
1998). In vitro, o Cl-Inh inativa as proteases serinas associadas à lec- 
tina ligadora de manana (MASP) (Matsushita, 1996). A atividade do 
C4b é regulada pelo fator I (antigamente conhecido como inativador 
C3b/C4b) (Fries, 1987). O fator I cliva a cadeia o do C4b para gerar 
dois fragmentos, C4c e C4d, permanecendo o último ligado à célu- 
la. Para proteólise, é necessário um cofator, a proteína ligadora de C4 
(C4BP), uma proteína de 570 kDa que também pode ligar-se a partí- 
culas ligadas e C4b da fase líquida e deslocar o C2a da C3 convertase 
da C4b2a da via clássica (Gigli, 1979). Por seu papel crucial na ativa- 
ção das três vias do complemento, C3 está sob rígido controle. C3b e 
C3(H,O) da fase líquida são rapidamente inativados pelo fator I, que 
cliva três ligações peptidicas na cadeia o de C3b (Davis, 1982), geran- 
do assim uma forma inativa da molécula, iC3b, que é incapaz de apro- 
veitar C5 ou o fator B. Essa clivagem medida pelo fator I requer o fator 
H como cofator. O fator H é uma proteína de 150 kDa que se liga ao 
C3b e tem a atividade de decaimento acelerada na direção da C3 con- 
vertase da via alternativa, além de sua atividade como cofator para a 
clivagem de C3b mediada pelo fator I. Além de regular o C3b na fase 
líquida, o fator H liga-se ao C3b ligado à célula e dispara a clivagem 
pelo fator I, limitando assim a ativação da via clássica (Ollert, 1995). 
Assim que é clivado em iC3b, que permanece ligado à superficie-alvo, 
C3b pode interagir com o receptor de complemento do tipo 3 (CR3) 
presente nas células fagocíticas e promover a fagocitose. 

Existem vários inibidores da fase líquida nos componentes terminais 
do complemento que impedem a inserção do complexo de ataque à 
membrana nas membranas celulares. A proteína S, também chamada 
vitronectina, liga-se ao complexo C5b-7, o que impede sua inserção 
na membrana celular (Podack, 1977) e inibe a polimerização de C9 
(Johnson, 1994). A proteína S liga-se a C5b e C8 dentro do complexo 
sC5b-9 e também ao receptor Clq (Lim, 1996). Embora o papel exato 
da proteína S na regulação da ativação do complemento seja incer- 
to, Peake et al. mostraram que ela forma um complexo com sC5b-9 
quando o complemento é ativado em coelhos, e esse complexo ainda 
tem a capacidade de bloquear a lise mediada por C9 de eritrócitos 
de carneiro sensibilizados que contenham os componentes 1 a 7 do 
complemento (Peake, 1996). A clusterina (também conhecida como 
Sp-40 ou apolipoproteina J) é outro inibidor da fase líquida dos com- 
ponentes terminais do complemento. Como a vitronectina, a clus- 
terina impede a inserção do complexo C5b-7 na membrana celular 
(Choi, 1989) e regula o complexo de ataque à membrana nos níveis de 
C5b-7 e C9 (Berge, 1997). 


Proteínas reguladoras associadas à célula 

A regulação da ativação do complemento precisa ocorrer na super- 
fície das células do hospedeiro para limitar a lesão inadvertida a tais 
células. Muitas dessas proteínas reguladoras também agem como 
receptores de complemento. Uma dessas proteínas é o receptor de 
complemento do tipo 1 (CR1), que se liga a C4b e a C3b ativados e 
serve como cofator para as clivagens mediadas pelo fator I (ver mais 
detalhes na seção a seguir). O controle de C4b e de C3b depositados 
na membrana celular também é conseguido pela proteína cofator de 
membrana (MCP, CD46), expressa em quase todas as células, com a 


Tabela 46.2 Proteínas reguladoras do complemento 


Proteína Peso molecular Alvo Mecanismo de ação 
(kDa) 
Fases líquidas 
Inibidor de C1 105 C1 Dissocia o complexo C1 
ao ligar Cire Cls 
Fator H 150 C3b Cofator para inativação 
de C3b pelo fator | 
Proteína 550 C4 Cofator para inativação 
ligadora de C4 de C4b pelo fator | 
Proteína $ 84 C5b-7 Inibe a inserção de CAM 
(vitronectina) nas membranas celulares 
Clusterina 70 C5b-7 Inibe a inserção de CAM 
nas membranas celulares 
Fator ) 20 C1, C3,B | Inibeaformação do 
complexo C1, inibe a 
clivagem de C3 por Bb 
Associada a célula 
CRI 190* C3b, C4b | Dissociação das convertases 
de C3/C5, cofator para a 
inativação de C3b e C4b 
pelo fator | 
DAF (CD55) 70 C3bBb, Dissociação das 
C4b2a convertases de C3/C5 
MCP (CD46) 45-70 C3b (C4b) Cofator para a inativação 
de C3b pelo fator | 
CD59 (protectina) 18-20 C8, C9 Inibição da formação 
do CAM 
HRF 65 C8, C9 Inibição da formação 
do CAM 


* Isoforma de CR1 mais comum. 


CR1 = receptor de complemento do tipo 1; DAF = fator acelerador do decaimento; HRF = 
fator de restrição homólogo; MCP = cofator proteina da membrana. 


notável exceção dos eritrócitos, e serve como cofator para a clivagem 
de C4b e C3b em C4c e C4d, e iC3b, respectivamente, mediada pelo 
fator I (Seya, 1986, 1989). 

Outra proteína associada à membrana celular que controla a ativa- 
ção do complemento no nível de C3 e C5 convertase é o fator ace- 
lerador do decaimento (DAF, CD55). O DAF expressa-se em todas 
as células circulantes, endoteliais e numerosas epiteliais (Morgan, 
1994b) e acelera o decaimento de C3 e C5 convertase das vias clássica 
e alternativa. 

O controle regulador de componentes terminais do complemen- 
to do complexo de ataque à membrana é conseguido pelo fator de 
restrição homólogo (HRF) ou proteína de ligação a C8 e pelo CD59 
(também conhecido como protectina, HRF-20, inibidor da lise reativa 
da membrana e P-18). O HRF expressa-se em eritrócitos, plaquetas, 
linfócitos T, linfócitos B, neutrófilos e monócitos (Morgan, 1994b), 
em que se liga a C8 e inibe a polimerização de C9 (Morgan, 1994b). A 
segunda proteína reguladora, CD59, é encontrada em todas as células 
circulantes, endoteliais, epiteliais, espermatozoides, podócitos glome- 
rulares (Morgan, 1994b) e algumas células do sistema nervoso central 
(Morgan, 1996). A CD59 liga-se à cadeia B de C8 e ao domínio b de 
C9 (Chang, 1994), inibindo a formação de CAM nas células do hospe- 
deiro. Por sua ligação glicosil fosfatidilinositol às membranas celulares, 
DAF, HRF e CD59 estão ausentes das células de pacientes com hemo- 
globinúria paroxística noturna (HPN) (Volanakis, 1988). 


Receptores de complemento 


Os receptores que se ligam a componentes ativados do complemen- 
to foram descritos em vários tipos celulares. Eles controlam os efeitos 


biológicos de peptídeos na ativação do complemento e estão associa- 
dos ainda a várias outras funções celulares (Tab. 46.3). Os receptores 
de complemento mais bem estudados são os que se ligam aos frag- 
mentos da degradação de C3. 

O receptor de complemento do tipo 1 (CRI, CD35, C3b/C4b) é uma 
glicoproteina de cadeia única que se expressa em eritrócitos, fagócitos 
mononucleares, eosinófilos, linfócitos B, um subconjunto de linfóci- 
tos T, podócitos glomerulares, células dendríticas foliculares (Ahearn, 
1998) e astrócitos (Morgan, 1996). Ele se liga tanto a C3b quanto a 
C4b, em menor extensão a 1C3b e também a Clq (Klickstein, 1997). 
O CRI serve como cofator para a clivagem de C3b, iC3b e C4b e tem a 
atividade de acelerar o decaimento das convertases de C3 e C5 das vias 
clássica e alternativa. Um dos principais papéis fisiológicos do CRI está 
relacionado com a fagocitose de partículas cobertas por complemen- 
to (partículas opsonizadas). Acredita-se que o CRI do eritrócito tem 
um papel principal no sequestro de complexos imunes que contêm 
C3b e iC3b, removendo-os do plasma e facilitando sua transferência 
para locais de degradação no fígado e no baço (Birmingham, 1995). A 
expressão diminuída do CRI eritrocitário pode estar associada à maior 
suscetibilidade a formas crônicas de infecção (Teixeira, 2001). 

Um receptor para o fragmento C3d de C3 é encontrado nas células B 
humanas, linhagens de células B, células dendríticas foliculares, algumas 
células T periféricas, algumas linhagens de células T, timócitos (Ahearn, 
1998) e astrócitos (Morgan, 1996), sendo denominado CR2 (CD21). O 
CR2 tem a capacidade de atuar como cofator para a clivagem de 1C3b 
ligado a alvos mediada pelo fator I (Mitomo, 1987) e é o receptor para 
o vírus de Epstein-Barr nas células B, causador da mononucleose infec- 
ciosa (Fingeroth, 1984). Acredita-se que a principal função do CR2 seja a 
regulação das respostas imunes da célula B ao antígeno (Carroll, 1998b). 

Um terceiro receptor de complemento, CR3 (também conhecido como 
Mac-1, CD11b/CD18), é um membro da família da integrina leucocitá- 
ria 5, de moléculas de adesão. O CR3 expressa-se em fagócitos mononu- 
cleares, granulócitos, células destruidoras naturais (NK, de natural killer) 
(Ahearn, 1998) e células microgliais (Morgan, 1996), ligando-se a 1C3b, 
a C3b e a C3d (Brown, 1991). Nos fagócitos, o CR3 dispara o processo 
fagocítico de maneira paralela ao CRI. Outro papel importante do CR3 
consiste na adesão de monócitos e neutrófilos a células endoteliais via 


Tabela 46.3 Receptores celulares para fragmentos de proteínas do 
complemento 


Receptor Peso molecular Ligante Papel fisiológico 
(kDa) 
CRI 190 (isoforma C3b, C4b, iC3b Fagocitose, depuração 
mais comum) do imunocomplexo 
CR2 140 C3d, C3dg,iC3b Ativação da célula B 
CR3 165 (cadeia a) iC3b, C3d, C3b Fagocitose, 
95 (cadeia P) adesão celular 
CR4 150 (cadeia a) iC3b, C3b Adesao celular 
95 (cadeia p) 
CigRp* 126 Clg, MBL, SP-A Fagocitose 
C3aR 48 C3a Quimiotaxia, 
desgranulação de 
mastocitos do tipo 
seroso, aumento da 
permeabilidade vascular 
C5aR 43 C5a, C5a desArg  Quimiotaxia, 


desgranulação de 
mastócitos do tipo 
seroso, adesão celular, 
aumento da 
permeabilidade vascular 


* Outros receptores de Clq também foram descritos. 


CR1 = receptor de complemento do tipo 1; ClqRp = receptor para a região de colágeno 

de Clq; CR2 = receptor de complemento do tipo 2; CR3 = receptor de complemento do 
tipo 3; C3aR = receptor de C3a; CR4 = receptor de complemento do tipo 4; C5a desArg = 
ausência do resíduo de arginina terminal em C5a após inativação pela carboxipeptidase-N; 
C5aR = receptor de C5a; MBL = lectina ligadora de manana; SP-A = proteína A surfactante. 


interação com seu ligante, a molécula de adesão intracelular do tipo 1 
(ICAM-1). Isso permite o acúmulo de fagócitos nos locais de lesão teci- 
dual, onde as células endoteliais ficam ativadas. O CR3 pode atuar como 
receptor para o vírus da imunodeficiência humana (HIV)-1 e a infecção 
por Neisseria gonorrhoeae das células dendríticas foliculares e epiteliais 
cervicais, respectivamente (Edwards, 2001; Batjay, 2004). 

O receptor de complemento do tipo 4 (CR4, CD11c/CD18) é uma 
glicoproteína que compartilha características com o CR3. Também é 
um membro da família integrina de moléculas de adesão e se expressa 
em células mieloides, dendríticas, NK, B ativadas, algumas células T ati- 
vadas, plaquetas (Ahearn, 1998) e células microgliais (Morgan, 1996). O 
CR4 liga-se a iC3b e, em menor extensão, a C3b (Brown, 1991). O papel 
exato do CR4 em termos de ativação do complemento é desconhecido, 
mas, como essa glicoproteína é uma molécula de adesão, pode servir 
para “ajudar” na adesão de neutrófilos ao endotélio durante processos 
inflamatórios (Sengelov, 1995). 

Um receptor para a anafilatoxina C5a (C5aR) expressa-se em neu- 
trófilos, monócitos, basófilos, eosinófilos, plaquetas, mastócitos, célu- 
las do parênquima hepático, da musculatura lisa vascular, endoteliais 
vasculares do pulmão e do umbigo, epiteliais dos brônquios e alvéolos, 
astrócitos, células microgliais (Ember, 1998) e células T humanas 
(Nataf, 1999). O C5a ligado ao C5aR induz uma variedade de ações, 
inclusive quimiotaxia de células inflamatórias, desgranulação de 
mastócitos, produção de radicais de oxigênio, promoção da adesão 
celular, produção de leucotrienos e prostaglandinas em neutrófilos e 
eosinófilos, além da indução de proteínas da fase aguda, citocinas e 
anticorpos (Ember, 1998). 


Biossíntese do complemento 


Estima-se que cerca de 90% dos componentes plasmáticos do com- 
plemento sejam sintetizados no fígado e constituam proteínas da 
fase aguda (i. e., sua síntese pelo fígado aumenta durante as reações 
inflamatórias para elevar os níveis plasmáticos). O hepatócito produz 
a maioria dos componentes do complemento, com exceção de Clq, 
fator D, properdina e C7 (Morgan, 1997a). O Clq parece ser sinte- 
tizado por células epiteliais, monócitos/macrófagos e fibroblastos. A 
principal fonte de fator D é o adipócito. À properdina é sintetizada 
principalmente por monócitos e macrófagos, com alguma síntese que 
ocorre em linfócitos e granulócitos. A maioria do C7 plasmático pare- 
ce originar-se de monócitos e macrófagos, embora se tenha demons- 
trado que os neutrófilos armazenam C7. Monócitos, macrófagos, 
células dos tecidos sinoviais e astrócitos têm a capacidade de sinteti- 
zar todos os componentes das vias clássica e alternativa. Isso pode ter 
implicações importantes na inflamação de um tecido específico, onde 
um mecanismo de defesa localizado precisa estar presente para elimi- 
nar partículas estranhas eficientemente. A produção de componentes 
do complemento em geral sintetizados pelos hepatócitos ou por célu- 
las extra-hepáticas costuma requerer estímulos gerados em reações 
inflamatórias como interleucina-1Q, interleucina-6 ou interferon-y. 
Uma boa descrição da regulação da síntese de proteína de comple- 
mento por várias células é encontrada em outro texto (Colten, 1998). 


Genética do complemento 


A maioria dos componentes do complemento é hereditária autossô- 
mica dominante. Os genes que codificam as proteínas do complemento, 
receptores e moléculas reguladoras foram clonados e denominados de 
acordo com a localização cromossômica (Tab. 46.1). É interessante o 
fato de que há uma ligação para inúmeros genes que codificam molécu- 
las relacionadas com complemento. Tais grupos de ligação incluem os 
genes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) da classe 
HI (C2, fator B e C4), genes para os reguladores da ativação do comple- 
mento (proteína de ligação ao C4, CRI, CR2, DAF, MCP e fator H), e 
genes codificadores de proteínas do complexo de ataque à membrana 
(C6, C7 e C9) (Schneider, 1999). As moléculas dentro de cada um desses 
três grupos compartilham homologia estrutural, sugerindo que as pro- 
teínas de complemento podem ter surgido da duplicação gênica de um 
número limitado de genes ancestrais. Quase todas as proteínas relacio- 
nadas com complemento exibem polimorfismo (i. e., existem múltiplos 
alelos com frequência variável em humanos). O componente do com- 
plemento mais polimórfico é C4, com mais de 35 alelos identificados 
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nucleicos em geral estão associadas a deficiências de proteínas de com- 
plemento (Schneider, 1997). O polimorfismo de proteínas de comple- 
mento é avaliado tanto por análise fenotípica quanto genotípica. Os 
detalhes desses métodos não serão discutidos neste capítulo, recomen- 
dando-se ao leitor consultar o Capítulo 48 e outros textos sobre o assun- 
to (Schneider, 1997; Mauff, 1996). 


Complemento e imunidade adquirida 


Cada vez fica mais claro que o sistema complemento tem um papel 
importante no estabelecimento das respostas de imunidade adquirida 
(Carroll, 2004). Respostas de anticorpo deprimidas à estimulação por 
antígeno foram observadas em animais com depleção transitória de 
C3 (Pepys, 1974), animais com deficiências genéticas de C2, C4 ou C3 
(Ochs, 1983; Böttger, 1985; O Neil, 1988) e em pacientes com defici- 
ência genética de C2, C4, C3 ou CR3 (Ochs, 1986). O desenvolvimen- 
to recente de camundongos knockout sem C4, C3 ou receptores de 
complemento dos tipos 1 e 2 permitiu compreender melhor o papel 
das respostas de anticorpo a antígeno. Tal efeito foi revisto recente- 
mente (Carroll, 1998a, 1998b; Fearon, 1998). 

O complemento pode influenciar a resposta de anticorpo a um antí- 
geno de várias maneiras. O CR2 está presente na superfície de células 
B em associação a CD19 e TAPA-1. Quando há ligação simultânea 
do receptor de célula B ao antígeno e CR2 (como ocorreria quando 
o antígeno está em complexo com C3d), o limiar para ativação da 
célula B cai de maneira acentuada. O complemento também ajuda na 
captura dos complexos imunes por células dendríticas foliculares no 
baço, o que facilita a formação de centros germinativos onde as célu- 
las B adquirem memória do fenótipo. A ausência de um dos primeiros 
componentes da via clássica da ativação de complemento ou de CRI 
e/ou de CR2 pode resultar em respostas imunes muito comprome- 
tidas ao antígeno e, em alguns casos, na impossibilidade de montar 
uma resposta secundária de anticorpo. O complemento pode ainda 
desempenhar um papel na geração de células B positivas para CDS, 
o que origina anticorpos “naturais” (Carroll, 1998a). A própria ati- 
vação da célula B em resposta a um desafio antigênico também pare- 
ce depender, em alguns casos, do anticorpo “natural” e da ativação 
de complemento (Boes, 1998; Lutz, 1999). É interessante notar que 
o complemento parece importante na manutenção da tolerância da 
célula B a autoantígenos. Isso parece depender do componente C4 do 
complemento, bem como de CRI e CR2 (Prodeus, 1998). Por fim, o 
complemento (especialmente C3) ajuda na geração de uma respos- 
ta imune adquirida a antígeno via células apresentadoras de antígeno 
(APCs). A presença de produtos da clivagem de C3 sobre o antígeno 
facilita a captação do antígeno pelas APCs (células B e outras APCs 
profissionais que expressam CRI e/ou CR2), aumentando assim a efi- 
ciência da apresentação de antígeno às células T, com subsequentes 
respostas mediadas por célula T (Boackle, 1998; Kerekes, 1998). 


Deficiências genéticas de complemento 


Deficiências de complemento controladas geneticamente são muito 
raras, mas interessam porque nos permitem determinar o papel dos 
componentes do complemento em vários fenômenos biológicos e 
doenças. Em geral, a ausência de um componente de complemento 
segue os princípios da genética mendeliana e costuma ser transmitida 
como um traço autossômico recessivo. Pacientes heterozigotos ten- 
dem a ter metade dos níveis normais de complemento ou menos, e 
os homozigotos (com deficiência) têm pouca ou nenhuma ativida- 
de detectável do componente do complemento. As deficiências são 
conhecidas por cada proteína ligada à ativação do complemento (Tab. 
46.4). A incidência estimada de deficiência completa de complemento 
é de 0,03% da população geral (Wen, 2004), porém, com a descober- 
ta da via MBL da ativação de complemento, veio o achado surpreen- 
dente de que a deficiência de MBL sérica é razoavelmente comum. 
Estima-se que aproximadamente 5% da população tenham uma das 
três mutações genéticas reconhecidas que levam à deficiência de MBL 
(Sumiya, 1997). Há relato de uma correlação entre a deficiência de 
MBL e infecções do trato respiratório superior, especialmente entre os 
6 e 18 meses de idade, demonstrando a importância da via MBLectina 
no início da infância (Turner, 1996). Um estudo recente sugeriu que 


genes variantes de MBL poderiam estar associados até a um terço das 
infecções meningocócicas em crianças (Hibberd, 1999). Há relatos de 
que infusões de MBL purificada corrigem o defeito e a suscetibilida- 
de às infecções em crianças com deficiências de MBL (Valdimarsson, 
1998). Além disso, há uma sugestão de que a deficiência de MBL 
acarreta doenças autoimunes como o lúpus eritematoso sistêmico 
(LES) (Turner, 1996) e é um fator de risco para abortos recorrentes 
(Christiansen, 1999). 

Outro aspecto da deficiência de complemento, em especial nos pri- 
meiros componentes da via clássica (Cl, C4, C2), é uma associação 
a doenças autoimunes como o LES. Como o complemento é impor- 
tante na depuração de imunocomplexos da circulação, pode ser que 
a deficiência de um componente inicial do complemento resulte na 
manipulação imprópria dos imunocomplexos, com seu acúmulo nos 
tecidos, como nos rins. A deficiência do inibidor de Cl causa angioe- 
dema hereditário, doença que se caracteriza por episódios recorrentes 
de edema subcutâneo e submucoso. Tal deficiência pode ser hereditá- 
ria ou adquirida após o desenvolvimento de autoanticorpos contra o 
inibidor de Cl. E recentemente foi descrita uma deficiência do fator H 
decorrente de uma nova mutação genética homozigota no fator H em 
uma criança com 8 meses de idade, que estava associada a microan- 
giopatia trombótica e, por fim, a insuficiência renal (síndrome hemo- 
lítico-urêmica atípica) (Licht, 2005). 


Avaliação da atividade do complemento 
na doença 


O complemento promove inflamação ou dano tecidual durante a 
resposta imune e desempenha um papel importante na patogênese de 
algumas doenças. Na última situação, ele costuma ser ativado por um 
anticorpo anormal (autoanticorpo), um imunocomplexo ou material 
estranho. Para rastrear a atividade da doença nesses casos, costuma ser 
necessário medir os níveis séricos de complemento, como no caso do 
LES, em que C3 ou C4 séricos diminuídos têm correlação com ativida- 
de patológica. Em tais circunstâncias, frequentemente são empregadas 
técnicas nefelométricas (ver adiante em “Ensaios para Complemento”). 

É importante reconhecer que as estimativas séricas de complemen- 
to dão apenas uma ideia de um processo dinâmico que envolve taxas 
variáveis de consumo e produção de complemento. Muitas das proteí- 
nas de complemento comportam-se como reagentes de fase aguda, e 
seus níveis séricos aumentam extremamente em alguns estados infla- 
matórios, ao passo que caem de forma acentuada com o catabolismo 
em outras condições, como estados autoimunes. Dependendo da 
taxa de produção e consumo de complemento, um nível sérico nor- 
mal pode estar associado a dano tecidual da mesma forma que um 
nível sérico diminuído. Por exemplo, pacientes com cirrose biliar 
têm aumento da taxa catabólica de C3, tendo-se sugerido que o C3 
pode ter um papel no desenvolvimento dessa doença. Apesar disso, 
o nível de C3 no soro de pacientes com cirrose biliar quase sempre 
está elevado. Nesse caso, o aumento da síntese obscurece o do catabo- 
lismo. Também é preciso reconhecer que a função do complemento 
nos vários compartimentos corporais pode diferir. Os níveis séricos 
de complemento em pacientes com artrite reumatoide soropositiva 
podem estar normais ou elevados, mas no compartimento articular, 
onde o dano é maior, os níveis de complemento no líquido articular 
podem estar gravemente reduzidos. 

Vários pesquisadores tentaram identificar qual via de ativação do 
complemento predomina na mediação do dano tecidual ou na queda 
dos níveis de complemento e uma doença ou outra, estabelecendo o 
“perfil do complemento”. A abordagem mais simples desse proble- 
ma examina os níveis de complemento e admite que é mais provável 
ocorrerem níveis baixos de um determinado componente de uma das 
vias da ativação do complemento quando a via está ativada. Portanto, 
se um paciente tem níveis baixos de C3 e C4 e níveis normais do fator 
B, é provável que a via clássica esteja envolvida. Se um paciente tem 
níveis baixos de C3, fator B e properdina, e níveis normais de C4, é 
mais provável a ativação da via alternativa. Dessa forma, a determina- 
ção dos níveis de um número limitado de componentes pode fornecer 
muita informação. 

Um avanço importante nessa área é o uso do ELISA para detectar 
complexos estáveis formados no soro durante a ativação do comple- 


Tabela 46.4 Deficiências hereditárias de complemento e proteínas relacionadas com o complemento 


Proteína Padrão de herança 


Comum a todas as vias 


C3 Autossômico recessivo 
Via clássica 

Clq AutossOmico recessivo 
Cir Autossômico recessivo 
Cls AutossOmico recessivo 
C4" AutossOmico recessivo 
C2! Autossômico recessivo 
Via alternativa 

Fator B Autossômico recessivo 
Fator D Autossômico recessivo 
Properdina Ligado ao X 

Via MBLectina 

MBL Autossômico dominante 
Complexo de ataque à membrana 

C5 Autossômico recessivo 
C6 Autossômico recessivo 
C7 Autossômico recessivo 
C8 (cadeias B ou ay) Autossômico recessivo 
C9 Autossômico recessivo 


Proteínas de controle da fase líquida 


Clinh Autossômico dominante ou adquirido 
C4bp Autossômico recessivo 

Fator | Autossômico recessivo 

Fator H Autossômico recessivo 

Proteínas ligadas à célula 

CRI Autossômico recessivo” 

CR3 Autossômico recessivo 
DAF/CD59/HRF Adquirido 


Principais correlações clínicas 


Infecções piogênicas recorrentes, glomerulonefrite 


Glomerulonefrite, LES 

Glomerulonefrite, LES 

Glomerulonefrite, LES 

LES 

LES, LED, artrite reumatoide juvenil, glomerulonefrite 


Infecção por Neisseria meningitidis 
Infecções piogênicas recorrentes 
Infecções piogênicas recorrentes, meningococcemia fulminante 


Infecções recorrentes 


Infecções recorrentes disseminadas por Neisseria, LES 

Infecções recorrentes disseminadas por Neisseria 

Infecções recorrentes disseminadas por Neisseria, doença de Raynaud 
Infecções recorrentes disseminadas por Neisseria 

Nenhuma 


Angioedema hereditário, doenças autoimunes” 
Angioedema, síndrome semelhante à de Behçet 
Infecções piogênicas recorrentes 

Infecções piogênicas recorrentes, glomerulonefrite 


Associação entre baixa expressão eritrocitária e LES 
Infecções piogênicas recorrentes, leucocitose 
Hemoglobinúria noturna paroxística 


* Notar que algumas pessoas com deficiências de complemento, especialmente C2 e componentes do complexo de ataque à membrana, estão clinicamente bem. Um número substancial de 
pacientes com defeitos em C5-C9 tem doença autoimune. As deficiências de C1-C9 estão associadas a CH; de 0. As deficiências de Cl, C4 e C2 estão associadas ao LES, e os pacientes em 
geral têm preparados negativos para o LE. As deficiências de C3-C9 estão associadas a atividade bactericida sérica ausente ou baixa. A deficiência de C3 ou C5 está associada à atividade 
quimiotática sérica ausente ou diminuída e pode estar associada à ausência de resposta leucocitária à infecção. 


' A deficiência em cada gene de C4 (C4A e C4B) é conhecida como ‘q0’, para quantidade zero. Tal deficiência é designada C4Aq0 ou C4Bq0. Os pacientes com tais deficiências apresentam uma incidência acima 
do normal de doenças autoimunes. Indivíduos com deficiência heterozigota de C2 também apresentam maior incidência de doenças autoimunes. 


“Aproximadamente 85% dos casos envolvem alelos silenciosos, e 15% alelos que codificam a variante adquirida da proteína inibidora disfuncional Cl. No angioedema hereditário, o nivel de C1 é normal ou 
está reduzido, o de C3 é sempre normal, e o de C4 está reduzido. Na doença adquirida, os níveis de Cl e C4 estão reduzidos, o do inibidor antigênico Cl em geral é normal ou alto, e o do inibidor funcional Cl é 


muito baixo. 


* A homozigosidade para uma expressão numérica baixa (não ausente) de CR1 nos eritrócitos é detectável in vitro e pode estar associada ao LES. Um defeito adquirido no número de CRI também pode ser 


operacional. 


Níveis baixos, mas não ausentes, de CR3 leucocitário são detectáveis em ambos os genitores da maioria das crianças com deficiência de CR3. 


LED = lúpus eritematoso disseminado; MBL = lectina ligadora de manana; LES = lúpus eritematoso sistêmico. 


mento. Esses ensaios são altamente sensíveis e podem demonstrar 
rapidamente que a via do complemento está ativada em várias doen- 
ças (Morgan, 1994a). 

À ativação, muitas proteínas do complemento expressam novos 
antígenos (neoantígenos) que não são revelados na proteína plasmáti- 
ca nativa. O neoantígeno presente no CAM, mas não nos componen- 
tes terminais nativos, talvez seja o mais interessante. Existe anticorpo 
para esse neoantígeno e ele tem sido usado para se estudar o nível de 
neoantígeno por imunofluorescência, bem como pelo ELISA (Falk, 
1983; Sanders, 1985). O nível do neoantígeno está elevado no sangue 
e no líquido espinhal em muitos pacientes com ativação do comple- 
mento em andamento (Sanders, 1986). Além disso, está presente nos 
tecidos, em locais de deposição terminal do complexo. Por exemplo, 
está no tecido da lesão nos glomérulos de pacientes com glomerulo- 
nefrite (Falk, 1983) e na pele lesada em locais de LES ativo (Biesecker, 
1982). Ao contrário do C3 depositado na pele normal de pacientes 
com LES e um teste positivo de faixa para lúpus, o neoantigeno do 
CAM só é encontrado nas lesões. 


O complemento em estados patológicos 


Doenças reumáticas 


A deficiência de um componente inicial do complemento (Cl, C4 
ou C2) em geral está associada a doença autoimune (Wen, 2004). A 
doença reumatológica que foi avaliada de maneira mais extensa em 
termos de contribuição do complemento para a atividade patológica é 
o LES (Agnello, 1986; Atkinson, 1986; Liu, 2004). A incidência de uma 
deficiência de componentes do complemento Clq, C4 e C2 é de 90%, 
75% e 15%, respectivamente, naqueles com LES (Pickering, 2000); a 
incidência de LES também aumenta naqueles com deficiência de MBL 
(Kilpatrick, 2002). Grandes quantidades de imunocomplexos são for- 
madas nessa doença, tanto circulantes quanto ligados a tecidos. Esses 
imunocomplexos ativam o complemento, e os produtos da ativação do 
complemento contribuem para a inflamação em andamento. Os níveis 
de C3 e C4 em geral estão reduzidos no LES e, na maioria dos casos, 
são encontrados níveis baixos em pacientes com doença ativa. Alguns 
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sugerem que um nível baixo de C4 seja o melhor indicador de doença 
ativa em andamento. Entretanto, há pacientes com doença ativa que 
exibem níveis normais de C4. De acordo com outros, o nível de sC5b-9 
circulante ou neoantígeno do CAM poderia atuar como um melhor 
indicador de doença ativa (Gawryl, 1988). Conforme discutido antes, 
o complemento parece desempenhar um papel essencial na depuração 
de imunocomplexos da circulação, em particular aqueles que contêm 
isótipos de IgM ou IgG ativados por complemento. A deposição de C3b 
no imunocomplexo resulta da ativação do complemento, que permite 
a interação com células que possuem um receptor C3b (CRI). Após 
ligação com eritrócitos via CR1, os imunocomplexos ficam impedidos 
de difundir-se do plasma para os tecidos, onde poderiam causar dano. 
Os eritrócitos que trazem imunocomplexos circulam em direção ao 
fígado, onde os imunocomplexos são removidos por um processo que 
não encurta a meia-vida do eritrócito (Cornacoff, 1983; Birmingham, 
1995). Nas doenças em que o complemento é ativado e esses produ- 
tos imunologicamente ativos são formados na circulação, o número de 
CRI por eritrócito é diminuído. Pode ser que isso resulte da remoção 
de algum CR1 após a remoção do imunocomplexo do eritrócito no 
fígado (Ross, 1985). Além do LES, há relatos de que os eritrócitos de 
pacientes com doença crônica da aglutinina fria, HPN, anemia hemo- 
lítica autoimune, síndrome de Sjögren e pneumonia por micoplasma 
têm pouco CRI, sugerindo que os depósitos imunes foram removidos 
dos eritrócitos nessas doenças (Ross, 1985; Atkinson, 1986). 

As proteínas do complemento agem como reagentes da fase aguda, 
e seus níveis podem não estar reduzidos mesmo nas situações em que 
ocorre ativação do complemento. São encontrados níveis séricos nor- 
mais ou elevados de complemento na artrite reumatoide juvenil, na 
artrite palindrômica, na pseudogota, na gota, na síndrome de Reiter 
e na artrite gonocócica. Ao mesmo tempo, mostrou-se que os níveis 
de complemento são reduzidos no líquido articular em várias outras 
condições rematológicas, inclusive a artrite reumatoide. Acredita-se 
que a atividade hemolítica total reduzida do complemento (CHo; ver 
adiante em Ensaios para complemento”) e a presença de produtos 
de clivagem de C3 e fator B representem a ativação intra-articular no 
líquido sinovial da maioria dos pacientes com artrite reumatoide, LES, 
pseudogota, gota, sindrome de Reiter e artrite gonocócica. Não ocorre 
o mesmo com o líquido obtido de pacientes com artrite degenerativa. 


Angioedema hereditário 


O angioedema hereditário é uma condição potencialmente fatal, assi- 
nalada por edema submucoso e subcutâneo, não pruriginoso e não eri- 
tematoso, que em geral resolve-se em 48 a 72 horas, mas, apesar disso, 
pode ser fatal quando acomete a mucosa da laringe. A causa do angio- 
edema hereditário é uma deficiência heterozigota de Cl-Inh. Como o 
Cl-Inh regula vários componentes das vias de coagulação, complemen- 
to e geração de cininas, é difícil determinar a via realmente envolvida na 
gênese dos episódios de angioedema hereditário. Foram identificados 
vários tipos de angioedema hereditário, incluindo o tipo I, em que os 
pacientes têm um nível reduzido (30% ou menos) de Cl-Inh funcional 
ou antigênico, e um tipo II em que, embora presente em níveis normais, 
a atividade da proteína Cl-Inh está reduzida ou ausente (Wen, 2004). 


Doenças infecciosas 


Conforme mencionado antes e evidenciado por achados clínicos 
em pacientes com deficiências de complemento controladas geneti- 
camente, o sistema complemento desempenha um papel crucial na 
defesa contra microrganismos. Pacientes com septicemia por Gram- 
negativos e infecções piogênicas em geral têm deficiência de C3, opso- 
nina primária ou componentes da via alternativa. O complemento 
poderia estar envolvido no dano tecidual associado à infecção crôni- 
ca. Sabe-se que os pacientes com hepatite infecciosa HbsAg-positiva 
apresentam uma queda precoce no C3 sérico, que depois retorna 
ao normal. Pode ser que isso esteja associado a sinais de doença por 
imunocomplexo (i. e., artralgia). De maneira semelhante, o comple- 
mento parece ter um papel importante em muitas infecções parasitá- 
rias, inclusive a leishmaniose, a tripanossomiase, a giardiase e a malá- 
ria. Nos pacientes com infecções recorrentes por N. gonorrhoeae ou 
Neisseria meningitidis, pode-se suspeitar de uma deficiência de CAM 
ou properdina. Uma discussão abrangente das interações entre o sis- 


tema complemento e parasitas, bactérias e vírus pode ser encontrada 
em revisões excelentes (Frank, 1988; Fishelson, 1994; Moffitt, 1994; 
Kozel, 1996; Cooper 1998). Todavia, é importante reconhecer que os 
níveis séricos de complemento em geral não são um índice confiável 
de atividade patológica nessas condições. 

Estudou-se o papel do complemento na síndrome da angústia respi- 
ratória do adulto (SARA), uma ocorrência comum em pacientes com 
traumatismo ou sepse graves. Há evidência de ativação maciça de com- 
plemento nesses pacientes, sugerindo que bactérias e produtos bacteria- 
nos ativam o complemento (Hammerschmidt, 1980). Tanto a via clás- 
sica quanto a alternativa parecem ser ativadas (Langlois, 1988). Fatores 
inflamatórios como o fator ativador de neutrófilos e o C5a são formados. 
Há evidência de que os neutrófilos infiltram o pulmão, e acredita-se que 
os produtos oxidativos dos neutrófilos sejam responsáveis por grande 
parte do dano pulmonar que ocorre. Evidências recentes identificaram 
um possível papel para o complemento, por meio de seus receptores, 
na infecção de células dendríticas foliculares pelo HIV (Doepper, 2002; 
Stoiber, 2005). Um papel semelhante para o CAM foi postulado nas 
doenças priônicas (ver adiante em “Doenças neurológicas”). 


Doenças renais 


O complemento parece ter importância fundamental no dano glo- 
merular em muitas glomerulonefrites (West, 1998). Isso em geral é 
demonstrado pela deposição de C3 ou outros componentes, dentro 
da membrana basal glomerular ou perto dela. Além disso, o CAM foi 
reconhecido nos glomérulos lesados em pacientes com glomerulone- 
frite e LES. Mostrou-se que pacientes com doença do soro devida a 
imunocomplexos na circulação têm lesão glomerular. À análise sérica, 
esses pacientes apresentam ativação da via clássica ou da alternativa, ou 
ambas. Tradicionalmente, acreditava-se que os complexos eram depo- 
sitados nos glomérulos à medida que filtravam o plasma que continha 
imunocomplexos. Uma vez depositados, esses complexos ativam o 
complemento. Um ponto de vista alternativo é que os anticorpos contra 
estruturas glomerulares formam imunocomplexos no rim, que então 
ativam o complemento, causando dano local (Daha, 1979). Embora os 
anticorpos contra estruturas da membrana basal glomerular sem dúvi- 
da tenham importância na síndrome de Goodpasture, seu papel geral 
na glomerulonefrite é mais questionável. O papel na doença intersticial 
e tubular é menos claro, porém há quem acredite que o complemento 
também funcione nesses distúrbios. É interessante notar que, especial- 
mente em alguns pacientes com uma forma rara de glomerulonefrite 
(membranoproliferativa, tipo II), com níveis muito baixos de C3, uma 
proteína denominada fator nefrítico C3 (C3NeF ou NF,) estabiliza a 
C3 convertase da via alternativa. Esse fator é um autoanticorpo direcio- 
nado contra Bb que estende mais de 10 vezes a meia-vida da C3 con- 
vertase da via alternativa (Daha, 1979, 1976). A C3NeF parece proteger 
a C3 convertase da via alternativa contra a dissociação do decaimento 
pelo fator H (Fearon, 1980). Acredita-se que a C3NeF seja responsável 
pelos níveis muito baixos de C3 presentes nesses pacientes, mas não 
que tenha um papel central no desenvolvimento da nefrite. Os compo- 
nentes C4, C3 e Clq são pesquisados rotineiramente nos glomérulos de 
biópsias renais por meio da microscopia por fluorescência, como parte 


da avaliação de doença glomerular. 


Doenças dermatológicas 


Acredita-se que o complemento desempenhe um papel no dano teci- 
dual em andamento em uma variedade de doenças dermatológicas, que 
incluem o penfigoide bolhoso, o penfigoide gestacional, o penfigoide 
cicatricial, a epidermólise bolhosa adquirida, a dermatite herpetiforme 
e o pénfigo vulgar (Yancey, 1998). É preciso notar que os níveis séricos 
de complemento em geral estão normais ou elevados nesses estados 
inflamatórios, e a importância do complemento em tais condições é 
sugerida por análise por imunofluorescência de biópsias teciduais e 
estudos com o líquido da bolha. Gammon et al. (1984) desenvolveram 
um modelo in vitro útil para o estudo de distúrbios cutâneos media- 
dos por anticorpo antimembrana basal. Esses autores mostraram de 
forma conclusiva que o C5a é um elemento importante na patogênese 
do penfigoide bolhoso e da epidermólise bolhosa adquirida. O C5a age 
como um fator de atração química necessário para o influxo de neu- 
trófilos para os locais de dano tecidual subsequente nessas doenças. 


Doenças hematológicas 


Em muitos tipos de anemia hemolítica autoimune, o complemen- 
to desempenha um papel importante na opsonização de eritrócitos, 
levando à sua depuração por células do sistema reticuloendotelial. No 
entanto, mesmo nos casos em que o complemento está nitidamente 
envolvido, seus níveis séricos em geral são normais. O complemento 
é particularmente importante na depuração de células cobertas com 
autoanticorpos IgM reativos ao frio com especificidade anti-l. Esses 
autoanticorpos (aglutininas frias) estão associados a distúrbios linfo- 
proliferativos após infecções ou podem ser achados isolados, especial- 
mente em idosos. Em geral, as aglutininas frias ligam-se otimamente 
a eritrócitos a temperaturas subfisiológicas encontradas em algumas 
áreas do corpo, como a ponta do nariz, os dedos e as orelhas. Em geral, 
elas medeiam a lise celular quando os eritrócitos circulantes retornam 
às temperaturas centrais do corpo. Nem todas as aglutininas frias 
são anticorpos IgM. A síndrome da hemoglobinúria paroxística fria 
(HPF), por exemplo, resulta dos anticorpos IgG Donath-Landsteiner 
reativos ao frio, que se ligam às células a temperaturas abaixo de 37°C, 
mas medeiam a lise após aquecimento. Embora o anticorpo seja dife- 
rente, os efeitos fisiopatológicos são similares. 

Outros autoanticorpos que ativam o complemento ligam-se mais 
eficientemente a temperaturas aquecidas. Em geral, esses anticorpos 
reativos ao aquecimento são do isótipo IgG. Em alguns casos, esses 
anticorpos podem estar associados a malignidades linfoproliferativas e 
infecções virais. A maioria dos anticorpos IgG reativos ao aquecimento 
encontrados na anemia hemolítica autoimune tem especificidade Rh 
e é má ativadora de complemento, ao contrário das aglutininas frias 
e anticorpos anti-A e anti-B do grupo sanguíneo. Entretanto, alguns 
anticorpos, como os Tja, ativam bem o complemento e causam lise. 

Em uma anemia hemolítica adquirida rara, denominada hemoglo- 
binúria paroxística noturna (HPN), os pacientes apresentam episódios 
recorrentes de hemólise intravascular. Acredita-se que a lise de eritró- 
citos nesses pacientes ocorra pela via alternativa (Rosse, 1998; Jarva, 
1999), embora os níveis séricos de complemento sempre sejam normais 
e o teste direto da antiglobulina seja sempre negativo. O defeito na HPN 
é uma falta de proteínas ligadas ao glicosil fosfatidilinositol na superfície 
das células do paciente, resultante de mutações no gene do glicano A 
fosfatidilinositol (pig-A). Entre outras proteínas ligadas por meio dessa 
âncora na membrana celular estão a DAF e a CD59, duas moléculas que 
controlam a ativação de complemento no nível da C3 convertase, C8 e 
C9, respectivamente (ver antes em “Regulação da ativação do comple- 
mento”). Acredita-se que a lise de eritrócitos em pacientes com HPN 
deva-se à ativação descontrolada do complemento na superfície des- 
sas células. Há relato recente de que, embora a ausência tanto de DAF 
quanto de CD59 da superficie dos eritrócitos de pacientes com HPN 
seja responsável pela maior sensibilidade à lise mediada pelo comple- 
mento, a deficiência de CD59 leva à maior sensibilidade à lise celular do 
que a deficiência de DAF (Shichishima, 1999). 

Recentemente, a capacidade de modular a atividade do comple- 
mento e tirar vantagem da ativação da via clássica foi conseguida com 
o uso de um anticorpo específico designado para o marcador de célu- 
la B CD20. O anticorpo monoclonal CDB8 é comercializado como 
rituximab e é um anticorpo quimérico (de camundongo e humano ao 
mesmo tempo) que ativa a destruição mediada pelo complemento de 
células que têm CD20 mediante a ligação com Clq. As terapias desse 
tipo podem ser promissoras no tocante a tratar neoplasias linfoides e 
processos autoimunes sistêmicos (Reff, 1994). 


Doenças neurológicas 


O papel do sistema complemento nas doenças do sistema nervoso 
ficou evidente nos últimos anos. Isso é um tanto surpreendente, por- 
que a barreira hematoencefálica bloqueia efetivamente a penetração 
do complemento no líquido espinal. A ativação do complemento foi 
demonstrada em doenças como a miastenia grave, a esclerose múl- 
tipla, o lúpus cerebral, a síndrome de Guillain-Barré e a doença de 
Alzheimer (Morgan, 1994a, 1997b; Shin, 1998). A deposição de pro- 
teínas do complemento foi demonstrada no tecido doente e a ativa- 
ção do complemento, no líquido cerebrospinal (LCE) de pacientes 
com a maioria dessas doenças. Presumivelmente, a inflamação causa 
uma ruptura na barreira hematoencefálica com penetração local de 


proteínas do complemento, que são sintetizadas por algumas células. 
Há evidência de que a ativação do complemento poderia estar envol- 
vida no dano à mielina, ocasionando assim doenças do sistema nervo- 
so central e periférico. Também se mostrou que o complemento está 
envolvido na doença de Alzheimer e na doença de Pick. Na primei- 
ra, um peptídeo derivado de amiloide e denominado B-A4 liga-se ao 
Clq e ativa o complemento em placas senis do cérebro doente. É inte- 
ressante ter sido demonstrado in vitro que o tipo de célula glial mais 
abundante, o astrócito, sintetiza todas as proteínas do complemento 
em condições inflamatórias (Morgan, 1996). Além disso, os astrócitos 
extracelulares microgliais expressam receptores do complemento in 
vitro (Morgan, 1997a). Portanto, apesar da barreira hematoencefáli- 
ca, o cérebro tem a capacidade de montar uma reação inflamatória 
potente, dependente do complemento, como mecanismo de defesa. 
Os componentes do complemento podem ter um papel facilitador na 
neuropatologia das doenças priônicas. A perda neuronal associada à 
encefalite espongiforme transmissível pode estar relacionada com a 
formação de CAM nas superfícies neuronais e com a presença de C3b 
e Clq extracelulares nos depósitos de proteína priônica associados à 
doença (Kovacs, 2004). 


Doenças cardiovasculares 


O envolvimento do sistema complemento na lesão miocárdica por 
isquemia ou reperfusão é bem-aceito. Isso foi revisto recentemente 
(Lucchesi, 1997a). O mecanismo pelo qual o complemento contribui 
para o infarto agudo do miocárdio em pacientes ainda não está esclareci- 
do. Apesar disso, a deposição de componentes das vias clássica e alterna- 
tiva foi demonstrada no miocárdio acometido com C5b-9. A produção 
de anafilatoxinas que acompanham a ativação do complemento parece 
ser responsável pela reação inflamatória local. A melhor demonstração 
de um efeito do complemento, especialmente em seus componentes 
terminais (C5b-9), veio de um modelo animal de oclusão da artéria 
coronária (Kilgore, 1998). Coelhos com deficiência de C6 controlada 
geneticamente apresentaram uma redução significativa na dimensão do 
infarto, em comparação com coelhos normais. Além disso, a infiltração 
de neutrófilos também apresentou redução significativa nos coelhos 
com deficiência de C6, sugerindo o papel crucial dos componentes ter- 
minais do complemento na geração de inflamação local. 

O complemento também parece desempenhar um papel no desen- 
volvimento de lesões ateroscleróticas (Torzewski, 1997). Mais uma 
vez, o mecanismo exato pelo qual o complemento contribui para o 
desenvolvimento de lesões não está esclarecido. Contudo, a deposição 
dos componentes terminais do complemento (C5b-9) foi demons- 
trada no espessamento da íntima e em placas fibrosas. A ativação do 
sistema complemento está associada a estágios pré-lesionais e pro- 
gressão das lesões ateroscleróticas (Niculescu, 1987; Seifert, 1989). 
Demonstrou-se que coelhos com deficiência de C6 são menos suscetí- 
veis que os normais a lesões ateroscleróticas induzidas pelo colesterol 
(Schmiedt, 1998). 


Biocompatibilidade 


Muitos dos biomateriais que são implantados no corpo ativam o 
complemento, em particular a via alternativa (Mollnes, 1997). Em 
contato com o sangue ou líquidos teciduais, esses materiais podem 
ativar o complemento e ocasionar inflamação local ou dano tecidual. 
Os materiais precisam ser testados quanto à sua atividade de ativação 
do complemento antes de serem usados em ampla escala. 


Transplante de órgãos 


O sucesso do transplante de órgãos criou um grande problema: a 
pequena quantidade de órgãos humanos para satisfazer as demandas 
de um número cada vez maior de pacientes que aguardam tal proce- 
dimento cirúrgico. Portanto, o uso de doadores animais como suínos 
é proposto por muitos especialistas na área como alternativa lógica 
para órgãos humanos. Entretanto, os órgãos suínos vascularizados 
são suscetíveis a uma reação de rejeição intensa, denominada rejei- 
ção hiperaguda, quando implantados em primatas não humanos ou 
humanos (Dalmasso, 1992; Platt, 1998). Essa reação é mediada pela 
ligação de anticorpo a células endoteliais vasculares e pela ativação de 
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complemento. Mostrou-se que a ativação de complemento é crucial 
na lesão tecidual na rejeição hiperaguda de xenoenxertos. A ativação 
de complemento nas células endoteliais xenogênicas leva à sua ativa- 
ção (i. e., as células endoteliais adotam um fenótipo pró-coagulante), 
que leva a trombose intravascular e intersticial e hemorragia. Tal 
reação intensa deve-se à incapacidade de as moléculas reguladoras 
do complemento associadas às células de suínos como a DAF, MCP 
e CD59 controlarem a ativação do complemento humano. Portanto, 
o sucesso dessa intervenção terapêutica promissora baseia-se no con- 
trole adequado da ativação do complemento. O papel do complemen- 
to na rejeição de órgãos humanos (aloenxertos) é menos bem-aceito, 
porém é provável que a ativação de complemento contribua, até certo 
ponto, para episódios de rejeição aguda e crônica (Baldwin, 1995). 
Ao lado disso, a identificação de C4d nos capilares peritubulares de 
biópsias de transplante renal por microscopia por imunofluorescên- 
cia provou ser útil no reconhecimento da rejeição humoral (Fig. 46.3) 
(Onitsuka, 1999). 


Inibidores do complemento clinicamente úteis 


Sem dúvida, a ativação do complemento contribui para o dano teci- 
dual observado em uma variedade de doenças humanas. Portanto, o 
uso de agentes que bloqueiam a ativação do complemento deve ser útil 
em limitar o dano tecidual. Infelizmente, tais agentes não estão dispo- 
níveis para uso clínico disseminado. A pesquisa visa a desenvolver ini- 
bidores do complemento que provem ser eficientes e seguros. Como o 
complemento é crucial no controle da infecção, um inibidor do com- 
plemento adequado não deve interferir na função desse complemento. 
Além disso, o C3a e o C5a são conhecidos por serem provocadores de 
reações inflamatórias. Portanto, um inibidor desejável deveria agir no 
nível das convertases de C3 das vias clássica e alternativa, para evitar a 
produção dessas anafilatoxinas. Recentemente, foram produzidos mui- 
tos inibidores, e outros estão sendo desenvolvidos. Para uma descrição 
mais completa dos inibidores do sistema complemento, o leitor deve 
consultar as revisões do assunto (Makrides, 1998; Wagner, 1998). 

Conforme discutido antes, o CR1 é um regulador potente das vias 
clássica e alternativa do complemento. Ele acelera o decaimento das 
convertases de C3 e C5 de ambas as vias e serve como cofator para a 
clivagem de C4b, C3b e iC3b mediada pelo fator I. Logo, essa molécu- 
la representa um excelente candidato à inibição terapêutica do sistema 
complemento nos estados mórbidos. Uma forma recombinante solú- 
vel de CRI, denominada sCRI, foi produzida e mostrou reter todas as 
propriedades da proteína nativa ligada à membrana. Em uma variedade 
de modelos animais de doença humana em que se sabe que a ativação 
do complemento desempenha um papel, o uso de sCR1 melhorou de 
forma significativa o processo patológico. Entre outros, inclui o xeno- 
transplante em macacos do gênero Cynomolgus (Pruitt, 1994), alveolite 
em um modelo de reação de Arthus pulmonar (Mulligan, 1992), lesão 
do tecido miocárdico por isquemia/reperfusão (Weisman, 1990), des- 
mielinização em um modelo experimental de encefalomielite alérgica 
em ratos (Piddlesden, 1994) e glomerulonefrite (Couser, 1995). O sCRI 
agora entrou na fase I de ensaios clínicos em pacientes com infartos do 
miocárdio e pacientes com SARA induzida por queimaduras. 

Outro inibidor do complemento é um anticorpo humanizado de 
cadeia única para o C5 humano. A vantagem de tal anticorpo é que ele 
permite o bloqueio da ativação do complemento sem liberação de C5a e 
deposição de C5b-9, conhecidos por promoverem lesão tecidual potente 
devida à inflamação e à ativação celular. Mostrou-se em modelos ani- 
mais que o anticorpo monoclonal para C5 interfere na rejeição hipera- 
guda em sistemas de perfusão de órgãos suínos in vitro (Kroshus, 1995), 
para evitar o início de artrite em um modelo de camundongo com artri- 
te induzida por colágeno (Wang, 1995), para reduzir a glomerulonefrite 
em um modelo de LES em camundongo (Wang, 1996) e a dimensão do 
infarto em um modelo de lesão miocárdica por isquemia/reperfusão em 
rato (Vakeva, 1999). Mostrou-se que o anticorpo anti-C5 humanizado 
é um inibidor potente do sistema complemento in vitro (Evans, 1995). 
Os resultados de ensaios clínicos sugerem que esse anticorpo pode redu- 
zir significativamente o dano ao miocárdio em pacientes submetidos a 
cirurgia de derivação cardiopulmonar (Rollins, 1998). 

Preparações de IgG humana para uso intravenoso (IGIV) estão sendo 
usadas em inúmeras doenças autoimunes e inflamatórias como a púr- 





Figura 46.3 Anticorpo marcado por fluorescência para coloração de fragmentos do 
complemento C4d de capilares peritubulares em uma biópsia de rim transplantado. 
No contexto pós-transplante inicial, esse padrão de coloração é um marcador de 
rejeição humoral (40x, isotiocianato de fluoresceina). 


pura trombocitopênica idiopática, a doença de Kawasaki, a síndrome 
de Guillain-Barré e a miastenia grave (Dwyer, 1992). Entretanto, o 
mecanismo exato pelo qual a IGIV exerce seus efeitos benéficos não 
está esclarecido e pode incluir bloqueio de anticorpos por meio de 
interações entre o idiotipo e o anti-idiotipo, bloqueio de receptores Fc 
de IgG nas células fagocíticas, modulação das funções de células T e B 
e seleção de repertórios imunes. Todavia, é evidente que a IGIV tem 
um efeito sobre o sistema complemento (Frank, 1992). Demonstrou- 
se que a IGIV interfere na reação de choque de Forssman dependen- 
te da via clássica em cobaias (Basta, 1989) e prolonga a sobrevivência 
do xenoenxerto cardíaco de suíno em primatas não humanos (Magee, 
1995). Além disso, o tratamento de pacientes com dermatomiosite 
com alta dose de IGIV inibiu a deposição de C3b e C5b-9 no endomí- 
sio de capilares normalmente observada nesses pacientes (Basta, 1994). 
A IGIV inibe a ativação do complemento por meio de sua porção Fc. 
O mecanismo exato pelo qual a IGIV bloqueia a ativação do comple- 
mento nas superfícies-alvo ainda não está completamente entendido. 
Relatos mostram que a IGIV poderia prevenir o dano tecidual media- 
do pelo complemento, interagindo diretamente com C1 ou impedindo 
a ligação de C4 à célula-alvo (Mollnes, 1995; Miletic, 1996). 

Conforme mencionado antes, o Cl-Inh está ausente ou reduzido no 
soro daqueles com angioedema hereditário e foi administrado como 
concentrado durante crises agudas. Como o inibidor de Cl em geral 
também está reduzido nos estados inflamatórios graves generalizados, 
mostrou-se que concentrados de Cl-Inh têm utilidade clínica promisso- 
ra em condições que incluem choque séptico, lesão por reperfusão, rejei- 
ção hiperaguda a transplante e HPN (Kirschfink, 2001; Davis, 2004). 


Ensaios para complemento 
Princípios gerais 


Dispõe-se de métodos que permitem a determinação acurada dos 
níveis de cada um dos componentes das vias clássica, alternativa e da 
MBLectina, bem como de várias enzimas e reguladores do sistema 
complemento. No entanto, muitos desses ensaios não estão disponi- 
veis nos laboratórios clínicos comuns, estando restritos aos labora- 
tórios de pesquisa. Vamos dar atenção às técnicas que não requerem 
um laboratório especializado na pesquisa com complemento para 
realizá-las. O leitor deve consultar outras publicações quanto a deta- 
lhes relativos aos métodos que requerem técnicas mais especializadas 
(Whaley, 1985; Harrison, 1986; Dodds, 1997; Giclas, 1997; Wiirzner, 


1997). Os ensaios para complemento podem ser divididos em dois 
tipos: os que medem as proteínas do complemento como antíge- 
nos em líquidos biológicos e os que medem a atividade funcional de 
determinado componente. Ambos os tipos de técnica têm vantagens 
e desvantagens. Os métodos para análise antigénica (imunoquimicos) 
em geral são mais simples de realizar. Esses ensaios antigênicos são 
altamente específicos, requerem menos reagentes especializados, são 
mais baratos e consideravelmente menos demorados. Há no comér- 
cio anticorpos para as proteínas do complemento humano e prote- 
inas do complemento humano purificadas. O Linscott's Directory of 
Immunological and Biological Reagents (2004) é um guia útil de rea- 
gentes para complemento disponíveis no comércio. Nesses ensaios, 
pode-se usar soro ou plasma, e os métodos comumente disponíveis 
de congelamento (—20°C) são suficientes. Por essas razões, os ensaios 
antigênicos são facilmente adaptáveis a um laboratório clínico. Já os 
ensaios antigênicos não fornecem informação sobre a atividade de um 
componente porque podem detectar tanto produtos de degradação 
quanto componentes ativos funcionais. À presença no soro de peque- 
nos fragmentos de proteína com atividade antigênica pode confundir 
os resultados. Alguns ensaios antigênicos usam a imunodifusão radial. 
Em tais ensaios, um fragmento de proteína pode difundir-se mais 
rapidamente que a molécula original, o que pode resultar em níveis 
falsamente altos. Como exemplo, os ensaios antigênicos mais comu- 
mente empregados para C3 medem seu principal produto de degra- 
dação, C3c, por imunodifusão radial. Para obter estimativas acuradas 
de C3c, a amostra deve ser descongelada a 37°C durante dias para que 
haja conversão completa de C3 em C3c. Na verdade, isso em geral não 
é feito e, portanto, representa uma fonte de erro, embora pequeno e 
sem ter consequência clínica. Geralmente, os ensaios antigênicos não 
são sensíveis como ensaios funcionais e podem não detectar níveis 
baixos de um componente presente em certos líquidos corporais. Até 
certo ponto, a sensibilidade dos ensaios antigênicos depende da força 
do anticorpo empregado e, com os ensaios habituais, é possível medir 
um antígeno proteico em apenas 10 pg/mL. 

Dispõe-se de kits que usam a inibição da ligação de substrato radio- 
marcado para detectar vários peptídeos do complemento. Tais kits estão 
disponíveis para medir C3a, C4a e C5a. A utilidade dessas estimativas 
ainda é discutível. Há um relato detalhado sobre os procedimentos para 
medir a atividade lítica funcional e os níveis antigênicos de cada um dos 
componentes da via alternativa (Minta, 1983). Ensaios para medir a ati- 
vidade funcional dos fatores proteicos de controle H e I no soro humano 
também foram relatados, mas requerem reagentes especializados que 
podem não estar à venda no comércio (Gaither, 1979). Foram desen- 
volvidos ensaios ELISA para medir a quebra de produtos das proteínas 
do complemento ou complexos formados após a ativação do comple- 
mento. Existem kits comerciais (Quidel, San Diego, CA) que medem o 
desdobramento dos produtos de proteínas do complemento à medida 
que são gerados após a ativação do complemento usando anticorpos 
monoclonais. A ativação do complemento na via clássica pode ser medi- 
da pelo acompanhamento dos níveis séricos de C4d versus os de C4. A 
estimativa de complexos Clr-Cls-Cl-Inh pelo ELISA também fornece 
uma medida da ativação do complemento pela via clássica. A ativação da 
via alternativa pode ser medida pelo ELISA de acordo com os níveis de 
Bb, ou C3bBbP ou complexos C3bP na circulação (Mayes, 1984). Foram 
relatados valores séricos tão baixos como de 10 a 20 ng/mL de C3bP. 
Esse ensaio também pode ser usado para medir complexos de ativação 
ligados à superfície. A ativação por qualquer via pode ser monitorada 
medindo-se os níveis de iC3b, ou sC5b-9, a forma solúvel do complexo 
de ataque à membrana. Recentemente, foi desenvolvido um teste ELISA 
para a estimativa da atividade do complexo MBL em soro ou plasma, 
que elimina a interferência de componentes da via clássica (Petersen, 
2001; Kuipers, 2002). Além disso, há kits para ELISA que medem a gera- 
ção de anafilatoxinas no soro ou no plasma. Como o C3a e o C5a são 
convertidos rapidamente em seus fragmentos inativos desArg pela car- 
boxipeptidase N no soro, esses ensaios utilizam anticorpos monoclonais 
específicos para C3a-desArg e C5a-desArg. Devido à sua alta sensibili- 
dade, esses ensaios ELISA constituem um recurso excelente para avaliar 
a ativação do complemento em líquidos biológicos na via clássica ou na 
alternativa. Apesar disso, esses kits em geral são caros e requerem que o 
usuário estabeleça uma curva de diluição-padrão. Portanto, só é possível 
trabalhar com um número limitado de amostras em um único kit. 


Avaliação funcional da via clássica 


Os ensaios para complemento funcional são recursos sensíveis e 
precisos para se obter informação sobre a atividade de um componen- 
te do complemento. Alguns desses métodos podem ser usados para 
quantificar a atividade no nível molecular, enquanto outros servem 
para expressar a função do complemento em unidades arbitrárias. Há 
reagentes comerciais para titular cada componente da via clássica ou 
da alternativa. Ensaios que medem a atividade hemolítica total em 
uma amostra (CH,,.) ou a atividade funcional de componentes iso- 
lados do complemento em geral usam eritrócitos de carneiro como 
alvos da lise mediada por complemento. Os eritrócitos de carneiro são 
mais sensíveis à lise mediada por autoanticorpo ou complemento que 
os de outras espécies. A ativação da via alternativa do complemento 
(AH.,) é medida facilmente com o uso de eritrócitos de coelho. Essas 
células são particularmente sensíveis à lise independente de anticorpo 
mediada pelo soro humano. Além disso, foi desenvolvido um ensaio 
hemolítico funcional com eritrócitos de galinha para avaliar os níveis 
funcionais de ligação da manose no soro, que os autores alegam ser 
útil para testes em larga escala com amostras de pacientes (Petersen, 
2001; Kuipers, 2002). Um resumo útil do significado clínico dos testes 
com CH; e AH é fornecido na Tabela 46.5. 

O ensaio funcional mais simples da via clássica mede o complemen- 
to hemolítico total. A ausência de qualquer um dos 9 componentes, 
como ocorre em pacientes com deficiência genética homozigota, em 
geral resulta em um título hemolítico total (CH,,) de zero. Contudo, 
um valor normal não exclui a possibilidade de níveis reduzidos de 
componentes individuais nos indivíduos testados. Quando a história 
e os sintomas do paciente sugerem uma possível deficiência, podem 
ser necessárias titulações hemolíticas ou antigênicas de componentes 
individuais. Em geral, um título de CHs, será uma estimativa funcional 
adequada da atividade do complemento. No ensaio para CH,,, anti- 
corpos à venda no comércio para eritrócitos de carneiro reagem com 
antígeno nas superfícies de tais células, formando imunocomplexos. O 
soro testado do paciente é então acrescentado à mistura como fonte 
de complemento da via clássica. O complemento no soro testado irá 
ligar-se ao imunocomplexo formado previamente nos eritrócitos de 
carneiro, levando à ativação da via clássica do complemento e à lise 
de eritrócitos. Ao titular o acréscimo de soro do paciente para teste, é 
possível calcular a atividade de complemento presente na amostra do 
paciente, bem como expressar a atividade como a recíproca da diluição 
que causa lise de 50% dos eritrócitos no ensaio (o CH.,). O título de 
complemento é expresso em unidades CH., (a recíproca da diluição 
da fonte de complemento que resulta na lise de 50% dos eritrócitos de 
carneiro sensibilizados). 

Diluições seriadas da amostra são preparadas e acrescentadas aos EA. 
Nesse caso, o ponto final de 50% é determinado pela transformação 
Von Krogh dos dados. Essa fórmula derivada empiricamente conver- 
te a curva de dose e resposta em forma de S numa função linear. Os 
valores de Y/1-Y são calculados, sendo Y a fração de eritrócitos lisados 
em uma diluição de teste. É feito um gráfico em que o logaritmo do 
volume relativo de complemento é colocado contra o log dos valores 
de Y/1-Y. Em geral, obtém-se uma linha reta, e o título é calculado 
determinando-se o volume relativo de complemento em que Y/1-Y = 
1 (ou lise de 50%). Tal valor é dividido na recíproca da diluição séri- 
ca original (1:60 para soro humano), para se calcular a concentração 


Tabela 46.5 Interpretação do CH: e do AH: 


1 Resultado do teste 2 Interpretação 


CH; muito baixo ou O (AH;, normal) Ausência de Clg, Cir, C1s, C2 ou C4 
AH.» muito baixo ou 0 (CH, normal) Ausência de properdina ou (muito 
raramente) fator B ou fator D 

Ausência de C3, C5, C6, C7, C8 ou C9 
Ausência de fator H ou fator | 


CH; e AH- muito baixos ou 0 
Componentes tardios baixos (espe- 
cialmente C3) CH.) e AH: baixos 


Fonte: adaptado de Wen BS, Atkinson J, Giclas PC: Clinical and laboratory evaluation of 
complement deficiency. J Allergy Clin Immunol 2004;113:585-593. 
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mento representa o número de 50% de unidades hemolíticas presentes 
em 1,0 mL de soro não diluído (Mayer, 1961; Rapp, 1970). 

Os laboratórios clínicos podem usar uma das duas variações dispo- 
níveis desse teste clássico para realizar o ensaio CH.,. Uma baseia-se 
na lise de lipossomos, liberando um marcador enzimático, e a outra é 
um ELISA que detecta o neoantigeno C9 final formado com a ativa- 
ção completa da via clássica. 


Avaliação funcional da via alternativa 


Nesse ensaio, dilui-se soro humano (em geral diluído primeiro a 
1:5) de forma seriada, sendo ele acrescentado a eritrócitos de coe- 
lho que não estejam sensibilizados com anticorpo específico, em um 
tampão que contém íons de magnésio e ácido tetracético de etileno- 
glicol (EGTA) para quelar íons de cálcio (estes últimos são neces- 
sários para ativação da via clássica, não da alternativa) (Pangburn, 
1988). O título da via alternativa é designado AH. e representa a 
diluição final de soro humano no ensaio que lisa 50% dos eritróci- 
tos de coelho. Para determinar a AHs,, faz-se um gráfico semelhan- 
te ao descrito para a titulação do complemento hemolítico total. Às 
vezes, o soro humano pode ter anticorpo “natural” para um carboi- 
drato amplamente expresso nas células de outras espécies que não a 
humana e primatas não humanos. Uma alta concentração de soro 
misturada com eritrócitos de coelho pode induzir aglutinação, que 
pode ser enganosa ao se interpretar um TITER de AH; (Tomlinson, 
1997). Portanto, pode ser válido absorver o soro com eritrócitos de 
coelho lavados e compactados em gelo por 15 a 30 minutos, para se 
remover uma certa proporção de anticorpos naturais, reduzindo-se 
assim a aglutinação no ensaio. 


Ensaio funcional do inibidor de C1 


Foram desenvolvidos ensaios para avaliação da função de Cl-Inh. 
Um de uso comum baseia-se no ELISA e mede a formação de um 
complexo entre Cls biotinilado e Cl-Inh em uma fase sólida coberta 
com avidina. Em um segundo teste, usa-se obstrução estérica criada 
pela ligação do inibidor ao Clr, impedindo-se a ligação subsequente 
do anticorpo ao Clr. Durante a imunodifusão radial de Clr, a quanti- 
dade de Clr não ligado, e portanto ativo, aumenta à medida que a de 
Cl-Inh presente diminui. 


Níveis de complemento por ensaios antigênicos 


Para esses ensaios, a amostra (soro ou plasma) é congelada (a —20°C 
ou menos). À contaminação bacteriana pode causar desnaturação ou 
fragmentação de proteína, embora o resfriamento e o aquecimento 
em geral não tenham efeito adverso sobre os níveis antigênicos. Para 
certos ensaios com complemento, a amostra é diluída em solução 
fisiológica para se conseguir a faixa de concentração correta para uma 
estimativa acurada. 

As análises antigênicas de proteínas do complemento usam várias 
técnicas imunes de precipitina. A imunodifusão radial única feita pelo 
método de Fahey ou Mancini é de uso comum para calcular quanti- 
dades de uma proteína específica. Em ambos os métodos, o antígeno 
é acrescentado a poças em um gel que contém anticorpo, formando- 
se anéis de precipitação. O método Fahey emprega anticorpo que não 
está em excesso. Portanto, o tempo de difusão para a leitura dos resul- 
tados é crítico. Os pontos terminais de difusão não são alcançados e 
podem levar a estimativas inexatas dos níveis antigênicos de comple- 
mento. O método de Mancini usa excesso de anticorpo no gel e é mais 
sensível e acurado. A maioria das empresas comerciais que preparam 
placas de imunodifusão usa o método de Mancini. Dispõe-se de kits 
de imunodifusão radial para todos os componentes das vias clássica 
e alternativa. Tais kits consistem em placas cobertas com uma cama- 
da fina de 2% de agarose que contém anticorpo monoespecífico. A 
proteína do soro-padrão (um conjunto estabilizado de soro humano 
normal) é fornecida, em geral em soluções pré-diluídas. Cada solução 
pode conter uma quantidade específica da proteína particular que está 
sendo medida para se fazer uma curva de referência. 

Métodos nefelométricos também são empregados para medir os 
níveis de componentes de complemento e, em algumas situações, 
podem ser comparáveis aos obtidos com a imunodifusão radial 


(Bossuyt, 2002), sendo usados comumente em laboratórios de hospi- 
tais para medir o C3 e o C4 séricos. 


Cininas e o sistema gerador de cinina 


O sistema gerador de cinina é outra via de resposta inflamatória pre- 
sente no plasma, que controla a geração de peptídeos importantes na 
resposta inflamatória e será descrito brevemente aqui. Para mais deta- 
lhes, o leitor deve consultar revisões recentes sobre o assunto (Sharma, 
1990; Kozin, 1992; Margolius, 1995; Vio, 1998). O peptídeo biologica- 
mente ativo mais importante gerado pelo sistema parece ser a bradi- 
cinina, um nonapeptídeo potente com atividade em muitos sistemas 
biológicos, ativo no aumento da permeabilidade vascular, na vasodila- 
tação, na hipotensão, na indução de dor, na contração de muitos tipos 
de células de músculo liso e na ativação do sistema da fosfolipase A, 
com ativação do metabolismo celular do ácido araquidônico. Embora 
em muitos aspectos similar ao sistema complemento, o sistema plas- 
mático gerador de cinina é mais simples por ser composto por apenas 
quatro proteínas plasmáticas. As principais proteínas desse sistema, 
conforme entendido atualmente, são o fator de Hageman, o fator XI 
da coagulação, a pré-calicreína e o cininogênio de alto peso molecular. 

Ao interagir com superfícies de carga negativa, como as fornecidas 
em experimentos por vidro ou naturalmente por muitos materiais bio- 
logicamente ativos como o lipídeo A da endotoxina bacteriana Gram- 
negativa, o fator de Hageman é clivado e ativado. Enzimas proteolíticas, 
incluive a calicreína, também podem clivar e ativar o fator de Hageman 
que, clivado (@HFa), tem atividade proteolítica e, assim, ativa e cliva 
outras moléculas do fator de Hageman para gerar mais «HFa. 

O œaHFa ativa o fator XI em fator XIa, resultando na ativação da cas- 
cata intrínseca da coagulação. O «HFa também cliva a pré-calicreina 
de cadeia única em uma molécula de duas cadeias, a calicreína, com as 
cadeias ligadas por pontes dissulfídicas. A pré-calicreína clivada tem 
atividade proteolítica enzimática localizada na cadeia de baixo peso 
molecular. A calicreína ativada cliva o cininogênio de alto peso mole- 
cular em vários locais, liberando bradicinina. 

A bradicinina tem meia-vida curta porque é clivada rapidamente pela 
cininase e pela enzima conversora de angiotensina no pulmão, forman- 
do peptídeos de baixo peso molecular sem atividade biológica. 

Postulou-se que a bradicinina desempenhe um papel em uma varie- 
dade de doenças. A bradicinina livre e a lisil-bradicinina foram encon- 
tradas no líquido nasal de casos de rinite. Também foi sugerido um 
papel para a bradicinina em doenças que variam da asma ao angioe- 
dema hereditário, bem como outros tipos de distúrbios edematosos, 
incluindo a inflamação. É evidente que o papel exato do sistema gera- 
dor de cininas na doença ainda precisa ser esclarecido. Entretanto, 
a bradicinina e seus derivados sem dúvida são importantes para o 
inchaço e a dor associada à inflamação. 


Citocinas 


As citocinas são proteínas solúveis liberadas por células capazes de 
permitir a comunicação entre células a curtas distâncias. Esses media- 
dores são liberados para ajudar na supra ou na infrarregulação da 
resposta imune e orquestrar atividades inflamatórias e reparadoras 
associadas. A secreção e a ligação de citocina é o equivalente celular 
da conexão com a internet. O meio prevalente de citocinas dentro de 
uma região de um organismo cria uma rede de comunicação entre as 
células. Os sinais da citocina são recebidos na superfície celular não só 
como simples mensagens, mas também em combinações sutis comple- 
xas, sinérgicas e antagônicas, que coordenam processos que incluem a 
estimulação da hematopoese, a orquestração da migração direcionada 
de leucócitos (quimiocinese), a ativação de várias células inflamatórias, 
a estimulação do desenvolvimento e da maturação de linfócitos e pro- 
cessos relacionados com a resposta imune. Para responder a mensa- 
gens específicas de citocinas, as células exibem milhares de receptores 
de superfície, dispostos como se fossem muitas antenas. Usando esses 
receptores, as células processam e respondem a combinações de citoci- 
nas solúveis e ligadas a substrato de maneira dependente da densidade 
de receptores na superfície e do estado de ativação. 

O termo “citocina” refere-se a produtos solúveis de “células” no 
sentido genérico. Muitos tipos celulares são capazes de produzir 


citocinas, mas na maior parte são a célula T e macrófagos os virtuais 
fabricantes de citocinas, razão pela qual muitas citocinas familiares são 
conhecidas como interleucinas (ILs). As ações biológicas de determi- 
nada citocina podem sobrepor-se às de outras (Tab. 46.6) e em geral 
são dependentes tanto da circunstância em que são secretadas quan- 
to do tipo de célula que responde. Além disso, determinada citocina 
pode ser produzida e liberada por vários tipos celulares diferentes, 
inclusive células linfoides, do estroma (como fibroblastos, osteócitos 
e células endoteliais) e epiteliais. A influência dessas proteínas solú- 
veis pode estender-se por uma ampla faixa (em termos sistêmicos) 
quando liberadas na circulação (efeito endócrino), como o pirogênio 
IL-1, ou sua ação pode ser apenas local, tendo efeito sobre a célula 
liberadora (efeito autócrino) ou células vizinhas. A IL-2 liberada por 
células T tem um efeito proliferativo autócrino por meio do receptor 
de IL-2 (CD,,). No timo, citocinas como a IL-7 liberada pelas célu- 
las epiteliais do órgão afetam a maturação de timócitos de maneira 
parácrina. A maioria das citocinas liga-se a receptores de alta afinida- 
de que traduzem o sinal para o núcleo da célula por vias sinalizadoras 
JAK/STAT, embora outras vias, como MAPK, cAMP e PI3-quinase, 
também sejam usadas. Graças aos profundos efeitos biológicos dessas 
proteínas potentes, estão em andamento tentativas de produzir citoci- 
nas em massa e administrá-las. A detecção em laboratório clínico e a 
estimativa de seus níveis podem vir a ser lugar-comum. 

Bioensaios às vezes são o 'padrão-ouro” para detectar atividade de cito- 
cina, mas em geral levam tempo e são inviáveis em um laboratório hos- 
pitalar. Kits de ELISA para muitas das citocinas descritas no texto estão 
disponíveis em ampla escala. Técnicas moleculares (reação em cadeia da 
polimerase, hibridização in situ) são empregadas em laboratórios mais 
sofisticados para identificar a presença de citocinas com grande sensibili- 
dade e localizar mais precisamente um tipo celular determinado. 


Interleucina 1 


A família da IL-1 contém três proteínas: IL-la e IL-1B (os dois com- 
ponentes agonistas) e o antagonista do receptor de IL-1 (IL-1RA), um 
antagonista do receptor específico de ocorrência natural (Dinarello, 
1998). Foram descritos dois receptores da IL-1: um do tipo I (IL-1RI) 
com 80 kDa, que se expressa amplamente e traduz o sinal quando liga- 
do a IL-la ou IL-1B, e um mais restrito (a neutrófilos, monócitos e 
células B) do tipo II com 67 kDa (IL-1RII), que não traduz sinal intra- 
celular, mesmo quando ligado a seu ligante preferido, IL-1B, e é por- 
tanto descrito como receptor “chamariz”, atraindo moléculas de IL-1ß. 
Uma vez ligada ao ligante, a IL-1RI associa-se a uma proteína acessória 
(IL-1RAcP). Em conjunto, sinalizam o núcleo através de várias vias de 
proteínas quinase associadas a macrotúbulos (MAP) que ativam fatores 
de transcrição nucleares, inclusive NF-«B, entre outros (O'Neill, 1996). 
A molécula antagonista IL-1RA é capaz de ligar-se à IL-1RI e à IL-IRH, 
mas não dispara o sinal intracelular de transdução. 

Como reguladora primária das respostas imunes e inflamatórias, 
a IL-1 exibe uma miríade de efeitos biológicos (Rosenwasser, 1998). 
Ela otimiza a ativação da célula T auxiliar (Th, de T helper) mediada 
pelo complexo antígeno de histocompatibilidade principal/receptor 
de célula T (MHC/TCR) e facilita a atividade das citocinas derivadas 
da célula T, como a IL-2, mediante a suprarregulação do receptor da 
IL-2. A IL-1 estimula a proliferação da célula progenitora hematopoé- 
tica (HPC) em sinergia com fatores estimulantes de colônia e, quando 
administrada sozinha, mobiliza uma neutrofilia derivada da medula 
óssea. Evidências indicam um papel da IL-1 na promoção do cresci- 
mento e da proliferação de algumas linhagens de células leucêmicas, 
mas ela é diretamente citotóxica para algumas células infectadas por 
vírus e algumas células tumorais. 

A capacidade da IL-1 de estimular o metabolismo do ácido araqui- 
dônico e induzir a produção e a liberação de outras citocinas é respon- 
sável por grande parte de sua atividade pró-inflamatória. Nos locais 
de inflamação, a IL-1 causa suprarregulação de receptores da molécula 
de adesão no endotélio vascular e estimula a produção de quimioci- 
na, levando ao acúmulo local de leucócitos. A IL-1 é responsável ainda 
pela produção de reagentes da fase aguda pelo fígado (p. ex., comple- 
mento, peptídeo C reativo), à custa de proteínas nele existentes, como 
a albumina. Para compensar o custo em termos de aminoácido dessa 
síntese maciça de novos peptídeos, a IL-1 promove ruptura muscular, 


Tabela 46.6 Classes funcionais de citocinas 


Área de atividade Citocina Ação 


Imunidade inata IL-1, TNF, IL-6, IL-12, IFNy Protege contra infecção viral, 
recruta leucócitos, estimula a 
resposta inflamatória aguda 
Células NK, Be T e fatores do 
crescimento, infrarregula a 


resposta imune 


IL-2, IL-4, IL-12, IL-15, 
TGFB 


Crescimento, 
diferenciação e 
ativação de linfócitos 
Ativação de célula IFNy, IL-5, TNF, TNFB 
inflamatória 


Induz inflamação aguda, ativa 
macrófagos, eosinófilos, 
neutrófilos e células 
endoteliais 

Liberados de células T e 
outras células como sinais 

de “correção de rumo” para 
células Be T 

Estimulam células 
progenitoras e células-tronco 


Quimiocinese Membros da superfamilia 


da IL-8 


Fatores estimulantes de 
colônia (CSF-GM, CSF-G), 
fator de crescimento da 
célula-tronco 


Hematopoese 


Quando agrupadas de acordo com a atividade principal, muitas citocinas compartilham 
atividades similares e aparentemente superpostas. 


o que explica a mialgia que acompanha algumas doenças. A IL-1 con- 
tribui para a dilatação vascular e a hipotensão no choque séptico, por 
meio da indução de óxido nítrico (ON) dentro das células endoteliais, 
e pode ainda ser uma mediadora significativa do choque cardiogênico. 

No sistema nervoso central (SNC), a IL-1 promove febre, anorexia, 
sono de onda lenta e letargia, bem como a liberação de corticosteroi- 
des pelo hipotálamo. Dentro dos espaços articulares, a IL-1 promove 
a proliferação de células sinoviais, a deposição de colágeno e a reab- 
sorção de cartilagem e osso, ações que têm implicações em condições 
inflamatórias como a artrite reumatoide. 

Quando administrada a humanos em doses baixas, a IL-1 causa pro- 
fundas reações febris e hipotensivas, semelhantes às induzidas por doses 
baixas de endotoxina. Há um aumento discreto acompanhante na hema- 
topoese, que pode diminuir o nadir e encurtar o período de supressão da 
medula óssea naqueles que estejam recebendo quimioterapia supressora 
da medula óssea (Jizumi, 1991). No entanto, o efeito benéfico da admi- 
nistração de IL-1 é limitado por causa de sua profunda toxicidade. 

A monitoração dos níveis de IL-1 ou IL-1RA no soro e em outros 
líquidos corporais pode ser útil no diagnóstico e na monitoração da 
atividade de doenças. Além disso, os níveis urinários de IL-1B são 
elevados em pacientes com glomerulonefrite por imunocomplexo e 
podem atuar como um meio não invasivo útil de fazer o acompanha- 
mento da atividade da doença (Hrvacevic, 2001). Quando medida no 
contexto clínico apropriado, que inclui dor torácica, observou-se que 
a elevação significativa da IL-1RA ocorre antes da elevação de mar- 
cadores de necrose miocárdica, como a troponina I, e pode ser um 
marcador precoce de infarto do miocárdio iminente (Patti, 2004). 
Crianças com histiocitose da célula de Langerhans têm níveis séricos 
elevados de IL-IRA que diminuem após quimioterapia bem-sucedi- 
da, sendo um meio potencialmente sensível de rastrear a atividade da 
doença após o tratamento (Rosso, 2003). 


Interleucina 2 


A IL-2 é uma glicoproteína de 15,5 kDa com 133 aminoácidos, um 
dos quatro membros do feixe ot-helical da família de citocinas (Bazan, 
1990). O receptor para a IL-2 (IL-2R) é um complexo da membrana 
tripartite que existe em três formas celulares: um complexo de alta afi- 
nidade de subunidades œ, B e y, um complexo de afinidade intermedi- 
ária de subunidades À e y, e um receptor de baixa afinidade feito ape- 
nas de IL-2Ra. Apenas o IL-2RaBye o IL-2RBy são capazes de traduzir 
o sinal após a ligação do ligante. Nas células T e destruidoras naturais 
(NK), a IL-2 ativa vias intracelulares, inclusive JAK/STAT. Os genes- 
alvo das vias de sinalização ativadas pela IL-2 incluem bcl-2, c-myc, 


985 








986 


© 
las] 
D 
T 
co 
U 
T 
wn 
as 
3 
o 
O 
= 
ab] 
un 
(q 
= 
= 
£ 
Q 
g 
(am 
ae) 
= 
a 
O 
E 
© 
Q 
O 
ge 
Le 
© 
= 
eU 
= 
£ 
U 
O 
Ww 
D 
i=) 
Es 
O 





c-jun e c-fos (Gomez, 1998). Como compartilham subunidades das 
cadeias B e y do receptor, as atividades biológicas da IL-2 e da IL-15 
se sobrepõem. Ambas as citocinas estimulam a proliferação in vitro de 
células T CD4/CD8* ativadas, subconjuntos de células T y/6 e células 
NK (Burton, 1994), ao mesmo tempo em que promovem a função 
citolítica de linfócitos T citotóxicos e células destruidoras ativadas 
por linfocina (LAK) (Burton, 1994; Grabstein, 1994). Além disso, 
ambas as citocinas podem induzir a proliferação de células B estimu- 
ladas e a síntese de IgM. A IL-2 também é quimiotática para células 
T (Armitage, 1995; Wilkinson, 1995). In vivo, a IL-2 pode ter um 
papel indispensável na manutenção da autotolerância, pois animais 
com deficiência de IL-2 desenvolvem imunodeficiência e condições 
autoimunes como anemia hemolítica e doença intestinal inflamatória 
(Willerford, 1995). Camundongos sem IL-2RB desenvolvem esponta- 
neamente ativação da célula T e diferenciação de plasmócitos a par- 
tir de células B, com níveis séricos aumentados de IgG e IgE (Suzuki, 
1995; Wang, 1996). Isso sugere que a IL-2 pode facilitar a indução de 
alergia ou apoptose na morte da célula T induzida pela ativação. 

A estimativa dos níveis da IL-2 em pacientes com doença maligna 
pode proporcionar informação prognóstica útil. O nível de secre- 
ção da IL-2 em culturas de sangue total de pacientes com carcinoma 
pulmonar de células pequenas no momento do diagnóstico é mais 
baixo nos pacientes com a sobrevivência reduzida após quimiotera- 
pia (Fischer, 2000). A terapia anticitocina com anticorpo monoclonal 
direcionado contra a IL-2R (daclizumabe e basiliximabe) foi empre- 
gada com algum sucesso na prevenção da rejeição no transplante renal 
(Jacobsohn, 2002, 2004). 


Interleucina 3 


A atividade da IL-3 foi detectada pela primeira vez em culturas de 
linfócitos esplênicos de camundongos nude, em que é induzida pela 
enzima 20-at-hidroxisteroide desidrogenase (Ihle, 1981). É uma pro- 
teina de 26 kDa que se expressa em uma população restrita de células, 
inclusive as células T ativadas, células NK, mastócitos e alguns mega- 
cariócitos (Blalock, 1999). A síntese ótima da IL-3 requer a ativação 
da célula T via o complexo TCR/CD3. Isso inicia as vias intracelulares 
que levam à ativação de NF-«B, que entra no núcleo para transativar a 
expressão do gene de IL-3 (Link, 1992; Park, 1993). O receptor da IL-3 
é um membro da família de genes receptores de citocina e tem uma 
cadeia & específica do ligante associada de forma não covalente a uma 
cadeia B transdutora de sinal. As células-alvo da IL-3 incluem precur- 
sores de células T e B in vitro. A administração in vivo da IL-3 em doses 
farmacológicas produz aumento de eritrócitos, leucócitos e plaquetas 
em camundongos (Metcalf, 1986). Há indícios de um papel para a IL-3 
na hipersensibilidade por contato, pois camundongos com deficiência 
de IL-3 exibem hipersensibilidade específica de hapteno pouco desen- 
volvida (Mach, 1998). Além disso, evidências apontam um papel para 
a IL-3 no desenvolvimento normal do SNC (Chiang, 1996). 


Interleucina 4 


A IL-4 realiza funções importantes na regulação da produção de 
anticorpo, na hematopoese, na inflamação e no desenvolvimento das 
respostas das células T efetoras. É uma proteína complexa com mui- 
tas pontes dissulfídicas intramoleculares e locais de glicosilação cujo 
gene foi mapeado no cromossomo 5. A produção da IL-4 é altamente 
regulada e está restrita a um subconjunto de células T ativadas, mas- 
tócitos, basófilos e eosinófilos (Paul, 1991). Os efeitos biológicos da 
IL-4 são mediados pela alta afinidade dos receptores da IL-4 (IL-4R) 
compostos de uma cadeia 0 específica do ligante e uma cadeia Y trans- 
dutora de sinal compartilhada por várias outras citocinas, inclusive 
as interleucinas 2, 7, 9, 13, 15 e 21. A IL-4 ativa células B e promove 
sua diferenciação, refletindo o fato de que foi descrita primeiro em 
sobrenadantes de culturas de células T e fator de crescimento da célula 
B titulado. Além de induzir a expressão de CD23 e moléculas de MHC 
nas células B, regula a apoptose de células B e o desvio de isótipo, em 
particular IgG1 e IgE (Brown, 1997). No âmbito da hematopoese, a 
IL-4 estimula a formação de colônia por precursores eritroides, mega- 
cariócitos, mastócitos e granulócitos/monócitos, ao mesmo tempo em 
que promove o desenvolvimento de subconjuntos CD4* Th (Sillaber, 
1991; Erard, 1993). 


Na resposta inflamatória, a IL-4 induz a proliferação de células 
endoteliais e causa suprarregulação de moléculas de adesão à célula 
endotelial, permitindo maior adesão de leucócitos às superfícies dos 
vasos, antes que migrem para pontos de inflamação localizada. Além 
disso, a IL-4 é quimiotática para eosinófilos e promove citotoxicidade 
em monócitos e células T (Tepper, 1989; Crawford, 1993). Níveis ele- 
vados de IL-4 são encontrados em doenças alérgicas como a dermatite 
atópica e a febre do feno (Tepper, 1989). Níveis elevados de IL-4 nas 
lágrimas e no sangue de pacientes atópicos conforme determinados 
pelo ELISA sugerem um papel da IL-4 na doença alérgica e podem 
atuar como marcadores da gravidade da doença (Paranos, 1998; 
Fujishima, 1995). A IL-4 também confere certa proteção contra alguns 
parasitas intracelulares e diminui as respostas autoimunes danosas ao 
inibir respostas prolongadas da célula T (Finkelman, 1986; Rapoport, 
1993). A IL-4 também participa da imunidade tumoral promovendo 
atividade de células NK efetoras e tumoricida de macrófagos (Bosco, 
1990). Ao mesmo tempo, a IL-4 está implicada no crescimento de leu- 
cemias de células T humanas in vitro. Por estar associada a um des- 
vio de células CD8* efetoras para células não citotóxicas, a IL-4 pode 
desempenhar um papel na progressão da síndrome da imunodefici- 
ência adquirida (AIDS) (Erard, 1993). 


Interleucina 5 


A IL-5 é um homodímero de 45 kDa e 134 aminoácidos ligados 
por pontes dissulfídicas, que desempenha uma papel fundamental na 
maturação, na ativação e na sobrevida de eosinófilos, bem como no 
desenvolvimento de doenças atópicas e na eosinofilia. O gene da IL-5 
reside no cromossomo 5, em um aglomerado de genes que codificam 
IL-3, IL-4 e o fator estimulante de colônia de granulócitos-macrófagos 
(GM-CSF). O receptor para a IL-5 (IL-5R) consiste em uma cadeia 
o específica do ligante e uma cadeia À transdutora de sinal comum 
aos receptores para a IL-3 e GM-CSF (Tavernier, 1991). Os domínios 
intracitoplasmáticos das subunidades ot e B contêm regiões envolvi- 
das na ligação de JAK-2 e JAK-1, respectivamente, necessárias para a 
transdução do sinal. A IL-5 é produzida por células Th2, mastócitos, 
células NK, células B, eosinófilos, células malignas e algumas células 
transformadas por vírus. Ela promove a diferenciação, a migração, a 
atividade, a desgranulação e a sobrevivência de eosinófilos. A IL-5 é 
responsável por induzir o acúmulo, a ativação e a desgranulação de 
eosinófilos após desafio antigênico, possivelmente por sua atividade 
quimiotática discreta, sua capacidade de facilitar a suprarregulação de 
certas moléculas de adesão presentes nos eosinófilos, como CD11b, 
e pela promoção da liberação de grânulos induzida pela IgG (Wang, 
1989; Fujisawa, 1990; Walsh, 1991). 

O papel da IL-5 na doença humana pode incluir a promoção do 
dano à membrana basal visto no penfigoide bolhoso, promovendo a 
infiltração de eosinófilos em locais de infestação parasitária e a produ- 
ção de anticorpos receptores de antitireotropina na doença de Graves. 
Além disso, a eosinofilia local da doença de Hodgkin pode estar asso- 
ciada à capacidade da célula de Reed-Sternberg liberar IL-5. Nas res- 
postas alérgicas, a liberação de IL-5 pelos mastócitos teciduais pode 
servir para promover o acúmulo de eosinófilos nos tecidos (Lalani, 
1999). Entre as doenças infecciosas, níveis séricos diminuídos de IL-5 
parecem ter boa correlação com a progressão da doença pelo HIV-1 
como preditor de imunodeficiência em crianças nascidas de mães 
infectadas pelo HIV-1 (Resino, 2001). 

Atualmente, o ELISA é empregado para a estimativa in vitro de IL-5, 
e as técnicas de imunofluorescência permitem a localização de IL-5 
em células específicas, enquanto a hibridização in situ permite a loca- 
lização exata da IL-5 dentro de células individuais. 


Interleucina 6 


A IL-6 foi identificada inicialmente nos sobrenadantes de culturas 
de células T auxiliares como um agente capaz de induzir a proliferação 
de células B e sua secreção de imunoglobulina. Contudo, suas ações 
estendem-se a muitas células-alvo, sendo ela agora reconhecida como 
uma citocina imune, hematopoética e pró-inflamatória importante 
(Hirano, 1998). A IL-6 é secretada como um peptídeo de 184 ami- 
noácidos e cerca de 21 kDa, dependendo da extensão da glicosilação. 
O gene que codifica a IL-6 foi mapeado no cromossomo 7 (Hirano, 


1986). O complexo receptor para a IL-6 (IL-6R) (Hirano, 1998) é 
membro da superfamília de receptores de citocinas, composto por 
uma cadeia Ot de ligação específica do ligante de 80 kDa (IL-6RQ) e 
uma cadeia À sinalizadora associada de forma não covalente, gp130. A 
subunidade é compartilhada por outros receptores, inclusive aque- 
les para a IL-11 e GM-CSF. Isso pode ser responsável pela redundân- 
cia funcional observada nessas atividades das citocinas. O complexo 
combinado IL-6R forma um receptor de alta afinidade para a IL-6, 
permitindo a transdução do sinal pelas vias JAK/STAT. 

Uma variedade de células produz IL-6, inclusive as células T e B, 
monócitos e macrófagos, fibroblastos, ceratinócitos, sinoviócitos, con- 
drócitos e células endoteliais. A IL-6 age sobre células T, hepatócitos, 
progenitores hematopoéticos e células neuronais. É um fator de cres- 
cimento poderoso para linhagens celulares do mieloma humano e do 
plasmacitoma, tendo uma ação autócrina e parácrina em mielomas 
humanos transplantados para camundongos. Nos hepatócitos, a IL-6 
estimula a produção de vários reagentes da fase aguda e, em camun- 
dongos knockout para IL-6, a liberação de reagentes da fase aguda e Ig é 
grandemente reduzida. Nas células hematopoéticas, a IL-6 causa pro- 
liferação e diferenciação de células T, facilita a formação de colônia de 
progenitores hematopoéticos multipotenciais e induz a maturação de 
megacariócitos. Ela estimula a formação de osteoclastos e a prolifera- 
ção das células de músculo liso vascular e induz a produção de fator de 
crescimento derivado de plaquetas. No SNC, a IL-6 mantém a sobre- 
vivência de neurônios colinérgicos, enquanto no sistema reprodutivo 
induz a secreção de gonadotrofina coriônica a partir de trofoblastos. 

Foram observadas anormalidades na produção de IL-6 entre pacientes 
com artrite reumatoide e uma correlação significativa entre as concen- 
trações de IL-6 e IgG no líquido sinovial em pacientes com essa doença 
(Hirano, 1988; Hermann, 1989). Em modelos animais, a administração 
de IL-6 parece ter um papel no desenvolvimento da glomerulonefrite 
membranoproliferativa grave e acelerada, lembrando alterações simi- 
lares encontradas em pacientes com LES (Ryffel, 1994). Estudos com 
camundongos transgênicos sugerem um papel para a IL-6 no desenvol- 
vimento de diabetes do tipo 1 e na geração de plasmacitomas monoclo- 
nais malignos (Suematsu, 1989; Hirano, 1991). 

Evidências clínicas sugerem que a determinação dos níveis séricos de 
IL-6 em neonatos (Kuster, 1998) e pacientes sob quimioterapia para 
câncer (de Bont, 1999) pode ajudar a identificar os neonatos em risco 
iminente de sepse e aqueles com câncer cujos episódios febris devem- 
se mais à quimioterapia que à sepse. Os níveis de IL-6 no condensado 
respiratório de pacientes com carcinoma pulmonar de células peque- 
nas medidos pelo ELISA estão aumentados acima daqueles de contro- 
le. A detecção precoce de aumento da IL-6 por esse meio não invasivo 
em populações de risco pode antecipar a detecção da doença e permitir 
a monitoração pós-terapia de doença recorrente (Carpagnano, 2002). 


Interleucina 7 


A IL-7 foi identificada pela primeira vez como uma glicoproteina 
murina de 25 kDa que mostrou efeitos proliferativos in vitro em célu- 
las pré-B (Namen, 1988). Embora descrita inicialmente como fator de 
crescimento da célula B, subsequentemente descobriu-se que a IL-7 
era crítica para a linfopoese de células T e B, bem como um mobiliza- 
dor de células progenitoras mieloides (Grzegorzewski, 1994). A cito- 
cina ativa é produzida por ceratinócitos epidérmicos e células estro- 
máticas da medula óssea e do timo. O receptor da IL-7 (IL-7R) é um 
membro da superfamília de receptores de hematopoetina, comparti- 
lhando uma cadeia Y em comum com receptores para as interleuci- 
nas 2, 4, 7,9, 13 e 21, o que explica em parte os efeitos superpostos e 
redundantes que essas citocinas têm sobre as populações de células T. 

Camundongos transgênicos para a IL-7 desenvolvem números 
elevados de células B e T e suas progenitoras. Anticorpos neutra- 
lizantes para a IL-7R administrados a camundongos resultaram em 
grande diminuição do número de timócitos e células da linhagem B 
na medula óssea, com números reduzidos de células B e T no baço e 
nos linfonodos (Peschon, 1994). Camundongos knockout para IL-7 e 
IL-7R apresentam grandes reduções das mesmas populações celula- 
res. Devido à sua função hematopoética importante, a IL-7 acelera a 
reconstituição de células T e B em camundongos que tenham recebido 
irradiação letal, com efeito mínimo sobre o compartimento mieloide. 
A IL-7 estimula o crescimento e aumenta a atividade citotóxica entre 


células T maduras e citotóxicas, respectivamente. In vitro, as células 
T isoladas da lâmina própria intestinal proliferam em resposta à IL-7 
exógena e mostram maior capacidade de responder ao anticorpo 
anti-CD3 e à IL-2, sugerindo um papel para essa citocina no tocante a 
acentuar as respostas imunes mediadas por célula (Watanabe, 1995). 
Foram sugeridos papéis clínicos da IL-7 que variam do aumento dos 
compartimentos de células T de pacientes com AIDS ao tratamento 
de cânceres por meio de sua atividade facilitadora de LAK. 


Interleucina 8 e as quimiocinas 


A IL-8, um membro da superfamília das quimiocinas, é responsável 
pelo acúmulo de neutrófilos em locais de inflamação (Hoch, 1996) e 
induz translocação de cálcio, quimiotaxia, alteração da forma, poli- 
merização de actina e possivelmente também explosão da atividade 
respiratória dentro dessas células. Também é quimiotática para basó- 
filos e um subconjunto de células T CD4/CD8”. Vários tipos celulares 
produzem o pequeno peptídeo IL-8, inclusive células endoteliais, epi- 
teliais, fibroblastos, neutrófilos, monócitos, macrófagos e células T. 

A IL-8 é liberada em resposta a vários estímulos, como lipopolissaca- 
rídeo e leucotrienos e, embora possa existir como homodimero ligado 
de forma não covalente, tem maior atividade quimiotatica como monô- 
mero (Paolini, 1994). Dois receptores, ambos membros da superfamília 
de receptores do domínio sete transmembrana, medeiam o efeito bio- 
lógico da IL-8: o receptor A de IL-8 (IL-8RA) e o receptor B de IL-8 
(IL-8RB). Aparentemente, o IL-8RA tem afinidade e especificidade 
maiores em relação ao ligante, enquanto o IL-8RB demonstra afinidade 
e especificidade menores, sendo capaz de ligar-se a outras proteínas qui- 
mioatraentes relacionadas com a IL-8. A injeção intradérmica de IL-8 
causa infiltração intensa e imediata de neutrófilos em torno de vênu- 
las, com um exsudato plasmático local. Todavia, para alcançar áreas de 
inflamação, os leucócitos primeiro precisam atravessar o endotélio local. 
Isso em parte é facilitado pela IL-8, que altera a expressão da integrina 
do neutrófilo ao ativar CD11b/CD18 para sua conformação de alta afi- 
nidade e dispara o derramamento de L-lectina. A IL-8 forma parte do 
gradiente quimiotático positivamente regulado e ligado à superfície das 
células endoteliais localizadas nas proximidades da inflamação, que é 
seguido pelos leucócitos ativados. Como proteína solúvel, a IL-8 forma 
um gradiente quimiotático dentro dos tecidos, orientando os leucóci- 
tos extravasados para os locais de inflamação. A IL-8 também pode ser 
armazenada nos corpúsculos de Weibel-Palade, onde está disponível 
para liberação imediata independentemente da síntese (Rot, 1996). É 
interessante que, embora ela aja predominantemente como fator qui- 
miotático, níveis aumentados de IL-8 dentro do sistema circulatório 
estão associados a menor acúmulo de neutrófilos nos locais de infla- 
mação, apesar de que se observa uma neutrofilia sistêmica (Hechtman, 
1991), o que também sugere uma função anti-inflamatória para a IL-8. 

Desde a identificação da IL-8 como a primeira quimiocina em 1987, 
a superfamília das quimiocinas aumentou. Elas agem como fatores qui- 
miotáticos ao ativarem integrinas leucocitárias, em particular LFA-1, 
CAM-1 e VLA-4, para ligar-se à célula endotelial ICAM-1 e VCAM-1. 
Também são críticas para a hematopoese, a angiogênese, a ativação de 
células T e NK, a patogénese do HIV e no desenvolvimento do SNC. No 
momento, a superfamilia é dividida em quatro famílias com base nas 
posições da primeira e da segunda de quatro cisteínas na sequência de 
aminoácidos. A familia CXC (família ot) tem um aminoácido que sepa- 
ra as duas primeiras cisteínas; a familia CC (família B) não tem amino- 
ácido interveniente; na família C (família Y), os membros perderam as 
cisteinas um e três; e a família CX3C de quimiocinas (família ð) tem 
três aminoácidos intervenientes. A família CXC é ainda subdividida em 
membros que têm um motif glutamato-leucina-arginina (E-L-R) em sua 
sequência terminal amino e possui atividade angiogênica e quimiotática 
sobre neutrófilos. Os membros sem o motif E-L-R em geral são fatores 
quimiotáticos de linfócitos e não têm atividade angiogênica. A família 
CC de quimiocinas é a maior e contém membros quimiotáticos para 
monócitos, linfócitos, eosinófilos, basófilos, mastócitos e células NK. 
Seus membros também podem regular a hematopoese dentro da cavi- 
dade medular e induzem a desgranulação de mastócitos e eosinófilos. A 
linfotactina é o único membro da família C das quimiocinas. Sua mais 
alta expressão é no timo, onde pode servir para recrutar precursores 
imaturos da célula T da medula óssea. Outras funções dessa quimiocina 
ainda não foram definidas. A família da quimiocina CX3C também tem 
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988 mais um membro no presente, a fractalcina (neurotactina). Ancorada 


© 
las] 
D 
T 
co 
QU 
T 
wn 
as 
3 
T 
O 
= 
ab] 
un 
(q 
= 
= 
£ 
Q 
g 
(am 
ae) 
= 
a 
O 
E 
© 
Q 
O 
ge 
Ly 
© 
= 
eU 
= 
£ 
U 
O 
Ww 
D 
i=) 
Es 
O 





às superfícies celulares por uma haste semelhante à mucina, a parte 
extracelular pode ser liberada das superfícies celulares para agir como 
fator quimiotático para monócitos, células T e NK in vitro. Um papel da 
fractalcina no processo inflamatório é sugerido por sua suprarregulação 
no endotélio do SNC de camundongos com encefalomielite autoimune 
experimental (EAE), na presença do fator de necrose tumoral (TNF). 
Como a fractalcina também se expressa dentro do cérebro normal, 
pode ser que desempenhe um papel não patológico nesse local. 

As quimiocinas podem promover a progressão da doença. Estudos 
esclareceram o papel da IL-8 em vários estados inflamatórios, desde 
a artrite crônica até a sepse. Alguns sugeriram a medição dos níveis 
de IL-8 na urina como meio de monitorar a gravidade da doença glo- 
merular (Wada, 1994). Na sepse, a IL-8 é central para o acúmulo de 
neutrófilos em vários órgãos e a progressão para o estágio terminal da 
doença. Outras quimiocinas, inclusive a RANTES (regulada à ativação, 
célula T normal expressa e secretada), a GROG e a MIP-10, são ativas 
no choque séptico e podem fornecer alvos para intervenção terapêuti- 
ca. Nas respostas granulomatosas, a presença de MIP-10 correlaciona- 
se com a formação de granuloma. De maneira semelhante, na EAE, 
o modelo animal para a esclerose múltipla, a progressão e a recidiva 
da doença são afetadas de forma positiva pela administração de anti- 
corpos neutralizantes para a MIP-1œ e a MCP-1. A estimativa da IL-8 
junto à proteína C reativa em neonatos permitiu a detecção sensível e a 
identificação de casos de sepse neonatal verdadeira e menor necessida- 
de de administração de antibiótico (Franz, 2001, 2004). 


Interleucina 9 


A proteína IL-9 humana contém 144 aminoácidos, e seu gene foi 
mapeado no cromossomo 5, onde genes para outros fatores de cresci- 
mento e receptores de fator de crescimento (IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF 
e CSF-1R) formam um aglomerado. O cDNA para o receptor de IL-9 
(IL-9R) codifica um ligante específico de 522 aminoácidos, mem- 
bro da cadeia œ da superfamília de receptores hematopoéticos, que 
se associa a uma cadeia Yy transdutora de sinal compartilhada com as 
interleucinas 2, 4, 7, 13, 15 e 21. O fato de que uma subunidade recep- 
tora comum é empregada por essas citocinas pode explicar algumas 
das redundâncias de atividade observadas entre elas. Após a ligação da 
IL-9, a cadeia y transmite sinal pelas vias JAK/STAT (Yin, 1995). 

A IL-9 funciona durante a resposta imune e tem atividade de fator de 
crescimento e apoptótica nas linhagens de células transformadas. Em 
humanos, a expressão da IL-9 aparentemente é limitada a subconjun- 
tos de células T CD4* CD45 positivas para RO (células T de memória) 
e a células T CD45-RA” na presença de IL-4 e IL-10 (Houssiau, 1995). 
Células T recém-isoladas em culturas de longa duração acabam res- 
pondendo à atividade da IL-9 promotora do crescimento e, em cul- 
turas murinas de células T, acabam sofrendo transformação tumoral 
(Uyttenhove, 1988). É interessante o fato de que 5 a 10% dos camun- 
dongos transgênicos que apresentam superprodução espontânea de 
IL-9 desenvolvem linfomas linfoblásticos (Renauld, 1994), e a IL-9 é 
produzida nas células tumorais do linfoma de Hodgkin e do linfoma 
anaplásico (Merz, 1991). O último aumenta a possibilidade de uma 
alça autócrina de IL-9 (Demoulin, 1998). Recentemente, mostrou-se 
que os níveis séricos de IL-9 medidos por uma nova técnica ELISA são 
elevados, especialmente na esclerose nodular do linfoma de Hodgkin 
(Fischer, 2003). Dentro do sistema hematopoético, a IL-9 e a eritropo- 
etina parecem manter a maturação de progenitores eritroides in vitro 
e podem promover o crescimento de unidades formadoras de colô- 
nias de granulócitos e macrófagos (CFU-GM) a partir de progenitores 
CD34*. A IL-9 exerce atividade promotora do crescimento sobre linha- 
gens de mastócitos e também pode regular a diferenciação de mastóci- 
tos (Eklund, 1993). Sugeriu-se que a IL-9 induz a resistência a parasitas 
in vivo dependente de mastócitos e, com a IL-4, facilita a produção de 
IgE e IgG (Louahed, 1995). Um papel para a IL-9 no SNC é sugerido 
por sua capacidade de manter a extensão aumentada de neurito e pro- 
mover excitabilidade entre culturas de linhagens de células progenito- 
ras imortalizadas do hipocampo de camundongo (Mehler, 1993). 

Estudos em animais sugerem um papel para a IL-9 no desenvol- 
vimento da asma e da hiperreatividade brônquica (Soussi-Gounni, 
2001), e ela pode ainda estimular a hiperplasia de células globosas 


do epitélio respiratório, promovendo assim a produção excessiva de 
muco (Vermeer, 2003). As terapias que visam ao bloqueio da IL-9 
podem acabar mostrando-se valiosas para controlar o remodelamen- 
to indesejável associado à doença reativa das vias respiratórias. 


Interleucina 10 


A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória potente que foi mapeada 
no cromossomo 1 (Fiorentino, 1989). É uma proteína de 160 amino- 
ácidos com massa molecular de 18,5 kDa (Kim, 1992). O receptor de 
IL-10 (IL-10R) expressa-se principalmente nas células hematopoéticas 
e liga moléculas de IL-10 dimerizadas (Tan, 1995). A transdução do 
sinal da IL-10 é mediada pela via JAK/STAT (Lalani, 1997). Embora 
muitos tipos celulares, inclusive células Th2, CD4* e CD8*, monócitos 
e macrófagos, mastócitos, ceratinócitos, eosinófilos, células epiteliais 
e várias células tumorais, sejam capazes de produzir IL-10, é o monó- 
cito que produz o volume de IL-10 na maioria das condições inflama- 
tórias (Lalani, 1997). Como pode ser produzida de forma autócrina e 
regula sua própria produção mediante uma alça de retroalimentação 
(feedback) negativa, a IL-10 regula a resposta inflamatória de dentro 
do foco inflamatório, conforme a necessidade (Tan, 1995). A IL-10 
age inibindo a produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-10, 
IL-1B, IL-3, IL-6, IL-8, TNF, G-CSF, GM-CSF e quimiocinas, inclu- 
sive IL-8 e MIP-1a, ao suprimir a transcrição de seus genes corres- 
pondentes (Goldman, 1997). A IL-10 também suprime a liberação de 
radicais livres de oxigénio e inibe a atividade microbicida dependente 
de óxido nítrico dentro de macrófagos (Fleming, 1996). 

Em condições alérgicas como a asma, a produção de IL-5 é um 
evento iniciador crucial. In vitro, a IL-10 impede a produção de IL-5 
em células Th0, Th2 e T em repouso e infrarregula a expressão do 
MHC da classe II entre APCs. Também inibe a expressão de MIP-1a 
em neutrófilos humanos, monócitos e macrófagos, inibe a produção 
de fatores quimiotáticos ativos em locais de inflamação crônica e pode 
inativar diretamente a função de eosinófilos humanos e acelerar a 
morte dos últimos. Esses achados sugerem o potencial da IL-10 para 
limitar a inflamação crônica das vias respiratórias (Pretolani, 1999). 

A IL-10 pode participar da indução e da perpetuação do LES, e a ativi- 
dade da doença correlaciona-se com seus títulos (Houssiau, 1995). Está 
implicada em outras doenças autoimunes, inclusive a miastenia grave, 
a doença de Graves, a síndrome de Sjögren, a polimiosite, a psoríase, 
a esclerose sistêmica, o pênfigo vulgar, o penfigoide bolhoso e a doen- 
ça de Kawasaki (Lalani, 1997). Além disso, a detecção de IL-10 elevada 
pelo ELISA em pacientes com carcinoma pulmonar de células pequenas 
e adenocarcinomas do cólon pode ser um preditor útil de progressão da 
doença não detectável clinicamente (De Vita, 1999, 2000), e, em pacien- 
tes febris com câncer, sua detecção pode ser útil para identificar os casos 
devidos a infecção, em vez de febre relacionada com neoplasias, permi- 
tindo que a terapia apropriada seja iniciada (Kallio, 2001). 


Interleucina 11 


A IL-11 é uma citocina de 23 kDa com numerosos efeitos sobre 
muitos tecidos, inclusive a medula óssea, o cérebro, o intestino e os 
testículos. O gene que a codifica está mapeado no cromossomo 19, 
e sua estrutura tridimensional provavelmente contém quatro motifs 
a-helicoidais (Czupryn, 1995). O receptor de IL-11 (IL-11R) é for- 
mado a partir da associação não covalente de um ligante específico 
da cadeia & e uma cadeia À transdutora de sinal, gp130. O comple- 
xo IL-6R também usa a subunidade gp130 como cadeia sinalizante, 
sendo responsável por parte da sobreposição na ação dessas citocinas 
(Cherel, 1996). Quando associado ao IL-11RB (gp130), a afinidade da 
ligação pela IL-11 é alta, e um sinal biológico é gerado pela forma- 
ção de homodímeros de gp130. Acredita-se que estes ativem as vias 
de transdução, incluindo quinases JAK, quinases MAPK, proteínas 
quinase ribossômicas S6 e quinases da família Src (Fuhrer, 1996). O 
mRNA da IL-11 foi detectado em muitos tecidos estimulados, inclusi- 
ve fibroblastos, células epiteliais, condrócitos, sinoviócitos, osteoblas- 
tos e células do glioblastoma. 

Evidências indicam que a IL-11 é uma citocina pró-inflamatória 
potente (Redlich, 1996; Trepicchio, 1998). Seus efeitos hematopoéti- 
cos (Du, 1995) incluem um papel na megacariocitopoese e na estimu- 
lação da eritropoese, na proliferação e na diferenciação de macrófagos 


e na produção de imunoglobulina pela célula B. Além disso, ela regula 
a diferenciação e a maturação das células mieloides progenitoras em 
combinação com o fator da célula-tronco e pode ter um papel na lin- 
fopoese. Em pacientes sob quimioterapia, o tratamento com IL-11 
melhora a recuperação da hematopoese e a função imune, além de 
reduzir a morbidade da quimioterapia supressora da medula óssea. 

A IL-11 também tem efeitos não hematopoéticos extensos (Du, 
1995). Pode funcionar na inflamação pulmonar e é produzida por 
células epiteliais alveolares e pulmonares estimuladas em grandes 
quantidades. Os vírus respiratórios são fortes estimuladores da síntese 
de IL-11 no pulmão, e a IL-11 é detectada nas secreções nasais de crian- 
ças com infecções do trato respiratório superior (Einarsson, 1996). A 
IL-11 também pode estar envolvida no controle do crescimento de 
células epiteliais gastrintestinais, tendo-se demonstrado que ela inibe 
de forma reversível a proliferação de linhagens de célula-tronco nas 
criptas intestinais in vitro. Pode ser capaz ainda de conferir proteção 
ao epitélio da mucosa gastrintestinal após radiação e quimioterapia 
(Keith, 1994). 

Outras atividades da IL-11 incluem o desenvolvimento de osteoclas- 
tos in vitro, um papel na sobrevida de neurônios sensoriais e motores, 
estimulação da liberação de reagentes da fase aguda in vitro e in vivo, 
além da regulação do metabolismo da matriz extracelular (MEC). Na 
biologia tumoral, a IL-11 age de forma sinérgica com outras citoci- 
nas para promover o crescimento de linhagens celulares da leucemia 
humana e estimula a formação de colônias de blastos leucêmicos 
(Hu, 1993; Lemoli, 1995). Foi detectado um efeito trombocitopoético 
benéfico em pacientes com a doença de Crohn que receberam IL-11 
recombinante (Sands, 1999). 


Interleucina 12 


A IL-12 é uma citocina heterodimérica de 70 kDa, codificada por dois 
genes separados (Trinchieri, 1994). O receptor de IL-12 (IL-12R) é um 
membro da superfamília de receptores de hematopoetina e tem homo- 
logia significativa com gp130 e o G-CSF e os receptores do fator inibi- 
dor da leucemia. A IL-12 promove a diferenciação de células humanas 
semelhantes à Thl, preparando-as para o aumento da produção de 
interferon y (IFN-y), e aumenta as capacidades citolíticas das células 
NK e T (Heufler, 1996). É produzida principalmente por monócitos 
e macrófagos, células dendríticas (APCs profissionais) e, em menor 
extensão, por neutrófilos e ceratinócitos. Sua produção é infrarregu- 
lada pela IL-10 e pelo TGF-B, e sua síntese aumenta por influência do 
IFN-y. A síntese de IL-12 é induzida rapidamente em células fagociti- 
cas por certas cepas bacterianas e por patógenos intracelulares, inclusi- 
ve protozoários e fungos e, em menor extensão, por vírus. 

A IL-12 desempenha um papel vital como citocina pró-inflamatória. 
Em modelos de choque séptico que envolvem injeções intraperitoneais 
de endotoxina em camundongos, descobriu-se que a IL-12 promove a 
superprodução de IFN-y, que, por meio de uma alça de retroalimenta- 
ção positiva, induz a liberação de mais IL-12 ainda. Por fim, a superpro- 
dução de IFN-y causa a morte do animal. O papel importante da IL-12 
nessa série de eventos é ressaltado pela observação de que a injeção de 
anticorpos anti-IL-12 neutralizantes em camundongos salva cerca de 
90% deles da morte (Trinchieri, 1994). Evidências sugerem que a IL-10 
inibe a produção de IL-12 por fagócitos e que a própria IL-12 pode esti- 
mular a produção de IL-10, servindo assim como regulador negativo 
de sua própria produção (Meyaard, 1996). A evidência em animais de 
experimentação sugere um papel exacerbante para a IL-12 em certas 
doenças autoimunes, inclusive o diabetes autoimune, a artrite, o mode- 
lo animal de esclerose múltipla (EAE) e a colite (Trinchieri, 1997). Mas, 
em condições alérgicas, a IL-12 desempenha o papel de amenizá-las, 
graças à sua capacidade de infrarregular a produção de IL-4, IL-5 e IgE. 
O efeito é marcante na resposta excessiva da via respiratória à indução 
antigênica em modelos de camundongo (Gavett, 1995). 

A IL-12 tem efeitos antitumorais e antimetastáticos sanguine- 
os em modelos de camundongo in vivo (Zitvogel, 1995). Contudo, 
observou-se toxicidade gastrintestinal, hepática e hematológica em 
ensaios clínicos com rIL-12 entre pacientes com carcinoma de célu- 
la renal. Devido ao seu papel na promoção de respostas de memória 
Thl a vacinas, a IL-12 pode ser importante como adjuvante da vacina. 
Quando expressa como uma proporção com IL-10 sérica, a estimativa 


da IL-12 sérica pode ajudar a identificar pacientes com câncer e febres 
relacionadas com infecção, permitindo a antibioticoterapia apropria- 
da e imediata (Kallio, 2001). 


Interleucina 13 


A IL-13 é uma proteína de 12 kDa com 132 aminoácidos, cujo gene 
foi mapeado no cromossomo 5 no aglomerado de genes que contém 
IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 e GM-CSF. Acredita-se que tenha uma estrutu- 
ra G-helicoidal, com quatro a-hélices e dois folhetos B dobrados. O 
receptor da IL-13 (IL-13R) expressa-se nas células B, em monócitos, 
basófilos, eosinófilos, mastócitos, células endoteliais, fibroblastos, 
ceratinócitos e certas células tumorais. Aparentemente, não se expressa 
nos linfócitos T humanos. A IL-3 e a IL-4 compartilham um compo- 
nente receptor comum, gp140, que serve como receptor de baixa afi- 
nidade (IL-13Ra) para a IL-13 e receptor do tipo II (IL-4Ra) para IL-4. 
Portanto, não surpreende o fato de que a IL-13 elicia muitas das ações 
biológicas da IL-4. Quando unidos ao ligante, o IL-13R e o IL-4R fazem 
a transdução do sinal pelas vias JAK/STAT (Burd, 1995; Keegan, 1996). 
A IL-13 é liberada dos subconjuntos Th0, Th1 e Th2 de clones de célu- 
las T CD4/CD8* em resposta à estimulação do antígeno específico ou 
à ativação policlonal, bem como de mastócitos, basófilos e eosinófilos 
após estimulação por meio de seus receptores de alta afinidade para 
IgE (CD23) (Keegan, 1996). É em sua maior parte uma citocina anti- 
inflamatória capaz de inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias 
como a IL-1œ e IL-1B, IL-12 e IFN-y por monócitos ativados por lipo- 
polissacarídeos. A IL-13 é capaz de induzir a secreção de IgE de células 
B humanas cultivadas e aumentar a expressão da molécula de adesão 
pró-inflamatória VCAM-1 nas células endoteliais. Tal fato e a obser- 
vação de que a síntese de IL-13 aumenta em condições atópicas nos 
pulmões de asmáticos e em pacientes com sinusite crônica, enquan- 
to diminui em resposta à administração de corticosteroides, ressaltam 
a importância da IL-13 nas condições alérgicas (de Vries, 1998). Ao 
mesmo tempo, a IL-13 parece atenuar a resposta alérgica ao infrarre- 
gular a capacidade das células endoteliais e da musculatura lisa das vias 
respiratórias de liberar linfócitos T e o fator quimiotático inflamatório 
celular RANTES (Tony, 1994). É quimiotática para monócitos, pro- 
move a proliferação de células B ativadas e, in vitro, parece promover 
a formação de colônia de megacariócitos e facilitar a proliferação de 
células progenitoras da medula óssea murina. Sua infrarregulação da 
produção de fator tecidual e a suprarregulação da produção de trom- 
bomodulina ressaltam ainda mais sua natureza anti-inflamatória. 


Interleucina 14 


A IL-14 pode ter sido denominada prematuramente, mas refere-se 
ao fator de crescimento de células B de alto peso molecular, proteína 
que causa proliferação de células B e inibição da secreção de imuno- 
globulina (Ambrus, 1993). 


Interleucina 15 


A IL-15 é uma proteína de 14 a 15 kDa, identificada pela primei- 
ra vez como fator de crescimento celular nos sobrenadantes de uma 
linhagem de células epiteliais renais de macaco (Grabstein, 1994). 
Embora sua sequência de aminoácidos primária seja única, sua estru- 
tura tridimensional lembra muito a de outros membros da família de 
citocinas com quatro feixes de o.-hélice, que inclui a IL-2, uma citocina 
com atividades funcionais semelhantes. O gene que codifica a IL-15 
foi mapeado no cromossomo 4, próximo do gene da IL-2 (Anderson, 
1995). O receptor da IL-15 (IL-15R) é composto por três subunida- 
des de proteína: uma cadeia IL-15Ra específica do ligante, uma cadeia 
B e uma cadeia y, as duas últimas idênticas às cadeias þ e y da IL-2R. 
Esse arranjo é responsável pelas atividades semelhantes da IL-15 e da 
IL-2. A IL-15 utiliza as vias JAK/STAT durante a transdução do sinal 
(Johnston, 1995). 

Macrófagos, fibroblastos, ceratinócitos, células epiteliais e outros 
tecidos secretam IL-15 mas, ao contrário da IL-2, ela não é secreta- 
da por linfócitos. Apesar disso, a distribuição tecidual da IL-15 é 
ampla, com transcritos de mRNA também identificados em monóci- 
tos e macrófagos, células de Langerhans, dendríticas e endoteliais. O 
mRNA da IL-15 parece ser estocado em compartimentos inativos de 
tradução que ficam disponíveis para tradução no início da resposta 
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990 inata à infecção. A produção de IL-15 por macrófagos na fase inicial 
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de uma infecção microbiana pode servir para ativar células NK como 
parte da resposta à infecção (Cosman, 1995). 

Como ocorre com a IL-2, mostrou-se que a IL-15 participa da coes- 
timulação da proliferação de células T, da indução da atividade de cito- 
cinas nas células T, da proliferação de células NK e da ativação da proli- 
feração de células B e da liberação de imunoglobulina (Kirman, 1998). 
Ao contrário da IL-2, a IL-15 pode aumentar anabolicamente a massa 
muscular esquelética e demonstrou estimular a proliferação de mastó- 
citos in vitro e in vivo. A IL-15 é quimiotática para células T, recrutan- 
do-as para locais de inflamação, tendo-se sugerido tal papel na sinóvia 
de pacientes com artrite reumatoide (McInnes, 1996). Outra evidência 
aponta um papel para a produção de IL-15 em condições inflamatórias 
como a colite ulcerativa, a hepatite C e a sarcoidose. Em tais condições, 
a IL-15 pode servir para recrutar leucócitos ativados para áreas de infla- 
mação onde eles seriam capazes de liberar outras citocinas pró-inflama- 
tórias e exercer efeitos citotóxicos (Kirman, 1998). Em pacientes com 
enterocolite por Staphylococcus aureus resistente à meticilina (SAMR), 
verificou-se que a IL-15 sérica aumenta antes do início da diarreia, mas 
seus níveis séricos permaneceram inalterados em infecções relacionadas 
com o SAMR em outros locais que não o cólon, sugerindo um papel na 
patogénese da enterocolite por SAMR e proporcionando um marcador 
sérico da gravidade da doença (Mayumi, 1999). 


Interleucina 16 


Inicialmente reconhecida como fator quimiotático ativo em culturas 
de células mononucleares do sangue periférico humano estimuladas 
por mitógeno (Center, 1982), a IL-16 agora é reconhecida como um 
fator quimiotático pró-inflamatório de célula T. Linfócitos estimula- 
dos por mitógeno produzem IL-16 como uma molécula precursora 
que é clivada e secretada. Somente após a agregação em homotetra- 
meros, a IL-16 parece ter atividade biológica (Bazan, 1996). O gene 
que a codifica foi mapeado no cromossomo 15. A CD4 de superfície 
parece atuar como receptor de superfície para a IL-16 solúvel e é abso- 
lutamente necessária para a sinalização biológica (Cruikshank, 1994). 
A IL-16 é liberada pelas células T após estimulação com mitógenos, 
antígenos, histamina e serotonina. Eosinófilos e mastócitos cultivados 
também podem liberar IL-16 na presença de GM-CSF e PMA ou ionó- 
foro de cálcio, respectivamente. 

A IL-16 serve como fator quimiotático para células T CD4* e outras 
células imunes que expressam CD4, incluindo monócitos e eosinófilos. 
É um fator de crescimento competente para elas e estimula a progres- 
são do ciclo celular em células T CD4* humanas (Cruikshank, 1994). 
Além disso, a IL-16 promove aumento da adesão à matriz extracelular 
(ECM, extracellular matrix) por eosinófilos e suprarregula a expressão 
de HLA-DR entre monócitos (Wan, 1995). O resultado in vivo pode ser 
o maior acúmulo de células T CD4* responsivas a citocinas nos locais 
de inflamação, que são protegidos contra a morte de células T induzida 
pela ativação mediada por TCR (Cruikshank, 1994). 


Interleucina 17 


A IL-17 é uma citocina pró-inflamatória de 32 kDa secretada como 
homodimeros ligados de forma covalente a partir de um conjunto res- 
trito de células T humanas ativadas de memória (Yao, 1995; Fossiez, 
1996). O gene que codifica essa citocina foi mapeado no cromossomo 
2. AIL-17 expressa-se predominantemente por células T CD4* CD45- 
RO de memória em resposta a uma variedade de ativações (Fossiez, 
1996). Estudos em camundongos sugerem que, em oposição à expres- 
são restrita de IL-17, o receptor de IL-17 (IL-17R) é uma proteína 
nova distribuída em ampla escala, especialmente abundante no baço 
e nos rins. Evidências recentes implicam a via sinalizadora JAK/STAT 
na transdução de sinais do IL-17R (Subramaniam, 1999). 

Foi sugerido um papel in vivo da IL-17 na proteção contra infecções 
bacterianas e, devido à sua capacidade de induzir a produção de altos 
níveis de citocinas, inclusive IL-6, IL-18 e MCP-1, ela pode servir para 
regular processos inflamatórios (Dalrymple, 1996). Ao contrário de 
seu papel protetor presumível em estados infecciosos, acredita-se que a 
IL-17 cause inflamação articular e promova destruição óssea e de car- 
tilagem na inflamação autoimune, tendo sido identificada no líquido 
sinovial de pacientes com artrite reumatoide (Leonaviciene, 2004). 


Interleucina 18 


A IL-18 é uma proteína de aproximadamente 18 kDa produzida por 
macrófagos ativados, células de Kupffer, osteoblastos e ceratinócitos 
(Torigoe, 1997). A formação de IL-18 biologicamente ativa requer o 
processamento de um precursor de 24 kDa pela caspase 1 (ICE) nas 
células de Kupffer. O receptor da IL-18 (IL-18R) é idêntico à proteína 
relacionada com o IL-1R (IL-1Rrp) (Torigoe, 1997) e, quando liga- 
do ao ligante, induz a ligação do DNA de NF-«B. São identificados 
IL-18Rs de alta e baixa afinidades, mas seus papéis na transdução de 
sinal não estão esclarecidos. À função primária da IL-18 parece ser a 
indução de IFN-y em células Th1 ativadas e B anti-CD40 ativadas (na 
presença de IL-12). A IL-18 também induz a síntese de células T de 
GM-CSF e IL-6 e promove a citotoxicidade entre células NK, ao per- 
mitir a exocitose de perforinas e granzima A (Ushio, 1996). Os papéis 
fisiológicos da IL-18 podem incluir a defesa contra infecção e um papel 
na rejeição tumoral. Devido à supressão da produção de IgE, a IL-18 
pode modificar a resposta alérgica (Yoshimoto, 1997), contudo sua 
produção desregulada está associada a danos ao parênquima hepático 
em modelos animais. A IL-18 pode ter alguma participação na patogê- 
nese da linfo-histiocitose hemofagocitica via indução de células Thl. 
A determinação dos níveis de IL-18 no sangue periférico dos pacientes 
afetados pode representar um meio de monitorar a atividade da doen- 
ça latente na linfo-histiocitose hemofagocítica (Takada, 1999). 

Estimativas laboratoriais seriadas da expressão gênica de IL-18 pela 
reação em cadeia da polimerase podem ser úteis para prever rejeição 
iminente a autoenxerto renal (Simon, 2004), enquanto níveis séricos 
elevados de IL-18 podem ajudar a identificar os pacientes com probabi- 
lidade de sucumbir ao choque pós-operatório (Emmanuilidis, 2002). 


Interleucina 19 


A TL-19 é um membro da família de moléculas relacionadas com 
a IL-10, que inclui IL-20, IL-22, IL-24, IL-26 e IL-10. De início, ela 
foi identificada em monócitos estimulados com lipopolissacarídeo 
(Gallagher, 2000) e, como sua expressão seria suprarregulada pela 
IL-4 e infrarregulada pelo IFN-y, seus descobridores propuseram um 
papel para ela na regulação do sistema Thl/Th2, mais tarde tendo 
demonstrado que ela pode ser capaz de infuenciar a maturação da 
célula T (Gallagher, 2004). Como ocorre com a maioria das citocinas 
descobertas recentemente, o papel fisiológico da IL-19 não está defi- 
nido. No entanto, investigação recente de seu papel fisiológico sugere 
que pode funcionar dentro da pele e que polimorfismos de nucleotí- 
deo único no gene da IL-19 (e da IL-20) podem influenciar a susce- 
tibilidade à psoríase (Koks, 2004). Outros sugeriram um papel para 
a IL-19 na patogênese da asma, por sua suprarregulação da citocina 
Th2 em estudos com animais (Liao, 2004). Embora ainda não tenha 
sido identificado um receptor específico para a IL-19, ela parece capaz 
de ligar-se ao complexo receptor de IL-20 e, ao fazer isso, é capaz de 
iniciar a fosforilação de STAT3 (Dumoutier, 2001). 


Interleucina 20 


Conforme mencionado antes, a IL-20 é um membro da família da 
IL-10 de moléculas relacionadas. A molécula foi identificada inicial- 
mente pelo uso de um algoritmo de bioinformática que também levou 
à identificação do aglomerado de genes da família da IL-10 (Blumberg, 
2001). A investigação adicional com camundongos transgênicos com 
hiperexpressão de IL-20 sugere um papel da IL-20 na patogênese de 
doenças cutâneas, pois os filhotes desses camundongos desenvolvem 
anormalidades epidérmicas significativas. Os ceratinócitos expressam 
o receptor para IL-20 em suas superfícies e, após ligação com o recep- 
tor (possivelmente de maneira autócrina), a IL-20 induz a prolifera- 
ção de ceratinócitos e a suprarregulação de citocinas inflamatórias, 
inclusive TNF (Rich, 2003) pela via de sinalização STAT3 (Blumberg, 
2001). Como no caso da IL-19, polimorfismos de nucleotídeo único 
no gene da IL-20 podem influenciar a suscetibilidade a algumas for- 
mas de psoríase (Kingo, 2004). Outros demonstraram expressão de 
IL-20 em cultura de células gliais após estimulação com lipopolissa- 
carídeo, indicando um possível papel da IL-20 na infecção (Hosoi, 
2004) e na hematopoese por seu efeito como estimulante da formação 
de colônia por progenitores multipotenciais de CD34” (Liu, 2003). 


Interleucina 21 


A IL-21 é um membro da família da citocina IL-2 que inclui IL-4, 
IL-7, IL-9, IL-13, IL-15 e IL-2. Os membros dessa família compõem 
o tipo I da superfamilia de citocinas, que compartilham uma cadeia 
estrutural y comum. Produzida por células T ativadas, a IL-21 infra e 
suprarregula a resposta imune, dependendo do contexto sinalizador 
(Strengell, 2002; Mehta, 2004), ao modular a proliferação de células 
TeBe a atividade citotóxica e a maturação da classe NK (Parrish- 
Novak, 2002; Sivori, 2003). Estudos com rIL-21 em células B huma- 
nas também apontaram um papel para a IL-21 nos isótipos IgGl e 
IgG3 (Pene, 2004). Um papel específico para a IL-21 na doença vem 
indiretamente de estudos feitos em animais, em que camundongos 
com níveis muito elevados de IL-21 parecem desenvolver uma condi- 
ção autoimune que lembra o LES (Ozaki, 2004). Pode ser que haja um 
potencial terapêutico para a administração de IL-21, pois camundon- 
gos tratados com ela parecem manter a imunidade tumoral contra 
timoma em um modelo sinérgico de tumor (Moroz, 2004). 


Interleucina 22 


A IL-22 é uma citocina derivada primariamente da célula Thl, 
homóloga à IL-10 e outras moléculas da família da IL-10: IL-19, IL-20, 
IL-24 e IL-26. Ao contrário de sua homóloga IL-10, a IL-22 não parece 
regular as atividades imunes de células B, mas provavelmente funciona 
como indutora de reagentes da fase aguda (Xu, 2001; Nagem, 2002). 
Como a expressão do mRNA do receptor da IL-22 é mais alta no pan- 
creas, no fígado, no intestino delgado, no cólon e nos rins, macrófagos 
alveolares pulmonares e pneumócitos, a IL-22 pode servir para regu- 
lar a resposta imune em tais tecidos. Nesse contexto, o Western blot- 
ting para IL-22 nos líquidos do lavado brônquico de pacientes com 
a síndrome da angústia respiratória aguda e sarcoidose demonstrou 
níveis de IL-22 mais baixos que nos controles normais, sugerindo um 
papel para a IL-22 na inflamação pulmonar (Whittington, 2004). 


Interleucina 23 


A IL-23 é uma citocina composta, produzida por macrófagos e 
células dendríticas ativadas, composta pela subunidade p19 específica 
da IL-12 e pela subunidade p40 da IL-12, que, juntas, formam uma 
citocina funcional única, capaz de induzir respostas imunes de longa 
duração a Thl e linfócitos T citotóxicos, além de ela poder desempe- 
nhar um papel importante na estimulação autócrina de células apre- 
sentadoras de antígeno, no momento da resposta imune inicial ao 
antígeno (Puccetti, 2002). Como consequência, a IL-23 pode vir a ser 
útil como adjuvante forte para criar vacinas de célula T com antíge- 
no específico duradouro contra substâncias pouco antigênicas como 
DNA viral (Ha, 2004). É questionável se a IL-23 ajuda no recrutamen- 
to e na ativação de células inflamatórias que induzem inflamação crô- 
nica e formação de granuloma como resposta a infecção (Langrish, 
2004) e proporciona atividade antitumoral mediante sua modulação 
de subconjuntos específicos de células T (Lo, 2003). Estudos com 
camundongos sugerem que a IL-23 pode exacerbar a inflamação asso- 
ciada à artrite autoimune (Murphy, 2003). 


Interleucina 24 


A IL-24 é uma citocina imunossupressora potente, descoberta em 
células de melanoma humano, e homóloga das moléculas da família 
da IL-10. É produzida por células mononucleares do sangue periféri- 
co ativadas e macrófagos, induz a secreção de citocina do tipo Thl de 
células mononucleares do sangue periférico (Caudell, 2002) e liga-se 
a seu receptor localizado nos ceratinócitos. Identificada pela primei- 
ra vez como fator de diferenciação de melanócitos (MDA-7), quando 
liberada por um vetor adenoviral, a IL-24 é capaz de induzir apoptose 
de células malignas, inclusive as de melanoma, sem danificar as células 
estromáticas de sustentação (Sarkar, 2002) e, em contato com agentes 
geradores de radicais livres como o trióxido de arsênico, pode vir a ser 
útil no tratamento do carcinoma de células renais (Yacoub, 2003). A 
IL-24 também pode ter efeitos antiangiogênicos, pois in vivo inibe a 
angiogênese em torno de tumores pulmonares humanos implantados 
em camundongos (Ramesh, 2003). A IL-24 pode ainda sustentar o 
tumor nos estágios iniciais de algumas neoplasias epiteliais que indu- 


zem sua produção e tem a vantagem de seus efeitos autócrinos sobre o 
crescimento (Shinohara, 2004). 


Interleucina 25 


A IL-25 é um membro da familia da citocina IL-17 e um mediador 
importante da produção de IL-4, IL-5, IL-13 e eotaxina. É produzi- 
da por células Th2 ativadas e mastócitos, podendo ser uma ligação 
importante no desenvolvimento e na amplificação de respostas alér- 
gicas e patológicas (Fort, 2001). Camundongos aos quais se adminis- 
trou por via intranasal adenovírus que expressava IL-25 desenvolve- 
ram hiperplasia de células epiteliais, aumento da secreção de muco 
e hiperreatividade das vias respiratórias, além da produção de IL-4, 
IL-5, IL-13 e mRNA da eotaxina no pulmão, com eosinofilia em 
amostras de lavado broncoalveolar e tecidos pulmonares. Além disso, 
após infecção fúngica intestinal e pulmonar, a expressão do mRNA da 
IL-25 aumentou nesse modelo (Hurst, 2002). 


Interleucina 26 


A IL-26 é o membro mais recente da família de moléculas da IL-10 e 
produzida principalmente por células T de memória, tendo sido iden- 
tificada pela primeira vez como uma secreção de células T transfor- 
madas pelo herpes-virus saimiri, e que parece ser capaz de induzir a 
secreção de IL-8 e IL-10, bem como expressar CD54 na superfície de 
ceratinócitos e células do carcinoma de cólon. Ao afetar as superfícies 
epiteliais e mucosas, a IL-26 pode modular respostas imunes mucosas 
e cutâneas (Hor, 2004). 


Interleucina 27 


Sendo o produto heterodimérico de células apresentadoras de antí- 
geno ativadas, a IL-27 funciona cedo na resposta imune, estimulando 
a proliferação rápida de células T Thl CD4* nativas, tanto por meio 
de sua própria ação como sinergicamente com a IL-12, ao estimular a 
produção de IFN-y (Pflanz, 2002). Assim, pode ajudar a proporcio- 
nar resistência contra infecções intracelulares, como as causadas por 
Leishmania e Toxoplasma spp. (Hunter, 2004). Nas células B, a IL-27 
pode induzir o desvio da classe IgG2A e eventualmente ter utilidade 
terapêutica no tratamento de doenças alérgicas, mediante a indução 
do desvio da classe IgG2a, bem como regulando a diferenciação de 
Thl (Yoshimoto, 2004). 


Fator B transformador do crescimento 


O TGF-B é uma citocina de 25 kDa com três isoformas: TGF-B1, 
TGF-B2 e TGF-B3 (McCartney-Francis, 1998). Peptídeos bioativos 
associados aos componentes ou transportadores ECM como a ,-ma- 
croglobulina, a albumina ou a IgG, facilitam a captação e o catabolis- 
mo de TGF-B. O TGF- é importante para o crescimento, o desenvol- 
vimento e a diferenciação de células epiteliais, além de desempenhar 
um papel na carcinogênese, na inflamação, na reparação e na angio- 
gênese. Seu sinal biológico é transduzido para o núcleo via proteínas 
Smad (membros da família relacionada com MAD) (Lopez-Casillas, 
1993; Derynck, 1996). O TGF-B é produzido por toda a linhagem leu- 
cocitária dos linfócitos aos macrófagos e células dendríticas e age tanto 
de forma autócrina como parácrina. Em camundongos knockout para 
TGF-B, 50 a 60% dos embriões demonstram falha na angiogênese e 
na hematopoese, além de aborto espontâneo, enquanto, em camun- 
dongos transgênicos com hiperexpressão de TGF-f, a consequência 
é hipoplasia pulmonar e falha na diferenciação do epitélio respirató- 
rio, causando morte perinatal. O TGF- serve como fator de prolife- 
ração e inibidor do crescimento. Ele inibe o crescimento da maioria 
dos tipos de células epiteliais e leucócitos. Em camundongos, a hiper 
ou subexpressão de TGF-B causa hipo ou hiperproliferação (carcino- 
ma) de células epiteliais (Norgaard, 1995). Em humanos, a agressivi- 
dade das linhagens celulares do melanoma e do carcinoma do cólon 
aumenta com a perda crescente da capacidade de resposta ao TGF-B. 
O TGF-B também pode atuar como supressor tumoral, pois anticor- 
pos contra o TGF-B aumentam a capacidade de formação tumoral das 
células do carcinoma de cólon in vitro. O TGF-B suprime a resposta 
inflamatória e promove a cura pela inibição da proliferação de células 
T e B, inibindo a função das células NK, induzindo antagonistas de 
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citocina, infrarregulando a expressão da integrina e inibindo a libe- 
ração de IgG. Durante a cicatrização de feridas, o TGF-f promove a 
proliferação de fibroblastos e a síntese de colágeno. Todavia, a super- 
produção de TGF-B não apenas suprime a resposta inflamatória, 
como também prolonga o tempo de cicatrização, acarretando fibrose 
exuberante e excessiva (Wahl, 1994). A terapia defendida por bloque- 
ar o efeito fibrogênico do TGF- foi estudada em receptores de órgãos 
transplantados, nos quais os agentes imunossupressores induziram 
isquemia e fibrose associada, bem como naqueles com a doença do 
tecido conjuntivo esclerodermia. Em tais condições, o anticorpo anti- 
TGF-B foi usado com algum sucesso para amenizar a fibrose intersti- 
cial progressiva (Sule, 2003; Khanna, 2004). 


Fator de necrose tumoral 


O TNF (antigamente TNF-a) é uma citocina pró-inflamatória de 17 
kDa (Beutler, 1985). Seu nome deriva de sua capacidade de destruir 
células tumorais e induzir necrose hemorrágica em tumores trans- 
plantados em camundongos. A maioria dos efeitos do TNF é mediada 
por dois receptores da superfície celular com alta afinidade: TNFR-I 
(CD120a, 55 kDa) e TNFR-II (CD120b, 75 kDa) (Hohmann, 1989). 
Esses receptores medeiam os sinais para proliferação celular e morte 
celular programada (apoptose). O TNFR-I tem dentro de seu domi- 
nio intracelular um motif conhecido como o “domínio da morte”, que 
é necessário para a transdução do sinal apoptótico. Principalmente 
macrófagos e monócitos produzem TNF, mas outras células, inclu- 
sive linfócitos, mastócitos, neutrófilos, cratinócitos, astrócitos, célu- 
las microgliais, musculares lisas e tumorais, também o fazem. O TNF 
pode agir localmente de forma parácrina, mas também age em locais 
distantes, à maneira de hormônios endócrinos. Os efeitos biológicos 
do TNF são numerosos (Kollias, 1999) e incluem um efeito citotóxico 
direto, modulação e diferenciação do crescimento celular e um papel 
em condições inflamatórias crônicas e infecção. Além disso, o TNF é 
responsável pela síndrome de consunção da malignidade e das prin- 
cipais infecções parasitárias. Mediante a estimulação de neutrófilos, o 
TNF aumenta a fagocitose, a desgranulação e a atividade de explosão 
respiratória. Outros efeitos pró-inflamatórios incluem o aumento da 
formação do fator ativador de plaquetas nos neutrófilos, estimulando 
a secreção de ácido araquidônico, facilitando a citotoxicidade media- 
da por célula dependente de anticorpo e aumentando a aderência de 
neutrófilos ao endotélio ativado pelo TNF via suprarregulação de 
selectina E. Modelos animais implicam o TNF na artrite reumatoide 
e na doença intestinal inflamatória, em que o TNF exerce um efeito 
pró-inflamatório devido à ativação de células endoteliais e à indução 
de quimiocinas quimiotáticas para neutrófilos. Além disso, foi pro- 
posto um papel do TNF nas doenças inflamatórias desmielinizantes 
do SNC, com base em vários estudos sobre a esclerose múltipla em 
humanos (Kollias, 1999). A administração terapêutica de anticorpo 
monoclonal anti-TNF (infliximabe) ou proteínas da fusão do anti- 
corpo com o receptor (etanercepte) para o tratamento da artrite reu- 
matoide e da doença de Crohn e, potencialmente, para a doença do 
enxerto versus hospedeiro, no momento, encontra-se sob investigação 
e parece promissora (Furst, 2003). 


Interferon-y 


O IFN-y (Samuel, 1991) é uma proteína homodimérica de 40 a 70 
kDa e 143 aminoácidos, mapeada no cromossomo 12. As células T e 
NK são as únicas fontes conhecidas de IFN. As células T o produzem 
em resposta à estimulação por antígeno ou mitógeno, e as células 
NK o fazem em resposta à IL-2 ou a anticorpos anti-CD16, ou na 
presença de macrófagos ativados (Carson, 1995). In vitro, o IFN-y 
é um forte estimulador de macrófagos e acentua muito sua ativi- 
dade tumoricida. Ele causa suprarregulação de moléculas do MHC 
sobre muitos tipos celulares, inclusive APCs. Além disso, regula a 
produção de anticorpos pelas células B (Snapper, 1987) e estimula 
as células Thl. Em resposta à infecção, o IFN-y induz macrófagos a 
matar microrganismos intracelulares pela produção de metabólitos 
oxidativos e proteases. Em termos clínicos, o IFN-y foi usado para 
melhorar a capacidade bactericida de fagócitos nas doenças granulo- 
matosas crônicas (Bolinger, 1992). 


Moléculas de adesão celular 


A “cola” que liga tecidos vivos em organismos multicelulares comple- 
xos em parte é composta por moléculas de adesão descritas subsequen- 
temente. Essas glicoproteínas complexas permitem a migração celular 
durante a embriogênese e a cicatrização de feridas, determinam o trânsi- 
to de leucócitos e o retorno crítico na linfopoese e na resposta imune. As 
moléculas de adesão são divididas convencionalmente em cinco grupos 
com base na homologia estrutural: caderinas, mucinas, integrinas, selec- 
tinas e moléculas da superfamília das imunoglobulinas. Mucinas são 
proteínas fortemente glicosiladas que interagem principalmente com 
selectinas. Os membros da superfamília das imunoglobulinas têm domí- 
nios semelhantes aos das imunoglobulinas e interagem com integrinas, 
selectinas e entre si. As integrinas e as selectinas são discutidas a seguir. 


Integrinas 


A família de moléculas de adesão das integrinas (Gonzalez-Amaro, 
1999) fornece uma ligação física crítica entre esses elementos externos à 
célula (outras células e o ECM) e aqueles dentro da célula (o citoesque- 
leto, as moléculas intracitosólicas e o núcleo). Cada membro da família 
das integrinas é composto por um heterodímero de subunidades O e 
8 ligadas de forma não covalente (Tab. 46.7). As principais integrinas 
são divididas em quatro subfamílias, diferindo nos padrões de expres- 
são e especificidade do ligante. As integrinas œ}, também conhecidas 
como antígenos de ativação muito tardia (VLAs), são criadas a partir 
da associação de uma subunidade da cadeia B, (CD29) com qualquer 
das subunidades da cadeia œ (CD49a-CD49h). Elas expressam-se em 
todas as células que requerem ancoramento firme ao ECM e nos leu- 
cócitos circulantes, plaquetas e algumas células tumorais. As integrinas 
B» que tendem a se expressar principalmente em leucócitos e células 
mieloides, resultam da associação da subunidade da cadeia 3, (CD18) 
a qualquer das várias subunidades ot. Quando combinada com a subu- 
nidade 0, forma-se a integrina B, LFA-1 (CD11a/CD18). A LFA-1 tem 
um papel crucial na adesão de leucócitos ao endotélio vascular durante 
a migração transendotelial. A subunidade da cadeia B,, em associação 
à subunidade Œy (CD11b), forma CAM-1 (CD11b/CD18), uma inte- 
grina expressa nas células mieloides e nos fagócitos mononucleares. As 
subunidades ot da integrina são proteínas de membrana com 120 a 180 
kDa e domínios intracitoplasmáticos, um longo fragmento extracelular 
com sete domínios homólogos e vários motifs ligados a ions metálicos 
(MIDAS, metal ion-dependent adhesion sites) que, acredita-se, funcio- 
nem na conversão da integrina de uma conformação inativa para uma 
ativa. As subunidades ot e 5 unem-se ao ligante, mas em geral acredita- 
se que a subunidade o tenha especificidade pelo ligante. 


Tabela 46.7 Principais integrinas e seus ligantes 


Integrina Nome Ligante 

mB; VLA-1, CD49a/CD29 Colágeno, LMN 

mB; VLA-2, CD49b/CD29 Colágeno, LMN 

038, VLA-3, CD49b/CD29 Colageno, LMN, FBN 
mB: VLA-4, CD49d/CD29 VCAM-1, FBN 

a..B, VLA-5, CD49e/CD29 FBN 

mB; VLA-6, CD49f/CD29 LMN 

a-b; CD49g/CD29 LMN 

Cab; CD49h/CD29 FBN 

a, Bo LFA-1, CD11a/CD18 ICAM-1, -2, -3 

OB. Mac-1, CD11b/CD18 ICAM-1, iC3b 

OB, p150, 95, CD11cCD18 FBGN, iC3b 

Gob, - ICAM-3, VCAM-1 
Cnh GP Ilb/llla, CD41/CD61 FBGN, vWF, FBN, VN 
oy Bs CD51/CD61 VN, FBGN 

aBa CD49d/- MadCAM-1, FBN, ICAM-1 
QB; - E-caderina 


FBGN = fibrinogênio; FBN = fibronectina; ICAM = molécula de adesão intercelular; LFA 
= antígeno linfocitário funcional; LMN = laminina; VCAM = molécula de adesão da célula 
vascular; VN = vitronectina; VWF = fator de Von Willebrand. 


As caudas intracitoplasmáticas das subunidades o e B de integrinas 
associam-se a componentes do citoesqueleto para transduzir os sinais 
intracitoplasmáticos. No processo de transdução do sinal, as integrinas 
associam-se e interagem com outras proteínas associadas à membrana 
celular, componentes do citoesqueleto e componentes citoplasmáticos 
não do citoesqueleto. A proteína associada à integrina (IAP ou IAP 
50) designada CD47, membro da superfamília das imunoglobulinas, 
é uma de tais proteínas associadas à membrana que, principalmente 
pela associação a integrinas B, podem funcionar como transdutoras de 
sinal. Outras proteínas associadas à membrana envolvidas na sinaliza- 
ção da integrina incluem a caveolina 1 e CD9, que estão envolvidas na 
formação de cavéolas na membrana celular e na agregação de plaque- 
tas, respectivamente. Moléculas citosólicas, incluindo-se a apoproteina 
associada ao domínio citoplasmático (ICAP-1), ajudam a orquestrar a 
atividade complexa da migração celular mediada pela integrina 1. 

Talvez as associações intracitoplasmáticas mais bem estudadas das 
moléculas de integrina sejam aquelas com as proteínas associadas ao 
citoesqueleto: Ot-actinina, talina, filamina, vinculina, tensina e paxili- 
na. Essas proteínas do citoesqueleto, mediante sua associação às subu- 
nidades B,, B, e B; da integrina, formam pontes entre a integrina e o 
citoesqueleto e direcionam a migração celular, a fagocitose, a forma- 
ção de fibras de estresse nos locais de contato focais e a transdução 
de sinal intracelular, bem como a ligação de proteínas separadas do 
citoesqueleto. 

O padrão de distribuição das integrinas é amplo, em especial entre 
aquelas integrinas (sobretudo B,) envolvidas no ancoramento das 
células a componentes do ECM geral, como o colágeno e a laminina. 
No caso das integrinas que medeiam a inserção a componentes distri- 
buídos menos amplamente, a distribuição tecidual é mais restrita. 
Selectinas 

A família das selectinas (Gonzalez- Amaro, 1999) contém três protei- 
nas homólogas. À L-selectina (CD62L) expressa-se na maioria dos leu- 
cócitos, em especial linfócitos, e acredita-se que desempenhe um papel 
importante na memória nativa e própria dos linfócitos ou no transporte 
para linfonodos através de vênulas endoteliais altas (HEV). A L-selectina 
também impede que os neutrófilos ativem células endoteliais nas regiões 
de inflamação. Seus ligantes incluem Glycam (molécula de adesão celu- 
lar que transporta glicano)-1, MadCAM (molécula adressina de adesão 
celular à mucosa)l e CD34. A P-selectina (CD62P) é armazenada nos 
grânulos ot e corpúsculos de Weibel-Palade de plaquetas e células endo- 
teliais, respectivamente, e se expressa na superfície celular após ativação 
da célula. Uma vez na superfície celular, a P-selectina liga-se a neutrófi- 
los, linfócitos e monócitos via seus ligantes, Lewis X e grupos do com- 
plexo de carboidrato do tipo A da família Lewis. A selectina E (CD62E) é 
encontrada apenas na superfície de células endoteliais e reconhece ligan- 
tes semelhantes aos reconhecidos pela P-selectina. Ela tem um papel no 
reconhecimento do efetor que corrige o rumo das células T de memória 
na medida em que localizam os pontos de inflamação. As selectinas inte- 
ragem com metades carboidrato como a sialyl-Lewis X e a sialyl-Lewis 
A e possivelmente outros ligantes, inclusive integrinas e glicolipídeos. A 
extensão completa dos ligantes fisiológicos de selectina não foi determi- 
nada, mas espera-se que a lista venha a incluir moléculas que se expres- 
sam em leucócitos e no endotélio, já que as selectinas são importantes 
para as interações entre leucócitos e entre eles e o endotélio. 

O papel das selectinas é duplo: mediar a interação entre células e 
contribuir para a ativação celular pela sinalização intracitoplasmáti- 
ca. Como ocorre com as integrinas, as selectinas são críticas para a 
adesão fraca inicial e a rolagem de leucócitos ao longo do endotélio 
ativado antes do extravasamento. Após a ligação de uma forma solú- 
vel da glicoproteína semelhante à mucina GlyCAM-1 (um produto 
endotelial venular alto), a L-selectina é capaz de mediar a ativação de 
integrinas B, e sua adesão à fibronectina. As selectinas E e P também 
podem atuar como moléculas receptoras e transdutoras de sinal, pois 
um aumento no Ca** livre dentro dos leucócitos aderidos às células 
endoteliais está ligado a essas moléculas de selectina (Huang, 1993). 


Extravasamento de leucócitos 


A expressão de moléculas de integrina depende da ativação celular 
e pode ser supra ou infrarregulada na resposta a estímulos específicos 


do ambiente externo, inclusive a estimulação de citocina local ou inte- 
ração imune. A interação da integrina leucocitária com células endo- 
teliais é crítica para a evolução das respostas inflamatórias e imunes. 
Além disso, o retorno das células linfoides para seus locais de residên- 
cia e a disseminação intravascular de metástases envolvem interações 
endoteliais similares mediadas por integrinas de superfície e outro 
conjunto de moléculas de adesão celular, as selectinas e seus ligantes. 

O extravasamento de leucócitos ocorre durante o retorno celu- 
lar, como na passagem de células T y/6 para placas de Peyer e como 
parte da resposta inflamatória. Ambos os processos envolvem etapas 
similares, usando moléculas de adesão diferentes. Na inflamação, o 
processo começa com a liberação local de citocinas pró-inflamatórias 
como TNF, IL-1 e IFN-y, que ativam o endotélio local para aumentar 
a expressão de superfície das moléculas de adesão, incluindo mem- 
bros da superfamília das imunoglobulinas, VCAM-1 e ICAM-1. 
Além disso, as células endoteliais liberam agentes quimiotáticos que 
incluem IL-8, formando um gradiente quimiotático, ligado à super- 
ficie, e outro solúvel, que é reconhecível para as células inflamatórias 
em transmigração e as concentra no foco inflamatório. 

Esse processo para os leucócitos (Fig. 46.4) envolve: (1) obstrução 
à passagem dos leucócitos para a superfície endotelial principalmente 
por selectinas endoteliais (E e P) e seu ligante leucocitário, a glicopro- 
teína modificada sialyl-Lewis X e (2) rolamento de leucócitos, em que, 
por meio da expressão de superfície sequencial rápida de leucócitos, 
sobretudo VLA-4 e integrina ot,p,, a força de cisalhamento fornecida 
pelos rolos de leucócitos na corrente sanguínea ao longo da superfície 
endotelial traz assim essas integrinas para contato com seus ligantes 
endoteliais, VCAM-1 e MAdCAM-1, respectivamente. No caso dos 
neutrófilos, o rolamento é mediado apenas por selectinas. À medida 
que eles rolam, a adesão de moléculas a leucócitos dispara eventos bio- 
químicos que levam à (3) ativação leucocitária e à conversão de suas 
integrinas a um estado ativado de maior avidez. Isso leva ao aumento 
da adesão do leucócito à célula endotelial e eventualmente à (4) cessa- 
ção do rolamento de leucócitos e à (5) transmigração de leucócitos do 
endotélio com a assistência da adesão homotípica da molécula CD31 
expressa em leucócitos e no endotélio, acompanhando um gradiente 
quimiotático. Ainda é discutível se os leucócitos passam diretamente 
através de células endoteliais individuais ou meramente entre células 
endoteliais adjacentes. A retração de células endoteliais no início da 
resposta inflamatória parece facilitar a movimentação entre elas. Após 
atravessar o endotélio, a migração celular mediada por integrina por 
meio da matriz extracelular ao longo de um gradiente quimiotático 
completa o trajeto leucocitário para um foco de inflamação. 

Os estados de deficiência de integrinas B, (deficiência de adesão leuco- 
citária do tipo 1) e defeitos congênitos na expressão de selectinas e seus 
ligantes demonstram o papel indispensável desses receptores na produ- 
ção da resposta inflamatória e no transporte de leucócitos. Nesses pacien- 
tes, os neutrófilos são incapazes de sair da corrente sanguínea e migrar 
para locais de inflamação ou infecção, criando de fato um estado de 
supressão imune com maior suscetibilidade a infecção bacteriana e uma 
neutrofilia periférica paradoxal (Bullard, 1996). Os eventos que circun- 
dam o choque séptico, a trombose, a lesão por reperfusão e as metástases 
também requerem atividade de integrina e selectina. Esse conhecimen- 
to conduziu ao uso terapêutico dos anticorpos monoclonais, ligantes de 
moléculas de adesão solúveis e outras intervenções, como os oligonucle- 
otídeos anti-sentido (antisense), para superação das doenças mediadas 
por moléculas de adesão (Buckley, 1996; Gonzalez- Amaro, 1998). 


Perspectivas 


O complemento, as citocinas e as moléculas de adesão desempe- 
nham todos um papel nos estados patológicos. Reconhecendo isso, as 
terapias têm sido designadas para disparar diretamente ou bloquear 
várias citocinas e componentes do complemento como parte do tra- 
tamento da doença. A introdução recente de anticorpos monoclonais 
quiméricos destinados a bloquear ou disparar com vantagem esses 
componentes (1. e., rituximab, daclizumabe, infliximabe, etanercepte 
e outros) marca o início do que pode vir a ser um meio rotineiro de 
tratar ou amenizar a doença. A detecção e a estimativa no laboratório 
clínico de proteínas nativas e o agente terapêutico administrado clini- 
camente cada vez mais deverão tornar-se lugares-comuns. 
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CO PONTOS-CHAVE 

e As moléculas de classe | do complexo principal de 
histocompatibilidade (MHC, major histocompatibility 

complex) incluem os antígenos leucocitários humanos (HLA -A, -B 

e -C), enquanto as moléculas de classe Il do MHC compreendem os 

antígenos HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP; tais moléculas constituem 

os antígenos clássicos de “transplante”. 


e Além de serem estreitamente ligados, os genes do MHC 
segregam-se em bloco até a progênie. 


e A caracterização dos alelos e das moléculas HLA é combinada 
com protocolos clínicos para maximizar a compatibilidade entre 
doador e receptor, e minimizar o impacto exercido pela res- 

posta imune sobre o órgão transplantado. Os avanços nessa área 
contribuíram para o desenvolvimento do transplante como uma 
modalidade terapêutica bem-sucedida para a substituição de tecido 
enfermo. 


e A compatibilidade de HLA costuma envolver a avaliação de, no 
mínimo, três locus. Os indivíduos compatíveis, em qualquer res- 
olução, para todos os três locus recebem o nome de compatíveis 6/6 
ou incompatíveis 0. 

e Os pacientes podem ser sensibilizados às moléculas estranhas 
específicas do HLA por meio de transfusão, gestação ou transplantes 
prévios. A avaliação da compatibilidade entre o receptor e o pos- 
sível doador implica o teste para essa sensibilização. 

e Ha vários métodos disponíveis para tipagem da molécula de HLA, 
incluindo abordagens de tipagem sorológica e celular, bem como 
tipagem à base de DNA. A tipagem à base do DNA tem vantagens 
significativas sobre os outros métodos. 


A sobrevivência do homem depende da capacidade do sistema 
imunológico em reconhecer e responder a uma grande variedade de 
corpos estranhos (antígenos). Embora esse mecanismo de defesa seja 
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básico para a sobrevivência em um mundo hostil repleto de micror- 
ganismos, esse mesmo sistema de defesa exerce um impacto negati- 
vo em caso de transplante de tecidos de um indivíduo para outro ou 
disfunção com consequente deflagração de reações autoagressivas. Os 
genes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) codifi- 
cam proteínas essenciais para o reconhecimento imune: as moléculas 
de classe I e de classe II (Fig. 47.1). No ser humano, as moléculas de 
classe I incluem os antígenos HLA-A, HLA-B e HLA-C, enquanto as 
moléculas de classe II compreendem os antígenos HLA-DR, HLA- 
DQ e HLA-DP. Essas moléculas representam os antígenos clássicos 
de transplante. Outras moléculas codificadas dentro do MHC são as 
de classe III (ver Cap. 48). Tais moléculas englobam os componen- 
tes do complemento ligados ao MHC (C2, C4 e Bf), a 21-hidroxilase 
(CYP21), a proteína de choque térmico (HSP, heat shock protein) 70 e 
o fator de necrose tumoral (TNF, tumor necrosis factor). 

Durante uma infecção, o microrganismo invasor pode infectar ou ser 
fagocitado por células e, então, degradado em fragmentos peptídicos. 
Dentro da célula, as moléculas de classe I ou de classe II do MHC ligam- 
se a fragmentos antigênicos derivados do microrganismo. Assim que os 
fragmentos antigênicos se ligarem às moléculas do MHC e forem trans- 
locados para a superfície celular, os receptores presentes nos linfócitos 
T interagem com o complexo formado por fragmento do antígeno-mo- 
lécula do MHC, deflagrando respostas imunes tanto humorais como 
celulares (Fig. 47.2). As moléculas de superfície celular específicas das 
células T, CD4 e CD8 atuam de forma a reforçar essa interação celular 
e a transmitir sinais de ativação. Outras moléculas de superfície celu- 
lar atuam de modo a aumentar a afinidade de interações celulares (p. 
ex., CD2 e seu ligante, CD58 [LFA-3] ou CDlla/CD18 [LFA-1] e seu 
ligante, CD54 [ICAM-1]) e a transmitir sinais coestimulatórios (p. ex., 
CD28 e seus ligantes, CD80/CD86 [B7] e CD40 e seu ligante, CD154). 
O polimorfismo nos genes que especificam as moléculas de classe I e as 
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Figura 47.2 Modelo das interações moleculares envolvidas no reconhecimento 
antigênico. 


de classe II do MHC afeta a especificidade antígeno-ligante das molécu- 
las, resultando em diferenças nas respostas imunes entre os membros 
da espécie. O mesmo padrão de interações entre uma célula dotada de 
complexo formado por fragmento de antígeno e molécula de classe I 
ou classe II e um linfócito T ocorre não somente no reconhecimento 
de patógenos invasores, mas também no reconhecimento de moléculas 
estranhas de classe I e de classe II (aloantígenos) e no reconhecimento 
de antígenos “próprios” (autoantígenos) (ver Cap. 48). 

Como as moléculas de classe I e de classe II do MHC do doador são 
reconhecidas pelo sistema imunológico do receptor como antígenos 
estranhos, é benéfico garantir que o doador e o receptor sejam histo- 
compatíveis (compatíveis em termos de tecido, i. e., quando o teci- 
do transplantado é aceito como self; HLA compatíveis). As moléculas 
de classe I e de classe II possuem grande diversidade alélica em uma 
população; por essa razão, garantir a compatibilidade entre doador e 
receptor é frequentemente uma tarefa difícil, que exige a colaboração 
entre os membros da equipe médica, o pessoal responsável pela tipa- 
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Tabela 47.1 Sites sobre transplante de HLA 


Endereço Informações 


Sociedade Norte-americana de Histocompati- 
bilidade e Imunogenética (American Society 
for Histocompatibility and Immunogenetics), 
padrões de tipagem da molécula HLA 

Banco de dados de sequência da molécula 
HLA, ferramentas para envio de alelos e ma- 
nipulação da sequência 


www.ashi-hla.org 


www.ebi.ac.uk/imgt/hla 


Informações sobre nomenclatura da molécula 
HLA da Organização Mundial de Saúde 
www. ihwc.org or www.ihwg.org Seminário Internacional de Histocompatibili- 
dade (International Histocompatibility Work- 
shop) 

Programa Nacional de Doação de Medula 
dos Estados Unidos (National Marrow Donor 
Program) 

Doadores Mundiais de Medula Óssea (Bone 
Marrow Donors Worldwide) 

Associação Mundial de Doadores de Medula 
(World Marrow Donor Association) 

Registro Internacional de Transplante de 
Medula Óssea (International Bone Marrow 
Transplant Registry) 

Estudo Colaborativo de Transplante (Collabora- 
tive Transplant Study) 

Rede Unida de Compartilhamento de Órgãos 
(United Network for Organ Sharing) 

Instituto Nacional de Pesquisa do Genoma 
Humano (National Human Genome Research 
Institute) 


www.anthonynolan.org.uk/hig 


www.marrow.org 


www.bmdw.org 
www.worldmarrow.org 


www.ibmtr.org 


www.ctstransplant.org 
WWW.UNOS.Org 


www.nhgri.nih.gov 


gem do HLA e os coordenadores de doador de tecido (p. ex., grandes 
redes de compartilhamento de órgãos e registros ou bancos de doado- 
res de células progenitoras hematopoéticas). 

O presente capítulo aborda questões como genética, estrutura, fun- 
ção, nomenclatura e técnicas de detecção dos produtos gênicos do 
MHC humano, HLA-A, -B e -C (classe I) e HLA-DR, -DQ e -DP (classe 
II). Este capítulo também discute a importância da compatibilidade da 
molécula HLA para os procedimentos de transplante. Além das refe- 
rências listadas no final do capítulo, a Tabela 47.1 lista endereços úteis 
da web, que fornecem tanto material de referência quanto atualizações 
de resultados clínicos. 
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1002 Genética do complexo principal 


de histocompatibilidade (MHC) 


Genética basica 


A primeira lei de Mendel, a lei da segregação, baseia-se no principio 
de que traços hereditários são determinados por fatores distribuídos à 
progênie. Em qualquer indivíduo, esses fatores, ou genes como agora são 
chamados, estão presentes nos cromossomos (ver Cap. 69). Cada gene 
pode ter múltiplas formas (i. e., alelos). Como os seres humanos são di- 
ploides, existem dois genes para cada par de cromossomos homólogos. 
Na meiose, os cromossomos segregam-se (separam-se) aleatoriamente 
durante a formação dos gametas (óvulo ou espermatozoide), para que 
apenas um de cada par de cromossomos (i. e., um número haploide) seja 
transmitido por qualquer gameta determinado. O número diploide ou 
duplo de cromossomos é restaurado quando os gametas masculino e fe- 
minino se fundem para formar o zigoto. Assim, para um traço determi- 
nado por um único gene, sempre haverá quatro combinações genéticas 
possíveis na progênie, cada uma com igual probabilidade de ocorrência. 
Essas leis de segregação e o arranjo aleatório aplicam-se aos genes do 
sistema MHC. Abaixo, seguem as definições para os termos genéticos 
utilizados neste capítulo (Crow, 1976; www.nhgrinih.gov), conforme 
listados na Tabela 47.1. 

Gene O fator unitário de herança. 

Cromossomo Portadores dos fatores unitários de herança. 

Locus A posição do gene no cromossomo. 

Alelo Uma forma alternativa do gene em um único locus. 

Homozigoto Presença de alelos idênticos em um locus, um em cada 
cromossomo. 

Heterozigoto Presença de alelos diferentes em um locus, um em ca- 
da cromossomo. 

Codominância O estado em que o alelo em cada locus expressa seu 
efeito característico de forma equivalente no heterozigoto. 

Genótipo À composição genética de um organismo ou indivíduo. 

Fenótipo As características observáveis produzidas pelos genes. 

Polimórfico Presença de dois ou mais genótipos distintos comuns 
mantidos em uma população. 

Cromossomos homólogos Os dois membros de um par de cromos- 
somos que possuem locus gênicos correspondentes, um derivado de 
cada progenitor. 

Permuta À troca de segmentos entre cromossomos homólogos. Es- 
se processo também recebe o nome de recombinação. 

Alo (antígeno, enxerto) Refere-se às diferenças antigênicas entre in- 
divíduos de uma única espécie. 

Auto (antígeno, enxerto) Refere-se aos tecidos ou antígenos do 
mesmo indivíduo (i. e., self [“próprios”]). 


Composição do MHC 


O complexo de genes de histocompatibilidade principal em seres hu- 
manos está localizado no braço curto do cromossomo 6 (i. e., 6p21). 
Ele ocupa 3.600 kb (quilobases) e inclui 224 locus gênicos identifica- 
dos, dos quais 128 são supostamente expressos. Estima-se que cerca 
de 40% dos genes expressos desempenham papel no sistema imuno- 
lógico (Aguado, 1999). Os genes HLA do MHC estão localizados em 
seis sub-regiões: HLA-A, HLA-C, HLA-B, HLA-DR, HLA-DQ, e HLA- 
DP (Fig. 47.1). Cada sub-região codifica, no mínimo, uma única gli- 
coproteina de superfície celular. Com apenas uma única exceção, os 
genes HLA são altamente polimórficos — ou seja, cada um dos genes 
HLA possui múltiplos alelos na população humana. De fato, os genes 
HLA são os locus mais polimórficos conhecidos no homem (Parham, 
1995; Tab. 47.1, www.anthonynolan.org/uk/hig). Como os genes 
HLA especificam moléculas que desempenham um papel importante 
na resposta imune, acredita-se que o polimorfismo seja essencial na 
sobrevivência das espécies e seja mantido na população por seleção. 


Localização dos genes do MHC 


Os genes do MHC foram atribuídos ao braço curto do cromosso- 
mo 6 (6p) com base em estudos citogenéticos de cromossomos aber- 
rantes (i. e., cromossomos que sofreram translocação). A ordem de 
mapeamento e a posição dos genes do MHC foram determinadas por 


análises de ligação meiótica (i. e., estudos de permuta em famílias) e 
técnicas de biologia molecular, incluindo clonagem de genes, sequen- 
ciamento do DNA e eletroforese em gel de campo pulsado. A última 
técnica detecta a presença de genes em fragmentos longos isolados do 
DNA. A ordem de mapeamento de genes dentro do MHC é a seguin- 
te: HLA-A, -C, -B, -DR, -DQ, -DP, sendo o HLA-A distal ao centrô- 
mero (Fig. 47.1). 


Herança 


Os genes do MHC estão estreitamente ligados — ou seja, eles segre- 
gam-se em bloco até a progênie. O complexo de genes ligados que re- 
side em um dos pares de cromossomos homólogos e que se separa 
em bloco até a progênie recebe o nome de haplótipo. Cada indivíduo 
herda dois haplótipos MHC — um de cada progenitor — e, consequen- 
temente, possui dois alelos para cada um dos genes. Esses alelos são 
expressos de forma codominante. À herança dos genes do MHC segue 
as regras de segregação estabelecidas por Mendel. Dentro de uma fa- 
mília, cada criança herda um haplótipo MHC da mãe e outro do pai. 
Por convenção, os haplótipos paternos são designados a e b, enquan- 
to os maternos, c e d. Dessa forma, existem quatro genótipos MHC 
possíveis na progênie: ac, ad, bc e bd. Como a chance de herdar um 
determinado haplótipo é aleatória, a probabilidade de ocorrência de 
qualquer um dos quatros genótipos é uma em quatro para cada aca- 
salamento. Em uma família com 5 crianças, pelo menos 2 serão HLA- 
idênticas (assumindo-se a inexistência de permuta). Embora os genes 
MHC sejam estreitamente ligados, há relatos de familias em que ocor- 
reu uma permuta. Acreditava-se que a frequência de permuta entre 
dois genes ligados fosse uma medida da distância que separa os genes; 
no entanto, dados moleculares sugerem a existência de pontos “quen- 
tes” de recombinação no DNA interveniente, capazes de aumentar ou 
diminuir a probabilidade de recombinação durante a meiose (Uemat- 
su, 1988). 


Desequilíbrio de ligação 


A observação da ocorrência de alelos em diferentes locus gênicos na 
população no mesmo haplótipo em uma frequência significativamente 
maior do que a esperada com base apenas na chance recebe o nome 
de desequilíbrio de ligação (também conhecido como linkage disequt- 
librium). A frequência esperada de dois alelos (f1, f2) corresponde ao 
produto da frequência gênica de cada alelo naquela população ([feperada 
= fl * f2]). A frequência observada é determinada a partir de estudos 
de famílias dentro da mesma população. O desequilíbrio de ligação é 
uma característica do MHC humano, estendendo-se de HLA-A até 
HLA-DQ. O exemplo mais bem conhecido de desequilíbrio de ligação 
é o haplótipo Al,Cw7,B8,DR17(3),DR52,DQ2 em caucasianos, obser- 
vado em uma frequência aproximadamente quatro vezes maior do que 
a esperada. O significado do desequilíbrio de ligação na competência 
imunológica e no processo patológico está discutido no Capítulo 48. 


Variação étnica 


Os dados acumulados a partir do estudo de grupos da população 
mundial (Dausset, 1973; Imanishi, 1992; Cadavid, 1997; Bugawan, 
1999) demonstram que as frequências de alelos HLA diferem significa- 
tivamente entre os grupos populacionais étnicos. Os haplótipos MHC 
e o desequilíbrio de ligação dos alelos também diferem. Essas obser- 
vações devem ser levadas em consideração ao se desenvolver registros 
e bancos de aloenxertos de doadores não aparentados de células pro- 
genitoras hematopoéticas, como o National Marrow Donor Program 
(NMDP) (Perkins, 1994). As frequências tanto dos alelos quanto dos 
haplótipos ditam o número de voluntários requeridos para encontrar 
um doador HLA-compatível não aparentado para qualquer paciente. 
Alguns pacientes (1. e., aqueles com tipos raros ou incomuns), no en- 
tanto, não conseguem encontrar doadores intimamente compatíveis 
não aparentados entre os mais de 6 milhões de voluntários listados em 
todos os registros mundiais de doadores (Beatty, 1995; Mori, 1997). O 
avanço nos métodos de enxertamento de células progenitoras obtidas 
de doadores HLA parcialmente incompatíveis pode permitir o trans- 
plante em pacientes, para os quais não se consegue encontrar indiví- 
duos compatíveis (ver Cap. 37). 


Moléculas de classe | — sub-regiões 
HLA-A, HLA-B, HLA-C 


As moléculas HLA-A e -B foram as primeiras moléculas MHC a 
serem descritas em seres humanos (Dausset, 1981; van Rood, 1993). 
Como essas moléculas foram definidas por respostas humorais contra 
leucócitos, tais moléculas receberam o nome de “antígenos” leucoci- 
tários humanos. Anticorpos leucocitários foram observados em seres 
humanos logo no início dos anos 1920, mas um estudo sistemático só 
começou depois dos anos 1950. Em 1952, Dausset demonstrou con- 
vincentemente a existência de anticorpos leucocitários (leucoagluti- 
ninas). Como essas leucoaglutininas não reagiam com leucócitos do 
produtor de anticorpos, mas sim com uma porcentagem de leucócitos 
de indivíduos não aparentados do grupo sanguíneo O, Dausset suge- 
riu que essas leucoaglutininas fossem aloanticorpos. Logo depois dis- 
so, Payne (1964) relatou a presença de leucoaglutininas com aloespe- 
cificidade em soros de pacientes que sofriam de reações transfusionais 
não hemolíticas febris. Em 1958, Dausset descreveu o primeiro aloan- 
tigeno HLA, denominado ‘MAC’ (atualmente HLA-A2 + HLA-28), 
demonstrando-o como geneticamente determinado. 

Originalmente, acreditava-se que as especificidades leucocitárias 
fossem os produtos de um único locus. Um modelo de dois locus, 
cada um com múltiplos alelos, foi estabelecido por meio de estudos 
do HLA em famílias pela identificação de eventos recombinantes que 
separavam as duas séries alélicas. Essas duas séries alélicas foram cha- 
madas a primeira ou LA (atualmente HLA-A) e a segunda, ou série 
quatro (atualmente HLA-B). Esses nomes deriva-se da descrição das 
séries alélicas LAI, LA2 e LA3 por Payne em 1967 e das séries alélicas 
4a e 4b por van Rood em 1969. Em 1970, foi proposto um terceiro 
locus pela primeira vez; no entanto, ele não foi confirmado até 1975, 
quando se identificou uma família com recombinação entre HLA-B e 
o novo locus. Esse terceiro locus foi nomeado HLA-C após o Interna- 
cional Histocompatibility Workshop de 1975. Dausset (1981) recebeu 
o prêmio Nobel de Medicina em 1980 por seu trabalho original sobre 
o sistema HLA humano. 


Estrutura das moléculas de classe | 


As moléculas clássicas de classe I, denominadas HLA-A, HLA-B e 
HLA-C no ser humano, são heterodímeros que consistem em poli- 
peptídeo glicosilado transmembrana (cadeia pesada, 44 kDa) asso- 
ciado de forma não covalente com B,-microglobulina (12 kDa) (Fig. 
47.3) (Bjorkman, 1990). A cadeia pesada das moléculas de classe I 
ocupa a membrana celular, estando orientada com sua porção amino- 
terminal para fora da célula. A B,-microglobulina está associada com 
a região extracelular da cadeia pesada, sendo necessária para expressão 
na superfície celular. À região extracelular da cadeia pesada de classe 
I é dividida em três domínios nomeados Œ}, O e Oa, cada um deles 
consistindo em cerca de 90 resíduos de aminoácidos. O dominio q, 
aminoterminal contém um sítio de glicosilação no resíduo de aspara- 
gina na posição 86. O segmento transmembrana de aproximadamen- 
te 24 aminoácidos é, sobretudo, hidrofóbico, enquanto o segmento 
carboxiterminal intracelular da molécula consiste principalmente em 
resíduos hidrofílicos com aglomerado de resíduos básicos adjacentes à 
superfície citoplasmática da membrana celular. 

O polimorfismo das moléculas de classe I (Tab. 47.2) (Bodmer, 
1997, 1999) é definido pelo uso de (1) anticorpos específicos de classe 
I (aloantissoros e anticorpos monoclonais) que se ligam às molécu- 
las HLA; (2) linfócitos T citotóxicos (CTLs, cytotoxic T lymphocytes) 
que reconhecem e destroem em resposta à estimulação por moléculas 
estranhas ou alogênicas de classe I in vitro; (3) focalização isoelétrica 
de moléculas isoladas de classe I; (4) tipagem de DNA para alelos de 
classe I, com base na reação em cadeia da polimerase (PCR, polyme- 
rase chain reaction); e (5) sequenciamento de nucleotídeos de alelos 
de classe I. À maior parte do polimorfismo de classe I origina-se de 
diferenças nas sequências de aminoácidos agrupados nos domínios Œ; 
e q da cadeia pesada. O dominio Œ, é altamente preservado entre as 
moléculas HLA de classe I. 

Quando a estrutura tridimensional da molécula de classe I foi defi- 
nida pelo uso de cristalografia de raios X, surgiram perspectivas (1n- 
sights) inovadoras quanto à estrutura da molécula HLA (Bjorkman, 
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Figura 47.3 Um modelo esquemático da estrutura das moléculas HLA de classe | e 
de classe Il. 


1987). A estrutura da porção extracelular está ilustrada na Figura 47.4. 
A molécula consiste em dois pares de domínios estruturalmente simi- 
lares: &, tem a mesma conformação terciária que Œ, enquanto 0- € 
B,-microglobulina possuem conformações terciárias semelhantes. Os 
domínios Œ,- e B,-microglobulina são, cada um deles, compostos de 
duas folhas B-pregueadas antiparalelas, uma com quatro filamentos e 
outra com três filamentos, ligados entre si por ponte dissulfeto. Os do- 
mínios O, e O, interagem entre si através dessas folhas B-pregueadas, 
e a estrutura desses domínios assemelha-se muito àquela descrita para 
um dominio da região constante de imunoglobulina. Os dominios q 
e 0 são pareados até formar uma folha B-pregueada de 8 filamentos. 
Essa folha é coberta por duas o.-hélices, formando um sulco no topo 
da molécula. Esse sulco corresponde ao local de ligação de fragmentos 
peptídicos antigênicos pela molécula de classe I (Fig. 47.4). Os lados 
e o fundo do sulco são formados por cadeias laterais dos aminoáci- 
dos que compreendem as hélices e as folhas B-pregueadas. Muitos 
dos aminoácidos que revestem esse sulco são polimórficos, criando 
diferenças alelo-específicas na especificidade de ligação ao antígeno 
entre os diferentes produtos alélicos de classe I (Stern, 1994). Outros 
resíduos nas regiões helicoidais do sulco interagem com o receptor 
das células-T durante o reconhecimento do complexo de classe I-frag- 
mento antigênico pelo linfócito T (ver Fig. 47.2). 


Organização dos genes de classe | 


As cadeias pesadas da molécula HLA são codificadas dentro do 
MHC no cromossomo 6 (Fig. 47.1) (Shiina, 1999) e altamente poli- 
mórficas, enquanto a §,-microglobulina é codificada no cromossomo 
15 e não se sabe se ela é polimórfica em seres humanos. O gene típico 
de classe I é codificado por oito éxons. O primeiro éxon codifica a 
região 5 não traduzida e um peptídeo líder hidrofóbico. Os éxons 2-4 
codificam os três domínios extracelulares, enquanto o éxon 5 codifica 
a região transmembrana. O sexto e o sétimo éxons codificam a região 
citoplasmática, ao passo que o oitavo éxon codifica a região 3 não 
traduzida, inclusive o sítio de adição da cauda poli(A). As sequências 
intervenientes (denominadas íntrons) entre os éxons são transcritas 
em RNA, mas removidas durante o processamento e a edição do RNA 
mensageiro (mRNA). 
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Tabela 47.2 Exemplos de antígenos HLA (especificidades) definidos por tipagem sorológica e alelos HLA definidos por sequenciamento do DNA, 


reconhecidos pela OMS 


Antígenos HLA-A Antígenos HLA-DQ Alelos HLA-A' 


Al DQ1 A*0101-0104N 
A2 DQ2 A*02011-*0230 
A203 DQ3 A*03011-*0304 
A210 DQ4 A*1101-*1105 
A3 DQ5(1) A*2301 

AQ DQ6(1) A*2402101-*2420 
A10 DQ7(3) A*2501-*2502 
All DQ8(3) A*2601-*2612 
A19 DQ9(3) A*2901-*2904 
A23(9) A*3001-*3007 
A24(9) A*31012-*3104 
A2403 A*3201-*3203 
A25(10) A*3301-*3304 
A26(10) A*3401-*3402 
A28 A*3601 

A29(19) A*4301 

A30(19) A*6601-*6603 
A31(19) A*68011-*6809 
A32(19) A*6901 

A33(19) A*7401-*7403 
A34(10) A*8001 

A36 

A43 

A66(10) 

A68(28) 

A69(28) 

A7A4(19) 

A80 


Alelos HLA-DQA1* 
DQA1*0101-*0105 


Alelos HLA-DBQ1* 
DQB1*0501-*0504 


DQA1*0201 DQB1*06011-*0615 
DQA1*03011-0303 DQB1*0201-*0203 
DQA1*0401 DQB1*03011-*0309 


DQA1*05011-*0505 
DQA1*06011-*06012 


DQB1*0401-*0402 


Cada coluna da tabela é independente. Os números entre parênteses indicam a especificidade sorológica ampla. O tipo sorológico pode ser listado sem a especificidade ampla. Por exemplo, 


tanto A23(9) como A23 são designações corretas. 


"Os alelos HLA-A especificam os antígenos HLA-A. O antigeno Al é especificado por alelos A*0101 ou A*0102 ou A*0103. O A*0104N é um alelo nulo ou não expresso. 

* Os alelos HLA-DQA1 e HLA-DQB1 especificam os antígenos HLA-DQ. O antigeno DQ5 (1) é especificado por várias combinações diferentes de DQA1 e DQBI, incluindo (1) alelos 
DQAI*0101 e DQBI*0501 e (2) DQAI*0101 e DQB1*0502. No passado, eram atribuídas designações sorológicas subdivididas às especificidades que pareciam identificar o antígeno especi- 
ficado por algum alelo HLA isolado (p. ex., A2 divide-se em A203, A210; B7 divide-se em B703; B39 divide-se em B3901 e B3902). Atualmente, admite-se que outros alelos também possam 
codificar antígenos portadores dessas especificidades sorológicas. Além disso, o WHO Nomenclature Committee recomenda que essas subdivisões sejam suspensas. 


Fonte: adaptada de www.anthonynolan.org.uk/HIG, com permissão de SGE Marsh. 


Regulação da expressão dos genes de classe | 


As moléculas HLA de classe I são expressas como glicoproteínas 
transmembrana na superfície de muitos tipos celulares. Contudo, 
o nível de expressão na superfície pode variar muito (Singer, 1990). 
O nível em repouso das moléculas de classe I é mais alto nas células 
linfoides; as moléculas de classe I são indetectáveis na membrana de 
outros tipos celulares, como neurônios, miócitos e espermatozoides. 
Os elementos sequenciais localizados acima dos genes de classe I se 
ligam a fatores reguladores que controlam a expressão das moléculas 
de classe I na superfície celular. Durante uma resposta imune, a ex- 
pressão de genes da classe I na superfície celular pode ser suprarregu- 
lada por ligação de citocinas (p. ex., interferon-y e TNF) a elementos 
reguladores a montante. Tumores e certos agentes virais (p. ex., vírus 
da imunodeficiência humana [HIV, human immunodeficiency virus]) 
são capazes de suprimir a expressão de classe I (Brodsky, 1999). 


Função das moléculas de classe | 


As moléculas HLA-A, -B e -C desempenham papéis fundamentais na 
resposta imune. Em primeiro lugar, na resposta imune adaptativa, as 
moléculas de classe I ligam-se a peptídeos derivados de proteínas de- 
gradadas ou sintetizadas no citosol e os expressam na superfície celular 
para leitura pelos receptores antigênicos presentes nos linfócitos T (ver 
Cap. 44). A apresentação de antígeno por moléculas de classe I faz com 
que as células T detectem e montem uma resposta citotóxica ao mate- 
rial estranho (p. ex., algum vírus ou proteínas anormais provenientes 
de célula maligna). No citosol, os antígenos intracelulares (inclusive 
autoproteinas [“proteínas próprias | e proteínas virais ou anormais) 


são degradados em fragmentos peptídicos (Rock, 1999). Esses frag- 
mentos peptídicos são transportados até o retículo endoplasmático, 
onde se ligam ao sulco no topo de moléculas de classe I recém-sinteti- 
zadas e, depois, são conduzidos à superfície celular (Pamer, 1998; Han- 
sen, 1997b) (Fig. 47.2). Quatro genes, localizados na região de classe 
II do MHC (Figs. 47.1 e 47.5), estão envolvidos nesse processo. Dois 
desses genes (LMP2 e LMP7) codificam componentes do complexo 
denominado proteossoma, uma estrutura macromolecular que degra- 
da proteínas dentro do citosol (Tanaka, 1997). Os outros dois genes 
(TAPI e TAP2) codificam componentes de transportadores peptidicos 
que deslocam os peptídeos do citosol para o retículo endoplasmático 
(Momburg, 1998). Os CTLs CD8* reconhecem o peptídeo processado 
em conjunto com a molécula de classe I (Jorgensen, 1992). No sistema 
experimental utilizado para dissecar esse mecanismo, os CTLs foram 
gerados por estimulação in vitro com células autólogas infectadas por 
vírus. O reconhecimento e a lise da célula-alvo foram específicos para 
a cepa viral priming. O reconhecimento também foi afetado pelo poli- 
morfismo alélico das moléculas de classe I, pois apenas as células-alvo 
infectadas por vírus que compartilhavam o(s) produto(s) alélico(s) 
adequado(s) de classe I com o respondedor (responder) foram lisadas 
(Zinkernagel, 1997a, 1997b). O último requisito recebe o nome de 
“restrição pelo MHC”. Zinkernagel e seu colaborador Doherty rece- 
beram o prêmio Nobel de Medicina em 1996 pelo reconhecimento da 
importância para a imunologia do conceito de restrição pelo MHC. 
Em segundo lugar, a expressão das moléculas de classe I na superfi- 
cie celular exerce uma função protetora na resposta imune inata, evi- 
tando a lise da célula-alvo por células exterminadoras naturais (NK, 
natural killer). Ao contrário dos CTLs, as células NK não necessitam 
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Figura 47.4 Modelo tridimensional da porção extracelular de molécula HLA de 
classe |. (Com permissão de Bjorkman PJ, Saper MA, Samraoui B, et al: Structure of 
the human class | histocompatibility antigen, HLA-A2. Nature 1987; 329:506.) 


de ativação pelo reconhecimento do peptideo ligado à molécula de 
classe I, mas podem promover a lise e a destruição das células-alvo 
que carecem da expressão de moléculas HLA clássicas de classe I na 
superfície celular. Por meio desse mecanismo inato, as células NK de- 
sempenham um papel importante na vigilância contra vírus e células 
tumorais que sub-regulam a expressão da molécula de classe I para 
evitar o reconhecimento pelos CTLs (Lanier, 1998; Long, 1999). 
Existem dois grupos de receptores das células NK: (1) o receptor de 
lectina tipo C CD94/NKG2, cujos genes residem no cromossomo 12 e 
(2) os receptores do tipo imunoglobulina das células exterminadoras 
(killer) semelhantes a imunoglobulinas (KIRs, killer cell immunoglobulin- 
like receptors) codificados por genes no cromossomo 19. A função das 
células NK parece ser regulada por um equilíbrio entre os receptores de 
sinalização positiva que iniciam a ativação celular e os receptores inibi- 
tórios que suprimem essa ativação. Ambos os grupos de receptores reco- 
nhecem os ligantes HLA de classe I. Por exemplo, os receptores KIR2D 
diferenciam entre os ligantes HLA-C, com base na presença de residu- 
os de aminoácidos específicos nos códons 77 e 80 (i. e., asn77lys80 vs. 
ser77asn80). Outro receptor NK, o KIR3D, reconhece o polimorfismo 
HLA-Bw4/Bw6. Um terceiro receptor NK, o CD94/NKG2, reconhece a 
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molécula HLA-E complexada com o peptídeo líder HLA de alguns dos 
produtos alélicos das moléculas HLA-A, -B, -C e -G (Brooks, 1999). 

As células NK são capazes de reconhecer e lisar especificamente cé- 
lulas alogênicas que não expressam as moléculas específicas de classe I 
expressas pela célula efetora (i. e., missing self — perda de expressão do 
próprio) (Valiante, 1997). Isso potencialmente pode ocorrer mesmo 
em pares de transplante aparentemente HLA-compatíveis, em que um 
membro do par é homozigoto e o outro, heterozigoto (p. ex., doador: 
Bw4,Bw6; receptor: Bw6). Dessa forma, as células NK Bw4-específicas 
do doador podem lisar as células sem Bw4 do receptor em um enxerto 
de células progenitoras hematopoéticas. Essa resposta pode ser uni- 
direcional em alguns quadros. No exemplo, o doador não carece de 
qualquer molécula HLA presente no receptor; assim, as células NK do 
receptor não detectarão qualquer missing self. Como as células NK são 
relativamente radiorresistentes e compreendem uma subpopulação 
de aproximadamente 10 a 15% dos linfócitos sanguíneos periféricos, a 
resposta dessas células NK pode ser considerável; até o momento, no 
entanto, não se conhece a extensão do papel desempenhado pela ativi- 
dade das células NK nos resultados de transplante (Ruggeri, 1999). 


Outros genes de classe | 


Foi identificado o equivalente a 20 genes adicionais não clássicos ou 
de classe Ib dentro da região de classe I do cromossomo 6p por clona- 
gem gênica (Aguado, 1999). Muitos deles são pseudogenes; contudo, 
vários deles codificam e expressam mRNA e/ou moléculas semelhan- 
tes as de classe I, HLA-E, HLA-F e HLA-G. Essas moléculas podem ser 
mediadores-chave de respostas imunes tanto adaptativas quanto ina- 
tas (O'Callaghan, 1998). Seus genes são homólogos aos genes clássicos 
de classe I em termos de estrutura e os polipeptídeos codificados por 
esses locus também se associam com B,-microglobulina. Entretanto, 
assim como um alto nível de polimorfismo alélico é uma indicação 
dos locus HLA-A, HLA-B e HLA-C, um baixo nível de polimorfismo 
dos locus HLA-E, HLA-F e HLA-G é uma característica distintiva des- 
ses genes. Além disso, em comparação com moléculas clássicas de 
classe I, a expressão de moléculas não clássicas de classe I na superfície 
celular é baixa e a distribuição dessas moléculas de classe Ib em tipos 
celulares específicos varia. 


HLA-G 

HLA-G é expressa, sobretudo, em células citotrofoblasticas extra- 
vilosas na interface feto-maternal, onde supostamente essa molécu- 
la desempenha um papel na tolerancia materno-fetal (Le Bouteiller, 
1999). A HLA-G, como ligante de, no minimo, trés receptores NK e 
outros receptores inibitórios celulares, protege o tecido placentario 
invasor contra a ação citolítica das células NK. Embora a molécula 
HLA-G tenha a capacidade de se ligar e apresentar o antígeno proces- 
sado (1. e., peptídeos) às células T, a diversidade de peptídeos ligados 
por HLA-G parece ser menor que a diversidade daqueles ligados por 
moléculas clássicas de classe I. A regulação da expressão de HLA-G 
também difere dos genes clássicos de classe I, já que o gene não con- 
tém qualquer sinal de resposta de interferon; assim, ele não é induzível 
por interferon. Há hipóteses de que as formas solúveis possam atuar 
como imunossupressores específicos durante a gravidez (Le Bouteil- 
ler, 1999). Evidências recentes apoiam essa hipótese. Os transcritos de 
HLA-G estão presentes em grande número em membranas extravilo- 
sas placentárias no primeiro trimestre de gestação, enquanto na gra- 
videz a termo, os números de transcritos declinam abruptamente, em 
conformidade com a teoria de que a molécula HLA-G confere prote- 
ção do embrião alogênico contra a vigilância das células NK maternas 
(Agrawal, 2003). Essa suposta função levanta a possibilidade de que a 


DR Figura 47.5 Mapa da região de classe Il do 


B3/B4 B6/B7 MHC humano. Estão listados os produtos gê- 


Bi B2 B5 B8B9 A nicos codificados por cada sub-região. Nem 


todos os genes estão incluídos. 


DR1 DR52 (B3) 
| DR53 (B4) 
DR51 (B5) 

DR18 


1005 








plexo principal 


ário humano: o com 


Eu 


eno leucocit 
histocompatibilidade do homem 


Ay 


8 


E 


edri re 


de 





1006 molécula HLA-G possa desempenhar um papel na tolerância a tecidos 


transplantados. Nesse sentido, é interessante notar que os receptores 
de transplante de figado-rim com altas concentrações de HLA-G em 
seus soros exibiam poucos episódios de rejeição aguda e, portanto, po- 
dem necessitar de menos terapia imunossupressora (Creput, 2003). 


HLA-E 

HLA-E pode desempenhar um papel na proteção de célula-alvo 
contra lise mediada por células NK. As moléculas HLA-E ligam-se a 
um conjunto de peptídeos hidrofóbicos quase idênticos derivados das 
sequências líderes das moléculas clássicas de classe I e das cadeias pe- 
sadas de HLA-G. A molécula HLA-E expressa esses peptídeos ligados 
na superfície celular para reconhecimento pelas células NK, possibili- 
tando uma verificação quanto à integridade da via de apresentação do 
antígeno (Lee, 1998a, 1998b; O'Callaghan, 1998). A aplicação de en- 
xerto de pele em um modelo de camundongo transgênico sugere que 
a molécula HLA-E pode ser reconhecida como um antígeno de trans- 
plante (Pacasova, 1999). Estudos recentes sugerem que as células NK 
do hospedeiro talvez sejam capazes de reconhecer a molécula HLA-E 
em células alogênicas e, possivelmente, tolerá-la, mesmo quando liga- 
da a peptídeos do doador. Com essa descoberta, surge a possibilidade 
de explorar essa tolerância na tentativa de evitar a rejeição do enxerto 


mediada por células NK e a doença do enxerto versus hospedeiro (DE- 
VH) (Matsunami, 2002). 


HLA-F 

O papel desempenhado pela molécula HLA-F não é conhecido. O 
modelo computadorizado prediz que certos resíduos de aminoácidos 
da molécula HLA-F podem contribuir para a formação de suposto sul- 
co de ligação peptídica, compatível com um papel desempenhado na 
apresentação de antígeno pela HLA-F (O'Callaghan, 1998). Até o mo- 
mento, a molécula HLA-F parece ser normalmente expressa apenas na 
superfície de trofoblastos extravilosos que invadiram a decídua mater- 
na, mas também foi encontrada nas superfícies de linhagens celulares 
linfoblastoides infectadas pelo virus de Epstein-Barr (Ishitani, 2003). 


Moléculas de classe II — sub-regiões HLA-DR, 
HLA-DQ, HLA-DP 


As moléculas de classe II em seres humanos foram reconhecidas pe- 
la primeira vez por sua capacidade de estimular células T alogénicas 
na cultura mista de leucócitos (MLC, mixed leukocyte culture). Duran- 
te o International Histocompatibility Workshop de 1975, a MLC foi 
utilizada para definir a série alélica de HLA-D (Thorsby, 1975). Como 
as MLCs necessitavam de 7 dias antes da obtenção dos resultados, foi 
solicitada uma rápida detecção sorológica de HLA-D. Em 1975, ficou 
determinado que os aloantissoros continham anticorpos reativos com 
moléculas estreitamente associadas com as especificidades previamen- 
te identificadas como HLA-D por técnicas celulares (Dausset, 1981). 
Depois do Seminário Internacional de Histocompatibilidade de 1977, 
essas especificidades sorológicas foram denominadas DR, para especi- 
ficidades D-relacionadas, já que as moléculas HLA-D e HLA-DR eram 
observadas por serem associadas, mas não idênticas entre si. O teste 
sorológico, aliado a estudos genéticos e imunoquímicos, identificou 
moléculas adicionais de classe II, como DR52, DR53, DR51 e DQ. As 
técnicas celulares ainda identificaram outra molécula de classe II no 
final dos anos 1970 (Shaw, 1981). Essa molécula (atualmente deno- 
minada HLA-DP) foi descrita, em princípio, como um antígeno se- 
cundário de célula-B (SB, secondary B-cell antigen), pois costumava 
ser fraca ou indetectável em uma MLC primária e necessitava de uma 
estimulação de fase secundária em cultura para detecção. Subsequen- 
temente, as sequências de codificação do DNA e as localizações desses 
genes dentro do MHC foram ainda mais caracterizadas, utilizando 
técnicas de biologia molecular (Beck, 1999). 


Estrutura das moléculas de classe II 


As moléculas HLA-DR, -DQ e - DP de classe II são heterodímeros, 
que consistem em duas glicoproteínas transmembrana associadas de 
forma não covalente, uma cadeia ot (33-35 kDa) e outra cadeia B (26- 
28 kDa) (Fig. 47.3) (Gorga, 1992). Ambas as cadeias polipeptídicas 


ocupam a membrana celular e estão orientadas com suas porções 
aminoterminais na parte externa da célula. As regiões extracelulares 
dos polipeptídeos a e B são divididas, cada uma, em dois domínios, 
designados Œ, e x, e B; e B», mas cada domínio consiste em aproxima- 
damente 90 resíduos de aminoácidos. A cadeia & possui duas porções 
de carboidratos, um glicano do tipo alta-manose e outro glicano do ti- 
po complexo, nos aminoácidos 78 e 118, respectivamente. As cadeias 
8 possuem um único oligossacarídeo tipo complexo no aminoácido 
19. Os domínios œ, e B, aminoterminais das cadeias a e B contêm 
os resíduos polimórficos, enquanto os domínios a, e B, membrana- 
-proximais são altamente preservados e homólogos aos domínios da 
região constante de imunoglobulina. Uma região de aproximada- 
mente 12 aminoácidos de comprimento conecta o segundo domínio 
extracelular à região transmembrana hidrofóbica (23 aminoácidos) e 
um pequeno domínio intracitoplasmático (8-15 aminoácidos). 

Com base na cristalografia, a molécula de classe II é semelhante em 
termos de estrutura à molécula de classe I (Brown, 1993) (Fig. 47.4). 
Na molécula de classe II, os domínios q, e B} das cadeias ot e B formam 
uma folha B-pregueada de 8 filamentos coberta por duas o1-hélices, de 
modo a formar o sulco de ligação ao antígeno no topo da molécu- 
la. Os domínios 01, e P, formam, cada um, duas folhas B-pregueadas 
antiparalelas que dão suporte ao sulco no topo da molécula. Como 
acontece com as moléculas de classe I, muitos dos aminoácidos que 
revestem o sulco de ligação ao peptídeo antigênico são polimórficos, 
criando diferenças nas especificidades de ligação ao peptídeo para os 
diferentes produtos alélicos de classe II. 

Assim como as moléculas de classe I, as moléculas de classe II são al- 
tamente polimórficas (Tab. 47.2) (Bodmer, 1997, 1999; Marsh, 2002). 
O polimorfismo da classe II é definido por (1) anticorpos especificos 
de classe II (aloantissoros e anticorpos monoclonais) que se ligam a 
moléculas de classe II; (2) células T aloproliferativas que reconhecem 
e se proliferam em resposta a moléculas estranhas de classe II in vitro; 
(3) eletroforese bidimensional em gel de moléculas isoladas de classe 
II; (4) hibridização do padrão de digestão do DNA responsável pela 
codificação dos genes de classe II por endonuclease de restrição, uti- 
lizando sondas locus-específicas (uma técnica que detecta o polimor- 
fismo de comprimento de fragmentos de restrição [RFLP, restriction 
fragment length polymorphism]); (5) tipagem de DNA para alelos 
de classe II, com base na técnica de PCR; e (6) sequenciamento de 
nucleotídeos de genes da classe II. A maior parte do polimorfismo de 
classe II origina-se de diferenças nas sequências de aminoácidos loca- 
lizadas nos dominios œ e b, das duas cadeias polipeptídicas. 


Organização dos genes de classe Il 


Em contraste às moléculas de classe I, as cadeias ot e B das molécu- 
las de classe II são codificadas dentro de um segmento de 1.100 kb 
da região do MHC (Figs. 47.1 e 47.5) (Beck, 1999). A região de clas- 
se II inclui três sub-regiões — DR, DQ e DP — sendo que cada uma 
delas codifica, pelo menos, um gene A (responsável pela codificação 
da cadeia 0.) e um gene B (responsável pela codificação da cadeia B). 
As comparações de sequências sugerem que tanto os genes de classe I 
como os de classe II surgiram por uma série sucessiva de duplicações 
gênicas durante a evolução desse complexo génico. A duplicação ori- 
ginal na região de classe II muito provavelmente deu origem aos genes 
A e B primordiais. Duplicações gênicas mais recentes geraram as sub- 
-regiões DR, DQ e DP, contendo múltiplos genes. 

Um gene A típico contém 5 éxons responsáveis pela codificação 
de: (1) região 5' não traduzida e sequência líder; (2) domínio œ; (3) 
domínio Œ; (4) peptídeo de conexão, região transmembrana, cauda 
citoplasmática e parte da região 3’ não traduzida; e (5) o restante da 
região 3' não traduzida, incluindo o sinal de adição da cauda poli(A). 
Um gene típico da cadeia 3 é semelhante ao gene da cadeia ol, mas 
possui um éxon extra para a cauda citoplasmática. 


Sub-região DR 

A sub-região DR codifica uma ou duas moléculas DR, dependendo 
do haplótipo (Bodmer, 1997, 1999). A sub-região contém um único 
gene DRA expresso, que é semelhante em diferentes haplótipos, dife- 
rindo apenas em uma substituição conservativa de um único aminoá- 
cido encontrada no domínio citoplasmático. 


O gene DRB mais centromérico, DRB1 (Fig. 47.5), codifica uma 
cadeia À altamente polimórfica que, quando associada com a cadeia 
a, exibe especificidades sorológicas DR1-DR18. Essa molécula cor- 
responde à molécula predominante de classe II na superfície celular, 
respondendo por bem mais da metade das moléculas totais de classe 
II da superfície celular. Existem múltiplos ácidos nucleicos e, con- 
sequentemente, diferenças nas sequências de aminoácidos entre os 
alelos DRB1. 

O segundo gene DRB expresso, presente apenas em alguns haplótipos 
de classe II, está localizado entre o locus DRB1 e o locus DRA (Fig. 47.5). 
Em células que expressam os alelos DR, DRB1*03, *11, *12, *13, *14, 0 
segundo gene DRB recebe o nome de DRB3 (a nomenclatura da molé- 
cula HLA está descrita a seguir). O gene DRB3 é polimórfico, embora 
no momento o número de alelos identificados seja aproximadamente 
10 vezes menor que o número de alelos DRB1. O produto DRB3 combi- 
nado com o produto DRA forma a molécula DR, portadora da especifi- 
cidade sorológica DR52. Em células que expressam os alelos DRB1*04, 
*07 e *09, o segundo gene DRB é denominado DRB4. O produto DRB4 
combinado com o produto DRA forma a molécula, portadora da espe- 
cificidade sorológica DR53. Por fim, em células que expressam os alelos 
DRB1*15 e *16, o segundo gene DRB é designado DRB5. Esse produto 
DRB5 combinado com o produto DRA carreia a especificidade soroló- 
gica DR51. Haplótipos que expressam os alelos DRB1*01, *08 ou *10 
não costumam carrear um segundo locus DRB expresso. Há exceções 
para essas associações. Por exemplo, foi descrito um haplótipo portador 
do alelo DRB1*15 sem locus DRB5 (Wade, 1993). 


Sub-regiao DQ 

Um grupo de genes A e B, DQAI e DQBI, codificam o heterodime- 
ro DQ portador das especificidades sorológicas DQ1-9 (Tab. 47.2 e 
Fig. 47.5) (Bodmer, 1997, 1999). As moléculas DQ representam apro- 
ximadamente 15 a 20% de todas as moléculas de classe II expressas na 
superfície celular. Como ambos os locus (DQAI e DQB1) são polimór- 
ficos e como os produtos proteicos podem se associar em trans e cis, 
os heterozigotos podem potencialmente expressar quatro moléculas 
DQ diferentes em suas superfícies celulares (Fig. 47.6). Outros genes 
A e B tipo DQ na sub-região DQ, como DQA2 e DQB2, são muito si- 
milares aos genes DQAI e DQB1; no entanto, não é expresso nenhum 
produto proteico funcional. 


Sub-região DP 

A sub-região DP contém dois grupos de genes A e B (Fig. 47.5). Um 
grupo, DPAI e DPB1, codifica o produto proteico DP; o outro grupo 
é composto de pseudogenes. Ambos os genes DPA e DPB1 são alta- 
mente polimórficos (Bodmer, 1997, 1999). O nível de expressão da 
sub-região DP na superfície celular é muito baixo. 


Desequilíbrio de ligação dos genes 
na região de classe II 


Combinações específicas de alelos DRB1/DRB3, DRB1/DRB4, DRB1/ 
DRB5 e DQAI/DQBI são comuns. As combinações DQAI/DQBI en- 
contradas podem ser controladas, em parte, pela capacidade de parea- 
mento das cadeias o e B (Kwok, 1993). Além disso, certos alelos DR e 
DQ são herdados juntos com maior frequência do que a esperada, re- 
sultando em desequilíbrio de ligação em uma população. A frequência 
dessas combinações difere notavelmente entre diferentes grupos popu- 
lacionais étnicos. Por exemplo, os haplótipos DRB1*1101, DQB1*0501 
(DR11[5]), DQ5[1] e DRB1*0901, DQB1*0303 (DR9, DQ9[3]) fre- 
quentemente são encontrados em populações de herança africana direta; 
por outro lado, essas combinações DR-DQ raras vezes são encontradas 
em populações de herança caucasoide. A permuta entre os locus DP e 
DR/DQ é comum. Assim, há um desequilíbrio de ligação mínimo entre 
os alelos DR/DQ e DP. Foram publicadas listas dos haplótipos DRB1/ 
DQAI/DQBI comuns (Begovich, 1992; Imanishi, 1992). 


Regulação da expressão dos genes de classe || 


As moléculas de classe II, HLA-DR, -DQ e -DP, são constitutiva- 
mente expressas nas células apresentadoras de antígeno (APCs, an- 
tigen-presenting cells) do sistema imune, incluindo monócitos, ma- 
crófagos, células dendríticas e linfócitos B. As sequências de DNA 
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Figura 47.6 Modelo das associações cis e trans de cadeias DQa e DGB. 


encontradas a montante das sequências de codificação nos genes de 
classe II são críticas para expressão. A ligação de proteínas a essas regi- 
ões regula a expressão dos genes de classe II. Alterações na capacidade 
de proteínas de ligação ao DNA em interagir com as sequências 5’ re- 
gulatórias do DNA eliminando a expressão dos genes de classe II in- 
duzem a uma imunodeficiência chamada “síndrome do linfócito nu” 
(Kovats, 1994; Mach, 1996). Os genes de classe II são induzíveis por 
interferon (IEN)-y em muitos tipos celulares (Glimcher, 1992; Mach, 
1996) e a expressão pode ser afetada por outras citocinas (Guardio- 
la, 1993). A expressão das moléculas de classe II em APCs pode ser 
modulada, particularmente em células dendríticas, após depósito de 
antígeno e inflamação. O nível de expressão do complexo peptídeo 
antigênico-MHC de classe II, bem como a presença de sinal coestimu- 
lador sobre a APC madura, pode desempenhar um papel importante 
no transplante e nas doenças autoimunes (Nepom, 1991; Banchereau, 
1998) (ver Cap. 48). 


Função das moléculas de classe || 


As moléculas de classe II atuam como receptores antigênicos na res- 
posta imune (Fig. 47.2), ligando-se a fragmentos peptídicos antigêni- 
cos processados a partir de antígenos exógenos, como bactérias. Os 
antígenos exógenos penetram na célula através da via endocítica e são 
degradados em fragmentos peptídicos em endossomas tardios, onde 
se deparam com e se ligam a moléculas de classe II recém-agrupadas 
(Watts, 1997). A ligação de fragmentos peptídicos proteicos processa- 
dos à molécula de classe II é facilitada por duas proteínas codificadas 
dentro da região de classe II do MHC, DM e DO (Fig. 47.5). A ligação 
peptídica é afetada por resíduos polimórficos localizados no sulco da 
molécula de classe II. O complexo de fragmento antigênico ligado à 
molécula de classe II é, então, transportado até a superfície celular pa- 
ra expressão e reconhecimento pelas células T circulantes. 

Os receptores de antígenos dos linfócitos T CD4* interagem com o 
complexo formado por fragmento antigénico-MHC de classe II, defla- 
grando a ativação da célula (Jorgensen, 1992). No sistema experimen- 
tal utilizado para dissecar esse mecanismo, os linfócitos T efetores fo- 
ram estimulados in vitro com APCs autólogas previamente incubadas 
com o antígeno. Tal como foi observado para as moléculas de classe 
I, o reconhecimento do fragmento antigênico pela célula T efetora é 
influenciado pelo polimorfismo alélico do MHC. A célula T efetora 
é específica para o peptídeo antigênico priming em conjunto com o 
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antígeno (restrição pelo MHC) (Rosenthal, 1973). 

Cada célula T ativada pelo reconhecimento do complexo formado 
pelo fragmento antigênico ligado à molécula de classe II pode realizar 
uma ou várias funções (Paul, 1994). A célula T CD4* pode ajudar na 
diferenciação de linfócitos B em plasmócitos produtores de anticor- 
pos ou de outros linfócitos T em células citotóxicas ou células com 
função supressora. Além disso, a própria célula T em si pode atuar 
como célula citotóxica, destruindo diretamente as células com o alvo 
adequado (i. e., células que expressam as moléculas de MHC de classe 
II complexadas com o antígeno específico) ou como célula com fun- 
ção supressora, provocando atenuação da resposta imune. As células 
T também produzem uma série de moléculas biologicamente impor- 
tantes (como IEN-Y) que intensificam a resposta imune e aumentam a 
expressão das moléculas de MHC nas células-alvo. Ademais, as células 
T produzem fatores de crescimento, como interleucina (IL)-2. Esses 
fatores de crescimento afetam uma ampla variedade de células, desde 
células progenitoras hematopoéticas até linfócitos maduros. 


Outros genes de classe II 


ácidos que formam o motivo peptídico se ligam à molécula de MHC 
em bolsas encontradas dentro do sulco de ligação ao antígeno (Stern, 
1994). Os aminoácidos polimórficos das moléculas de MHC revestem 
esse sulco e, com isso, criam diferenças nas especificidades de ligação 
ao peptídeo para as diferentes moléculas de MHC. 

Os peptídeos ligados às moléculas de classe I possuem 9-10 amino- 
ácidos de comprimento. As regiões carboxiterminal e aminoterminal 
do peptídeo ficam embutidas no sulco de ligação às moléculas de clas- 
se I, formando um complexo peptídeo-MHC “fechado”. Os peptídeos 
ligados às moléculas de classe II variam em termos de comprimento, 
desde 12 a 30 aminoácidos. Ao mesmo tempo em que se mantém a 
necessidade de resíduos de motivo específico agrupados na porção 
central do peptídeo, as porções carboxiterminal e aminoterminal do 
peptídeo estendem-se para fora do sulco de ligação às moléculas de 
classe II, formando um complexo peptídeo-MHC “aberto” (Stern, 
1994). 


Reconhecimento das moléculas de MHC 
estranhas 
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Características de fragmentos antigênicos liga- 
dos por moléculas de classe | 
e de classe Il do MHC 


A função das moléculas de classe I e de classe II como receptores 
de ligação a antígeno é semelhante; no entanto, os peptídeos ligados 
a elas possuem características diferentes (Cresswell, 1994; Engelhard, 
1994). Os peptídeos derivados de proteínas sintetizadas de novo na cé- 
lula (antígenos endógenos, como antígenos virais) associam-se com 
moléculas de classe I no retículo endoplasmático. Em contraste, os 
peptídeos derivados de antígenos solúveis e particulados capturados 
pela célula na via endocítica (antígenos exógenos) ligam-se a molécu- 
las de classe II em um compartimento endossomal. Tanto as molécu- 
las de classe I quanto as de classe II podem alternativamente se ligar 
a autopeptídeos (peptídeos próprios) encontrados nesses comparti- 
mentos. Os autopeptídeos originam-se da degradação normal de pro- 
teínas celulares. Alguns desses autopeptídeos são, por si só, fragmen- 
tos de moléculas de histocompatibilidade. Em geral, os autopeptídeos 
ligados a moléculas de MHC não deflagram os linfócitos T, pois são 
moléculas as quais o sistema imune do indivíduo se mostra tolerante. 
Esses autopeptídeos, no entanto, podem deflagrar respostas imunes 
que desencadeiam um processo autodestrutivo com consequente in- 
dução de autoimunidade (Nepom, 1991) (ver Caps. 50-52). 

A ligação peptídica a moléculas de MHC ocorre apenas quando o 
fragmento de peptídeo tem comprimento adequado e contém uma 
sequência ou motivo específico de aminoácidos, que faz com que ele 
se ligue a uma ou mais moléculas de MHC expressas naquele indiví- 
duo. Um exemplo de motivo para a ligação de peptídeo à molécula 
HLA codificada por A*0201 é a presença de leucina (ou metionina ou 
isoleucina) no resíduo 2 do peptídeo, aminoácido hidrofílico no re- 
síduo 3, e valina (ou leucina ou isoleucina ou alanina) no resíduo 9. 
Os aminoácidos que compõem o motivo são denominados resíduos 
“âncora” do peptídeo. Diferentes moléculas HLA, quer moléculas co- 
dificadas por diferentes alelos no mesmo locus (HLA-A*0203, *0211 
ou *0301) ou moléculas codificadas por diferentes locus (B*4001 ou 
DRB1*0406) ligam-se a peptídeos com diferentes motivos. Os amino- 


material no meio intracelular e expõem o(s) peptídeo(s) alogênico(s) 
complexado(s) com moléculas de MHC próprias. Os peptídeos de- 
rivados de regiões polimórficas das moléculas de MHC do doador 
constituem os maiores candidatos à estimulação da resposta imune 
indireta (Suciu-Foca, 1998; Gould, 1999; Harris, 1999). 


Repetições em tandem e polimorfismos 
de nucleotídeo único no MHC 


Mais de 300 repetições curtas em tandem (STRs, short tandem 
repeats) foram identificadas dentro da região do MHC humano (Fois- 
sac, 1997). Também há múltiplos polimorfismos de nucleotídeo úni- 
co (SNPs, single nucleotide polymorphisms). Um estudo conduzido por 
Abbal (1997) avaliou 6 locus de STR dentro do MHC em uma popula- 
ção de indivíduos não aparentados e descobriu um forte desequilíbrio 
de ligação entre os haplótipos HLA-específicos e os marcadores de 
STR. Como esses marcadores abrangem uma região maior do MHC 
do que os marcadores clássicos de HLA utilizados atualmente, eles po- 
dem proporcionar uma abordagem mais abrangente para identificar 
indivíduos MHC-idénticos. Esses marcadores podem, por exemplo, 
ser utilizados para identificar um haplótipo recombinante de MHC 
dentro de uma família (Carrington, 1996) e aumentar a probabilida- 
de de quaisquer genes de histocompatibilidade não identificados no 
MHC serem compatíveis. Foram desenvolvidos métodos moleculares 
precisos e reproduzíveis para identificar tanto as STRs como os SNPs 
(Carrington, 1998). 


Moléculas de histocompatibilidade menor 


Os antígenos de histocompatibilidade menor (mHags, minor his- 
tocompatibility antigens) são peptídeos imunogênicos que se ligam a 
moléculas de MHC e podem ser reconhecidos por células T até ge- 
rar DEVH indesejável; no caso de receptores leucêmicos, no entanto, 
tais antígenos podem produzir a condição benéfica conhecida como 
enxerto versus leucemia. Não é fácil atingir o equilíbrio adequado de 
DEVH aceitável e efeito suficiente de enxerto versus leucemia. Em 


enxertos MHC-idênticos de células progenitoras, a DEVH pode ser 
induzida por diferenças de mHag entre o receptor e o doador (Mu- 
tis, 1999). Os mHags podem ser qualquer produto gênico polimórfico 
codificado fora do MHC, que difere entre doador e receptor e ainda 
estimula uma resposta de células T (Goulmy, 1997; Simpson, 1998). 
Semelhantemente a outros antígenos proteicos, a proteína polimór- 
fica deve ser obrigatoriamente processada em fragmentos antigênicos 
e o(s) fragmento(s) peptídico(s) polimórfico(s) deve(m) se ligar den- 
tro do sulco das moléculas de MHC. Em virtude da necessidade de 
apresentação do antígeno pelas moléculas de MHC, qualquer peptí- 
deo polimórfico deve carrear um motivo adequado para a ligação es- 
pecífica do MHC. Dessa forma, nem todos os indivíduos conseguem 
apresentar e responder a todos os mHags, mesmo se houver uma di- 
ferença entre doador e receptor. A maior parte dos mHags é apresen- 
tada às células T CD8* pelas moléculas de MHC de classe I. As respos- 
tas das células T são desencadeadas quando o receptor dessas células 
reconhece os complexos formados pelos peptídeos polimórficos dos 
mHags ligados às moléculas de MHC expressas nas APCs. 

Os mHags foram originalmente definidos por rejeição de enxerto de 
pele e por ensaios citotóxicos com clones de células T. Esses peptídeos 
polimórficos possuem ligação restrita às moléculas de MHC de classe 
I; por essa razão, a definição bioquímica dos componentes de peptídeo 
antigênico de histocompatibilidade menor foi concluída por eluição, 
purificação e sequenciamento do peptídeo mHag ligado a uma mo- 
lécula de MHC específica (den Haan, 1995). Estudos recentes revela- 
ram o possível significado de mHags em transplante clínico (Goulmy, 
1997, 1996; Martin, 1997; Dupont, 1998). Foram demonstrados linfó- 
citos T citotóxicos mHag-específicos em pacientes com DEVH (Mu- 
tis, 1999). A disparidade no mHag 1 (HA-1) do receptor foi associada 
com aumento do risco de DEVH aguda após transplante de medula, 
utilizando doadores irmãos genotipicamente HLA-idênticos, embora 
esse nem sempre seja o caso. Recentemente, foi demonstrado que a 
disparidade do HA-1 está associada com efeito contínuo de enxerto 
versus leucemia e supressão de células leucêmicas progenitoras em 
alguns pacientes (Kircher, 2004; Kloosterboer, 2004). A importância 
da compatibilidade em relação a outros mHags (HA-2, HA-3, HA-4, 
HA-5, H-Y) é menos clara. Foram desenvolvidas técnicas à base de 
DNA para detectar diferenças em mHags (Tseng, 1998; Wilke, 1998); 
tais técnicas estão sendo utilizadas em estudos para mensurar o im- 
pacto dessas disparidades sobre os resultados do transplante. 


Nomenclatura do HLA 


Especificidades sorológicas e celulares 


A terminologia do HLA é designada pelo Comitê da Organiza- 
ção Mundial de Saúde (OMS) para Nomenclatura do Sistema HLA 
(Tab. 47.2) (Bodmer 1999, 1997). Em termos históricos, atribuiram- 
se especificidades, definidas por métodos sorológicos e celulares, às 
moléculas proteicas de HLA, com base nos resultados de seminários 
internacionais durante os quais reagentes de tipagem foram trocados 
entre os laboratórios participantes (site do 13 International Histo- 
compatibility Workshop, Tab. 47.1). O 14" HLA and Immunogene- 
tics Workshop foi convocado em novembro de 2005 em Melbourne, 
Austrália. As atribuições incluem o nome da molécula de HLA e uma 
designação numérica com base na ordem em que se determinou a 
especificidade definida por método sorológico. Por exemplo, HLA- 
Al (ou apenas Al) foi a primeira especificidade atribuída à molécula 
HLA-A, enquanto HLA-A80, a mais recente. Com o passar do tempo, 
especificidades mais antigas definidas por sorologia foram “divididas” 
à medida que a definição se tornou mais diferenciada. A definição 
mais estreita da especificidade recebe o nome de especificidade sub- 
típica ou privada. As especificidades compartilhadas mais amplas são 
chamadas especificidades supertípicas. Por exemplo, B44 e B45 são 
especificidades subtipicas da especificidade supertípica B12. Assim, 
uma célula B44* ou B45* também será positiva para B12. 

Em testes sorológicos, alguns aloantissoros ligam-se a mais de um 
produto alélico do sistema HLA, um fenômeno conhecido como re- 
atividade cruzada. Essa reatividade cruzada sorológica entre produtos 
alélicos dos locus HLA-A e HLA-B foi amplamente estudada e utilizada 
para agrupar moléculas dentro de grupos de antígenos com reatividade 


cruzada (CREGs, cross-reactive antigen groups) (Rodey, 1987). As mo- 
léculas de classe I dentro de um CREG compartilham um ou mais 
determinantes que não são compartilhados por moléculas em outro 
CREG. Um determinante antigênico (epítopo) compartilhado entre os 
membros de um CREG recebe o nome de especificidade pública. Par- 
te da reatividade do CREG pode ser explicada pelo compartilhamento 
das sequências de aminoácidos entre as moléculas HLA em um CREG 
(Terasaki, 1992). A inclusão das especificidades do HLA dentro de um 
CREG não é padrão, pois diferentes grupos de anticorpos produzem 
padrões reacionais exclusivos; além disso, dois pesquisadores distintos 
com kits diferentes de reagentes podem identificar grupos de CREG 
levemente diferentes. Contudo, os vários agrupamentos de CREG se 
sobrepõem consideravelmente (Ellison, 1994). 

As especificidades HLA-Bw4 e Bw6 são amplos epítopos públicos 
que residem na mesma molécula que as especificidades subtípicas do 
locus HLA-B, mas em um local diferente. Sendo assim, Bw4 e Bw6 
constituem um sistema dialélico, mas todas as moléculas do locus B (e 
algumas do locus A) carreiam especificidades Bw4 ou Bw6. A região da 
molécula HLA portadora das especificidades Bw4/Bw6 foi identificada 
na hélice o, entre os resíduos 77 e 83 de aminoácidos (Parham, 1991). 

Conforme foi descrito para as moléculas de classe I, atribuiram- 
se especificidades sorológicas designadas pela OMS às moléculas de 
classe II, a saber: HLA-DR e -DQ (Bodmer, 1999, 1997) (Tab. 47.2). 
Originalmente, foram definidos seis tipos de HLA-DP por técnicas ce- 
lulares. As moléculas HLA-DP de classe II não são definidas de forma 
adequada por métodos sorológicos. 

Existem 26 especificidades de HLA-D que foram identificadas por 
MLC. Todas as especificidades de HLA-D conservam a designação 
“w”, já que essas especificidades são definidas em termos funcionais 
pela mensuração do estímulo de célula responsiva. A estimulação é ge- 
rada por diferenças nas moléculas DR expressas em uma célula estimu- 
ladora e, em menor grau, estimulação extra pelas moléculas DQ e DP. 


Designações de alelos com base no DNA 


A sequência de nucleotídeos foi utilizada para identificar os inúme- 
ros alelos diferentes responsáveis pela codificação das moléculas HLA. 
Atualmente, uma única especificidade definida por método sorológico 
pode residir em dois ou mais de 25 produtos alélicos diferentes (Tab. 
47.2). Cada alelo HLA é designado pelo nome do locus gênico, seguido 
por um asterisco e um número de quatro a sete dígitos, indicando o 
alelo. Por exemplo, A*0201 é um alelo do gene HLA-A; B*1510 é um 
alelo do gene HLA-B; DPB1*0101 é um alelo do gene HLA-DPB1; e 
DQA1*0601 é um alelo do gene HLA-DQAI. 

Os dois primeiros números na designação numérica de cada alelo 
baseiam-se frequentemente no tipo sorológico da molécula resultante 
e/ou na similaridade da sequência de nucleotídeos com outros alelos 
no grupo. Por exemplo, a molécula HLA-A expressa pelo alelo A*0201 
possui a especificidade sorológica A2 que define o antígeno HLA-A2. 
Contudo, a molécula HLA-B expressa pelo alelo B*1510 não possui 
a especificidade sorológica B15, mas sim B71, que define o antígeno 
B71. Tal alelo foi nomeado B*1510 por causa de sua similaridade pre- 
vista na sequência de aminoácidos com antígenos B15. As células que 
expressam o alelo DRB1*0103 foram sorologicamente tipadas como 
DR-0, DRI ou até DR13. A sequência de nucleotídeos identificou um 
alelo com estrutura de DNA semelhante aos alelos dotados da especi- 
ficidade sorológica DRI (p. ex., DRB1*0101 e *0102), e o nome desse 
alelo foi estabelecido com base nessa similaridade estrutural. Quando 
uma especificidade sorológica exclusiva foi identificada mais tarde, o 
antígeno DR determinado pelo alelo DRB1*0103 recebeu a designação 
sorológica DR103. O terceiro e o quarto número na designação alélica 
referem-se à ordem em que o alelo foi descrito. Por exemplo, A*0201 
foi o primeiro alelo A2 a ser sequenciado e A*0203, o terceiro. 

Alguns alelos podem diferir na sequência de suas regiões codificado- 
ras do DNA, mas a sequência prevista de seus aminoácidos não difere 
(o que, muitas vezes, recebe o nome de substituição silenciosa ou si- 
nônima). Essas combinações de alelos são identificadas por uma desig- 
nação de 5 dígitos. Os quatro primeiros números são compartilhados 
(i. e., números em comum), enquanto o quinto dígito é utilizado pa- 
ra distinguir as sequências exclusivas de ácidos nucleicos dos alelos (p. 
ex., B*27051 e B*27052). Além disso, dois ou mais alelos podem ter um 
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1010 nome de 7 dígitos em que os quatro primeiros dígitos são compartilha- 


dos (p. ex., DRB4*0103101 e DRB4*0103102). Os dígitos 5 a 7 indicam 
que os dois alelos diferem apenas na parte de fora da região codificadora 
da proteína. No exemplo listado aqui, a diferença afeta o sítio de junção 
do RNA de DRB4*0103102, resultando em perda de expressão do alelo 
(Sutton, 1989). Por fim, os alelos que não são expressos como proteínas 
na superfície celular podem ter um N adicionado a seus nomes (p. ex., 
A*0215N, DRB4*0103102N), indicando “nulo”. Como cada alelo pos- 
sui uma designação numérica exclusiva, a designação N nem sempre 
vem escrita (i. e., A*0215 e A*0215N representam o mesmo alelo). 

Novos alelos são descritos em relatórios regulares do Comitê da 
OMS para Nomenclatura do Sistema HLA (Tab. 47.1, www.anthony- 
nolan.com/HIG/nomenc.html; Bodmer, 1999), e as sequências de 
nucleotídeos de todos os alelos ficam armazenadas em um banco de 
dados computadorizado (GenBank, EMBL, IMGT/HLA databases). 
Atualmente, existem, por exemplo, mais de 349 alelos HLA-A nome- 
ados. Novos alelos estão sendo continuamente identificados e podem 
ser acessados pelo site. 


Técnicas para identificação 
de polimorfismo do HLA 


O teste de histocompatibilidade ou a tipagem de HLA ou de teci- 
dos é realizado em um número limitado de laboratórios por conta do 
uso de procedimentos e reagentes especializados. Podem ser obtidos 
kits disponíveis no mercado para teste de DNA e teste sorológico; en- 
tretanto, a interpretação dos resultados dos testes exige experiência e 
conhecimento consideráveis. Os laboratórios de histocompatibilidade 
costumam ser encontrados em centros médicos que possuem progra- 
mas de transplante de órgãos e/ou de células progenitoras hematopo- 
éticas. As técnicas do teste de HLA são abordadas em termos gerais 
nesta seção. Para obtenção de detalhes dos procedimentos, é reco- 
mendável que o leitor consulte a 4º edição (2001) do Manual de Labo- 
ratório elaborado pela American Society for Histocompatibility and 
Immunogenetics (ASHI) (ver Tab. 47.1 em busca do site da ASHI). Os 
laboratórios de teste de HLA são credenciados pela ASHI, pela Euro- 
pean Foundation for Inmunogenetics e por outras organizações. 


Tipagem de alelos de classe |e de 
classe II com base no DNA 


Embora a tipagem sorológica e celular de antígenos HLA seja extre- 
mamente útil, há uma série de desvantagens dessas técnicas. Com o 
advento de métodos rápidos e confiáveis para o isolamento e a carac- 
terização dos genes de classe I e II, bem como para a determinação das 
sequências de nucleotídeos dos alelos de classe I e II, tornou-se possí- 
vel o uso de métodos à base de DNA para tipagem da molécula HLA. 
Hoje em dia, a tipagem à base de DNA de alelos HLA é uma técnica 
comumente utilizada em laboratórios de tipagem do HLA (Hurley, 
1997a; Middleton, 1999). 

Em contraste com outras modalidades de teste, a tipagem à base de 
DNA possui 5 vantagens significativas. 

1. É específica. A especificidade de cada reagente de tipagem de DNA 
(i. e., iniciadores e sondas de oligonucleotídeos sintéticos) é cla- 
ramente definida, sendo baseada em uma sequência específica e 
conhecida de nucleotídeos. Como os oligonucleotídeos utilizados 
como reagentes de tipagem de DNA são sintéticos, os reagentes 
não são limitados e não deve haver variação entre os lotes em ter- 
mos de especificidade. 

2. É flexível. Novos reagentes podem ser desenvolvidos à medida 
que novos alelos são descobertos e sequências exclusivas de nu- 
cleotídeos, identificadas. O teste pode ser realizado em vários 
níveis de resolução, dependendo dos requisitos de tipagem e do 
tempo disponível para o teste. 

3. É mais sólida do que outras técnicas. A tipagem de DNA não re- 
quer linfócitos viáveis e não é influenciada pela saúde do pacien- 
te. Além disso, o teste à base de DNA é altamente reprodutível 
quando metodologias padrão, como teste de sonda de sequência 
específica de nucleotídeos (SSOP, sequence specific oligonucleotide 
probe), são utilizadas em conjunto com algum protocolo de teste 
padrão (Ng, 1996; Hurley, 2000a). 


4. Pode ser utilizada para tipagem em grande escala. A preparação 
de lotes de amostras facilitada por metodologias automatizadas e 
computadorizadas diminui os custos e erros. Os métodos à base 
de DNA são particularmente aplicáveis à tipagem de HLA em 
grande número de voluntários para registros de doadores. 

5. É capaz de diferenciar a diversidade das moléculas HLA pela de- 
tecção de toda extensão dessa diversidade. Os alelos das moléculas 
HLA podem especificar proteínas dessas moléculas, que são in- 
distinguíveis por tipagem sorológica. Por exemplo, um indivíduo 
portador do alelo DRB1*0401 teria o mesmo tipo sorológico (DR4) 
que outro indivíduo portador do alelo DRB1*0412 (DR4). Assim, 
os alelos DRB1*0401 e DRB1*0412 são divisões da ampla especifi- 
cidade DR4. Essas divisões são identificadas por tipagem de DNA. 
Não há reagentes sorológicos disponíveis específicos o suficiente 
para definir essa divisão. Atualmente, foram definidas mais de 30 
subdivisões do DR4. Há muitos outros exemplos de divisões defi- 
nidas por tipagem de DNA, que não podem ser identificadas por 
tipagem sorológica; alguns estão listados na Tabela 47.2. 

Os problemas com tipagem sorológica são particularmente agudos 
ao se tipar alguns grupos populacionais. Por exemplo, populações de 
origem africana direta podem expressar antígenos de classe I e de clas- 
se II que, dificilmente, são identificados pelos reagentes sorológicos 
disponíveis atualmente (Bozon, 1997; Yu, 1997; Mytilineos, 1998). A 
tipagem de HLA à base de DNA aumentou sobremaneira a capacida- 
de de definição dos tipos de HLA nessas populações. 


Preparo e amplificação do DNA 

Qualquer célula nucleada pode ser utilizada como fonte de DNA. Em- 
bora as hemácias não contenham núcleos, outras células sanguíneas, co- 
mo linfócitos, constituem uma boa fonte de DNA. Linhagens celulares, 
como linfócitos B transformados pelo vírus de Epstein-Barr, também 
representam uma fonte satisfatória de DNA. Como células transforma- 
das podem ser cultivadas em laboratório, elas fornecem um suprimento 
renovável de DNA, sendo utilizadas pela provisão de DNA de referência 
para controle de qualidade de procedimentos de tipagem. 

O DNA costuma ser preparado a partir de uma pequena quantidade 
(0,2 a 1 mL) de sangue total. Muitos protocolos diferentes podem ser 
utilizados para isolar o DNA de células. Também existem kits comer- 
ciais disponíveis para o preparo do DNA. A sensibilidade de detecção 
dos tipos de HLA é bastante intensificada pela amplificação do DNA res- 
ponsável pela codificação dos genes HLA, utilizando a técnica de PCR 
(Saiki, 1988). Um par de oligonucleotídeos sintéticos (iniciadores) deve 
ser complementar às sequências que ladeiam um gene HLA-específico, 
sendo utilizados para gerar milhões de cópias desse gene para uso na re- 
ação de tipagem do HLA. Algumas reações de tipagem utilizam sequên- 
cias de iniciadores compartilhadas por todos os alelos em um locus HLA; 
outros procedimentos de tipagem usam conjuntos de iniciadores com- 
partilhados por apenas um subgrupo de alelos em um locus. O anela- 
mento dos iniciadores ao DNA de amostra durante a reação de PCR usa 
condições reacionais que garantem a ligação dos iniciadores a sequências 
perfeitamente compatíveis (sequéncias-alvo) e não a sequências de ou- 
tros locus ou outros alelos incompatíveis. Pelo ajuste da temperatura do 
componente de anelamento da reação de PCR, o laboratório de tipagem 
consegue controlar a especificidade da amplificação. 


Priming sequéncia-especifico 

Um método de identificação de alelos HLA utiliza iniciadores se- 
quência-específicos (SSPs, sequence-specific iniciadores) na reação de 
PCR (Olerup, 1992; Bunce, 1995). Esses iniciadores anelam-se ao DNA 
desnaturado, contendo os alelos HLA, de onde se derivaram as sequên- 
cias dos iniciadores. Na reação subsequente de PCR, apenas esses alelos 
selecionados são amplificados. O DNA amplificado pelos iniciadores 
é identificado por eletroforese em gel ou, se o DNA for marcado com 
algum corante durante a amplificação, por fluorescência. Esse proce- 
dimento é útil na tipagem de pequeno número de amostras dentro de 
um curto período de tempo. Existem kits comerciais disponíveis. 


Hibridização de sondas de oligonucleotídeos 
sequência-específicas 

E possível utilizar a hibridização de sondas de oligonucleotídeos se- 
quência-específicas (SSOPs, sequence-spectfic oligonucleotide probes) em 


DNA amplificado para identificar os alelos (Gao, 1991; Williams, 1997; 
Cao, 1999). O uso de várias sondas de oligonucleotídeos diferentes para 
definir algum alelo HLA-específico ou o emprego de priming sequên- 
cia-específica associada à hibridização com painéis de sondas costuma 
ser necessário. Um conjunto de oligonucleotídeos capazes de identificar 
cada alelo é hibridizado ao DNA desnaturado, amplificado por PCR e 
preso a suporte sólido. As condições de hibridização são ajustadas de 
modo que as sondas fiquem aneladas ao DNA desnaturado, contendo 
os alelos HLA, de onde se derivou a sequência de oligonucleotídeos. Os 
oligonucleotídeos são marcados com uma etiqueta para detecção da 
hibridização. Por exemplo, o oligonucleotídeo pode ser ligado a uma 
enzima, como fosfatase alcalina. Após a adição de algum substrato, a 
fosfatase alcalina promove a clivagem desse substrato, produzindo um 
composto colorido ou sinal luminoso (quimioluminescência). Após vi- 
sualização, o padrão de hibridização pode ser lido para determinar os 
alelos presentes. A Figura 47.7 ilustra a abordagem, utilizando uma son- 
da de oligonucleotídeos ao alelo DQB1, DQB1*0302, para identificar os 
pacientes acometidos por diabete insulinodependente e portadores des- 
se alelo (Todd, 1987). O método de SSOP é altamente preciso, específi- 
co e confiável (Ng, 1996; Hurley, 20004), sendo frequentemente utiliza- 
do em casos de tipagem de muitas amostras em grandes lotes. Existem 
kits comerciais disponíveis que fazem uso desse método. 

Em um procedimento análogo chamado o formato reverso, as sondas 
de oligonucleotídeos são ligadas a suporte sólido (Bugawan, 1994). O 
DNA das amostras a serem testadas é amplificado, utilizando iniciado- 
res marcados com, por exemplo, biotina. O DNA amplificado, então, é 
hibridizado às sondas imobilizadas, que contêm sequências encontra- 
das nos alelos presentes no DNA. Após visualização (utilizando um sis- 
tema de detecção ligado à avidina), o padrão de hibridização pode ser 
lido para determinar os alelos presentes. Esse procedimento é útil para 
tipagem de número tanto pequeno como grande de amostras. Também 
existem kits comerciais disponíveis que utilizam esse método. 


Polimorfismo conformacional sequéncia-especifico 
ou análise de heteroduplex 

Embora pouco utilizado, outro método de identificação de alelos 
HLA analisa a mobilidade do DNA amplificado, quer desnaturado 
(polimorfismo conformacional sequência-específico [SSCP, sequence- 
specific conformational polymorphism]) ou como DNA duplex rena- 
turado (análise heteroduplex), após eletroforese (Arguello, 1996). A 
mobilidade do DNA é comparada à mobilidade do DNA amplificado 
a partir de alelos HLA conhecidos para definir um alelo HLA. Esse 
procedimento é útil na tipagem de pequeno número de amostras e, 
particularmente, em comparações entre indivíduos, por exemplo, 
dentro de uma família. 


Sequenciamento de ácido nucleico 


Um método final de identificação de alelos HLA envolve a determi- 
nação direta das sequências de DNA dos alelos HLA portados por um 
indivíduo (tipagem baseada em sequência [SBT, sequence-based ty- 
ping]). Os alelos são identificados após amplificação por PCR para se- 
parar os alelos com base nos SSPs ou como uma mistura de dois alelos. 
O sequenciamento é uma técnica trabalhosa e altamente complexa, 
mas será utilizado com frequência para determinar a compatibilidade 
da molécula HLA em um nível alélico entre pacientes submetidos a 
transplante de células progenitoras hematopoéticas e seus prospecti- 
vos doadores (Petersdorf, 1995a; Rozemuller, 1996; Scheltinga, 1997). 
Os esforços para desenvolver metodologias automatizadas de SBT têm 
gerado várias abordagens de alto desempenho potencialmente promis- 
soras. Tais abordagens incluem não só o uso do método de desnatura- 
ção em cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC, high-perfor- 
mance liquid chromatography) que, segundo relatos, proporciona uma 
resolução de tipagem superior àquela possivelmente alcançada por 
abordagens de sequenciamento à base de PCR (Etokebe, 2003), mas 
também a assim chamada técnica de pirossequenciamento. O piros- 
sequenciamento é um método de sequenciamento de DNA em tempo 
real e não eletroforético, que utiliza a emissão de luz gerada pela catá- 
lise de luciferina por luciferase como um sinal de detecção à medida 
que os nucleotídeos são incorporados ao DNA-alvo. Um único sinal 
é criado para cada variante alélica, o que é distinguido por software de 
reconhecimento (Nordstrom, 2000). O pirosequenciamento por meio 
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Figura 47.7 A, Sequéncias de nucleotídeos de vários alelos DQB1. As sequências 
apresentadas abrangem os códons para 50-60 aminoácidos. Os traços indicam que 
o nucleotídeo é idêntico à sequência de cima. O oligonucleotídeo específico para 
a sequência DQB1*0302 aparece em destaque. B, Análise de oligonucleotideos 
por hibridização dot blot em 17 pacientes com diabete melito insulinodependente 
(DM1-19) e um único controle, BML. O DNA amplificado contendo sequências 
DQB1 de classe Il dos pacientes foi ligado à membrana e hibridizado ao oligonucle- 
otídeo marcado específico para a sequência DQB1*0302 (descrita previamente). 
Os sinais de hibridização positiva indicam os pacientes portadores dessa sequência 
gênica DBQ] (pacientes DM1, 2, 4, 7, 10-16, 19). (Com permissão de Todd JA, 
Bell J, McDevitt HO: HLA-DQ B gene contributes to susceptibility and resistance to 
insulin-dependent diabetes mellitus, Nature 1987; 329:599.) 


de sistemas de alto desempenho permite o processamento de centenas 
de amostras individuais diariamente. Além disso, a análise conforma- 
cional mediada por fita de referência (RSCA, reference-strand-mediated 
conformation analysis) é empregada em sistemas de alto desempenho 
para obter a diferenciação entre os alelos HLA, diferindo-os por até 
um único nucleotídeo. A tecnologia detecta diferenças entre os alelos, 
mensurando-se sua mobilidade dependente da conformação em géis 
de poliacrilamida após terem sido marcados com etiquetas fluorescen- 
tes locus-específicas (Arguello, 1998). | 


Resolução de tipagem com base no DNA 

O nível de resolução (i. e., a capacidade de diferenciar os alelos) ob- 
tido por métodos de tipagem do DNA é controlado pela escolha e pelo 
número de iniciadores e/ou sondas utilizados no ensaio e no método 
de tipagem. Essa escolha pode depender do tempo disponível para a 
realização da tipagem, do custo da tipagem, da perícia do pessoal do 
laboratório e do propósito da tipagem. A tipagem para registro de do- 
adores em grande escala costuma ser realizada sob resolução baixa a 
intermediária, enquanto a tipagem de possíveis doadores de células 
progenitoras hematopoéticas para determinado paciente será efetua- 
da sob resolução em nível alélico. 

Uma abordagem sistemática é frequentemente utilizada para iden- 
tificar os alelos HLA por tipagem de DNA. Logo, os tipos de HLA 
definidos por essa tipagem à base de DNA podem ser descritos em 
diferentes níveis de resolução. A tipagem de DNA sob baixa resolução 
(ou em nível genérico ou sorológico) produz um resultado semelhan- 
te em termos de aparência e detalhes ao tipo sorológico. Por exemplo, 
um tipo de alelo definido por DNA, DRB1*11 ou DRB1*11XX, é o 
equivalente aproximado do tipo sorológico DR11. O “XX” indica que 
o alelo ainda não foi definido. Nesse nível de resolução, não é possível 
determinar qual dos mais de 30 alelos DRB1*11 é portado pelo indi- 
víduo submetido ao teste. Embora a tipagem sorológica possa ser tão 
informativa quanto a tipagem sob baixa resolução, os resultados são 
mais confiáveis com teste à base de DNA, À tipagem de DNA em nível 
de resolução intermediário pode estreitar as opções, listando várias 
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possibilidades distintas para o tipo de indivíduo (p. ex., DRB1*1101 
ou DRB1*1104). Por fim, a tipagem de DNA em nivel de resolução 
elevado (ou em nível alélico) identifica o alelo específico portado pelo 
indivíduo (p. ex., DRB1*1104). Como a identificação dos alelos HLA 
pode ser feita com base nas informações parciais de sequência, é pos- 
sível que a interpretação dos resultados não detecte os alelos desco- 
nhecidos no momento da tipagem (Hurley, 1997b). Por essa razão, os 
laboratórios são advertidos a manter seus dados originais de tipagem 
(i. e., quais iniciadores e sondas foram positivos e negativos, bem co- 
mo as sequências de nucleotídeos dos reagentes), para que os resulta- 
dos possam ser reinterpretados conforme novos alelos são descritos. 


Detecção sorológica de moléculas 
de classe | e de classe II 


O teste de microcitotoxicidade dos linfócitos que, originalmente, foi 
utilizado no sistema de camundongos por Gorer e Amos e, mais tarde, 
modificado por Terasaki e McClelland para uso no sistema humano, 
vem sendo usado para tipagem de HLA desde 1960. O teste sorológi- 
co para HLA-A, -B pode ser reproduzido sob condições padroniza- 
das e controladas; em teste de grande escala (p. ex., para registros), no 
entanto, as taxas de erro podem aumentar (Bozon, 1997; Yu, 1997). 
A reprodutibilidade para especificidades da molécula HLA-C e das 
moléculas de classe II determinadas por método sorológico é muito 
menor. A molécula HLA-DP não costuma ser definida por sorologia. 
O teste sorológico de microcitotoxicidade ainda é utilizado de forma 
relativamente ampla para especificidades de classe I (HLA-A, -B), mas 
foi substituido pelo teste de DNA para especificidades de HLA-C e de 
classe II (HLA-DR, -DQ, -DP) na maioria dos laboratórios de tipa- 
gem. O teste à base de DNA em sua maior resolução é usado para de- 
terminar o tipo de HLA de indivíduos não aparentados e de membros 
de família, especialmente se a segregação de HLA não puder ser dife- 
renciada com precisão por meio da sorologia (p. ex., famílias em que 
os progenitores não se encontram disponíveis ou famílias em que os 
progenitores compartilham algum antígeno HLA). Por exemplo, uma 
progênie herda o DR4 de cada progenitor, pois o antígeno DR4 é ho- 
mozigoto (DR4, DR4). Contudo, a tipagem de DNA em alta resolução 
pode identificar dois alelos distintos do antígeno DR4, DRB1*0401 e 
DRB1*0403 (alelo DRBI*04 heterozigoto), fornecendo dados infor- 
mativos para análise da segregação dos haplótipos. 


Preparo dos linfócitos 

Os linfócitos utilizados rotineiramente em ensaios de tipagem soro- 
lógica do HLA são obtidos com facilidade a partir do sangue total pe- 
riférico, dispondo-o em camadas em um gradiente de Ficoll-Hypaque 
para separar as células sanguíneas por centrifugação de densidade. Os 
linfócitos do sangue periférico (PBLs, peripheral blood lymphocytes) 
separados podem ser usados para tipagem de HLA-A, -B, -C. Para 
testar as especificidades sorológicas de HLA-DR, -DQ, é necessário 
enriquecer os linfócitos B ou fazer uso de técnica fluorescente especial 
de duas cores para diferenciar simultaneamente entre as células B e as 
células T não separadas. 


Ensaio de microcitotoxicidade dos linfócitos 


O fenótipo HLA é determinado testando-se o preparado de linfóci- 
tos B (PBL) ou os linfócitos T (para HLA-A, -B, -C) não separados ou 
os linfócitos B enriquecidos (para HLA-DR, -DQ) diante de um painel 
de aloantissoros HLA bem-caracterizados. O ensaio consiste em um 
teste de duas fases. Durante a fase de sensibilização, os linfócitos são 
incubados com os antissoros. O soro de coelho submetido à triagem 
prévia e padronizado, como fonte de complemento, é adicionado em 
excesso e a mistura, incubada por um período adicional. Se os linfó- 
citos forem portadores de molécula de superfície celular reconhecida 
por anticorpos de fixação do complemento no aloantissoro, os anti- 
corpos ligam-se às células e, subsequentemente, as células são lisadas 
após a adição do complemento. O ensaio é concluído com a adição 
de diacetato de fluoresceína e brometo de etídeo para procedimentos 
de detecção da fluorescência ou com eosina e formalina ou azul de 
tripano e ácido etilenodiaminotetracético (EDTA, ethylenediaminete- 
traacetic acid) para métodos de visualização do corante. As reações são 
lidas quanto à porcentagem de lise e classificadas numericamente. 


Bandejas de soros para tipagem de HLA 


Os reagentes de tipagem de HLA derivam-se dos soros de indivíduos 
aloimunizados (mulheres multíparas, receptores de transplante, pa- 
cientes submetidos a múltiplas transfusões e imunização programada 
de seres humanos). Placas dotadas de múltiplos poços de aloantisso- 
ros humanos (1. e., bandejas para tipagem de HLA) estão disponíveis 
no mercado. Em virtude da complexidade antigênica dos antígenos 
HLA, é recomendável o uso de vários antissoros para definir cada es- 
pecificidade. A maioria dos laboratórios utiliza bandejas de, no mini- 
mo, dois fornecedores diferentes ou talvez faça uso de aloantissoros 
de origem local. Como muitos aloantissoros, na verdade, não são mo- 
noespecíficos e podem exibir certa reatividade cruzada, a reatividade 
de cada antissoro deve ser completamente testada e conhecida pelo 
indivíduo responsável pela interpretação dos resultados. Isso requer 
um controle de qualidade rigoroso de cada novo lote de bandejas de 
tipagem com células de referência bem caracterizadas. Como o título 
e a especificidade do anticorpo formado por algum indivíduo sensibi- 
lizado podem não permanecer constantes com o passar do tempo, os 
suprimentos de antissoros são limitados. Na tentativa de criar um su- 
primento consistente e ilimitado de reagentes, algumas empresas têm 
produzido anticorpos monoclonais. Esses reagentes monoclonais não 
estão disponíveis para todas as especificidades do antígeno HLA. 


Reatividade cruzada 

Os aloantissoros de HLA podem reagir com mais de um produto 
alélico dessa molécula. Esse fenômeno pode resultar da poliespecifi- 
cidade dos antissoros e/ou de reatividade cruzada, sendo responsável 
pelos complexos padrões de reatividade de alguns aloantissoros. Os 
soros poliespecíficos contêm dois ou mais anticorpos anti-HLA -espe- 
cíficos, que podem ser adsorvidos até remover um único anticorpo 
com pouco efeito sobre a reatividade do(s) outro(s). Os antissoros re- 
ativos cruzados contêm, muito frequentemente, um único anticorpo 
que reage com algum determinante antigênico compartilhado entre 
vários produtos alélicos diferentes de HLA (i. e., CREG ou amplos 
determinantes, conforme discussão prévia) (Rodey, 1994). As reações 
cruzadas ocorrem com maior frequência entre produtos alélicos codi- 
ficados pelo mesmo locus, mas também podem ocorrer entre aqueles 
codificados por diferentes locus (p. ex., A2 + B17). 


Detecção celular de moléculas de classe || 


A resposta de uma única célula na cultura tecidual aos aloantígenos 
na superfície de uma segunda célula recebe o nome de cultura mista 
de leucócitos ou reação mista de linfócitos (Hartzman, 1971). A MLC 
é considerada como uma medida in vitro de disparidade da classe II 
entre indivíduos que reconhecem os determinantes encontrados nas 
moléculas de classe II, conhecidos coletivamente como HLA-D. A 
resposta das células T torna-se unidirecional, evitando a replicação 
das células de um dos dois indivíduos por meio do tratamento des- 
sas células com radiação ou mitomicina-C antes da adição à cultura. 
A MLC representa uma resposta aditiva de uma célula responsiva às 
diferenças nos múltiplos determinantes das moléculas HLA de classe 
II (DR, DQ e DP) codificadas pelos haplótipos da célula estimuladora 
irradiada. À resposta às moléculas DR parece predominar. 

O uso da MLC em laboratórios clínicos para determinar a histo- 
compatibilidade declinou por causa das limitações inerentes à técnica. 
A MLC pode ser influenciada pela saúde do paciente, pelo tipo de do- 
ença e pelo histórico de transfusão prévia (Mickelson, 1996). Por essas 
razões, a análise da MLC foi substituída pelos métodos mais precisos 
de tipagem à base de DNA. Atualmente, em alguns centros de trans- 
plante, a MLC é usada para identificar receptores de aloenxerto renal 
com hiporreatividade específica às moléculas HLA do doador após 
transplante como uma diretriz para redução gradativa da imunossu- 
pressão (Reinsmoen, 1993). 

A análise de diluição limitante para definir a frequência de precur- 
sores de linfócitos citotóxicos (CTLp, cytotoxic T lymphocytes precur- 
sors) ou linfócitos T auxiliares (HTLp, helper T lymphocytes precursors) 
do doador é utilizada para predizer o grau de alorreconhecimento no 
transplante de células progenitoras hematopoéticas (Madrigal, 1997). 
As correlações dessas frequências com subsequentes eventos, como a 
extensão da DEVH, ainda são controversas. 


Transplante de tecido/órgão 


A sobrevida de órgão maciço e de enxertos de células progenito- 
ras hematopoéticas a longo prazo representa um dos maiores desa- 
fios na medicina. O transplante de rim constitui a terapia de escolha 
para a maioria dos pacientes com doença renal em estágio terminal. 
Os transplantes de células progenitoras hematopoéticas, coração, pul- 
mão, fígado e pâncreas estão ganhando ampla aceitação como pro- 
cedimentos terapêuticos com resultados bem-sucedidos. O principal 
obstáculo ao transplante de órgão maciço e de células progenitoras 
hematopoéticas está na rejeição imunologicamente mediada ao teci- 
do estranho. Portanto, o êxito da aplicação de aloenxerto depende da 
possibilidade de frear a reação imune, o que pode ser alcançado por: 
(1) histocompatibilidade entre o doador e o receptor; (2) terapia imu- 
nossupressora do receptor (ver Tab. 47.3 em busca de uma lista de 
imunossupressores comuns e abordagens laboratoriais utilizadas para 
monitorizá-los) (Suthanthiran, 1996); e, (3) finalmente, obtenção de 
irresponsividade específica ao(s) aloantigeno(s) do doador (i. e., tole- 
rância) (Remuzzi, 1995). 


Base genética do transplante 


A base genética do transplante foi determinada pela primeira vez em 
1916 como resultado de experimentos de transplante de tumores em 
camundongos e, subsequentemente, foi estendida para transplantes 
de tecido normal (Snell, 1981). Foi demonstrado que enxertos de pele 
de cepas consanguíneas homozigotas em locus de histocompatibili- 
dade (i. e., enxertos singênicos) eram bem-sucedidos, mas enxertos 
entre duas cepas consanguíneas diferentes (aloenxertos) eram rejeita- 
dos. Além disso, aloenxertos transplantados de cepa consanguínea do 
pai ou da mãe (duas cópias dos mesmos genes MHC; homozigotos) 
para híbridos (F1) da primeira geração (uma única cópia de cada um 
dos dois conjuntos diferentes de genes MHC oriundos de dois pais 
homozigotos) sobreviviam em todos os animais; por outro lado, en- 
xertos transplantados de progênie híbrida Fl para o pai ou a mãe (in- 
compatibilidade de um dos dois haplótipos) não sobreviviam. Essas 
observações estabeleceram as leis do transplante. Em 1948, os fatores 
ou genes que determinam o destino de aloenxertos receberam o nome 
de histocompatibilidade ou genes H. No mesmo ano, o locus de histo- 
compatibilidade principal no camundongo, H-2, foi definido por Go- 
rer (Snell, 1981). Existem outros antígenos de histocompatibilidade 
ou H, que são denominados mHags. Apesar de serem chamados antí- 
genos de histocompatibilidade menor, a incompatibilidade desses an- 
tígenos pode gerar efeitos relevantes (Goulmy, 1997; Dupont, 1998). 

Como já existiam provas convincentes em modelos animais expe- 
rimentais de que as moléculas codificadas pelo MHC representam a 
principal barreira genética à aplicação bem-sucedida de aloenxerto, 
a tipagem do HLA foi utilizada em seres humanos para determinar 
e otimizar a compatibilidade entre o doador e o receptor do enxerto. 


Em princípio, a influência dos antígenos HLA sobre a sobrevida do 
enxerto foi investigada por meio da aplicação de enxerto de pele não 
vascularizada entre membros de família. Como acontecem em estudos 
com camundongos consanguineos, os enxertos de pele entre irmãos 
HLA-idênticos sobreviviam por um tempo significativamente maior 
do que aqueles feitos entre irmãos, progenitores ou doadores não apa- 
rentados compatíveis para um dos dois haplótipos. Essas observações 
foram estendidas para transplante renal durante o final dos anos 1960 
e início dos anos 1970. Os dados mais recentes do Estudo Colabo- 
rativo Internacional de Transplante (CTS, Collaborative Transplant 
Study) em Heidelberg e da Rede Unida de Compartilhamento de Or- 
gãos (UNOS, United Network for Organ Sharing Registry) nos Esta- 
dos Unidos (analisados na Universidade da Califórnia, Los Angeles 
[UCLA, University of California, Los Angeles]) confirmam o MHC 
como a principal barreira genética ao transplante de enxertos renais 
(Cecka, 1999; Opelz, 1999) (Fig. 47.8; em busca de atualizações, con- 
sultar os sites listados na Tab. 47.1). Os dados em relação a transplan- 
te de células progenitoras hematopoéticas também reafirmam o papel 
desempenhado pela molécula do MHC em desfechos de transplante, 
mensurados pela sobrevivência do paciente e pela ocorrência de DE- 
VH (Hansen, 1999) (Fig. 47.9). 


Teste de histocompatibilidade 
Compatibilidade HLA 


Embora o nível de compatibilidade da molécula HLA seja um ele- 
mento importante nos resultados de transplantes, a histocompatibi- 
lidade tem significados diferentes em diferentes quadros, e as estra- 
tégias de compatibilidade variam. Os critérios diferem com variáveis 
que incluem o tipo de enxerto (p. ex., órgão vascularizado maciço 
versus célula progenitora hematopoética), a doença (p. ex., leucemia 
mielógena crônica versus anemia aplásica), a idade do paciente e o 
protocolo clínico (p. ex., sangue de medula versus sangue de cordão 
umbilical; depleção de células T da medula versus depleção de outras 
células, que não as T) (ver Cap. 37). 

A compatibilidade costuma incluir a avaliação de, no mínimo, três 
locus, HLA-A, HLA-B e HLA-DR. Indivíduos compatíveis, indepen- 
dentemente da resolução, para todos os três locus são denominados 
compatíveis 6/6 ou incompatíveis 0. Incompatíveis zero (um termo 
utilizado em transplante de órgão maciço) também podem se referir 
aos pares de doador/receptor, em que não há diferenças detectáveis 
de HLA entre doador e receptor — ou seja, em que o doador é homo- 
zigoto para os alelos em um ou mais dos locus (p. ex., doador homo- 
zigoto: A*0101; B*0801; DRB1*0301; receptor heterozigoto: A*0101, 
A*0301; B*0801, B*0702; DRB1*0301, DRBI*1501). Os indivíduos 
compatíveis para quatro de seis alelos ou antígenos recebem o nome 
de compatíveis 4/6. Podem surgir diferenças aparentes no nível de 
compatibilidade por causa da metodologia de tipagem utilizada para 


Tabela 47.3 Agentes terapêuticos, mecanismo de ação e métodos de monitorização 


Medicamento Mecanismo(s) de ação 


Azatioprina 


Glicocorticoides 
de células-T e a imunidade dependente de células-T 
Ciclosporina 
de ativação das células T 
FK506 (também conhecido 
como tacrolimo) 
Micofenolato de mofetila 


de ativação das células T 


das células Te B 
Sirolimo (também 


antígeno 


Antagonista de purina; interrompe a proliferação celular 
Interrompe a transcrição gênica de citocinas; inibe a proliferação 
Inibe a expressão de proteínas reguladoras nucleares e os genes 
Inibe a expressão de proteínas reguladoras nucleares e os genes 
Inibe a biossintese de purina, suprimindo com isso a proliferação 


Inibe a síntese de DNA e proteína, interrompendo a proliferação 
conhecida como rapamicina) de células T; inibe a proliferação de células B controlada por 


Métodos de monitorização 


Exames laboratoriais de rotina, estudos farmacocinéticos, estudos 
farmacodinâmicos 


Exames laboratoriais de rotina, estudos farmacocinéticos 


Exames laboratoriais de rotina, estudos farmacocinéticos, estudos 
farmacodinâmicos 


Exames laboratoriais de rotina, estudos farmacocinéticos 


Exames laboratoriais de rotina, estudos farmacocinéticos, estudos 
farmacodinâmicos 
Exames laboratoriais de rotina, estudos farmacocinéticos, estudos 
farmacodinâmicos 


* Os exames laboratoriais de rotina incluem mensuração de ureia/creatinina sérica, hemograma completo, enzimas hepáticas etc. Os estudos farmacocinéticos envolvem a mensuração dos 
níveis de vale e o cálculo da área sob a curva. O estudo farmacodinâmico refere-se à mensuração do efeito biológico do medicamento em seu alvo de ação. 


Fonte: adaptada de: Massey D, King A, Riley R: Renal Allograft Dysfunction in Kidney Transplant. American Society for Clinical Pathology, Clinical Chemistry Check Sample 2003; 43:19-38. 
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1014 determinar os tipos de HLA (p. ex., tipagem sorológica versus tipagem 


à base do DNA). As nomenclaturas obtidas por sorologia e tipagem 
do DNA, embora relacionadas, podem diferir. A definição de compa- 
tível também pode variar, dependendo da resolução da tipagem. Um 
paciente e um doador podem parecer compatíveis em nível sorológico 
(p. ex., receptor: A2, A26; doador: A2, A26); no entanto, o par pode 
ser incompatível em nível alélico para a molécula HLA (p. ex., recep- 
tor: A*0201, A*2601; doador: A*0205, A*6601). 

A compatibilidade de moléculas HLA clássicas no nível do alelo po- 
de otimizar os resultados para todos os enxertos (tanto de órgãos vas- 
culares quanto de células progenitoras hematopoéticas) (Petersdorf, 
1998; Opelz, 1999). Contudo, em virtude do número extremamente 
grande de alelos HLA, é difícil a compatibilidade em nível alélico. Por- 
tanto, o nível de compatibilidade que garante um bom resultado para 
o maior número de pacientes de todas as populações étnicas deve ser 
levado em consideração. 

Após transplante de células progenitoras hematopoéticas, os deter- 
minantes subtípicos ou as diferenças alélicas desencadeiam respostas 
importantes de células-T citotóxicas, induzindo à rejeição do enxerto 
e ao desenvolvimento de DEVH. De fato, estudos demonstraram que 
a compatibilidade em alta resolução para alelos de classe I e de classe II 
do doador e do receptor pode melhorar os resultados após transplante 
de medula de indivíduos não aparentados. Dados recentes sugerem 
que múltiplos alelos incompatíveis são prejudiciais aos resultados dos 
transplantes; no entanto, o impacto de alelos incompatíveis isolados 
e de locus específicos ainda não foi definido (Petersdorf, 1998; Sasa- 
zuki, 1998; Hansen, 1999). Apenas uma minoria de pacientes à espera 
de transplante receberá enxertos de doadores totalmente compatíveis 
em nível alélico (Hurley, 2000b). Para conferir a todos os pacientes o 
benefício de transplantes capazes de lhes salvar a vida, a identificação 
de alelos incompatíveis bem tolerados faria com que a seleção de doa- 
dores incompatíveis fosse priorizada, de acordo com o risco biológico 
de indivíduos HLA-incompatíveis específicos. 

A compatibilidade ideal para enxertos de órgão maciço pode diferir 
dos requisitos de compatibilidade para transplante de células progeni- 
toras hematopoéticas. Dados recentes sugerem que tanto os locus de 
HLA compatíveis quanto o nível de resolução do teste de HLA contri- 
buem para os resultados do enxerto renal (Opelz, 1999). Atualmen- 
te, a UNOS facilita o compartilhamento de rins de cadáver com base 
nas especificidades subtípicas. Como indivíduos compatíveis subtípi- 
cos raramente são identificados, foi sugerido que as moléculas HLA 
de classe I sejam compatíveis para os determinantes mais amplos de 
CREG. O CREG pode definir os determinantes imunodominantes re- 
conhecidos na resposta imune humoral. Rodey (1994) revelou que 80 
a 90% dos aloanticorpos anti-HLA formados por receptores de rim 
após transplante são direcionados contra os determinantes de CREG. 
Os determinantes de CREG são compartilhados entre diferentes mo- 
léculas HLA de classe I e, em contraste com especificidades subtípicas, 
possuem distribuição semelhante entre grupos populacionais étnicos. 
Raras especificidades subtípicas são incluídas dentro do CREG. Como 
o número de CREGs é menor que o número de especificidades sub- 
típicas, a probabilidade de indivíduo CREG-compatível é maior do 
que para indivíduo HLA-compatível de classe I em nível subtípico ou 
alélico. Por esse motivo, a distribuição de órgãos com base na com- 
patibilidade de CREG deve resultar em uma probabilidade mais alta 
de enxertos compatíveis distribuídos equitativamente a receptores de 
todas as populações étnicas. A compatibilidade de CREG para a dis- 
tribuição de rins foi caracterizada como uma opção falha em termos 
imunológicos, e seu efeito positivo observado em prolongar a sobre- 
vida do enxerto e reduzir as necessidades de imunossupressores foi 
atribuído totalmente ao efeito de compatibilidade da molécula HLA 
(Egfjord, 2003). Outros citam um papel positivo para a compatibi- 
lidade de CREG em reduzir a sensibilização ao HLA entre a minoria 
dos receptores de transplantes renais (Crowe, 2003). 

Outras estratégias concentram-se na compatibilidade de fragmen- 
tos biologicamente relevantes das moléculas de MHC (p. ex., compa- 
tibilidade de epítopos) (Suciu-Foca, 1998; Harris, 1999). Até pouco 
tempo, acreditava-se que o reconhecimento direto de aloantígenos 
era a principal via de respostas de rejeição de enxerto. Contudo, estu- 
dos sugerem que a resposta indireta desempenha um papel significa- 
tivo na rejeição de enxerto, pelo menos dos enxertos de órgão maciço 


(Sayegh, 1996). Se a via indireta for ativada, os epítopos peptídicos 
gerados por degradação proteolítica da molécula HLA, e não essa mo- 
lécula em si, seriam o estímulo imunogênico. Nesse caso, estratégias 
inovadoras podem ser traçadas para definir as incompatibilidades 
permitidas com base no reconhecimento dos fragmentos peptídicos. 
Por exemplo, pode ser uma estratégia verificar se as moléculas HLA 
de doador incompatível seriam detectadas como imunogênicas no re- 
ceptor (1. e., se as moléculas HLA do receptor se ligariam e apresenta- 
riam esses epítopos). Teoricamente, é possível identificar sequências 
estranhas de peptídeos das moléculas HLA não apresentadas por mo- 
léculas HLA específicas do receptor e, assim, definir as incompatibili- 
dades permitidas para determinadas moléculas HLA. 

A complexidade inerente na interpretação dos resultados de tipa- 
gem de HLA e na seleção de doador torna crítico o envolvimento de 
algum especialista no teste de histocompatibilidade. Os especialistas 
em tipagem de HLA conhecerão os pontos fortes e fracos de cada mé- 
todo de tipagem, bem como a frequência de alelos e haplótipos na 
população — informações importantes tanto na busca como na seleção 
de doador adequado. 


Detecção de anticorpo anti-HLA-específico no soro 
do receptor 

Os pacientes podem ser sensibilizados a moléculas HLA estranhas 
específicas por meio de transfusão, gravidez ou transplantes prévios. 
A avaliação da compatibilidade entre o receptor e o possível doador 
inclui o teste para essa sensibilização. O soro do receptor é testado 
antes do transplante em um painel (linfócitos ou moléculas HLA so- 
lúveis imobilizadas) de perfil HLA conhecido para mensurar o painel 
de reatividade de anticorpos (PRA, panel reactive antibody). No mo- 
mento do transplante, o soro do receptor é testado com os linfócitos 
do prospectivo (futuro) doador para identificar reatividade específica 
ao doador potencial na prova cruzada doador-específica. Embora as 
técnicas utilizadas para detectar a ligação do anticorpo possam diferir 
entre os laboratórios, a finalidade continua sendo a obtenção de per- 
fil dos fatores de risco imunológicos de receptor na lista de espera, o 
que ajudará a equipe médica na tomada de decisões antes e depois do 
transplante. A ligação de anticorpo no soro atual do receptor aos lin- 
fócitos T do doador é uma contraindicação ao transplante renal. 


Triagem sorológica (PRA) 

A caracterização completa do perfil humoral em pacientes que se 
encontram na lista de espera de transplante ajuda na interpretação da 
prova cruzada doador-específica antes do transplante. Os objetivos da 
triagem do PRA são: 

1. identificar o nível de pré-sensibilização do paciente a antígenos 
HLA. Um paciente com PRA acima de 60% (i. e., o soro do pa- 
ciente reage às especificidades encontradas em, no mínimo, 60% 
do painel) tem uma probabilidade reduzida de prova cruzada 
doador-específica negativa e, assim, de receber um transplante de 
indivíduo não aparentado; 

2. identificar a especificidade dos anticorpos anti-HLA para predi- 
zer o(s) antígeno(s) HLA a ser(em) evitado(s) durante a seleção 
de doadores; 

3. identificar os pacientes com anticorpos irrelevantes (p. ex., au- 
toanticorpos IgM), para que técnicas convenientes possam ser 
selecionadas a fim de evitar leituras falso-positivas no momento 
da prova cruzada doador-específica. 

A caracterização de anticorpo anti-HLA-específico presente no soro 
do receptor requer a realização de teste em painel selecionado de espe- 
cificidades HLA bem-definidas. Os linfócitos ou o antígeno solúvel de 
um número suficiente de indivíduos devem ser incluídos no painel de 
triagem para garantir que todos, com exceção do anticorpo mais raro 
direcionado contra a molécula HLA, sejam detectados. Na medida do 
possível, o painel de triagem deve permanecer o mesmo, para que os 
resultados sejam comparáveis com o passar do tempo. Os receptores de 
transplante renal frequentemente formam anticorpos contra os CREGs, 
e não contra as especificidades subtípicas (Rodey, 1994, 1997); nesse ca- 
so, as análises do painel de reatividade devem considerar a identificação 
do CREG, bem como das especificidades subtípicas. A identificação de 
especificidades do anticorpo em pacientes que estão na lista de espera 
de transplante ajuda na pré-seleção de doador potencial para quem o 


receptor terá uma prova cruzada final negativa. Os programas compu- 
tadorizados auxiliam nessa seleção (Claas, 1999; Duquesnoy, 1999). 

A frequência da triagem e a seleção dos ensaios utilizados para o 
procedimento de triagem são decisões tomadas com base no perfil 
imunológico de cada receptor. O emprego reduzido de transfusões 
sanguíneas tem abolido a necessidade de triagem mensal de amostras 
séricas em todos os pacientes (site da ASHI; Tab. 47.1). A presença de 
anticorpos anti-HLA específicos de classe I e de classe II é detectada 
por teste sorológico em painel de linfócitos (p. ex.; por meio de en- 
saios de citotoxicidade direta dependente de complemento ou cito- 
toxicidade acentuada por antiglobulina) ou painel de moléculas HLA 
solúveis imobilizadas em placas (i. e., ensaio imunoabsorvente ligado 
à enzima [ELISA, enzyme linked immunosorbent assay|) ou em grânu- 
los (1. e., citometria de fluxo). Os ensaios estão descritos em detalhes 
no manual da ASHI (2001). Uma vantagem da análise de antígenos 
solúveis em fase sólida é que ela pode ser planejada para detectar ape- 
nas IgG, anticorpos anti-HLA específicos de classe 1. 

As amostras séricas de receptores potenciais devem ser armazena- 
das a —70°C e protegidas do dióxido de carbono e de evaporação. As 
amostras séricas caracterizadas armazenadas serão utilizadas na prova 
cruzada doador-específica para avaliar a compatibilidade com o pros- 
pectivo (futuro) doador. 


Prova cruzada doador-específica 

As provas cruzadas de linfócitos avaliam a presença de anticorpos, se 
aplicáveis, no soro do receptor potencial que reagem com os linfócitos 
do doador específico. Na prova cruzada, o linfócito constitui a célula- 
alvo de escolha, pois expressa altos níveis de moléculas HLA, além de ser 
fácil de isolar. Esse teste provavelmente representa a contribuição mais 
importante do laboratório de tipagem tecidual (HLA) ao transplante re- 
nal clínico. A finalidade da prova cruzada é evitar a rejeição hiperaguda 
e detectar anticorpos que identificam fatores de risco imunológicos em 
pacientes que se encontram na lista de espera de transplante. A ocorrên- 
cia de rejeição hiperaguda está significativamente correlacionada com 
uma prova cruzada positiva por citotoxicidade dependente de comple- 
mento (CDC, complement-dependent cytotoxicity) direta entre os linfó- 
citos T do doador e o soro do receptor no momento do transplante. A 
reatividade do soro válido atual do receptor aos linfócitos T do doador é 
uma contraindicação ao transplante renal de enxerto. A detecção de an- 
ticorpos reativos do doador em amostras séricas não atuais do receptor 
não é uma contraindicação, mas pode representar um risco de perda do 
enxerto, além de rejeição hiperaguda imediata (Cardella, 1982; Geddes, 
1999). Uma prova cruzada doador-específica também é utilizada para 
predizer falhas no enxerto de células progenitoras hematopoéticas em 
alguns centros de transplante (Hansen, 1997a). 

Os requisitos e os métodos para a realização de prova cruzada do- 
ador-específica são relatados nos padrões da ASHI (Tab. 47.1) e no 
manual de procedimento dessa sociedade (2001). As técnicas aceitá- 
veis até o momento incluem a CDC modificada de Amos, a CDC por 
tempo de incubação estendido, a CDC acentuada por antiglobulina e 
a citometria de fluxo. 


Técnicas de detecção de anticorpos 


Diferentes laboratórios podem utilizar diferentes combinações de 
ensaios para detecção de anticorpos. O nível detectado de sensibiliza- 
ção varia com o ensaio. A especificidade detectada de anticorpos varia 
com a célula-alvo. 


Citotoxicidade dependente de complemento direta 

A CDC direta inclui todos os ensaios que utilizam a adição de com- 
plemento para detectar a ligação direta de anticorpo aos linfócitos. 
A fixação de complemento pelos complexos antígeno-anticorpo na 
superfície celular resulta em morte da célula ou citotoxicidade. Os 
métodos de CDC compreendem a técnica básica (sem etapa de lava- 
gem antes da adição do complemento), a técnica modificada de Amos 
(etapa de lavagem adicionada antes da adição do complemento) e as 
técnicas por tempo de incubação estendido. A etapa de lavagem re- 
move o soro, que pode conter substâncias capazes de impedir a ativa- 
ção do complemento. As vantagens das técnicas de CDC direta são a 
reprodutibilidade e a excelente correlação com a incidência de rejei- 
ção hiperaguda. 


Técnicas indiretas de prova cruzada 

As técnicas indiretas incluem a citotoxicidade acentuada por anti- 
globulina (AHG, antiglobulin-augmented cytotoxicity) e a citometria de 
fluxo. Ambas as técnicas utilizam reagente específico para imunoglo- 
bulina humana com o objetivo de aumentar a detecção de anticorpo 
direcionado contra a molécula HLA. As técnicas indiretas detectam a 
presença de anticorpos específicos para CREGs que, frequentemente, 
passam despercebidos nos ensaios de CDC direta. As vantagens do en- 
saio de citometria de fluxo envolvem a diferenciação da subclasse da 
imunoglobulina ligada à célula (IgG versus IgM) e a caracterização da 
célula-alvo ligada ao aloanticorpo (linfócito T versus linfócito B versus 
monócito). 


Autoanticorpos 

Não se sabe se a presença de autoanticorpos circulantes no receptor é 
deletéria. Assim, é recomendável a realização de autoprova cruzada, de 
preferência quando o paciente for inserido na lista de espera de trans- 
plante. Na presença de autoanticorpos, os soros utilizados para prova 
cruzada do doador devem ser submetidos à remoção de autorreativida- 
de. Os autoanticorpos são principalmente IgM, enquanto os anticorpos 
anti-HLA-específicos são basicamente IgG (Barger, 1989). Inativação 
térmica a 63 + 1°C ou redução com os agentes químicos ditioeritritol 
(DTE) ou ditiotreitol (DTT) de quaisquer anticorpos IgM potenciais 
são métodos utilizados para diferenciar entre os anticorpos IgM e IgG 
nas amostras séricas. Se a amostra sérica inativada por calor ou tratada 
com DTT for negativa, ainda que a amostra não tratada seja positiva, a 
maioria dos centros prosseguirá com o transplante. No entanto, a redu- 
ção com DTT ou a inativação com calor deve ser utilizada com cuidado, 
pois nem todos os anticorpos anti-HLA-específicos são IgG e pelo fato 
de que ambos os procedimentos, se não adequadamente controlados, 
podem remover a atividade da IgG e da IgM. 


Anticorpos das células-B 

Uma prova cruzada utilizando linfócitos B do doador (prova cruza- 
da com células B) pode ser realizada em pacientes sensibilizados em 
alguns centros de transplante. O resultado positivo em prova cruzada 
doador-específica para células B não é contraindicação ao transplante. 
O significado clínico não foi determinado, mas o resultado positivo 
do teste pode ser um fator de risco, particularmente em pacientes sub- 
metidos a transplante prévio. Os anticorpos detectados em uma prova 
cruzada com células B podem ser (1) anticorpos anti-HLA-DR, -DQ 
de classe II, (2) anticorpos anti-HLA-A, -B, -C específicos fracos (as 
células B apresentam uma densidade mais alta de moléculas de classe 
I e são mais sensíveis a ensaios dependentes do complemento do que 
as células T) e/ou (3) anticorpos não HLA específicos (p. ex., auto- 
anticorpos). Para interpretar uma prova cruzada positiva para células 
B, pode ser necessário adsorver os soros do receptor com plaquetas 
antes de realizar a prova cruzada do doador. As plaquetas expressam 
as moléculas de classe I, mas não as de classe II. As duas técnicas mais 
comumente utilizadas de prova cruzada para células B são os ensaios 
de CDC e citometria de fluxo. 


Seleção de amostras de soro do receptor 
para prova cruzada do doador 


Em pacientes sem sensibilização detectável (i. e. , PRA de 0%), a 
amostra sérica mais recente disponível pode ser utilizada para a prova 
cruzada doador-específica. Se o paciente exibir anticorpos preexisten- 
tes ou tiver tido algum evento sensibilizante recente, é recomendável 
a coleta de amostra sérica atual (i. e., dentro de 48 horas do transplan- 
te). Em receptores sensibilizados, amostras representativas, incluindo 
a amostra sérica mais reativa ou de “pico”, são testadas na maioria 
dos centros de transplante, pois uma amostra não atual positiva do 
doador pode ser considerada um fator de risco, particularmente no 
paciente que rejeitou um enxerto primário no início do período pós- 
transplante (Mahoney, 1996). 


Transplante renal 


A prática atual é selecionar doadores para receptores que são ABO- 
compatíveis, apresentam resultados negativos na prova cruzada doa- 
dor-específica para células T com soros adequados do receptor e exi- 
bem a melhor compatibilidade HLA disponível. A descoberta original 
de que enxertos renais entre irmãos HLA-idênticos sobrevivem por 


1015 








1016 tempo significativamente maior do que enxertos transplantados entre 100 
irmãos ou combinações de progenitor-irmão HLA-incompatíveis foi 
consistentemente confirmada. A Figura 47.8 exibe uma análise recente 


da sobrevida de aloenxertos renais em um período de 5 anos, prove- 
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mortos (cadáveres) sobrevivem significativamente mais e quase o 
mesmo tanto que enxertos adquiridos de irmãos HLA-idênticos (Fig. 


niente do registro do CTS internacional entre três categorias de do- 90 

adores: (1) irmão HLA-idêntico, sobrevida de 84%; (2) doador vivo 

familiar compatível para um dos dois haplótipos, sobrevida de 73%; = — 

(3) todos mortos (cadáveres), sobrevida de 66%. O impacto da com- D 80 

patibilidade do sistema MHC em transplante de familiares vivos é cla- ê 

ramente constatado, comparando-se as categorias 1 e 2. Resultados se- 5 

melhantes são observados no banco de dados da UNOS (Cecka, 1999). E 
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47.8); dessa forma, a UNOS obriga o compartilhamento de rins 0 MM. 
A sobrevida do enxerto em pacientes após os primeiros transplantes 
renais diminui de forma gradativa, pois o número de incompatíveis 
aumenta de 0 MM para 6 MM (Cecka, 1999; Opelz, 1999). Contudo, 
para garantir o compartilhamento equitativo de órgãos a todos os re- 
ceptores, inclusive aqueles com haplótipos HLA raros, novos algorit- 
mos para priorizar receptores na lista de espera vêm sendo adotados 
por programas de compartilhamento de órgãos (Opelz, 1999). Os da- 
dos mais recentes sobre desfechos em relação à sobrevida tanto do en- 
xerto quanto do paciente podem ser acessados pelo site do CTS (www. 
ctstransplant.org). 

A compatibilidade do enxerto inicial não só aumenta o tempo de 
sobrevida para esse enxerto, mas também diminui a probabilidade de 
sensibilização do receptor e facilita o novo transplante. O acúmulo de 
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significativo em muitos centros médicos, pois os pacientes esperam 
por longos períodos de tempo e podem apresentar problemas clínicos 
de difícil tratamento (Sanfilippo, 1992). 


Transplante de outros órgãos 


A sobrevida de enxertos de coração, fígado, pulmão e pâncreas é boa, 
com taxa entre 58 e 67% dos primeiros enxertos em 5 anos. Os doado- 
res não costumam ser compatíveis quanto ao tipo de HLA, mas uma 
prova cruzada do doador antes do transplante não é realizada com 
rotina. As triagens de anticorpo sérico são recomendadas para identi- 
ficar o estado de sensibilização como um fator de risco imunológico 
para o receptor. Se possível, os receptores de enxerto e os doadores 
mortos (cadáveres) de enxertos vascularizados não renais devem ser 


Figura 47.9 Probabilidade de doença aguda do enxerto versus 
hospedeiro (DEVH) de graus II-IV em transplantes de medula 
de doadores irmãos HLA-idênticos (genótipo HLA compatível) 
e familiares haploidênticos variavelmente compatíveis para 

as moléculas HLA-A, -B ou DR/Dw (HLA incompatível: 3 
locus, 2 locus, 1 locus ou O focus). A compatibilidade entre 

as moléculas HLA-A, -B, e -DR foi definida por sorologia, 
enquanto a compatibilidade para HLA-Dw foi determinada 
por MLC ou por tipagem dos alelos HLA-DRB1 com sondas 
de oligonucleotideos sequéncia-especificas. Todos os pa- 
cientes receberam medula não modificada (sem depleção de 
células-T) após regime condicionante que incluía irradiação 
corporal total. Para profilaxia da DEVH, foram administradas 
a ciclosporina e o metotrexato. (Com permissão de Hansen JA, 
Yamamoto K, Petersdorf E, et al: The role of HLA matching in 
hematopoietic cell transplantation. Rev Immunogenet 1999; 
1:359, copyright O 1999 Munksgaard International Publishers 
Ltd, Copenhagen, Denmark.) 
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submetidos à tipagem de HLA para possibilitar análises retrospecti- 
vas. Dados recentes do CTS internacional não revelam qualquer efeito 
exercido pela compatibilidade da molécula HLA sobre os resultados 
de transplante de fígado; entretanto, os dados do CTS demonstram 
um impacto significativo da compatibilidade entre as moléculas de 
HLA-A, -B e -DR sobre os resultados dos primeiros transplantes de 
coração (Opelz, 1999). O período aceitável para preservação do ór- 
gão durante a fase de isquemia fria pode limitar a extensão da possível 
compatibilidade HLA em transplante do coração. 


Transplante alogênico de células progenitoras 
hematopoéticas 


O transplante alogênico de células progenitoras hematopoéticas é 
realizado em casos de processos malignos e distúrbios hematológicos, 
falência da medula óssea, certos distúrbios metabólicos hereditários 
como doenças de armazenamento lipídico e síndrome de imunodefi- 
ciência congênita. Do ponto de vista da histocompatibilidade, o me- 
lhor doador é a própria pessoa (transplante autogênico) se o processo 
maligno não for um que envolva a medula óssea ou se a doença não 
for genética, ou um gêmeo idêntico (transplante singênico). As células 
progenitoras de algum doador irmão HLA-idêntico constituem uma 
fonte frequente. Em geral, essas células do doador serão geneticamen- 
te idênticas ao paciente em toda a região do sistema MHC. O uso de 
doador irmão também aumenta a probabilidade de genes não HLA 
passíveis de afetar o sucesso do transplante e pouco definidos (i. e., 
genes de histocompatibilidade menor) serem compatíveis (Goulmy, 
1997). Membros de família haploidênticos também podem ser esco- 
lhidos como doadores (Aversa, 1998), embora exista maior risco de 
DEVH grave decorrente de doadores HLA incompatíveis. Com base 
nos dados do International Bone Marrow Transplant Registry (IB- 
MTR) (Tab. 47.1; www.ibmtr.org), mais de 16.000 transplantes alo- 
gênicos de medula óssea foram realizados de 1996 a 1997; 75% utiliza- 
ram doadores aparentados. 

A maioria dos pacientes (-70%) não possui um irmão HLA-com- 
patível e pode ser considerada para transplante com células de doador 
HLA-compatível não aparentado. Para facilitar a busca por doador com- 
patível, foram desenvolvidos registros internacionais de doadores não 
aparentados ao redor do mundo (Hansen, 1996). O NMDP nos Estados 
Unidos é um tipo de registro e contém mais de 3,9 milhões de doadores 
HLA-tipados, tornando-se o maior registro de doadores não aparenta- 
dos no mundo (Perkins, 1994; ver Tab. 47.1; www.marrow.org). 

Os enxertos de células progenitoras hematopoéticas estão entre 
os procedimentos clínicos mais difíceis por várias razões (Madrigal, 
1997; Hansen, 1997a). Em primeiro lugar, no momento do transplan- 
te, os receptores encontram-se quase totalmente imunodeficientes, 
quer por causa de deficiência hereditária (imunodeficiência combina- 
da grave [SCID, severe combined immunodeficiency|) ou por conta de 
condicionamento pré-transplante (quimioterapia citotóxica e irradia- 
ção). O condicionamento é necessário para eliminar as células malig- 
nas e evitar a rejeição das células progenitoras do doador pelo sistema 
imune do receptor, infundidas vários dias após o condicionamento. 
A quantidade de pré-tratamento citotóxico é alta o suficiente a ponto 
de eliminar os leucócitos circulantes, quase remover as plaquetas, e 
abolir a produção de novos eritrócitos. Com isso, o receptor torna-se 
profundamente suscetível a todos os tipos de infecção e, com certeza, 
morreria se não fosse resgatado por cuidados médicos excepcionais e 
pelas células progenitoras transfundidas. 

O segundo risco está no potencial de ataque imunológico do receptor 
pelas células progenitoras alogênicas transplantadas, resultando em DE- 
VH. Além de apresentar várias formas, essa doença pode ser fatal. Ape- 
sar das dificuldades, diversos centros de transplante têm obtido sucesso 
excepcional. Relatos recentes de instituições isoladas e do IBMTR suge- 
rem sobrevida livre de leucemia de 40 a 60% em 5 anos após transplante 
de células progenitoras hematopoéticas não aparentadas de pacientes 
com leucemia mielógena crônica em fase crônica (Tab. 47.1, www.ib- 
mtr.org) (Hansen, 1998). A sobrevida de pacientes com anemia aplásica 
grave transplantados com células de doadores não aparentados varia de 
30 a 50% em 5 anos, dependendo da idade do paciente (ver Tab. 47.1, 
NMDP em www.marrow.org e www.ibmtr.org), e taxas de sobrevida de 
quase 90% foram relatadas em alguns centros (Deeg, 1998). 


Além da medula como fonte de células progenitoras hematopoéticas, 
a coleta de células progenitoras hematopoéticas do sangue periférico 
mobilizado com fator de crescimento (Anderlini, 1997) ou de células 
progenitoras do sangue do cordão umbilical (Cairo, 1997) aumenta a 
disponibilidade de doadores não aparentados. Novas abordagens para 
imunossupressão, incluindo protocolos de condicionamento menos 
agressivos (p. ex. minitransplantes”) (Storb, 1999), podem ampliar a 
viabilidade de transplante de células progenitoras como procedimento 
terapêutico em pacientes atualmente excluídos pela idade ou por dis- 
função orgânica. O transplante de células progenitoras hematopoéticas 
também pode ser utilizado para gerar respostas imunes direcionadas 
às células malignas. A recidiva de doença após o transplante é superior 
em pacientes submetidos a enxerto HLA-compatível, sugerindo que 
certo grau de incompatibilidade possa ser benéfico para estimular uma 
resposta imune contra as células tumorais (Beatty, 1993). À medida 
que os problemas em torno desse procedimento mais dificil forem su- 
perados, o transplante de células progenitoras hematopoéticas pode se 
tornar um dos métodos mais amplamente utilizados para o tratamento 
de uma série de doenças (ver Cap. 38). 


Tipagem do HLA para transplante 
de células progenitoras 


Muitos fatores, incluindo a histocompatibilidade, influenciam os 
resultados do transplante de células progenitoras hematopoéticas 
(Madrigal, 1997). A avaliação diagnóstica pré-transplante inclui tipa- 
gem das moléculas HLA-A, -B e -DR de todos os membros familiares 
disponíveis mais próximos para identificar algum doador compatível 
aparentado e estabelecer a herança de haplótipos. A tipagem à base do 
DNA para genes de classe II tornou-se padrão, enquanto a tipagem à 
base do DNA para genes de classe I foi implementada em muitos cen- 
tros. À tipagem da família estendida, a tipagem em nivel alélico (i. e., 
em alta resolução) de locus HLA específicos de classe I e de classe II, a 
tipagem de outros locus dentro do MHC (repetições curtas em tandem 
ou locus do complemento) ou o uso de outros testes (p. ex., prova cru- 
zada; mensurações de precursores de células-T citotóxicas) para medir 
a compatibilidade também podem ser adequados (Hurley, 1999). 

O nível de resolução necessário para tipagem da molécula HLA di- 
fere para transplante de células progenitoras hematopoéticas e trans- 
plante renal. É provável que a tipagem HLA de resolução mais alta seja 
necessária para equiparar doador e receptor em transplante de células 
progenitoras do que em transplante renal, pois o primeiro transplante 
mencionado envolve a transferência de todo o sistema imune ao pa- 
ciente. As pesquisas atuais concentram-se na definição dos locus que 
devem ser considerados na seleção do doador, no nível de resolução 
que deve ser utilizado para compatibilidade, e no efeito cumulativo 
de múltiplos indivíduos incompatíveis. O nível de compatibilidade 
requerido pode variar para cada doença ou protocolo. Evidências su- 
gerem que a compatibilidade entre doador e receptor não aparentados 
para os alelos HLA-A, -B, -DRBI esteja relacionada com melhores re- 
sultados. O impacto da compatibilidade em outros locus HLA (p. ex., 
HLA-Ce HLA-DQ) está sob avaliação. Incompatibilidades isoladas po- 
dem ser toleradas; no entanto, incompatibilidades múltiplas parecem 
exercer um impacto negativo sobre o resultado (Petersdorf, 1995b, 
1998; Hansen, 1997a; Madrigal, 1997; Sasazuki, 1998). Além disso, o 
efeito positivo da histocompatibilidade sobre os resultados deve ser 
equilibrado pelo impacto positivo do transplante no início do curso 
da doença. Os dados obtidos do IBMTR e do NMDP revelam que a 
sobrevida após a realização de transplante sofra declínio à medida que 
a doença avança (dados obtidos nos sites listados na Tab. 47.1). 


Resumo 


As moléculas HLA de classe I e de classe II codificadas dentro do 
complexo principal de histocompatibilidade desempenham um pa- 
pel significativo na especificidade e na natureza das respostas imu- 
nes. O extenso polimorfismo dessas moléculas produz a diversidade 
necessária para garantir a sobrevida em um ambiente de patógenos 
hostis e adaptativos. Infelizmente, essa capacidade do sistema imune 
em distinguir self (antígenos próprios”) e non-self ( antígenos não 
próprios”) estende-se para o reconhecimento de moléculas HLA 
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estranhas após transplante de tecido. A definição e a caracterização de 
alelos e moléculas HLA são combinadas com protocolos clínicos pa- 
ra maximizar a compatibilidade e minimizar o impacto exercido pela 
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Introdução 
Revisão da sequência de DNA 
codificadora do complexo principal 
de histocompatibilidade humano 
Genes na região não HLA ou região de classe Ill 
Genes do fator de necrose tumoral e da 
linfotoxina & e B 
Genes da proteína do choque térmico 70 (HSP70) 
Genes C2, C4e FB 
Tipagem de C2, C4 e FB 
Associação entre doenças e os genes C2, C4 e FB 
Haplótipos do complemento (complótipos) 


Haplótipos estendidos 


Associações entre MHC e doenças 
Hemocromatose hereditária e gene HFE 
Hiperplasia suprarrenal congênita por deficiência 
de 21-hidroxilase 


PONTOS-CHAVE 
e A região genômica correspondente ao complexo 


principal de histocompatibilidade (MHC, main 
histocompatibility complex) contém vários genes com funções 
imunorrelacionadas. 


e A recente identificação de vários genes junto ao MHC ampliou as 
possibilidades de definição das bases genéticas da imunidade. 


e É provável que o agrupamento de genes imunorrelacionados na 
região do MHC não seja uma mera coincidência, e sim o resultado 
de forças evolutivas unindo genes com funções semelhantes. 


e O MHC está associado a mais doenças do que qualquer outra 
região no genoma humano. 


e Associações não aleatórias de estiramentos fixos do DNA do MHC 
complicam o estudo dos genes determinantes da suscetibilidade, 
mas também proporcionam meios para sua identificação. 


e Existem métodos para detectar as associações ou ligações existentes 
entre os polimorfismos encontrados no MHC e as doenças. 


e Embora as proteínas de classes | e Il codificadas sejam 
diferenciadas por meio das similaridades estruturais e funcionais 
compartilhadas pelos membros de cada classe, as moléculas de 
classe II] somente podem ser definidas como não | e não Il, porque 
seus genes e os respectivos produtos não apresentam características 
comuns nem são reconhecidos pelas células T. 


e Apesar dos convincentes estudos genéticos mostrando a importância 
da região de classe Ill tanto na saúde como na doença, nenhum gene 
responsável pela doença e também nenhum mecanismo patológico 
são conhecidos para muitas das condições associadas. 


e Quase metade dos genes junto à região do MHC de classe III atua 
no sistema imune inato, incluindo membros da cascata de fixação 
do complemento (C4, C2 e fator B [FB]) e da família do fator de 
necrose tumoral (TNF, tumor necrosis factor). 


e A deficiência do segundo componente do sistema complemento 
foi descrita somente em caucasianos, entre os quais representa o 
estado mais comum de deficiência de proteínas do complemento. 


e A deficiência completa de C4 é uma condição extremamente rara. 
Os níveis de C4 no soro de pacientes portadores de alelos nulos 

de C4 são bastante variáveis e não podem ser utilizados de modo 
confiável para detectar indivíduos heterozigotos para deficiência 
completa em razão da falta de correlação entre os níveis de C4e o 
número de genes C4 expressos. 
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e Haplótipos estendidos são altamente característicos de um 
subgrupo étnico e apresentam frequências menores ou até mesmo 
não ocorrem em nenhum dos outros grupos étnicos. 

e É essencial conhecer a distribuição étnica de um alelo de MHC 
associado à doença, a fim de avaliar se nos pacientes a expressão 
desse alelo está aumentada em relação aquela observada em 
populações controle etnicamente pareadas, e se de fato trata-se de 
um marcador verdadeiro da distribuição étnica da doença. 

* Um dos principais problemas com as associações que envolvem 
genes do MHC é a sua penetrância incompleta. Essa característica 
dificulta bastante e, às vezes, impossibilita os estudos sobre ligação e 
segregação formal comum. 


Introdução 


A compreensão do papel exercido pelo MHC na resposta imune e 
na patogênese de doenças requer a definição de polimorfismos exis- 
tentes nas regiões das classes I e II, bem como dos genes situados na 
região central do MHC, por vezes denominada região não HLA ou 
região da classe III. É preciso destacar desde o início que existem regi- 
ões no DNA onde as recombinações ocorrem com frequência maior 
do que a esperada (i. e., no intervalo HLA-DR a HLA-DP). É particu- 
larmente importante o fato de haver constelações de DNA, ou DNA 
fixo, em que as recombinações são eventos raros. As duas constelações 
principais são a do complemento, localizada na região central, e a do 
HLA-DR e DQ, situada na região de classe II. Além disso, a análise dos 
haplótipos do MHC em diversas populações permitiu a identificação 
de uma proporção considerável de indivíduos que apresentam hapló- 
tipos específicos de grupos étnicos que parecem ser idênticos quanto 
ao intervalo HLA-B a HLA-DR e DQ. Esses haplótipos, conhecidos 
como haplótipos estendidos, devem ser considerados como unida- 
des genéticas fixas que, aliadas às variantes do MHC neles ausentes, 
podem ajudar a compreender as respostas imunológicas e a associa- 
ção às doenças. As variantes dos genes codificadores das classes I e II 
são detalhadas no Capítulo 47. No presente capítulo, são discutidos 
os genes não HLA, haplótipos estendidos, associações com doenças e 
métodos para detecção da associação existente entre as doenças e os 
marcadores genéticos. 
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complexo principal de histocompatibilidade 
humano 


Não surpreende o fato de a conclusão do sequenciamento do seg- 
mento de DNA correspondente ao MHC ter precedido a conclu- 
são do sequenciamento de todo o genoma humano em quase quatro 
anos (MHC Sequencing Consortium, 1999). A pressa em completar o 
sequenciamento do MHC vinha da necessidade de compreender a bio- 
logia e a genética do MHC murino (H-2) e das regiões codificadoras 
do antígeno leucocitário humano (HLA, human leucocyte antigen). Tais 
conhecimentos foram obtidos inicialmente por meio de experimentos 
realizados em camundongos endógamos e de tipagem sorológica (revi- 
sados por Klein, 1986). Embora o MHC tenha sido descoberto há mais 
de 50 anos, sua natureza somente foi compreendida ao longo das duas 
últimas décadas, com o advento da clonagem de DNA e a descoberta da 
estrutura das moléculas de classes I e II (Bjorkman, 1987; Brown, 1993). 

O MHC, cujos genes estão localizados no braço curto do cromosso- 
mo 6, abrange cerca de 4 Mb e contém em torno de 200 loci identifi- 
cados. É, sem dúvida, a região mais geneticamente densa do genoma 
humano sequenciada até o momento (revisado por Beck, 2000). Essa 
região também codifica as moléculas de classes I e II, que são as pro- 
teínas humanas mais polimórficas, algumas das quais possuindo mais 
de 500 variantes alélicas já identificadas (Marsh, 2004). Mais de 40% 
dos loci totalmente expressos na região do MHC foram associados a 
funções imunorrelacionadas. Esse agrupamento de genes imunorre- 
lacionados na região do MHC talvez não seja mera coincidência, mas 
sim o resultado da ação de forças evolutivas que uniram os genes com 
funções semelhantes. 

Tradicionalmente, a região do MHC é dividida em três sub-regiões, 
desde o telômero até o centrômero: HLA de classe I, não HLA de clas- 
se III e HLA de classe II. As funções dos genes codificadores do HLA 
de classes I e II foram expostas detalhadamente no capítulo anterior. 
Aqui, o foco será na abordagem da região do MHC de classe III e, em 
seguida, serão retomados os genes do HLA de classes I e II quando as 
associações com doenças forem discutidas. 


Genes na região nao HLA ou região de classe III 


O MHC humano de classe III, ou região do MHC central, está loca- 
lizado entre as regiões de classes I e II e constitui a região de maior 
densidade de genes em todo o genoma humano. Especificamente, 
a região do MHC de classe III contém cerca de 60 genes em uma 
sequência de = 700 kb, sendo que o tamanho médio dos genes é = 8,5 
kb (Xie, 2003). Em comparação, o genoma humano inteiro contém 
em média menos de 11 genes/Mb e o tamanho médio dos genes varia 
de 27 a 45 Mb (Lander, 2001; Heilig, 2003). Embora as proteínas de 
classes I e II codificadas sejam diferenciadas por meio das similarida- 
des estruturais e funcionais compartilhadas pelos membros de cada 
classe, as moléculas de classe III somente podem ser definidas como 
não I e não II, pois seus genes e respectivos produtos não apresen- 
tam características em comum nem são reconhecidos pelas células 


T. A região correspondente à classe III foi inteiramente analisada por 
eletroforese em gel de campo pulsado e por clonagem, utilizando cro- 
mossomo de levedura artificial e vetores cosmídeos (Dunham, 1987; 
Sargent, 1989; Spies, 1989; Kendall, 1990; Ragoussis, 1991; Xie, 2003). 
A Figura 48.1 mostra um mapa genético dessa região. 

Apesar dos convincentes estudos genéticos mostrando a importância 
da região de classe III, tanto na saúde como na doença, nenhum gene 
responsável pela doença e também nenhum mecanismo patológico é 
conhecido para muitas das condições associadas. Uma razão para isso 
é o conhecimento incompleto das funções de quase 50% dos genes 
localizados na região do MHC de classe III. Recentemente, empregou- 
se um sistema di-híbrido de leveduras de alto rendimento com o intui- 
to de analisar a função de 27 proteínas intracelulares codificadas por 
genes situados na região do MHC de classe III (Lehner, 2004). O siste- 
ma di-híbrido de leveduras de alto rendimento é um método que con- 
siste na identificação in vivo da interação proteina-proteina por meio 
da reconstituição da atividade de um ativador de transcrição (Fields, 
1989). Esse método se baseia nas propriedades da proteína GAL4, que 
é constituída por domínios separáveis responsáveis pela ligação ao 
DNA e ativação transcricional (Fields, 1989). Plasmídeos codificadores 
de duas proteínas híbridas — uma proteína constituída pelo domínio de 
ligação de DNA da GAL4 fundido a uma proteína X, e outra proteína 
formada pelo dominio de ativação da GAL4 fundido a uma proteína 
Y — sao construídos e introduzidos em uma levedura. Assim, uma inte- 
ração putativa entre as proteínas X e Y levaria à ativação transcricional 
de um gene reporter contendo um sítio de ligação para GAL4 (Chien, 
1991). Notavelmente, esse estudo revelou que cerca de 1/3 das protei- 
nas analisadas que eram codificadas por genes da região do MHC de 
classe III provavelmente atuavam no processamento do mRNA. Isso 
sugere, mais uma vez, o agrupamento de genes funcionalmente relacio- 
nados nessa região do genoma humano. Especificamente, quatro das 
proteínas codificadas na região do MHC de classe III (LSM2, UAP56, 
DOM3z e SKIV2L) são ortólogas às proteínas da levedura envolvidas 
no processamento de mRNA, enquanto outras cinco proteínas (BAT2, 
STK19, CLIC1, PBX2 e BATS) interagem com as proteínas previamen- 
te implicadas no processamento do RNA. Constatou-se que três pro- 
teínas (STK19, PBX2 e NELF-E ou RDBP) interagem com as proteínas 
envolvidas na regulação transcricional. 

A região mais próxima aos genes codificadores de classe II contém 
vários genes, entre os quais o NOTCH-4, que integra a família de pro- 
teínas sinalizadoras NOTCH. Várias tentativas foram feitas para esta- 
belecer uma associação entre essas proteínas e a esquizofrenia (Skol, 
2003; Wassink, 2003) e a alopécia areata ( Tazi-Ahnini, 2003). O gene 
TNXB codifica a tenascina-X, uma grande proteína da matriz extra- 
celular expressa em tecidos conjuntivos. Mutações afetando o gene 
TNXB podem causar a síndrome de Ehlers-Danlos (Burch, 1997). 
Recentemente, polimorfismos de TNXB também foram associados a 
esquizofrenia (Wei, 2004). Próximo ao NOTCH-4 está o RAGE (gene 
que codifica o receptor de produtos finais da glicosilação avançada), 
integrante da superfamília das imunoglobulinas (IgSF). As mutações 
em ambos os genes RAGE murinos são importantes na pesquisa sobre 
o choque séptico (Liliensiek, 2004). 
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Figura 48.1 Mapa genético da região de classe Ill do complexo principal de histocompatibilidade. São ilustrados 58 genes em ordem, porém fora da escala, desde o 
centrômero até o telômero. Os genes que representam “loci imunológicos” são assinalados por retângulos azuis. 


Conforme dito, quase metade dos genes localizados na região do 
MHC de classe III atua no sistema imune inato, incluindo os genes de 
componentes da cascata de fixação do complemento (C4, C2 e FB) e da 
família do TNF, que são discutidos mais detalhadamente adiante, neste 
capítulo. Três outros membros das IgSF também estão localizados na 
região do MHC de classe III: o gene 1C7 e os genes menos caracteri- 
zados G6f e G6b. O gene 1C7, localizado entre LSTI e LTB, codifica a 
proteína NKp30, que é responsável pelo desencadeamento da atividade 
das células NK (Pende, 1999) e está especificamente envolvida na ação 
destrutiva das células dendríticas (Ferlazzo, 2002). O gene NFKBILI 
(análogo do inibidor do NF-IB) também está localizado nessa região 
(Albertella, 1994). Recentemente, a proteína NFKBIL1 tem sido alvo 
de muito interesse, depois que um polimorfismo de nucleotídeo único 
(SNP, single nucleotide polymorphism) na região promotora de seu 
gene foi associado a artrite reumatoide (Okamoto, 2003). É provável 
que outros genes imunorrelacionados (p. ex., membros da família LY6, 
LST1 e AIF1) atuem no controle imunoinflamatório (Holzinger, 1995; 
Utans, 1995; Ribas, 1999). Por fim, os genes codificadores da enzima 
microssomal esteroide P450 21-hidrolase (CYP21) e três membros da 
principal família de proteínas do choque térmico 70 também estão con- 
tidos na região do MHC de classe III e serão discutidos posteriormente. 


Genes do fator de necrose tumoral 
e da linfotoxina o. e B 


O TNF e as linfotoxinas o (LTa) e B (LTB) são poderosas citocinas 
imunomoduladoras produzidas em resposta a estímulos inflamató- 
rios. As proteínas TNF e LTo são, cada qual, codificadas por genes 
distintos (TNF e LTA) e compartilham cerca de 34% da identidade 
de aminoácidos (Carroll, 1987). O TNF e a LTa são mantidos como 
moléculas de superfície celular ou liberados pelas células. A LTo fica 
retida na superfície celular, por meio de uma região transmembrana. 
O TNF de superfície não resulta da presença de uma região transmem- 
brana, e sim de uma associação com a LTB (Browning, 1993). Esta, 
codificada pelo gene LTB, apresenta 21 e 24% de identidade de ami- 
noácidos com o TNF e a LTQ, respectivamente. 

Até o momento, foram identificados diversos polimorfismos envol- 
vendo o promotor do TNF, localizados nos nucleotídeos —1.030, 
—862, —856, —574, —375, —307, —243, —237 e +70, em relação ao sítio 
de inicio da transcrição (Wilson, 1992; Brinkman, 1994; D'Alfonso, 
1994; Hamann, 1995; Zimmerman, 1996; Higuchi, 1998; Uglialoro, 
1998). As endonucleases EcoRI e Ncol revelaram a existência de 
padrões polimórficos junto ao gene LTA (Partanen, 1988; Messer, 
1991). O sitio polimérfico para a enzima EcoRI esta situado no éxon 
4, enquanto o sitio para Ncol foi mapeado no primeiro intron do gene 
LTA. Sequéncias de DNA consistindo de microssatélites ou repetições 
TC/GA ou AC/GT de comprimentos variáveis junto à região corres- 
pondente ao gene TNF foram identificadas por sequenciamento em 
gel de poliacrilamida (Nedospasov, 1991). Existem cinco microssaté- 
lites: os TNFa e TNFb estão localizados a 3,5 kb teloméricos do gene 
LTA, e foram identificados 7 e 13 alelos, respectivamente, para TNFa 
e TNFb. O microssatélite TNFc está dentro do intron 1 do gene LTA e 
possui 2 alelos. Os microssatélites TNFd e TNFe, também localizados 
no íntron 1, possuem 7 e 3 alelos, respectivamente (Jongeneel, 1991). 

Ao longo da década passada, os loci TNF foram centro de grande 
atenção no que se refere à relevância dos polimorfismos apresenta- 
dos por seu promotor na suscetibilidade a várias doenças autoimunes 
e infecciosas. Esse trabalho continua sendo controverso no âmbito 
genético e também, mais significativamente, no que se refere à rele- 
vância funcional. Conforme demonstrado recentemente para alguns 
dos SNPs no promotor do TNF, essas variações genéticas podem ser 
marcadores étnico-específicos de outros fatores associados e ainda 
não identificados, que exercem impacto sobre a resposta imune do 
hospedeiro no desenvolvimento de doenças autoimunes e na susce- 
tibilidade ou resistência a doenças infecciosas em uma dada popula- 
ção (Delgado, 2002). Os polimorfismos na região promotora do TNF 
foram correlacionados, em estudos populacionais de larga escala, 
com: malária cerebral (McGuire, 1994), artrite reumatoide (Criswell, 
2004), doença cardíaca coronária (Nicaud, 2002), diabetes de tipo 2 
(Heijmans, 2002; Kubaszek, 2003), doença de Alzheimer (McCusker, 
2001), espondilite anquilosante (McGarry, 1999), mortalidade no 


choque séptico (Mira, 1999) e leishmaniose mucocutânea (Cabrera, 
1995). Os microssatélites de TNF d3 e d4 foram observados mais fre- 
quentemente em duas populações distintas que apresentavam agra- 
nulocitose induzida por clozapina (Turbay, 1997). Outros micros- 
satélites de TNF foram associados à artrite reumatoide (Mu, 1999) 
e ao lúpus eritematoso sistêmico (Sturfelt, 1996). Com relação aos 
polimorfismos em LTA, análises em larga escala estabeleceram uma 
ligação entre os SNPs nas regiões promotora e codificadora do gene 
LTA e o infarto do miocárdio (Ozaki, 2002, 2004). 


Genes da proteína do choque térmico 70 (HSP70) 


As proteínas do estresse, ou proteínas do choque térmico (HSP, heat 
shock proteins), são expressas em reposta à atuação de uma variedade 
de estímulos de estresse sobre as células. Essa resposta foi observada em 
todas as espécies já avaliadas até o momento. A família de proteínas do 
estresse cujo tamanho é 70 kDa é caracterizada por uma sequência de 
aminoácidos de alta identidade, que está presente desde nos eucariontes 
primitivos até nos seres humanos. Vários estudos identificaram os loci 
da proteína do choque térmico 70 (HSP70) nos cromossomos 6, 14 e 21, 
bem como em pelo menos 1 cromossomo autossômico diferente (Hunt, 
1985; Sargent, 1989). Três genes codificadores dos membros da família 
HSP70 estão localizados em posição telomérica ao locus C2 (HSPAIL, 
HSPAIA e HSPAIB, anteriormente conhecidos como HSP70-Hom, 
HSP70-1 e HSP70-2, respectivamente). 

A análise da sequência dos genes HSPA1A e HSPAIB revelou que eles 
não possuem introns e codificam um produto proteico idêntico cons- 
tituído por 641 aminoácidos. O gene HSPAIL, que também não possui 
introns e codifica a proteína de 641 aminoácidos, apresenta uma sequên- 
cia com 90% de identidade em relação ao HSPAIA (Milner, 1990). Em 
razão do alto grau de similaridade de sequências existente entre as regi- 
ões codificadoras dos vários genes HSP70, as sondas de DNA corres- 
pondentes às regiões codificadoras tendem a apresentar hibridização 
cruzada. Contudo, as diferenças sequenciais existentes entre as regiões 
5 e 3’ não traduzidas são suficientes para desenvolver iniciadores e 
sondas de oligonucleotídeos que possibilitem realizar a amplificação e 
hibridização dos três genes de maneira específica (Milner, 1992). 

Foram detectadas 3 substituições de nucleotídeos na extremidade 5’ 
flanqueadora e em regiões não traduzidas de HSPAIA: uma transver- 
são A-C na posição —110, uma transição T-C na posição +120 e uma 
transversão G-C na posição +190. Variações nas posições —110 e +120 
influenciam a mobilidade na eletroforese em gel de poliacrilamida. Três 
formas alélicas foram identificadas: HSPAIA A (lenta), B (rápida) e C 
(intermediária). Sondas de oligonucleotídeos que contêm as variações 
de sequência nas posições —110 e +120 também permitem detectar esses 
3 alelos após a amplificação específica do gene HSPAIA por PCR. 

No gene HSPAIB, uma transição G-A na posição 1.267 resulta na 
perda de um sítio de restrição Pst 1. A hibridização do DNA digerido 
de Pst 1 com uma sonda de HSP70 produz um fragmento polimórf- 
co de DNA com comprimento de 8,5 kb ou 9 kb. Recentemente, foi 
identificada uma transição C-T na posição —179 do HSPAIB (Temple, 
2004). No gene HSPAIL, ocorre uma transição T—C na posição 2.437, 
junto ao sítio de restrição de Ncol, com formação de dois fragmentos 
alélicos de 1,5 kb e 0,5 kb. 

Ultimamente, o grupo do gene HPS70 tem chamado atenção graças 
a um estudo que associou ambos os loci, HSPAIL e HLA-B*5701, a 
hipersensibilidade ao fármaco antirretroviral abacavir (Martin, 2004). 
Outros polimorfismos envolvendo os genes HSP70 foram correlacio- 
nados a resposta de citocinas no trauma (Schroder, 2003), doença de 
Parkinson (Wu, 2004) e risco de agranulocitose induzida por clozapi- 
na em judeus de Ashkenazi (Corzo, 1995). 


Genes C2, C4e FB 


Os genes C2, C4 e FB codificam proteinas que exercem um papel 
importante na ativação do sistema complemento e, portanto, são com- 
ponentes essenciais da imunidade inata e também da adaptativa. As pro- 
teinas C2, C4 e FB são codificadas em uma região de 120 kb do DNA 
genômico, a cerca de 300 kb do gene HLA-DR e a 600 kb do gene HLA-B 
(Carroll, 1984). C2 e FB apresentam identidade considerável em termos 
de sequência de aminoácidos, além de compartilharem diversas carac- 
terísticas físico-químicas e funcionais. Isso sugere que ambos os genes 
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surgem a partir de uma duplicação em tandem de um gene ancestral 
análogo ao gene FB. Ambas são serina proteases (integrantes da família 
SERPIN de proteínas plasmáticas) e mediam a clivagem de C3 duran- 
te a ativação de suas respectivas vias do complemento. Por outro lado, 
C4 apresenta correlação estrutural e funcional com C3 e C5. Além disso, 
como contém um tioéster interno altamente reativo, também está rela- 
cionado à &,-macroglobulina, que é um inibidor de C3 e de proteases. 


Tipagem de C2, C4 e FB 


As proteínas C2, C4 e FB, codificadas na região do MHC de classe III, 
apresentam variações estruturais hereditárias que podem ser estudadas 
utilizando-se técnicas para detecção de diferenças de carga líquida de 
superficie devidas a diferenças de aminoácidos. São empregados dois 
métodos para separar essas proteínas: (1) eletroforese de alta voltagem 
em gel de agarose, que detecta variações de mobilidade produzidas 
pelas diferenças de carga observadas entre as proteínas em um dado pH; 
e (2) focalização isoelétrica em géis de poliacrilamida de camada delga- 
da, que revelam suas diferenças em termos de pontos isoelétricos. As 
proteínas podem ser visualizadas por imunofixação eletroforética (com 
base no uso da insolubilidade dos complexos antígeno-anticorpo) ou 
pela detecção de atividade hemolítica funcional em camadas sobrepos- 
tas de géis, em que eritrócitos de carneiro sensibilizados com anticorpo 
são combinados a um soro deficiente em complemento (Alper, 1983). 

No nível proteico, a focalização isoelétrica mostra que C2 apre- 
senta polimorfismos mínimos. Os alelos para C2 são C (comum) e, 
menos comumente, B (básico) que, por sua vez, apresenta três formas 
variantes básicas raras e quatro variantes ácidas (A) raras (Jahn, 1990). 
O sitio polimórfico para o alelo C2*B é transportado pelo fragmento 
C2a. A proteína C2 é geneticamente polimórfica em uma ampla varie- 
dade de grupos étnicos, embora C2*C corresponda aos genes C2 em 
mais de 90% dos casos, na maioria das populações (Alper, 1976; Meo, 
1977). Nas populações caucasianas e asiáticas, o alelo C2*B correspon- 
de aos genes C2 em 5 a 10% dos casos. Há ainda um alelo não expres- 
so (C2*QO), encontrado em 2% da população europeia caucasiana 
(Truedsson, 1993a). Para a tipagem de C2, as proteínas são isoladas 
por focalização isoelétrica em géis de poliacrilamida e visualizadas por 
hemólise C2-induzida em géis sobrepostos. O soro humano normal 
diluído pode substituir o soro deficiente em C2 como reagente, uma 
vez que C2 é o fator limitante na via clássica do complemento. 

Existem dois loci distintos — porém, intimamente relacionados — de 
genes codificadores da proteína C4 (C4A e C4B). É provável que esses 
loct resultem de uma duplicação em tandem de um gene codificador 
das duas formas de C4. A genética de C4 é extraordinariamente com- 
plexa, não só ao nível genético como também ao nivel proteico. Foi 
demonstrado que, em seres humanos, o número de genes C4 varia 
entre 2 a 6, podendo chegar a 8 genes em casos excepcionais (Chung, 
2002). Três quartos dos genes C4 carregam sequências endógenas de 
retrovírus que podem conferir proteção intrínseca contra infecções 
por retrovírus exógenos (Schneider, 2001). Dados recentes sugerem 
a existência de uma correlação negativa entre a presença de sequên- 
cias endógenas de retrovirus e os níveis de proteínas C4, bem como 
uma relação direta entre o número de genes e os níveis de proteína C4 
(Yang, 2003). 

Ao nível proteico, C4A e C4B diferem apenas em 4 resíduos de ami- 
noácidos na cadeia Œ, entre as posições 1.101 e 1.106. C4B é várias 
vezes hemoliticamente mais ativo que C4A. Este, contudo, é mais 
ativo do que C4B em termos de inibição da formação e dissolução 
de imunocomplexos. As variantes de C4A geralmente carregam deter- 
minantes antigênicos de Rodgers (um epítopo Val-Asp-Leu-Leu da 
cadeia C4A), enquanto as variantes de C4B carregam determinantes 
Chido (um epítopo Ala-Asp-Leu-Arg da cadeia œ de C4B). Existem 
extensos polimorfismos genéticos detectáveis nas proteínas C4A e 
C4B entre as populações, com mais de 35 variantes observadas por 
eletroforese em gel de agarose e por métodos de tipagem baseados em 
DNA (Awdeh, 1980; Sim, 1986; Schneider, 1996; Hui, 2004). Entre 
os alótipos C4A e C4B, os alelos mais comuns são C4A*3 e C4B*I1. 
C4A*4, C4A*2, C4B*2 e C4B*5 apresentam distribuição geral no 
mundo inteiro. C4A*6 também é observado em muitas populações, 
exceto em alguns grupos mongoloides. C4B*3 é identificado princi- 
palmente em grupos africanos e caucasianos. 


A tipagem de C4 requer o uso combinado de várias técnicas: (1) 
imunofixação eletroforética após tratamento com neuraminidase. 
Os padrões produzidos mostram a presença de três bandas de cada 
variante com certo grau de sobreposição entre algumas variantes. O 
tratamento adicional da amostra com carboxipeptidase reduz cada 
variante a uma única banda. (2) A detecção de C4A versus C4B pelo 
ensaio hemolítico funcional. Esse método distingue os padrões sobre- 
postos de C4A ou C4B, pois as variantes de C4B apresentam atividade 
hemolítica 5 a 10 vezes maior do que as variantes C4A. (3) Reatividade 
sorológica de Rodgers (C4A) ou Chido (C4B). O soro é incubado com 
anti-Rogers humano ou anti-Chido, humano para testar o grau de ini- 
bição da aglutinação utilizando-se eritrócitos positivos apropriados. 
Alternativamente, as variantes de C4 podem ser tipificadas para rea- 
tividade de Rogers ou Chido, por meio de immunoblotting. Existem 
duas maneiras de detectar alelos nulos de C4 heterozigotos. A eletrofo- 
rese de amostras contendo C4 nulo (C4A QO e C4B QO) revela ausên- 
cia das bandas em casos de homozigose. Para os casos de heterozigose, 
contudo, é necessário fazer a quantificação por inspeção visual, imu- 
noeletroforese cruzada ou varredura densitométrica dos padrões de 
imunofixação. Um método alternativo consiste em determinar a pre- 
sença e as proporções de cadeias & de C4A e C4B, após a análise dos 
imunoprecipitados por eletroforese em gel de poliacrilamida com sul- 
fato sódico de dodecila. Mais recentemente, para complementar a alo- 
tipagem inconclusiva de proteínas C4A e C4B, têm sido empregados 
métodos de tipagem baseados no DNA, incluindo a amplificação de 
iniciador de sequência específica (SSP, sequence-specific primer), aná- 
lise dos polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrição 
(RFLP, restriction fragment length polymorphisms) e sequenciamento 
direto do DNA (revisado por Schneider, 2003). 

O FB é sintetizado pelo gene FB. O FB humano é altamente poli- 
mórfico e, até o momento, foram identificados mais de 20 variantes, 
entre as quais diversas proteínas disfuncionais, proteínas presentes em 
baixas concentrações e alelos nulos. A tipagem do FB normalmente é 
realizada combinando-se a eletroforese em agarose e/ou focalização 
isoelétrica ao nível proteico, com a análise de PCR ao nível do DNA 
(Geserick, 1998). Empregando esses métodos, é possível identificar 
dois alelos bastante comuns (BF*F e BF*S), dois alelos menos comuns 
(BF*F1 e BF*S1) e uma gama de alelos raros. As variantes são nomea- 
das de acordo com a migração da fração decimal no gel eletroforético: 
BF F a BF Fl designam as variantes que apresentam migração mais 
rápida, enquanto BF Sa BF S1 são as designações atribuídas às varian- 
tes mais lentas. Nas populações caucasianas europeias, as frequências 
de BF*F e BF*S são iguais a 0,2 e 0,77, respectivamente, enquanto as 
frequências de BF*F1 e BF*S1 são ambas iguais a 0,01, e os alelos raros 
representam apenas 0,002. BF*S é mais comum em populações cauca- 
sianas, mongoloides e australoides, enquanto BF*F é mais frequente 
em populações negroides. BF*F1 é observado em grupos africanos e 
também em algumas populações caucasianas. 


Associação entre doenças 
e os genes C2, C4e FB 


A deficiéncia do segundo componente do sistema complemento foi 
relatada apenas em caucasianos, sendo o estado de deficiéncia protei- 
ca do complemento mais comum nessa população (Silverstein, 1960; 
Klemperer, 1966). Indivíduos que apresentam deficiência total de C2 
são homozigotos para alelos nulos de C2 (C2*QO para quantidade 
igual a zero). C2*QO resulta da deleção de um gene de 28 pb que gera 
uma frame shift e um códon de parada a 14 pb distalmente à extre- 
midade do éxon 6 (Johnson, 1992). Notavelmente, C2*Q0 apresenta 
uma frequência genética aproximada igual a 0,01 entre os caucasianos. 
Em raras ocasiões, a deficiência de C2 resulta de mutações de sentido 
incorreto (missense) que levam ao comprometimento da secreção de 
C2, denominada deficiência de C2 de tipo II (Wetsel, 1996). Embora 
a deficiência de C2 possa causar doença, a maioria dos pacientes per- 
manece assintomática. Até 25% dos indivíduos homozigotos para 
deficiência de C2 apresentam suscetibilidade aumentada a infecções 
bacterianas, em decorrência de uma suposta resposta de anticorpos 
anormal (Densen, 1991; Alper, 2003). Entre 20 a 40% dos casos de 
deficiência de C2 relatados apresentam doença similar ao lúpus sisté- 
mico (Truedsson, 1993b; Sullivan, 1994). 


Há uma elevada incidência de alelos nulos de C4 na população em 
geral. C44*Q0 e C4B*Q0 resultam de deleções genéticas, códons de 
parada prematuros e outras mutações que resultam em falha de trans- 
crição (Braun, 1990; Lokki, 1999). Trinta e cinco por cento dos indi- 
viduos de todas as raças não expressam um gene C4A ou C4B (i. e., 
possuem C4A*Q0 ou C4B*Q0), 8 a 10% possuem dois alelos nulos, 
e pouco menos de 1% dos indivíduos não expressam três alelos. Os 
haplótipos para a deficiência de C4 total (trans C4A*Q0 e C4B*Q0) são 
extremamente raros (Hauptmann, 1986). O alelo C4A*Q0, particu- 
larmente em indivíduos homozigotos ou com deficiência total de C4, 
foi associado ao lúpus eritematoso sistêmico ou discoide (Dunckley, 
1987; Nousari, 1999). É provável que essa suscetibilidade esteja rela- 
cionada ao manejo inadequado dos imunocomplexos (Fielder, 1983). 
Entre crianças homozigotas para C4B*Q0, a incidência de meningite 
bacteriana é 3,5 vezes maior (Colten, 1992). Os níveis séricos de C4 de 
pacientes que possuem alelos nulos de C4 é extremamente variável e 
não pode ser utilizado de maneira confiável na detecção de indivíduos 
heterozigotos para a deficiência completa, pois não há correlação entre 
os níveis de C4 e o número de genes C4 expressos (Truedsson, 1989). 

A inexistência de qualquer deficiência de FB homozigota identifica- 
da em seres humanos conduziu à ideia de que tal condição poderia ser 
letal durante o desenvolvimento embrionário. Com base nos padrões 
de herança e nos níveis séricos, alguns heterozigotos para FB*QO 
foram identificados como indivíduos com baixa quantidade de pro- 
dutos proteicos (Siemens, 1992). A variante FB F, quando comparada 
à variante FB S, foi associada a uma concentração proteica maior e a 
uma atividade hemolítica menor (Lokki, 1991). 


Haplótipos do complemento (complótipos) 


Os quatro genes localizados na região do complemento ocupam 
aproximadamente 120 kb do DNA genômico (Carroll, 1984). Os genes 
C2 e FB estão bem próximos entre si, estando separados por menos de 
2 kb. Contudo, FB e C4A estão separados por cerca de 30 kb, e C4A e 
C4B estão a uma distância aproximada de 10 kb um do outro. Os ale- 
los dos genes do complemento ocorrem como uma unidade ao nível 
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populacional e apresentam notável desequilíbrio de ligação (DL) nos 
haplótipos determinados por meio de estudos familiares. Isso significa 
que eles ocorrem juntos, como conjuntos localizados no mesmo cro- 
mossomo e mais frequentemente esperados a partir das frequências 
de seus alelos individuais, sem recombinações bem documentadas. 
Por isso, os haplótipos dos quatro loci de complemento foram deno- 
minados complótipos (originalmente complotypes, em inglês), como 
uma forma de abreviação para “haplótipos do complemento” (Alper, 
1983). Embora sua ordem, do telômero para o centrômero, seja C2, 
FB, C4A, C4B (Fig. 48.1), para maior clareza na utilização das varian- 
tes alélicas na designação dos complótipos, as posições de FB e C2 são 
transpostas. Dessa forma, FB*S, C2*C, C4A*QO, C4B*1 constitui um 
complótipo cuja forma abreviada é SC01. Há mais de uma dúzia de 
complótipos entre os caucasianos, com frequências aproximadas de 
0,01 ou mais (Tab. 48.1). Na maioria das populações, o complótipo 
SC31 é o mais comum. FC31 é comum em populações negroides, 
enquanto SC42 é comum entre mongoloides asiáticos. 


Haplótipos estendidos 


Com base nos estudos sobre distribuição dos complótipos em rela- 
ção às especificidades HLA-B e HLA-DR em haplótipos caucasianos 
normais, determinados por meio de estudos familiares, foi evidencia- 
da a existência de um impressionante DL envolvendo a região intei- 
ra. Seria fácil reconhecer os conjuntos de alelos HLA-B, complótipos e 
DR que apresentaram DL de três pontos estatisticamente significativo 
(Fig. 48.2) e definiram quais seriam considerados haplótipos estendi- 
dos (Awdeh, 1983). Foi criada uma nomenclatura estenográfica para 
os haplótipos estendidos, em que os nomes das variantes HLA-B, com- 
plótipos e HLA-DR são escritos entre colchetes. Assim, o haplótipo 
estendido mais comum entre os caucasianos é o [HLA-B8, SCOI, DR3). 
Os haplótipos estendidos são altamente característicos de um subgrupo 
étnico e apresentam frequências menores ou simplesmente não ocor- 
rem em todos os demais grupos étnicos (Alper, 1992; Fraser, 1990). 

Estudos iniciais definiram haplótipos estendidos como sendo o 
intervalo genômico entre HLA-B e -DR. Tornou-se evidente, então, 
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Figura 48.2 Distribuição de haplótipos dos complótipos (haplótipos de alelos do complemento) SCO7 (BF*S, C2*C, C4A*OO, C4B*1) e SC21 (BF*S, C2*C, C4A*2, C4B*7) 
em relação aos alelos HLA-B na ordenada, e aos alelos HLA-DR na abscissa. As alturas e larguras que representam cada especificidade HLA são proporcionais às frequências 
alélicas para as respectivas populações. Os agrupamentos representam o desequilíbrio de ligação e sinalizam os haplótipos estendidos (HLA-B76(38), SC21, DR4) em judeus 
Ashkenazi, (HLA-B8, SCO1, DR3) em ingleses e, em extensão bem menor, em judeus. (De Alper, CA; Awdeh, Z; Yunis, EJ: Conserved, extended MHC haplotypes. Exp Clin 


Immunogenet 1992; 9:5, fig. 4. Copyright S. Karger AG, Basel.) 
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Tabela 48.1 Complótipos comuns em cromossomos normais de 
populações caucasianas 


Complótipo Frequência (%) 


SC31 0,430 
SC01 0,127 
FC31 0,096 
SC30 0,053 
SC42 0,040 
SC61 0,034 
FC30 0,031 
FCOI 0,029 
SC02 0,029 
$C21 0,022 
SB42 0,019 
$C33 0,014 
SC2(1,2) 0,013 
SC32 0,011 


Os complótipos aparecem abreviadamente, em letras e números, com quatro alelos em 
ordem arbitrária: FB, C2, C4A e C4B. 


* O locus C4B é heteroduplicado. 


que outros alelos não caracterizados do MHC presentes no interva- 
lo provavelmente foram incluídos. Embora os alelos HLA-A tenham 
apresentado variação limitada em termos de haplótipos estendidos, 
somente metade desses haplótipos apresenta associações alélicas de 
HLA-A exclusivas e significativas (Alper, 1982). O locus HLA-Cw, 
sem dúvida, foi o último a ser caracterizado. Com base na distância 
genética e em dados prévios de tipagem incompleta de pares HLA-B/ 
Cw, evidenciou-se que haplótipos conservados também incluiriam a 
região genética do HLA-Cw. Assim, diferentes alelos HLA-Cw foram 
recentemente associados a haplótipos estendidos distintos (Tab. 48.2) 
(Clavijo, 1998). Além disso, microssatélites e vários sistemas de alelos 
TNF e HSP também foram estudados quanto aos haplótipos esten- 
didos (Tab. 48.3). Mais recentemente, alguns modelos foram cria- 
dos para descrever os tamanhos variáveis dos estiramentos de DNA 
conservado no MHC, utilizando as frequências conhecidas de quatro 
tipos distintos de pequenos blocos (< 0,2 Mb) de sequências de DNA 
relativamente conservadas: HLA-Cw/B; TNF; complótipo; e HLA- 
DR/DQ (Yunis, 2003). Empregando a identificação de alelos HLA e 
microssatélites de TNF, Yunis et al. (2003) demonstraram que alguns 


Tabela 48.2 Haplótipos estendidos de MHC comuns 


Haplótipo estendido Alelo HLA-Cw Etnia 

[HLA-B8, SCOT, DR3, DQ2] 0701 Norte da Europa 
[HLA-B7, SC31, DR2, DQ6] 0702 Norte da Europa 
[HLA-B44, FC31, DRZ, DQ2) 1601 Europa 
[HLA-B44, SC30, DR4, DQ7/8] 0501 Europa 
[HLA-B57, SC61, DR7, DQ2/3] 0602 Norte da Europa 
[HLA-B14, SC22, DR1, DQ1) 0802 Norte da Europa 
[HLA-B35, SC31, DR5, DQ3) 0401 Sul da Europa 
[HLA-B38, $C21, DR4, DQ8] 1203 Judeus Ashkenazi 
[HLA-B15, SC33, DR4, DQ8) 0304 Norte da Europa 
[HLA-B18, F1C30, DR3, DQ2) 0501 Bascos, Sardenha, Espanha 
[HLA-B18, $042, DR2]* 1203 Norte da Europa 
[HLA-B42, FC(1,90)0, DR3]' 1701 Africa 


Dados obtidos a partir dos cromossomos de uma população caucasoide normal oriunda 
de Boston. 


* Dados de pacientes com deficiência de C2 (Clavijo, 1998). 


' Dados referentes aos cromossomos de uma população de indivíduos negros normais, 
residentes em Boston (Clavijo, 1999). 


haplótipos estendidos se estenderam para os loci HLA-A e HLA-DPBI, 
os quais formam unidades genéticas fixas com, no mínimo, 3,2 Mb 
de DNA. Existem também fragmentos intermediários de haplótipos 
estendidos, que são, todavia, maiores do que qualquer um dos quatro 
blocos pequenos. Essa complexidade envolvendo a fixidez genética em 
vários níveis deve ser considerada nos estudos sobre associações com 
doenças genéticas, controle da resposta imune e diversidade humana. 

Os haplótipos estendidos, que correspondem a pelo menos 30% dos 
haplótipos caucasianos normais, possuem uma sequência de DNA e 
uma estrutura grosseira relativamente fixa, além de conterem alelos 
bastante semelhantes, senão idênticos, até mesmo quando são encon- 
trados em indivíduos aparentemente não relacionados. A frequência 
dos haplótipos estendidos é mais provavelmente subestimada, em vez 
de superestimada, visto que tais haplótipos devem ser determinados a 
partir de estudos familiares envolvendo milhares de casos de índices 
não relacionados. Recentemente, a sequência de referência do MHC 
(MHC Sequencing Consortium, 1999) foi utilizada como ponto de 
partida para numerosos estudos, em uma tentativa de determinar múl- 
tiplos haplótipos estendidos comuns e mais raros (Walsh, 2003; John, 
2004; Stewart, 2004). Esses estudos ajudarão a facilitar a identificação 


Tabela 48.3 Polimorfismos genéticos de TNF e HSP em relação a haplótipos estendidos comuns 


Complótipo HSP 
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Marcadores TNF 


-307 -856 -562 a b HLA-B HLA-Cw 
2 1 | 2 3 è 0701 
1 1 | 11 4 / 0702 
] 1 | 0 4 a4 1601 
1 1 | 6,7 95 44 0501 
1 1 | 2 5 37 0602 
1 1 | 5 5 35 0401 
1 1 2 2 1 14 0802 
1 2 | 10 4 36 1203 
1 1 2 2 | 62 0304 
1 2 1 10 4 18 1203 
1 1 | 1 5 18 0501 


O número ou as letras abaixo de cada coluna se referem a uma variante alélica em particular do complemento, proteína do choque térmico (HSP), microssatélite de fator de necrose tumoral 
(TNF) ou polimorfismos do promotor de TNF que estão associados às especificidades do HLA, como observado. Veja o texto para explicação. No caso da TNF-307, 1 e 2 representam 
as variantes -307/G e -307/A, respectivamente. O alelo TNF-856/C é identificado como 1, enquanto o alelo TNF-856/T é identificado como 2. O alelo TNF-862/C é identificado como 1, 


enquanto o alelo TNF-862/A é identificado como 2. 
Fonte: dados extraídos e modificados de Clavijo, 1998. 


de loci precisos de doenças e também a entender melhor certos even- 
tos, como recombinação e polimorfismo. Estudos que empregam 
técnicas de tipagem de espermatozoides de alta resolução sugeriram 
a presença de regiões de baixa recombinação junto ao MHC (Jeffreys, 
2001). Uma dessas regiões foi descrita como estando próxima ao gene 
LTA, em que foi observada uma taxa de recombinação inferior à espe- 
rada entre HLA-A e HLA-B (Cullen, 2002). Permanece desconheci- 
do o efeito dessas regiões de baixa recombinação sobre a associação 
com doenças. Além disso, foram questionados certos relatos recentes 
(baseados na análise de DLs aplicada aos dados de SNPs sem análi- 
se de heredograma) descrevendo a existência de blocos de sequências 
de DNA conservadas junto ao genoma humano que estariam separa- 
das por sítios de alta atividade recombinante (Jeffreys, 2001; Gabriel, 
2002). Esses relatos, identificando blocos de DNA conservado junto 
ao MHC, diferem dos estudos que empregaram análise de DL de 
haplótipos, definidos por estudos familiares (Dawkins, 1999; Yunis, 
2003). Aparentemente, a análise isolada de DLs empregando dados de 
SNP carece de poder para distinguir as variações individuais de tama- 
nho dos blocos de DNA, bem como da frequência de sua distribuição 
entre as populações. Sendo assim, os estudos de SNPs devem ser rea- 
lizados com indivíduos cujos blocos já tenham sido determinados por 
meio de estudos familiares, a fim de elucidar a relação existente entre 
a presença de blocos de tamanho pequeno e de tamanho grande. 


Associações entre MHC e doenças 


O MHC está associado a mais doenças do que qualquer outra região 
do genoma humano. Os conceitos sobre complótipos e haplótipos 
estendidos foram revisados de modo a permitir a compreensão da 
relevância da existência de uma literatura abundante sobre os marca- 
dores de doenças baseados no MHC. A maioria desses marcadores já 
relatados até então está contida em haplótipos estendidos. Essa loca- 
lização provavelmente se deve ao simples fato de terem sido descri- 
tos inúmeros alelos de MHC associados a doenças, visto que não se 
trata de apenas um único par de bases envolvido, e sim de mais de 3 
milhões de pares de bases do DNA conservado constituindo o mar- 
cador. Por exemplo, alelos do complemento, como FB*FI e C4B*3, 
foram associados ao diabetes de tipo 1, porque os haplótipos esten- 
didos que os carregam ([HLA-B18, FIC30, DR3] e [HLA-B62, SCOI, 
DR3]) são mais comuns nesses pacientes do que na população em 
geral, Essa associação significa que os haplótipos com comprimento 
de DNA genômico conservado equivalente a 3 milhões de bases ou 
mais contêm os alelos determinantes da suscetibilidade ao diabetes de 
tipo 1. É igualmente essencial conhecer o modo de distribuição étnica 
de um alelo de MHC associado, a fim de avaliar se a expressão desse 
alelo está aumentada nos pacientes em comparação ao observado nas 
populações controle etnicamente pareadas, ou se de fato constitui um 
marcador verdadeiro da distribuição étnica da doença. Além disso, é 
mais difícil mapear os genes responsáveis pela doença na população 
de caucasianos americanos do que em afro-americanos ou asiático- 
americanos, pois o nível de diversidade genética é menor entre os cau- 
casianos. Quando forem divulgados os resultados do projeto MHC, 
no qual haplótipos consanguíneos de MHC oriundos de populações 
de etnias distintas foram escolhidos para análise sequencial (Allcock, 
2002), os investigadores terão a oportunidade de identificar os genes 
responsáveis pela doença junto a pequenos fragmentos de DNA. 

Há um número notável de casos de doenças que apresentam associa- 
ção com os genes do MHC. A maior parte das associações entre MHC 
e doenças envolve autoimunidade e não apresenta uma nítida herança 
mendeliana. Existem diversos problemas que confundem as tentativas 
de compreender os mecanismos de herança por meio dos quais essas 
doenças ocorrem. Uma análise dos marcadores do MHC de pacientes 
e de seus respectivos familiares serviu para esclarecer o cenário apenas 
marginalmente. O principal problema das associações com genes do 
MHC é a penetrância incompleta desses genes, que dificulta bastante e 
até impossibilita a realização de estudos comuns de segregação e liga- 
ção. Essa situação é mais nítida em gêmeos monozigóticos que prova- 
velmente possuem genes idênticos. Se um desses gêmeos desenvolve 
uma das referidas doenças (p. ex., diabetes melito de tipo 1), o outro 
gêmeo não necessariamente a desenvolverá. No caso do diabetes de 
tipo 1, a taxa de concordância parece ser maior que 50% (Rubinstein, 


1977; Barnett, 1981). Isso sugere que a penetrância de uma doença em 
um hospedeiro totalmente suscetível é incompleta. Apesar de haver 
motivos excelentes para considerar genes do MHC como determinan- 
tes da suscetibilidade ao diabetes de tipo 1, o diabetes dependente de 
insulina se desenvolve em somente 15% dos irmãos de pacientes dia- 
béticos com MHC idêntico. Essa diferença entre 50 e 15% constitui 
uma evidência da influência genética de um segundo locus (ou loci) 
não associado ao MHC, além de sugerir a influência de outros fatores 
(p. ex., fatores ambientais) na determinação da suscetibilidade. 

A penetrância incompleta dificulta a determinação do modo especi- 
fico de herança e reduz as chances de encontrar famílias com mais de 
um membro afetado em uma ou mais gerações. Famílias são utilizadas 
com frequência para determinar os modos de herança. Outro fator 
complicador é a incapacidade de determinar se o grupo que está sendo 
estudado é ou não constituído por pacientes homogêneos em termos 
de determinação genética. Cerca de 5 a 6% das famílias aleatórias com 
probando diabético de tipo 1 apresentam um segundo descendente 
afetado. Dentre esses pares de irmãos, cerca de 60% apresentam MHC 
idêntico, 35% são haploidênticos e um pequeno porcentual não com- 
partilha nenhum haplótipo de MHC. Esse padrão sugere uma herança 
recessiva de um gene de suscetibilidade à doença associado ao MHC. 
Contudo, em última análise, os estudos familiares fornecem dados 
referentes aos haplótipos que são altamente úteis e em geral permitem 
determinar a homozigozidade de um marcador HLA entre os proban- 
dos. Tais estudos também estabeleceram que a associação ao MHC na 
maioria das doenças de interesse se baseia na ligação existente entre o 
gene determinante da suscetibilidade e o MHC. 

Outro aspecto ainda desconhecido é o número de alelos diferentes 
de suscetibilidade a uma determinada doença junto a uma população 
específica qualquer. Nesse sentido, os haplótipos estendidos podem 
ser úteis. Quando sua expressão está aumentada entre os pacientes, 
esses genes provavelmente representam um único alelo de susceti- 
bilidade que poderia estar presente em qualquer lugar na região de 
fixação. Todavia, alguns pacientes apresentam apenas partes des- 
ses haplótipos, fornecendo pouca informação sobre a localização do 
envolvimento alélico específico. Além disso, parece provável que as 
doenças associadas ao MHC sejam poligênicas. Por causa desses pro- 
blemas, iniciaremos nossa discussão sobre a associação do MHC a 
doenças que possuem herança mendeliana e penetrância de 100%, ao 
menos com relação ao defeito bioquímico primário. Dois desses dis- 
túrbios já foram revisados neste capítulo: as deficiências proteicas de 
C2 e C4. 


Hemocromatose hereditária e o gene HFE 


A hemocromatose é uma doença autossômica recessiva que repre- 
senta a doença metabólica hereditária mais comum na população cau- 
casiana. A hemocromatose consiste em um defeito herdado que afeta o 
metabolismo do ferro, que resulta na falha do controle da absorção de 
ferro em termos de ajuste do aumento das reservas de ferro do corpo. 
Como resultado, há uma sobrecarga de ferro nos tecidos e os órgãos 
eventualmente são danificados (revisado por Adams, 2000). As mani- 
festações mais comuns da hemocromatose são cirrose hepática, carci- 
noma hepatocelular e cardiomiopatia. A descoberta do gene da hemo- 
cromatose hereditária (HH) na região do MHC baseou-se no achado 
inicial da frequência aumentada do alelo HLA-A3 em pacientes com 
HH (Simon, 1976). Depois de anos de esforços concentrados nas vizi- 
nhanças do locus HLA-A, o gene HFE foi localizado a vários Mb de 
distância (Feder, 1996). O gene HFE codifica uma proteína constituída 
por 343 aminoácidos, que pertence a um grupo denominado molécu- 
las associadas ao MHC de classe I, em razão das similaridades existen- 
tes entre essas moléculas e as moléculas do HLA de classe I. 

O gene HFE apresenta duas mutações de sentido incorreto comuns: 
a mutação de C282Y, que resulta da substituição de uma tirosina por 
uma cisteína, e a mutação H63D, resultante da substituição de um 
aspartato por uma histidina. Diferente da mutação H63D, a mutação 
C282Y interfere na interação proteica com a B;-microglobulina, abo- 
lindo a expressão de HFE na superfície celular (Feder, 1977; Waheed, 
1997). Uma mutação homozigota C282Y está presente na maioria dos 
pacientes caucasianos com HH. Essa mutação apresenta uma frequên- 
cia alélica notavelmente alta entre as populações do norte da Europa 
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1028 (0,05-0,1%) e rara em populações não caucasianas. A mutação H63D 
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está presente em alta frequência nos indivíduos-controle caucasianos 
(> 0,1%) e também foi encontrada em populações não caucasianas. 
Todavia, o papel dessa mutação na HH permanece desconhecido. 


Hiperplasia suprarrenal congênita por 
deficiência de 21-hidroxilase 


Imediatamente na extremidade 3’ de cada locus C4, existem dois loci 
para a enzima esteroide suprarrenal 21-hidroxilase (CYP21A e CYP21B) 
(Carroll, 1985; Higashi, 1986; White, 1986). Os dois genes são altamen- 
te homólogos, contudo, três mutações promovem o término precoce da 
transcrição do gene CYP2IA, de modo a transformá-lo em um pseudo- 
gene (White, 1988). A hiperplasia suprarrenal congênita é clinicamen- 
te heterogênea, apresentando uma forma caracterizada por uma grave 
perda de sal; uma segunda forma de início tardio mais suave e que se 
manifesta em grande parte por meio da masculinização em meninas; 
e uma terceira forma que é críptica e mais branda. A ligação desse dis- 
túrbio ao MHC foi descoberta antes da identificação de quaisquer asso- 
ciações com o MHC e também antes de os loci CYP21 terem sido loca- 
lizados junto ao MHC. Subsequentemente, estudos revelaram que 20% 
ou mais dos pacientes caucasianos europeus que apresentavam a forma 
caracterizada pela perda de sal possuíam o raro haplótipo estendido 
[HLA-Al, Cw6, B47, FC(91)0, DRBI*07, DRB4*0101, DQAI*0201, 
DQB1*0201) (Fleischnick, 1983). Foi demonstrado que esse haplótipo 
apresenta uma deleção de C4B e CYP21B, explicando assim a severi- 
dade dos sintomas e a completa deficiência enzimática nos indivíduos 
homozigotos para esse haplótipo. Entre os pacientes com doença críp- 
tica e mais branda, é comumente detectado um haplótipo estendido 
diferente: [HLA-B65, SC2(1,2), DRI] (Sinnott, 1991). Esse haplótipo é 
comum sobretudo no sul da Europa, com uma frequência maior que 
0,01% entre os caucasianos residentes em Boston. Em todas as formas 
de deficiência de 21-hidrolase, a massa de haplótipos do MHC não é 
estendida e há uma grande variedade de complótipos, sugerindo que 
muitas mutações independentes levam à deleção ou ao desarranjo do 
gene CYP21B. 


Doenças específicas sem evidência de herança 
mendeliana e associadas ao MHC 


A Tabela 48.4 lista algumas doenças associadas ao MHC e seus mar- 
cadores. Essa lista não está completa, e serão discutidas somente algu- 
mas dessas doenças em maiores detalhes. 


Diabetes de tipo 1 


A mais estudada de todas as doenças associadas ao MHC é o dia- 
betes melito de tipo 1 (Nepom, 1991; Thorsby, 1992; Winter, 1993; 


Tabela 48.4 Exemplos de associações entre HLA e doenças 


Doença Etnia 


Espondilite anquilosante Caucasianos, asiáticos, africanos B27 
Enteropatia de sensibilidade 


ao glúten 


Caucasianos 


Judeus 
Não judeus 


Pênfigo vulgar 
Penfigoide cicatricial Caucasianos 
Esclerose múltipla 

Narcolepsia 

Diabetes de tipo 1 (suscetibilidade) 
Diabetes de tipo 1 (resistência) 
Artrite reumatoide 

Infecção pelo HIV 


Caucasianos 
Caucasianos, judeus 
Caucasianos 
Caucasianos 
Caucasianos 


Progressão rápida para AIDS Caucasianos B35, Cw4 
Progressão lenta para AIDS Caucasianos B27, B57 
Controle da viremia do HIV Caucasianos Bw4 
Tuberculose Asiáticos (Camboja) DQB1*0503 
Asiáticos (Índia, Indonésia) DR2 


Antígeno HLA 


DRB1*0301, DQB1*0201, DQA1*0501 
DRB1*0701, DQB1*0201, DQA1*0501 
B38, DR4, DQ8; B35, DR4, DQ8 

B55, DR6, DQ5 

DR4, DQB1*0301 

DRB1*1501, DQB1*0602, DQA1*0102 
DRB1*1501, DQB1*0602, DQA1*0102 
DR3 or DR4, DQB1*0302, DQA1*0301 
DRB1*1501, DQB1*0602 

DR4 (DRB1*0401; DRB1*0404) 


Lernmark, 1999). Os alelos dos genes de HLA de classe II — DQB1, 
DQA1 e DRBI -, localizados na região do MHC, constituem os prin- 
cipais determinantes da predisposição genética ao diabetes de tipo 1. 
Vários alelos de cada um desses três loci estão associados à susceti- 
bilidade ou à proteção contra a doença. Ocorrem aumentos notáveis 
da frequência de HLA-DR3 e HLA-DR4 entre os pacientes caucasia- 
nos (Thomson, 1984; Jenkins, 1991). Por meio da análise molecular 
baseada na tipagem do HLA, o aumento da expressão de DR4 é detec- 
tado primariamente no subgrupo de DR4 em DL com DQB1*0302 
(Kockum, 1993). Embora esse último gene atualmente seja considera- 
do um marcador importante e, talvez, um determinante primário da 
suscetibilidade ao diabetes melito de tipo 1, é encontrado em apenas 
70% dos pacientes caucasianos. Até mesmo naqueles que possuem 
esse gene há uma variabilidade em termos de risco relativo para o 
diabetes: DRB1*0401, DQB1*0302 e DRB1*0402, DQB1*0302 apre- 
sentam alto grau de associação com a doença, enquanto DRB1*0404, 
DQB1*0302 apresentam menor associação. Em diversas populações 
de pacientes caucasianos com diabetes de tipo 1, há um excesso de 
heterozigotos DR3/DR4 em relação ao número de homozigotos 
DR3 ou DR4 previstos por meio do equilíbrio de Hardy-Weinberg 
(Kockum, 1999). Além disso, os riscos relativos para alguns genótipos 
DR-DQ não são apenas a soma ou o produto dos riscos relativos para 
haplótipos isolados. Por exemplo, o risco de um genótipo DRB1*03- 
DQB1*02/DRB1*0401—DQB1*0302 muitas vezes é maior do que o 
risco associado aos genótipos homozigotos individuais DRB1*03- 
DQB1*02 e DRB1*0401—DQB1*0302. Foi levantada a hipótese de que 
essa sinergia se dá por meio da alta suscetibilidade transcodificada 
pelos heterodímeros HLA-DQB1 e HLA-DQA1 (Koeleman, 2004). 
DQA1*0301 está presente em todos os haplétipos DR4 positivos, 
independentemente de carregarem DQB1*0302. Além disso, é possi- 
vel que DQA1*0301 por si só contribua para o risco. Por outro lado, 
DRB1*1501, DQB1*0602 apresenta associação negativa com o diabe- 
tes de tipo 1. Indivíduos heterozigotos para DRB1*1501 e DQB1*0602, 
que também possuem o gene da suscetibilidade para o diabetes de 
tipo 1 no outro haplótipo, não correm, contudo, risco de desenvol- 
ver a doença (proteção dominante), como se esperaria de uma doença 
recessiva (Noble, 1996). Um modelo recentemente proposto para o 
diabetes melito de tipo 1, que considera DQB1 um determinante dire- 
to da suscetibilidade, sugere a existência de uma hierarquia de afini- 
dades entre moléculas de classe II distintas que competem pela ligação 
ao mesmo peptídeo do diabetes de tipo 1 (Nepom, 1990). A suscetibi- 
lidade se manifesta quando um produto genético (p. ex., DQB1*0302) 
se liga e apresenta o peptídeo do diabetes de tipo 1. Na presença de 
um competidor de alta afinidade (DRB1*1501), esse evento não ocor- 
re. Outro modelo propõe que o códon 57 da cadeia codificada por 
DQB exerce papel essencial na patogénese do diabetes de tipo 1. Foi 
sugerido que a presença de um ácido não aspártico na posição 57 de 
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DQBI constitui um determinante importante da suscetibilidade ao 
diabetes de tipo 1 mediada pelos genes DQB1 (Lee, 2001; Siebold, 
2004). Esse conceito é sustentado pela presença de valina ou serina em 
excesso nessa posição, em indivíduos diabéticos que possuem haplóti- 
pos HLA-DR3 ou DR4. 


Artrite reumatoide 


A associação entre marcadores de MHC e artrite reumatoide (AR) 
está bem documentada (Nepom, 1992; Ollier, 1992; Auger, 1998). Para 
a maioria das populações estudadas, o marcador primário associado é o 
HLA-DR4 (MacGregor, 1995). Em caucasianos, por exemplo, os alelos 
DR4 mais comumente associados à AR são DRB1*0401 e DRB1*0404, 
enquanto entre os pacientes japoneses, israelenses e chineses, o alelo 
mais comum é o DRB1*0405. Outras especificidades HLA-DR também 
estão associadas à AR: há relatos apontando a associação entre DRI e 
AR em pacientes caucasianos, japoneses, espanhóis, gregos e israelen- 
ses; DR3 em kuwaitianos; DR6 em índios americanos Yakima; DR9 em 
chilenos; e DRIO em pacientes espanhóis, gregos e israelenses (revisa- 
do por Zanelli, 2000). Para explicar esse amplo espectro de associações 
HLA-DR diferentes com a AR, foi proposto que uma sequência de pep- 
tideos DRB1 compartilhada está envolvida na manifestação da susce- 
tibilidade à AR (Penzotti, 1996; Garavito, 2004). Os alelos associados 
à AR compartilham uma sequência altamente conservada de amino- 
ácidos na terceira região hipervariável (aminoácidos 67 a 74). Esses 
resíduos poderiam afetar a ligação dos peptídeos e sua apresentação 
às células T (Hammer, 1995). Assim, se há um peptídeo artritogênico, 
este deve se ligar preferencialmente à sequência DRB1 da AR. Nenhum 
peptídeo artritogênico foi identificado até o momento. Uma explica- 
ção alternativa envolveria mimetização molecular entre DRB1 da AR e 
sequências antigênicas de um patógeno capaz de induzir AR (revisado 
por Albani, 1992). Foi identificada uma homologia entre a sequência 
compartilhada da AR e uma HSP de Escherichia coli (Auger, 1998). 
A AR difere clinicamente da AR juvenil (ARJ) e as associações com o 
HLA na ARJ são igualmente bastante diferentes. Além disso, outras 
associações HLA-DR são variáveis entre os subgrupos clínicos da ARJ 
(Stastny, 1993). Exemplificando, há relatos de que a frequência do 
haplótipo HLA-DRB1*0801, DQA1*0401, DQB1*0402 esteja aumen- 
tada em todo o grupo pauciarticular e em pacientes com a forma pau- 
ciarticular persistente. O haplótipo HLA-DRBI*1301, DRB3*0101, 
DQA1*0103, DQB1*0603 também estava associado em pacientes com 
ARJ pauciarticular persistente (Fernandez-Vina, 1994). Considerando 
que a forma poliarticular da ARJ é a ocorrência de AR em indivíduos 
jovens, DRB1*0401 apresenta uma forte associação. 


Infecção pelo HIV-1 e progressão da AIDS 


Mais de 70 trabalhos sobre a associação do HLA com a progressão 
da infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) foram 
publicados até o momento, abrangendo alguns poucos grupos étni- 
cos. A maioria desses estudos apresenta poder limitado, em razão da 
escassa amostragem de pacientes e indivíduos-controle ou do uso de 
grupos de risco que apresentam sobreposição. Tais características 
dificultam a comparação dos estudos. Além disso, ao menos meta- 
de desses estudos foi realizada empregando-se tipagem sorológica 
de especificidades HLA, aumentando o grau de inconsistência entre 
eles. Apesar dessas limitações e graças ao desenvolvimento de méto- 
dos mais precisos e baseados em PCR para tipagem HLA na década 
passada (revistos no capítulo anterior), emergiram algumas associa- 
ções nítidas e consistentes com a infecção pelo HIV e a progressão 
da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), principalmente 
em pacientes caucasianos. O HLA-B35, um antígeno encontrado de 
forma predominante entre os caucasianos, é o antígeno HLA mais 
consistentemente descrito como estando associado à rápida pro- 
gressão para AIDS (Kaslow, 1996; Carrington, 1999). O HLA-B*27 
e HLA-B*57, que são alelos raros na maioria das populações, foram 
consistentemente associados a uma progressão mais lenta para AIDS 
em pacientes caucasianos (Kaslow, 1996; Hendel, 1999; Keet, 1999). 
As moléculas de HLA-B podem ser classificadas conforme a presen- 
ça de um epítopo Bw4 ou Bwó. Tais epítopos são definidos por duas 
sequências distintas de aminoácidos nos resíduos 79-83 na porção 
carboxiterminal da hélice œ, da fenda de ligação do HLA de classe I 


(Salter, 1989). Flores-Villaneuva et al. (2001) demonstraram recen- 
temente que uma profunda supressão da viremia de HIV-1 apresenta 
uma associação significativa com a presença em homozigose dos alelos 
HLA-B que compartilham o epitopo HLA-Bw4 (Flores-Villaneuva, 
2001). Outras análises de estudos baseados em grandes populações, 
especialmente aqueles que incluem grupos de etnias diferentes, como 
populações africanas e asiáticas, são urgentemente necessários para 
confirmar resultados prévios e descobrir novas associações potenciais 
em indivíduos de etnias distintas infectados com diversos subtipos de 
HIV-1. Tais estudos também seriam valiosos para o desenvolvimen- 
to de estratégias de vacinação contra o HIV, envolvendo a indução 
de respostas de células T CD8* HLA-restritas e étnico-especificas nas 
populações sujeitas a um risco maior de contrair a infecção pelo vírus. 


Tuberculose 


Vários alelos do sorotipo DR2 do HLA de classe II foram associados 
a suscetibilidade à tuberculose clínica progressiva (Bothamley, 1989; 
Khomenko, 1990; Rajalingam, 1996; Teran-Escandon, 1999). Mais 
recentemente, HLA-DQB1*0503 foi associado à tuberculose clínica 
progressiva no Camboja (Godfeld, 1998). Essa associação é particu- 
larmente intrigante, pois o alelo DQB1*0503 codifica uma modifica- 
ção de aminoácido na posição 57 da cadeia B (B57), que influencia a 
bolsa de ligação peptidica putativa (P9) da molécula DQ. Conforme 
detalhado no capítulo anterior, peptídeos se ligam em conformação 
estendida a uma fenda existente na molécula de HLA de classe II que 
contém bolsas antígeno-específicas constituídas de cadeias laterais poli- 
mórficas (Brown, 1993; Stern, 1994). As moléculas HLA-DQ, codifica- 
das pelos genes das cadeias polimórficas o e § de HLA-DQ, ligam-se 
a certos peptídeos que possuem aminoácidos ancorados em posições 
específicas junto às bolsas peptídicas de ligação. Estas são denomina- 
das bolsas P1, P4 e P9 e estão situadas na fenda molecular de HLA-DQ 
(Lee, 2001; Siebold, 2004). Os aminoácidos existentes no códon 57 da 
cadeia de HLA-DQ são essenciais para a especificidade da ligação pep- 
tídica da bolsa P9, e dependem da presença de um ácido aspártico ou 
de um ácido não aspártico nessa posição (Kwok, 1996; Nepom, 1996; 
Quarsten, 1998). O alelo DQB1*0503 codifica o ácido aspártico de carga 
negativa situado na posição 57 em substituição de uma alanina, que 
seria um aminoácido mais comum, sem carga e hidrofóbico. Assim, é 
possível que a apresentação MHC -restrita de peptídeos por macrófa- 
gos infectados pela tuberculose seja afetada no grupo de pacientes que 
expressam essa bolsa em particular, levando a uma resposta imunogê- 
nica menos intensa. Atualmente, estão em andamento estudos sobre a 
associação ao HLA que investigam se conjuntos de alelos HLA compar- 
tilham ou não especificidades de ligação associadas a suscetibilidade à 
tuberculose, combinados a experimentos funcionais para testar a capa- 
cidade desses alelos de se ligarem a peptídeos de Mycobacterium tuber- 
culosis e estimular respostas de células T efetoras. 


Métodos para detecção de associações ou liga- 
ções entre doenças e marcadores genéticos 


Polimorfismo genético 


O polimorfismo genético é definido como a ocorrência de dois ou 
mais alelos de um gene, cada um deles a uma frequência apreciável em 
uma mesma população. Essa frequência foi arbitrariamente definida 
como acima de 1%. Existem dois grupos de polimorfismos genéticos: 
equilibrado ou estável e transitório. Um polimorfismo equilibrado 
ou estável ocorre quando dois ou mais alelos são mantidos em uma 
população por meio de seleção. A vantagem heterozigota constitui o 
exemplo clássico de um polimorfismo equilibrado. Um polimorfis- 
mo transitório representa uma fase de alterações alélicas conduzidas 
por uma flutuação genética ou por seleção. O polimorfismo de um 
gene pode ser estável em uma dada população e transitório em outra, 
dependendo do efeito da seleção. 


Frequências genotípicas e fenotípicas 


Para determinar um polimorfismo genético, é necessário encontrar 
uma amostra representativa da população, avaliar os indivíduos, contar 
genes e estimar o número de genes contidos na população inteira. Por 
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da quanto a um traço genético ou alelo em particular em determinado 
gene, é possível definir a frequência fenotípica como sendo o número 
de indivíduos que apresentam o traço ou a variante genética. Para cal- 
cular a frequência (f) de um alelo, a frequência de cada um é adicionada 
e, em seguida, dividida pelo número total analisado: 


f(x) = (x) : 
f(x) + fly) + fz) 
É possível calcular a frequência do gene (g) sem saber o modo de 
herança, utilizando-se a seguinte fórmula: 


g=1-Jf 
Forca da associacao 


Foram inventados diversos métodos para detectar o grau de asso- 
ciação de marcadores genéticos com genes hipotéticos para susceti- 
bilidade a doenças. Um desses métodos consiste em computar o risco 
de desenvolver uma doença entre indivíduos que carregam um alelo 
específico de um sistema polimórfico. Nessa estimativa, o risco rela- 
tivo (RR), ou taxa de probabilidade, calcula o risco de possuir um 
marcador junto a uma população de indivíduos doentes comparativa- 
mente a uma população-controle. Essa força de associação é o delta de 
Bergston e Thomson (Svejgaard, 1983), que equivale à fração etiológi- 
ca (FE) (Miettinen, 1976). Em uma dada população, se “a” indivíduos 
carregam o caráter específico ao mesmo tempo em que “b” indivíduos 
não o possuem, sendo que “c” indivíduos do grupo-controle (nor- 
mal) carregam esse mesmo caráter, essa informação deve ser correta- 
mente descrita em uma tabela 2 x 2: 





Caráter positivo Caráter negativo 
Paciente a b 
Controle c d 
A frequência do caráter nessa população de pacientes (h,) é: 
a 
i= a+b 


O RR, ou taxa de probabilidade, é definido como: 
_ axd 
— bxc’ 
A FE é definida por: 
RR-1 a 











Similarmente, diante do risco reduzido, quando RR < 1, pode ser 
utilizado o fator preventivo (FP): 
EP = (1 — RR) h, 


RR —h,) +h, ° 


As frações FE e FP podem variar entre O (sem associação) e 1 (asso- 
ciação máxima). Além de fornecerem estimativas da possibilidade de 
ter um marcador caso a doença já esteja presente, tais cálculos igno- 
ram o modo como a doença em questão é geneticamente determina- 
da. Esse aspecto é particularmente problemático quando se trata de 
modos de determinação genética recessivos ou mais complicados, 
em que ambos os haplótipos são importantes para a determinação da 
doença e, contudo, heterozigotos e homozigotos para um dado mar- 
cador são atribuídos com um mesmo peso (i. e., ambos são positivos 
para o marcador). 


Análise de modo de herança baseada em pares 
de irmãos 


A análise do modo de herança baseada em pares de irmãos foi intro- 
duzida para ajudar a solucionar os problemas associados à penetrân- 
cia incompleta de genes de doenças e às variações de idade em que se 
dá o início delas (Penrose, 1935). A análise parte do princípio de que, 
se um HLA e/ou genes intimamente associados ao HLA não influen- 
ciam o desenvolvimento de uma doença, então os pares de irmãos 


afetados irão compartilhar haplótipos HLA com frequência normal: 
25% compartilharão ambos os haplótipos, 50% compartilharão ape- 
nas um e 25% não compartilharão nenhum haplótipo. Dessa forma, 
são comparadas as distribuições observadas e esperadas do comparti- 
lhamento de haplótipos. Se os genes determinantes de suscetibilidade 
ou os respectivos marcadores a eles intimamente ligados forem raros e 
apresentarem penetrância completa em uma doença cuja determina- 
ção genética é puramente recessiva, a distribuição de irmãos compar- 
tilhando ambos, um ou nenhum haplótipo será igual a 100, 0 e 0, res- 
pectivamente. No caso da determinação dominante, a proporção seria 
33, 66 e 0, respectivamente. O que se observa no diabetes, por exem- 
plo (Rubinstein, 1977), é uma proporção igual a 60, 35 e 5, respecti- 
vamente, que se aproxima mais das predições recessivas do que das 
predições dominantes. Uma vez que o modo de herança tenha sido 
estabelecido, a frequência e a penetrância do gene da doença podem 
ser determinadas (Thomson, 1977). 


Análise de modo de herança baseada 
em estudos populacionais 


Thomson e Bodmer (1977) criaram um método para analisar dados 
populacionais referentes a marcadores intimamente ligados a loci de 
suscetibilidade a doenças com penetrância incompleta. Em essência, 
esse método prevê a proporção de homozigotos, heterozigotos e indi- 
víduos não portadores do marcador associado que é prevista para os 
casos de herança dominante ou recessiva. A maior diferença entre 
esses dois modos de herança é observada na proporção de indivíduos 
homozigotos para o marcador. À aplicação desse método ao HLA-B27 
e espondilite anquilosante, em termos estatísticos, conduziu à rejeição 
de um mecanismo recessivo. Portanto, concluiu-se que a suscetibili- 
dade à espondilite anquilosante é herdada como traço dominante. 

Similarmente, o mesmo método de análise foi aplicado à distri- 
buição de FB*FI entre 1.107 pacientes com diabetes melito de tipo 1 
(Raum, 1981). Foram previstos 1,89 homozigotos para herança domi- 
nante e 6,2 homozigotos para herança recessiva. Foram encontrados 7 
homozigotos FB*FI — um resultado consistente apenas com a herança 
recessiva. Outros modos de herança que podem ser rejeitados por essas 
observações incluem dominante simples, epistático (doença resul- 
tante da presença de genes não alélicos) e hiperdominante (doença 
com maior penetrância diante da presença de dois alelos específicos, 
em comparação à ocorrência de outras combinações, entre as quais 
a homozigose para cada alelo específico). Embora não seja possível 
excluir completamente um modelo misto com penetrâncias distintas 
para homozigotos e heterozigotos, existem outras considerações que 
tornam esse método insatisfatório. 


Método lod score 


O lod score é uma medida estatística da ligação entre um locus de 
marcador, como o do MHC, e um gene de suscetibilidade a doenças 
(Sutton, 1980). Na equação para calcular o lod score: (1) o valor Z é 
igual à proporção da probabilidade máxima de encontrar uma liga- 
ção (P[F,/1]) pela probabilidade de não haver nenhuma ligação a um 
determinado valor de recombinação de 9; e (2) o valor 0(q), ou fre- 
quência de recombinação, é uma medida da distância a partir de um 
dado locus correspondente ao valor máximo de Z. O lod score expressa 
a probabilidade de os alelos de dois loci segregarem juntos, em termos 
da proporção das frequências de recombinação observada e esperada, 
quando dispostos de maneira independente. Diversos valores de (q) — 
de 0 a 0,5 — são substituídos na seguinte equação: 

P(F,/0) = 1/2 [911-86 + 0" "(1-8)", 

Em que, n = número de crianças de uma dada família; e r = núme- 
ro de recombinantes. A probabilidade de obter um heredograma para 
um dado valor de O (frequência de recombinação de 0 a 0,5) — que é 
expresso pela proporção de P(F,/0) em uma familia a uma dada fra- 
ção de recombinação 9 (0-0,5) em relação a P(F,/0,5) na mesma famí- 
lia diante da ausência de recombinação — pode ser expressa como lod 
score (Z). O lod score é a soma de todos os valores z, em que Z é: 


Z = logi P(F/0) 
P(F,/0,5) 


Valores de Z maiores que zero favorecem a ligação, enquanto 
valores de Z < 0 se opõem à ligação. Em geral, um valor de Z > 
3 (para alguns valores de O < 0,5) significa que as chances favorá- 
veis à ligação são de 1.000 para 1 (valor de p = 0,05), opostamen- 
te à ausência ou independência da ligação. É mais fácil calcular a 
ligação para traços codominantes (i. e., HLA) do que para traços 
recessivos. Nos estudos que avaliam a ligação entre HLA e doença, 
os pais podem ter genes de suscetibilidade recessiv os ou domi- 
nantes sem penetrancia. Existem problemas básicos associados 
ao uso do método do lod score para detecção de ligação de genes 
com penetrância parcial, além dos casos de irmãos suscetíveis 
sem penetrância. Quando os genes de suscetibilidade são comuns, 
como parece ocorrer no diabetes de tipo 1, permutas aparentes ou 
irmãos não idênticos são sugestivos da presença de genes de susce- 


Resumo 


O MHC abrange numerosos alelos em diversos loci. A tipagem de alta 
resolução de genes de MHC de classes I e II, bem como a identificação de 
genes situados entre e próximos àqueles, ampliaram as possibilidades de 
definir as bases genéticas das respostas e doenças imunológicas de etiolo- 
gia desconhecida, a exemplo das doenças autoimunes humanas. À asso- 
ciação não aleatória de marcadores a respostas imunológicas ou a doenças 
autoimunes, dada a presença na população de estiramentos fixos de DNA 
de MHC e haplótipos estendidos, além de seus respectivos fragmentos, 
complica o estudo dos genes de suscetibilidade, embora também propor- 
cione meios para identificá-los. Ainda que o MHC humano seja a região 
do genoma mais intensivamente estudada, nem todos os genes expressos 
junto ao MHC foram identificados. É provável que alguns genes de MHC 
não identificados, e não um gene já conhecido, sejam determinantes de 


tibilidade adicionais em um dos pais. 
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PONTOS-CHAVE 
e As imunodeficiências primárias constituem um grupo 


de distúrbios envolvendo um único gene. 


e Em razão da complexidade do diagnóstico de uma 
imunodeficiência primária, é necessário haver cooperação entre 
clínico, pesquisador e patologista clínico. 





e O diagnóstico de distúrbios de imunodeficiência primária requer 
uma abordagem lógica e baseada em testes diagnósticos realizados 
em etapas, em virtude da natureza complexa do sistema imune. 

e A realização de imunoensaios complexos requer preparo para a 
coleta, a manipulação e a entrega da amostra a um laboratório de 
análises especializado. 

e Em consequência dos avanços tecnológicos, o teste de genética 
molecular é cada vez mais empregado no diagnóstico primário de 
distúrbios de imunodeficiência. 


As imunodeficiências constituem um grupo de distúrbios que envol- 
vem um gene isolado, resultando em defeitos do sistema imune. As 
manifestações podem variar quanto a grau de severidade, tipos de 
sintomas exibidos ou ambos. Tais condições, quando permanecem 
sem serem detectadas e sem tratamento, podem levar o indivíduo à 
morte. Um defeito genético pode resultar na perda de uma enzima crí- 
tica, acarretar retardo do desenvolvimento de determinado aspecto do 
sistema imune, causar a perda de um componente estrutural ou criar 
uma proteína não funcional. A maioria desses distúrbios é ligada ao 
cromossomo X e, por isso, um número desproporcional de indivíduos 
do sexo masculino é afetado (cerca de 70% dos pacientes com distúr- 
bios de imunodeficiência primária) (Puck, 1997a). A maioria das imu- 
nodeficiências primárias é detectada antes dos 20 anos de idade, con- 
tudo o diagnóstico pode ocorrer tardiamente, uma vez que a identifi- 
cação desses distúrbios demanda um alto grau de suspeita clínica. Mais 
de 100 distúrbios de imunodeficiência primária já foram descritos. No 
entanto, mais de 90% dos pacientes diagnosticados são afetados por 
menos de 20 distúrbios de imunodeficiência (Puck, 1997a). Enquanto 
os distúrbios de imunodeficiência devem-se a mutações em um único 
gene, as imunodeficiências secundárias podem ser causadas por des- 
nutrição, infecções virais, malignidades hematológicas ou de outros 
tipos, quimioterapia para tratamento de malignidades e medicamentos 
imunossupressores utilizados na terapia de uma variedade de doenças. 

As barreiras físicas naturais do corpo constituem a primeira linha de 
defesa contra microrganismos invasores. Essas barreiras são a pele, o 
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muco exposto nas superfícies mucosas e as células ciliadas presentes 
nos tratos respiratório, intestinal e genital. Em adição às barreiras fisi- 
cas, as funções imunológicas do corpo exercem uma vigilância contí- 
nua atuando por meios adquiridos e inatos. A resposta imunológica 
adquirida é específica, requer exposição prévia ao antígeno para sen- 
sibilização e torna-se cada vez melhor a cada exposição subsequente a 
um mesmo antígeno. Essas respostas resultam da proliferação de célu- 
las Be T antígeno-específicas, que são estimuladas pela ligação de seus 
receptores celulares aos respectivos antígenos. As células B produzem 
anticorpos antígeno-específicos destinados à eliminação de antígenos 
extracelulares. As células T auxiliam as células B a produzirem esses 
anticorpos e também matam células infectadas por vírus. As respostas 
inatas dispensam a prévia exposição ao antígeno e envolvem células 
fagocíticas (macrófagos, neutrófilos e monócitos), complemento, 
citocinas e reagentes de fase aguda (Delves, 2000). 

O sistema imune é constituído por um grupo de células e funções 
imunes interligadas, no qual a existência de qualquer defeito pode 
resultar em imunodeficiência. Estima-se que a incidência das doenças 
de imunodeficiência primária nos Estados Unidos seja de aproxima- 
damente 1 a cada 200.000 bebês nascidos vivos, com exceção da defi- 
ciência de imunoglobulina A (IgA) (Winkelstein, 2000). A imunode- 
ficiência mais comum — a deficiência seletiva de IgA — apresenta uma 
incidência de 1 em cada 328 doadores de sangue sadios (Clark, 1983). 
De uma forma geral, a incidência estimada das doenças de imunode- 
ficiência primária diagnosticadas é de 1/10.000 (Smith, 1999; Immune 
Deficiency Foundation, 1992; Shearer, 1994). As incidências de imu- 
nodeficiências primárias estimadas para Austrália e Noruega, respec- 
tivamente, são de 2,1 a cada 100.000 (Baugmgart, 1997) e 6,8 a cada 
100.000 (Ryser, 1988; Stray-Pedersen, 1997; Matamoros, 2000). 

Por motivos desconhecidos, cerca da metade dos defeitos imunoló- 
gicos relatados envolve a produção de um anticorpo defeituoso, em 
decorrência de um baixo número de células B ou da existência de célu- 
las B com produção reduzida de anticorpo antígeno-específico. Menor 
produção de anticorpo antígeno-específico com frequência se mani- 
festa como infecções pulmonares ou sinusais recorrentes, bem como 
septicemia bacteriana (Noroski, 1998). Essas infecções são tipicamente 
causadas por bactérias encapsuladas, como Streptococcus pneumoniae 
ou Haemophillus influenzae. Uma imunidade de células T defeituosa 
apresenta associação característica com infecções oportunistas causa- 
das por vírus e fungos, como Candida albicans, Mycobacterium avium 
intracellulare (MAI) e Pneumocystis carinii (Buckley, 2000). O tipo de 
infecção adquirido pelo paciente pode indicar o tipo de defeito de imu- 
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nidade celular que ele apresenta (Fig. 49.1). Os distúrbios de imuno- 
deficiência primária também estão associados a doenças autoimunes e 
neoplasmas malignos (especialmente, linfomas) (Smith, 1999). 


Sinais clínicos e sintomas de imunodeficiência 


Frequentemente, a primeira indicação clínica de um defeito imuno- 
lógico é a suscetibilidade aumentada a infecções recorrentes. O tipo 
de infecção recorrente fornece indícios sobre o defeito imunológico e 
ajuda a orientar o clínico na avaliação do paciente. Assim, a parte mais 
crítica da avaliação médica é a obtenção da história médica comple- 
ta. Identificar crianças com imunodeficiências representa um desafio 
considerável para os pediatras, visto que as infecções tanto são comuns 
durante a infåncia normal quanto constituem a principal manifesta- 
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Figura 49.1 Infecções associadas a defeitos imunocelulares. 
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ção das imunodeficiências primárias. Portanto, a ocorrência de infec- 
ções frequentes e prolongadas aliada à falha do desenvolvimento, ou 
a ocorrência de infecções oportunistas requerem um completo work 
up imunológico (Puck, 1999). Um relato confirmado de um caso de 
imunodeficiência em irmão ou parente de primeiro grau do paciente 
também requer avaliação clínica e laboratorial imediata, mesmo que 
o paciente não possua história de infecções severas ou incomuns. Em 
um estudo envolvendo 70 pacientes com distúrbios de imunodefici- 
ência primária, aproximadamente 18,6% tinham história familiar de 
imunodeficiência (Kobrynski, 2002). 

O conhecimento das manifestações clínicas mais comuns pode aju- 
dar o clínico a identificar indivíduos mais propensos a terem um defei- 
to imunológico primário. Os sinais e sintomas clínicos de imunodefi- 
ciência primária são esquematizados na Figura 49.2. Além desses sinais 
de alerta, o médico deve atentar aos elementos incomuns encontrados 
na história do paciente, como doença autoimune, linfadenopatia sig- 
nificativa, necessidade de um adulto para miringotomia, herpes-zoster 
severa ou aparecimento de herpes-zoster ainda na infância, diarreia 
incurável ou colite ulcerativa diagnosticada no paciente com menos de 
1 ano de idade. Esses sinais e sintomas adicionais devem conduzir à 
imediata avaliação para detecção de um possível defeito imunológico. 

Como não é prático investigar todo o sistema imune em todos os 
pacientes, o quadro clínico e a idade do paciente devem indicar ao clí- 
nico a parte do sistema imune que mais provavelmente está afetada. A 
obtenção de uma história detalhada e a realização de um exame físico 
completo podem estreitar a margem de possíveis defeitos envolvendo 
células T, células B, granulócitos ou sistema complemento. O papel 
das defesas do hospedeiro e sua correlação com diferentes distúrbios 
de imunodeficiência são representados na Figura 49.3. 

Também é importante atentar para as circunstâncias clínicas e não 
apenas considerar exclusivamente o número ou o grau de severidade 
dos episódios de infecção (Atkinson, 2000). Exemplificando, quan- 
do um processo infeccioso afeta o mesmo sítio anatômico repetidas 
vezes, é mais provável que a etiologia seja estrutural, em vez da falha 
de uma das defesas do hospedeiro. Essa situação ocorre na osteomieli- 
te crônica de localização única, nos episódios recorrentes de pneumo- 
nia que afeta um único lobo pulmonar, ou nas infecções recorrentes 
de uma ferida cirúrgica. Além disso, certos distúrbios de imunodefi- 
ciência primária, como a doença granulomatosa crônica, podem sur- 
gir em fases mais tardias da vida do que seria esperado. Entretanto, 
ainda é importante ter em mente esses distúrbios ao estabelecer o 
diagnóstico diferencial (Lukela, 2005). 
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Figura 49.2 Sinais e sintomas clínicos das imunodeficiências primárias. 
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Figura 49.3 Padrões de distúrbios de imunodeficiência. CMV = citomegalovirus; DEVH = doença do enxerto versus hospedeiro; HIV = vírus da imunodeficiência humana; 


LLC = leucemia linfocítica crônica; VZV = vírus varicela-zoster. 


Avaliação do sistema imune 


Com base nas considerações anteriores, diante de uma suspeita de 
defeito imunológico, a avaliação do sistema imune é mais adequada 
quando executada em etapas. Os testes básicos de triagem são realiza- 
dos primeiro e, subsequentemente, são realizados testes cada vez mais 
complexos, conforme a indicação. Por exemplo, se um paciente apre- 
senta fortes sintomas clínicos sugestivos de distúrbios de células B ou 
T, porém a contagem de linfócitos está normal, justifica-se realizar 
mais investigações utilizando um painel de enumeração de linfócitos. 
A Figura 49.4 fornece uma visão geral dessa abordagem em etapas. A 
Figura 49.5 esquematiza um algoritmo de teste básico para imunode- 
ficiências. 


Investigações de primeiro nível 


História clínica, exame físico e contagem 
sanguínea inicial 


Uma história clínica abrangente fornece indícios primários para o 
diagnóstico de um distúrbio de imunodeficiência primária. Uma his- 
tória típica inclui a ocorrência de infecções recorrentes e persistentes, 
ou de infecções causadas por micróbios incomuns. Os clínicos serão 
guiados pelos tipos de infecção adquiridos pelo paciente. Pacientes 
com imunodeficiências de imunoglobulinas tipicamente relatam 
aumento da incidência de infecções bacterianas. Infecções virais, fún- 
gicas ou outro tipo de infecções oportunistas repetitivas estão associa- 
das a imunodeficiências de células T. Pacientes com defeitos fagocíti- 
cos costumam relatar uma história de infecções por bactérias catalase- 
positivas (p. ex., Staphylococcus spp). Deficiências do complemento 
estão mais frequentemente associadas a infecções por Staphylococcus 
pneumoniae ou Neisseria spp. (Fig. 49.1) (Lindegren, 2004). 

O exame físico pode revelar achados característicos de certos distúr- 
bios de imunodeficiência primária em particular. Pacientes com esse 
tipo de doença são pálidos, letárgicos e parecem estar cronicamente 
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Investigação primária 
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* Raios X 


* Quantificação de imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA) 
* Revisão de resultados de cultura anteriores | 
* Teste de função pulmonar 


Investigação secundária 





* Análise de subclasses de IgG 

* Painel de enumeração de linfócitos (CDa, CDa, CDs, CD19, CD16, 
CDs6) 

* Níveis de complemento (CHso, Ca, Ca) 

* Teste cutâneo 

* Estudos de proliferação de células mononucleares 

* NBT 





Investigação terciária 





* Estudos enzimáticos 
(adenosina deaminase, purina nucleotídeo fosforilase) 
- Estudos de citotoxicidade de células NK 
- Estudos de fagocitose 
* Histologia e análise imuno-histoquimica (ou de citometria de fluxo) 


de linfonodos ou órgãos linfoides 
* Produção de citocinas 
* Estudos avançados de complemento 
* Biologia molecular 


Figura 49.4 Abordagem por etapas para investigacao laboratorial de imunodeficiéncias 
primarias. CCS = contagem completa de células sanguineas; NBT = teste de nitroazul 
de tetrazólio em lâmina; célula NK = célula natural killer. 


doentes. Bebês e crianças pequenas afetadas podem apresentar falha de 
desenvolvimento e, por isso, é importante que sejam monitoradas quan- 
to à altura e ao peso. Linfonodos, tonsilas ou adenoides pequenas ou 
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Figura 49.5 Algoritmo de teste para imunodeficiências. Ac = anticorpo; CCS = contagem completa de células sanguíneas; DTH = teste cutâneo de hipersensibilidade do tipo 
tardio (PPD); HIV = vírus da imunodeficiência humana; lgs = imunoglobulinas; NBT = teste de nitroazul de tetrazólio em lâmina. 


ausentes são indicativos de agamaglobulinemia ligada ao X (Lindegren, 
2004). Além das infecções respiratórias, bebês também podem apre- 
sentar rinite, conjuntivite e distúrbios hematológicos, gastrintestinais 
e autoimunes (Fleisher, 2003). Em contraste, pacientes com doença 
granulomatosa crônica (DGC) e imunodeficiência variável comum exi- 
bem linfonodos periféricos normais ou aumentados (Buckley, 2000). O 
defeito genético observado na síndrome de Wiskott-Aldrich causa imu- 
nodeficiências e trombocitopenia, com consequente propensão a con- 
tusões, petéquias e erupções cutâneas eczematosas (Zhu, 1997). 

O primeiro teste a ser realizado para avaliar o sistema imune é a 
contagem sanguínea completa. Uma contagem de leucócitos sanguí- 
neos e um diferencial fornecerão informações sobre a morfologia e o 
número de pequenos linfócitos (diâmetro < 10 um). Os parâmetros 
normais variam de acordo com a idade do paciente e, por esse motivo, 
devem ser interpretados considerando as faixas etárias apropriadas. 
Independentemente da idade, espera-se que o paciente apresente uma 
contagem minima maior que 1.200 pequenos linfócitos/mmº. Como 
os linfócitos B representam uma pequena parte (<10%) da população 
de linfócitos, uma deficiência absoluta deles reflete de modo primário 
uma deficiência de células T. Uma parte da primeira visita do paciente 
também deve incluir a obtenção de todos os registros médicos ante- 
riores, incluindo relatos ou slides de patologia, bem como resultados 
de culturas e exames de raios X obtidos previamente. 


Imunoglobulinas 


Como as deficiências de anticorpos são doenças mais comuns do 
que outros defeitos imunológicos, deve ser enfatizada em primeiro 


lugar a investigação das imunoglobulinas e sua produção (Stiehm, 
1996). Cerca de metade dos distúrbios de imunodeficiência primária 
estão relacionados à produção inadequada de anticorpos ou à produ- 
ção de anticorpos não funcionais (Noroski, 1998). Os ensaios quan- 
titativos para imunoglobulinas são prontamente disponibilizados em 
todos os laboratórios comerciais e nos grandes laboratórios hospita- 
lares. Esses ensaios requerem apenas pequenos volumes de soro para 
as análises (ver Caps. 19 e 45). Como os valores de imunoglobulinas 
aumentam com a idade, é necessário comparar os dados obtidos com 
os valores referenciais normais para a faixa etária adequada, a fim de 
interpretar corretamente os resultados. 

Durante os primeiros meses de vida, a IgG constitui a principal 
imunoglobulina encontrada no soro do bebê, sendo de origem mater- 
na. Em torno dos 3 meses de idade, a dissipação da concentração de 
IgG materna combinada a uma fase lag de produção desse anticorpo 
pelo próprio bebê resultam na formação de níveis de IgG de nadir. 
Entretanto, primeiramente a IgM e em seguida a IgA passam a ser sin- 
tetizadas pela criança. Assim, a presença dessas duas imunoglobulinas 
evidencia de maneira convincente a ausência de uma agamaglobu- 
linemia ligada ao X, a qual é caracterizada por uma pan-hipogama- 
globulinemia. Portanto, IgA, IgM e IgG devem ser quantificadas de 
modo simultâneo. 

Os níveis de IgA muitas vezes não são significativos até os 6 meses de 
idade. Todavia, depois de 1 ano, a persistência de baixos níveis de IgA 
aponta a existência de um defeito permanente (Plebani, 1986). Alguns 
pacientes deficientes de IgA podem ser assintomáticos ou apresentar 
sintomas leves, como maior incidência de infecções respiratórias ou 
gastrintestinais. Contudo, há pacientes que desenvolvem reações ana- 


filáticas severas ou fatais ao plasma existente em produtos do sangue 
que contêm IgA (Lindegren, 2004). 

A síndrome da hiper-IgM, um distúrbio hereditário de células T 
ligado ao X, caracteriza-se por níveis de IgM normais ou elevados e 
níveis acentuadamente baixos de IgA, IgG e IgE (Levy, 1997; Ramesh, 
1998; Buckley, 2000). Entretanto, elevações marcantes dos níveis de 
IgE quase sempre integram a síndrome da hiper-IgE (Buckley, 1978) 
e são comuns na síndrome de Wiskott-Aldrich, nas deficiências de 
células T isoladas e na DGC. A síndrome de Wiskott-Aldrich também 
é caraterizada por uma notável elevação dos níveis séricos de IgA alia- 
da a baixas concentrações de IgM (Ochs, 1998). 

Uma forma simples de avaliar os níveis de anticorpos funcionais em 
crianças consiste em checar iso-hemaglutininas dirigidas contra antí- 
genos ABO ausentes no paciente, pois a presença dessas moléculas é 
indicativa de uma produção de anticorpos funcionais ativa (Fleisher, 
2003). As iso-hemaglutininas são anticorpos de ocorrência natural 
que se formam após os 2 ou 3 meses de idade; entretanto, o teste para 
detecção desses anticorpos não é válido para crianças de 4 a 6 meses 
em virtude da persistência das imunoglobulinas maternas. Além disso, 
por causa da relativa imaturidade ou, talvez, da exposição inadequada, 
crianças com imunidade normal podem apresentar baixas concentra- 
ções de iso-hemaglutininas entre 5 e 10 anos (Brecher, 2002). 


Imagem radiológica 


Estudos de raios X, tomografia computadorizada (TC) e imagem 
por ressonância magnética (IRM) podem ser úteis na avaliação das 
imunodeficiéncias. A pneumonia intersticial crônica é comum em 
bebês, crianças ou adultos com deficiências de células T, e deve ser 
confirmada por meio de exames de raios X do tórax. Com o passar do 
tempo, muitos pacientes com deficiência primária de células B (aga- 
maglobulinemia, imunodeficiência variável comum) podem desen- 
volver fibrose pulmonar crônica ou bronquiectasia (Sweinberg, 1991; 
Cunningham-Rundles, 1999). A TC torácica de um paciente que apre- 
senta infecções recorrentes do trato respiratório é a melhor alternativa 
para investigar a bronquiectasia. Se as alterações tiverem se desenvol- 
vido, certamente será necessário realizar outras investigações. 

No passado, vistas laterais da região cervical eram utilizadas para 
avaliar o tecido linfoide faríngeo em crianças. O exame de raios X, 
no entanto, não é recomendado para avaliação do tecido linfoide cer- 
vical, pois a informação obtida dessa forma pode ser conseguida de 
modo mais fácil utilizando métodos alternativos. Embora vistas fron- 
tais do tórax possam revelar a ausência da sombra tímica em bebês, o 
timo pode encolher facilmente em decorrência do estresse e, por esse 
motivo, a avaliação do tamanho tímico por esse método não é confi- 
ável. Por outro lado, anormalidades ósseas podem alertar o radiolo- 
gista quanto ao aparecimento de um possível problema imunológico 
durante a infância. Um subgrupo de pacientes com imunodeficiên- 
cias envolvendo anomalias de células T, ou de células T e B, apresenta 
nanismo com encurtamento dos membros. Esses pacientes exibem 
lesões características, de modo geral nas regiões metafisárias dos ossos 
longos. Pacientes com deficiência de adenosina deaminase de início na 
infância apresentam anormalidades esqueléticas prontamente identi- 
ficáveis nas costelas e no quadril (Lindegren, 2004). Anomalias ósseas 
podem estar presentes em pacientes com síndrome de hiper-IgE. Tais 
anomalias incluem osteoporose difusa, fraturas subsequentes a trau- 
matismos leves, craniossinostomose e defeitos da linha média óssea 
(Grimbacher, 1999). 


Funções pulmonares 


A imunodeficiência, especialmente quando persiste por algum 
tempo, com frequência afeta o sistema pulmonar e sua função, con- 
forme já mencionado. Sendo assim, volumes pulmonares completos 
acompanhados de volumes expiratórios forçados devem ser testados 
mesmo que as radiografias torácicas estejam normais. Pacientes com 
defeitos de células T e B estão sujeitos a contrair infecções pulmonares 
com consequente broncoespasmo, doença restritiva ou obstrutiva, ou 
uma combinação dessas anomalias. Pacientes com deficiências tanto de 
IgA quanto de IgG2 apresentam testes de função pulmonar significati- 
vamente anormais, podendo haver uma relação causal entre essas defi- 
ciências e a deterioração da função dos pulmões (Bjorkander, 1985). 


Investigações de segundo nível 


Produção de anticorpos 


A investigação da produção de anticorpo específico pode requerer 
apenas o monitoramento das respostas imunes a antígenos de vaci- 
nas, sendo o método mais direto para avaliação da função da célu- 
la B. Trata-se de uma abordagem útil para pacientes com história de 
infecções bacterianas recorrentes e concentrações de imunoglobuli- 
nas abaixo dos níveis normais. O método definitivo para avaliar as 
imunoglobulinas quantitativamente reduzidas consiste em medir os 
níveis de pré-imunização contra antígenos específicos e os níveis de 
anticorpos de pós-imunização após um período de 4 semanas. Se a 
criança ou o adulto recebeu as imunizações usuais no passado, os títu- 
los de anticorpos para esses antígenos de vacina podem ser medidos. 
As respostas de vacina mais úteis para a avaliação são aquelas contra 
tétano, difteria, Haemophilus e pneumococos. Diversos laboratórios 
comerciais desenvolveram testes sensíveis, como o ensaio imunossor- 
vente ligado à enzima (ELISA), que pode ser utilizado para avaliar a 
produção de anticorpos. A avaliação das respostas imunes às vacinas 
deve incluir as concentrações de anticorpo no soro pré-imunização e 
a idade do paciente, pois esses fatores afetam a resposta de anticorpos. 
O laboratório que realiza os testes fornece diretrizes para as respostas 
de anticorpo apropriadas. Em geral, espera-se um aumento de quatro 
vezes associado aos antígenos proteicos e um aumento de duas vezes 
para os antígenos polissacarídicos. 

As respostas de anticorpo aos toxoides tetânico e diftérico são úteis 
para avaliar respostas dirigidas a antígenos dependentes de células T. 
A avaliação da função de células B requer a determinação das respos- 
tas aos antígenos carboidratos, que ativam diretamente essas células. 
É importante utilizar antígenos de carboidratos que não estejam con- 
jugados a proteínas, como os antígenos meningocócicos e pneumocó- 
cicos polissacarídicos (Balmer, 2003). Crianças com menos de 2 anos 
de idade não respondem a antígenos de carboidratos não conjugados 
(Barrett, 1984), sendo que não devem ser administradas vacinas com 
vírus vivos a crianças nem a qualquer familiar do paciente até a exclu- 
são da possibilidade de imunodeficiência (Go, 1996). 


Subclasses de IgG 


A IgG apresenta quatro subclasses — IgG1 a IgG4 — com característi- 
cas estruturais e biológicas distintas (Normansell, 1987; Schur, 1987). 
Embora os papéis individuais de cada subclasse de IgG não tenham 
sido estabelecidos, os anticorpos dirigidos a antígenos de carboidratos 
concentram-se na subclasse IgG2, sendo que muitos antígenos de pare- 
de celular bacteriana são constituídos de carboidratos (Scott, 1988). 
Assim, a ausência de uma resposta de IgG2 pode resultar na falha em 
desenvolver proteção contra infecção bacteriana. Essa relação é mais 
convincente em um eventual paciente com deficiência de IgA, que 
também apresente deficiência da subclasse IgG2 e não responda com 
produção de anticorpos a vacinas para pneumococos. À deficiência de 
uma subclasse de IgG também foi implicada como causa de infecções 
recorrentes em pacientes que apresentam níveis normais (ou quase 
normais) de IgG (Oxelius, 1979; Wedgwood, 1986; Shackelford, 1990; 
Gross, 1992; Popa, 1994). 

A importância biológica da deficiência de subclasses de IgG nem 
sempre é nítida e alguns indivíduos totalmente desprovidos dos genes 
para IgG2, IgA e IgE são sadios (Lefranc, 1982; Migone, 1984). A IgG] 
é o primeiro tipo de resposta de subclasse aos antígenos de carboidra- 
to, sendo que a conversão para resposta de IgG2 ocorre conforme o 
indivíduo amadurece (Scott, 1988). Não há evidências de que os indi- 
víduos cujas respostas se restringem à IgG1 estejam em desvantagem. 
Para determinar a importância biológica da deficiência de subclasses 
de IgG, é obrigatório testar a produção de anticorpos específicos, usu- 
almente por meio da administração de vacina, como a contra tétano, 
difteria, Haemophilus e pneumococo. Apenas pacientes que apresen- 
tassem uma clara deficiência de anticorpos para múltiplos antígenos 
seriam considerados portadores de defeito imunológico significativo. 


Imunidade mediada por células T 


A migração das células-tronco a partir da medula óssea para o 
timo resulta no desenvolvimento das células T (Kruisbeek, 1999). 
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culas de superficie são ligadas e desligadas de maneira controlada. 
Essas moléculas são identificadas de acordo com seu grupo de dife- 
renciação (CD, cluster of differentiation). Os marcadores CD ajudam a 
distinguir o estágio de maturação e a função dos linfócitos (Buckley, 
2000). Apesar da regressão do timo com o passar do tempo, o desen- 
volvimento das células T continua por toda a vida (Jamieson, 1999). 
Diferente dos anticorpos produzidos pelas células B, que reconhecem 
antígenos no estado natural, as células T reconhecem peptídeos com- 
binados a moléculas do complexo principal de histocompatibilidade 
(MHC, major histocompatibility complex) após o processamento pelas 
células apresentadoras de antígeno, por meio do receptor da célula T 
— o CD3 (Buckley, 2000). 

Anticorpos monoclonais são úteis para a detecção dos marcadores 
CD dos linfócitos, além de permitirem a rápida enumeração das célu- 
las T e das subclasses de células T. Isso pode ser feito utilizando peque- 
nos volumes de sangue total. A designação CD subdivide as células 
T (como um grupo, CD3*) em dois subgrupos principais — células 
T CD4* e CD8*. As células T CD4* são referidas como “auxiliares” 
(helper), envolvidas na inicialização das reações imunes, na secreção 
de citocinas e na intensificação das respostas de células B. As células 
T CD8* também liberam citocinas e estão associadas a funções cito- 
tóxicas (killer). Os marcadores CD4* e CD8” presentes nas células T 
servem de moléculas sinalizadoras e trabalham em conjunto com os 
antígenos do MHC de classes I e II, no sentido de ampliar e estabili- 
zar a ligação com os receptores das células T (TCR). As células CD4* 
reconhecem antígenos apresentados no contexto dos antígenos do 
MHC de classe II, enquanto as células CD8* reconhecem antígenos 
apresentados no contexto dos antígenos do MHC de classe I (Buckley, 
2000). As doenças da imunodeficiência resultantes da geração de célu- 
las T defeituosas podem resultar na perda total ou em baixos núme- 
ros de células T CD3*, produzindo efeitos similares sobre as subclas- 
ses de células T, células CD4* e CD8*. A síndrome de DiGeorge, por 
exemplo, resulta em baixos números de células CD3* (Hong, 1998). 
A deficiência do MHC de classe II resulta em baixos números de 
células CD4” (Klein, 1993) e em uma anormalidade da Zap-70 (uma 
molécula sinalizadora integral à atividade do TCR), com redução do 
número de células T CD8” (Elder, 1998). Diante da suspeita de um 
defeito imune, um painel de marcadores de células T é examinado por 
citometria de fluxo, bem como o percentual e a contagem absoluta de 
células em cada grupo são comparados aos valores de referência nor- 
mais da faixa etária correspondente (Iloh, 2004). 


Avaliação funcional da célula T 


Uma história clínica de infecções oportunistas e uma contagem abso- 
luta de linfócitos diminuída em uma contagem sanguínea completa 
devem conduzir a uma pronta investigação funcional das células T do 
paciente (Fleisher, 2003). A candidíase mucocutânea é outra indicação 
de defeito funcional de células T, sendo caracterizada pela extensão 
da infecção a partir das membranas mucosas sobre a continuidade da 
pele, podendo envolver as unhas dos dedos das mãos com inflamação 
granulomatosa (Atkinson, 2000; Lilic, 2001). Testes cutâneos de hiper- 
sensibilidade tardia (DTH, delayed type hypersensitivity) comumente 
são empregados para determinar a função das células T, pois medem a 
capacidade de memória, reconhecimento e apresentação de antígenos, e 
mobilização delas, bem como de gerar uma resposta inflamatória espe- 
cífica. Mesmo diante de uma contagem absoluta de linfócitos normal, 
devem ser realizados testes cutâneos de DTH sempre que houver sus- 
peita de um defeito envolvendo a célula T. Entretanto, esses testes são 
difíceis de interpretar quando se trata de crianças, pois elas podem não 
ter sido suficientemente expostas para responder aos antígenos mon- 
tando uma resposta imunogênica, de modo que uma resposta reduzida 
ou ausente pode ser normal. O teste cutâneo de hipersensibilidade deve 
incorporar mais de um antígeno (Kniker, 1985). Para garantir uma 
administração adequada e a correta interpretação dos resultados do 
teste, a equipe de funcionários deve ser bem treinada (Fleisher, 2003). 

Informações sobre a capacidade das células T podem ser obtidas 
por meio de avaliações funcionais de respostas proliferativas in vitro a 
diferentes estímulos. Mitógenos, antígenos e aloantígenos constituem 
estímulos que induzem proliferação de células T. Os mitógenos usual- 
mente são extratos de plantas pouco específicos, estimulando linfócitos 


T CD4* e CD8”. Os aloantígenos presentes em células de doadores sem 
grau de parentesco também estimulam células CD4* e CD8* de forma 
relativamente inespecífica. Pacientes com significativa deficiência de 
células T ainda podem apresentar respostas proliferativas a esses estí- 
mulos, indicando que tais células estão presentes mas são incapazes de 
eliminar agentes infecciosos no hospedeiro. Mesmo assim, as respostas 
proliferativas a antígenos específicos constituem um bom indicador da 
capacidade do hospedeiro de resistir à infecção (Lane, 1985). No caso 
de antígenos específicos, costuma-se utilizar antígenos de tétano, dif- 
teria e Candida, embora seja necessário haver exposição suficiente a 
eles. Portanto, esses antígenos não são confiáveis para testar crianças 
durante o primeiro ano de vida. Uma medida de respostas de células T 
que é útil para crianças consiste em cultivar células mononucleares do 
sangue periférico em presença de concentrações mitogênicas de anti- 
corpos monoclonais anti-CD3. Essa estimulação normalmente induz 
proliferação de todas as células T CD3*, enquanto a ausência de proli- 
feração evidencia um severo defeito de células T (Hong, 1996). 


Ensaios de killing polimorfonuclear 


Testar a função dos neutrófilos requer um cuidadoso planejamento, 
pois, às vezes, as amostras precisam ser transportadas por longas dis- 
tâncias até os grandes laboratórios de referência, nos quais as análises 
são feitas. O sangue coletado de um paciente deve ser submetido à 
investigação laboratorial o quanto antes, uma vez que os neutrófilos 
passam por processo de apoptose rapidamente após a coleta. Caso 
o sangue precise ser armazenado ou transportado, deve ser coletado 
em um tubo de polipropileno contendo conservante (p. ex., ácido 
etilenodiaminotetra-acético [EDTA] ou citrato), e mantido à tempe- 
ratura ambiente (entre 20 e 25°C). Esse procedimento diminui a ati- 
vidade metabólica e minimiza a adesão das células às paredes do tubo. 
Mesmo sob condições ideais, é possível preservar as células somente 
por até 24 ou 36 horas (Kuijpers, 1999). 

Neutropenia ou disfunção de neutrófilos ocorre em infecções bacte- 
rianas ou fúngicas recorrentes na pele, nos linfonodos, no fígado, nos 
pulmões ou nos ossos. Ambas são mais frequentes em paciente sob 
terapia mielossupressora para tratamento de neoplasmas malignos. 
Esses distúrbios devem ser distinguidos da DGC, em que a fagocitose 
permanece normal em detrimento do killing intracelular defeituoso 
de microrganismos infecciosos, resultando na formação de abscesso 
ou granuloma no fígado, nos ossos e nos pulmões (Lekstrom-Himes, 
2000). A herança da DGC é mais comumente ligada ao X ou autos- 
sômica recessiva, em razão da ocorrência de mutações envolvendo 
as regiões cromossômicas 16p24, 7q11.23 ou 1q25. Essas alterações 
resultam em defeitos de uma ou mais subunidades da NADPH oxida- 
se, que é a enzima catalisadora da formação de peróxido de hidrogê- 
nio. Esse erro conduz a uma falha de explosão respiratória nos granu- 
lócitos após a ingestão fagocítica das bactérias (Meischl, 1998). Como 
resultado, o oxigênio molecular não é reduzido a superóxido e outros 
radicais livres, como radical hidroxila e peróxido de hidrogênio, que 
são componentes importantes do mecanismo intracelular de destrui- 
ção bacteriana (Babior, 1978). A DGC é, portanto, caracterizada por 
infecções recorrentes por organismos produtores de catalase (p. ex., 
Staphylococcus aureus), que são capazes de decompor o peróxido de 
hidrogênio produzido pelos granulócitos. Sendo assim, os organis- 
mos catalase-positivos conseguem sobreviver à ingestão intracelular, 
multiplicar-se e causar uma resposta tecidual granulomatosa que, 
quando excessiva, pode obstruir os tratos gastrintestinal e genituriná- 
rio. Infecções crônicas por Serratia spp., Klebsiella spp., Burkholderia 
cepacia e Aspergillus spp. são particularmente problemáticas (Gallin, 
1983, 1990). Entretanto, pacientes com DGC não enfrentam esse pro- 
blema com relação aos organismos catalase-negativos. 

A característica biológica fundamental dos leucócitos na DGC reside 
no fato de que essas células fagocitam as bactérias normalmente, sem 
destruí-las. Esse aspecto constitui a base do ensaio de killing bacteriano 
para DGC. Historicamente, o teste de nitroazul de tetrazólio (NBT) 
em lâmina tem sido o ensaio laboratorial utilizado na triagem da DGC 
que é realizada nos grandes laboratórios de referência (Park, 1968). 
Nesse ensaio, os neutrófilos do paciente são incubados com NBT, um 
corante amarelo-claro. Esse corante é ativado com forbol miristato 
acetato (PMA), um forte agente estimulador de ativação independente 
de receptor. Neutrófilos funcionais fagocitam, reduzem e precipitam o 


corante NBT, formando depósitos intracelulares de formazan negro. 
Tais depósitos são indicativos da ocorrência de uma rápida ativação 
da enzima NADPH-oxidase, com consequente redução do oxigênio 
pela NADPH a superóxido que, logo após, é catalisado a peróxido de 
hidrogênio por ação da superóxido dismutase (SOD). Em seguida, um 
técnico estabelece microscopicamente os escores dos neurófilos que 
contêm depósitos intracelulares de formazan negro (Kuijpers, 1999). 
Entretanto, em muitos laboratórios, o teste do NBT em lâmina foi 
substituído por um teste de citometria de fluxo que detecta a oxidação 
intracelular de diclorofluoresceina diacetato di-hidrorrodamina 123 
(O'Gorman, 1995). Esses corantes fluorescentes, uma vez oxidados, 
produzem substâncias intracelulares fluorescentes que são detectadas 
por citometria de fluxo. A citometria de fluxo é um método mais obje- 
tivo e confiável para identificação de produtos intracelulares. 

A síndrome de hiper-IgE (Buckley, 1978) é fenotipicamente seme- 
lhante à DGC, com abscessos cutâneos e pulmonares recorrentes. No 
entanto, a função dos leucócitos polimorfonucleares não constitui 
achado preponderante nessa doença (Buckley, 1978). Essa síndro- 
me também inclui anomalias ósseas, fascies incomuns e candidíase 
cutânea. O defeito imunológico na síndrome da hiper-IgE ainda está 
pouco definido e, embora tenha sido mapeado no cromossomo 4, o 
defeito do hospedeiro ou o gene específico ainda não foi classifica- 
do. O diagnóstico da condição é indicado pela detecção de níveis de 
IgE acima de 2.000 Ul/mL (que na verdade podem chegar a 20.000 
ou 60.000 Ul/mL), acompanhada das devidas manifestações clínicas 
(Grimbacher, 1999). No momento, não existem testes diagnósticos 
ou confirmatórios disponíveis para detecção da hiper-IgE que, então, 
é primariamente reconhecida por meio das manifestações clínicas 
(Grimbacher, 1999). 


Avaliação do complemento 


Foram descritos numerosos defeitos congênitos envolvendo o siste- 
ma complemento, ainda que não sejam causa frequente de distúrbios 
de imunodeficiência primária. Tais defeitos tipicamente estão associa- 
dos à ausência de uma ou mais moléculas do complemento ou a uma 
proteína de complemento não funcional, com consequente redução 
da capacidade do complemento de ligar-se à superfície de microrga- 
nismos invasores. Defeitos individuais conduzem a síndromes clínicas 
distintas, como angioedema hereditário ou hemoglobinúria paroxistica 
noturna, uma propensão a infecções bacterianas recorrentes ou doença 
autoimune (Schneider, 1999). Muitas das deficiências de base genética 
envolvendo a via de ativação clássica (C1, C2, C3, C4) e os componen- 
tes terminais (C5, C6, C7, C8 e C9) podem ser detectadas utilizando 
eritrócitos de carneiro sensibilizados com anticorpos em um ensaio 
para complemento hemolítico total (CH.,). Esse ensaio avalia a integri- 
dade funcional de C1-C9. Muitos laboratórios comerciais realizam esse 
ensaio que, para obtenção de resultados acurados, requer o uso de soro 
ou plasma recém-coletado e congelado em seguida. Portanto, a logística 
deve ser cuidadosamente coordenada quando as amostras precisarem 
ser transportadas a longas distâncias. As deficiências de componentes 
da via alternativa — fatores D, H e I, e properdina — são pouco comuns, 
todavia podem ser detectadas em ensaio hemolítico utilizando eritróci- 
tos de coelho não sensibilizados como ativadores potentes da via alter- 
nativa. Se um desses ensaios resultar anormal, a identificação de com- 
ponentes individuais deficientes é feita por testes funcionais e imuno- 
histoquimicos que sejam específicos para cada componente (Cap. 46). 


Investigações de terceiro nível 


Quantificações de enzimas para detecção 
de defeitos metabólicos 


Deficiências das enzimas adenosina deaminase e purina nucleosídeo 
fosforilase estão relacionadas ao metabolismo das purinas, resultando 
em deficiência imunológica. Pacientes com deficiência de adenosina 
deaminase apresentam achados similares aos daqueles com síndrome da 
imunodeficiência severa combinada (SCID, severe combined immunode- 
ficiency syndrome). A SCID constitui uma coleção de distúrbios genéticos 
em que há um defeito severo envolvendo a função ou o desenvolvimen- 
to de células B e T. Em contraste com a SCID, os pacientes com deficiên- 


cia de adenosina deaminase exibem displasia condro-óssea, resultando 
em anormalidades esqueléticas e linfopenia mais severa. A deficiência da 
adenosina deaminase é causada por uma mutação em um gene locali- 
zado no cromossomo 20q13.2-q13.11, que resulta no acúmulo tóxico 
de metabólitos que inibem a replicação celular e induzem a apoptose de 
linhagens celulares linfocíticas (Buckley, 2000). A falta de adenosina dea- 
minase inicialmente causa perda de células T (em particular, de células 
T CD4”), seguida da perda de células B, que leva ao desenvolvimento da 
forma combinada de deficiência de células T e B (SCID) (Hirschhorn, 
1995). Assim como vários defeitos imunológicos primários que foram 
identificados pela primeira vez na forma homozigota severa, a deficiên- 
cia de adenosina deaminase também foi diagnosticada em indivíduos 
adultos com linfopenia de CD4 e defeitos de células T significativos, na 
forma de deficiência parcial heterozigota (Shovlin, 1994). 

A deficiência de purina nucleosídeo fosforilase é caracterizada pela 
ocorrência de infecções recorrentes, linfopenia, anormalidades neuro- 
lógicas e distúrbios autoimunes (Myers, 2004). Essa deficiência enzi- 
mática provoca diminuição do número de células T e exerce pouco 
ou nenhum efeito sobre as células B. As enzimas purina nucleosídeo 
fosforilases usualmente são quantificadas em lisados de eritrócitos 
(Kizaki, 1977), entretanto o teste pode se tornar pouco confiável se 
o paciente tiver recebido produtos do sangue nos últimos 3 meses. 
Recentemente, a eletroforese capilar foi proposta como ensaio alter- 
nativo e de baixo custo. À eletroforese capilar pode proporcionar um 
alto grau de flexibilidade na separação em termos de diagnóstico de 
erros do metabolismo, além de ser capaz de determinar a atividade 
enzimática de purina nucleosídeo fosforilase ou de adenosina deami- 
nase, bem como a presença de metabólitos tóxicos (Carlucci, 2003). 


Ensaios para células natural killer 


As células natural killer (NK) constituem um subgrupo de linfócitos 
que frequentemente atuam com as células T na erradicação de organis- 
mos intracelulares. A deficiência completa de células NK é rara e carac- 
teriza-se pela ocorrência de infecções herpéticas recorrentes (Fleisher, 
2003). As células NK possuem morfologia de linfócitos grandes granu- 
lares e expressam um grupo único de marcadores de superfície celu- 
lar: CD16, CD56 e CD57 (Trinchieri, 1989). As células NK podem ser 
quantificadas de modo fácil por meio da detecção desses marcadores 
de superfície por citometria de fluxo. Entretanto, para avaliar a ativida- 
de funcional da célula NK, tradicionalmente são utilizados ensaios de 
liberação de cromo, que empregam células da linhagem K-562 marca- 
das com cromo 51 (Biron, 1989). Esse ensaio antigo tem suas próprias 
limitações, ou seja, é mais trabalhoso, incorpora o uso de materiais 
radioativos e não identifica os mecanismos de morte celular das célu- 
las-alvo. Essas desvantagens conduziram ao desenvolvimento de méto- 
dos mais modernos, que dispensam o uso de radioatividade e utilizam 
técnicas de marcação fluorescente combinadas à citometria de fluxo 
para avaliar a função da célula NK. Outra técnica emprega um substra- 
to colorimétrico para detectar granzima B, que é uma serina protease 
encontrada nos grânulos de linfócitos T citotóxicos e de células NK, 
cujo papel consiste em mediar a clivagem de substratos celulares na 
apoptose induzida pelos grânulos (Hoppner, 2002; Ewen, 2003). 


Análises adicionais de fagócitos 


Existem defeitos genéticos envolvendo o sistema imune inato que 
estão relacionados à formação ou à função dos grânulos junto aos 
neutrófilos. A mieloperoxidase é a enzima predominante detec- 
tada nos grânulos primários dos granulócitos e atua catalisando a 
formação de ácido hipocloroso (HOCI) que, por sua vez, destrói 
microrganismos (Kuijpers, 1999). Contudo, sua ausência usualmen- 
te não está associada à manifestação de sintomas clínicos, a não ser 
em pacientes com diabetes melito, que tornam-se mais suscetíveis 
à candidíase disseminada (Lanza, 1998). A deficiência de mielope- 
roxidase, herdada como defeito autossômico recessivo, é um dos 
distúrbios de neutrófilos hereditários mais comuns, no entanto, 
sua importância clínica permanece desconhecida (Lehrer, 1969; 
Klebanoff, 1999). Cerca de metade dos pacientes afetados apresen- 
ta deficiência de mieloperoxidase, enquanto os pacientes restantes 
apresentam concentrações normais de uma forma estruturalmente 
defeituosa da enzima (Nauseef, 1998). 
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A síndrome de Chédiak-Higashi e a deficiência granular específi- 
ca são defeitos congênitos que resultam em distúrbios granulares de 
fagócitos. A síndrome de Chédiak-Higashi constitui um distúrbio 
autossômico recessivo em que todas as células contendo lisossomos 
apresentam grânulos gigantes anormais. Em neutrófilos, ocorre fusão 
de grânulos primários e secundários, com consequente retardo da 
fusão com os fagossomos, resultando em infecções bacterianas recor- 
rentes. Pacientes com síndrome de Chédiak-Higashi apresentam neu- 
tropenia discreta, níveis normais de imunoglobulinas, defeitos envol- 
vendo nervos periféricos, leve albinismo ocular e cutâneo, disfunção 
plaquetária leve e doença periodontal (Introne, 1999). 

A deficiência específica de grânulos neutrofílicos é um distúrbio 
raro que se caracteriza pela ocorrência de infecções bacterianas recor- 
rentes na pele e nos pulmões. Pacientes com essa deficiência não pos- 
suem grânulos neutrofílicos secundários ou específicos, os quais exer- 
cem papel importante na inflamação aguda, de modo que a migração 
dos neutrófilos é comprometida. O exame morfológico de neutrófilos 
corados revela a presença de anomalias características e trata da defi- 
ciência granular específica (Ganz, 1988). 

Pacientes com deficiência de adesão leucocitária (DAL) de tipo 1 — 
um defeito envolvendo a integrina CD18, que constitui a cadeia B das 
moléculas LFA-1, Mac-1 e p150,95 (Anderson, 1987) — são suscetíveis 
a todas as infecções observadas em pacientes com DGC, além de otite 
média e cicatrização precária de feridas. Em geral, como os patógenos 
causam dano tecidual e inflamação, as moléculas de adesão existentes 
no endotélio vascular estão positivamente reguladas e são reconheci- 
das pelos neutrófilos circulantes que expressam os ligantes correspon- 
dentes. Como resultado final, os neutrófilos acumulam-se nos sítios de 
inflamação (Cap. 46). Pacientes com DAL não possuem as moléculas de 
adesão necessárias à diapedese, por isso apresentam neutropenia teci- 
dual e, assim, mais infecções (Arnaout, 1993). Essa anormalidade tem 
início após o nascimento e é marcada por retardo da separação do cor- 
dão, desenvolvimento de úlceras cutâneas crônicas, periodontite, com- 
prometimento da cicatrização e leucocitose. Leucócitos deficientes apre- 
sentam defeitos de adesão e das funções dependentes de adesão, como 
espalhamento, fagocitose e orientação quimiotática (Anderson, 1987). 

A DAL de tipo 2 afeta principalmente neutrófilos e macrófagos, sendo 
que os pacientes com essa condição apresentam expressão defeituosa 
do ligante sialil-Lewis* de selectinas e falha da conversão de manose 
GDP em fucose, resultando em uma síndrome clínica similar à DAL de 
tipo 1. O tipo 2 também é responsável pela expressão antigênica do raro 
grupo sanguíneo de Bombay (DAL-2) em hemácias (Etzioni, 1993). 

A mobilidade leucocitária usualmente é avaliada por meio da obser- 
vação da migração orientada pelas membranas de filtro ou em agarose 
(Nelson, 1975; Cates, 1981). A contagem do número de células em um 
determinado ponto final ou “filtro de parada” microscopicamente, ou 
por intermédio de marcação radioativa, apresenta a desvantagem de 
considerar apenas as células mais rápidas. Em consequência, pode ser 
obtida uma avaliação inacurada da maioria dos neutrófilos do pacien- 
te, de modo que é melhor contar o número de células em diferentes 
pontos ao longo do filtro (Kuijpers, 1999). Injeções de epinefrina e 
esteroides, que fazem os leucócitos polimorfonucleares abandonarem 
a marginação e saírem dos reservatórios medulares, são empregadas 
em outros tipos de avaliação da mobilidade desses leucócitos. Foi 
descrito um distúrbio envolvendo a actina, que é importante para a 
migração dos leucócitos polimorfonucleares (Southwick, 1988). 

As proteínas de adesão existentes na superfície dos neutrófilos 
podem ser funcionalmente testadas utilizando diferentes ligantes 
mobilizados e ligados a uma monocamada de células endoteliais 
aderidas a uma lâmina de vidro, podendo ser quantificadas após o 
pré-tratamento com agentes quimiotáticos. O rolamento, a adesão e 
a migração dos neutrófilos podem ser monitorados no decorrer do 
tempo com auxílio de uma câmera de vídeo. A fagocitose atualmente 
pode ser avaliada por citometria de fluxo. Nessa técnica, os neutró- 
filos são incubados com microrganismos marcados com substância 
fluorescente, a amostra é lavada para remoção dos microrganismos 
marcados não digeridos e as células contendo microrganismos mar- 
cados ingeridos são contadas (Kuijpers, 1999). De maneira bastante 
semelhante, a citometria de fluxo pode ser empregada para avaliar o 
killing de micróbios, por meio do uso de corantes vitais que distin- 
guem organismos vivos e mortos após a incubação com neutrófilos 


(Martin, 1992). É possível avaliar a degranulação empregando cito- 
metria de fluxo para medir na superfície dos neutrófilos a expressão 
de proteínas existentes na membrana dos grânulos (Kuijpers, 1999). 


Citocinas e receptores de citocinas 


As respostas imunes são reguladas por mediadores solúveis chama- 
dos citocinas. As citocinas produzem múltiplos eventos imunológicos 
ao interagirem com receptores apropriados presentes nos tecidos e nas 
células inflamatórias. As citocinas exercem papel importante ao atua- 
rem como mensageiras junto ao sistema imune e em paralelo ao res- 
tante do corpo na regulação das respostas imunes (Mire-Sluis, 1998). 
A partir do estudo de pacientes com imunodeficiência, bem como de 
camundongos depletados de certos genes, foi possível expandir nosso 
conhecimento sobre o papel das citocinas nas defesas do hospedeiro. 
Deficiências de interleucina (IL)-12 e interferon (IFN)-y aumentam 
a suscetibilidade a infecções por salmonela e micobactérias (de Jong, 
1998). O comprometimento da secreção ou da resposta à IL-12 com- 
promete a formação do granuloma e, assim, permite o crescimento 
descontrolado de micobactérias (Jouanguy, 1999). Estudos recen- 
tes mostraram que a patofisiologia de vários desses distúrbios pode 
resultar de uma sinalização defeituosa de citocinas, com consequente 
disfunção ou retardo do desenvolvimento de células B, T e NK (Kelly, 
2003). Mais notavelmente, a SCID ligada ao X humano está associada 
a defeitos envolvendo o gene de um receptor de IL (IL2RG), que codi- 
fica uma cadeia y comum (yc) compartilhada por vários receptores de 
citocinas, tais como IL-4F, IL-7R, IL-9R e IL-15R. A produção com- 
prometida de yc provoca disfunção de citocinas e falha de desenvolvi- 
mento nas células linfoides afetadas (Malek, 1999). Além disso, o gene 
JAK3 codifica uma tirosina quinase que atua na transdução de sinal 
de receptores de citocinas contendo yc. Defeitos afetando esse gene 
foram identificados em pacientes com SCID autossômica recessiva. A 
IL-7 é uma citocina que exerce papel fundamental no desenvolvimen- 
to de célula T, sendo que um defeito genético envolvendo a subunida- 
de q do receptor da IL-7 foi identificado em pacientes com um raro 
distúrbio de SCID B* (Notarangelo, 2000). 


Marcadores adicionais de superfície celular 
Moléculas do MHC de classes | e II 


Foram descritas mutações congênitas afetando a expressão do MHC 
de classes I e II. As moléculas de classe II são encontradas primaria- 
mente nas células apresentadoras de antígeno, que iniciam a respos- 
ta imune adquirida. Como seria possível prever, defeitos genéticos 
envolvendo o MHC de classe II (a partir de mutações que afetam a 
ativação transcricional do gene do MHC de classe II) resultam em um 
profundo estado de imunodeficiência (Klein, 1993) que, de acordo 
com a nomenclatura estabelecida pela Organização Mundial da Saúde, 
é conhecido como deficiência do MHC de classe II. Essa deficiência é 
referida como síndrome do linfócito nu de tipo II, sendo caracteri- 
zada pela ausência de expressão de moléculas do MHC de classe II 
nas superfícies celulares. A educação tímica e a seleção de células T 
imaturas ficam comprometidas, em razão da perda do processamento 
de antígenos pelas moléculas do MHC de classe II. A quantidade de 
células Be T permanece normal nos pacientes com síndrome do lin- 
fócito nu, todavia, a contagem de células CD4* é reduzida em decor- 
rência da perda do processamento antigênico adequado. Como resul- 
tado, esses pacientes tornam-se incapazes de responder a antígenos 
estranhos e apresentam infecções recorrentes causadas por bactérias, 
fungos, vírus e protozoários. Além disso, são irresponsivos aos testes 
cutâneos (hipersensibilidade tardia de tipo IV), apresentam menor 
capacidade de resposta a reações mistas de linfócitos e desenvolvem 
pan-hipogamaglobulinemia (Nekrep, 2003). Uma faceta interessante 
dessa síndrome é a ausência de um defeito envolvendo os genes do 
MHC de classe II. Em vez disso, o defeito ocorre em um dos quatro 
genes codificadores de fatores regulatórios que são essenciais à expres- 
são de antígenos do MHC de classe II na superfície (Reith, 2001). 

A eliminação do antígeno estranho pode ser realizada por intermé- 
dio da ligação da célula T CD8* aos antígenos do MHC de classe I, que 
são expressos em quase todas as células nucleadas. Estranhamente, os 
defeitos imunológicos resultantes da deficiência de MHC de classe I — 


uma mutação envolvendo peptídeos transportadores citoplasmáticos 
do MHC de classe I (TAP-1 ou TAP-2) — produzem um defeito imu- 
nológico caracterizado por uma severa doença pulmonar, que se torna 
aparente na fase tardia da infância (Donato, 1995; de la Salle, 1999). No 
passado, essa imunodeficiência foi denominada síndrome do linfócito 
nu de tipo I ou deficiência de HLA de classe I, sendo caracterizada por 
uma diminuição da atividade de células T CD8* e de células NK (Yabe, 
2002). O diagnóstico de ambos os defeitos envolve o exame da expres- 
são desses antígenos do MHC em células linfoides do sangue periférico 
utilizando citometria de fluxo (Illoh, 2004). 


Tratamento direcionado para os receptores de 
superfície celular 

Relatos de casos recentes descreveram terapias direcionadas aos 
receptores de superfície celular para tratamento das complicações 
associadas aos distúrbios de imunodeficiência primária. Um exemplo 
é o antiCD20 (rituximabe), um anticorpo monoclonal dirigido contra 
o antígeno CD20 encontrado nos linfócitos B e utilizado na depleção 
de linfócitos B malignos e benignos periféricos. O tratamento bem- 
sucedido utilizando esses anticorpos monoclonais foi relatado para 
um caso de anemia hemolítica autoimune mediada por autoanticopos 
IgM (reativos a 37°C) em uma criança com imunodeficiência variável 
comum, e para um caso de distúrbio linfoproliferativo em uma crian- 
ça com síndrome de Wiskott-Aldrich, por meio da depleção de células 
B periféricas de ambos os pacientes (Sebire, 2003; Wakim, 2004). 


Uso dos novos imunógenos na avaliação da 
produção de anticorpos 


Outra ferramenta valiosa para avaliação das respostas específicas 
de anticorpos é a vacinação com neoantigenos, como o bacteriófago 
X174 ea hemocianina de um molusco marinho (keyhole limpet). Esses 
neoantígenos também podem ser utilizados para avaliar pacientes sub- 
metidos à terapia de substituição de imunoglobulinas, dada a impos- 
sibilidade de monitorar as respostas de anticorpos às vacinas-padrão 
concomitantemente à infusão passiva de um grupo de imunoglobuli- 
nas. As respostas primárias e secundárias podem ser monitoradas, uma 
vez que os neoantígenos provocam uma resposta primária de IgM e, 
após a reexposição, induzem uma resposta secundária de IgG (Curtis, 
1970; Ochs, 1971). Empregando os isótipos e os padrões de depura- 
ção de @ X174, é possível medir a resposta do paciente e, assim, defi- 
nir os vários graus e subtipos de deficiência de células B (Ochs, 1971). 
Atualmente, essa avaliação só é disponibilizada por algumas institui- 
ções acadêmicas que utilizam protocolos de pesquisa (Fleisher, 2004). 


Genética molecular e diagnóstico pré-natal 


Diversos genes envolvidos em síndromes de imunodeficiência 
primária já foram identificados, clonados e sequenciados (Conley, 
1992; Puck, 1993; Derry, 1994; Ramesh, 1998; Vihinen, 1999). Em 
muitos casos, modelos de camundongos knockout foram criados 
para possibilitar o estudo mais aprofundado da ação dos genes sobre 
a função imunológica. No passado, eram empregados métodos mais 
tradicionais de triagem para detecção de mutações genéticas res- 
ponsáveis por imunodeficiências, tais como dideoxi fingerprinting e 
polimorfismo conformacional de fita única (Sarkar, 1992; Sheffield, 
1993; Puck, 1997b). Avanços mais recentes obtidos por meio do uso 
de sequenciamento à base de fluorescência, que emprega dideoxinu- 
cleotídeos finalizadores marcados com fluorescência, tornaram pos- 
sível identificar de maneira simples e sensível variações na sequência 
de DNA dos pacientes. As sequências capilares multicanais automa- 
tizadas constituem um método à base de fluorescência automatiza- 
do de detecção rápida de sequências para múltiplos pacientes em 
poucas horas. Esse método torna prático o sequenciamento direto 
para detecção de mutações genéticas responsáveis por imunodefi- 
ciências (Niemela, 2000). A identificação de genes mutados facilita 
o aconselhamento genético para diagnóstico pré-natal e ajuda na 
detecção do status de portador de genes defeituosos. Além disso, 
também auxilia na avaliação de distúrbios imunológicos previamen- 
te existentes e ainda não definidos. A síndrome da hiper-IgM cons- 
titui um excelente exemplo do modo como essas técnicas avançadas 


têm ampliado a compreensão acerca dos distúrbios de imunodefi- 
ciência primária. Antigamente, essa síndrome era classificada como 
um distúrbio isolado, porém o sequenciamento genético revelou a 
existência de cinco defeitos genéticos envolvendo as células B ou T 
com fenótipos variáveis (Durandy, 2004). 

A análise das imunodeficiências com defeitos genéticos conhecidos 
implica testar sítios específicos de DNA, com o intuito de detectar 
mutações específicas. Métodos diferentes, como a reação em cadeia 
da polimerase (PCR), podem ser empregados para detectar a presença 
ou a ausência de um gene em particular, enquanto o immunoblotting 
ou a citometria de fluxo podem ser utilizados na detecção de produtos 
proteicos e para confirmar um diagnóstico de imunodeficiência pri- 
mária na ausência do produto genético. Exemplificando, o momento 
da determinação da etiologia de uma imunodeficiência é importan- 
te na SCID, que consiste em um grupo heterogêneo de imunodefi- 
ciências caracterizado por diversos defeitos moleculares distintos. 
A distinção dos vários defeitos moleculares existentes na SCID tem 
implicações sobre o tratamento, o diagnóstico pré-natal e o teste 
de portador. É importante determinar se um paciente possui SCID 
ligada ao X, pois essa condição pode ser tratada por meio de terapia 
genética. Uma SCID com deficiência de JAK3 é clinicamente indis- 
tinguível da SCID ligada ao X, contudo a terapia genética é ineficiente 
nesse caso (Cavazzana-Calvo, 2000). Antigamente, o teste para dis- 
tinção desses defeitos moleculares demorava várias semanas para ser 
concluído, uma vez que a SCID com deficiência de JAK3 é codificada 
por 23 éxons. Essa diferenciação requeria análise de DNA por análise 
de polimorfismos conformacionais de fita única e sequenciamento de 
todos os éxons afetados. Métodos mais rápidos de triagem atualmente 
podem ser empregados para obtenção de diagnósticos sem demora, 
com as análises genéticas mais demoradas sendo realizadas em segui- 
da para fins de confirmação. Esses ensaios baseados em proteína uti- 
lizam análise de citometria de fluxo de yc, immunoblotting para JAK3 
e yc, e detecção de fosforilação de tirosina de JAK3 induzida por IL-2 
(Gilmour, 2001). Todavia, esses ensaios não são úteis quando se trata 
de defeitos caracterizados por produtos proteicos não funcionais. 

Os avanços tecnológicos permitiram detectar uma gama de defei- 
tos imunológicos mais ampla ainda no pré-natal. Quando a mutação 
específica é conhecida ou sabe-se que o padrão de herança é ligado ao 
X, é possível realizar análises de marcadores polimórficos associados 
ou detectar mutações específicas. Amostras de vilosidades coriônicas, 
DNA de amniócitos preparado diretamente a partir de células fetais, 
ou linhagens celulares mantidas em cultura e expandidas podem ser 
analisadas (Durandy, 1985). 

Muitas imunodeficiências primárias são distúrbios raros que talvez 
sejam difíceis de diagnosticar. Nesses casos, a detecção de mutações 
genéticas constitui o método mais confiável. Esses testes especializados 
não são prontamente disponibilizados e os médicos podem ter difi- 
culdade para localizar laboratórios que realizem as análises genéticas 
necessárias. Existem bancos de dados e registros de mutações dispo- 
níveis que fornecem informações sobre testes para obtenção de dados 
clínicos, avaliação do estado imunológico, determinação da respos- 
ta de anticorpos e da função celular, bem como ensaios enzimáticos. 
Além disso, alguns registros disponíveis on-line contêm informações 
sobre os laboratórios que realizam esses ensaios, ampliando o alerta 
sobre os testes disponíveis e a capacidade de estabelecer diagnósticos 
exatos e imediatos (Samarghitean, 2004). 


Resumo 


A avaliação das defesas do hospedeiro é um processo extraordinaria- 
mente complexo que requer a cooperação do clínico, do pesquisador 
e do patologista clínico. Uma abordagem lógica, baseada na aprecia- 
ção dos múltiplos sistemas envolvidos na defesa do hospedeiro e nas 
várias opções diagnósticas existentes, pode ajudar a orientar a identi- 
ficação do distúrbio subjacente. O sucesso impressionante da terapia 
moderna, com incorporação de novos agentes antimicrobianos, tec- 
nologia do DNA recombinante, transplante de medula óssea e terapia 
genética, garante maior precisão no delineamento e na caracterização 
do estado de imunodeficiência. A consequência disso é a melhoria do 
reconhecimento e, por fim, do tratamento desses pacientes. 
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reumáticas sistêmicas 


Avaliação clínica e laboratorial de doenças 


Carlos Alberto von Miihlen MD PhD, Robert M. Nakamura MD 


Introdução e classificação das doenças 
reumáticas sistêmicas 


Lúpus eritematoso sistêmico e distúrbios 
lúpus-símile relacionados 

Fatores etiológicos no lúpus eritematoso sistêmico 

Quais são os critérios diagnósticos para o lúpus 
eritematoso sistêmico? 

Quais são as síndromes e as doenças “lúpus-símile”? 

Perfil de autoanticorpos no lúpus eritematoso 
sistêmico 

Anticorpos contra DNA nativo ou DNA de fita dupla 


Anticorpos antiproteína Sm e antirribonucleoproteína nuclear 1049 


Anticorpos contra SS-A/Ro e SS-B/La 

Subgrupos clínicos de lúpus eritematoso sistêmico 
associados a anticorpos contra SS-A/Ro 

Anticorpos anti-Ku e anti-Ki 

Anticorpos antiproteínas ribossômicas P 

Complexo multiproteico de antígeno nuclear da 
célula proliferante 

Anticorpos antifosfolipídeos no lúpus eritematoso 
sistêmico 

Lúpus discoide crônico e outras variantes cutâneas 

Lúpus eritematoso induzido por fármacos, 
anticorpos anti-histona e anticromatina 


Síndrome de Sjögren 


Escleroderma 
Anticorpos contra antígenos centroméricos 
Anticorpos contra Scl-70 (DNA topoisomerase |) 


CO PONTOS-CHAVE 

: e Existem muitos tipos de autoanticorpos contra 
antígenos nucleares e intracelulares nas diversas 

doenças reumáticas sistêmicas. Atualmente, considera-se importante 

não só detectar a presença como a quantidade desses autoanticorpos 

no paciente, bem como identificar sua especificidade imunológica. 


e Estudos anteriores revelaram a existência de distintos perfis 
diagnósticos de autoanticorpos em várias doenças reumáticas. 
Algumas dessas doenças são caracterizadas por presença ou 
ausência de um anticorpo específico, ou por diferenças quantitativas 
de níveis ou títulos de autoanticorpos. 


e Houve um progresso significativo em termos de melhora da 
sensibilidade, da especificidade e do controle de qualidade de 
muitos testes laboratoriais para detecção de autoanticorpos contra 
antígenos intracelulares e nucleares. 


e A microscopia de imunofluorescência (MIF), utilizando extratos 
celulares humanos, como de células HEp-2, possibilita a detecção 
sensível de anticorpos séricos que reagem de modo bastante 
específico contra as várias proteínas e os ácidos nucleicos celulares. 


e Os testes amplamente empregados na triagem de autoanticorpos 
intracelulares são a MIF e os testes imunoenzimáticos. Os 

testes definitivos secundários para identificação específica de 
autoanticorpos contra antígenos nucleares são imunodifusão, 
imunoprecipitação, aglutinação de partículas, ensaio 
imunossorvente ligado à enzima (ELISA) e métodos de 
immunoblotting. 

e Os biólogos moleculares têm utilizado diversos autoanticorpos 
como ondas biológicas e elucidado as funções biológicas de 
diversos autoantígenos. 


1046 Anticorpos contra RNA polimerases 1052 
Autoanticorpos contra o antígeno nucleolar 1052 
1046 fibrilarina (U3-snRNP) 
| Anticorpos dirigidos contra a região organizadora 1052 
1047 nucleolar 
1047 Artrite reumatoide 1053 
Fator reumatoide 1053 
1048 Anticorpo antiqueratina 1053 
1048 Fator antiperinuclear (APF) 1053 
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Introdução e classificação das doenças 
reumáticas sistêmicas 


As doenças reumáticas são caracterizadas pela presença de um ou 
mais autoanticorpos que podem ser dirigidos contra componentes da 
superfície, do citoplasma, do envelope nuclear ou do núcleo da célula. 
Esse último grupo de autoanticorpos — autoanticorpos contra antíge- 
nos nucleares (ANAs, autoantibodies to nuclear antigens) — constitui a 
principal característica das doenças reumáticas sistêmicas (Tan, 1982, 
1989; Nakamura, 1985, 1986, 1992; von Miihlen & Tan, 1994). Um 
número considerável de doenças reumáticas apresenta um perfil dis- 
tintivo de autoanticorpos com especificidades diagnósticas. Além disso, 
foram elucidadas as funções bioquímicas e biológicas de diversos anti- 
genos envolvidos em replicação do ácido desoxirribonucleico (DNA), 
splicing de precursor de ácido ribonucleico (RNA) e processamento de 
RNA (Tan, 1989). Tem sido difícil classificar as várias doenças reumáti- 
cas, em razão da falta de uma base etiológica consistente na maioria dos 
casos. Decker (1986) e o subcomitê de glossários do American College 
of Reumatology (ACR) desenvolveram uma classificação abrangente 
que ainda hoje é adotada. Uma classificação resumida de doenças reu- 
máticas sistêmicas e distúrbios correlatos é mostrada na Tabela 50.1. 


Lúpus eritematoso sistêmico e distúrbios 
lúpus-símile relacionados 


O lúpus eritematoso sistêmico (SLE, systemic lupus erythematosus) 
é o protótipo das doenças reumáticas sistêmicas, apresentando os 
seguintes aspectos importantes (Nakamura, 1994a): 


Tabela 50.1 Doenças reumáticas sistêmicas e distúrbios correlatos 


1. Lúpus eritematoso sistêmico (SLE) 

2. Lúpus eritematoso discoide (DLE) 

3. Síndromes lúpus-símile 

4. Lúpus eritematoso induzido por fármaco 
5. Síndrome de Sjögren 
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. Escleroderma/sindrome CREST (calcinose na cútis, fenômeno de Raynaud, 
desmotilidade esofagica, esclerodactilia, telangiectasia) 

. Artrite reumatoide (AR) 

. Dermatomiosite e polimiosite 

9. Síndromes de sobreposição 

Doença mista do tecido conjuntivo (DMTC) 

. AR e SLE (lúpus) 

. SLE e escleroderma (lupoderma) 

. Escleroderma e dermatomiosite (esclerodermatomiosite) 

. Outras 

10. Vasculite sistêmica 

Arterite de Takayasu 

. Arterite de células gigantes e polimialgia reumática 

Granulomatose de Wegener 

. Poliarterite nodosa e síndrome de Churg-Strauss 

Vasculite leucocitoclástica 

Outras 
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11. Síndromes mal definidas de doenças do tecido conjuntivo 


1. é uma doença autoimune não órgão-específica, em que a lesão 
tecidual é mediada primariamente por imunocomplexos DNA - 
antiDNA; 

2. é uma doença multissistêmica que afeta indivíduos de todas 
as idades e de ambos os sexos, embora seja mais prevalente nas 
mulheres em idade fértil; 

3. a doença está associada a um sistema imune hiperativo com 
múltiplas anormalidades; 

4. pacientes com SLE apresentam resposta heterogênea e poli- 
clonal de anticorpos, com reação de formação de autoanticorpos 
envolvendo mecanismos similares àqueles observados na resposta 
imune típica a imunógenos estranhos (Fatenejad, 1998); 

5. em um caso típico de SLE, são detectados em média três anti- 
corpos circulantes distintos simultaneamente. A prevalência dos 
anticorpos apresenta uma ampla faixa de variação, tendo sido 
identificados mais de 110 tipos diferentes de autoanticorpos nessa 
condição (Sherer, 2004). 


Fatores etiológicos no lúpus eritematoso 
sistêmico 


A etiologia da doença ainda é pouco conhecida. Alguns fatores 
etiológicos significativos no SLE são (1) endócrino-metabólicos, (2) 
ambientais e (3) genéticos (Chan, 1989). O fator de risco mais forte 
associado ao desenvolvimento do SLE é o sexo feminino (Hochberg, 
1990). Também foi considerada uma possível etiologia viral para o 
SLE (Pincus, 1982). A presença de ANAs foi determinada em fun- 
cionárias de laboratório submetidas a graus variáveis de exposição 
ao sangue de pacientes com SLE. A presença de anticorpos anti-DNA 
nativo foi maior entre as funcionárias de laboratório do que no grupo 
de mulheres não funcionárias não expostas (p < 0,001) (Zarmbinski, 
1992). Esses resultados ajudam a sustentar a hipótese de que no san- 
gue de pacientes com SLE pode haver um agente transmissível capaz 
de induzir formação de autoanticorpos. 

Certos compostos químicos foram implicados no SLE (Hochberg, 
1990). A síndrome do lúpus induzido por fármacos diante da admi- 
nistração de hidralazina, procainamida e isoniazida foi estudada 
para obtenção de indícios da patogênese do SLE. Diversos relatos 
apontaram o mecanismo de acetilação como sendo fator de risco 
para SLE. Estudos demonstraram maior taxa de concordância de 
SLE entre gêmeos mono e dizigóticos (Block, 1975). A concordân- 
cia de SLE estava presente em 11 (58%) dos 19 gêmeos monozigó- 


ticos. O resultado final da interação de múltiplos fatores etiológi- 
cos é a ativação policlonal de células B nos pacientes com SLE, com 


produção de um amplo espectro de anticorpos (Nakamura, 1994a; 
Sherer, 2004). 


Quais são os critérios diagnósticos 
para o lúpus eritematoso sistêmico? 


Em 1971, o ACR (antigo American Rheumatism Association [ARA|) 
publicou os critérios preliminares para classificação do SLE (Cohen, 
1971). Considerava-se que os pacientes tinham SLE se apresentassem 
sequencial ou simultaneamente 4 dos 5 critérios durante qualquer 
intervalo de observação. Em 1982, o Subcommittee for SLE Criteria 
da ARA publicou os critérios revisados, incorporando o novo conhe- 
cimento imunológico e a classificação melhorada da doença do SLE 
(Tan, 1982b). Os critérios revisados de 1982 para a classificação do SLE 
incluíam 11 categorias, adicionando (1) título anormal de ANAs deter- 
minado por imunofluorescência ou ensaio equivalente e (2) presença 
de anticorpos anti-DNA nativo e/ou anti-Sm. Em contraste com os 
critérios publicados em 1971, os critérios revisados de 1982 excluíram 
o fenômeno de Raynaud e a alopécia, em razão da falta de sensibilidade 
e especificidade. 

Quando os critérios para classificação do SLE publicados pela ARA 
em 1982 foram comparados aos critérios de 1971, constatou-se uma 
melhora definida da sensibilidade e da especificidade. Os critérios 
de 1982 apresentaram sensibilidade igual a 96,7% e especificidade 
de 96% ao serem avaliados em pacientes diagnosticados com SLE e 
controle (Tan, 1982). Em 1997, foi publicada uma atualização dos 
critérios, eliminando o teste de células LE e incluindo a detecção de 
anticorpos anticardiolipina (Tab. 50.2). Essas modificações foram 
enfatizadas nas “Diretrizes para referência e supervisão do SLE em 
adultos”, elaboradas pelo ACR ad hoc Committee on SLE Guidelines 
(Gladman, 1999). 


Tabela 50.2 Atualização de 1997 dos critérios revistos em 1982 para 
classificação do lúpus eritematoso sistêmico 


Erupções malares 

Erupções discoides 

Fotossensibilidade 

Úlceras orais 

Artrite não erosiva 

Serosite (pleurite ou pericardite) 

Distúrbio renal (proteinúria persistente, cilindros celulares) 

Distúrbio neurológico 

Distúrbio hematológico 

a. Anemia hemolítica com reticulocitose, OU 

b. Leucopenia < 4.000/mmº em 2 2 ocasiões, OU 

c. Linfopenia < 1.500/mm* em 2 2 ocasiões, OU 

d. Trombocitopenia < 100.000/mm na ausência de fármaco agressor 

10. Distúrbio imunológico 

a. Anti-DNA: anticorpo contra o DNA nativo em títulos anormais, OU 

b. Anti-Sm: presença de anticorpo contra o antígeno nuclear Sm, OU 

c. Achado positivo para anticorpos antifosfolipídeos, com base em: 1) níveis 
séricos anormais de anticorpos IgG ou IgM anticardiolipina; 2) resultado 
positivo em teste de detecção do anticoagulante lúpico, utilizando 
um método-padrão; 3) resultado falso-positivo em teste de sífilis que 
sabidamente apresenta positividade durante pelo menos 6 meses, 
confirmado por meio de teste de imobilização de Treponema pallidum ou 
por teste de absorção de anticorpos treponêmicos fluorescentes 


eo Se Te CO M um 


11. Positividade para anticorpos antinucleo 
Título anormal de anticorpos antinúcleo detectado por imunofluorescência 
ou ensaio equivalente, em qualquer momento e na ausência de fármacos 
sabidamente associados à síndrome do “lúpus induzido por fármaco” 


A classificação proposta é baseada em 11 critérios. Para fins de identificação de pacientes 
em estudos clínicos, um indivíduo é considerado com SLE se apresentar pelo menos 4 
dos 11 critérios, em sequência ou simultaneamente, em qualquer período da observação 
(Hochberg, 1997). 
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1048 Quais são as síndromes e as doenças 


“lúpus-símile”? 


Existem muitas doenças e síndromes que compartilham certos 
aspectos com o SLE sem, contudo, serem essa doença. Elas diferem do 
SLE quanto à etiologia e à patogênese. As doenças listadas nessa cate- 
goria incluem vasculite, crioglobulinemia, policondrite recorrente, 
doenças linfoproliferativas, febre reumática, glomerulonefrite, sífilis, 
hepatite lúpica, lúpus induzido por fármacos e malignidades ocultas 
(Panush, 1993). Há uma categoria de pacientes bastante ampla apre- 
sentando menos de 4 dos critérios da classificação da ARA para SLE 
(Lazaro, 1989; Lom-Orta, 1980; Schur, 1993) que, mesmo assim, é 
considerada como classe de pacientes com doenças lúpus-símile”. 
Com base na doença apresentada, tais pacientes foram classificados 
em: (1) doença reumática não diferenciada; (2) doença não reumá- 
tica; (3) síndrome de sobreposição; e (4) lúpus incompleto, latente 
ou incipiente. Schur (1993) recomendou, similarmente aos critérios 
iniciais da ARA para diagnóstico da artrite reumatoide (AR), que os 
pacientes fossem identificados como tendo SLE clássico (vários crité- 
rios), SLE definitivo (4 ou mais critérios), SLE provável (3 critérios) 
ou SLE possível (2 critérios). Os pacientes que atendessem a 2 ou 3 
critérios seriam considerados com lúpus incompleto, incipiente ou 
latente, além de lúpus possível e lúpus provável. 

O acompanhamento desses pacientes revela que alguns continuam 
exibindo sintomas leves — continuando, portanto, a serem identifica- 
dos com “doença indiferenciada do tecido conjuntivo” (DITC) — e 
poucos desenvolvem SLE definitivo, contudo muitos evoluem para 
outras doenças com melhor prognóstico. Na verdade, até 75% dos 
pacientes com DITC jamais chegam a atender os critérios diagnós- 
ticos para doenças reumáticas sistêmicas específicas (Mosca, 2004). 
Dos 99 pacientes com anticorpos anti-UlnRNP que acompanhamos 
durante 10 anos, muitos deles diagnosticados com DITC ao serem 
incluídos no grupo, desenvolveram sinais e sintomas característicos 
de AR, síndrome de Sjögren, lúpus sistêmico ou escleroderma (Fig. 
50.1) demonstrados pelo perfil de antígenos leucocitários humanos 
(HLA) e pelos títulos de anticorpos. 


Figura 50.1 Critérios de classificação atendidos por 99 pacientes com anticorpos 
anti-U1nRNP no decorrer de um período de mais de 10 anos de observação. Muitos 
pacientes desse grupo foram classificados como apresentando doença indiferenciada 
do tecido conjuntivo nos 2 primeiros anos de manifestação de sintomas clínicos, 
enquanto 43 indivíduos puderam ser classificados como tendo artrite reumatoide (AR). 
O número de pacientes classificados como tendo AR não aumentou significativamente 
até o fim do estudo, porém os diagnósticos de lúpus eritematoso sistêmico (SLE) 

e esclerodermia (Scl) tiveram seus critérios atendidos com maior frequência (p = 

0,02 e 0,0008, respectivamente, qui-quadrado para tendência). Nos pacientes que 
apresentavam desenvolvimento de SLE, os títulos de anticorpos anti-U1nRNP eram 
baixos e os antígenos HLA eram DR2/3. Aqueles que desenvolviam Scl apresentavam 
títulos elevados de anticorpos anti-UTnRNP e tinham HLA-DR4. SjS = síndrome de 
Sjögren. Fonte: von Mühlen, CA.; Genth, E.; e Mierau, R. (dados não publicados). 


Perfil de autoanticorpos no lúpus 
eritematoso sistêmico 


O SLE é caracterizado pela presença de um amplo espectro de auto- 
anticorpos, entre os quais anticorpos contra DNA nativo (dsDNA), 
cromatina, antígeno Sm, UInRNP, SS-A/Ro, SS-B/La, além de diver- 
sas proteínas não histonas ou complexos RNA-proteínas não histonas 
(Nakamura, 1994a; Sherer, 2004). A policlonalidade de anticorpos é 
observada no SLE e no escleroderma, sendo raramente encontrada em 
outras doenças reumáticas sistêmicas. Anticorpos anti-dsDNA, anti- 
Sm, anti-RNP ribossômico e anticorpos contra antígeno nuclear da 
célula proliferante (anti-PCNA) são, em geral, específicos para SLE. 
Essa doença caracteriza-se por uma resposta de anticorpos heterogê- 
nea e policlonal, sendo que os casos típicos da doença estão associados 
à detecção simultânea de (em média) três anticorpos circulantes distin- 
tos. A prevalência dos autoanticorpos varia amplamente. Anticorpos 
contra DNA nativo e cromatina são detectáveis em até 90% dos pacien- 
tes, enquanto anticorpos contra PCNA e ciclina ou proteína Alu-RNA 
estão presentes em até 3% dos casos (von Miihlen, 1995) (Tab. 50.3). 


Anticorpos contra DNA nativo 
ou DNA de fita dupla 


Anticorpos anti-DNA de fita dupla (anti-dsDNA) são mais especi- 
ficos para SLE, sendo observados com uma frequência de 40 a 90% 
entre os pacientes com SLE ativo (Buskila, 1992; Rekvig, 2003). 
Existem inúmeros relatos antigos referentes à detecção de anticorpos 


Tabela 50.3 Antígenos e autoanticorpos no lúpus eritematoso 





sistêmico 
Antígeno Estrutura molecular Frequência do 
autoanticorpo 
(%) 

DNA nativo DNA de dupla fita 40-90 

DNA desnaturado DNA de fita única 70 

Histonas H1, H2A, H2B, H3, H4 50-70 

Cromatina (nucleossomo) Complexo DNA-histonas 50-90 

Sm Proteínas de 29(B’), 28(B), 16(D)e 15-30 
13(E) kDa complexadas a U1, 
U2 e U4-U6 snRNAs; componente 
do spliceossomo 

RNP nuclear (U1nRNP) Proteínas de 70, 33(A) e 22(C) kDa 30-40 
complexadas a U1 snRNA; 
componente do spliceossomo 

SS-A/Ro Proteinas de 60 e 52 kDa 24-60 
complexadas a Y1-Y5 RNAs 

SS-B/La Fosfoproteínas de 48 kDa 9-35 
complexadas a Y1 transcritos 
de RNA Pol nascentes 

u Proteínas de 86 e 66 kDa, 1-19 

proteínas ligadoras de DNA 

Proteína A1 de hnRNP Proteína nuclear de 34 kDa 31-37 

PCNA Proteína de 36 kDa; proteína 3 
auxiliar da DNA polimerase 

RNP ribossômico Fosfoproteínas de 38, 16 e 15 10-20 
kDa associadas a ribossomos 

HSP-90 Proteína do choque térmico 5-50 
de 90 kDa 

Complexo de Golgi Golginas, giantinas Desconhecida 

HMG-17 Proteinas DNA-associadas de 34-70 


B.-glicoproteína | 


9a17kDa 
Fosfolipideos aniônicos, 
cardiolipina 
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As frequências referem-se principalmente aos pacientes com doença ativa. 


PCNA = antígeno nuclear da célula proliferante; RNP = ribonucleoproteinas. 


Fonte: modificado de Nakamura (1994a); Krapf (1996); Sherer (2004). 


anti-dsDNA em pacientes com doenças diferentes do SLE. Entretanto, 
atualmente acredita-se que os anticorpos reativos ao DNA detectados 
em outras condições são, na verdade, anticorpos anti-DNA de fita 
única. Os testes para detecção de anticorpos anti-dsDNA com fre- 
quência utilizavam preparações de dsDNA contaminadas com DNA 
desnaturado ou DNA de fita única. Uma possível exceção seria a sín- 
drome de Sjögren primária, cuja diferenciação em relação ao SLE às 
vezes torna-se difícil em indivíduos de idade mais avançada. O anti- 
corpo contra o DNA exerce papel definitivo na patogênese do SLE. 
Nos estudos envolvendo pacientes com SLE, o aparecimento de anti- 
corpos contra o DNA é acompanhado pelo surgimento do antígeno 
DNA circulante, seguindo-se uma sequência de eventos que resulta na 
formação de imunocomplexos. Esses imunocomplexos de DNA-anti- 
DNA, em sua maior parte contendo IgG3 ativadora de complemento, 
apresentam tropismo especial para membranas basais e depositam-se 
prontamente nos glomérulos renais. Essa deposição produz danos aos 
rins por meio da indução de mecanismos inflamatórios que terminam 
na ativação do complemento e na lise celular (Okamura, 1993). Os 
métodos mais antigos de detecção de anticorpos anti-DNA incluíam 
precipitação insensível, fixação do complemento e hemaglutinação 
passiva. Os métodos modernos são radioimunoensaio (RIA), imuno- 
fluorescência indireta (IFI) com Crithidia luciliae e ELISA (Buskila, 
1992; Kavanaugh, 2002). Esses métodos permitem detectar anticorpos 
anti- DNA em 75 a 90% dos pacientes com SLE ativo não tratados. 
Recentemente, foi descrita a ocorrência de elevações transientes dos 
níveis desses anticorpos em pacientes com AR submetidos à terapia 
anti-TNF (Allanore, 2004; Bobbio-Pallavicini, 2004). Ocasionalmente, 
é possível que nessa situação ocorram casos clínicos lúpus-símile 
(Swale, 2003; Eriksson, 2005). 


Anticorpos antiproteína Sm 
e antirribonucleoproteina nuclear 


Anticorpos precipitantes contra o antígeno Sm são considerados 
marcadores altamente específicos do SLE (Tan, 1989). Anticorpos 
tanto para Sm quanto para ribonucleoproteinas nucleares (nRNP) 
são encontrados em pacientes com SLE. Os antígenos Sm e nRNP 
estão associados de maneira nítida, pois a nRNP não pode ser bio- 
quimicamente isolada do antígeno Sm. Lerner e Steitz (1979), uti- 
lizando ferramentas de biologia molecular, demonstraram que os 
antígenos Sm e nRNP são partículas subcelulares constituídas de 
pequenos RNAs nucleares complexados a proteínas. A partícula 
ligada pelo anti-nRNP possui um componente denominado U1 (em 
que “U” significa “rico em uridina”) e está complexada a no mínimo 
sete proteínas, cujas massas moleculares variam de 12 kDa a 68 kDa 
(Tan, 1989), sendo encontrada em 30 a 40% dos pacientes com SLE 
ativo (Ter Borg, 1990). 

Os antígenos de Sm consistem em várias proteínas que, por con- 
venção, foram denominadas Bl (29 kDa), D (16 kDa) e E (13 kDa) 
(Tan, 1989). Anticorpos anti-B1/B purificados apresentam reação cru- 
zada com a proteína D e vice-versa, contudo nenhuma reação cruza- 
da é observada em um percentual menor de soros de pacientes com 
SLE. Desse modo, existem ao menos dois epítopos na proteína B1/B 
que são reconhecidos pelo soro anti-Sm. Antígenos reativos com anti- 
corpos anti-Sm e anti-RNA nuclear, portanto, entram na montagem 
de proteínas interativas e RNAs engajados no splicing de precursor de 
nRNA (Tan, 1989). Nenhum aspecto clínico característico é aparente 
em pacientes com SLE que apresentam anticorpos anti-Sm (Barada, 
1981), todavia alguns autores argumentam que tais anticorpos estão 
associados à doença renal ou a distúrbios envolvendo o sistema nervo- 
so central. Pacientes que possuem apenas anticorpos anti-nRNP apre- 
sentam baixa frequência de anticorpos contra DNA e de doença renal 
clinicamente aparente (Ter Borg, 1990). Anticorpos anti-Sm e anti- 
nRNP podem ser detectados por imunodifusão, hemaglutinação passi- 
va ou contraimunoeletroforese. Entretanto, os métodos anteriormente 
mencionados não distinguem com acurácia anticorpos dirigidos con- 
tra pequenos polipeptídeos nRNA-associados distintos. As reativida- 
des a diferentes RNAs individuais e polipeptídeos são melhor demons- 
tradas, respectivamente, com o uso de técnicas de imunoprecipitação 
de RNA e immunoblotting. Foi demonstrado que o immunoblotting é 
mais sensível que os métodos convencionais para detecção de anti-Sm 


e anti-nRNP (Nakamura, 1994b). Atualmente, os testes laboratoriais 
mais utilizados para detecção de anticorpos anti-Sm e anti-nRNP são 
imunodifusão e ELISA. Esses testes diferenciam anticorpos anti-Sm 
e anti-nRNP, contudo não definem os epítopos específicos dos anti- 
corpos presentes no soro dos pacientes. A especificidade e os epítopos 
dos anticorpos são melhor determinados pelos métodos de Western e 
Northern blotting. 


Anticorpos contra SS-A/Ro e SS-B/La 


Pacientes com SLE podem apresentar anticorpos contra SS-A/Ro e 
SS-B/La. A presença apenas de anticorpos anti-SS-A/Ro está bastante 
associada ao HLA-DR2 e a indivíduos mais jovens (< 22 anos de idade 
no início da doença). No SLE, a presença de anticorpos contra SS-A/ 
Ro e SS-B/La está associada ao HLA-DR3 e à idade mais avançada 
(> 50 anos de idade no início da doença) (Hochberg, 1985). Em um 
estudo envolvendo 55 pacientes com SLE, aqueles que apresentaram 
anticorpos apenas contra SS-A/Ro desenvolveram doença renal signi- 
ficativamente mais séria (Hochberg, 1985). Esses pacientes também 
apresentaram maior incidência de anticorpos anti- DNA concomi- 
tante, em comparação aos pacientes lúpicos com anticorpos contra 
SS-A/Ro e SS-B/La (Chan, 1989). Os autoanticorpos anti-SS-A/Ro 
foram associados ao aparecimento de nefrite, vasculite, linfadenopa- 
tia, fotossensibilidade e leucemia em pacientes com SLE. Anticorpos 
anti-SS-B/La, assim como anticorpos anti-SS-A/Ro, são notáveis por 
sua forte associação com a síndrome de Sjögren, sendo detectados em 
mais de 2/3 dos pacientes com esse distúrbio. O antígeno SS-B/La é 
uma proteína celular ligada a pequenas espécies de RNA, constituindo 
uma pequena RNP que pode atuar no processamento dos transcritos 
da RNA polimerase III (Chan, 1989). 


Subgrupos clínicos de lúpus eritematoso 
sistêmico associados a anticorpos contra SS-A/Ro 


Níveis elevados de anticorpos anti-SS-A/Ro estão relacionados a 
vários distúrbios clínicos autoimunes, tais como: (1) lúpus eritema- 
toso cutâneo subagudo; (2) síndrome do lúpus eritematoso neona- 
tal, com bloqueio cardíaco congênito e lesões cutâneas; (3) deficiên- 
cia homozigota de C2 e C4 com doença SLE-símile; (4) vasculite da 
síndrome de Sjögren primária, positividade para fator reumatoide 
(FR) e sintomas sistêmicos severos; (5) pacientes com SLE negativos 
para ANA; e (6) SLE com pneumonite intersticial (Bylund, 1991). 
Anticorpos precipitantes contra SS-A/Ro são detectados em 65 a 95% 
dos pacientes com subtipos de anticorpos anti-SS-A/Ro, sendo que 
mais de 90% dos pacientes apresentam níveis de anticorpos anti-SS- 
-A/Ro detectáveis por ELISA (Bylund, 1991). 


Anticorpos anti-Ku e anti-Ki 


O sistema de antígenos Ku consiste em um par de proteínas deno- 
minadas p70/p80 (Francoeur, 1986; Reeves, 1992). Essas proteínas 
possuem alta afinidade pelo DNA e são conhecidas como proteínas 
ligadoras de DNA, que interagem covalentemente com as extremida- 
des do DNA nativo. Empregando os ensaios de imunoprecipitação e 
immunoblot, autoanticorpos anti-Ku foram detectados em 10% dos 
soros de pacientes lúpicos, porém esses anticorpos estavam ausentes 
em 100 soros de pacientes com escleroderma. Por meio de estudos 
que utilizaram imunoensaio enzimático, Reeves (1992) demonstrou 
a presença de baixos níveis de anticorpos contra proteínas Ku em 
39% dos pacientes com SLE, 55% dos pacientes com doença mista 
do tecido conjuntivo (DMTC) e 40% dos pacientes com escleroder- 
ma. A presença de anticorpos anti-Ki foi relatada pela primeira vez no 
Japão (Tojo, 1981), sendo observada em aproximadamente 10% dos 
pacientes com SLE. Foi constatada a existência de uma relação entre 
anticorpos anti-Ki e a manifestação de aspectos clínicos de artrite, 
pericardite e hipertensão pulmonar em pacientes com SLE. O antíge- 
no Ki foi purificado a partir do timo de coelho e possui peso mole- 
cular de 32 kDa. Sakamoto et al. (1989) desenvolveram um método 
de ELISA e observaram a presença de anticorpos anti-Ki em 21% 
(30/140) dos pacientes com SLE, enquanto 11 dos 140 pacientes apre- 
sentaram resultado positivo para esse anticorpo nos testes de imuno- 
difusão dupla. 
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O Avaliação clínica e laboratorial de doenças reumáticas sistêmicas 


Cerca de 10 a 20% dos soros de pacientes com SLE apresentam auto- 
anticorpos dirigidos contra três fosfoproteínas ribossômicas de 15, 18 
e 38 kDa detectados em ensaios de Western blot. Um estudo retros- 
pectivo apontou a existência de uma associação entre anticorpos anti- 
rRNP e distúrbios do sistema nervoso central no SLE, principalmen- 
te com relação à manifestação de sintomas psicóticos (Bonfa, 1987). 
Não foi encontrada nenhuma associação com comprometimento 
cognitivo ou depressão em pacientes lúpicos. Diferenças significativas 
em termos de prevalência de anticorpos anti-rRNP foram encontra- 
das entre indivíduos de raças diferentes. Esses anticorpos são mais fre- 
quentemente acompanhados de anticorpos anti-Sm e anti-UlnRNP 
em pacientes com SLE (Yalaoui, 2002). Ainda é preciso esclarecer o 
papel etiopatogênico do anticorpo anti-rRNP em relação aos sinto- 
mas associados ao sistema nervoso central apresentados por pacientes 
com lúpus (Nakamura, 1997; Isshi, 1998). Observações recentes de 
amostragens maiores de pacientes com SLE revelaram a existência de 
uma associação entre anticorpos anti-rRNP e anemia hemolítica, leu- 
copenia, alopécia, erupções malares, proteinúria e complicações neu- 
rológicas (Hoffman, 2004; Mahler, 2006). Nenhuma correlação com a 
atividade da doença foi encontrada. 


Complexo multiproteico de antígeno 
nuclear da célula proliferante 


Anticorpos contra proteínas PCNA são detectados em 3% dos 
pacientes com SLE ativo, sem apresentar nenhuma associação clíni- 
ca distintiva (Miyachi, 1978; Kaneda, 2004). Uma possível associação 
com aspectos envolvendo o sistema nervoso central, como mielite 
transversa, foi observada em nossos próprios pacientes (von Mühlen 
& Nakamura, resultados não publicados). O complexo PCNA foi 
caracterizado como sendo relacionado ao ciclo celular, enquanto os 
anticorpos anti-PCNA têm sido úteis como sondas para estudo dos 
agentes reguladores da replicação do DNA, da proliferação celular e 
da transformação blástica. 


Anticorpos antifosfolipídeos no 
lúpus eritematoso sistêmico 


A síndrome do anticoagulante lúpico/anticorpo antifosfolipídeo 
é caracterizada por presença de anticorpos circulantes contra fosfo- 
lipídeos e aspectos clínicos de trombose arterial e venosa, tromboci- 
topenia, anemia hemolítica, abortos e diversos sintomas sistêmicos. 
Os anticorpos antifosfolipídeos são detectados com frequência em 
pacientes com SLE, além de outras doenças, como nas infecciosas 
(McNeil, 1991; Alarcón-Segovia, 1992). Estes são encontrados em até 
60% dos pacientes com SLE. Trata-se de uma família de anticorpos 
bastante heterogênea em termos de função e imuno-histoquímica 
(McNeil, 1991). A cardiolipina (fosfolipídeo aniônico) é amplamente 
utilizada para detecção de anticorpos antifosfolipídeos. A maioria dos 
anticorpos anticardiolipina apresenta reação cruzada com fosfolipíde- 
os zwiteriônicos (McNeil, 1991). Os anticorpos contra fosfolipídeos 
aniônicos podem ser IgG ou IgM, enquanto aqueles reativos contra 
fosfolipídeos zwiteriônicos frequentemente são IgM. 

Os anticorpos antifosfolipídeos são identificados em pacientes 
lúpicos de três modos (Alarcón-Segovia, 1992): (1) resultado falso- 
positivo em teste sorológico para detecção de sífilis, por meio de um 
resultado positivo de teste de Laboratório de Pesquisas Sobre Doenças 
Venéreas (VDRL, Venereal Disease Research Laboratory), que con- 
siste em um ensaio de floculação com partículas de carbono cobertas 
de colesterol, lecitina (fosfatidilcolina) e cardiolipina; (2) ensaio do 
anticoagulante lúpico, que é um prolongamento do tempo de trom- 
boplastina parcial do caolim, sem correção com plasma normal; e (3) 
imunoensaio da cardiolipina, utilizando cardiolipina ou outros fosfo- 
lipídeos de carga negativa como antígenos e B,-glicoproteína I como 
cofator. Pacientes com SLE usualmente apresentam reatividade con- 
tra o grupo fosfato de carga negativa presente em cardiolipina, ácido 
fosfatídico, fosfatidilserina ou fosfatidilinositol. 

Harris et al. (1987, 1990) realizaram workshops internacionais para 
melhorar a precisão e a acurácia dos imunoensaios de detecção de 
anticorpos antifosfolipídeos. Soros de referência foram preparados 


e foram definidas unidades padrão (GPL e MPL). Uma GPL (MPL) 
equivale a 1 mg/mL de uma amostra de IgG (IgM) padrão purifi- 
cada por afinidade. Entretanto, Lopez et al. (1992) sugeriram que é 
importante realizar um ensaio IgA-especifico para detecção de anti- 
corpos antifosfolipídeos na avaliação da síndrome antifosfolipídeo em 
pacientes com SLE. Aparentemente, o isótipo IgA é mais prevalente 
em indivíduos da raça negra. 

Os ensaios recém-desenvolvidos para detecção de autoanticorpos 
contra a B,-glicoproteína I parecem conferir maior especificidade 
aos achados, pois foi descrito que a B,-glicoproteína constitui epíto- 
po específico para os autoanticorpos antifosfolipídeos (Obermoser, 
2004). Além disso, anticorpos IgA contra B,-GP I ou anticorpos que 
reconhecem complexos B,-glicoproteína I/oxLDL (lipoproteina oxi- 
dada de baixa densidade) parecem ser patogênicos na doença vascular 
aterosclerótica (Staub, 2003; Matsuura, 2004; Ranzolin, 2004). 


Lúpus discoide crônico e outras 
variantes cutâneas 


Uma forma benigna de lúpus pode se manifestar como lesões cuta- 
neas “discoides” (em forma de moeda ou disco) sem os sintomas da 
doença sistêmica. Esse distúrbio é chamado lúpus eritematoso discoi- 
de crônico (CDLE, chronic discoid lupus erythematosus) (Sontheimer, 
1992; Wallace, 1992). As características clínicas e laboratoriais do 
CDLE ainda não foram delineadas com clareza desde a adoção dos 
critérios de classificação do SLE revisados pelo ACR em 1982. As 
lesões cutâneas observadas no CDLE possuem as seguintes caracteris- 
ticas: (1) eritema localizado persistente; (2) crostas aderentes; (3) for- 
mação de tampão folicular; (4) telangiectasia; e (5) atrofia (Wallace, 
1992). O lúpus eritematoso cutâneo subagudo (SCLE, subacute cuta- 
neous lupus erythematosus), outra condição cutânea similar, consis- 
te no aparecimento de lesões papuloescamosas ou lesões sem crosta 
associadas principalmente à detecção de autoanticorpos anti-SS-A/ 
Ro. Do mesmo modo, foram descritas variantes adicionais de CDLE, 
como a paniculite lúpica (também chamada lúpus profundo) e a urti- 
cária lúpica (Sontheimer, 1992). 

Wallace et al. (1992) definiram CDLE como sendo a correspondên- 
cia da descrição de CDLE ou SCLE, ou uma das variantes do SLE, em 
que os critérios de definição do SLE/ACR de 1982 não são cumpridos. 
Infelizmente, o CDLE é um distúrbio autoimune cutâneo em que falta 
uma anomalia sorológica unificadora diagnóstica. Trata-se de uma 
forma branda do lúpus eritematoso que raramente se expande para 
SLE. Por outro lado, há uma considerável sobreposição entre CDLE e 
SLE, uma vez que até 15% dos pacientes com SLE apresentam lesões 
cutâneas discoides. Cerca de 6 a 12% dos pacientes lúpicos apresenta- 
ram lúpus discoide no decorrer de alguns anos, antes do início da doen- 
ça sistêmica (Wallace, 1992). Os ANAs são com frequência encontrados 
e, segundo as estimativas, apresentam uma prevalência de 6 a 50% no 
lúpus discoide. A proporção de casos de lúpus discoide entre os sexos (2 
mulheres:1 homem) é consideravelmente menos tendenciosa em rela- 
ção ao sexo feminino, quando comparada à forma sistêmica. 


Lúpus eritematoso induzido por fármacos, 
anticorpos anti-histona e anticromatina 


O lúpus induzido por fármacos é caracterizado pela presença de 
autoanticorpos anti-histonas. As histonas são moléculas proteicas 
básicas que contêm elevadas proporções molares dos aminoácidos de 
carga positiva lisina e arginina. As histonas são encontradas em células 
eucarióticas, intimamente associadas ao DNA genômico. A subunida- 
de desse complexo histona-DNA é denominada nucleossomo e con- 
tém duas moléculas de cada histona “nuclear” (H2A, H2B, H3 e H4) 
e uma molécula de H1, além de DNA com comprimento aproximado 
de 200 pares de bases (Rubin, 1985, 1987). 

Estudos sobre lúpus induzido por fármacos demonstraram que a 
enzima hepática acetiltransferase parece exercer papel importante nessa 
condição (Woosley, 1987). A acetiltransferase é uma enzima capaz de 
acetilar fármacos, como hidralazina e procainamida, exercendo papel 
significativo na desintoxicação e na excreção destes. Pacientes com bai- 
xos níveis de acetiltransferase mostraram-se mais propensos a desen- 
volver ANAs e sintomas clínicos, em comparação àqueles tratados com 


hidralazina que apresentavam fenotipicamente níveis elevados dessa 
enzima. Pacientes cujos níveis de acetiltransferase eram altos e que 
apresentavam acetilação rápida não eram imunes ao desenvolvimento 
de ANAs. Esses pacientes, contudo, receberam doses de hidralazina por 
tempo mais prolongado e mais cumulativas antes de finalmente desen- 
volverem a doença. Tais achados referentes aos fenótipos da acetiltrans- 
ferase foram confirmados pela observação de pacientes tratados com 
procainamida (Rubin, 1988). A procainamida é o fármaco mais comu- 
mente envolvido na autoimunidade induzida por fármacos. 

No lúpus induzido por fármacos, são detectados anticorpos contra 
DNA de fita única e anti-histonas. No SLE, por outro lado, com frequên- 
cia são encontrados anticorpos anti-dsDNA, anti-Sm e anti-UlnRNP, 
além dos anticorpos anti-histonas. A procainamida é utilizada no trata- 
mento de pacientes com arritmias cardíacas, sendo que a maioria deles 
eventualmente desenvolve anticorpos anti-histonas. No entanto, apenas 
10 a 20% dos pacientes tratados com procainamida desenvolvem doença 
autoimune sintomática (Rubin, 1988). Nos pacientes assintomáticos, os 
anticorpos anti-histona são predominantemente IgM e exibem ampla 
reatividade contra todas as histonas individuais. Os pacientes com doen- 
ça sintomática desenvolvem um tipo único de anticorpos anti-histona 
da classe IgG que, em vez de reagir com as histonas individuais, apresen- 
ta reatividade específica contra o complexo dimérico H2A-H2B (Rubin, 
1988). Assim, a IgG anti-(H2A-H2B) é útil como marcador diagnóstico 
e apresenta alta sensibilidade e especificidade para a doença sintomáti- 
ca, contrastando com a forma benigna da autoimunidade induzida pela 
procainamida, em que anticorpos IgM reagem contra histonas indivi- 
duais. Em ambos os tipos de lúpus eritematoso induzido por fármaco 
(hidralazina e procainamida), os anticorpos IgM estão presentes em 
níveis significativamente mais altos que os anticorpos IgG. 

Cerca de 50% de todos os pacientes tratados com procainamida 
desenvolveram ANAs após 1 ano de tratamento (Tan, 1989). Aqueles 
que apresentavam acetilação lenta desenvolveram ANAs de modo 
mais rápido do que aqueles cuja acetilação era rápida (Woosley, 
1987). Todos os pacientes submetidos ao tratamento prolongado com 
procainamida desenvolveram uma resposta positiva de ANAs inde- 
pendentemente do fenótipo de acetilação. 

Como os anticorpos anti-histonas são encontrados em diversas con- 
dições, os anticorpos mais específicos (p. ex., anticromatina) estão 
substituindo os ensaios para detecção dos anticorpos anti-histona. 
Sinônimos para anticorpos anticromatina são fator da célula LE, anti- 
corpos antinucleossomo, antidesoxirribonucleoproteína (DNP) e anti- 
(H2A-H2B-DNA). Esses anticorpos são encontrados em 75% de todos 
os pacientes com SLE, em até 100% dos pacientes com lúpus induzido 
por fármacos e em 20 a 50% dos pacientes com hepatite autoimune 
de tipo I (hepatite lúpica). Nos pacientes com SLE, os anticorpos anti- 
cromatina apresentam melhor correlação com a doença renal que os 
anticorpos anti-dsDNA (Burlingame, 2002, 2004; Cervera, 2003). 


Síndrome de Sjögren 


A síndrome de Sjögren é uma doença autoimune inflamatória pro- 
gressiva marcada por ressecamento de olhos, boca e outras membra- 
nas mucosas (Schumacher, 1993; Ramos-Casals, 2005). A doença 
pode evoluir a partir das glândulas exócrinas para um distúrbio sistê- 
mico, bem como para uma transformação linfoproliferativa de célu- 
las B. É consideravelmente mais frequente nas mulheres do que nos 
homens, com prevalência crescente no decorrer de toda a vida adulta. 
Por vezes, a síndrome de Sjögren ocorre associada a outra doença reu- 
mática, como AR, SLE, cirrose biliar primária ou esclerose sistêmica 
(Tab. 50.4). As glândulas salivares ou lacrimais afetadas são infiltra- 
das por agregados de linfócitos. As manifestações extraglandulares 
incluem linfadenopatia, vasculite cutânea e pneumonite intersticial. 

A doença foi classificada em (1) síndrome de Sjégren primária, que 
não está associada a outra doença do tecido conjuntivo; e (2) síndro- 
me de Sjögren secundária, em que a AR ou outro distúrbio autoimune 
está presente. A síndrome de Sjögren é conhecida por ocorrer como 
forma primária, cuja principal característica é a formação do com- 
plexo seco (ceratoconjuntivite seca e xerostomia). Na síndrome de 
Sjögren, os autoanticorpos normalmente são restritos aos antígenos 
SS-A/Ro e SS-B/La (Tan, 1989), contudo, alguns de nossos pacientes 
apresentaram especificidades isoladas distintas, como anti-complexo 


Tabela 50.4 Associações clínicas frequentes com a síndrome de Sjögren 


Artrite reumatoide 

Lúpus eritematoso sistêmico 
Polidermatomiosite 

Doença mista do tecido conjuntivo 
Cirrose biliar primária 

Vasculite sistêmica necrotizante 
Tireoidite autoimune 

Hepatite crônica ativa 
Crioglobulinemia mista 
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Púrpura hipergamaglobulinêmica 


de Golgi ou anti- NuMA. Anticorpos anti-SS-A/Ro e anti-SS-B/La 
estão presentes no SLE, porém, em menor prevalência do que na sín- 
drome de Sjögren. Anticorpos anti-SS-B/La são detectados em 60% 
dos pacientes com a síndrome e em 35% dos pacientes com SLE, 
enquanto os anticorpos anti-SS-A/Ro são encontrados em 40 e 15% 
dos pacientes, respectivamente (von Miihlen, 1995). A presença de 
anticorpos anti-SS-A/Ro, quando associada a anticorpos anti-SS-B/ 
La, é indicativa de síndrome de Sjégren primária, às vezes em coexis- 
tência com SLE. A presença de anticorpos anti-SS-B é inferior a 1% 
na AR (Tan, 1988). Existe uma notável associação entre os anticorpos 
anti-SS-A/Ro e a ocorrência de vasculite sistêmica e cutânea (Bylund, 
1991). A associação entre anticorpos anti-SS-A/Ro e vasculite foi 
observada em pacientes com doença do tecido conjuntivo não classi- 
ficada. A determinação dos níveis de autoanticorpos anti-o.-fodrina, 
que também são encontrados no soro AR, não contribui de forma 
significativa para o diagnóstico da síndrome de Sjégren (Ruffatti, 
2004; Zandbelt, 2004). O padrão de pontilhados finos da coloração de 
ANAs é característico da síndrome de Sjögren (Fig. 50.2). 


Escleroderma 


A esclerose sistêmica (escleroderma) é um distúrbio do tecido con- 
juntivo envolvendo múltiplos sistemas, cuja etiologia é desconheci- 
da, caracterizado principalmente pela presença de lesões vascula- 
res e fibrose tecidual. Pacientes com esclerose sistêmica apresentam 
produção espontânea de autoanticorpos contra antígenos nucleares, 
nucleolares e mitocondriais (Reimer, 1990; Rothfield, 1992; Ho, 
2003; Cepeda, 2004), cuja detecção possui significado diagnóstico e 
prognóstico (Harris, 2003). O paciente com escleroderma usualmen- 
te apresenta heterogeneidade restrita de tipos de autoanticorpos, de 
modo que raramente é detectado mais de um tipo de autoanticorpo 
em um paciente individual. A Tabela 50.5 lista os diversos tipos de 
autoanticorpos descritos para o escleroderma. 


Figura 50.2 Anticorpos antinucleares na síndrome de Sjogren. Padrão nuclear 
salpicado fino no ensaio de imunofluorescência indireta utilizando células HEp-2, 
característico da presença de autoanticorpos anti-SS-A/Ro. 
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Tabela 50.5 Autoantígenos e autoanticorpos no escleroderma 


Autoantígeno Estrutura molecular 


Frequência do 
autoanticorpo 


Scl-70 Forma nativa com 100 kDa; 70% no escleroderma difuso; 
produto de degradação com 20-59% em todos os 
70 kDa; DNA topoisomerase | pacientes; 13% na CREST 
Centrômero Proteínas de 17, 80 e 140 kDa 57-82% na CREST: 
localizadas nas placas interna 8% na forma difusa 
e externa do cinetocoro 
RNA Pol | Complexo de subunidades 4-20% no escleroderma; 
proteicas da RNA Pol |; 13% na forma difusa 
210-211 kDa 
RNA Pol ll Transcritos de mRNA 4% 
RNA Pol ll Transcritos de rRNA 55, tRNA 23% no escleroderma; 
45% na forma difusa; 
6% na CREST 
Fibrilarina Proteína de 34 kDa, 6—8%; 5% na forma difusa; 
componente da partícula de 10% na CREST 
U3 RNP 
UInRNP Complexo do spliceossomo 2-5% em todos os pacientes; 
24% na sobreposição 
polimiosite/escleroderma 
PM-Scl Complexo de 11 proteínas; 2-5%; 24% na sobreposição 
110 a 120 kDa polimiosite/escleroderma 
Ku Proteína ligadora de DNA 1-14% no escleroderma; 
26-55% na sobreposição 
polimiosite/escleroderma 
Th/To Proteina de 40 kDa, 4-10% no escleroderma; 
complexos com RNAs 75 1-11% na forma difusa; 
e 8S 8-19% na CREST; 
até 3% na sobreposição 
polimiosite/escleroderma 
NOR-90 Proteína de 90 kDa, fator de Raro 


ligação de contracorrente 
humano, localizado na região 
organizadora do nucléolo 


Pacientes com envolvimento cutâneo rapidamente progressivo e 
difuso, afetando as extremidades distais e com frequência as extre- 
midades proximais e o tronco, apresentam maior risco de desenvol- 
ver comprometimento visceral precoce. Incluídos na classificação de 
escleroderma, há um grande subgrupo de pacientes com síndrome 
CREST (calcinose na cútis, fenômeno de Raynaud, desmotilidade eso- 
fágica, esclerodactilia e telangiectasia). O subgrupo de pacientes com 
CREST pode representar 20 a 30% do total de pacientes com esclero- 
derma (Fritzler, 1980). Pacientes com a variante CREST apresentam 
envolvimento cutâneo limitado, confinado às extremidades distais 
dos dedos das mãos e da face. Além disso, o prognóstico e o curso 
clínico usualmente são mais favoráveis do que para os pacientes com 
envolvimento cutâneo difuso (Fig. 50.3). 


Anticorpos contra antígenos centroméricos 


Os autoanticorpos dirigidos contra antígenos do centrômero são 
detectados inicialmente por MIF. O antígeno centromérico foi locali- 
zado na região de condensação metafásica dos cromossomos. Estudos 
utilizando immunoblotting revelaram que os antígenos centroméricos 
consistem de três proteínas, com pesos moleculares de 16 kDa, 80 kDa 
e 120 kDa. Autoanticorpos contra proteínas do centrômero estão pre- 
sentes em 50 a 80% dos pacientes do subgrupo CREST. Cerca de 25% 
dos pacientes com fenômeno de Raynaud idiopático concomitante a 
outros sinais ou sintomas de CREST apresentam anticorpos anticen- 
trômero (Rothfield, 1992). Anticorpos anticentrômero estão mais fre- 
quentemente associados a uma baixa incidência de fibrose pulmonar 
e mortalidade, embora haja relato de um caso de risco aumentado de 
hipertensão pulmonar (Cepeda, 2004). 





Figura 50.3 Esclerose sistêmica (escleroderma): estudo especial. Decoração 
centromérica em preparação rato/muntiaco com anticorpo anticentrâômero. 


Anticorpos contra Scl-70 (DNA topoisomerase |) 


Um dos principais autoantígenos é o Scl-70, que inicialmente foi 
detectado como proteína de 70 kDa. Posteriormente, essa proteína foi 
reconhecida como sendo o produto da degradação de uma proteína 
de 95 kDa, a DNA topoisomerase I (Tan, 1989). O antígeno apresen- 
ta uma distribuição pontilhada que foi localizada no nucleoplasma e 
no nucléolo. Nos estudos iniciais, autoanticorpos contra Scl-70 foram 
detectados por imunodifusão em 20% dos pacientes com escleroder- 
ma não selecionados (Tan, 1982a). Já em estudos mais recentes, os 
autoanticorpos contra Scl-70 foram encontrados em 75% dos pacien- 
tes com a forma difusa severa de escleroderma, por meio de testes de 
imunodifusão (Jarzabek-Chorzelska, 1986). Esse último achado pro- 
vavelmente foi consequência de uma melhor preservação do antígeno 
topoisomerase I nos testes, além de ter demonstrado uma maior pre- 
valência de autoanticorpos anti-Scl-70 entre pacientes com esclero- 
derma difuso severo (Nakamura, 1992). Em resumo, há na literatura 
diversos relatos em que os autoanticorpos anti-Scl-70 são associados 
a envolvimento cutâneo difuso, frequência aumentada de fibrose pul- 
monar e maior mortalidade. 


Anticorpos contra RNA polimerases 


Existem três RNA polimerases que catalisam a transcrição genéti- 
ca em RNA (von Mühlen, 1994). Autoanticorpos dirigidos contra as 
RNA polimerases tendem a ocorrer juntos em um mesmo paciente, 
parecem ser específicos para o escleroderma e são detectados principal- 
mente em indivíduos com escleroderma difuso. Existe uma associação 
entre doença cutânea difusa, fibrose pulmonar intersticial, crise renal e 
maior mortalidade (Harris, 2003; Cepeda, 2004; Ioannidis, 2005). 


Autoanticorpos contra o antígeno 
nucleolar fibrilarina (U3-snRNP) 


O nome “fibrilarina” tem origem na localização do antígeno no 
componente fibrilar denso dos nucléolos. Anticorpos antifibrilarina 
são detectados com mais frequência em homens jovens com esclero- 
derma, apresentando comprometimento articular mínimo e hiper- 
tensão pulmonar (von Mühlen, 1994; Harris, 2003). 


Anticorpos dirigidos contra a região 
organizadora nucleolar 


Os anticorpos contra a região organizadora nucleolar (NOR, nucleolar 
organizing region)-90 reconhecem o fator de transcrição da RNA poli- 
merase I hUBF (human upstream biding factor ou fator de ligação de 
contracorrente humano) junto ao centro fibrilar do nucléolo. As NORs 
são regiões em que o nucléolo é restaurado após a mitose e que contêm 
agrupamentos de genes de RNA ribossômico, bem como sítios nos quais 
são reconhecidos os antígenos Scl-70, U3-RNA/fibrilarina, NOR-90 e 
RNAP polimerase I (von Mühlen, 1994; Fritzler, 1995; Dagher, 2002). 


Artrite reumatoide 


A AR é um distúrbio autoimune sistêmico caracterizado por uma 
artrite crônica, simétrica e erosiva nas articulações periféricas. Um 
percentual maior de pacientes apresenta títulos elevados de fatores 
reumatoides séricos. Pode haver manifestações não articulares asso- 
ciadas, tais como nódulos subcutâneos, vasculite, fibrose intersti- 
cial e anemia. As síndromes de Sjögren e Felty são comuns na AR. A 
causa primária dessa doença é desconhecida. A maioria dos pacien- 
tes com AR possui alelos de MHC de classe II DR4, DRI ou ambos 
(Schumacher, 1993). A AR está associada à detecção de vários autoan- 
ticorpos, que podem servir de marcadores diagnósticos e prognósticos 
(Aho, 1994; Viander, 1997; Firestein, 2003). Esses anticorpos são: 

1. fator reumatoide (FR); 

2. anticorpos antifibrilarina (também conhecidos como anticor- 
pos antiproteína citrulinada [ACPA, anti-citrullinated-protein 
antibodies|; Tab. 50.6): 

a) anticorpos antiqueratina (AKA); 

b) anticorpos antifator perinuclear (APF) (Fig. 50.4); 

c) anticorpos contra peptideos citrulinados (por vezes referido 
como anticorpos anti-CCP | anti-cyclic-citrullinated-peptide ou 
antipeptideo cíclico citrulinado |); 

d) anticorpos anti-As, dirigidos contra vimentina citrulinada. 

3. anticorpos anti-RA33. 

É possível que o aparecimento desses anticorpos preceda o início da 
AR clínica (Klareskog, 2004). 


Tabela 50.6 Autoanticorpos comumente utilizados na artrite reumatoide 


FR IgM IFI APF ELISA ELISA ELISA 
anti-CCP1 Anti-CCP2 Anti-CCP3 
1940 1964 1998 2002 2005 
Sensibilidade (%) 66-85  60(39-87) 60 69 74 
Especificidade (%) 72 95 (73-99) 92 95-98 96 


APF = fator antiperinuclear; CCP = peptideo citrulinado cíclico (os números 1, 2 e 3 se 
referem aos ensaios de primeira, segunda e terceira geração, respectivamente); FR = fator 
reumatoide. Veja no texto as referências. 


Fator reumatoide 


O FR é um anticorpo dirigido contra a porção Fc da molécula de 
IgG. Estudos sobre FR mono e policlonais revelaram que esse anti- 
corpo apresenta especificidade de ligação para outras substâncias, 
além da IgG, como componentes nucleares (Schumacher, 1993). O 
FR polirreativo usualmente é uma IgM de baixa afinidade. O FR não é 
específico para a AR e com frequência é detectado em casos de infec- 
ção crônica e outras condições inflamatórias sistêmicas. Nas doenças 
reumáticas, o FR apresenta considerável heterogeneidade imunoqui- 
mica. Além do usual FR da classe IgM, também foram detectados FRs 
das classes IgA e IgG. O FR da classe IgA foi relacionado à forma mais 
severa da doença, em que há erosões. O grupo dos FRs é um dos úni- 
cos grupos de autoanticorpos que estão nitidamente envolvidos na 
patogênese da doença (Smolen, 1998). 


Anticorpo antiqueratina 


O AKA reage contra o extrato córneo do esôfago de ratos (Young, 
1979). Trata-se de um anticorpo bastante específico, porém pouco 
sensível como marcador da AR. Soros de pacientes com AR apresen- 
tam reação positiva em 36 a 59% dos casos, sendo que esse percentual 
cai para O a 3% no caso do soro de pacientes sadios normais (Aho, 
1994). A maioria dos soros positivos para AKA também reage com o 
APE, sugerindo que ambos os antígenos compartilham algumas simi- 
laridades. Foi demonstrado que os AKAs reagem contra isoformas 
de filagrina ácido-neutras solúveis presentes nas formas epidérmica 
e molecular de (pró)filagrina no epitélio esofágico de ratos, em vez da 
citoqueratina (Simon, 1993; Sebbag, 2004). 


Fator antiperinuclear (APF) 


Esse anticorpo é reativo contra os grânulos de querato-hialina 
perinucleares encontrados nas células da mucosa bucal (Nienhuis, 


1964). O aminoácido citrulina (não padrão) parece ser um compo- 
nente essencial nos epítopos reconhecidos por esses autoanticorpos 
(Schellekens, 1998). O teste de imunofluorescência é sensível, porém 
menos específico que o teste para detecção de AKA em pacientes 
com AR. Testes positivos para APF foram relatados em 49 a 87% 
dos pacientes com AR (Janssens, 1988; Aho, 1994) e em até 5% dos 
casos envolvendo outras doenças do tecido conjuntivo ou em contro- 
les normais. Tanto os AKAs como os APFs foram detectados na fase 
soronegativa inicial da AR, evidenciando a evolução do diagnóstico 
dessa doença. 


Antipeptídeos citrulinados 


Anticorpos contra peptídeos citrulinados (CCP) detectados por 
ELISA constituem marcadores iniciais e específicos da AR (van 
Venrooij, 2004; Vossenaar, 2004; Hoffman, 2005). O antígeno uti- 
lizado na maioria dos ensaios é a filagrina citrulinada. A citrulina, 
um aminoácido não convencional, é gerada pela ação da enzima 
peptidil arginina desiminase (PAD, peptidyl arginine deimminase), 
que produz uma modificação pós-translação em peptídeos conten- 
do arginina. Relatos atribuem a um ELISA de segunda geração uma 
especificidade de 98% para o diagnóstico da AR, bem como uma 
sensibilidade de 70%. Esses percentuais representam um aprimo- 
ramento significativo em relação ao teste de detecção de FR (Lee, 
2003; Sebbag, 2004). Além disso, anticorpos anti-CCP podem ser 
detectados em 50% dos pacientes com AR em estágio inicial, quan- 
do o teste para FR ainda resulta negativo, permitindo estabelecer 
melhor o diagnóstico e iniciar o tratamento específico mais cedo. 
Na literatura, existem numerosos estudos apontando a existência 
de uma associação com a doença erosiva, mais severa e progressiva 
(Forslind, 2004; Kastbom, 2004; Sebbag, 2004). 





Figura 50.4 Fator antiperinuclear (APF) na artrite reumatoide. A, Preparação negativa 
para APF utilizando células da mucosa oral como substrato da imunofluorescência 
indireta. B, Preparação positiva para APF — observe os grânulos homogêneos densos 
em torno dos núcleos contracorados com brometo de etídio (cor alaranjada). 
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Anticorpos anti-CCP raramente são encontrados em outras condi- 
ções clínicas, como em infecções virais (em geral, hepatite C), doença 
de Lyme, doença de Graves, SLE e síndrome de Sjégren (ambas asso- 
ciadas à doença articular erosiva). Crianças com AR juvenil, em geral, 
não são beneficiadas por esse teste laboratorial, cuja sensibilidade é de 
apenas 0,2 a 3%. Resultados positivos são obtidos junto ao subgrupo 
de crianças FR-positivas poliarticular, que comumente evoluem para 
a forma adulta erosiva da AR (Low, 2004). 

Por outro lado, autoanticorpos anti-CCP podem discriminar 
melhor pacientes com AR e pacientes que apresentam manifesta- 
ções poliarticulares associadas à infecção pelo vírus da hepatite C 
(Bombardieri, 2004). Diversos autores sugerem que o teste de detec- 
ção de anticorpos anti-CCP deve melhorar bastante a acurácia da 
classificação da AR, se forem incorporados aos critérios estabelecidos 
em 1987 pelo ACR. 


Anti-RA33 


Hassfeld et al. (1989) relataram a existência de anticorpo antinu- 
clear (anti-RA33) que poderia ser específico para a AR. Obtido a par- 
tir de extratos de células HeLa, um antígeno de aproximadamente 33 
kDa apresentou reatividade contra 36% dos 95 soros provenientes 
de pacientes com AR, e contra apenas 1 dos 170 soros de pacientes 
controle. O antígeno foi chamado RA33 e o autoanticorpo correspon- 
dente não apresenta relação discernível diante de outros anticorpos 
nucleares. O anticorpo anti-RA33 não está relacionado aos anticor- 
pos anti-histona. Análises de immunoblot empregando extratos solú- 
veis de células HeLa revelaram a presença de um autoanticorpo, cujo 
antígeno-alvo apresentava peso molecular aproximado de 33 kDa 
(anti-RA33), em 30% dos pacientes austríacos com AR e que estava 
ausente em pacientes com espondilite anquilosante ou artrite psori- 
ática (Aho, 1994). Entretanto, entre pacientes finlandeses com AR, 
esses anticorpos apresentaram uma baixa prevalência de 6% (Aho, 
1994). Autoanticorpos anti-RA33 também podem ser encontrados da 
DMTC e no SLE (Steiner, 1996). 


Polimiosite e dermatomiosite 


A polimiosite é uma doença inflamatória de etiologia desconhecida, 
que afeta o músculo estriado. Caracteriza-se pela presença de infiltra- 
dos inflamatórios na musculatura esquelética, associada à necrose e 
à degeneração das fibras musculares (Targoff, 1992). Essa doença é 
referida como dermatomiosite quando acompanhada de alterações 
cutâneas típicas. A polimiosite tem como característica sorológica a 
presença de numerosos autoanticorpos de especificidades diversas, 
que reconhecem diferentes sintetases de RNA transportador (tRNA) 
(von Mühlen, 1994; Targoff, 2002) (Tab. 50.7). Esses autoanticorpos 
definem um subgrupo de pacientes com polimiosite, artralgia, doença 
intersticial pulmonar e prognóstico pior do que aquele de pacientes 
sem autoanticorpos. 

Anticorpos contra Jo-1 (histidil-tRNA sintetase) são detectados em 
23 a 36% dos pacientes com polimiosite, a maioria dos quais com 
doença intersticial pulmonar (Targoff, 1992). Autoanticorpos contra 
treonil e alanil-tRNA sintetases são encontrados com menor prevalên- 
cia na miosite autoimune. Em pacientes que apresentam uma sindro- 
me clínica com aspectos sobrepostos de polimiosite e escleroderma, 
foi relatada a existência de um anticorpo denominado anti-PM-Scl 
(Tan, 1988). Este reage com um complexo constituído por 11 poli- 
peptídeos, cujos pesos moleculares variam de 110 kDa a 120 kDa. Na 
MIF indireta, a presença do anticorpo anti-PM-Scl é identificada pela 
coloração do nucléolo e do nucleoplasma das células do substrato. Os 
anticorpos dirigidos contra Mi-2, um fator remodelador de ATPase 
estimulado pelo nucleossomo, dependente de DNA (Wang, 2001), são 
considerados específicos para a dermatomiosite (von Miihlen, 1995). 
Tem chamado a atenção a presença de anticorpos dirigidos contra 
um componente de 52 kDa do antígeno SS-A/Ro em uma parcela dos 
pacientes com polimiosite/dermatomiosite (Peene, 2002). 


Conceito de síndromes de sobreposição 


“Síndrome de sobreposição” é um termo utilizado para descrever 
casos em que o paciente exibe sintomas de mais de uma doença (Pope, 


Tabela 50.7 Autoantígenos e autoanticorpos na polimiosite e na 
dermatomiosite 


Autoantígeno Estrutura molecular Frequência do 
anticorpo 

Jo-1 Proteina da histidil-tRNA 23-36% 
sintetase, 52 kDa 

PL-7 Proteína da treonil-tRNA 4% na polimiosite 
sintetase, 80 kDa 

PL -12 Proteína da alanil-tRNA 3% 
sintetase, 110 kDa 

Mi-2 Complexo proteico nuclear, 15-35% na polimiosite; 


5-9% na dermatomiosite 
4-5% na polimiosite; 


proteínas de 53 e 61 kDa 


Partícula de Proteína de 54 kDA 


reconhecimento | complexada ao RNA 7SL não ocorre na 

de sinal (SRP) dermatomiosite 

PM-Scl Complexo de 11 proteinas, 8-12% na polimiosite; 

110-120 kDa 25% na sobreposição 

polimiosite/escleroderma 

UInRNP Complexo do spliceossomo 4-17% na polimiosite/ 
dermatomiosite 

56kDa 56 kDa, componente de RNP 80% 

5 E) Glicil-tRNA sintetase < 3% na polimiosite 

O) Isoleucil-tRNA sintetase < 3% na polimiosite 


Fonte: dados de Tan (1988), Nakamura (1992) e von Miihlen (1994). 


2002). Exemplificando, há relatos de pacientes que atendem aos crité- 
rios diagnósticos para SLE e também apresentam manifestações atípi- 
cas sugestivas de um segundo diagnóstico, como AR (Lazaro, 1989). 
Ainda é preciso esclarecer se as síndromes de sobreposição podem 
representar a coexistência de duas ou mais doenças distintas, ou se a 
sindrome da sobreposição constitui uma entidade diferenciada. 


Doença mista do tecido conjuntivo 


O conceito de DMTC foi inicialmente proposto por Sharp et al. 
(1972). Os 20 pacientes descritos no estudo inicial apresentavam uma 
combinação de aspectos de modo geral associados ao SLE, esclerose 
sistêmica e polimiosite. De modo característico, utilizando o método 
da hemaglutinação, foi detectado um título mais alto de autoanticor- 
pos contra uma ribonucleoproteína nuclear em todos os pacientes 
(Sharp, 1972). A falta de anormalidades renais e neurológicas, bem 
como a excelente resposta desses pacientes a pequenas doses de cor- 
ticosteroides orais inicialmente justificaram a classificação como um 
grupo à parte do SLE e da esclerose sistêmica. Entretanto, o conceito 
de DMTC como um grupo isolado foi modificado com o passar do 
tempo. Muitos acreditam que a DMTC representa uma sobreposição 
de esclerose sistêmica, SLE e polimiosite (Niemelstein, 1980). Um 
grupo de pacientes originalmente diagnosticados com DMTC foi rea- 
valiado após 8 anos, apresentando uma evolução geral do padrão de 
sobreposição para o perfil de uma doença única, sendo que o esclero- 
derma foi o diagnóstico mais prevalente (Niemelstein, 1980). Parece 
haver uma considerável sobreposição que se torna evidente quando 
os critérios antes mencionados são aplicados a uma certa popula- 
ção de pacientes. Além disso, os estudos não sustentam por com- 
pleto a existência da DMTC como uma entidade clínica individual. 
Recentemente, foi demonstrado que anticorpos dirigidos contra uma 
subunidade da nRNP presente em vesículas apoptóticas, denomina- 
da U1-70K, constituem marcadores de DMTC inicial com qualidade 
superior à dos autoanticorpos para UlnRNP (Hof, 2005). 


Biologia molecular e funções de certos 
autoantigenos nucleares e intracelulares 


Diversos autoanticorpos intracelulares, incluindo os ANAs, foram 
identificados como marcadores diagnósticos de doenças reumáticas, 
como SLE, escleroderma, síndrome de Sjögren, DMTC, lúpus induzi- 


do por fármacos e polimiosite/dermatomiosite (Tan, 1989). Os auto- 
anticorpos detectados nas doenças humanas têm sido utilizados como 
ferramentas para estudar várias funções e mecanismos biológicos 
moleculares. Os ANAs foram empregados na triagem de bibliotecas 
de expressão de cDNA, com subsequente identificação e autoantíge- 
nos. As funções biológicas que comprovadamente são inibidas por 
autoanticorpos são splicing de pré-mRNA, replicação do DNA, reparo 
do DNA, transcrição, transcrição de rRNA, movimentação cromos- 
sômica à base de microtúbulos durante a mitose e aminoacetilação de 
tRNAs (Tan, 1988, 1989, 1997a; Casiano, 1996). 


Perfis de autoanticorpos em várias doenças 
reumáticas sistêmicas 


Perfis distintos de ANAs são observados em doenças reumáticas 
diferentes, cujas características incluem presença ou ausência de cer- 
tos anticorpos, bem como diferenças quantos aos títulos médios des- 
ses anticorpos (Nakamura, 1986; Tan, 1988; Bizzaro, 2004). Não obs- 
tante, é preciso atentar para o baixo valor preditivo positivo do teste 
de detecção de ANAs diante de uma baixa prevalência de doenças reu- 
máticas sistêmicas e nas populações em processo de envelhecimento 
(Slater, 1996). São notáveis os seguintes aspectos: 

1. múltiplos ANAs são detectados com frequência no SLE, por vezes 
com níveis elevados de anticorpos anti-dsDNA na doença ativa; 

2. distinção de anticorpos anti-Sm, anti-rRNP e anti-PCNA para 
o SLE; 

3. restrição de ANAs a anticorpos anti-histona e/ou anticromati- 
na (antinucleossomo) no lúpus induzido por fármacos; 

4. anticorpos contra UlnRNP ou ANAs contra RNP presentes 
com frequências distintas em várias doenças reumáticas; 

5. a restrição dos ANAs ao UlnRNP (por definição da doença) 
ou a anticorpos contra RNP nuclear, na DMTC; 

6. soros de pacientes com síndrome de Sjögren são caracteriza- 
dos primariamente pela presença de anticorpos anti-SS-A/Ro e 
anti-SS-B/La; 

7. pacientes com escleroderma que apresentam um perfil consti- 
tuído de anticorpos contra Scl-70, antígenos do centrômero/cine- 
tócoro, e outros antígenos nucleolares, como fibrilarina e Th/To; 

8. a presença frequente do FR, anticorpos antiproteínas citruli- 
nadas (AKA, APF, anti-CCP) e anti-RA33 na AR; 

9. a presença de autoanticorpos anti-Jo-1, anti-Mi-2 e anti-PM- 
Scl na polimiosite/dermatomiosite; 

10. o aparecimento de certos autoanticorpos, como anticentrô- 
mero, anti-CCP e anti-dsDNA, pode preceder em muitos anos 

a manifestação da doença clínica. 


Quadro de decisão para work up diagnóstico de 
doenças autoimunes 


A MIF utilizando substratos de células humanas, como as células 
HEp-2, permite a detecção sensível de anticorpos séricos reativos que 
apresentam considerável especificidade para várias proteínas e ácidos 
nucleicos celulares. Essa técnica atualmente é essencial nos laborató- 
rios de imunologia comprometidos com o diagnóstico de rotina de 
doenças autoimunes humanas. À partir de um resultado positivo do 
teste de imunofluorescência, torna-se possível associar um padrão 
especifico à presença de um autoanticorpo distinto no soro de um 
dado paciente. Considerando que padrões distintos de autoanticorpos 
são observados em cada doença, como já discutido, o laboratorista 
oferece ao clínico a possibilidade real de estreitar a busca diagnósti- 
ca. A Tabela 50.8 mostra um quadro de decisões que foi desenvolvido 
com base nesses aspectos. A classificação do padrão citoplasmático 
para uso na rotina laboratorial é descrita na Tabela 50.9. As Figuras 
50.5, 50.6 e 50.7 ilustram alguns exemplos de padrões de imunofluo- 
rescência observados em nossos laboratórios. 


Métodos diagnósticos na detecção 
de autoanticorpos 


Os métodos comumente utilizados para detecção de autoanticorpos 
são listados na Tabela 50.10. Testes amplamente empregados na tria- 


Tabela 50.8 Quadro de decisões para identificação de autoanticorpos 
selecionados empregando células HEp-2 e respectivas doenças 
associadas 


1. Padrão nuclear 

Envelope (borda) 

Pontilhado, negativo para figuras mitóticas — Cirrose biliar primária 
Doenças hepáticas crônicas 
SLE, SLE induzido por fármaco 


Contínuo, negativo para figuras mitóticas — 
Homogêneo, positivo para figuras mitóticas — 


Salpicado 
Grandes — hnRNP no SLE 
Grosseiros > $m, RNP no SLE, MCTC 
Finos —  SS-A'Ro, SS-B/La no SLE, 
síndrome de Sjögren 
Pleomórficos — PCNAnoSLE 
Discretos 
Positivo para figuras mitóticas —  Centrômero no escleroderma 
Negativo para figuras mitóticas — p95 (Sp100) na cirrose biliar 
primária 
2. Padrão nucleolar 
Homogêneo => PM-Scl no escleroderma 
Maciço >  Fibrilarina no escleroderma 
Salpicado 
Figuras mitóticas pontilhadas > RNA poll, NOR-90 no 
escleroderma 
Figuras mitóticas homogêneas —  Sel-70 no escleroderma 
3. Padrão citoplasmático 
Pontilhados densos, finos —> Jo-1, PL-7, PL-12 na 
polimiosite/dermatomiosite 
Homogêneo — rRNP no SLE eno SLE juvenil 
Fibrilar => Actina, miosina na DMTC, 
cirrose biliar primária, hepatite 
autoimune crônica 
Segmentado = œ-actinina, vinculina na 
miastenia grave, doença de 
Crohn, colite ulcerativa 
Reticular >  Mitocôndria na cirrose biliar 
primária 
Polar — Complexo de Golgi na 
síndrome de Sjögren, SLE, 
infecções virais 
Aparelho do fuso mitótico —  NuMA na síndrome de Sjögren, 


SLE; corpo médio, p330º no 
cancer 


DMCT = doença mista do tecido conjuntivo; NuMA = antígeno associado ao núcleo 
mitótico; PCNA = antígeno nuclear da célula proliferante; SLE = lúpus eritematoso 
sistêmico. 


Fonte: modificado de Krapf, AR; von Mühlen, CA; Krapf, FE et al.: Atlas of 
Immunofluorescent Autoantibodies. Munich, Urban & Schwarzenberg, 1996. 


gem de autoanticorpos intracelulares são a MIF e os testes imunoen- 
zimaticos combinados a diversos antigenos (Nakamura, 1994b), por 
vezes denominados “anti-ENA”. Os testes secundários definitivos para 
identificação de ANAs são imunodifusão, imunoprecipitação, aglutina- 
ção de partículas, ensaio imunoenzimático e métodos de immunoblot- 
ting (Teodorescu, 1992). Uma pesquisa de ANAs por imunofluorescén- 
cia com células HEp-2 resultará positiva em 98% dos casos, na triagem 
de pacientes com SLE ativo. Em outras palavras, um resultado negativo 
de imunofluorescência usualmente exclui o diagnóstico de SLE. 

É difícil padronizar a técnica da imunofluorescência indireta para 
detecção de ANAs (IF-ANAs) (Nakamura, 1992; Feltkamp, 1996; 
Smolen, 1997). Diversos fatores estão envolvidos no desempenho 
dos testes de IF-ANA, tais como: (1) variações de substrato e fixa- 
dor; (2) propriedades ópticas microscópicas; (3) método e quanti- 
ficação dos resultados; (4) estabelecimento dos intervalos de refe- 
rência; (5) interpretação dos resultados; (6) soro de referência; e (7) 
especificidade e avidez dos ANAs. Segundo as recomendações do 
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Tabela 50.9 Classificação de padrões citoplasmáticos na imunofluorescência indireta 


Padrões citoplasmáticos na IFI 
(substrato celular) 


1. Fibroso 


Fibras de estresse — fibras citoesqueléticas lineares, 


às vezes com pequenos depósitos granulares 
descontínuos (HEp-2, fibroblastos) 

Filamentoso — filamentos e fibrilas dispersas para 
fora da borda nuclear (HEp-2, PtK2, células 
epiteliais) 


Segmentado — pequenos segmentos de fibras 
(corpos densos periódicos) que são descorados 
(HEp-2, fibroblastos) 


2. Salpicado 


Antígenos representativos 
Actina 
Miosina nao muscular 


Vimentina 
Queratina 


o-actinina, vinculina 
Tropomiosina 


Salpicado fino — salpicados pequenos e pontilhados, Muitas das aminoacil-tRNA 


na maioria dos casos acompanhados de um fundo 


sintetases, principalmente Jo-1 


homogéneo ou com salpicados finos e densos (HEp-2) 


Salpicado fino e denso — nebuloso, quase 
homogêneo e por todo o citoplasma (HEp-2) 
Vareta granular — perinuclear, em forma de seta, 
grosseiramente granular, correspondendo às pilhas 
lamelares do complexo de Golgi (HEp-2) 

Reticular grosseiro — difuso e grosseiro, reticular, 
granular (HEp-2) 


Salpicados pequenos e pontilhados — salpicados 
citoplasmáticos contáveis, distribuídos de maneira 
irregular (HEp-2) 

Reticular fino — difuso e fino, reticular, granular 
(HEp-2) 

ANCA — pANCA -— coloração perinuclear irregular; 
cANCA - salpicados densos, finos ou grosseiros 
(granulócitos de sangue periférico, células da 


rRNP, fosfoproteínas ribossômicas 


Complexo de Golgi 


Proteínas da parte interna da 
membrana mitocondrial 
(principalmente M2) 
Lisossomos/endossomos/ 
peroxissomos/proteassomos 


Retículo endoplasmático (2); outras 
proteínas desconhecidas 

pANCA tem como alvo a 
mieloperoxidase; CÂNCA tem 
como alvo PR3 (proteinase 3) 


Doença e associações clínicas 


Ambos na hepatite crônica ativa, cirrose hepática e miastenia grave; actina na 
hepatite autoimune, doença de Crohn, CBP, hemodiálise prolongada, SHN, 

e raramente na DDTC 

O anticorpo antivimentina é produzido com frequência em decorrência da 
reação cruzada com anticorpos anti-ot-hélice, sendo detectado em diversos 
tipos de interações em condições inflamatórias e na hemodiálise prolongada; é 
raro na DDTC; ambos são detectados no SHN; a queratina constitui o principal 
sistema na DHA (69%), sendo comum também na DDTC e na psoríase 
Miastenia grave, doença de Crohn, colite ulcerativa 


Polimiosite; “síndrome do Jo-1" (miosite e doença intersticial pulmonar) 


SLE neuropsiquiátrico 


Raro no SLE, SjS, DMTC, granulomatose de Wegener e outras doenças 
reumáticas sistêmicas; descrito na ataxia cerebelar idiopática, degeneração 
cerebelar paraneoplásica e nas infecções virais, incluindo EBV e HIV 

CBP; esclerose sistêmica (43%); raro em outras DDTC; anticorpos 
anticentrômero estão frequentemente associados 


Escleroderma limitado, glioblastoma e outras doenças neurológicas, 
efusão pleural idiopática 


DHC; detectado em todos os tipos de condições inflamatórias (crônicas) 


Descrito pela primeira vez na vasculite sistêmica com glomerulonefrite 
necrotizante e na doença pulmonar inflamatória; granulomatose de Wegener 
(CANCA) e outras vasculites necrotizantes (ANCA); a catepsina G é o principal 





linhagem leucêmica HL-60) 


antígeno na colite ulcerativa, doença de Crohn e colangite esclerosante 
primária; hepatite autoimune; vasculite na terapia com PTU; recentemente, foi 
descrito na AR (32%); ANCA IgM na tuberculose e na malária 


ANCA = anticorpos para antígeno neutrofilico citoplasmático; DHA = doença hepática alcoólica; DHC = doenças hepáticas crônicas; DDTC = doença difusa do tecido conjuntivo; EBV = 
vírus Epstein-Barr; HIV = virus da imunodeficiência humana; IFI = teste de imunofluorescência indireta; DMTC = doença mista do tecido conjuntivo; SHN = soro humano normal; CBP = 
cirrose biliar primária; PM = polimiosite; PTU = propiltiouracil; RNP = nbonucleoproteina; S)S = sindrome de Sjögren; SLE = lúpus eritematoso sistêmico. 


Fonte: modificado de Humbel (1993); utilizado com permissão de von Miihlen (1994); Stinton (2004). 


ANA Standardization Committee of the World Health Organization 
(Comitê de Padronização de ANA da Organização Mundial da Saúde), 
os laboratórios devem (1) relatar resultados de IF-ANA obtidos com 
diluições de 1:40 e 1:160; e (2) fornecer informações sobre o percentu- 
al de indivíduos normais com resultados positivos para essas diluições 
conforme suas próprias experiências (Tan, 1997b). 

Bylund e Nakamura (1991) demonstraram a importância da deter- 
minação dos níveis de autoanticorpos anti-SS-A/Ro para os testes de 
triagem de autoanticorpos contra antígenos nucleares. A detecção de 
anticorpos anti-SS-A/Ro requer a implementação e a aderência a várias 
recomendações técnicas e de garantia de qualidade. Quando são empre- 
gados substratos celulares adequados contendo antígeno SS-A/Ro, uma 
parte considerável dos pacientes com LE ANA-negativos apresenta 
resultados positivos no teste de imunofluorescência indireta. Análises 
empregando os métodos de imunoprecipitina e imunodifusão dupla 
têm sido realizadas para determinar a especificidade de vários ANAs. A 
especificidade do ensaio na imunodifusão dupla em geral depende da 
qualidade dos demais soros controle utilizados no procedimento, bem 
como da natureza da preparação antigênica. Os testes de imunodifusão 
são pouco sensíveis, contudo resultados positivos apresentam alto grau 
de especificidade. Kits comerciais de imunodifusão são disponibilizados 
para detecção de anticorpos contra RNP, Sm, SS-A/Ro, SS-B/La e Scl- 
70, além de outros marcadores menos prevalentes (Nakamura, 1994b). 


Um número crescente de ensaios imunoenzimáticos tem sido desen- 
volvido a partir do uso de antígenos-padrão purificados e de antígenos 
recombinantes (Saitta, 1992). Muitos desses ensaios são comprova- 
damente mais sensíveis que os métodos de imunodifusão compará- 
veis. Assim, dada à alta sensibilidade dos ensaios imunoenzimáticos, 
torna-se necessário determinar com cuidado o intervalo de referência 
para pacientes normais e os valores de cut-off apropriados. Em com- 
paração aos testes de imunodifusão, os testes de ELISA são significa- 
tivamente mais sensíveis, no entanto apresentam menor especificida- 
de (Nakamura, 1992). Além disso, os testes de ELISA com frequência 
resultam positivos diante dos baixos títulos encontrados nos soros de 
pacientes com doenças reumáticas distintas do SLE. Exemplificando, 
a presença de anticorpos anti-Sm detectada por imunodifusão é con- 
siderada altamente específica para SLE. Todavia, nos testes de ELISA, 
resultados positivos para anticorpos anti-Sm foram obtidos em 23% 
dos 54 pacientes com AR, 25% dos 24 pacientes com esclerose sistê- 
mica, 9% dos 11 pacientes com polimiosite e 2% dos 59 pacientes nor- 
mais (Maddison, 1985). A maior sensibilidade aliada à menor especi- 
ficidade pode gerar resultados de testes falso-positivos. Além disso, as 
associações clínicas com autoanticorpos distintos foram determinadas 
utilizando principalmente técnicas de imunodifusão. 

Os novos kits comerciais de ELISA desenvolvidos para fins de tria- 
gem têm a pretensão de detectar uma variedade de autoanticorpos em 


Figura 50.5 Imunofluorescência indireta com autoanticorpos contra antígenos nucleares e nucleolares em células HEp-2. Aumento de 400 x, coloração com isotiocianato de 
fluoresceina (FITC). A, Autoanticorpos contra proteínas laminas A, B e C do envelope nuclear conferem um padrão nuclear homogêneo em células HEp-2, associado a uma 
borda nucleoplásmica contínua. Nenhuma borda é observada quando os anticorpos são especificamente dirigidos contra histonas ou dsDNA. Relatos anteriores descrevendo 
um padrão periférico eliciado por anticorpos anti-dsDNA provavelmente devem ter sido produzidos por artefatos de fixação. B, O padrão nucleoplásmico salpicado é 
característico de autoanticorpos dirigidos contra os chamados “antígenos nucleares extraíveis”, como o anticorpo anti-UTnRNP mostrado na foto. Os nucléolos e as células em 
metáfase são negativos. C, Autoanticorpos anti-dsDNA, com padrão homogêneo na interfase e também nas células metafásicas. D, Autoanticorpos anticentrômero, tipicamente 
encontrados em pacientes com a forma limitada do escleroderma (síndrome CREST), embora também estejam presentes na cirrose biliar primária. Salpicados distintos são 
observados nos núcleos interfásicos, sendo um para cada par cromossômico, que se agregam nas placas metafasicas durante a divisão celular. E, Autoanticorpos contra NOR- 
90 e RNA polimerase | induzem o mesmo padrão nas células HEp-2, com salpicados nucleolares e pontos ao longo de alguns fusos mitóticos nas células metafásicas (seta). 
Esses anticorpos podem ser diferenciados por meio de outros ensaios, como immunoblot ou imunoprecipitação. F, Autoanticorpos dirigidos contra a fibrilarina (U3-nRNP) 
produzem uma coloração maciça em todos os nucléolos. 
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Figura 50.6 Imunofluorescência indireta de células HEp-2 com autoanticorpos para diferentes antígenos citoplasmáticos. Aumento de 400 x, coloração com FITC. A, Pode 
ser observado o padrão característico de autoanticorpos contra o complexo de Golgi, em que os grânulos estão agrupados em um dos polos da célula e poupam os núcleos. 
B, Autoanticorpos contra miosina não muscular decoram as fibras de estresse do citoesqueleto (os núcleos coram-se de azul com DAPI). Esses anticorpos são encontrados em 
pacientes com miastenia grave e doenças hepáticas crônicas. C, Autoanticorpos antimitocondriais estão associados a um padrão granular grosseiro que envolve totalmente 

o citoplasma, sendo observado principalmente na cirrose biliar hepática. D, Padrão granular denso, quase homogêneo, citoplásmico, obtido com anticorpos anti-rRNP. 

Esses anticorpos têm como alvo as fosfoproteinas ribossômicas, além de estarem associados a manifestações envolvendo o sistema nervoso central em pacientes com lúpus 
eritematoso sistêmico. Como é possível notar na foto, tais anticorpos em geral também coram os nucléolos, conferindo um padrão homogêneo, ainda que fracamente. 

E, Decoração homogênea do citoplasma produzida por autoanticorpos contra PL-7 na polimiosite. F, Anticorpos antiqueratina são observados sob a forma de coloração 
filamentar das fibras de estresse citoesqueléticas e constituem a principal especificidade encontrada na doença hepática alcoólica (69%); também ocorrem comumente na 
artrite reumatoide (36 a 59%), psoríase e indivíduos sadios. 








Figura 50.7 Alguns dos demais padrões distintos de imunofluorescência indireta em células HEp-2. Aumento de 400 x, coloração com FITC. A, As células em final de metáfase 
apresentam antígenos em condensação no corpo médio, também denominado região da ponte intercelular. B, Os polos do fuso mitótico nas células em divisão podem ser 
decorados com anticorpos dirigidos contra o aparelho do fuso mitótico, como o NuMA. C, Autoanticorpos anti-PCNA produzem um mosaico de padrões nucleoplásmicos, 
que variam de homogêneos a diferentes tipos de salpicados, de acordo com as fases da divisão celular (detalhes no texto). D, Padrão obtido com autoanticorpos anti-p80- 
coilina, em que é possível observar entre 1 e 8 pontos nucleoplásmicos. E, Um dos padrões mais comumente observados no laboratório de rotina: salpicado, fino e denso 

em núcleos em interfase e também em células mitóticas. Trata-se de um autoanticorpo inespecífico que é encontrado em doenças de tecido conjuntivo sistêmicas, embora 
também esteja presente em cistite intersticial, câncer de mama e reações alérgicas. F, Colorações nucleares e nucleolares são observadas em presença de autoanticorpos anti- 
Ku. Os cromossomos das células mitóticas são negativos (veja a associação clínica descrita no texto). 
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Tabela 50.10 Métodos para detecção de autoanticorpos contra antígenos nucleares e intracelulares 


Método Fonte de antígeno 

Microscopia de imunofluorescência Corte de tecido; linhagens celulares 
Imunodifusão dupla (Ouchterlony) Extratos de tecido e de células 
Contraimunoeletroforese Extratos de tecido e de células 
Immunoblotting, Western blot Extratos de células 

Dot blot, linear blot Antígenos recombinantes ou 
(imunoensaios lineares) nativos purificados 

ELISA Antígenos recombinantes ou 


nativos purificados 


Ensaio múltiplo com microesferas Antígenos recombinantes ou 
nativos purificados 


único ensaio aberto; contudo, o uso de frações “totais” de antígenos 
celulares em cada poço da placa de ELISA não é tecnicamente viável 
no momento. Tais ensaios não são 100% sensíveis para triagem de 
ANAs, pois não detectam autoanticorpos antinucleolares específicos, 
anticorpos anti-PCNA nem anticorpos contra tipos de NuMA distin- 
tos, por exemplo. Os resultados obtidos utilizando-se esses kits, até o 
momento, devem especificar corretamente para o médico quais tipos 
de autoanticorpo são testados, de modo a não implicar que uma dada 
amostra seja “negativa para todos os anticorpos nucleares”. Cada kit 
de teste de ELISA, nesse caso, deve ser validado quanto às especificida- 
des de anticorpos que de fato é capaz de detectar (von Miihlen, 2002). 

Mais recentemente, ensaios múltiplos passaram a ser incorporados 
no trabalho de rotina de grandes laboratórios. O imunoensaio múlti- 
plo com microesferas fluorescentes utiliza propriedades espectrais, de 
modo a permitir a determinação simultânea de vários autoanticorpos 
com apenas uma única incubação, dispensando as etapas de lavagem. 
Há pouco tempo, demonstramos que os resultados obtidos com um 
ensaio múltiplo patenteado foram favoravelmente comparáveis aos 
resultados fornecidos por ELISAs já estabelecidos (Martins, 2004) — os 
percentuais obtidos em termos de concordância, sensibilidade e espe- 
cificidade, respectivamente, para cinco antígenos nucleares avaliados 
foram: 99,1, 100 e 98,8% para SS-A; 98,6, 88,9 e 99,5% para SS-B; 97,6, 
95,8 e 97,9% para Sm; 97,2, 92,7 e 98,8% para RNP; 93,6, 50 e 99% 
para Scl-70. O imunoensaio múltiplo baseado em microesferas fluo- 
rescentes parece ser um método sensível e específico para detecção e 
semiquantificação de anticorpos comuns no soro humano. Grupos de 
autoanticorpos clinicamente importantes, como aqueles encontrados 
no SLE ou na vasculite sistêmica, podem ser testados com rapidez em 
um único lote. 


Variações da metodologia utilizada para 
detecção de autoanticorpos contra antígenos 
nucleares e intracelulares 


E provável que os melhores estudos sobre os diferentes métodos uti- 
lizados para detecção de autoanticorpos contra antígenos intracelulares 
tenham sido descritos por um European Consensus Study Group (Grupo 
de Estudos de Consenso Europeu). O European Consensus Study 
Group for the Detection of Autoantibodies to Intracellular Antigens 
in Rheumatic Diseases (Grupo de Estudos de Consenso Europeu para 
Detecção de Autoanticorpos Contra Antigenos Intracelulares em 
Doenças Reumáticas) foi formado em 1988 e, no período de 1989 a 1992, 
organizou quatro workshops anuais (van Venrooij, 1991; Charles, 1992). 
Nos anos de 1988 e 1989, foram realizados workshops de consenso com 
o intuito de definir uma concordância interlaboratorial na detecção das 
especificidades de autoanticorpos em doenças reumáticas. Um total de 28 
laboratórios participaram do estudo utilizando diversas metodologias. Os 
objetivos do estudo de consenso iniciado em 1989 eram (1) definir um 
consenso interlaboratorial na detecção de autoanticorpos e especificida- 
des; (2) testar se as discrepâncias observadas eram devidas à metodologia 
empregada; e (3) fazer recomendações para garantir a obtenção de resul- 
tados de maior qualidade, com maior sensibilidade e especificidade. 


Sensibilidade e uso 


Ensaio sensível, com frequência utilizado para triagem 

Requer reação de precipitação; alta especificidade, contudo é pouco sensível 
Maior sensibilidade e rapidez, se comparada ao procedimento de imunodifusão 
Bastante sensível; permite a detecção de anticorpos contra antígenos solúveis e 
insolúveis 

Ensaio qualitativo, cuja sensibilidade é mediana 


Bastante sensível; quantitativo; alto rendimento; pode determinar a classe de anticorpo; 
baixo custo 

Bastante sensível (em comparação ao ELISA); semiquantitativo; rápido; 

tecnologia patenteada de alto custo 


Ensaio imunossorvente ligado à enzima 


Nos estudos realizados em 1988 e 1989, foram encontradas mui- 
tas reações falso-positivas. Tais reações foram produzidas pelo uso 
de reagentes bloqueadores precários na execução do procedimento. 
Além disso, foram utilizadas preparações de antígenos não purifi- 
cadas. No estudo cooperativo realizado nos anos de 1990 e 1991, os 
laboratórios que utilizaram ELISA apresentaram desempenho muito 
bom, com poucos resultados falso-positivos ou estranhamente nega- 
tivos. Os ensaios de ELISA também apresentaram bom desempenho 
em termos de seleção de soros com especificidades múltiplas. 

O percentual de laboratórios clínicos que utiliza ELISA aumen- 
tou de 25 para 47% ao longo do período de 4 anos (1989 a 1992). 
Homburger et al. (1998) descreveram a comparação de um ELISA 
comercial com a IF-ANA em células HEp-2, e concluíram que ambos 
os métodos eram substancialmente equivalentes quanto à detecção 
de ANAs de importância clínica em pacientes com doenças reumá- 
ticas sistêmicas. Emlen e O'Neill (1997), ao contrário, testaram seis 
kits comerciais de ELISA e constataram a existência de diferenças 
significativas em termos de detecção de ANAs por imunofluorescên- 
cia e ELISA. Um grupo de cientistas internacionais, reunidos pela 
Organização Mundial da Saúde, descreveu o desempenho de vários 
testes de ELISA comerciais, evidenciando que (1) nenhuma marca de 
fabricante foi nitidamente superior em relação às demais quanto ao 
grau de sensibilidade, especificidade e precisão de seus produtos; e 
(2) as áreas carentes de aprimoramento eram os kits para detecção de 
anticorpos anti-dsDNA e anti-Sm (Tan, 1999). É preciso ter bastante 
cautela ao selecionar os reagentes e os kits comerciais de ELISA. Uma 
boa fonte de informações sobre o controle de qualidade adotado para 
os melhores reagentes comerciais é a revisão periódica do College of 
American Pathologists na área de imunologia. 


Immunoblotting 


Essa técnica é bastante sensivel e constitui um método importante 
para caracterização da natureza específica de diversos autoanticorpos. 
Uma vantagem significativa é a possibilidade de identificar um anti- 
corpo específico utilizando preparações de antígeno de extrato celular 
bruto (Fig. 50.8). O European Consensus Study observou os aspectos 
referentes ao teste de immunoblotting (Nakamura, 1994b): 

l. a preparação do antígeno é muito importante para o procedi- 
mento de immunoblotting, 

2. a detecção de anticorpos contra nRNP, Sm e Scl-70 

foi aceitável. Esse método sensível é útil na detecção de 

múltiplas especificidades de anticorpos presentes em uma 

mesma amostra; 

3. o método requer controles bem feitos para monitoramento 
das bandas de peso molecular. As bandas de histona, por exem- 
plo, podem ser confundidas com um antígeno centromérico 
(CENP-A, 19 kDa), enquanto a Scl-70 (topoisomerase I) pode ser 
confundida com outras bandas de 100 kDa; 

4. pode haver degradação proteica no extrato celular de antígeno 
utilizado no immunoblotting, especialmente no caso dos antíge- 
nos Scl-70 e centroméricos; 


CENP-B 


topo | 


CENP-A — 


SDS-PAGE: pel a 15% 
Extrato de antígeno: célula total MOLT-4 
Sistema de detecção: “I proteína A 


5. o anticorpo anti-Sm é distinguido pela presença de anticorpo 
anti-D (o antígeno D é uma proteína de 16 kDa contida em todas 


as principais partículas de nRNP); 


6. o anticorpo anti-SS-B/La é prontamente detectado por 
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CO PONTOS-CHAVE 
e A etiologia e a patogênese da vasculite permanecem 


obscuras e pouco compreendidas, além de poderem 
variar conforme as diferentes formas da condição. 
e Falta um sistema de classificação padrão das vasculites idiopáticas 
que seja de ampla aceitação. 
e O diagnóstico das vasculites necrotizantes sistêmicas idiopáticas 
requer um alto grau de suspeita. 
e Não há testes laboratoriais clínicos patognomônicos para 
pacientes com vasculite necrotizante sistêmica. 
e Os testes para detecção de anticorpos contra o antígeno 
neutrofílico citoplasmático (ANCAs) são mais valiosos quando 
solicitados de forma seletiva, diante de situações clínicas em que 
alguma forma de vasculite ANCA-associada constitua uma séria 
consideração. Esses testes não devem ser utilizados para fins de 
triagem. 
e A detecção de ANCA, em particular na associação de ANCAs 
citoplasmáticos (c-ANCAs) com a granulomatose de Wegener, 
tornou-se um importante adjunto no diagnóstico da vasculite 
necrotizante sistêmica. 


e O padrão de imunofluorescência de c-ANCA deve ser confirmado 
por ELISA para proteinase 3 (PR-3). 

e O padrão de ANCA perinuclear (p-ANCA) na microscopia de 
fluorescência indireta é diagnosticamente inespecífico, de modo que 
os soros positivos para p-ANCA devem ser testados por ELISA para 
detecção de MPO-ANCA. 

e A biópsia com confirmação histológica da vasculite continua 
sendo o teste laboratorial mais importante para o diagnóstico da 
vasculite necrotizante sistêmica. 


As expressões clínica, laboratorial e patológica da vasculite necroti- 
zante sistêmica são proteicas. Os clínicos deparam-se com um pacien- 
te que apresenta ampla variedade de sintomas e/ou sinais confusos 
e conflitantes. O diagnóstico da síndrome de vasculite necrotizante 
sistêmica requer uma avaliação abrangente que correlacione a histó- 
ria individual e o exame físico do paciente aos dados laboratoriais, de 
imagem e patológicos. Embora a vasculite possa ocorrer em qualquer 
parte do corpo, foram definidos padrões distintivos da doença que, 
uma vez identificados, indicam a presença de distúrbios específicos 
com tratamento e prognóstico específicos (Langford, 1995, 2003). 

A vasculite necrotizante sistêmica é patologicamente caracterizada 
pela ocorrência de inflamação produtora de lesões vasculares. Essas 


lesões podem incluir a proliferação de células da íntima para dentro 
do lume vascular, com consequente estreitamento ou até fechamento 
do espaço que acarreta isquemia e possível infarto de estruturas anatô- 
micas localizadas distalmente em relação ao sítio de lesão vascular. Do 
mesmo modo, a parede vascular pode se tornar delgada e enfraqueci- 
da, até haver formação de um aneurisma ou rompimento do vaso. 

A vasculite (primária) idiopática ocorre quando o dano inflamatório 
vascular constitui o principal achado clinicopatológico e não há nenhu- 
ma outra doença subjacente. A vasculite secundária ocorre quando 
lesões vasculíticas acompanham um distúrbio subjacente (Tab. 51.1). 
O presente capítulo enfoca as vasculites idiopáticas e os testes laborato- 
riais clínicos considerados úteis para o diagnóstico e a supervisão dessa 
condição. Na vasculite secundária, como os métodos diagnósticos e de 
supervisão concentram-se nos distúrbios subjacentes, eles serão discuti- 
dos nos capítulos apropriados deste livro. Contudo, comentários acerca 
da avaliação laboratorial de lesão de órgão-terminal na vasculite idiopá- 
tica são relevantes à vasculite secundária. 


Classificação 


Falta um sistema de classificação padrão para as vasculites idiopáti- 
cas que seja aceito de modo amplo. Historicamente, essas condições 
têm sido classificadas com base em várias combinações de achados 
clínicos e patológicos (Jennette, 1997, 1998b), embora classificações 
de trabalho tenham sido aprimoradas nos últimos anos, em decorrên- 
cia dos esforços para criação de uma nomenclatura padrão (Hunder, 
1990; Jennette, 1994b; Hoffman, 1998a; Langford, 2003). O esque- 
ma de classificação fornecido na Tabela 51.2 foi modificado a partir 
do esquema adotado pelos Institutos Nacionais de Saúde (National 
Institutes of Health) (Langford, 1995). A Tabela 51.3 contém os nomes 
e as definições de vasculites adotados pela Chapel Hill Consensus 
Conference (Conferência de Consenso Chapel Hill) sobre a nomen- 
clatura da vasculite sistêmica (Jennette, 1994b). A íntima associação 
existente entre os ANCAs e as vasculites necrotizantes de pequenos 
vasos contribuiu para as novas considerações acerca da classificação 
(Falk, 2004). Esses esquemas não foram criados para utilização no 
diagnóstico de pacientes individuais (Langford, 2003). 


Patogênese da vasculite 


A etiologia e a patogênese das vasculites permanecem obscuras e 
pouco compreendidas, além de poderem variar conforme as diferentes 
formas da condição (Langford, 2003). A maioria das vasculites idiopá- 


Tabela 51.1 Vasculites necrotizantes sistêmicas secundárias 


Vasculite associada a fármaco 

Vasculite associada à proteína estranha 
Vasculite associada à infecção 

Vasculite em malignidades 

Granulomatose linfomatoide 

Vasculite urticariforme hipocomplementêmica 
Púrpura hipergamaglobulinémica 

Vasculite crioglobulinêmica 

Vasculite por radiação 

Vasculite do transplante (rejeição vascular) 
Vasculite associada à doença do tecido conjuntivo 
Artrite reumatoide 

Lúpus eritematoso sistêmico 

Síndrome de Sjögren 

Escleroderma 

Dermatomiosite/polimiosite 

Sarcoidose 

Policondrite recorrente 

Sindrome do anticorpo antifosfolipídeo 
Doença de Behçet 


Fonte: adaptada de Langford, CA; McCallum, RM: Idiopathic vasculitis. In Belch, JJF; 
Zurier, RB (eds): Connective Tissue Diseases. London, Chapman & Hall, 1995, p. 179, com 
permissão. 


Tabela 51.2 Vasculites necrotizantes sistêmicas idiopáticas (primárias) 


Vasculite de pequenos vasos 
Granulomatose de Wegener 

Púrpura de Henoch-Schônlein 

Angiite primária do sistema nervoso central 
Vasculite de vasos médios 

Síndrome de Churg-Strauss 

Poliarterite nodosa 

Doença de Kawasaki 


Vasculite de vasos grandes 
Arterite de célula gigante (temporal) 
Arterite de Takayasu 


ticas é atribuída a uma lesão vascular imunomediada, que é induzida 
por mecanismos diversos, tais como: (1) depósitos de imunocomple- 
xo; (2) ligação direta de autoanticorpos a estruturas da parede vascular 
(p. ex., antígenos do endotélio ou da membrana basal) ou aos neutró- 
filos, quando a vasculite é ANCA-associada; e (3) inflamação mediada 
por células T (Jennette, 1994a) (Tab. 51.4). Os efeitos patogênicos des- 
ses diferentes mecanismos unem-se todos em uma via final comum de 
lesão vascular, que ativa mediadores humorais e celulares da inflama- 
ção. Moléculas de adesão envolvidas na resposta imune normal pare- 
cem mediar as respostas imunes patológicas observadas na vasculite. 
Há relatos de que anomalias quantitativas e qualitativas da produção 
de citocinas são detectadas na vasculite sistêmica. Foram observados 
níveis aumentados de interleucina (IL)-1, IL-2, IL-6, fator de necrose 
tumoral (TNF)-B e TNF-a (Grau, 1989; Arimura, 1993), bem como 
aumento da produção de TNF-a por células mononucleares circulan- 
tes (Deguchi, 1990). Tais mediadores iniciam a infiltração de células 
inflamatórias, a ativação do complemento e as cascatas de coagula- 
ção, além de regularem positivamente outras moléculas inflamató- 
rias (Conn, 1993; Niles, 1995; Sneller, 1997; Langford, 2003). Existem 
evidências substanciais do envolvimento direto dos ANCAs no dano 
tecidual que ocorre na vasculite. Camundongos deficientes do gene 
ativador recombinante desenvolvem vasculite ao serem tratados com 
infusão de anticorpos antimieloperoxidase e propiltiouracil, que se 
acumula nos grânulos neutrofílicos e está associada à vasculite ANCA- 


Tabela 51.3 Nomes e definições das vasculites estabelecidos pelo Chapel 
Hill Consensus 


Conferência 


Vasculite de vasos grandes 
Arterite de célula gigante 
(temporal) 


Arterite granulomatosa da aorta e dos seus 
principais ramos, com predileção para 

os ramos extracraniais da artéria carótida 
Com frequência, envolve a artéria temporal 
Usualmente, ocorre em pacientes com mais 
de 50 anos e por vezes está associada à 
polimialgia reumática 

Arterite de Takayasu Inflamação granulomatosa da aorta e seus 
principais ramos. Usualmente, ocorre em 


pacientes com menos de 50 anos de idade 


Vasculite de vasos médios 
Poliarterite nodosa (clássica) Inflamação necrotizante de artérias de pequeno 
e médio calibre sem glomerulonefrite ou 


vasculite de arteríolas, capilares ou vênulas 


Arterite envolvendo artérias de grande, médio 
e pequeno calibre, e associada à síndrome do 
linfonodo mucocutâneo. As artérias coronárias 
com frequência estão envolvidas. Pode haver 
envolvimento da aorta e das veias. Ocorre 
normalmente em crianças 


Doença de Kawasaki 


Vasculite de pequenos vasos 
Granulomatose de Wegener inflamação granulomatosa envolvendo o trato 
respiratório, e vasculite necrotizante afetando 
vasos de pequeno e médio calibre (capilares, 

vênulas, arteríolas e artérias). É comum haver 
glomerulonefrite necrotizante 


Churg-Strauss Inflamação granulomatosa e rica em 
eosinófilos envolvendo o trato respiratório e 
vasculite necrotizante afetando os vasos de 
pequeno e médio calibre. Associada à asma e à 
eosinofilia 

Poliangiite microscópica Vasculite necrotizante, com pouca ou nenhuma 
deposição de imunocomplexos. Afeta pequenos 
vasos (capilares, vênulas ou arteríolas) 
Vasculite com imunodeposição de IgA 
dominante, que afeta pequenos vasos 
(capilares, vênulas ou arteríolas) 

Vasculite com imunodeposição de 
crioglobulina afetando pequenos vasos 
(capilares, vênulas ou arteríolas). Tipicamente, 
envolve pele, intestino e glomérulos, além de 
estar associada a artralgias e artrite 


Púrpura de Henoch-Schônlein 


Vasculite crioglobulinêmica 
essencial 


Angiite leucocitoclastica cutânea isolada, sem 
vasculite sistêmica nem glomerulonefrite 


Vasculite leucocitoclástica 
cutânea 


associada (Seo, 2004b). Por fim, foi descrita a existência de uma asso- 
ciação entre o escore de Birmingham de atividade da vasculite, o grau 
de extensão da doença e o número de células B ativadas (Seo, 2004b). 


Perspectiva do uso de testes 
laboratoriais clínicos 


Ao avaliar pacientes com doenças multissistêmicas complicadas, o 
clínico tem como objetivo estabelecer um diagnóstico acurado que 
permita definir um tratamento adequado. Como a vasculite não apre- 
senta aspectos patognomônicos clínicos nem laboratoriais, o médico 
deve utilizar combinações de achados clínicos, laboratoriais, de ima- 
gem e patológicos para identificar os padrões da doença. Essa abor- 
dagem permite o diagnóstico específico ou a classificação da doença 
apresentada pelo paciente como pertencente a um grupo de distúr- 
bios vasculares tratados de forma semelhante, mesmo quando nenhu- 
ma entidade específica é identificável. 
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Tabela 51.4 Potenciais mecanismos de dano vascular em síndromes de 
vasculite primária selecionadas 


Formação de imunocomplexo 

Poliarterite nodosa associada à hepatite B 

Púrpura de Henoch-Schônlein 

Crioglobulinemia mista essencial 

Produção de anticorpos antineutrofílicos citoplasmáticos 
Granulomatose de Wegener 

Poliangiite microscópica 

Síndrome de Churg-Strauss 

Respostas patogênicas de linfócitos T e formação de granuloma 
Arterite de célula gigante (temporal) 

Arterite de Takayasu 

Granulomatose de Wegener 

Síndrome de Churg-Strauss 


Assumir que um paciente apresenta vasculite baseando-se estrita- 
mente nos sintomas clínicos é uma decisão bastante arriscada, em 
razão da existência de um número significativo de possibilidades 
diagnósticas distintas aliada à ausência de achados patognomônicos. 
Em consequência, torna-se necessário obter confirmação histológica 
ou angiográfica da vasculite a partir do exame de uma biópsia tecidual 
ou de uma angiografia, a fim de estabelecer o diagnóstico definitivo 
antes de iniciar a terapia (Mandell, 1994; Langford, 2003). 

Os testes laboratoriais clínicos têm valor limitado na determinação 
do diagnóstico específico de vasculite (Mandell, 1994; Langford, 2003), 
ainda que os clínicos os utilizem como ferramenta auxiliar na identi- 
ficação dos padrões de envolvimento de órgãos característicos da vas- 
culite, na avaliação da extensão e do grau de severidade de danos em 
órgão-alvo, na distinção entre vasculite idiopática e formas secundárias 
alternativas do distúrbio, e no estabelecimento de valores basais para 
fins de supervisão. A associação do ANCA a certas vasculites idiopá- 
ticas contribui significativamente para o diagnóstico e a supervisão da 
condição. Os ANCAs são discutidos com detalhe adiante. 

Ao avaliar um paciente cujos diagnósticos diferenciais incluam vas- 
culite, recomenda-se considerar os princípios descritos a seguir, com 
relação ao uso e à interpretação dos testes laboratoriais clínicos. 


Testes de rotina 


Pacientes com história e dados de exame físico sugestivos de vasculite 
idiopática apresentam com frequência um conjunto de queixas multis- 
sistêmicas confusas desenvolvidas há certo tempo. Os testes de primei- 
ra ordem incluem: culturas para agentes infecciosos (principalmente 
se o paciente apresentar febre), realização de contagem sanguínea 
completa acompanhada de contagem diferencial, taxa de sedimenta- 
ção eritrocitária (ESR), urinálise, painel bioquímico do sangue e testes 
de avaliação funcional órgão-específicos (p. ex., função hepática). 


Testes especiais 


Os testes especiais ajudam a diferenciar a vasculite idiopática das 
demais formas alternativas na determinação do diagnóstico diferen- 
cial de trabalho. Os testes laboratoriais relevantes devem ser aqueles 
que identificam os autoanticorpos circulantes (listados na Tab. 51.5) 
e imunocomplexos. A biópsia tecidual direta para confirmação his- 
tológica da vasculite, com ou sem angiografia, é considerada o teste 
definitivo para vasculite idiopática. 


Alguns padrões de teste na vasculite 


Certos padrões de resultados de testes laboratoriais clínicos são con- 
siderados úteis: 

ə aleucopenia e/ou a trombocitopenia constituem achados raros na 
vasculite idiopática e sua detecção sugere diagnósticos alternati- 
vos, como lúpus eritematoso sistêmico, neoplasma, distúrbios de 
medula óssea, granulomatose linfomatoide ou hiperesplenismo 
(Mandell, 1994); 


Tabela 51.5 Anticorpos associados à vasculite 


Anticorpo Doença associada Principal(is) método(s) 
de teste 

ANCA, usualmente  Granulomatose de Wegener MIF, ELISA 

c-ANCA 

ANCA, c-ANCA ou | Poliangiite microscópica MIF, ELISA 

p-ANCA 

Anticorpos anti-Clg  Vasculite urticariforme Ligação de Clq 
hipocomplementémica 

Anticorpos contra Poliarterite nodosa ELISA 

hepatite B associada a hepatite B 

ANA Lúpus eritematoso sistêmico MIF, ELISA 

Crioglobulinas mistas Vasculite crioglobulinémica  Crioprecipitação, IEF, IF 

SS-A (Ro), SS-B (La) Síndrome de Sjögren MIF, ELISA, IDF 

Fator reumatoide Artrite reumatoide AGL, ELISA 


Poliarterite nodosa EIA 
associada à hepatite C 


Anticorpos contra 
hepatite C 
Anti- DNA 


Lúpus eritematoso sistêmico MIF, ELISA 


ANA = anticorpos antinucleares; ANCA = autoanticorpos antineutrofilicos 
citoplasmáticos; c-ANCA = ANCA citoplasmático; EIA = imunoensaio enzimático; 
ELISA = ensaio imunossorvente ligado à enzima; IDF = imunodifusão; IEF = 
imunoeletroforese; IF = imunofixação; MIF = microscopia por imunofluorescência 
indireta; AGL = aglutinação do látex; p-ANCA = ANCA perinuclear. 


e a ESR, embora seja um achado inespecífico, está normalmente 
elevada na vasculite idiopática. Caso a ESR não esteja elevada 
antes da terapia, é improvável que o diagnóstico seja arterite de 
células gigantes (temporal) ou granulomatose de Wegener; 

ə pacientes com leucemia de células pilosas podem apresentar vas- 
culite com aspectos histológicos de poliarterite nodosa associada à 
pancitopenia (Mandell, 1994); 


® a anemia com níveis de hemoglobina abaixo de 9 g/dL resulta de 
condições distintas de anemia decorrente de doença crônica, como 
hemólise, sangramento oculto ou doença renal (Mandell, 1994). 

ə diante da suspeita de poliarterite nodosa, devem ser realizados 
testes sorológicos para avaliação da função hepática, detecção 
de infecção por vírus da hepatite B (HBV), vírus da hepatite C 
(HCV) e citomegalovirus (CMV) (Golden, 1994; Mandell, 1994; 
Langford, 2003). De modo semelhante, indica-se a realização de 
testes sorológicos para hepatites B e C quando o paciente apresen- 
ta crioglobulinas, vasculite leucocitoclástica detectada por biópsia 
cutânea e/ou doença renal; 


e níveis séricos elevados de creatinina ou aldolase podem indicar 
miosite ou isquemia muscular (Mandell, 1994); 


ə os testes para detecção de anticorpos antinucleares (ANAs) e fator 
reumatoide (FR) são úteis apenas quando há suspeita de doença 
de tecido conjuntivo ou artrite; 


® pacientes com vasculite reumatoide apresentam índices elevados 
de FR; 

e a eosinofilia no sangue periférico ocorre em uma ampla varieda- 
de de distúrbios inflamatórios. Cerca de 15 a 20% dos pacientes 
com poliarterite nodosa ou granulomatose de Wegener podem 
apresentar eosinofilia, contudo em níveis bem inferiores do que 
aqueles detectados na síndrome de Churg-Strauss; 


e a identificação de c-ANCAs sustenta o diagnóstico de granulomatose 
de Wegener em pacientes com achados clínicos dessa condição; 


ə pacientes com granulomatose de Wegener não tratada não apre- 
sentam leucopenia; 


e a primeira urina da manhã, tanto antes quanto após a centrifuga- 
ção, deve ser cuidadosamente examinada quanto ao conteúdo de 
proteínas, hematúria, células e cilindros observados na glomeru- 
lonefrite que pode ocorrer na vasculite. Caso a amiloidose renal 
esteja presente no diagnóstico diferencial, a proteinuria normal- 
mente ocorre livre de células. 


Anticorpo antineutrofílico citoplasmático 


O ANCA reage com antígenos presentes no citoplasma do neutrófi- 
lo (Tervaert, 1991; Jennette, 1993a), que estavam anteriormente pro- 
tegidos (Seo, 2004b). A identificação desse autoanticorpo tornou-se 
adjunto importante no diagnóstico da vasculite necrotizante sistêmica 
(Niles, 1993; Seo, 2004b). 


Métodos de detecção 


Vários métodos laboratoriais — entre os quais a microscopia de flu- 
orescência indireta (MIF), o ensaio imunossorvente ligado a enzimas 
(ELISA), o radioimunoensaio, o Western blotting, o dot blotting, a cito- 
metria de fluxo, a imunoprecipitação e as técnicas de imunoensaio 
enzimático de captura — têm sido empregados para detectar ANCAs 
(Wieslander, 1991; Roberts, 1992; Seo, 2004b). Em geral, MIF e ELISA 
são os métodos de teste mais utilizados para essa finalidade. A MIF é o 
método de detecção de ANCAs mais sensível e amplamente utilizado. 

A MIF utiliza como substrato neutrófilos humanos normais isola- 
dos. Esses neutrófilos são citocentrifugados em lâminas de vidro con- 
tendo múltiplos poços, fixados com etanol a 99% e incubados com 
várias diluições do soro do paciente. Os neutrófilos também podem ser 
fixos à lâmina utilizando as técnicas de aderência, esfregaço ou goteja- 
mento (Roberts, 1990, 1992). As lâminas são coradas com conjugado 
anti-imunoglobulina (Ig) humana poliespecífico marcado com fluo- 
resceína. Recomenda-se o uso de conjugado poliespecífico em razão da 
ocorrência de c-ANCAs de classes IgM e IgA (Roberts, 1992). As lâmi- 
nas são examinadas ao microscópio de fluorescência. Quando se adota 
a MIF, podem ser observados três padrões de coloração de neutrófilos: 
c-ANCA, p-ANCA e “padrões atípicos (Seo, 2004b). 

Os c-ANCAs são caracterizados pela coloração granular fina do 
citoplasma neutrofílico, mais acentuadamente entre os lobos nucle- 
ares. O núcleo do neutrófilo em si não é corado (Fig. 51.1). Os crité- 
rios adotados para diferenciar c-ANCAs de coloração citoplasmática 
inespecífica produzida pela presença de outros autoanticorpos são: 
(1) ausência da intensificação central; (2) coloração citoplasmática 
em menos de 95% dos neutrófilos; (3) especificidade não neutrofílica 
(p. ex., os linfócitos presentes na lâmina não devem ser corados em 
presença de ANCAs verdadeiros); e (4) granularidade citoplasmática 
heterogênea (Roberts, 1992; Savige, 1998). 

Os p-ANCAs são caracterizados pela coloração da área perinucle- 
ar (Fig. 51.2), embora possa haver coloração nuclear mimetizando 
a presença de ANAs diante de títulos elevados desse autoanticorpo 
(Niles, 1993). O padrão de coloração perinuclear que define p-ANCA 
é produzido pela redistribuição dos antígenos-alvo a partir do cito- 
plasma para a região perinuclear neutrofílica, quando o etanol é uti- 
lizado no preparo de neutrófilos humanos para substrato (Jennette, 
1993a) (Fig. 51.3). Quando os neutrófilos são fixados com formalina, 
em vez de álcool, o antígeno-alvo é imobilizado e o padrão de imu- 
nofluorescência torna-se citoplasmático (Jennette, 1993a). O papel 
da utilização de neutrófilos fixados com formalina para detecção de 
ANCAs no trabalho de rotina diagnóstica continua sendo controverso 
(Chowdhury, 1999). É difícil distinguir p-ANCA dos “padrões atípi- 
cos” (Seo, 2004b). 


Especificidade antigênica 


A especificidade antigênica de c-ANCA foi identificada como sendo 
uma serina protease neutra de 29 kDa — a PR-3. Essa protease locali- 
za-se junto aos grânulos azurofílicos dos neutrófilos e nos lisossomos 
peroxidase-positivos dos monócitos (Roberts, 1992; Niles, 1993; Seo, 
2004b). Em muitos pacientes, a PR-3 também é encontrada na mem- 
brana plasmática de neutrófilos e monócitos em repouso (Seo, 2004b). 
Na vasculite, a presença de p-ANCA usualmente se deve à existência de 
autoanticorpos contra a mieloperoxidase (MPO-ANCA) (Falk, 1988). 
E notável que muitos p-ANCAs não são dirigidos contra a MPO, mas 
reagem com outras enzimas citoplasmáticas neutrofílicas, tais como 
elastase, lactoferrina, lactoperoxidase, lisozima, azurocidina ou catep- 
sina G (Jennette, 1993a; Niles, 1993; Hoffman, 1998b). Os padrões de 
ANCA devem ser confirmados por testes mais específicos para PR-3 e 
MPO, cujos respectivos anticorpos estão mais frequentemente associa- 
dos à vasculite (Savige, 2000; Langford, 2003; Seo, 2004b). 





Figura 51.1 Padrão citoplasmático de anticorpos antineutrofílicos citoplasmáticos 
(c-ANCA). A maioria dos neutrófilos fixados com etanol apresenta fluorescência 
citoplasmática finamente granular, com intensificação central, Ausência de 
coloração nuclear (x 400). 


Figura 51.2 Padrão perinuclear de anticorpos antineutrofílicos citoplasmáticos 
(p-ANCA). A maioria dos neutrófilos fixados com etanol apresenta fluorescência 
perinuclear e nuclear, sem coloração citoplasmática (A, x 400). Essa coloração se 
torna citoplasmática quando os neutrófilos são fixados com formalina, em vez de 
álcool (B, x 400). 


ELISAs para detecção de anticorpos anti-PR-3 (PR-3-ANCA) apre- 
sentam boa correlação com a presença de c-ANCAs, desde que a MIF 
seja realizada por profissionais experientes (Niles, 1993; Roberts, 
1992). Um ELISA para detecção de PR-3-ANCA deve ser cuidadosa- 
mente validado, dando atenção especial ao uso de técnicas compro- 
vadas de preparação de antígenos de fase sólida e ao uso da subtração 
de fundo, ou de uma etapa de absorção específica, para controlar a 
ligação inespecífica de Igs à fase sólida (Roberts, 1992; Niles, 1993; 
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CAPITULO 51 Vasculite 





Figura 51.3 Padrão perinuclear de anticorpos antineutrofilicos citoplasmáticos 
atípico em neutrófilos fixados com etanol apresentando fluorescência perinuclear 

(A, x 500). Os neutrófilos não são corados quando fixados com formalina, em vez de 
álcool (B, x 500). 


Wang, 1997). Na Europa, estão sendo realizados esforços no sentido 
de padronizar ELISAs de fase sólida (Hagen, 1996, 1998). 

Já estão disponíveis ELISAs para detecção de PR-E e MPO, produzi- 
dos com licença para comercialização. A maioria emprega a cobertura 
de antígenos direta padronizada de micropoços de placas de poliestire- 
no, de modo que a pureza do antígeno tem importância crítica na defi- 
nição da sensibilidade e da especificidade analíticas dos ensaios (Niles, 
1993; Roberts, 1992). As tentativas de preservar a conformação nativa 
dos antígenos são consideradas importantes, pois os ANCAs anti-PR-3 
são dirigidos contra epítopos conformacionais (Hoffman, 1998b). 

A correlação existente entre p-ANCA e a detecção de MPO por 
ELISA, contudo, é insatisfatória (Roberts, 1992). Diversos autoanti- 
corpos, incluindo ANAs, anticorpos antielastase neutrofílica e ANAs 
granulócito-específicos (GS-ANA), são capazes de produzir um 
padrão de p-ANCA na MIF. Dessa forma, soros que produzem fluo- 
rescência nuclear na MIF requerem testes adicionais para confirmação 
da presença de MPO-ANCA. O teste de MPO-ELISA é recomendado 
para confirmar a especificidade anti-MPO, pois sabe-se que ANAs 
ou GS-ANAs e MPO-ANCAs ocorrem concomitantemente. A MIF 
empregando células Hep-2 não faz essa distinção de maneira adequa- 
da, uma vez que ANA e MPO-ANCA podem ocorrer juntos, enquan- 
to GS-ANA pode resultar negativo em células Hep-2 (Roberts, 1992; 
Specks, 1994). 

O ELISA possui limitações e, por fim, cada laboratório deve verifi- 
car com atenção as alegações do fabricante para que o clínico possa 
receber informações sobre as características de desempenho do teste. 
Isso se torna especialmente importante em situações clínicas confusas, 
quando surgem discrepâncias entre a apresentação clínica e os resul- 
tados laboratoriais, e/ou diante de resultados discordantes de MIF e 
ELISA. 


Resumindo, recomenda-se que a combinação de MIF e ELISA seja 
utilizada na detecção de ANCAs específicos para PR-3-MPO. É preci- 
so estar atento a controle de qualidade, relatórios e situações em que 
os ANCAs são detectados em doenças autoimunes não vasculíticas 
(Savige, 2003). 


Associações com doenças 


Vasculite 

Ambos, PR-3-ANCA (c-ANCA) e MPO-ANCA (p-ANCA), estão 
associados à granulomatose de Wegener, à poliarterite nodosa, à polian- 
giite microscópica, à síndrome de Churg-Strauss, à vasculite idiopática 
necrotizante paucimune e à glomerulonefrite crescente, além das sín- 
dromes de sobreposição da poliangiite (Niles, 1993; Langford, 2003; Seo, 
2004b). O PR-3-ANCA é identificado em cerca de 70 a 80% dos pacien- 
tes com granulomatose de Wegener ativa, enquanto o MPO-ANCA é 
detectado em menos de 10% desses pacientes (Wiik, 2002; Seo, 2004b). 
Cerca de 80 a 90% dos pacientes com poliarterite microscópica ativa 
apresentam PR-3-ANCA (30%) ou MPO-ANCA (60%) (Wiik, 2002). 
O MPO-ANCA é identificado em pacientes com síndrome de Churg- 
Strauss ou glomerulonefrite paucimune em 50 a 80% dos pacientes com 
doença ativa. Esse último grupo de doenças raramente está associado ao 
PR-3-ANCA, em vez do MPO-ANCA (Langford, 2003; Seo, 2004b). 

Há relatos da coexistência de ANCAs e anticorpos antimembrana 
basal glomerular (anti-GBM) (Bonsib, 1993; Niles, 1993). 


Doença inflamatória dos tratos 
gastrintestinal e hepatobiliar 

Há uma variedade de testes sorológicos emergentes, incluídos os tes- 
tes para detecção de p-ANCA, que são relevantes para o diagnóstico 
e o tratamento da colite ulcerativa, da doença de Crohn (Sandborn, 
2004) e dos distúrbios envolvendo o sistema hepatobiliar (Jennette, 
1993b). Há relatos da detecção de p-ANCAs em 75 a 80% dos pacien- 
tes com colite ulcerativa ativa ou colangite esclerosante primária 
(Klein, 1991; Lo, 1993; Ellerbroek, 1994), em 75% dos pacientes com 
hepatite crônica ativa, cerca de 30% dos pacientes com cirrose biliar 
primária (Kallenberg, 1992; Mulder, 1993), e em 20% dos pacientes 
com doença de Crohn (Roberts, 1992; Jennette, 1993b). As especifi- 
cidades do antígeno-alvo na doença intestinal inflamatória ainda não 
foram totalmente definidas, embora haja relatos da presença de auto- 
anticorpos contra lactoperoxidase, proteína bacteriana de aumento da 
permeabilidade (Hoffman, 1998b), lactoferrina (Peen, 1993) e catep- 
sina G (Jennette, 1993b). A maioria dos pacientes adultos com coli- 
te ulcerativa possui p-ANCAs detectáveis que são sensíveis à DNAse, 
sendo que essa característica ajuda a diferenciar entre p-ANCAs asso- 
ciados à doença intestinal inflamatória e p-ANCAs associados a outros 
distúrbios, como hepatite autoimune e colangite esclerosante primária 
(Nakamura, 2003). Um subgrupo de pacientes com doença de Crohn 
apresentando p-ANCAs pode ter desenvolvido um comprometimento 
de cólon que mimetiza a apresentação clínica da colite ulcerativa. 


Outras doenças 

A presença de ANCAs também foi descrita em outras doenças, como 
lúpus eritematoso induzido por fármacos, lúpus eritematoso sistêmico, 
síndrome de Felty e artrite reumatoide, sindrome de Sjögren, polimio- 
site e dermatomiosite, artrite reumatoide juvenil, artrite reativa, poli- 
condrite recidivante, síndrome de anticorpos antifosfolipídeos, síndro- 
mes mielodisplásicas, infecção pelo vírus da imunodeficiência huma- 
na (HIV), cromomicose, amebiase invasiva, endocardite bacteriana 
subaguda, fibrose cística e alguns neoplasmas (Jennette, 1993b; Peter, 
1993; Hoffman, 1998b; Choi, 2000). Nos distúrbios do tecido conjun- 
tivo, devem ser excluídos os ANAs que mimetizam p-ANCAs. Muitos 
pacientes tratados com hidralazina parecem desenvolver MPO-ANCAs 
(Roberts, 1992). A vasculite associada ao propiltiouracil foi associada à 
positividade para ANCAs (Hoffman, 1998b; Langford, 2003). 


Interpretação do teste 


A interpretação dos testes de detecção de ANCAs deve considerar 
vários fatores (Hagen, 1998; Hoffman, 1998a; Vassilopoulos, 1999; 
Seo, 2004a). 


e Os testes de detecção de ANCAs não devem ser utilizados como 
testes de triagem em grupos de pacientes não selecionados, que 
apresentem baixa prevalência de vasculite (Langford, 1998a). 


e Os testes de detecção de ANCAs são mais valiosos quando solici- 
tados de maneira seletiva, em situações clínicas nas quais alguma 
forma de vasculite ANCA associada constitua uma séria consi- 
deração. 


e O padrão de imunofluorescência de c-ANCA deve ser confirmado 
por ELISA para PR-3 (Savige, 1999; Langford, 2003; Seo, 2004b). 


e A reatividade anti-PR-3 é mais frequente na granulomatose de 
Wegener ativa ou na poliarterite nodosa, mas também pode ser 
observada na glomerulonefrite em crescente idiopática ou na sín- 
drome de Churg-Strauss. 


e Na granulomatose de Wegener, c-ANCA é considerado altamente 
sensível para sinalização da doença sistêmica ativa (Vassilopoulos, 
1999). 


e O valor preditivo de um título de c- ANCA aumentado como 
prenúncio de recidiva da granulomatose de Wegener permanece 
controverso, uma vez que nem toda elevação do título de c-ANCA 
é acompanhada da piora dessa condição (Specks, 1994; Langford, 
2003). 


s A elevação do título de ANCAs constitui fator de risco para exa- 
cerbação da doença, no entanto, isoladamente é insuficiente para 
justificar o ajuste da medicação imunossupressora (Langford, 
2003; Seo, 2004b). 


e O padrão de p-ANCA na MIF é inespecífico em termos diagnósticos. 


e Soros positivos para p-ANCA devem ser testados por ELISA para 
detecção de MPO-ANCA (Savige, 1999; Seo, 2004b). 


e MPO-ANCA é detectado mais frequentemente na poliarterite 
nodosa, na glomerulonefrite em crescente idiopática ou na sín- 
drome de Churg-Strauss; todavia, também pode ser observado na 
granulomatose de Wegener. 


e Nem o diagnóstico de vasculite necrotizante sistêmica nem a deci- 
são de iniciar o tratamento devem se basear apenas no resultado 
positivo de um teste de detecção de ANCAs. 


e Um resultado negativo no teste de detecção de ANCAs não deve 
ser utilizado para excluir doenças. 


Por fim, a interpretação dos resultados de um teste de detecção de 
ANCAs depende da experiência individual do clínico que trata o 
paciente com vasculite, bem como do padrão da doença manifestada 
pelo paciente observado (Jennette, 1998a; Langford, 2003; Seo, 2004b). 


Sinopse das principais síndromes vasculíticas 
idiopaticas 


Poliarterite nodosa 


Epidemiologia 

A poliarterite nodosa, como todas as vasculites idiopáticas, é uma 
doença pouco comum. As estimativas da prevalência da poliarterite 
nodosa variam de 4,6 em um milhão na Inglaterra e 9 em um milhão 
em Olmstead County (Minnesota, EUA), a 77 em cem mil na popu- 
lação hiperendêmica para hepatite B de esquimós do Alasca (Conn, 
1993; Langford, 1995). A poliarterite nodosa afeta indivíduos de 
ambos os sexos e de qualquer faixa etária, contudo é mais comum 
entre os homens (proporção homem:mulher = 2:1) com idade entre 
40 e 60 anos (Langford, 1995). Não foi observada nenhuma predile- 
ção racial (Conn, 1993). Entre os pacientes de idade mais avançada 
que apresentam a doença, há alguns que passaram a ser considerados 
como tendo poliangiite microscópica (Langford, 2003). 


Aspectos clínicos 

As manifestações clínicas da poliarterite nodosa clássica são alta- 
mente variáveis. Os pacientes apresentam com frequência sintomas 
inespecíficos, como febre, perda de peso e mal-estar. É comum haver 


hipertensão, que é considerada importante evidência diagnóstica. 
Embora a poliarterite nodosa possa ocorrer em qualquer sistema orga- 


nico, o quadro clínico predominante consiste no envolvimento sinto- 
mático da pele, das articulações, dos nervos periféricos, do trato gas- 
trintestinal e dos vasos renais não glomerulares (Conn, 1993; Savage, 
2000; Langford, 2003). Testes que indicam função hepática anormal 
sugerem a possibilidade de haver uma infecção concomitante pelo 
vírus da hepatite B (Langford, 1995, 2003; Savage, 2000). O envolvi- 
mento pulmonar raramente ocorre na poliarterite nodosa, chegando 
a ser controverso. Embora alguns pesquisadores admitam a existência 
da poliarterite nodosa pulmonar (Lie, 1989), outros acreditam que 
tais pacientes na verdade apresentam síndrome de Churg-Strauss ou 
granulomatose de Wegener, pois a doença pulmonar é comum nes- 
sas condições (Langford, 1995; Fauci, 1998). O curso da poliarterite 
nodosa é caracterizado por remissões, recidivas e, quando não trata- 
da, alta mortalidade (Fauci, 1998). Mediante tratamento, estima-se 
que a taxa de sobrevida de 5 anos seja de 80%, com menos de 10% dos 
pacientes apresentando recidiva (Langford, 2003). 


Achados laboratoriais clínicos 

Os resultados dos testes laboratoriais clínicos, ainda que sejam diag- 
nóstico-inespecíficos, refletem a natureza inflamatória sistêmica da 
poliarterite nodosa. Em geral, observam-se anemia normocrômica, 
leucocitose neutrofílica, hipoalbuminemia, hipergamaglobulinemia 
e ESR acentuadamente elevada. A determinação dos níveis séricos de 
creatinina e de nitrogênio ureico sanguíneo (BUN), aliada à urináli- 
se para detecção de proteinúria, hematúria e sedimento anormal são 
importantes na avaliação da função renal. A positividade para ANAs 
ou FR encontrada em 10 a 40% desses pacientes pode estar associada 
a níveis reduzidos dos componentes C3 e C4 do complemento. Todos 
os pacientes com poliarterite nodosa devem ser submetidos a testes 
para infecção por hepatite B, hepatite C e HIV (Conn, 1993; Langford, 
1995, 2003). A eosinofilia é uma ocorrência rara e, quando presente em 
níveis elevados, deve conduzir à hipótese de síndrome de Churg-Strauss 
(Fauci, 1998). 


Diagnóstico 

Pode ser difícil diagnosticar a poliarterite nodosa, dada sua apre- 
sentação inespecífica, seu potencial envolvimento de órgãos de modo 
variado e difuso e sua baixa prevalência. Entretanto, havendo suspeita, 
o diagnóstico é estabelecido com base na angiografia e/ou na demons- 
tração histológica da poliarterite nodosa em biópsia de tecido prove- 
niente de sítio(s) sintomático(s), como músculo, nervo, rim e testí- 
culos. Em termos de patologia, a poliarterite nodosa constitui uma 
arterite necrotizante focal, contudo panmural, de artérias musculares 
de pequeno e médio calibre (Fig. 51.4), que ocorre preferencialmen- 


Figura 51.4 Poliarterite nodosa. A biópsia de músculo esquelético revela arterite 
necrotizante pan-mural circunferencial de uma pequena artéria muscular, que 
apresenta inflamação de células mistas, necrose fibrinoide e endarterite proliferativa. 
Nesse caso, os eosinófilos constituem um proeminente elemento da inflamação, 
contudo os granulomas estão ausentes (Hematoxilina & Eosina [H&E], x 200). 
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te em pontos de ramificação vascular. A presença de uma inflamação 
necrotizante de células mistas acompanhada de necrose fibrinoide, 
seja circunferencial ou segmentar, junto à parede vascular, constitui 
a principal lesão característica da poliarterite nodosa. O microaneu- 
risma ou a dilatação aneurismática são igualmente característicos da 
fase aguda da poliarterite nodosa. O processo inflamatório é resolvido 
com fibrose, podendo acarretar uma endarterite proliferativa. Outro 
aspecto característico é a mistura de lesões ativas e/ou em cicatrização 
adjacentes a segmentos normais do vaso sanguíneo (Langford, 1995). 

A angiografia pode ser especialmente valiosa na identificação de 
anormalidades gastrintestinais, ou diante da indisponibilidade de um 
potencial sítio para obtenção de biópsia. Em particular, a angiogra- 
fia deve ser considerada antes de qualquer tentativa de obtenção de 
biópsia fechada com agulha a partir do fígado ou do rim de pacien- 
tes sob suspeita de poliarterite nodosa, uma vez que a predileção dos 
aneurismas por esses locais aumenta o risco de sangramento severo 
(Langford, 1995). 


Tratamento e prognóstico 

Os pacientes são tratados com glicocorticoides. A meta da terapia à 
base de glicocorticoides é promover o controle da doença sem indu- 
zir as potenciais complicações associadas ao fármaco em si. Uma 
alternativa é utilizar ciclofosfamida para tratar pacientes com poliar- 
terite nodosa severa (com envolvimento gastrintestinal, cardíaco e 
do sistema nervoso central [SNC ]), pacientes para os quais a terapia 
de corticosteroides falhou, e para os casos em que se deseja poupar 
o uso de esteroides para pacientes que apresentam efeitos colaterais 
significativos ao tratamento com corticosteroides (Langford, 1995, 
2003; Jayne, 2000; Watts, 2000). O uso de glicocorticosteroides 
melhorou significativamente o prognóstico da doença, prolongan- 
do a taxa de sobrevida de 5 anos de 13% para 50 a 60%. Embora 
a maioria dos casos de morte ocorra em 1 ano, seja antes ou após 
esse período, a mortalidade resulta com maior frequência de infec- 
ção, complicação do tratamento ou sequelas de obliteração vascular, 
como infarto do miocárdio ou derrame (Langford, 1995). A poliar- 
terite nodosa associada à hepatite infecciosa e à infecção pelo HIV 
deve ser tratada com medicação antiviral ou antirretroviral, respecti- 
vamente (Langford, 2003). 


Síndrome de Churg-Strauss 


Epidemiologia 

A síndrome de Churg-Strauss é uma condição clínica rara, cuja pre- 
valência foi estimada em 3 a cada um milhão de indivíduos (Conn, 
1993; Langford, 2003). Essa síndrome normalmente tem início entre 
15 e 69 anos, sendo 38 a média da idade em que a vasculite aparece 
pela primeira vez (Langford, 1995). 


Aspectos clínicos 

A síndrome de Churg-Strauss, também chamada granulomatose e 
angiite alérgica, é uma vasculite necrotizante sistêmica que se caracte- 
riza por ocorrência de inflamação granulomatosa vascular e extravas- 
cular, envolvimento de múltiplos órgãos e associação com rinite alér- 
gica, asma severa, febre e hipereosinofilia (Fauci, 1998; Langford, 1995, 
2003). As manifestações clínicas da síndrome de Churg-Strauss podem 
assemelhar-se em diversos aspectos àquelas da poliarterite nodosa, 
entretanto, diferem no sentido de que a doença pulmonar é típica e a 
doença renal é infrequente, além de usualmente menos severas na sín- 
drome de Churg-Strauss do que na poliarterite nodosa (Fauci, 1998). 

O curso clinico da sindrome de Churg-Strauss com frequéncia divi- 
de-se em trés fases distintas, embora na realidade essas fases nem sem- 
pre sejam identificáveis ou possam apresentar sobreposição (Langford, 
1995, 2003): (1) uma fase prodrômica caracterizada por doença respi- 
ratória alérgica; (2) uma fase eosinofílica caracterizada por hipereosi- 
nofilia no sangue periférico e nos tecidos; e (3) uma fase vasculítica. 
O envolvimento cardíaco, seja uma cardite eosinofilica transmural ou 
uma vasculite coronária, ocorre em 25 a 62% dos pacientes e constitui 
a principal causa de morte (Langford, 1995, 2003). Existe uma asso- 
ciação entre mal prognóstico e envolvimento de sítios como coração, 
SNC, trato gastrintestinal e rins (Langford, 2003). 


Achados laboratoriais clínicos 


Uma das características mais marcantes da síndrome de Churg- 
Strauss é a notável eosinofilia periférica, que pode ser observada em 
qualquer fase da doença. A contagem de eosinófilos periféricos chega 
a mil eosinófilos/uL em pelo menos 80% dos pacientes (Conn, 1993). 
Entretanto, alguns pacientes podem não apresentar eosinofilia se tive- 
rem se submetido previamente a tratamentos com esteroides para 
asma ou para a ampla e rápida flutuação das contagens de eosinófilos 
que ocorre nesse distúrbio. A normalização da contagem de eosinófi- 
los em reposta ao tratamento com esteroides é uma característica da 
síndrome de Churg-Strauss, e permite distingui-la da síndrome hipe- 
reosinofílica, cuja eosinofilia pode ser resistente a esse tratamento. 
O grau de eosinofilia pode apresentar correlação com a atividade da 
doença vasculítica em alguns pacientes. 

Os demais achados laboratoriais são inespecificos. Anemia, leuco- 
citose e aumento da ESR com frequência acompanham a fase vascu- 
lítica. Pode haver elevação dos níveis séricos de IgE. Os títulos de FR 
no soro em geral são baixos. Há relatos de que os níveis séricos de 
complemento permanecem normais (Conn, 1993). Diferentemente 
da poliarterite nodosa, não foi descrita nenhuma associação entre a 
síndrome de Churg-Strauss e a hepatite B (Langford, 1995). 


Diagnóstico 

Historicamente, o diagnóstico da síndrome de Churg-Strauss 
baseia-se apenas na demonstração da vasculite eosinofílica necroti- 
zante, da infiltração tecidual eosinofílica e do granuloma extravas- 
cular. Na prática, contudo, são poucas as biópsias que contêm todos 
esses achados. Para aumentar as chances de identificar e diagnosticar 
a sindrome de Churg-Strauss, em vez de enfatizar esses indicadores 
diagnósticos, deveriam ser considerados os aspectos clínicos. Para 
tanto, foram recomendados os seguintes critérios: 

l. asma (Katzenstein, 2000); 

2. eosinofilia no sangue periférico, com excesso de 1,5 x 10º células/uL; 

3. vasculite sistêmica envolvendo dois ou mais órgãos extrapulmo- 

nares (Conn, 1993). 

O diagnóstico definitivo ainda requer a comprovação da vasculite por 
biópsia. Uma biópsia pulmonar aberta não confirma todos os aspec- 
tos histológicos da síndrome de Churg-Strauss e deve ser considerada 
antes da instituição da terapia, caso haja alguma preocupação relacio- 
nada a uma possível infecção. Quando os sintomas clínicos assim indi- 
cam, com frequência as amostras mais úteis para a biópsia são obtidas 
de músculos, nervo sural, próstata e rim. O diagnóstico diferencial da 


síndrome de Churg-Strauss inclui poliarterite nodosa, granulomatose 
de Wegener e síndrome hipereosinofilica (Langford, 1995, 2003). 


Tratamento e prognóstico 

Os corticosteroides constituem a base do tratamento. A utilidade da 
terapia imunossupressora com azatioprina ou ciclofosfamida precisa 
ser melhor estudada (Langford, 1995). O diagnóstico precoce da sín- 
drome de Churg-Strauss e o tratamento com corticosteroides resultam 
em uma taxa de sobrevida de 5 anos igual a 62%. Insuficiência cardíaca 
congestiva e infarto do miocárdio são responsáveis por 48% dos casos 
de morte na síndrome de Churg-Strauss. Hemorragia cerebral, insufici- 
ência renal, perfuração ou hemorragia gastrintestinal, estado asmático e 
insuficiência respiratória também constituem causas de morte entre os 
pacientes com a síndrome. Todos esses aspectos devem apontar para a 
forte consideração de uma terapia com agente citotóxico (ciclofosfami- 
da) combinada à administração de corticosteroides (Langford, 1997). O 
encurtamento do intervalo entre o aparecimento da asma e o início da 
vasculite é considerado um sinal de prognóstico desfavorável. 


Poliangiite microscópica 


Epidemiologia 
A poliangiite microscópica foi distinguida recentemente da poliar- 
terite nodosa, e pouco se conhece acerca de sua epidemiologia. 


Aspectos clínicos 
A poliangiite microscópica acomete um grupo heterogêneo de 
pacientes que, por definição, apresentam vasculite necrotizante sistê- 


mica em pequenos vasos com pouca ou nenhuma imunodeposição 
(Langford, 2003). Os aspectos sinalizadores da poliangiite microscó- 
pica são glomerulonefrite, hemorragia pulmonar, mononeurite múl- 
tipla e febre, de modo similar à granulomatose de Wegener (Langford, 
2003; Seo, 2004b). Trata-se de uma condição cuja apresentação com 
frequência é aguda e severa. A doença neurológica (periférica ou 
central) manifesta-se em 60 a 70% dos casos, enquanto as artralgias/ 
artrite estão presentes em 40 a 60% dos pacientes e a doença cutânea 
apresenta uma incidência de 50 a 65% (Langford, 2003). 


Achados laboratoriais e clínicos 

Radiografias torácicas revelam a presença de nódulos, infiltrados ou 
hemorragia alveolar em até 70% dos pacientes. Proteinúria e hema- 
túria compatíveis com glomerulonefrite ocorrem em 75 a 90% dos 
pacientes. A eletromiografia/velocidade de condução nervosa fornece 
evidências de doença neurológica periférica em até 2/3 dos pacientes. 
Imagens obtidas do SNC evidenciam a existência de uma doença neu- 
rológica central em 10% dos indivíduos acometidos pela poliangiite 
microscópica (Langford, 2003). 


Diagnóstico 

A poliangiite microscópica é diagnosticada quando o exame de 
biópsia detecta a vasculite necrotizante não granulomatosa de vasos 
de pequeno a médio calibre. Nos pulmões, os capilares são observa- 
dos em face da hemorragia alveolar e na ausência da imunofluores- 
cência linear observável na síndrome de Goodpasture. A biópsia renal 
revela uma glomerulonefrite necrotizante segmentar com poucos ou 
nenhum imunocomplexo (Langford, 2003). 


Tratamento e prognóstico 

Pacientes que correm risco de morte por apresentarem doenças em 
pulmões, rins ou nervos devem ser tratados com ciclofosfamida (2 
mg/kg/dia) e prednisona (1 mg/kg/dia), de modo semelhante ao trata- 
mento da granulomatose de Wegener (ver a seguir) (Langford, 2003). 
A doença menos severa pode ser tratada apenas com corticosteroides. 
Estima-se uma sobrevida de 5 anos de 74%, com 1/3 dos pacientes 
apresentando recidivas (Langford, 2003). 


Granulomatose de Wegener 


Epidemiologia 

Faltam informações detalhadas sobre a prevalência e a incidência 
anual da granulomatose de Wegener, contudo, estima-se que essa 
condição seja menos comum do que a poliarterite nodosa. A granu- 
lomatose de Wegener acomete indivíduos de qualquer idade, raça ou 
sexo, embora afete predominantemente caucasianos e apresente uma 
discreta prevalência na população masculina (Conn, 1993). A média 
de idade dos pacientes no momento em que a condição aparece é 41 


anos (Langford, 1995). Homens e mulheres são igualmente afetados 
(Langford, 2003). 


Aspectos clínicos 

A granulomatose de Wegener é uma síndrome clinicopatológica 
de etiologia desconhecida, caracterizada patologicamente por infla- 
mação granulomatosa necrotizante dos tratos respiratórios superior 
e inferior, glomerulonefrite segmentar focal e vasculite necrotizante, 
envolvendo sobretudo pequenas e médias artérias. A granulomato- 
se de Wegener manifesta-se na região ouvido/nariz/garganta como 
sinusite, obstrução ou ulceração nasal, otite média ou perda da audi- 
ção (Lie, 1989; Fauci, 1998). Cerca de 45% dos pacientes apresen- 
tam envolvimento pulmonar quando a doença se manifesta, e 85% 
desenvolvem doença pulmonar em algum momento durante o curso 
da granulomatose. As manifestações pulmonares comuns são infiltra- 
ção pulmonar, nódulos pulmonares, hemoptise ou pleurite (Fauci, 
1998). Embora a doença renal inicialmente aflija apenas cerca de 18% 
desses pacientes, 80% deles apresentam glomerulonefrite em algum 
momento ao longo do curso da síndrome (Fauci, 1998). Outros sinais 
comuns de doença sistêmica incluem erupções cutâneas, artralgias, 
febre, manifestações oculares e perda de peso (Lie, 1989; Fauci, 1998). 
Embora tenham sido descritos pacientes com granulomatose de 


Wegener limitada ao trato respiratório sem envolvimento renal (“gra- 
nulomatose de Wegener limitada”), mais de 50% dos pacientes com 
essa forma limitada da doença eventualmente desenvolvem doença 
mais generalizada (Langford, 1995). 


Achados laboratoriais clínicos 


Os achados laboratoriais clínicos típicos da granulomatose de 
Wegener incluem leucocitose moderada sem eosinofilia marcan- 
te, anemia normocrômica discreta e trombocitose (Conn, 1993; 
Langford, 1995). O paciente sem tratamento não apresenta leuco- 
penia e esse achado ajuda a distinguir a granulomatose de Wegener 
de outras condições. A presença de c-ANCA sustenta o diagnósti- 
co. Imunocomplexos circulantes, quantificáveis por ligação ao Clq, 
podem ser detectados em presença de níveis normais de comple- 
mento e de hipergamaglobulinemia. Os níveis de IgA com frequência 
estão aumentados (Conn, 1993; Langford, 1995). Os indicadores de 
envolvimento glomerular são hematúria microscópica ou bruta, pro- 
teinúria, cilindros de hemácias e/ou níveis elevados de creatinina séri- 
ca e BUN. Mais de 50% dos pacientes são positivos para FR, contudo, 
usualmente, são negativos para ANA (Langford, 1995; Fauci, 1998). 
Testes sorológicos para detecção de autoanticorpos anti-GBM resul- 
tam negativos. Antes do tratamento, 80% desses pacientes apresen- 
tam ESR elevada. 


Diagnóstico 

Embora os achados clínicos e laboratoriais possam ser sugestivos, O 
diagnóstico da granulomatose de Wegener deve ser estabelecido ape- 
nas mediante comprovação por biópsia, confirmação histológica ou 
detecção de c-ANCA em paciente com sinusite, infiltração ou nódu- 
los pulmonares e glomerulonefrite (Langford, 1998b, 2003). O tecido 
pulmonar obtido por meio de biópsia aberta de pulmão proporcio- 
na a melhor oportunidade para estabelecer um diagnóstico acurado 
(Langford, 1995). Em 90% dos casos, uma biópsia transbronquial não 
fornece tecido adequado para determinação do diagnóstico. Embora 
o tecido oriundo da cabeça e do pescoço seja mais diretamente acessi- 
vel, aspectos patológicos característicos são observados em menos de 
23% dessas amostras de biópsia. O tecido com utilidade diagnóstica 
proveniente da região da cabeça e do pescoço é melhor obtido (em 
ordem de frequência decrescente) a partir dos seios paranasais, do 
tecido nasal e da região subglótica. As alterações glomerulares presen- 
tes no tecido de biópsia renal, embora sejam sugestivas de granuloma- 
tose de Wegener, raramente são diagnosticadas (Langford, 1995). 

Apesar do amplo espectro morfológico da granulomatose de 
Wegener, a lesão patológica que constitui a principal característica 
dessa condição é a vasculite granulomatosa necrotizante. Os vasos afe- 
tados sofrem necrose fibrinoide com infiltração inicial de leucócitos 
polimorfonucleares e, em seguida, de células mononucleares. O tecido 
pulmonar pode revelar a existência de qualquer combinação de necro- 
se, vasculite e inflamação granulomatosa. Também pode haver micro- 
abscessos e células gigantes multinucleadas dispersas em um fundo 
intensamente inflamatório (Yi, 2001) (Fig. 51.5). Todavia, as amostras 
de biópsia geralmente não incluem todos esses aspectos característi- 
cos. O achado, em geral, mais observado no exame da biópsia renal é a 
glomerulonefrite necrotizante segmentar, que está presente em vários 
graus em 80% das amostras. A vasculite renal não associada aos glo- 
mérulos é incomum e ocorre em apenas 8% das biópsias. 

Vários distúrbios mimetizam a granulomatose de Wegener, tais 
como doenças infecciosas ou doenças granulomatosas não infecciosas, 
síndrome de Churg-Strauss, síndrome de Goodpasture, granuloma de 
linha média idiopático, granulomatose linfomatoide e neoplasmas das 
vias aéreas superiores ou de pulmão (Fauci, 1998). Dentre essas condi- 
ções, a infecção constitui uma importante consideração, visto que um 
diagnóstico equivocado pode ter consequências fatais se for tratado de 
forma indevida com terapia imunossupressora (Langford, 1995). 


Tratamento e prognóstico 

O regime de administração diária de ciclofosfamida e corticos- 
teroides por via oral é a terapia de escolha para a granulomatose de 
Wegener. Empregando esse regime, os National Institutes of Health 
relataram obtenção de uma melhora notável ou remissão parcial em 
91% dos pacientes, e remissão total em 75% dos casos. Foi observada 
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uma taxa de mortalidade geral de 20%, dos quais 13% puderam ser 
parcial ou completamente atribuídos à granulomatose de Wegener. 
Apesar da acentuada melhora em termos de sobrevida e remissão, 
comparativamente à mortalidade de 100% entre os pacientes não 
tratados, também houve casos de recidiva e morbidade associados 
tanto à doença quanto ao tratamento. Metade dos casos de remissão 
completa foram seguidos da ocorrência de pelo menos um episódio 
de recaída decorridos em 3 meses a 16 anos da remissão (Langford, 
1995; de Groot, 2001). O metotrexato representa uma alternativa ao 
uso da ciclofosfamida para pacientes com doenças que constituam 
ameaça imediata à vida (Langford, 1997). Do mesmo modo, metotre- 
xato (entre 20 e 25 mg/semana) ou azatioprina (2 mg/kg/dia) podem 
ser administrados para manutenção da remissão após 3 a 6 meses de 
tratamento indutor de remissão com ciclofosfamida. Essa terapia é 
instituída por mais 1 ou 2 anos (Langford, 2003). Durante o primeiro 
ano do curso da granulomatose de Wegener, a extensão da doença 
renal representa o fator mais proximamente relacionado ao prognós- 
tico (Koldingsnes, 2002). Em seguida, o envolvimento pulmonar se 
torna o indicador prognóstico mais importante e a glomerulonefrite 
parece não afetar o prognóstico de maneira significativa. 


Granulomatose linfomatoide 
A granulomatose linfomatoide é considerada um distúrbio linfopro- 


liferativo incomum, que evolui para linfoma maligno em cerca de 50% 
dos pacientes. À granulomatose linfomatoide afeta sobretudo os pul- 
mões, nos quais mimetiza clinicamente a granulomatose de Wegener. 
Entretanto, os achados histológicos característicos incluem uma proe- 
minente infiltração de vasos sanguíneos (“angiocêntrica”) e uma des- 
truição que mimetiza vasculite (Fig. 51.6), contudo a morfologia celular 
é mais sugestiva de linfoma ou distúrbio linfoproliferativo (Langford, 
1995). Não existem testes laboratoriais clínicos específicos. 





Figura 51.5 Granulomatose de Wegener. O tecido do seio paranasal revela a 
presença de um infiltrado de células inflamatórias mistas florido em um fundo 

do tipo de tecido de granulação. As células inflamatórias são células gigantes 
multinucleadas e microabscessos de neutrófilos (A, H&E, x 200). A biópsia de 
pulmão mostra a ocorrência de inflamação nodular com necrose (B, H&E, x 20) e de 
vasculite granulomatosa (C, H&E, x 200). 
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Figura 51.6 Granulomatose linfomatoide. A biópsia de pulmão revela a presença 
de misturas de células linfoides atípicas e histiócitos, com proeminente infiltração 
de vaso sanguíneo (“angiocéntrica”) e destruição mimetizando vasculite. As células 
linfóides atípicas são células B malignas (H&E, x 400; cortesia do dr. Robert W. 
Sharpe). 





Púrpura de Henoch-Schônlein 


Epidemiologia 
A púrpura de Henoch-Schônlein ocorre primariamente em crianças 
na faixa etária de 4a 11 anos (Conn, 1993), no entanto, também aflige 


alguns indivíduos adultos. Essa condição se manifesta durante a pri- 
mavera e, de forma clássica, segue-se a uma infecção no trato respira- 
tório superior (Conn, 1993; Langford, 2003). A púrpura de Henoch- 
Schônlein afeta sobretudo indivíduos do sexo masculino, com uma 
predominância de 3:2 (Langford, 1995). 


Aspectos clínicos 

A púrpura de Henoch-Schônlein, por vezes referida como púrpura 
anafilactoide, é uma vasculite sistêmica de pequenos vasos, classifica- 
da como um subgrupo de vasculite de hipersensibilidade. Sua etiolo- 
gia é desconhecida. Os achados clínicos incluem púrpura palpável não 
trombocitopênica, artralgias, doença renal e anomalias envolvendo o 
trato gastrintestinal (Langford, 1995, 2003). Cerca de 70% dos pacien- 
tes com púrpura de Henoch-Schônlein manifestam sinais e sintomas 
gastrintestinais, incluindo dores de cólicas abdominais associadas a 
náusea e vômitos, presença de sangue ou muco nas fezes, hemorragia 
gastrintestinal com risco de vida e intussuscepção (Langford, 1995). 
A doença renal associada é caracterizada pela glomerulonefrite pro- 
liferativa focal, cuja expressão clínica varia de hematúria isolada com 
presença de cilindros de hemácias, insuficiência renal aguda, até insu- 
ficiência renal (Lie, 1989; Langford, 1995; Fauci, 1998). 


Achados clínicos e laboratoriais 


Os estudos laboratoriais clínicos em púrpura de Henoch-Schônlein 
são inespecíficos e primariamente úteis para a exclusão de outros 
distúrbios, bem como na procura de evidências do envolvimento 
renal. Podem ser observadas leucocitose e ESR elevada. A realização 


de testes para determinação da contagem sanguínea completa acom- 
panhada da contagem de plaquetas e da medida da coagulação são 
importantes na avaliação da púrpura cutânea. No caso da púrpura 
de Henoch-Schônlein, a púrpura não decorre da trombocitopenia. O 
exame de fezes com guaiaco deve ser realizado de modo intermiten- 
te para obtenção de evidências de perda de sangue oculto. Os níveis 
séricos de complemento usualmente permanecem normais, embo- 
ra haja relatos da existência de uma associação entre a púrpura de 
Henoch-Schônlein e a ausência congênita da molécula C2 do com- 
plemento (Conn, 1993). Urinálise e determinação dos níveis de crea- 
tinina sérica devem ser realizadas no início da manifestação da doença 
e, subsequentemente, duas vezes por semana, até o desaparecimento 
dos sinais sistêmicos (Langford, 1995). O exame de biópsia cutânea 
da púrpura revela a ocorrência de vasculite com deposição de IgA 
(Langford, 2003) (Fig. 51.7). 


Diagnóstico 

O diagnóstico da púrpura de Henoch-Schônlein raramente é difícil, 
a não ser quando o envolvimento de outros sítios importantes prece- 
de o aparecimento da púrpura palpável. Diferente de outras vascu- 
lites necrotizantes sistêmicas, seu diagnóstico é clínico e os estudos 
laboratoriais são empregados para excluir outros distúrbios. A biópsia 
renal, que aponta a glomerulonefrite proliferativa, tipicamente é des- 
necessária ao diagnóstico, embora seja utilizada para avaliar o grau de 
severidade da doença e estimar seu prognóstico. Os distúrbios a serem 
considerados no diagnóstico diferencial incluem aqueles que causam 
abdômen agudo, nefrite ou púrpura (Langford, 1995). 


Figura 51.7 Púrpura de Henoch-Schônlein. A biópsia de pele mostra uma vasculite leucocitoclástica com necrose fibrinoide de pequenos vasos sanguíneos na derme 
superficial, associada a uma quantidade abundante de debris leucocitoclásticos nucleares perivasculares (A, H&E, x 400). A imunofluorescência direta da biópsia de pele 
revela a imunofluorescência vascular granular da IgA (B, x 200) e correspondente à imunofluorescéncia do fibrinogênio vascular e perivascular (C, x 500). 


1073 








1074 Tratamento e prognóstico 


O tratamento é de suporte, sendo que não há tratamento específico 
com benefícios comprovados para a nefrite na púrpura de Henoch- 
Schénlein. Embora os glicocorticoides possam ser úteis para a redu- 
ção do edema, da dor articular e do desconforto abdominal, a terapia 
prolongada com essa substância não tem utilidade, pois não dimi- 
nui o risco de doença recorrente nem melhora o prognóstico renal 
(Langford, 1995). Agentes não salicílicos utilizados para analgesia 
podem suavizar a articulação e o desconforto associado aos tecidos 
moles. A terapia destinada a pacientes adultos é similar à terapia pedi- 
átrica, embora haja necessidade de controlar cuidadosamente a hiper- 
tensão nos primeiros (Langford, 1995). 

Essa doença, em geral autolimitada e com duração de 6 a 16 sema- 
nas, tem um bom prognóstico (Conn, 1993). A taxa de mortalidade é 
de aproximadamente 1 a 3% (Langford, 1995) e a doença renal consti- 
tui a principal causa de morte (Langford, 1995). O pior resultado está 
associado aos pacientes que apresentam nefrite aguda, em especial 
síndrome nefrótica, com menos de 50% dos indivíduos afetados recu- 
perando a normalidade da função renal e da urinálise em um período 
de 2 anos. O percentual de glomérulos com crescentes também pode 
ser útil como indicador prognóstico, contudo, é importante notar que 
o curso da púrpura de Henoch-Schônlein pode ser extremamente 
variável. Pacientes que apresentam anomalias clínicas ou histológi- 
cas severas podem se recuperar por completo, enquanto aqueles com 
alterações discretas podem evoluir para insuficiência renal. A doença 
reaparece em 25 a 40% dos pacientes, consistindo principalmente em 
manifestações cutâneas. A deterioração ou a melhora podem ser mais 
evidentes durante os primeiros 2 ou 3 anos após a resolução do epi- 
sódio agudo, embora alterações significativas no resultado também 
tenham sido observadas mais tardiamente. O acompanhamento regu- 
lar, com medidas da pressão sanguínea e urinálise, é extremamente 
importante pelo menos durante os primeiros 5 anos após um episódio 
de púrpura de Henoch-Schônlein (Langford, 1995, 2003). 


Arterite (temporal) de célula gigante 


Epidemiologia 

A arterite de célula gigante é um distúrbio vasculítico relativamen- 
te comum. Estudos epidemiológicos demonstraram o aumento da 
incidência com o avanço da idade. Um estudo que incluiu arterite 
de célula gigante comprovada por biópsia demonstrou taxa de inci- 
dência anual da ordem de 23,3 a cada cem mil indivíduos com mais 
de 50 anos de idade (Conn, 1993). Quase todos os casos de arterite 
de célula gigante benigna ocorrem após os 50 anos e são duas vezes 
mais frequentes entre as mulheres do que na população masculina 
(Langford, 2003). 


Aspectos clínicos 

A arterite de célula gigante é uma doença sistêmica caracterizada por 
inflamação vascular granulomatosa, com envolvimento de médias e 
grandes artérias. Apesar de múltiplos sítios arteriais poderem ser afe- 
tados, a arterite de célula gigante classicamente envolve a artéria tem- 
poral e/ou outros ramos da artéria carótida (Fauci, 1998). As mani- 
festações clínicas incluem febre, dor de cabeça, diplopia e claudicação 
mandibular em pacientes com mais de 50 anos de idade. A neurite 
óptica isquêmica pode provocar cegueira repentina, em especial nos 
pacientes não tratados (Fauci, 1998). A arterite de célula gigante está 
intimamente associada à polimialgia reumática, que se caracteriza por 
rigidez e dor no pescoço, nos ombros, na parte inferior das costas, nos 
quadris e nas coxas, podendo piorar de manhã e melhorar com a rea- 
lização de atividades ao longo do dia (Fauci, 1998; Langford, 2003). 
Os achados do exame físico podem incluir sensibilidade na artéria 
temporal, nodularidade e ausência de pulsações (Langford, 2003). 


Achados laboratoriais clínicos 

Os achados laboratoriais clínicos incluem ESR elevada e anemia 
normocrômica. Os níveis séricos de fosfatase alcalina comumente 
estão altos. Há relatos de desenvolvimento de hipergamaglobuli- 


nemia e aumento dos níveis de complemento e imunocomplexos 
(Fauci, 1998). 


Diagnóstico 

O diagnóstico é feito com base na identificação das manifestações 
clínicas típicas, bem como na identificação de uma elevada ESR em 
paciente idoso que pode ou não apresentar sintomas de polimialgia 
reumática (Fauci, 1998). O diagnóstico é confirmado por biópsia 
da artéria temporal mostrando um infiltrado panmural de células 
mononucleares, que pode ser granulomatoso e conter células gigan- 
tes, tipicamente revelando o rompimento da lâmina elástica interna 
(Langford, 2003) (Fig. 51.8). 


Tratamento e prognóstico 

A arterite de célula gigante é tratada com glicocorticoides, sendo que 
a resposta clínica a essa terapia em geral é dramática. O prognóstico é 
bom, visto que a maioria dos pacientes apresenta remissão total man- 
tida após a terapia com glicocorticoides (Fauci, 1998). Infelizmente, o 
indivíduo afetado pela cegueira secundária à arterite de célula gigante 
raramente recupera a visão, mesmo quando tratado com rapidez e ele- 
vadas concentrações de corticosteroides (Hayreh, 2002). O tratamento 
começa com 60 mg de prednisona ao dia, sendo iniciada a administra- 
ção afunilada em 2 ou 4 semanas. Os pacientes com frequência necessi- 
tam receber esse tratamento durante 2 anos (Langford, 2003). 


Arterite de Takayasu 
Epidemiologia 


Assim como diversas vasculites idiopáticas, a arterite de Takayasu 
é incomum e sua epidemiologia atualmente é pouco conhecida. Esse 
distúrbio é mais prevalente em adolescentes e mulheres jovens, na 
faixa etária de 10 a 30 anos. De fato, 80 a 90% dos casos ocorrem em 
mulheres. Embora seja mais comum no Japão, não há comprovação 
de que essa doença apresente restrição racial ou geográfica (Conn, 
1993; Fauci, 1998). 


Aspectos clínicos 

A arterite de Takayasu é uma vasculite granulomatosa de médias e 
grandes artérias elásticas, que causa estenose, oclusão ou aneurisma 
vascular. Apresenta forte predileção pelo arco aórtico e seus ramos 
maiores, incluindo as artérias pulmonares (Langford, 1995, 2003; 
Fauci, 1998; Johnston, 2002). Esse distúrbio por vezes é denomina- 
do síndrome do arco aórtico ou doença da ausência de pulsação. Os 
pacientes apresentam sintomas sistêmicos agudos, tais como febre, 
mal-estar, sudorese noturna e perda de peso. A isquemia nos órgãos 
que recebem suprimento sanguíneo pelo(s) vaso(s) afetado(s) produz 
sinais e sintomas órgão-específicos (Smetana, 2002). Na obstrutiva 





Figura 51.8 Arterite de célula gigante (temporal). A biópsia da artéria temporal revela 
infiltração pan-mural de células mononucleares com uma concentração proeminente 
de células gigantes associada ao rompimento da lâmina elástica interna (H&E, x 200). 


crônica, a pulsação arterial diminui ou está ausente nas artérias envol- 
vidas (Langford, 1995), mais comumente na artéria subclávia (Fauci, 
1998). Ruídos vasculares e hipertensão são comuns (Langford, 1995). 
Outros achados incluem regurgitação, cardiomegalia secundária à 
hipertensão aórtica ou pulmonar e derrame (Fauci, 1998). A arterite 
de Takayasu pode evoluir lentamente, estabilizar ou provocar a rápida 
morte do paciente (Fauci, 1998). 


Achados laboratoriais clínicos 


Os estudos laboratoriais da arterite de Takayasu definem um distúr- 
bio inflamatório sistêmico (Langford, 1995). A ESR está elevada em 
7 a 100% dos pacientes com doença ativa e tende a normalizar-se ao 
longo do tempo. A ESR é considerada um índice de atividade infla- 
matória confiável e por isso tem sido utilizada para monitorar a efe- 
tividade da terapia. Foi demonstrado que a resolução da doença, em 
termos sintomáticos e angiograficamente, está correlacionada com a 
queda da ESR, embora a série de estudos cirúrgicos tenha descrito que 
44% dos pacientes clinicamente silenciosos não foram submetidos à 
biópsia arterial (Langford, 2003). 

Os estudos hematológicos com frequência revelam a ocorrência de 
anemia normocrômica de grau leve a moderado e/ou leucocitose dis- 
creta. Os resultados dos testes de detecção de FR e ANA normalmente 
são negativos. Pode haver hipergamaglobulinemia, hiperfibrinogene- 
mia e hipoalbuminemia (Conn, 1993). Imunocomplexos circulantes 
podem estar presentes em até 50% desses pacientes, contudo, aparen- 
temente não apresentam correlação com a atividade da doença. 


Diagnóstico 

A arterite de Takayasu é diagnosticada com base na correlação dos 
dados fornecidos por história, exame físico e angiografia. A doença 
deve ser considerada como possibilidade diagnóstica em qualquer 
mulher jovem que apresente ausência ou diminuição acentuada da 
frequência de pulsação periférica, discrepâncias de pressão sanguínea 
e/ou ruídos arteriais (Fauci, 1998). Os achados angiográficos carac- 
terísticos ajudam a confirmar o diagnóstico clínico. Raramente há 
necessidade ou é realizada uma biópsia para confirmação tecidual do 
diagnóstico clínico (Fauci, 1998; Langford, 2003). A predileção dessa 
síndrome por mulheres jovens constitui um aspecto importante que 
com frequência distingue a doença de outros diagnósticos possíveis, 
em particular da arterite de célula gigante (Langford, 1995). 


Tratamento e prognóstico 

Em pacientes com doença ativa, a terapia à base de corticosteroides 
constitui o tratamento inicial de escolha. Quando a doença persiste 
mesmo com a administração dos corticosteroides, o paciente pode 
receber ciclofosfamida ou metotrexato. Agentes vasodilatadores, anti- 
coagulantes e anti-inflamatórios não esteroidais são empregados para 
promoção de alívio sintomático. Pode haver necessidade de interven- 
ção cirúrgica para tratamento da estenose ou da oclusão vascular sin- 
tomática (Langford, 1995; Hoffman, 2003). 

O curso clínico da arterite de Takayasu é variável. Embora ocorram 
remissões espontâneas, a maioria dos pacientes requer tratamento. O 
prognóstico parece estar associado à presença e ao grau de severidade de 
complicações. As principais complicações são retinopatia de Takayasu, 
hipertensão secundária, insuficiência da válvula aórtica e aneurisma 
aórtico/arterial (Langford, 1995). A sobrevida geral declina de 72 a 
97%, aos 5 anos, para 59%, aos 10 anos, conforme aumenta o número 
e/ou a severidade das complicações (Langford, 1995; Nordborg, 2003). 
As mortes associadas à doença usualmente decorrem de complicações 
vasculares, como insuficiência cardíaca congestiva, derrame, infarto do 
miocárdio e ruptura de aneurisma (Langford, 1995). 


Angiite primária do sistema nervoso central 


Epidemiologia 

A angiite primária do sistema nervoso central (APSNC) é uma 
condição rara, em que na dificuldade para estabelecer um diagnós- 
tico definitivo entravam os estudos epidemiológicos. A APSNC é um 


pouco mais comum em homens do que em mulheres (4:3), e afeta 
indivíduos com idade média de 43 anos (Langford, 1995). 


Aspectos clínicos 

Pacientes com APSNC apresentam dores de cabeça, déficits neuro- 
lógicos focais e alteração do estado mental, paraparesia, quadripare- 
sia, neuropatias craniais, convulsões e ataxia (Calabrese, 1997; Fauci, 
1998). Os sintomas iniciais são mais generalizados, enquanto os sin- 
tomas e os sinais focais em geral se desenvolvem mais tardiamente 
no curso da doença (Langford, 1995). Em 15% dos casos, há envol- 
vimento da medula espinal (Calabrese, 1997). O curso pode evoluir 
de modo rápido ou aumentar e diminuir no decorrer de um longo 
período. Sintomas sistêmicos são raros. 


Achados laboratoriais clínicos 

Os estudos laboratoriais são inúteis para o estabelecimento do diag- 
nóstico de APSNC, contudo exercem papel importante na exclusão de 
outros processos patológicos. A maioria dos pacientes apresenta ESR 
elevada. Apenas 17% dos pacientes desenvolvem anemia, enquanto 
os demais parâmetros hematológicos em geral permanecem normais. 
FR, ANA e ANCA tipicamente estão ausentes. Todavia, o líquido 
cerebrospinal (LCE) costuma estar anormal, apresentando aumento 
da pressão de abertura, concentração proteica elevada e pleiocitose 
linfocítica. Por outro lado, também é possível que o LCE esteja abso- 


lutamente normal e, nesse caso, os testes nem sempre excluem a pos- 
sibilidade de vasculite (Langford, 1995). 


Diagnóstico 

O diagnóstico da APSNC continua sendo baseado na exclusão. Os 
critérios diagnósticos propostos incluem disfunção do SNC, que não 
pode ser explicada por meio de investigação clínica, laboratorial ou 
neurológica; registro com angiogramas e/ou biópsia de arterite junto 
ao SNC; e ausência de evidências de vasculite sistêmica ou outra condi- 
ção que apresente aspectos angiográficos ou patológicos secundários. 

Dada a dificuldade em termos de segurança com relação a esse últi- 
mo critério, e também porque a angiografia apresenta baixa capacida- 
de de discriminar as formas inflamatória e não inflamatória de doença 
vascular (Calabrese, 1997), as biópsias de SNC são pouco utilizadas. 
O papel da biópsia cerebral no diagnóstico da APSNC é controver- 
so, embora seja defendido que o exame dessa biópsia é essencial para 
estabelecer um diagnóstico definitivo (Calabrese, 1997). A aplicação 
disseminada da biópsia cerebral é impedida não só por sua natureza 
invasiva, como também pela inconsistência da demonstração histo- 
lógica da vasculite diante da natureza fragmentada desse processo. O 
rendimento da biópsia pode ser aprimorado por meio da obtenção de 
amostras do parênquima e dos vasos leptomeníngeos. Dada a dificul- 
dade para obtenção, com segurança, de um diagnóstico dessa doença, 
torna-se do mesmo modo importante realizar a biópsia para excluir 
outras etiologias possíveis. Em termos de histologia, há uma inflama- 
ção mista segmentar acompanhada de necrose, que envolve princi- 
palmente as pequenas e médias artérias craniais. Também pode haver 
inflamação granulomatosa e com frequência é detectada trombose. 
As artérias extracraniais raramente estão envolvidas (Langford, 1995; 
Rhodes, 1995). Portanto, diagnósticos diferenciais devem ser cuida- 
dosamente considerados em todos os casos, bem como utilizados para 
decidir quais testes são apropriados para sustentar o diagnóstico de 
APSNC e para excluir outros processos. A combinação de imagem de 
ressonância magnética e da análise do LCE apresenta forte valor pre- 
ditivo negativo, além de excluir a possível consideração da APSNC na 
maioria das situações clínicas (Calabrese, 1997). 


Tratamento e prognóstico 

O tratamento agressivo é indicado para pacientes em que outros dis- 
túrbios já foram excluídos, para aqueles com diagnóstico de APSNC 
comprovado e quando há evidências de desenvolvimento de dificul- 
dades neurológicas progressivas (Calabrese, 1997). Defende-se a tera- 
pia de combinação, utilizando corticosteroides e ciclofosfamida diá- 
ria, ainda que o prognóstico da APSNC seja precário, com 60 a 70% 
dos pacientes morrendo em decorrência da doença em um período de 
1 ano após o diagnóstico (Langford, 1995). 


Doença de Kawasaki 


A doença de Kawasaki — ou síndrome do linfonodo mucocutâneo 
— é uma forma de vasculite com envolvimento de pequenas e médias 
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1076 artérias (Fig. 51.9). Essa doença ocorre tipicamente em crianças que 





apresentam linfadenite cervical e alterações na pele e nas membranas 
mucosas. A doença de Kawasaki usualmente é autolimitada, contu- 
do a arterite causa aneurismas coronários em 25% dos pacientes. Até 
3% dos pacientes morrem, geralmente em decorrência da vasculite 
coronária. Autoanticorpos dirigidos contra a célula endotelial foram 
detectados em pacientes com doença de Kawasaki (Fauci, 1998). 


Resumo 


O diagnóstico das vasculites necrotizantes sistêmicas idiopáticas 
requer alto grau de suspeita e pode ser uma tarefa difícil, em razão 
das numerosas considerações diagnósticas diferenciais. Não existem 
testes laboratoriais clínicos patognomônicos para pacientes com vas- 
culites necrotizantes sistêmicas, contudo, há testes que são úteis para 
definir a extensão e os padrões de envolvimento dos órgãos. ANCA e 
suas associações com a vasculite necrotizante sistêmica, em particular 
a associação de c-ANCA com a granulomatose de Wegener, transfor- 
maram-se em um importante teste sorológico empregado para avaliar 
tais pacientes. Entretanto, clínicos e laboratoristas que utilizam esse 
teste devem possuir conhecimento abrangente de suas característi- 
cas operacionais, incluindo as limitações, conforme as condições em 
que o teste é executado no laboratório. A biópsia tecidual de sítio(s) 
sintomático(s) com confirmação histológica da vasculite necrotizan- 
te é considerada o procedimento laboratorial mais importante para o 





Figura 51.9 Doença de Kawasaki. A biópsia de linfonodo mostra a presença de 
vasculite necrotizante com trombos de fibrina e inflamação mista, incluindo 
neutrófilos (H&E, x 200; cortesia do dr. Robert W. Sharpe). 


diagnóstico das vasculites necrotizantes sistêmicas. 
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CO PONTOS-CHAVE 
e O aspecto clínico dominante das doenças autoimunes 
| órgão-específicas é a inflamação crônica, geralmente 
localizada em um órgão específico para cada doença individual. 

e Permanece indefinida a etiologia de quase todas as doenças 
autoimunes órgão-específicas. 

e A imunofluorescência direta é essencial para a resolução do 


diagnóstico diferencial microscópico de distúrbios bolhosos 
acantolíticos e subepidérmicos. 





e À presença de autoanticorpos circulantes em títulos significativos 
frequentemente é útil para estabelecer a etiologia de distúrbios 
autoimunes hepáticos. 


e Os anticorpos antimitocondriais (AMAs) são os marcadores 
diagnósticos mais específicos e sensíveis da cirrose biliar primária 
(CBP). Como diretriz geral, considera-se altamente preditivo de CBP 
um título de AMA maior ou igual a 1:160. 


e A prevalência da enteropatia glúten-sensitiva/espru celíaco na 
população dos EUA é considerada bem maior do que as estimativas 
anteriores. 


e Na enteropatia glúten-sensitiva/espru celíaco, autoanticorpos 
IgA antiendomisio reconhecem a transglutaminase tecidual (tTG) 
— o autoantigeno primário na enteropatia glúten-sensitiva (EGS). 
Hoje em dia, ensaios imunossorventes ligados a enzimas (ELISAs) 
são disponibilizados para detecção de anticorpos anti-tTG. A 
identificação desses anticorpos é considerada diagnosticamente 
sensível e específica apenas para EGS ou para EGS associada à 
dermatite herpetiforme. 

e Por questões relativas à especificidade, o uso de ensaios para 
detecção de anticorpo antiantígeno neutrofílico citoplasmático 
perinuclear (p-ANCA) sensível à DNAse e anticorpos contra 
Saccharomyces cerevisiae deve se restringir aos pacientes que 
apresentam colite e não deve ser aplicado à população em geral. 


e Os avanços técnicos ocorridos nos ensaios de ELISA 
disponibilizaram essa tecnologia para a maioria dos laboratórios 
clínicos, de modo que muitos ensaios para detecção de 
autoanticorpos Orgao-especificos (p. ex., contra tireoide, rim, células 
das ilhotas pancreáticas, sistema nervoso periférico [SNP] e central 


[SNC]) tornaram-se amplamente disponíveis para os casos em que a 
microscopia de imunofluorescência indireta é impraticável. 


Os distúrbios autoimunes podem ser classificados amplamente em 
doenças sistêmicas ou órgão-direcionadas (Nakamura, 2002). O pre- 
sente capítulo discute a maioria das doenças autoimunes listadas na 
Tabela 52.1. 

O aspecto clínico dominante desses distúrbios autoimunes é a infla- 
mação crônica, em geral localizada em um único órgão específico 
para cada doença individual. Nesse grupo de distúrbios autoimunes, 
o agrupamento familiar das doenças é notavelmente frequente. Os 
autoanticorpos relevantes podem ou não ser espécie-específicos, con- 
tudo, de fato exibem especificidade para um dado antígeno presente 
no órgão ou tecido afetado. 

Neste capítulo, foram incluídas algumas doenças associadas a auto- 
anticorpos e lesões inflamatórias restritas a um ou a poucos órgãos, 
que combinam aspectos clinicopatológicos de doenças autoimunes 
órgão-específicas e sistêmicas. Os distúrbios autoimunes hepáticos, 
como a CBP ou a hepatite autoimune, exemplificam as doenças desse 
grupo. Com exceção dos autoanticorpos dirigidos contra receptores 
tireoidianos, a patogênese dos autoanticorpos nas doenças órgão-es- 
pecíficas continua amplamente indeterminada. 


Métodos de detecção 


A microscopia de imunofluorescência direta (MIFD) constitui o 
método laboratorial utilizado para detecção de imunodepósitos em 
um dado tecido do paciente. A microscopia de imunofluorescência 
indireta (MIFI), descrita de maneira resumida a seguir, é o método 
mais utilizado para detectar autoanticorpos circulantes específicos 
para órgãos ou tecidos-alvo. Hoje em dia, os laboratórios clínicos 
empregam ELISA com mais frequência, em razão do aprimoramento 
dos aspectos técnicos desse método. 


Tabela 52.1 Doenças autoimunes órgão-específicas 


Órgão e doença Autoanticorpo 


Glândula tireoide 
Tireoidite autoimune Antiperoxidase tireoidiana 
Antitireoglobulina 


Doença de Graves Antirreceptor de TSH 

Glândula suprarrenal 

Doença de Addison Antiadrenocortical 

Glândula paratireoide 

Paratireoide Antiproteínas endoteliais da paratireoide 
Pâncreas 

Diabetes melito tipo 1A Anticélulas insulares 


Insulina-associado 
Antidescarboxilase do ácido glutâmico 


Músculo 
Dermatomiosite/polimiosite Anti-PM-1; anti-Jo-1 
Trato gastrintestinal 
Gastrite atrófica Anticélula parietal gástrica 
Anemia perniciosa Antifator intrínseco 
Anticélulas ductais salivares 
Anticélula parietal gástrica 
Colite ulcerativa Anticólon; antilipopolissacarídeo 
DNAse-sensível p-ANCA-associado 
Doença de Crohn ASCA 
Doença celíaca Antitransglutaminase tecidual 
IgA antiendomísio 
Antigliadina 
Fígado 
Hepatite autoimune Antimúsculo liso 
Antimicrossomo hepático/renal 
ANA 
Cirrose biliar primária Antimitocondrial (M2) 
Colangite esclerosante primária p-ANCA 
Neurológica 
Miastenia grave Anti-ACh-R 
Doença desmielinizante Antimielina; antitubulina, antiproteína básica 
(i. e., esclerose múltipla) da mielina; antiglicoproteína associada à mielina 
Rins 
Doença anti-MBG Antiglomerular e antimembrana basal pulmonar 
Pele 
Pênfigo Anti-EIE (desmogleinas) 
Penfigoide Anti-ZMB (proteínas hemidesmossômicas) 
Dermatite herpetiforme Antitransglutaminase tecidual 
IgA antiendomísio 
Pênfigo paraneoplásico Anti-ElE e anti-ZMB 
Dermatose linear por IgA IgA anti-ZMB 
Pênfigo por IgA IgA anti-EIE 
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Método(s) de detecção 


ELISA; MIFI em substrato de tireoide de macaco sem fixação 

MIFI em substrato de tireoide de macaco fixada em metanol; hemaglutinação 
passiva; aglutinação do látex 

Radioreceptor binding assay; CAMP bioassay 


MIFI em substrato de córtex suprarrenal de macaco ou humano sem fixação 
MIFI em substrato de glândula paratireoide bovina sem fixação 


MIFI em substrato de pâncreas humano sem fixação (grupo sanguíneo O) 
Radioimunoprecipitação 
ELISA; RIA; immunoblotting 


ELISA; imunodifusão 


MIFI em substrato de estômago/rim murino 

Ensaio de ligação de vitamina B,; radioativa 

MIFI em substrato de glândula salivar humana sem fixação 

MIFI em substrato de mucosa gástrica humana, de macaco, murina ou de rato 
MIFI em substrato de cólon humano ou de rato; hemaglutinação 

MIFI em substrato de neutrófilos fixados em etanol 

ELISA 

ELISA 

MIFI em substrato de esôfago de macaco 

ELISA 


MIFI em substrato de estômago/rim murino 

MIFI em substrato de estômago/rim murino; ELISA 

Células HEp-2 

MIFI em substrato de estômago/rim murino; ELISA 

MIFI em substrato de neutrófilos fixados em etanol 

Imunoprecipitação ACh-R conjugado à o-bungarotoxina marcada com '2| 
(antimúsculo esquelético humano) 

MIFI em substrato de medula espinal de mamífero; ELISA; immunoblotting 





ELISA 


MIFD de biópsia de pele; MIFI em substrato de esôfago de macaco ou de cobaia 
MIFD de biópsia de pele; MIFI em substrato de esôfago de macaco 


ELISA 

Esôfago de macaco 

MIFD de biópsia de pele; MIFI em substrato de urotélio de bexiga de rato | 

MIFD de biópsia de pele; MIFI em substrato de esôfago de macaco 


MIFD de biópsia de pele; MIFI em substrato de esôfago de macaco 


ACh-R = receptor de acetilcolina; ASCA = anticorpos contra Saccharomyces cerevisiae, ZMB = zona de membrana basal; cAMP = monofosfato de adenosina cíclico; MIFD = microscopia 
de imunofluorescência direta; ELISA = ensaio imunossorvente ligado à enzima; EIE = espaços intercelulares; MIFI = microscopia de imunofluorescência indireta; p-ANCA = anticorpos 
antiantigeno neutrofilico citoplasmático perinuclear; RIA = radioimunoensaio; TSH = hormônio estimulador da tireoide. 


Microscopia de imunofluorescéncia indireta 


Esse procedimento de teste é essencialmente o mesmo, exceto quan- 
to ao substrato utilizado para ligação dos autoanticorpos-alvo. O pro- 
cedimento geral consiste em: 

1. Preparar diluições do soro do paciente para fins de triagem, ou 
preparar soluções seriadas, bem como controles apropriados com 
solução salina de tampão fosfato (PBS, phosphate buffered saline). 

2. Utilizar uma câmara úmida para incubar por 20 a 30 minutos os 
soros diluídos e controles, aplicados sobre camadas de substrato 


fixadas em múltiplos poços de lâminas de vidro. Esse substrato 
é constituído de corte de tecido obtido em criostato. As lâminas 
não devem secar. 

3. Remover as lâminas da câmara úmida. Lavar rápida e cuidadosa- 
mente cada lâmina, 2 a 3 vezes, em PBS à temperatura ambiente. 
Em seguida, lavar as lâminas em PBS por 15 minutos, trocando a 
solução de lavagem uma vez no decorrer desse período. 

4. Remover uma lâmina de cada vez do PBS de lavagem. Utilizando 
papel mata-borrão, eliminar o excesso de solução para secar a 
lâmina. Fazer o procedimento para cada lâmina individualmente 


maior na população judia. A doença afeta ambos os sexos, sendo mais 


Mutasim, 1993b; Nousari, 1997). 


1080 e colocá-las outra vez em câmara úmida. Aplicar em cada poço a Microscopia de imunofluorescência direta 
solução diluída de conjugado marcado com fluoresceína. Incubar O exame da pele perilesional por MIFD revela um padrão de imu- 
as lâminas à temperatura ambiente durante 20 minutos. Não dei- nofluorescência linear/granular produzido por imunoglobulinas G 
xar as lâminas secarem. (IgG) e componente C3 contra os EIEs, bem como ausência de colo- 
5. Lavar as lâminas durante 10 minutos em PBS com contracorante ração para ZMB (Fig. 52.1). Esse padrão é descrito com frequência 
azul de Evans. como “tela de arame” (chicken wire) e cora preferencialmente a meta- 
6. Montar as lâminas com laminulas. de inferior da epiderme. A IgG (sobretudo IgG4) está presente em 
7. Observar as lâminas montadas ao microscópio de fluorescência. quase 100% dos pacientes, enquanto C3 é detectado em 50 a 100% 
8. Armazenar as lâminas no escuro a 4°C. dos casos, em geral nas áreas acantolíticas (Becker, 1993; Flotte, 1995; 
Lin, 1998). Em 30 a 50% dos pacientes, são detectados anticorpos IgA 
Pele ou IgM imunorreativos (Izuno, 1986). A imunofluorescéncia apenas 
para C3, sem IgG, é descrita no pênfigo induzido por fármacos e no 
A detecção de autoanticorpos é altamente útil no work-up da doença impetigo (Nousari, 1997). 
bolhosa cutânea. Em pacientes com doenças cutâneas autoimunes, os l | | o 
autoanticorpos detectados reagem contra a zona de membrana basal Microscopia de imunofluorescência indireta 
(ZMB), os espaços intercelulares epidérmicos (EIE) ou os vasos san- A MIFI deve detectar autoanticorpos IgG dirigidos contra a super- 
guíneos dérmicos, conforme resumido na Tabela 52.2. Existem diver- ficie das células epiteliais escamosas em 100% dos pacientes com 
sas revisões técnicas excelentes, que detalham o uso da imunofluores- doença ativa (Nousari, 1997). O esôfago de macaco é considerado o 
cência para examinar a pele (Crosby, 1993; Flotte, 1995). melhor substrato tecidual (Fig. 52.2). 
nb — A presenca de autoanticorpos do pénfigo vulgar constitui um achado 
= Pê nfigo anormal, seja qual for o título detectado. De uma forma geral, o título 
D O pênfigo se refere a um grupo de distúrbios caracterizados clini- ae e ei ini — se : aap Fa os a 
a camente pelo aparecimento de bolhas, que apresentam caracteristicas ey ERA pee ici PP en ai w a ( E RES d ' ae qa 
Š histológicas de acantólise. Existem três subtipos principais de pênfigo: | ). es Pome a Joe agg a Co Ne pesto pa siii -a 
“o vulgar, foliáceo e paraneoplásico (Nousari, 19994). Cada um desses © ESSE SGD Os Nuuos de Apts p Fa OOPS Gus een 
= subtipos é caracterizado pela presença de autoanticorpos dirigidos Es deve ses cuidadosamente correlacionado ne ‘i achados sinicas; 
o contra as moléculas desmossômicas de adesão. A MIFI é empregada Pacientes que apresentam isca “ney a8 aio a og nem 
= para detecção de autoanticorpos circulantes, enquanto a MIFD (mais SE Teen at sete ES GEC ADES CENE Pera Pe TER 
= informativa) é utilizada para identificar autoanticorpos ligados ao Nesses pacientes, 0 diagnóstico é estabelecido por MIED (Izuno, 1986). 
© tecido, e ambas são utilizadas nas avaliações iniciais, com o intuito de Baixos títulos de autoanticorpos análogos AOS LICS pus 
= maximizar a sensibilidade diagnóstica. podem ser detectados com pouca frequência em diversas condições, 
5 tais como queimaduras na pele, alergia à penicilina ou outros fárma- 
g Pênfigo vulgar cos, necrólise epidérmica tóxica, lúpus eritematoso sistêmico (SLE), 
o Trata-se de um distúrbio raro que ocorre em indivíduos de todas | miastenia grave, penfigoide e líquen plano. Raramente esses anti- 
8 as raças e grupos étnicos, embora a incidência seja discretamente Corpos são detectados em indivíduos sadios (< 1%) (Becker, 1993; 





comum em indivíduos na faixa etária de 40 a 60 anos (Becker, 1993). 
A desmogleína 3 constitui o principal antígeno no pênfigo vulgar 
(Naparstek, 1993; Lin, 1998). Existem testes de ELISA para detecção 
de anticorpos anti-desmogleina 3. 


Tabela 52.2 Doenças autoimunes cutâneas 


Achados imunológicos essenciais ao diagnóstico 
Espaços intercelulares epidérmicos 

Pênfigo 

Pênfigo paraneoplásico 

Zona de membrana basal 

Penfigoide 

Penfigoide gestacional 

Epidermólise bolhosa adquirida 

Dermatose linear por IgA 

Dermatose bolhosa crônica da infância 

Papilas dérmicas + zona de membrana basal 
Dermatite herpetiforme 

Achados imunológicos de utilidade diagnóstica 
Manifestações cutâneas em doenças reumáticas sistêmicas 
Dermatomiosite/polimiosite 

Lúpus eritematoso 

Doença mista do tecido conjuntivo 

Policondrite recidivante 

Síndrome de Sjógren 


Pênfigo foliáceo 
Os subgrupos de pênfigo foliáceo incluem o pênfigo foliáceo idiopá- 
tico, pênfigo foliáceo endêmico (fogo selvagem), pênfigo foliáceo indu- 





Figura 52.1 Microscopia de imunofluorescência direta de lesão cutânea de paciente 


Esclerose sistêmica com pênfigo. Padrão de deposição linear/granular de C3 sobretudo nas superfícies 
celulares (espaços intercelulares) de queratinócitos basais, sem imunofluorescência 


Vasculite na zona de membrana basal (x 400). 





Figura 52.2 Microscopia de imunofluorescência indireta de paciente com pênfigo. 
Imunofluorescência linear por deposição de IgG nas superfícies celulares epiteliais 
(espaços intercelulares) com o uso de esôfago de camundongo como substrato 
tecidual (x 250). 


zido por fármacos e pênfigo eritematoso (PER). A desmogleina 1 cons- 
titui o principal antígeno no pênfigo foliáceo (Lin, 1998; Naparstek, 
1993). Existem ELISAs que detectam anticorpos antidesmogleína 1. 


Microscopia de imunofluorescência direta 

Para todas as formas de pênfigo foliáceo (exceto o eritematoso), o 
padrão observado na MIFD é semelhante ao do pênfigo vulgar. Em 
alguns casos, a coloração predomina na epiderme superficial, no nível 
do estrato granuloso. No pênfigo eritematoso, há uma coloração 
linear dos EIEs epidérmicos combinada a uma imunorreatividade ao 
longo da ZMB. 


Microscopia de imunofluorescência indireta 

A MIFI deve detectar autoanticorpos IgG anti-EIE circulantes em 
quase 100% dos pacientes com pênfigo foliáceo que apresentam 
doença ativa (Nousari, 1997). Cerca de 90% desses pacientes apresen- 
tam autoanticorpos detectáveis quando esôfago de macaco é utilizado 
como substrato em estudos indiretos. O esôfago de cobaia é um pouco 
mais sensível, detectando também os 10% restantes dos pacientes com 
doença, e os títulos indiretos tendem a ser mais altos do que aqueles 
detectados com esôfago de macaco (Jiao, 1997). 


Pênfigo paraneoplásico 
O pênfigo paraneoplásico — distúrbio incomum caracterizado pelo 
aparecimento de vesículas dolorosas ou erosões nas membranas 
mucosas e na pele — é uma condição apresentada por pacientes com 
neoplasmas. As vesículas ou erosões usualmente eclodem na boca, 
contudo há relatos de seu aparecimento em outros sítios mucosos. 
Entre os neoplasmas malignos associados ao pênfigo paraneoplásico 
estão o linfoma maligno, leucemia linfocítica crônica, timoma, car- 
cinoma de células escamosas broncogênico e sarcomas. Raramente 
o pênfigo paraneoplásico ocorre associado a neoplasmas benignos 
(Camisa, 1993; Mutasim, 1993c; Flotte, 1995). 
Os critérios que definem o pênfigo paraneoplásico, listados a seguir, 
foram propostos por Mutasim (1993c): 
erosões mucosas dolorosas e erupção cutânea polimórfica, com 
lesões papulares que progridem para vesículas e lesões erosivas 
que afetam o tronco, membros, palmas das mãos e solas dos 
pés, associadas a um neoplasma ainda oculto ou clinicamente 
detectado; 


acantólise suprabasilar, necrose de queratinócitos e alterações na 
interface vacuolar observados em cortes teciduais à microscopia 
de luz; 


detecção de autoanticorpos IgG anti-EIE combinados a um 
padrão linear/granular de complemento e IgG ao longo da ZMB; 


detecção de autoanticorpos anti-EIE circulantes que se ligam ao 
urotélio da bexiga de roedores e ao esôfago de macaco/cobaia; 


imunoprecipitação de um complexo constituído de quatro pro- 
teínas ligadas por autoanticorpos. Esse achado é, sobretudo, uma 
ferramenta de pesquisa, todavia fornece informação clínica útil 
em casos difíceis. 

O pênfigo paraneoplásico associado a neoplasmas malignos sinaliza 
um prognóstico extremamente ruim. Embora haja relatos de melho- 
ra clínica ou remissão das lesões mucocutâneas após a ressecção do 
tumor, o tratamento do pênfigo paraneoplásico associado a maligni- 
dades é apenas de suporte. O pênfigo paraneoplásico associado a um 
neoplasma benigno regride após a ressecção do tumor (Mutasim, 
1993c). 


Microscopia de imunofluorescência direta 

A MIFD da pele e/ou mucosa oriunda da região paralesional de 
pacientes com pênfigo paraneoplásico revela a presença de IgG anti- 
EIE imunorreativa, com ou sem componentes do complemento. 
Depósitos de componentes do complemento (C3, Clq) na ZMB em 
padrão granular ou (menos comumente) linear também são detecta- 
dos por imunofluorescência, além da IgG anti-EIE (Mutasim, 1993c). 


Microscopia de imunofluorescência indireta 

A MIFI, utilizando esôfago de macaco e urotélio de bexiga de roedor, 
revela a presença de IgG imunorreativa contra EIE e ao longo da ZMB. 
A ligação ao epitélio da bexiga de roedores (rato ou camundongo) 
constitui importante achado diferencial, que distingue o pênfigo para- 
neoplásico dos demais tipos de pênfigo (Liu, 1993; Mutasim, 1993c). 


Pênfigo por IgA (dermatose intercelular por IgA) 
Microscopia de imunofluorescência direta 

A dermatose intercelular por IgA é um distúrbio vesicobolhoso 
intraepidérmico raro. Estudos diretos mostram um padrão de imuno- 
fluorescência linear nos EIE para IgA, que é suprabasilar e particular- 
mente acentuado na epiderme superior. 


Microscopia de imunofluorescência indireta 
A MIFI detecta autoanticorpos IgA anti-EIE circulantes (Teraki, 
1991; Flotte, 1995). 


Penfigoide 
Penfigoide bolhoso 


O penfigoide bolhoso é uma doença bolhosa subepidérmica de 
causa desconhecida, que pode ocorrer em pacientes de qualquer faixa 
etária, embora afete sobretudo adultos com mais de 60 anos de idade 
(Fig. 52.3A). Esse distúrbio envolve as superfícies flexoras dos braços, 
pernas, virilhas, axilas e porção inferior do abdômen. As membra- 
nas mucosas orais podem ser afetadas, contudo, em raros casos essas 
lesões constituem o sinal de apresentação ou predominante — caracte- 
rística que diferencia o penfigoide do pênfigo vulgar. 

Os principais antígenos do penfigoide bolhoso são duas proteínas 
hemidesmossômicas de queratinócitos: uma intracelular de 230 kDa 
(antígeno 1 do penfigoide bolhoso) e uma transmembrana de 180 
kDa (antígeno 2 do penfigoide bolhoso) (Nousari, 1997; Lin, 1998). 


Microscopia de imunofluorescência direta 

A MIFD da pele paralesional sem vesículas, obtida da borda de uma 
vesícula fresca, é diagnosticamente sensível e, de maneira típica, revela 
um padrão linear de imunofluorescência na ZMB em quase 100% dos 
pacientes (Fig. 52.3B). C3 e IgG, ou apenas C3, são os imunorreagen- 
tes predominantes. Ainda IgA e/ou IgM podem estar presentes em até 
25% dos pacientes, normalmente conferindo uma fluorescência mais 
fraca e combinada à IgG (Izuno, 1986; Crosby, 1993; Korman, 1993). 

Um padrão linear de imunofluorescência na ZMB epidérmica pode 
ser identificado em vários distúrbios clínicos discrepantes, tais como 
penfigoide de membrana mucosa benigno, epidermólise bolhosa 
adquirida, penfigoide gestacional (herpes gestacional) e lúpus erite- 
matoso bolhoso. 

O exame de biópsias cutâneas diretas obtidas pela técnica de salt-split 
(separação da pele em cloreto de sódio) é útil para ajudar a distinguir 
esses distúrbios (Domloge-Hultsch, 1991). No penfigoide bolhoso e no 
penfigoide gestacional, o padrão linear de fluorescência por IgG está loca- 
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lizado no lado epidérmico (ou raiz) da fenda. Entretanto, pode ser obser- 
vada uma imunofluorescência linear por C3 ao longo das regiões epidér- 
mica e dérmica. Na epidermólise bolhosa adquirida e no lúpus eritema- 
toso bolhoso, os imunorreagentes são vistos ao longo da lateral dérmica 
da fenda (Nousari, 1997). Estabelecer uma correlação clínica, portanto, 
torna-se importante para considerar as alternativas diagnósticas. 


Microscopia de imunofluorescência indireta 

O penfigoide bolhoso é sorologicamente caracterizado pela presen- 
ça de autoanticorpos circulantes contra a ZMB, seja na mucosa cutå- 
nea ou na mucosa oral. A MIFI detecta autoanticorpos IgG anti-ZMB 
circulantes em cerca de 50% dos pacientes com penfigoide, contudo, a 
sensibilidade da detecção aumenta para 70 a 80% quando o substrato 
utilizado é a pele humana preparada pela técnica de salt-split (Izuno, 
1986; Domloge-Hultsch, 1991; Nousari, 1997). No penfigoide bolho- 
so, 80% dos pacientes apresentam autoanticorpos que se ligam apenas 
à raiz da pele separada em cloreto de sódio. Na epidermólise bolhosa 
adquirida e no lúpus eritematoso bolhoso, 50% dos pacientes apre- 
sentam autoanticorpos que se ligam à base dérmica (ou raiz) da pele 
separada (Domloge-Hultsch, 1991; Crosby, 1993; Korman, 1993). 


Penfigoide benigno de membrana mucosa 

O penfigoide benigno de membrana mucosa, ou penfigoide cica- 
tricial, afeta de maneira consistente as mucosas oral e ocular. Outros 
sítios mucosos em que essas lesões aparecem podem ser nasofaringe, 
laringe, genitais, reto e esôfago (Mutasim, 1993a). Após a resolução, 
as lesões sofrem cicatrização e a complicação mais temida desse pro- 
cesso é a cegueira. 


Microscopia de imunofluorescência direta 

O padrão observado na MIFD é similar ao do penfigoide bolho- 
so. Esse método apresenta sensibilidade de 90%, contudo, é possível 
aumentá-la com o exame de biópsias adicionais. O penfigoide cica- 
tricial localizado crônico, também conhecido como penfigoide cica- 
tricial de Brunsting-Perry, é uma variante do penfigoide benigno de 
membrana mucosa, que permanece localizada na cabeça e na região 
cervical (Sarret, 1991). Nessa variante, a MIFD revela a presença de 
IgG apenas na ZMB, sem IgA nem IgM. Autoanticorpos anti-ZMB 
circulantes raramente são detectados (Izuno, 1986). 


Microscopia de imunofluorescência indireta 

A MIFI detecta autoanticorpos IgG circulantes em menos de 33% 
dos pacientes com penfigoide benigno de membrana mucosa, em que 
o substrato utilizado é a mucosa oral. Esses anticorpos são detectados 
em apenas 5 a 15% dos pacientes com a doença quando são utiliza- 
dos substratos convencionais (Sarret, 1991; Crosby, 1993; Nousari, 
1997). Estudos que empregam pele humana preparada por salt-split 
podem revelar depósitos de IgA, IgG ou ambas em cerca de 80% des- 
ses pacientes (Sarret, 1991). 

A atividade da doença não apresenta correlação com a presença e 
título dos autoanticorpos. 





Figura 52.3 Biópsia de pele de paciente com 
penfigoide, revelando uma fenda subepidérmica, 
epiderme não necrótica e inflamação variável, 
frequentemente acompanhada de eosinófilos 
proeminentes (A, hematoxilina e eosina [H&E], x 100). 
A microscopia de imunofluorescência direta revela uma 
intensa deposição linear de C3 ao longo da zona de 
membrana basal (B, x 400). 


Penfigoide gestacional 

Raramente a doença bolhosa subepidérmica do penfigoide gestacio- 
nal (herpes gestacional) se desenvolve durante ou logo após a gravidez 
(Izuno, 1986). As lesões são tipicamente pruriginosas e localizadas 
sobretudo no abdômen ou nos membros. 


Microscopia de imunofluorescência direta 

Com a MIFD, um dos achados típicos é a fluorescência linear por 
deposição de C3 na ZMB. Depósitos associados de IgG são detectados 
em 30 a 40% dos casos, porém IgA e IgM raramente são encontradas 
(Izuno, 1986). 


Microscopia de imunofluorescência indireta 

O padrão linear dos depósitos de C3 somente é visualizado ao longo 
da ZMB, contudo os títulos de autoanticorpos frequentemente são 
baixos demais para serem detectados com os substratos convencionais 
de MIFI. Todavia, é possível detectar complemento por imunofixa- 
ção de complemento utilizando como substrato pele humana normal 
separada em cloreto de sódio (Izuno, 1986; Nousari, 1997). 


Epidermólise bolhosa adquirida e 
lúpus eritematoso bolhoso 


A epidermólise bolhosa adquirida e o lúpus eritematoso bolhoso são 
doenças bolhosas subepidérmicas adquiridas, caracterizadas pela pre- 
sença de autoanticorpos dirigidos contra o colágeno de tipo VII, presen- 
te entre as proteínas da ZMB (Gammon, 1993). A epidermólise bolhosa 
adquirida pode ocorrer em indivíduos de qualquer idade, sendo mais 
comum em adultos na faixa etária de 40 a 50 anos. Não há nenhuma 
predileção étnica ou por um dos sexos. Todos os pacientes sofrem com 
uma combinação de vesículas, erosões, cicatrizes, cistos epidérmicos 
(milhetes) e despigmentação da pele, mais frequentemente localizados 
nas superfícies cutâneas extensoras suscetíveis a traumatismos, como 
joelhos, cotovelos, dorso das mãos e dos pés (Gammon, 1993). O lúpus 
eritematoso bolhoso ocorre em pacientes com lúpus eritematoso. 


Microscopia de imunofluorescência direta 

Utilizando a MIFD, constata-se que os pacientes com epidermó- 
lise bolhosa adquirida e lúpus eritematoso bolhoso apresentam um 
padrão linear de imunorreagentes na ZMB, que mais comumente se 
deve à presença de IgG e C3. No exame direto de biópsias de pele pre- 
parada por salt-split, os imunorreagentes lineares estão localizados no 
aspecto dérmico (ou assoalho) da vesícula induzida. 


Microscopia de imunofluorescência indireta 

Apenas cerca de 40% dos pacientes com epidermólise bolhosa 
adquirida apresentam autoanticorpos demonstráveis, em que o subs- 
trato utilizado é a pele humana sem tratamento com sal. Empregando 
a técnica indireta da pele separada em cloreto de sódio, é possível 
identificar autoanticorpos circulantes em aproximadamente de 50 a 
85% dos pacientes (Fine, 1994; Nousari, 1997). 


Dermatite herpetiforme 


A dermatite herpetiforme é uma doença bolhosa subepidérmica 
severamente pruriginosa, associada a uma enteropatia de sensibili- 
dade ao glúten (Fig. 52.4A). A dermatite herpetiforme também está 
associada aos tipos de histocompatibilidade HLA B8-DR3 (Crosby, 
1993). 


Microscopia de imunofluorescência direta 

A biópsia direta deve ser obtida a partir da pele paralesional, pois 
uma biópsia de pele lesional pode ser negativa. A MIFD detecta um 
padrão granular associado à IgA nas extremidades das papilas dér- 
micas de aproximadamente 80 a 100% dos pacientes com dermatite 
herpetiforme (Flotte, 1995) (Fig. 52.4B). Pode haver depósitos de IgA 
concomitantes ao longo da ZMB. Depósitos de C3 com frequência são 


encontrados com IgA, porém não é comum detectar IgG e/ou IgM 
(Izuno, 1986). 


Microscopia de imunofluorescência indireta 

Pacientes com dermatite herpetiforme não apresentam autoanti- 
corpos anti-ZMB detectáveis. Entretanto, autoanticorpos IgA antien- 
domísio são detectados em 80% dos pacientes com a doença. Esses 
autoanticorpos são identificados por seu padrão de imunofluorescên- 
cia característico na camada muscular subepitelial da mucosa do esô- 
fago de macaco (Peters, 1989). 


Dermatose linear por IgA 


A dermatose linear por IgA é um raro distúrbio bolhoso subepidér- 
mico adquirido, que nos dias de hoje é considerado uma entidade clí- 
nica à parte, em vez de uma variante da dermatite herpetiforme, como 
se pensava no passado (Izuno, 1986; Crosby, 1993). Muitos casos são 
considerados idiopáticos, entretanto, foram descritas formas induzidas 
por fármacos e formas sistêmicas associadas ao distúrbio (Kuechle, 
1994; Nousari, 1995, 1999; Bouldin, 2000). A dermatose bolhosa crô- 
nica da infância é similar à dermatose linear por IgA, tanto clínica 
quanto imunopatologicamente (Elenitsas, 1995). 


Microscopia de imunofluorescência direta 

Em quase 100% dos casos, a MIFD apresenta uma intensa depo- 
sição linear de IgA ao longo da ZMB e, ao mesmo tempo, nenhuma 
deposição nas papilas dérmicas (Izuno, 1986). Embora ocasionalmen- 
te possa ser observada uma fraca coloração da ZMB por C3 conco- 
mitante, não é comum detectar outros imunorreagentes além da IgA. 


Microscopia de imunofluorescência indireta 
Autoanticorpos IgA anti-ZMB circulantes podem ser detectados 
por MIFI em cerca de 10 a 30% dos casos (Crosby, 1993; Flotte, 1995). 


Lúpus eritematoso 


O lúpus eritematoso (Fig. 52.54) é um distúrbio sorologicamente 
caracterizado pela presença de múltiplos autoanticorpos, tais como 





anticorpos antinucleares (ANAs), anti-DNA nativo, anti-histonas e 
anti-Sm. 


Microscopia de imunofluorescência direta 

Por meio da MIFD, é possível observar um padrão característico 
grosseiro, granular e contínuo de deposição de Igs e complemento ao 
longo da ZMB epidérmica em 50 a 95% dos pacientes com SLE (Izuno, 
1986). A presença de depósitos de complexo de ataque à membrana, 
constituídos por moléculas C5b-9 do complemento, na ZMB da pele 
lesional pode servir de marcador do SLE (Helm, 1993). 

Se por um lado esses pacientes comumente apresentam depósitos de 
IgG, IgM e componentes do complemento (C3 e/ou Clq) (Figs. 52.5B 
e C), por outro, é possível identificar a presença de Igs de todas as 
classes (Izuno, 1986). Quando a pele não lesional apresenta ao mesmo 
tempo um padrão típico de IgG, IgA e/ou IgM, há maiores chances de 
que o diagnóstico seja de SLE (Izuno, 1986). 

Embora característico, esse padrão de reação pode ser observado em 
outros distúrbios, como a doença mista do tecido conjuntivo, derma- 
tomiosite, reação do enxerto versus hospedeiro, erupções medicamen- 
tosas e vasculite (Izuno, 1986). Portanto, é obrigatório correlacionar 
os resultados diretos com a apresentação clínica e com os resultados 
obtidos por microscopia de luz de biópsia de pele. Essa informação, 
então, é interpretada no contexto dos achados diretos do indivíduo 
com o objetivo de classificar o tipo clínico de lúpus eritematoso. 
Numerosas publicações citam a utilidade da MIFD para o diagnósti- 
co de SLE a partir de biópsias de pele, com ou sem lesões, e de sítios 
expostos ou protegidos da luz solar. Em pacientes diagnosticados com 
SLE, a pele normal exposta ao Sol apresenta reação positiva em 70% 
dos casos, enquanto a pele normal mantida ao abrigo da luz solar 
apresenta reação positiva em apenas 40% dos pacientes (Izuno, 1986). 
Entretanto, o potencial de prever a atividade da doença ou o envolvi- 
mento renal desse modo continua sendo controverso (Izuno, 1986). 
Talvez a aplicação clínica mais prática dos testes laboratoriais con- 
sista no diagnóstico diferencial de SLE a partir do SLE discoide. Até 
95% dos indivíduos com lúpus eritematoso discoide apresentam um 
padrão grosseiro, granular e contínuo de deposição na ZMB, que é 
similar ao padrão observado no SLE (Izuno, 1986). Contudo, os acha- 
dos positivos de MIFD no lúpus eritematoso discoide se restringem a 
pele lesional, enquanto no SLE resultados positivos de MIFD podem 
ser obtidos a partir de biópsias de pele com ou sem lesões (Izuno, 
1986). 

O lúpus eritematoso cutâneo subagudo é clinicamente caracteri- 
zado por artrite, manifestações sistêmicas suaves e autoanticorpos 
anti-SS-A/Ro. A MIFD de biópsias de pele oriundas desses pacientes 
revela a presença de depósitos de Igs e/ou complemento na ZMB em 
apenas 50% das biópsias de pele lesional e em 30% das biópsias de 
pele sem envolvimento (Izuno, 1986). A MIFI é positiva em 50 a 70% 
dos pacientes com lúpus eritematoso cutâneo subagudo. 

Outras doenças autoimunes sistêmicas importantes não fornecem 
achados com especificidade diagnóstica por MIFD ou por MIFI. 


Figura 52.4 Biópsia de pele de paciente com dermatite 
herpetiforme mostrando fenda subepidérmica, epiderme 
não necrótica e microabscessos neutrofílicos nas 
extremidades das papilas dérmicas (A, H&E, x 200). A 
microscopia de imunofluorescência direta revela um 
padrão granular de imunofluorescência por deposição 
de IgA nas extremidades das papilas dérmicas e, em 
menor extensão, ao longo da região da membrana basal 
(B, x 400). 
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Figura 52.5 Biópsia de pele de paciente com lúpus eritematoso indicando a ocorrência de atrofia epidérmica, alteração vacuolar de queratinócitos basais, espessamento 
marcante da zona de membrana basal, inflamação perivascular e intersticial, sobretudo linfocítica, e incontinência de melanina (A, H&E, x 500). A microscopia de 
imunofluorescência direta revela um padrão granular contínuo de imunofluorescéncia por deposição de C3 (B, x 500) e Clq (C, x 200) ao longo da zona de membrana basal. 


Apesar de alguns pacientes apresentarem depósitos granulares de IgM 
ao longo da ZMB, esse achado imunopatológico é considerado um 
marcador completamente inespecífico, que pode ser detectado não só 
na doença autoimune, mas também em um número significativo de 
dermatites inflamatórias, ou na pele exposta ao Sol de indivíduos nor- 
mais em termos clínicos (Izuno, 1986). 


Vasculite 


A vasculite (ver Cap. 51) que ocorre na pele possui alguns sinôni- 
mos: vasculite leucocitoclástica, vasculite alérgica e vasculite/angiite 
de hipersensibilidade. Histologicamente, os pequenos vasos sanguíne- 
os da derme apresentam tumefação de células endoteliais, exocitose 
neutrofilica, debris nucleares (“leucocitoclasia”) e necrose aliados ao 
extravasamento de hemácias. 


Microscopia de imunofluorescência direta 

O exame da biópsia de uma lesão, obtida em 24 horas após o seu 
aparecimento, pode revelar a presença de depósitos vasculares de IgM, 
C3, fibrinogénio e ocasionalmente IgG. Um resultado negativo não 
exclui a possibilidade de vasculite. É provável que a biópsia de lesões 
surgidas há mais de 24 horas não tenha utilidade, pois a coloração 
inespecífica do fibrinogênio pode ser o único achado nesse material. A 
confirmação histológica do diagnóstico, portanto, é essencial. A púr- 
pura de Henoch-Schônlein é diagnosticada mediante a observação de 
um padrão granular de imunofluorescência vascular produzido pela 
IgA, com ou sem C3, em um cenário clínico apropriado. 


Fígado 


Autoanticorpos 


Autoanticorpos antinucleares 

Os ANAs são mais comumente detectados por MIFI, embora os 
ELISAs estejam se tornando populares nos laboratórios clínicos para 
identificação de autoanticorpos específicos. Os ANAs constituem um 
grupo bastante heterogêneo, e quase todos os subtipos detectados 
em doenças reumáticas são encontrados em indivíduos com hepa- 
tite autoimune. Os padrões de fluorescência homogêneo ou salpica- 
do em células HEp-2 são mais comuns em pacientes com hepatite 
autoimune. Na doença hepática, também foi descrita a presença de 
autoanticorpos específicos para o DNA de dupla fita (Mann, 1992). 
Títulos de ANAs acima de 1:80 são detectados em aproximadamen- 
te 80% dos pacientes com hepatite autoimune (Nakamura, 1991). 
Entretanto, ANAs também podem ser encontrados em cerca de 60% 


dos pacientes com CBP, 50% dos indivíduos com doença hepática 
associada ao alcoolismo, 40% dos pacientes com hepatite viral de tipo 
B e 25% dos pacientes com hepatite autoimune que também apresen- 
tam anticorpos antimicrossomais hepáticos/renais (LKMs, anti-liver- 
kidney microsomal) (Nakamura, 1991). Autoanticorpos anticentrô- 
meros podem ser identificados em 10 a 15% dos pacientes com CBP. 


Autoanticorpos antimitocondriais 


Foram identificados nove antígenos mitocondriais que reagem com 
anticorpos antimitocondriais (AMAs). AMAs dirigidos contra os 
antígenos M2 e M9 são considerados os marcadores diagnósticos mais 
importantes da CBP (Bylund, 1992). 

AMAs detectados por MIFI, utilizando estômago/rim de roedores 
como substrato, apresentam um padrão de fluorescência típico que refle- 
te uma coloração citoplasmática homogênea dos túbulos renais e de regi- 
ões de células parietais estomacais. Os túbulos distais também são positi- 
vos. Essa coloração dos túbulos distais representa um importante ponto 
de diferenciação entre a reatividade dos AMAs e dos LKMs, uma vez que 
os túbulos distais renais não se coram na presença destes últimos. 

O autoantígeno M2 consiste em uma mistura que contém vários com- 
ponentes do complexo da 2-oxo-desidrogenase ácida mitocondrial. O 
autoantígeno M2 dominante em pacientes com CBP é a subunidade 
E2 (70 kDa) da piruvato desidrogenase (PDH-E2) (Manns, 1992). O 
segundo autoantígeno mitocondrial mais comum é a subunidade E2 (50 
kDa) da cadeia ramificada da oxo-ceto-desidrogenase ácida (BCOADH- 
E2) (Manns, 1992). Um grupo de autoanticorpos séricos denominados 
autoanticorpos mitocondriais de ocorrência natural (NOMAs, naturally 
occurring mitochondrial autoantibodies) é detectado em indivíduos que 
entraram em contato com pacientes com CBP e até mesmo em técnicos 
de laboratório que processam soros desses pacientes (Bylund, 1992). Os 
NOMAs raramente são produzidos em pacientes com CBP, no entanto 
são encontrados no soro de pacientes infectados pelo vírus Epstein-Barr, 
citomegalovírus e em distúrbios infecciosos. Os NOMAs são dirigi- 
dos contra epítopos presentes nos antígenos M2 e M9 encontrados na 
CBP, contudo não reconhecem os antígenos identificados pelos AMAs 
(Bylund, 1992). Embora a importância dos NOMAs seja incerta, sua 
presença em indivíduos que mantêm contato com pacientes com CBP 
levantou questões sobre a possível presença de agentes contagiosos no 
soro desses pacientes (Bylund, 1992). 


Autoanticorpos antimúsculo liso 

Os autoanticorpos antimúsculo liso (SMAs, smooth muscle autoan- 
tibodies) são encontrados em cerca de 50% dos pacientes com hepa- 
tite autoimune clássica e com frequência acompanham os ANAs 


(Nakamura, 1991). Quando ocorrem na doença hepática, os SMAs são 
dirigidos contra a actina F. Esta, por sua vez, integra o citoesqueleto 
do hepatócito e está intimamente associada à membrana plasmática 
(Nakamura, 1991). De modo típico, o título de SMAs é maior ou igual 
a 1:80 no soro de um paciente com hepatite autoimune. Todavia, é pos- 
sível detectar baixos títulos de SMAs em pacientes com outras doenças, 
bem como em indivíduos aparentemente sadios (Nakamura, 1991). 

A MIFI, utilizando estômago de roedores como substrato, é comu- 
mente empregada para detecção de SMAs, que coram a lâmina própria 
muscular do estômago produzindo um padrão uniforme e consisten- 
te. A coloração específica da camada muscular mucosa e das paredes 
dos vasos sanguíneos é um aspecto característico. Se um bloco de teci- 
do de estômago/rim de roedor é utilizado como substrato, pode haver 
uma fraca coloração das zonas mesangiais glomerulares em decorrên- 
cia da presença da actina F nessa região. Quando o substrato utilizado 
são células HEp-2, em vez de outros substratos, a presença dos SMAs 
é revelada pela MIFI por meio de uma coloração citoplasmática com 
padrão semelhante a “cordas”. 


Autoanticorpos antimicrossomais hepáticos/renais 


Os LKMs coram os microssomos dos hepatócitos e das células tubu- 
lares renais proximais quando são detectados por MIFI com o uso de 
estômago/rim de roedor como substrato. Os túbulos renais distais são 
caracteristicamente negativos para imunofluorescência. A ocorrência 
simultânea de AMA e LKM, embora possível, é muito improvável. 

ELISAs capazes de detectar LKMs estão começando a ser disponi- 
bilizados para uso em laboratório clínico. A presença de LKMs tam- 
bém pode ser confirmada por Western blotting, embora esse ensaio em 
geral esteja disponível somente em laboratórios de pesquisa. 

Por meio da técnica de Western blotting, os LKMs foram agrupados 
em três subtipos distintos com base em seus antígenos-alvo (Manns, 
1992). Um componente de 50 kDa do citocromo P450 IID6 foi iden- 
tificado como principal antígeno-alvo do LKM-1 (Manns, 1992). O 
LKM-2, dirigido contra o citocromo P450 IIC9, foi detectado em 
pacientes sob tratamento com ticrinafeno (Manns, 1992). Esse fárma- 
co foi retirado do mercado americano. O LKM-3 foi identificado no 
soro de pacientes com hepatite viral crônica de tipo D (Manns, 1992). 


Outros autoanticorpos hepáticos 

Os demais grupos remanescentes de autoanticorpos hepáticos 
incluem os anticorpos anticitoesqueleto, anticitosol, antimembrana 
hepática, antilamininas nucleares, hepato-específico e antirreceptor de 
asialoglicoproteína. Todos esses autoanticorpos foram identificados em 
pacientes com doenças hepáticas autoimunes, porém, não são ampla- 
mente utilizados como marcadores diagnósticos (Nakamura, 1991). 


Doenças hepáticas 


A Tabela 52.3 lista os padrões sorológicos característicos da hepatite 
autoimune, CBP e colangite esclerosante primária. Estes são distúrbios 


Tabela 52.3 Doenças autoimunes hepáticas 


ANA LKM SLA SMA AMA 


Hepatite autoimune 
Tipo 1 + 


| 
| 
=} 
| 
| 


Tipo 2a m 
Tipo 2b - 
Tipo 3 _ 
Tipo 4 m = = + = = 
CBP — — — — + — 
CEP — — — — — - 
CAI + = = = = = 


+ + 


| 
+ 
I+ 
I+ 
| 


Anti-HCV 


tipicamente crônicos, definidos pela detecção de elevadas concentra- 
ções de transaminases séricas durante um período mínimo de 6 meses. 

Os diagnósticos diferenciais clínicos mais comuns são a doença 
hepática associada ao alcoolismo, lesão hepática induzida por fárma- 
cos, hepatites virais e fígado gorduroso associado ao diabetes melito ou 
obesidade. Os diagnósticos diferenciais menos comuns incluem hemo- 
cromatose idiopática, doença de Wilson, deficiência de 0,-antitripsina 
e envolvimento hepático associado a doenças sistêmicas. 


Hepatite autoimune 

A hepatite autoimune ocorre classicamente em mulheres em torno 
dos 35 anos, que apresentam elevadas concentrações de aminotrans- 
ferases séricas, hipergamaglobulinemia, amenorreia, artralgias e 
autoanticorpos circulantes, como ANA, SMA e LKM. Por definição, 
essas pacientes não apresentam evidência sorológica de hepatite viral, 
doença de Wilson ou outras doenças no diagnóstico diferencial. Em 
termos de histologia, a biópsia hepática tipicamente revela uma hepa- 
tite crônica com interface ativa (Fig. 52.6A). A resposta do paciente ao 
tratamento com corticosteroides é dramática e a falha em responder 
põe em dúvida o diagnóstico de hepatite autoimune. 

A hepatite autoimune representa um grupo heterogêneo de dis- 
túrbios de etiologia incerta. Não existem aspectos patognomôni- 
cos. O International Autoimmune Hepatites Group (IAHG, Grupo 
Internacional de Hepatite Autoimune) integrou aspectos clínicos e 
laboratoriais apresentados pelo paciente a um sistema de escores para 
estabelecer o diagnóstico definitivo ou provável de hepatite autoimu- 
ne. À Tabela 52.4 lista os parâmetros laboratoriais clínicos adotados 
como critério para o diagnóstico da hepatite autoimune. Outros crité- 
rios e a interpretação da pontuação constam nas referências (Johnson, 
1993; Manns, 1998). É importante salientar que a ausência de ANA, 
SMA ou LKM são exclui o diagnóstico dessa doença. 

Embora subtipos de hepatite autoimune baseados nos padrões de 
autoanticorpos detectados sejam descritos na literatura médica, a uti- 
lidade clínica dessa subclassificação é duvidosa. Além disso, o IAHG 
não recomenda a subclassificação da hepatite autoimune baseada 
em perfis de autoanticorpos. A partir de uma perspectiva clínica, a 
hepatite autoimune pode ser vista como uma doença hepática crôni- 
ca caracterizada pela presença de uma variedade de autoanticorpos. 
A maioria dos especialistas parece considerar os tipos 1 e 2 de hepa- 
tite autoimune como as principais formas dessa doença, enquanto os 
demais subtipos ainda são discutidos. 

Como diversos subtipos são amplamente cotados, a subclassificação 
da hepatite autoimune de acordo com o perfil sorológico será aborda- 
da de forma breve nesta seção. 

A presença de ANAs caracteriza a hepatite autoimune clássica (tipo 
1). Os SMAs também são frequentemente detectados (Figs. 52.6B e C). 
Embora os AMAs sejam marcadores diagnósticos específicos e sensi- 
veis da CBP, conforme descrito adiante, também é possível detectar 
esses anticorpos em cerca de 15% dos pacientes que apresentam aspec- 
tos clínicos e histológicos de hepatite autoimune, tais como melhora 


p-ANCA ACA Terapia 


I+ 
| 


Imunossupressão 
- Imunossupressão 


Imunossupressão 
Imunossupressão 
Suportiva; transplante 
Suportiva; transplante 
Imunossupressão 


ACA = anticorpo antianidrase carbônica; AMA = anticorpo antimitocondrial; ANA = anticorpos antinúcleo; CAI = colangite autoimune; CBP = cirrose biliar primária; CEP = colangite 
esclerosante primária; HCV = virus da hepatite C; LKM = anticorpos antimicrossomo hepático/renal; p-ANCA = anticorpos antiantigeno neutrofílico citoplasmático perinuclear; SLA = 


anticorpo antiantígeno hepático solúvel; SMA = anticorpo antimúsculo liso. 


Fonte: modificada de Manns, MP: Autoimmune diseases of the liver. Clin Lab Med 1992; 12:25-40. 
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Figura 52.6 Biópsia de fígado de paciente com hepatite autoimune não tratada mostrando uma proeminente inflamação portal e lobular, com atividade de interface e 
frequentemente inúmeros plasmócitos na principal borda inflamada (A, H&E, x 500). A MIFI, nesse caso, mostra a presença de anticorpos antimúsculo liso e antinuclear 
combinados, utilizando estômago/rim de camundongo como substrato (8, x 200). O padrão de ANAs observado na doença hepática muitas vezes é homogêneo (C, x 400). 
MIFI para detecção de autoanticorpos antimicrossomo hepático/renal com o uso de estômago/rim de camundongo como substrato. Observa-se um padrão de 
imunofluorescência citoplasmático finamente granular nos túbulos renais proximais, mas não nos túbulos distais (D, x 200). 


r 


clínica em resposta à terapia imunossupressora. Considera-se que 
esses pacientes apresentam uma síndrome com aspectos “sobrepostos” 
de hepatite autoimune e de CBP. O título de AMAs nesse subgrupo 
de hepatite autoimune em raros casos ultrapassa 1:40 (Bylund, 1992). 
Além disso, a especificidade antigênica desses AMAs é similar àquela 
observada na CBP clássica (Manns, 1992). A doença hepática em que 
são detectados LKMs (Fig. 52.6D), conhecida como hepatite autoimu- 
ne tipo 2, foi subdividida em subgrupos 2a e 2b. Em geral, pacien- 
tes com essa variante são negativos para ANAs e SMAs. Entretanto, 
autoanticorpos antimicrossomais tireoidianos, antitireoglobulina e 
anticélula parietal (anti-CP) são detectados com frequência. A hepa- 
tite autoimune tipo 2 é caracterizada por baixos níveis de IgA e uma 
hipergamaglobulinemia menos proeminente do que aquela observada 
no tipo 1 (Manns, 1992). O tipo 2a ocorre em mulheres jovens, que 
apresentam títulos elevados de LKM-1, sorologia negativa para vírus 
da hepatite C e, contudo, doença responsiva aos esteroides. 

A variante representada pelo tipo 2b ocorre em pacientes mais 
velhos e não há tanta preponderância feminina. Os pacientes afetados 
apresentam títulos baixos de LKM-1, manifestam doença hepática 
mais branda e com frequência são sorologicamente positivos para o 
vírus da hepatite C. Nesses casos, a doença tende a ser menos respon- 
siva à imunossupressão do que no tipo 2a. 

Alguns investigadores propuseram um terceiro subgrupo de hepatite 
autoimune, separado de outros subgrupos com base na identificação 
do autoanticorpo antiantígeno hepático solúvel (SLA, anti-soluble-liver 
autoantibody) no soro (Manns, 1992). Embora seja possível que a iden- 
tificação desse anticorpo venha a se tornar importante, pois o SLA foi 
relatado como o único marcador sorológico encontrado em cerca de 
25% dos pacientes com hepatite autoimune, os testes confiáveis para 


sua detecção são de execução tecnicamente difícil e, até o momen- 
to, não estão disponíveis de forma rotineira nos laboratórios clínicos 
(Manns, 1992). 

É possível que títulos elevados de SMAs dirigidos contra a actina 
F caracterizem um quarto subgrupo de hepatite autoimune, que é 
observado frequentemente em crianças pequenas (Manns, 1992). 


Cirrose biliar primária 

A CBP é um distúrbio colestático crônico e progressivo, que ocorre 
tipicamente em mulheres jovens ou de meia-idade. As pacientes podem 
ser assintomáticas ou apresentar sintomas de colestase (prurido). Os 
estudos laboratoriais apontam uma elevação dos níveis de fosfatase 
alcalina, com ou sem hiperbilirrubinemia, bem como títulos elevados 
de IgM e AMAs. Podem ocorrer fenômenos imunológicos extra-hepá- 
ticos associados, como o fenômeno de Raynaud, complexo seco, artrite 
reumatoide, tireoidite, escleroderma ou doença celíaca (Bylund, 1992; 
Manns, 1992). Em termos histológicos, o fígado apresenta vários está- 
gios de colangite destrutiva não supurativa (Fig. 52.7A). 

Os AMAs constituem os marcadores diagnósticos mais específicos e 
sensíveis para CBP (Figs. 52.7B e C). Como diretriz geral, um título de 
AMA maior ou igual a 1:160 é considerado altamente preditivo de CBP, 
embora cerca de 10% dos pacientes com a doença apresentem títulos de 
AMA menores ou iguais a 1:16 (Bylund, 1992). Foi demonstrado que 
cerca de 95% dos pacientes que apresentam aspectos típicos de CBP pos- 
suem AMAs anti-M2 e/ou anti-M9. Os 5% restantes são AMA negativos. 

A causa da CBP é desconhecida. Foram propostos vários mecanis- 
mos patogenéticos para a lesão imunorrelacionada do ducto biliar, que 
caracteriza a doença (Gershwin, 2000). Embora essa doença esteja clas- 
sicamente associada à presença de AMAs no soro, a principal forma de 


Tabela 52.4 Parâmetros laboratoriais e escores para diagnóstico de 
hepatite autoimune 


Parâmetros clínicos laboratoriais Escore 
Bioquímica 

Proporção de fosfatase alcalina aumentada em relação à aminotransferase 
>3,0 = 
< 3,0 +2 
Globulina sérica total, y-globulina ou IgG (x limite superior normal) 

> 2,0 +3 
1,5-2,0 +2 
1,0-1,5 + 
<1,0 0 
Autoanticorpos (MIFI) 

Adultos 

ANA, SMA, LKM 

> 1:80 +3 
1:80 +2 
1:40 +] 
< 1:40 0 
Crianças 

ANA, LKM 

> 1:20 +3 
1:10 ou 1:20 +2 
< 1:10 0 
SMA 

> 1:20 +3 
1:20 +2 
< 1:20 0 
AMA 

Detectado -2 
Não detectado 
Adultos e crianças (sem detecção de ANA, SMA, LKM) 

Outros autoanticorpos hepáticos (SLA, ASGP-R, LC-1) 

Detectado +2 
Não detectado 0 
Marcadores virais 

HAV ou HBV agudo -3 
HCV por ELISA e/ou RIBA -2 
RNA de HCV por PCR -3 
Outras infecções virais ativas -3 
Soronegatividade para vírus conhecidos +3 
Fatores genéticos 

Alótipo HLA B8-DR3 ou DR4 +1 


Fonte: adaptada de Johnson PJ, McFarlane IG: Convenors on behalf of the panel. Meeting 
report: International autoimmune hepatitis group. Hepatology 1993; 18:998-1008. 


lesão tecidual observada é a lesão imunológica dos ductos biliares inter- 
lobulares intra-hepáticos mediada pelas células T (Batts, 1991; Manns, 
1991, 1988; Poupon, 1996). A descoberta do anticorpo antirretroviral 
em pacientes com CBP foi atribuída à existência de uma resposta autoi- 
mune ou de uma imunorreatividade contra proteínas virais que com- 
partilham determinantes antigênicos com retrovírus (Mason, 1998). 

O diagnóstico de CBP AMA negativa deriva da apresentação clínica, 
achados do exame de biópsia hepática e colangiograma para exclusão 
de colangite esclerosante primária. 


Colangite esclerosante primária 
A colangite esclerosante primária ocorre tipicamente em homens 
com história de enteropatia inflamatória e/ou diarreia. Em 50% des- 


ses pacientes, a colite ulcerativa constitui a enteropatia inflamatória 
associada à colangite esclerosante primária. Um diagnóstico de colan- 
gite esclerosante primária em geral se baseia na colangiografia, que 
revela uma característica padrão em forma de contas nos ductos bilia- 
res, em decorrência das estenoses multifocais existentes nesses sítios 
(Fig. 52.8A). A lesão histológica mais marcante é a colangite fibrosa 
de grandes e/ou pequenos ductos biliares, ainda que na prática seja 
observado um amplo espectro de lesões inflamatórias crônicas ao 
exame da biópsia hepática (Fig. 52.8B). 

Estudos bioquímicos de rotina demonstraram que há elevação dos 
níveis de fosfatase alcalina e aumento da concentração de aminotrans- 
ferases, com ou sem hiperbilirrubinemia. Embora possa haver ANAs, 
os AMAs estão ausentes. 

Ademais, relatos apontam uma alta prevalência de p-ANCAs atipi- 
cos, detectada por MIFI em neutrófilos fixados com etanol e formali- 
na (Manns, 1992; Lo, 1994; Gur, 1995; Bansi, 1996). 


Colangiopatia/colangite autoimune 

A colangite/colangiopatia autoimune é uma doença hepática coles- 
tática crônica, que aparentemente não constitui uma variante da 
colangite esclerosante primária (Goodman, 1995; Tsui, 1997). A apre- 
sentação clínica e o aspecto histológico do fígado assemelham-se ao 
que se observa na CBP, contudo os achados sorológicos mimetizam a 
hepatite autoimune tipo 1. Os AMAs não são detectados. Além disso, 
um autoanticorpo dirigido contra a anidrase carbônica foi detectado 
em alguns pacientes com colangite autoimune (Gordon, 1995). 

Apesar de a conexão existente entre colangite autoimune e CBP 
ainda não estar elucidada, a colangite autoimune pode ser a CBP 
AMA negativa. De uma forma geral, os pacientes com colangite 
autoimune são responsivos à imunossupressão. 


Glândula tireoide 


Doenças da tireoide 


As doenças autoimunes tireoidianas são a doença de Graves e a 
tireoidite de Hashimoto (Burek, 1995). 


Doença de Graves 

O paciente com doença de Graves apresenta sintomas de hiper- 
tireoidismo e bócio difuso. A incidência atinge o pico na terceira 
ou quarta década de vida e a proporção entre os sexos é de 4 a 8 
mulheres:1 homem. Cerca de 60 a 70% desses pacientes também 
manifestam distúrbios oculares (Patrick, 1993). Dados laboratoriais 
apontam um aumento dos níveis de tri-iodotironina (T) e tiroxina 
(T,), bem como da captação de T,. A terapia é direcionada para a 
redução da capacidade da tireoide de responder à estimulação pro- 
movida pelos autoanticorpos. Para tanto, as opções são a realização 
de uma tireoidectomia subtotal, administração de iodo radioativo 
ou uso de fármacos antitireoidianos, como propiltiouracil ou meti- 
mazol (Patrick, 1993). 


Tireoidite de Hashimoto 

A tireoidite de Hashimoto é a forma mais comum de tireoidite. 
Caracteriza-se funcionalmente pela lenta progressão para hipotireoi- 
dismo. Nos pacientes com hipotireoidismo, os níveis de T, e T, e a 
captação de T, são baixos, ao mesmo tempo em que os níveis de hor- 
mônio estimulador da tireoide (TSH) aumentam de maneira anor- 
mal (Patrick, 1993). A incidência da tireoidite de Hashimoto atinge o 
pico na terceira à quinta década de vida, com uma proporção de 10 
mulheres: homem. Os autoanticorpos dirigidos contra a tireoglo- 
bulina (anti-Tg) e a tireoperoxidase (TPO) são clinicamente os mais 
importantes para o diagnóstico (Patrick, 1993). Contudo, até 20% 
da população de mulheres adultas sem doença clínica apresenta anti- 
corpos anti-Tg e anti-TPO detectáveis, levantando dúvidas acerca da 
importância patogênica desses autoanticorpos (Patrick, 1993). A repo- 
sição de hormônio tireoidiano é reservada às pacientes com hipotireoi- 
dismo comprovado. 

Existem similaridades entre a doença de Graves e a tireoidite de 
Hashimoto (Utiger, 1991). Ambas estão associadas ao HLA-B8 e 
compartilham uma patogênese fundamentalmente semelhante. Além 
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Figura 52.7 Biópsia de fígado de paciente com cirrose biliar primária. Observa-se uma inflamação portal variável acompanhada de colangite linfocítica nao supurativa e, 
nesse exemplo, uma lesão ductal florida com inflamação granulomatosa centralizada no ducto biliar interlobular (A, H&E, x 200). A MIFI revela a imunofluorescência difusa 
dos túbulos renais, incluindo os túbulos distais (B, x 200), que apresenta um aspecto citoplasmático homogêneo ao maior aumento (C, x 500). 
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Figura 52.8 Colangiograma de paciente com colangite esclerosante primária, exibindo a característica padrão em contas dos ductos biliares, decorrente da presença de 
estenoses multifocais nos sítios corados (A). A biópsia hepática revela uma proeminente fibrose periductal com o típico padrão em “casca de cebola” (B, H&E, x 500). 


disso, acredita-se que a doença de Graves pode evoluir para tireoidite 
de Hashimoto (Utiger, 1991; Patrick, 1993). 


Autoanticorpos 


Existem três autoanticorpos principais que são considerados impor- 
tantes nas doenças autoimunes tireoidianas: anti-TPO, anti-Tg e 
antirreceptor de TSH (anti-TSH-R) (Naparstek, 1993). Embora os 
anticorpos anti-TPO e anti-Tg sejam considerados marcadores da 
doença autoimune tireoidiana, seu papel etiológico não foi compro- 
vado. É possível que esses autoanticorpos também estejam presentes 
em outras doenças autoimunes órgão-específicas. Por outro lado, o 
anticorpo anti-TSH-R exerce um papel nitidamente causal na doença 
autoimune tireoidiana (Naparstek, 1993). 


Autoanticorpos antitireoperoxidase 

O autoanticorpo anti-TPO é dirigido contra um antígeno de 105 
kDa que está contido na fração microssomal do citoplasma das célu- 
las epiteliais da tireoide (Burek, 1995). O ELISA está se tornando um 
método disponível comum para detecção de anticorpos anti-TPO. 

Historicamente, a MIFI é um método popular e sensível para detec- 
ção desses anticorpos (“anticorpos antimicrossomais”). O teste de 
MIFI utiliza como substrato cortes de tecido humano ou de macaco 
obtidos em criostato, sem fixação e secos ao ar. O soro positivo cora 
o citoplasma das células epiteliais foliculares tireoidianas, sem corar o 
núcleo (Fig. 52.94). O autoanticorpo anti-TPO deve ser diferenciado 


dos AMAs, diante da observação de um padrão de coloração citoplas- 
mática grosseiro e granular. Para tanto, o soro deve ser testado utili- 
zando como substrato estômago/rim de camundongo. 

O anticorpo anti-TPO pode ser detectado no soro de pacientes com 
doença de Graves ou tireoidite de Hashimoto, e a presença e o título 
desses anticorpos estão fortemente correlacionados com a doença clí- 
nica ativa (Burek, 1995). Há certa controvérsia entre os pesquisadores 
com relação ao fato de a determinação isolada de anticorpos anti- 
TPO ser suficiente para detectar com segurança a doença autoimune 
tireoidiana (Nordyke, 1993; Kaplan, 1999). O papel patogênico desses 
autoanticorpos permanece incerto (Naparstek, 1993). 


Autoanticorpos antitireoglobulina 


Os autoanticorpos anti-Tg têm como alvo a tireoglobulina, que 
constitui a forma de armazenamento dos hormônios tireoidianos nos 
folículos da glândula (Burek, 1995). Existem diversos métodos para 
quantificação desses anticorpos, incluindo a hemaglutinação passiva 
quantitativa, MIFI e ELISA. 

A hemaglutinação passiva quantitativa, com cloreto crômico ou 
hemácias tratadas com ácido tânico, é o método mais utilizado e mais 
sensível para detecção de anticorpos anti-Tg (Burek, 1995). Os anti- 
corpos anti-Tg detectados por hemaglutinação são definidos pela 
detecção de títulos acima de 1:1.000 em cerca de 80% dos pacientes 
com tireoidite de Hashimoto (Burek, 1995). Esses anticorpos também 
podem estar presentes em pacientes com doença de Graves (60%) ou 
carcinoma de tireoide (30%), além de outros distúrbios autoimunes 





Figura 52.9 Microscopia de imunofluorescência indireta para detecção de autoanticorpos antimicrossomo tireoidiano, com o uso de tireoide de macaco sem fixação como 
substrato (A, x 400); e de autoanticorpos antitireoglobulina, utilizando como substrato cortes de glândula tireoide de macaco obtidos em criostato e fixados em metanol (B, x 200). 


(p. ex., anemia perniciosa ou síndrome de Sjégren), e em 3 a 18% da 
população de indivíduos aparentemente normais. Nesses casos, contu- 
do, os títulos detectados por hemaglutinação com frequência (> 90%) 
são inferiores a 1:1.000 (Burek, 1995). 

Para localizar os anticorpos anti-Tg, a MIFI deve usar como subs- 
trato cortes de glândula tireoide de macaco obtidos em criostato e 
fixados em metanol (Fig. 52.9B). A fixação é necessária para prevenir 
a perda da tireoglobulina durante as etapas de lavagem. Foram descri- 
tos três padrões de imunofluorescência que podem ser observados em 
presença dos autoanticorpos anti-Tg (Burek, 1995): (1) padrão flo- 
cular; (2) espaços coloides opacos, mas com fluorescência periférica 
brilhante; e (3) coloração difusa, brilhante e uniforme dos coloides, 
em padrão de “vidro fosco” atribuído à reação dos anticorpos anti-Tg 
com CA2 (Burek, 1995). O CA2, também conhecido como segundo 
antígeno coloidal, é detectado como único marcador sorológico da 
tireoidite autoimune em 5 a 8% dos pacientes positivos para anticor- 
pos anti-Tg por MIFI e, ao mesmo tempo, negativos para esses mes- 
mos autoanticorpos por outros métodos (Bigazzi, 1992). 


Autoanticorpos antirreceptor do hormônio 
estimulador da tireoide 


Os autoanticorpos anti-TSH-R consistem em dois grupos de auto- 
anticorpos que podem estimular ou bloquear os TSH-Rs e provocar, 
respectivamente, hiper ou hipotireoidismo. Autoanticorpos anti- 
TSH-R que se ligam a tais receptores e estimulam a produção de TSH 
são referidos como imunoglobulinas estimuladoras da tireoide (TSIs, 
thyroid-stimulating immunoglobulins). De modo oposto, autoanticor- 
pos anti-TSH-R que se ligam aos receptores e bloqueiam a ligação e 
função do TSH são referidos como imunoglobulinas inibidoras da 
ligação à tireoide (TBIIs, thyroid-binding inhibitory immunoglobulins) 
(Mooij, 1993; Brunt, 1995). É provável que as TSIs causem hiperti- 
reoidismo em pacientes com doença de Graves (Wilkin, 1990; Bigazzi, 
1992; Brunt, 1995). A prevalência desses anticorpos varia de 55 a 95%, 
dependendo do método de detecção (Bigazzi, 1992; Brunt, 1995). Os 
TSIs usualmente pertencem à classe IgG e estimulam a produção de 
hormônios tireoidianos ao ativarem o sistema da adenilato ciclase 
após se ligarem aos TSH-Rs (Patrick, 1993). 

A detecção dos autoanticorpos anti-TSH-R é complexa e não faz 
parte da rotina de testes clínicos. Trata-se de um teste que pode ser 
utilizado para confirmar a doença de Graves em pacientes com hiper- 
tireoidismo que apresentam resultados equivocados nas pesquisas 
laboratoriais de rotina (Bigazzi, 1992). Ademais, um dos ensaios para 
detecção desses anticorpos pode ser utilizado no monitoramento de 
pacientes submetidos à terapia de reposição hormonal ou que tenham 
sido diagnosticados com tireotoxicose neonatal (Bigazzi, 1992). 

Existem duas classes principais de ensaios para detecção de anticorpos 
anti-TSH-R: os bioensaios e os ensaios de ligação. Os aspectos metodo- 
lógicos desses ensaios são revisados na literatura (Bigazzi, 1992; Patrick, 
1993; Gupta, 1988). Os ensaios mais modernos, que avaliam soros de 


pacientes com base na estimulação de monofosfato cíclico de adenosina 
(cAMP, cyclic adenosine monophosphate) em células de tireoide de rato, 
mantidas em cultura, podem representar um avanço em relação aos 
bioensaios de execução tecnicamente complicada (Burek, 1995). 

Os TSIs são quantificados por meio de bioensaios que determinam o 
aumento da atividade mediada pelos TSH-Rs, seja medindo a liberação 
de cAMP, seja determinando a captação de iodo pelas células tireoidia- 
nas mantidas em cultura (Brunt, 1995). Os TBIIs são quantificados pela 
determinação da inibição da ligação de TSH radiomarcado ao seu recep- 
tor, ou utilizando bioensaios para detecção de cAMP (Brunt, 1995). 


Rim 


Glomerulonefrite 


A glomerulonefrite é uma das principais causas de doença renal. 
Acredita-se que mecanismos imunomediados exerçam papel impor- 
tante na patogênese da glomerulonefrite, embora tais mecanismos 
autoimunes putativos ainda precisem de confirmação experimental. 

A MIFD tem papel significativo no estudo e diagnóstico da glomeru- 
lonefrite (Fig. 52.10). Os padrões de imunorreatividade podem ser divi- 
didos em padrões de deposição granular ou de deposição linear nos glo- 
mérulos ou outras estruturas renais examinadas por MIFD. Os depósitos 
granulares foram atribuídos à presença de imunocomplexos (ICs) que 
sedimentam fora do sangue circulante e se formam in situ (McCluskey, 
1995). A Tabela 52.5 resume os padrões de imunodeposição observa- 
dos na MIFD e associados às principais doenças glomerulares. Existem 
várias revisões abrangentes sobre esses distúrbios na literatura especiali- 
zada (Heptinstall, 1992; McCluskey, 1995). Entretanto, para o propósito 
dessa discussão, somente os autoanticorpos antimembrana basal glome- 
rular (anti-MBG) são abordados com mais detalhes. 


Doença do anticorpo antimembrana 
basal glomerular 


É variada a apresentação clínica de pacientes com doença anti-MBG. 
Cerca de 50% desses pacientes apresentam somente a doença renal, 
enquanto os 50% restantes apresentam sintomas renais e pulmonares. 
Estes últimos sofrem de uma condição conhecida como síndrome de 
Goodpasture. Pacientes com doença anti-MBG raramente apresen- 
tam apenas a doença pulmonar (Wilson, 1987). 

O diagnóstico da doença anti-MBG requer a detecção de auto- 
anticorpos anti-MBG dirigidos contra o domínio NC1 do coláge- 
no tipo IV (McCluskey, 1995), também denominado antígeno de 
Goodpasture. Os métodos disponíveis para detecção de anticorpos 
anti-MBG circulantes são MIFI, ELISA e radioimunoensaio (RIA) 
(Wilson, 1987; McCluskey, 1995). Ademais, alguns pesquisadores 
desenvolveram um teste de Western blot sensível (McCluskey, 1995). 
Dada a difícil padronização e a necessidade de mão de obra experiente 
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Figura 52.10 Microscopia de imunofluorescência direta revelando um padrão 
global e linear de imunofluorescência de membrana basal glomerular em um caso 
de doença antimembrana basal glomerular (x 400). 


Tabela 52.5 Principais doenças glomerulares com achados de 


imunofluorescência direta 


Padrão de imunofluorescência e doença 


Depósitos granulares, mesangiais e MBG 
Glomerulonefrite pós-estreptocócica aguda 
Nefrite lúpica proliferativa difusa 
Glomerulonefrite membranoproliferativa 
(GNMP, tipo l) 

Glomerulonefrite em crescente por 
imunocomplexo idiopatica 

Doença de depósitos densos (GNMP, tipo I!) 
Infecções crônicas (p. ex., endocardite 
bacteriana) 

Predominantemente granular, mesangial 
Nefrite lúpica 

Mensagial 


Proliferativa focal 
Púrpura de Henoch-Schônlein 
Nefropatia por IgA 


Predominantemente granular, MBG 
Nefrite lúpica membranosa 
Crioglobulinemia mista 


MBG linear 
Nefrite anti-MBG 
Nefropatia de cadeia leve 


Imunorreativo(s) 


C3 difuso + IgG, IgM 
IgG, IgA, IgM, C3 
C3, IgG, IgM 


IgG, C3 + IgM 


C3 (globular) + IgM 
IgG, IgM, C3 


IgG, C3; normalmente, IgM, 
IgA 

IgG, C3, IgA; depósitos focais 
nos capilares da alça 

IgA predominante; IgG, IgM, 
C3 


IgA predominante; por vezes 
IgG, IgM, C3 


IgG, C3, IgA, IgM 
IgM, IgG, C3; massas 
intravasculares 


IgG, C3; IgA e IgM infrequente 


Normalmente cadeia leve 
K, pode estar na MBT, vasos 
sanguíneos, interstício 


MBG = membrana basal glomerular; MBT = membrana basal tubular. 


Modificada de McCluskey RT, Collins AB, Niles JL: Kidney. In Colvin RB; Bhan AK; McCluskey 
RT (eds): Diagnostic Immunopathology, 2nd ed. New York, Raven Press, 1995, p 109. 


para execução da MIFI, os métodos utilizados para detecção desses 
anticorpos enfocam preferencialmente a validação de RIA ou ELISA 
quantitativos. Hoje em dia, um kit de ELISA com licença comercial 
é disponibilizado para quantificação dos autoanticorpos anti-MBG. 
Esse ensaio determina os valores do paciente a partir de uma curva- 
-padrão e expressa faixas de valores negativos, limítrofes ou positivos. 
A maioria dos pacientes com doença anti-MBG ativa parece apresen- 


tar valores acima de 100 unidades. Embora valores limítrofes possam 
ser encontrados na doença anti-MBG ativa e na doença quiescente, 
tais valores também foram detectados em pacientes com distúrbios 
renais que não apresentavam doença anti-MBG. 

A coexistência de autoanticorpos antiantígeno neutrofilico citoplas- 
mático (ANCA, antineutrophil cytoplasmic antibodies) foi documen- 
tada em alguns pacientes com glomerulonefrite de evolução rápida 
(McCluskey, 1995). A coexistência desses dois autoanticorpos varia 
de 0 a 40% dos pacientes com glomerulonefrite de progressão rápi- 
da e, quando acompanhada por evidências da presença de ANCA em 
pacientes com doença anti-MBG, está associada a um melhor prog- 
nóstico renal (McCluskey, 1995). 


Glândula suprarrenal 


Doença de Addison 


A insuficiência adrenocortical crônica não tuberculosa, ou doença 
de Addison, apresenta uma prevalência de 3 a 6 casos a cada 100.000 
indivíduos (Muir, 1993). Cerca de 65 a 70% desses pacientes apre- 
sentam autoanticorpos circulantes contra as células do córtex suprar- 
renal. Esses autoanticorpos são demonstrados por MIFI com o uso 
de cortes de córtex suprarrenal humano congelados como subs- 
trato (Muir, 1993; Patrick, 1993; Burek, 1995). A 21-hidroxilase e a 
17a-hidroxilase são dois autoantígenos identificados como reativos 
aos autoanticorpos antiadrenocorticais (Song, 1994; Devendra, 2004). 
Os autoanticorpos antiadrenocorticais não são detectados na doença 
de Addison causada por tuberculose ou por outros agentes exógenos 
(Patrick, 1993). Notavelmente, cerca de 45% dos indivíduos assinto- 
máticos com autoanticorpos antiadrenocorticais no soro desenvol- 
vem comprometimento da função adrenocortical em um período de 
2,5 anos após a detecção dos anticorpos (Muir, 1991). 

A doença de Addison associada à presença de autoanticorpos é mais 
diagnosticada em indivíduos na faixa etária de 20 a 50 anos, além de 
ser 2 a 3 vezes mais frequente entre as mulheres quando diagnosticada 
após os 30 anos de idade (Muir, 1993; Patrick, 1993). 

Os testes laboratoriais indicam acidose metabólica, hipercale- 
mia, hiponatremia e baixos níveis séricos de cloreto e bicarbonato. 
Os níveis plasmáticos de cortisol também estão baixos, enquanto 
os níveis de hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) estão elevados 
(VanArsdel, 1993). Em consequência, a terapia consiste na reposição 
de glicocorticoides e mineralocorticoides (Patrick, 1993). 

A doença de Addison associada à presença de autoanticorpos pode 
ocorrer de forma isolada ou, mais comumente, ser acompanhada de 
outros distúrbios autoimunes, como parte integrante de uma síndro- 
me poliglandular (Muir, 1993). Entre essas doenças paralelas, estão a 
tireoidite autoimune, anemia perniciosa ou diabetes melito insulino- 
dependente (Patrick, 1993). 

Além dos autoanticorpos antiadrenocorticais, outros dirigidos contra 
a suprarrenal foram detectados em pacientes com doença de Addison, 
tais como autoanticorpos anticélula esteroide e autoanticorpos que se 
ligam aos receptores do ACHT (anti-ACTH-R) (Muir, 1993). 


Pâncreas 


Diabetes melito 


Diabetes melito (ver Cap. 16) é o termo diagnóstico aplicado a um 
grupo de distúrbios metabólicos que compartilham a hiperglicemia 
como característica comum (Eisenbarth, 1995). O diagnóstico dessa 
condição é crítico, e sua importância é atestada pelo fato de as com- 
plicações diabéticas agudas e crônicas que envolvem múltiplos órgãos 
absorverem 15% do total de gastos com assistência à saúde nos EUA. 
Todavia, um progresso considerável foi alcançado em termos de assis- 
tência à saúde para pacientes diabéticos, graças à constatação de que 
o controle agressivo da glicemia reduz o risco de desenvolvimento e 
progressão de complicações vasculares. 


Subtipos clínicos 
Os principais subgrupos clínicos do diabetes melito são: diabetes 
tipo 1A imunomediado; diabetes tipo 1B não imunomediado e com 


severa deficiência de insulina; e um subgrupo de diabetes do adulto 
tipo 2, com autoanticorpos anti-ilhotas, que é denominado diabe- 
tes melito autoimune latente (American Diabetes Association, 1997; 
Devendra, 2004). O diabetes melito tipo 2, antes denominado diabe- 
tes melito não insulinodependente, ocorre com mais frequência em 
indivíduos obesos com mais de 30 anos de idade. 

Os principais tipos de autoanticorpos circulantes detectados no dia- 
betes melito tipo 1A são: autoanticorpos anticélulas insulares (ICAs, 
islet cell autoantibodies); autoanticorpos antidescarboxilase do ácido 
glutâmico (anti-GAD); autoanticorpos anti-insulina (IAAs); e auto- 
anticorpos associados ao insulinoma-2 e 2-B, (Lan, 1996; Schmidli, 
1998; Devendra, 2004). 


Autoanticorpos anticélula de ilhota 

A MIFI constitui o método classicamente utilizado para detecção de 
ICAS (Atkinson, 1993b). Cortes congelados de pâncreas humano são 
utilizados como substrato tecidual para detectar um padrão de flu- 
orescência específico, finamente granular e citoplasmático em todas 
as células das ilhotas pancreáticas (Fig. 52.11). Recomenda-se obter 
o substrato de indivíduos pertencentes ao grupo sanguíneo O, a fim 
de reduzir a interferência de fundo inespecífica produzida pelas iso- 
hemaglutininas ABO. Por meio da MIFI, os ICAs são detectados em 
cerca de 80% dos pacientes recém-diagnosticados com diabetes tipo 
1A, em 3 a 4% dos parentes não diabéticos de pacientes com diabetes 
tipo 1A e em apenas 0,5% dos indivíduos normais em termos clíni- 
cos (Atkinson, 1994). Entre os ICAs estão autoanticorpos que reagem 
de maneira específica contra a GAD, bem como anticorpos não GAD 
reativos (Kaufman, 1992; Atkinson, 1993). 

A titulação dos ICAs deve ser expressa em unidades da Juvenile 
Diabetes Foundation (JDF, Fundação do Diabetes Juvenil), que se 
refere a um soro padrão que contém 80 unidades, estabelecido a par- 
tir da Inmunology of Diabetes Workshop (Oficina de Imunologia do 
Diabetes). Títulos acima de 20 unidades JDF parecem ter significado 
prognóstico (Maclaren, 1992). Existem ensaios para detecção de ICAs 
com substrato de primata comercialmente disponíveis. 


Autoanticorpos anti-insulina 

Os IAAs são detectados em cerca de 50% dos pacientes com diabe- 
tes tipo 1A no momento do diagnóstico e antes do inicio da terapia à 
base de insulina (Atkinson, 1994). Esses autoanticorpos em geral são 
quantificados pelo ensaio de radioimunoprecipitação competitivo, 
que é exigente em termos de técnica. Esse ensaio não distingue entre 
[AAs de ocorrência espontânea e IAAs produzidos como resultado da 
terapia insulínica. Portanto, é necessário quantificar os [AAs antes da 
administração de insulina. 


Autoanticorpos antidescarboxilase do ácido glutâmico 

Os autoanticorpos anti-GAD são detectados na maioria dos pacien- 
tes recém-diagnosticados com diabetes tipo 1A e em cerca de 80% 
dos indivíduos pré-diabéticos que sejam parentes de primeiro grau de 
pacientes diabéticos (Hagopian, 1993; Schatz, 1995). Os dois autoan- 
tígenos GAD, classificados com base na massa molecular, são designa- 
dos GAD65 e GAD67 (Atkinson, 1993a). Os anticorpos anti-GAD são 
dirigidos primariamente contra a isoforma GAD65, que é encontrada 
sobretudo nas ilhotas pancreáticas e no SNC, nos quais atua como 
enzima responsável pela formação do neurotransmissor inibitório 
ácido y-aminobutirico (Maclaren, 1988; Marmeier, 1992; Kaufman, 
1992; Luhder, 1994). A forma GAD67 predomina nos nervos periféri- 
cos (Atkinson, 1993; Falorni, 1994). 

GADAs também estão associados à rara síndrome do homem rígido 
(Eisenbarth, 1995). De maneira curiosa, uma alta porcentagem desses 
pacientes apresenta diabetes tipo 1A. 


Interpretação e utilidade clínica dos autoanticorpos 
no diabetes tipo 1A 

Os autoanticorpos ICA, anti-GAD e IA-2 atualmente são utiliza- 
dos como marcadores preditivos do diabetes. O ICA é um marcador 
específico associado a um alto risco de desenvolvimento de diabetes 
tipo 1A, embora esses anticorpos não persistam. O autoanticorpo 
anti-GAD em geral é detectado antes do diagnóstico de diabetes e seus 
títulos declinam após o início do diabetes clínico (Schatz, 1994). A 





Figura 52.11 Microscopia de imunofluorescência indireta para detecção de 
autoanticorpos anticélula insular, com o uso de pâncreas de indivíduo com tipo 
sanguíneo O como substrato (x 400). 


triagem inicial para detecção de autoanticorpos associados ao diabetes 
tipo 1A limita-se ao ICA e IAA (Devandra, 2004). 

A identificação de autoanticorpos anti-ilhotas pode ser utilizada 
para confirmar a autoimunidade em pacientes com diabetes agudo, 
diferenciando o diabetes tipo 1A do 1B. O uso desses marcadores para 
identificar indivíduos que correm risco de desenvolver o tipo 1A está 
sendo avaliado, com o intuito de determinar a necessidade de realizar 
estudos metabólicos para avaliação do grau de intolerância subclínica 
à glicose e solicitação de imunoterapia na fase pré-clínica do diabe- 
tes (Maclaren, 1992). A quantificação dos anticorpos anti-GAD por 
ELISA eventualmente poderá melhorar a viabilidade da triagem disse- 
minada desses autoanticorpos. 

Além dos autoanticorpos já discutidos, pacientes com diabetes tam- 
bém podem apresentar autoanticorpos anti-TPO, anti-CP e antiadreno- 
corticais. Por esse motivo, tais pacientes devem ser submetidos ao menos 
uma vez à triagem para detecção desses anticorpos (Maclaren, 1992). 


Trato gastrintestinal 
Anemia perniciosa 


A anemia perniciosa é caracterizada por uma acloridria resistente 
à histamina, hipergastrinemia e deficiência de vitamina B,, (Brown, 
1995). O início insidioso dos sintomas neurológicos e o desenvolvi- 
mento de anemia megaloblástica constituem aspectos típicos do curso 
clínico (Patrick, 1993). Morfologicamente, ao exame da biópsia da 
mucosa do corpo gástrico é evidenciada uma gastrite atrófica crônica. 

A anemia perniciosa está associada à detecção de autoanticorpos 
anti-CP em 90% dos pacientes, bem como de autoanticorpos antifa- 
tor intrínseco (anti-FI) em 60 a 75% dos casos, e os anticorpos anti-FI 
são mais específicos para a anemia perniciosa (Brown, 1995; Burek, 
1995). Os autoanticorpos anti-CP são detectados por MIFI com o uso 
de blocos teciduais de estômago/rim de camundongo. Esses blocos de 
tecidos combinados proporcionam a intensificação da coloração das 
células parietais na ausência de coloração concomitante dos túbulos 
renais, como seria esperado na presença de AMAs (Fig. 52.12). 

Os anticorpos anti-FI são comumente detectados por RIA. Entre os 
dois tipos conhecidos de anticorpos anti-FI, o de tipo 1 ou autoanti- 
corpo bloqueador impede a ligação do FI à vitamina B,,. O anticorpo 
anti-FI de tipo 2 ou autoanticorpo de ligação reage com a vitamina 
B,, livre ou complexada e inibe a ação do FI (Patrick, 1993; Karen, 
1994). Do ponto de vista diagnóstico, o autoanticorpo anti-FI tipo 1 é 
considerado mais sensível e específico para anemia perniciosa (Karen, 
1994). Entretanto, a identificação de anticorpos anti-CP ou anti-FI é 
desnecessária para estabelecer o diagnóstico dessa doença. A anemia 
perniciosa pode estar associada a outras doenças autoimunes, como 
a tireoidite autoimune ou a doença de Addison, e também pode se 
manifestar integrando a síndrome autoimune poliglandular (1 ou 2) 
(Patrick, 1993). 
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Enteropatia de sensibilidade ao glúten 


A EGS ou espru celíaco é uma doença que afeta o intestino delga- 
do, caracterizada pela má absorção da gordura gastrintestinal. Até 
pouco tempo, a EGS era considerada uma doença rara nos Estados 
Unidos. Nos dias atuais, contudo, sua prevalência é considerada 
bem maior do que as estimativas anteriores e a doença acomete cerca 
de 1% da população americana (Ferguson, 1997; NIH Consensus, 
2004; Rostom, 2004). Os pacientes podem apresentar manifesta- 
ções não gastrintestinais que dominam a apresentação clínica, tais 
como anemia, sintomas neurológicos e doenças autoimunes (Green, 
2003). A hiper-reatividade ao glúten ou a seus derivados constitui a 
causa da ESG (Brown, 1995). O exame da biópsia do intestino del- 
gado de um paciente com ESG apresenta resultado variavelmente 
anormal, todavia as alterações características são atrofia das vilosi- 
dades, alongamento da cripta, presença de linfócitos intraepiteliais 
e mitoses nas criptas. 

Pacientes com ESG apresentam diversas alterações imunológicas. 
De maneira curiosa, esses pacientes costumam apresentar altos níveis 
séricos de IgA, exceto aqueles com deficiência de IgA, que é uma con- 
dição mais frequente entre indivíduos com ESG do que na população 
normal (Brown, 1995). Pacientes com ESG podem apresentar auto- 
anticorpos IgA antiendomísio, antirreticulina e/ou antigliadina. Os 
anticorpos IgA antiendomisio são detectáveis por MIFI com o uso de 
esôfago de macaco como substrato (Fig. 52.13). Esses autoanticorpos 
detectam a transglutaminase tecidual (tTG), que constitui o antíge- 
no primário da ESG (Dieterich, 1997). Nos dias atuais, os anticorpos 
anti-tTG podem ser detectados por ELISA. A identificação desses anti- 
corpos é considerada diagnosticamente sensível e específica para ESG 
isolada ou para ESG associada à dermatite herpetiforme (ESG-DH) 
(Talal, 1997). A determinação do título de autoanticorpos IgA antien- 
domísio pode ser utilizada no monitoramento da adesão do paciente 
a uma dieta livre de glúten (Karen, 1994). 

Os autoanticorpos antirreticulina são detectados por MIFI em bloco 
tecidual de estômago/rim de camundongo. Esses anticorpos são detec- 
táveis em adultos (40%) e também em crianças (60%) com ESG, bem 
como em adultos com ESG-DH (20%). Entretanto, são inespecíficos 
para fins diagnósticos e, em geral, perderam a utilidade diagnóstica na 
ESG. Também podem ser encontrados em pacientes com doença de 
Crohn, miastenia grave, síndrome de Sjögren e outros distúrbios do 
tecido conjuntivo. 

Os autoanticorpos antigliadina são detectados por ELISA em quase 
todos os pacientes com ESG ou ESG-DH (Brown, 1995). O antíge- 
no-alvo — gliadina — é purificado a partir do glúten e empregado em 
um ELISA de fase sólida para detecção desses autoanticorpos. Assim 
como os anticorpos IgA antiendomísio, os autoanticorpos antigliadi- 
na podem ser utilizados no monitoramento da aderência do paciente 
a uma dieta isenta de glúten. Os anticorpos antigliadina são menos 
específicos do que os anticorpos anti-tTG e antiendomisio. 





Figura 52.12 Microscopia de imunofluorescência indireta para detecção de 
autoanticorpos anticélula parietal, com o uso de estômago/rim murino como 
substrato (x 400). 





Figura 52.13 Microscopia de imunofluorescência indireta para detecção de 
autoanticorpos IgA antiendomísio em substrato constituído por esôfago de macaco 
(x 400). 


Um paciente com quadro de ESG deve ser submetido a testes 
enquanto estiver sob dieta normal (contendo glúten). Em pacientes 
com manifestação de doença hepática crônica, a presença de anticor- 
pos anti-tTG e/ou IgA antiendomisio, desde que no cenário clínico 
apropriado, é indicativa de ESG. Contudo, a maioria dos clínicos 
considera ser necessário obter a confirmação histológica por meio do 
exame de biópsia de intestino delgado, antes de estabelecer o diag- 
nóstico de ESG. Uma sorologia negativa não exclui esse diagnóstico, 
enquanto a deficiência de IgA deve ser considerada em pacientes com 
apresentação clínica sugestiva de ESG. Caso seja identificada uma 
deficiência de IgA, deve ser realizado o teste de detecção de anticorpos 
IgG anti-tTG ou IgG antiendomísio (NIH Consensus, 2004). 

A adoção de uma dieta restritiva ao glúten pode ser monitorada 
por meio da quantificação dos níveis de autoanticorpos anti-tTG, IgA 
antiendomísio ou gliadina. 


Colite ulcerativa e doença de Crohn 


Uma ampla variedade de condições inflamatórias afetam o trato gas- 
trintestinal. A colite ulcerativa e a doença de Crohn constituem os dois 
distúrbios mais comuns do grupo de enteropatias inflamatórias idio- 
páticas. Nos últimos anos, vários marcadores sorológicos se tornaram 
úteis para avaliar pacientes com enteropatia inflamatória. Esses marca- 
dores são p-ANCA, anticorpos contra Saccharomyces cerevisiae (ASCA), 
anticorpos antipancreáticos, anticorpos OmpC, anticorpos 1-2 e anti- 
corpos antibastonetes cocoides anaeróbios (Nakamura, 2003). 

A maioria dos pacientes adultos com colite ulcerativa (60 a 80%) 
apresenta p-ANCAs detectáveis que são sensíveis à DNAse, ajudando a 
diferenciar o p-ANCA associado à enteropatia inflamatória do p-ANCA 
associado a outros distúrbios, tais como hepatite autoimune e colan- 
gite esclerosante primária (Nakamura, 2003). Cerca de 10 a 30% dos 
pacientes com doença de Crohn também podem apresentar p-ANCA, e 
esse subgrupo clínico pode apresentar um comprometimento de cólon 
que mimetiza a apresentação clínica da colite ulcerativa. 

O ASCA é expresso em até 70% dos pacientes com doença de Crohn, 
e parece ser altamente específico (Vasiliauskas, 2000). Esses anticorpos 
são dirigidos contra os epítopos oligomanosídicos de Saccharomyces 
cerevisiae (Nakamura, 2003). Os ASCAs podem ser detectados por 
ELISA. 

Por razões relativas à especificidade, o uso desses testes deve se limi- 
tar aos pacientes com colite e não deve ser aplicado para a população 
em geral. 


Sistema nervoso 
Miastenia grave 


A miastenia grave é um distúrbio neuromuscular caracterizado pela 
fraqueza muscular associada ao uso, fadiga e presença de autoanticor- 
pos antirreceptor de acetilcolina (anti-ACh-R). Os ACh-Rs, localizados 


nas membranas pós-sinápticas das fibras musculares esqueléticas, 
ligam-se à ACh oriunda das terminações nervosas e causam contração 
muscular, desde que a ACh tenha sido liberada em quantidade sufi- 
ciente (Naparstek, 1993; Rose, 1995). Os autoanticorpos anti-ACh-R 
interferem nessa função neuromuscular, acarretando fadiga e fraqueza 
muscular. 

Os autoanticorpos anti- ACh-R são detectados em cerca de 90% dos 
pacientes com miastenia grave (Rose, 1995). A a-bungarotoxina (ot- 
-BTx) radiomarcada é utilizada em RIAs competitivos para quantifi- 
car diferentes formas de anticorpos anti-ACh-R (Barna, 1995). A Q- 
-BTx é uma proteína encontrada no veneno de cobra que se liga de 
modo essencialmente irreversível ao ACh-R. Entretanto, o sítio de 
ligação da @-BTx no ACh-R difere do sítio de ligação do anticorpo 
anti-ACh-R (Rose, 1995). ACh-Rs são obtidos a partir de extratos de 
músculo esquelético humano desnervados, como os tecidos prove- 
nientes de amputações diabéticas, ou ainda de culturas de células teci- 
duais. Para realização do teste, os ACh-Rs são marcados com &-BTx 
e incubados com o soro do paciente para permitir a ligação de quais- 
quer anticorpos anti-ACh-R presentes aos sítios próximos dos sítios 
de ligação da o.-BTx. Após a incubação, os complexos radiomarcados 
são precipitados com anticorpos anti-lgs humanos polivalentes e é 
feita a quantificação da radioatividade contida no precipitado lavado, 
após a correção para ligações inespecíficas. O grau de radioatividade 
no precipitado é diretamente proporcional à quantidade de anticor- 
pos anti-ACh-R presente no soro do paciente. 

É possível introduzir modificações nesse ensaio de ligação para 
identificar anticorpos anti-ACh-R bloqueadores e autoanticorpos 
moduladores. Em um ensaio de bloqueio, o soro de paciente com 
autoanticorpos anti-ACh-R é incubado com ACh-Rs antes da adição 
de œ-BTx. A base dessa técnica parte do princípio de que o anticorpo 
anti-ACh-R capaz de bloquear a ligação da o-BTx também bloqueia 
a ligação da ACh ao receptor (Rose, 1995). Assim, a quantidade de 
radioatividade existente no precipitado é inversamente proporcional 
à quantidade de anticorpos anti-ACh-R presente no soro do paciente. 

Acredita-se que a modulação dos autoanticorpos anti-ACh-R acele- 
ra a degradação do ACh-R, contudo a quantificação desses anticorpos 
no laboratório clínico não é realizada com frequência, em razão da 
dificuldade técnica envolvida. 


Esclerose múltipla 


A esclerose múltipla é uma doença desmielinizante relativamente 
comum, que envolve a substância branca do encéfalo e da medula espi- 
nal. É mais frequente em mulheres (2 mulheres:1 homem) e em geral se 
torna evidente na fase de adulto jovem, com uma ampla variedade de 
manifestações clínicas possíveis. Cerca de 50% desses pacientes passam 
por períodos alternados de doença ativa e remissões. Nos demais casos, 
os pacientes apresentam um curso progressivo crônico (Steinman, 
1993; McFarland, 1995). O diagnóstico de esclerose múltipla deriva dos 
achados clínicos e da exclusão de todos os outros possíveis distúrbios. 

Embora a causa da esclerose múltipla seja desconhecida, os meca- 
nismos autoimunes envolvidos são considerados importantes na 
patogênese da doença (McFarland, 1995). Todavia, não há nenhum 
tipo de autoanticorpo circulante característico encontrado na esclero- 
se múltipla que seja suficientemente aceito como diagnóstico para uso 
nas determinações de rotina dos laboratórios clínicos. 

Por outro lado, o exame laboratorial do líquido cerebrospinal (LCE) 
fornece informações importantes que sustentam o diagnóstico da escle- 
rose múltipla no cenário clínico adequado (Barna, 1997). Pacientes com 
essa doença apresentam uma intensificação anormal da síntese de IgG 
no SNC, de modo que a determinação do índice de IgG e da taxa de sín- 
tese de IgG fornece resultados úteis, ainda que inespecíficos (Valenzuela, 
1987; Zweiman, 1991; Karen, 1994; McFarland, 1995). A avaliação do 
LCE para detecção de bandas oligoclonais também é útil no cenário clí- 
nico apropriado, pois essas bandas são identificadas em mais de 90% 
dos pacientes com esclerose múltipla. Contudo, a presença dessas ban- 
das não possui especificidade diagnóstica, já que é possível detectá-las 
em pacientes com diversos distúrbios, tais como neurossífilis, vasculite 
no SNC, doença de Lyme, panencefalite esclerosante subaguda, doença 
de Creutzfeldt-Jakob, derrame, síndrome de Guillain-Barré e neoplas- 
mas (Karen, 1994). A eletroforese de proteínas séricas também deve ser 
realizada para garantir que as bandas oligoclonais encontradas no LCE 


não sejam oriundas do vazamento de soro para dentro do LCE. As ban- 
das oligoclonais dos LCE usualmente são quantificadas por eletroforese 
em gel de agarose de alta resolução com o uso de amostras concentradas 
de LCE (Karen, 1994). 


Neuropatias 


Recentemente, um grupo de síndromes neurológicas têm sido foco de 
considerável atenção. Essas síndromes afetam os SNC ou SNP e estão 
associadas à detecção de autoanticorpos (Naparstek, 1993). Estes são 
detectados por ELISA, MIFI ou imuno-histoquímica. A importância 
da identificação desses anticorpos sem dúvida aumenta conforme/se os 
estudos clínicos correlacionarem sua presença a uma doença particular 
ou a um benefício terapêutico. Entretanto, até o momento, esses auto- 
anticorpos são inespecíficos para a doença e podem ser encontrados 
após traumatismos no SNC. Os autoanticorpos dirigidos contra com- 
ponentes neurais primários são os anticorpos antiproteínas neuronais 
ou antigangliosídeos neuronais (Zeballos, 1992; Darnell, 2003). 


Autoanticorpos antiproteina neuronal 


Um subgrupo de pacientes com degeneração cerebelar paraneopla- 
sica apresenta autoanticorpos anti-Yo que em geral são detectados 
quase no momento da descoberta do neoplasma maligno. Os anti- 
corpos anti-Yo são detectáveis como uma fluorescência nas células 
de Purkinje por meio da MIFI feita com tecido cerebelar humano. 
A identificação dos anticorpos anti-Yo em um paciente sabidamen- 
te sem malignidade deve conduzir a uma cuidadosa avaliação para 
detecção de neoplasma maligno (Zeballos, 1992). 

Os autoanticorpos anti-Ri são específicos para neurônios. Sua 
identificação parece se limitar a pacientes com carcinoma de mama e 
opsoclono paraneoplásico (Zeballos, 1992). Os anticorpos anti-Ri são 
caracterizados por produzirem uma fluorescência dos núcleos neuro- 
nais à MIFI. 

Os autoanticorpos anti-Hu também são neurônio-específicos, 
sendo visíveis como uma fluorescência nuclear neuronal à MIFI. Esses 
autoanticorpos podem ser identificados em pacientes com carcino- 
ma de pequenas células do pulmão e encefalomielite paraneoplásica 
(Zeballos, 1992). 


Autoanticorpos antigangliosídeo neuronal 


Os gangliosídeos são componentes glicolipídicos encontrados nas 
membranas externas das células nervosas periféricas (Naparstek, 
1993). Neuropatias motoras periféricas podem ocorrer em pacientes 
que apresentam gamopatias monoclonais de IgM, cuja paraproteína 
de IgM reage com os gangliosídeos GM, ou GM, (Zeballos, 1992). 
Embora seja possível identificar anticorpos anti-GM, ou anti-GM,, 
em uma ampla variedade de síndromes neurológicas, sua presença em 
títulos elevados é mais característica de doença neuronal motora do 
que de outras doenças alternativas (Zeballos, 1992). 


Outros órgãos 
Coração 


Autoanticorpos antimiocárdio 

A detecção de autoanticorpos dirigidos contra o miocárdio tem sido 
relatada como parte integrante de várias condições em que há dano ao 
músculo estriado cardíaco, tais como infarto do miocárdio, após a rea- 
lização de cirurgias cardíacas e cardiomiopatias. Entretanto, a identi- 
ficação desses anticorpos pode ajudar a diferenciar uma cardiomiopa- 
tia imunomediada de outras causas de miocardite (Naparstek, 1993; 
Burek, 1995). A MIFI com o uso de cortes congelados de coração de 
macaco é empregada para detecção de autoanticorpos antimiocárdio. 
A coloração específica do miocárdio também pode ser determinada 
pela exclusão da reatividade em músculo esquelético não cardíaco. 
Infelizmente, AMAs e/ou autoanticorpos heterofilos produzem uma 
fluorescência que pode ser confundida com a fluorescência produzida 
pelos autoanticorpos antimiocárdio. 


1093 








1094 


“a 


E 


imunes órgão-específicas 


2 
ol 
m 
u 
gs! 
Q 
Cc 
QU 
© 
oO 





Musculo 


Autoanticorpos antimúsculo esquelético 

Os autoanticorpos antimúsculo esquelético possuem pouca aplica- 
bilidade clínica. Baixos títulos (< 1:30) podem ser detectados em indi- 
víduos aparentemente sadios. Alguns pacientes com distúrbios mio- 
cárdicos podem apresentar títulos de até 1:60. Embora altos títulos (> 
1:60) de anticorpos antimúsculo esquelético tenham sido detectados 
em pacientes com miastenia grave, os ensaios para detecção de anti- 
corpos anti-ACh-R apresentam maior utilidade clínica para diagnós- 
tico ou monitoramento dessa doença. Os anticorpos antimúsculo 
esquelético são detectados por MIFI com o uso de cortes congelados 
de músculo esquelético de coxa de macaco (Fig. 52.14). 


Resumo 


Os autoanticorpos exercem papel importante no estudo de pacien- 
tes com doença autoimune órgão-específica. Sua detecção pode ser 
importante no diagnóstico de algumas dessas doenças, como a doença 
de Graves; contudo, na maioria dos casos a identificação desses anti- 
corpos serve apenas para sustentar o diagnóstico. De modo semelhan- 
te, apesar de alguns desses anticorpos estarem diretamente envolvidos 
na patogênese de uma doença (p. ex., pênfigo), sua presença, frequen- 
temente, atua como marcador de uma lesão imunológica subjacente 
atribuível a outro mecanismo patológico. É o que ocorre, por exemplo, 
no diabetes melito tipo 1A. Técnicas mais modernas de biologia mole- 
cular revelaram — e continuarão a revelar — a natureza específica de 
muitos antígenos-alvo desses autoanticorpos. Espera-se que esse traba- 








Figura 52.14 Microscopia de imunofluorescência indireta para detecção de 
autoanticorpos antimúsculo esquelético, com o uso de cortes congelados de 
músculo esquelético de coxa de macaco como substrato (x 400). 


lho venha elucidar os mecanismos por trás das doenças, possibilitando 
o aprimoramento dos testes diagnósticos e, talvez, novos rumos tera- 
pêuticos. Os avanços técnicos alcançados pelo teste de ELISA tornaram 
essa tecnologia disponível à maioria dos laboratórios clínicos, de modo 
que numerosos ensaios para detecção de autoanticorpos órgão-espe- 
cíficos estão mais disponíveis nas situações em que a MIFI é inviável. 
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PONTOS-CHAVE 
e A imunoglobulina E (IgE) é a mais importante das 
moléculas desencadeadoras de inflamação alérgica. 





a) 


e Os testes laboratoriais que estabelecem elevada probabilidade de 
doença alérgica têm se tornado cada vez mais importantes, pois os 
resultados fornecidos justificam o encaminhamento de pacientes 

a especialistas em alergia e permitem aos médicos prestadores de 
assistência primária decidir se devem ou não supervisionar tais 
pacientes junto a suas próprias práticas. 

e Novos tratamentos para doenças alérgicas, como os anticorpos 
monoclonais IgE, requerem como justificativa de uso a constatação 
de níveis aumentados de IgE ou da presença de anticorpos IgE no 
soro. 


e Investigações clínicas sobre a história natural de doenças 
alérgicas em crianças demonstraram uma sequência reproduzível 
de sensibilização a alérgenos, que torna cada vez mais importante 
estabelecer o diagnóstico de alergia ainda no estágio inicial da 
doença, com o intuito de amenizar a progressão para doenças mais 
graves (p. ex., asma). 


e Os testes de detecção de IgE e de anticorpos IgE são solicitados 
principalmente para fins diagnósticos. 


e A quantificação de IgE em crianças e adultos tem valor limitado no 
diagnóstico da doença alérgica. Os níveis séricos de IgE mais altos 
são encontrados tipicamente em pacientes com hipersensibilidade 

a vários alérgenos e combinações de asma, dermatite atópica e 
rinite. Níveis elevados apresentam alto valor preditivo para a doença 
alérgica. 

e A quantificação de anticorpos IgE é útil e pode ser recomendada 
nas seguintes situações clínicas: 

— avaliação de crianças com significativa história familiar de 
doença alérgica, que estejam apresentando os sinais iniciais da 
doença; 

— avaliação de crianças e adultos com suspeita de doença 
respito a epica com o objetivo de estabelecer o diagnóstico e 
definir a especificidade da sensibilidade a alérgenos (polens, poeira, 
antígenos fúngicos e alimentos); 

— confirmar a expressão clínica da sensibilidade a alimentos em 
pacientes com sensibilidade anafilática ou asma, angioedema ou 
doença cutânea; 

— avaliação da sensibilidade a alérgenos presentes no veneno 
de cobra, especialmente para ajudar a definir a especificidade do 
veneno quando os testes cutâneos fornecem resultados equivocados; 

— confirmar o diagnóstico de hipersensibilidade à penicilina em 
pacientes com sensibilidade anafilática; 

— confirmar a presença de anticorpos IgE contra certos alérgenos 
ocupacionais (p. ex., látex da borracha natural). 
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e O teste para detecção de anticorpos IgE não serve para avaliar 

os efeitos da imunoterapia nem para excluir o diagnóstico de 
sensibilidade anafilática a venenos de insetos em pacientes tratados. 
Esses testes são indicados apenas para pacientes submetidos ao 
exame físico, dos quais tenha sido obtida uma história médica 
abrangente. 


As doenças alérgicas são comuns tanto em crianças quanto em 
adultos. Estima-se que a prevalência cumulativa dessas doenças nos 
Estados Unidos chegue a 30% (Sly, 1999; Downs, 2001). De acordo 
com dados recentes, mais de 31 milhões de indivíduos sofrem de asma 
e, em meio a essa população, existem mais de 9 milhões de crian- 
ças (Weiss, 2001). Estudos epidemiológicos recentes apontam um 
aumento alarmante da incidência de asma. Como em muitas catego- 
rias amplas de doença, estima-se que os gastos anuais com as doenças 
alérgicas sejam de algumas dezenas de bilhões de dólares. Tomadas 
coletivamente, as doenças alérgicas constituem um dos principais 
problemas de saúde pública. 

Está bem documentado que os sinais e sintomas clínicos das doen- 
ças alérgicas são difíceis de distinguir daqueles associados a outras 
etiologias (Host, 2003). As manifestações clínicas podem ser relativa- 
mente brandas e autolimitadas, como na rinite alérgica sazonal, ou 
severas e com notável morbidade, como na asma. Os testes laborato- 
riais são úteis para avaliar pacientes com doença alérgica, contudo, a 
sua otimização depende do conhecimento dos mecanismos básicos da 
hipersensibilidade imediata, bem como da atenção para com as rela- 
ções empíricas existentes entre os resultados de testes e seus valores 
preditivos diagnósticos. O presente capítulo aborda esses aspectos, 
começando com uma revisão sobre a biologia da hipersensibilidade 
imediata e o “fenótipo alérgico”, seguida de uma discussão detalha- 
da dos testes laboratoriais aplicados na avaliação de crianças e adultos 
com doenças alérgicas. Enfatiza-se a identificação do número mínimo 
de testes necessários para obtenção de altos valores preditivos posi- 
tivos e negativos em diferentes situações clínicas. Menção específica 
também é feita às aplicações clínicas em que os testes laboratoriais não 
são custo-efetivos ou podem levar a conclusões clínicas errôneas. 


Mecanismos de hipersensibilidade imediata 


A IgE é a mais importante das moléculas desencadeadoras de infla- 
mação alérgica. No final da década de 1960, pesquisadores trabalhan- 
do em dois laboratórios independentes descreveram uma nova classe 
de Igs responsável pela atividade sérica de sensibilização cutânea, que 
era encontrada em pacientes com doenças alérgicas (Bennich, 1969; 
Ishizaka, 1966). Essa Ig, originalmente denominada IgND, por fim 
passou a se chamar IgE (Ishizaka, 1967). Nos anos subsequentes, os 


investigadores se concentraram em desvendar os mecanismos biológi- 
cos básicos que controlam a produção de IgE por linfócitos B imuno- 
competentes, bem como os mecanismos promotores do recrutamen- 
to de células inflamatórias e da liberação de mediadores vasoativos 
por células efetoras IgE-sensibilizadas no sítio de inflamação alérgica. 
Estudos recentes tiveram como objetivo investigar os determinantes 
genéticos do fenótipo alérgico (atópico) e identificar os genes respon- 
sáveis pela regulação da produção de IgE. 


O fenótipo alérgico: genes candidatos 


Sabe-se que a probabilidade de desenvolver doenças alérgicas é for- 
temente influenciada pela história familiar (Taylor, 1981; Sibbald, 
1980). Indivíduos com predisposição genética frequentemente são 
denominados atópicos, termo sinônimo de fenótipo clínico alérgico”. 
Resultados de estudos epidemiológicos sugerem que os níveis séricos 
de IgE são influenciados por vários genes, sendo que estudos clínicos 
demonstraram que os níveis de proteína IgE no soro são várias vezes 
maiores em indivíduos com fenótipo de IgE alta do que naqueles com 
fenótipos de IgE baixa (Martinez, 1994). Em nível estrutural, foram 
identificados alguns genes candidatos que podem atuar na deter- 
minação do fenótipo alérgico, contudo, os resultados obtidos ainda 
são controversos e variam dependendo das populações estudadas 
(Ono, 2000). Estudos de análise de ligação identificaram as localiza- 
ções cromossômicas de vários genes candidatos, enquanto os estudos 
de posicionamento clonal sustentaram a existência de uma relação 
entre genes de alergia putativos e outros sabidamente codificadores 
de moléculas envolvidas na regulação da resposta imune, tais como 
os antígenos leucocitários humanos (HLA; cromossomo 6p21-23), a 
cadeia B do receptor de Fc de IgE de alta afinidade (cromossomo 11q), 
diversas citocinas e receptores de citocinas (cromossomo 5q31-33 e 
gene codificador de receptor o da interleucina [IL]-4), tirosinas qui- 
nases e fatores de transcrição nuclear (Tab. 53.1) (Ono, 2000). Entre 
os vários genes candidatos, algumas das evidências mais significativas 
do papel genético nas doenças alérgicas estão associadas aos genes do 
complexo principal de histocompatibilidade. Os alelos HLA de clas- 
se II localizados no cromossomo 6p determinam a responsividade 
aos aeroalérgenos peptídicos comuns Derp p e Derp f, provenientes 
de ácaros encontrados na poeira (Dermatophagoides pterynissinus e 
Dermatophagoides farinae). Esses alelos são encontrados ligados a 
outros loci associados à hiper-responsividade bronquial em asmáti- 
cos (Hizawa, 1998; Lara-Marquez, 1999). Uma ligação semelhante foi 
proposta para um gene de atopia, que está em íntima ligação a um 
locus codificador da cadeia B do receptor de Fce de IgE no cromosso- 
mo 11q. Esse gene de atopia putativo foi descrito em diversos estudos, 
incluindo um estudo sobre famílias de indivíduos afro-americanos 
asmáticos com responsividade aumentada à D. farinae e aos alérgenos 
do pólen de grama (Sandford, 1995). Estudos sobre a regulação da 
síntese de IgE demonstraram que as citocinas IL-4 e IL-13 induzem 
síntese de IgE por linfócitos B, além de promoverem diferenciação de 
células T auxiliares/indutoras de fenótipo Th2 (ver adiante). O grupo 
de genes codificadores de citocina ao qual pertence o gene da IL-4 
está localizado no cromossomo 5q, ligado a um locus que influen- 
cia as respostas de IgE a vários aeroalérgenos (Ober, 1998). Outros 
loci que podem exercer algum papel no fenótipo alérgico incluem o 
gene codificador de receptor a da IL-4 (cromossomo 16). Esse gene 
contém mutações que influenciam a transdução de sinal pelo fator 
de transcrição STAT6 (ver adiante). O STAT6, por sua vez, promove 
transcrição das cadeias pesadas € de Igs (Hershey, 1997). 


Regulação da síntese de IgE: interações molecu- 
lares e celulares 


Conforme mencionado anteriormente, os genes de classe II localiza- 
dos na região do HLA D exercem forte influência nas respostas indivi- 
duais a antígenos exógenos (Pieters, 2000; Wang, 2002). Os produtos 
genéticos da região altamente polimórfica do HLA D, que são as molé- 
culas DR, DQ e DP expressas na membrana plasmática de células B e 
células dendríticas apresentadoras, ligam-se ao antígeno para processa- 
mento e apresentação às células T imunocompetentes e, assim, iniciam 
a resposta imune (Wang, 2002). As respostas imunes celular e humoral 
subsequentes são determinadas por uma inter-relação complexa de 


Tabela 53.1 Genes e o fenótipo alérgico 
Cromossomo Locus genético Fenótipo 
6p21-23 Região HLA D Respondedor ou não 
respondedor a alérgenos comuns 
11q13 Cadeia B do Responsividade aumentada a 
receptor F£ aeroalérgenos; fenótipo de IgE 
elevada 
5q31-33 Citocinas IL-3, IL-4, Fenótipo de IgE elevada; 
IL-5, IL-9, IL-13 responsividade a aeroalérgenos 
16 Receptor de IL-4 Fenótipo de IgE elevada 


interações celulares, envolvendo contatos célula-célula e secreção de 
citocinas (estimuladoras e inibidoras). A produção de anticorpos IgE 
maduros por linfócitos B exemplifica esses mecanismos (Fig. 53.1). 

A princípio, todos os linfócitos B produzem anticorpos IgM. A espe- 
cificidade antigênica é determinada pelo rearranjo dos éxons V, D e 
J que codificam porções da região variável da Ig, para criação de um 
motif (gene) de região variável (VDJ). Esse motif VDJ codifica a por- 
ção ligadora de antígeno (Fab) da cadeia pesada de uma Ig madura. O 
motif VDJ rearranjado está em contracorrente em relação aos éxons 
codificadores das regiões constantes das diversas cadeias pesadas de Ig, 
incluindo os éxons Y, £ e & À produção de transcritos maduros para 
moléculas de Ig completas contendo essas cadeias pesadas requer novos 
rearranjos no locus de cadeia pesada (IgH). Tais rearranjos resultam 
em mudança de expressão dos domínios da região constante da cadeia 
pesada, que passam de [1 a outro isótipo (p. ex., €). Esse processo é refe- 
rido como recombinação delecional de mudança de isótipo, uma vez 
que os éxons codificadores dos domínios da cadeia u são eliminados 
por ação de endonucleases em um processo irreversível (Coico, 2003). 

A síntese de moléculas maduras de IgE ocorre em uma série de eta- 
pas, que têm início na expressão de transcritos de linhagem germinati- 
va (estéreis) da cadeia pesada €. A transcrição de linhagem germinativa 
deve ocorrer antes da conclusão da recombinação delecional de mudan- 
ça isotípica. Esse processo envolve a interação com um éxon promotor 
situado em contracorrente em relação aos quatro éxons codificadores 
dos dominios da cadeia pesada € (ver adiante) (Fig. 53.1). O promotor 
£ contém sítios de ligação para vários fatores de transcrição, tais como 
STAT6 e NF-xB, que conduzem a transcrição ativando o promotor. 
Mutações envolvendo os sítios de ligação para esses fatores de trans- 
crição bloqueiam a mudança de isótipo para IgE. Como os transcritos 
de linhagem germinativa não codificam uma cadeia pesada funcional, é 
necessário que esses transcritos sejam novamente metabolizados pelas 
endonucleases para que sejam criadas moléculas de cadeias pesadas 
funcionais. As endonucleases eliminam Cu e ligam novas sequências 
VJD e Ce adjacentes. Toda a cascata metabólica requer tanto interações 
célula-célula quanto mediadores solúveis (Oettgen, 2001). 

As citocinas produzidas pelas células T auxiliares/indutoras de fenó- 
tipo Th2 são necessárias à produção de transcritos de cadeia pesada 
de IgE. As células Th2 produzem diversas citocinas que atuam como 
fatores de crescimento para linfócitos B, como IL-4 e IL-13, indutoras 
da produção de transcritos de linhagem germinativa £ em linfócitos B 
humanos (Vercelli, 1989; Defrance, 1994). Essas citocinas exercem seus 
efeitos interagindo com receptores multiméricos de superfície celular. 
Os receptores de IL-4 e IL-13 compartilham uma cadeia œ de ligação 
ao ligante, bem como uma cadeia transmembrana Y, que participa da 
transdução de sinal (Palmer-Crocker, 1996). A ligação de IL-4 e IL-13 
aos seus receptores induz uma série de reações de fosforilação, que 
resulta na transcrição do DNA conduzida por fatores de transcrição 
fosforilados. As tirosina quinases da família Janus (JAK1, 2 e 3) estão 
associadas aos domínios intracelulares dos receptores de IL-4 e IL-13, 
e catalisam a fosforilação dos receptores de modo a permitir que os 
mesmos se liguem a fatores de transcrição intracelulares. Os fatores de 
transcrição, que incluem STAT6 e NF-xB, são fosforilados, dimerizam e 
são translocados para o núcleo, onde se ligam ao promotor £ e induzem 
expressão de transcritos de linhagem germinativa € (Oettgen, 2001). 

Coincidindo com a interação entre células apresentadoras de antí- 
geno e linfócitos T já descrita, que ocorre via receptor de célula T 
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Figura 53.1 Interações celulares e moleculares reguladoras da síntese de IgE. 


(TCR), um segundo nível de interação célula-célula é requerido para 
promoção da mudança de expressão da cadeia pesada € para u pelos 
linfócitos B (Oettgen, 2001). A ligação do TCR resulta na regulação 
positiva da expressão de CD40 ligante (CD 154) na superficie da célula 
T. O CD40 ligante interage com o CD40 presente na superficie de lin- 
fócitos B e catalisa a ativação do NF-£B. Este, por sua vez, facilita a ati- 
vação do promotor e via STAT6, bem como de outras proteínas indu- 
zidas por ativação (Oettgen, 2001). A importância do CD40 ligante 
(CD154) para o processo de mudança de classe pode ser constada em 
alguns pacientes com síndrome de hiper-IgM ligada ao X, que são 
deficientes em CD40 ligante e incapazes de produzir anticorpos IgG, 
IgA ou IgE (Korthauer, 1993). 


Imunoglobulina E: características estruturais 
e funcionais 


Ishizaka e Ishizaka foram os primeiros a demonstrar que os anti- 
corpos IgE possuem atividade reagente e são diferentes das demais Igs 
(Ishizaka, 1966). Esses pesquisadores criaram um antissoro de coelho 
dirigido contra a fração de Igs rica em reagina isolada do soro de um 
paciente atópico. Após a absorção com Igs purificadas de todos os isó- 
tipos conhecidos (IgG, IgA, IgM e IgD), o antissoro ainda reagia com 
a y,-globulina presente no soro de pacientes alérgicos. Após a imuno- 
precipitação com esse antissoro, foi abolida a atividade de sensibiliza- 
ção cutânea do soro oriundo de diferentes pacientes atópicos. 

Evidências conclusivas da singularidade imunoquímica e atividade 
reagente da IgE foram obtidas pouco tempo depois, quando se des- 
cobriu que proteínas do mieloma humano reagiam com o referido 
antissoro (Bennich, 1969). Experimentos realizados com fragmentos 
de Ig preparados por digestão enzimática de proteínas IgE de mieloma 
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indicaram conclusivamente que a atividade de sensibilização cutânea 
requeria a existência de uma região Fc? intacta. Esses experimentos 
também demonstraram que os determinantes antigênicos exclusivos 
das moléculas de IgE estavam contidos no fragmento Fc? (Bennich, 
1969). A Tabela 53.2 resume as propriedades físico-químicas e funções 
imunológicas das diferentes regiões da molécula de IgE, determinadas 
por meio de experimentos que utilizaram proteínas IgE de melanoma 
humano purificadas e fragmentos de Igs preparados por digestão enzi- 
mática. A Figura 53.2 mostra um diagrama ilustrativo da estrutura da 
IgE humana. 

Anticorpos IgE humanos sensibilizam a pele e a induzem a liberar 
histamina — um fenômeno referido como anafilaxia cutânea passiva. A 


Tabela 53.2 Propriedades físico-químicas da imunoglobulina E 


Classe de cadeia H E 
Fórmula molecular EL; 
Coeficiente(s) de sedimentação 8 


Peso molecular 190.000 
Carboidratos (%) 11,4 
Fixação do complemento Não fixa 


(via clássica) 

Meia-vida no soro (dias) 2 

Transferência placentária Não ocorre 

Atividade reagente 4”; fragmentos contendo Fc inibem a 
atividade de sensibilização cutânea da IgE, 
ao contrário dos fragmentos contendo Fab 
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Figura 53.2 Estrutura da IgE. 


atividade sensibilizadora cutânea da IgE é sensível ao calor. O aqueci- 
mento a 56°C durante 2 horas modifica irreversivelmente os dominios 
C,3 e C,4 da molécula de IgE, abolindo sua atividade de sensibiliza- 
ção cutânea (Ishizaka, 1967). A ligação às células efetoras é igualmente 
abolida pela redução e alcalinização das ligações dissulfeto interca- 
deias. A IgE humana agregada não fixa complemento pela via clássica. 
Não há significativa transferência placentária de IgE humana. 


Células e mediadores das reações 
de hipersensibilidade imediata 


Os mastócitos são as principais células efetoras das reações de hiper- 
sensibilidade imediata, embora outros tipos celulares, como eosinófi- 
los, basófilos, neutrófilos e linfócitos, estejam envolvidos na promoção 
e manutenção da inflamação alérgica (Church, 2003). Os mastócitos 
e basófilos chegaram a ser considerados tipos celulares intimamen- 
te relacionados, pois ambos apresentam coloração metacromática 
por corantes básicos e contêm histamina em grânulos pré-formados. 
Evidências mais recentes sugeriram que os basófilos são derivados de 
precursores de granulócitos, enquanto os mastócitos derivam de pre- 
cursores de células mononucleares e possuem receptores para fator de 
células-tronco (Galli, 1990). Os basófilos se desenvolvem na medu- 
la óssea e entram na circulação como células maduras, enquanto os 
mastócitos sofrem maturação nos tecidos onde residem como células 
maduras. 

Os mastócitos tipicamente contêm até 10 vezes mais histaminas por 
célula do que os basófilos. Existem duas populações de mastócitos feno- 
tipicamente distintas, denominadas Mt (com base no conteúdo de trip- 
tase) e Mtq (com base no conteúdo de triptase e quimase). Os Mt são 
encontrados nas superfícies mucosas, em sítios de inflamação alérgica, 
com frequência perto de linfócitos T. Os Mtq são mais numerosos em 
sítios submucosos e no tecido conjuntivo, além de não estarem associa- 
dos à inflamação alérgica nem à infiltração de linfócitos T (Irani, 1986). 

Os mastócitos contêm mediadores pré-formados e mediadores 
recém-sintetizados, que exercem papel importante na inflamação 
alérgica. Os principais mediadores pré-formados encontrados nos 
grânulos dos mastócitos são histamina, triptase e quimase (proteases 
neutras), hidrolases ácidas (p. ex., hexosaminidase), heparina, sulfatos 
de condroitina (proteoglicanas), além de diversas citocinas e agentes 
quimiotáticos (IL-3, IL-4, TNF-a e IL-8). Os mediadores recém-for- 
mados incluem os produtos do metabolismo do ácido araquidônico 
pelas enzimas ciclo-oxigenase (COX) (prostaglandinas |PGs]) e lipo- 
xigenase (LOX) (leucotrienos [LTs]). 

O mecanismo primário de liberação dos mediadores pré-formados 
pelos mastócitos e basófilos envolve sinalização transmembrana media- 
da pela IgE de superfície celular (homocitotrópica), que se liga a recep- 
tores de IgE (Fce RI) difusamente localizados na membrana plasmática 
das células efetoras. A ligação dos anticorpos IgE aos Fce RI é rever- 
sível, contudo, de altíssima afinidade (Ka = 10'° M~) (Wank, 1983). 
Enquanto os anticorpos IgE presentes no sangue possuem meia-vida 


de apenas 2 a 3 dias, estima-se que a meia-vida da IgE ligada ao Fce 
RI no mastócito seja superior a 10 dias. Cada célula pode apresentar 
40.000 a 500.000 receptores. Células cultivadas em presença de IgE 
apresentam maior número de receptores, possivelmente como reflexo 
da regulação positiva da expressão de Fce RI pela IgE. O Fce RI é um 
receptor multimétrico, composto de subunidades a, B e y do seguinte 
modo: a, B; e Y2. A ligação aos anticorpos IgE é medida pela subuni- 
dade œ, enquanto as subunidades À e y contêm regiões transmembrana 
que atuam na sinalização transmembrana (Ravetech, 1991). 

As moléculas de Fce RI são móveis, junto à membrana plasmática das 
células sensibilizadas, conforme indicaram estudos de capping (capea- 
mento) utilizando anticorpos anti-IgE conjugados à fluoresceína. Essa 
mobilidade a curtas distâncias é considerada importante para a libe- 
ração de mediadores por mastócitos e basófilos. Estudos extensivos 
utilizando basófilos e mastócitos sensibilizados in vitro com proteínas 
IgE de mieloma ou com anticorpos IgE específicos revelaram que a libe- 
ração de histamina é desencadeada por ligações cruzadas (ou pontes) 
de receptores de IgE ocupados por ação de antígenos multivalentes, de 
anticorpos anti-IgE intactos ou de seus fragmentos F(ab’),, mas não por 
haptenos univalentes ou fragmentos Fab de anticorpos anti-IgE. 

O sinal inicial para liberação de mediadores pré-formados, bem 
como para síntese e liberação de PGs e leucotrienos a partir de mas- 
tócitos sensibilizados por IgE, é a ligação cruzada do Fce RI por uma 
alérgeno multivalente. A degranulação ocorre por meio de um pro- 
cesso de exocitose. A agregação de receptores pelo alérgeno provoca 
metilação dos fosfolipídeos da membrana, ativação da adenilato cicla- 
se, aumento temporário da concentração intracelular de monofosfato 
de adenosina cíclico (CAMP) e influxo de íons de Ca**, com conse- 
quente fusão dos grânulos e membranas celulares durante a exocitose. 
A aumentada concentração intracelular de Ca** também ativa a fos- 
folipase A,, que, por sua vez, promove síntese de ácido araquidônico 
derivado dos lipídeos da membrana celular. Nos mastócitos, o ácido 
araquidônico livre é metabolizado a PGD,, por enzimas da via da COX 
(COX-2, PG sintase e isomerase), e a cisteinil LTs (LTB,, LTC,, LTD, 
e LTE,), por enzimas da via da 5-LOX (Church, 2003) (Fig. 53.3). 

A histamina é o mediador da inflamação alérgica mais conhecido. 
Quando injetada por via intradérmica, ela promove uma caracteris- 
tica reação de pápula e eritema que resulta da ocorrência simultânea 
de vasoconstrição das vênulas pós-capilares e de eritema neurogênico 
(Petersen, 1997). A histamina presente nos mastócitos está contida 
no interior de grânulos pré-formados, sendo que cada célula contém 
aproximadamente de 3 a 8 pg de histamina. Após ser liberada pelos 
mastócitos, a histamina interage com receptores específicos acopla- 
dos à proteína G, denominados H1-H4 (Wess, 1997; Gether, 2000; 
Church, 2003). A ligação do receptor histamínico H1 ativa a fosfoli- 
pase C, com consequente ativação da proteína C quinase e mobiliza- 
ção de Ca*t, que promovem as respostas celulares associadas à infla- 
mação alérgica. Os efeitos da histamina são mediados por receptores 
distintos em diferentes tecidos. Os receptores H1 existentes nas vias 
aéreas promovem contração da musculatura lisa bronquial e pro- 
dução de muco, enquanto os receptores H2 presentes no estômago 
promovem secreção de ácido. Os receptores H3 e H4 são encontrados 
nos nervos histaminérgicos e nas células da medula óssea, respectiva- 
mente. A histamina é degrada em duas vias enzimáticas, sendo que o 
principal metabólito — ácido N-metilimidazol acético (MIAA) — resul- 
ta da metilação e deaminação sequenciais da histamina pelas enzimas 
N-metil transferase e monoamina oxidase. A maior parte da histami- 
na secretada é excretada como MIAA na urina, e uma pequena quan- 
tidade aparece sob a forma não degradada. 

As proteínas mais abundantes nos grânulos dos mastócitos são as 
proteases neutras, dentre as quais a triptase e a quimase são as mais 
familiares. Conforme já observado, os mastócitos são classificados de 
acordo com seu conteúdo dessas duas proteases. Os Mt predominam 
na mucosa intestinal e nas vias aéreas, enquanto os Mta são encontra- 
dos no tecido conjuntivo cutâneo e na submucosa intestinal. A trip- 
tase de mastócitos humanos é um tetrâmero constituído por subuni- 
dades de 31 a 38 kDa, cuja massa molecular aproximada é de 130 kDa 
(Schwartz, 1981). Duas subunidades de cDNA da triptase, denomina- 
das o e B, foram clonadas a partir de mastócitos humanos e apresen- 
tam cerca de 90% de homologia sequencial entre si (Miller, 1990). A 
maior parte da triptase encontrada no soro humano corresponde à 
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subunidade &, e é provável que seja liberada constitutivamente pelos 
mastócitos. A triptase B é armazenada dentro dos grânulos de secre- 
ção, formando complexo não covalente com a proteoglicana hepari- 
na, e liberada mediante ativação celular. Em consequência, a tripta- 
se O fornece a massa estimada dos mastócitos, enquanto a triptase B 
constitui um marcador de ativação de mastócitos e de liberação de 
mediadores (Schwartz, 1987). A meia-vida da triptase na circulação 
é de aproximadamente 90 minutos (Schwartz, 1989). Além de atuar 
como enzima, a triptase promove crescimento de fibroblastos e célu- 
las de músculo liso, ativa mastócitos e promove liberação do agente 
quimiotático IL-8 pelas células epiteliais (Cairns, 1996). 

PGse LTs recém-sintetizados são importantes mediadores pró-infla- 
matórios da alergia. Dentre as PGs mediadoras encontradas nos mas- 
tócitos, a principal é a PGD, (Fig. 53.3). A PGD, é bem mais potente 
do que a histamina, em termos de base molar, embora seja liberada 
em quantidades menores pelos mastócitos ativados (Church, 2003). A 
PGD, e seu metabólito 901,11B PGF, promovem constrição da muscu- 
latura lisa das vias aéreas, vasodilatação periférica e inibição da agre- 
gação plaquetária. A ativação de mastócitos periféricos mediada pela 
IgE também resulta na síntese e liberação de cisteinil LTs (LTC, LTD, 
e LTE,) (Fig. 53.3). Essas moléculas são broncoconstritores extrema- 
mente poderosos, cuja ação é até 1.000 vezes mais potente do que a 
ação da histamina, e podem induzir aumento da permeabilidade vas- 
cular e produção de muco. Na literatura antiga sobre alergia, os LTs 
eram referidos como substâncias de reação lenta da anafilaxia (SRS-A). 
Seu papel na resposta asmática é demonstrado pelas triagens clínicas, 
que revelam a eliminação efetiva de parte considerável da resposta 
asmática inicial ao alérgeno mediante a administração de antagonistas 
de LT (Findlay, 1992). A inflamação alérgica com frequência ocorre 
em dois estágios: uma resposta imunomediada ao contato com o alér- 
geno, que ocorre em poucos minutos, e uma reação tardia em até 24 
horas após a exposição ao alérgeno. Essa resposta bifásica é comum na 
asma. Ambos os estágios da resposta alérgica dependem da presença e 
do engajamento de anticorpos IgE ligados à célula. A resposta inicial 
reflete os efeitos dos mediadores histamina, PG e LT. A resposta tar- 
dia é produzida pelo recrutamento de células inflamatórias, incluindo 
eosinófilos e neutrófilos, para os sítios de inflamação alérgica, seguido 
da liberação de mediadores por essas células ativadas. Essa resposta 
tardia é facilitada pela liberação de citocinas e agentes quimiotáticos 
por mastócitos ativados, que promovem a infiltração e degranulação 
dos leucócitos inflamatórios. 


Teste laboratorial na avaliação 
das doenças alérgicas 


O fundamento do teste 


Os testes laboratoriais para detecção de doenças alérgicas são dis- 
ponibilizados há mais de 30 anos (Wide, 1967). A base desses testes 
são os imunoensaios para detecção de proteína total de IgE (IgE) e de 
anticorpos IgE específicos para alérgenos (anticorpos IgE) no soro. Na 
maior parte do tempo, ao longo desses anos, houve apenas um modes- 
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Figura 53.3 Metabolismo do ácido araquidônico. COX = ciclo-oxigenase; PG = 
prostaglandina; TX = tromboxano; LT = leucotrieno; 5-LO = 5-lipoxigenase; FLAP = 
proteína ativadora de 5-lipoxigenase. 


to interesse na realização do repertório completo de testes localmente, 
em laboratórios clínicos hospitalares; muitas instituições optam por 
enviar suas amostras a laboratórios de referência para que sejam ana- 
lisadas. Mais recentemente, o uso de testes laboratoriais na avaliação 
de pacientes com doenças alérgicas tem sido conduzido por modifi- 
cações envolvendo os planos de assistência à saúde supervisionados, 
o desenvolvimento de novos fármacos terapêuticos para tratamento 
de doenças alérgicas, o aprimoramento de métodos analíticos para 
quantificação de anticorpos IgE e a ampliação do conhecimento sobre 
a história natural de desenvolvimento de doenças alérgicas, especial- 
mente no caso das crianças. Antes da era da assistência supervisionada, 
usualmente, uma criança ou pessoa adulta que apresentasse sinais e 
sintomas de doença alérgica poderia ser examinada por um especia- 
lista em alergias, não havendo necessidade de prévia avaliação médica. 
Atualmente, esse cenário mudou para muitos pacientes, cujos planos 
de saúde exigem que seus clientes passem por uma avaliação inicial 


junto a médicos de atendimento básico. Diante desse paradigma, os 


testes laboratoriais que estabelecem uma alta probabilidade de doen- 
ça alérgica adquirem maior importância, pois os resultados fornecidos 


justificam o encaminhamento do paciente a um especialista em aler- 


gias e também permitem aos médicos de atendimento básico decidir se 
devem ou não supervisionar o paciente em sua própria prática. Além 
disso, os novos tratamentos farmacológicos para doenças alérgicas, 
como a administração de anticorpos monoclonais anti-IgE, requerem 
a justificação de seu uso por meio da demonstração de níveis elevados 
de IgE ou da presença de anticorpos IgE no soro do paciente (Soler, 
2001; Lanier, 2003). Os métodos analíticos para quantificação de anti- 
corpos IgE também foram significativamente aperfeiçoados. Conforme 
detalhado adiante, a atual geração de métodos de teste apresenta pouca 
semelhança com os testes originalmente introduzidos logo após a 
descoberta da IgE. Por fim — e talvez de forma mais significativa —, as 
investigações clínicas acerca da história natural das doenças alérgicas 
em crianças revelaram uma sequência reprodutível de sensibilização a 
alérgenos que torna cada vez mais importante estabelecer o diagnós- 
tico de alergia ainda em idade precoce, a fim de amenizar a evolução 
para doenças mais sérias, como a asma (Wahn, 2000). 

No campo da alergia clínica, os testes para detecção de IgE e anticor- 
pos IgE são solicitados sobretudo para fins diagnósticos. Os resultados 
podem ter significado prognóstico ou servir como guia para terapias 
específicas, como a evitação de um dado alérgeno ou a imunoterapia. 
Contudo, os dados laboratoriais têm pouca importância na avaliação da 
resposta a tais terapias ou no monitoramento do curso da doença. Além 
disso, a utilidade dos resultados de um teste diagnóstico é determinada 
empiricamente, conforme seja fácil ou difícil estabelecer um diagnóstico 
acurado no cenário clínico, bem como por meio do estudo dos resulta- 
dos clínicos que podem justificar a realização de triagens de terapia far- 
macológica sem um diagnóstico etiológico específico (conhecida como 
terapia empírica) (Gendo, 2004). Mesmo assim, em diversas situações 
clínicas, uma supervisão definitiva requer que os alérgenos agressores 
sejam identificados de maneira inequívoca. Exemplificando, é necessá- 
rio definir a especificidade do alérgeno em casos de sensibilidade anafi- 
lática a alérgenos presentes em alimentos, fármacos e veneno de insetos, 
no caso de pacientes com indicação de tratamento por imunoterapia e 
para aqueles que apresentam alergias ocupacionais ou sensibilidade a 
determinados alérgenos, como o látex da borracha natural. 


Técnicas de teste in vivo: testes cutâneos 
e de provocação de órgão-alvo 


É impossível discutir o uso dos testes laboratoriais para diagnós- 
tico e supervisão das doenças alérgicas sem mencionar os testes de 
hipersensibilidade imediata in vivo, em particular os testes cutâneos 
e de provocação de órgão-alvo. Os testes in vivo são considerados 
os padrões da acurácia e confiabilidade diagnóstica. A habilidade de 
reproduzir uma reação alérgica específica por meio de uma provoca- 
ção in vivo é considerada, pela maioria dos especialistas em alergia, a 
técnica mais sensível para demonstração da existência de hipersensi- 
bilidade imediata e para determinação da especificidade do alérgeno. 

Os testes cutâneos são realizados por meio de uma injeção intra- 
dérmica e pelo método da picada na pele (Demoly, 1998). A respos- 
ta à injeção intradérmica de um extrato de alérgeno é classificada 


medindo-se o diâmetro da reação de pápula e eritema imediatamente 
após a injeção. Uma reação classificada como 1+ corresponde a uma 
pápula de 5 a 10 mm. Uma resposta dessa magnitude geralmente é 
considerada evidência de sensibilidade específica a algum alérgeno. 
Indivíduos altamente sensíveis com frequência desenvolvem pápulas 
com pseudópodos e diâmetros maiores que 15 mm. Testes cutâneos 
realizados pelo método da picada na pele empregam extratos de alér- 
geno mais concentrados (até 1.000 vezes mais concentrados do que 
os extratos utilizados no teste intradérmico) e a classificação muita 
vezes é omitida. A média dos diâmetros de pápula (em milímetros) 
é registrada e serve como indicação do grau de sensibilidade. Uma 
estimativa mais quantitativa da sensibilidade a um dado alérgeno 
pode ser obtida utilizando-se a técnica da titulação de ponto final. 
Essa técnica consiste em uma modificação dos métodos intradérmico 
e da picada na pele. São utilizadas diluições seriadas de 10 vezes de 
um extrato de alérgeno padronizado, começando pela maior dilui- 
ção. A sensibilidade de ponto final é definida como a maior diluição 
que produz uma reação 1+. 

Os testes de provocação de órgão-alvo têm utilidade clínica e para fins 
de investigação. A adaptação dessa técnica envolve o teste de provoca- 
ção brônquica para diagnóstico da asma; teste de provocação rinocon- 
juntiva para diagnóstico de rinite alérgica; teste de eliminação e pro- 
vocação alimentar para diagnóstico de asma induzida por alimento; e 
desafio da picada para diagnóstico de sensibilidade anafilática a veneno 
de inseto. A aplicação dos testes de provocação em situações clínicas 
rotineiras é limitada pela necessidade de utilizar extratos de alérgeno 
padronizados e com potência definida, bem como pelo número limita- 
do de alérgenos que podem ser testados em um dado indivíduo em uma 
única ocasião. Os procedimentos para realização do teste de eliminação 
e provocação alimentar, por exemplo, requerem períodos de abstinên- 
cia de vários dias, sendo que o teste pode ser invalidado pelo consumo 
inadvertido de um alimento em particular durante esse período. 


Quantificação de anticorpos IgE: métodos 
analíticos e intervalos de referência 


Uma variedade de métodos imunoquímicos tem sido utilizada para 
quantificar IgE, incluindo imunoensaios de deslocamento compe- 
titivo, ensaios imunométricos (de sanduíche) utilizando anticorpos 
radiomarcados e anticorpos de segundo estágio marcados com enzi- 
ma; e nefelometria de sensibilidade aumentada (Homburger, 1998). 
Os ensaios imunométricos não isotópicos constituem o método 
mais amplamente utilizado. O método comercial de uso mais popu- 
lar emprega anticorpos anti-IgE ligados a uma fase sólida de celulo- 
se de alta capacidade para capturar a IgE presente em uma amostra. 
Em seguida, a IgE ligada é detectada por um anticorpo de segundo 
estágio, que é marcado com enzima e gera um produto fluorescente. 
A quantidade de produto gerada é proporcional à quantidade de IgE 
capturada no primeiro estágio do ensaio. Esse ensaio é capaz de quan- 
tificar concentrações de IgE na faixa de 2 a 5.000 kU/L (1 kU equivale 
a aproximadamente 2,4 ug de IgE). Os calibradores de ensaio utiliza- 
dos em produtos comerciais são rastreáveis por um padrão interna- 
cional (preparação 75/502 para IgE humana da Organização Mundial 
da Saúde [OMS]). 

Existem diversos estudos sobre a concentração de IgE no soro de 
crianças e adultos sadios, não alérgicos. A síntese de IgE ocorre no feto 
humano, durante a 11º semana de gestação, contudo, o soro de cordão 
umbilical tipicamente contém menos de 1 kU de IgE/L (Homburger, 
1998). Em crianças, a concentração sérica de IgE aumenta lentamente 
com a idade até atingir os níveis observados em adultos, em torno dos 
10 anos de idade (Tab. 53.3). Tanto em crianças quanto em adultos, 
estudos envolvendo indivíduos sadios com frequência produzem his- 
togramas de quantificação de IgE que apresentam inclinação positiva 
com intervalos de confiança de 95%, que são aparentemente elevados, 
se comparados aos níveis médios de IgE. Em consequência, muitos 
laboratórios relatam intervalos de referência logaritmicamente trans- 
formados, com limite superior “normal” descrito como sendo igual a 
+1 DP da distribuição geométrica de uma idade correlata (Tab. 53.3). 
Essa convenção é confusa para muitos clínicos, de modo que se tor- 
nou prática comum considerar 100 kU/L como limite superior nor- 
mal em indivíduos adultos não alérgicos. 


Tabela 53.3 Intervalos de referência de IgE sérica em crianças e adultos 


Idade Média (kU/L) + 1 DP (kU/L) 
6 semanas 0,6 2,3 
3 meses 1,0 4,1 
6 meses 1,8 fas 
9 meses 2,6 10 
12 meses 3,2 13 
2 anos 5,7 23 
3 anos 8,0 32 
4 anos 10 40 
5 anos 12 48 
6 anos 14 56 
7 anos 16 63 
8 anos 18 71 
9 anos 20 78 
10 anos 22 85 
13,2 4] 
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* Em adultos, a média +2 DP do valor de corte é 127 kU/L. Consulte a explicação fornecida 
no texto. 


Quantificação de IgE: aplicações clínicas 


A quantificação da proteína IgE no soro foi avaliada de modo abran- 
gente quanto à utilidade clínica como teste de triagem no diagnóstico 
de várias doenças alérgicas; quanto ao seu valor preditivo como indica- 
dor da probabilidade de desenvolvimento de doença alérgica por bebês e 
crianças assintomáticos; e como indicador prognóstico para adultos com 
certos tipos de doença alérgica crônica. A quantificação de IgE também 
pode ser útil na avaliação de pacientes com suspeita de doenças de imu- 
nodeficiência, doenças parasíticas ou a rara síndrome da hiper-IgE. 

A síndrome da hiper-IgE foi descrita pela primeira vez em 1972, por 
Buckley et al. Esses pesquisadores relataram o caso de dois pacientes 
que apresentavam níveis séricos elevados de IgE, dermatite difusa, 
furunculose recorrente e pneumonia com pneumatoceles secundária 
à infecção por Staphylococcus aureus. Relatos subsequentes de pacien- 
tes com esse distúrbio definiram a síndrome clínica: elevação extre- 
ma dos níveis séricos de IgE (2.000-50.000 kU/L), com os pacientes 
desenvolvendo eosinofilia no sangue e nos tecidos, bem como forte 
positividade para reações de pápula e eritema a alérgenos inalantes, 
polens, alimentos e antígenos bacterianos e fúngicos. Apesar desses 
achados, a asma é incomum entre pacientes com síndrome de hiper- 
IgE (Buckley, 1978). 

A síntese de IgE, refletida pelos níveis séricos, foi estudada em 
pacientes com uma variedade de imunodeficiências primárias. Níveis 
aumentados de IgE foram descritos em alguns pacientes com deficiên- 
cias parciais de imunidade celular. As doenças de imunodeficiência em 
que ocorre ausência total de síntese de Igs G, A e M, como se observa 
na doença da imunodeficiência severa combinada, caracteristicamen- 
te mostram diminuição da síntese de IgE e diminuição marcante dos 
níveis séricos de IgE. Os níveis séricos de IgE são variáveis em pacientes 
com deficiência de IgA. Pacientes com ataxia telangiectasia tipicamente 
apresentam níveis reduzidos, no entanto, os pacientes com deficiência 
isolada de IgA podem apresentar níveis de IgE normais ou modesta- 
mente aumentados. A doença alérgica não é comum em pacientes com 
doenças de imunodeficiência, exceto naqueles que apresentam severa 
deficiência de IgA, cujos níveis séricos de IgE são elevados. 

A infiltração parasítica do trato gastrintestinal ou de órgãos paren- 
quimatosos estimula acentuadamente a síntese de IgE, e estudos feitos 
com animais de laboratório sugerem que os anticorpos IgE específicos 
são importantes para a defesa do hospedeiro contra parasitas como 
Nippostrongylus brasiliensis e Schistosoma mansoni. Concentrações 
séricas de IgE acima de 1.000 kU/L são regularmente encontradas em 
crianças que vivem em áreas endêmicas de infestação parasitária. Outras 
doenças causadas por parasitas sabidamente estão associadas ao aumen- 
to dos níveis séricos de IgE, tais como larva migrans visceral (Toxocara 
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ancilostomose e equinococose. Em pacientes com doença parasitária, 
constatou-se que os níveis séricos de IgE sofrem uma queda acentuada 
após o tratamento bem-sucedido com fármacos antiparasitários. 

Ao rever a utilidade dos níveis séricos de IgE como parâmetro para 
o teste diagnóstico de doenças alérgicas, recomenda-se discutir seu 
uso para crianças e adultos separadamente. Níveis elevados de IgE no 
soro ao nascimento ou durante a infância com frequência predizem 
o desenvolvimento de alergia clínica (Kjellman, 1984). Níveis séricos 
de IgE acima do limite correspondente ao 95º percentil da idade são 
detectados em 75% das crianças com história familiar biparental de 
doença alérgica. Entre as crianças sadias com níveis de IgE maiores 
que o equivalente a 1 DP da média para uma determinada idade, 
observou-se uma incidência 10 vezes maior de desenvolvimento de 
doença alérgica nos 18 meses subsequentes, em comparação a um 
grupo de indivíduos com níveis de IgE mais baixos. Embora sejam 
preditivos do desenvolvimento de uma doença alérgica no futuro, 
esses dados fornecem relativamente pouca informação que possa fun- 
damentar decisões clínicas específicas. 

A quantificação de IgE em crianças tem importância limitada para 
o diagnóstico da doença alérgica. A quantificação de IgE em bebês 
parece ser importante para o diagnóstico da doença alérgica no sen- 
tido de alertar o médico quanto à possibilidade da doença em caso 
de diagnóstico clínico diverso. Níveis séricos de IgE acima de +1 DP, 
nesses casos, sustentam o diagnóstico de doença alérgica. Contudo, 
níveis de IgE normais não excluem o diagnóstico de doença alér- 
gica durante a infância ou em fases posteriores da vida. Os resulta- 
dos fornecidos por outros testes diagnósticos, incluindo os testes de 
detecção de anticorpos IgE, são mais específicos (ver adiante). Nas 
situações clínicas em que os sinais de doença alérgica manifestados 
são evidentes (p. ex., eczema e rinite em bebê com história de família 
atópica), o nível sérico de IgE fornece pouca informação adicional. A 
situação é bastante similar quando se trata de crianças mais velhas. A 
quantificação de IgE no soro possui limitada sensibilidade diagnósti- 
ca para a doença alérgica. Em geral, crianças com hipersensibilidade a 
diversos alérgenos e apresentando múltiplas doenças alérgicas exibem 
níveis séricos de IgE elevados. Por outro lado, crianças com hipersen- 
sibilidade a uma gama menor de alérgenos e envolvimento limitado 
de órgão-alvo frequentemente apresentam níveis normais. A sensibi- 
lidade diagnóstica é maior em pacientes com sensibilidade clínica a 
um certo número de alérgenos distintos. Em crianças atópicas, a pre- 
sença de doença cutânea e manifestações gastrintestinais aumenta a 
probabilidade de os níveis séricos de IgE sofrerem elevação. Crianças 
com doenças alérgicas envolvendo diversos órgãos tendem a apresen- 
tar elevações de níveis séricos de IgE de maior magnitude do que os 
aumentos observados naquelas com doença mais limitada. O nível 
aumentado de IgE possui uma excelente especificidade diagnóstica 
para a doença alérgica. 

A quantificação dos níveis de IgE tem moderada utilidade diagnóstica 
para a maioria dos indivíduos adultos com suspeita de doença alérgica. 
Os resultados dos estudos clínicos para detecção de alergia respiratória 
do adulto indicam que aproximadamente 50% dos adultos com asma 
extrínseca e menos de 5% deles com asma denominada intrínseca (não 
atópica) apresentam níveis séricos de IgE elevados. Adultos asmáticos 
com hipersensibilidade a um número limitado de alérgenos usualmen- 
te apresentam níveis normais. Em adultos, os níveis mais altos de IgE 
são detectados em pacientes apresentando hipersensibilidade a vários 
alérgenos e uma combinação de asma, dermatite atópica e rinite. Assim 
como em crianças, a limitada sensibilidade diagnóstica dos níveis séri- 
cos de IgE restringe a utilidade clínica da quantificação desses anticor- 
pos nos casos em que o diagnóstico de doença alérgica é praticamente 
incerto (Klink, 1990). Todavia, isso não significa afirmar que os níveis 
de IgE não devem ser determinados nesses casos, pois níveis elevados 
apresentam alto valor preditivo para doença alérgica. 

A aspergilose broncopulmonar alérgica está associada à elevação 
dos níveis séricos de IgE. Essa doença ocorre tipicamente em pacien- 
tes com asma extrínseca, em geral de longa duração. Os níveis séricos 
de IgE estão aumentados durante a infiltração pulmonar aguda, con- 
tudo, pode haver considerável flutuação durante o curso da doença. 
Uma concentração normal de IgE em um paciente com doença pul- 
monar ativa virtualmente exclui esse diagnóstico. 


Quantificação de anticorpos IgE: 
métodos analíticos e relatório de resultados 


Dois métodos são comumente utilizados para testar os anticorpos 
IgE: teste cutâneo de alérgeno pelos métodos da picada ou intradér- 
mico (ver anteriormente) e teste in vitro por imunoensaio métrico. 
Um terceiro método envolve medir a liberação de mediadores infla- 
matórios ou a expressão de antígenos de ativação na superfície de 
basófilos sanguíneos expostos ao alérgeno in vitro. Os métodos que 
envolvem células sanguíneas se baseiam na quantificação de histami- 
na ou LTC, liberados por leucócitos basófilos (métodos de determi- 
nação da liberação de histamina por leucócitos) ou na detecção por 
citometria de fluxo dos antígenos de ativação (CD63 ou CD203c) 
expressos na superfície dos basófilos após a exposição ao alérgeno (de 
Weck, 1993; Nolte, 1993). Emboras esses métodos atualmente sejam 
comercializados, ainda não são amplamente adotados. Os ensaios 
celulares requerem que as amostras de sangue sejam testadas dentro 
de 24 horas, sendo que até 15% dos indivíduos não liberam histamina 
in vitro. Os ensaios fundamentados na detecção de marcadores de ati- 
vação dispensam a liberação de um mediador, mas podem estar sujei- 
tos a resultados falso-positivos em decorrência do condicionamento 
(priming) com IL-3, que deve ser realizado antes da exposição ao alér- 
geno. Os resultados fornecidos por estudos clínicos iniciais utilizando 
ensaios celulares comerciais apontam uma sensibilidade relativamente 
fraca, quando esses ensaios são comparados aos testes cutâneos para 
diversos alérgenos, como alimentos e veneno de inseto (Maly, 1997). 

Os ensaios imunométricos para detecção de IgE foram introduzidos 
no final da década de 1960 (Wide, 1967). Os métodos originais (pri- 
meira geração) empregavam imunossorventes, preparados por meio 
do acoplamento covalente de alérgenos a Sephadex ativado com ciano- 
gênio, discos de papel ou partículas de celulose microcristalinas, como 
reagentes de captura para anticorpos IgE. Após a incubação com soro, 
a fase sólida era lavada com tampão e radiomarcada, para em seguida 
serem adicionados anticorpos anti-IgE purificados por afinidade que 
atuavam como proteína de detecção. Esses métodos eram semiquan- 
titativos e seus resultados eram determinados pela comparação com 
uma curva de dose-resposta referencial, que media a ligação dos anti- 
corpos IgE da solução calibradora ao pólen de bétula imunossorvente. 
Os resultados eram expressos como classes variáveis de O (negativo) 
a 4+ (fortemente positivo). O método comercial original era referido 
pelo termo “teste radioalergossorvente” (RAST). Os testes de primeira 
geração para detecção de anticorpos IgE apresentavam diversas limi- 
tações: os imunossorventes tinham capacidade limitada de ligação aos 
anticorpos IgE, resultando em baixa sensibilidade analítica, períodos 
de incubação longos e interferência produzida pela competição com 
anticorpos IgG. Os alérgenos empregados no preparo dos imunossor- 
ventes variavam consideravelmente entre lotes distintos e de um fabri- 
cante para outro. O desenvolvimento dos métodos de segunda gera- 
ção para detecção de anticorpos IgE, no início da década de 1990, era 
marcado pela habilidade de quantificar os anticorpos IgE. Esse avanço 
notável foi conseguido graças à criação de um alérgeno imunossor- 
vente de alta capacidade, que era dotado de uma capacidade de liga- 
ção a anticorpos significativamente maior do que aquela apresentada 
pelos reagentes de fase sólida antigos (Ewan, 1990). A calibração era 
baseada na preparação de referência 75/502 da OMS. Uma abordagem 
quantitativa diferente envolvia a ligação de alérgenos à biotina, que 
permitia o uso de pérolas comuns acopladas à avidina para captura de 
complexos IgE-alérgeno de fase líquida (Iwamoto, 1990). Atualmente, 
existem ensaios comerciais aprovados para uso pelo Food and Drug 
Adminstration (FDA), que são baseados em ambos os tipos de rea- 
gentes. Os métodos de segunda geração contam com alguns aprimo- 
ramentos, como uma melhor sensibilidade analítica para detecção de 
anticorpos IgE a concentrações da ordem de 0,35 kU/L; resistência 
à interferência dos anticorpos IgG; melhor consistência entre lotes 
diferentes; e tempos de incubação mais rápidos com disponibilização 
dos resultados em menos de 6 horas. Melhoras significativas também 
foram introduzidas nos alérgenos reagentes, com caracterização e pre- 
paro de certo número de proteínas recombinantes a partir de alérgenos 
complexos clinicamente importantes. Entre esses alérgenos, estão áca- 
ros da poeira, gato, Alternaria tenuis, amendoim e látex da borracha 
natural. Proteínas recombinantes (p. ex., Hevb 5 de Hevea brasiliensis 


5 [látex da borracha natural]) atualmente são empregadas em reagen- 
tes de testes comerciais para alérgenos e contribuem para aumentar a 
sensibilidade diagnóstica desses produtos (Bernstein, 2003). Embora 
sejam muito melhores do que os ensaios antigos e apesar de terem sido 
aprovados para uso pelo FDA, os referidos ensaios de segunda geração 
produzidos por diferentes fabricantes e os recém-introduzidos ensaios 
de terceira geração (automatizados) ainda não são capazes de fornecer 
resultados de testes equivalentes em todos os casos. Os ensaios diferem 
quanto à composição de alérgenos reagentes e padronização de pro- 
cedimentos. Clínicos e laboratoristas devem ter cautela ao escolher o 
método de teste comercial a ser utilizado (Hamilton, 2004). 

Os testes para quantificação dos níveis de anticorpos IgE também 
foram adaptados para detectar vários anticorpos distintos ao mesmo 
tempo. Por meio do acoplamento de vários alérgenos à mesma fase 
sólida, é possível testar uma única alíquota de soro quanto à presença 
de vários anticorpos diferentes sem perda da sensibilidade analítica 
(Ownby, 1984). Existem testes com múltiplos alérgenos comercial- 
mente disponíveis com os quais é possível testar a presença de anti- 
corpos IgE de ocorrência comum em crianças e adultos atópicos. 
O desempenho clínico desses testes ultrapassa o de outros testes de 
triagem comumente empregados para exclusão da hipersensibilida- 
de imediata como etiologia da doença (Ownby, 1984). Além disso, 
múltiplos alérgenos reagentes são úteis e confiáveis para testar o soro 
quanto à presença de anticorpos dirigidos contra classes de alérge- 
no comuns (p. ex., pólen de grama ou alimentos de certos grupos), 
considerando algoritmos com indicação para teste de especificidades 
individuais somente quando os testes de triagem resultam positivos. 


Quantificação de anticorpos IgE: 
aplicações clínicas 


As atuais recomendações de uso clínico do teste de detecção de IgE 
são baseadas nos resultados de estudos clínicos em que a sensibilidade 
e o valor preditivo dos resultados de anticorpos IgE foram compa- 
rados aos de outros testes diagnósticos, incluindo testes cutâneos e 
de provocação. O teste de detecção de anticorpos IgE apresenta cer- 
tas vantagens em relação ao cutâneo: não impõe risco ao paciente e 
seus resultados não são influenciados pelo tratamento concomitante 
com anti-histamínicos ou broncodilatadores. Além disso, ele pode 
ser preferível ao teste cutâneo em determinados grupos de pacientes, 
como no caso de bebês, com dermografismo ou pacientes com der- 
matite amplamente disseminada. Por outro lado, também há algumas 
desvantagens: o teste sorológico é caro, se for utilizado de forma indis- 
criminada, e os resultados não são prontamente disponibilizados. 
Recentemente, o teste de detecção de IgE utilizando múltiplos alér- 
genos e imunossorventes com mais de um alérgeno acoplado à super- 
fície foi considerado um teste de triagem sensível e custo-efetivo para 
ser utilizado em casos de alergia inalatória. 

E difícil definir a especificidade e sensibilidade diagnóstica absolu- 
ta dos resultados referentes ao anticorpo IgE, uma vez que não existe 
nenhum método de referência aceito universalmente (padrão-ouro) 
para definir a sensibilidade a um dado alérgeno. Entretanto, na maioria 
dos estudos clínicos, os resultados dos testes de detecção de anticorpo 
IgE foram comparados aos resultados dos testes diagnósticos in vivo e às 
histórias de doença alérgica. A partir desses estudos, ficou evidente que 
a sensibilidade diagnóstica varia consideravelmente, dependendo do 
tempo decorrido entre a exposição a um alérgeno e a realização do teste; 
da classe de alérgeno testada; da idade do paciente; e dos órgãos-alvo 
afetados. Para o propósito desse capítulo, convém considerar separa- 
damente as seguintes aplicações clínicas: doenças alérgicas da infância 
(incluindo alergia alimentar), doenças alérgicas do adulto, sensibilidade 
ao veneno de insetos e alergias farmacológicas e ocupacionais. 

Crianças com predisposição genética ao desenvolvimento de doen- 
ças alérgicas (conhecidas como crianças atópicas) frequentemente 
apresentam uma sequência previsível de sinais e sintomas de doen- 
ça, que evolui no decorrer de toda a infância. Esse conceito é deno- 
minado “marcha alérgica . Em bebês geneticamente predispostos, o 
eczema (dermatite atópica) costuma ser a primeira manifestação da 
doença alérgica. Bebês e crianças atópicas com menos de 3 anos de 
idade também podem apresentar sintomas gastrintestinais (cólica, 
diarreia, vômito e dor abdominal) ou sofrer de otite crônica. Menos 


comumente, crianças nessa idade já apresentam chiado asmatiforme 
recorrente. À medida que a criança atópica amadurece, os sintomas 
cutâneos e gastrintestinais muitas vezes são substituídos pela piora 
dos sintomas respiratórios, com desenvolvimento de rinite alérgica 
e asma. A Figura 53.4 representa graficamente a sequência inteira da 
“marcha alérgica”. 

Independentemente da idade, os sintomas de doença alérgica mani- 
festados pela criança são inespecíficos para hipersensibilidade imedia- 
ta, podendo ser confundidos com facilidade com outras etiologias. 
Cada vez mais, os médicos têm reconhecido que a terapia empírica 
para crianças com suspeitas de doença alérgica é inaceitável, pois com 
frequência resulta no tratamento desnecessário ou inadequado, à base 
de anti-histamínicos, corticosteroides inalados ou sistêmicos e anti- 
bióticos. A terapia empírica permite que a “marcha alérgica” evolua 
sem controle, fazendo com que seja perdida a oportunidade de redu- 
zir a exposição do paciente aos alérgenos agressores. Embora os resul- 
tados das investigações clínicas ainda sejam inconclusivos, há fortes 
evidências sugestivas de que a prática de evitar os alérgenos agressores 
e a instituição de uma farmacoterapia ideal podem diminuir o risco 
de sensibilização a alérgenos adicionais e interromper a progressão 
para doenças respiratórias alérgicas graves na fase tardia da infância 
(Wahn, 1998; Platts-Mills, 2003). 

Em uma recente declaração de consenso, a European Academy of 
Allergy and Clinical Immunology fez a seguinte recomendação (Host, 
2003): de uma forma geral, todos os indivíduos apresentando possí- 
veis “sintomas alérgicos severos, persistentes ou recorrentes, bem 
como aqueles que necessitam de tratamento profilático contínuo, 
devem ser testados quanto a alergias específicas, independentemente 
da idade da criança. 

Nessa descrição, estão incluídas as crianças com doença cutânea, 
sintomas gastrintestinais (cólica, diarreia, vômito ou falha de cresci- 
mento), chiado asmatiforme recorrente, otite, rinite ou asma. Os tes- 
tes laboratoriais para detecção de anticorpos IgE e os testes cutâneos 
foram considerados essencialmente intercambiáveis para o propósito 
de avaliar essas crianças (Host, 2003). 

A escolha de alérgenos adequados para o teste é determinada princi- 
palmente pela idade da criança. Os alérgenos agressores mais comuns 
para bebês e crianças com menos de 3 anos de idade são os alimen- 
tos, notavelmente os alérgenos proteicos encontrados no leite de vaca, 
ovos brancos, trigo e soja (Nickel, 1997; Sampson, 2001). A hipersen- 
sibilidade imediata aos alérgenos alimentares na infância comumente 
está associada a eczema, sintomas gastrintestinais, otite crônica e 
chiado asmatiforme. Menos frequentemente, crianças severamente 
atópicas com menos de 3 anos de idade podem apresentar anticorpos 
IgE detectáveis que reagem contra os ácaros da poeira (D. farinae e D. 
pteronyssinus). Esses alérgenos inalantes constituem causa comum de 
asma entre crianças maiores. Com exceção da rara ocorrência de ana- 
filaxia em uma criança cujos sintomas estejam fortemente associados 
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Figura 53.4 Relação entre idade e manifestações clínicas da doença alérgica em 
crianças. 
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à ingestão de um alimento em particular (p. ex., amendoim), rara- 
mente é necessário realizar testes para detecção de anticorpos IgE 
adicionais se os testes de reação aos alérgenos alimentares comuns 
tiverem resultado negativos. Além disso, a doença respiratória alér- 
gica causada por alérgenos inalantes comuns, como polens e bolores, 
é incomum antes dos 3 anos de idade, de modo que o teste de rotina 
para detecção de anticorpos IgE contra tais alérgenos não tem utilida- 
de na rotina. No grupo de crianças com menos de 3 anos, o diagnósti- 
co presuntivo de uma doença alérgica pode ser estabelecido por meio 
de testes para detecção de anticorpos IgE contra alérgenos comuns 
presentes em alimentos e nos ácaros da poeira. Testes que resultam 
positivos para anticorpos IgE contra esses alérgenos possuem duplo 
significado: estabelecem uma forte probabilidade de haver doença de 
hipersensibilidade imediata e indicam risco aumentado de sensibili- 
zação a alérgenos adicionais em fases posteriores da infância (Nickel, 
1997). Por isso, a identificação de anticorpos IgE dirigidos contra 
alérgenos alimentares comuns em crianças com menos de 3 anos de 
idade e bebês sintomáticos é importante para adotar alternativas de 
tratamento adequadas e para decidir procurar encaminhamento para 
um especialista em alergia. 

Em crianças com menos de 3 anos de idade, muitas vezes, é mais 
conveniente testar o soro quanto à presença de anticorpos IgE do que 
realizar testes de picada na pele. Os níveis de anticorpos IgE predi- 
tores de hipersensibilidade imediata clinicamente significativa, com 
altos valores preditivos positivos, são algo variáveis entre os diferentes 
alimentos. Além disso, a significância clínica de níveis baixos de anti- 
corpos IgE para alimentos comuns é limitada (Sampson, 1997, 2001). 
Mesmo assim, considerando as relações graficamente representadas 
na Figura 53.5, é evidente que quanto maiores forem os níveis de anti- 
corpos IgE, maior será a probabilidade de sensibilidade clinicamente 
significativa a cada alérgeno alimentar. 

As doenças alérgicas em crianças com mais de 3 anos de idade tipi- 
camente se manifestam como sinais e sintomas respiratórios, como 
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rinite, chiado asmatiforme e tosse persistente (Fig. 53.4). É útil consi- 
derar o trato respiratório inteiro como um único órgão-alvo. A rinite e 
a asma alérgica com frequência ocorrem juntas. A maioria das crianças 
asmáticas também apresenta rinite e as crianças com rinite frequen- 
temente sofrem de asma, a qual pode ser clínica ou subclinicamente 
aparente (Sly, 1999). Quando a doença se desenvolve e passa a afetar 
o trato respiratório, a realização de testes de detecção de anticorpos 
IgE contra alérgenos inalantes adquire importância bem maior para 
a tomada de decisão clínica (Host, 2003). Como existem inúmeros 
alérgenos inalantes diferentes disponíveis para teste, é importante ser 
seletivo ao realizar o teste inicial para crianças com sinais e sintomas 
respiratórios, a fim de evitar testes desnecessários. Os dados fornecidos 
pelas investigações clínicas sustentam abordagens complementares: o 
uso de pequenos painéis de alérgenos inalantes individuais e a realiza- 
ção de testes de detecção de anticorpos IgE com múltiplos alérgenos, 
a fim de detectar a presença de diversos anticorpos simultaneamente. 
A escolha dos alérgenos a serem utilizados nos testes para crianças 
com doenças respiratórias depende da idade e das manifestações clí- 
nicas por elas apresentadas (Tab. 53.4). Após os 3 ou 4 anos de idade, 
crianças atópicas comumente desenvolvem anticorpos IgE contra 
alérgenos presentes em ambientes internos, tais como ácaros da poei- 
ra, epitélios animais (gatos e cães) e baratas. As especificidades de 
anticorpos que as crianças desenvolvem por último são contra aeroa- 
lérgenos comuns em ambientes externos, tais como bolores e polens 
inalantes de árvores, grama e ervas daninhas. Ainda falta um consenso 
quanto ao número de alérgenos inalantes a ser testado na avaliação 
de crianças com sintomas respiratórios. Por outro lado, todos con- 
cordam que o teste deve incluir ácaros de poeira, epitélio de gato ou 
cão, bolor constituído por espécie ubiqua (p. ex., Alternaria tenuis) e 
alérgenos de pólen apropriados (Host, 2003). O teste para detecção 
de anticorpos IgE contra alérgenos de pólen é indicado para crianças 
maiores, em especial quando os sintomas são sazonais; se for possível, 
deve-se realizá-lo durante a manifestação dos sintomas. É bem sabido 
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Figura 53.5 Probabilidade de reação contra alérgenos alimentares diante de níveis crescentes de anticorpos IgE. (Com permissão de Sampson, HA: Utility of food-specific IgE 
concentrations in predicting symptomatic food alergy. J Allergy Clin Immunol 2001; 107:891-896.) 


Tabela 53.4 Testes de detecção de anticorpos IgE selecionados para 
avaliação de crianças com sinais clínicos de alergia 
Sinais de doença 


Idade (anos) Alérgenos 


Alimentos comuns: ovos brancos, 
leite, trigo, soja; ácaros da poeira 


Eczema com ou sem 
chiado asmatiforme 


Menos de 3 


e otite doméstica (Dermatophagoides 
farinae e Dermatophagoides 
pteronyssinus) 

Acima de 3 ou 4 Rinite, chiado Inalantes perenes comuns: ácaros 


asmatiforme, asma da poeira doméstica, gatos ou cães, 


baratas, Alternaria tenuis 
Inalantes perenes comuns: os 
mesmos do item anterior, 
acrescidos de inalantes de pólen 
(polens de árvores, grama ou erva 
daninha) 


Acima de 3 ou 4 Rinite, chiado 
asmatiforme, asma com 


exacerbações sazonais 


que os níveis de anticorpos IgE contra inalantes sazonais variam de 
acordo com as estações do ano. Portanto, a realização desses testes de 
detecção de anticorpos IgE contra inalantes de pólen é praticamen- 
te inútil quando os alérgenos estão ausentes no meio ambiente, uma 
vez que os resultados poderão ser falsamente negativos. O teste de 
detecção de anticorpos IgE utilizando múltiplos alérgenos é eficiente 
como método de triagem para detecção da presença de anticorpos IgE 
contra alérgenos de pólen. Um resultado positivo indica a presença 
de anticorpos IgE contra ao menos um dos alérgenos presentes no 
imunossorvente, embora seja inespecífico para um dado alérgeno em 
particular. Desse modo, um resultado positivo é útil para identificar 
pacientes que poderiam ser beneficiados pela realização de mais testes 
empregando alérgenos reagentes individuais. 

No caso de indivíduos adultos que apresentam rinite alérgica ou asma 
alérgica (extrínseca), os testes de detecção de anticorpos IgE são con- 
fiáveis para identificação de sensibilidade a todas as classes de alérge- 
nos. As sensibilidades mais comuns são contra aeroalérgenos comuns, 
incluindo ácaros de poeira, barata, epitélios animais, esporos de mofo, 
alérgenos de pólen e alérgenos de poeira orgânica (Hamilton, 2004). O 
teste é indicado para casos em que há probabilidade de os resultados 
influenciarem a escolha da modalidade de tratamento (Gendo, 2004). 
Em adultos com suspeita de rinite alérgica, o teste de detecção de anti- 
corpo IgE tem maior utilidade para estabelecimento do diagnóstico, 
quando a probabilidade pré-teste de doença é relativamente baixa 
(inferior a 30%). Esses pacientes tipicamente não apresentam achados 
clínicos com forte indício de etiologia alérgica. Nessa situação, resul- 
tados de teste positivos aumentam bastante a probabilidade pós-teste 
de doença diante dos aeroalérgenos mais comuns, incluindo epitélios 
animais, bolores e polens. Entre os pacientes com história clínica sig- 
nificativa (sintomas nasais proeminentes e reações desencadeadas por 
alérgenos), é menos provável que o teste seja útil e muitas vezes há 
indicação de tratamento empírico. Resultados de vários estudos indi- 
cam que os testes cutâneos e os testes de detecção de anticorpos IgE de 
segunda geração apresentam utilidade clínica essencialmente equiva- 
lente para pacientes adultos com rinite alérgica, sendo que qualquer 
um desses dois testes pode ser utilizado para identificar alérgenos a 
serem incluídos em regimes de imunoterapia (Gendo, 2004). A adoção 
da imunoterapia com alérgenos para tratamento de pacientes adultos 
asmáticos é mais controversa, pois apenas alguns estudos comprova- 
ram nitidamente sua eficácia. A decisão de realizar o teste de detecção 
de anticorpos IgE para adultos asmáticos deve ser considerada caso a 
caso, sendo mais provável que o teste seja útil para pacientes apresen- 
tando reações desencadeadas por alérgenos evidentes ou submetidos à 
exposição ocupacional a alérgenos exclusivos. 

Novos tratamentos farmacológicos para doenças alérgicas foram 
disponibilizados nos últimos anos. Em particular, o tratamento da 
asma alérgica severa foi influenciado pela introdução da farmacote- 
rapia anti-IgE (Busse, 2001; Soler, 2001; Lanier, 2003). Os fármacos 
anti-IgE são anticorpos monoclonais humanizados dirigidos contra a 
IgE, que se ligam à cadeia pesada £ e inibem a ligação dos anticor- 
pos IgE aos receptores correspondentes localizados nos mastócitos. 


Ao interferirem na ligação dos anticorpos IgE às células efetoras, os 
anticorpos anti-IgE efetivamente bloqueiam a liberação de mediado- 
res inflamatórios resultante da exposição ao alérgeno. Resultados de 
estudos clínicos da farmacoterapia da asma apontaram a redução das 
taxas de exacerbação da doença e dos requerimentos de fármacos cor- 
ticosteroides pelos pacientes tratados (Soler, 2001; Lanier, 2003). 

Para o médico poder tratar um paciente utilizando anticorpos anti- 
IgE, é necessário relatar que o paciente possui anticorpos IgE contra 
aeroalérgenos perenes e níveis basais elevados de IgE sérica (30-700 
kU/L). Os anticorpos anti-IgE também foram testados com sucesso em 
pacientes alérgicos ao amendoim e naqueles com rinite alérgica severa. 

Como já mencionado, a disponibilidade de ensaios quantitativos 
para anticorpos IgE estendeu a utilidade desse teste a diversas apli- 
cações clínicas (Yunginger, 2000). Uma dessas áreas constitui a ava- 
liação da hipersensibilidade a alérgenos alimentares. A quantificação 
dos anticorpos IgE é indicada para avaliar pacientes que apresentam 
sintomas induzidos por alimentos com efeitos sobre diversos órgãos 
terminais, incluindo pele, trato gastrintestinal, vias aéreas, além de rea- 
tividade sistêmica. O padrão-ouro para determinação da hipersensibi- 
lidade a um dado alérgeno alimentar é o método da provocação com 
alimento placebo-controlado duplo-cego. Dados recentes indicam 
que os níveis de anticorpos IgE podem ser utilizados para predizer as 
respostas à provocação com vários alimentos comuns (Fig. 53.5). Tais 
resultados definem os níveis de anticorpos IgE abaixo dos quais a pro- 
babilidade de obtenção de um resultado negativo excede 95%, e acima 
dos quais uma provocação se torna desnecessária. Tentativas similares 
de definir valores de corte para níveis de IgE preditivos da reatividade 
aos aeroalérgenos inalantes falharam em definir níveis que pudessem 
ser utilizados em diferentes situações práticas (Soderstrom, 2003). 

O teste de detecção de anticorpos IgE tem utilidade diagnóstica para 
casos com suspeita de sensibilidade ao(s) veneno(s) dos himenópteros. 
Indivíduos sensíveis ao veneno de abelhas, vespas amarelas, vespões 
ou marimbondos podem manifestar sinais de anafilaxia após sofre- 
rem uma picada, bem como urticária, angioedema, broncoespasmo ou 
colapso vascular. A taxa de mortalidade relatada para casos de reação 
sistêmica induzida por picadas de inseto é de 30 a 40 casos por ano, 
contudo, é provável que esse valor subestime a incidência real. A his- 
tória natural da sensibilidade a venenos não tratada ainda é conhecida 
apenas parcialmente. Em diversos casos de pacientes que apresentam 
sensibilidade anafilática comprovada, é possível desencadear uma his- 
tória clínica de reações progressivamente mais graves a episódios de 
picadas sucessivos. Por outro lado, a sensibilidade ao veneno parece 
melhorar espontaneamente em alguns indivíduos. A decisão de tratar 
um paciente utilizando imunoterapia com veneno baseia-se na avalia- 
ção clínica do risco de anafilaxia diante de possíveis picadas futuras. 

O indicador mais confiável de sensibilidade a venenos é a resposta a 
um desafio em que o paciente é deliberadamente picado. No entanto, 
esse teste não é amplamente realizado, sendo necessário apenas em 
raras ocasiões, para estabelecer o diagnóstico de sensibilidade a vene- 
nos em casos de paciente sem tratamento prévio. Os testes cutâneos 
com veneno e os testes para detecção de anticorpos IgE são úteis para 
confirmar a impressão clínica de sensibilidade a venenos, bem como 
para definir sua especificidade. Estudos comparativos apontam o teste 
cutâneo como uma modalidade diagnóstica mais sensível, sendo que 
cerca de 80% dos pacientes com teste cutâneo positivo apresentam 
níveis elevados de anticorpos IgE específicos para o veneno (Golden, 
2003). Os testes de detecção de anticorpos IgE utilizando veneno são 
úteis sobretudo para confirmar os resultados dos testes cutâneos, defi- 
nir a especificidade do alérgeno da hipersensibilidade a venenos e, em 
pacientes seletos, identificar a sensibilidade ao veneno diante de uma 
história clínica positiva não confirmada por teste cutâneo com inocu- 
lação de veneno por via intradérmica (Golden, 2003). 

Com exceção do desafio da picada, não há testes in vitro ou in vivo 
capazes de predizer com segurança a resposta clínica à picada de um 
inseto em um paciente tratado, após a imunoterapia com veneno. 
Embora os níveis séricos de anticorpos IgG aumentem de forma mar- 
cante em decorrência da imunoterapia com veneno, ainda não foi defi- 
nido nenhum valor de corte que pudesse ser utilizado para identificar 
pacientes fora de risco. As estimativas semiquantitativas dos níveis de 
anticorpos IgG não têm utilidade clínica, enquanto os níveis de anti- 
corpos IgE após o tratamento não apresentam correlação consistente 


1105 











1106 com o estado clínico. A decisão de interromper a imunoterapia com 


veneno é tomada com base em estudos clínicos, que revelam elevadas 
taxas de proteção decorridos aproximadamente 3 anos de tratamento 
(Yunginger, 1998). 

A quantificação de anticorpos IgE também foi aplicada ao diagnóstico 
da alergia farmacológica. Embora diversos fármacos e seus metabólitos 
sejam capazes de desencadear a síntese de anticorpos, existem dados 
clínicos e resultados de quantificações de anticorpos IgE disponíveis 
apenas para as penicilinas e metabólitos correspondentes, bem como 
para certos fármacos polipeptídicos, como a insulina. A penicilina e 
seu isômero — o ácido penicilânico — se combinam a proteínas séricas 
via ligações amida para dar origem a porções alérgicas: peniciloil-pro- 
teína e proteina-acido penicilênico, respectivamente conhecidas como 
determinantes antigénicos maior e menor (Fig. 53.6). Níveis quantifi- 
cáveis de anticorpos IgM e IgG específicos para o determinante penici- 
loil são comuns em pacientes tratados com penicilina. Todavia, ainda 
que títulos elevados desses anticorpos persistam no plasma durante 
períodos relativamente curtos, títulos mais baixos com frequência 
podem ser detectados anos após o tratamento (Shepherd, 1991). 

O diagnóstico de hipersensibilidade à penicilina baseia-se no teste 
cutâneo utilizando penicilina, peniciloil-polilisina e uma mistura 
antigênica minoritária. Testes cutâneos com resultados positivos são 
pouco frequentes, em especial quando o feitos de forma remota, após 
o tratamento com penicilina. Menos de 30% dos pacientes com pro- 
váveis histórias de hipersensibilidade imediata à penicilina apresentam 
resultados positivos no teste cutâneo, enquanto as reações de hiper- 
sensibilidade imediata à terapia com penicilina raramente ocorrem 
em pacientes com resultados negativos de teste cutâneo. Adotando os 
resultados dos testes cutâneos como referência diagnóstica, estudos 
clínicos relataram a detecção de anticorpos IgE quantificáveis dirigi- 
dos contra o determinante peniciloil em quase 100% dos pacientes 
com resultados positivos de teste cutâneo. Anticorpos antipeniciloil 
não foram detectados nos indivíduos do grupo controle. Com base 
nesses dados, é razoável recomendar a realização de testes in vitro para 
detecção de anticorpos IgE antipeniciloil apenas para pacientes com 
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história recente de reações de hipersensibilidade. É possível que ocor- 
ram resultados falso-negativos imediatamente após as reações media- 
das por IgE. Além disso, apesar de a maioria dos dados publicados 
indicar que resultados falso-negativos são raros, a ausência de anti- 
corpos específicos contra a peniciloil-polilisina não exclui totalmente 
a possibilidade de haver anticorpos IgE de importância clínica dirigi- 
dos contra outros metabólitos da penicilina (Weiss, 1988). 

As doenças alérgicas, em particular a asma, podem ser causadas por 
uma ampla variedade de alérgenos encontrados no ambiente de tra- 
balho. A asma pode ser o resultado de mecanismos alérgicos e não 
alérgicos. À lista de agentes etiológicos associados à asma ocupacional 
alérgica é longa e inclui: proteínas animais, enzimas, proteínas vege- 
tais, legumes, anidridos, sais metálicos, corantes, isocianatos e pó de 
madeira. Existem testes de detecção de anticorpos IgE disponíveis para 
vários desses alérgenos. 

Recentemente, enfatizou-se o látex da borracha natural como alér- 
geno presente no cenário da prestação de assistência à saúde, tanto 
no meio de trabalho quanto em certos pacientes (p. ex., pacientes 
com espinha bífida, que foram submetidos a vários procedimentos 
cirúrgicos). O látex da borracha natural é um alérgeno complexo que 
contém vários alérgenos proteicos. O teste de detecção de anticorpos 
IgE antilátex é útil para identificar indivíduos sensibilizados. Cerca de 
90% dos pacientes com resultado positivo de teste cutâneo apresen- 
tam níveis detectáveis de anticorpos IgE contra os alérgenos do látex 
(Hamilton, 2003). 

Concluindo essa seção, sobre o teste de detecção de anticorpos IgE, 
convém resumir alguns dos principais pontos abordados anteriormen- 
te. A quantificação dos anticorpos IgE é útil e pode ser recomendada 
nas seguintes situações clínicas: 1) avaliação de crianças com significa- 
tiva história familiar de doença alérgica, que estejam apresentado sinais 
clínicos da doença; 2) avaliação de crianças e adultos com suspeita de 
doença respiratória alérgica, com o objetivo de estabelecer o diagnóstico 
e definir a especificidade relativa ao alérgeno da sensibilidade a polens, 
poeira, antígenos fúngicos e alimentos; 3) confirmar a expressão clínica 
de sensibilidade a alimentos em pacientes com sensibilidade anafilática 


Figura 53.6 Alérgenos derivados da 
penicilina. 
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ou asma, angioedema ou doença cutânea; 4) avaliar a sensibilidade a 
alérgenos do veneno de insetos, em particular como ferramenta de 
auxílio para identificação da especificidade referente ao veneno diante 
de resultados equivocados de teste cutâneo; 5) confirmar o diagnóstico 
de hipersensibilidade à penicilina para pacientes com sensibilidade ana- 
filática; e 6) confirmar a presença de anticorpos IgE contra certos alér- 
genos ocupacionais (p. ex., látex da borracha natural). O teste de detec- 
ção de anticorpos IgE não serve para avaliar os efeitos da imunoterapia 
nem para excluir o diagnóstico de sensibilidade anafilática a venenos de 
inseto no caso de pacientes tratados. O teste de detecção de anticorpos 
IgE é indicado apenas para pacientes dos quais tenha sido obtida uma 
completa história médica e exame físico. 


Testes para detecção de mediadores de reações 
de hipersensibilidade imediata 


Conforme já observado, há certo número de mediadores envolvidos 
nas reações de hipersensibilidade imediata, tais como histamina, tripta- 
se, cisteinil leucotrienos e PGD,. Cada um desses mediadores promove 
inflamação nas doenças alérgicas humanas ou em modelos animais de 


alergia e anafilaxia. Esses mediadores induzem vários dos efeitos bio- 
lógicos característicos das reações alérgicas. Apesar desses achados, a 
quantificação de mediadores nos líquidos corporais apresenta limitada 
utilidade clínica para o diagnóstico diferencial das doenças alérgicas. A 
quantificação de histamina no plasma ou na urina pode ser valiosa no 
caso de pacientes com anafilaxia, quando os testes são realizados ime- 
diatamente após um episódio anafilático (Friedman, 1989), mesmo 
assim é preciso ter o cuidado de obter amostras adequadas. A hemólise 
pode produzir resultados de níveis de histamina falsamente elevados 
no sangue, enquanto alimentos ricos em histamina ou colonização 
bacteriana podem promover um falso aumento dos níveis urinários. 
Em tais condições clínicas, um teste considerado mais útil é a quantifi- 
cação de triptase em amostras de sangue (Schwartz, 1987, 1989). Após 
o episódio anafilático, os níveis sanguíneos de triptase aumentam rapi- 
damente (30 minutos a 1 hora) e permanecem altos por até 12 horas. 
Em comparação, a histamina é depurada rapidamente do sangue, onde 
apresenta uma meia-vida de alguns minutos. Os LTs são ativos ao nivel 
local e estão presentes em concentrações mínimas nos líquidos corpo- 
rais. Os LTs raramente são quantificados no sangue para a determina- 
ção do diagnóstico de doença alérgica. 
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PONTOS-CHAVE 
| e Vírus são as causas mais frequentes de doenças infec- 
ciosas humanas e produzem doenças que variam de 
resfriados banais e um imunocomprometimento fatal e infecções 
oportunistas. 


e O isolamento viral em cultura celular e a identificação de antígeno 
viral são comumente realizados em laboratórios hospitalares para 

o diagnóstico de infecções virais genitais e mucocutâneas, respi- 
ratórias, gastrintestinais, do sistema nervoso central e disseminadas. 
Métodos moleculares sofisticados vêm se tornando mais comuns no 
diagnóstico de rotina. 

e O diagnóstico viral acurado é fundamental para o tratamento ideal 
do paciente — para o uso razoável de drogas antivirais, redução da 
realização de exames laboratoriais desnecessários e terapia anti- 
microbiana inadequada, e para a aplicação de procedimentos de 
controle de infecção — e para o controle de epidemias pelos serviços 
de saúde pública. 

e Muitos vírus comuns crescem in vitro em cultura celular, utili- 
zando linhagens celulares primárias diploides ou heteroploides. O 
crescimento, usualmente, é detectado por alterações citopáticas que 
ocorrem na monocamada da cultura celular ou pela detecção de 
antígeno viral nas células com anticorpos específicos fluorescentes. 
Alguns vírus importunos somente se propagam em tecido de ca- 
mundongo recém-nascido ou de ovo embrionado. Alguns vírus não 
crescem em nenhum sistema de cultura. 





e A técnica de cultura shell vial utiliza a monocamada celular em 
um frasco cheio com meio de cultura. A amostra é inoculada por 
centrifugação na superfície celular. Após curta incubação (1 a 3 
dias), a monocamada é corada com anticorpo viral específico mar- 
cado com fluoresceína. Esse método é utilizado para a identificação 
precoce do vírus herpes simples (HSV), citomegalovírus (CMV), var- 
icela zoster vírus (VZV), vírus respiratórios e enterovírus. 
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e Sistemas de cultura híbridos utilizam duas linhagens celulares na 
mesma lamela do shell vial. Essa mistura aumenta e simplifica a re- 
cuperação de vírus respiratórios comuns (influenza, parainfluenza, 
vírus sincicial respiratório [RSV[ e adenovirus), enterovirus e HSV/ 


HZV. 


e Testes de hibridização do ácido nucleico e amplificação do ácido 
nucleico (NAAT) detectam vírus por meio do reconhecimento de 
segmentos específicos do DNA ou do RNA do genoma viral. A hi- 
bridização in situ é uma técnica direta com sonda para a detecção 
do papilomavírus humano (HPV), CMV, HSV e parvovírus B19 no 


tecido. A sua especificidade é alta, mas a sua sensibilidade é abaixo 
da ideal. 

e NAATs como a reação em cadeia da polimerase, amplificação por 
deslocamento de fita e amplificação baseada na sequência do ácido 
nucleico, aumentaram a sensibilidade do diagnóstico molecular 
além da cultura ou dos métodos de detecção de antígeno. 

e A visualização direta de partículas virais pela microscopia 
eletrônica pode identificar características morfológicas exclusivas 
de vários agentes da gastroenterite viral (p. ex., rotavírus, adenovírus 
entérico, norovirus, astrovírus e calicivírus). Nenhum desses vírus 
replica em linhagens de cultura celular padrão. 

e A sorologia viral possui duas aplicações principais: diagnóstico 
de infecção recente e determinação de imunidade. A demonstração 
de anticorpo IgM específico durante a doença aguda ou aumento 
de 4 vezes do anticorpo IgG entre o soro da fase aguda e o da fase 
de convalescença indica infecção aguda. A sorologia é particular- 
mente útil quando a cultura e a pesquisa de antígeno não estiverem 
disponíveis ou não forem factíveis. A persistência de IgG específica é 
um marcador da condição imune para vários vírus (p. ex., sarampo, 
caxumba, VZV, hepatites A e B). Métodos imunoenzimáticos são 
sensíveis e amplamente utilizados. 
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Vírus são as causas mais frequentes de doenças infecciosas huma- 
nas e são responsáveis por um espectro de enfermidades que vão do 
resfriado comum a um imunocomprometimento fatal decorrente da 
destruição de linfócitos T CD4* causada pelo vírus da imunodeficiên- 
cia humana (HIV). 

A virologia evoluiu rapidamente da caracterização da morfologia vi- 
ral pela microscopia eletrônica ao desenvolvimento de métodos de cul- 
tura celular para o desenvolvimento de vacina até a definição detalhada 
da bioquímica viral necessária para a terapia de engenharia antiviral. 

Atualmente, existem procedimentos de cultura celular simples pa- 
ra isolamento de muitos vírus e técnicas moleculares sofisticadas de 
identificação viral e para a avaliação quantitativa da resposta à terapia. 
Tanto hospitais comunitários quanto universitários realizam, frequen- 
temente, exames para a investigação de infecções virais respiratórias, 
do sistema nervoso central, gastrintestinais e disseminadas. O diagnós- 
tico acurado e realizado no momento adequado é fundamental para o 
tratamento ideal do paciente, promoção do uso adequado de drogas 
antivirais, redução de exames desnecessários e uso supérfluo de anti- 
bióticos e implementação eficiente de precauções de enfermagem para 
limitar a disseminação nosocomial (Aitken, 2001). Benefícios adicio- 
nais do diagnóstico acurado incluem iniciativas centradas de controle 
e a prevenção da saúde pública para infecções causadas por influenza, 
HIV, arbovírus e enterovírus. Curiosamente, a falha na identificação 
de vírus tradicionais em epidemias aparentes levou à caracterização 
imediata pelos Centers for Disease Control and Prevention da menin- 
goencefalite epidêmica causada pelo virus West Nile Virus (WNV) e da 
variante do coronavírus responsável pela síndrome da angústia respi- 
ratória aguda (SARA) grave. 

Várias referências excelentes fornecem informações detalhadas so- 
bre a taxonomia e a patogenicidade de vírus humanos (Fields, 2001; 
Murray, 2003). Este capítulo revisa as síndromes virais comuns que 
geram a maioria dos testes em um laboratório hospitalar típico. A or- 
ganização e a equipe, equipamentos e suprimentos, coleta de amostra 
e seleção de teste são discutidos com o isolamento e métodos de inves- 
tigação. A maioria dos hospitais apresenta uma variedade de infecções 
virais comuns em crianças e adultos saudáveis e imunocomprometi- 
dos justificando a existência de um serviço de virologia. A Tabela 54.1 
apresenta um sumário de volumes de testes e de taxas de recuperação 
do Lutheran General Hospital, um hospital comunitário que dá assis- 
tência primária a adultos e crianças e possui serviço de obstetrícia de 
alto risco, neonatologia, hematologia-oncologia e para pacientes com 
HIV. Hospitais com diferentes perfis de especialidades médicas apre- 
sentam os mesmos vírus, com variações nas porcentagens relativas de 
isolamento. O tempo médio de detecção para a maioria dos vírus é co- 
mumente de 2 dias ou menos (mesma escala de tempo para as culturas 
bacterianas de rotina) e reflete o uso de ensaios rápidos de antígenos, 
culturas em shell vial com esquemas curtos de incubação e testes de 
amplificação de ácido nucleico (NAATs). As taxas globais de recupe- 


Tabela 54-1 Detecção viral para laboratórios hospitalares comunitários 
— porcentagem e tempos típicos de detecção (Lutheran General Hospital, 
Park Ridge, IL) 


% de Amostras Positivas Tempos típicos 


Vírus 1995 1998 2004 de detecção 
Herpes simples 34 25 22 1-2 dias 
Citomegalovírus 3 4 4 3 dias 
Adenovirus 5 6 8 3 dias 
Influenza A 6 11 9 2 dias 
Enterovírus 8 7 10 4 dias 
Varicela zoster 2 1 <1 3-5 dias 
Influenza B 1 <1 4 2 dias 
Parainfluenza 6 4 10 2 dias 
Virus sincicial respiratório 2 41 31 8-48 horas 
Sarampo e parotidite <] 0 0 5 dias 


Total de amostras processadas 3.323 3.040 2.750 
Recuperação dos vírus 21% 23% 16% 


ração de vírus são altas (16-23%), várias vezes superior a de culturas 
bacterianas de rotina de sangue ou fezes, culturas de micobactérias 
ou exames de ovos e parasitas (Costello, 1996). Muitos vírus comuns 
apresentam variações sazonais (Fig. 54.1). O vírus da influenza, o vírus 
sincicial respiratório e os virus da parainfluenza 1 e 2 circulam a cada 
inverno. Infecções por adenovirus, virus da parainfluenza 3 e herpes 
simples ocorrem durante todo o ano. À doença por enterovírus ocorre 
mais no final do verão e início do outono. Esses padrões temporais in- 
fluenciam as necessidades da equipe laboratorial, sendo mais onerosas 
em hospitais pediátricos. 

Existem três métodos laboratoriais diagnósticos principais para a 
detecção viral e cada um deles apresenta vantagens e limitações (Fig. 
54.2). A cultura e a detecção de antígeno ou exigem vírus viável ou 
fragmentos virais relativamente intactos; amostras devem ser cole- 
tadas durante a replicação viral ativa. Os NAATs apresentam maior 
sensibilidade e, por causa da relativa estabilidade do DNA e do RNA, 
permite maior liberdade para a coleta. No entanto, sua interpretação 
pode ser mais difícil, pois a positividade pode persistir na fase de re- 
cuperação. Ensaios moleculares podem separar a infecção ativa da 
latente porque eles visam um componente do genoma viral que está 
replicando ativamente; o ensaio de reação da cadeia de polimerase via 
transcriptase reversa (RT-PCR, reverse-transcriptase polymerase chain 
reaction) para RNA específico do citomegalovírus (CMV) identifica a 
replicação viral ativa enquanto a PCR DNA específica também é posi- 
tiva na latência. O diagnóstico sorológico tradicional exige o soro dos 
estágios agudo e de convalescença da infecção para demonstrar um 
aumento significativo do título do anticorpo viral específico. A de- 
tecção de anticorpo IgM vírus-específico pode diagnosticar a doença 
aguda a partir de uma única amostra de soro obtida durante o período 
agudo ou o período inicial de convalescença. Testes de anticorpo IgG 
vírus-específico são tipicamente utilizados para documentar a condi- 
ção imune. 

Todos os materiais e reagentes necessários para o isolamento do ví- 
rus, ensaios de antígenos e procedimentos sorológicos são disponibili- 
zados por fornecedores comerciais. O número de vírus que podem ser 
detectados ou quantificados pelo NAAT continua a aumentar e vários 
desses testes são produzidos comercialmente. Procedimentos desen- 
volvidos pelo próprio laboratório exigem uma considerável expertise 
técnica e todos os métodos moleculares demandam um controle de 
qualidade rigoroso para garantir a acurácia e para minimizar a con- 
taminação. Apesar dessas restrições, os NAATs são particularmente 
úteis para a identificação de vírus que se propagam lentamente, ou 
não se propagam em culturas celulares, e a sua sensibilidade e acurá- 
cia quantitativa são superiores às dos procedimentos convencionais. 


Cultura viral 


A propagação do vírus em cultura de tecido foi desenvolvida há 
aproximadamente 50 anos. Ainda é um método diagnóstico versátil e 
abrangente. Muitos vírus importantes do ponto de vista clínico repli- 
cam 1n vitro e a recuperação do vírus correlaciona-se bem com a doen- 
ça aguda, no entanto, a cultura é trabalhosa, exige proficiência técnica 
e significa pelo menos um dia para a obtenção de resultados positivos. 


Verão | Outono | Inverno | Prima- 
vera | 


Adenovirus 

Herpes simples 
Citomegalovirus 
Varicela zoster 
Sarampo/parotidite 
Vírus sincicial respiratório 
Parainfluenza 1 e 2 
Parainfluenza 3 
Influenza Ae B 
Enterovirus | 
Arbovirus 


Rotavírus 





Figura 54.1 Variação sazonal de infecções virais. 
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Figura 54.2 Métodos laboratoriais para o diagnóstico de infecções virais. 


A replicação em camundongo recém-nascido ou em ovos embriona- 
dos pode ser essencial para alguns vírus raros, mas é raramente reali- 
zada fora de serviços de pesquisa (Nalonen, 1998). Células de cultura 
de tecido são divididas em três categorias: culturas de células primá- 
rias, linhagens celulares diploides e linhagens celulares heteroploides. 
Culturas de células primárias são preparadas diretamente a partir do 
órgão principal (p. ex., rim de macaco ou de coelho) por meio da pica- 
gem e tripsinização; a mistura é transferida para um tubo ou shell vial, 
onde as células se fixam e formam uma monocamada confluente sobre 
a superfície de vidro. O meio sobrenadante com sais inorgânicos isotô- 
nicos tamponados, glicose, aminoácidos, vitaminas e cofatores em um 
pH fisiológico sustenta a viabilidade celular. O meio essencial mínimo 
de Eagle em solução salina balanceada de Earl ou Hanks é um sistema 
nutriente versátil e é comumente suplementado com uma baixa con- 
centração de soro bovino fetal rico em proteínas e pobre em imunoglo- 
bulinas para manter a monocamada saudável, sem, contudo, promover 
a proliferação celular. As linhagens de células diploides usualmente são 
fibroblastos diploides humanos (HDF, human diploid fibroblasts) deri- 


vados do pulmão ou do prepúcio do neonato, e a maioria das células 
apresentam um número de cromossomo diploide normal. As células 
são distribuídas em um meio de crescimento rico em soro e podem ser 
realizadas subculturas de 20 a 50 vezes. Os exemplos incluem MRC-5, 
WI-38 e fibroblastos do prepúcio. Linhagens celulares heteroploides 
são derivadas de tumores malignos e podem ser cultivadas indefini- 
damente. Elas são aneuploides e se dividem rapidamente. As linhagens 
heteroploides incluem HEp-2 (carcinoma de laringe), HeLa (carcino- 
ma de colo de útero) e A549 (carcinoma de laringe). 

Deve-se checar culturas primárias em busca de contaminação por 
vírus endógenos. As linhagens celulares diploides e heteroploides 
devem ser testadas periodicamente em busca de contaminação por 
Mycoplasma e sensibilidade persistente à infecção viral. Os fornecedo- 
res de células são responsáveis por esse controle de qualidade. Células 
“híbridas” são um novo conceito; a monocamada é uma mistura de 
dois tipos de células que juntas suportam o crescimento de uma ampla 
gama de vírus. O R-Mix contém A549 e células pulmonares de marta 
com adição de tripsina e recuperará os agentes respiratórios — vírus da 
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influenza e parainfluenza, vírus sincicial respiratório (VSR) e adeno- 
vírus. O E-Mix contém células das linhagens buffalo green monkey (de 
rim) e A549 para maximizar a recuperação de enterovirus. Os vírus 
apresentam alguma diferença no que diz respeito à sua capacidade de 
replicar em cultura, de modo que espécimes importantes devem ser 
inoculados em uma variedade de linhagens celulares para maximizar 
a recuperação. À Figura 54.3 mostra as preferências virais de algumas 
linhagens celulares comuns; todas estão disponíveis no comércio e po- 
dem ser fornecidas em tubos, shell vials ou frascos. Cada laboratório 
deve selecionar linhagens suficientes para cobrir os patógenos virais 
usuais em sua população de pacientes e pode variar o número e o tipo 
para suprir as demandas sazonais (Chapin, 2003; Clarke, 2004). 

A replicação viral em tubo de monocamada é identificada pela ins- 
peção da camada celular em um microscópio de contraste de fase in- 
vertido em busca de alterações citopáticas causadas pela proliferação 
viral. Os tubos com monocamada são versáteis: uma única linhagem 
celular pode suportar o crescimento de vários vírus, cada um produ- 
zindo efeitos citopáticos diferentes ou outras características identifi- 
cadoras (hemaglutinação, hemadsorção, interferência). Os efeitos ci- 
topáticos podem ocorrer em 1 a 3 dias (HSV, herpes simplex virus) ou 
podem não ser reconhecidos por 5 a 20 dias (VSR, varicella zoster virus 
[VZV], CMV). Por essa razão, culturas podem ter sua incubação pro- 
longada para 2 semanas ou mais. Com a técnica de shell vial, a camada 
celular está localizada em uma lâmina redonda, com a monocamada 
para o lado de cima, em um shell vial. A amostra é inoculada no fras- 
co, o qual é centrifugado para aumentar a fixação viral à superfície ce- 
lular. Após uma incubação de 1 a 3 dias, a monocamada é testada para 
o antígeno viral específico, usualmente com um corante de anticorpo 
fluorescente (Gleaves, 1985; Clarke, 2004). Shell vials são ideais para a 
identificação de um único vírus (HSV) ou número limitado de vírus 
(VSR e influenza) e para a detecção mais rápida de agentes de cresci- 
mento lento (p. ex., CMV e VZV). Lesões vesiculares genitais causadas 
por HSV são excelentes candidatas para a cultura em shell vial. A sua 
sensibilidade é de quase 100% em comparação à cultura tradicional 


herpes vírus 


Tubo de 
CMV/HDF 


Esfregaco de Tzanck 
com inclusões de 


Coloração de Giemsa/ 
esfregaço direto 


em tubo e a virada para amostras negativas diminui de 1 semana para 
1 dia. Shell vials são comparáveis ou superiores aos métodos com tubo 
para recuperação de CMV na urina, mas a cultura em tubo de backup 
é recomendada para maximizar a recuperação de CMV do sangue pe- 
riférico, líquidos corporais e biópsias. 


Detecção de antígeno viral 
e detecção molecular 


A identificação rápida por métodos diretos é especialmente útil quan- 
do existe uma terapia antiviral específica (para HSV, VZV, CMV, in- 
fluenza) disponível e quando o controle hospitalar é um fator (influenza, 
VSR, rotavírus e VZV). O antígeno viral é detectado com sensibilidade 
e especificidade comparáveis pelo imunoensaio direto com anticorpo 
fluorescente (DFA, direct fluorescent antibody) e imunoensaio enzimá- 
tico (EIA, enzyme immunoassay). O DFA apresenta a vantagem da visu- 
alização microscópica do conteúdo celular da amostra, de modo que a 
adequação da amostra pode ser facilmente verificada (Rossier, 1989), no 
entanto, trata-se de um procedimento muito laborioso e sua realização 
não pode ser factível durante epidemias virais respiratórias sazonais com 
alta demanda de amostras. O EIA exige um julgamento interpretativo 
menos subjetivo do que o DFA, mas a avaliação automática da qualidade 
da amostra é perdida. O DFA é melhor realizado com um microscópio 
epifluorescente e controles positivos e negativos devem ser analisados 
rotineiramente. Muitos procedimentos de EIA foram elaborados para a 
testagem de uma única amostra com verificação de controles negativo e 
positivo incorporados em uma cassete de uso único. Métodos automa- 
tizados de EIA para a testagem em lote combinam os componentes de 
lavagem, de espectrofotometria e de processamento de dados em um sis- 
tema completo. Controles positivo e negativo são padrões em cada pro- 
cessamento e a leitura da amostra do paciente é interpretada utilizando 
um valor de cut-off estabelecido. 

Testes de hibridização do ácido nucleico e de amplificação molecu- 
lar detectam vírus reconhecendo segmentos específicos do genoma do 


Figura 54.3 Crescimento viral em cultura celular e detecção viral em amostras do paciente. 
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DNA ou do RNA viral. A hibridização in situ é uma técnica com sonda 
direta utilizada em patologia cirúrgica para identificar o papilomavírus 
humano (HPV), CMV, HSV e parvovirus B19. A sua especificidade é 
excelente, mas a sensibilidade abaixo da ideal limita o seu valor clínico. 
Os testes de amplificação do ácido nucleico aumentam a sensibilidade 
do diagnóstico molecular além da do ensaio do antígen e da cultura 
pela duplicação exponencial sequencial do oligonucleotídeo viral alvo 
(PCR, amplificação por deslocamento de cadeia [SDA, strand displa- 
cement amplification] e amplificação baseada na sequência do ácido 
nucleico [NASBA, nucleic acid sequence-based amplification]) ou pela 
amplificação de um marcador quimioluminescente fixado (métodos 
de captura híbrida e de DNA ramificado [bDNA, branched DNA]). A 
PCR e a amplificação do bDNA tornaram-se padrões para a monitora- 
ção quantitativa do HIV e do vírus da hepatite C (HCV) (Nolte, 2003). 
A PCR é o método mais sensível para o diagnóstico da meningite por 
enterovírus e da encefalite por HSV (Tang, 1998; Read, 1999; Romero, 
2003). A detecção por PCR do vírus Epstein-Barr (EBV) no líquido ce- 
rebrospinal (LCE) é diagnóstico de linfoma do sistema nervoso central 
em pacientes com síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS). A 
utilidade clínica da PCR aumentou enormemente devido à introdução 
da amplificação em “tempo real”. As etapas de amplificação e a detec- 
ção do amplicon ocorre no mesmo tubo fechado. Múltiplas amostras 
podem ser processadas simultaneamente e o número de ciclo de de- 
tecção é proporcional ao número de cópia viral. A determinação quan- 
titativa do CMV por PCR no líquido broncoalveolar é preditiva da 
pneumonia viral em pacientes submetidos a um transplante de medula 
óssea e a investigação preventiva do CMV por PCR no sangue prevê a 
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infecção em indivíduos submetidos a transplantes de órgãos maciços. 
A automação dos NAATs, particularmente com a incorporação de pa- 
drões internos e etapas do processo configuradas para evitar a conta- 
minação cruzada do amplicon, acelerou o tempo de processamento e 
reduziu erros falso-negativos e falso-positivos. Até o momento, existe 
uma quantidade limitada de produtos comerciais, mas vários kits para 
identificação de patógenos virais comuns estão sendo desenvolvidos. 
A adesão rigorosa às exigências relativas à coleta de amostra e ao pro- 
cessamento deve ser mantida para preservar o ácido nucleico viral e 
maximizar a detecção. 

A visualização direta por meio da microscopia eletrônica de partí- 
culas virais utilizando a coloração negativa com ácido fosfotúngstico 
tem sido útil na avaliação da gastroenterite viral, haja vista a replica- 
ção do rotavírus, adenovírus entérico, norovírus, astrovírus e caliciví- 
rus ser ruim ou não ocorrer em monocamadas celulares padrões, mas 
possuírem características ultraestruturais distintas. 


Sorologia viral 


O diagnóstico sorológico da infecção viral é atrativo porque amos- 
tras de soro são de fácil obtenção, transporte e armazenamento. A so- 
rologia vira possui duas aplicações principais: diagnóstico de infecção 
recente e determinação da imunidade. A evidência de infecção recor- 
rente/recente exige a demonstração de IgM vírus-específica durante 
o estágio agudo da doença ou a demonstração de um aumento de 
quatro vezes ou mais do título de IgG vírus-específica entre o soro 
do período agudo e o do período de convalescença. A IgM especifi- 
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ca é usualmente encontrada no sangue durante a primeira semana de 
infecção primária e, geralmente, se torna indetectável em 1 a 3 meses. 
Os métodos de EIA são mais sensíveis e podem identificar a persistên- 
cia de IgM durante um período quase duas vezes maior que os ensaios 
por imunofluorescência. A especificidade e a sensibilidade dos ensaios 
de IgM melhoraram com a remoção do fator reumatoide e da IgG pa- 
ra eliminar a competição com a IgM pelo antígeno viral. A IgG vírus- 
específica é produzida 1 a 2 semanas após a infecção primária, atinge 
o máximo em 4 a 8 semanas e diminui em seguida, mas geralmente 
permanece detectável indefinidamente. A resposta imune secundária 
após uma reinfecção ou reativação viral gera um perfil sorológico di- 
ferente: a IgM pode reaparecer transitoriamente e em baixo título e o 
título de IgG aumenta rapidamente. Esses são apenas padrões gerais 
de resposta. À intensidade, a especificidade, o timing e a classe de an- 
ticorpo são influenciados pelo vírus infectante, pelo local da infecção 
e pela condição imune do hospedeiro. Na infecção congênita, anti- 
corpos IgG maternos cruzam a placenta para o interior da circulação 
fetal, mas qualquer IgM, IgA ou IgE detectada no cordão umbilical ou 
no sangue do neonato representa anticorpo produzido pelo feto ou 
neonato após uma infecção perinatal primária. 

A sorologia é particularmente útil quando a qualidade da amostra 
e as condições de transporte forem abaixo das ideais para a realização 
de cultura ou testagem direta do antígeno. Se uma doença viral não 
for suspeitada na avaliação inicial, a sorologia pode ser então a única 
ferramenta diagnóstica disponível após a oportunidade de realização 
de cultura ou testes de antígeno ter passado. A sorologia é uma opção 
diagnóstica lógica para vírus que exigem procedimentos complexos 
de isolamento (EBV, herpesvírus humano 6) ou inoculação animal 
(arbovírus, alguns vírus Coxsackie A) ou que apresentam risco bio- 
lógico (HIV, arbovírus, vírus que causam febre hemorrágica). Para 
algumas infecções, a sorologia é rápida e barata. O sarampo e a ca- 
xumba podem ser diagnosticados por meio de cultura, mas o anti- 
corpo específico IgM é detectável em 3 dias após o início da doença. 
O vírus da rubéola cresce em cultura celular, mas a pesquisa de IgM 
é muito mais simples. O vírus pode não estar mais presente quando 
os sintomas da infecção se manifestam. O WNV e outros arbovírus 
frequentemente já foram eliminados do LCE no momento em que o 


Tabela 54.2 Coleta de amostra para síndromes virais comuns 


Sindrome Virus comuns 


de transporte 


VSR, PIV, adenovirus, influenza 
AeB 


Bronquiolite/bronquite 
transporte em gelo 


Amostra preferida e condições 


Aspirado nasofaringeo, BAL (swab); 


paciente desenvolve encefalite, tornando a sorologia o método diag- 
nóstico preferido. Infecções com pródromo prolongado apresentam, 
geralmente, anticorpo detectável quando o paciente se torna sintomá- 
tico (EBV e CMV). Situações específicas para o diagnóstico sorológico 
estão listadas na Figura 54.2. 


Coleta e transporte de amostra 


O sucesso de qualquer teste diagnóstico depende da coleta e do 
transporte adequados da amostra. O laboratório deve estabelecer di- 
retivas realistas relativas à manipulação ideal da amostra e uma es- 
tratégia de descarte de amostra e, em seguida, circular essas informa- 
ções para as equipes clínicas e unidades de enfermagem (Tab. 54.2). 
Amostras para cultura, detecção de antígenos e para a amplificação de 
ácido nucleico devem ser obtidas durante o período agudo da doença 
quando a liberação de vírus é maior. À recuperação viral não é confiá- 
vel durante o período de convalescença. 

O meio de transporte viral contém uma solução salina tampona- 
da, um estabilizador proteico, um indicador do pH e antibióticos 
para inibir contaminantes bacterianos e fúngicos. Meios de transpor- 
te com múltiplos objetivos (vírus, Chlamydia e Mycoplasma) foram 
desenvolvidos (M4, FlexTrans). A maioria das formulações estabiliza 
os vírus por 24 horas ou menos (Johnson, 1990). Todas as amostras, 
com exceção de amostras de sangue, devem ser transportadas e ar- 
mazenadas a 4°C até a sua manipulação. O transporte de amostras, 
em temperatura ambiente, pode ser inevitável em algumas circuns- 
tâncias, mas os médicos devem considerar o efeito negativo sobre a 
recuperação. Amostras de sangue para o isolamento de vírus sempre 
devem ser mantidas em temperatura ambiente e processadas para a 
realização de cultura no dia da coleta. O preparo de culturas virais é 
melhor quando realizado no dia da chegada das amostras ao labora- 
tório, preferivelmente nas 36 horas que sucedem a coleta. Pelo menos 
uma sessão de inoculação de cultura deve ser programada durante os 
plantões de fim de semana. Amostras somente devem ser congeladas 
(-20ºC) como último recurso. O sangue e a urina para isolamento de 
CMV ou amostras das vias respiratórias para pesquisa de VSR não de- 
vem ser congelados. 


Validação da qualidade Testes mais úteis 


da amostra 


Células colunares ciliadas ou 
macrófagos alveolares 


DFA, EIA, cultura, teste do 
ácido nucleico 


Influenza Influenza À e B 

Pneumonia VSRI, PIV, influenza A, adenovirus 

Conjuntivite HSV, adenovirus, enterovirus, Raspado conjuntival (swab) em meio de TM; Células epiteliais DFA, cultura, teste do ácido 
VZV transporte em gelo nucleico 

Erupção cutânea HSV, VZV Líquido vesicular/células em meio de Células epiteliais Teste do ácido nucleico, 

vesicular VTM ou esfregaço para DFA; cultura, DFA 

transporte em gelo 

Meningite Enterovirus, HSV, Nilo LCE; transporte em gelo Teste do acido nucleico, 
Ocidental/arbovirus cultura, IgM 

Encefalite HSV, Nilo Ocidental/arbovirus, LCE, tecido encefálico fresco; transporte Teste do ácido nucleico, 
raiva em gelo cultura, IgM 

Enterite Rotavirus, norovírus, adenovirus Fezes frescas; transporte imediato O swab deve estar coberto Rotavirus e adenovirus — 


entéricos 
Infecção viral CMV, HSV, VZV, adenovirus 


disseminada transporte imediato 
HIV Sangue 


Infecção viral 
pré-natal/neonatal 


HSV1 e 2, CMV, enterovirus, 
parvovirus B19, rubéola 


Sangue, bidpsia de tecido, BAL, LCE; 


LCE, liquido vesicular, bidpsia de tecido, 
líquido amniótico, urina; transporte imediato 


EIA; norovírus — RNA 
Amplicação do ácido 
nucleico (quantitativo para 


de fezes 


CMV), cultura 
Sorologia, carga viral do 
HIV 


Amplificação do ácido 
nucleico, cultura, sorologia 


BAL = lavado brancoalveolar; CMV = citomegalovirus; DFA = anticorpo fluorescente; ELA = enzima imunoenzimatica; HIV = vírus da imunodeficiência humana; HSV = virus herpes 
simples; LCE = líquido cerebrospinal; PIV = vírus parainfluenza; VSR = vírus sincicial respiratório; VZV = varicela zoster vírus. 


Equipamentos e suprimentos 


A maioria dos equipamentos de virologia é relativamente barata e já 
é utilizada nos departamentos de microbiologia e imunologia. Uma 
cabina de fluxo laminar de biossegurança classe II deve ser utilizada 
para o preparo de cultura e sempre que culturas forem manipuladas 
para proteger o técnico de aerossóis infecciosos e reduzir a contamina- 
ção de cultura de tecido. Uma centrífuga com transportadores cober- 
tos para acomodar shell vials deve estar disponível. Incubadoras para 
manter células não inoculadas e para incubar células inoculadas são 
necessárias, preferivelmente com uma tomada interna para a cone- 
xão de um tambor rolante. Também são necessários um microscópio 
de contraste de fase invertido para identificar efeitos citopáticos em 
monocamadas de cultura celular, um microscópio de epifluorescência 
para DFA e imunofluorescência indireta e espaço no freezer a —20°C 
(—70°C quando disponível, é também desejável) para armazenamento 
de amostras e reagentes. O nitrogênio líquido é caro e não é essencial 
para laboratórios que adquirem linhagens celulares. 

Todos os suprimentos e reagentes para identificação dos vírus co- 
muns estão disponíveis no comércio. Culturas celulares são nutridas 
por uma solução salina balanceada (Hanks ou Earle) com adição de 
tampões, soro e uma mistura de nutrientes como, por exemplo, o Eagle 
minimum essential medium (MEM). O Eagle MEM é uma formulação 
definida precisamente de aminoácidos, açúcares, vitaminas, cofatores 
e outras necessidades metabólicas para a monocamada celular. O soro 
fetal bovino ou de bezerro (FBS, fetal bovine serum) é um suplemento 
nutricional e hormonal popular adicionado ao MEM; 5 a 10% de FBS 
são utilizados para o meio de crescimento de cultura celular e 2% para 
a manutenção do meio. Soluções de tripsina (solução 0,25%), salina 
tamponada com fosfato (PBS), de glutamina e de bicarbonato de só- 
dio, meio de transporte viral (VTM, viral transport medium) e misturas 
antibióticas para a descontaminação da amostra também devem ser es- 
tocadas no laboratório conforme a necessidade (Clarke, 2004). 

Laboratórios que realizam serviços diagnósticos virais pela primeira 
vez devem considerar o início das atividades com testes simples como 
cultura para HSV. Exames e culturas para influenza, RSV e rotavirus 
podem ser adicionados durante os meses de inverno. A identificação 
do CMV é uma prioridade para um hospital com pacientes imuno- 
comprometidos. O isolamento de enterovírus pode ser oferecido ini- 
cialmente no verão e no outono. Culturas e teste de antígenos para 
VZV, adenovirus e virus da parainfluenza devem ser adições razoáveis 
na medida em que o tempo e a experiência da equipe aumentam. O 
laboratório deve estar familiarizado com as exigências da coleta e do 
transporte de amostras dos laboratórios do serviço público e dos servi- 
ços de referência que provêm sorologia, teste de antígeno e amplifica- 
ção de ácido nucleico suplementares, de modo que o envio de amostras 
seja feito de modo eficaz. 


Síndromes infecciosas virais clínicas 


Uma abordagem do diagnóstico laboratorial separa infecções virais 
em síndromes clínicas específicas. Isso encoraja o médico a associar 
um grupo razoável, porém, limitado, de vírus à doença do paciente. A 
solicitação deve especificar dados demográficos do paciente, diagnósti- 
co clínico e vírus suspeitos de modo que o esforço do laboratório possa 
ser simplificado e focado na testagem rápida, eficaz e de boa produtivi- 
dade. Neste capítulo, as seguintes doenças virais serão analisadas: 
infecções herpéticas mucocutâneas; 
síndromes respiratórias pediátricas e do adulto; 
mononucleose infecciosa; 
infecções congênitas e neonatais; 
infecções virais do sistema nervoso central; 
exantemas e infecções cutâneas virais; 
infecções entéricas virais; 
hepatite viral e infecção pelo HIV e por retrovírus; 
infecções virais no hospedeiro imunocomprometido. 


Infecções herpéticas mucocutâneas 


A família Herpesviridae contém dois vírus que caracteristicamente pro- 
duzem infecções cutâneas e da membrana mucosa escamosa do corpo: 
HSV e VZV. Ambos são comuns e, embora geralmente não sejam poten- 


cialmente letais, a eficácia da terapia com aciclovir exigiu um diagnóstico 
laboratorial imediato, paraticularmente para o HSV (Corey, 2005). A 
resistência ao aciclovir foi documentada e chega até a 10% em pacientes 
submetidos a um transplante de medula óssea (Szatanek, 2004). O VZV 
é discutido na seção sobre o exantema viral neste capítulo. 

O HSV é onipresente e infecta todos os grupos raciais no mundo intei- 
ro. As duas cepas de HSV (sorotipos 1 e 2) compartilham muitas carac- 
terísticas moleculares e biológicas e ambos infectam preferencialmente 
o epitélio escamoso, no entanto, cada um possui um perfil antigênico 
específico e uma epidemiologia um pouco diferente. O HSV1 é trans- 
mitido pela saliva para infectar as superfícies orofaríngea e lábio-facial. 
Lesões podem ocorrer na pele exposta de lutadores (herpes gladiatorum) 
ou nas mãos de profissionais da saúde após contato direto com saliva 
(panarício herpético). A infecção inicial pelo HSV1 ocorre, geralmente, 
antes da puberdade. A infecção primária é frequentemente assintomáti- 
ca, embora uma minoria substancial apresente febre e gengivoestomati- 
te dolorosa. Casos de úlcera genital pelo HSV1 foram relatados (Ribes, 
2001). 

O HSV1 infecta diretamente células ectodérmicas. Quando o vírus 
replica, as células escamosas perdem sua integridade citoplasmática, 
permitem o extravasamento de líquido e separam-se umas das outras 
para formar uma vesícula. Bactérias da superfície convertem a vesícula 
em pústula, a qual, em seguida, ulcera quando ocorre lise completa das 
células epiteliais lesadas. Lesões herpéticas curam sem deixar cicatrizes 
quando as camadas epidérmicas regeneram. A resposta imune imediata 
envolve células natural killers, linfócitos T citotóxicos e a produção de an- 
ticorpos neutralizadores; entretanto, apesar dos fatores celulares e humo- 
rais, o HSV1 é capaz de migrar por meio de fibras nervosas sensoriais até 
o gânglio trigêmeo e persistir indefinidamente em um estado dormente 
no núcleo neuronal (Corey, 2005). Episodicamente, o HSV se reativa e 
viaja através dos axOnios neurossensoriais até a boca e os lábios, onde ele 
novamente se replica nas células escamosas. A maioria das infecções her- 
péticas recorrentes é assintomática ou produz vesículas transitórias com 
importância apenas cosmética. No caso de comprometimento grave da 
imunidade mediada por célula (na AIDS e em pacientes transplantados), 
a reativação da infecção pode ser grave ou mesmo fatal. A encefalite é 
outra infecção rara, porém, devastadora, pelo HSV1. Ambas as compli- 
cações serão discutidas em sessões posteriores neste capítulo. 

A infecção pelo HSV2 é observada principalmente nas superfícies 
escamosas genitais e é transmitida por meio do contato sexual íntimo. 
Aproximadamente 40 milhões de norte-americanos provavelmente es- 
tão infectados, com uma estimativa de 1 milhão de novos casos anuais. 
A identificação de HSV2 em crianças é mais incomum e levanta a pre- 
ocupação da ocorrência de abuso sexual; no entanto, a partir da ado- 
lescência, a soroprevalência aumenta constantemente até a meia-idade 
e é proporcional ao número de parceiros sexuais (Fleming, 1997). Nos 
Estados Unidos, a soroprevalência do HSV2 é de 22%; em indivíduos 
com 13 anos de idade ou mais, a soropositividade ajustada à idade au- 
mentou 30% desde 1980. O HSV2 produz o mesmo padrão de lesões 
mucocutâneas primárias e recorrentes observadas na infecção oral pelo 
HSV1. A latência é estabelecida nos gânglios neurais sacrais, mas a ta- 
xa de reativação é pelo menos duas vezes maior que a do HSV1 e pode 
ocorrer meningite transitória. Lesões primárias e recorrentes pelo HSV2 
curam completamente em indivíduos com função imune celular nor- 
mal. A principal preocupação é a exposição de neonatos durante o parto 
vaginal. O herpes neonatal é analisado posteriormente neste capítulo. 


Orientação para a coleta e manipulação 
de amostras 


O HSV é provavelmente o vírus humano cuja cultura é a mais fácil e 
mais rapidamente realizada. Testes de antígeno também são procedi- 
mentos relativamente simples. A coleta de amostra é simples e o HSV 
é suficientemente durável, de modo que o transporte e a manipulação 
laboratorial imediatos não são essenciais. 


Isolamento do vírus herpes simples 
em cultura celular 
Amostras em swab em meio de transporte viral (VTM) com antibi- 


óticos podem tolerar o retardo de 12 horas do transporte em tempera- 
tura ambiente (22ºC) com apenas uma perda viral modesta. Amostras 
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a refrigeração por uma noite é aceitável. O isolamento do HSV é ain- 
da o teste diagnóstico padrão-ouro na prática e é mais sensível que 
qualquer ensaio de antígeno. O HSV cresce excepcionalmente bem 
em várias linhagens celulares: fibroblastos humanos (WI-38, MRC-5, 
prepúcio) são escolhas populares, mas linhagens celulares de rim de 
coelho, pulmão de marta, HeLa, rabdomiossarcoma (RD), Vero e 
Hep-2 também são úteis. Células primárias de rim de macaco (PMK, 
primary monkey kidney) não são confiáveis. Dois tubos de cultura de 
tecido (p. ex., um com rim de coelho [RK, rabbit kidney| e um com 
MRC-5) são usualmente inoculados. O procedimento é sumariado na 
Figura 54.4. 

O HSV replica rapidamente. Efeitos citopáticos ocorrem usualmen- 
te no segundo ou terceiro dia de incubação. Culturas de lesões genitais 





Amostra de líquido e células 








Descartar o meio de manutenção dos tubos 
de cultura celular. Inocular 0,2 a 0,4 mL. 
VTM sobrenadante/tubo. Manter os tubos a 
35°C por 60 minutos para a adsorção viral. 
Descartar o líquido do inóculo; adicionar 

2 mL de meio de manutenção fresco. 
Incubar a 35°C por 5 a 7 dias. 


Checar diariamente a ocorrência 
de efeitos citopäticos. 





Confirmar efeitos citopáticos positivos 
com coloração DFA para o pn e 
do HSV. Informar todas as 
culturas negativas em 
5a7 dias. 





LCE, mínimo 1 mL 
Biópsia de tecido ou swab 
de vesicula em VIM 


Descartar o meio de manutenção dos 
shell vials. Centrifugar os shell vials a 
700 x G por 60 minutos. Descartar o 
líquido do inóculo. Adicionar 1 mL de 
meio de manutenção fresco. Incubar 
a 35°C por 16 a 36 horas. 


Remover o meio de manutenção. 

Lavar a monocamada 2 vezes com 
PBS, fixar com acetona por 10 minutos. 
Secar ao ar livre. Coloração DFA da 
monocamada para pesquisa do oan 
antigeno do HSV. Informar resultados 
positivos e negativos. 





que não revelam efeitos citopáticos do HSV após 5 a 7 dias de incuba- 
ção são consideradas negativas. Como outros vírus (VZV, adenovírus, 
enterovírus etc.) podem ser recuperados do sistema nervoso central 
(SNC), córnea, boca e outros locais não genitais, essas culturas de- 
vem ser incubadas por 2 semanas. Células individuais infectadas pelo 
HSV primeiramente aumentam de volume e se tornam arredondadas, 
com lesão celular disseminando-se rapidamente por meio da mono- 
camada. O HSV2 frequentemente causa formação de sincício quan- 
do ocorre coalescência das membranas citoplasmáticas das células 
infectadas (Fig. 54.4). Esse efeito citopático é característico, embora 
não seja exclusivo, do HSV. Alterações causadas por outros vírus, to- 
xinas, ou mesmo tricomonas, podem ser confundidas com os efeitos 
citopáticos causados pelo HSV, de modo que a confirmação com a 
coloração DFA (direct fluorescent antibody) é recomendada. Células 





LCE 





LCE/liquido corporal 
Mínimo 1 mL 


Purificar o DNA viral/remover inibidores 


Adicionar a amostra ao master mix e 
rodar o ensaio amplificado. O ensaio 
ideal amplifica e detecta amplicons 
simultaneamente (tempo real). 
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Diferenciação da 
temperatura de fusão 
do HSV-1 e HSV-2 


Figura 54.4 Culturas em tubo tradicional e em shell vial para vírus herpes simples (HSV) e amplificação do DNA do HSV. DFA = anticorpo fluorescente direto; LCE = líquido 
cerebrospinal; PBS = solução salina tamponada com fosfato; PCR = reação de cadeia de polimerase; VTM = meio de transporte viral. 


da monocamada são raspadas, transferidas para uma lâmina de vi- 
dro, fixadas em acetona e, a seguir, coradas com anticorpos mono ou 
policlonais contra o HSV (Lipson, 1991). Colorações DFA específicos 
para anticorpos monoclonais podem diferenciar o HSV1 do HSV2. 
Essa informação geralmente é pouco útil para a impressão clínica e 
a sorotipagem pode ser reservada para casos que envolvem questões 
médico-legais ou que apresentam ambiguidade clínica. 

A demanda de culturas de HSV levou ao uso da cultura intensifica- 
da pela centrifugação em shell vial, na qual o antígeno viral pode ser 
identificado na monocamada pela cultura DFA apenas após 1 dia de 
incubação (Gleaves, 1985) (Fig. 54.4). 


Detecção direta do vírus herpes simples 


Um esfregaço direto de uma vesícula herpética corado com reagente 
de Giemsa pode demonstrar a presença de células gigantes epiteliais 
sinciciais multinucleadas e inclusões intranucleares. O esfregaço de 
Tzanck não é específico para a infecção por HSV (alterações idênticas 
são observadas na catapora e na VZV) e é positiva em apenas 67% das 
lesões herpéticas no estágio de vesícula. A coloração imuno-histoqui- 
mica de esfregaços diretos (Fig. 54.3) com anticorpos anti-HSV mar- 
cados com fluoresceina ou imunoperoxidase elimina a confusão com 
o VZV e o antígeno viral pode ser identificado em células que ainda 
não apresentam inclusão nuclear ou formação de sincício, entretanto, 
quando comparada com a cultura, a coloração DFA apresenta um re- 
sultado falso-negativo em pelo menos 20 a 30% dos exames (Moseley, 
1981; Lafferty, 1987). Todos os resultados negativos de testes de amos- 
tras diretas devem ser considerados como possíveis falso-negativos que 
devem ser validados por cultura paralela. Por outro lado, o diagnóstico 
por PCR de infecção herpética genital mucocutânea é 20 a 30% mais 
sensível que a cultura e pode resultar em uma diminuição acentuada 
do tempo de virada em comparação com a cultura (Espy, 2000). A PCR 
é superior para a identificação da liberação viral mucocutânea assinto- 
mática, oito vezes mais sensível que a cultura (Cone, 1994). Na avalia- 
ção de úlcera genital, a pesquisa por amplificação do ácido nucleico 
multiplex demonstrou uma sensibilidade de 100% para a detecção do 
HSV com uma melhoria substancial do diagnóstico de cancro sifilítico 
ou de sífilis primária (Orle, 1996). 


Diagnóstico sorológico 


Existe uma homologia antigênica ampla entre o HSV1 e o HSV2, de 
modo que a testagem sorológica acurada exige antígenos que sejam 
sorotipo-específicos. Os métodos de EIA e Western blot que utilizam 
a glicoproteína G (gG) do envelope do antígeno do HSV1 e do HSV2 
não detectam anticorpos que reagem de modo cruzado (Ashley, 1988; 
Morrow, 2003). A aplicação mais valiosa de testagem de anticorpo es- 
pecifico do HSV2 é a avaliação sorológica de gestantes para se prever o 
risco de transmissão neonatal (Ashley, 1999; Cherpes, 2003). 
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Figura 54.5 Variação sazonal de infecções virais respiratórias. 


Infecções virais do trato respiratório 


Anualmente, ocorrem vários milhões de consultas e hospitalizações 
nos Estados Unidos por causa de infecções do trato respiratório, a 
maioria delas sendo de origem viral. As infecções variam de resfriados 
triviais à laringotraqueobronquite (crupe), bronquiolite e pneumonia 
graves. Os resfriados e as faringites geralmente são tratados clinica- 
mente sem a realização de exames laboratoriais, no entanto, o núme- 
ro de solicitações de testes de antígeno e culturas para o diagnóstico 
de infecções do trato respiratório inferior pode ser responsável por 
uma parte significativa da carga de trabalho, principalmente no inver- 
no (Tab. 54.1). Os vírus da influenza e o VSR são os agentes patogê- 
nicos respiratórios mais importantes nos adultos. Em crianças jovens, 
os agentes mais importantes são o VSR, vírus da parainfluenza, vírus 
da influenza e adenovírus. 


Influenza 


Os vírus da influenza A e B causam, durante as estações frias, epide- 
mias anuais de doença febril aguda dos tratos respiratórios superior 
e inferior. A influenza A é geralmente mais comum que a B e produz 
doença mais grave (Fig. 54.5). Antígenos da influenza mudam por 
meio de mutações de ponto no genoma (impulso antigênico, influen- 
za A e B) e por meio da recombinação de segmentos do RNA viral 
humano e animal (desvio antigênico, influenza A), de modo que os 
anticorpos de uma infecção prévia podem não ser protetores em uma 
epidemia posterior. A influenza dissemina-se facilmente de pessoa a 
pessoa por meio de gotículas em aerossol ou de mãos contaminadas 
(Troanor, 2005). 

O vírus da influenza replica rapidamente nas células colunares ci- 
liadas da faringe e da árvore traqueobrônquica. O início da febre é, 
geralmente, abrupto. A necrose epitelial respiratória viral causa dor 
de garganta e tosse, mas a mialgia, cefaleia e fraqueza generalizada são 
tipicamente mais severas que os sintomas respiratórios. A gripe não 
complicada geralmente desaparece após 4 a 5 dias. Anualmente, nos 
Estados Unidos, ocorrem aproximadamente 100.000 hospitalizações 
e 20.000 mortes relacionadas à influenza. Em uma minoria de pacien- 
tes, a necrose viral aguda estende-se para as células de revestimento 
alveolar, produzindo uma pneumonia grave potencialmente letal 
(Yeldandi, 1994). A maioria dos óbitos é causada pela broncopneu- 
monia bacteriana secundária quando o trato respiratório lesado pelo 
vírus é infectado por Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, 
Haemophilus influenzae ou outras bactérias da faringe. À infecção es- 
tafilocócica secundária é particularmente preocupante por causa da 
atual distribuição disseminada do S. aureus resistente à meticilina ad- 
quirido na comunidade. A superinfecção bacteriana é mais comum 
em pacientes com doença pulmonar crônica ou insuficiência cardíaca 
congestiva preexistente. São complicações raras a miocardite, menin- 
goencefalite, síndrome de Reye e síndrome de Guillain-Barré. 
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A influenza é melhor diagnosticada durante os 2 a 3 primeiros dias 
de doença quando a liberação viral é máxima. A RT-PCR é o méto- 
do mais sensível para o diagnóstico, mas ainda não está amplamente 
disponível (Erdman, 2003; Templeton, 2004). A cultura é o segundo 
teste diagnóstico mais sensível. Amostras de secreção/aspirado naso- 
farígeno são ideais e a amostra de escarro expectorado é aceitável se 
ela apresentar células colunares brônquicas, macrófagos alveolares ou 
neutrófilos. Swabs nasofaríngeos e de orofaringe podem ser satisfa- 
tórios, mas geralmente não são amostras ideais cuja adequação não 
pode ser avaliada. A cultura em shell vial com incubação de 1 a 2 dias 
apresenta uma sensibilidade excelente (Dunn, 2004) e pode afetar o 
tratamento do paciente ou a profilaxia de contatos. A cultura tradi- 
cional com monocamadas celulares e hemadsorção celular (Fig. 54.3) 
pode não fornecer um resultado positivo por 2 a 7 dias. 

A coloração DFA do antígeno da influenza é útil para o diagnósti- 
co rápido. Amostras de secreção nasofaríngea/aspirado nasofaríngeo 
contêm abundantes células epiteliais colunares infectadas pelo vírus 
e são as amostras preferidas. A sensibilidade varia de 77 a 93% para 
a detecção da influenza A e de 70 a 80% para a influenza B (mais ele- 
vada em pacientes pediátricos). A especificidade é superior a 95% e é 
fortemente influenciada pela experiência do microscopista e pela qua- 
lidade da amostra. Swabs da orofaringe e da nasofaringe geralmen- 
te não apresentam quantidade suficiente de células colunares para a 
coloração DFA. Métodos imunoenzimáticos imunocromatográficos 
comerciais são rápidos, de fácil execução e apresentam uma boa sen- 
sibilidade para a detecção do antígeno da influenza quando realizados 
com secreção nasofaríngea/aspirado nasofaríngeo. O imunoensaio 
óptico do antígeno neuraminidase da influenza A e B também apre- 
senta boa sensibilidade diagnóstica para secreção nasofaríngea (80%) 
e escarro expectorado (83%) (Mulford, 1999). A sensibilidade depen- 
de da qualidade da amostra. Em geral, a melhor amostra é a secreção 
nasofaríngea/aspirado nasofaríngeo tanto para adultos quanto para 
crianças. A coleta de secreção nasofaríngea/aspirado nasofaríngeo é 
revista na Figura 54.6. Métodos imunoenzimáticos devem ser refor- 
cados pela cultura durante períodos não epidêmicos uma vez que o 
valor preditivo positivo é ruim em situações de baixa prevalência. 


Bronquiolite por vírus sincicial respiratório 


O VSR é a causa mais importante de doença viral grave do trato res- 
piratório inferior em lactentes e crianças de baixa idade (Anderson, 
1990; Hall, 1998, 2001). O VSR é transmitido por gotículas de aerossol 
e epidemias ocorrem anualmente (Fig. 54.5). Não existe vacina para o 
VSR. A imunidade ao VSR é incompleta e de curta duração. Múltiplas 
infecções de intensidade decrescente ocorrem ao longo da vida, embo- 
ra o VSR possa causar doença pulmonar grave no idoso e em indivídu- 
os imunocomprometidos (Pohl, 1992; Falsey, 2005). O VSR, como o 
vírus da influenza, infecta células epiteliais colunares ciliadas da naso- 
faringe até os bronquíolos distais. A manifestação mais grave do VSR é 
a bronquiolite. Ela afeta bebês com menos de 1 ano de idade cujas pe- 
quenas vias aéreas terminais são facilmente ocluídas pelas células epite- 
liais necróticas e resíduos inflamatórios. A obstrução bronquiolar leva 
ao aprisionamento de ar e à hipóxia, a qual pode ser grave. As infecções 
mais graves por VSR ocorrem em lactentes prematuros, em crianças 
com doença cardiopulmonar subjacente ou imunodeficiência e em re- 
ceptores de transplantes. A profilaxia com imunoglobulina anti-VSR é 
útil para lactentes prematuros (Meissner, 2003). 

O diagnóstico rápido do VSR no paciente internado é importante 
para a implementação de medidas de controle de infecção para preve- 
nir a disseminação nosocomial (Hall, 1998). O VSR é um vírus parti- 
cularmente frágil e lábil e pode não permanecer viável se o transporte 
da amostra for retardado. Após a inoculação em cultura celular, ele 
replica lentamente com desenvolvimento tardio de efeitos citopáticos 
(Fig. 54.3). O tempo de isolamento varia de 3 a 10 dias (Arens, 1986; 
Tristram, 2003). A cultura em shell vial melhora um pouco a recupe- 
ração do VSR e encurta o tempo de isolamento para 2 dias (Dunn, 
2004). A detecção do antígeno do VSR em secreções respiratórias pe- 
la coloração DFA ou por EIA é tão sensível ou superior à cultura e a 
disponibilidade do resultado é clinicamente relevante. Testes rápidos 
tornaram-se métodos práticos definitivos para o diagnóstico do VSR 
em crianças (Ohm-Smith, 2004). O EIA é de realização fácil e rápi- 


da; entretanto, o kit de reagentes é um pouco caro e os métodos não 
incluem um mecanismo automático para verificar a adequação da 
amostra. A coloração DFA exige mais tempo e expertise interpretativa, 
mas ele pode ser facilmente expandido para testar múltiplos vírus e a 
confirmação da qualidade da amostra é simples. A RT-PCR apresenta 
uma sensibilidade superior em relação a todos os outros métodos e é 
mais confiável para amostras de pacientes geriátricos, mas ainda não 
está disponível facilmente (Falsey, 2002; Perkins, 2005). 


Crupe 


O crupe é mais comumente causado pelo vírus parainfluenza (PIV) 
(Henrickson, 2003). O PIV1 e o PIV2 atingem o pico durante o tempo 
frio; o PIV3 causa doença durante todo o ano. Os PIVs (particular- 
mente o PIV3) encontram-se em segundo lugar como causa mais fre- 
quente de infecções virais do trato respiratório inferior em crianças de 
baixa idade (Fig. 54.5). A necrose epitelial viral e o edema mucoso da 
laringe, traqueia e grandes brônquios estreitam as vias aéreas, produ- 
zindo rouquidão, tosse “de cachorro” e padrão respiratório estriduloso 
causado pela obstrução e característico do crupe. A imunidade é tran- 
sitória e infecções de repetição são comuns, no entanto, em crianças 
mais velhas e adultos, os sintomas são menos graves e estão centrados 
no trato respiratório superior. A cultura de secreções nasofaríngeas/as- 
pirado nasofaríngeo é o método diagnóstico atual mais sensível, mas a 
demonstração pela coloração DFA do antígeno do PIV em secreções 
nasofaríngeas/aspirado nasofaríngeo apresenta uma boa sensibilidade, 
variando de 69 a 85% (Costello, 1993). Amostras DFA-negativas de- 
vem ser submetidas à cultura para maximizar a recuperação. 


Metapneumovírus 


O metapneumovírus humano (hMPV) é um vírus RNA recentemente 
reconhecido, classe Metapneumovirus. Como o VSR, o hMPV causa uma 
variedade de infecções respiratórias, incluindo doença das vias aéreas, 
bronquite e bronquiolite, síndrome similar à causada pela influenza e 
pneumonia. O hMPV foi implicado em 4 a 21% dos lactentes com bron- 
quiolite aguda (Maggi, 2003; Xepapadaki, 2004). Crianças muito jovens, 
idosos e indivíduos imunocomprometidos são os que apresentam a maio- 
ria das infecções sintomáticas, similar às causadas pelo VSR (Stockton, 
2002; van den Hoogen, 2001, 2004). A sazonalidade é algo similar à do 
VSR e ocorrem recorrências da infecção ao longo da vida. A doença res- 
piratória causada pelo hMPV tende a ser menos grave que a causada pelo 
VSR. Coinfecções com os dois vírus são frequentemente mais graves que 
as infecções causadas apenas por um deles (Konig, 2004). 

Atualmente, o diagnóstico do hMPV é limitado à detecção por RT- 
PCR. É o “padrão-ouro”, mas não é uma realidade para a maioria dos 
hospitais comunitários. O hMPV pode crescer em células LLC-MK2 ou 
células Vero, mas o crescimento leva até 14 dias sem efeitos citopáticos 
detectáveis (Deffrasnes, 2005). A cultura de secreções nasofaríngeas/as- 
pirado nasofaríngeo e amostras brônquicas utilizando shell vial e colora- 
ção DFA para anticorpo monoclonal anti-hMPV e o uso mais dissemi- 
nado da cultura podem levar a um maior conhecimento da verdadeira 
incidência de infecções por AMPV (Ebihara, 2005; Landry, 2005). 


Coleta de amostra 


Mixovírus e adenovírus respiratórios podem infectar células epiteliais 
colunares ciliadas da nasofaringe até o alvéolo, de modo que quando 
uma doença das vias aéreas inferiores (crupe, bronquiolite, pneumonia 
ou influenza) for suspeitada, a mucosa das vias respiratórias superiores 
ainda é o local mais fácil e mais acessível para a coleta de amostra para 
cultura ou ensaio de antígeno. Amostras devem ser coletadas durante os 
primeiros dias da doença, quando a replicação viral é maior. Um swab 
da orofaringe colocada em meio de transporte viral com antibióticos 
pode ser aceito para a cultura de influenza, mas o seu resultado é 10 a 
20% inferior. O escarro expectorado também é adequado para cultu- 
ra (Kimball, 1983; Yungbluth, 1998), particularmente em adultos que 
apresentam tosse produtiva. 

Secreções nasofaríngeas/aspirado nasofaríngeo podem ser coletados 
pela inserção de um cateter conectado a uma seringa, por meio das nari- 
nas até a nasofaringe, e instilando 1 a 3 mL de soro fisiológico e, a seguir, 
aspirando secreções mucosas diretamente para o interior da seringa. 


= reaspirar (ver vídeo da coleta em 
www.nasalaspirationkit.com). Dar 




















_ da seringa imediatamente para o 
“laboratório para a realização de 
EIA e cultura DFA. 


seringa com solução salina estéril 
e tubo com borboleta cortado para 
corrigir o comprimento. Instilar 1 a 
4 mL de solução salina via nasofaringex 


um nó no tubo e enviar o aspirado 
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Realizar EIA para VSR e influenza A/B segundo 
instruções do fabricante. 


Centrifugar o aspirado nasofaringeo a 500 x G por 10 minutos a 4°C 


Sobrenadante para cultura 


Adicionar 0,2 mL de sobrenadante em 3 shell ae 
| i R-Mix: 
vials. Centrifugar a 700 x G por 60 minutos. A549/Mv1Lu 
Adicionar 1,0 mL de meio de manutenção do | 
sobrenadante livre de soro. Tampar e incubar a 35°C. 


| 


Adicionar 1 mL de acetona e tampar. Manter em temperatura 
ambiente por 10 minutos. Aspirar a acetona e deixar o 
sobrenadante secar ao ar livre no shell vial. Corar com coquetel 
ou FITC-anticorpos monoclonais contra vírus respiratórios. 
Montar a laminula invertida sobre a lâmina de 

microscopia utilizando meio de montagem. Ler com 
microscópio epifluorescente (250 x). 
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24 horas 24 horas 
análise do shell vial análise do shell vial 


Positivo Negativo 


Remover o shell vial #2 da 
incubadora. Aspirar deixando 
~0,15 mL de meio 
sobrenadante e coletar 
células. Adicionar ~10 pL de 
suspensao celular nas 
cavidades de uma lamina 
revestida de Teflon. Corar com 
FITC-anticorpos monoclonais 
individuais para virus respiratorios (30 minutos a 37°C). 


individuais. Ver instruções sobre o 
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Coquetel de anticorpos 
monoclonais marcados FITC 


Continuar a incubar os shell vials #2 e #3 

por mais 24 horas. Corar o shell vial #2 

com coquetel de FITC. Se possivel, processar 

o shell vial #3 com FITC-anticorpos monoclonais 


Precipitado para coloração FA 


Lavar o precipitado 2x em PBS para remover 
o muco. Suspender novamente as células 
em 0,1 mL de PBS. Colocar ~30 pL de 
suspensão celular nos poços (10 mm) 

de lâminas recobertas com Teflon. Secar 

ao ar livre e, a seguir, fixar em acetona 

por 5 minutos à temperatura ambiente. 

Corar com FITC-anticorpos monoclonais 
individuais contra virus respiratórios 

(30 minutos a 37°C). 








Secar ao ar livre. 

Adicionar meio de montagem e laminula. 
Ler ao microscópio epifluorescente 
(250x). 








processamento de 24 horas, à esquerda. 


Figura 54.6 Diagnóstico laboratorial de infecções virais respiratórias empregando ensaios diretos para detecção de antígenos, imunoensaio enzimático (EIA) e teste com anticorpo 
fluorescente direto (TAFD), bem como cultura em shell vial. FITC = isotiocianato de fluoresceina; PBS = solução salina tamponada com fosfato; VSR = vírus sincicial respiratório. 


Todas as amostras devem ser transportadas em gelo imediatamente para 
minimizar a perda de VSR. A qualidade da amostra deve ser verificada 
antes da realização da cultura ou do ensaio do antígeno. Secreções naso- 
faríngeas/aspirado nasofaríngeo com pelo menos duas células epiteliais 
colunares ciliadas por campo de 250x fornecem uma recuperação quatro 
vezes maior de agentes patogênicos virais respiratórios (Tab. 54.3). 


Ensaio de antígeno viral 


A Figura 54.6 mostra um procedimento de cultura e ensaio de antí- 
geno para o diagnóstico viral respiratório. A detecção reproduzível e 


acurada do antígeno viral por DFA exige expertise interpretativa. Por 
essa razão, quando possível, a cultura viral e o ensaio do antígeno de- 
vem ser realizados para maximizar a recuperação. Hospitais com um 
grande serviço pediátrico rotineiramente testam amostras respirató- 
rias com um painel de vírus (VSR, influenza A e B, PIVs e adenovirus) 
durantes os meses de inverno quando o orçamento permite. Adultos 
devem ser testados para o vírus da influenza. O VSR também deve ser 
considerado em pacientes idosos. A amostra de secreções nasofarín- 
geas/aspirado nasofaríngeo é utilizada para o EIA e, a seguir, é lavada 
com PBS (phosphate buffered saline) e centrifugada. O sobrenadante é 
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Tabela 54.3 Recuperação de vírus de aspirado nasofaríngeo. Relação 
com a adequação da amostra 


Célula 
colunar 


a 


Macrófagos -wv 
alveolares 


Amostra (n = 2.173) Número de % com 
amostras recuperação 
viral positiva 
Secreções nasofaríngeas com <1 célula 243 6 
colunar por campo de 250x 
Secreções nasofaríngeas com >2 células 1.930 27 


colunares por campo de 250x 
11% das amostras apresentaram quantidade insuficiente de células e exigiram 
uma nova coleta. 


utilizado para a cultura viral. Se a coloração DFA para antígenos virais 
for solicitada, o depósito celular é novamente suspenso em PBS e dis- 
perso em lâminas revestidas de Teflon ou de poli-L-lisina. Esfregaços 
secos ao ar são fixados com acetona 100% e corados para antígenos 
virais utilizando anticorpos específicos conjugados à fluoresceína com 
contracoloração com azul de Evans. Preparações de secreções/aspira- 
do nasofaríngeo citocentrifugadas podem aumentar a recuperação ce- 
lular (Landry, 2000). Observe o número de células epiteliais colunares 
ciliadas e o grau de coloração inespecífica causado pelo muco residual 
ou neutrófilos. A Figura 54.3 mostra coloração DFA de secreções na- 
sofaríngeas/aspirado nasofaríngeo positiva para influenza A, parain- 
fluenza 3, VSR e adenovírus. Antissoros conjugados à fluoresceína são 
testados para a especificidade com um painel de células de controle 
de cultura tissular sabidamente positiva. Os lotes do reagente devem 
mostrar uma consistência na distribuição e intensidade da coloração 
celular. Métodos DFA apresentam especificidade e sensibilidade exce- 
lentes (Hughes, 1988; Landry, 2000). 

Vários EIA para VSR e influenza A estão disponíveis no comércio. 
A especificidade e a sensibilidade desses produtos são bem boas, com- 
paráveis à coloração DFA (Hughes, 1988; Thomas, 1991; Miller, 1993; 
Ohm-Smith, 2004; Weinberg, 2005). Em secreções nasofaríngeas/as- 
pirado nasofaríngeo, deve-se checar a presença de células epiteliais co- 
lunares ciliadas. Uma montagem úmida preparada misturando uma 
gota da amostra com uma gota de soro fisiológico é examinada com 
uma magnificação de 250x para verificar que existe uma quantidade 
suficiente de células colunares nasofaríngeas (Tab. 54.3). Amostras de 
swab da orofaringe e da nasofaringe contêm muito pouco material ce- 
lular para a pré-triagem. 


Isolamento viral 


As mesmas exigências e restrições relativas à amostra para ensaios de 
antígeno se aplicam à cultura viral. Culturas de secreções nasofaríngeas/ 
aspirado nasofaríngeo em adultos e crianças não imunocomprometidos 
podem ser modificadas para se adequarem às epidemias sazonais de in- 
fluenza, VSR e PIV (Fig. 54.6). No mínimo, os laboratórios de virologia 
devem tentar isolar o VSR e o vírus da influenza durante o inverno. Se 
a estrutura permitir, o PIV e o adenovírus podem ser incluídos para pa- 
cientes pediátricos. A cultura apresenta um resultado diagnóstico global 
10 a 20% superior ao ensaio do antígeno para todos os agentes, excetu- 
ando-se o VSR. A cultura também pode ser expandida para recuperar 





vírus que não foram incluídos no painel de antígenos. Atualmente, a 
cultura para AMPV não é oferecida pela maioria dos hospitais. 

Swabs da orofaringe para cultura de influenza somente devem ser 
colocados em meio de transporte viral com antibióticos na coleta e 
devem ser transportados imediatamente, preferivelmente em gelo. O 
escarro que contém células do trato respiratório inferior e/ou inflama- 
ção aguda também é aceitável para a cultura de influenza e deve ser 
colocado em meio de transporte viral com antibióticos. O frasco do 
meio de transporte viral deve ser agitado vigorosamente. A inocula- 
ção da cultura não deve ser retardada por mais de 24 horas; obviamen- 
te, é preferível que ela seja realizada no mesmo dia da coleta. Para a 
recuperação imediata, o sobrenadante é inoculado em shell vials du- 
plicados (dois com rim canino Madin-Darby [MDCK, Madin-Darby 
canine kidney] tripsinizado e dois com rim de macaco Rhesus [RMK, 
Rhesus monkey kidney|), os quais são alimentados após centrifugação 
com FBS-free MEM (o soro bovino pode conter anticorpos contra o 
vírus da influenza). Após incubação de 1 a 2 dias a 35ºC, monocama- 
das de shell vial são corados com DFA para antígeno da influenza. Se 
a estrutura do laboratório permitir, um tubo de back-up de RMK ou 
MDCK também pode ser inoculado, incubado em um tambor rolante 
e, a seguir, examinado para se verificar se houve crescimento viral com 
a adição de eritrócitos frescos de cobaia. O vírus da influenza, como o 
PIV e o sarampo, não produz efeitos citopáticos de maneira consisten- 
te, entretanto, esses vírus causam hemaglutinação com antígenos na 
superfície da cultura de tecido, e a aderência do eritrócito de cobaia à 
monocamada indica a presença de vírus que causa hemadsorção. Um 
esquema de testagem diária de hemadsorção é preferível (Minnich, 
1987). Quando a hemadsorção é observada, as células da monocamada 
devem ser testadas com um conjunto de antissoros para determinar 
qual vírus está presente. A Figura 54.3 apresenta uma monocamada de 
shell vial de RMK positiva para influenza À após 2 dias de incubação e 
uma monocamada do tubo RMK infectada com influenza A que apre- 
senta hemadsorção de eritrócitos de cobaia no terceiro dia. 

A Figura 54.6 sumaria um procedimento de cultura em shell vial 
para secreções nasofaríngeas/aspirado nasofaríngeo utilizando uma 
monocamada celular “híbrida” que contém células A-549 e de pul- 
mão de marta (MvL, mink lung) que, em conjunto, suportam o cres- 
cimento de VSR, influenza A e B, adenovírus e vírus da parainfluen- 
za. Comparada com as linhagens celulares tradicionais, essa mistura 
híbrida de células apresenta uma taxa global de recuperação de 96 a 
100%, com diminuição do tempo de resposta e custo global reduzido 
de materiais e trabalho (Schindler, 1999). 

Laboratórios que realizam somente cultura de VSR devem conside- 
rar o uso de shell vials no lugar dos tubos tradicionais para reduzir o 
tempo de recuperação. Células HEp-2 ou A-549 em Eagle MEM su- 
plementado com 2 a 5% de soro bovino fetal suportam a replicação 
do VSR. Monocamadas do tubo de cultura celular devem ser checadas 
diariamente em busca de efeitos citopáticos por 10 dias. A Figura 54.3 
mostra efeitos citopáticos do VSR no sincício celular multinucleado, 
um padrão que é influenciado pelo conteúdo de cátion e pelo frescor 
do meio de manutenção (Shahrabadi, 1988; Tristram, 2003). O adeno- 
vírus também replica em linhagens celulares HEp-2 e A-549 e produz 
um arredondamento tipo uva e aumento de volume das células da mo- 
nocamada, usualmente em torno do quinto ao sétimo dia. A cultura 
em shell vial encurta a detecção do adenovírus para 3 dias (Fig. 54.3). 

Existem vários métodos sorológicos para detecção de anticorpos 
antivirais específicos, no entanto, nenhum deles é prático para o diag- 
nóstico rápido e a conduta clínica. O diagnóstico sorológico é mais 
útil para estudos epidemiológicos da saúde pública. 


Mononucleose infecciosa e 
infecções relacionadas 


A mononucleose infecciosa é uma doença linfoproliferativa sistêmi- 
ca comum, usualmente causada pela infecção primária pelo EBV. O 
EBV faz parte da familia Herpesviridae e, como o HSV, infecta a maio- 
ria da população mundial. O EBV é disseminado pela saliva. A infec- 
ção primária no início da infância geralmente é assintomática, mas, em 
adolescentes e adultos jovens, frequentemente produz a mononucleose 
infecciosa clássica. Anualmente, ocorrem aproximadamente 150.000 
casos de mononucleose nos Estados Unidos (Cohen, 2000; Schooley, 


2005). O EBV infecta primeiramente o epitélio faríngeo, de modo que 
a dor de garganta e a febre tipicamente marcam o início da mononu- 
cleose infecciosa. O EBV é notavelmente linfotrópico: ele liga-se ao 
receptor C3d (CD21) na superfície de linfócitos B e inicia uma proli- 
feração blástica policlonal de células B, que gera uma gama policlonal 
de anticorpos IgM inespecíficos. O sistema imune mediado por célu- 
las responde com células NK (natural killer) e linfócitos T citotóxicos 
CD8* para erradicar células B infectadas. Linfócitos B infectados pelo 
EBV acumulam-se nos linfonodos através do corpo e linfócitos T cito- 
tóxicos defensivos infiltram-se em áreas interfoliculares nodais, no ba- 
ço e no fígado e circulam como linfócitos atípicos no sangue periférico 
(Strickler, 1993). Como fatores mediados por célula controlam a repli- 
cação do EBV, os sintomas da mononucleose infecciosa diminuem e a 
linfadenopatia, a esplenomegalia e a hepatite desaparecem. 

Como outros herpesvírus, o EBV persiste em estado de latência. Uma 
pequena porcentagem de núcleos de linfócitos B contém RNA codifica- 
do do EBV (EBER, Epstein-Barr encoded RNA), o antígeno nuclear do 
Epstein-Barr (EBNA, Epstein-Barr nuclear antigen) e antígenos protei- 
cos latentes da membrana que mantêm o genoma do EBV dormente nas 
células B imortalizadas. Linfócitos T CD8* restringem a proliferação do 
EBV nessas células B infectadas cronicamente, no entanto, a reativação 
assintomática do EBV é comum e até 20% dos adultos saudáveis espo- 
radicamente liberam o vírus infeccioso na saliva. No comprometimento 
da imunidade mediada por células (AIDS, transplantes de órgãos, doen- 
ça linfoproliferativa ligada ao X), o EBV não consegue ser controlado e 
doenças francas (p. ex., leucoplasia pilosa oral e doença linfoproliferativa 
das células B e linfomas) podem ocorrer. O DNA e o EBER do EBV po- 
dem ser identificados pela técnica de amplificação do ácido nucleico no 
LCE de pacientes com linfoma primário do SNC e pela hibridização in 
situ (ISH, in situ hybridization) em receptores de transplante que desen- 
volvem doença linfoproliferativa de células B durante a terapia imunos- 
supressora. O EBV também está ligado ao carcinoma nasofaríngeo em 
asiáticos e ao linfoma de Burkitt africano. Aparentemente, o EBV atua 
como um iniciador e, a seguir, fatores proliferativos (p. ex., coinfecção 
ou desregulação imune) levam ao processo maligno. 


Diagnóstico sorológico 


Na mononucleose infecciosa, linfócitos T citotóxicos e linfócitos 
apoptóticos circulam no sangue (Fisher, 1996). A linfocitose atípica 
(>10% de linfócitos totais) é relativamente insensível para o diag- 
nóstico da mononucleose, mas apresenta uma especificidade de pelo 
menos 95%. O EBV pode ser cultivado em linhagens celulares linfo- 
blastoides, mas a positividade não diferencia a infecção primária da 
reativação. A testagem sorológica é o principal método laboratorial 
para o diagnóstico da mononucleose infecciosa (Schooley, 2005). A 
proliferação de linfócito B policlonal da infecção aguda pelo EBV gera 
a produção transitória, mas usualmente inofensiva, de autoanticor- 
pos comoa IgM anti-i (aglutinina fria), fator reumatoide e anticorpo 
antinuclear. Talvez as imunoglobulinas mais incomuns produzidas 


Tabela 54.4 Perfis sorológicos na infecção pelo vírus Epstein-Barr 


Interpretação Anticorpos heterófilos (IgM) 


Nunca infectado (sensível) er 


Infecção primária atual +- 
(50-85%)* 

Mononucleose infecciosa ++ 

Infecção primária recente d+ 

Infecção primária remota - 

Paciente imunocomprometido com + 


ativação persistente 


na mononucleose infecciosa sejam os anticorpos heterófilos de Paul- 
Bunnel. Esses anticorpos da classe IgM apresentam uma afinidade por 
eritrócitos ovinos, equinos e bovinos e não são direcionados contra 
qualquer antígeno do EBV. Aparentemente, eles são anticorpos ran- 
dômicos produzidos durante a proliferação policlonal de linfócitos B 
induzida pelo EBV. Eles aparecem durante a primeira semana da mo- 
nonucleose infecciosa, diminuem durante o período de convalescen- 
ça e, comumente, tornam-se indetectáveis em 3 a 6 meses. Durante a 
doença do soro e, ocasionalmente, em outras infecções virais, vários 
anticorpos heterófilos são produzidos, entretanto, o anticorpo hete- 
rófilo com forte afinidade por antígenos do eritrócito bovino inaltera- 
da pela adsorção com antígeno de rim de cobaia (teste diferencial de 
absorção) é específico para a mononucleose infecciosa aguda. Vários 
testes comerciais misturam diretamente o soro do paciente em uma 
lâmina com uma suspensão de antígeno de rim de cobaia seguido pela 
adição de antígeno preservado de eritrócito equino ou bovino, fre- 
quentemente ligado a partículas de látex. A aglutinação ocorre quase 
que imediatamente se o anticorpo heterófilo da mononucleose infec- 
ciosa estiver presente. Testes rápidos de aglutinação e modificações da 
fase sólida são aproximadamente 80 a 90% sensíveis, com uma taxa 
de falso-positivo inferior a 2% e um valor preditivo positivo de 95% 
ou mais, e são considerados excelentes testes rápidos (Farhat, 1993; 
Linderholm, 1994; Gerber, 1996; Rogers, 1999). A sua principal limi- 
tação é a sensibilidade: o anticorpo heterófilo está presente em mais 
de 90% dos adolescentes e adultos e em menos de 40% em crianças 
mais jovens com mononucleose infecciosa. 

Quando a infecção primária pelo EBV evolui para a fase de latência, 
vários antígenos do EBV se expressam sequencialmente e os anticor- 
pos específicos gerados são marcadores valiosos do estágio da infec- 
ção. O antígeno do capsídeo viral (VCA, viral capsid antigen) é produ- 
zido durante a infecção lítica aguda. O anticorpo IgM anti-VCA é um 
marcador específico e sensível da infecção primária aguda pelo EBV. 
A IgG anti-VCA usualmente está presente no início dos sintomas e 
persiste por toda a vida. Os antígenos precoces (DNA polimerase e 
timidina quinase) são produzidos durante a infecção aguda e a repli- 
cação ativa do EBV. O anticorpo anti-EA-D está presente na infec- 
ção recente, mas o anticorpo EA-R é um marcador tardio persistente. 
Quando a mononucleose infecciosa desaparece, uma pequena por- 
centagem de linfócitos B com EBV imortalizado escapa à destruição 
imune e retém de maneira latente o DNA do EBV como um epissomo 
circularizado. O EBNA é responsável pela duplicação e sobrevida des- 
se epissomo. Por essa razão, a produção de IgG anti-EBNA tipicamen- 
te ocorre após a resolução da infecção aguda pelo EBV. 

Os padrões sorológicos encontrados nos vários estágios da infecção 
pelo EBV são sumariados na Tabela 54.4. Ensaios sorológicos imuno- 
fluorescentes utilizam linhagens celulares linfoblastoides com a pro- 
dução de EBV interrompida em estágios específicos para a expressão 
de antígenos específicos. Os métodos imunofluorescentes são sensíveis 
e específicos, mas apresentam certa subjetividade interpretativa. Os 





VCA (IgM) VCA (IgG) Antígeno EBNA-1 (IgG) 
precoce (IgG) 

+ + + - 

(70-100%) (98-100%) (60-80%) (0%) 

++ ++ ++ - 

—/+ ++ + — 

— ++ + + 

=+ ++ ++ +H- 


Perfis sorológicos atípicos podem exigir mais testes (teste de avidez VCA-IgG, Western blot ou reação de cadeia de polimerase) para avaliação. 


* Resultados positivos são mais baixos em pacientes mais jovens. 


EA = antígeno precoce; EBNA = antígeno nuclear de Epstein-Barr; VCA = antígeno do capsídeo viral 


Fonte: adaptado de Hess RD: Minireview. Routine Epstein-Barr virus diagnostics from the laboratory perspective still challenging after 35 years. J Clin Microbiol. 2004; 42:3381-87. 
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te apresentam mais de 95% de sensibilidade e quase 100% de especifi- 
cidade e têm a vantagem da interpretação objetiva e do processamento 
automático (Gerber, 1996; Chan, 1998; Tranchard-Bunel, 1999; Hess, 
2004). A maioria dos médicos depende da demonstração de linfócitos 
atípicos no sangue periférico, teste heterófilo rápido e IgM e IgG anti- 
VCA para o diagnóstico da mononucleose infecciosa. Testes heterófi- 
los quantitativos de referência em tubo e dosagens de IgG anti-EBNA 
e IgG anti-EA são procedimentos mais complexos do ponto de vista 
procedural e apresentam uma menor aplicabilidade prática. 


Mononucleose infecciosa heterófila negativa 


Dos muitos pacientes que apresentam um quadro clínico típico de 
mononucleose infecciosa, 70% ou mais apresentam um teste heteró- 
filo positivo, identificando o EBV como a causa. Dos 30% que não 
apresentam anticorpo heterófilo, até 50% apresentam IgM anti-VCA, 
o que também confirma uma infecção aguda pelo EBV. Em aproxi- 
madamente 15% dos pacientes com mononucleose linfoproliferativa 
febril, uma infecção primária por Toxoplasma gondii, CMV, herpesvi- 
rus humano 6 (HHV6) ou HIV é demonstrada. Nos 5 a 10% restan- 
tes, nenhuma etiologia é estabelecida. 

A toxoplasmose é discutida no Capítulo 61. O diagnóstico acurado é 
mais crítico na gestação, em indivíduos imunocomprometidos e na co- 
riorretinite (Remington, 2004). A infecção primária pelo CMV adquiri- 
da na infância é usualmente assintomática, enquanto que adolescentes e 
adultos podem apresentar uma doença linfoproliferativa febril sistêmica 
(Wreghitt, 2003). O isolamento do CMV na saliva ou na urina não é útil 
porque a reativação e a liberação assintomáticas são muito comuns. À 
recuperação de CMV de leucócitos circulantes é válida e sensível, porém, 
é cara e longa para ser realizada em comparação com o diagnóstico soro- 
lógico. A pesquisa sorológica de IgM anti-CMV por método imunoflu- 
orescente é complicada pelo fato de as células substrato infectadas pelo 
CMV expressarem receptores para a porção Fc da imunoglobulina. O 
método imunofluorescente anticomplemento (ACIF, anticomplement 
IFA) é mais complexo, mas ele reduz erros falso-positivos. Imunoensaios 
enzimáticos para IgM-específico apresentam uma acurácia global que é 
comparável ao ensaio ACIF-IFA para IgM e apresenta menor variação 
interpretativa subjetiva (Smith, 1987; VanEnk, 1991; Roseff, 1993). 

O HHV6 é outro vírus linfotrófico onipresente com afinidade pelas 
células T. Ele causa a roséola (exantema súbito), uma exantema febril 
comum em crianças de baixa idade (Braun, 1997; Zerr, 2005). A ocor- 
rência de infecção primária após a infância está associada à mononu- 
cleose (Akashi, 1993). Tanto os métodos imunofluorescentes quanto 
os imunoensaios enzimáticos específicos para IgM podem diagnosticar 
a infecção aguda. O vírus pode ser identificado na saliva e no sangue 


pelo método PCR, mas este não é prático para o diagnóstico de rotina 
(Steeper, 1990; Chiu, 1998; Zerr, 2005). 

A infecção pelo HIV1 pode produzir uma doença aguda que simu- 
la clinicamente a mononucleose infecciosa (Kessler, 1987). Até 50% 
dos pacientes desenvolvem febre, linfadenopatia, linfocitose atípica e, 
ocasionalmente, lesão hepatocelular ou meningoencefalite leve. O EIA 
padrão anti-HIV usualmente não detecta anticorpo IgG específico du- 
rante a fase inicial da infecção, mas a quantificação do HIV no plasma 
pelo método RT-PCR é tipicamente alta (10º cópias/mL) (Henrard, 
1994). EIA, Western blot e imunofluorescência são testes que se tor- 
nam positivos para anticorpos anti-HIV em 1 a 3 meses, quando as 
características da infecção aguda desaparecem (Schupbach, 2003). 

A Figura 54.7 apresenta um algoritmo da avaliação sorológica de um 
paciente com sintomas de mononucleose infecciosa. Apesar da testa- 
gem laboratorial abrangente para essas causas conhecidas de mononu- 
cleose, nenhum agente etiológico é identificado em 5 a 10% dos casos. 


Síndrome da fadiga crônica 


Tanto a impressa médica quanto a leiga discutiu longamente uma 
entidade clínica caracterizada por uma fadiga incapacitante persistente 
acompanhada por febre, faringite, linfadenopatia dolorosa, artralgias e 
mialgias (Holmes, 1987, 1988; Klonoff, 1992). Embora as características 
clínicas dessa síndrome sugiram uma causa infecciosa, até o momento 
nenhum agente etiológico foi claramente identificado. Relatos iniciais 
indicavam que o EBV, seja como infecção primária crônica persistente 
ou reativada, era responsável porque muitos pacientes apresentavam 
títulos elevados anti-EBV, anti-VCA e anti-EA, no entanto, os exames 
sorológicos não eram padronizados nem reproduzíveis e a cultura para 
EBV e a hibridização in situ realizada com saliva e leucócitos circulan- 
tes não mostraram diferenças entre pacientes com síndrome da fadiga 
crônica e controles normais. Alguns estudos sugeriram um papel para o 
CMV, T. gondii, HHV6 e HHV7 e o vírus da leucemia de células T hu- 
mana (HTLV), mas outros relatos não conseguiram confirmar um pa- 
pel causal (Gold, 1990; Reeves, 2000). A testagem imunológica e soroló- 
gica não é útil para o diagnóstico ou prognóstico. A síndrome da fadiga 
crônica permanece sendo definida pelos sinais e sintomas clínicos e não 
pelos resultados de exames laboratoriais (Lloyd, 1998; Gantz, 2001). 


Infecções virais congênitas e perinatais 


O útero grávido é um meio isolado estéril que protege o útero contra 
a lesão microbiana externa. Bactérias da vagina materna que atraves- 
sam a barreira cervical com falhas causam infecções durante a gestação, 
mas a infecção materna também pode se disseminar pela via sanguínea 
até o feto através da placenta ou pode envolver o bebê diretamente 


Anticorpos heterófilos 


- Mistura heterogênea de anticorpos IgM produzidos por células B infectadas pelo EBV. 


- Positivo em mais de 90% de adolescentes e adultos sintomáticos. 





* Menos sensível em crianças com menos de 4 anos de idade. 


Método do látex, lâmina ou fase sólida 


re 


Diagnóstico: mononucleose por EBV (~70%) 


Anticorpo EBV-VCA-IgM 
Método EIA ou IFA 








Diagnóstico: mononucleose (~10%) 


Anticorpo IgM anti-CMV 


IgM antitoxoplasma (+) IgM anti-HHV-6 (+) RT-PCR quantitativo para HIV (+) 


IFA ou EIA IFA ou EIA Diagnóstico: mononucleose Diagnóstico: síndrome aguda 
Diagnóstico: mononucleose por Diagnóstico: toxoplasmose por HHV-6 (~2%) causada pelo HIV (~1%) 
CMV (5-10%) (~2%) Confirmação do HIV por EIA ou WB 


frequentemente negativa durante o 

início da doença aguda; soroconversão 

1 a 3 meses mais tarde 
Figura 54.7 Avaliação sorológica de pacientes com sintomas clínicos de mononucleose infecciosa aguda e linfocitose atípica. Nenhum diagnóstico é estabelecido em 5 a 10% 
dos casos. CMV = citomegalovirus; CVA = antígeno do capsideo viral; EBV = virus Epstein-Barr; EIA = enzima imunoenzimática; HHV = vírus herpes humano; HIV = vírus da 
imunodeficiência humana; IFA = anticorpo fluorescente indireto; lg = imunoglobulina; RT-PCR = reação da cadeia de polimerase da transcriptase reversa; WB = Western blot. 


no momento do parto, quando ele for vaginal. Essas infecções peri- 
natais são coletivamente denominadas infecções TORCH, indicando 
toxoplasma (ver Cap. 61), rubéola, citomegalovírus, herpes simples ví- 
rus e outros microrganismos como o HIV, parvovírus, enterovírus e 
Treponema pallidum (ver Cap. 58). Infecções por esses agentes podem 
ser silenciosas ou causar apenas sintomas menores na mãe. Contudo, 
o sistema imune fetal imaturo não produz uma resposta celular ou hu- 
moral efetiva e a necrose tissular pode ser grave ou mesmo fatal. 

O diagnóstico de infecções perinatais está centrado em duas questões: 
identificação de infecção materna aguda (particularmente infecção pri- 
maria) e verificação do envolvimento do feto ou neonato. A infecção 
materna é melhor estabelecida pela recuperação do microrganismo sus- 
peitado, mas para muitos deles isso não é prático e a demonstração so- 
rológica de anticorpo IgM específico, embora imperfeita, é o teste diag- 
nóstico de primeira linha. A infecção materna cruza a placenta em 30 
a 60% dos casos. A ultrassonografia pode detectar lesão orgânica fetal 
(microcalcificações, microcefalia, hidrocefalia, visceromegalia, hidrop- 
sia etc.), mas a recuperação do microrganismo por meio de cultura, a 
demonstração de seu antígeno ou genoma no sangue ou tecidos fetais 
ou a detecção de anticorpo específico é necessária para confirmar a in- 
fecção fetal. A seleção de testes para diagnóstico de infecções perinatais 
e congênitas comuns é resumida na Tabela 54.5. A triagem de rotina de 
todas as gestantes para avaliação da imunidade contra a rubéola é uma 
conduta padrão, contudo a pesquisa de anticorpos contra toxoplasma, 
HSV e CVM não é aconselhada. Métodos sorológicos de pesquisa de 
IgM em particular podem apresentar variações inter- e intralaborato- 
riais, com erros falso-positivos e falso-negativos. Os ensaios para detec- 
ção de IgG não diferenciam a infecção materna primária da recorrente 
ou latente, e não podem prever o envolvimento fetal. Os testes devem 
ser reservados para mães com suspeita de infecção. 


Citomegalovírus 


O CMV é a infecção intrauterina mais comum e afeta 1% dos neona- 
tos norte-americanos. Aproximadamente 90% desses lactentes são assin- 
tomáticos ao nascimento. O isolamento do CMV na urina ou na saliva 
ou a detecção de IgM anti-CMV pode ser o único indicador de infecção 
congênita. Os 10% sintomáticos podem apresentar icterícia, hepatoes- 
plenomegalia e pancitopenia. Aproximadamente 10% deles morrerão e 
o restante apresentará sequela neurológica permanente. A infecção pri- 
mária por CMV na mãe é frequentemente virêmica, com risco de infec- 
ção fetal hematógena transplacentária e lesão tissular pré-natal (Stagno, 
1982; Revello, 2002). A reativação da infecção por CMV na mãe também 
pode atravessar a placenta, no entanto o anticorpo IgG anti-CMV ma- 
terno também a atravessa e é de um certo modo protetor. Essas crianças 
usualmente são assintomáticas, mas 5 a 15% apresentam perda auditiva 
neurossensorial ou dificuldades neurodesenvolvimentais (Istas, 1995). A 
reinfecção materna com uma nova cepa de CMV apresenta um maior 
risco de causar infecção congênita sintomática (Boppana, 2001). 

Ensaios IgM-específicos passaram da fixação de complemento, imu- 
noensaio com fluorescência de anticorpos e imunoensaio com fluores- 
cência de anticorpos anticomplemento para imunoensaios enzimáticos 
que utilizam antígenos recombinantes do CMV refinados e captura de 
IgM para melhorar a especificidade e sensibilidade. A IgM pode persis- 
tir por mais de 3 meses em pelo menos um terço das mulheres adultas, 
obscurecendo um pouco o valor interpretativo de um resultado positi- 
vo durante a gestação. O teste de avidez de IgG para CMV também po- 
de ser útil na diferenciação de infecção recente versus infecção remota, 
similar à avaliação da sorologia para toxoplasma na gestação (Revello, 
2002; Remington, 2004). A identificação da viremia por CMV em uma 
gestante não imunocomprometida por meio da cultura em shell vial de 
leucócitos do sangue periférico ou a detecção da antigenemia de pp65 
do CMV ou do DNA do CMV por PCR no sangue é uma evidência 
conclusiva de infecção primária materna. Entretanto, estima-se que o 
risco de envolvimento fetal seja de aproximadamente 40% e nenhum 
teste realizado na mãe pode prever acuradamente a infecção fetal. 

Os testes pré-natais mais confiáveis para verificar a infecção fetal são 
a cultura viral e a detecção por PCR do CMV no líquido amniótico, as 
quais apresentam uma sensibilidade combinada de 75 a 92% (Revello, 
2002). O vírus no líquido amniótico indica uma liberação abundante 
de um feto infectado e um resultado positivo apresenta uma especifici- 


dade de 100% para a doença. A detecção de IgM anti-CMV no sangue 
do cordão umbilical é menos sensível (55-60%) por causa do retardo 
da resposta imune fetal após a exposição. A pesquisa do DNA do CMV 
por PCR em sangue coletado por meio da cordocentese apresenta uma 
sensibilidade de 84%. A carga viral alta de CMV no líquido amniótico 
foi proposta como um indicador da gravidade da lesão tissular fetal. 

A detecção de IgM anti-CMV no sangue do cordão coletado no mo- 
mento do parto também é diagnóstica, mas apresenta resultado falso- 
negativo em 30% dos casos (Fowler, 1992). A recuperação do CMV 
por meio de cultura ou de PCR da urina, saliva, LCE ou sangue do ne- 
onato também é muito sensível. A sensibilidade da detecção do DNA 
por PCR é de quase 100%. Amostras devem ser coletadas durante as 
2 primeiras semanas após o nascimento para se evitar a confusão com 
a infecção adquirida no período pós-natal (Nelson, 1995; Revello, 
2002). Não existe um valor preditivo definido para a monitoração da 
carga viral. Inclusões nucleares típicas do CMV em preparações ci- 
tológicas urinárias são específicas, mas muito insensíveis. Mesmo o 
material de autópsia pode apresentar algumas células diagnósticas re- 
manescentes quando a necrose tissular for avançada. 


Rubéola 


A rubéola (sarampo alemão) é altamente transmissível e produz fe- 
bre leve e erupção cutânea transitória em crianças e adultos. Todas as 
infecções são virêmicas e a disseminação transplacentária durante o pri- 
meiro trimestre de gestação produz malformações cardíacas, oculares e 
encefálicas teratogênicas devastadoras (Schluter, 1998). A rubéola não é 
mais endêmica nos Estados Unidos por causa da vacinação generaliza- 
da. A análise do genoma demonstra que os casos de rubéola mais recen- 
tes são importados da América Latina. A investigação pré-natal de ro- 
tina é uma prática padrão. Somente quatro casos de infecção congênita 
foram identificados desde 2001, três dos quais em mulheres imigrantes 
(MMWR, 2005). Havendo suspeita de rubéola aguda em gestante, o 
método diagnóstico mais direto é a pesquisa de IgM antirrubéola no so- 
ro materno por EIA ou imunoensaio com fluorescência de anticorpos 
(IFA). A cultura para rubéola é tecnicamente complexa e não está dis- 
ponível rotineiramente. O método RT-PCR para o RNA do vírus da ru- 
béola em líquido amniótico é 100% sensível e específico e também pode 
ser realizado em tecido placentário e tecidos de autópsia (Revello, 1997; 
Mace, 2004). O neonato infectado congenitamente é IgM-positivo e 
também excreta o vírus na urina por meses ou anos. 


Vírus herpes simples 


A aquisição primária do HSV genital durante a gestação apresenta um 
alto risco de corioamnionite herpética ascendente com aborto esponta- 
neo, trabalho de parto prematuro e exposição mucocutânea da criança 
durante o parto vaginal (Brown, 1987). É a infecção genital primária por 
HSV, em vez das recorrências, que coloca o bebê em grande risco por 
duas razões: o número total de lesões é frequentemente maior na infec- 
ção primária e o soro materno contém IgM, mas pouca ou nenhuma 
IgG para a proteção transplacentária passiva do bebê (Prober, 1987). 

A apresentação da maioria dos bebês durante o trabalho de parto é 
de vértice, de modo que o couro cabeludo e a face são os primeiros a 
entrar em contato com o HSV no trato materno. À exposição da pare- 
de torácica e das nádegas ao vírus ocorre no parto com apresentação 
pélvica. Vesículas se formam onde a pele e as membranas mucosas são 
diretamente inoculadas com vírus. Como a resposta imune do neo- 
nato ainda é imatura, uma fonte importante para o bebê modificar a 
infecção é a IgG materna contra o HSV. Quando essa proteção passiva 
está ausente, a replicação viral e a disseminação visceral podem pro- 
gredir sem controle (Whitley, 1988). As mucosas conjuntival e oral e 
lesões cutâneas comumente são riscas em vírus. Se ocorrer dissemina- 
ção, qualquer víscera pode ser infectada. 

A conduta obstétrica é baseada em vários achados. A cultura de 
rotina para HSV de todas as gestantes ou neonatos no momento do 
parto apresenta um resultado positivo em 0,2% e não é recomendada 
(Prober, 1988). Culturas de controle pré-natal do HSV com herpes 
genital recorrente comprovado não consegue prever quais gestan- 
tes irão liberar o vírus no momento do parto (Arvin, 1986). Estudos 
de mulheres que apresentaram o primeiro episódio comprovado de 
herpes genital durante a gestação demonstraram que metade delas 
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Tabela 54.5 Teste laboratorial para infecções congênitas e perinatais 


Cultura, ensaio para antígeno, amplificação do 
ácido nucleico 


Sorologia fetal ou para o 
neonato 


Cultura para CMV: sangue materno IgM EIA 
Cultura para CMV: urina, saliva, sangue, tecidos (2 primeiras 

semanas) do neonato 

Inclusões nucleares do CMV: tecidos 

PCR para CMV: líquido amniótico, sangue do cordão 

umbilical intraútero 


PCR para CMV; sangue do recém-nascido, tecidos 


PCR ou cultura para HSV: conjuntiva, mucosa oral, pele, 
LCE do neonato 

Inclusões nucleares do HSV: tecidos do neonato, lesões 
cutâneas 


IgM EIA ou IFA 


Sonda amplificada: LCE, sangue, tecidos, material de 
orofaringe do neonato 

Cultura para enterovírus: sangue, LCE, tecidos, fezes, material 
de orofaringe do neonato 


Solicitar tipagem do enterovirus a laboratórios da saúde pública 


PCR para PB19: sangue materno 
Inclusões nucleares virais em eritroblastos 
ISH em eritroblastos para PB19 


PCR para PB19: placenta, tecidos fetais, sangue 


IgM EIA 


PCR quantitativa, vacinação e imunoglobulina para o neonato 


PCR para DNA do HIV no neonato 
RT-PCR para o RNA do HIV após 3 meses de idade 


Monitorar o HIV por EIA para 
possível soroconversão (6-18 
meses) 


Cultura para rubéola: urina do neonato 
RT-PCR para rubéola: líquido amniótico, placenta, tecido fetal 
ou do neonato 


IgM EIA ou IFA 


CMY = citomegalovirus; HBc = antígeno do core do vírus da hepatite B; HBsAg = antígeno de superficie do vírus da hepatite B; HIV = vírus da imunodeficiência humana; HSV = herpes- 
-vírus simples; IFA = ensaio por imunofluorescência indireta; Ig = imunoglobulina; ISH = hibridização in situ; PCR = reação de cadeia de polimerase. 


apresentavam herpes genital primário verdadeiro e elas apresentavam 
uma alta taxa de complicações (amnionite herpética, trabalho de par- 
to prematuro, infecções neonatais graves). Quase cinquenta por cen- 
to das mulheres que adquiriram a infecção primária pouco antes do 
trabalho de parto tiveram filhos gravemente afetados (Brown, 1997). 


Mães com herpes genital recorrente apresentam uma taxa muito mais 
baixa de infecção neonatal, com envolvimento limitado a sítios muco- 
cutâneos e sem disseminação visceral (Brown, 1987, 1991). 

É uma prática aceita que mulheres em trabalho de parto com lesões 
genitais suspeitas de serem herpéticas sejam submetidas à cesariana pa- 


ra prevenir uma possível exposição do bebê. Mulheres com história de 
herpes genital recorrente podem ter um parto vaginal se não houver 
lesões ativas, mas a monitoração clínica cuidadosa dos neonatos (in- 
cluindo cultura para HSV das mucosas conjuntiva e oral e de qualquer 
lesão cutânea suspeita) é justificada. A infecção herpética neonatal 
pode ser silenciosa por até vários dias antes da doença se manifestar. 
Apesar da terapia antiviral, a infecção disseminada é frequentemente 
fatal. Lactentes com infecção restrita ao sistema nervoso central que 
sobrevivem sempre apresentam um retardo mental grave. 

O diagnóstico laboratorial da infecção pelo HSV foi discutido an- 
teriormente. A sorologia tipo-específica do HSV atualmente está 
disponível e pode identificar mulheres soronegativas com parceiros 
soropositivos, enfatizando o risco de aquisição da doença durante a 
gestação (Ashley, 1999; Cherpes, 2003). A citologia de Tzanck e en- 
saios rápidos de antígeno são frequentemente positivos para lesões 
vesiculares, mas não podem substituir a cultura (a qual fornece um 
resultado positivo em 24 horas, especialmente quando shell vials são 
utilizados). A identificação do DNA do HSV por PCR no soro do ne- 
onato, LCE e lesões mucocutâneas apresenta uma maior sensibilidade 
que a cultura e é particularmente valiosa para a detecção do vírus no 
LCE e para o acompanhamento da terapia em bebês sabidamente com 
envolvimento do SNC (Kimberlin, 1996, 2004). 


Vírus da imunodeficiência humana, parvovírus, 
enterovírus e vírus da hepatite B 


O HIV pode disseminar-se pela via hematogênica e infectar o feto, 
com trofoblastos placentários e macrófagos de Hofbauer atuando como 
reservatórios celulares. Entretanto, aproximadamente 75% das infec- 
ções perinatais são adquiridas durante o trabalho de parto, quando o 
bebê é exposto ao sangue materno. O risco perinatal de aquisição do 
HIV varia de 13 a 45%, dependendo da carga viral de HIV1 da mãe, mas 
a taxa de transmissão cai para menos de 2% mediante a administração 
de drogas antivirais à mãe durante a gestação e o parto, bem como para 
o neonato (Watts, 2002). O HIV também é transmissível no pós-parto, 
em leucócitos no leite materno. 

O diagnóstico de infecção materna pelo HIV é direto (EIA positivo 
para o anticorpo anti-HIV com confirmação pelo método de Western 
blot). A triagem de rotina é fortemente recomendada no primeiro tri- 
mestre da gestação e gestantes soropositivas devem receber profilaxia 
antiviral. A IgG materna atravessa a placenta e persiste no sangue da 
criança por até 15 meses, de modo que os imunoensaios enzimáticos 
padrões para o HIV não podem ser utilizados para o diagnóstico de 
infecção neonatal. Variações do EIA e do Western blot para a detec- 
ção de anticorpos IgM e IgA (nenhum deles transferido passivamente 
para o feto e ambos sendo produzidos pelo bebê) podem identificar 
acuradamente um bebê infectado. A sensibilidade depende da idade 
e a testagem não é confiável nos primeiros três meses de vida. O en- 
saio para o antígeno p24 do HIV também apresenta uma sensibilidade 
aquém da ideal durante o período pós-natal imediato (Quinn, 1991; 
Sison, 1992). Se a infecção tiver ocorrido no útero, o sangue do ne- 
onato é positivo para o DNA do HIV que foi transcrito e integrado 
nas suas células linfoides circulantes. A pesquisa do DNA do HIV por 
PCR apresenta uma sensibilidade diagnóstica superior a 95% no pri- 
meiro mês de vida (Rogers, 1989; Bremer, 1996). A pesquisa do DNA 
do HIV por RT-PCR resulta positiva ao nascimento se o bebê tiver 
sido infectado pela via transplacentária e se torna positiva em algumas 
semanas quando ele tiver sido infectado durante o trabalho de parto. 
Este exame também é utilizado para a monitoração quantitativa para 
avaliar a resposta do bebê à terapia antirretroviral. 

O parvovirus B19 (PB19) causa um eritema infeccioso exantemáti- 
co infantil benigno e autolimitado (quinta doença) (Heegaard, 2002; 
Young, 2004). Aproximadamente 50% das mulheres jovens são soro- 
negativas e a infecção durante a gestação apresenta um risco de 25% 
de infecção fetal. A estimativa de morte fetal varia de 2 a 38% (Alder, 
1993). O PB19 tem como alvo células progenitoras eritroides. A cito- 
toxicidade virótica causa anemia fetal, hidropsia e morte intrauterina 
(Anand, 1987; Tolfvenstam, 2001). Eritroblastos infectados apresentam 
inclusões nucleares tipo ground-glass. O parvovírus apenas pode ser cul- 
tivado em medula óssea humana contendo células precursoras eritroci- 
tárias. A infecção aguda é diagnosticada sorologicamente por meio da 


detecção de IgM específica no sangue materno ou fetal ou pela detecção 
do DNA viral por meio da hibridização in situ ou PCR no líquido amni- 
ótico ou sangue do cordão umbilical (Bruu, 1995; Zerbini, 1996). 

A infecção por enterovírus é muito comum, com 10 milhões ou 
mais casos anuais nos Estados Unidos. Muitas infecções por enteroví- 
rus são virêmicas. À infecção materna pouco antes do parto dissemina 
o vírus ao feto através da placenta e o bebê nasce com vírus dissemi- 
nado, mas sem anticorpo IgG materno adquirido passivamente para 
modificar a infecção. Epidemias nosocomiais com o pessoal do ber- 
çário como fonte do vírus também foram relatadas. O vírus ECHO 
11 é particularmente virulento, causando necrose hepatocelular e 
meningoencefalite que é frequentemente fatal. Vírus Coxsackie B po- 
dem produzir lesão miocárdica neonatal (Bryant, 2004). A infecção 
perinatal por outros enterovírus usualmente é benigna. Os métodos 
RT-PCR, NASBA e amplificação do ácido nucleico que detectam 
uma sequência comum presente em todos os enterovírus apresentam 
uma sensibilidade excelente, superior à cultura padrão (Abzug, 1995; 
Landry, 2003). O vírus ECHO cresce bem em culturas em shell vial e 
em tubos padrões (linhagens celulares PMK, HDF e RD). Amostras 
adequadas para a cultura viral incluem o sangue neonatal, LCE, swab 
de orofaringe e anal ou tecidos em casos fatais. À tipagem do entero- 
vírus geralmente pode ser obtida por meio de laboratórios de saúde 
pública regionais ou nacionais (americanos) (Modin, 1986). 

A infecção materna pelo vírus da hepatite B é frequentemente trans- 
mitida verticalmente. O bebê pode ser infectado via transplacentária 
ou durante o parto com a exposição ao sangue materno. A investiga- 
ção do antígeno de superfície da hepatite B (HbsAg) é a investigação 
pré-natal padrão. Se a investigação materna for positiva, o neonato 
deve receber imunoglobulina antivirus da hepatite B (HBV) imediata- 
mente após o nascimento com a primeira dose da vacina contra hepa- 
tite B (Poland, 2004). 


Meningite e encefalite viral 


Anualmente, vários milhares de infecções virais do sistema nervo- 
so central ocorrem nos Estados Unidos com variação considerável da 
morbidade e da mortalidade. O diagnóstico laboratorial acurado e rá- 
pido ajuda no tratamento do paciente e é importante para intervenções 
da saúde pública para controlar insetos vetores de arbovírus e investigar 
fontes de transmissão aquáticas. A proliferação viral nas meninges que 
recobrem o encéfalo induz a inflamação aguda com febre, cefaleia, rigi- 
dez nucal e pleocitose no LCE. Na encefalite, o vírus replica no parên- 
quima encefálico; a inflamação e a necrose tissular podem ser difusas 
ou podem produzir lesão expansiva com efeito de massa. Muitos vírus 
estão associados à meningite ou à encefalite, mas é comum a sobrepo- 
sição de lesões com envolvimento de ambas as regiões anatômicas (me- 
ningoencefalite), particularmente na infecção por arbovírus (Fig. 54.9). 

A encefalite viral não é incomum nos Estados Unidos. A média rela- 
tada de casos anuais é de aproximadamente 2000. O diagnóstico acu- 
rado é limitado pelo fato de alguns vírus neurotrópicos serem delica- 
dos e exigirem métodos moleculares para a detecção. Arbovírus e HSV 
causam a encefalite mais aguda nos Estados Unidos. A encefalite por 
HSV geralmente é uma reativação do HSV1 latente que atinge a córtex 
cerebral através dos nervos olfatórios ou trigêmeos, produzindo uma 
grande massa necrótica. Anualmente, ocorrem aproximadamente 700 
casos de encefalite herpética; o seu padrão é esporádico e não sazonal. 
A sua progressão é rápida e a sua mortalidade é alta, mas o diagnóstico 
precoce e o tratamento com aciclovir reduz a mortalidade e o nível de 
incapacidade permanente (Whitley, 1995; Mitchell, 1997). 

Mosquitos são vetores para centenas de vírus neurotrópicos em todo 
o mundo, entretanto, somente cinco arbovírus são encontrados regular- 
mente nos Estados Unidos: vírus da encefalite do Nilo ocidental, equino 
ocidental e oriental, St Louis e California-LaCrosse. O grupo dos arbo- 
vírus é heterogêneo e a transmissão pelo mosquito é o seu disseminador 
comum. As mais frequentes na América do Norte são as famílias dos 
flavivírus, togavírus e bunyavírus. Antes da epidemia do WNV (West 
Nile virus), o número anual de casos nos Estados Unidos variava de 100 
a 2000. A doença atingia o pico quando a população de mosquitos era 
maior. A gravidade e a mortalidade são mais elevadas com o vírus equi- 
no oriental, o menos frequente do grupo (Calisher, 1994). A epidemia 
do WNV iniciou-se em 1999 em New York e, a seguir, foi dissemina- 
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de 2004, atingiu todos os estados. O número total estimado de infec- 
ções humanas pelo WNV é atualmente de aproximadamente 1 milhão. 
Cerca de 200.000 pacientes apresentaram doença clínica com sintomas 
variando de uma febre simples até uma meningite, encefalite e paralisia 
polimielítica flácida. Incapacidades encefalíticas e paralíticas de longo 
prazo foram relatadas com muitas mortes (Nash, 2001; Petersen, 2004). 
A via típica de aquisição são as picadas de mosquitos, mas a transfusão 
sanguínea e o transplante de órgãos também são responsáveis por vá- 
rios casos (Iwamoto, 2003; Pealer, 2003; Kleinman, 2005). Atualmente, 
investiga-se em doadores de sangue a presença de WNV por meio da 
amplificação do ácido nucleico, interrompendo efetivamente esse meca- 
nismo de disseminação (Busch, 200). No momento da apresentação da 
doença do SNC, o WNV e muitos outros arbovírus frequentemente não 
podem ser cultivados no sangue ou no LCE. Por essa razão, o diagnósti- 
co depende da pesquisa de IgM específica por EIA no LCE e no soro. À 
amplificação do ácido nucleico também pode ser realizada no LCE com 
o sequenciamento direto do virus quando for necessário. Serviços pú- 
blicos de saúde e laboratórios de referência oferecem uma gama de tes- 
tes para arbovírus regionais comuns, mas centenas de arbovírus são en- 
dêmicos fora dos Estados Unidos (Ásia, África, América Latina e partes 
da Europa Oriental). A testagem da infecção por arbovírus em viajantes 
está disponível em laboratórios da saúde pública. Deve-se fornecer uma 
história detalhada da viagem e informações clínicas com amostras de 
sangue, LCE ou de tecidos que serão submetidos à cultura, detecção de 
ácido nucleico ou diagnóstico sorológico (Fig. 54.9). Informações atu- 
ais sobre a atividade global dos arbovírus e o risco para os turistas estão 
disponíveis no site www.cdc.gov/travel. 

Existem mais de 60 enterovírus, alguns dos quais causam encefalite 
(Coxsackie e echovírus). A poliomielite paralítica causada pela necrose 
de neurônios motores da medula espinal ou do tronco cerebral pro- 
duzida pelo poliovírus foi eliminada na maior parte do mundo, com 
doença residual na África e na Ásia. O vírus da raiva viaja via fibras 
nervosas diretamente ao SNC e produzem lesão encefálica necrotizan- 
te. Cepas de morcego e não caninas são responsáveis pela maioria dos 
casos nos Estados Unidos. Uma epidemia recente foi rastreada e che- 
gou a um órgão transplantado de um doador que morreu de raiva não 
diagnosticada (Plotkin, 2000; Smith, 2003; MMWR, 2004). O sarampo, 
a parotidite, a mononucleose e a varicela raramente complicam com 
encefalite aguda (Cherry, 1998). O HHV6 também produz lesão ence- 
fálica focal (Issacson, 2005). A replicação do HIV nas células gliais do 
SNC podem causar demência progressiva na AIDS avançada (Atwood, 
1993). Infecções encefálicas necrotizantes oportunistas com destruição 
da oligodendrócitos pelo HSV, CMV, VZV e JC poliomavírus também 
podem ocorrer em indivíduos imunocomprometidos e são analisadas 
abaixo. 

Os enterovírus causam 75% das meningites virais nos Estados Unidos 
e geralmente causam uma doença relativamente benigna e transitória. 
Os enterovírus disseminam-se rapidamente de pessoa a pessoa por 
via orofecal e apresentam uma sazonalidade distinta, com epidemias 
anuais ocorrendo no outono e inverno (Fig. 54.6). A maior parte das 
infecções diagnosticada clinicamente ocorre em crianças. A meningo- 
encefalite grave crônica pode ocorrer em pacientes com hipogamaglo- 
bulinemia. Qualquer infecção do SNC por enterovírus com encefali- 
te é mais virulenta e pode deixar sequelas permanentes (McKinney, 
1987). A infecção aguda pelo HIV ocasionalmente produz inflamação 
meníngea aguda (Schupbach, 2003). Cerca de 1% das infecções geni- 
tais primárias por HSV2 é acompanhado de meningite transitória. O 
HSV2 é a principal causa da meningite linfocítica benigna recorrente 
de Molllaret. A parotidite, o sarampo e infecções por adenovírus rara- 
mente causam meningite aguda. 


Diagnóstico laboratorial 


A ampla avaliação laboratorial da doença viral do SNC está além do 
escopo da maioria dos hospitais. Um plano simplificado para a realiza- 
ção de testes passo a passo, baseado no quadro clínico, pode coordenar 
a execução dos testes internos por meio do uso eficiente de laborató- 
rios de referência e do serviço público (Fig. 54.9). No caso de pacientes 
imunocomprometidos, o teste inicial do líquido espinal/biópsia cere- 
bral utilizando a amplificação de ácido nucleico para HSV e enteroví- 


rus, adicionado de cultura viral, pode ser acompanhado da realização 
de testes de detecção de IgM no soro e no LCE para os arbovírus sa- 
zonais regionais prevalentes. Quando houver indicação clínica, o LCE 
mantido a—20°C com o soro da fase aguda e o da fase de convalescença 
pode ser encaminhado para realização de testes mais detalhados para 
detecção de arbovírus, bem como de cultura e novos ensaios de am- 
plificação de ácido nucleico para as causas menos comuns de menin- 
gite ou encefalite viral. A epidemia de WNV de 1999 foi rapidamente 
identificada por causa dos esforços combinados e coordenados entre 
laboratórios hospitalares e governamentais (MMWR, 1999). Apesar de 
uma investigação detalhada, a não identificação de uma causa infeccio- 
sa para a encefalite é frequente (Glaser, 2003). 

Pacientes imunocomprometidos podem apresentar doença do SNC 
causada pelos mesmos vírus que afligem um hospedeiro saudável. Várias 
infecções virais oportunistas também podem causar comprometimento 
do SNC. O JC poliomavirus, CMV, VZV e HSV podem causar doença 
do SNC. O linfoma linfocítico de célula B quase sempre está relacionado 
à infecção pelo EBV. A pesquisa de EBV por PCR no LCE diagnostica o 
linfoma do SNC. As técnicas de ampliação do ácido nucleico disponíveis 
são mais sensíveis que a cultura ou a microscopia eletrônica e pode ser 
realizada no LCE e no tecido de biópsia encefálica (Koralnik, 2005). 

A abordagem mais prática para o diagnóstico de encefalite viral é a 
amplificação do ácido nucleico contido no LCE. As identificações do 
enterovirus por RT-PCR e do HSV, VZV, EBV, CMV e HHV6 por 
PCR são mais sensíveis que a recuperação viral por meio de cultu- 
ra celular do LCE ou de tecido encefálico. Vários ensaios caseiros e 
sistemas comerciais foram desenvolvidos (Abzug, 1995; Domingues, 
1998; Tang, 1999a; Landry, 2003; Romero, 2003; DeBiasi, 2004). A in- 
vestigação preliminar de aumento de proteínas e pleocitose no LCE é 
aconselhável pois os herpesvírus raramente são identificados quando 
a dosagem de proteínas e a contagem celular forem normais (Tang, 
1999a). A biópsia encefálica ainda é realizada ocasionalmente, usu- 
almente quando existe suspeita de tumor ou de infecção não viral 
(Whitley, 1989). Uma biópsia de 0,5 cm” é suficiente para o exame 
anátomo-patológico, imprint para exame direto, amplificação do áci- 
do nucleico e cultura para todos os microrganismos infecciosos. O 
isolamento do HSV na cultura celular foi discutido anteriormente. A 
recuperação de outros vírus também deve ser tentada, de modo que 
a amostra deve ser inoculada em todas as linhagens celulares que o 
laboratório possuir. Imprints corados com reagentes DFA podem de- 
monstrar a presença de células infectadas pelo HSV. Alguns arbovírus 
e enterovírus requerem inoculação animal para replicação. Quando 
necessário, o tecido deve ser congelado a —20°C e a amostra deve ser 
encaminhada para um laboratório da saúde pública ou de referência. 

Os enterovírus são os agentes mais comuns de meningite asséptica 
aguda. Os NAATs (RT-PCR e NASBA) são o padrão-ouro para a identi- 
ficação de enterovírus no LCE com resultados de 128 a 142% em com- 
paração com a recuperação em cultura celular (Rotbart, 1994, 1997; 
Kessler, 1997; Romero, 1999; Landry, 2003). São necessários 10 a 100 
ul de LCE para a RT-PCR. O teste de microtitulação simplificado redu- 
ziu o tempo de espera para 6 horas. Várias linhagens tissulares (PMK, 
HDF, HEp-2, RD e buffalo green monkey) suportam o crescimento de 
muitos enterovírus e também do HSV, VZV, vírus do sarampo, vírus 
da parotidite e adenovírus. À cultura híbrida de E-mix em shell vial tam- 
bém é uma excelente opção para cultura de enterovírus e outros agentes 
relacionados (Huang, 2002). Em cada tubo ou shell vial deve ser inocu- 
lado diretamente 0,1 a 0,2 mL de LCE, sem atraso. Os efeitos citopáti- 
cos do enterovírus começam como uma alteração picnótica focal com 
arredondamento celular que, a seguir, progride rapidamente através da 
monocamada celular (Fig. 54.8). Os efeitos citopáticos são identificados 
em 4 dias em até 69% das culturas positivas. Monocamadas em shell 
vial ou tubos podem ser coradas com reagentes DFA para todos os tipos 
de enterovírus (Lipson, 2001). A tipagem específica de enterovírus está 
disponível nos laboratórios da saúde pública. 


Exantemas e infecções cutâneas virais comuns 


Muitos vírus visam principalmente a pele. Alguns infectam a epi- 
derme escamosa via inoculação direta (herpes oral e genital, verrugas 
causadas pelo papilomavírus humano ou molluscum poxvirus), mas 
exantemas são causados por vírus que se disseminam pela via hema- 
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Figura 54.8 Detecção de enterovírus por efeitos citopáticos em culturas celulares e pela reação de cadeia de polimerase da transcriptase reversa (RT-PCR). Variação sazonal 
com picos de atividade no tempo quente. HDF = fibroblastos diploides humanos; RMK = rim de macaco Rhesus. (Advocate Lutheran General Hospital, Park Ridge, IL). 


togênica para a pele e membranas mucosas (VZV, sarampo, rubéola, 
enterovírus, parvovírus, HHV6) (Cherry, 1993). Muitos desses exan- 
temas infantis benignos são diagnosticados clinicamente, sem investi- 
gação laboratorial, e podem ser prevenidos pela vacinação. Contudo, 
a cultura viral, a identificação de antígeno ou a confirmação sorológica 
podem ser úteis para definir a extensão da doença em casos graves, para 
que sejam aplicadas as medidas preventivas de controle de infecção em 
pacientes hospitalizados ou para selecionar a terapia antiviral adequa- 
da. Os procedimentos laboratoriais diagnosticados são apresentados na 
Tabela 54.6. 


O VZV causa varicela (catapora) e herpes zoster. Na varicela, o VZV 
é disseminado por gotículas infectadas de aerossol respiratório, mul- 
tiplica-se na nasofaringe e, em seguir, entra na corrente sanguínea e 
desloca-se até a pele (Arvin, 1996). A replicação no epitélio escamoso 
causa vesículas pruriginosas que evoluem rapidamente para úlceras, 
as quais acabam formando crosta e não deixam cicatrizes, de modo 
similar às lesões cutâneas causadas pelo HSV. Em crianças saudáveis, 
os sintomas sistêmicos são leves e as sequelas são raras. Nos adultos, 
gestantes, neonatos e pacientes imunocomprometidos, a doença ge- 
ralmente é mais grave. Além das lesões cutâneas típicas, pode ocorrer 


LCE ou tecido de biópsia encefálica em meio de transporte viral* 


* Amplificação do ácido nucleico para HSV e enterovirus 
- Cultura celular: inoculação de E-mix, HDF, PMK, rim de coelho, HEp-2, rabdomiossarcoma etc. 
- LCE/tecido adicional, congelar a -20°C 
- Coletar soro na fase aguda; congelar parte a -20°C 
. Encaminhar LCE e soro da fase aguda ao laboratório da saúde pública 
para pesquisa de anticorpos IgM antivírus do Nilo Ocidental/arbovírus regionais 


Diagnóstico estabelecido Nenhuma infecção viral identificada — mais testes conforme indicado clinicamente 


. Teste de ácido nucleico amplificado armazenado (—20°C) do LCE 

«VZV, EBV, HIV, CMV, virus JC etc. 

- Coletar soro convalescente 

* Consultar com a saúde pública/laboratório de referência; 
fornecer histórico clínico e de viagem. Enviar soros 
agudos e convalescentes pareados, bem como amostras 
congeladas de LCE/tecido para testes adicionais. 


(+) Teste de ácido nucleico amplificado para HSV 
ou enterovirus 

(+) Isolamento de vírus em cultura de células 

(+) WNV/IgM arbovirus regionais 


Meningite asséptica Meningoencefalite/encefalite Paciente imunocomprometido 


- Enterovirus » WNV, outros arbovírus regionais = CMV, HSV, VZV 
« WNV, outros arbovirus regionais -HSV | - HIV 

. HIV . Enterovirus - EBV 

. HSV2 „EBV | . Vírus JC 

. EBV * Arbovi rus associad o a viagens - Enterovirus 

. Arbovírus associado a viagens - VZV, sarampo, RSV, influenza, adenovirus - HHV6 


e Sarampo VZV, parotidite, adenovirus * Raiva 


$ 


Consulte a saúde pública/laboratório de referência para o volume de LCE necessário para todos os NAATs e sorologia ordenada. 

0,5 cm? de tecido da biópsia geralmente é suficiente para gravação, cirurgia patológica, microbiologia abrangente e testes de ácido 

nucleico amplificado. 

Figura 54.9 O diagnóstico laboratorial de meningite viral e encefalite. CMV = citomegalovirus; CSF = líquido cerebrospinal; EBV = virus Epstein-Barr; HDF = fibroblastos 


da diploide humana; HHV = vírus herpes humano; HIV = vírus da imunodeficiência humana; HSV = vírus herpes simples; PMK = rim de macaco primário; 
RD = rabdomiossarcoma; RK = rim de coelho; RSV = virus respiratório sincicial; VTM = meio de transporte viral; VZV = vírus varicela-zoster; WNV = vírus West Nile. 
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Tabela 54.6 Diagnóstico laboratorial de exantemas virais comuns 


Exantema Vírus 


Varicela/herpes zoster Varicela zoster Estregaco de Tzanck 


Coloração DFA 


Cultura (a mais sensível é em shell vial), PCR* 


Erupção cutânea por enterovirus Enterovirus Cultura, RT-PCR 

(doenca mao-pé-boca) 

Sarampo Sarampo Cultura* 

Rubéola Rubéola Cultura” 

Eritema infeccioso Parvovírus B19 

Exantema súbito HHV6 Cocultura em linfoblastos* 
Condiloma anogenital Papilomavirus 

HSV HSV1 e HSV2 


Cultura/ensaios para antígeno e ácido nucleico 


Sorologia 

IgM (EIA) (varicela) 

IgG (EIA) para avaliação da imunidade pós-varicela 
Testes comerciais de IgG anti-VZV não são 
confiáveis para documentar a imunidade pós-vacina- 
ção 


IgM (EIA ou IFA)* 
IgM (EIA)* 
IgM (EIA ou IFA)* 
IgM (EIA)* 


Captura hibrida amplificada; tipos de baixo/alto risco 
Sonda amplificada, cultura, coloração DFA 


Anticorpo específico antiglicoproteína gG1 e gG2G 
do HSV* 


Se a varicela for considerada para um paciente com lesões vesiculares, contatar o serviço de saúde pública local para obter instruções específicas. 


“ Teste disponível em laboratórios de pesquisa e de referência. 


DFA = imunofluorescência direta; ELA = enzima imunoenzimatica; HHV = virus herpes humano; HSV = vírus herpes simples; IFA = anticorpo fluorescente direto; RT-PCR = reação de 


cadeia de polimerase da transcriptase reversa; VZV = vírus varicela-zóster. 


pneumonia e envolvimento visceral (Gershon, 1976). Após a resolu- 
ção da varicela, a infecção latente pelo VZV estabelece-se em gânglios 
neurais sensoriais (Arvin, 1996). Quando ocorre reativação do vírus, 
o VZV dissemina-se dos gânglios trigeminal ou das raízes dorsais para 
a pele e produz vesículas cutâneas dolorosas com distribuição derma- 
tomérica (herpes zoster). A herpes zoster é mais comum em idosos e 
indivíduos com imunocomprometimento. Quando ocorre em adoles- 
centes e adultos deve-se suspeitar de infecção por HIV. Qualquer erup- 
ção vesicular que levanta a possibilidade de varicela deve ser imediata- 
mente notificada ao serviço de saúde pública. 

O líquido da vesícula é rico em vírus e é a amostra ideal para a cultu- 
ra e a coloração DFA (Fig. 54.3). O VZV replica em linhagens celulares 
HDE. A cultura tradicional em tubo é lenta e não é sensível; a cultura 
em shell vial produz um melhor resultado (até 75%) e permite uma 
detecção mais rápida (Brinker, 1993). A coleta de amostra é idêntica à 
realizada para vesículas causadas pelo HSV (Fig. 54.4). O preparo da 
cultura também é similar ao preparo da cultura para herpes, entretan- 
to, os tubos são mantidos por 2 semanas e as monocamadas de shell 
vial são coradas no terceiro e no quinto dias com reagente DFA para 
VZV. Os efeitos citopáticos do VZV ocorrem em linhagens celulares 
HDF como pequenas áreas de células arredondadas, aumentadas de 
volume e refrativas. Como o comportamento do VZV em cultura de 
tecido pode ser imprevisível, a coloração DFA de células da vesícula 
para o antígeno viral é o teste diagnóstico mais sensível, rápido e prá- 
tico (Schrim, 1989). Ensaios de RT-PCR também foram desenvolvi- 
dos (Tang, 1999b; Weidmann, 2003). 

Dos aproximadamente 70 sorotipos de enterovírus, vários produzem 
erupções vesiculares ou maculopapulares (Coxsackie Bl e A9 e echoví- 
rus 2, 4, 9, 11, 19 e 33), usualmente durante os meses de verão. A doença 
mão-pé-boca (Coxsackie Al6) em crianças de baixa idade manifesta-se 
com vesículas na língua e nas regiões palmares e plantares. Os membros 
adultos da família de crianças infectadas ocasionalmente também desen- 
volvem doença sintomática. O diagnóstico laboratorial é limitado à cul- 
tura celular e à RT-PCR. Vesiculas das regiões plantares e palmares devem 
ser completamente debridadas e as células escamosas expostas devem ser 
vigorosamente removidas com um cotonete. A identificação do entero- 
vírus na cultura celular foi descrita anteriormente. A coloração DFA e a 
sorologia não são práticas para o diagnóstico de exantemas causados por 
enterovírus (Cherry, 1963; DeChamps, 1988). 

O sarampo é altamente contagioso e manifesta-se com sintomas sis- 
têmicos e respiratórios (febre, conjuntivite, coriza, lesões orais, tosse e 
erupções cutâneas eritematosas maculopapulares generalizadas). A vaci- 
nação diminuiu dramaticamente a incidência do sarampo, mas ele ain- 
da persiste em países pobres. A morbidade e a mortalidade do sarampo 
são altas por causa da pneumonia e da desnutrição que acompanham o 


quadro. O vírus pode ser isolado da nasofaringe, mas a infecção aguda 
é mais facilmente diagnosticada sorologicamente por meio da detecção 
da IgM específica para o sarampo. A imunidade após a infecção natural 
presumivelmente é duradoura, verificada pela presença de IgG especifi- 
ca, no entanto, a imunidade após a vacinação pode desaparecer nos últi- 
mos anos de adolescência. A reinfecção que ocorrer nessa condição pode 
ser atípica e o diagnóstico sorológico é particularmente útil. 

O parvovirus B19 causa eritema infeccioso (quinta doença), uma 
doença febril infantil comum com uma erupção cutânea maculopapu- 
lar distinta que confere à face a aparência semelhante à produzida por 
um “tapa na bochecha” (Young, 2004). A infecção pelo PB19 em adul- 
tos frequentemente causa artralgias. O parvovírus infecta células pre- 
cursoras eritroblásticas na medula óssea e pode provocar crise aplásica 
em pacientes com hemoglobinopatia ou infecção pelo HIV. A infecção 
primária durante a gestação pode causar aplasia eritrocitária fetal com 
hidropsia fetal. O diagnóstico laboratorial foi analisado anteriormente 
neste capítulo. 

O vírus da rubéola causa o sarampo alemão, uma doença febril leve 
com uma erupção cutânea maculopapular transitória (Cherry, 1993). 
A infecção em crianças não tem consequência, embora a rubéola no 
adulto possa estar associada a artralgias. A única complicação séria da 
rubéola é a disseminação transplacentária ao feto, com o risco de mal- 
formação congênita. A infecção aguda é diagnosticada pela detecção 
de IgM vírus-específica. A verificação da condição imune é determi- 
nada pela pesquisa de IgG específica. 

O HHV6, um vírus linfotrófico que infecta linfócitos, é a causa do 
exantema súbito (roseola infantum), uma doença comum no início da 
infância com febre alta e uma erupção cutânea maculopapular fugaz 
quando a febre diminui abruptamente (Salahuddin, 1986; Prober, 
2005; Zerr, 2005). A infecção primária pelo HHV6 em crianças mais 
velhas e em adultos produz uma doença linfoproliferativa sistêmica 
febril que se assemelha à mononucleose aguda (discutida anterior- 
mente). Ela pode causar pneumonite em pacientes imunodeprimidos 
(Cone, 1993). O diagnóstico laboratorial foi revisto anteriormente. 

Os papilomavírus humanos são onipresentes e encontrados em to- 
das as sociedades. Existem centenas de tipos de HPV definidos por 
sequências de DNA exclusivas e vários tipos de HPV têm como alvo 
diferentes locais cutâneos ou mucosos do corpo. A maioria das in- 
fecções cutâneas verrucosas das mãos e pés causadas pelo HPV são 
transitórias e sem consequência clínica. O intercurso sexual transmite 
tipos de HPV que estão associados à doença condilomatosa anogeni- 
tal. Tipos de HPV de baixo risco geralmente provocam lesões proli- 
ferativas intraepiteliais escamosas de baixo grau que frequentemente 
desaparecem. A infecção por um tipo de HPV de alto risco apresenta 
uma probabilidade muito maior de infecção viral persistente do epi- 


télio escamoso do colo uterino, vagina, vulva ou períneo, a qual pode 
evoluir para uma lesão intraepitelial displásica e progredir para um 
carcinoma escamoso invasivo ao longo do tempo. As características 
histopatológicas e citopatológicas de lesões causadas pelo HPV são 
bem descritas nos textos de patologia, entretanto, a detecção do HPV 
melhorou com o uso da amplificação do ácido nucleico. O método de 
amplificação do sinal de captura híbrida é mais amplamente utilizado 
e pode identificar tanto tipos de HPV de baixo quanto de alto risco 
na citologia cervical em meio líquido (Burd, 2003). Várias estratégias 
foram sugeridas para o uso eficiente da testagem adjuvante ou reflexa 
do HPV para maximizar a detecção e o acompanhamento do trata- 
mento (Kim, 2003; Kulasingham, 2002; Wright, 2002). 


Gastroenterite viral 


A gastroenterite viral causa uma morbidade e uma mortalidade 
importantes no mundo, principalmente em crianças de baixa idade 
de países em desenvolvimento. Nos Estados Unidos, a enterite viral 
é raramente fatal, mas ela causa pelo menos 3 milhões de episódios 
anualmente e aproximadamente 200.000 hospitalizações pediátricas 
(Parashar, 1998). Os vírus responsáveis constituem um grupo diverso 
e todos são onipresentes. À diarreia grave incapacitante por rotaví- 
rus, adenovirus entéricos, calicivírus, astrovírus e coronavirus é bem 
confinada aos lactentes e crianças pequenas. Todos os tratamentos são 
suportivos (Thielman, 2004). 

Os rotavírus causam a maioria dos casos de diarreia aquosa em 
lactentes e crianças pequenas nos Estados Unidos (Musher, 2004). 
Ocasionalmente, idosos internados em asilos apresentam infecções 
sintomáticas. A transmissão é fecal-oral. Epidemias ocorrem durante 
o tempo frio em climas temperados e durante o ano todo, nas regiões 
tropicais. A desidratação com desequilíbrio eletrolítico é a complica- 
ção mais séria. O rotavírus consegue sobreviver transitoriamente em 
superfícies inanimadas. Precauções de isolamento entérico devem ser 
implementadas para prevenir a disseminação nosocomial ou em ser- 
viços de daycare (p. ex., creches, asilos etc.). 

Os sorotipos 40 e 41 do adenovírus estão associados à gastroenterite 
e são responsáveis por 10 a 20% dos casos pediátricos. A enterite por 
adenovírus é clinicamente similar à causada pelo rotavírus, mas sem 
sazonalidade. O coronavírus e o astrovírus têm causado epidemias 
hospitalares e em centros de daycare (Mitchell, 1993), gastroenterite 
leve em adultos e diarreia em pacientes com HIV (Grohmann, 1993). 

O norovírus e os calicevírus morfologicamente relacionados 
(Sapporo, Hawaii, Snow Mountain etc.) causam gastroenterite agu- 
da específica caracterizada por náusea e vômito que são mais intensos 
que a diarreia que os acompanha. O norovírus não possui envelope e 
consegue sobreviver em superfícies inanimadas assim como em água 
contaminada, frutos do mar e alimentos preparados. Ele foi identifi- 
cado em várias epidemias comunitárias e nacionais e em epidemias 
em navios de cruzeiro e em centros de daycare. Todas as faixas etárias 
são vulneráveis, mas as crianças mais velhas e os adultos são as vítimas 
usuais (Hedberg, 1993; MMWR, 2001; Griffin, 2003). 


Diagnóstico laboratorial 


Os vírus que causam gastroenterite apresentam crescimento precá- 
rio ou não crescem em linhagens celulares padrão. O diagnóstico tem 
sido baseado na morfologia específica de cada vírus, quando amostras 
de fezes apresentam coloração negativa por ácido fosfotúngstico e são 
examinadas ao microscópio eletrônico. Vírus podem ser identificados 
acuradamente por microscopia eletrônica (Petric, 2003), mas esse re- 
curso não está disponível na maioria dos laboratórios. O diagnóstico 
de infecção por rotavírus tem maior relevância clínica. A técnica de 
aglutinação do látex e os imunoensaios permitem detectar com faci- 
lidade e acurácia o antígeno do rotavírus nas fezes. Todos os métodos 
apresentam uma especificidade excelente e o EIA é um pouco mais sen- 
sível (Thomas, 1994; Dennehy, 1999). O diagnóstico rápido é útil para 
formação de coortes de pacientes e na implementação de medidas de 
controle de infecção para conter a disseminação nosocomial. Havendo 
necessidade, já existe no mercado um EIA para a detecção de antígeno 
de adenovírus. EIA e RT-PCR, além dos estudos sobre genótipo-paren- 
tesco, foram desenvolvidos para o norovírus e outros vírus causadores 
de gastroenterite (Atmar, 2001; Burton-MacLeod, 2004; Pang, 2004). 


Os testes são realizados em laboratórios de saúde pública e são bastante 
úteis na avaliação de epidemias relacionadas a alimentos. 


Hepatite viral e infecção retroviral 


Muitos vírus são hepatotóxicos. O vírus da febre amarela e ou- 
tros arbovírus hepatotróficos causam necrose hepatocelular maciça. 
Linfócitos T atípicos agregam-se no fígado e podem causar lesão he- 
pática transitória durante a síndrome da mononucleose aguda cau- 
sada pelo EBV, CMV, HHV6 e HIV. Adenovirus, HSV, VZV, CMV e 
outros virus ECHO ocasionalmente produzem hepatite agressiva em 
individuos com imunocomprometimento (Hierholzer, 1992), entre- 
tanto, infecções pelos virus das hepatites A, B, C, De E caracteristica- 
mente causam lesão hepatocítica lítica e são responsáveis pela maioria 
dos casos clínicos de hepatite infecciosa (Iwarson, 1992). 

Os vírus das hepatites A (HAV) e E (HEV) não possuem envelope e 
a sua transmissão é fecal-oral. O tratamento inadequado de esgoto e 
as condições de vida em ambientes lotados constituem fatores ligados 
a epidemias transmissíveis pela água, sendo que o HAV é disseminado 
por meio de alimentos contaminados. O HAV é um picornavírus, dis- 
tinto dos enterovirus, porém, relacionado a eles. Crianças em creches 
e instituições lotadas, assim como os profissionais que atuam nesses 
locais, apresentam maior risco de contrair hepatite A (Cuthbert, 2001; 
Iwarson, 1992; Emerson, 2004). Em crianças, a doença aguda é leve e 
frequentemente assintomática. Os adultos ocasionalmente desenvol- 
vem infecção grave, mas a hepatite fulminante e a morte são raras. O 
marcador da infecção aguda mais prático é o anticorpo IgM. A recu- 
peração é completa e não ocorre cronificação do estado infeccioso. 
Atualmente, existem vacinas contra o HAV (Craig, 2004). O HEV está 
relacionado aos calicevírus. Epidemias ocorrem em países em desen- 
volvimento e em campos de refugiados com condições sanitárias e de 
alimentação aquém das ideais, mas são raras em nações industrializa- 
das. Adolescentes e adultos jovens são os mais comumente afetados. 
A mortalidade é rara, exceto em gestantes onde a taxa de mortalidade 
atinge 20% (Duff, 1998). O HEV não causa infecção crônica. O anti- 
corpo IgG é produzido imediatamente e persiste indefinidamente em 
baixo título. A pesquisa de IgM específica é um teste confiável para a 
infecção aguda (Schlauder, 2003). 

O HBV é facilmente transmitido pelo sangue e, classicamente, ele é ad- 
quirido por meio de transfusões, compartilhamento de agulhas ou lesão 
ocupacional com objetos pontiagudos contaminados. A infecção pode 
ser adquirida pela via placentária durante a gestação. O contato sexual e 
a exposição domiciliar ao vírus em líquidos corporais também são vias 
de disseminação importante. A infecção aguda é frequentemente sinto- 
mática, com grande parte da lesão hepática sendo causada pelos linfóci- 
tos T citotóxicos CD8*. Um por cento dos indivíduos desenvolve necro- 
se hepatocelular maciça fulminante fatal. O HBV também pode persistir 
como uma infecção crônica. Até 90% dos neonatos com HBV adquirido 
verticalmente tornam-se portadores crônicas em comparação com 25% 
das crianças infectadas e 10% dos adultos. Mesmo em infecções aparen- 
temente resolvidas, o DNA do HBV persiste apesar da produção pelo 
hospedeiro de anticorpos contra o core e antígenos e. A lesão hepatoce- 
lular causada por células T progride na infecção crônica. A inflamação 
implacável progride para a cicatrização cirrótica em pelo menos 2% das 
infecções crônicas (Lok, 2002; Ganem, 2004). A cirrose induzida pelo 
HBV é um fator de risco para o carcinoma hepatocelular. A infecção pe- 
lo HBV e as sequelas são preveníveis. A vacinação de neonatos e crianças 
diminuiu significativamente a incidência de infecção crônica pediátrica 
e carcinoma hepatocelular (Chang, 1997; Poland, 2004). A resposta à te- 
rapia antiviral em pacientes com infecção crônica pode ser monitorada 
pela pesquisa da carga viral do HBV (Shyamala, 2004). 

A coinfecção ou superinfecção pelo vírus da hepatite 6 (HDV) ace- 
lera a lesão hepatocítica e a mortalidade (taxa de até 30%) (Polish, 
1993). O HDV é um vírus incompleto que exige o antígeno de super- 
fície do HBV para a expressão completa e replicação. O HDV pode 
ser transmitido de pessoa a pessoa em situações domésticas em áreas 
endêmicas (América do Sul, África, Itália), mas a transfusão e o uso 
abusivo de drogas intravenosas são os principais fatores de risco nos 
Estados Unidos (Hadziyannis, 1997). 

Estima-se que haja 4 milhões de norte-americanos infectados pelo 
HCV e que ele seja a principal causa de hepatite não A não B. Desde o 
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advento da testagem sorológica e da amplificação do ácido nucleico, 
a hepatite C associada à transfusão caiu dramaticamente (Cuthbert, 
1994; Lauer, 2001; National Institutes of Health, 2002; Stramer, 2004). 
O uso abusivo de drogas parenterais e ferimentos por punções inad- 
vertidas em trabalhadores da saúde sabidamente são meios de trans- 
missão. Contudo, em muitos casos, nenhuma fonte é identificada. A 
transmissão do HCV durante a gestação ou por meio do contato se- 
xual ou doméstico é muito menos eficiente que a transmissão do HBV 
e do HIV. A hepatite fulminante e fatal é rara. Contudo, a elimina- 
ção de linfócitos T citotóxicos é inadequada na maioria dos pacientes. 
Aproximadamente 80% das infecções tornam-se crônicas, com fibro- 
se hepatocelular que pode evoluir para a cirrose (20%) e carcinoma 
hepatocelular (1 a 4% por ano em pacientes cirróticos). A coinfecção 
pelo HIV ou HBV, assim como o consumo de etanol, acelera a evolu- 
ção natural. À superinfecção pelo HAV pode provocar hepatite fulmi- 
nante. O tratamento com o.-interferon peguilado e ribavirina produz 
remissão sustentada da hepatite C crônica e pode modificar significa- 
tivamente ou prevenir sequelas graves de longo prazo (McHutchison, 
1998). Contudo, a taxa de resposta é menor para o genotipo 1, o qual 
representa 75% das infecções nos Estados Unidos (Zein, 2000). 

A investigação de terceira geração utilizando a quimioluminescén- 
cia e imunoensaios enzimáticos (CIA e EIA) do anticorpo do HCV 
expandiu o número de antígenos virais refinados. A sensibilidade e a 
especificidade estão entre 95 e 98% (Richter, 2002; Ismail, 2004). Por 
causa da alta taxa de hepatite C crônica e do resultado favorável da te- 
rapia antiviral, um algoritmo para a testagem eficaz que começa com 
uma investigação do anticorpo anti-HCV por quimioluminescência 
(CIA) ou EIA foi recomendado pelo CDC. Um resultado de pesquisa 
do anticorpo anti-HCV com uma alta relação sinal/cutoff tem uma al- 
ta probabilidade de ser um resultado positivo verdadeiro na infecção 
crônica. A determinação quantitativa do HCV por PCR é então ade- 
quada para verificar a viremia e começar a terapia antiviral. Uma bai- 
xa relação sinal/cutoff da pesquisa do anticorpo anti-HCV apresenta 
uma alta probabilidade de ser um resultado falso-positivo e, por essa 
razão, a comfirmação com um ensaio de terceira geração de immuno- 
blot recombinante (RIBA, recombinant immunoblot assay) é útil antes 
de ser realizada a pesquisa da carga viral (MMWR, 2003). A estratégia 
algorítmica apresenta uma sequência de testagem lógica que minimi- 
za exames onerosos e desnecessários e fornece informações úteis para 
o tratamento. O GB vírus C é um flavivírus relacionado ao HCV e foi 
identificado na hepatite pós-transfusional; entretanto, como a impor- 
tância clínica do GBV-C não foi bem caracterizada, as pesquisas de 
anticorpo e do RNA do GBV-C não são recomendadas em pacientes 
com hepatopatia crônica (Hadziyannis, 1998). Curiosamente, a coin- 
fecção por GBV-C e HIV parece induzir uma atividade antiviral do 
hospedeiro contra o HIV e prolongar a sobrevida (Xiang, 2001). 

Nenhum dos vírus da hepatite replica em linhagens celulares de cul- 
turas padrões. A detecção de anticorpos específicos IgM e IgG e de 
antígenos virais específicos indica o estágio da infecção causada por 
cada vírus. A carga viral determinada pela amplificação do ácido nu- 
cleico é utilizada para monitorar a resposta ao tratamento da infecção 
crônica. A Tabela 54.7 apresenta um resumo dos marcadores virais e 
sorológicos na hepatite viral. 


Infecções pelo retrovírus e pelo 
vírus da imunodeficiência humana 


O HIV-1 é um retrovirus da família Lentiviridae que atualmente 
apresenta uma distribuição mundial. O HIV infecta e destrói linfó- 
citos T CD4* e acaba levando a infecções oportunistas debilitantes e 
processos malignos (Stein, 1992; Schupbach, 2003). O HIV também 
é neurotrópico e pode causar meningite aguda e encefalopatia lenta- 
mente destrutiva (Atwood, 1993). A cepa de HIV-2 presente na África 
Ocidental é um pouco menos patogênica, com menor risco de trans- 
missão e de progressão para a AIDS. 

Metade dos indivíduos com infecção aguda pelo HIV apresenta sin- 
tomas similares ao da mononucleose antes de entrar no estágio laten- 
te assintomático. Durante a infecção aguda, níveis de RNA do HIV 
circulante são altos, mas o anticorpo pode não ser ainda detectável. 
O tempo médio para a destruição das células CD4” suficiente para o 
desenvolvimento de todas as características da AIDS é de 10 a 11 anos. 


De 5 a 10% dos indivíduos desenvolvem AIDS em 3 anos, e a mes- 
ma percentagem de indivíduos mantêm uma contagem de CD4* es- 
tável e permanecem assintomáticos indefinidamente (Munoz, 1995). 
Crianças infectadas verticalmente ao nascimento frequentemente 
apresentam uma evolução acelerada. 

Existem vários ensaios imunoenzimáticos disponíveis no comér- 
cio para o anticorpo anti-HIV feitos com uma gama de antígenos do 
HIV recombinantes e purificados. Os kits de terceira geração apre- 
sentam geralmente uma especificidade e uma sensibilidade excelentes 
e podem detectar o anticorpo anti-HIV 2 a 4 semanas após a infec- 
ção. Os imunoensaios enzimáticos de quarta geração que combinam 
a pesquisa de anticorpo anti-HIV e a detecção de antígenos do HIV 
apresentam uma sensibilidade ainda maior no reconhecimento da in- 
fecção inicial, no entanto, os bancos de sangue em países industriali- 
zados rotineiramente testam, em doadores de sangue, o RNA do HIV 
pela amplificação do ácido nucleico para identificar doadores que se 
encontram no período de janela sorológica (Busch, 2000; Ly, 2001; 
Candotti, 2003; Schupbach, 2003; Stramer, 2004). Os bancos de san- 
gue norte-americanos pesquisam o anticorpo anti-HIV-2 e é o exame 
padrão na África e na Europa. Um resultado positivo de pesquisa de 
anticorpo anti-HIV por EIA deve ser repetido e, a seguir, confirmado 
por um teste adicional como, por exemplo, um ensaio imunofluores- 
cente ou Western blot (Carlson, 1987). O Western blot é o método de 
verificação mais popular e demonstra anticorpos que reagem com an- 
tígenos específicos do HIV. Ele é menos sensível que o EIA, mas um 
padrão de banda positiva clássico fornece uma evidência sorológica 
convincente de infecção pelo HIV (MMWR, 1991). O resultado labo- 
ratorial de todos os exames sorológicos deve ser conciso e evitar o uso 
de comentários ambíguos ou confusos (Hewitt, 1992). 

O HIV é propagado em cultura de tecido por meio da cultivação 
conjunta de linfócitos ou tecidos do paciente infectado com linfóci- 
tos de um doador normal que tenham sido estimulados com fitohe- 
maglutinina, interleucina-2 e interferon. A cultura é complexa, cara e 
perigosa e não deve ser tentada em laboratórios hospitalares. A cultu- 
ra para HIV foi grandemente suplantada pela amplificação do ácido 
nucleico. Existem disponíveis no comércio kits de RT-PCR, NASBA, 
amplificação mediada por transcrição (TMA, transcription mediated 
amplification) e bDNA. Além dos exames de rotina do doador de san- 
gue, a amplificação do ácido nucleico também foi proposta como um 
componente da investigação de rotina do HIV (Pilcher, 2005). O tra- 
tamento antirretroviral aumentou dramaticamente a sobrevida e qua- 
lidade de vida dos pacientes com HIV (Freedberg, 2001; Aberg, 2004). 
Ensaios quantitativos do RNA do HIV para mensurar a carga viral 
no plasma revolucionaram a monitoração da terapia antirretroviral. 
Reduções do RNA do HIV relacionadas ao tratamento superiores a 
0,5 a 1,0 log cópias/mL correlacionam-se com uma progressão clínica 
mais lenta. A não adesão ao tratamento acarretou o aparecimento de 
mutantes do HIV resistentes a fármacos, os quais podem ser identifi- 
cados através da genotipagem e da fenotipagem. A genotipagem faz 
o sequenciamento dos genes do HIV para identificar oligonucleoti- 
deos mutantes que estão ligados à resistência a medicamentos e tem 
uma grande utilidade clínica. A fenotipagem é complexa e envolve a 
amplificação de genes da protease e da transcriptase reversa no vírus 
do paciente suspeito, a inserção desses genes em um vírus-teste e, em 
seguida, a testagem da sensibilidade in vitro desse vírus criado em la- 
boratório contra drogas antivirais específicas. Um “fenótipo virtual” 
pode ser criado a partir dos dados de mutação genotípica para de- 
terminar a probabiliade de sensibilidade fenotípica real in vitro, com 
os dois métodos geralmente apresentando uma correlação excelente 
(Shafer, 2002; Hirsch, 2003; Clavel, 2004). 

A transmissão intrauterina ou perinatal de mães infectadas pelo 
HIV pode ser dramaticamente reduzida com o tratamento. O ensaio 
do DNA do HIV pró-viral por PCR é utilizado principalmente para 
diagnosticar a infecção pelo HIV transmitida verticalmente durante 
os primeiros meses de vida (ver Infecções Congênitas e Perinatais aci- 
ma). O HTLV infecta linfócitos T CD4* e causa a leucemia de célula 
T em adultos. Esse tipo de leucemia ocorre em 2 a 4% dos indivíduos 
infectados pelo HTLV-1 em áreas endêmicas do Japão (Folks, 1998). 
O HTLV-I também causa mielopatia/paraparesia espástica tropical, 
uma doença neurológica degenerativa crônica caracterizada por fra- 
queza progressiva de membros inferiores, espasticidade e perda da 


Tabela 54.7 Testes sorológicos e virológicos para vírus da hepatite 





IgM IgG +IgM HBsAg Anti-HBs IgManti-HBc IgG+IgM HBeAg Anti-HBe HBV-DNA Pesquisa HCV RIBA HCV-RNA Anti-HDV Anti-HEV 
anti-HAV anti-HAV anti-HBc anti-HCV Quantitativo 
HAV -aguda + + 
— remota - + 
HBV -inicial — — - ~ - - + 
— janela — — + + - - + 
— resolução + + = + -+ + -j+ 
— crônica + f+ — + + + + 
— remota — + — +- — + —/+ 
HCV —Screen* + Confirmar 
Baixa relação com RIBA 
sinal/cutoff 
— aguda + 
Alta relação Realizar RNA 
sinal/cutoff quantitativo 
— crônica +- + - 
— remota + + - 
HDV — superinfecção + - - + ~ + - + 
HEV + 


+ = positivo; — = negativo 


* Ver MMWR 2003; RR-03 para algoritmo detalhado para testagem e notificação. 


HAV = vírus da hepatite A; HBc = antígeno do core da hepatite B; HBeAg = antígeno e da hepatite B; HBsAg = antígeno de superficie da hepatite B; HBV = virus da hepatite B; HCV = vírus da hepatite C; HDV = vírus da hepatite 6; HEV = virus da hepatite E; 


RIBA = ensaio immunoblot recombinante; S/C = relação sinal/cutoff. 
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lado em pacientes com leucemia de células cabeludas, mas a associa- 
ção não está clara. Existem imunoensaios enzimáticos para a pesquisa 
de anticorpos disponíveis e eles são utilizados pelos bancos de sangue 
para investigar o sangue doado. 


Infecções virais em hospedeiros 
imunocomprometidos 


A resposta imune à infecção viral é uma interação complexa de fato- 
res humorais e celulares. O sistema imune mediado por células respon- 
de à infecção aguda com linfócitos natural killer granulosos grandes 
que circulam no sangue e nos tecidos, identifica células do hospedeiro 
com antígenos virais e destrói as mesmas por meio da lise proteolí- 
tica. Antígenos virais são processados por macrófagos e apresentados 
aos linfócitos B e T. Células CD4* produzem citocinas que promo- 
vem a expansão clonal de células CD8* citotóxicas sensibilizadas, as 
quais então eliminar células do hospedeiro que contêm antígeno viral. 
Qualquer comprometimento das interações normais entre macrófa- 
gos, células CD4*, CD8* e natural killer reduz a capacidade do hos- 
pedeiro de controlar a doença viral. A imunidade mediada por células 
também é crítica na supressão de vírus que apresentam uma latência 
estabelecida (p. ex., HSV, CMV e EBV). Em indivíduos saudáveis, a 
maioria das infecções reativadas por esses vírus é assintomática ou pro- 
duz uma doença limitada, confinada a uma pequena área anatômica 
(p. ex., herpes genital ou oral). Com o comprometimento da função 
imune celular, infecções recorrentes podem ser localmente agressivas 
ou podem disseminar e produzir lesão grave em múltiplos órgãos. 

O número de pacientes imunocomprometidos continua a aumen- 
tar. Corticosteroides, quimioterapia e radiação, fármacos imunossu- 
pressores para prevenir a rejeição de transplante e a obliteração de 
linfócitos CD4* pelo HIV comprometem a regulação imune celular 
e aumentam a vulnerabilidade a infecções virais. Infecções primárias, 
como a mononucleose, influenza e varicela, são frequentemente mais 
graves. Condilomas anogenitais causados pelo HPV apresentam uma 
evolução acelerada para a displasia escamosa e o carcinoma. As doen- 
ças virais mais graves frequentemente são reativações de microrganis- 
mos endógenos dormentes (CMV, HSV e VZV). Lesões necrotizantes 
orais e perianais pelo HSV e herpes zoster com envolvimento de múl- 
tiplos dermátomos podem ocorrer. A reativação do EBV está ligada ao 
linfoma do SNC em pacientes com AIDS e a distúrbios linfoprolifera- 
tivos pós-transplante, como foi descrito anteriormente. 

As infecções virais oportunistas mais comuns em pacientes com HIV 
ou transplantados são causadas pelo CMV (Drew, 1992a; Sia, 2000). 
Pacientes adultos com AIDS com contagem de células CD4 inferior a 
100/mm apresentam risco de reativação do CMV latente. A retinite é 
uma complicação frequente. A pneumonia e o envolvimento gastrintes- 
tinal e do SNC pelo CMV também são comuns e a doença disseminada 
afetando múltiplos órgãos na autópsia também não é incomum (Drew, 
1992b). A doença causada pelo CMV também pode se desenvolver a 
partir da infecção primária em pacientes pediátricos com HIV e tam- 
bém em receptores de transplante soronegativos. A infecção primária 
pelo CMV apresenta um maior risco de recorrência da doença em re- 
ceptores de transplante de órgãos sólidos. A sorologia tem pouco valor 
prático para o diagnóstico da infecção primária aguda pelo CMV nessa 
situação. A produção de IgM pode ser comprometida em receptores de 
medula óssea e de células-tronco. A determinação da soroconversão 
(IgG) exige amostras do período agudo e de convalescença. A sorologia 
é muito útil para investigar doadores de sangue para limitar a transfu- 
são de hemoderivados positivos para CMV em pacientes que nunca re- 
ceberam transfusão e para avaliar a condição do doador e do receptor. 
Imunoensaios enzimáticos para a IgG anti-CMV são mais sensíveis, 
apresentam endpoints objetivos e evitam problemas de interpretação da 
ligação do complemento dos métodos de imunofluorescência. 

Inclusões citomegálicas típicas são específicas para a identificação 
da infecção por CMV em materiais de biópsia e lavado broncoalve- 
olar, mas a coloração de hematoxilina-eosina não é sensível. A sensi- 
bilidade aumenta um pouco com a imunoperoxidase ou a hibridiza- 
ção in situ, mas o isolamento do vírus apresenta uma maior acurácia 
diagnóstica. O CMV replica quase que exclusivamente em linhagens 
celulares HDF. O crescimento é lento, com o tempo de incubação de 7 


dias ou mais antes do surgimento de efeitos citopáticos. O fibroblasto 
infectado inicialmente retém sua forma fusiforme quando o núcleo 
aumenta de volume e se torna refrativo. Finalmente, a célula torna-se 
redonda e distorcida e o vírus dissemina-se para os fibroblastos adja- 
centes, produzindo uma área maior de células lesadas (Fig. 54.3). 

A recuperação do CMV diminui em 1 a 2 dias com a cultura em shell 
vial (Gleaves, 1984, 1987). Monocamadas de HDF são inoculadas por 
centrifugação com leucócitos do sangue periférico (coletados pela se- 
paração por gradiente de densidade), lavado broncoalveolar, líquido 
ou tecido homogeneizado. Após uma incubação de 16 a 40 horas, a 
monocamada é corada com anticorpo conjugado à fluoresceina con- 
tra o antígeno precoce do CMV. Os fibroblastos infectados apresen- 
tam uma fluorescência homogênea de todo o núcleo (ver Fig. 54.3). 
A carga de CMV usualmente é alta em pacientes com HIV infectados 
em estágio final e a cultura apresenta uma sensibilidade diagnóstica ex- 
celente em amostras de tecido e lavado broncoalveolar (95 a 100%). 
A cultura em shell vial de leucócitos do sangue periférico apresenta 
vantagens relacionadas ao tempo necessário para sua realização, con- 
tudo a sensibilidade é de apenas 75%, se comparada à inoculação em 
tubo com monocamada, de modo que a cultura em tubo de back-up é 
recomendada. A recuperação do CMV em ambos os tipos de cultura 
é otimizada quando amostras são inoculadas imediatamente em mo- 
nocamadas de células frescas. O resultado é pior se a inoculação for 
retardada (Brumback, 1997; Roberts, 1997). Uma outra vantagem da 
cultura em shell vial é que os resultados são semiquantitativos (Buller, 
1992; Slavin, 1992). Um inoculado padrão de células (leucócitos e cé- 
lulas do lavado broncoalveolar ) e uma contagem de núcleos de fluores- 
centes CMV na monocamada do shell vial pode gerar um número que 
possui um valor clínico na estimativa da gravidade da infecção, para 
monitorar a resposta terapêutica e para prever o prognóstico. O CMV 
é a causa mais comum de viremia em pacientes comprometidos, entre- 
tanto, o VZV, o HSV, o adenovirus e, ocasionalmente, o enterovirus 
podem ser recuperados. Culturas em tubos tradicionais HDF e A549 
mantidas por 14 dias recuperarão esses agentes assim como o CMV 
(Stanberry, 1994). Quando a imunossupressão é grave, pacientes com 
AIDS e receptores de transplante apresentam risco de outras infecções 
virais com envolvimento específico de órgão ou local. Infecções do sis- 
tema nervoso central foram descritas anteriormente. O adenovírus, o 
HSV e o VZV podem se manifestar com pneumonite; a infecção her- 
pética (HSV e VZV) pode se manifestar inicialmente no esôfago e regi- 
ões mucocutâneas e, a seguir, disseminar. Por essa razão, amostras de 
biópsia de mucosa, pele ou tecido devem ser inoculadas em uma série 
abrangente de linhagens celulares para maximizar a recuperação. 

A infecção pelo CMV em receptores de transplante de órgão ma- 
ciço e medula óssea alogênica apresenta graves implicações. O vírus 
pode lesar diretamente órgãos transplantados e a toxicidade das dro- 
gas antivirais ou a redução/modulação da terapia imunossupressora 
pode ameaçar a sobrevivência do transplante. A viremia pelo CMV é 
um marcador sensível da replicação viral ativa com ameaça potencial 
ao transplante e risco de pneumonia oportunista. A detecção precoce 
permite o uso preventivo de agentes antivirais com melhor conserva- 
ção do transplante e diminuição da morbidade. A cultura sanguínea 
de controle para o CMV utilizando tubos tradicionais é um mau pre- 
ditor para o desenvolvimento da doença pelo CMV e não tem sido 
útil na definição de ajustes do tratamento (Falagas, 1997). Culturas de 
controle em shell vial apresentam um melhor valor prognóstico, mas 
ensaios quantitativos sequenciais do antígeno pp65 do CMV no san- 
gue periférico e a detecção do DNA do CMV por PCR no sangue são 
mais sensíveis e identificam a viremia mais precocemente (Boeckh, 
1998; Mendez, 1998; Sia, 2000; Razonable, 2002). A pesquisa de an- 
tígeno do CMV é realizada pelo método de coloração de neutrófilos 
do sangue periférico por imunofluorescência ou de imunoperoxidase 
(Gerna, 1992; Storch, 1994; Erice, 1995; Landry, 1996). A neutropenia 
é a principal limitação prática. Mensurações quantitativas do CMV 
por PCR são preditores úteis da doença causada pelo CMV em pa- 
cientes submetidos a transplantes hepáticos e renais (Drouet, 1995). 
Um número de cópias elevado constante do DNA do CMY é um bom 
preditor do risco de retinite em pacientes com HIV e baixa contagem 
de CD4 (Rasmussen, 1997). A amplificação do ácido nucleico para o 
mRNA do CMV tem uma vantagem potencial de especificidade para a 
replicação viral ativa. O surgimento do CMV no sangue permite pre- 


ver uma doença sistêmica causada pelo CMV. Métodos quantitativos 
de DNA também têm sido utilizados para avaliar a resposta a agentes 
antivirais. O método de testagem da sensibilidade a drogas antivirais 
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Infecções por clamídias 
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TO PONTOS-CHAVE 
e A constitui a causa bacteriana mais comum de doen- 


ças sexualmente transmissíveis nos Estados Unidos. 
e O método mais sensível para detecção de é a amplificação de 
DNA. 
e A (antiga ) é responsável por no mínimo 10% das pneumonias 
adquiridas na comunidade. O diagnóstico da infecção é mais fre- 
quentemente sorológico. 


e Infecções por riquétsias tratáveis, incluindo-se a febre maculosa 
das Montanhas Rochosas, o tifo epidêmico, o tifo rural, a erliquiose 
monocitotrófica humana e a anaplasmose granulocitotrófica hu- 
mana, raramente são diagnosticadas por sorologia durante o estágio 
agudo da doença, devido à ausência de uma resposta humoral 
precoce. 

e Diagnósticos molecular e imuno-histoquimico são métodos 
efetivos para o diagnóstico de riquetsioses e erliquioses, respectiva- 
mente, embora em geral não sejam disponibilizados. 

e A endocardite da febre Q consiste em uma infecção crônica que 
usualmente é diagnosticada pela detecção de títulos elevados 

(= 1:800 no ensaio de anticorpos imunofluorescentes) dirigidos 
contra o antígeno de fase | de. 

e O diagnóstico clínico-epidemiológico da doença da arranha- 
dura de gato pode ser confirmado sorologicamente, por meio da 
detecção de anticorpos contra ou pelo teste de reação em cadeia da 
polimerase (PCR) utilizando-se amostra de aspirado de linfonodo. 

e A pneumonia causada por frequentemente é diagnosticada com 
base apenas nas manifestações clínicas. O diagnóstico definitivo re- 
quer a detecção de IgM específica, alteração E quatro vezes no ti- 
tulo de anticorpos IgG entre amostras de soro obtidas na fase aguda 
e na fase convalescente, ou detecção de ácido nucleico no escarro 
(ou outra amostra proveniente do trato respiratório) por amplificação 
de ácido nucleico. 


As infecções humanas causadas por clamídias, riquétsias e mico- 
plasmas são discutidas separadamente, porque os patógenos respon- 
sáveis diferem da maioria das demais bactérias em vários aspectos: são 
organismos menores, possuem estrutura de parede celular diferente e, 
além disso, clamídias e muitas riquétsias são parasitas intracelulares 
obrigatórios. 


Infecções por clamídias, riquétsias 
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Infecções por clamídias 


As clamídias apresentam tropismo pelas células epiteliais coluna- 
res. Sua parede celular é semelhante à parede das bactérias Gram- 
negativas. Contêm tanto ácido desoxirribonucleico (DNA) quanto 
ácido ribonucleico (RNA), possuem ribossomos procarióticos e sin- 
tetizam suas próprias proteínas, ácidos nucleicos e lipídeos. Dividem- 
se por fissão binária e são suscetíveis a determinados antibióticos em 
particular. Diferentemente da maioria das bactérias, as clamídias são 
“parasitas energéticos”. Trata-se de organismos desprovidos de cito- 
cromos e, portanto, incapazes de sintetizar metabólitos de trifosfato 
de adenosina (ATP). Por esse motivo, são bactérias intracelulares 
obrigatórias e não se replicam fora das células. 

As clamídias são classificadas na ordem Chlamydiale, família 
Chlamydiacea — a única família que contém patógenos humanos (Everett, 
1999). Existem dois gêneros e três espécies patogênicas para o ser huma- 
no: Chlamydia trachomatis, Chlamydophila (antiga Chlamydia) psittaci e 
Chlamydophila (antiga Chlamydia) pneumoniae. A Tabela 55.1 lista ca- 
racterísticas úteis para diferenciação dessas três espécies. Esses gêneros 
também contêm outras seis espécies que ainda não foram associadas a 
infecções humanas. Existem três biótipos de C. trachomatis: pneumonite 
murina, linfogranuloma venéreo (LGV, lymphogranuloma venereum) e 
tracoma. Os dois últimos biótipos infectam preferencialmente seres hu- 
manos. O biótipo LGV apresenta quatro sorotipos (L1, L2, L2a, L3), e há 
15 sorotipos incluídos no biótipo tracoma: A, B, Ba e C, associados ao 
tracoma; D-K, Da, Ia e Ja, associados a infecções genitais. 


Estrutura 


Existem duas formas morfologicamente distintas de clamídia. O 
corpo elementar consiste em uma estrutura densa e esférica, com 0,2 
a 0,4 um de diâmetro, que contém RNA ribossômico procariótico e 
possui uma rígida parede celular. A rigidez da parede celular é confe- 
rida pela presença de proteínas de parede celular em extensivas liga- 
ções cruzadas dissulfeto. Constitui a forma infecciosa do organismo, 
apresentando capacidade de sobrevida limitada no meio extracelular. 
O corpo reticulado, com 0,6 a 1,0 um de diâmetro, é a forma intrace- 
lular e metabolicamente ativa, incapaz de sobreviver fora das células. 
O DNA circular fechado, presente em ambas as formas, está organiza- 
do de maneira compactada em um nucleoide central e possui um ge- 
noma constituído por 1 a 1,2 milhão de pares de bases nucleotídicas. 

Existem dois componentes da membrana externa do corpo elemen- 
tar das clamídias que possuem importância diagnóstica. O mais proe- 
minente é a proteína de membrana externa principal (MOMP, major 
outer membrane protein), que consiste em uma proteína transmem- 
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Tabela 55.1 Características úteis para diferenciação das espécies de 
Clamydia e Chlamydophila patogênicas para o homem 


Espécies de 
Chlamydia Chlamydophila Chlamydophila 
Parâmetro trachomatis psittaci pneumoniae 
Suscetibilidade a sulfas Suscetível Resistente Resistente 
Coloração da inclusão Positiva Negativa Negativa 
por glicogênio 
Formato do corpo Redondo Redondo Formato de pera 


elementar ou redondo 


brana com epítopos sorotipo-, espécie-, gênero- e família-reativos de- 
finidos por anticorpos monoclonais. A infecção por clamídias induz 
a formação de anticorpos MOMP-específicos, no entanto, continua 
desconhecido o papel desses anticorpos na imunidade protetora. A 
membrana externa das clamídias também contém um antígeno li- 
popolissacarídeo (LPS), que constitui o principal antígeno detectado 
em testes sorológicos gênero-específicos para infecção por clamídias. 
Anticorpos monoclonais e antissoros polivalentes monoespecíficos 
anti-LPS ou anti- MOMP são empregados em testes de anticorpo fluo- 
rescente diretos (TAFDs) e em imunoensaios enzimáticos (EIAs) para 
detecção do antígeno de clamídia em amostras clínicas. 


Replicação 


As clamídias se replicam no citoplasma das células hospedeiras infec- 
tadas. O ciclo de desenvolvimento tem início com a fixação do corpo 
elementar a uma microvilosidade existente na célula colunar suscetível, 
mediada por pontes de heparina. O corpo elementar desce pela micro- 
vilosidade e se aloja nas indentações da membrana plasmática celular. 
Nesse local, a clamídia entra na célula hospedeira por endocitose, sen- 
do que C. psittaci, C. pneumoniae e C. trachomatis permanecem no en- 
dossomo durante o desenvolvimento intracelular. Os endossomos que 
contêm corpos elementares de C. psittaci não são acidificados nem se 
fundem aos lisossomos celulares. Os que contêm corpos elementares 
de C. trachomatis fundem-se uns aos outros e, às vezes, aos lisossomos. 
Decorridas de 6 a 8 horas após a entrada do corpo elementar na célu- 
la hospedeira, as alterações ocorridas em sua parede celular resultam 
na transição para corpo reticulado e subsequente início da síntese de 
DNA, RNA e proteínas, bem como em sua divisão por fissão binária. 
As mitocôndrias da célula hospedeira migram e se posicionam oposta- 
mente ao endossomo em expansão, permitindo que o corpo reticulado 
utilize o ATP da célula hospedeira. Os corpos reticulados começam a 
se reorganizar após 18 a 24 horas de infecção e, provavelmente, com a 
depleção de nutrientes, amadurecem em corpos elementares que são 
liberados da célula hospedeira. As células infectadas por C. psittaci usu- 
almente sofrem danos sérios, e os organismos são liberados mediante 
lise celular dentro de 48 horas. Em contrapartida, a inclusão de C. tra- 
chomatis parece ser expulsa pela fusão de sua membrana à membrana 
plasmática decorridas 72 a 96 horas após a infecção, deixando uma le- 
são na membrana da célula hospedeira sobrevivente. 


Chlamydia trachomatis 


O C. trachomatis constitui a causa mais comum de doença sexual- 
mente transmissível nos Estados Unidos. É também importante co- 
mo causa de cegueira em regiões endêmicas de tracoma situadas no 
Oriente Médio, África do Norte e norte da Índia. 


Epidemiologia, patologia e manifestações clínicas 

O ser humano é o único hospedeiro natural de todas as cepas de C. tra- 
chomatis. As manifestações clínicas e especificidade de órgão associadas a 
infecções humanas por C. trachomatis são determinadas tanto pelo me- 
canismo de transmissão quanto pelas propriedades da cepa infectante. 
Em termos de epidemiologia, as infecções por C. trachomatis são classifi- 
cadas em três categorias: tracoma clássico, infecções sexualmente trans- 
missíveis de adultos e infecções perinatais dos tratos ocular e respiratório. 

O tracoma clássico constitui causa importante de cegueira em áreas 
onde o saneamento público inadequado e a higiene pessoal são precá- 


rios, além de ser a mais comum causa de cegueira evitável em todo o 
mundo (Solomon, 2004). De maneira típica, a infecção é transmitida 
entre crianças por meio dos dedos da mão, fomites e provavelmente 
moscas. Nas áreas endêmicas, é incomum adultos e crianças contraí- 
rem conjuntivite por clamídia; entretanto, a maioria das crianças são 
cronicamente infectadas poucos anos após o nascimento. A exposição 
repetida a C. trachomatis eventualmente resulta em queratoconjun- 
tivite folicular crônica, cicatrização conjuntival e formação de pano 
(invasão de vasos dentro da córnea). 

As infecções sexualmente transmissíveis de indivíduos adultos induzi- 
das por C. trachomatis incluem LGV e uretrite/cervicite, além das com- 
plicações associadas. O LGV é endêmico na Ásia, África e América do 
Sul. Nos Estados Unidos, cerca de 500 casos são relatados a cada ano. À 
doença afeta homens mais frequentemente do que mulheres, sendo mais 
comum em indivíduos com baixo status socioeconômico que vivem nos 
estados do sudeste americano, homens homossexuais e indivíduos que 
visitaram países com endemia de LGV além das fronteiras dos Estados 
Unidos. O LGV é sexualmente transmitido por meio de fomites, sendo 
que aerossóis produzidos em acidentes laboratoriais causam pneumoni- 
te, efusão pleural e linfadenopatia mediastínica ou hilar (Jones, 2000). É 
provável que os reservatórios da infecção sejam indivíduos assintomáti- 
cos ou sintomáticos com infecções uretrais, cervicais ou anorretais. 

O LGV é a única infecção causada por C. trachomatis que produz en- 
volvimento multissistêmico e manifestações constitucionais. Durante a 
fase primária, há o desenvolvimento de uma pequena vesícula indolor, 
pápula não endurecida ou úlcera, com frequência no lado externo dos 
genitais, após um período de 3 dias a 3 semanas da exposição. Essa ve- 
sícula se resolve rapidamente e não deixa cicatriz. O estágio secundário 
é caracterizado por uma linfadenopatia supurativa regional, febre, cala- 
frios, anorexia, dor de cabeça, mialgias e artralgias, e tem início dentro 
de 2 a 6 semanas após a exposição. O exame histológico dos linfonodos 
afetados revela a presença de granulomas em torno de abscessos em for- 
ma de estrela. Os linfonodos afetados tornam-se opacos e eventualmen- 
te supurados, produzindo fistulas drenantes que se cicatrizam ao longo 
de vários meses. A fibrose e a resultante drenagem linfática anormal são 
responsáveis pela enduração ou estenoses uretrais ou retais, bem como 
pelo linfedema genital que se desenvolvem durante o terceiro estágio. 

Anualmente, nos Estados Unidos, estima-se que ocorram 3 milhões 
de infecções não LGV por C. trachomatis entre adolescentes e jovens 
adultos sexualmente ativos. Os custos anuais associados às infecções 
por clamídia não tratadas e complicações correlatas estão estimados 
em mais de 2 bilhões de dólares (Peipert, 2003). O espectro clínico das 
infecções sexualmente transmissíveis causadas por cepas não LGV de 
C. trachomatis é similar ao da doença causada por Neisseria gonorrho- 
eae (ver Cap. 56). Entre os homens, C. trachomatis é responsável por 
30 a 50% dos casos de uretrite não gonocócica; todavia, 85 a 90% dos 
homens que hospedam C. trachomatis na uretra são assintomáticos 
(Peipert, 2003). Em raras ocasiões, a uretrite causada por C. tracho- 
matis evolui para epididimite. Entre os homens homossexuais, cepas 
não LGV de C. trachomatis foram associadas à proctite. O organismo 
também foi recuperado da uretra de 70% dos homens com síndrome 
de Reiter não tratada associada à uretrite (Keat, 1983). A infecção geni- 
tal por C. trachomatis é provavelmente mais prevalente entre mulheres 
do que em homens. Entre as mulheres com atividade sexual, os fatores 
de risco para a infecção por clamídia são a pouca idade (< 25 anos), 
intercurso precoce, uso inconsistente de barreiras contraceptivas, 
vários parceiros sexuais, bem como ser solteira ou divorciada, negra 
ou ter status socioeconômico baixo. A infecção da endocérvix por C. 
trachomatis com frequência é assintomática, porém, ao menos 1/3 das 
mulheres apresenta sinais de infecção no exame físico. O mais comum 
é a cervicite mucopurulenta, que pode se disseminar para a uretra e 
bexiga urinária, resultando em “síndrome uretral aguda” de piúria sem 
bacteriúria, ou para o endométrio e trompas de Falópio, produzindo 
endometrite ou salpingite. Infecções não tratadas que envolvem o trato 
reprodutivo superior podem evoluir para doença inflamatória pélvica 
ou causar cicatrização e disfunção do sistema de transporte de ovidu- 
tos, com consequente infertilidade, gravidez ectópica ou dor pélvica 
crônica. A disseminação intraperitoneal da infecção pode causar pe- 
ritonite aguda, peri-hepatite (síndrome de Fitz-Hugh-Curtis), peria- 
pendicite ou periesplenite. A infecção por clamídia durante a gravidez 
está associada ao parto prematuro, ruptura prematura de membranas, 


baixo peso ao nascimento, morte neonatal e endometrite pós-parto. 
Um pequeno percentual dos indivíduos adultos com infecção genital 
por clamídia desenvolve conjuntivite por inclusão. 

Nos países desenvolvidos, onde a infecção sexualmente transmissí- 
vel por C. trachomatis é epidêmica, o organismo pode ser transmitido 
da mãe infectada para o bebê durante a passagem pelo canal do par- 
to. Dados provenientes de um estudo realizado na América do Norte 
indicam que 60 a 70% dos bebês expostos a C. trachomatis durante o 
parto normal são infectados por esse organismo, enquanto a infecção 
pós-parto por cesariana é incomum (Jones, 2000). O C. trachomatis é 
isolado a partir da conjuntiva de bebês infectados em 1 a 2 semanas, 
bem como da nasofaringe logo após a infecção. Há uma queda da taxa 
de isolamento a partir da conjuntiva 5 a 6 semanas depois da infecção, 
no entanto, ainda é possível recuperar o C. trachomatis a partir da na- 
sofaringe, conjuntiva, reto e vagina (usualmente sem aparecimento de 
sintomas) durante vários meses. 

A conjuntivite por inclusão, que é a manifestação mais comum de 
infecção por C. trachomatis em bebês, desenvolve-se em quase 80% 
dos bebês cujas culturas conjuntivais ou exame citológico revelam a 
presença do organismo (Jones, 2000). Uma secreção mucopurulenta 
aparece entre 2 a 25 dias após o nascimento, e há casos em que a con- 
juntiva se torna inflamada e edematosa. Os sintomas usualmente se 
resolvem sem terapia, após vários meses e sem deixar sequelas, embo- 
ra possa haver formação de cicatriz. 

Aproximadamente 20 a 30% dos bebês que adquirem a infecção por 
C. trachomatis ao nascimento desenvolvem pneumonite intersticial. A 
doença tem início quando o bebê atinge entre 2 semanas e 3 meses de 
idade (pico em 3 a 6 semanas), com aparecimento de congestão nasal 
seguida de tosse em staccato com taquipneia e estertores, contudo, sem 
febre. Cerca de metade desenvolve conjuntivite em algum momento. 
Os sintomas duram várias semanas, entretanto os estertores inspirató- 
rios e alterações roentgenográficas podem persistir durante meses. 


Chlamydophila (antiga Chlamydia) psittaci 


A pneumonia associada à exposição aos pássaros foi descrita em 
1879, na Suíça. Até a década de 1920, a doença era rara nos Estados 
Unidos e na Europa, mas nessa época tornou-se moda ter aves tropi- 
cais como animais de estimação. Em 1930, o patógeno foi isolado por 
Bedson a partir de tecidos humanos e de aves, durante a investigação 
de um surto no zoológico de Londres. 


Epidemiologia 

A infecção causada por Chlamydophila (antiga Chlamydia) psittaci 
(denominada psitacose) ocorre no mundo inteiro. As aves psitacifor- 
mes são consideradas o principal reservatório, contudo a maioria das 
espécies de aves pode ser infectada pelo organismo. Aves infectadas 
podem se mostrar obviamente doentes e morrer em decorrência da 
doença, entretanto, com frequência apresentam sinais brandos, como 
anorexia, diarreia, letargia e penas eriçadas. A doença humana é es- 
porádica e foi associada à exposição a papagaios, canários, pombos, 
pardais, patos, calopsitas, aves domésticas (em especial perus) e, oca- 
sionalmente, mamíferos. Donos de aves de estimação correspondem 
a cerca de 50% dos 40 a 60 casos relatados anualmente nos Estados 
Unidos. Funcionários de pet shops, criadores de pombos, empregados 
de zoológico, veterinários e outros profissionais que trabalham com 
aves estão expostos a um maior risco de contrair a infecção. Ocorreram 
surtos em estabelecimentos de processamento de peru, principalmen- 
te entre os trabalhadores que abatiam e depenavam as aves, e entre 
aqueles encarregados de remover as vísceras das carcaças (Centers for 
Disease Control, 1990). Ao longo das duas últimas décadas, houve 
uma queda dramática da prevalência da psitacose nos Estados Unidos, 
em decorrência da adição de tetraciclina à ração das aves, exigência de 
medicação para aves psitaciformes comercialmente importadas antes 
da entrada no país e reprodução doméstica de periquitos. 

O C. psittaci é encontrado no sangue, tecidos, excrementos e penas 
de aves infectadas, podendo ser liberado durante meses após a infecção 
aguda. A infecção usualmente é transmitida ao ser humano por meio 
da inalação de aerossóis infecciosos derivados das fezes, pó de fezes e 
secreções de aves infectadas por C. psittaci. No entanto, ela também 
pode ser transmitida pela bicada da ave ou por contato boca-bico. O 


contato com aves não deve ser íntimo nem prolongado. Raramente 
ocorre a transmissão de C. psittaci de um indivíduo a outro. 


Patogênese e patologia 

O C. psittaci entra no corpo via trato respiratório e é transportado 
até os macrófagos hepáticos e esplênicos, nos quais os organismos se 
replicam. Em seguida, eles caem na circulação sanguínea e seguem até 
os pulmões, que constituem o alvo primário da infecção, entre outros 
órgãos. O exame histológico do tecido pulmonar revela a presença de 
linfócitos nos espaços alveolares e intersticiais, bem como de muco 
que obstrui os bronquíolos. É possível observar pequenas hemorra- 
gias e macrófagos que contêm inclusões intracitoplasmáticas. Os lin- 
fonodos hilares, fígado e baço podem estar aumentados e conter focos 
de necrose. Em casos fatais, pode haver envolvimento do miocárdio, 
pericárdio, meninges, cérebro e adrenais. 


Manifestações clínicas 

Após um período de incubação de 1 a 2 semanas, a psitacose ma- 
nifesta-se de forma abrupta (com calafrios e febre) ou mais gradual- 
mente (com febre e mal-estar crescentes). Um sintoma proeminente 
é a tosse seca e curta, ocasionalmente produtiva com escarro mucoide 
que exibe estrias de sangue. A frequência cardíaca frequentemente é 
baixa em relação à temperatura corporal, e o indivíduo afetado costu- 
ma apresentar uma forte dor de cabeça. Mal-estar, anorexia, mialgias 
dolorosas e artralgias são comuns, podendo haver também erupções 
cutâneas maculares (manchas de Horder) parecidas com as manchas 
róseas observadas na febre tifoide. O indivíduo pode apresentar dimi- 
nuição da atividade mental ao final da primeira semana de doença, 
sendo que alguns se queixam de problemas gastrintestinais. C. psittaci 
constitui causa rara de endocardite destrutiva, e a maioria dos indivi- 
duos afetados apresentam história de doença cardíaca reumática ou 
anomalias valvulares congênitas (Jones, 1982). 


Chlamydophila (antiga Chlamydia) pneumoniae 


Em 1986, um organismo de clamídia único, a princípio considerado 
uma cepa de C. psittaci, foi associado à doença do trato respiratório 
aguda em seres humanos. Esse organismo recebeu o nome TWAR, 
cujas letras correspondiam à identificação laboratorial dos dois pri- 
meiros isolados: TW-183 (isolado em 1965, a partir do olho de uma 
criança do grupo controle de uma triagem para vacina contra traco- 
ma, realizada na Tailândia) e AR-39 (recuperado no mesmo ano, na 
Universidade de Washington, a partir da garganta de um estudante 
com faringite). Logo após sua identificação, dados fornecidos por estu- 
dos de homologia de DNA e microscopia eletrônica revelaram que esse 
organismo único representava uma espécie à parte, a qual foi deno- 
minada Chlamydia pneumoniae e posteriormente reclassificada como 
Chlamydophila pneumoniae (Campbell, 1987; Chi, 1987; Cox, 1988; 
Everett, 1999). Cepas de C. pneumoniae e C. psittaci apresentam cerca 
de 10% de homologia de sequência de DNA. Em determinadas con- 
dições, o corpo elementar de C. pneumoniae tem o formato de uma 
pera, mas exibe uma forma arredondada em condições distintas, assim 
como os corpos elementares de Chlamydophila psittaci e Chlamydia 
trachomatis. 


Epidemiologia 

A epidemiologia da infecção por Chlamydophila pneumoniae baseia- 
-se em dados de estudos retrospectivos, que avaliaram o soro coleta- 
do de indivíduos com doenças do trato respiratório. Cerca de 50% dos 
adultos apresentam anticorpos contra C. pneumoniae. As taxas de pre- 
valência de anticorpo são baixas em crianças, aumentam agudamente 
em adolescentes e continuam a subir até a meia-idade, permanecendo 
elevadas nos idosos. Essas taxas são 10 a 25% maiores entre os homens. 
Dados de estudos sorológicos retrospectivos e prospectivos indicam que 
a doença causada por C. pneumoniae é endêmica nos Estados Unidos e 
epidêmica na Escandinávia e Finlândia, embora não apresente nenhu- 
ma periodicidade sazonal (Grayston, 1990, 1989). O C. pneumoniae 
parece ser um patógeno primariamente de seres humanos, que é trans- 
mitido de um indivíduo a outro e não possui reservatórios em aves ou 
outros animais. Ainda falta determinar o mecanismo e o local de trans- 
missão, o período de incubação e a infecciosidade desse organismo. 
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A patogênese da infecção por C. pneumoniae é desconhecida. Como 
a doença geralmente é suave e autolimitada, não existem estudos de 
autópsia disponíveis. 


Manifestações clínicas 

Estima-se que o C. pneumoniae seja responsável por no mínimo 10% 
dos casos de pneumonia adquirida na comunidade (Grayston, 1990). 
A pneumonia costuma ser branda e apresenta apenas uma única infil- 
tração subsegmentar que, no entanto, pode ser grave, principalmente 
em idosos e em indivíduos com doença crônica. Muitas vezes, inicia- 
se com faringite e rouquidão, seguidas de tosse persistente. Embora a 
pneumonia seja a síndrome mais comumente associada à infecção por 
C. pneumoniae, estudos sorológicos conduzidos durante epidemias en- 
tre recrutas militares revelaram que apenas cerca de 10% das infecções 
por C. pneumoniae resultam em pneumonia. Tais descobertas sugerem 
que a infecção com frequência é branda ou assintomática e impercep- 
tível. Outras manifestações da infecção por C. pneumoniae são bron- 
quite, faringite, febre de origem indeterminada, otite, doença similar 
à gripe, miocardite, endocardite e, ainda que haja controvérsias, uma 
possível aterosclerose (Campbell, 1998; Maraha, 2004). 


Diagnóstico laboratorial 


Chlamydia trachomatis 


As amostras para detecção de C. trachomatis são determinadas pelo 
tipo de doença suspeita (Tab. 55.2). Foi demonstrado que a triagem de 
mulheres que apresentam risco de contrair infecção genital por C. tra- 
chomatis (já descrita) diminui a taxa de doença pélvica inflamatória e, 
assim, previne sequelas reprodutivas subsequentes (Nelson, 2001). O 
sistema de transporte escolhido deve ser adequado ao método do teste 
utilizado. As técnicas específicas de coleta são discutidas no Capítulo 
63. A maioria das infecções envolve as membranas mucosas, de mo- 
do que as amostras devem ser coletadas diretamente da superficie 
envolvida. Além disso, essas amostras devem conter uma quantidade 
apropriada de células epiteliais infectadas. Secreções purulentas são 
inadequadas e precisam ser removidas antes da coleta da amostra com 
o auxílio de um swab ou escova. Entre os tipos disponíveis de swab, é 
preferível utilizar swabs Dracon ou com ponta de raiom. Swabs com 
haste de madeira devem ser evitados, porque a madeira é tóxica para o 
organismo. Swabs de alginato de cálcio podem ser tóxicos para as cla- 
mídias ou para as células que sustentam seu crescimento. Swabs com 
ponta de algodão são aceitáveis, porém, ocasionalmente, também são 
tóxicos para as clamídias. A coleta de urina para o teste de amplifica- 
ção de DNA deve seguir as orientações do fabricante. 


Cultura de células 

A cultura celular é o método de referência para o diagnóstico das in- 
fecções por clamídia e deve ser realizada quando o diagnóstico for con- 
testado e em casos de suspeita de agressão ou abuso sexual. As linhagens 
celulares mais comumente utilizadas são as células McCoy ou as buffalo 


Tabela 55.2 Amostras para detecção de Chlamydia trachomatis 


Doença Amostra 


Cervicite mucopurulenta Swab endocervical, urina 
Sindrome uretral aguda (mulheres) 


Endometrite aguda 


Swab uretral, urina 
Aspirado endometrial 
Salpingite aguda Biópsia de trompa de Falópio 
Uretrite não gonocócica (homens) 
Conjuntivite por inclusão 
Tracoma 


Swab uretral, urina 
Raspado/swab conjuntival 
Raspado/swab conjuntival 


Aspirado de linfonodo, biópsia de lesão 
ulcerada, soro 


Linfogranuloma venéreo 


Pneumonite (crianças) Soro, aspirado tranqueobronquial, swab 


nasofaríngeo 


A urina é considerada aceitável para alguns imunoensaios enzimáticos e para uso em testes 
comerciais de amplificação de ácido nucleico. 


green monkey. Ambas as linhagens celulares apresentam sensibilidade 
equivalente, contudo, as últimas são mais facilmente mantidas e resis- 
tentes a substâncias citotóxicas, além de estarem associadas a inclusões 
maiores e mais numerosas (Krech, 1989). A adição de ciclo-heximida 
(0,5-1,5 uL/mL) ao meio de cultura aumenta a sensibilidade. As mono- 
camadas celulares crescem sobre lamínulas de vidro dentro de shell vials 
(tubos) ou em placas de cultura de 24 poços, ou ainda na superfície de 
poliestireno dos poços de placas de cultura de 96 ou 48 poços. Para in- 
tensificar a recuperação do C. trachomatis, as amostras são sonicadas ou 
agitadas com o auxílio de um vórtex antes da inoculação nos corpos ele- 
mentares de liberação oriundos das células hospedeiras. Além disso, os 
tubos ou placas de cultura inoculados são centrifugados. Após um pe- 
riodo de 48 a 72 horas de incubação, as monocamadas são fixadas e co- 
radas com anticorpos monoclonais conjugados à fluoresceína. Quando 
se emprega um sistema de cultura de 96 poços, a passagem de amostras 
negativas para C. trachomatis em 48 horas pode intensificar a detecção. 
Entretanto, a passagem não aumenta significativamente a detecção em 
sistemas de shell vials ou em placas de 24 poços. 


Métodos de detecção direta não cultura 


Testes com anticorpos fluorescentes diretos. O TAFD permite a vi- 
sualização direta dos corpos elementares de C. trachomatis em esfre- 
gaços de amostras clínicas. O tempo de processamento total é de 30 a 
60 minutos. Trata-se do único teste que permite avaliar diretamente 
a adequação da amostra. Amostras que contêm células colunares epi- 
teliais ou células escamosas metaplásticas são consideradas aceitáveis. 
Ao contrário, amostras que contêm poucas células colunares, quanti- 
dade excessiva de muco ou predominância de células escamosas são 
consideradas inapropriadas. Entretanto, a interpretação do exame do 
esfregaço é subjetiva, e a fadiga do operador pode representar um pro- 
blema diante da existência de um grande volume de amostras. 

Existem anticorpos monoclonais comercializados por vários fabri- 
cantes. Anticorpos dirigidos contra a MOMP espécie-específica de C. 
trachomatis parecem ser mais específicos, além de produzirem uma flu- 
orescência mais intensa do que aquela produzida por anticorpos anti- 
LPS de clamídia (Cles, 1988). Ocasionalmente, até mesmo anticorpos 
espécie-específicos coram bactérias diferentes de C. trachomatis, talvez 
devido à ligação inespecífica de imunoglobulinas ou à reatividade cru- 
zada. A coloração de outros organismos, distintos de C. trachomatis, é 
especialmente frequente no caso das espécies retais. Portanto, para esse 
sítio, é preferível realizar culturas, ainda que alguns reagentes do TAFD 
tenham sido aprovados para avaliação de amostras retais. Também há 
relatos de reatividade cruzada entre Chlamydiaceae e Bartonella. 

A sensibilidade do TAFD apresentou uma variação de 50% a quase 
100%, quando comparada à cultura como padrão, bem como uma es- 
pecificidade > 95%. A sensibilidade depende da prevalência da infecção 
na população em avaliação e também do número de corpos elementares 
necessários para que o resultado seja positivo (Barnes, 1989). Em geral, 
a sensibilidade é maior diante de valores mais baixos de corte para os 
corpos elementares e em populações com alta prevalência da doença. 
Imunoensaios enzimáticos. Os EIAs detectam LPS de clamídia em- 
pregando anticorpos mono- ou policlonais marcados com uma en- 
zima que converte um substrato incolor em um produto corado. 
Ambos os sistemas, de fase sólida (com utilização de plástico ou péro- 
las recobertas com anticorpos) e de membrana, são comercializados. 
O tempo de processamento total varia de 15 a 30 minutos para os sis- 
temas de membrana e de 3 a 4 horas para os sistemas de fase sólida. As 
vantagens proporcionadas pelo EIA são a interpretação objetiva dos 
resultados e a facilidade de uso para lotes de amostras numerosas. 

Com o TAFD, as sensibilidades dos EIAs são variáveis (cerca de 70 a 
100%), se comparadas à cultura como padrão, além de tenderem a ser 
mais altas em populações com alta prevalência da doença (p. ex., indi- 
víduos que comparecem a uma clínica de tratamento de doenças sexu- 
almente transmissíveis) (Barnes, 1989; Mills, 1992; Clarke, 1993; Ehret, 
1993; Kluytmans, 1993; Warren, 1993). A especificidade do EIA é igual 
a 95% ou maior. As causas de resultados falso-positivos são a ocorrência 
de infecção bacteriana no trato urinário (Demaio, 1991) ou a contami- 
nação da amostra com muco cervical ou secreções vaginais. Esse último 
problema pode ser reduzido pelo aperfeiçoamento da técnica de coleta 
(remoção do muco cervical e obtenção de uma amostra endocervical 
verdadeira) e pelo uso de anticorpos bloqueadores (Mills, 1992). 


Testes de hibridização de ácido nucleico. Atualmente, é comerciali- 
zada uma sonda de DNA marcado com éster de acridínio, que é com- 
plementar ao RNA ribossômico de C. trachomatis e permite a detec- 
ção desse organismo em amostras urogenitais e de conjuntiva. O teste 
requer um banho-maria e um medidor de luminescência. O tempo 
de processamento total é de 2 a 3 horas. Comparado à cultura como 
método de referência-padrão, o teste de sonda apresenta sensibilidade 
variável tanto para amostras endocervicais como para amostras ure- 
trais obtidas de homens com auxílio de swab (76-97%) (Iwen, 1991; 
Kluytmans, 1991, 1994; Blanding, 1993; Clarke, 1993; Warren, 1993; 
Centers for Disease Control, 2002b). A especificidade do teste de son- 
da é igual a 97% ou maior, podendo ser aprimorada pela utilização de 
um ensaio competitivo com sonda (Woods, 1996). 

Amplificação de ácido nucleico. Atualmente, são comercializados di- 
versos testes de amplificação de ácido nucleico para detecção direta 
de C. trachomatis em amostras endocervicais obtidas com auxílio de 
swab, amostras uretrais masculinas obtidas com swab e amostras de 
urina de homens e mulheres. O tempo total necessário para obten- 
ção de um resultado é de 2 a 5 horas, dependendo do teste utilizado e 
do número de amostras processadas. Dados obtidos por vários estu- 
dos, em que foram comparados os métodos de amplificação de ácido 
nucleico e cultura de células, indicam que os testes de amplificação 
são altamente específicos e mais sensíveis do que a cultura (Goessens, 
1997; Carroll, 1998; Ferrero, 1998; Mahony, 1998; Puolakkainen, 
1998; Toye, 1998; Wylie, 1998; Vincelette, 1999; van der Pol, 2001; 
Koumans, 2003; Boyadzhyan, 2004; Gaydos, 2004). 


Verificação de testes não cultura 

Especialistas dos Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 
recomendam que os resultados positivos de testes distintos da cultu- 
ra celular (TAFD, EIA, sonda, amplificação de ácido nucleico) sejam 
verificados com um teste complementar, caso um resultado falso- 
-positivo possa acarretar consequências médicas, sociais ou psico- 
lógicas (Centers for Disease Control, 1993, 2002b). Em populações 
de baixa prevalência, essa verificação provavelmente deve fazer parte 
da rotina, contudo deveria ser seletiva nas populações de alta preva- 
lência. A confirmação com culturas é uma prática ideal, no entanto, 
requer a coleta de uma segunda amostra durante a primeira visita 
ou na visita de retorno. Métodos alternativos de verificação são EIAs 
bloqueadores, um ensaio de competição com utilização de sonda, a 
avaliação do meio de transporte por TAFD ou a repetição de amos- 
tras positivas pela utilização da amplificação de ácido nucleico com 
um alvo diferente. 


Testes sorológicos 

Os testes sorológicos têm pouco valor diagnóstico para as infecções 
genitais causadas por clamídia. Isso se deve a dois motivos: primeiro, os 
anticorpos contra C. trachomatis persistem após a resolução da infec- 
ção, de modo que um teste sorológico que resulte positivo não neces- 
sariamente está correlacionado com a doença ativa; segundo, muitos 
testes sorológicos são inespecificos para C. trachomatis, pois detectam 
anticorpos gênero-específicos. As únicas exceções são o diagnóstico de 
LGV e pneumonite por C. trachomatis em bebês. Como o LGV está 
associado a um longo período de latência e seu diagnóstico clínico com 
frequência é retardado, os anticorpos em geral estão presentes quando 
o soro é coletado na fase aguda, de forma que o aumento de quatro 
vezes dos títulos observado entre as fases aguda e de convalescência 
muitas vezes não pode ser registrado. Assim, um título único ou es- 
tável de fixação de complemento da ordem de 1:64 ou mais sustenta 
o diagnóstico presumível de LGV. Para se estabelecer o diagnóstico de 
pneumonite por C. trachomatis em bebês, o método de escolha pode 
ser a detecção de anticorpos IgM por imunofluorescência (um título 
igual ou maior que 1:32 é considerado diagnóstico). 


Chlamydophila psittaci 

O C. psittaci pode ser mantido em cultura celular, porém, recomen- 
da-se que esse tipo de cultura seja feito apenas em laboratórios espe- 
cialmente equipados e que contem com funcionários experientes, pois 
se trata de um organismo bastante virulento, associado a infecções 
adquiridas no ambiente laboratorial. Infecções por C. psittaci usual- 
mente são diagnosticadas por meio de métodos sorológicos, de pre- 
ferência com utilização de amostras de soro obtidas nas fases aguda 


e de convalescência. O diagnóstico é sustentado pela constatação de 
um aumento de quatro vezes ou mais dos títulos de anticorpos fixa- 
dores de complemento entre as amostras obtidas de um paciente com 
sintomas de psitacose. A detecção de um único título de 1:32 ou mais 
em amostra de indivíduo com doença compatível constitui evidência 
presumível de psitacose. De modo geral, os anticorpos são detectados 
ao final da segunda semana de doença, contudo, a instituição de uma 
terapia antibiótica precoce é capaz de retardar o aparecimento desses 
anticorpos em várias semanas. Elevações falso-positivas dos títulos de 
anticorpo são incomuns em indivíduos com doença do legionário. 


Chlamydophila pneumoniae 

O diagnóstico da infecção causada por C. pneumoniae é baseado so- 
bretudo em testes sorológicos (Grayston, 1990). O teste de microimu- 
nofluorescência com antígeno TWAR é específico para C. pneumo- 
niae. Anticorpos IgM surgem aproximadamente em 3 semanas após 
o início da doença primária; seus títulos em geral declinam nos 2 a 6 
meses subsequentes até atingirem níveis indetectáveis e podem não 
reaparecer em caso de reinfecção. Os anticorpos IgG são detectados 
em 6 a 8 semanas após o início da doença primária, persistindo ao 
longo de toda a vida do indivíduo, e seus títulos podem subir em 1 a 
2 semanas após a reinfecção. São resultados de testes sorológicos con- 
sistentes com infecção aguda: uma elevação equivalente a quatro vezes 
dos títulos de IgG nas amostras de soro obtidas entre as fases aguda 
e de convalescência; um título único igual a 1:512 ou maior; ou um 
título de IgM igual a 1:16 ou maior. O C. pneumoniae pode ser isolado 
em cultura celular, no entanto esse isolamento é mais difícil do que 
para o C. trachomatis (Roblin, 1992). 


Tratamento 


As tetraciclinas constituem o tratamento de escolha para infecções 
por clamídias. Para infecções genitais por C. trachomatis, os regimes 
recomendados são azitromicina (1 g por via oral, 1 dose) ou doxici- 
clina (100 mg por via oral, duas vezes ao dia, durante 7 dias). Outros 
agentes efetivos são eritromicina, ofloxacina ou levofloxacina (Centers 
for Disease Control, 2002a). As infecções oculares por C. trachomatis 
requerem tratamento sistêmico com tetraciclina (para adultos), eritro- 
micina ou sulfisoxazol (para recém-nascidos). A terapia tópica supri- 
me os sintomas, contudo, não erradica o organismo. Os macrolídeos 
são agentes alternativos aceitáveis para o tratamento de infecções por 
C. pneumoniae. As sulfonamidas são ineficazes contra C. psittaci e C. 
pneumoniae. 


Infecções por riquétsias 


Riquétsia é um conceito que se desenvolveu historicamente, à me- 
dida que a natureza molecular e física dos vírus foi sendo definida 
(Weiss, 1988). Contrastando com os agentes virais humanos, que 
também necessitam de células eucariônticas hospedeiras para replica- 
ção intracelular, as riquétsias possuem uma parece celular de bactérias 
Gram-negativas, e seu crescimento é inibido por determinados anti- 
bióticos em particular. Considerando-se outras bactérias intracelulares 
obrigatórias, as riquétsias se distinguem em termos de ecologia e por 
serem frequentemente transmitidas por vetores artrópodes. O esque- 
ma taxonômico tradicional das riquétsias baseado nessas característi- 
cas fenotípicas (i. e., crescimento intracelular e transmissão por vetores 
artrópodes) necessita de modificações substanciais à luz das análises 
contemporâneas de sequência genética. Os gêneros que contêm ri- 
quétsias patogénicas para o homem são Rickettsia, Orientia, Ehrlichia, 
Anaplasma, Neorickettsia, Coxiella e Bartonella (antiga Rochalimaea) 
(Dumler, 2001; Yu, 2003). Apesar da associação histórica com a ri- 
quetsiologia e da transmissão por artrópodes, as espécies de Bartonella 
são cultiváveis em meio de cultura livre de células e não pertencem à 
ordem Rickettsiales (Brenner, 1993). Essa ordem, por sua vez, inclui 
os gêneros Rickettsia, Orientia, Ehrlichia, Anaplasma e Neorickettsia, 
que são mais próximos entre si do que em relação ao gênero Coxiella. 
Agrupadas de acordo com o gênero, as seguintes doenças são descri- 
tas no presente capítulo: Rickettsia — febre maculosa das Montanhas 
Rochosas, febre botonosa, febre africana transmitida pela mordida do 
carrapato, riquetsiose variceliforme e tifo murino; Orientia — tifo rural; 
Ehrlichia — erliquiose monocitotrófica humana causada por Ehrlichia 
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chaffeensis, e infecção humana por Ehrlichia ewingii; Anaplasma — ana- 
plasmose granulocitotrófica humana; Coxiella — febre Q; e Bartonella 
— doença da arranhadura de gato, angiomatose bacilar e peliose, febre 
das trincheiras e bartonelose sul-americana. As doenças de cada gênero 
abrangem agrupamentos clínicos e patológicos coesivos, sendo que as 
doenças por riquétsias impõem um conjunto semelhante de desafios 
cuja solução requer abordagens técnicas igualmente similares. 


Infecções causadas por organismos 
do gênero Rickettsia 


Estrutura e função 

As riquétsias associadas ao grupo das febres maculosas e ao grupo do 
tifo são bactérias que apresentam íntima proximidade genética, exibem 
a morfologia de bacilos delgados (0,3—0,5 um x 1-2 um) e possuem 
uma parede celular Gram-negativa que contém LPS com componen- 
tes antigênicos que diferenciam esses dois grupos. Todas as espécies de 
Rickettsia vivem livres no citosol da célula hospedeira e se dividem por 
fissão binária. As riquétsias se fixam à célula hospedeira por meio de 
uma proteína adesina, entram nessa célula via indução de fagocitose 
e escapam do fagossomo (Walker, 1984; Li, 1992, 1998; Uchiyama, 
1999). Essas funções podem ocorrer em questão de minutos e estão 
associadas a uma atividade de fosfolipase aparentemente oriunda da 
riquétsia (Silverman, 1992). As riquétsias do grupo das febres macu- 
losas são impulsionadas para dentro das células, bem como durante a 
liberação a partir dessas células, por estimulação da polimerização de 
actina F em um dos polos da célula hospedeira (Heinzen, 1993; Gouin, 
2004). As riquétsias que apresentam essa atividade (p. ex., Rickettsia 
rickettsii) escapam mais precocemente das células hospedeiras e se 
disseminam com maior rapidez para outras células. Em comparação, 
aquelas que não manifestam esse tipo de atividade (p. ex., Rickettsia 
prowazekii) se dividem no meio intracelular e dão origem a inúmeras 
bactérias, até que a célula hospedeira estoura liberando os novos orga- 
nismos. De acordo com a filogenia molecular, as espécies de Rickettsia 
patogênicas para os seres humanos evoluíram e deram origem a três 
genogrupos (Tabela 55.3) (Roux, 1995, 1997; Stothard, 1995). O grupo 
do tifo inclui R. prowazekii e Rickettsia typhi. O grupo central da febre 
maculosa engloba Rickettsia rickettsii, Rickettsia conorii, Rickettsia ja- 
ponica, Rickettsia africae, Rickettsia parkeri, Rickettsia honei, Rickettsia 
sibirica, Rickettsia aeschlimannii e Rickettsia slovaca. Um clado recém- 
reconhecido inclui Rickettsia akari, Rickettsia australis e Rickettsia felis. 
Era tradição considerar R. akari e R. australis membros relativamente 
distantes do grupo da febre maculosa, cujas espécies compartilham os 
antígenos do LPS. 


Febre maculosa das Montanhas Rochosas 


Sendo a mais grave de todas as riquetsioses, a febre maculosa das 
Montanhas Rochosas apresenta no momento um significativo índi- 
ce caso-fatalidade de 5%, mesmo entre crianças e adultos jovens an- 
teriormente sadios e imunocompetentes (Dalton, 1995a; Paddock, 
1999). Na natureza, a R. rickettsii normalmente vive em carrapatos: 
Dermacentor variabilis, o carrapato de cães americanos, na região 
correspondente aos 2/3 orientais dos Estados Unidos e na Califórnia; 
Dermacentor andersoni, o carrapato da madeira das Montanhas 
Rochosas, na região ocidental dos Estados Unidos; Rhipicephalus 
sanguineus, o carrapato marrom de cães, no México; e Amblyomma 
cajennense, na América do Sul. Essas espécies de carrapato abrigam 
R. rickettsii ao longo dos diferentes estágios da muda (larva, ninfa e 
adulto) e ainda transovariamente de uma geração a outra. Menos de 1 
em cada 1.000 carrapatos abriga a R. rickettsii virulenta, pois essa cepa 
parece ser levemente patogênica para os carrapatos (Niebylski, 1999). 
Novas linhagens de carrapatos se tornam infectadas ao se alimenta- 
rem em roedores riquetsêmicos, repondo a população de organismos 
mantida transovariamente nos carrapatos (Gage, 1990). 

As infecções ocorrem quando e onde seres humanos encontram 
carrapatos infectados por R. rickettsii (Helmick, 1984). Embora haja 
relatos de casos recentes de febre maculosa das Montanhas Rochosas 
em quase todos os estados americanos, com exceção do Havaí, Alasca 
e Vermont, a incidência mais alta é observada nos estados sulinos de 
Atlantic (de Maryland a Georgia) e nos estados centrais de Oklahoma, 


Missouri, Arkansas e Tennessee. A maioria dos casos ocorre no fim da 
primavera e verão. Contudo, sobretudo nas regiões sulinas localizadas 
a altas latitudes, pode haver alguns casos até mesmo durante o inver- 
no. À incidência maior ocorre entre crianças e demais indivíduos que 
se expõem aos carrapatos durante a prática de atividades ao ar livre. 
Os índices caso-fatalidade são bem mais altos entre indivíduos com 
mais de 30 anos de idade. Casos fulminantes de febre maculosa das 
Montanhas Rochosas (com a morte do paciente em torno do quinto 
dia de infecção) estão associados à hemólise moderada, por exemplo, 
entre os homens afro-americanos que apresentam deficiência de gli- 
cose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) (Walker, 1983). 

As riquétsias são inoculadas na derme do paciente com a secreção 
das glândulas salivares de carrapatos infectados, 6 a 10 horas após o 
carrapato ter se alimentado, e se disseminam hematogenicamente por 
todo o corpo do indivíduo. O endotélio vascular constitui o alvo da 
infecção intracelular, sendo que também pode haver certo grau de in- 
fecção intracelular das células musculares lisas adjacentes. O endotélio 
infectado é lesado em decorrência do dano produzido por espécies 
reativas de oxigênio às membranas celulares e por uma possível ati- 
vidade de fosfolipase (Silverman, 1992, 1997). O dano ao endotélio 
resulta em aumento da permeabilidade vascular, edema, hipovolemia 
e hipotensão. As consequências da lesão vascular, no nível do siste- 
ma nervoso central (SNC) e dos pulmões, que ameaçam a vida são 
meningoencefalite por riquétsia e edema pulmonar não cardiogênico. 
Inicialmente, durante o curso da infecção, as lesões apresentam riquét- 
sias endoteliais sem trombos nem resposta celular. Posteriormente, a 
característica infiltração linfo-histiocítica perivascular surge como 
pneumonia intersticial, miocardite intersticial, nódulos gliais perivas- 
culares cerebrais e lesões vasculares semelhantes na derme, trato gas- 
trintestinal, fígado, músculos esqueléticos e rins. A lesão severa pode 
ser acompanhada de hemorragias focais, contudo raramente ocorrem 
microinfartos, a não ser na substância branca encefálica. 

A doença clínica usualmente se manifesta como febre, dor de cabeça e 
mialgia em 2 a 14 dias após a mordida do carrapato (Kaplowitz, 1981). 
Náuseas, vômitos, dor e sensibilidade abdominal, além de diarreia, são 
mais frequentes durante os 3 primeiros dias de infecção. A erupção 
cutânea, que em geral aparece em 3 a 5 dias, tipicamente se manifesta 
como manchas em torno dos punhos e tornozelos que, mais adiante, 
surgem também nos braços, pernas e tronco. As lesões tornam-se ma- 
culopapulares, e metade dos indivíduos afetados desenvolve petéquias 
no centro de várias pápulas maculares. O característico envolvimento 
das palmas das mãos e solas dos pés é observado em metade dos ca- 
sos, como uma manifestação tardia. A insuficiência renal constitui um 
aspecto da doença severa. O envolvimento do SNC é um mau sinal. 
Convulsões e coma ocorrem em 8 a 10% dos casos em geral, no entanto 
é raro haver coagulação intravascular disseminada (Elghetany, 1999). 


Febre africana transmitida pela mordida do carrapato, 
febre botonosa e outras febres maculosas 

A R. conorii foi isolada no sul da Europa; norte, leste e sul da África; 
Israel; Turquia; Índia; Paquistão; Rússia; Georgia e Ucrânia. A ecologia 
desse organismo e a epidemiologia da febre botonosa estão intimamen- 
te associadas aos carrapatos, em especial R. sanguineus, que mantém as 
riquétsias por via transovariana e transmite a infecção aos seres huma- 
nos enquanto se alimenta (Walker, 1991). Casos importados são diag- 
nosticados em viajantes que retornam aos Estados Unidos e ao norte da 
Europa vindos da região da Bacia do Mediterrâneo. O índice de fatali- 
dade entre pacientes hospitalizados é de 1,4 a 5,6%, em particular entre 
pacientes com doenças subjacentes. Uma forma mais branda da doença 
causada por R. africae ocorre a uma frequência provavelmente maior 
entre viajantes que retornam da região do sul da África (McQuiston, 
2004). A doença clínica assemelha-se àquela recentemente associada 
nas Américas a R. parkeri, que, em essência, é coespecífica a R. africae 
(Paddock, 2004). As escaras produzidas pela mordida do carrapato 
com frequência são múltiplas; linfadenopatias regionais são comumen- 
te observadas, e as erupções cutâneas costumam ser escassas, às vezes 
vesiculares e com frequência estão ausentes. A R. sibirica foi isolada na 
Rússia, China, Mongólia e Paquistão. A R. japonica (cepa heilongiian- 
giensis) ocorre também na China e Rússia. As infecções humanas por R. 
australis ocorrem somente na Austrália e Tailândia. Após um período 
de incubação médio de 7 dias, essas doenças se manifestam com febre, 


dor de cabeça e mialgias. Com frequência, uma escara pode ser desco- 
berta durante um exame minucioso da pele durante essa fase. A pato- 
logia dessas febres maculosas é bem descrita na tache noire (“mancha 
motora”) ou escara que se forma no local da mordida do carrapato para 
inoculação das riquétsias (Walker, 1988a). A infecção e lesão endotelial 
por R. conorii na escara resultam em necrose dérmica e epidérmica e 
também em edema perivascular. As defesas do hospedeiro que destro- 
em as riquétsias intracelulares são as citocinas secretadas por linfócitos 
T e macrófagos, que infiltram a região em torno dos vasos sanguíneos 
dérmicos infectados, e linfócitos T citotóxicos CD8* (Herrero-Herrero, 


1987; Valbuena, 2002). A ativação das células endoteliais pelas citoci- 
nas, entre as quais interferon-y e fator de necrose tumoral-q, resulta 
na indução de mecanismos de destruição das riquétsias, e, por fim, a 
depuração desses organismos é mediada pelos linfócitos T citotóxicos. 
A infecção endotelial disseminada leva ao aparecimento de erupções 
cutâneas maculopapulares, meningoencefalite e lesões vasculares nos 
pulmões, rins, trato gastrintestinal e coração (Walker, 1985). A necrose 
hepatocelular multifocal e as lesões similares a granulomas apresentam 
correlação moderada com concentrações aumentadas de transaminases 
hepáticas (Walker, 1986). 


Tabela 55.3 Infecções por Rickettsia, Orientia, Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia, Coxiella e Bartonella 


Agente etiológico Doença 


Febres maculosas 


R. rickettsii 


Febre maculosa das 
Montanhas Rochosas 


Distribuição geográfica 


Américas do Norte, Central e do Sul 


Sul da Europa, África, Rússia, Georgia, Oriente Médio, subcontinente indiano 


Rússia, China, Mongólia, Paquistão, Europa, África 


R. conorii Febre botonosa 

R. africae Febre africana transmitida Sul e leste da África, Caribe 
pela mordida do carrapato 

R. parkeri Febre americana transmitida Américas do Norte e do Sul 
pela mordida do carrapato 

R. sibirica Tifo do carrapato do norte da Ásia 

R. japonica Febre maculosa japonesa Japão, China 

R. honei Febre maculosa da Ilha de Flinders Austrália, sudeste asiático 

R. slovaca Linfadenopatia transmitida Europa 
pelo carrapato 

Febres de tifo 


R. prowazekii 
R. prowazekii 
R. prowazekii 


R. typhi 


Tifo epidêmico 
Doença de Brill-Zinsser 
Tifo do esquilo voador 


Tifo murino 


Outras febres causadas por riquétsias 


Potencialmente no mundo inteiro; nas últimas décadas: África, 
Américas do Sul e Central, México e Ásia 


No mundo todo; qualquer lugar onde atualmente vivam indivíduos que 


tenham contraído tifo epidêmico no passado 
Estados Unidos 


No mundo inteiro, na região dos trópicos e subtrópicos 


R. akari Riquetsiose variceliforme Estados Unidos, Ucrânia, Croácia, Coreia 

R. australis Tifo do carrapato de Queensland Leste da Austrália 

R. felis Febre maculosa por R. felis No mundo todo 

Tifo rural 

Orientia Tifo rural Sudeste asiático, Japão, China, Sri Lanka, Índia, Rússia asiática, 
tsutsugamushi Tadjiquistão, Indonésia, Pacífico ocidental, norte da Austrália 
Erliquioses 


E. chaffeensis 


Erliquiose monocitotrófica 
humana 


Estados Unidos, África, Ásia 


E. ewingii Erliquiose ewingii Estados Unidos 
Anaplasma Anaplasmose Estados Unidos, Eurásia 
phagocytophila granulocitotrófica humana 

Neorickettsia Riquetsiose de Sennetsu Ásia 

sennetsu 

Coxielose 

C. burnetii Febre Q No mundo inteiro 
Bartoneloses 


B. bacilliformis 
B. henselae 


B. clarridgeiae 


B. quintana 


Febre de Oroya, verruga peruana 
Doença da arranhadura do gato, 
angiomatose e peliose bacilar, 
endocardite 

Doença similar à 

arranhadura do gato 


Febre das trincheiras, 
endocardite 


Ocidente da América do Sul 
No mundo inteiro 


Provavelmente em todo o mundo 


No mundo inteiro 


Transmissão 


Mordida do carrapato 


Mordida do carrapato 
Mordida do carrapato 


Mordida do carrapato 


Mordida do carrapato 
Mordida do carrapato 
Mordida do carrapato 
Mordida do carrapato 


Fezes de piolhos parasitas do 
corpo humano 

Recrudescência de infecção 
latente 

Provavelmente fezes de pulga ou 


piolho parasitas do esquilo voador 


Fezes de pulga 


Mordida do ácaro 
Mordida do carrapato 


Provavelmente mordida ou fezes 
de pulga 


Mordida de ácaro trombiculídeo 


Mordida do carrapato 


Mordida do carrapato 
Mordida do carrapato 


Desconhecida 


Picada do mosquito-pólvora 


Arranhadura ou mordida de 
filhote de gato 


Provavelmente arranhadura ou 
mordida de gato 

Fezes de piolho do gênero 
Pediculus 
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VII 


Inalação de aerossóis oriundos de 
animais infectados, possivelmente 
ingestão de produtos animais 





1146 Riquetsiose variceliforme 
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A R. akari se mantém na natureza por meio da transmissão transova- 
riana em um ácaro gamasídeo (Liponyssoides sanguineus), um ectopara- 
sita do camundongo doméstico (Mus musculus). A R. akari foi isolada 
apenas nos Estados Unidos, Croácia, Ucrânia e Coreia, talvez mais co- 
mo forma significativa de indicação da escassez de investigações acerca 
das riquétsias do que da real distribuição dessas espécies de riquétsia. 

No local da mordida do carrapato, uma pápula se desenvolve ao lon- 
go do período de incubação aproximado de 10 dias, evoluindo para se 
transformar em uma escala de 1 a 2,5 cm. A doença se manifesta ini- 
cialmente por meio de calafrios, febre, mal-estar, dor de cabeça severa 
e mialgia. Após 2 a 6 dias, surgem erupções cutâneas maculopapulares, 
que posteriormente se tornam papulares ou (nos casos clássicos) pustu- 
lares e, por fim, vesiculares. Alguns pacientes também apresentam náu- 
seas, vômitos, faringite, fotofobia, esplenomegalia e rigidez da nuca. 

O exame histopatológico de uma escara revela a necrose de coagula- 
ção na epiderme, lesão vascular subjacente e uma infiltração linfo-his- 
tiocítica perivascular em que os macrófagos parecem ser a principal 
célula-alvo de infecção (Brettman, 1981; Kass, 1994; Walker, 1999b). 
É provável que a linfadenopatia regional e as erupções cutâneas refli- 
tam a disseminação linfógena e hematógena, respectivamente. 


Febre maculosa por R. felis (transmitida pela pulga) 

A R. felis é um organismo amplamente disperso, mantido transo- 
variamente em pulgas de gato (Ctenocephalides felis) com aparente 
envolvimento de gambás no ciclo zoonótico. Há registros de infec- 
ções humanas na América do Norte, Europa e Ásia (Schriefer, 1994a; 
Zavala-Velazquez, 2000; Raoult, 2001; Parola, 2003). 


Tifo murino e tifo epidêmico 

A infecção endêmica causada por R. typhi e transmitida por pulgas 
— tifo murino — atualmente é considerada a infecção mais importante 
do grupo do tifo nos Estados Unidos. É responsável por uma exten- 
siva morbidade em todas as regiões quentes do planeta (Azad, 1990). 
Historicamente, as infecções epidêmicas causadas por R. prowazekii e 
transmitidas por piolhos exercem impacto significativo sobre o desfe- 
cho de campanhas militares, bem como sobre o flagelo de populações 
em geral, que foram devastadas pela guerra, fome e desastres naturais 
(Zinsser, 1935; Patterson, 1993). A R. prowazekii continua causando 
doença em algumas áreas de pobreza ao redor do mundo e ressurge 
em determinadas situações, como durante a Guerra Civil de Burundi, 
nas condições de extrema pobreza das populações indígenas dos 
Andes e diante da situação de transtorno social e econômico em que 
vive a Rússia. A recrudescência das infecções por R. prowazekii pode 
se dar anos após a infecção primária de imigrantes oriundos de áreas 
afligidas pelo tifo. Nos Estados Unidos, ocorre a transmissão endêmi- 
ca desse organismo a partir do ciclo de infecção natural de esquilos 
voadores e seus ectoparasitas (McDade, 1980; Reynolds, 2003). 

O tifo murino ocorre particularmente em áreas costeiras tropicais 
e subtropicais, onde abundam a pulga do Rattus norvegicus e do rato 
oriental (Azad, 1990). As pulgas bebem o sangue que contém riquétsias 
de ratos infectados e mantêm a infecção por todo o seu tempo normal 
de sobrevida. Como a transmissão transovariana ocorre apenas em 
baixos níveis, a transmissão horizontal constitui um fator essencial à 
manutenção de T. typhi na natureza. Existem outros ciclos em mami- 
fero-artrópodes que mantêm as riquétsias e resultam na transmissão da 
infecção a seres humanos (p. ex., a pulga do gato, C. felis, e o gamba 
encontrado no Texas e na Califórnia) (Schriefer, 1994b). 

Acredita-se que o homem adquire a infecção via inoculação intradér- 
mica das fezes de pulgas infectadas na pele escoriada durante o ato de se 
coçar. Entretanto, há casos em que a transmissão se dá pela inalação de 
aerossóis que contém riquétsias a partir das fezes secas da pulga infec- 
tada ou pela inoculação desse organismo por meio da picada da pulga. 
Após um período de incubação de 1 a 2 semanas, a doença se inicia com 
o aparecimento de uma febre que às vezes é acompanhada de severa dor 
de cabeça, calafrios, mialgias e náuseas. Uma erupção cutânea macular 
ou maculopapular, mais proeminente no tronco, aparece em 5 a 6 dias 
em 80% dos pacientes com pele clara e em 20% dos pacientes com pele 
de pigmentação escura. Uma pequena proporção de pacientes apresen- 
ta tosse e infiltração pulmonar. Indivíduos que desenvolvem doenças 
severas também podem entrar em coma, apresentar convulsões e ou- 


tros sinais neurológicos. Cerca de 10% dos pacientes hospitalizados ne- 
cessitam de internação na unidade de terapia intensiva, sendo que 1 a 
2% dos pacientes com tifo murina morrem (Dumler, 1991). 

As lesões patológicas do tifo murino incluem o inchaço endotelial 
e a infiltração linfo-histiocítica perivascular que envolve vasos san- 
guíneos na derme, SNC, pulmões, coração, trato gastrintestinal e rins 
(Walker, 1989). As consequências mais sérias são a meningoencefalite 
e a lesão alveolar difusa. 


Riquétsias como agentes de bioterrorismo 

As espécies R. prowazekii e R. rickettstt são agentes selecionados, cuja 
posse é legalmente restrita a cientistas cadastrados em instituições apro- 
vadas, onde os laboratórios são submetidos a rigorosas normas de prote- 
ção e segurança. Esses organismos são encontrados na natureza, podem 
ser isolados e propagados e promovem infecção por meio de aerossóis 
estáveis com infectividade semelhante à de uma única bactéria. 

Sem o pronto diagnóstico e tratamento, teríamos índices caso-fa- 
talidade da ordem de 15 a 25% em indivíduos previamente sadios. O 
potencial de desenvolvimento de resistência por mecanismos genéti- 
cos aos únicos antibióticos efetivos (tetraciclina e cloranfenicol) tor- 
naria intratáveis esses casos de tifo e febre maculosa das Montanhas 
Rochosas. Ainda que os índices de caso-fatalidade fossem menores, a 
dispersão bioterrorista de R. typhi ou R. conorii também poderia criar 
terror e sobrepujar os sistemas médico e de saúde pública. 


Diagnóstico laboratorial 


Diferentemente da maioria das doenças infecciosas, para as quais se 
procura um diagnóstico preciso durante a fase aguda, quando são to- 
madas decisões terapêuticas críticas, as doenças causadas por riquét- 
sias usualmente são diagnosticadas de forma aguda com base apenas 
na suspeita clínico-epidemiológica, recebendo tratamento empírico 
de acordo com as suspeitas (Kaplowitz, 1981). O diagnóstico soroló- 
gico, muitas vezes solicitado de modo equivocado na fase inicial do 
curso da doença, fornece a maioria dos diagnósticos laboratoriais que 
são confirmados pela demonstração de um aumento mínimo de qua- 
tro vezes dos títulos somente durante a fase de convalescência. Mesmo 
quando são utilizados os métodos sorológicos mais sensíveis, em me- 
nos de 20% dos pacientes são detectados anticorpos específicos contra 
as riquétsias no momento em que o indivíduo procura atendimento 
médico. Nesse momento, outras abordagens diagnósticas adotadas 
são a demonstração imuno-histológica das riquétsias em lesões cuta- 
neas, identificação imunocitológica das riquétsias em células endote- 
liais soltas circulantes, detecção do DNA de riquétsia em amostras de 
sangue e tecido por PCR (polymerase chaim reaction) (Furuya, 1995; 
Schriefer, 1994a; Sexton, 1994; Williams, 1994) e cultivo de riquétsias 
a partir de amostras de sangue e tecidos. No entanto, esses testes não 
se encontram disponíveis na maioria dos laboratórios clínicos. 

As riquétsias foram originalmente demonstradas em tecidos de pa- 
cientes com febre maculosa das Montanhas Rochosas e tifo epidêmico, 
por meio da técnica de Wolbach com emprego da coloração de Giemsa, 
durante e logo após a I Guerra Mundial. Esse método — essencialmente 
uma arte perdida — requer atenção cuidadosa aos detalhes de fixação e 
coloração das riquétsias, e, desse modo, sua execução não é bem-suce- 
dida nos laboratórios de histologia modernos. Um método de Brown- 
Hopps modificado é capaz de corar uma pequena fração dos organis- 
mos, que são vistos como bacilos legados junto às células endoteliais. 
Uma abordagem mais sensível e específica para visualização das riquét- 
sias em um corte tecidual é a imuno-histologia, seja por coloração de 
imunofluorescéncia ou imunoenzimática, empregando-se anticorpos 
específicos para o grupo da febre maculosa ou do tifo (Kaplowitz, 1983; 
Walker, 1989, 1997b, 1999b; Dumler, 1990). A coloração histoqui- 
mica de biópsias de pele obtidas de pacientes com febre maculosa das 
Montanhas Rochosas apresenta uma sensibilidade de 70% e uma espe- 
cificidade de 100%. Pacientes com febre botonosa, febre africana trans- 
mitida pela mordida do carrapato e riquetsiose variceliforme também 
foram diagnosticados pela detecção imuno-histológica das riquétsias 
em lesões de erupções cutâneas e escaras. Um anticorpo monoclonal 
dirigido contra um epítopo específico do grupo da febre maculosa (lo- 
calizado no LPS da parede celular) revela a presença de R. rickettsii, R. 
conor, R. akari, R. japonica, R. australis, R. africae, R. honei e R. sibirica 
em tecidos fixados em formalina e parafinados. De modo semelhante, 


um anticorpo monoclonal específico para o LPS do grupo do tifo é útil 
na detecção de R. typhi e R. prowazekii (Walker, 1997b). Atualmente, os 
reagentes necessários ao diagnóstico imuno-histológico das riquetsioses 
não são comercializados, entretanto convém que sejam desenvolvidos 
kits para diagnóstico específico dos grupos de riquétsias mediante utili- 
zação de anticorpos produzidos em laboratórios de pesquisa. 

Uma abordagem diagnóstica única consiste na demonstração imu- 
nocitológica de R. conorii em células endoteliais soltas circulantes. Essas 
células são capturadas a partir de amostras de sangue de pacientes, 
com o auxílio de pérolas imunomagnéticas recobertas com anticorpos 
monoclonais específicos para um antígeno de superfície das células en- 
doteliais humanas (Drancourt, 1992; La Scola, 1996a). Em pacientes 
com febre botonosa, esse método apresenta uma sensibilidade de 58% 
para o exame de uma única amostra de sangue, podendo ser utilizado 
antes do aparecimento das erupções cutâneas. Essas erupções cutâneas 
devem estar presentes para a escolha do local de obtenção da biópsia de 
pele a ser analisada para o diagnóstico imuno-histológico. 

A PCR tem sido empregada com sucesso para detecção diagnóstica 
de R. rickettsii, R. conortt, R. japonica, R. africae, R. parkeri, R. felts, R. 
sibirica, R. slovaca, R. aeschlimannti, R. typhi e R. prowazekii a partir de 
amostras clínicas, tais como biópsias de escaras ou erupções, sangue 
periférico, creme leucocitário, plasma, tecido de necropsia e vetores 
artrópodes removidos de pacientes. Essa abordagem pode falhar na 
detecção de ácidos nucleicos de riquétsias no início da infecção, após o 
desenvolvimento de imunidade ou após a instituição de um tratamen- 
to antimicrobiano efetivo (Tzianabos, 1989; Schriefer, 1994a; Sexton, 
1994; Furuya, 1995; Roux, 1999; Walker, 2003; Fournier, 2004). 

Ê comum isolar riquétsias a partir de culturas de células em tubos, 
livres de antibióticos e aprimoradas por centrifugação, realizadas em 
laboratórios de referência e de pesquisa, que são de nível de biossegu- 
rança 3 e dispõem de conhecimento especializado. 

O teste sorológico considerado “padrão-ouro” para detecção de ri- 
quetsioses é o imunoensaio com fluorescência de anticorpo indireto 
(IFA, immunofluorescent antibody) (Kaplan, 1986). O teste da imuno- 
peroxidase indireto para detecção de anticorpos fornece resultados si- 
milares. Nos Estados Unidos, para casos de infecções por riquétsias dos 
grupos de febre maculosa e tifo, títulos de IFA iguais a 1:64 ou maiores 
são considerados diagnósticos em circunstâncias clínico-epidemioló- 
gicas compatíveis. Nos países com alta prevalência de indivíduos que 
apresentam anticorpos contra essas riquétsias, devido à hipótese de 
estimulação por riquétsias não patogênicas ou à possibilidade de in- 
fecção subclínica ou não diagnosticada, o diagnóstico é estabelecido 
mediante detecção de títulos maiores. Seja qual for o caso, considera- 
se diagnóstica uma elevação dos títulos de anticorpos equivalente a 
quatro vezes, com uma titulação mínima de 1:64. A sensibilidade da 
IFA para detecção de febre maculosa das Montanhas Rochosas é de 94 
a 100%, enquanto a especificidade é de 100%. Adotando como valor 
de corte para IgG um título de 1:128 e para IgM um título de 1:32, o 
teste da imunoperoxidase indireta fornece resultados similares e ainda 
proporciona a vantagem de requerer apenas um microscópio de luz, 
em vez de um microscópio com luz ultravioleta. 

Os testes sorológicos comercializados atualmente incluem imuno- 
fluorescência indireta, aglutinação do látex e imunoensaio enzimático 
em fase sólida (Kelly, 1995). O teste de aglutinação do látex e o imu- 
noensaio enzimático em fase sólida fornecem informações de utilida- 
de diagnóstica, contudo geralmente não são considerados tão confiá- 
veis quanto a IFA. Os testes de Weil-Felix, que medem a aglutinação 
das cepas OX-19 e OX-2 de Proteus vulgaris (Kaplan, 1986), são in- 
sensíveis e inespecíficos, de modo que seu uso somente é aceitável em 
países em desenvolvimento, onde não há outro método disponível. 


Tratamento 


Os grupos de riquetsioses de febre maculosa e tifo são tratados de 
modo efetivo com doxiciclina, tetraciclina ou cloranfenicol (Raoult, 
1991). As fluoroquinolonas, azitromicina e claritromicina são ati- 
vas contra algumas riquétsias in vitro. A ciprofloxacina, ofloxacina e 
perfloxacina têm sido utilizadas com sucesso no tratamento da febre 
botonosa, enquanto a azitromicina e a claritromicina são empregadas 
no tratamento da febre botonosa suave em crianças. Todavia, esses 
agentes ainda não foram avaliados e não são recomendados para o 
tratamento da febre maculosa das Montanhas Rochosas. 


Tifo rural causado por Orientia tsutsugamushi 


A parede celular Gram-negativa de Orientia (antiga Rickettsia) tsut- 
sugamushi difere daquela observada nas riquétsias dos grupos de febre 
maculosa e tifo. Essa parede apresenta um folheto externo mais espesso 
e um folheto interno mais delgado no envelope exterior, importantes 
proteínas distintas e ausência de LPS e peptidoglicano (Tamura, 1995). 
As riquétsias causadoras do tifo rural crescem no citoplasma da célula 
hospedeira e são liberadas por meio de um processo que envolve ar- 
rancar porções da membrana celular onde as riquétsias se ligam. A O. 
tsutsugamushi é mantida de modo transovariano em ácaros do gênero 
Leptotrombidium (Traub, 1978). Os ovos infectados dão origem a lar- 
vas, que representam o único estágio a se alimentar em um hospedeiro 
animal. Os ratos adquirem a infecção depois que as larvas (ácaros trom- 
biculídeos) que contêm riquétsias se alimentam de seus líquidos teci- 
duais, contudo as larvas de ácaro que adquirem riquétsias não transmi- 
tem a infecção a sua prole. Assim, seres humanos e ratos são os únicos 
hospedeiros acidentais, não essenciais e que morrem em decorrência do 
tifo rural por riquétsias. O tifo rural ocorre nos países situados junto ao 
triângulo constituído por Japão, Paquistão e norte da Austrália. A infec- 
ção é adquirida em áreas de vegetação densa, onde populações abun- 
dantes de ratos abrigam grandes populações de ácaros trombiculídeos. 

O. tsutsugamushi infecta células endoteliais mais extensivamente do 
que macrófagos (Moron, 2001). A lesão patológica básica é a lesão vas- 
cular com inflamação linfo-histiocítica perivascular, que é encontrada 
no sítio cutâneo onde os ácaros trombiculídeos inoculam as riquétsias 
e também no cérebro, pulmão, coração, trato gastrintestinal e rim. 

Após um período de incubação de 6 a 21 dias, a doença se manifesta 
com febre, dor de cabeça e, em alguns pacientes, mialgia, tosse e sinto- 
mas gastrintestinais (Watt, 1999). Metade dos pacientes ocidentais de- 
senvolve uma escara, em geral antes da manifestação da febre, contudo, 
isso é raro na população indígena. Do mesmo modo, metade dos oci- 
dentais com infecção primária desenvolve erupção cutânea macular ou 
maculopapular em 2 a 9 dias após a manifestação da doença. Pacientes 
gravemente doentes podem desenvolver hipotensão, meningoencefali- 
te, insuficiência renal aguda e fenômenos hemorrágicos. A menos que 
sejam tratados com medicação antimicrobiana adequada, 7% dos casos 
são fatais. O tifo rural pode afetar aqueles que percorrem trilhas e ou- 
tros viajantes expostos aos ácaros trombiculídeos em regiões endêmi- 
cas. O diagnóstico do tifo rural em uma região endêmica requer a de- 
tecção de títulos iguais a 1:400 ou maiores por IFA, cuja especificidade 
é de 96% e a sensibilidade é de 48%. Caso seja adotada como critério a 
constatação de um aumento de quatro vezes desse título a no mínimo 
1:200, a especificidade passa a ser igual a 98%, e a sensibilidade sobe pa- 
ra 54%. O teste da imunoperoxidase indireta constitui método similar 
que dispensa a necessidade de um microscópio de fluorescência. O teste 
de aglutinação da cepa OX-K de Proteus mirabilis é mais prontamente 
disponível, contudo é insensível. Ensaios sorológicos com utilização de 
um antígeno recombinante de 56 kDa que representa a principal pro- 
teína de superfície imunodominante, entre os quais o teste da vareta 
medidora de nível em ensaio de fluxo lateral rápido e o imunoensaio 
enzimático de captura com IgM, têm fornecido resultados promissores 
e aguardam sua comercialização (Jang, 2003; Jiang, 2003). 

A PCR é utilizada no diagnóstico do tifo rural há mais de uma dé- 
cada (Murai, 1992; Furuya, 1993; Kawamori, 1993; Sugita, 1993) e já 
demonstrou sua eficácia na prática (Manosroi, 2003). A PCR em tem- 
po real propicia um diagnóstico altamente sensível e específico com 
tempo de resposta imediato (Jiang, 2004). 

O tratamento com fármaco tetraciclina, como a doxiciclina, ou com 
cloranfenicol mostrou-se efetivo, a não ser em alguns casos ocorridos 
no norte da Tailândia, onde a rifamicina e a azitromicina constituem 
alternativas (Watt, 1996, 2000). 


Infecções causadas por organismos dos gêneros 
Ehrlichia e Anaplasma 


Estrutura e função 

A família Anaplasmataceae é constituída por quatro gêneros 
(Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia e Wolbachia). As erlíquias e ana- 
plasmas são cocobacilos pequenos (0,5 um), transmissíveis pelo carra- 
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pato, intracelulares obrigatórios e Gram-negativos, que residem den- 
tro de vacúolos citoplasmáticos em leucócitos (Yu, 2003). Essa colônia 
intravacuolar de bactérias, que são coradas pelo método de Wright- 
Giemsa, assemelha-se a uma amora e por isso é denominada morula 
(termo latino para “amora”). Os organismos de Neorickettsia, que são 
pequenas bactérias intracelulares obrigatórias, residem em parasitas 
trematódeos de caracóis aquáticos, insetos e peixes, sendo transmiti- 
dos pela ingestão dos hospedeiros parasitados (p. ex., a Neorickettsia 
helminthoeca é encontrada em trematódeos que parasitam o salmão 
do qual cães se alimentam na região noroeste do Pacífico). As espé- 
cies de Wolbachia residem em artropódes e vermes de filária (p. ex., 
Onchocerca volvulus), atuando na patogênese da doença humana. 

Conhecidos e estudados há muito tempo como agentes de doenças 
veterinárias, as espécies de Ehrlichia e Anaplasma recentemente emer- 
giram como patógenos humanos. Isso é consequência primariamente 
de sua recente descoberta em seres humanos, rápida caracterização 
com auxílio das modernas ferramentas moleculares e o crescimento 
das populações e da distribuição geográfica de determinados carra- 
patos cujo hospedeiro é o veado. Os patógenos humanos bem descri- 
tos nos Estados Unidos incluem E. chaffeensis, E. ewingii e Anaplasma 
phagocytophila. Na Ásia, Neorickettsia sennetsu é o agente da doença 
que se assemelha à mononucleose infecciosa. 


Erliquiose monocitotrófica humana 

A E. chaffeensis é transmitida por carrapatos, sobretudo da espé- 
cie Amblyomma americanum, que é conhecido como carrapato da es- 
trela solitária, mas também das espécies D. variabilis e Ixodes pacificus 
(Anderson, 1992a; Ewing, 1995; Kramer, 1999). Os casos de doença 
predominam na zona rural e são sazonais (68% ocorrem entre maio e 
julho) (Fishbein, 1994; Olano, 2003a). Há registros de que veados que 
atuam como reservatório e cães infectados também constituem po- 
tenciais reservatórios hospedeiros. Os carrapatos são infectados ao se 
alimentarem como larvas ou ninfas, carregando as erlíquias durante as 
mudanças de um estágio a outro, até transmitirem a infecção ao se ali- 
mentarem de sangue novamente. A erliquiose monocitotrófica humana 
foi relatada em 47 estados norte-americanos, sendo que a maioria dos 
casos ocorreu dentro do raio de alcance de A. americanum, no terceiro 
dos estados americanos situado ao sul de uma linha que se estende de 
New Jersey ao Kansas. O número de casos relatados é particularmente 
alto em Oklahoma, Missouri, Arkansas, Tennessee e Maryland. 

Desde que o primeiro caso de erliquiose humana foi descrito nos 
Estados Unidos em 1987, mais de 1.000 pacientes com infecção por E. 
chaffeensis confirmada em laboratório já foram registrados pelo CDC, 
e mais de 2.000 casos em um laboratório comercial (Fishbein, 1994). 
Cerca de 3% dos casos foram fatais, e essa incidência poderia ter sido 
bem maior se muitos pacientes não tivessem sido efetivamente trata- 
dos com antibióticos (Fichtenbaum, 1993; Fishbein, 1994). O grau de 
severidade da infecção é refletido pela admissão hospitalar de 41 a 62% 
dos pacientes (Fishbein, 1994; Olano, 2003a, 2003b). Embora os casos 
severos com frequéncia estejam associados a pacientes de idade mais 
avançada, crianças também são suscetíveis à doença (Schultz, 1997). A 
duração média da doença, segundo ampla série do CDC e incluindo-se 
os casos tratados, era de 23 dias. Os sinais e sintomas configuram uma 
doença sistêmica sem aspectos clinicamente diagnósticos: febre (97%), 
dor de cabeça (81%), mialgia (68%), anorexia (66%), náuseas (48%), 
vômitos (37%), erupções cutâneas (6% no início, 25% durante a pri- 
meira semana, 36% no geral), linfadenopatia regional (29%), tosse 
(26%), faringite (26%), diarreia (25%), dor ou sensibilidade abdomi- 
nal (22%), fotofobia (27%) e confusão (20%) (Fishbein, 1994; Olano, 
2003b). As complicações graves incluem síndrome da angústia respi- 
ratória do adulto, coagulação intravascular disseminada e insuficiên- 
cia renal. As descobertas laboratoriais clínicos são: leucopenia (60%), 
trombocitopenia (68%) e elevação dos níveis de transaminases hepáti- 
cas (86%). O envolvimento do SNC com manifestação de convulsões 
e coma foi descrito por meio de pleiocitose, aumento da contração de 
proteínas e presença de E. chaffeensis no líquido cerebrospinal (LCE), 
bem como pela detecção de lesões cerebrais durante a autópsia (Dunn, 
1992; Ratnasamy, 1996; Walker, 1997a). A severidade da infecção de- 
pende da idade do paciente (Olano, 20034). Em pacientes imunocom- 
prometidos, incluindo-se aqueles com síndrome da imunodeficiência 
humana adquirida (AIDS), a erliquiose monocitotrófica humana pode 


constituir uma infecção notável, com crescimento em massa de erlí- 
quias e desfecho fatal (Paddock, 1993; Walker, 1997a). Casos de infec- 
ções brandas também foram documentados. E. chaffeensis estabelece 
uma infecção persistente em seus hospedeiros naturais, e há o relato de 
um caso humano em que isso ocorre (Dumler, 1993b). 

Depois da entrada por meio da mordida do carrapato, a dissemi- 
nação de E. chaffeensis se dá por vias linfáticas e/ou hematógenas. As 
mórulas erliquiosas foram observadas em monócitos e macrófagos 
de medula óssea, sangue periférico (raramente), sinusoides hepáti- 
cos, baço, linfonodos, meninges, rins, trato gastrintestinal e epicárdio 
(Dumler, 1993a; Walker, 1997a; Sehdev, 2003). O exame da medula 
óssea com frequência revela a presença de granulomas, hiperplasia 
mieloide e megacariocitose. Outras lesões relatadas incluem infiltra- 
ção linfo-histiocítica perivascular nos rins, meninges, cérebro e co- 
ração; pneumonite mononuclear intersticial; focos de morte celular 
similar à apoptose no fígado, linfonodos e baço; hiperplasia reticular 
endotelial difusa; eritrofagocitose e colestase. 


Infecção humana por Ehrlichia ewingii 

Reconhecida a princípio como patógeno canino em 1971,a E. ewin- 
gii também é transmitida por carrapatos da espécie A. americanum 
(Ewig, 1971; Anziani, 1990). Esse organismo compartilha antígenos 
com E. chaffeensis, porém infecta principalmente neutrófilos. Uma 
alta proporção de pacientes infectados apresenta comprometimento 
imunológico, sugerindo que pacientes imunocompetentes podem ser 
relativamente resistentes à doença (Buller, 1999; Paddock, 2001). 


Anaplasmose granulocitotrófica humana 

Mais de 1.000 casos de erliquiose granulocítica humana foram re- 
gistrados, sendo que a maioria deles ocorreu na região do meio-oeste 
superior (Wisconsin e Minnesota) e nos estados do nordeste (New 
York, Connecticut, Rhode Island e New Jersey) dos Estados Unidos. 
Contudo, foram confirmadas infecções autóctones ao sul, ao longo do 
litoral leste, além da Califórnia e da Europa (Bakken, 1994; Aguero- 
Rosenfeld, 1996; Petrovec, 1997; Horowitz, 1998). A infecção é trans- 
mitida por carrapatos das espécies Ixodes scapularis, I. pacificus e Ixodes 
ricinus. O camundongo de pata branca (Peromyscus leucopus) e outros 
pequenos mamíferos são os prováveis reservatórios hospedeiros nos 
Estados Unidos. Na Europa, o veado vermelho, carneiros, cabras e ga- 
do exercem esse papel (Hodzic, 1998). A patologia é pouco definida. 
É possível observar neutrófilos que contêm mórulas no sangue peri- 
férico e em vários órgãos, infiltrações de órgãos reticuloendoteliais 
por macrófagos espumosos, infiltração linfo-histiocítica perivascular 
em múltiplos órgãos e apoptose hepatocelular focal (Walker, 1997a). 
A fatalidade com frequência está associada à ocorrência de infecções 
oportunistas secundárias por fungos e vírus (Hardalo, 1995). 

A anaplasmose granulocitotrófica humana varia de assintomática a 
severa, sendo que um número significativo de pacientes diagnostica- 
dos requer hospitalização (Bakken, 1994). A infecção é fatal em menos 
de 1% dos casos. O início se dá pela manifestação de calafrios, febre, 
dor de cabeça e mialgia. A maioria dos casos apresenta trombocitope- 
nia, enquanto a leucopenia está presente em quase metade dos indiví- 
duos afetados. À lesão hepatocelular manifesta-se como elevação dos 
níveis de enzimas hepáticas, sendo que pacientes gravemente doentes 
podem apresentar uma doença similar ao choque séptico, com envol- 
vimento de múltiplos órgãos. 


Diagnóstico laboratorial 

O isolamento das erlíquias e anaplasmas a partir do sangue huma- 
no em culturas de células livres sem antibióticos tem sido obtido com 
mais frequência para A. phagocytophila (células HL-60) do que para 
E. chaffeensis (células DH-82). Em uma única ocasião, esse isolamento 
foi obtido para E. ewingii (Dawson, 1991; Edelman, 1996; Goodman, 
1996; Perez, 1996; Childs, 1999). A amplificação do DNA de erlíquia 
por PCR, utilizando-se iniciadores espécie-específicos, constitui uma 
eficiente ferramenta diagnóstica para todas as erliquioses humanas 
(Anderson, 1992b; Chen, 1994; Everett, 1994; Buller, 1999; Comer, 
1999). Para detecção da erliquiose monocitotrófica humana, o PCR 
apresenta uma sensibilidade de 79 a 100%, sendo que para casos de 
anaplasmose granulocitotrófica causada por A. phagocytophila, o PCR 
apresenta uma sensibilidade de 48 a 86% (Anderson, 1992b; Everett, 


1994). O atraso do curso, um nível mais baixo de erliquemia e o tra- 
tamento com tetraciclina reduzem a sensibilidade da detecção das er- 
liquias por PCR. Os genes-alvo clinicamente validados são rRNA 16S 
(rrs), glicoproteína de 120 kDa, groESL, nadA e VLPT para E. chaffeen- 
sis; rrs para E. ewingii e rrs, ank-1, msp2 e ftsZ para A. phagocytophila 
(Dumler, 2004). Embora em muitos casos seja uma tarefa trabalhosa, a 
identificação das mórulas em neutrófilos do sangue periférico estabe- 
lece o diagnóstico de anaplasmose humana ou erliquiose, podendo ser 
realizada em qualquer laboratório clínico. Trata-se de uma abordagem 
mais sensível para casos de infecção por A. phagocytophila (30-80%) 
do que por E. chaffeensis (7-17% em pacientes imunocompetentes e 
uma proporção bastante elevada em pacientes imunocomprometidos 
[Hamilton, 2004]). É importante evitar interpretações falso-positivas 
em decorrência da detecção de granulações tóxicas, corpúsculos de 
Dôhle, sobreposição de plaquetas, corpos apoptóticos ou partículas 
contaminantes. A identificação imuno-histoquimica de E. chaffeensis 
pode ser realizada em amostras de tecido (Dumler, 1993a; Yu, 1993). 

O diagnóstico sorológico constitui a abordagem usual para se esta- 
belecer o diagnóstico da erliquiose humana, utilizando-se antígenos 
de E. chaffeensis e A. phagocytophila propagados em cultura celular 
nos ensaios de IFA (Nicholson, 1997; Walls, 1999; Olano, 2003b). Esse 
método é bastante sensível para demonstrar a soroconversão a um tí- 
tulo igual a 1:64 ou maior, em 2 a 4 semanas após o início da doença. 
O resultado sorológico que se espera obter com uma amostra de soro 
agudo é a ausência de anticorpos. Desse modo, o tratamento deve ser 
iniciado empiricamente, tendo-se como base fatores clínicos e epide- 
miológicos, e não deve ser suspenso até a confirmação laboratorial. As 
opiniões variam, quanto ao título sérico único considerado diagnósti- 
co para E. chaffeensts, de 1:64 a 1:256. Observa-se reatividade cruzada 
de A. phagocytophila e E. chaffeensis em cerca de 20% dos pacientes 
com erliquiose monocitotrófica humana e erliquiose granulocítica 
humana. Assim, em particular nas regiões geográficas onde essas in- 
fecções se sobrepõem, se houver possibilidade de exposição associa- 
da a viagens, é essencial determinar os títulos de anticorpos dirigidos 
contra ambos os organismos. Uma diferença de títulos equivalente a 4 
vezes determina a presença do agente infeccioso. Os casos em que são 
constatadas diferenças de títulos de até 2 vezes são classificados como 
erliquiose de etiologia indeterminada. 

Em termos de sorologia, é mais problemático distinguir E. chaffeen- 
sis de E. ewingii, pois este último ainda precisa ser cultivado. A técnica 
de Western immunoblotting é uma ferramenta de pesquisa útil atu- 
almente empregada para distinguir a infecção por E. chaffeensis, por 
meio de sua proteína distintiva de 120 kDa e da família de proteínas 
de 28 kDa, da infecção produzida por A. phagocytophila, que está as- 
sociada a padrões de proteína de 42 a 49 kDa (Asanovich, 1997; Chen, 
1997a, 1997b; Zhi, 1997). Uma promessa para o futuro é o desenvol- 
vimento de ensaios sorológicos com utilização dessas e outras proteí- 
nas recombinantes (Yu, 1999; Knowles, 2003). 


Tratamento 

A doxociclina é o fármaco de escolha para o tratamento dessas erli- 
quioses humanas (Bakken, 1994; Fishbein, 1994). O uso de cloranfeni- 
col é controverso, pois há relatos de de que seu uso encurta a duração 
do curso da erliquiose monocitotrófica humana (Fishbein, 1994) e, ao 
mesmo tempo, está associado a um resultado fatal. Estudos em cultu- 
ra de células demonstraram que E. chaffeensis e A. phagocytophila são 
resistentes a esse fármaco, bem como a certos fármacos comumente 
prescritos, incluindo-se B-lactâmicos, macrolideos, aminoglicosideos e 
sulfonamidas (Branger, 2004; Brouqui, 1992; Klein, 1997). Anaplasma 
phagocytophila é suscetível a rifampina e rifabutina em cultura celular, 
sendo que a rifampina tem sido utilizada com sucesso no tratamento de 
um número limitado de mulheres grávidas e crianças (Krause, 2003). 


Infecções causadas por Coxiella burnetii 


Fstrutura e funcao 


A C. burnetii está filogeneticamente bem distante de outras riquét- 
sias patogênicas e é o único organismo classificado no grupo Y das 
proteobactérias. Essas bactérias Gram-negativas variam morfologi- 
camente de bastonetes a cocos, sendo que o exame por microscopia 


eletrônica revela a presença de duas formas distintas: células grandes 
(0,5 a 1,2 um) e pequenas células densas (0,5 um). Foi proposto que 
essas formas representam um ciclo de desenvolvimento no qual existe 
uma forma similar a um esporo. 

Ênfase considerável tem sido dada a um fenômeno laboratorial as- 
sociado ao cultivo de C. burnetii por meio de longas passagens em cul- 
turas de células ou de ovos, referido como a perda da capacidade do 
organismo de sintetizar uma molécula integral de LPS. Essa alteração 
da síntese de uma molécula integral para a síntese de uma molécula 
truncada de LPS, análoga à conversão do fenótipo liso para o rugoso 
das espécies de Enterobacteriaceae, foi denominada variação de fase 
(de fase I para fase II). A fase I é encontrada na natureza, bem como 
em indivíduos e animais infectados. A fase II ocorre em laboratório, 
como consequência de deleções de genes sem vantagem seletiva em 
condições de passagem fora do hospedeiro. 

A Coxiella burnetii entra na célula-alvo — o macrófago — por fagoci- 
tose, após interagir com a integrina o.,B,, sendo altamente adaptada 
(p. ex., síntese de superóxido dismutase e fosfatase ácida) às condições 
acídicas do interior do fagolisossomo, onde se replica por fissão biná- 
ria transversal. 


Febre Q 

A denominação “febre Q” deriva do status desconhecido de sua etio- 
logia, quando a síndrome clínico-epidemiológica foi descrita pela pri- 
meira vez como query fever (query é o termo em inglês que significa 
pergunta, dúvida, empregado nesse caso porque o agente etiológico 
da febre era desconhecido). A ecologia de C. burnetii inclui infecções 
silenciosas em animais: muitas espécies de carrapatos, ungulados (em 
particular ovelhas, gado e cabras), outros mamíferos (incluindo-se ga- 
tos e coelhos selvagens), peixes, aves e marsupiais (Marrie, 1988, 1997). 
Seres humanos usualmente são infectados por inalação, em especial 
dos aerossóis derivados de produtos infectados gerados durante o nas- 
cimento de animais domésticos, tanto de pecuária como de estimação. 
É provável que a infecção humana também se dê pela ingestão de leite 
contaminado não pasteurizado (Fishbein, 1992). Numerosas infecções 
humanas ocorrem como doenças ocupacionais entre indivíduos que 
trabalham em abatedouros, agricultores e veterinários. Todavia, casos 
urbanos de doenças não ocupacionais costumam ocorrer em certas 
populações avaliadas quanto a tais condições, a exemplo dos pacientes 
imunocomprometidos que vivem na França (Brouqui, 1993). 

A maioria das infecções humanas é assintomática (Marrie, 1990). A 
doença aguda com frequência pode ser uma doença febril autolimitada e 
indiferenciada, pneumonia, hepatite ou meningoencefalite (Drancourt, 
1991; Tissot Dupont, 1992). É improvável que cada um dos pacientes 
com mialgias, anorexia e dor de cabeça seja investigado quanto ao diag- 
nóstico de febre Q, apesar de essa síndrome constituir a apresentação 
clínica mais plausível dessa infecção e contribuir para uma significati- 
va proporção dos pacientes que apresentam tais sintomas em algumas 
populações. As manifestações da pneumonia da febre Q são variáveis: a 
tosse pode ser improdutiva ou estar ausente, enquanto a pneumonia po- 
de ser severa e progredir rapidamente ou ser detectada por radiografia, 
como múltiplas infiltrações arredondadas ou segmentares sem manifes- 
tação de sintomas pulmonares. A hepatite da febre Q pode exibir uma 
apresentação clínica semelhante à de uma hepatite viral aguda, ou pode 
ter a apresentação patológica da hepatite granulomatosa. 

A febre Q crônica é considerada sinônimo de endocardite por C. 
burnetii, contudo também ocorre menos frequentemente como infec- 
ção de um aneurisma, prótese vascular ou osteomielite (Marrie, 1990; 
Brouqui, 1993). A endocardite da febre Q crônica usualmente envolve 
válvulas aórtica ou mitral danificadas, na forma de uma doença não fe- 
bril que pode se manifestar como insuficiência cardíaca, hepatoesple- 
nomegalia, murmúrios cardíacos variáveis e perda de peso. A doença 
associada à presença de imunocomplexos circulantes envolve glome- 
rulonefrite ou erupções cutâneas do tipo púrpura à base de vasculite. 

A patologia da febre Q aguda inclui pneumonia bronquiolar inters- 
ticial-alveolar mista, com presença de células mononucleares inflama- 
tórias e inflamação granulomatosa no fígado e medula óssea (Walker, 
1988b). Os granulomas da febre Q por vezes contêm um vacúolo cen- 
tral claro e um anel circundante de fibrina, bem como macrófagos epi- 
telioides. Esses granulomas em rosca não são lesões patognomônicas 
nem constituem a única forma de granuloma que ocorre no fígado e 


1149 








1150 na medula óssea de pacientes com febre Q. As válvulas cardíacas envol- 


um 
cg 
= 
Ww 
aa” 
on 
o 
= 
= 
ad) 
wn 
o 
2 
pied) 
=s] 
ezg 
i= 
uw 
O 
o 
E 
S 
Q 
Tt 
© 
om 
Wn 
QU 
: O 
Q 
L 
C 
— 





vidas na endocardite da febre Q apresentam uma pequena vegetação 
e uma inflamação subaguda e crônica mista, com muitos macrófagos 
espumosos cujo citoplasma é repleto de organismos de C. burnetii 
(Lepidi, 2003). 


Diagnóstico laboratorial 

O diagnóstico laboratorial da febre Q é mais frequentemente esta- 
belecido por meio da demonstração dos anticorpos contra C. burnetii 
(Fournier, 1996, 1998). Os métodos sorológicos utilizam antígenos de 
fases I e II e por vezes avaliam a produção de anticorpos classe-especifi- 
cos. Os testes de imunoensaio enzimático e IFA indireta são altamente 
específicos e mais sensíveis dos que os testes de fixação de complemen- 
to. Na febre Q aguda, os anticorpos contra antígenos de fase II surgem 
mais cedo após a infecção, enquanto os anticorpos contra antígenos de 
fase I podem ser detectados em 2 semanas após o início da doença. Em 
geral, a febre Q aguda está associada a títulos elevados de anticorpos 
contra os antígenos de fase II e a títulos menores de anticorpos contra 
antígenos de fase I. Por IFA, um título de IgG antiantígeno de fase II 
igual a 1:200 ou maior e um título de IgM antiantígeno de fase II igual 
a 1:50 ou maior apresentam sensibilidade de 58% e especificidade de 
92% para detecção de febre Q aguda. Na febre Q crônica, anticorpos 
contra antígenos de fase I são detectados em títulos mais altos (p. ex., 
títulos iguais a 1:800, ou maiores, de IgG antiantigeno de fase I, detec- 
tados por IFA), enquanto os títulos de anticorpos contra antígenos de 
fase II em geral são iguais aos títulos da fase I ou menores. Uma respos- 
ta de IgA contra os antígenos de fase I com frequência é observada em 
pacientes com febre Q crônica. Pelo teste de fixação do complemento, 
um título igual a 1:128, ou maior, de anticorpos contra antígenos de 
fase I também é considerado diagnóstico de febre Q crônica, embora 
alguns pacientes apresentem títulos menores. Devido à reatividade cru- 
zada de Bartonella henselae e Bartonella quintana com C. burnetii, não 
se deve fazer um teste sorológico para diagnóstico de endocardite por 
Bartonella antes que os títulos de anticorpos contra C. burnetii tenham 
sido determinados (La Scola, 1996b). Na endocardite da febre Q, o titu- 
lo de anticorpos contra C. burnetii é substancialmente mais alto do que 
o título de anticorpos contra Bartonella. Um teste de IFA com utilização 
de C. burnetii e B. henselae distingue com eficácia a bactéria causadora 
da infecção (Rolain, 2003b). 

Foram desenvolvidos ensaios de PCR contra diversos genes-alvo e, 
durante as 2 primeiras semanas de febre Q aguda, o teste de PCR em 
tempo real é mais sensível (24%) do que o teste sorológico de IFA 
(14%) (Fournier, 2003). É provável que a PCR utilizando amostra de 
sangue ou creme leucocitário detecte uma proporção maior de casos 
com Coxiella. 

Outros métodos de diagnóstico sorológico da endocardite da febre 
Q crônica incluem a detecção de C. burnetii por coloração imuno- 
histoquímica (sensibilidade de 32%), microscopia eletrônica, cultura 
(sensibilidade de 64%) e PCR (sensibilidade de 75%) (Lepidi, 2003). 
Utilizando-se culturas in vitro, é possível isolar Coxiella burnetii a par- 
tir do sangue ou válvulas cardíacas infectadas, mediante o emprego de 
um sistema aprimorado de cultura de células HEL em tubos por cen- 
trifugação. Esse método é capaz de detectar a presença de coxielas em 
7 dias, contudo deve ser realizado somente em instalações apropria- 
das para culturas celulares que tenham sido aprovadas para o nível 3 
de contenção de risco biológico. 


Tratamento 

A doxiciclina é efetiva na redução da duração do curso da febre Q, 
quando administrada nos 3 primeiros dias subsequentes ao início da 
infecção (Levy, 1991). As fluoroquinolonas ou uma combinação de 
macrolídeos e rifampina constituem medicações alternativas para 
a terapia de pacientes que não podem ser tratados com tetraciclina. 
O tratamento da endocardite crônica causada por C. burnetii requer 
a administração prolongada de doxiciclina e quinolona, que muitas 
vezes não erradica a infecção (Marrie, 1997). O tratamento bem-su- 
cedido é indicado pela constatação da queda lenta dos títulos de anti- 
corpos IgG antiantígeno de fase I. Nesse caso, quando o título desses 
anticorpos atinge níveis abaixo de 1:200, é possível considerar a inter- 
rupção do tratamento. A válvula cardíaca com frequência é substituí- 
da por questões hemodinâmicas. 


Infecções causadas por organismos 
do gênero Bartonella 


Estrutura e função 

O gênero Bartonella foi removido da ordem Rickettsiales (Brenner, 
1993; Birtles, 1996). Os patógenos humanos B. quintana (agente etio- 
lógico da febre das trincheiras — uma importante doença transmitida 
por piolhos, contraída por indivíduos sem teto durante as I e II Guerras 
Mundiais), B. henselae (agente etiológico da doença da arranhadura 
do gato), Bartonella elizabethae e Bartonella vinsonii (associadas à en- 
docardite infecciosa), bem como Bartonella bacilliformis (uma bacté- 
ria transmitida pelo mosquito-pólvora, que causa anemia hemolítica 
aguda febril e produz lesões cutâneas crônicas conhecidas como verru- 
gas peruanas na América do Sul) são cultivados em meio enriquecido 
com sangue e atmosfera que contém 5% de CO,. Esses bacilos Gram- 
negativos intracelulares facultativos não produzem ácido a partir de 
carboidratos e usualmente vivem nos eritrócitos de seus hospedeiros 
mamíferos naturais. Entre as numerosas espécies recém-descritas de 
Bartonella, suspeita-se de que Bartonella clarridgeiae seja um segundo 
agente etiológico da doença da arranhadura do gato (Kordick, 1997). 


Doença da arranhadura do gato, angiomatose bacilar 
e peliose bacilar 

B. henselae é transmitida aos seres humanos pela arranhadura ou 
mordida de filhotes de gato infectados, que apresentam bacteremia 
por vários meses e, ao mesmo tempo, aparentam estar saudáveis 
(Tappero, 1993; Chomel, 1995; Bergmans, 1997; Heller, 1997). As 
bactérias são transmitidas de um gato a outro pela pulga de gatos 
(Chomel, 1996; Higgins, 1996). A natureza da doença é significativa- 
mente determinada pelo hospedeiro. Em hospedeiros imunocompe- 
tentes, 80% têm menos de 21 anos de idade e apresentam uma pápula 
ou pústula cutânea no local de inoculação, além de linfadenopatia re- 
gional. Menos de 2% dos pacientes sofrem complicações, tais como 
envolvimento hematogenamente disseminado do fígado, baço, pul- 
mão, osso, SNC, retina, conjuntiva ou pele (Liston, 1996; Wade, 2000; 
Verdon, 2002). A histopatologia das lesões produzidas na doença da 
arranhadura do gato consiste em granulomas que circundam micro- 
abscessos estrelados. Em pacientes severamente imunocomprometi- 
dos, a infecção por B. henselae manifesta-se como febre e bacteremia, 
ou pelo aparecimento de lesões angioproliferativas cutâneas ou visce- 
rais. Nesse último caso, as lesões são caracterizadas por proliferações 
vasculares lobulares de células endoteliais arredondadas e formação 
de agrupamentos de pequenos capilares ao redor de capilares ectáticos 
separados por um estroma mucinoso ou fibrótico, que contém agru- 
pamentos de neutrófilos, restos de neutrófilos e microcolônias granu- 
lares de bartonelas. Na pele, essas lesões são denominadas angiomato- 
se bacilar, enquanto as lesões situadas no fígado e baço são chamadas 
pelioses hepáticas e esplênicas, respectivamente. As lesões também 
podem se disseminar para outros sítios. As lesões angioproliferativas 
produzidas por B. henselae e B. quintana em pacientes imunocompro- 
metidos são bastante parecidas com a verruga peruana produzida por 
B. bacilliformis (Koehler, 1997). As espécies B. henselae, B. quintana, 
B. vinsonii (subesp. berkhoffii) e B. elizabethae foram referidas como 
agentes da endocardite infecciosa (Drancourt, 1995; Roux, 2000). 


Febre das trincheiras e angiomatose bacilar 

A B. quintana causa bacteremia prolongada em indivíduos convales- 
centes, que são seu aparente reservatório. Foi constatado que as infec- 
ções eram transmitidas do indivíduo ao piolho (Pediculus humanus cor- 
poris) e deste para outro indivíduo nas trincheiras de frentes de batalha, 
durante a I Guerra Mundial (Bruce, 1921). Entre os franceses sem teto, 
14% apresentam bacteremia e 80% destes são afebris (Brouqui, 1999). 

Quando o indivíduo se coça, as fezes do piolho carregadas com or- 
ganismos de B. quintana penetram na pele, e, em aproximadamen- 
te 8 dias, tem início uma doença cujo grau de severidade é variável. 
As manifestações incluem febre (com duração inferior a 1 semana), 
dor de cabeça, mialgias, dor pré-tibial e erupções cutâneas maculares 
evanescentes. Recidivas ocorrem com frequência a intervalos de 4 a 5 
dias. À bacteremia persiste durante semanas, meses ou por períodos 
mais prolongados, servindo como fonte de piolhos, mesmo quando o 
indivíduo se sente relativamente saudável. Os casos atualmente regis- 


trados afetam alcoólatras e moradores de rua que vivem em cidades 
americanas e europeias (Spach, 1995; Foucault, 2002). 


Febre de Oroya e verruga peruana 


A bartonelose sul-americana, que se manifesta como uma doença 
aguda (denominada febre de Oroya) ou na forma de lesões cutâneas 
crônicas (conhecidas como verrugas peruanas), é transmitida pela pi- 
cada do mosquito-pólvora do gênero Lutzomiya. Indivíduos portadores 
permanecem assintomáticos por tempo prolongado e atuam como re- 
servatórios de B. bacilliformis. Após o período de incubação de aproxi- 
madamente 3 semanas, a febre de Oroya surge de maneira incidiosa, 
acompanhada de anorexia, dor de cabeça, mal-estar e febre baixa. Essa 
febre também pode surgir abruptamente, com calafrios, febre alta, dor 
de cabeça e alterações do estado mental. As bactérias de Bartonella in- 
vadem as hemácias e provocam alterações eritrocíticas que resultam em 
eritrofagocitose e anemia. As verrugas peruanas são caracterizadas pelo 
aparecimento de nódulos insensíveis e de cor avermelhada a púrpura, 
que demoram 1 a 2 meses para crescer e duram de meses a anos. É uma 
condição que pode ser subsequente à febre de Oroya ou ocorrer sem 
manifestação de sintomas prévios (Arias-Stella, 1986; Walker, 1999a). 


Diagnóstico laboratorial 


O isolamento de B. henselae e B. quintana a partir de pacientes tem 
sido feito por meio da liberação das bactérias intraeritrocíticas por li- 
se celular, seguida de centrifugação e incubação a 35°C, em atmosfera 
úmida que contenha CO; e em meio ágar-sangue chocolate ou ágar- 
sangue Columbia, durante mais de 1 més (Tierno, 1995). Esses organis- 
mos de Bartonella são bacilos Gram-negativos, com diâmetro de 0,2 a 
0,5 um e comprimento de 1 a3 um. B. henselae é negativa para oxidase, 
catalase e urease, além de não utilizar carboidratos. Sua identificação é 
feita pela observação de movimentos de contorção em preparações a 
fresco, coloração imunofluorescente, análise da composição de ácidos 
graxos, sequenciamento de DNA ou hibridização (Scott, 1996). A PCR 
detecta o DNA de B. henselae em 31% das biópsias de linfonodo e em 
55% dos aspirados de linfonodo (Bergmans, 1996). B. bacilliformis po- 
de ser cultivada a partir do sangue, pela inoculação de organismos em 
ágar-sangue Columbia suplementado com 5% de sangue desfibrinado 
ou outro meio suplementado com sangue ou hemina, aliada à detec- 
ção das colônias após um período médio de 18 dias. 

Em termos formais, o diagnóstico da doença da arranhadura do 
gato requer uma combinação de critérios clínicos, epidemiológicos e 
patológicos. Estudos histopatológicos, entre os quais a coloração de 
Warthin-Starry e a imuno-histoquímica, têm sido utilizados para sus- 
tentar o diagnóstico de angiomatose bacilar e doença da arranhadura 
do gato. A febre de Oroya pode ser diagnosticada pela visualização 
das bactérias Bartonella intraeritrocíticas, que aparecem como cocos 
ou bacilos (às vezes assumindo um formato curvado ou a forma de 
anel) em amostras de sangue periférico cuidadosamente coradas pe- 
lo método de Giemsa, a fim de se evitar a interpretação equivocada 
de artefatos. O diagnóstico das infecções causadas por B. henselae e 
B. quintana usualmente é estabelecido por meio da demonstração so- 
rológica de anticorpos por imunofluorescência ou imunoensaio en- 
zimático (Dalton, 1995b). O diagnóstico sorológico da endocardite 
causada por Bartonella deve incluir a medida dos títulos de anticorpos 
dirigidos contra C. burnetii, que podem estimular a produção de títu- 
los de anticorpos anti-Bartonella com reatividade cruzada (Maurin, 
1997; Rolain, 2003a). Os títulos de anticorpos contra antígenos de fase 
I de C. burnetii são bem mais altos do que os títulos de anticorpos 
anti-Bartonella detectados na endocardite da febre Q, sendo que um 
ensaio de Western immunoblotting após a absorção cruzada fornece 
um diagnóstico definitivo em caso de necessidade (Houpikian, 2003). 
A PCR em tempo real é outra técnica que pode ser utilizada para se es- 
tabelecer o diagnóstico da endocardite por Bartonella (Zeaiter, 2003). 


Tratamento 


A doença da arranhadura do gato usualmente é autolimitada, no en- 
tanto a linfadenopatia é resolvida com maior rapidez mediante trata- 
mento com azitromicina (Bass, 1999). Os fármacos de escolha para o 
tratamento da angiomatose bacilar são a doxiciclina, a eritromicina ou 
a azitromicina. A endocardite por Bartonella apresenta um resultado 
mais favorável quando tratada com aminoglicosídeo (Raoult, 2003). 


Pode haver recidivas, que requerem tratamento ou até mesmo terapia 
de manutenção prolongada. A ciprofloxacina atualmente é o fármaco 
preferido para tratamento da febre de Oroya. A dificuldade para tratar 
bactérias intraeritrocíticas (p. ex., B. quintana) em seres humanos é 
evidente, diante da falta de atividade bactericida da doxiciclina, fluo- 
roquinolonas e B-lactâmicos, além da incapacidade da gentamicina (o 
agente antimicrobiano mais ativo) de atingir níveis intraeritrocíticos 
bactericidas (Rolain, 2000). A bacteremia crônica por B. quintana é 
combatida pela administração de gentamicina durante 14 dias, segui- 
da da administração de doxiciclina por 28 dias (Foucault, 2003). A 
verruga peruana é tratada com rifampina por via oral. 


Infecções por micoplasmas 


Foi comprovado em 1962 que os micoplasmas causam doença 
humana. Nesse ano, constatou-se que uma espécie de micoplasma 
(subsequentemente nomeada Mycoplasma pneumoniae) era o agente 
etiológico da pneumonia atípica primária (Chanock, 1962). Os mi- 
coplasmas são os menores organismos de vida livre conhecidos. São 
pleiomórficos, variando de células esféricas com 0,2 um de diâmetro 
a filamentos que medem 0,1 um de largura por 1 a 2 um de compri- 
mento. A maioria dos micoplasmas são organismos anaeróbios fa- 
cultativos que se replicam por fissão binária. São únicos entre as bac- 
térias, pois não possuem parede celular. São incapazes de sintetizar 
precursores de parede celular, necessitando de colesterol e esteróis 
correlatos para a síntese de membrana. Os micoplasmas também são 
desprovidos das vias enzimáticas de síntese de purina e pirimidinas, 
portanto requerem meios de cultura complexos (como infusão de cal- 
do de carne e coração suplementada com soro de cavalo, extrato de 
levedura e ácidos nucleicos) para poderem crescer in vitro. As espécies 
potencialmente patogênicas, M. pneumoniae e os micoplasmas geni- 
tais (Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum), são discutidas 
a seguir. Os demais micoplasmas integram a flora humana normal, 
principalmente dos tratos respiratório e geniturinário. 


Mycoplasma pneumoniae 
Epidemiologia 


M. pneumoniae é encontrado no mundo inteiro. Epidemias ocor- 
rem em meio a populações que vivem confinadas (como crianças em 
escolas, famílias e recrutas militares), tipicamente a intervalos de 4 a 
8 anos e sobretudo no final do verão e do outono. Por um lado, nos 
anos sem epidemia, as infecções ocorrem o ano todo e geralmente são 
disseminadas de forma lenta, parecendo necessitar do contato íntimo 
com indivíduos doentes. Por outro lado, durante a época de epidemia, 
a disseminação da infecção é rápida, e a ocorrência de pontos de fonte 
de surto nos quais não se observa uma exposição com proximidade e 
de longa duração sugere que M. pneumoniae pode ser transmitido por 
meio de aerossóis que contêm pequenas partículas. As taxas de infec- 
ção por M. pneumoniae são maiores entre crianças em idade escolar e 
adultos jovens, sendo que os casos de pneumonia são mais frequentes 
entre indivíduos na faixa etária de 5 a 20 anos, especialmente entre 
aqueles com 15 a 19 anos de idade. A infecção por M. pneumoniae é 
comum antes dos 5 anos de idade, entretanto costuma ser assintomá- 
tica ou produzir uma doença branda com coriza e chiado e sem febre 
nem pneumonia (Fernald, 1975). 


Patogênese e patologia 

M. pneumoniae, um parasita de superfície, coloniza a mucosa do 
trato respiratório. Sua capacidade de fixar-se às células da mucosa res- 
piratória, escapar da fagocitose e modular o sistema imune é essen- 
cial para que a doença seja iniciada. Sua motilidade por deslizamento 
lhe permite penetrar por meio das secreções respiratórias, enquanto 
a forma filamentosa e flexível aliada às organelas de fixação terminais 
facilita a localização nas criptas e pregas da membrana da célula hos- 
pedeira, bem como entre as microvilosidades e cílios, onde permanece 
protegido contra a fagocitose. A fixação de M. pneumoniae às células 
hospedeiras é mediada pela proteína P1, que interage com glicoprote- 
inas que contêm ácido neuramínico na superfície da membrana da cé- 
lula hospedeira (Chandler, 1982; Geary, 1987). O peróxido de hidro- 
gênio e o superóxido produzidos por esse micoplasma podem lesar 
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superficiais (Almagor, 1984). 

Fatores relacionados com o hospedeiro também estão envolvidos 
na patogênese da doença causada por M. pneumoniae. A prevalência 
aparentemente alta dessa infecção entre bebês e crianças pequenas, a 
natureza suave da doença nessa faixa etária e a ocorrência de casos 
mais graves entre indivíduos de idade mais avançada sugerem que a 
doença severa pode ser resultado da resposta imune do hospedeiro à 
reinfecção. Entretanto, o mecanismo específico por trás da lesão à cé- 
lula hospedeira permanece desconhecido. Além disso, suspeita-se de 
que as manifestações extrapulmonares da doença (discutidas adiante) 
sejam imunomediadas, pois é pouco comum isolar organismos de M. 
pneumoniae a partir de fontes não respiratórias. A interação entre M. 
pneumoniae e o determinante antigênico I das hemácias, que contém 
as requeridas sequências de poli-N-acetilgalactosamina 2,3-sialilada, 
pode modificar o antígeno I e convertê-lo em um antígeno estranho 
que estimula a produção de aglutininas frias. Outros anticorpos au- 
toimunes produzidos durante a infecção por M. pneumoniae (anticor- 
pos dirigidos contra os pulmões, cérebro, músculo liso e linfócitos) 
podem apresentar derivações semelhantes. 

A primeira linha de defesa durante uma infecção primária por M. 
pneumoniae consiste na ativação da via alternativa do complemen- 
to e na fagocitose dos organismos no nível da superficie mucosa. 
Derivados galactosil e glicosil existentes na membrana de superfície do 
organismo parecem estimular a produção de anticorpos, dos quais o 
mais importante é uma IgA encontrada principalmente nas secreções 
das mucosas. Os antígenos proteicos intracelulares de M. pneumoniae 
expostos durante sua fagocitose e subsequente degradação estimulam 
reações mediadas por linfócitos T, que aparentemente determinam o 
grau de gravidade da doença. 

Existem poucos relatos que descrevem as descobertas patológicas 
da doença causada por M. pneumoniae, uma vez que a maioria das 
infecções é autolimitada e a obtenção de tecido raramente é realizada. 
Nos casos fatais, áreas de consolidação desiguais são encontradas nos 
pulmões. O exame histológico dos focos envolvidos revela a existência 
de bronquite, bronquiolite e pneumonite intersticial e alveolar, com 
coleções bronquiolares de linfócitos e plasmócitos acompanhadas de 
macrófagos e neutrófilos em caso de necrose celular. 


Manifestações clínicas 

A manifestação mais comum da doença causada por M. pneumoniae 
é a traqueobronquite. A pneumonia, observada em cerca de 1/3 dos in- 
divíduos infectados, tem início gradual em 2 a 3 semanas após a exposi- 
ção. O paciente apresenta febre, mal-estar, dor de cabeça, faringite e uma 
tosse curta improdutiva e persistente (Baum, 2000; Waites, 2004). Uma 
sinusite clinicamente não aparente é uma manifestação comum, sendo 
que o paciente pode desenvolver miringite. À radiografia pulmonar re- 
vela uma broncopneumonia unilateral no lobo inferior ou a presença 
de ocasionais infiltrados bilaterais. A contagem de leucócitos do sangue 
periférico a princípio se mantém normal, contudo aumenta à medida 
que a doença evolui. Erupções cutâneas maculopapulares ou, menos co- 
mumente, vesiculares surgem em cerca de 15% dos casos poucos dias 
após o início da infecção. Sem a terapia antimicrobiana, a febre cessa em 
2 a 14 dias, porém o mal-estar, a tosse e as anormalidades radiográficas 
persistem durante 2 a 6 semanas. Em um pequeno percentual das crian- 
ças e adultos infectados, a pneumonia é grave o bastante para requerer 
hospitalização. Esses pacientes podem desenvolver abscessos pulmona- 
res, efusões pleurais, infecções bacterianas secundárias, bronquiectasias 
ou recidiva clínica. É incomum haver manifestações extrarrespiratórias 
(anemia hemolítica clinicamente aparente, com característicos títulos 
bastante altos de aglutininas frias; eritema multiforme, eritema nodoso e 
urticária; encefalite, meningoencefalite, mono- ou polineurite e menin- 
gite; miocardite e pericardite, além de artralgias e, em casos raros, artri- 
tes) (Ponka, 1979; Cassell, 1981; Baum, 2000; Waites, 2004). 


Micoplasmas genitais 
Epidemiologia 


A colonização de bebês por micoplasmas genitais ocorre durante a 
passagem pelo canal de parto infectado e usualmente persiste por me- 


nos de 2 anos. As espécies U. urealyticum e M. hominis podem ser iso- 
ladas a partir do trato genital de até 30% dos bebês do sexo feminino 
(são isoladas menos frequentemente a partir do trato genital de bebês 
do sexo masculino), sendo isoladas a partir do nariz e garganta de até 
15% dos bebês de ambos os sexos (Klein, 1969). Em um determinado 
estudo, 20% das meninas em idade pré-puberdade estavam coloniza- 
das com ureaplasmas, e 6% apresentavam M. hominis, contudo mico- 
plasmas genitais raramente foram isolados de meninos em idade pré- 
puberdade (Hammerschlag, 1978). A colonização por micoplasmas 
genitais após a puberdade ocorre por contato sexual. Cerca de 60% 
das mulheres sadias sexualmente ativas apresentam U. urealyticum na 
vagina, e cerca de 20% apresentam organismos de M. hominis. 


Manifestações clínicas 


A U. urealyticum é responsável por alguns casos de uretrite não go- 
nocócica. Essa infecção foi associada à febre pós-parto, corioamnionite 
e baixo peso ao nascimento, embora nenhuma relação causal com es- 
se último aspecto tenha sido comprovada. Trata-se de uma causa rara 
de uretrocistite em indivíduos imunossuprimidos (Taylor-Robinson, 
1980, 1985; Cassell, 1986). M. hominis constitui uma das causas de 
febre pós-aborto e de febre pós-parto, sendo uma causa incomum de 
bacteremia, artrite, peritonite, meningite, osteomielite e infecções de 
feridas principalmente em indivíduos imunocomprometidos, mas 
também em certos indivíduos sem imunodeficiência subjacente apa- 
rente (Taylor-Robinson, 1980; DeGirolami, 1982; McMahon, 1990). 


Diagnóstico laboratorial 


Micoplasma pneumoniae 

Para estabelecer o diagnóstico da infecção causada por M. pneumoniae, 
recomenda-se obter amostras de soro e utilizar swab para coletar mate- 
rial da garganta, entretanto o líquido do lavado broncoalveolar, escarro 
e tecido pulmonar também são considerados amostras satisfatórias. Um 
teste sorológico inespecífico capaz de fornecer informações úteis con- 
siste na detecção de aglutininas frias. Estas são anticorpos IgM dirigidos 
contra o antígeno I dos eritrócitos humanos. As aglutininas frias surgem 
no fim da primeira semana ou no início da segunda semana de doença 
em pelo menos metade dos indivíduos infectados, contudo sua presença 
não é diagnóstica da infecção por M. pneumoniae. O diagnóstico defini- 
tivo baseia-se na detecção do organismo, de anticorpos IgM específicos 
ou de uma alteração equivalente a quatro vezes dos títulos de IgG entre 
amostras de soro de fase aguda e de fase convalescente. 

Para isolar a M. pneumoniae, um sistema de cultura bifásico é ino- 
culado e incubado em um frasco vedado, sendo mantido por até 3 
semanas em atmosfera que contenha 5 a 10% de CO, ou em condi- 
ções anaeróbicas, a 37°C. As culturas são examinadas ao microscópio 
(40x) 1 a 2 vezes por semana para detecção das típicas colônias esfé- 
ricas, com centro denso e camada externa delgada (semelhante a um 
“ovo frito”), incorporadas ao ágar. Tais colônias, consistentes com M. 
pneumoniae, devem ser testadas para B-hemólise (M. pneumoniae é 
B-hemolítico) do seguinte modo: ágar a 1% derretido, preparado com 
salina a 0,85% e resfriado a 50°C é misturado ao sangue de carneiro 
ou cobaia para obtenção de uma concentração de eritrócitos de 5%. 
Em seguida, uma camada delgada dessa mistura é despejada sobre a 
placa de ágar. A cultura é reincubada por 24 horas e examinada ao 
microscópio para observação da hemólise. 

Como o isolamento de M. pneumoniae pode demorar várias sema- 
nas, testes mais rápidos são mais úteis para o diagnóstico. A detecção 
de IgM específica em uma única amostra de soro é considerada diag- 
nóstica da infecção aguda. Caso a IgG seja quantificada, torna-se ne- 
cessário testar amostras de soro de fase aguda e de fase convalescente, 
e o diagnóstico é estabelecido com base na detecção de um aumento 
mínimo de quatro vezes dos títulos de anticorpo. Os testes de ampli- 
ficação de ácidos nucleicos também podem fornecer um diagnóstico 
rápido (Loens, 2003), todavia atualmente não existem testes de ampli- 
ficação aprovados pelo FDA para detecção direta de M. pneumoniae. 


Micoplasmas genitais 
As espécies U. urealyticum e M. hominis podem ser isoladas a partir 
de amostras obtidas com swab da uretra, vagina ou endocérvix, bem 


como de amostras de sangue, urina, material coletado de abscessos, 
secreções prostáticas, sêmen ou tecidos. 

Diversos sistemas de cultura podem ser empregados para iso- 
lar micoplasmas genitais (Clyde, 1984; Yajko, 1984; Wood, 1985; 
Phillips, 1986). Tradicionalmente, eram empregados sistemas sepa- 
rados para cada espécie (ágar U e caldo U para U. urealyticum; ágar 
H e caldo H para M. hominis), pois o pH ideal para o crescimento 
dos organismos é diferente para essas espécies (pH 5,5 a 6,5 para 
U. urealyticum e pH 6 a 8 para M. hominis). Entretanto, atualmente 
existem sistemas de cultura únicos capazes de detectar com eficácia 
organismos de ambas as espécies (Yajko, 1984; Wood, 1985; Phillips, 
1986). Culturas em caldos são incubadas em condições anaeróbias 
em tubos de ensaio vedados. Culturas em ágar são incubadas em 
condições anaeróbias ou em atmosfera que contenha 5 a 7% de CO; 
e observadas diariamente ao microscópio. M. hominis também cres- 
ce em ágar-sangue de carneiro, onde produz pontos de colônias não 
hemolíticas, bem como na maioria dos caldos de sangue utilizados 
como meios de cultura, embora não apresente evidências visíveis de 
seu crescimento. 

Colônias de M. hominis, que medem 200 a 300 um de diâmetro e 
exibem o típico aspecto de “ovo frito”, usualmente surgem em até 5 
dias. Em caldos que contêm vermelho fenol e 0,1% de arginina, a M. 


hominis metaboliza a arginina em amônia e promove a mudança da 
cor amarela para a cor vermelha. As placas de ágar U são observadas 
diariamente durante 4 dias e, no quarto dia, são coradas com 1 a 2 
gotas de solução de CaCl,-urea. As colônias de U. urealyticum, que 
medem 15 a 16 um de diâmetro, coram-se de marrom-escuro dentro 
de 5 minutos. Em caldo U, a U. urealyticum produz um desvio de pH 
e, por conseguinte, a cor muda do amarelo para o vermelho. O caldo, 
então, é retirado com o auxílio de uma alça, transferido para placas de 
ágar e semeado em estrias para isolamento. 


Tratamento 


A terapia antimicrobiana é contraindicada para casos de faringite ou 
traqueobronquite por M. pneumoniae. Tetraciclina, fluoroquinilona 
ou macrolídeo são fármacos efetivos para o tratamento da pneumonia 
induzida por M. pneumoniae, embora essa terapia aparentemente não 
altere a transmissão do organismo. A M. hominis é suscetível à clin- 
damicina e às novas quinolonas, contudo é resistente à eritromicina. 
Existem muitos isolados suscetíveis às tetraciclinas. A U. urealyticum 
é suscetível à eritromicina, bem como aos macrolídeos e quinolonas 
mais recentes, todavia é resistente à clindamicina. Diversos isolados 
também são resistentes às tetraciclinas. 
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H PONTOS-CHAVE 
U e As bactérias podem ser classificadas com base na rea- 
ção à coloração de Gram (Gram-positivas ou 
Gram-negativas), na forma (cocos, bacilos, cocobacilos, espiroque- 
tas), na atmosfera preferida (aeróbicas, microaerofílicas, anaeróbi- 
cas) e na presença ou ausência de esporos; e podem ser identificadas 
com base nos principais testes bioquímicos, componentes anti- 
gênicos (p. ex., antígenos da parede celular, toxinas) e/ou aspectos 
moleculares. 


e Entre os cocos Gram-positivos, os patógenos humanos mais im- 
portantes (e as infecções que costumam causar) são Staphylococcus 
aureus (infecções da pele e de tecidos moles, bacteriemia, síndrome 
do choque tóxico), Streptococcus pyogenes (faringite e suas compli- 
cações não supurativas, infecções da pele e de tecidos moles), Strep- 
tococcus agalactiae (bacteriemia neonatal e meningite), Streptococ- 
cus pneumoniae (pneumonia adquirida na comunidade, meningite), 
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium (infecções nosocomiais 
do trato urinário e bacteriemia). 
e Entre os bacilos Gram-positivos, os patógenos humanos mais im- 
pras (e as infecções que costumam causar) são Listeria monocy- 
togenes (meningite, bacteriemia), espécies de Nocardia (pneumonia, 
ntecções de tecidos moles, abscesso cerebral), Bacillus anthracis 
infecções da pele e de tecidos moles, pneumonia; agente de bioter- 
rorismo) e Corynebacterium diphtheriae (difteria), raramente en- 
contrado em laboratórios clínicos nos EUA. 





e Entre os cocos Gram-negativos, os patógenos humanos mais im- 
portantes (e as infecções que costumam causar) são Neisseria menin- 
gitidis (meningite) e Neisseria gonorrhoeae (gonorreia). 


e Os bacilos Gram-negativos incluem Enterobacteriaceae, muitos 
deles parte da microbiota normal do trato gastrintestinal, bacilos 
Gram-negativos não fermentadores (p. ex., Pseudomonas aeruginosa), 
ancorado no ambiente e causadores de infecções humanas quando 
as defesas do hospedeiro estão comprometidas, organismos halofílicos 
(espécie de Vibrio), bactérias microaerofílicas (Campylobacter, Heli- 
cobaeter, os exigentes (espécies de Legionella, Bordetella, 
Francisella tularensis, espécies de Brucella e Haemophilus), além de 
outras bactérias encontradas com pouca frequéncia. 


e Entre as Enterobacteriaceae, os patógenos humanos mais impor- 
tantes (e as infecções que costumam causar) são Escherichia coli 
(infecção do trato urinário, diarreia, bacteriemia), Klebsiella pneu- 
moniae e Klebsiella oxytoca (infecção do trato urinário, pneumonia), 
espécies de Proteus (infecção do trato urinário), espécies de Salmo- 
nella (diarreia, febre tifoide), espécies de Shigella (diarreia), espécies 
de Enterobacter (pneumonia nosocomial, ie do trato urinário, 
bacteriemia) e espécies de Serratia (pneumonia nosocomial). 


e Entre os anaeróbios, os patógenos humanos mais importantes (e as 
infecções que costumam causar) são o grupo do Bacteroides fragilis 
(infecções intra-abdominais, abscessos) e espécies de Clostridium, 
especialmente Clostridium perfringens (infecções de tecido mole, in- 
toxicação alimentar), Clostridium tetani (tétano) e Clostridium difficile 
(diarreia associada a antibiótico). 


Uma ampla variedade de espécies bacterianas pode ser encontrada 
em amostras clínicas. Para avaliar o significado clínico desses orga- 
nismos de maneira adequada, é indispensável conhecer a população 
bacteriana normal presente nas diferentes localizações anatômicas. Em 
alguns casos, o número de organismos presentes pode ser extrema- 
mente alto, por exemplo, 10º microrganismos/cm* de pele, 10º micror- 
ganismos/mL de secreções orais e 10'' microrganismos/g de conteúdo 
do cólon. É importante obter amostras com contaminação mínima da 
microbiota normal, o que pode ser difícil, mas é possível conseguir em 
condições ideais seguindo os procedimentos apropriados. Tais proce- 
dimentos, em conjunto com as técnicas de processamento que servem 
para facilitar a obtenção de microrganismos patogênicos, serão discu- 
tidos no Capítulo 63, que começa com uma curta discussão sobre os 
procedimentos laboratoriais usados para processar uma amostra para 
cultura bacteriana, seguida de uma discussão mais profunda sobre as 
espécies de bactérias comumente consideradas patógenos humanos. 


Processamento da amostra 


Coloração de Gram 


Alguns argumentam que o exame direto de uma amostra corada pe- 
lo Gram é um dos procedimentos mais importantes realizados pelo la- 
boratório de microbiologia. A coloração de Gram fornece informações 
rápidas, usadas pelo clínico para escolher o tratamento antimicrobiano 
adequado, e também ajuda o técnico do laboratório a avaliar a quali- 
dade da amostra e até que ponto certos organismos obtidos na cultura 
vão se desenvolver. Dá-se mais atenção aos organismos presentes em 
quantidade abundante nas amostras que contêm muitos leucócitos 
que àqueles em pequeno número na ausência de leucócitos. 

Para preparar um esfregaço a ser corado, coloca-se uma alíquota da 
parte mais purulenta ou sanguinolenta da amostra em uma lâmina de 
microscopia limpa, de forma que crie áreas espessas e finas. No caso 
de líquidos corporais estéreis, pode-se usar uma citocentrífuga para 
concentrar a amostra por 10 a 100 vezes (Peterson, 1988). Deixa-se o 
material na lâmina secar ao ar, fixando-o com metanol ou calor leve 
e, em seguida, corando-o com os reagentes para coloração de Gram 
(cristal violeta, iodo de Gram, álcool e safranina). Os organismos com 
parede celular Gram-positiva resistem à coloração com metanol e re- 
têm a cor púrpura do cristal violeta; os organismos com parede celu- 
lar Gram-negativa se coram de vermelho com a safranina. 

Os esfregaços corados são examinados inicialmente sob objetiva de 
pequeno aumento, com o intuito de visualizar estruturas grandes, co- 
mo larvas de nematódeos, espirais de Curschmann, grânulos grandes, 
microcolônias bacterianas ou formas de fungos. Em seguida, usa-se 
uma lente de imersão em óleo para avaliar o tipo de bactéria presen- 
te. Como é preciso que haja 10° organismos/mL para que se consiga 
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esfregaços têm de ser examinados com cuidado para que seja possível 
detectar pequenos números de microrganismos. 

São avaliados o tamanho, a forma e a reação de Gram dos microrga- 
nismos, fazendo-se um relatório com o máximo de descrição possível; 
registrar a presença de cocos Gram-positivos em pares que lembram 
Streptococcus pneumoniae (Fig. 56.1) é mais útil que simplesmente re- 
latar a presença de cocos Gram-positivos em cadeias. A presença de 
leucócitos ou hemácias deve ser quantificada e registrada, bem como 
qualquer bactéria intracelular observada. A correlação das observações 
à coloração de Gram com os resultados de cultura é uma boa maneira 
de verificar a qualidade das colorações e da cultura. A demonstração de 
muitas bactérias à coloração de Gram que não crescem em cultura po- 
de ser indício da presença de microrganismos incomuns que requeiram 
meios mais especializados e incapacidade do pessoal do laboratório de 
reconhecer certos tipos de colônias em cultura, ou ainda pode sugerir 
um resultado positivo falso à coloração de Gram em decorrência da 
contaminação de reagentes ou dos materiais coletados, como swabs, ou 
interpretação incorreta dos resultados da coloração de Gram. Os resul- 
tados da coloração de Gram também poderiam indicar a necessidade 
de inocular meios adicionais para uma espécie específica. Por exemplo, 
o achado de muitos cocobacilos Gram-positivos em uma amostra do 
trato respiratório poderia indicar a necessidade de uma placa de cho- 
colate para detectar Haemophilus sp., o que não seria possível em placa 
de ágar-sangue. Outros corantes, como o laranja de acridina, podem 
ser utilizados para corar frascos de sangue para cultura, líquido cere- 
brospinal (LCE) ou preparações com sobrenadante. Esse é um tipo de 
corante fluorescente que proporciona uma coloração rápida e, às ve- 
zes, mais sensível para bactérias e fungos (Mirrett, 1982), que vão pro- 
duzir uma fluorescência alaranjada, enquanto células de mamíferos se 
coram de verde. É necessária alguma experiência para a interpretação 
acurada da coloração com laranja de acridina, bem como a preparação 
correta dos esfregaços para evitar uma quantidade excessiva de mate- 
rial celular, que pode resultar em “muito” DNA celular e mascarar a 
presença de qualquer DNA bacteriano. 


Técnicas de cultura 


Os meios para cultura são selecionados com o intuito de fornecer 
condições ideais para o crescimento de patógenos comumente encon- 
trados em determinado local ou em um tipo particular de amostra. 
Dá-se consideração às necessidades especiais de crescimento de bacté- 
rias associadas a certo tipo de infecção ou à necessidade de selecionar 
certas bactérias patogênicas a partir de uma população mista de mi- 
crobiota nativa. Portanto, os meios escolhidos podem incluir meios 
seletivos e diferenciais, além do ágar padrão enriquecido. 

Ágar suplementado com sangue é um bom meio de crescimento ge- 
ral e demonstra a ação hemolítica das colônias sobre os eritrócitos. 
Antibióticos ou substâncias químicas podem ser acrescentados para 
se criar um meio seletivo como o ágar com colistina e ácido nalidí- 
xico (CNA) ou o ágar com álcool feniletílico (PEA), usados para ini- 
bir o crescimento de bacilos Gram-negativos enquanto permite o de 
bactérias Gram-positivas. O aquecimento do sangue para fazer ágar- 
chocolate e o acréscimo de suplementos vitamínicos resulta em um 
meio enriquecido com hemina (fator X) e dinucleotídeo de adenina 
nicotinamida (fator V) disponíveis para o isolamento de Haemophi- 
lus spp. e outras bactérias exigentes. Bacilos Gram-negativos podem 
ser separados dos Gram-positivos usando-se um sal biliar e corante 
em um meio como o ágar de McConkey que, além disso, divide as 
colônias em lactose-positivas e lactose-negativas, tornando-se assim 
seletivo e diferencial. As orientações para a seleção dos meios a serem 
usados em diferentes tipos de amostras estão na Tabela 56.1. 

Culturas bacterianas em geral são incubadas à 35°C e examinadas 
primeiro após 24 a 48 horas de incubação. O acréscimo de CO, em 
concentrações de 5 a 10% é essencial ou estimula o crescimento de 
Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae e S. pneumoniae, de- 
vendo ser feito sempre que possível. Exceções a essa recomendação 
são as culturas em meios seletivos e diferenciais em que se recorre à 
alteração no pH (que pode ser afetado pelo acréscimo de CO,) para 
diferenciar tipos de colônia (p. ex., ágar de xilose—lisina—desoxicolato 
[XLD], ágar Hektoen entérico [HE|). 





Figura 56.1 Coloração de Gram de um esfregaço de escarro mostrando neutrófi- 
los, detritos e diplococos Gram-positivos, sugestivos de infecção pneumocócica 
(imersão em óleo). 


Para recuperação de anaeróbios, os meios inoculados devem ser 
colocados em um ambiente anaeróbico o mais rapidamente possível. 
Dispõe-se de vários tipos de sistemas de cultura anaeróbica. Um deles 
é o frasco anaeróbico, em que se acrescenta água a uma embalagem 
geradora de H, e CO;, e o O; é convertido de forma catalítica com H, 
em água com pellets de alumínio revestidos por paládio contidos em 
uma câmara com tampa. Uma modificação desse sistema é um saco 
de plástico transparente com seu próprio gerador de gás e o catalisa- 
dor paládio, projetado para manter uma placa de ágar. 

Outra abordagem para a cultura anaeróbica é a caixa ou câmara en- 
luvada anaeróbica, que consiste em uma grande câmara de plástico 
transparente na qual não entra ar e que é preenchida com uma mistu- 
ra de gases sem oxigênio, ou seja, de nitrogênio, hidrogênio e dióxido 
de carbono. Amostras, placas e tubos são introduzidos ou removidos 
da câmara por meio de uma trava de troca de gases. A anaerobiose é 
mantida pelos catalisadores de paládio e pelo gás hidrogênio na ca- 
mara. Todas as manipulações dentro da câmara são feitas com luvas 
de neoprene que vedam a parede da câmara ou, no caso de sistemas 
“sem luvas”, por meio de um orifício com luvas que se ajustam de ma- 
neira perfeita em torno dos antebraços de quem faz a manipulação. 
As câmaras contêm incubadores internos que mantêm a temperatura 
de incubação. Cada sistema anaeróbico tem suas vantagens e desvan- 
tagens, mas todos são efetivos da mesma forma para o isolamento de 
bactérias anaeróbicas clinicamente significativas a partir de amostras. 

As culturas bacterianas devem ser examinadas rotineiramente após 
18 a 24 horas de incubação. A exceção é a cultura anaeróbica, que em 
geral é examinada 48 horas depois, para que bactérias de crescimento 
mais lento possam produzir colônias visíveis. Em geral, meios sólidos 
são mantidos por 48 horas, enquanto os meios líquidos o são por mais 
24 a 48 horas. Quando for diferente para microrganismos específicos, 
será mencionado neste texto. 

Quando a cultura é examinada pela primeira vez, faz-se um relató- 
rio preliminar, o qual é atualizado à medida que se disponha de mais 
informação. Certos resultados (p. ex., coloração de Gram positiva 
para sangue ou LCE, isolamento de um microrganismo que requeira 
medidas contra infecção) são relatados ao provedor de saúde assim 
que a informação estiver disponível. Relatórios finais são feitos quan- 
do todo o trabalho da cultura estiver completado. 


Bactérias de importância clínica 
Cocos Gram-positivos 


Estafilococos 


Características 

Estafilococos são cocos esféricos catalase-positivos que, em geral, 
aparecem em aglomerados no formato de cachos em esfregaços cora- 
dos (Fig. 56.2). Crescem bem em qualquer meio nutridor que conte- 
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Tabela 56.1 Diretrizes para seleção do meio para várias amostras 





Meios para a recuperação de bactérias aeróbicas e anaeróbicas facultativas Meios para a recuperação de bactérias anaeróbicas 
Amostra BAP MAC ou EMB CBA Broth Outros BAP* BBE PEA 
Cavidades corporais Considerar o uso de BCB para 

grandes volumes de liquidos 
Liquido 
Cerebrospinal X X X (para amostras 
de derivações) 
Peritoneal X X X BCB X X X 
Pleural; pericárdico X X X BCB X 
Sinovial X X X BCB 
Feridas 
Aspirado X X X X X X 
Swab” X X 
Tecido” X X X X X X X 
Trato respiratório 
Escarro X X X 
Garganta X 
Lavado bronquiolar X X X CYE’ 
Escovado; lavados X X X x" x" x" 
Nasal X 
Geniturinário 
Vaginal/retal para grupo B LIM Seletivo ou cromogênico 
Estreptococos (GBS) Meios GBS 
Outros X X X Meios GCI X X X 
Cérvix Meios GC 
Uretra/pênis Meios GC 
Urina 
Jato médio X X Tela; cromoágar 
Aspirado suprapúbico X X 
Fezes X EB HE ou XLD; Campy 
Olhos X X yee i 
Orelha; aspirado interno X X X 
Cateteres vasculares X 


Orientações especificas para organismos individuais serão incluídas onde forem descritas no texto. 

* Considerar um CDC BAP ou um ágar-sangue para Brucella, ou outro BAP “enriquecido” para recuperação de anaeróbicos; uma placa com um lago de ágar-sangue com antibióticos 
também pode ser apropriada. 

' Caldo comum suplementado com tioglicolato; no entanto, para aeróbios, uma infusão de cérebro e coração pode ser adequada. * Não recomendado para culturas anaeróbicas. © Se 
microrganismos específicos, ou situações, outros meios podem ser adicionados. * Se for usado um broncoscópio protegido para a coleta da amostra. || Meio de Thayer-Martin ou Martin- 
Lewis ou outros meios enriquecidos para recuperação de N. gonorrhoeae. ** Caso se suspeite de Propiombacterium acnes em casos de endofalmite, pode-se usar caldo de tioglicolato e/ou 
BAP anaeróbico. 


BAP = placa com ápar-sangue; BCB = frascos para hemocultura; BBE = ágar-bile esculina para Bacteroides; Campy = meio seletivo para Campylobacter; CBA = ágar-sangue com chocolate; 
CYE = extrato em carvão para levedura; para Legionella ou Nocardia; EB = caldo enriquecido, como GN ou Selenito; o mesmo para swabs retais, menos cultura seletiva para Campylobacter; 
EMB = eosina-azul de metileno; HE = ágar entérico Hektoen; LIM = caldo enriquecido para estreptococos do grupo B; MAC = ágar de MacConkey; PEA = álcool feniletílico; XLD = ágar 
xilose—lisina—desoxicolato. 





nha peptona, em condições aeróbicas e anaeróbicas, e podem produzir 
hemólise do sangue de várias espécies de animais e pigmento amarelo 
ou alaranjado em certos tipos de ágar. O crescimento de estafilococos 
é prontamente detectado em placas de ágar-sangue ou em vários tipos 
de caldo nutridor. Um meio seletivo para o isolamento de Staphylococ- 
cus aureus é o que contenha NaCl a 7,5 a 10% com manitol. 

Os testes úteis para distinguir estafilococos de micrococos (em ge- 
ral considerados não patogênicos) estão relacionados na Tabela 56.2 
(Kloos, 1999). Diferencia-se o S. aureus de outras espécies de estafilo- 
cocos sobretudo por sua produção de coagulases, que são capazes de 
coagular o plasma. Foram reconhecidas duas formas antigenicamente 
distintas de coagulase, uma ligada à parede celular e que se denomina 
fator de aglomeração e é detectada pelo teste da coagulase em lâmina, e 
a outra livre da parede celular e que é detectada pelo teste da coagulase 
em tubo (em geral considerado o teste definitivo para a presença da en- 
zima coagulase). Há produtos comerciais para aglutinação no látex que 
detectam o fator de aglomeração e a proteína A no S. aureus com boas 
sensibilidade e especificidade. Tais ensaios podem ser apropriados em 








Figura 56.2 Preparação citocentrifugada de líquido cerebrospinal corado pelo Gram y ! Faa fe | 
mostrando muitos neutrófilos, material amorfo liso e cocos Gram-positivos em pares, situações nas quais a reprodutibilidade do teste está em questão em de- 


cadeias curtas e aglomerados, sugestivos de infecção estafilocócica (imersão em óleo). corrência da inexperiência dos técnicos que realizam o ensaio. Também 
existe um produto para fluorescência na hibridização in situ (FISH) (S. 
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Tabela 56.2 Testes para diferenciar estafilococos de micrococos 


Estafilococos Micrococos 


Suscetibilidade à lisostafina S R 
Produção aeróbica de ácido a partir de glicerol + — 
Produção anaeróbica de ácido a partir de glicose + 

Lisozima (50 ug disk) R 5 
Suscetibilidade à bacitracina (0,04U) R S 
Oxidase modificada + 


Adaptado de: Mahon CR, Manuselis G: Textbook of Diagnostic Microbiology, 2nd ed. 
London, WB Saunders, 2000, p. 332. 


aureus PNA FISH de AdvanDx, Woburn, MA), para diferenciar o S. au- 
reus dos estafilococos coagulase-negativos em um frasco de cultura de 
sangue positivo para cocos Gram-positivos em aglomerados. 


Manifestações clínicas e patogênese 

O S. aureus pode estar presente entre a microbiota nativa da pele, 
olhos, trato respiratório superior, trato gastrintestinal, uretra e, com 
pouca frequência, vagina. Portanto, a infecção pode surgir de uma fonte 
endógena ou exógena. Os fatores importantes no desenvolvimento de 
infecções causadas pelo S. aureus incluem rupturas na continuidade e na 
integridade de mucosas e superfícies cutâneas, presença de corpos estra- 
nhos ou implantes, doenças virais prévias, terapia antimicrobiana prévia 
e doenças subjacentes com defeitos na imunidade celular e humoral. 

As infecções causadas pelo S. aureus podem afetar múltiplos siste- 
mas orgânicos. Entre as mais comuns estão as que envolvem a pele 
e seus apêndices, como o impetigo, foliculite, mastite e infecções de 
feridas cirúrgicas. O S. aureus está entre as causas que acarretam bac- 
teriemia em pacientes hospitalizados, podendo causar endocardite, 
em particular em pessoas com cardiopatia valvular esquerda e em 
usuários de drogas intravenosas. O S. aureus é a causa mais comum de 
abscesso epidural espinhal e flebite intracraniana supurativa, podendo 
ser recuperado de abscessos cerebrais, tipicamente após traumatismo. 
A meningite causada pelo S. aureus é incomum e em geral segue-se a 
traumatismo craniano ou algum procedimento neurocirtrgico. 

O S. aureus é responsável por muitos casos de osteomielite, é a causa 
mais comum de artrite séptica em crianças pré-puberais e às vezes é 
responsável pela artrite séptica em adultos. Nos trópicos, pode causar 
abscessos espontâneos profundos nos músculos, afetando sobretudo 
pessoas desnutridas com infecção parasitária concomitante (Chiedozi, 
1979). O S. aureus é uma causa infrequente de pneumonia adquirida 
na comunidade, mas uma causa comum de pneumonia nosocomial, 
que em geral segue-se à aspiração de microrganismos nasofaríngeos 
endógenos. Os fatores predisponentes incluem infecção com os vírus 
do sarampo ou da influenza A, fibrose cística e deficiência imune. In- 
fecções do trato urinário causadas pelo S. aureus são raras, porém é 
possível encontrar pielonefrite, abscessos intrarrenais e perirrenais. 

Vários fatores desempenham um papel na virulência do S. aureus. A 
cápsula, se presente, tem propriedades antifagocíticas. Os peptidoglica- 
nos da parede celular têm atividade semelhante à da endotoxina, esti- 
mulando a liberação de citocinas por macrófagos, a ativação do com- 
plemento e a agregação de plaquetas. A proteína A, uma substância 
imunologicamente ativa na parede celular, tem propriedades antifagoci- 
ticas baseadas em sua capacidade de ligar o fragmento Fc da imunoglo- 
bulina (Ig)G. Pode ser que outras proteínas de superfície designadas co- 
mo componentes da superfície microbiana que reconhecem moléculas 
de adesão da matriz (MSCRAMM, miucrobialsurface components recogni- 
zing adhesive matrix molecules) desempenhem um papel importante na 
capacidade dos estafilococos de colonizar os tecidos do hospedeiro. 

O S. aureus produz inúmeras toxinas. A exotoxina TSST-1 é res- 
ponsável pela síndrome do choque tóxico, e as enterotoxinas A-E são 
responsáveis pela intoxicação alimentar por estafilococos. As toxi- 
nas esfoliativas, toxinas epidermolíticas A e B, causam eritema cuta- 
neo e a separação da pele observada na síndrome da pele escaldada. 
Várias enzimas também são produzidas, tais como protease, lipase e 


hialuronidase, todas capazes de destruir tecido e, provavelmente, agir 
para facilitar a disseminação de infecção. 

As doenças mediadas por toxina causadas pelo S. aureus incluem 
a síndrome da pele escaldada, intoxicações alimentares e a síndrome 
do choque tóxico. A síndrome da pele escaldada ocorre em lactentes 
infectados por uma cepa do S. aureus que produz toxina esfoliativa. 
A doença começa abruptamente com eritema, seguido em 2 a 3 dias 
pela formação de bolhas flácidas, que se rompem, deixando áreas des- 
nudas que acabam por resolver-se por completo. A intoxicação ali- 
mentar por estafilococos, caracterizada por náuseas, vômitos, cãibras 
abdominais e diarreia, ocorre 1 a 6 horas após a ingestão de alimentos 
contaminados com a enterotoxina estafilocócica pré-formada. 

A síndrome do choque tóxico é uma doença multissistêmica que 
acomete indivíduos sem anticorpos contra a TSST-1 e colonizados ou 
infectados com cepas de S. aureus que produzem a TSST-1 ou rara- 
mente a enterotoxina B ou C. A doença é mais comum em mulheres 
com 15 a 25 anos de idade que usam tampões durante a menstruação, 
mas também pode ocorrer em indivíduos que não menstruam, in- 
cluindo mulheres no período pós-parto, pessoas com ferida cirúrgica 
ou outras infecções focais e indivíduos que tenham sido submetidos a 
algum procedimento cirúrgico no nariz ou nos seios nasais. A síndro- 
me do choque tóxico começa de modo abrupto com febre, mialgias, 
vômitos e diarreia, seguidos por hipotensão, choque hipovolêmico e 
um exantema eritematoso que frequentemente envolve as palmas e 
plantas e descama em 1 a 2 semanas. O diagnóstico é clínico, e o isola- 
mento do S. aureus de qualquer local não é necessário. A recuperação 
completa é a regra, embora possam ocorrer episódios repetidos. 

Mais recentemente, casos de infecção adquirida na comunidade 
por S. aureus resistente à oxacilina tornaram-se mais comuns. Nes- 
ses isolados, foi encontrada uma toxina conhecida como leucocidina 
Panton—Valentine (PVL), que em raros casos é associada a cepas hos- 
pitalares de S. aureus (Vandenesch, 2003). Demonstrou-se que a PVL 
é responsável por necrose cutânea e infecções de tecidos moles, bem 
como, ainda que com menos frequência, pneumonia necrotizante e 
ocasionalmente fatal (Francis, 2005). Os indivíduos em risco são, na 
sua maioria, crianças envolvidas em esportes de contato e indivíduos 
que vivem em instituições, como prisões (MMWR, 2003; Pan, 2003). 

As infecções causadas por espécies de estafilococos coagulase-negati- 
vos em geral ocorrem associadas a corpos estranhos, sobretudo próteses 
valvares implantadas, articulares e shunts. O S. epidermidis é a espécie 
mais envolvida em tais infecções. O S. saprophyticus é uma causa im- 
portante de bacteriúria, em particular em mulheres jovens com vida se- 
xual ativa. O S. hemolyticus, embora um isolado relativamente raro em 
amostras clínicas, pode ser resistente à vancomicina, agente ao qual a 
maioria dos estafilococos coagulase-negativos é suscetível. 


Diagnóstico laboratorial 

A observação microscópica de cocos Gram-positivos arredondados 
típicos aglomerados em esfregaços de material obtido de lesões ainda 
não abertas nem drenadas ou em esfregaços feitos com o caldo de uma 
cultura sanguínea positiva é indicativa de infecção estafilocócica. 

O S. aureus produz coagulase, enzima que liga o fibrinogênio plas- 
mático, fazendo com que os microrganismos se aglutinem ou o plas- 
ma coagule; quase todos os demais estafilococos não fazem isso. Mais 
de 95% dos isolados de S. aureus são identificados pelo teste da coa- 
gulase em lâmina, que detecta a enzima ligada à célula (fator de aglo- 
meração), e quase todos os isolados são identificados pelos testes da 
coagulase em tubo, que detectam coagulase livre. 

O teste da coagulase em lâmina é feito misturando-se uma emul- 
são densa de microrganismos com plasma em uma lâmina de vidro 
de microscopia. O teste é positivo se ocorrer aglomeração em 30 se- 
gundos. O Staphylococcus lugdunensis e o Staphylococcus schleiferi são 
outros dois estafilococos que dão resultado positivo nesse teste. Um 
controle que consiste em emulsificar uma colônia suspeita em solução 
fisiológica deve ser feito para cada lâmina de teste, para garantir que 
não ocorra autoaglutinação. Caso isso aconteça, o resultado da lâmina 
de teste deve ser considerado insuficiente para a determinação da na- 
tureza do isolado quanto à coagulase. 

Para o teste da coagulase em tubo, são transferidas várias colônias 
para um tubo que contém plasma, que é incubado à 35°C por 4 horas; 
em seguida, verifica-se se houve formação de coágulo. Caso isso não 


tenha ocorrido, o tubo é incubado novamente à temperatura ambiente 
e reexaminado depois de um total de 20 horas de incubação. O teste 
deve ser examinado após 4 horas porque a maioria dos isolados de S. 
aureus produz um coágulo nesse intervalo e algumas cepas produzem 
uma fibrinolisina que pode lisar o coágulo e, assim, ocasionar uma rea- 
ção negativa falsa se o teste só for visto após 20 horas. O Staphylococcus 
intermedius e o Staphylococcus hyicus também serão positivos no teste 
da coagulase em tubo, porém são primordialmente patógenos de ani- 
mais, encontrados apenas em raros casos em amostras humanas. 

Existem no comércio vários ensaios de aglutinação em látex para iden- 
tificação rápida do S. aureus. Tais ensaios detectam a proteína A e o fator 
de aglomeração, e alguns também detectam polissacarídeo capsular, que 
melhora a capacidade de detectar S. aureus resistente à meticilina (oxaci- 
lina). O S. saprophyticus e o Staphylococcus sciuri são duas outras espécies 
de estafilococos que podem ser positivas à aglutinação no látex. 

Foram reconhecidas muitas espécies de estafilococos coagulase-posi- 
tivas. Porém, com exceção do S. saprophyticus, que é resistente à no- 
vobiocina, a identificação desses isolados até o nível de espécie não é 
uma prática indicada nem clinicamente. Se necessário, podem ser feitas 
tentativas de identificar tais isolados até o nível de espécie mediante o 
uso de kits comerciais, cuja acurácia comprovada fica entre 70 e mais de 
90% (Bannerman, 2003). Uma alternativa é enviar os isolados para um 
laboratório de referência capaz de realizar ensaios bioquímicos padrões 
ou ensaios moleculares, como a análise do RNAr 16S (Lee, 2001). Os 
estafilococos podem ser classificados em cepas com finalidades epide- 
miológicas, na tentativa de identificar fontes comuns de infecções com 
base em sua suscetibilidade a diferentes bacteriófagos, perfis de plasmí- 
deos, ácidos graxos celulares, eletroforese de enzimas multilocus ou ti- 
pagem cromossômica molecular (eletroforese em campo de gel pulsado 
e reação em cadeia da polimerase repetitiva [rep-PCR]). Em geral, esses 
testes estão disponíveis apenas em laboratórios de referência. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Mais de 90% dos estafilococos são resistentes à penicilina. Como 
tal resistência se deve a uma B-lactamase codificada por plasmideo, 
a sensibilidade à penicilina deve ser confirmada após um período de 
indução (Clinical and Laboratory Standards Institute/NCCLS, 2003a) 
com um agente B-lactamico. 

À resistência às penicilinas (metcilina, oxacilina, nafcilina) nas bac- 
térias resistentes à penicilinase ocorre em até 80% dos estafilococos 
coagulase-negativos e em até 50% dos S. aureus. A resistência a esse 
grupo de agentes microbianos é mediada pelo gene mecA, que codifica 
uma proteína de ligação à penicilina alterada, PBP2a. A resistência é 
tipicamente heterogênea, significando que apenas raras células (1 em 
10* a 10°) expressam o traço de resistência. Por isso, é preciso seguir as 
orientações específicas para garantir a detecção: como tradição, usa-se 
um disco com 1 ug de oxacilina para o teste da difusão em disco. Mais 
recentemente, o CLSI (ou o antigo NCCLS) sugeriu que, caso se use 
a difusão em disco como método para detectar S. aureus resistente à 
oxacilina (MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus), um tes- 
te com disco que contenha 30 ug de cefoxitina é um indicador melhor 
do que a oxacilina. Para predizer a presença de resistência mediada 
pelo mecA no S. aureus (e no S. lugdunensts), o CLSI recomenda que 
isolados com zonas de tamanho > 20 mm sejam considerados susce- 
tíveis (S) e aqueles com zonas de tamanho < 19 mm sejam relatados 
como resistentes à oxacilina (R) (Velasco, 2005). No caso de estafilo- 
cocos coagulase-negativos (exceto S. lugdunensis), > 25 mm = Se < 24 
mm = R (Clinical and Laboratory Standards Institute/NCCLS 2005). 
Deve-se usar oxacilina em caldo de Mueller-Hinton suplementado 
com cátions contendo NaCl a 2% para o teste de microdiluição, in- 
cubando-se placas de ágar e bandejas de microtitulação por um total 
de 24 horas a 35°C. Para triar isolados de S. aureus quanto à resistén- 
cia à oxacilina, usa-se um cotonete para inocular um ponto em ágar 
de Mueller-Hinton suplementado com NaCl a 4% e com 6 g/mL de 
oxacilina, incubando-se as placas por 24 horas. Foram desenvolvi- 
dos vários ensaios para a detecção rápida de resistência à oxacilina. 
Eles incluem amplificação do ácido nucleico, ensaios com sonda de 
ácido nucleico para mecA e aglutinação em látex para PBP2a (o MR- 
SA Screen Test, Denka-Seiken Co., Tóquio, Japão) e PBP 2º (Oxoid 
Ltd., Basingstoke, Reino Unido) (Chediac-Tannoury, 2003; Chapin, 
2004). Para a detecção de MRSA em swabs nasais, há duas abordagens. 


Existem meios cromogênicos específicos mais novos para a detecção 
de MRSA que requerem incubação apenas por uma noite, mas per- 
mitem a detecção fácil de colônias com coloração específica que são 
MRSA (Perry, 2004). O IDI (Infectio Diagnostics, Inc., Canadá, re- 
centemente Gene-Ohm) tem um ensaio baseado na PCR, feito com o 
instrumento Smart Cycler (Cepheid, Sacramento, CA), que pode de- 
tectar diretamente o MRSA em amostras clínicas em menos de 90 mi- 
nutos (Warren, 2004). Embora os estafilococos resistentes à oxacilina 
possam parecer suscetíveis às cefalosporinas, devem ser considerados 
resistentes a todos os agentes B-lactâmicos (penicilinas e cefalospo- 
rinas), incluindo os carbapenéns. Cepas adquiridas em hospitais em 
geral também são resistentes a muitos antibióticos não B-lactamicos. 
As cepas CA-MRSA recém-reconhecidas ainda continuam suscetíveis 
à maioria dos antibióticos não B-lactamicos (Daum, 2002). 

A clindamicina pode ser usada para tratar infecções estafilocócicas. 
Uma resistência induzível, devida a mecanismos que envolvem uma 
classe de genes que inativam enzimas conhecidos como genes erm, 
pode não ser detectada em testes de suscetibilidade rotineiros. Esse 
gene erm também confere resistência cruzada aos macrolídeos (p. ex., 
eritromicina) e estreptograminas (quinupristina-dalfopristina). Um 
isolado de S. aureus resistente à eritromicina, mas suscetível à clinda- 
micina em um teste de concentração inibitória minima (MIC, mini- 
mum inhibitory concentration; diluição em caldo ou ágar ou teste E), 
deve ser avaliado quanto à resistência à clindamicina pelo teste “D”, 
como segue. Um disco de 15 ug de eritromicina e um de 2 ug de clin- 
damicina são colocados a 15 mm de distância sobre a superfície de 
uma placa de ágar-sangue inoculada com o isolado em questão. Após 
incubação por uma noite, se houver resistência induzível à clindami- 
cina, haverá uma opacificação da zona de clindamicina de inibição no 
lado perto do disco de eritromicina, dando o aspecto de uma “zona 
D” (Clinical and Laboratory Standards Institute/NCCLS, 2005). 

A resistência à vancomicina, embora vista em raros casos no S. au- 
reus, é um assunto sério que os laboratórios precisam confirmar e 
triar. Isolados de S. aureus com suscetibilidade intermediária à van- 
comicina (VISA, vancomycin intermediately susceptible S. aureus) têm 
MICs na faixa intermediária (8 a 16 ug/mL) (Cosgrove, 2004). Houve 
três casos relatados de S. aureus resistente à vancomicina com MICs de 
vancomicina tão altas quanto 1.024 ug/mL (Centers for Disease Con- 
trol, 2004b). Como a última não foi detectada de maneira uniforme 
em sistemas automatizados para testes de suscetibilidade, os Centers 
for Disease Control and Prevention (CDC) recomendam que todos 
os isolados de S. aureus testados em um instrumento automatizado 
também sejam testados por um ensaio de triagem para vancomicina, 
para assegurar que a MIC correta seja determinada. Isso em geral é 
feito inoculando-se 100 uL de uma suspensão de McFarland 0,5 do S. 
aureus em uma placa de ágar-sangue com 6 ug/mL de vancomicina e 
incubando-se por uma noite. Isolados positivos que tenham valores 
elevados de MIC (4 ug/mL) devem ser enviados para um laboratório 
de referência para confirmação e, nos EUA, os casos confirmados de- 
vem ser encaminhados para os CDC. 


Estreptococos e enterococos 
Características 

Os estreptococos são cocos Gram-positivos catalase-negativos, es- 
féricos, ovoides ou em forma de lanceta, vistos frequentemente em 
pares ou cadeias, e são anaeróbicos facultativos. Algumas cepas reque- 
rem acréscimo de CO, para seu isolamento inicial, mas podem perder 
essa exigência em subculturas. Os estreptococos podem ser classifica- 
dos de forma ampla de acordo com a reação hemolítica em ágar-san- 
gue (Tab. 56.3). As cepas que hemolisam por completo os eritrócitos 
em torno de suas colônias denominam-se B-hemolíticas e podem ser 
classificadas ainda nos grupos de Lancefield com base em carboidra- 
tos sorologicamente reativos. Membros importantes desse grupo in- 
cluem o Streptococcus pyogenes (grupo A) e o Streptococcus agalactiae 
(grupo B). A Figura 56.3 é uma coloração de Gram de S. pyogenes (es- 
treptococo do grupo A) em uma amostra de material de abscesso no 
braço de um paciente com celulite. As cepas que provocam hemóli- 
se parcial (causam “esverdeamento” do ágar) são o.-hemolíticas. Um 
membro importante desse grupo é o S. pneumoniae. Os estreptococos 
que não hemolisam sangue são y-hemoliticos. Um membro impor- 
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Tabela 56.3 Classificação de estreptococos e enterococos 


Hemólise Grupo de Lancefield Espécie 

B A Streptococcus pyogenes 
B Streptococcus agalactiae 
C Streptococcus dysgalactiae 
D Enterococcus sp. 

O ou Y D Enterococcus sp. 
D Streptococcus bovis 
Nenhum Grupo Viridans* 

o Nenhum Streptococcus pneumoniae 


* Pequenas colônias variantes do grupo de Lancefield A, C, F ou G, ou cepas não 
agrupáveis, podem sofrer qualquer hemólise. 





Figura 56.3 Coloração de Gram do Streptococcus pyogenes (estreptococo do grupo 
A) de um caso de celulite. 


tante desse grupo é o Streptococcus bovis. Alguns S. agalactiae também 
podem ser y-hemolíticos. A maioria dos estreptococos restantes o e 
Y-hemolíticos é denominada coletivamente “viridans”, incluindo 
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis, Strep- 
tococcus salivarius e Streptococcus anginosus. O grupo de microrganis- 
mos antes conhecidos como estreptococos nutricionalmente varian- 
tes (dependentes de piridoxal, B6 ou tiol, satélites) agora é designado 
no gênero Abiotropha ou Granulicatella. 

Os membros do gênero Enterococcus, antes conhecidos como es- 
treptococos do grupo D porque seus antígenos da parede celular re- 
agem com antissoros do grupo D, são suficientemente diferentes dos 
outros membros do gênero Streptococcus para serem considerados um 
gênero separado. Tais microrganismos são cocos Gram-positivos que 
ocorrem de maneira isolada, em pares ou cadeias curtas. São anaeró- 
bicos facultativos. A maioria dos enterococos é Œ ou y-hemolitica em 
ágar-sangue, mas alguns podem exibir hemólise B. As espécies mais 
comuns são Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis; cepas móveis 
amarelas de enterococos, em geral não patogênicas, incluem Enterococ- 
cus cassilflavus e Enterococcus gallinarum. As duas últimas espécies em 
geral são intrinsecamente resistentes à vancomicina, sendo importante 
diferenciá-las do E. faecium e do E. faecalis resistentes à vancomicina. 

Outros gêneros de cocos Gram-positivos catalase-negativos que po- 
dem ser isolados de amostras clínicas incluem Leuconostoc, Pediococ- 
cus, Stomatococcus, Gemella, Aerococcus e Lactococcus spp. Tais micror- 
ganismos são considerados de baixa virulência potencial e, em geral, 
patogênicos apenas em hospedeiros imunocomprometidos. Contudo, 
alguns desses isolados podem ser confundidos com os estreptococos 
viridans, em particular, e sua diferenciação é importante por causa 
de sua baixa virulência e seu potencial de resistência à vancomicina. 
Deve-se considerar uma diferenciação adicional se estiverem sendo 
considerados estreptococos viridans resistente à vancomicina. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Uma das manifestações clínicas mais comuns das infecções causa- 
das pelos estreptococos do grupo À é a faringite, que pode ser acom- 
panhada por febre escarlatina, um exantema pontilhado sobrejacente 
a eritema difuso que em geral surge primeiro no pescoço ou na parte 
superior do tórax, torna-se generalizado e em seguida descama. As 
infecções cutâneas causadas por estreptococos do grupo À incluem 
celulite, erisipela e pioderma. A febre reumática aguda, que se carac- 
teriza por cardite, poliartrite, eritema marginado, coreia e nódulos 
subcutâneos, pode ocorrer 1 a 5 semanas após a faringite causada por 
estreptococos do grupo A. A glomerulonefrite aguda pode se desen- 
volver 10 dias a 3 semanas após a faringite causada por estreptococos 
do grupo À ou o pioderma da mesma origem. 

A partir do final da década de 1980, síndromes clínicas graves causa- 
das por estreptococos do grupo A, como fasciite necrotizante, miosite, 
febre escarlatina maligna, bacteriemia e síndrome do choque tóxico, 
começaram a ser vistas cada vez com mais frequência. Elas têm sido 
associadas a altos índices de morbidade e mortalidade, de até 30% 
ou mais. À razão desse aumento não é entendida por completo, mas 
parece ter relação com alterações na prevalência dos microrganismos 
com “potencial de virulência” exacerbado (Kaplan, 2005). 

O S. pyogenes produz inúmeros fatores de virulência. Um dos mais 
importantes é a proteína M antifagocítica da parede celular. Anticor- 
pos contra a proteína M específica conferem imunidade vitalícia do 
tipo específica; no entanto, como existem animais de 60 tipos de pro- 
teina M, pode ocorrer infecção com um estreptococo do grupo A que 
tenha uma proteína M diferente. Outro componente importante da 
parede celular é o ácido lipoteicoico, que permite aderência bacteria- 
na ao epitélio respiratório. O S. pyogenes também elabora cerca de 20 
produtos extracelulares, tais como enzimas (estreptolisinas, hialuro- 
nidase, estreptocinase, desoxirribonucleases |DNases] e a dinucleoti- 
dase da adenina nicotinamida [NADase]) e toxinas eritrogênicas. A 
estreptolisina O, uma enzima antigênica lábil ao oxigênio, induz he- 
mólise sobre a superfície em placas de ágar-sangue; e a estreptolisina 
S, uma enzima não antigênica estável ao oxigênio, causa hemólise na 
superfície. Nenhuma estreptolisina provou ter papel na patogênese 
de doença humana. A estreptocinase promove atividade fibrinolítica 
ao converter o plasminogênio em plasmina, e a hialuronidase pode 
acentuar a disseminação do microrganismo pelo tecido conjuntivo. 
O significado patogênico das DNases e da NADase é desconhecido. 
Toxinas pirogénicas (eritrogênicas; sorotipos A, B, C) são produzidas 
por isolados de S. pyogenes infectados com um bacteriófago tempera- 
do específico. Sua pirogenicidade é causada por uma ação direta sobre 
o hipotálamo. Também se descobriu que o estreptococo do grupo À 
tem superantígenos (SAGs) com alta capacidade mitogênica; eles fo- 
ram associados a casos de infecções estreptocócicas mais graves, como 
a fasciite necrotizante ou a sindrome do choque tóxico (Kotb, 2002). 

A patogênese da febre reumática aguda não está totalmente explica- 
da. Certos tipos de proteína M do S. pyogenes podem ser reumatogê- 
nicos. À presença de complexos de imunoglobulina e do componente 
C3 do complemento com bainhas sarcolêmicas de miofibras cardíacas 
de indivíduos com cardite reumática sugere que a miocardite resulte 
da produção de anticorpos direcionados contra uma proteína M es- 
treptocócica da parede celular que tem reação cruzada com o tecido 
miocárdico. Além disso, foi identificado um antígeno do S. pyogenes 
que apresenta reação cruzada com o coração ou tecido e compartilha 
epítopos imunológicos com a proteína M, mas é distinto dela (Bar- 
nett, 1990). O dano renal na glomerulonefrite aguda é causado por 
depósitos de complexos imunes circulantes estreptocócicos-anties- 
treptocócicos nos glomérulos e pela subsequente ativação do comple- 
mento. Reações mediadas por célula a uma membrana basal glomeru- 
lar alterada ou a ativação da via alternada do complemento também 
podem estar envolvidas. 

As infecções mais comuns causadas pelos estreptococos do gru- 
po B são sepse neonatal, pneumonia e meningite. A colonização do 
material do trato genital está associada à colonização de lactentes e a 
risco de doença neonatal, com infecções de início precoce ocorrendo 
nos primeiros dias de vida após o parto e as de início tardio surgin- 
do após uma semana de idade. Para reduzir a incidência de doença 
neonatal, os CDC publicaram orientações específicas que possibilitam 
a identificação e o tratamento precoces de mulheres colonizadas por 


estreptococos do grupo B, bem como a identificação e o tratamento 
dos neonatos sob risco de desenvolver doença (Schuchat, 1996; Cen- 
ters for Disease Control, 2004a). Devem ser colhidas amostras vagi- 
nais/retais de todas as mulheres grávidas com 35 a 37 semanas de ges- 
tação para processamento com vistas à detecção de estreptococos do 
grupo B. Os resultados desse exame devem estar disponíveis durante o 
parto, para que a profilaxia apropriada possa ser oferecida à mãe antes 
do parto, a fim de prevenir a infecção do recém-nascido. As infecções 
por estreptococos do grupo B em adultos incluem endometrite pós- 
parto, bacteriemia, infecções cutâneas e de tecidos moles, pneumonia, 
endocardite, meningite, artrite e osteomielite. 

Os estreptococos dos grupos C e G são semelhantes ao S. pyogenes 
pelo fato de causarem uma ampla gama de infecções, incluindo bac- 
teriemia, endocardite, meningite, artrite e infecções do trato respira- 
tório e da pele. A infecção faríngea causada por esses estreptococos é 
semelhante à causada pelos do grupo À, exceto por não ocorrerem as 
sequelas não supurativas da febre reumática. 

As infecções causadas pelo S. pneumoniae são pneumonia, meningi- 
te (especialmente em lactentes e pacientes idosos), bacteriemia espon- 
tânea (em pessoas sem o baço), otite, sinusite e peritonite espontânea. 
O S. pneumoniae faz parte da microbiota normal do trato respiratório 
superior de 25 a 50% das crianças em idade pré-escolar, 36% daque- 
las em idade escolar e quase 20% dos adultos, denominados porta- 
dores (Hendley, 1975; Lopez, 1999). Sua disseminação é facilitada 
por infecções do trato respiratório superior e aglomerações. Pode 
desenvolver-se pneumonia quando as defesas imunes do hospedeiro 
estão comprometidas. A maioria dos casos é endógena, após aspiração 
de secreções orais com microbiota normal que inclui S. pneumoniae. 
Ocorre transmissão de uma pessoa para outra durante epidemias, por 
meio de aerossóis. O principal fator de virulência do S. pneumoniae é 
sua cápsula polissacarídica antifagocítica, e as cepas com uma cápsula 
mucoide espessa são especialmente virulentas. Existem vacinas desti- 
nadas a proteger contra a infecção por pneumococos de muitos dos ti- 
pos de polissacarídeo capsular predominantes. Uma nova vacina para 
lactentes e crianças previne a doença pneumocócica invasiva. 

A endocardite bacteriana é a infecção mais comum causada pelos 
estreptococos viridans; outras incluem abscessos no cérebro ou no 
fígado, bacteriemia e cáries dentárias. A bacteriemia por S. bovis foi 
associada a malignidades do trato gastrintestinal. Os enterococos não 
são altamente patogênicos, mas constituem uma causa comum de in- 
fecções do trato urinário em pessoas hospitalizadas. Também podem 
causar endocardite, bacteriemia e infecções de feridas. Os enterococos 
resistentes à vancomicina têm um grande potencial de infecção, so- 
bretudo em pacientes imunocomprometidos e naqueles que possuem 
dispositivos implantados (Shay, 1995; Orloff, 1999). 


Diagnóstico laboratorial 

Os estreptococos crescem bem em ágar-sangue ou chocolate. O 
ágar-sangue é preferido porque as propriedades hemolíticas do mi- 
crorganismo podem ser avaliadas. Ao fazer culturas de swabs vaginais/ 
retais de mulheres grávidas especificamente para estreptococos do 
grupo B, as amostras devem primeiro ser inoculadas em um caldo 
seletivo, como LIM ou Carrot, ou em ágar seletivo, ágar-granada, pa- 
ra enriquecimento destinado a esse microrganismo (Schuchat, 1996, 
Claeys, 2001; Gupta, 2004; Heelan, 2005). Os testes que podem ser 
feitos no laboratório de microbiologia clínica para a identificação pre- 
sumível de espécies de estreptococos B-hemolíticos são mostrados na 
Figura 56.4. Mais de 99% dos isolados de estreptococos do grupo A 
são suscetíveis à bacitracina, mas uma porcentagem muito pequena 
de isolados de estreptococos do grupo B e 10 a 20% dos isolados de es- 
treptococos dos grupos C e G também são suscetíveis. Portanto, os re- 
sultados do teste de suscetibilidade à bacitracina fornecem uma iden- 
tificação presumível. Um isolado pode ser chamado de estreptococo 
do grupo À de forma presumível com base na hidrólise do teste com 
1-pirrolidonil-B-naftilamida (PYRase) (Wellstood, 1987). Todos os 
isolados de estreptococos do grupo A e mais de 99% dos de enteroco- 
cos são PYRase-positivos. A identificação de estreptococos do grupo 
A é confirmada por sorotipagem, aglutinação no látex ou uma sonda 
de ácido nucleico. Também se dispõe de uma sonda de ácido nucleico 
(Gen-Probe, San Diego, CA) para a detecção direta de estreptococos 
do grupo À em swabs da garganta (Chapin, 2002). 
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Figura 56.4 Árvore decisória de testes para denominar de forma presumível as espé- 
cies B-hemolíticas de Streptococcus. (+ = resultado positivo; — = resultado negativo; 
S = suscetível; R = resistente.) (Com permissão de Woods GL, Gutierez Y: Diagnos- 
tic Pathology of Infectious Diseases. Philadelphia, Lea & Febiger, 1993.) 


Estreptococos do grupo A podem ser detectados diretamente em 
amostras de swabs de garganta com o uso de kits comerciais capazes 
de fornecer resultados rápidos. Esses testes são altamente específicos, 
porém, em razão de sua baixa sensibilidade, que varia de 31 a 95% em 
diferentes estudos (Wegner, 1992; Carroll, 1996), um resultado nega- 
tivo ao teste direto deve ser seguido por cultura ou sondagem. Testes 
sorológicos para detectar anticorpos em amostras de soro das fases 
aguda e convalescente para estreptolisina O e DNase B são usados pri- 
mariamente para diagnosticar febre reumática aguda e glomerulone- 
frite aguda após infecção com estreptococo do grupo A. 

Um isolado B-hemolítico que hidrolisa hipurato ou tem uma rea- 
ção positiva ao teste CAMP é denominado presumivelmente estrep- 
tococo do grupo B. Isolados de presumíveis estreptococos do grupo 
B de locais estéreis do corpo devem ser identificados por sorotipagem 
(usando-se aglutinação em látex ou testes de coaglutinação) ou por 
sonda de DNA quimioluminiscente. A sonda de DNA também po- 
de ser usada para identificar estreptococos do grupo B que crescem 
em LIM ou outros caldos seletivos de cultura (Daly, 1991; Bourbeau, 
1997). Isolados de estreptococos B-hemolíticos dos grupos C, D, F e 
G são identificados por sorotipagem com reagentes de aglutinação no 
látex. O ensaio IDI-Smart Cycler mencionado antes pode ser usado 
para detectar estreptococos do grupo B em amostras vaginais-retais 
ou em cultura, como caldo LIM (Picard, 2004). 

Dispõe-se de ensaios por aglutinação no látex para a detecção direta 
de estreptococos do grupo B (bem como S. pneumoniae, alguns soroti- 
pos de Neisseria meningitidis, Escherichia coli e H. influenzae tipo b) no 
LCE, soro e urina. Como esses ensaios mostraram sensibilidade equi- 
valente à da coloração de Gram, ou menor, podem dar resultados posi- 
tivos falsos, e em geral não fornecem informação útil adicional além da 
proporcionada pela coloração de Gram do LCE, daí não têm utilidade 
clínica e, como os testes rápidos de antígeno bacteriano são muito mais 
caros e trabalhosos que a coloração de Gram, a maioria dos laborató- 
rios não os oferece mais ou restringe bastante seu uso (Thomas, 1994). 

Os testes usados para identificar presumivelmente estreptococos OL 
e y-hemoliticos e enterococos são mostrados na Figura 56.5. Colônias 
o-hemolíticas mucoides ou achatadas com uma parte central deprimi- 
da são sugestivas de S. pneumoniae, e sua suscetibilidade ao cloridrato 
de etil-hidroxicupreína, mais comumente conhecida como optoquina 
(disco P), e a solubilidade biliar deve ser testada. O S. pneumoniae é 
suscetível a ambos; outros estreptococos G-hemolíticos são resisten- 
tes à optoquina e apresentam resposta variável à bile. Um ensaio com 
antígeno urinário para a detecção de S. pneumoniae também pode ser 
realizado (Sopena, 2005). 

Colônias ot-hemolíticas que não são de S. pneumoniae e colônias 
Y-hemolíticas são testadas para hidrólise da PY Rase; enterococos são 
PYRase-positivos, e estreptococos viridans são negativos. Além disso, 
todos os enterococos crescem na presença de NaCl a 6,5%, mas os es- 
treptococos viridans não. Os enterococos hidrolisam esculina na pre- 
sença de bile (causando crescimento visível e escurecimento do ágar), 
mas até 10% dos estreptococos viridans também são positivos para a 
esculina. Outros ensaios bioquímicos são necessários para identificar 
enterococos até o nível de espécie (Facklam, 1989a). A maioria dos 
isolados clínicos é E. faecalis. 
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Figura 56.5 Árvore decisória de testes para denominar de forma presumível as espé- 
cies a-hemoliticas de Enterococcus. (+ = resultado positivo; — = resultado negativo; 
S = suscetível; R = resistente.) (Com permissão de Woods GL, Gutierez Y: Diagnos- 
tic Pathology of Infectious Diseases. Philadelphia, Lea & Febiger, 1993.) 


Estreptococos ot-hemolíticos resistentes à optoquina e PY Rase-negati- 
vos e estreptococos y-hemoliticos PYRase-negativos e que não crescem 
em NaCl a 6,5% são agrupados como não hemoliticos (viridans). A iden- 
tificação das espécies individuais de estreptococos viridans requer testes 
bioquímicos convencionais (Coykendall, 1989). Sistemas de kits para 
identificar esses microrganismos também estão disponíveis em ampla es- 
cala no comércio. Em geral não é necessária a identificação completa das 
espécies de estreptococos viridans. Membros dos estreptococos viridans 
pertencentes aos estreptococos milleri, por serem geralmente reconheci- 
dos pelo seu odor característico de “caramelo”, podem ser relatados, se 
presentes, para alertar os clínicos acerca desse grupo de viridans, por sua 
propensão à formação de abscesso e sua suscetibilidade uniforme à peni- 
cilina. A Figura 56.6 é um exemplo de coloração de Gram de um membro 
do grupo milleri de estreptococos viridans de um abscesso cerebral. 

Não existem estreptococos resistentes à vancomicina, porém às ve- 
zes um isolado similar aos viridans é relatado como resistente à van- 
comicina. Em geral, é um enterococo, mas poderia ser um membro de 
alguns gêneros mais incomuns, como Leuconostoc ou Pediococcus. Se 
a resistência à vancomicina tiver sido demonstrada, seria importante 
diferenciar o Leuconostoc e o Pediococcus intrinsecamente resistentes 
à vancomicina dos enterococos que tenham adquirido resistência 
à vancomicina. As características que poderiam ser usadas para isso 
estão relacionadas na Tabela 56.4 (revisto por Facklam, 1989b). A di- 
ferenciação de Aerococcus sp. também está incluída nesse quadro, por 
causa de sua similaridade com Enterococcus sp. 

Os membros do gênero Abiotropha não crescem na ausência de pi- 
ridoxal. Em geral, primeiro são reconhecidos como colônias satélites 
que crescem em torno de uma colônia de S. aureus. As características 
diferenciais de Abiotrophia defectiva e Abiotrophia adiacens são re- 
vistas em outro texto (Ruoff, 1990). 





Suscetibilidade antimicrobiana 

Os antibiogramas dos estreptococos dos grupos A, B, Ce G são 
previsíveis (todos são suscetíveis à penicilina); portanto, testes roti- 
neiros de suscetibilidade antimicrobiana desses microrganismos são 
desnecessários, a menos que não se possa usar penicilina, como no 
caso de alergia a ela. Em tal situação, podem estar indicados testes pa- 
ra resistência a macrolídeos, clindamicina e tetraciclinas. Pode ocor- 
rer resistência induzível à clindamicina com estreptococos (i. e., os 
do grupo B), e uma zona D de teste, conforme descrita antes para o 
S. aureus, pode estar indicada se o isolado estreptocócico encontrado 
for resistente à eritromicina. Ainda não foram publicadas orientações 
específicas para os testes com estreptococos D. Como o S. pneumo- 
niae com resistência intermediária ou alta à penicilina (MIC de 0,12 
a 1 pg/mL ou > 2 pg/mL, respectivamente) é encontrado em todo o 
mundo, os isolados devem ser triados quanto à suscetibilidade à peni- 
cilina por difusão em disco com 1 ug de oxacilina. Os isolados que não 
forem suscetíveis por esse método precisam ser avaliados também por 
teste de macro ou microdiluição, usando-se caldo Mueller-Hinton 


. ¥. 
i > r 


o 


“e 
ai e ~ 


a A Em “A uw 
š e ] v 





Figura 56.6 Coloração de Gram de um Streptococcus viridans, especificamente um 
membro do grupo milleri, em amostra de um abscesso cerebral. 


Tabela 56.4 Características diferenciais entre enterococos, Leuconostoc, 
Pediococcus e Aerococcus 


Enterococos Aerococcus Leuconostoc Pediococcus 

Coloração Cadeias pares Tétrades Cocos, Tétrades e 

de Gram e curtas cocobacilos, pares; células 
e bastonetes; esféricas 
pares e cadeias 

Hemólise Bougouy  œouy & OU Y & ou Y 

Esculina na bile + V V + 

Crescimento = Ea V V 

em NaCl a 6,5% 

PYR + a - - 

LAP + * - + 

Suscetibilidade S/R S R R 


à vancomicina 


LAP = leucina aminopeptidase; PYR = L-pirrolidonil-B-naftilamida; V = reações variáveis. 
* Aerococcus urinae é positiva para PYR e LAP; Aerococcus viridans é PYR-positiva e 
LAP-negativa. 


suplementado com sangue equino lisado ou o teste E para determi- 
nar a MIC da penicilina. Também ocorre resistência às cefalosporinas 
de terceira geração; portanto, os isolados também devem ser testados 
quanto à suscetibilidade a esses agentes antimicrobianos. 

Os testes de suscetibilidade devem ser realizados com isolados de 
estreptococos não hemolíticos (viridans) de locais estéreis do corpo, 
porque pode ocorrer resistência à penicilina. Espécies de enterococos 
também devem ser testadas, sobretudo para identificar resistência de 
alto nível à penicilina ou ampicilina e à estreptomicina e gentamicina, 
bem como resistência à vancomicina (Tenover, 1993). Os enterococos 
são resistentes à vancomicina (MIC > 32 ug/mL), em razão da presen- 
ça de genes resistentes, conhecidos como genes van. Embora muitos 
desses genes tenham sido descritos, os mais comuns são vanA, vanB e 
vanC. O vanA e o vanB, que conferem alto nivel de resistência e são en- 
contrados predominantemente no E. faecium e no E. faecalis (embora 
a maioria no E. faecium), são genes adquiridos derivados de plasmí- 
deos e podem causar problemas de controle de infecção envolvendo a 
transmissão dessa resistência. A diferenciação entre essa resistência à 
vancomicina e a intrínseca e de nível inferior (genes vanC) nas espécies 
móveis amarelas de enterococos deve ser feita em laboratórios e relata- 
da como tal à equipe de controle de infecção. 


Espécies de Gemella e Aerococcus 
Outros cocos não estreptocócicos Gram-positivos catalase-negativos 
de importância cada vez maior são os pertencentes aos gêneros Gemella 


e Aerococcus. Gemella sp. (Gemella haemolysans e Gemella morbillorum) 
lembram os estreptococos viridans, embora geralmente produzam co- 
lônias menores. G. haemolysans foi associado a endocardite e meningi- 
te. A coloração de Gram em geral demonstra diplococos com os lados 
adjacentes achatados, o que pode ser confundido com Neisseria sp., 
porque as células podem perder a cor com facilidade. G. haemolysans 
é aeróbico, e G. morbillorum é anaeróbico. O último costuma aparecer 
como cocos em pares ou cadeias curtas. Ambos são PYR-positivos e ne- 
gativos ao NaCl a 6% e à hidrólise pela esculina (o que os diferencia dos 
enterococos). O G. morbillorum também é positivo para a leucina-ami- 
nopeptidase (LAP). Ambos em geral são suscetíveis à penicilina. Como 
outros cocos Gram-positivos, se houver dúvida quanto à morfologia do 
microrganismo, isto é, se é um bastonete curto ou um coco, a coloração 
de Gram a partir de cultura em caldo costuma resolver o problema. 

Duas espécies principais de Aerococcus podem ser clinicamente re- 
levantes e/ou isoladas de amostras clínicas: Aerococcus urinae e Aero- 
coccus viridans. Ambas lembram os estreptococos viridans e os entero- 
cocos em placas de ágar, mas à coloração de Gram em geral aparecem 
em tétrades. Recentemente, o A. urinae foi reconhecido como pató- 
geno no trato urinário; além disso, foi isolado do sangue em casos de 
endocardite. É PYR-negativo e LAP-positivo, em contraste com o A. 
viridans, que é PYR-positivo e LAP-negativo (Tab. 56.4). Ambos cres- 
cem na presença de NaCl a 6,5%. Não são anaeróbios, e o A. viridans 
em geral não cresce em condições anaeróbicas. O A. urinae em geral é 
suscetível à penicilina e à nitrofurantoína, mas pode ser resistente às 
sulfonamidas. Houve variabilidade em sua resposta ao trimetoprim 
(Ruoff, 2003). 


Bastonetes Gram-positivos 


Corynebacterium e Arcanobacterium 


Características 

As corinebactérias (ou “difteroides”, como às vezes são conhecidas) 
aparecem no esfregaço corado por Gram como bastonetes Gram-po- 
sitivos ligeiramente curvos, com lados não paralelos e às vezes com ex- 
tremidades mais largas, o que lhes dá um aspecto de baqueta de tam- 
bor (Fig. 56.7). São microrganismos catalase-positivos. Há mais de 46 
espécies do gênero Corynebacterium, a maioria raramente patogênica 
para humanos; exceções notáveis são o Corynebacterium diphteriae e 
as espécies ou variedades estreitamente relacionadas Corynebacterium 
ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis. As espécies do gênero 
Arcanobacterium de relevância clínica incluem Arcanobacterium hae- 
molyticum, Arcanobacterium pyogenes e Arcanobacterium bernardiae. 
As espécies desse gênero também aparecem como bastonetes irregula- 
res à coloração de Gram, mas podem ser diferenciadas com facilidade 
das corinebactérias por sua reação negativa à catalase. 


Manifestações clínicas e patogênese 

No local inicial da infecção em células epiteliais das tonsilas ou da 
orofaringe, o C. diphtheriae elabora uma exotoxina que causa necro- 
se celular local e inflamação subsequente. A exotoxina produzida por 
cepas de C. diphtheriae infectadas com um bacteriófago específico é 
absorvida na circulação. A distribuição da exotoxina pela corrente san- 
guínea pode ocasionar alterações degenerativas no coração, no sistema 
nervoso e nos rins. À molécula da toxina consiste em dois fragmentos: 
o À, que contém o local enzimaticamente ativo, e o B, que compre- 
ende o local de ligação do receptor. Uma vez na célula, a síntese de 
proteína é interrompida. A bactéria e a toxina produzem um exsudato 
seroso e infiltrado celular da mucosa na faringe. As lesões exsudativas 
coalescem, formando uma pseudomembrana negro-acinzentada que é 
característica da difteria. Embora produção de toxina e patogenicidade 
em geral sejam consideradas sinônimos, as pseudomembranas podem 
formar-se em pessoas infectadas com cepas não toxigênicas. A extensão 
da pseudomembrana superiormente na nasofaringe ou inferiormente 
na laringe pode ser tão acentuada a ponto de causar obstrução respi- 
ratória. Embora ocorram infecções de outras partes do corpo pelo C. 
diphtheriae, as mais frequentes observadas hoje nos EUA são as da pele. 
A transmissão do C. diphtheriae se dá por núcleos nas gotículas do tra- 
to respiratório ou por contato a partir de focos da infecção cutânea. 

Como fazem parte da flora normal da pele e de mucosas, é difícil es- 
tabelecer o papel etiológico das outras corinebactérias. Seu significado 





Figura 56.7 Escarro corado pelo Gram mostra muitos neutrófilos, restos amorfos e 
bacilos corineformes Gram-positivos (imersão em óleo). 


clínico em geral aumenta se o microrganismo for observado em esfre- 
gaços corados pelo Gram associado a leucócitos e isolado de um local 
estéril e de múltiplas amostras. Observou-se que o Corynebacterium 
jeiketum apresenta associação nítida a infecções de próteses implan- 
tadas (p. ex., em válvulas cardíacas, no LCE e em articulações), causa 
endocardite bacteriana subaguda e está envolvido em uma variedade 
de infecções oportunistas. O Corynebacterium ureolyticum foi associa- 
do a infecção do trato urinário, bem como a bacteriemia, endocardite 
e infecções de feridas (Nebreda-Mayoral, 1994). Quando identifica- 
dos, o Corynebacterium striatum e o Corynebacterium amycolatum 
são os corineformes mais comuns da microbiota cutânea, podendo 
tornar-se patogênicos. É digno de nota que em geral são resistentes 
aos antibióticos -lactâmicos, característica com frequência atribuída 
apenas ao C. jeiketum (Crabtree, 2003). 

O A. haemolyticum foi associado a faringite e infecções de feridas e 
de tecidos moles (Gaston, 1996). O A. pyogenes e o A. bernardiae são 
associados à formação de abscesso. 


Diagnóstico laboratorial 

Graças à relativa raridade da difteria nos EUA hoje, o diagnóstico 
pode passar despercebido ao exame clínico, e o laboratório pode ter 
dificuldade em reconhecer o microrganismo em culturas. Sempre se 
deve fornecer um diagnóstico presuntivo para o laboratório, para que 
a amostra seja manipulada da maneira adequada. As amostras devem 
ser obtidas com swab com extremidade de algodão ou poliéster, de 
regiões inflamadas da nasofaringe e, se possível, sob a pseudomem- 
brana. Caso se suspeite que lesões cutâneas serão positivas para C. di- 
phteriae, a amostra mais apropriada deve ser um aspirado da lesão. As 
corinebactérias crescem no ágar de rotina que contém sangue; contu- 
do, são preferidos ágar-sangue com cistina-telurita (CT) ou o meio de 
Tinsdale. No meio CT, as colônias de C. diphteriae são cinzentas ou 
negras após 48 horas de incubação, podendo ser grandes ou pequenas, 
achatadas ou convexas. Outras espécies que não o C. diphteriae po- 
dem produzir colônias negras nos meios CT ou de Tinsdale, embora 
em geral sejam menores. Se o laboratório não tiver esses dois meios 
ao solicitar a identificação de C. diphteriae, é possível usar ágar com 
colistina e ácido nalaidíxico (CNA), embora assim seja mais difícil re- 
conhecer possíveis cepas dessa bactéria. 

A classificação das corinebactérias ou difteroides orais e da pele é 
difícil e confusa. As características diferenciais de algumas espécies 
são mostradas na Tabela 56.5. Dispõe-se de sistemas comerciais para 
identificar muitos dos membros desse grupo de microrganismos (Ga- 
vin, 1992; Hudspeth, 1998). Quando se suspeita que isolados sejam 
C. diphteriae, é preciso testá-los quanto à produção de exotoxina. A 
eleboração de exotoxina pode ser detectada in vitro com o teste de 
imunodifusão Elek, mas em geral isso não faz parte da rotina de um 
laboratório clínico. Nos EUA, os isolados devem então ser enviados 
para um laboratório estatal ou de referência, onde isso possa ser rea- 
lizado. Os testes baseados na PCR descritos são uma alternativa a que 
se pode recorrer para detectar o gene da toxina (Efstratiou, 2000). O 
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Tabela 56.5 Características diferenciais de algumas espécies do gênero Corynebacterium e microrganismos relacionados 


Teste C. diphtheriae C. ulcerans C. pseudotuberculosis C. jeikeium — Arcanobacterium Arcanobacterium 
haemolyticum pyogenes 

Catalase + + + + - - 

Hemólise + -- - + + 

Gelatinase - + - - - + 

Urease =- + + = = = 

Redução de nitrato V - V - - - 

Fermentacao da sacarose - - V - V V 

+ = positivo; — = negativo; v = variável. 


C. jeikeium em geral produz um brilho metálico característico na su- 
perficie das placas de ágar-sangue. O C. striatum e o C. amycolatum 
fazem parte da microbiota cutânea comum e podem ser responsáveis 
por infecções; é discutível a necessidade de identificá-los de forma es- 
pecífica, além de ser difícil fazê-lo. Essas últimas cepas costumam ser 
resistentes a muitos antibióticos, sobretudo o C. jetketum. 

As espécies do gênero Arcanobacterium são B-hemoliticas em ágar- 
-sangue de carneiro. As colônias nesse ágar são pequenas após 48 
horas de incubação, e a hemólise pode passar despercebida. O cres- 
cimento e a hemólise são melhores em um ambiente com CO.. Tais 
espécies são catalase-negativas. As reações bioquímicas usadas para 
determinar as espécies de corinebactérias também são úteis para as 
de Arcanobacterium (Funke, 1997). O A. haemolyticum produz fosfo- 
lipase D, que é responsável pela reação CAMP reversa com S. aureus. 
Aquele microrganismo inibe a hemólise em torno do risco do S. au- 
reus, produzindo um triângulo invertido sem hemólise. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Embora a antitoxina continue a ser o único método específico para 
tratamento da difteria, administram-se antibióticos aos pacientes com 
a doença e aos portadores assintomáticos de cepas toxigênica. Em ge- 
ral, o C. diphteriae é inibido pelas penicilinas e pelos macrolideos. As 
suscetibilidades antimicrobianas de outras espécies de corinebactérias 
ou difteroides são um pouco menos previsíveis. O C. jeikeium em ge- 
ral é resistente às penicilinas e cefalosporinas, variavelmente suscetível 
à maioria dos outros antibióticos e quase uniformemente suscetível 
à vancomicina. No entanto, outras espécies de corinebactérias po- 
dem ser resistentes de maneira similar aos antibióticos B-lactâmicos. 
A terapia de infecções causadas por esses microrganismos em geral é 
complicada pelo comprometimento das defesas do hospedeiro e por 
materiais de próteses implantadas. As arcanobactérias são sensíveis à 
penicilina e a outros B-lactâmicos, à rifampicina, à tetraciclina e aos 
macrolídeos. Pode haver atividade reduzida pelas fluoroquinolonas e 
pelos aminoglicosídeos (Funke, 2003). 


Prevenção 

Os métodos de prevenção contra a difteria são quase exclusivamen- 
te os programas de imunização ativa e passiva com antibióticos su- 
plementares para eliminar o estado de portador de cepas toxigênicas 
durante epidemias. 


Listeria 
Características 

As espécies do gênero listeria são bastonetes Gram-positivos não 
ramificados que não formam esporos. Observa-se crescimento ideal 
de Listeria monocytogenes (Fig. 56.8), a única espécie do gênero que 
é patogénica para humanos, entre 30 e 37°C, porém pode ocorrer em 
temperaturas tão baixas quanto 4°C. As colônias são pequenas após 
24 horas e exibem uma zona estreita de hemólise Ď em ágar-sangue. 
Ocorre uma motilidade oscilante característica de suspensões salinas 
das colônias à temperatura ambiente, mas em rarso casos a 35°C. Essa 
motilidade dependente da temperatura também é notada em meios 
semissólidos, nos quais o crescimento tem formato de guarda-chuva 
no alto do meio. 





Figura 56.8 Coloração de Gram de uma amostra de líquido cerebrospinal em que 
cresceu Listeria monocytogenes. Os bacilos curtos são vistos dentro de leucócitos. 


Manifestações clínicas e patogênese 

A L. monocytogenes é encontrada no solo, na poeira, na água, nos 
esgotos e no leite cru, não pasteurizado. A transmissão do microrga- 
nismo por alimentos como salada de repolho cru, leite pasteurizado e 
queijos moles resultou nas epidemias mais graves na América do Nor- 
te e na Europa (Fleming, 1985; Linnan, 1988, MacDonald, 2005). De 
acordo com dados de fontes microbiológicas de alimentos, a L. mo- 
nocytogenes foi detectada em 2 a 3% dos laticínios, 20% dos queijos 
moles e carnes processadas, 30% de certos vegetais (couve/repolho, 
rabanete) e até 50% das carnes vermelhas cruas e dos frangos crus 
(Broome, 1993). Um estado de portador transitório é encontrado em 
2-20% dos animais e humanos. 

É provável que defeitos no sistema imune estejam envolvidos na 
produção de doença, porque muitas pessoas com listeriose estão imu- 
nossuprimidas. Macrófagos e linfócitos T são as defesas do hospe- 
deiro mais importantes contra a L. monocytogenes. A virulência desse 
microrganismo está relacionada com a produção de listeriolisina O, 
uma proteína de 52 kDa com propriedades hemolíticas e citotóxicas 
que é secretada em condições de baixo pH e baixa concentração de 
ferro, como existiria em um fagolisossomo. Postula-se que a proteína 
se liga de forma irreversível ao colesterol na membrana lisossômica, 
causando sua ruptura e permitindo a multiplicação bacteriana irres- 
trita dentro do citoplasma do fagócito. 

As manifestações clínicas da listeriose diferem em mulheres grávi- 
das, neonatos e indivíduos imunocomprometidos, que são os grupos 
de mais alto risco. À listeriose durante a gravidez, mais comum no ter- 
ceiro trimestre, manifesta-se como um resfriado. Ocorre bacteriemia 
concomitantemente, tempo durante o qual o conteúdo uterino é infec- 
tado. A progressão para amnionite pode induzir o parto prematuro ou 
aborto séptico em 3 a 7 dias. A infecção da mãe é autolimitada porque 
a fonte de infecção é removida com o parto do feto infectado e o con- 
teúdo uterino. A listeriose neonatal pode ter início precoce ou tardio. 
A doença de início precoce, que se manifesta ao nascimento ou pou- 
cos dias depois, resulta da infecção in utero. Os lactentes apresentam 
temperatura instável, comprometimento hemodinâmico e dificuldade 
respiratória; granulomas amplamente disseminados, em particular 


envolvendo a placenta, a parte posterior da faringe e a pele, são carac- 
terísticos da doença, mas nem sempre estão presentes. Presume-se que 
a doença de início tardio, que acomete lactentes a termo de mães sem 
complicações na gravidez, seja adquirida após o parto, mas na maioria 
dos casos a fonte é desconhecida. As manifestações clínicas de menin- 
gite tornam-se aparentes vários dias a semanas após o nascimento. 

A listeriose neonatal em geral ocorre em indivíduos imunossuprimi- 
dos, mas em cerca de um terço dos casos nenhum fator de risco é iden- 
tificado. Aproximadamente metade dessas infecções manifesta-se como 
meningite; outras formas de listeriose do sistema nervoso central (SNC) 
incluem cerebrite e abscessos no tronco cerebral e na medula espinhal. 
Bacteriemia primária ou infecções focais fora do SNC são incomuns. A 
doença causada por L. monocytogenes associada a alimentos tornou-se 
mais comum nos últimos anos, e pacientes imunocomprometidos, co- 
mo aqueles com leucemias, submetidos a transplante de medula óssea e 
sob terapias imunossupressoras, são alertados a não consumirem latici- 
nios não cozidos para evitar infecção com esse microrganismo. 


Diagnóstico laboratorial 

As colônias são pequenas, cinza-azuladas e circundadas por uma zo- 
na estreita de hemólise B em ágar-sangue. Uma reação positiva à ca- 
talase diferencia a L. monocytogenes de estreptococos do grupo B com 
aspecto semelhante. Os microrganismos são móveis à temperatura am- 
biente e produzem ácido a partir de glicose, trealose e salicina. Outras 
características bioquímicas da L. monocytogenes e as diferenças entre os 
gêneros Listeria e Erysipelothrix estão relacionadas na Tabela 56.6. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Em geral, a L. monocytogenes é sensível à penicilina, à ampicilina, à 
eritromicina, ao cloranfenicol, à tetraciclina e à gentamicina. As cefalos- 
porinas não devem ser testadas contra Listeria sp., pois são ineficazes in 
vivo, qualquer que seja o resultado in vitro. Detectou-se resistência ao 
cloranfenicol, aos macrolídeos e às tetraciclinas em vários isolados clíni- 
cos (Bille, 2003). A ampicilina, sozinha ou combinada com um amino- 
glicosídeo, foi utilizada com sucesso no tratamento de infecções causa- 
das por L. monocytogenes. É possível usar trimetoprim-sulfametoxazol 
como terapia alternativa em pacientes alérgicos à penicilina. 


Erysipelothrix 
Características 

O Erysipelothrix rhusiopathiae é um bacilo anaeróbico facultativo 
Gram-positivo, catalase-negativo, não formador de esporos e imóvel, 
com ampla distribuição mundial. As células das colônias de fase lisa 
são bastonetes pequenos, retos ou ligeiramente curvos, enquanto as 
de colônias rugosas são longas e filamentosas. 


Manifestações clínicas e patogênese 

O E. rhusiopathiae em geral é transmitido para humanos a partir de 
animais, por meio de ferimentos cutâneos com objetos contaminados 
ou em contato com sangue, carne, vísceras ou fezes de animais infecta- 
dos. O microrganismo está amplamente disseminado na natureza em 
animais silvestres e domésticos, aves, peixes e matéria orgânica em de- 
composição, causando infecção em suínos, ovinos, coelhos, bovinos, 
aves em geral e de granja. Acougueiros, trabalhadores de abatedouros, 
pescadores, manipuladores de peixe, processadores de frangos e vete- 
rinários correm risco de adquirir a infecção. A forma de erisipeloide 
mais comum é uma infecção cutânea local que se manifesta por dor, 
edema (inchaço) e uma erupção cutânea que se caracteriza por uma 
zona violácea lentamente progressiva e ligeiramente elevada em torno 
do local da inoculação. O edema e o eritema migram de modo perfé- 
rico, e a lesão involui sem descamar. A doença sistêmica é rara, mas 
há inúmeros relatos de casos de septicemia e endocardite. Também há 
raros casos relatados de artrite e abscesso cerebral. 


Diagnóstico laboratorial 

Biópsia ou aspirados de tecido das lesões erisipeloides são as me- 
lhores amostras para cultura. Os microrganismos estão localizados 
profundamente na camada subcutânea da margem da lesão; portanto, 
swabs da superfície da pele não são úteis. O microrganismo cresce em 
ágar-sangue ou ágar-sangue com chocolate, mas pode levar 7 dias pa- 
ra isso. Há meios de hemocultura convencionais para seu isolamento 
a partir de sangue. 


O E. rhusiopathiae é negativo para oxidase e catalase. Caracteristi- 
camente, produz H,S no meio tríplice de ágar, açúcar e ferro (TSIA). 
Não é móvel, não reduz nitratos em nitritos e fermenta glicose e lac- 
tose. Um traço muito característico desse microrganismo é o padrão 
de crescimento em forma de “limpador de cachimbo” em culturas de 
gelatina incubadas a 22°C. Pode ser prontamente distinguido de Liste- 
ria spp. (ver Tab. 56.6). 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Esse gênero é suscetível às penicilinas, às cefalosporinas, ao imipe- 
ném, à eritromicina, à clindamicina, ao cloranfenicol, às tetraciclinas 
e às fluoroquinolonas, porém é resistente às sulfonamidas, aos amino- 
glicosídeos e à vancomicina. 


Bacillus 
Características 

Os membros desse gênero são aeróbicos estritos ou anaeróbicos 
facultativos, em forma de bastões, formadores de esporos, Gram-po- 
sitivos e catalase-positivos. A Figura 56.9 é uma coloração de Gram 
de Bacillus sp., vistos no líquido pleural. Com a notável exceção do 
Bacillus anthracis, em geral são móveis por meio de flagelos laterais 
ou peritríquios. Algumas cepas são negativas à coloração de Gram 
e, por suas reações variáveis à oxidase, são confundidas com bacilos 
Gram-negativos. À característica diagnóstica mais confiável do gênero 
é a formação de esporos, que ocorre otimamente e em uma variedade 
de meios em condições aeróbicas a 25-30°C. Nos esfregaços corados 
pelo Gram, os endosporos são detectáveis pela presença de defeitos 
que não se coram ou orifícios dentro da célula. Os próprios esporos 
podem ser corados por qualquer um dos vários métodos. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Das numerosas espécies do gênero, o B. anthracis é a única unifor- 
me e altamente patogênica. Quando se suspeita que um material abri- 
ga essa espécie, é preciso muito cuidado ao manipulá-lo. O trabalho 


Tabela 56.6 Características diferenciais de Listeria monocytogenes e 
Erysipelothrix rhusiopathiae | 


Teste L. monocytogenes E. rhusiopathiae 


B-hemólise -- 
Crescimento a 4°C 
Catalase 


$ 
+ 
j 

Motilidade + — 
a: 
3 
+ 


Hidrólise da esculina 
Utilização de gluconato 
Voges-Proskauer 

H;S em triplo, açúcar-ferro-ágar - + 





























Figura 56.9 Coloração de Gram do Bacillus cereus no líquido pleural. 
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estejam usando luvas, avental, máscara e imunizadas; as superfícies de 
trabalho precisam ser desinfetadas com hipoclorito a 5% ou fenol a 
5%, e todos os suprimentos, materiais e equipamentos têm de ser des- 
contaminados. Como os esporos de B. anthracis foram usados como 
uma forma de bioterrorismo, as culturas com quadro de B. anthracis 
devem ser manipuladas apenas por laboratórios de referência ou de 
saúde pública. 

São reconhecidas três formas de antraz: cutânea, inalatória e intesti- 
nal. Na sua forma cutânea, o antraz produz uma lesão macular peque- 
na e vermelha que progride para uma vesícula e finalmente necrose 
com formação de escara negra característica. Podem ocorrer linfade- 
nopatia e septicemia. A mortalidade aproximada nos casos dessa for- 
ma da doença que não são tratados é de 20%. A inalação dos esporos 
de antraz pode ocasionar broncopneumonia aguda, mediastinite e 
septicemia (“doença do tosquiador”). A mortalidade em casos reco- 
nhecidos dessa forma é de quase 100%. O antraz intestinal segue-se 
à ingestão de alimento contaminado e manifesta-se por náuseas, vô- 
mitos e diarreia. Em alguns casos, há sangramento intestinal, seguido 
por prostração, choque e morte. Pode ocorrer septicemia nas três for- 
mas de antraz, e ela pode levar a meningite fatal purulenta. 

Um dos principais fatores nas capacidades patogênicas do microrga- 
nismo é sua cápsula polipeptídica de glutamil, que inibe a fagocitose; 
anticorpos anticapsulares não protegem contra a doença. Uma toxina 
complexa com três componentes (fator de edema, antígeno protetor e 
fator letal) é responsável pelos sinais e sintomas do antraz. 

Humanos infectam-se com antraz por contato com, inalação ou 
ingestão de animais infectados, suas carcaças ou seus subprodutos. 
Bovinos, ovinos, equinos e caprinos são os animais mais infectados 
e fornecem uma fonte imediata de microrganismos vegetativos que 
esporulam e perpetuam a contaminação ambiental. 

Embora geralmente saprófitas, outras espécies de Bacillus podem 
causar doença. O Bacillus cereus foi associado a infecção na orelha, 
pneumonia, infecção de ferida ocular pós-traumática, septicemia e en- 
docardite. Pacientes com pneumonia e septicemia em geral são imu- 
nossuprimidos. A bacteriemia costuma estar associada ao uso de dro- 
gas intravenosas ou com dispositivos intravasculares contaminados. 

Duas formas de gastrenterite estão associadas a espécies de Bacillus. 
A intoxicação alimentar causada por Bacillus pode ocorrer 1 a 6 ho- 
ras após a ingestão do alimento contaminado com B. cereus que tenha 
produzido uma toxina termoestável pré-formada. As principais mani- 
festações da intoxicação alimentar por Bacillus são náuseas, vômitos, 
caibras e às vezes diarreia. Tipicamente, essa forma de gastroenterite 
por Bacillus resulta da preparação de grande quantidade de alimentos 
que não são reaquecidos antes de serem servidos. O B. cereus do tipo 
1 cresce particularmente bem em arroz refogado e é mais resistente 
ao calor que outros tipos, de modo que essa forma de gastroenterite é 
com frequência vista em associação com o consumo de arroz cozido 
em restaurantes chineses. A segunda forma de gastroenterite causada 
por Bacillus spp. resulta da contaminação de pratos à base de carne e 
vegetais e caracteriza-se pelo inicio de cãibras e diarreia 8 a 16 horas 
após a ingestão do alimento contaminado. Em tais circunstâncias, as 
principais manifestações da infecção por B. cereus são causadas pela 
produção de uma enterotoxina termolábil. 


Diagnóstico laboratorial 

Quando se suspeitar de antraz cutâneo, deve-se coletar líquido da 
vesícula e material sob a margem da escara com swab para esfregaço 
e cultura. Quando o médico suspeitar de inalação de antraz, a saliva 
deve ser coletada para esfregaço e cultura. Na forma intestinal, devem 
ser feitas culturas de fezes. Ante o quadro de meningite, devem ser 
feitos esfregaços e culturas do LCE. No estágio septicêmico, devem ser 
realizadas hemoculturas. 

O achado de células Gram-positivas grandes com formato de vagões 
nos esfregaços de qualquer uma dessas amostras sugere o diagnóstico. 
A microscopia de fluorescência, disponível em alguns laboratórios es- 
tatais e nos CDC nos EUA, pode fornecer um diagnóstico presuntivo 
rápido. Conforme mencionado antes, em razão do uso do B. anthracis 
em ataques terroristas, laboratórios sentinelas (nível A) devem enviar 
quaisquer isolados provavelmente pertencentes a esse microrganismo 
ao seu laboratório estadual ou aos CDC. 


As espécies de Bacillus crescem bem em ágar-sangue de carneiro. As 
colônias de B. anthracis em geral são achatadas, com margens irregulares 
(“cabeça de medusa”), parecem esbranquiçadas com uma superfície de 
vidro moído e não costumam ser hemolíticas. A Figura 56.10 demons- 
tra a morfologia da colônia de B. anthracis em ágar-sangue. Ao serem 
tocadas com uma alça de inoculação, as colônias são firmes, viscosas e 
erguem-se como claras de ovo batidas em neve. A colônia em cabeça de 
medusa pode ser vista no caso de B. cereus e outras espécies do gênero. 
Os bacilos do antraz não são móveis, seja ao suspender-se uma gota para 
teste ou em meios semissólidos, e a maioria das demais espécies é móvel. 
A motilidade pelo método de suspender uma gota é um teste diferencial 
útil para distinguir B. anthracis de B. cereus, mas só deve ser feito com 
um caldo de cultura fresco do microrganismo. Outras características e 
reações bioquímicas que podem ser usadas para identificar isolados até o 
nível de espécie foram resumidas por Logan e Turnbull (Logan, 1999). 

O diagnóstico de gastroenterite por B. cereus não pode ser feito com 
acurácia por cultura de fezes porque os microrganismos podem ser um 
componente da flora intestinal nativa. Portanto, o diagnóstico depen- 
de da cultura quantitativa do alimento contaminado. A presença de 10º 
unidades formadoras de colônia ou mais (UFC)/g no alimento consti- 
tui evidência presuntiva de intoxicação por B. cereus (Logan, 1999). 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Embora suscetível a uma variedade de agentes, a antibioticoterapia 
para o antraz está centrada no uso de fluoroquinolonas, que são alta- 
mente ativas contra o B. anthracis. As cepas dessa espécie são em geral 
suscetíveis aos antibióticos B-lactâmicos, porém muitas cepas de Ba- 
cillus spp. elaboram B-lactamases na natureza e, portanto, tais agentes 
em geral não são considerados os fármacos de primeira linha prefe- 
ridos até que se conheça a suscetibilidade específica do isolado. No 
entanto, a maioria das cepas é inibida pelas fluoroquinolonas, tetraci- 
clinas, aminoglicosídeos e cloranfenicol em baixas concentrações. 


Prevenção 

A prevenção do antraz em humanos idealmente depende do seu 
controle nos animais. O diagnóstico imediato nos animais doentes, 
seu isolamento e o tratamento, além da cremação de carcaças, estão 
indicados quando ocorrem surtos esporádicos. Nas áreas enzoóticas, 
faz-se a vacinação com preparações de esporos não encapsulados. Pes- 
soas expostas ocupacionalmente também devem ser imunizadas. A 
doença diarreica aguda causada pelo B. cereus pode ser prevenida pela 
cocção e pela refrigeração adequadas dos alimentos preparados em 
grandes volumes, para prevenir a proliferação das formas vegetativas 
das bactérias e a formação da enterotoxina. 


Nocardia 
Características 

Nos esfregaços corados pelo Gram de amostras clínicas, Nocardia spp. 
aparecem como bacilos Gram-positivos longos e finos, ramificados, 





Figura 56.10 Colônias de Bacillus anthracis em ágar-sangue. Notar as margens ir- 
regulares das colônias. 


em forma de contas de rosário (Fig. 56.11). A qualidade que mais as 
distingue é sua estabilidade parcial em ácido; as células coram-se po- 
sitivamente com um corante ácido-rápido modificado (Ziehl—Neelsen 
ou Kinyoun), o que as diferencia das Actinomyces, que podem ter um 
aspecto similar ao Gram. Pode ser difícil demonstrar a estabilidade 
parcial em ácido, o que melhora deixando-se o microrganismo crescer 
por cerca de quatro dias em ágar Middlebrook 7H10 ou em caldo de 
leite com tornassol. A maioria das infecções clínicas foi causada por 
membros do complexo Nocardia asteroides, mais comumente Nocar- 
dia cyriageorgica, seguida por Nocardia brasiliensis e, em raros casos, 
Nocardia otitidis caviarum (Cloud, 2004). 


Manifestações clínicas e patogênese 

As nocárdias são encontradas no solo e em matéria orgânica em to- 
do o mundo, causando doença em muitos animais, inclusive peixes. A 
infecção humana é ligeiramente mais comum em indivíduos do sexo 
masculino que feminino. Em geral, é adquirida por inalação do mi- 
crorganismo, mas pode ocorrer após traumatismo e contato com solo 
contaminado, ou então o microrganismo pode entrar no corpo pelo 
trato gastrintestinal, quando o material contaminado entra em conta- 
to com uma área de ulceração em mucosa. 

Nos pulmões, Nocardia spp. são fagocitadas por macrófagos alveo- 
lares e crescem de maneira intracelular, desencadeando uma reação 
inflamatória mista (de neutrófilos, linfócitos e macrófagos) que acaba 
por resultar na formação de abscesso ou, em alguns casos, granuloma. 
Estudos in vitro das defesas contra Nocardia spp. sugerem que os neu- 
trófilos, macrófagos ativados e células T citotóxicas estão envolvidos. 
Embora os neutrófilos não destruam Nocardia spp. virulentas, inibem 
seu crescimento, possivelmente suprimindo a infecção até que os ma- 
crófagos sejam ativados por completo. Se a infecção não ficar contida 
no pulmão, os microrganismos disseminam-se para outros tecidos 
pelo crescimento avançado, ocasionando empiema, acometimento da 
parede torácica e fístulas de drenagem, ou por disseminação hemato- 
gênica, resultando na formação de abscesso, em especial no cérebro, 
nos tecidos subcutâneos e nos rins. O fator primordial do hospedeiro 
associado a maior risco de nocardiose é a disfunção celular imune, 
embora muitas pessoas infectadas com Nocardia spp. não tenham um 
defeito imune celular ou humoral reconhecido (Wilson, 1989). 

A doença pulmonar, a manifestação mais frequente da nocardiose, 
caracteriza-se por febre, anorexia, perda de peso, tosse, dispneia e dor 
torácica pleurítica. A doença cutânea e subcutânea pode apresentar-se 
como pioderma, celulite, abscesso único ou múltiplos abscessos, do- 
ença linfocutânea que lembra a esporotricose ou nódulos. Nas Améri- 
cas Central e do Sul, as infecções primárias com N. brasiliensis podem 
produzir um actinomicetoma (massa granulomatosa endurecida com 
trajetos fistulosos que drenam pus e grânulos de “enxofre”), tipica- 
mente nos membros inferiores. A doença disseminada em geral é cau- 
sada por membros do complexo N. asteroides e origina-se no pulmão 
na maioria dos casos, manifestando-se tipicamente como abscessos 
únicos ou múltiplos no SNC. A pele é o segundo local mais comum de 
disseminação, seguida pelos rins, fígado e linfonodos. 


Diagnóstico laboratorial 

Nocardia spp. crescem de forma aeróbica na maioria dos meios se- 
letivos como ágar-sangue de carneiro e ágar-chocolate, ágar-batata- 
glicose, ágar glicosado de Sabouraud e meios de L6wenstein—Jensen 
ou Middlebrook e no caldo 7H9 usado para cultura de micobactérias. 
Esses microrganismos crescem em extrato de levedura tamponado 
com carvão (BCYE), usado também para o isolamento de Legionella 
spp. É importante notar que Nocardia spp. nem sempre sobrevivem 
aos procedimentos de descontaminação empregados para recuperar 
micobactérias. A incubação na presença de CO, a 10% facilita o cres- 
cimento. Nocardia spp. podem crescer em 48 horas, mas as colônias 
tipicamente aparecem em 5 a 20 dias como formas céreas, nodosas ou 
aveludadas rugosas, em geral com pigmento amarelo ou alaranjado, 
dependendo da espécie. A observação de filamentos ramificados que 
se coram apenas com um corante ácido-rápido modificado distingue 
Nocardia spp. de micobactérias. Nocardia spp. são diferenciadas da 
maioria dos outros actinomicetos aeróbicos pelo teste de resistência 
à ação da lisozima (Nocardia spp. são resistentes; Streptomyces Spp., 
Rhodococcus spp., Gordona spp. e Actinomadura spp. são suscetíveis) 
e sua morfologia em ágar com água potável. O último pode ajudar a 





Figura 56.11 Esfregaco de escarro corado pelo Gram mostra neutrófilos, restos 
amortos e bacilos Gram-positivos filamentosos, em forma de contas, ramificados 
(imersão em óleo). 


diferenciar a Nocardia que se ramifica do Rhodococcus sp., que não 
o faz, por exemplo. Como muitas novas espécies de Nocardia foram 
reconhecidas nos últimos anos, o uso de testes bioquímicos (p. ex., 
caseína, hipoxantina, tirosina, xantina) não é suficiente para sua iden- 
tificação. Testes moleculares (p. ex., sequenciamento do DNAr 16S ou 
análise PCR padrão da enzima de restrição, PRA) são necessários para 
a identificação acurada da espécie (Patel, 2004). A identificação até o 
nível de espécie é importante por causa da variabilidade nos padrões 
de suscetibilidade a antibiótico entre as espécies (Tab. 56.7). 


Suscetibilidade antimicrobiana 

As sulfonamidas (sozinhas ou combinadas com trimetoprim, p. ex., 
trimetoprim-sulfametoxazol) em geral são os agentes antimicrobia- 
nos de escolha; entretanto, o tratamento antimicrobiano ideal depen- 
de das espécies de Nocardia presentes, do padrão de suscetibilidade da 
cepa em questão e do tipo de infecção. Outros antimicrobianos po- 
tenciais incluem a amicacina, a claritromicina, o imipeném ou uma 
quinolona, dependendo da espécie isolada. 


Outros actinomicetos aeróbicos 


Outros gêneros de actinomicetos de relevância clínica para huma- 
nos incluem Rhodococcus, Gordona, Tsukamurella, Actinomadura e 
Streptomyces. Outro membro, Tropheryma whippelii, não é cultivável 
e é o agente provável da doença de Whipple. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Os membros desse grupo de microrganismos é onipresente no am- 
biente e têm sido isolados do solo, de água doce, do mar e de matéria 
orgânica. 

O Rhodococcus equi é a espécie mais comum do gênero patogênica 
para humanos. É um patógeno oportunista no hospedeiro com grave 
imunocomprometimento, causando uma pneumonia granulomatosa 
lentamente progressiva. Pode ser isolado do sangue de pacientes infec- 
tados, e é provável que seja adquirido por via respiratória, possivelmen- 
te como resultado da exposição a animais infectados. É provável que a 
capacidade do microrganismo de persistir nos macrófagos e acabar por 
destruí-los seja responsável por sua capacidade de causar doença. As 
infecções causadas por Gordona spp. e Tsukamurella spp. são relatadas 
apenas em raros casos. As espécies de Tsukamurella parecem ser patogê- 
nicas apenas na presença de certas condições clínicas (p. ex., imunossu- 
pressão, corpo estranho ou infecção crônica ativa, como tuberculose). 
Actinomadura spp. são uma causa frequente de micetomas actinomi- 
cóticos, a maioria observada em países tropicais e subtropicais, onde o 
hábito de caminhar descalço aumenta a chance de exposição por meio 
de ferimentos penetrantes repetidos. Streptomyces spp. têm sido tradi- 
cionalmente considerados de pouco significado clínico, mas foi identi- 
ficada uma espécie, Streptomyces somaliensis, como agente etiológico de 
micetomas actinomicóticos. Outras espécies de Streptomyces somente 
às vezes têm sido relatadas como de importância clínica. 
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Tabela 56.7 Diferenciação de Nocardia spp. com base no padrão de suscetibilidade antimicrobiana 


Amic Amox/ Cefotax Ceftriax Ciproflox Clari 


clav 


Nocardia cyracigeorgica S R $ 5 R R 
(N. asteroides padrão 

medicamentoso VIN. 

asteroides VII 

Nocardia farcinica 5 S R R 5 R 
(padrão 

medicamentoso V) 

Nocardia nova S R S S R S 
complexo” (padrão 

medicamentoso III) 

Nocardia abscessus S S S S R R 
(padrão 

medicamentoso 1) 

Nocardia brasiliensis S S S/R S/R R R 
Nocardia S S/R S/R 5 S 
pseudobrasiliensis 

Nocardia S R R R S 
otitidiscaviarum (em geral 

R a todos B-lactamicos) 

Complexo Nocardia R S S S S R 
transvalensis 

(padrão 

medicamentoso IV) 

Nocardia brevicatana! 5 S S 

paucivorans 

Tabela baseada na maioria dos isolados testados. 


* Inclui N. nova/veterana/africana. ` Zona da canamicina > zona da amicacina. 


Gent Imi Kana Linez Mino Sulfa Tobra Amp Erit Carb 
S S S $/ S R R 

R S R 5 5/l RS R R R 
S S S/| 5 5 S R 
R/S S $/ S S R S 

S R R S $/ S S R R 5 

5 R R 5 R 5 5 R S 

S R p S $/ S R R 

R S R S S/I 5 R R R 

R S 5 5 5/l S 5 5 5 


Amic = amicacina; Amox/clay = amoxicilina/clavulanato; Amp = ampicilina; Carb = carbenicilina; Cefotax = cefotaxima; Ceftriax = ceftriaxona; Ciproflox = ciprofloxacina; 
Clari = claritromicina; Erit = eritromicina; Gent = gentamicina; I = intermediário; Imi = imipeném; Kana = canamicina; Linez = linezolid; Mino = minociclina; R = resistente; S = 


suscetível; Sulfa = sulfametoxazol; Tobra = tobramicina. 
(Reproduzido com permissão do Dr. Richard Wallace e Ms. Barbara Brown-Elliott.) 


Diagnóstico laboratorial 

Os actinomicetos aeróbicos apresentam crescimento lento e podem 
exigir 2 a 3 semanas de incubação, crescendo na maioria dos meios não 
seletivos usados para isolar bactérias, micobactérias e fungos. As espécies 
de Rhodococcus crescem como cocobacilos em ziguezague. Foram obser- 
vados filamentos ramificados rudimentares em meios líquidos. As colô- 
nias podem ser ásperas, lisas ou mucoides e ter pigmentos que variam de 
amarelo, coral, laranja ou rosa profundo depois de vários dias de incuba- 
ção. O R. equi em geral é rosa-pálido, amarelo-pálido ou coral e pode pa- 
recer lodoso. Gordona spp. variam de colônias lisas, mucoides, aderentes 
aos meios para colônias secas, elevadas. O pigmento produzido pode 
ser bege a cor de salmão. Tsukamurella spp. são ligeiramente ácido-rá- 
pidas pelo Kinyon modificado. São vistas como longos bastonetes que 
se fragmentam em três partes. Não produzem hifas aéreas. As colônias 
são circulares, com margens inteiras ou rizoides. Podem ser secas ou cre- 
mosas, com um pigmento branco a alaranjado. Colônias rugosas podem 
ser produzidas após 7 dias de incubação. As espécies de Actinomadura 
formam colônias céreas, cerebriformes, consistentes, membranosas 
brancas, amarelas, rosadas ou vermelhas. As colônias de Streptomyces 
são secas a calcárias, empilhadas ou pregueadas, branco-acinzentadas a 
amarelas e têm o odor de um porão mofado. Uma ampla variedade de 
pigmentos é produzida e colore o substrato e as hifas. Algumas espécies 
não produzem hifas aéreas. Como ocorre com Nocardia spp., a identi- 
ficação completa desses membros de actinomicetos aeróbicos em geral 
requer métodos de sequenciamento molecular (Garter, 2004). 


Bactérias Gram-negativas — cocos 


Neisseria 


Características 
Esses gêneros são cocos Gram-negativos imóveis, aeróbicos e po- 
sitivos para catalase e oxidase; estão em geral dispostos em pares; 


e apresentam superfícies adjacentes achatadas, o que lhes confere 
um aspecto de rim ou grãos de café (Fig. 56.12). Esses microrga- 
nismos são um tanto exigentes, e às vezes requerem o acréscimo 
de sangue, soro, colesterol ou ácido oleico ao meio para contra- 
balançar os inibidores do crescimento, como ácidos graxos. N. 
gonorrhoeae e N. meningitidis em geral requerem incubação ime- 
diata em CO, para crescimento; entretanto, isso depende da ce- 
pa, varia com a fase da curva de crescimento do organismo e em 
geral é perdido em subculturas. N. meningitidis e a maioria de N. 
gonorrhoeae não são inibidas pela presença de vancomicina ou lin- 
comicina, colistina e nistatina, característica particularmente útil 





Figura 56.12 Esfregaço de escarro corado pelo Gram mostrando muitos neutrófilos 
e diplococos Gram-negativos intracelulares, sugestivos de infecção por Neisseria 
meningitidis (imersão em óleo). 


no seu isolamento seletivo de amostras contaminadas com outras 
bactérias. Em raros casos, isolados de N. gonorrhoeae (em especial 
cepas AUH, que requerem arginina, uracil e hipoxantina) são sus- 
cetíveis à vancomicina. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Embora infecções oportunistas causadas por espécies de Neisseria 
que não N. gonorrhoeae e N. meningitidis tenham sido relatadas às ve- 
zes em hospedeiros comprometidos, essas espécies em geral não são 
patogênicas. A N. meningitidis pode colonizar as mucosas do trato 
respiratório superior, evento em geral seguido em 7 a 10 dias pela for- 
mação de anticorpos bactericidas e hemaglutinantes, que podem não 
eliminar o estágio de portador, mas conferem imunidade específica 
do grupo. Em alguns casos, a doença surge logo após a colonização, 
mais frequentemente na forma de meningococcemia e meningite. O 
organismo também tem uma tendência a invadir serosas e tecidos 
articulares, com o desenvolvimento de pleurite, pericardite e artrite. 
Ocorre transporte de N. meningitidis da nasofaringe em 5 a 15% dos 
indivíduos sadios, podendo ser maior em grupos confinados, como 
recrutas militares. Não foi estabelecida uma correlação direta entre as 
taxas de portador e a incidência da doença, com a possível exceção de 
membros de casas onde há muitas pessoas ou um lactente ou criança 
doente durante epidemias da doença. A N. meningitidis também foi 
isolada de fontes genitais, nas quais seu significado clínico é incerto. 
Quando cultivada dessas fontes, a bactéria pode ser identificada de 
forma errônea como N. gonorrhoeae, a menos que sejam feitos testes 
apropriados para distingui-las. 

O principal fator de virulência da N. meningitidis é um complexo 
de lipopolissacarídeo e endotoxina, que em animais de experimen- 
tação ativa a cascata da coagulação, com depósito de fibrina em pe- 
quenos vasos, produção de hemorragia nas suprarrenais e em outros 
órgãos e alteração da resistência vascular periférica, resultando em 
choque e morte. 

A patogênese e as manifestações clínicas das infecções por N. gonor- 
rhoeae diferem um pouco daquelas de N. meningitidis. Os tipos pa- 
togênicos (1 e 2) de N. gonorrhoeae aderem por meio de pelos, que 
não são produzidos por tipos não patogênicos (3 e 4), a várias células 
humanas. Esses pelos antigenicamente heterogêneos, que represen- 
tam um dos principais fatores de virulência da N. gonorrhoeae, podem 
inibir a fagocitose e estimular a formação de anticorpo específico da 
cepa. Outros fatores possíveis de virulência da N. gonorrhoeae estão 
definidos com menos clareza. Tanto a N. gonorrhoeae quanto a N. 
meningitidis produzem uma protease IgA, que também pode ser im- 
portante em sua patogênese, porque a IgA é a classe de anticorpo que 
predomina nas secreções de mucosas. 


Tabela 56.8 Diferenciação entre espécies de Neisseria e Moraxella catarrhalis 


N. N. N. 

gonorrhoeae meningitidis cinerea 
Crescimento 
Meio de Thayer-Martin +* + em 
Agar nutriente, 25°C — = = 
Oxidase + + 4 
B-galactosidase — m — 
Redução de nitrato — = Š 
DNase _ = si 
Produção de ácido a partir de 
Glicose £ 4 4 
Maltose = 4 ™ 
Lactose - = a 
Sacarose - = = 
Frutose - = são 


Diagnóstico laboratorial 


O único elemento mais importante no diagnóstico laboratorial de 
infecções causadas por N. meningitidis e N. gonorrhoeae é a amostra, 
o que inclui a seleção, a colheita e o transporte apropriados para o 
laboratório (ver Cap. 63). As espécies patogênicas são sensíveis ao res- 
secamento e a extremos de temperatura, razão pela qual o material 
deve ser cultivado imediatamente para facilitar a recuperação. São 
mesofílicas e crescem pouco, quando o fazem, à temperatura am- 
biente. Muitas requerem incubação imediata em CO, (2 a 8%) para 
o isolamento primário. Meios que contêm sangue chocolatado são 
comumente usados para culturas e devem conter antibióticos (i. e., 
vancomicina ou lincomicina, bem como colistina, nistatina ou aniso- 
micina e trimetoprim) se a amostra estiver contaminada com micro- 
biota nativa. Gonococos suscetíveis à vancomicina crescem em meios 
que contêm lincomicina; contudo, por causa da interação sinérgica da 
lincomicina com o trimetoprim, o último deve ser omitido dos meios 
que contêm lincomicina. À inoculação direta de amostras à beira do 
leito” seguida pela incubação imediata a 35°C em CO, é ótima. Isso 
pode ser obtido de várias maneiras: colocando-se o meio em um fras- 
co com vela, colocando-se o meio em um saco vedado que contenha 
um comprimido de ácido cítrico bicarbonato ou usando-se um meio 
contido em um frasco com atmosfera de CO». Se algum desses siste- 
mas de cultura tiver de ser enviado para um laboratório de referência 
para processamento, primeiro precisará ser incubado durante a noite 
para garantir o crescimento dos microrganismos. 

Um isolado de amostra urogenital que mostra o aspecto de colônia 
apropriado em um meio seletivo presumivelmente pode ser chamado 
de N. gonorrhoeae com base nos resultados da coloração de Gram e dos 
testes de oxidase e catalase. Esfregaços corados pelo Gram preparados a 
partir de colônias de N. gonorrhoeae devem mostrar diplococos Gram- 
negativos típicos, mas os organismos podem ocorrer em tétrades, 
especialmente de culturas jovens. Todas as espécies de Netsseria são 
positivas para a oxidase, e todas elas também, exceto N. elongata, são 
positivas para a catalase. Como outras neissérias além da N. gonorrho- 
eae podem ser recuperadas de locais urogenitais, testes confirmatórios 
são praticamente indispensáveis e necessários para todos os isolados de 
locais extragenitais e quando se suspeita de abuso sexual (de preferên- 
cia por mais de um método). 

A confirmação de N. gonorrhoeae e a identificação de outras espécies 
de Neisseria baseiam-se no crescimento e nas características bioquími- 
cas (Tab. 56.8) (Knapp, 1988). O método padrão de identificação é a 
detecção da produção de ácido a partir de carboidratos em um meio 
básico de cistina, tripticase e ácido (CTA) e outros testes bioquímicos 
convencionais. Todavia, ante as desvantagens dos métodos conven- 
cionais, testes de identificação mais rápida são usados na maioria dos 
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laboratórios clínicos. Testes para a detecção direta de N. gonorrhoeae 
e N. meningitidis em amostras clínicas também estão disponíveis. A 
tipagem de isolados de N. gonorrhoeae e N. meningitidis é feita pri- 
mordialmente para estudos epidemiológicos. 

Com o método padrão de identificação, é testada a produção de 
ácido a partir de glicose, maltose, lactose, sacarose e frutose em um 
meio básico de CTA e um controle sem carboidrato. Coloca-se o 
inóculo nos tubos, que são incubados a 35 a 37°C em ar ambiente e 
examinados a intervalos de 24 horas, até que as reações sejam inter- 
pretáveis, ou por 72 horas. Os resultados esperados com as espécies 
de Neisseria são mostrados na Tabela 56.8. Em alguns casos, entre- 
tanto, um isolado de N. meningitidis produz reações aberrantes com 
carboidratos: glicose-negativas, maltose-negativas ou assacarolíticas. 
Se houver forte suspeita de N. meningitidis nesses casos, a identifica- 
ção pode ser confirmada por aglutinação em lâmina, pelo uso de um 
conjunto de antissoros polivalentes ou soros específicos de grupos so- 
rológicos individuais. Além dos testes convencionais para degradação 
de carboidrato, a redução de nitrato e nitritos e a produção de DNase 
devem ser avaliadas. A última é especialmente útil para a identifica- 
ção de Moraxella catarrhalis, que é DNase-positiva (Neisseria spp. são 
DNase-negativas). As desvantagens dos testes convencionais são a ne- 
cessidade de um inóculo forte e de trabalhar-se com culturas puras, 
a demora e a falha de crescimento de algumas cepas exigentes de N. 
gonorrhoeae. 

Vários sistemas comerciais detectam produção de ácido a partir de 
carboidratos, em geral em 1 a 4 horas (Knapp, 1988). O inóculo pre- 
cisa ser preparado a partir de uma cultura pura do isolado, de modo 
que a identificação em geral fica disponível 24 horas após o isolamen- 
to. As reações ácidas de algumas N. gonorrhoeae e, em menor exten- 
são, N. meningitidis pode ser difícil de interpretar ou são aberrantes 
em alguns kits, e cepas de N. gonorrhoeae, que são produtoras fracas 
de ácido a partir de glicose, podem parecer glicose-negativas. Algumas 
cepas de Neisseria cinerea, que não produzem ácido a partir de glicose, 
podem parecer glicose-positivas em alguns sistemas. 

Testes de substrato enzimático fornecem identificação rápida (1 a 
4 horas) apenas de isolados de diplococos Gram-negativos oxidase- 
positivos recuperados em um meio seletivo (Kellogg, 1995; Knapp, 
1988). Eles são valiosos para diferenciar cepas maltose-negativas de 
N. meningitidis de N. gonorrhoeae, mas as alterações de cor podem ser 
sutis e, se mal interpretadas, podem fazer com que isolados de N. me- 
ningitidis e outras Neisseria spp. sejam chamados de modo incorreto 
de N. gonorrhoeae. Além disso, cepas de N. cinerea e Kingella denitrifi- 
cans que crescem em meios seletivos para gonococos podem ser iden- 
tificadas erroneamente como N. gonorrhoeae, se não confirmado por 
outros procedimentos. Produtos comerciais que combinam testes de 
substrato enzimático com testes convencionais modificados fornecem 
identificação acurada de Neisseria e Haemophilus (Janda, 1987, 2002). 

Os testes imunológicos para N. gonorrhoeae, em particular coaglu- 
tinação, podem ser usados para confirmar a identificação bioquímica 
de N. gonorrhoeae. Há três testes para isso, o Phadebact Monoclonal 
GC Test (Boule Diagnostics AB, Huddinge, Suíça), o GonoGen I (New 
Horizons Diagnostics, Columbia, MD) e o GonoGen II (New Hori- 
zons Diagnostics). Houve relatos de resultados positivos falsos e ne- 
gativos falsos com esses reagentes (Dillon, 1988; Kellogg, 1995, Janda, 
1993). Pode-se usar uma sonda de ácido nucleico quimioluminiscente 
para a detecção de N. gonorrhoeae, para confirmação em cultura ou de- 
tecção direta do microrganismo em amostras de swab endocervical ou 
uretral (Limberger, 1992; Hale, 1993; Janda, 1993). Também se dispõe 
de ensaios de amplificação de ácido nucleico para uso em amostras de 
swab endocervical ou uretral e urina, que podem ter maior sensibili- 
dade quando comparados com a sonda de ácido nucleico e as técnicas 
de cultura, em grande parte porque o problema com a viabilidade do 
microrganismo não é uma questão (Carroll, 1998; Kehl, 1998). 

Existem ensaios de aglutinação no látex para a detecção direta de 
antígenos de N. meningitidis no LCE, no soro e na urina. Conforme 
discutido antes (ver Estreptococos), verificou-se que a sensibilidade 
desses ensaios era menor ou igual à da coloração de Gram, e os resul- 
tados de tais testes parecem ter pouco impacto sobre os cuidados com 
o paciente (Granoff, 1986; Maxson, 1994; Perkins, 1995; Bhisitkul, 
1994); portanto, muitos laboratórios deixaram de oferecer esse teste. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Apesar da recuperação ocasional de cepas de N. meningitidis com 
menor suscetibilidade à penicilina, a penicilina G continua sendo o fár- 
maco de escolha para o tratamento da meningite meningocócica (Jan- 
da, 2003). Acredita-se que a menor suscetibilidade da N. meningitidis 
à penicilina deva-se à pouca ligação da penicilina pelas proteínas de li- 
gação da penicilina, PBP2 e PBP3, à parede celular. Outras espécies de 
Neisseria também demonstraram essa baixa afinidade pela penicilina 
(Saez-Nieto, 1992; Janda, 2003). Outros agentes que têm boa ativida- 
de contra N. meningitidis incluem as cefalosporinas de amplo espectro 
e o cloranfenicol. A rifampicina, a minociclina e as fluoroquinolonas 
podem ser usadas para a profilaxia entre contatos domésticos. Até o 
momento, não há métodos padronizados de testes de suscetibilidade 
ou pontos de ruptura nos documentos do CLSI; no entanto, é muito 
provável que sejam incluídos nos suplementos mais novos nos próxi- 
mos anos. O CLSI recomenda que se use um teste de microdiluição em 
caldo ou um teste MIC por diluição em ágar com caldo de Mueller- 
-Hinton suplementado com cation (com sangue de equino a 2 a 5%) 
ou ágar de Mueller-Hinton (com sangue ovino a 5% [vol/vol|). Meios 
enriquecidos como o IsoVitaleX (1%) também podem ser necessários. 
Nos laboratórios em que o teste de suscetibilidade de N. meningitidis 
não é feito, pode-se fazer o da B-lactamase com o uso de um teste de 
cefalosporina cromogênico, o teste das cefinas nitrocefinas, se o médi- 
co suspeitar de baixa suscetibilidade ou falha clínica da penicilina. Se 
positivos, os isolados podem então ser encaminhados para um labora- 
tório de referência para outros testes. 

Em razão da resistência amplamente disseminada de N. gonorrhoeae 
à penicilina e à tetraciclina (Fox, 1997), as recomendações atuais para o 
tratamento incluem as cefalosporinas de espectro estendido ou as fluo- 
roquinolonas mais novas. Embora não pareça haver qualquer resistência 
às cefalosporinas, documentou-se resistência as fluoroquinolonas. Por- 
tanto, os testes de suscetibilidade devem ser feitos se os sintomas persis- 
tirem após o tratamento. A produção de B-lactamase pode ser detectada 
com o uso de uma cefalosporina cromogênica. A difusão em disco com 
ágar GC e 1% de suplemento de crescimento é recomendada para deter- 
minar a suscetibilidade da N. gonorrhoeae às cefalosporinas, quinolonas 
e espectinomicina. O documento do CLSI recomenda o método da di- 
luição em ágar ou um método de difusão em disco para testar N. go- 
norrhoeae (Clinical and Laboratory Standards Institute/NCCLS 2003b). 
Além disso, pode ser feito um teste E. No caso de alguns agentes, apenas 
o ponto de ruptura da suscetibilidade está disponível, pois ainda não há 
cepas resistentes documentadas. Caso se identifique um resultado “não 
suscetível” com uma cefalosporina de terceira geração, por exemplo, 
deve-se fortemente considerar a realização de testes confirmatórios, pa- 
ra que então sejam enviados para um laboratório de referência (Clinical 
and Laboratory Standards Institute/NCCLS, 2005). 


Prevenção 

Uma vacina polissacarídica contra os sorogrupos A, C, Y e W135 de 
N. meningitidis está liberada nos EUA e é recomendada para militares 
da ativa, pessoas que vivem em áreas epidêmicas de países em desen- 
volvimento, indivíduos com o baço afuncional ou ausente e estudan- 
tes secundaristas. A profilaxia com antibiótico deve ser limitada aos 
contatos domésticos e a quem tenha contato com secreções orais de 
pacientes. Hoje em dia, a rifampicina é o fármaco de escolha. 

O uso de antibióticos antes da exposição para prevenir doenças go- 
nocócicas não é estimulado por causa dos riscos potenciais de sensi- 
bilização e da emergência de cepas resistentes. A única exceção a essa 
regra é a aplicação de solução de nitrato de prata ou pomada de eri- 
tromicina nos olhos de recém-nascidos para prevenir a oftalmia go- 
nocócica (e por clamídia). 


Moraxella catarrhalis 


A M. catarrhalis pode estar presente na orofaringe de crianças e 
adultos saudáveis. É um microrganismo encapsulado que contêm pe- 
los que se estendem de sua membrana externa e servem como adesi- 
nas. As infecções mais comuns que causam são bronquite, otite, sinu- 
site e pneumonia (especialmente em pessoas com doença pulmonar 
crônica subjacente) (Catlin, 1990). A M. catarrhalis é uma causa infre- 
quente de bacteriemia, endocardite, meningite, infecções urogenitais 
e oftalmia neonatal. A Figura 56.13 é uma coloração de Gram de es- 





Figura 56.13 Coloração de Gram de Moraxella catarrhalis em uma amostra de escarro. 
Notar os diplococos Gram-negativos intracelulares que lembram Neisseria sp. 


carro em que esse microrganismo é visto em grande quantidade den- 
tro e fora de leucócitos polimorfonucleares. Essa espécie já fez parte 
do gênero Neisseria e depois foi transferida para o Branhamella por 
pouco tempo. A M. catarrhalis é um coco com morfologia que lembra 
a de Neisseria sp., ao contrário de outros membros do gênero Mora- 
xella (p. ex., Moraxella lacunata, Moraxella osloensis e Moraxella atlan- 
tae), que parecem bastonetes. A M. catarrhalis é uma bactéria positiva 
para oxidase e catalase, mas pode ser diferenciada de Neisseria sp. por 
sua capacidade de crescer pontamente em ágar-sangue e chocolate, 
sua falta de metabolismo oxidativo (os açúcares serão negativos) e sua 
produção de DNase. Quase todos os isolados produzem B-lactamase, 
que pode ser detectada com o uso de nitrocefina. Embora se supo- 
nha que sejam resistentes à penicilina por causa disso, tais isolados 
em geral permanecem suscetíveis às cefalosporinas, ao trimetoprim- 
-sulfametoxazol e às combinações de inibidores da B-lactamase. 


Bactérias Gram-negativas — bacilos 


Os bacilos Gram-negativos são um grupo complexo que se divide em: 
Enterobacteriaceae, aqueles encontrados normalmente no trato gastrin- 
testinal ou que colonizam e causam infecções primárias nele; bacilos 
Gram-negativos não fermentativos, que em geral não são encontrados 
como parte da microbiota normal de humanos, sendo bactérias do am- 
biente; não Enterobacteriaceae, que podem causar infecções gastrintesti- 
nais, como Vibrio e Campylobacter; agentes infecciosos com característi- 
cas epidemiológicas específicas, como Legionella e Francisella; e outros 
bacilos Gram-negativos, incluindo Haemophilus spp. e outros gêneros. 


Enterobacteriaceae 
Características 

As Enterobacteriaceae são bacilos aeróbicos e anaeróbicos faculta- 
tivos, não formam esporos, são imóveis ou possuem flagelos peritrí- 
quios, são oxidase-negativos e Gram-negativos que produzem ácido 
de forma fermentativa a partir de glicose e reduzem nitratos em nitri- 
tos. A Figura 56.14 é uma coloração de Gram de E. coli, mas poderia 
representar qualquer membro das Enterobacteriaceae. Os gêneros in- 
cluídos nesse grupo são: Budvicia, Buttiauxella, Cedecea, Citrobacter, 
Edwardsiella, Enterobacter, Escherichia, Ewingella, Hafnia, Klebsiella, 
Kluyvera, Leclercia, Leminorella, Moellerella, Morganella, Obesumbac- 
terium, Pragia, Pantoea, Photorhabdus, Proteus, Providencia, Rahnella, 
Salmonella, Serratia, Shigella, Tatumella, Trabulsiella, Xenorhabdus, 
Yersinia e Yokenella. Apenas alguns deles serão comentados aqui. 


Manifestações clínicas e patogênese 

As Enterobacteriaceae são encontradas em plantas, no solo, na água 
e nos intestinos de humanos e animais. Têm sido associadas a muitas 
infecções clínicas, incluindo abscessos, pneumonia, meningite, septice- 
mia e infecções do trato urinário. Aquelas comumente associadas a in- 
fecção humana incluem E. colt, Klebsiella spp., Proteus spp., Enterobacter 
spp., Salmonella spp., Shigella spp., Serratia spp., Citrobacter spp. e Pro- 
videncia spp. A Figura 56.15 é uma coloração de Gram do LCE de um 











Figura 56.14 Coloração de Gram de uma amostra de urina positiva para E. coli. Os 
bastonetes Gram-negativos curtos e robustos são típicos de qualquer membro das 
Enterobacteriaceae. 





Figura 56.15 Coloração de Gram de uma amostra de líquido cerebrospinal de um 
neonato, contendo bacilos Gram-negativos com crescimento de Escherichia coli. 


recém-nascido cuja cultura foi positiva para E. coli. No trato urinário, os 
isolados frequentes são E. coli, Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae. 
Pneumonias por Gram-negativos associadas as Enterobacteriaceae cos- 
tumam ser causadas por K. pneumoniae. Bacteriemias Gram-negativas 
relacionadas com Enterobacteriaceae são causadas com frequência por 
E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis. É provável que as infecções adqui- 
ridas em hospitais sejam causadas por membros dos gêneros resistentes 
a antibióticos, como Citrobacter, Enterobacter e Serratia. Enterobacteria- 
ceae associadas à diarreia incluem Shigella spp., Salmonella spp., E. colt 
(êntero-hemorrágica [produtora da toxina Shiga], enterotoxigênica, 
enteroinvasiva, enteropatogênica, enteroaderente) e Yersinia spp. Shige- 
las são raramente isoladas de outras fontes que não o trato gastrintesti- 
nal, enquanto as salmonelas são com mais frequência isoladas de outras 
fontes, como urina ou sangue. 

Endotoxinas presentes nas paredes celulares das Enterobacteriaceae, 
bem como de outros bacilos Gram-negativos, são responsáveis por 
muito da morbidade e da mortalidade resultantes de infecções associa- 
das a essas bactérias. As endotoxinas consistem em metades lipídicas 
e polissacarídicas com pequenas quantidades de aminoácidos, sendo 
conhecidas geralmente como lipopolissacarídeos, que podem eliciar 
febre, calafrios, hipotensão, granulocitose, trombocitopenia, coagula- 
ção intravascular disseminada e ativação das vias clássica e alternati- 
va do complemento. O choque endotóxico resulta de septicemia por 
Gram-negativos, e a endotoxina reage com macrófagos, leucócitos, 
plaquetas, complemento e outras proteínas séricas para aumentar os 
níveis sanguíneos de enzimas proteolíticas e substâncias vasoativas, 
o que resulta em acúmulo de sangue, aumento da vasoconstrição 
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letais da endotoxina dependem da atividade de macrófagos e da res- 
ponsividade, e que a produção de caquectina a partir dos macrófagos 
ativados desempenha um papel importante ao causar choque profun- 
do e lesão em múltiplos órgãos (Tracey, 1988). 

Outros fatores patogênicos das Enterobacteriaceae incluem o antige- 
no K1, associado a uma alta porcentagem de cepas de E. coli que cau- 
sam meningite neonatal; a cápsula de K. pneumoniae que, como a dos 
pneumococos, inibe a fagocitose; o antígeno Vi de Salmonella sorotipo 
typhi, que pode interferir na destruição intracelular do microrganis- 
mo; e vários antígenos de superfície, como as fimbrias, que medeiam a 
aderência do microrganismo às superfícies mucosas. 

Os fatores mediados por plasmídeo parecem desempenhar um pa- 
pel importante nas propriedades invasivas de Salmonella, Shigella e 
cepas enteroinvasivas de E. coli. Além disso, as enterotoxinas termo- 
lábeis (LT) e as termoestáveis de E. coli são mediadas por plasmídeo. 
A LT estimula a adenilato ciclase nas células da mucosa do intestino 
delgado que, por sua vez, ativa o AMPc, causando a secreção de li- 
quido e eletrólitos no lumen intestinal e provocando diarreia aquosa. 
Em contraste, as enterotoxinas termoestáveis (ST) parecem ativar a 
guanilato ciclase. 


Diagnóstico laboratorial 

O isolamento de bacilos Gram-negativos de amostras contamina- 
das é muito facilitado pelo uso de meios diferenciais e seletivos (Tab. 
56.10). Eosina azul de metileno (EMB) e ágar de MacConkey podem 
ser usados de forma intercambiável como meios minimamente sele- 
tivos e diferenciais para, a princípio, selecionar e diferenciar bacilos 
Gram-negativos que fermentam a lactose dos que não o fazem. Ágar 
XLD e ágar HE são meios diferenciais mais seletivos, que são em es- 
pecial úteis para selecionar Salmonella spp. e Shigella spp. em artérias 
muito contaminadas, como fezes. O sulfeto de bismuto é um meio 
muito seletivo, especialmente útil para a detecção de salmonelas 
em endemias e epidemias. Salmonella spp. produzem H,S e são re- 
conhecidas com facilidade pela produção de colônias com o centro 
negro nos ágares XLD, HE e sulfeto de bismuto. Um meio enrique- 
cido, como selenito F ou caldo para Gram-negativo (GN), pode ser 
útil para detectar números baixos de Salmonella spp. e Shigella spp. 
nas fezes. Ágar cefsulodina-irgasano-novobiocina (CIN) incubado à 
temperatura ambiente é seletivo e diferencial para a recuperação de 
Yersinia enterocolytica. As colônias aparecem como olhos de touro, 
com centros vermelhos e bordas transparentes. O ágar de MacConkey 
com sorbitol como açúcar fermentável é um meio diferencial capaz de 
diferenciar a E. coli 0157:H7 que não fermenta o sorbitol associada à 
síndrome hemolítico-urêmica da maioria das outras E. colt. 

No caso de algumas Enterobacteriaceae, poucas características sim- 
ples das colônias ou reações bioquímicas podem ser usadas para a 


Tabela 56.9 Diferenciação entre bacilos aeróbicos Gram-negativos 


identificação presumível de um isolado. Por exemplo, Proteus spp. se 
aglomeram em ágar-sangue, Klebsiella spp. formam colônias mucoides, 
Serratia marcescens podem produzir um pigmento vermelho, Salmo- 
nella spp. produzem H,S e E. coli é indol-positiva. A identificação de- 
finitiva dessas e outras espécies requer outros testes bioquímicos. Inú- 
meros esquemas baseados no uso de meios bioquímicos convencionais 
foram descritos para a identificação das Enterobacteriacene. As caracte- 
rísticas diferenciais das Enterobacteriaceae mais comumente encontra- 
das no laboratório clínico são mostradas na Tabela 56.10. Existem kits 
preparados no comércio e dispositivos automatizados convenientes e 
acurados para identificação da grande maioria dos isolados pertencen- 
tes às Enterobacteriaceae. Em certas circunstâncias, a identificação é feita 
com acurácia em poucas horas. Sistemas semiautomatizados também 
combinam a identificação e os testes de suscetibilidade antimicrobiana 
em uma única unidade. Em geral, a acurácia da identificação entre esses 
sistemas é muito alta e comparável. 

A classificação das Enterobacteriaceae foi submetida a revisão con- 
siderável nos últimos anos, como resultado da hibridização do DNA 
e de outros estudos. Como o agrupamento fenotípico com base nas 
reações bioquímicas nem sempre é consistente com sua relação com 
o DNA, o uso de tribos (p. ex., Klebsielleae, Proteeae) para reunir as 
espécies nas Enterobacteriaceae foi interrompido. 

Em termos históricos, o gênero Salmonella foi dividido nas seguintes 
espécies: S. typhi, Salmonella paratyphi A e B, Salmonella choleraesuis, 
Salmonella typhimurium e Salmonella enteritidis. Como se descobriu 
que todos os grupos são estreitamente relacionados em termos genéti- 
cos, a terminologia atual agora reconhece apenas duas espécies, S. en- 
terica e S. bongori (raramente isolada de humanos), e cada uma possui 
múltiplas subespécies. Há seis subespécies de S. enterica, e a subespécie 
I (S. enterica subesp. enterica) é o isolado humano habitual. Há mais 
de 2.000 sorotipos de Salmonella, a maioria na subespécie enterica. A 
sorotipagem baseia-se na reatividade imunológica dos antígenos “O” 
somáticos termoestáveis, cujo conteúdo predominante é de lipopo- 
lissacarídeo, e antígenos “H” flagelados termolábeis. Nos EUA, os so- 
rotipos Salmonella typhimurium e Salmonella enteritidis são os mais 
comuns. O sorotipo Salmonella typhi também produz um antígeno 
polissacarídico capsular termolábil Vi. Na prática, a maioria dos labo- 
ratórios clínicos identifica isolados de Salmonella spp. com base nas re- 
ações bioquímicas e usa reagentes imunológicos específicos do grupo 
para caracterizar isolados em um sorogrupo específico. Testes comer- 
ciais de aglutinação em lâmina para diferenciar grandes sorogrupos, À, 
B, Ce D, são úteis para diferenciar a salmonela tifoide das cepas não ti- 
foides. O sorotipo S. typhi tem o sorogrupo D e o antígeno Vi. A iden- 
tificação adicional do sorotipo específico em geral é feita apenas pelas 
secretarias estaduais de saúde ou outros laboratórios de referência. Em 
termos bioquímicos, os isolados que lembram Shigella também são 


Teste Escherichia Klebsiella Klebsiella Proteus Proteus Shigella Citrobacter 
coli pneumoniae oxytoca mirabilis vulgaris spp. freundii 

Indol + - + z + D 2 

Metil vermelho + — ou + D + + $ 4 

Voges-Proskauer — + + — ou + E E T 

Citrato (Simmons) — + + D D = + 

H,S (triplo, açúcar-ferro-ágar) = — = $ i = 4 

Urease ~ + + ï 4 = D 

Fenilalanina desaminase — = E £ 4 = 

Lisina descarboxilase + ou —n- + + - — — js 

Arginina di-hidrolase — OU + — - - - - D 

Ornitina descarboxilase D — - + D —ou+ 

Motilidade + ou — — — +* +* — 4 

Ácido produzido a partir de lactose + + - - - - + ou (+) 

* Aglomeração em ágar-sangue e chocolate. 

+ = 2 90% de reações positivas em 2 dias; — = > 90% de reações negativas; (+) = reações positivas em 3 a 7 dias; + ou — = reações da maioria das cepas positivas; — ou + = reações da maioria 


das cepas negativas; D = reações diferentes [+, (+), ou —). 


Tabela 56.9 Diferenciação entre bacilos aeróbicos Gram-negativos (continuação) 





Yersinia Enterobacter Serratia Morganella Providencia Salmonella Sorotipo Salmonella Salmonella Sorotipo 
enterocolitica cloacae marcescens  morganii alcalifaciens choleraesuis Sorotipo typhi paratyphi A 
D - = + + = = -= 
+ - + ou — + + - + + 
+ (25°C) -(37°C) + + — - - - - 
—L25ºC) + + = + (+) m -= 
= = = = = D + — OU + 
+ D — ou + + = int = aa 
E = - EA - = "i - 
= 5 = = > 4 4 = 
ms + = = = (+) — ou (+) — OU + 
+ + + + - + - 
+ + (25°C)/-(37°C) + + + OU — + + + + 
D D - — - - - - 
Tabela 56.10 Meios entéricos diferenciais e seletivos 
Meio Gram-positivo Carboidrato Indicador Cor da colônia Não fermentador Categoria 
Agente bacteriostático fermentável Fermentador 
Eosina azul de metileno (EMB) Eosina Y Lactose* Eosina Y Vermelho ou preto Incolor S, D 
Azul de metileno Azul de metileno com brilho 
MacConkey Cristal violeta Lactose Vermelho neutro Vermelho Incolor S, D 
Sais biliares 
Xilose-lisina-desoxicolato (XLD) Sais biliares Xilose Fenol vermelho Amarelo Vermelho S, D 
Lactose 
Sacarose 
Hektoen entérico (HE) Sais biliares Salicina Bromotimol azul Amarelo-laranja Verde, azul-verde SD 
Lactose 
Sacarose 
Salmonella-Shigella (SS) Sais biliares Lactose Neutro vermelho Vermelho Incolor S 
Sulfito de bismuto (BS) Verde brilhante Glicose Sulfito de bismuto ` t S 
Tiossulfato citrato sais biliares Sais biliares Sacarose Timol azul Amarelo Incolor s, D 
sacarose (TCBS)* pH 8,6 Bromotimol azul 


* Formulação de Levine. " As colônias de salmonelas produtoras de H,S são pretas. “Usado para isolamento de vibriões. 


D = diferencial; 5 = seletivo. 


classificados pela reatividade do antígeno “O”, assim como os isolados 
de E. coli que são identificados como causas potenciais de diarreia, sin- 
drome hemolítico-urêmica ou púrpura trombocitopênica trombótica. 
Tais E. coli também são classificadas pelo tipo de toxina produzida. Há 
kits comerciais para identificar E. coli 0157 e detectar alguns tipos de 
toxinas em cultura ou amostras de fezes; no entanto, esse tipo de teste 
em geral é encaminhado para instituições estatais. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

A suscetibilidade das Enterobacteriaceae a vários agentes antimicro- 
bianos é altamente variável. Espera-se que algumas cepas de E. coli e P. 
mirabilis tenham suscetibilidade à ampicilina, por exemplo (embora a 
resistência esteja aumentando em ambas), mas não à maioria dos ou- 
tros membros de significado clínico das Enterobacteriaceae. Espera-se 
resistência às cefalosporinas de primeira geração (cefazolina, cefaloti- 
na) em Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter spp., Proteus vula- 
garis, Providencia spp., Morganella spp. e Yersinia spp.; a suscetibilidade 
as cefalosporinas de terceira geração (ceftriaxona, cefotaxima, ceftazi- 
dima, por exemplo) permanece em muitos membros das Enterobacte- 
riaceae. Entretanto, a presença de B-lactamases de espectro estendido e 
genes Amp-C, que são reconhecidos pela resistência às cefalosporinas 
de terceira geração, está aumentando em cepas selecionadas. À maioria 
das Enterobacteriaceae é suscetível aos aminoglicosídeos e fluoroquino- 
lonas. É muito incomum um membro das Enterobacteriaceae ser resis- 
tente aos carbapenéns (p. ex., imipeném, meropeném ou ertapeném) 
e, caso se encontre resistência, isso deve ser confirmado antes que a 


resistência ao carbapeném seja relatada. Como o padrão de suscetibili- 
dade das Enterobacteriaceae é imprevisível, como regra geral devem ser 
realizados testes de suscetibilidade caso se esteja considerando a terapia 
antimicrobiana. Não é preciso fazer teste de suscetibilidade algum se 
não for instituída a terapia antimicrobiana, pois as infecções entéricas 
sem complicações devidas a salmonelas, em que a terapia realmente 
prolonga o estado de portador, ou quando há uma microbiota bacte- 
riana mista e suscetibilidades individuais, podem não ser apropriadas. 


Plesiomonas 
Características 

O Plesiomonas shigelloides, a única espécie do gênero Plesiomonas, 
é um bastonete Gram-negativo anaeróbico facultativo, positivo para 
oxidase e catalase, que fermenta glicose. Uma evidência molecular re- 
cente demonstra que esse gênero está mais estreitamente relacionado 
com o gênero Proteus. Por isso, foi colocado na família Enterobacte- 
riaceae (Farmer, 2003) como o único membro oxidase-positivo desse 
grupo de bacilos Gram-negativos. 


Manifestações clínicas e patogênese 

O P. shigelloides é encontrado em ambientes aquáticos limitados ge- 
ograficamente pela temperatura mínima de crescimento de 8°C. Pode 
ser encontrado em águas doces e de estuários, em geral nos países tro- 
picais. Foi implicado como uma causa de gastroenterite, sobretudo 
após a ingestão de mariscos não cozidos. A amostra de fezes diarreicas 
com frequência contém leucócitos polimorfonucleares e eritrócitos, 
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embora também possa ocorrer uma doença semelhante ao cólera. Em 
casos esporádicos, pode ocorrer gastroenterite, bem como em surtos. 
As manifestações extraintestinais da infecção por P. shigelloides inclui 
meningite, septicemia, celulite, artrite e endoftalmite (Ampofo, 2001). 
Sabe-se relativamente pouco sobre os fatores de virulência do P. 
shigelloides. O microrganismo parece ter propriedades invasivas, e há 
dados sugestivos de atividade enterotoxigênica (Brenden, 1988). 


Diagnóstico laboratorial 

O P. shigelloides pode ser isolado em uma variedade de meios enté- 
ricos seletivos e não seletivos, incluindo ágar HE. A produção de ácido 
a partir de lactose é variável, mas nos meios entéricos o microrganis- 
mo em geral parece não ser fermentador de lactose. É indol-positivo, 
reduz nitratos em nitritos, produz atalase, é positivo para o metil ver- 
melho e fermenta glicose, maltose e trealose (Brenden, 1988). 


Suscetibilidade antimicrobiana 

O P. shigelloides é suscetível a uma variedade de agentes antimicro- 
bianos, como cefalosporinas, trimetoprim-sulfametoxazol, imipeném e 
quinolonas (Abbott, 2003b). A suscetibilidade às penicilinas é variável, 
por causa da presença de uma B-lactamase similar à de Aeromonas spp. 


Bactérias Gram-negativas — bacilos 
não fermentadores 


Um grupo de bacilos Gram-negativos que não fermentam glicose nem 
outros açúcares costumam ser categorizados em conjunto como “não 
fermentadores”, correspondendo a cerca de 15% dos bacilos Gram-ne- 
gativos encontrados em pacientes hospitalizados. Embora haja muitos 
gêneros de não fermentadores, 75% daqueles de relevância clínica são 
Pseudomonas aeruginosa; a maioria dos outros 25% é composta por 
Acinetobacter sp., Stenotrophomonas maltophilia ou Burkholderia cepa- 
cia. Como um grupo, em geral são bactérias ambientais, que não são 
encontradas como parte da microbiota normal do corpo humano, exce- 
to como colonizadores em pacientes hospitalizados. Podem ser isolados 
sem dificuldade de água, solo, vegetais, plantas e superfícies hospitalares. 
Embora não tenham características bioquímicas uniformes, costumam 
ser positivos para oxidase e negativos para lactose em meios seletivos co- 
mo o ágar de MacConkey (embora algumas das espécies pareçam não 
crescer nesses meios), e em geral são resistentes a muitos dos antibióti- 
cos efetivos contra membros das Enterobacteriaceae. As quatro espécies 
mencionadas neste parágrafo e outras serão comentadas neste capítulo. 


Pseudomonas 
Características 

O gênero Pseudomonas foi submetido a uma extensa revisão, e ago- 
ra muitas das espécies antes classificadas nesse gênero foram reclas- 
sificadas nos gêneros Burkholderia, Stenotrophomonas, Comamonas, 
Shewanella, Ralstonia, Methylobacterium, Sphingomonas, Acidovorax 





Figura 56.16 Coloração de Gram de Pseudomonas aeruginosa em uma amostra de 
escarro. Notar os bacilos Gram-negativos mais longos, em comparação com os da 
Figura 56.13. 


e Brevundimonas. Das espécies que continuam, P. aeruginosa é o pa- 
tógeno humano mais significativo. A Figura 56.16 é a coloração de 
Gram de P. aeruginosa em uma amostra de escarro. 

Os pseudomonas são bacilos Gram-negativos estritamente aeróbicos, 
positivos para catalase e oxidase. Seu metabolismo é respiratório e nun- 
ca são fermentativos com oxigênio como aceptor terminal de elétrons. 
Alguns pseudomonas são móveis por meio de flagelos polares. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Os pseudomonas são encontrados em ambientes úmidos. Alguns 
dos habitats mais incomuns desses microrganismos incluem cosmé- 
ticos, piscinas, banheiras e a parte interna da sola de tênis. No caso do 
último, P. aeruginosa pode infectar ferimentos por punção. A espé- 
cie que causa maiores morbidade e mortalidade hoje é P. aeruginosa. 
Outras espécies do gênero, embora geralmente isoladas de amostras 
clínicas, apenas às vezes estão envolvidas em casos de doença. 

P. aeruginosa é onipresente no ambiente hospitalar, e existe em prati- 
camente qualquer lugar onde haja umidade, inclusive em equipamen- 
to médico e soluções de desinfetantes e sabões. Só em raros casos é en- 
contrado como parte da microbiota normal de pessoas sadias, mas em 
pacientes hospitalizados as taxas de colonização aumentam de acordo 
com a duração da permanência hospitalar. P. aeruginosa pode causar 
infecção grave em pacientes com queimaduras, ferimentos traumá- 
ticos e cirúrgicos; após manipulação do trato urinário; em pacientes 
com doenças dos sistemas hematopoético, reticuloendotelial e linfoi- 
de, bem como naqueles com comprometimento das defesas celulares e 
humorais. À infecção pulmonar ocorre comumente em pacientes com 
fibrose cística. À taxa de mortalidade é maior em pacientes com leuco- 
penia grave (menos de 1.000 neutrófilos polimorfonucleares/mm). 

O P. aeruginosa produz um polissacarídeo, uma endotoxina e prote- 
ases que inativam componentes do complemento, inibindo assim até 
certo ponto a opsonização e a resposta inflamatória, além de, talvez, 
contribuir para sua invasividade. A exotoxina A promove dano celu- 
lar e invasão tecidual e é tóxica para macrófagos. 


Diagnóstico laboratorial 

Em geral, pode-se suspeitar da presença de P. aeruginosa em cul- 
turas por seu odor de uva (ou tortilha de milho) mofada, por seu as- 
pecto enrugado ou de vidro moído de suas colônias em ágar-sangue 
de carneiro e pela presença de um ou dos dois pigmentos: um “azul- 
esverdeado” fluorescente (Fig. 56.17) e/ou um metálico decorrente do 
pigmento pioverdina. Sua identificação pode ser feita com facilidade 
mediante uma reação positiva à oxidase, uma reação alcalina/neutra 
no TSIA, crescimento a 42°C e a formação de um brilho e/ou pigmen- 
to no TSIA e ágar P para pseudomonas. Outros testes que podem ser 
realizados são mostrados na Tabela 56.11. Devem ser feitos testes com 
carboidratos no meio basal O-F, que contém uma quantidade mínima 
de peptona e uma quantidade relativamente grande de carboidrato, 
propiciando assim a detecção de quantidades muito pequenas de áci- 
do formado por esse grupo de bactérias. Em geral, as reações se com- 
pletam em 48 horas, mas podem precisar de até 7 dias. 





Figura 56.17 Pigmento de piocianina extraído de Pseudomonas aeruginosa. 


Tabela 56.11 Características diferenciais de bacilos não fermentadores Gram-negativos isolados de material clínico 


Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas Burkholderi Stenotrophomonas Acinetobacter 
aeruginosa fluorescens putida cepacia maltophilia baumanii 
Oxidase + + + + = = 
Piocianina + a + da = = 
Fluoresceina + ~ + — — - 
Oxidação da glicose + + + + + + 
42°C + = = +- +- + 
DNase = = = de + + 
Crescimento em ágar + + + + + +* 
de MacConkey 
Motilidade + + + + + = 


* Cor púrpura no ágar de MacConkey. 


+/— = resultados variáveis, maioria das cepas positivas; —/+= resultados variáveis, maioria das cepas negativas. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Como regra geral, os testes de suscetibilidade devem ser feitos pa- 
ra todos os isolados de significado clínico de P. aeruginosa. As cepas 
hospitalares de P. aeruginosa podem ser resistentes a muitas classes 
de antibióticos. Os isolados em geral são suscetíveis aos aminoglico- 
sídeos, às carboxi e ureidopenicilinas, à ceftazidima ou cefepina, aos 
carbapenéns e às quinolonas. Todavia, a resistência múltipla está 
aumentando, sobretudo nas unidades de tratamento intensivo e em 
pacientes com infecções duradouras por pseudomonas, como aque- 
les com fibrose cística e outras síndromes crônicas (Friedland, 2004; 
Hauser, 2005). Tem-se solicitado aos laboratórios que testem outros 
antibióticos, especialmente colistina ou polimixina B, quando esses 
isolados resistentes são encontrados. Recentemente, o CLSI forneceu 
pontos de ruptura para o teste com polimixina B que podem ser in- 
terpretados para esse fármaco e a colistina (Clinical and Laboratory 
Standards Institute/NCCLS 2005). 


Acinetobacter 
Características 

Os microrganismos desse gênero são curtos, em forma de bastão ou 
esféricos, imóveis, oxidase-negativos, estritamente aeróbicos e Gram- 
negativos. Em um esfregaço corado pelo Gram, em geral aparecem em 
pares, e pode ser difícil corá-los. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Acinetobacter spp. são encontradas comumente no solo e na água e 
de maneira incomum na pele e em mucosas de pessoas sadias. Sabe-se 
pouco sobre os fatores de virulência desse grupo de microrganismos, 
mas parece que formam pequenas quantidades de endotoxina. Embo- 
ra sejam em geral não patogênicos, têm sido cada vez mais associados a 
septicemia, pneumonia, bacteriúria nosocomiais e infecção de feridas. 


Diagnóstico laboratorial 

Acinetobacter spp. podem ser distinguidas prontamente de pseudo- 
monas com base na falta de mobilidade, na incapacidade de reduzir 
nitrato e na reação negativa à oxidase. Podem produzir colônias cor 
de púrpura características no ágar de MacConkey. Existem mais de 
25 espécies, mas sua diferenciação é difícil e em geral são classificadas 
em conjunto no complexo Acinetobacter calcoaceticus—Acinetobac- 
ter baumanii. As cepas clínicas não hemolíticas que oxidam glicose 
(cepas sacarolíticas) costumam ser designadas A. baumantii, enquan- 
to as não sacarolíticas (que não oxidam a glicose) são Acinetobacter 
lwoffi, se não hemolíticas, ou Acinetobacter haemolyticus, se hemoli- 
ticas (Gerner-Smidt, 1991). A espécie de maior relevância clínica é A. 
baumanii. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Acinetobacter spp. são resistentes à maioria dos antibióticos 
P-lactâmicos e aminoglicosídicos disponíveis. A resistência aos amino- 
glicosídeos é causada por acetil, adenilil e fosfotransferases mediadas 
por plasmídeo. Acinetobacter spp. podem ser suscetíveis à doxiciclina, 


ao trimetoprim—sulfametoxazol, às quinolonas, às ureidopenicilinas, 
ao imipeném, à ampicilina-sulbactam e à ceftazidima. Os carbapenéns 
(imipeném ou meropeném) são considerados os mais ativos, porém fo- 
ram descritas taxas de resistência de até 11% em cepas nosocomiais em 
todos os EUA (Gales, 2001). Devem ser feitos testes de suscetibilidade 
para isolados clínicos significativos, em geral com solicitação do clínico. 


Espécies de Burkholderia 


Burkholderia sp. são bastonetes aeróbicos, não formadores de espo- 
ros, Gram-negativos e, exceto Burkholderia mallei, móveis por terem 
flagelos polares. São catalase-positivos, e a maioria é oxidase-positiva. 
No ágar de MacConkey, produzem colônias lactose-negativas. 


Significado clínico e patogênese 

Esses microrganismos são encontrados no ambiente em água, no 
solo e nas plantas. Em razão de sua predileção por ambientes aquá- 
ticos, alguns podem ser encontrados no ambiente hospitalar e ter o 
potencial de causar infecções nosocomiais. 

Dois patógenos humanos importantes do gênero Burkholderia são 
Burkholderia pseudomallei e Burkholderia cepacia. O primeiro, ad- 
quirido por inalação ou contato com abrasões cutâneas, causa a ame- 
lioidose. A autoinfecção pode ser assintomática, tornar-se crônica ou 
causar uma sepse fulminante. A amelioidose é mais prevalente no Su- 
deste Asiático e na Austrália, mas também pode ocorrer em outros 
ambientes tropicais e subtropicais. 

B. cepacia, um patógeno nosocomial associado a equipamento con- 
taminado, medicações e desinfetantes, pode causar bacteriemia, infec- 
ções do trato urinário, artrite séptica e infecções do trato respiratório. 
Também é um patógeno importante em pacientes com fibrose cística 
e naqueles com doença granulomatosa crônica. Os pacientes com fi- 
brose cística que adquirem a infecção crônica por esse microrganismo 
têm uma taxa de sobrevida diminuída. 

As espécies de Burkholderia crescem bem nos meios padrões dos la- 
boratórios, incluindo ágar-sangue e chocolate. O isolamento de B. ce- 
pacia em amostras contaminadas como escarro pode ser mais fácil em 
meios seletivos, por exemplo, ágar para PC (Pseudomonas cepacia), 
OFBL (base fermentatiava oxidativa, polimixina B, bacitracina lacto- 
se) e BCSA (ágar seletivo para B. cepacia) (Welch, 1987). É necessária 
uma variedade de testes bioquímicos para diferenciar esses microrga- 
nismos entre si (Kiska, 1996). 


Suscetibilidade antimicrobiana 

A suscetibilidade desses microrganismos aos agentes antimicrobia- 
nos varia consideravelmente. B. cepacia é muito resistente a vários an- 
timicrobianos, mas em geral é suscetível à piperacilaina, à ceftazidima, 
ao cloranafenicol e ao trimetoprim-sulfametoxazol. Cepas de pacientes 
com fibrose cística que receberam esquemas repetidos de antibióticos 
são propensas à resistência a esses agentes. O CLSI recomenda relatar 
apenas ceftazidima, meropeném, minociclina e trimetoprim-sulfame- 
toxazol para B. cepacia. 
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Caracteristicas 

Stenotrophomonas maltophilia é um patógeno nosocomial 
significativo. Os fatores de risco para colonização ou infecção por esse 
microrganismo são ventilação mecânica, uso de antibióticos de amplo 
espectro, cateterismo e neutropenia. 


Diagnóstico laboratorial 

As reações bioquímicas importantes que distinguem S. maltophilia 
são sua reação negativa à oxidase e positiva para a atividade da DNa- 
se. As colônias crescem em ágar-sangue (colônias esverdeadas como 
lavanda) e ágar de MacConkey; as bactérias não são móveis nem fer- 
mentativas. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

S. maltophilia é inerentemente resistente a muitos antibióticos, em 
particular aos carbapenéns. Trimetoprim-sulfametoxazol é o antibió- 
tico de escolha, embora algumas cepas sejam resistentes (Gales, 2001). 
O CLSI recomenda relatar apenas levofloxacina, trimetoprim-sulfa- 
metoxazol e minociclina. Há pontos de ruptura para a interpretação 
desses agentes quanto à MIC e ao teste de difusão em disco (Clinical 
and Laboratory Standards Institute/NCCLS, 2005). 

Outros bacilos Gram-negativos não fermentativos incluem mem- 
bros dos gêneros Alcaligenes, Achromobacter, Flavobacterium, Fla- 
vimonas, Chryseomonas, Acidovorax, Brevundimonas, Comamonas 
e Ralstonia, entre outros. Eles são isolados com pouca frequência de 
amostras clínicas e, quando o são, podem representar contaminação 
ou colonização. 


Vibrio 
Características 

Vibrio spp. são bacilos Gram-negativos anaeróbicos facultativos, 
oxidase-positivos, curtos, curvos ou retos e em geral móveis por meio 
de flagelos polares; fermentam carboidratos e reduzem nitratos em 
nitritos. Várias espécies têm importância clínica (Tab. 56.12). 


Tabela 56.12 Características diferenciais das espécies de Vibrio 


Manifestações clínicas e patogênese 

Entre os vibriões, Vibrio vulnificus causa a doença mais grave. Infec- 
ções de feridas e septicemia causadas por esse microrganismo quase 
sempre são fatais. Em geral, a doença está associada ao consumo de 
ostras cruas ou lesão relacionada com ostras. Doença hepática pre- 
existente quase sempre está presente na doença grave. À função he- 
pática diminuída resulta em maior disponibilidade de ferro e parece 
facilitar o crescimento do microrganismo. 

A produção da toxina do cólera pelo Vibrio cholerae O1 é uma causa 
bem conhecida de epidemias dessa doença, que se manifesta por perda 
intestinal maciça de líquido e desidratação. A toxina do cólera medeia 
esse efeito ao ligar-se e ativar a adenilato ciclase das células no intesti- 
no delgado, resultando em hiperssecreção de eletrólitos e água (Kaper, 
1995). Cepas não Ol do V. cholerae causam uma gastroenterite autoli- 
mitada, mas não são responsáveis por epidemias da doença. Quase to- 
das as cepas não Ol do V. cholerae não produzem a toxina do cólera, 
mas sim dois tipos de hemolisinas e uma enterotoxina termoestável. 

Vibrio mimicus e Vibrio parahaemolyticus causam primariamen- 
te gastroenterite. O mecanismo da patogenicidade do V. parahae- 
molyticus parece estar mais relacionado com a invasividade que com 
a produção da enterotoxina. Mais de 95% dos isolados de V. parahae- 
molyticus de pacientes com gastroenterite produzem uma hemolisina 
livre da célula que é letal para camundongos quando injetada em altas 
doses e é descrita como fenômeno de Kanagawa. Esse microrganis- 
mo halofílico está muito distribuído no ambiente marinho, podendo 
contaminar peixes e mariscos. Surtos de doença diarreica aguda após 
a ingestão de alimento contaminado são sobretudo comuns no Japão, 
mas também ocorreram nos EUA e em outros países. 


Diagnóstico laboratorial 

Embora antigamente só causasse preocupação quanto a viajantes 
dos EUA para outros países, foram descritos casos de doença causada 
pelo V. cholerae nos EUA, associados à ingestão de mariscos contami- 
nados provenientes da Costa do Golfo. Além disso, a gastroenterite 
causada pelo V. parahaemolyticus e por outros vibriões halofílicos em 
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mariscos contaminados foi descrita em muitas partes daquele país, em 
particular em áreas costeiras. Assim, é importante que os laboratórios 
clínicos possam cultivar espécies de Vibrio a partir de fezes quando 
indicado, com base na história de viagens e consumo alimentar. 

Com exceção do V. cholerae e do V. mimicus, o crescimento des- 
se grupo de microrganismos requer meios que contenham NaCl. A 
maioria dos meios sólidos e líquidos usados para cultura de bactérias 
contém bastante sódio, de modo que o uso de meios especiais em tais 
circunstâncias não é necessário. Meios seletivos com sacarose, como 
o de sais biliares com tiossulfato citratado, são muito úteis para culti- 
var Vibrio spp. em amostras fecais. Certas espécies (V. cholerae e Vi- 
brio alginolyticus) fermentam a sacarose e mostram-se como colônias 
amarelas nesse meio. Um meio enriquecido, como o de água peptona 
alcalina, pode ser usado antes para uma subcultura em meio sólido, a 
fim de facilitar a recuperação de Vibrio spp. nas fezes. É possível dife- 
renciar as espécies desse gênero e de outros bacilos entéricos Gram- 
negativos de acordo com as reações listadas na Tabela 56.12. Pode 
ser necessário realizar testes bioquímicos com vibriões halofílicos em 
meios suplementados com NaCl a 1 a 3%. Se forem inoculados em 
TSIA e ágar-ferro-lisina (LIA) com propósitos de triagem, suas rea- 
ções serão ácidas slant/ácidas butt sem gás (A/A) ou H5S e alcalinas 
slant/alcalinas butt (K/K), respectivamente. Nem todos os sistemas de 
identificação Gram-negativa disponíveis no comércio são confiáveis 
para a identificação de Vibrio spp., e só devem ser usados quando ficar 
comprovado que são acurados. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Podem ser feitos testes para detectar a suscetibilidade antimicrobiana 
pelo método da difusão em disco com ágar de Mueller-Hinton e micro- 
diluição em caldo usando-se o caldo de Mueller-Hinton ajustado com 
cation e incubação a 35°C por 16 a 18 horas. O CLSI estabeleceu padrões 
de interpretação para o V. cholerae testado com ampicilina, tetraciclina, 
doxiciclina, trimetoprim-sulfametoxazol, cloranfenicol e sulfonamidas 
(Clinical and Laboratory Standards Institute/NCCLS, 2005). Não exis- 
tem padrões de interpretação para outras espécies de Vibrio. 


Aeromonas 
Caracteristicas 

Os membros desse gênero são bacilos Gram-negativos em forma de 
bastão anaeróbios facultativos, oxidase e catalase-positivos. Em geral 
são móveis por meio de flagelos polares, embora algumas espécies 
possam ser imóveis. Formam ácidos a partir de carboidratos por me- 
tabolismo respiratório e fermentativo e reduzem nitratos em nitritos. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Aeromonas spp. são encontradas sobretudo em ambientes aquáti- 
cos, tendo sido isoladas de água potável, rios, solo e vários alimentos, 
e apenas raramente são encontradas em ambientes marinhos. Esses 
microrganismos têm sido associados tanto a doença intestinal quanto 
extraintestinal. Embora não haja evidência definitiva que demonstre 
seu papel na doença gastrintestinal, sua presença nas fezes é mais fre- 
quentemente associada a diarreia que a um estado de portador assin- 
tomático. É possível que seu papel na etiologia de doença diarreica 
esteja relacionado com a produção de uma enterotoxina por algumas 
cepas. Também foram descritas uma hemolisina e um fator citopáti- 
co. Tais espécies podem causar ainda infecção de feridas adquiridas de 
forma traumática ou septicemia em pacientes imunocomprometidos 
(Janda, 1991, 1994). 


Diagnóstico laboratorial 

O isolamento de um bacilo Gram-negativo fermentador e oxidase- 
-positivo de uma amostra apropriada deve sugerir a possibilidade de 
Aeromonas spp., que crescem prontamente nos meios convencionais 
de laboratório e produzem colônias que lembram as de Pseudomonas 
spp., esverdeadas, com aspecto de vidro moído e cheiro de fruta. A 
maioria das espécies é B-hemolítica em ágar-sangue. O isolamento 
de Aeromonas spp. a partir de amostras fecais pode ser mais fácil pela 
inoculação em ágar-sangue que contenha ampicilina ou meio CIN. 
Existem mais de 14 espécies reconhecidas desse gênero; o complexo 
Aeromonas hydrophila, o complexo Aeromonas caviae e Aeromonas ve- 
ronii sao os isolados mais comuns de amostras humanas. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Aeromonas spp. são suscetíveis as quinolonas, aminoglicoside- 
os, carbapenéns e trimetoprim-sulfametoxazol, mas produzem uma 
B-lactamase que medeia a resistência às penicilinas e cefalosporinas de 
primeira geração (Abbott, 2003a). Pode ser difícil detectar carbapene- 
mases, ainda que sejam raras, pelos métodos convencionais para detec- 
tar suscetibilidade, incluindo sistemas automatizados (Rossolini, 1996). 
Observou-se que as espécies de Aeromonas mantêm resistência a plas- 
mideos tanto de Enterobacteriaceae quanto de Pseudomonas spp. 


Campylobacter 
Características 

Campylobacter spp. são bacilos Gram-negativos pequenos (0,5 a 8 
um de comprimento por 0,2 a 0,5 um de largura), móveis, não forma- 
dores de esporos, curvos (em forma de vírgula) ou em forma de S, que 
crescem otimamente em uma atmosfera que contenha 5 a 10% de oxi- 
gênio e, portanto, são considerados microaerofílicos. A Figura 56.18 
é a coloração de Gram de um Campylobacter jejuni de cultura. O C. 
jejuni é a causa mais comum de enterite bacteriana nos EUA. Outras 
espécies do mesmo gênero associadas a enterite são Campylobacter co- 
li, Campylobacter lari e Campylobacter upsaliensis. Campylobacter fetus 
subespécie fetus é uma causa de tromboflebite séptica, artrite, perito- 
nite, abscessos e pericardite (Penner, 1988), especialmente em pessoas 
com alguma doença crônica subjacente. 


Manifestações clínicas e patogênese 

C. jejuni é encontrado em todo o mundo como comensal do trato 
gastrintestinal de bovídeos silvestres ou domesticados, ovinos, suínos, 
caprinos, cães, gatos e aves, sobretudo perus e galinhas. É a causa mais 
comum de enterite antibacteriana nos EUA, com uma ocorrência es- 
timada de 1.000 casos por 100.000 indivíduos. A incidência da infec- 
ção no Reino Unido e em outras nações desenvolvidas é semelhante 
à observada nos EUA, enquanto nos países subdesenvolvidos prova- 
velmente é maior. As infecções em geral ocorrem no verão e no ou- 
tono, sendo com frequência resultantes da ingestão de alimentos mal 
cozidos, em geral aves de granja. Além disso, vários surtos de C. jejuni 
foram associados a leite não pasteurizado e defeitos em sistemas mu- 
nicipais de água. O espectro de doença varia de assintomática a grave. 
A diarreia pode ter ou não sangue ou leucócitos fecais. Os sintomas 
podem durar até uma semana e em geral são autolimitados. Também 
podem ocorrer infecções extraintestinais, como bacteriemia, artrite 
reativa, infecções do trato urinário e meningite. O C. jejuni é a causa 
antecedente mais conhecida de síndrome de Guillain-Barré. A patogê- 
nese desse microrganismo não é entendida por completo; parece que 
ele coloniza primeiro a camada mucosa intestinal e em seguida é capaz 
de se translocar através da superfície epitelial para o tecido subjacente. 

O principal hábitat do C. fetus subespécie fetus é o intestino de 
ovinos e bovinos, mas também pode ser encontrado no trato geni- 
tal desses animais, em suas placentas, no conteúdo gástrico de fetos 
abortados e, com menor frequência, em outros animais e aves. Os 





Figura 56.18 Campylobacter jejuni corado pelo Gram: notar o aspecto em forma de 
vírgula dos bacilos. 
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pletamente entendidos. O contato direto com um animal infectado 
é possível, porém menos de um terço dos indivíduos infectados tem 
antecedentes de exposição ambiental ou ocupacional. Alimento ou 
água contaminados podem ser veículos para a infecção, ou ela pode 
originar-se de uma fonte endógena. 


Diagnóstico laboratorial 

Uma única amostra fecal geralmente é adequada para detectar pa- 
tógenos entéricos, como Campylobacter spp. O exame para leucócitos 
fecais não é recomendado porque eles podem estar presentes em ape- 
nas 25% dos casos. Existe um ensaio imunoenzimático (EIA) para a 
detecção direta dos antígenos de C. jejuni e C. coli em amostras fecais 
(Tolcin, 2000; Dediste, 2003). 

Vários meios podem ser usados para o isolamento seletivo de Cam- 
pylobacter spp., incluindo ágar com carvão-cefoperazona-desoxicola- 
to, meio seletivo à base de carvão, meio semissólido para motilidade 
sem sangue, meio de Skirrow e ágar para Campylobacter com 5% de 
sangue ovino e cinco antimicrobianos (cefalotina, trimetoprim, van- 
comicina, polimixina B e anfotericina B). A maioria das espécies de 
Campylobacter requer um ambiente microaeróbico (5% de O,, 10% 
de CO, e 85% de N,), que pode ser produzido com embalagens ge- 
radoras de gás. A quantidade de oxigênio em um frasco com vela é 
muito baixa para manter o crescimento de Campylobacter spp., e por 
essa razão o frasco não deve ser usado. A incubação das placas a 42°C 
aumenta a seletividade para C. jejuni. 

Caso se suspeite de Campylobacter spp. em uma cultura de sangue 
com base na história clínica ou no aspecto de um microrganismo à 
coloração de Gram, o caldo deve ser submetido novamente a cultura 
em uma placa não seletiva com ágar-sangue e incubado a 37°C em 
ambiente microaeróbico. 

Em geral, Campylobacter spp. produzem colônias cinzentas, achata- 
das, irregulares e dispersas, que podem tornar-se arredondadas, con- 
vexas e brilhantes à medida que o conteúdo nos meios é reduzido. Um 
aspecto típico à coloração de Gram e uma reação positiva à oxidase de 
uma colônia que tenha crescido em um meio seletivo a 42°C podem 
ser relatados como Campylobacter spp. O C. jejuni é capaz de hidroli- 
sar hipurato, é suscetível ao ácido nalidíxico e resistente à cefalotina. 
O C. coli é negativo para a hipuricase. 

Cepas de C. fetus subespécie fetus são resistentes ao ácido nalidíxico, 
não hidrolisam hipurato e ordinariamente não crescem a 42°C. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

O C. jejuni é variavelmente suscetível aos agentes antimicrobianos. A 
maioria não é suscetível às penicilinas ou cefalosporinas. Nos casos de 
infecção intestinal, a eritromicina é o fármaco de escolha, e as quino- 
lonas são como terapia alternativa. No entanto, o tratamento em geral 
não proporciona garantia na gastroenterite simples por Campylobacter 
sp. em um indivíduo sadio nos demais aspectos. Foi encontrada re- 
sistência a ambos os agentes. Até o momento, não existem métodos 
padronizados para testar a suscetibilidade desse grupo de microrganis- 
mos, mas um documento do CLSI dá orientações para tais testes agora 
em um formato proposto (CLSI, M-4SP). 


Helicobacter 
Características 

Helicobacter spp. são bacilos Gram-negativos espiralados ou cur- 
vos e não formadores de esporos, que medem de 0,3 a 1 um de lar- 
gura e de 1,5 a 10 um de comprimento. São móveis por flagelos múl- 
tiplos bipolares ou monopolares, aeróbicos e têm um metabolismo 
respiratório. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Helicobacter spp. são encontradas no trato gastrintestinal de mami- 
feros e aves. A transmissão de um hospedeiro para outro ocorre tanto 
por via oral-oral quanto fecal-oral. Helicobacter pylori é considerada 
uma das espécies “gástricas” desse gênero. No estômago, vive dentro 
ou sob a camada mucosa adjacente ao epitélio, mas também é encon- 
trada no duodeno, na saliva e nas fezes. 

A infecção com H. pylori pode resultar em sintomas agudos de gas- 
trite. A maioria dos pacientes infectados desenvolve gastrite crônica 
ativa, que pode levar a dispepsia não ulcerosa ou úlceras duodenais. 


O H. pylori foi associado a 90% das úlceras duodenais e quase todas 
as úlceras gástricas. A infecção com H. pylori também foi associada a 
carcinoma e linfoma gástricos (Parsonnet, 1991, 1994; Murray, 1993). 
A prevalência da gastrite associada ao H. pylori aumenta com a idade, 
sugerindo que o microrganismo é adquirido à medida que as pessoas 
ficam mais velhas. 

As espécies “entéricas” de Helicobacter, como H. (antigamente 
Campylobacter) cinaedi e H. fennelliae, foram implicadas em casos de 
gastroenterite. Em raros casos, esses microrganismos podem invadir a 
corrente sanguínea e ser isolados de hemoculturas. 


Diagnóstico laboratorial 

Tipicamente, métodos que não cultura têm sido utilizados para 
diagnosticar a infecção por H. pylori. Caldo de ureia é usado em um 
desses testes, um teste não invasivo que detecta a atividade da urease 
do H. pylori medindo o CO, marcado com C™ e C” no ar expelido 
pelo paciente após ingestão de ureia marcada. Ensaios sorológicos 
também são bastante usados em pacientes sintomáticos para detectar 
anticorpos contra o H. pylori, mas como a maioria dos adultos ja foi 
exposta ao H. pylori, esse teste pode ser inespecífico, exceto como um 
recurso epidemiológico ou de vigilância sanitária. Em alguns casos, 
são obtidas biópsias dos tecidos acometidos, e essas são submetidas 
a exame histológico após coloração com hematoxilina e eosina ou 
Gram, para detectar a presença de microrganismos com a morfolo- 
gia típica do H. pylori. Como o microrganismo hidrolisa a ureia de 
maneira muito rápida, parte da biópsia gástrica pode ser colocada di- 
retamente no caldo com ureia ou em ágar com ureia, para detectar hi- 
drólise da ureia em 1 a 24 horas (teste CLO). Um EIA comercial para 
a detecção do antígeno de H. pylori nas fezes é uma alternativa não 
invasiva para o diagnóstico de infecção pelo H. pylori (Premier Pla- 
tinum HpSA, Meridian Bioscience, Cincinnati, OH). A sensibilidade 
desse ensaio chega a 89%, com especificidade de até 95% (Montiero, 
2001). A PCR também foi relatada como um método sensível para 
detecção de H. pylori (Makristathis, 1998). 

Para cultura, as amostras de tecido devem ser mantidas a 4°C e 
processadas até duas horas depois da colheita. Os meios de transpor- 
te incluem caldo de Brucella com 20% de glicerol, caldo Alberti de 
glicerina com 20% de glicerol, solução fisiológica isotônica com 4% 
de glicose e meios de transporte de Stuart. As amostras processadas 
podem ser inoculadas em um de vários meios, como infusão de cora- 
ção e cérebro (BHIA), Brucella, Columbia ou Skirrow suplementado 
com sangue equino, soro equino ou sangue de carneiro. O acrésci- 
mo de vancomicina, anfotericina e cefsulodina é recomendado como 
agentes seletivos. Os meios inoculados devem ser incubados em uma 
atmosfera microaeróbica (5 a 10% de CO», 80 a 90% de N, e 5 a 10% 
de O,) sob alta umidade a 35°C por 5 a 7 dias. O acréscimo de 5 a 8% 
de H, na atmosfera facilita o crescimento do H. pylori, que em geral 
produz colônias pequenas, cinzentas e translúcidas nesses meios, tem 
o aspecto espiralado Gram-negativo característico em esfregaços co- 
rados e é positivo para oxidase, catalase e urease. As fezes em geral não 
são cultivadas para Helicobacter spp. entéricas. Tais espécies crescem e 
podem ser detectadas por sistemas de hemocultura automatizados em 
uso em muitos laboratórios, mas podem requerer incubação por mais 
tempo que os 5 dias habituais. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Esquemas com múltiplos fármacos são usados para tratar a infec- 
ção por H. pylori. Em geral, incluem dois antibióticos (metronidazol, 
claritromicina, tetraciclina ou amoxicilina) e um “antiácido”. Cepas 
resistentes ao metronidazol e à claritromicina foram relatadas. Para 
testes de suscetibilidade, o CSLI recomenda diluição em ágar usando- 
se ágar de Mueller-Hinton mais 5% de sangue de carneiro (Clinical 
and Laboratory Standards Institute/NCCLS, 2005). São fornecidos os 
pontos de ruptura para a claritromicina. 


Haemophilus 
Características 

Os membros desse gênero são bastonetes Gram-negativos oxidase-po- 
sitivos, anaeróbicos facultativos, pequenos, pleomórficos ou cocobacilos 
com necessidade potencial de fator X (hemina) e/ou V (NAD). À Figura 
56.19 mostra um H. influenzae em uma amostra de abscesso cerebral. 





Figura 56.19 Cocobacilos de Haemophilus influenzae corados pelo Gram em 
amostra de um abscesso cerebral. 


Manifestações clínicas e patogênese 

A maioria das Haemophilus spp. é habitante normal do trato respira- 
tório superior. Algumas podem residir no trato gastrintestinal ou uro- 
genital. Ocorre disseminação interpessoal por gotículas respiratórias. 
As infecções causadas por Haemophilus spp. variam de conjuntivite e 
otite média a meningite e endocardite. Aquelas em geral consideradas 
patógenos humanos são H. influenzae, Haemophilus parainfluenzae, 
Haemophilus ducreyi e Haemophilus aphrophilus. 

O principal fator de virulência do H. influenzae é a cápsula polis- 
sacaridica, da qual há seis sorotipos (a-f). As cepas que não possuem 
cápsula são conhecidas como não tipáveis. A endotoxina não é pro- 
duzida pelo H. influenza, e a espécie é rapidamente morta assim que 
é ingerida por macrófagos, a menos que haja deficiência de anticor- 
po, complemento ou fagócitos. O papel dos anticorpos na imunidade 
também é pouco entendido. Os anticorpos se desenvolvem com a ida- 
de, presumivelmente após infecção natural com H. influenzae ou com 
microrganismos que tenham reação antigênica cruzada, de modo que 
a maioria das pessoas com mais de 15 anos de idade tem anticorpos. 
Não se sabe que anticorpos são protetores, nem o nível deles em que 
funcionam assim. 

Desde a introdução de uma vacina contra H. influenzae do tipo b 
em meados da década de 1980, houve uma queda acentuada na in- 
cidência de infecção invasiva, como meningite e epiglotite causadas 
por esse microrganismo (Centers for Disease Control, 1994). A Figura 
56.20 demonstra a natureza pleomórfica dessa bactéria, conforme ob- 
servada nessa amostra de LCE. Cepas não tipáveis de H. influenzae são 
associadas mais frequentemente a otite média aguda e exacerbações 
agudas de bronquite crônica. Em geral, o H. parainfluenzae é um co- 
mensal no trato respiratório superior, mas também pode causar do- 
ença grave, como endocardite. O H. aphrophilus, outro comensal do 
trato respiratório superior, pode causar endocardite, abscesso cere- 
bral, pneumonia, meningite e bacteriúria. O H. ducreyi é responsável 
pela doença sexualmente transmissível cancroide. 





Figura 56.20 Notar a natureza pleomórfica do Haemophilus influenzae vista nessa 
coloração de Gram do líquido cerebrospinal. 


Diagnóstico laboratorial 

O isolamento de Haemophilus spp. em geral requer a presença de fa- 
tor X e/ou V no meio de cultura. O primeiro é mais frequentemente 
fornecido pela incorporação de hemácias lisadas pelo calor (“chocola- 
tadas”) em ágar, embora também possa ser fornecido por hemácias hu- 
manas, de equino ou de coelho. O fator V (NAD) é comumente forne- 
cido pela incorporação de extrato de levedura ou outros suplementos 
apropriados no meio ou por uma suspensão de estafilococos, riscada 
na superfície do ágar e em torno da qual crescem colônias satélites de 
cepas dependentes de Haemophilus spp. As características diferenciais 
dos membros desse gênero estão relacionadas na Tabela 56.13. 

As necessidades dos fatores X e V são determinadas pela ausência 
ou presença de crescimento nos meios que contêm esses fatores. Um 
método alternativo para testar a dependência de fator X é o teste da 
profirina descrito por Kilian (1974), que determina a capacidade de 
espécies dependentes usarem o ácido ô-aminolevulínico na biossin- 
tese de porfobilinogênio e porfirinas. A formação de porfobilinogênio 
pode ser detectada pela adição de reagente de Kovac à mistura da re- 
ação e pela observação do desenvolvimento de uma cor vermelha na 
fase aquosa. Uma alternativa é demonstrar a formação de porfirinas 
na mistura da reação por fluorescência vermelha sob uma lâmpada de 
Wood. As propriedades hemolíticas de Haemophilus spp. podem ser 
determinadas em ágar-sangue de coelho ou equino. 

Em geral, deve-se distinguir H. aphrophilus de espécies como Ac- 
tinobacillus actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis e Eike- 
nella corrodens (Tab. 56.14), todas associadas a endocardite bacteriana 
subaguda. 

O cultivo de H. ducreyi a partir de lesões cancroides é problemático. 
Um esfregaço de material da lesão corado pelo Gram pode ser útil quan- 
do são vistos bacilos Gram-negativos em pares ou fileiras (“cardumes de 
peixe”). A Figura 56.21 mostra uma coloração de Gram “típica” de H. 
ducreyi de material clínico. O material pode ser inoculado em meio bási- 
co GC mais 1% de hemoglobina, 5 a 10% de soro de feto de bezerro, 1% 


Tabela 56.13 Características diferenciais das espécies de Haemophilus de importância médica 





Porfirina Dependente do fator X Dependente do fator V Aumenta com CO,  Hemólise' Catalase 

Haemophilus influenzae - = + 4 = + 
Haemophilus haemolyticus - ~ + — + + 
Haemophilus parahaemolyticus - - + - + V 
Haemophilus ducreyi - + E y = E 
Haemophilus parainfluenzae - - + V - 

Haemophilus aphrophilus - - - + = 
Haemophilus paraprophilus - - - + = = 





* Em sangue de equinos e coelhos. 


Fonte: adaptado de Mahon CR, Manuselis G: Textbook of Diagnostic Microbiology, 2º ed. London, WB Saunders, 2000, p. 435. 
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Tabela 56.14 Caracteristicas diferenciais de Haemophilus aphrophilus, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella 


corrodens e Kingella kingae 


Teste H. aphrophilus A. actinomycetemcomitans C. hominis E. corrodens K. kingae 
Oxidase +- -=/F + + + 
Catalase — ii = = e 
Utilização de 6-ALA + + + + + 
Necessidade de V - — m = = 
Indol = = 4 = e 
Urease - — = = a 
Lisina descarboxilase — — a + m 
Ácido a partir de glicose + + - - (+) 
Sacarose + — + = wi 
Lactose + - a = - 
Manitol — $ D = E 
Xilose - D is Es is 


6-ALA = ácido 6-aminolevulinico; F = fraco. 
Ver simbolos na Tabela 56.9. 





Figura 56.21 Bacilos de Haemophilus ducreyi de uma lesão genital. 


de IsoVitaleX (BBL Microbiology Systems) e 3 g/mL de vancomicina, 
ou em ágar de Mueller-Hinton mais 5% de sangue equino, 1% de fator 
vitamina enriquecido com aminoácido e 3 pg/mL de vancomicina. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Hoje em dia, o CSLI recomenda testar H. influenzae isolado de san- 
gue ou LCE contra ampicilina, cloranfenicol, uma cefalosporina de 
terceira geração e meropeném (Clinical and Laboratory Standards 
Institute/NCCLS, 2003a). A resistência à ampicilina pode chegar a 40 
a 60% nos EUA, variando conforme a geografia, e em geral pode ser 
mediada pela produção de B-lactamase, mas raros isolados são resis- 
tentes com base em alterações na permeabilidade da membrana exter- 
na ou afinidade pelas proteínas de ligação da penicilina. A resistência 
às cefalosporinas de segunda ou terceira geração não foi documentada 
nos EUA. O teste de suscetibilidade de H. influenzae requer o uso de 
meio de teste para Haemophilus (HTM). O tratamento recomendado 
para a autoinfecção por H. ducreyi é eritromicina; agentes alternativos 
incluem azitromicina, ciprofloxaina, ceftriaxona, amoxicilina-clavu- 
lanato e trimetoprim-sulfametoxazol. Embora não haja muitos dados 
sobre a suscetibilidade de outras espécies do gênero aos antibióticos, 
presume-se que a resistência seja maior entre cepas de H. influenzae. 


Bactérias Gram-negativas — bactérias HACEK 


Há cinco pequenos cocobacilos Gram-negativos que fazem parte da 
microbiota oral normal e são em alguns casos associados a endocar- 
dite bacteriana e, em raros casos, a outras infecções. São oportunistas 


que entram na corrente sanguínea, colonizam valvas cardíacas danifi- 
cadas e causam uma forma lentamente progressiva e indolente e en- 
docardite. Em geral requerem 1 a 2 dias a mais antes do isolamento 
em hemoculturas, e são uniformemente suscetíveis a muitos agentes 
antimicrobianos. A sigla HACEK vem de Haemophilus sp. (influen- 
zae, parainfluenzae e aphrophilus mais comumente), Actinobacillus 
actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens 
e Kingella sp. As características diferenciais dos membros desse grupo 
estão relacionadas na Tabela 56.14. 


Haemophilus sp. 

H. influenzae foi discutido neste capitulo. H. aphrophilus tam- 
bém faz parte do grupo HACEK e não requer fator X ou V, de mo- 
do que pode crescer facilmente em ágar-sangue ou chocolate e não 
requerer CO, para seu crescimento. Em geral é suscetível a agentes 
B-lactâmicos; o tratamento normalmente consiste na combinação de 
um B-lactâmico com um aminoglicosídeo. 


Actinobacillus 
Características 

A. actinomycetemcomitans é um cocobacilo Gram-negativo não 
formador de esporos ou bastonete curto, que cresce tanto aeróbica 
quanto anaerobicamente. O acréscimo de 5 a 10% de CO, facilita o 
crescimento. As colônias em ágar-sangue surgem lentamente e per- 
manecem pequenas. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Os actinobacilos são encontrados nas mucosas dos tratos respirató- 
rio e geniturinário de humanos e animais. Em geral, causam doença 
apenas em indivíduos imunocomprometidos ou quando são introdu- 
zidos acidentalmente no tecido circundante sadio, por exemplo, por 
traumatismo. A. actinomycetemcomitans tem baixo nível de patogeni- 
cidade. Seu nome deriva de sua associação frequente a lesões actinomi- 
cóticas. Contudo, nos últimos anos, foi mais frequentemente relatada 
como uma causa de endocardite bacteriana subaguda, periodontite e 
abscesso cerebral. Dois fatores de virulência são conhecidos: uma leu- 
cotoxina e uma colagenase. 


Diagnóstico laboratorial 

A. actinomycetemcomitans cresce em ágar-sangue e chocolate. Após 
24 a 72 horas, as colônias têm 1 a 3 mm de diâmetro e um enruga- 
mento central. O microrganismo é catalase-positivo, oxidase-negativo 
ou fracamente positivo e urease-negativo. É preciso recorrer a outros 
ensaios bioquímicos para diferenciá-lo de outros bacilos Gram-nega- 
tivos de crescimento lento um tanto exigentes (Tab. 56.14). 


Suscetibilidade antimicrobiana 
Esse microrganismo é resistente à penicilina, mas em geral é 
suscetível a muitos outros antibióticos, incluindo cefalosporinas, 


combinações de B-lactâmicos com inibidor da B-lactamase, fluoro- 
quinolonas e tetraciclina. 


Cardiobacterium hominis 
Características 

C. hominis é um bacilo Gram-negativo não formador de esporos 
que faz parte da microbiota oral normal. É um anaeróbio facultati- 
vo que não requer CO,, embora seu crescimento seja facilitado em 
condições microaerofílicas. O crescimento ocorre em ágar-sangue e 
chocolate, mas não no ágar de MacConkey, e é melhor se deixado por 
mais de 48 horas. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Cardiobacterium hominis pode causar endocardite bacteriana su- 
baguda, semelhante a outros membros HACEK; também pode ser 
responsável por casos de periodontite. 


Diagnóstico laboratorial 

As colônias com 48 horas de incubação são pequenas e podem ter 
um pigmento amarelo, embora a maioria seja branca. O microrga- 
nismo em geral é positivo para a oxidase e o indol, mas negativo para 
catalase, urease, esculina e redução de nitrato. Pode haver produção 
de ácido a partir de glicose, maltose e sacarose. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Em geral, os isolados são suscetíveis às penicilinas e cefalosporinas, 
aminoglicosídeos e tetraciclinas. É comum a resistência à clindamici- 
na. Ainda não foram relatadas B-lactamases. 


Eikenella 
Características 

Antigamente classificadas como Bacteroides corrodens, os “bacilos 
corrosivos” facultativamente anaeróbicos passaram a ser designados 
Eikenella corrodens. Tais microrganismos são bacilos Gram-negati- 
vos oxidase-positivos, catalase-negativos e não fermentativos, cujas 
colônias podem corroer o ágar ou formar fossetas nele. O crescimento 
é facilitado por 5 a 10% de CO, e em geral requer a presença de fator 
X no meio. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Pouco se sabe sobre os fatores que contribuem para a virulência do 
microrganismo, mas sabe-se que ele tem baixa patogenicidade para 
animais. E. corrodens reside predominantemente na cavidade oral e é 
isolada com frequência do trato respiratório superior. Como as outras 
bactérias HACEK, é responsável pela endocardite bacteriana subagu- 
da. Foi recuperada de abscessos, celulite e infecções de feridas, em ge- 
ral após mordidas humanas. As infecções costumam estar misturadas 
com outros microrganismos. 


Diagnóstico laboratorial 

O crescimento é observado em ágar-sangue ou chocolate, mas não no 
de MacConkey. Os fatores mais marcantes de E. corrodens em cultura 
são o odor distintivo de água sanitária e as fossetas características no 
ágar, mas não ocorrem fossetas com todas as cepas. As colônias apa- 
recem lentamente (2 a 4 dias) e em geral são pequenas (0,5-1 mm de 
diâmetro). Quase sempre E. corrodens tem de ser distinguida de outros 
bacilos Gram-negativos exigentes de crescimento lento (Tab. 56.14). 


Suscetibilidade antimicrobiana 

E. corrodens é suscetível às penicilinas, às quinolonas e à tetraciclina, 
variavelmente suscetível aos aminoglicosídeos e resistente à clindami- 
cina e ao metronidazol. 


Kingella sp. 
Características 

Kingella abrange três espécies reconhecidas: K. kingae (uma das es- 
pécies HACEK), Kingella oralis e Kingella denitrificans. São bastonetes 
a cocobacilos Gram-negativos que requerem mais CO, para seu cres- 
cimento ótimo. As colônias crescem em ágar-sangue (B-hemolíticas) 
e chocolate, mas não no de MacConkey após dois dias. 


Manifestações clínicas e patogênese 

K. kingae é a mais patogênica das três espécies. É um membro do 
grupo HACEK, causando uma endocardite indolente, lentamente 
progressiva. Além disso, está associada a artrite séptica/osteomielite, 
em geral em crianças, e septicemia. 


Diagnóstico laboratorial 
K. kingae é oxidase-positiva e produz ácido a partir de glicose, em- 
bora de maneira tardia. É negativa para o indol e a catalase. 


Suscetibilidade antimicrobiana 
K. kingae é suscetível à penicilina e à maioria dos outros antibióticos 
aos quais outros membros do grupo HACEK são suscetíveis. 


Outros bacilos Gram-negativos 


Legionella 
Características 

Legionella spp. são bacilos Gram-negativos que não formam es- 
poros, são delgados e coram-se levemente. Foram reconhecidas pela 
primeira vez como causa de doença humana durante uma epidemia 
de pneumonia entre membros da Pennsylvania American Legion que 
chegaram à Filadélfia para celebrar o bicentenário em 1976. Existem 
hoje mais de 20 espécies denominadas e várias ainda sem nome. A 
maioria dos casos clínicos foi causada por Legionella pneumophila, 
sorogrupo 1. A Figura 56.22 demonstra a excelente coloração de Le- 
gionella spp. com um corante de prata Dieterle. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Legionella spp. são encontradas no ambiente associadas à água. 
Acredita-se que o crescimento dentro de protozoários ambientais 
seja um fator importante para a sobrevivência do microrganismo no 
ambiente. A transmissão para humanos ocorre pela exposição a água 
contaminada (p. ex., de torneiras, chuveiros, fontes públicas). Não se 
tem notícia de infecção interpessoal ou adquirida em laboratório. 

As infecções podem ser subclínicas, pulmonares ou extrapulmona- 
res. Em geral manifestam-se como uma pneumonia fibrinopurulenta 
aguda, com distribuição lobular. Em termos histológicos, há um infil- 
trado alveolar de neutrófilos e macrófagos, acompanhado por extra- 
vasamento de fibrina e hemácias. Legionella spp. podem ser encontra- 
das dentro de macrófagos alveolares. A Figura 56.23 é a coloração de 
Gram do escarro de um paciente com pneumonia por L. pneumophi- 
la, bactéria também isolada de hemoculturas. 


Diagnóstico laboratorial 

Legionella spp. podem ser isoladas em ágar BCYE suplementado 
com fatores de crescimento, como l1-cistina, sal férrico e -cetoglu- 
tarato. Esse meio pode ser seletivo para cultura de locais não estéreis 
do corpo pelo acréscimo de cefamandol, polimixina B, anisomicina e 
vancomicina (Edelstein, 1987). O ágar-chocolate também pode aju- 


Figura 56.22 Legionella pneumophila em uma amostra clínica corada pela prata de 
Dieterle. 
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ácido fraco (0,2 M de HCl/KCl em pH de 2,2) por quatro minutos ou 
calor (60°C) por dois minutos pode ajudar a reduzir a contaminação 
por outros microrganismos, mas também reduz o número de legio- 
nelas. 

Os meios inoculados devem ser incubados por cinco dias em at- 
mosfera úmida com não mais de 2 a 5% de CO». As colônias em ge- 
ral aparecem iridescentes e têm consistência viscosa. Isolados com a 
morfologia típica à coloração de Gram devem ser subcultivados em 
ágar-sangue, onde não haverá crescimento. Esses microrganismos po- 
dem ser fracamente positivos para oxidase e catalase, bem como para 
gelatinase, e em geral são móveis. A possível identificar esse microrga- 
nismo com maior acurácia usando-se ensaios de anticorpo específico 
do tipo. A Figura 56.24 é uma coloração de Gram de L. pneumophila 
de cultura. 

Legionella spp. podem ser detectadas ou identificadas pela colora- 
ção do anticorpo fluorescente direto (DFA) de amostras ou colônias 
em culturas. A sensibilidade do exame de DFA de amostras respira- 
tórias varia de 25 a 75%, mas é consideravelmente maior em biópsias 
pulmonares abertas. Entretanto, o uso desse teste diminuiu graças à 
disponibilidade de testes mais sensíveis, como o ensaio do antígeno 
urinário e/ou métodos de PCR diretos. Foram relatadas reações cru- 
zadas entre L. pneumophila e outras espécies do gênero, bem como 
com algumas cepas de Bordetella pertussis, Pseudomonas fluorescens e 
Bacteroides fragilis. A sensibilidade do DFA para a detecção de outras 
espécies no escarro é desconhecida (Edelstein, 1987). 

O teste do antígeno urinário para L. pneumophila sorogrupo 1 tem 
sensibilidade relatada de 80 a 90%, embora se deva notar que a anti- 
genúria pode persistir por muitos meses após a infecção. Mostrou-se 
que o uso do teste do antígeno urinário dentro e fora de uma unidade 
de tratamento intensivo (UTI) tem um impacto positivo no caso do 
paciente (Edelstein, 1987; Garbino, 2004; Sopena, 2005). 

O diagnóstico de legionelose também pode ser estabelecido por so- 
rologia caso se detecte um aumento de quatro vezes ou mais no título 
de anticorpo em pelo menos 1:128. Um único título de anticorpo de 
1:256 constitui evidência presuntiva de infecção passada. A sensibili- 
dade do diagnóstico sorológico da doença causada por outras espécies 
que não L. pneumophila sorogrupo 1 não é conhecida, e a especificida- 
de dos testes de anticorpo para a doença causada por outras espécies 
é menor do que para a L. pneumophila sorogrupo 1 (Edelstein, 1987). 
Foram desenvolvidos ensaios PCR para a detecção direta de Legionela 
sp. em amostras clínicas e para identificação sequenciada de isolados 
cultivados. Foram relatadas sensibilidades de 64 a 100% e especifici- 
dades de 88 a 100% (Stout, 2003). O uso desses ensaios pode propor- 
cionar resultados mais rápidos, em especial quando usados em testes 
diretos com amostras; além disso, a identificação de outras espécies 
que não L. pneumophila, que é problemática com DFA e sorologia, 
poderia aumentar a demanda por esses ensaios. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Em razão da natureza intracelular de Legionella sp. em infecções clí- 
nicas, os resultados de testes de suscetibilidade in vitro não são capazes 
de predizer a resposta clínica a antibióticos. Portanto, não devem ser 
feitos testes de suscetibilidade. A terapia em geral consiste em eritromi- 
cina e rifampicina. Outros agentes que têm sido usados incluem trime- 
toprim-sulfametoxazol, quinolonas, claritromicina e azitromicina. 


Bordetella 
Características 

As bordetelas são cocobacilos diminutos, estritamente aeróbicos e 
não fermentativos, que requerem ácido nicotínico, cisteína e, em ge- 
ral, metionina, mas não fator X ou V para seu crescimento. Ocorre va- 
riação de fase de cepas virulentas lisas para cepas avairulentas rugosas 
após cultura em meios artificiais. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Bordetella spp. são encontradas no trato respiratório de animais de 
sangue quente. A Bordetella bronchiseptica causa primariamente a tosse 
dos canis em cães, embora raramente possa causar sintomas semelhan- 
tes aos da coqueluche em hospedeiros humanos imunocomprometi- 
dos. A Bordetella parapertussis, que infecta humanos e cordeiros, é um 





Figura 56.23 Legionella pneumophila corada fracamente negativa pelo Gram em 
infiltrado pulmonar. 





Figura 56.24 Coloração de Gram de cultura de Legionella pneumophila. 


patógeno humano incomum. A infecção pode ser assintomática ou 
causar uma tosse semelhante à da coqueluche, ou mais frequentemen- 
te bronquite. A B. pertussis, o agente etiológico da tosse sibilante, causa 
doença apenas em humanos. 

B. pertussis, B. parapertussis e B. bronchiseptica produzem inúmeros 
fatores de virulência. A toxina adenilato ciclase inibe as funções efeto- 
ras imunes e outras células, criando um alto nível intracelular de 3’,5’- 
fosfato cíclico de adenosina. A citotoxina traqueal causa cilioestase e 
morte celulares. Hemaglutinina filamentosa, pertactina e fimbras es- 
tão envolvidas na adesão. B. pertussis também é a única a produzir a 
toxina pertussis, que inibe os fatores de transdução do sinal intrace- 
lular ao transferir a ribose do difosfato de adenosina para proteínas G 
das células. 

Acredita-se que, em uma infecção pertussis, o microrganismo pri- 
meiro adira ao epitélio ciliado do trato respiratório e a células efetoras 
imunes por meio de fimbrias, hemaglutinina filamentosa, toxina per- 
tussis e pertactina. A toxina pertussis e a da adenilato ciclase funcio- 
nam juntas para inibir o sistema imune do hospedeiro, e a citotoxina 
traqueal lesa o epitélio respiratório. Como resultado, há inflamação e 
necrose epitelial, leucocitose e linfocitose, acúmulo de secreções, tosse 
e, por fim, broncopneumonia, episódios hipóxicos e encefalopatia. 

A B. pertussis contém um antígeno protetor que, quando combina- 
do com o anticorpo, abole sua infectividade. No entanto, parece que 
tanto a imunidade celular quanto a humoral são necessárias para erra- 
dicar o microrganismo. 


Diagnóstico laboratorial 

A taxa de isolamento de B. pertussis a partir de pacientes declina 
com a duração da doença. A amostra mais recomendada é o swab 
nasofaríngeo; entretanto, aspirados nasofaríngeos colhidos com um 


cateter macio de borracha têm fornecido taxas maiores de isolamento 
nas mãos de algumas pessoas. Uma amostra mais invasiva como liqui- 
do colhido por lavado broncoalveolar também pode ser cultivada. Em 
geral, swabs ou aspirados devem ser inoculados nos meios adequados, 
como ágar de Regan-Lowe, à beira do leito do paciente. Para envio a 
laboratórios de referência, o meio inoculado deve ser incubado por 
pelo menos 24 horas antes do transporte, para permitir algum cresci- 
mento inicial do microrganismo. 

O exame direto de esfregaços corados com antissoro monoclonal ou 
policlonal de B. pertussis conjugado com fluoresceina pode propor- 
cionar um diagnóstico rápido. Como a sensibilidade do DFA é baixa, 
também é preciso fazer cultura para excluir um resultado negativo fal- 
so ao DFA. Podem ocorrer reações negativas falsas com o DFA, em 
especial quando se usa um anticorpo policlonal. A detecção direta de 
B. pertussis em amostras clínicas pela PCR é logo substituída pelo DFA 
em muitos laboratórios e está se tornando também rapidamente o 
método primário para detecção de B. pertussis. Existem produtos co- 
merciais que devem facilitar a reprodutibilidade dos resultados entre 
os laboratórios (Khanna, 2005). Contudo, os resultados do teste da 
PCR podem continuar positivos por mais tempo que os da cultura ou 
DFA, mesmo com o tratamento antimicrobiano apropriado. Também 
se dispõe de métodos de PCR para a detecção direta de B. parapertus- 
sis em amostras clínicas (Dragsted, 2004). 

As culturas, quando feitas, devem ser incubadas em ambiente úmi- 
do a 35°C, sem o acréscimo de CQ). B. pertussis cresce lentamente, e as 
colônias podem não ser visíveis por 3 a 4 dias, devendo ser mantidas 
por 7 a 12 dias antes de serem descartadas como negativas. As colônias 
de B. pertussis são pequenas, arredondadas e brilhantes, podendo ter a 
aparência de uma gota de mercúrio. Microrganismos com a morfolo- 
gia da colônia e a coloração de Gram típicas devem ser subcultivados 
em ágar-sangue para verificar a ausência de crescimento nesse meio. 
Reações positivas à catalase e à oxidase e negativas à urease podem ser 
usadas para a identificação presuntiva de um microrganismo como B. 
pertussis. A B. parapertussis cresce mais rapidamente e o fará em ágar- 
sangue e, em alguns casos, no ágar de MacConkey. As colônias são 
negativas para oxidase e positivas para catalase e urease. À B. bronchi- 
septica cresce bem tanto em ágar-sangue quanto no de MacConkey e 
é a mais bioquimicamente ativa das três, sendo positiva para catalase, 
oxidase, urease e redução de nitrato. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

É provável que agentes antimicrobianos não desempenhem papel 
algum no tratamento da coqueluche, mas as culturas da nasofaringe 
tornam-se negativas depois de um a dois dias de tratamento, o que 
pode evitar complicações bacterianas em pacientes com a doença e 
ser efetivo para prevenir a disseminação da doença para contatos não 
imunes. O teste de suscetibilidade não está indicado para B. pertussis. 
A eritromicina é o fármaco de escolha para tratamento e profilaxia, 
mas trimetoprim-sulfametoxazol é uma alternativa aceitável. 


Brucella spp. 
Características 

As brucelas são microrganismos cocobacilares Gram-negativos pe- 
quenos (0,5 a 0,7 um * 0,6 a 1,5 um). Nos esfregaços, ocorrem de ma- 
neira isolada, em pares ou cadeias curtas, e descreveu-se que possuem 
aspecto de areia. Não são móveis, são estritamente aeróbicas, positivas 
para a catalase e em geral também para a oxidase. O crescimento em 
laboratório costuma ser facilitado pela presença de 5 a 10% de CO, e 
requer meios complexos, o que melhora com o acréscimo de sangue 
ou soro. Das espécies reconhecidas, Brucella melitensis, Brucella abor- 
tus, Brucella suis e Brucella canis são patógenos humanos. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Brucella spp. são parasitas intracelulares que infectam uma ampla 
variedade de espécies animais (inclusive humanos) e também foram 
encontradas em alguns insetos e carrapatos. São patógenos veteriná- 
rios e humanos importantes. Os hospedeiros preferenciais de B. me- 
litensis são ovinos e caprinos, de B. abortus são bovinos, de B. suis são 
suínos e de B. canis são os cães, porém ocasionalmente cada espécie 
pode infectar outros animais. Humanos podem infectar-se ao inalar o 
microrganismo, por contato direto com material infectado, incluindo 


carcaças de animais, membros fetais, secreção vaginal, fetos, pele ou 
mucosas, ou pela ingestão de leite ou derivados não pasteurizados de 
animais infectados. São relatados cerca de 100 casos por ano de bru- 
celose humana nos EUA. Um fator de risco comum é o consumo de 
queijo importado feito com leite de cabra não pasteurizado. 

Em geral, ocorre linfadenopatia com disseminação e localização se- 
cundária no sistema reticuloendotelial e formação de granulomas no 
fígado, no baço, nos ossos, no trato geniturinário, nos pulmões e nos 
tecidos moles. Os microrganismos podem ser vistos dentro de fagóci- 
tos. Os sinais e sintomas costumam ser variáveis e inespecíficos, ocor- 
rendo calafrios, febre, sudorese e anorexia com frequência. A febre é 
caracteristicamente diurna (“ondulante”). 


Diagnóstico laboratorial 

Brucella spp. são com mais frequência recuperadas de sangue e me- 
dula óssea e com menor frequência de material obtido de abscessos no 
baço e no fígado. O microrganismo cresce nos meios padrões dos la- 
boratórios, incluindo ágar para Brucella, ágar-sangue, ágar-chocolate e 
soja tripticase. Algumas cepas crescem no ágar de MacConkey. Brucella 
spp. crescem nos meios usados para cultura de amostras de sangue. 
Muitas referências recomendam incubar as hemoculturas por pelo 
menos 21 dias, fazendo-se subcultura às cegas no início e ao término 
do período de incubação; todavia, tais recomendações podem não ser 
necessárias com os sistemas mais modernos de hemocultura automati- 
zados, e alguns têm demonstrado ser confiáveis para a recuperação de 
Brucella spp. em cinco dias ou menos, sem subcultura às cegas (Ban- 
natyne, 1997; Yagupsky, 1997). Brucella spp. são reconhecidas como 
microrganismos de bioterrorismo da classe A e, como tais, só devem 
ser manipuladas em laboratórios de saúde pública e/ou nos CDC. A 
identificação e os testes para esse microrganismo serão descritos aqui 
como complementação, mas não devem ser realizados em laboratórios 
sentinelas, o que inclui a maioria dos laboratórios hospitalares. 

Meios sólidos devem ser incubados em uma atmosfera com 5 a 10% 
de CO.. Esses microrganismos crescem de forma lenta e, mesmo após 
48 horas de incubação, pode ser difícil ver colônias. Eles podem ser 
identificados de forma presuntiva como Brucella spp. com base em 
um aspecto característico à coloração de Gram e resultados positivos 
para catalase, oxidase e urease. A atividade da urease manifesta-se de 
forma rapida (em cerca de 15 minutos) no caso de B. suis e mais lenta- 
mente (2 a 24 horas) com B. melitensis e B. abortus. Como a brucelose 
pode ser adquirida em laboratórios, o pessoal que trabalha neles deve 
ser notificado quanto à suspeita do microrganismos em amostras, fa- 
zendo todas as manipulações em uma cabine de segurança biológica 
ante a possibilidade de Brucella spp. 

A identificação desses microrganismos até o nível de espécie requer 
testes com exigência de CO,, produção de H,S, hidrólise da ureia, 
sensibilidade ao corante e de fago. A maioria dos laboratórios hos- 
pitalares encaminha esses testes para as secretarias de saúde ou ou- 
tros laboratórios de referência. O uso de recursos moleculares, como 
a PCR, provavelmente será um meio mais efetivo de detectar casos de 
brucelose no futuro (Queipo-Ortuno, 2005). 

O diagnóstico de brucelose pode ser feito por sorologia. Um título 
mínimo de 1:160 em um teste de aglutinação padrão em tubo é suges- 
tivo do diagnóstico, mas só é possível aceitar evidência de brucelose 
recente quando ocorre um título quatro vezes maior ou mais durante 
o primeiro ou segundo meses de doença. Pode ocorrer efeito pró-zo- 
na em pacientes com títulos tão altos quanto 1:640, de modo que todo 
soro de pacientes com quadro da doença deve ser diluído até pelo me- 
nos 1:1.280. Ocorre reatividade cruzada com Francisella tularensis e 
V. cholerae, até tesmo após vacinação para cólera. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

O tratamento consiste em combinações de tetraciclina, aminoglicosi- 
deos, rifampicina e trimetoprim-sulfametoxazol por períodos prolonga- 
dos. Embora ocorram falhas do tratamento, não se devem a resistência 
antimicrobiana, e os testes de suscetibilidade não são recomendados. 


Pasteurella 
Características 

As pasteurelas são bactérias Gram-negativas anaeróbicas facultati- 
vas, positivas para oxidase e catalase, cuja morfologia varia de coco- 
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como infecciosas para humanos (Pasteurella multocida, Pasteurella 
bettyae, Pasteurella canis, Pasteurella dagmatis, Pasteurella stomatis, 
Pasteurella pneumotropica, Pasteurella haemolytica, Pasteurella aeroge- 
nes), P. multocida é o patógeno humano mais importante. Pasteurella 
spp. são fenotipicamente similares a Actinobacillus spp., e estudos de 
hibridização do DNA e comparações do rRNA 16S mostraram que P. 
pneumotropica, P. haemolytica e P. aerogenes estao mais estreitamente 
relacionadas com o género Actinobacillus que com Pasteurella. 


Manifestações clínicas e patogénese 

Pasteurella spp., em especial P. multocida, são encontradas como 
comensais no trato respiratório superior de aves e mamíferos, sendo 
frequentemente isoladas de ferimentos causados por mordidas ou 
arranhaduras de animas. Mordidas de gatos são infectadas com mais 
frequência que as de cães. As infecções locais podem tornar-se sistêmi- 
cas, havendo inúmeros relatos de septicemia, osteomielite e meningi- 
te. As pasteurelas têm sido associadas a infecções do trato respiratório, 
como sinusite, abscesso peritonsilar, mastoidite, abscesso pulmonar, 
pneumonia, empiema, bronquite e bronquiectasia, em geral em pa- 
cientes com doença pulmonar crônica. 


Diagnóstico laboratorial 

As pasteurelas crescem bem em ágar-sangue e só raramente conse- 
guem crescer em meios diferenciais Gram-negativos, como EMB ou 
ágar de MacConkey. O achado de um bacilo Gram-negativo que cres- 
ce em ágar-sangue apenas, é positivo para oxidase e indol e negativo 
para ONPG fornece forte evidência presuntiva do isolamento de P. 
multocida, a espécie encontrada com mais frequência. Além disso, a 
suscetibilidade à penicilina, conforme evidenciada por uma larga zo- 
na de inibição em torno de um disco de penicilina em uma placa de 
ágar-sangue, é boa evidência de que o isolado seja P. multocida. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

A resistência aos agentes antimicrobianos é vista raramente em iso- 
lados humanos. As pasteurelas em geral são suscetíveis à penicilina e à 
tetraciclina e a muitos outros antibióticos. À penicilina é o fármaco de 
escolha para o tratamento. 


Francisella 
Caracteristicas 

F. tularensis é um bacilo Gram-negativo muito pequeno, estrita- 
mente aeróbico, cocoide a pleomórfico e em forma de bastão, que re- 
quer cistina ou cisteína para seu crescimento. Ocorre uma coloração 
bipolar clara com corantes à base de anilina. 


Manifestações clínicas e patogênese 

F. tularensis é encontrada em animais silvestres e domésticos, aves, 
artrópodes, água, lama e fezes de animais. O reservatório primário 
desse microrganismo é a cauda de coelhos. A transmissão para hu- 
manos ocorre pela picada de carrapato, por inoculação cutânea direta 
de um animal infectado, inoculação conjuntival, inalação ou ingestão 
de carne infectada mal cozida ou água contaminada. Ocorrem várias 
formas da doença, como ulceroglandular, glandular, oculoglandular, 
orofaríngea, intestinal, pneumônica e tifoide. São relatados cerca de 
100 casos por ano de tularemia nos EUA. A F. tularensis é considerada 
um dos agentes de bioterrorismo da classe A, razão pela qual a pesqui- 
sa de casos suspeitos limita-se a laboratórios autorizados. A maioria 
dos laboratórios clínicos é considerada sentinela e, quando se suspei- 
tar do microrganismo, os isolados devem ser enviados para as secreta- 
rias de saúde ou outros laboratórios selecionados. 

A tularemia manifesta-se após um período de incubação de 1 a 10 
dias de várias formas. Cefaleia, febre, calafrios, vômitos e mialgias 
são ocorrências características no início. Na doença ulceroglandular, 
ocorrem linfadenite e linfadenopatia na região que drena a lesão pri- 
maria. A lesão é inicialmente papular e depois ulcerativa. A dor oculo- 
glandular caracteriza-se por inflamação da conjuntiva e em geral uma 
pápula na pálpebra inferior, com linfadenite dos nodos pré-auricula- 
res, parotídeos, submaxilares e cervicais anteriores. A forma intestinal 
de tularemia caracteriza-se por lesões ulcerativas na boca, na garganta 
e no trato gastrintestinal superior. 

A virulência parece estar relacionada com a morfologia lisa das co- 


lônias. Subculturas repetidas resultam em uma alteração das colônias 
de lisas para enrugadas, com perda concomitante da virulência. Cepas 
altamente virulentas para humanos têm atividade ureidase da citru- 
lina e fermentam glicerol, estando mais frequentemente associadas à 
doença transmitida por carrapatos em coelhos. Não foram reconheci- 
das toxinas. 

Deve-se suspeitar de tularemia em qualquer indivíduo de área endê- 
mica que tenha tido contato com animais silvestres ou rebanhos, his- 
tória de picada de carrapato, engajado-se em atividades em fazendas, 
bebido água impura ou sido exposto a culturas ou animais infectados 
no laboratório. Montadores de armadilhas, caçadores, trabalhadores 
da indústria de couro ou de carnes, agricultores e pessoal de labora- 
tório correm o maior risco. Por causa de suas manifestações de prote- 
ano, é fácil confundir a tularemia com muitas outras doenças, como 
brucelose, antraz, esporotricose, febre tifoide, tuberculose, histoplas- 
mose e sífilis. 


Diagnóstico laboratorial 

O material adequado para exame inclui líquido ou raspados da le- 
são primária, aspirados de linfonodos regionais aumentados, escar- 
ro, lavados faríngeos e aspirados gástricos. O isolamento da bactéria 
é difícil por ter necessidades especiais em termos de crescimento, e 
ela cresce de forma lenta, permitindo a proliferação de outros micror- 
ganismos presentes na amostra. Cresce em ágar de glicose e cisteína 
suplementado com 5% de sangue de coelho desfibrinado, ágar-cho- 
colate com IsoVitalX ou ágar BCYE. Alguns isolados podem crescer 
até em ágar-sangue ou ágar-soja tripticase. Se o material clínico esti- 
ver contaminado com outros microrganismos, podem-se acrescentar 
penicilina, polimixina B e cicloeximida para inibir seu crescimento. É 
preciso cuidado especial ao manipular material infectado para evitar 
aerossolização ou contato direto com a pele. Os clínicos devem sem- 
pre avisar o pessoal do laboratório ante a suspeita de F. tularensis, de 
modo que as precauções cabíveis possam ser tomadas para evitar a 
exposição a esse microrganismo. 

As culturas são incubadas a 35°C, com ou sem acréscimo de CQ). 
As colônias em geral surgem em 2 a 4 dias e são azul-acinzentadas a 
brancas, arredondadas, lisas e ligeiramente mucoides. No ágar com 
sangue, pode-se observar uma zona pequena de hemólise œ. Por causa 
do perigo de trabalhar com o microrganismo no laboratório, quando 
se suspeitar de um isolado, este deve ser enviado para um laboratório 
de referência, como os CDC, para confirmação por um teste de agluti- 
nação em lâmina ou anticorpo fluorescente direto. 

O diagnóstico de F. tularensis pode ser estabelecido por sorologia. 
Títulos de aglutinação tão baixos quanto 1:40 na ausência de doença 
prévia são diagnósticos e podem aumentar nas primeiras três semanas 
até níveis de 1:640 ou mais. As aglutininas de brucela também podem 
aumentar de forma inespecífica, mas em geral até um nível considera- 
velmente mais baixo (Johansson, 2004). 


Suscetibilidade antimicrobiana 

A estreptomicina é bactericida, enquanto as tetraciclinas e o cloran- 
fenicol são basteriostáticos para F. tularensis. Como podem ocorrer 
recidivas após o tratamento com agentes bacteriostáticos, a estrepto- 
micina é o agente de escolha. 


Gardnerella 
Características 

Gardnerella vaginalis é um cocobacilo ou bastonete Gram-variável 
fino. Há anos esse microrganismo, por sua associação à vaginose bac- 
teriana, é chamado Haemophilus vaginalis e Corynebacterium vaginale, 
o que mostra ainda mais seu aspecto variável ao Gram. Não há produ- 
ção de catalase, e as células não são móveis. O crescimento é mais bem 
observado após 48 horas de incubação em atmosfera enriquecida com 
5% de CO,. As colônias são pequenas e exibem hemólise B nos meios 
que contêm sangue humano ou de coelho. 


Manifestações clínicas e patogênese 

Esse microrganismo está associado à vaginose bacteriana, mas não 
é a causa do problema. Foi encontrado no sangue de pacientes com 
febre puerperal, e também pode causar infecções em recém-nascidos. 
É parte da microbiota anorretal de adultos sadios de ambos os sexos, 
bem como de crianças. Também faz parte da microbiota vaginal en- 





Figura 56.25 Esfregaço sanguíneo positivo para Capnocytophaga canimorsus em 
paciente com septicemia (coloração de Wright). 


dógena de mulheres em idade reprodutiva. 


Diagnóstico laboratorial 

O diagnóstico de vaginose bacteriana não requer cultura, sendo fei- 
to pelo exame direto de secreções vaginais quanto à presença de célu- 
las características (células epiteliais cobertas com bactérias nas margens 
celulares), pequenos bastonetes e cocobacilos Gram-negativos, ausência 
de lactobacilos (bastonetes finos Gram-positivos), pH > 4,5 e um odor 
de peixe conferido por amina após o acréscimo de cloreto de potássio 
(KOH) a 10% às secreções. Uma coloração de Gram comparativa é o 
teste de laboratório que deve ser realizado quando se submete corrimen- 
to vaginal ao diagnóstico de vaginose bacteriana (Nugent, 1991). Uma 
alternativa é a existência de uma sonda de ácido nucleico (Affirm, Bec- 
ton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD) que verifica se há al- 
ta concentração de G. vaginalis como marcador para vaginose bacteriana 
(Briselden, 1994). Quando observado em cultura, o microrganismo é 
identificado de forma presumível com base na hemólise sobre uma du- 
pla camada de ágar-sangue humano Tween após 48 horas de incubação. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

O teste de suscetibilidade para G. vaginalis não é recomendado, nem 
existem orientações para realizá-lo. O metronidazol é o fármaco de 
escolha para a vaginose bacteriana. Infecções sistêmicas causadas por 
esse microrganismo podem ser tratadas com ampicilina porque ele 
não produz [-lactamase. 


Capnocytophaga 

Capnocytophaga é um gênero de bactérias Gram-negativas em forma 
de bastão a filamentosas, anaeróbicas facultativas. As espécies incluem 
Capnocytophaga ochraceus, Capnocytophaga canimorsus (antigamente 
DF-2), Capnocytophaga gingivalis e Capnocytophaga sputigena, entre ou- 
tras. C. canimorsus faz parte da microbiota oral de cães e gatos; as outras 
podem ser encontradas como parte da microbiota oral normal humana. 


Manifestações clínicas e patogênese 

C. ochraceus pode causar uma bacteriemia transitória ou endocardi- 
te em pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes (Paren- 
ti, 1985). Também foi associada a periodontite. C. canimorsus é uma 
causa de septicemia fatal após infecções de feridas que ocorrem em 
sequência à mordida de cães ou gatos. Os pacientes com essa septice- 
mia fatal têm fatores predisponentes em razão de uma esplenectomia 
prévia ou alcoolismo (Lion, 1996). Meningite, endocardite, artrite e 
infecções oculares também foram documentadas com C. canimorsus. 
A Figura 56.25 é uma coloração de Wright de C. canimorsus vista em 
um esfregaço sanguíneo de paciente com septicemia por C. canimor- 
sus. Note a natureza intracelular dos bacilos. 

O isolamento de Capnocytophaga spp. requer inoculação em ágar- 
-sangue ou chocolate e incubação em ambiente com 5 a 10% de CO,, 
em geral por mais de 24 horas. As colônias em geral são ligeiramente 
pigmentadas de amarelo ou laranja e podem disseminar-se por causa da 
motilidade “deslizante”. A coloração de Gram costuma mostrar células 
alongadas, finas, em forma de fuso, quase sempre com esse aspecto fu- 





Figura 56.26 Coloração de Gram de Capnocytophaga ochraceus. Notar os bacilos 
fusiformes. 


siforme. A Figura 56.26 mostra a coloração de Gram de C. ochraceus, 
demonstrando os bacilos fusiformes. C. ochraceus é negativa para oxida- 
se e catalase; C. canimorsus é positiva para oxidase e catalase. Capnocyto- 
phaga spp. em geral são suscetíveis a muitos antibióticos, incluindo 
B-lactâmicos, macrolídeos, tetraciclina, clindamicina e quinolonas, sen- 
do resistentes aos aminoglicosídeos. Há descrições ocasionais de B-lac- 
tamases nesse gênero, embora a resposta aos B-lactâmicos ou combina- 
ções de inibidor da B-lactamase tenha sido boa (Jolivet-Gougeon, 2000). 


Calymmatobacterium 


Características 

Calymmatobacterium granulomatis é um bastonete Gram-negativo 
imóvel encapsulado e pleomórfico, que pode ser cultivado em meio 
de saco vitelino de ovos frescos. O microrganismo tem determinantes 
antigênicos similares aos de Klebsiella spp., levando alguns especialis- 
tas a classificar tais espécies entre as Enterobacteriaceae. 


Manifestações clínicas e patogénese 

O microrganismo não produz doença em animais. Em humanos, 
causa o granuloma inguinal (donovanose), que se caracteriza por le- 
sões ulcerogranulomatosas da pele e da mucosa do trato genital e de 
áreas inguinais. 


Diagnóstico laboratorial 

Um fragmento de tecido removido da margem de uma úlcera é 
pressionado e esfregado contra uma lâmina de microscopia de vidro 
e corado pelo Wright ou Giemsa. O achado de bastonetes pequenos, 
retos ou curvos e pleomórficos, com extremidades arredondadas e 
grânulos polares característicos, conferindo um aspecto de “alfinete 
de segurança” dentro de células mononucleares, é o meio mais efetivo 
de estabelecer o diagnóstico. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Tetraciclinas, eritromicina, ampicilina e cloranfenicol são ativos 
contra C. granulomatis. Pode haver desenvolvimento de resistência à 
estreptomicina. 


Streptobacillus 
Características 

Streptobacillus é um bastonete Gram-negativo anaeróbico facul- 
tativo, fermentativo, não encapsulado e imóvel que com frequência 
ocorre em cadeias ou filamentos longos, em geral com uma série de 
tumefações bulbosas ovais a alongadas, que lhe conferem um aspec- 
to de contas de um rosário. A morfologia microscópica varia com o 
tempo, sendo mais homogeneamente filamentosa em culturas jovens 
e tornando-se fragmentada em cocobacilos irregulares com a idade. 
Os microrganismos da fase L com aspecto de “ovo frito” podem ocor- 
rer de maneira espontânea em ágar, estabilizando-se caso se incor- 
pore penicilina ao meio. À Figura 56.27 é um esfregaço de Streptoba- 
cillus moniliformis feito a partir de cultura de um paciente com febre 
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causada por mordida de rato. 


Manifestações clínicas e patogénese 

S. moniliformis ocorre como microbiota nativa do trato respirató- 
rio superior de roedores silvestres e de laboratório. A infecção (febre 
causada pela mordida de rato ou doença de Haverhill) em humanos 
segue-se à mordida de roedores, ingestão de comida contaminada 
ou lesões traumáticas. Podem surgir linfangite local e linfadenite até 
três semanas depois, seguidas de febre, calafrios, mal-estar e, por 
fim, um exantema morbiliforme maculopapular generalizado ou 
petequial. Alguns pacientes desenvolvem uma poliartrite migratória. 
Foi relatada endocardite. A histopatologia é inflamação crônica 
inespecifica. 


Diagnostico laboratorial 

O microrganismo cresce em infusão de ágar-coração suplementado 
com soro equino inativado pelo calor e extrato de levedura. Os meios 
inoculados devem ser incubados a 35°C em ambiente úmido com 
10% de CO.. 

As colônias em caldo formam umas bolas fofas, enquanto aquelas 
em ágar são pequenas e ligeiramente translúcidas a opacas, com bor- 
das um pouco irregulares. Variantes da fase L podem formar-se em 
ágar. Como o microrganismo é relativamente inerte, sua identifica- 
ção é complexa. Os testes bioquímicos têm de ser feitos em infusão de 
ágar-coração ou caldo suplementado com extrato de levedura e soro 
equino. 


Suscetibilidade antimicrobiana 
S. moniliformis é suscetível à penicilina, mas, para tratar as formas L, 
deve-se usar aminoglicosídeo ou tetraciclina. 


Prevenção e controle 

Como 10 a 65% dos ratos estão infectados com o microrganismo, 
seu controle e as precauções contra mordidas representam os únicos 
métodos efetivos de controle da doença. 


Bactérias anaeróbicas 


É importante enfatizar outra vez que os anaeróbios representam um 
dos principais componentes da microbiota nativa da pele e de muco- 
sas; portanto, seu isolamento e sua identificação dependem da seleção 
e da colheita adequadas das amostras, bem como do transporte apro- 
priado até o laboratório. As infecções anaeróbicas em geral são mistas, 
consistindo em várias espécies de aeróbios ou anaeróbios com anae- 
róbios facultativos; portanto, a primeira tarefa ao examinar uma cul- 
tura anaeróbica é separar os anaeróbios facultativos dos obrigatórios. 
Com a experiência, os anaeróbios mais isolados em geral podem ser 
reconhecidos com base na morfologia de suas colônias e microscópica 
e presumivelmente identificados com alguns testes adicionais. A iden- 
tificação definitiva baseia-se nas reações bioquímicas, características 
fisiológicas e genéticas, bem como na patogenicidade e nos testes de 
neutralização da toxina. 

O ponto até que os anaeróbios são identificados varia de acordo 
com as facilidades e habilidades disponíveis, o interesse do pessoal do 
laboratório e da equipe clínica e a utilidade clínica da informação dis- 
ponível do laboratório. 


Definições e características 

Um anaeróbio requer uma atmosfera com tensão reduzida de oxi- 
gênio para seu crescimento, ele não consegue crescer na superfície de 
meios sólidos em uma atmosfera de ar ambiente com 10% de CO.. 
Uma bactéria anaeróbica facultativa cresce na presença ou ausência 
de ar ambiente. O termo microaerófilo ainda não foi definido com 
clareza, mas costuma ser aplicado a bactérias, em geral campilobacter 
e estreptococos, que crescem apenas ou preferencialmente em uma 
atmosfera com O, reduzido e mais CO». 


Patogênese e fatores de virulência 

Pouco se sabe sobre os fatores responsáveis pelas propriedades pa- 
togênicas e a virulência da maioria dos outros anaeróbios que não os 
clostrídios. Foram identificadas atividades endotóxicas, proteolíticas 
e de heparinase entre as Bacteroidaceae. A cápsula polissacaridica do 
B. fragilis promove a formação de abscesso. Os clostrídios, por outro 
lado, elaboram exotoxinas potentes, incluindo toxinas letais e necroti- 





Figura 56.27 Coloração de Gram de Streptobacillus moniliforme em cultura. (Corte- 
sia da Dra. Nancy Cornish.) 


zantes, hemolisinas, lecitinases, gelatinases e hialuronidases. 

Embora a infecção por clostrídios possa ter origem exógena ou 
endógena, a doença causada por outros anaeróbios em geral tem 
origem endógena, a partir da microbiota anaeróbica nativa normal 
de uma mucosa contígua, cuja integridade tenha sido rompida por 
cirurgia, instrumentação, traumatismo ou malignidade.Essencial ao 
estabelecimento de anaeróbios no processo infeccioso é uma queda 
no potencial de oxidação-redução (Eh) da área, que pode resultar de 
uma falha no suprimento sanguíneo ou da multiplicação de outras 
bactérias no local. 

Embora as infecções e intoxicações por clostrídios sejam inquestio- 
navelmente de extrema importância médica, o papel de outros ana- 
eróbios como causadores de celulite e mionecrose foi reconhecido 
apenas em tempos relativamente recentes. A maioria dos isolados de 
Clostridium perfringens resulta da simples contaminação de uma fe- 
rida. Em tais circunstâncias, os clostrídios podem multiplicar-se em 
restos celulares, um hematoma ou tecido necrótico, sem sintomato- 
logia clínica observável. A celulite anaeróbica é um processo necro- 
tizante dos tecidos moles. Seu início é gradual, mas pode progredir 
de maneira rápida e extensa. Há produção de gás, mas o processo em 
geral não envolve músculo. Além dos clostrídios ou em vez deles, a 
bacteriologia da celulite anaeróbica pode envolver cocos anaeróbicos 
e bacilos anaeróbicos Gram-negativos. 

Em contraste com a celulite anaeróbica, a gangrena gasosa ou mio- 
necrose causada por clostrídios é um processo invasivo rapidamente 
progressivo que acarreta alterações acentuadas nos músculos. À dis- 
tinção entre celulite anaeróbica e gangrena gasosa é crítica para evitar 
uma cirurgia desnecessariamente agressiva e mutilante na primeira 
condição. 

Os clostrídios citotóxicos associados à gangrena gasosa incluem 
C. perfringens, Clostridium novyi, Clostridium septicum, Clostridium 
histolyticum, Clostridium sporogenes e Clostridium bifermentans. En- 
quanto o C. perfringens tem sido a espécie mais envolvida na gangrena 
gasosa, a prevalência das outras espécies nesse processo tem variado 
muitíssimo. 

O tétano e o botulismo são descritos como intoxicações e não como 
infecções, porque suas manifestações estão relacionadas com a elabo- 
ração de neurotoxinas potentes. O botulismo é mais frequentemen- 
te uma consequência da ingestão de alimentos processados em casa 
e conservados ou embalados de maneira inadequada, porém surtos 
esporádicos da doença foram associados a alimentos processados co- 
mercialmente e feridas infectadas com o microrganismo. O período 
de incubação do botulismo é curto: os sinais e sintomas em geral ocor- 
rem entre 18 e 36 horas após a ingestão de alimento contaminado. 
Dos sete tipos antigênicos de toxina botulínica conhecidos, o tipo À 
é o mais comum nos casos de intoxicação alimentar na América do 
Norte, seguido pelos tipos B, E e F. A toxina é absorvida a partir do 
trato intestinal, raramente de um ferimento, e por fim adere a termi- 
nações motoras, impedindo assim a liberação de acetilcolina nas ter- 


minações nervosas. 

De modo característico, o tétano ocorre em pessoas não imunizadas 
nas duas primeiras semanas após um ferimento traumático por pun- 
ção, laceração ou abrasão. Há relatos de casos no pós-operatório, após 
procedimentos dentários, parto e aborto ou em associação a estase e 
úlceras de decúbito. A toxina, tetanoespasmina, é transportada para 
gangliosídeos no SNC via linfáticos e corrente sanguínea, bem como 
por migração através dos espaços perineurais de nervos periféricos. 

O Clostridium difficile é a principal causa de diarreia nosocomial e 
o patógeno primário responsável pela colite pseudomembranosa. É 
uma causa rara de abscessos, infecções de feridas, osteomielite, pleu- 
rite, peritonite, septicemia e infecções do trato urogenital. As taxas de 
transporte do C. difficile e suas toxinas são altas (50% ou mais) em 
neonatos, mas a doença é rara (Bartlett, 1997). A colonização, com ou 
sem produção de toxina, pode ser mantida por vários meses; porém, 
quando a microbiota adulta se estabelece aos 6 a 12 meses de idade, 
as taxas de colonização caem e apenas cerca de 3% dos adultos sadios 
normais são colonizados com o microrganismo. O C. difficile quase 
sempre é adquirido no hospital por pessoas que recebem agentes anti- 
microbianos via exposição direta ou indireta a reservatórios humanos 
ou inanimados. Embora as penicilinas e cefalosporinas estejam im- 
plicadas mais frequentemente, qualquer agente antimicrobiano pode 
desencadear doença associada ao C. difficile. É raro a doença ocorrer 
sem exposição a antibiótico, mas há relatos de casos após terapia com 
agentes antineoplaásicos que têm atividade antibacteriana. A colite 
pseudomembranosa é uma doença mediada por toxina em que não 
se sabe se ocorre invasão microbiana da mucosa. O C. difficile produz 
duas toxinas. A toxina A, uma toxina fracamente citopática, é respon- 
sável sobretudo pela atividade enterotóxica do microrganismo. A to- 
xina B, uma citotoxina potente, parece ter um papel menor na doença 
humana. Embora tenham sido isoladas cepas negativas para a toxina 
A, foram isoladas cepas positivas para a toxina B de pacientes sinto- 
máticos (Johnson, 1998). O uso de um ensaio PCR no laboratório pa- 
ra a detecção tanto da toxina A quanto da toxina B pode aumentar a 
sensibilidade (Lemee, 2004). 

Conforme mencionado previamente, outras bactérias anaeróbicas, 
em particular os cocos anaeróbicos e bacilos Gram-negativos, foram 
associadas a celulite anaeróbica, além das espécies histotóxicas de 
clostrídios ou em vez delas. Esses microrganismos fazem parte da mi- 
crobiota nativa das mucosas da cavidade oral e dos tratos gastrintesti- 
nal e geniturinário. Como tais, são encontrados em pneumonias por 
aspiração, abscessos pulmonares, empiemas, infecções e abscessos 
intra-abdominais, abscessos pélvicos, abscessos cerebrais e bacterie- 
mias. Infecções intra-abdominais anaeróbicas comumente acompa- 
nham cirurgia abdominal e, em especial, do cólon, estando com mais 
frequência associadas ao grupo B. fragilis. Bacteriemias anaeróbicas 
significativas em termos clínicos também são mais causadas por essa 
espécie. 


Diagnóstico laboratorial 

A identificação de bactérias anaeróbicas até o nível de espécie pode 
ser bastante complexa; no entanto, o ponto até o qual os isolados de 
bactérias anaeróbicas são identificados varia muito e pode ser limi- 
tado à informação básica que tem utilidade clínica. Por exemplo, a 
microbiota anaeróbica mista de locais como uma úlcera de decúbito, 
fístula perirretal ou abscesso intra-abdominal pode ser relatada sim- 
plesmente como microbiota fecal mista sem identificação específica 
de seus componentes. A determinação da espécie de um isolado pode 
ser limitada àquelas presentes em cultura pura de um líquido ou local 
corporal normalmente estéril e obtida por um de vários kits comer- 
ciais de ensaio bioquímico disponíveis ou usando-se cromatografia 
gasosa-líquido. Deve-se entender que o valor clínico de qualquer rela- 
to da presença de bactérias anaeróbicas está diretamente relacionado 
com a velocidade de registrar tais resultados do laboratório. Os proce- 
dimentos de identificação que levam 1 a 2 semanas para se completar 
em geral são de interesse apenas acadêmico. 

Em decorrência da progressão rápida e da morbidade e mortalidade 
consideráveis, o diagnóstico inicial e o tratamento de doenças cau- 
sadas pelos clostrídios precisa basear-se em sua apresentação e suas 
manifestações clínicas. Em alguns pacientes com tétano, nenhuma 
ferida primária é evidente. Quando há um ferimento, em raros casos 


são vistos microrganismos típicos de C. tetani em esfregaços corados, 
mesmo que sejam recuperados de culturas. Além disso, por causa da 
ampla distribuição mundial desse microrganismo na natureza, seu 
isolamento a partir de uma ferida não é necessariamente indicativo 
do diagnóstico de tétano. A confirmação laboratorial de botulismo 
requer a detecção da toxina em soro, feridas, conteúdo gástrico, fezes 
ou no alimento suspeito de ser o responsável pela doença. Os proce- 
dimentos para extrair a toxina e fazer os testes de neutralização em 
camundongo são complexos; portanto, sugere-se que materiais apro- 
priados sejam encaminhados para os CDC para exame. Deve-se fa- 
zer uma consulta telefônica em tais circunstâncias para assegurar que 
as amostras requisitadas sejam colhidas e transportadas da maneira 
apropriada e as autoridades de saúde estejam alertas. 

Nos casos de suspeita de celulite anaeróbica ou gangrena gasosa, o 
laboratório pode ser útil por examinar exsudato ou tecido microsco- 
picamente. O achado de numerosos bacilos Gram-positivos grandes 
em forma de vagão (Fig. 56.28) é uma confirmação presuntiva do 
diagnóstico. Esfregaços corados também podem ser diagnósticos de 
miosite estreptocócica anaeróbica. Culturas de exsudato, tecido e san- 
gue também devem ser realizadas. Mais uma vez, o nível ou a exten- 
são da identificação varia de modo considerável entre os laboratórios; 
entretanto, o C. perfringens pode ser identificado com facilidade pela 
morfologia à coloração de Gram, pela produção de zonas duplas de 
hemólise em ágar-sangue e por uma reação de Nagler positiva em ágar 
de gema de ovo. O diagnóstico laboratorial de diarreia causada pelo C. 
difficile é obtido com mais rapidez detectando-se a toxina diretamente 
em fezes por um EIA ou ensaio de cultura celular. Como alternativa, 
C. difficile recuperado de fezes pode ser testado quanto à produção de 
toxina. Há relatos de métodos de PCR para a detecção das toxinas do 
C. difficile (Lemee, 2004). 

Um dos grupos mais comuns de bactérias anaeróbicas de impor- 
tância clínica é o complexo B. fragilis. Os isolados desse complexo 
crescem de modo seletivo no meio de bile e esculina para bacteroides 
e têm morfologia característica à coloração de Gram, conforme vista 
na Figura 56.29. Esses bacilos Gram-negativos são encontrados como 
microbiota normal na maior parte dos tratos gastrintestinal e geni- 
turinário. As infecções causadas pelo complexo incluem abscesso ab- 
dominal, abscesso pélvico, bacteriemia e abscesso cerebral. Em raros 
casos, pode estar envolvido com doença pulmonar. Embora a maioria 
das infecções anaeróbicas seja polimicrobiana, o B. fragilis sozinho é 
responsável pelas infecções que mencionadas neste parágrafo. 

Um bacilo Gram-positivo anaeróbico, o Propionibacterium acnes, foi 
associado a casos de endoftalmite que ocorrem após cirurgia de catara- 
ta. Além disso, o P. acnes pode estar associado a infecções de derivações 
ventriculares em pacientes com hidrocefalia; raramente, o P. acnes po- 
de causar endocardite, artrite séptica ou outras infecções. O isolamento 
desse microrganismo pode requerer incubação prolongada, em geral 
até por 10 dias. À Figura 56.30 é uma coloração de Gram de P. acnes no 
líquido vítreo de um paciente meses após cirurgia de catarata. 





Figura 56.28 Coloração de Gram de um esfregaço de exsudato de um ferimento que 
tinha grandes bolhas de gás mostra bacilos Gram-positivos no formato de vagão, 
sugestivos de doença causada por clostrídios (imersão em óleo). 
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Figura 56.29 Coloração de Gram de Bacteroides fragilis em caldo de cultura. 


Suscetibilidade antimicrobiana 

Os testes de suscetibilidade para bactérias anaeróbicas em geral são 
desnecessários. As principais indicações para testes são situações clíni- 
cas em que as decisões quanto à seleção de agentes é crítica em razão 
(1) da falha dos esquemas terapêuticos habituais e da persistência da 
infecção, (2) do papel fundamental dos agentes antimicrobianos na 
determinação do prognóstico da infecção ou (3) da dificuldade para 
tomar decisões terapêuticas empíricas com base em precedentes. As 
infecções das quais isolados devem ser testados são abscesso cerebral, 
endocardite, osteomielite, infecções articulares, de dispositivos pro- 
téticos ou enxertos vasculares e bacteriemia refratária ou recorrente 
(Clinical and Laboratory Standards Institute/NCCLS, 2004). Em tais 
circunstâncias, os testes devem incluir alguns membros do grupo B. 





Figura 56.30 Coloração de Gram de Propionibacterium acnes de líguido do humor 
vítreo. 


fragilis, outras espécies de bacteroides, certas fusobactérias, C. perfrin- 
gens e Clostridium ramosum. Alguns agentes, como o metronidazol, 
cloranfenicol, imipeném, ampicilina-sulbactam e ticarcilina-clavu- 
lanato, são quase sempre ativos contra bactérias anaeróbicas e não 
precisam ser testados com propósitos clínicos. Assim, os testes devem 
limitar-se aos agentes alternativos com atividade imprevisível, como a 
penicilina, a clindamicina, a cefoxitina, o cefotetano e as cefalospori- 
nas de terceira geração. Embora um método de diluição em ágar tenha 
sido recomendado com finalidades de referência, o teste no laborató- 
rio clínico em geral é realizado pelo método da microdiluição ou teste 
E. Testes em lotes de isolados salvos anualmente são recomendáveis 
para desenvolver antibiogramas para uso empírico por parte dos clí- 
nicos e monitorar possível desenvolvimento de resistência. 
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PONTOS-CHAVE 
e A concentração inibitória mínima (CIM), ou a menor 


concentração de antibiótico capaz de inibir o crescimento 

visível de um organismo in vitro, difere do ponto de 
ruptura, ou a concentração de antibiótico (expressa em CIM) que 
determina se um isolado é classificado como suscetível, intermediário 
ou resistente. 


e Os valores de CIM são determinados pelos métodos inibitórios de 
teste, que incluem diluição em macrocaldo, diluição em microcaldo 
e epsilGmetro (E-teste). O teste de difusão em disco, que é mais 

ualitativo do que quantitativo, não resulta diretamente em um valor 
dê CIM, id A baseia-se na correlação direta dos tamanhos de 
zona inibitória com os valores de CIM. 


e Seja qual for o método de teste de suscetibilidade utilizado, são 
necessárias condições padronizadas de meio, concentração de 
inóculo e tempo de incubação e temperatura para obtenção de 
resultados acurados e reproduzíveis. Essas condições são publicadas 
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e representam 
o padrão da prática laboratorial. 


* Existem sistemas instrumentais automatizados comerciais que 
permitem realizar com rapidez um grande volume de testes = 
suscetibilidade. Entretanto, apesar das vantagens em termos de 
velocidade e eficiência proporcionadas por esses sistemas, é preciso 
lembrar que cada um deles possui pontos fracos específicos. Além 
dos gastos associados ao uso desses equipamentos, alguns sistemas 
apresentam problemas de detecção de fenótipos específicos de 
resistência. 


e Tanto as indicações para realização de testes de suscetibilidade 
de isolados individuais quanto a seleção dos antibióticos a serem 
testados e incluídos no relatório constituem aspectos a serem 
determinados por cada laboratório, com base nas recomendações 
publicadas pelo CLSI, mediante consulta do médico e do 
departamento de doenças infecciosas do estabelecimento. 


e Os relatórios cumulativos de suscetibilidade antimicrobiana 
(antibiogramas) devem ser publicados pelos laboratórios, segundo 
as diretrizes estabelecidas pelo CLSI, pelo menos uma vez por 
ano. É essencial que o medion use essas compilações ao iniciar 
um tratamento empírico, assim como os farmacêuticos necessitam 
utilizá-las no monitoramento da necessidade de administrar novos 
antibióticos e como tentativa de controlar os custos dos fármacos 
destacando o uso de antibióticos menos caros. 


e A utilização de testes de suscetibilidade bactericida (concentração 
bactericida mínima, estudos de taxa de destruição e teste sorológico 
bactericida) tem como propósito ser útil em certas circunstâncias 
específicas relacionadas com a avaliação das características de novos 
antibióticos, terapia de tipos específicos de infecção, uso concomitante 
de vários antibióticos ou avaliação da eficácia de um dado antibiótico 
em condições estimuladas in vivo. Esses testes são tecnicamente 
exigentes, seu uso é controverso, e a maioria dos laboratórios solicita 
sua execução junto a laboratórios de referência e/ou restringe sua 
utilização aos médicos especialistas em doenças infecciosas. 


A escolha de um agente antibiótico em particular depende de nume- 
rosos fatores, tais como o local de infecção; fatores relacionados com 
o hospedeiro (p. ex., estado imunológico, função hepática e renal, 
história de alergias); características de absorção, propriedades farma- 
cocinéticas e requerimentos de dosagem do fármaco; suscetibilidade 
local e padrões de resistência; experiência pessoal com antibióticos 
individuais; custo de cada antibiótico e suscetibilidade do isolado ao 
antibiótico (quando conhecida). Embora em muitos casos a seleção 
do tratamento inicial seja empírica, os testes de suscetibilidade são 
importantes para ajudar a modificar a terapia, se houver indicação. 
Essa modificação pode ser necessária se: 1) o organismo infeccioso 
for resistente ao antibiótico administrado, 2) a dose de antibiótico for 
inadequada ou 3) puder ser utilizado um fármaco igualmente eficaz e 
mais econômico. 


Definições 


À medida que são adquiridos mais conhecimentos acerca dos meca- 
nismos de resistência antimicrobiana, métodos moleculares para 
determinação da resistência vão sendo disponibilizados. Esses méto- 
dos atualmente constituem a minoria em relação àqueles conven- 
cionais ou fenotípicos. Além disso, a maioria limita-se a aplicações 
específicas para espécies específicas. Em contrapartida, ao menos uma 
vez e em numerosos casos, diversos métodos do tipo fenotipico são 
empregados na maioria dos laboratórios de microbiologia que reali- 
zam teste de suscetibilidade antimicrobiana. Esses métodos detectam 
a expressão fenotípica de um mecanismo de resistência presente em 
um dado isolado. Alguns exemplos são a diluição em caldo, diluição 
em ágar, difusão em disco e difusão em gradiente (E-teste). Sistemas 
comerciais baseados em métodos fenotípicos também são utilizados 
em muitos laboratórios que necessitam de sistemas condescendentes 
com um alto volume de throughput (número de testes que podem ser 
realizados em um determinado intervalo de tempo). 

O CLSI (antigo National Committee for Clinical Laboratory Standards 
[NCCLS]) estabeleceu categorias de interpretação para combinações 
antibiótico-patógeno específicas. Essas categorias são “suscetível”, 
“intermediária” e “resistente”. As definições dessas categorias constam 
em publicações do CLSI, que delineiam os padrões de desempenho 
para testes de diluição (National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 2003a) e para testes de difusão em disco (National Committee 
for Clinical Laboratory Standards, 2003b). Apesar de essas publicações 
não passarem por revisões anuais, o CLSI publica um suplemento infor- 
mativo anual (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 
2005) que contém atualizações e alterações dos padrões de desempenho. 
A classificação “suscetível” implica uma infecção produzida por isolado 
específico que pode ser tratada de maneira adequada com a dose reco- 
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uma resposta improvável ou ausente por parte do isolado a concentra- 
ções viáveis de antibiótico administrado em doses normais. Entre essas 
duas categorias, há a classificação “intermediário”, criada para atuar 
como “tampão” e evitar que fatores técnicos envolvidos na execução de 
testes de suscetibilidade produzam discrepâncias significativas na inter- 
pretação. A classificação “intermediária” também implica a existência 
de uma infecção causada por um isolado específico que pode ser tratada 
com altas doses de antibiótico, ou de uma infecção localizada em um 
sítio anatômico onde o antibiótico é concentrado (p. ex., antibióticos 
B-lactâmicos na urina). Todavia, é importante lembrar que esses testes 
e interpretações são estimativas da atividade antimicrobiana in vitro. A 
atividade antimicrobiana in vivo depende de muitos fatores, tais como 
dose, via de administração, estado imunológico, espaço de distribuição 
do antibiótico, características farmacocinéticas do antibiótico e status 
funcional hepático e/ou renal do paciente. Esses fatores atuam sobre a 
resposta do paciente à terapia e devem ser considerados na avaliação 
médica e no plano de tratamento. O teste de suscetibilidade, portanto, é 
um adjuvante do tratamento do paciente e por si só não prediz comple- 
tamente a resposta do paciente à terapia. 

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana podem ser classifica- 
dos de acordo com o ponto final adotado — inibição ou destruição. A 
maioria dos testes utilizados em laboratórios de microbiologia consi- 
dera a inibição. Existem usos limitados que se aplicam à determinação 
da atividade letal de um antibiótico in vitro. 

O parâmetro inibitório que constitui a base da maioria dos tes- 
tes de suscetibilidade é a CIM. Trata-se da menor concentração de 
antibiótico capaz de inibir o crescimento visível de um organismo 
em um sistema in vitro. Os resultados da CIM dependem não só da 
relação existente entre o organismo e o antibiótico, mas também de 
uma variedade de fatores ambientais que afetam a interação entre os 
organismos e o antibiótico no sistema. Esses fatores incluem o pH e 
as concentrações iônicas do meio de cultura utilizado, a temperatu- 
ra de incubação do sistema, a atmosfera de incubação, a quantidade 
de organismos inoculada e a duração da incubação do sistema. Para 
haver reprodutibilidade intra- e interlaboratorial, bem como para que 
diferentes laboratórios obtenham os mesmos resultados, é necessário 
padronizar essas variáveis. Nos Estados Unidos, o CLSI é responsável 
pela padronização dos métodos e instituição do controle de qualidade, 
além de publicar periodicamente atualizações detalhadas dos padrões, 
que podem ser adotadas como referência pelos laboratórios. 

A CIM deve ser distinguida do ponto de ruptura interpretativo. O 
ponto de ruptura representa o nível de antibiótico (quantitativamente 
expresso como CIM) que determina se um isolado é classificado como 
suscetível, intermediário ou resistente. Pontos de ruptura permitem 
que a CIM seja utilizada como ferramenta auxiliar na predição da res- 
posta do paciente infectado à terapia (Mouton, 2002). Nesse contexto, 
o ponto de ruptura microbiológico deve ser diferenciado do ponto de 
ruptura clínico. Enquanto o primeiro separa diferentes isolados em 
suas suscetibilidades a um dado antibiótico segundo uma distribuição 
modal, o ponto de ruptura clínico permite avaliar a probabilidade de 
haver uma resposta do paciente à terapia (Mouton, 2002). Se o isola- 
do for suscetível, se a CIM para a referida combinação espécie-fárma- 
co for inferior ao ponto de ruptura clínico que permite a classificação 
na categoria suscetível, então a probabilidade de sucesso terapêutico 
é boa. Contudo, se o isolado for resistente, haverá maior probabili- 
dade de falha terapêutica. Deve ser evidente que a determinação de 
um ponto de ruptura clínico é uma tarefa complexa e depende não 
só da relação antibiótico-microrganismo e de quaisquer mecanismos 
de resistência que o patógeno eventualmente apresente, mas também 
da relação existente entre o fármaco e o paciente. A concentração de 
fármaco que pode ser obtida a partir dos diversos compartimentos do 
corpo do paciente (sangue, líquido cerebrospinal [LCE], urina etc.) e, 
consequentemente, a quantidade de antibiótico disponível para com- 
bater a infecção dependem das propriedades farmacocinéticas/far- 
macodinâmicas do antibiótico que, por sua vez, são modificadas pelo 
estado funcional de diversos sistemas corporais no paciente (p. ex., 
sistema hepático ou renal). É preciso realizar numerosas triagens para 
examinar todos esses fatores — dados devem ser coletados e analisados, 
para que os pontos de ruptura sejam determinados após extensivos 
estudos. O CLSI publica pontos de ruptura para uso em laboratórios 


clínicos nos Estados Unidos, bem como os avalia e atualiza anualmen- 
te (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2005). 


Métodos inibitórios para o teste 
de suscetibilidade 


Teste de diluição 


No teste de diluição, uma quantidade padronizada de microrganismos 
é inoculada em uma série de tubos, poços ou placas de cultura que con- 
têm uma gama de concentrações de antibióticos em um veículo, como 
um caldo ou ágar, usualmente começando-se por uma integral de potên- 
cia 2 (p. ex., 128 g/mL) seguida de uma diminuição baseada em log, (p. 
ex., 64, 32, 16, 8, 4) até a menor concentração a ser testada. Por ques- 
tões de conveniência e economia, tornou-se comum limitar a faixa de 
concentrações de cada agente antimicrobiano testado às concentrações 
que abrangem os pontos de ruptura diferenciadores das categorias “sus- 
cetivel” e “resistente”. De fato, alguns sistemas comercializados contêm 
apenas uma única concentração de um dado agente antimicrobiano. 

O método da macrodiluição em caldo utiliza tubos de ensaio-padrão, 
os quais são observados a olho nu para determinação de um eventual 
crescimento presente no meio. Por seu caráter trabalhoso, o sistema 
de macrodiluição em caldo deixou de ser utilizado pela maioria dos 
laboratórios de microbiologia clínica. Contudo, a metodologia desse 
sistema constitui a base fundamental de diversos sistemas modernos 
de teste de suscetibilidade. De modo semelhante, o método da diluição 
em ágar — em que o antibiótico testado é incorporado ao ágar sólido 
em placas de Petri — é um método mais antigo e trabalhoso, atualmen- 
te pouco empregado na rotina dos modernos laboratórios de micro- 
biologia. Entretanto, como o isolado a ser testado é transferido para 
o ágar em que constitui um ponto isolado, o método da diluição em 
ágar permite testar múltiplos isolados em uma única placa. Além disso, 
esse método permite testar algumas espécies mais exigentes, que não 
crescem bem em caldos. Com exceção do grupo Bacterioides fragilis, a 
diluição em ágar é o único método padronizado aprovado pelo CLSI 
para uso como teste de suscetibilidade de espécies anaeróbias (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2004). 

A microdiluição em caldo é o método de diluição mais comumente 
utilizado nos modernos laboratórios de microbiologia. Esse método 
constitui a base da maioria dos sistemas comercializados. Bandejas 
de microtitulação que contêm anticorpos, descartáveis e comercial- 
mente preparadas, são disponibilizadas na forma de dispositivos 
autônomos, que são manualmente inoculados e cuja leitura é feita 
visualmente. Alternativamente, esses sistemas também são disponibi- 
lizados como sistemas automatizados cuja leitura é feita utilizando-se 
métodos espectrofotométricos. Atualmente, embora existam nume- 
rosos sistemas aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) 
para uso como testes de suscetibilidade automatizados nos Estados 
Unidos, os dois mais utilizados são o Vitek system (bioMerieux Vitek, 
Hazelwood, MO, EUA) e o Microscan system (Baxter Diagnostics, 
Inc., Sacramento, CA, EUA). Esses sistemas já existem há vários anos, 
possuem extensos bancos de dados e proporcionam a vantagem de 
contar com um software que permite a coleta de dados de antibiogra- 
ma, além de fornecer um sistema de interpretação especializado para 
auxiliar na interpretação dos resultados. Como o preparo das ban- 
dejas de microtitulação in-house é trabalhoso e requer um extensivo 
teste para garantia de qualidade, as bandejas e os sistemas comercial- 
mente preparados se tornaram bastante populares. Entretanto, esses 
produtos são um tanto caros, e os antibióticos fornecidos com uma 
determinada bandeja nem sempre estão exatamente de acordo com o 
formulário da instituição. 


Epsilômetro 


O epsilômetro (ou E-teste; AB Biodisk, Solna, Suécia) é uma tira 
plástica que contém um gradiente crescente de um dado antibiótico 
em um dos lados e uma escala de CIM contínua no lado oposto. A 
tira é colocada sobre a superfície de uma placa de ágar previamente 
inoculada com o isolado de interesse. O antibiótico contido na tira se 
difunde pelo ágar circundante segundo um gradiente que correspon- 
de ao gradiente da tira. Quando o isolado é suscetível, forma-se uma 


elipse de inibição de crescimento em meio ao crescimento bacteriano 
na placa. O ponto da escala de CIM em que a elipse de inibição inter- 
cepta a tira é a CIM (Fig. 57.1). Foi demonstrado que a CIM obtida 
por meio do E-teste apresenta boa correlação com aquela obtida pelos 
métodos da diluição em ágar ou caldo utilizando-se diversas combina- 
ções de espécie bacteriana-antibiótico (Baker, 1991). Trata-se de um 
método útil, pois permite testar antibióticos individuais contra isola- 
dos específicos, particularmente quando são testadas bactérias exigen- 
tes que crescem melhor em meio ágar especial (p. ex., Haemophilus 
influenzae). Contudo, existem limitações, e o método é caro demais 
para ser utilizado como método de rotina laboratorial para a maio- 
ria dos testes de suscetibilidade. Alguns antibióticos sensíveis ao pH 
podem fornecer valores de CIM que não apresentam correlação exata 
com os métodos da diluição em caldo (Gerrado, 1996). 


Difusão em disco 


No teste de difusão em disco (Kirby-Bauer), bastante restrito às bac- 
térias aeróbias de crescimento rápido e às bactérias anaeróbias facul- 
tativas, um disco de papel que contém uma determinada quantidade 
(sem ser a concentração) de agente antimicrobiano é transferido para 
uma superfície de ágar previamente inoculada com um inóculo- -pa- 
drão do isolado de interesse. O teste é feito em uma placa de ágar, cujo 
diâmetro mede 150 mm, que permite testar até 12 antibióticos de uma 
vez. O antibiótico difunde-se no ágar do disco, e, como resultado, for- 
ma-se uma zona de inibição de crescimento no ponto em que uma 
concentração crítica de agente antimicrobiano contida no meio inibe 
o crescimento da bactéria, após um determinado intervalo padroniza- 
do de tempo (16-18 horas) (Fig. 57.2). Foi demonstrado que o diâme- 
tro da zona de inibição é inversamente proporcional à CIM. A rela- 
ção existente entre ambos pode ser expressa por uma curva linear de 
regressão. Os equivalentes do diâmetro da zona de inibição para inter- 
pretações suscetíveis, intermediárias e resistentes podem ser extrapo- 
lados a partir das respectivas interceptações da curva de regressão com 
os valores correspondentes de CIM. 

A difusão em disco é um método simples que fornece um resultado 
qualitativo de suscetibilidade. Esse método permite modificar facil- 
mente a bateria de antibióticos testados, além de ser econômico em 
relação aos demais métodos. Para laboratórios com grande volume 
de material, todavia, a falta de automatização pode ser um impedien- 
te. Além disso, embora existam modificações que permitem testar as 
espécies mais exigentes (p. ex., Streptococcus pneumoniae e outras espé- 
cies de Streptococcus; Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae), 
muitas outras espécies fastidiosas e de microrganismos anaeróbios 
ainda não podem ser testadas por meio dessa metodologia (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003b). 


Testes diretos para B-lactamase 


Os testes diretos para B-lactamase não são inibitórios. Trata-se de 
testes fenotípicos que detectam a produção de B-lactamase por um 
organismo. Eles são discutidos com os testes inibitórios porque, assim 
como estes, são comumente utilizados nos laboratórios clínicos. 
Basicamente, existem três tipos de testes diretos: acidométrico, iodo- 
métrico e cromogênico. O método cromogênico é o mais suscetível e 
específico, substituiu os demais tipos de testes em termos de uso labo- 
ratorial, e é o único tipo que discutiremos aqui. O teste cromogênico 
consiste em um disco de papel impregnado com cefalosporina cro- 
mogênica (nitrocefina). Uma alça repleta de bactérias a serem testadas 
é simplesmente passada no disco. Se houver organismos produtores 
de B-lactamase, haverá hidrólise da cefalosporina cromogênica, e a 
cor amarela do disco se tornará vermelha. Essa reação usualmente 
ocorre em 1 minuto, contudo, os discos devem ser observados por 
até 15 minutos para obtenção de uma leitura final. Um teste positivo 
indica que a bactéria não responderá às penicilinas suscetíveis à peni- 
cilinase. O teste é útil para testar a suscetibilidade de diversas espé- 
cies, entre as quais H. influenzae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus 
spp., Enterococcus spp. e microrganismos anaeróbios Gram-negativos 
(exceto do grupo de B. fragilis). No caso de algumas espécies (p. ex., 
Staphylococcus), é preciso notar que um teste positivo é indicativo de 
produção de penicilinase, enquanto um teste negativo é considerado 
inconclusivo. As p-lactamases estafilocócicas são induzidas, em vez 
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Figura 57.1 Epsilômetro ou E-teste. Um gradiente de antibiótico (no exemplo, 
penicilina) é incorporado à tira plástica, que é colocada sobre a superfície de 
ágar onde um organismo (Streptococcus pneumoniae) foi semeado em faixas. A 
intersecção da zona de inibição com a escala numérica da tira é lida como CIM 
(seta). 
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Figura 57.2 Difusão em disco. É obtida a medida da zona de inibição em torno 

do disco de antibiótico (no exemplo, vancomicina) depositado na superfície de 

ágar onde o organismo (Streptococcus pneumoniae) foi semeado em faixas. Os 
resultados possíveis são “suscetível”, “intermediário” ou “resistente”, de acordo com 
o tamanho da zona. 


de constitutivas, como nas demais espécies listadas. Se um isolado 
de estafilococos resulta negativo no teste com nitrocefina, é preciso 
expô-lo a níveis subletais de um agente f-lactamico (uma fonte sim- 
ples consiste no crescimento a partir das bordas da zona inibitória, 
ao redor de um disco que contenha um agente B-lactâmico, como a 
oxacilina, em uma placa de difusão em disco) e repetir o teste. 


Considerações técnicas do teste 


Seja qual for o método de teste (diluição ou difusão em disco) ado- 
tado por um laboratório, a utilização de um procedimento padroni- 
zado é de importância fundamental para a produção de resultados 
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acurados e reproduzíveis. Nos Estados Unidos, organizações pro- 
fissionais (p. ex., a American Society for Microbiology, Infectious 
Diseases Society of America), agências governamentais e indústria 
privada trabalham unidas e em consenso sob a orientação do Area 
Committee on Microbiology of the CLSI. Esses grupos trabalham jun- 
tos no Subcommittee on Antimicrobial Susceptibility Testing, no Area 
Committee on Microbiology, para produzir uma série de documentos 
que descrevem procedimentos padronizados para testes de suscetibili- 
dade destinados a bactérias aeróbias e anaeróbias facultativas (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003a, 2003b), bac- 
térias anaeróbias (National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 2004), micobactérias, nocárdias e outros actinomicetos 
aeróbios (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 
2003c), fungos filamentosos (National Committee for Clinical 
Laboratory Standards, 2000b) e leveduras (National Committee for 
Clinical Laboratory Standards, 2002c, 2004). O Subcommittee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing revisa os textos de cada documen- 
to em um ciclo de 3 anos, bem como revisa e corrige anualmente as 
tabelas que detalham pontos de ruptura da CIM ou pontos de ruptura 
de diâmetros de zona. Os procedimentos padronizados e publicados 
pelo CLSI representam o padrão da prática laboratorial, e cabe aos 
laboratórios garantir a disponibilização das tabelas e textos mais recen- 
tes, bem como a incorporação das revisões dessas tabelas e textos aos 
métodos e políticas adotados no estabelecimento. 


Meio 

Uma variável importante no teste de suscetibilidade é a composição 
do meio. Atualmente, para testar bactérias aeróbias e bactérias faculta- 
tivas, o CLSI recomenda o uso de caldo ou ágar Mueller-Hinton, que 
apresentam uma boa reprodutibilidade de lote a lote; baixo conteúdo 
de sulfonamida, trimetoprim e inibidores de tetraciclina e sustentam 
o crescimento da maioria das bactérias patogênicas não fastidiosas. 
Algumas bactérias, como os estreptococos, não crescem bem sobre ou 
em caldo ou ágar Mueller-Hinton, mas esse problema pode ser solu- 
cionado pela adição de sangue de carneiro desfibrinado ou sangue de 
cavalo lisado ao meio, a uma concentração final de 2 a 5% (v/v). 

Vários componentes ou suplementos para o meio Mueller-Hinton 
podem afetar os resultados dos testes de suscetibilidade. Nos testes de 
diluição em caldo e difusão em disco, variações da concentração de 
cálcio, magnésio e zinco afetam os resultados (National Committee 
for Clinical Laboratory Standards, 2003a, 2003b). O excesso de cálcio 
e magnésio faz que os isolados de Pseudomonas aeruginosa testados 
contra aminoglicosídeos, bem como todas as bactérias testadas contra 
tetraciclinas, pareçam mais resistentes. A diminuição dos níveis desses 
cátions resultará na constatação de uma falsa suscetibilidade. O nível 
de íons cálcio afeta os resultados do teste para daptomicina, enquan- 
to o conteúdo de íons zinco influenciará os resultados do teste para 
carbapenêmicos. O pH do meio também influenciará os resultados 
do teste, devendo estar entre 7,2 e 7,4 para que sejam obtidos resulta- 
dos acurados. Um pH abaixo desse intervalo pode acarretar perda de 
potência de fármacos como aminoglicosídeos, quinolonas e macrolí- 
deos, enquanto outros (p. ex., penicilinas) parecem apresentar ativi- 
dade excessiva. Um pH acima de 7,4 pode produzir efeitos opostos. 

Para os testes de diluição em ágar ou caldo, a suplementação do ágar 
ou caldo Mueller-Hinton, respectivamente, com NaCl a 2% (p/v) é 
recomendada para melhorar a detecção de estafilococos resistentes à 
oxacilina (meticilina) (National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 2003a). Uma abordagem alternativa para detectar 
Staphylococcus aureus oxacilina-resistente ou estafilococos coagulase- 
negativos consiste no procedimento de triagem em placa com oxaci- 
lina (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003a). 
A adição de NaCl a 4% (p/v) e 6 ug de oxacilina/mL ao ágar Mueller- 
Hinton para, em seguida, inocular uma alíquota suspensão de isolado 
de 0,5 McFarland, permite detectar estafilococos oxacilina-resistentes 
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003a). Os 
enterococos resistentes à vancomicina podem ser detectados por 
meio de um procedimento similar de triagem em ágar, utilizando- 
se ágar BHI suplementado com 6 ug de vancomicina/mL (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003a). 

Outros aspectos relacionados com o meio que merecem destaque 
estão associados ao teste de suscetibilidade de organismos fastidiosos. 


No caso das espécies de Haemophilus, o meio de teste para Haemophilus 
(HTM, Haemophilus test medium) é recomendado para a CIM dos 
testes de diluição em caldo (a diluição em ágar não é válida para o 
gênero) ou de difusão em disco. Para N. gonorrhoeae, indica-se o ágar 
GC (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003a, 
2003b). O meio Mueller-Hinton que seja tanto quanto possível isen- 
to de timidina é importante para uma determinação acurada da sus- 
cetibilidade de um isolado ao trimetoprim-sulfametoxazol. Algumas 
espécies podem utilizar a timina ou timidina do meio para desviar o 
mecanismo de ação do trimetoprim e das sulfonamidas, resultando em 
uma falsa resistência. A fosforilase da timidina pode ser incorporada 
ao meio para melhorar a confiabilidade do teste com trimetoprim- 
sulfametoxazol. 

Para o teste de suscetibilidade de microrganismos anaeróbios, o méto- 
do de referência é a diluição em ágar com emprego de ágar de Brucella 
suplementado com sangue hemolisado de carneiro, hemina e vitami- 
na K, (método de Wadsworth). Esse método é também o único apro- 
vado pelo CLSI para uso como teste de suscetibilidade para a maioria 
das espécies anaeróbias (National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 2004). Os métodos de difusão em disco e de diluição em 
caldo atualmente não são recomendados para anaeróbios, pois apresen- 
tam fraca correlação com o método da diluição em ágar. Uma exceção 
a essa regra são as espécies do grupo B. fragilis, para as quais uma alter- 
nativa aprovada é a microdiluição com emprego de caldo de Brucella 
que contenha hemina, vitamina K e sangue de cavalo lisado a 5%. Em 
comparação à diluição em ágar, o número de antibióticos que podem 
ser testados pelo método da diluição em microcaldo é mais limitado. 

Outros aspectos relacionados com o meio também podem afetar 
a difusão em disco. Exemplificando, a profundidade da camada de 
ágar nas placas deve ser igual a 4 mm, caso contrário, o gradiente de 
difusão do antibiótico será afetado. Será constatada uma falsa resis- 
tência se a camada de ágar for muito profunda e, ao contrário, uma 
camada de ágar rasa resultará em falsa suscetibilidade. Quando o ágar 
Mueller-Hinton é suplementado com sangue, as zonas de inibição de 
crescimento podem ser de 2 a 3 mm menores do que aquelas pro- 
duzidas em ágar sem suplementação. A suplementação com sangue 
de carneiro também pode resultar na formação de zonas de margens 
indistintas em torno dos discos de trimetoprim-sulfametoxazol ou na 
produção de uma película de crescimento com a zona de inibição. 


Inóculo 

Variações do tamanho do inóculo são responsáveis por uma signi- 
ficativa variação dia a dia nos resultados dos testes de suscetibilidade. 
Usar um inóculo adequado é particularmente importante para a detec- 
ção acurada da resistência à oxacilina por estafilococos, bem como 
às penicilinas de amplo espectro e cefalosporinas por isolados Gram- 
negativos que contêm [-lactamases de classe I (p. ex., Enterobacter, 
Citrobacter, Pseudomonas). O CLSI recomenda suspensões de inócu- 
lo com densidade igual a 0,5 McFarland (em comparação ao padrão 
de turbidez da suspensão de BaSO,) para uso em testes de difusão em 
disco (que fornecem uma concentração bacteriana final de 1-2 x 10º 
CFU/mL) (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 
2003b). Para a diluição em caldo, a suspensão de 0,5 McFarland é dilu- 
ída a uma concentração bacteriana final de 5 x 10º CFU/mL (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003a). A importância 
de uma densidade acurada de inóculo é bem ilustrada pela ocorrên- 
cia frequente de uma alta taxa de suscetibilidade de Enterobacter cloa- 
cae à ampicilina em laboratórios que utilizam sistemas de diluição em 
microcaldo. Embora a taxa de suscetibilidade não deva ultrapassar 5% 
para essa espécie, os laboratórios com frequência relatam taxas acima 
desse percentual (às vezes, de até 40%). Isso se deve diretamente à den- 
sidade demasiado baixa do inóculo. Usuários de métodos de microdi- 
luição em caldo devem realizar avaliações quantitativas da densidade 
de seus inóculos regularmente. 

Um segundo fator relacionado com o inóculo é o método de prepa- 
ração. Existem dois métodos de preparação de inóculos. O primeiro é 
o método do crescimento, em que de 3 a 5 colônias de bactérias são 
inoculadas no caldo e incubadas até que o crescimento bacteriano pro- 
duza uma turbidez equivalente ao padrão de 0,5 McFarland. O outro 
é o método da suspensão direta de colônias, em que as colônias obti- 
das a partir de placas de 18 a 24 horas são utilizadas para produção de 


uma suspensão equivalente ao padrão de 0,5 McFarland. Para a maioria 
das espécies, ambos os métodos são equivalentes. Para as espécies mais 
exigentes (p. ex., H. influenzae, S. pneumoniae, outros estreptococos, N. 
gonorrhoeae) ou para a detecção da resistência à oxacilina por estafiloco- 
cos, recomenda-se o método da suspensão direta de colônias (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003a, 2003b). 


Incubação 

As condições de incubação também afetam os resultados dos testes. 
Em geral, recomenda-se a incubação de um dia para o outro (over- 
night, 16 a 20 horas), em atmosfera ambiente a 35ºC. Contudo, há 
exceções. Isolados de S. pneumoniae, H. influenzae e N. gonorrhoeae 
requerem incubação em atmosfera que contenha 5% de CO,, sendo 
que as espécies S. pneumoniae e N. gonorrhoeae devem ser incubadas 
por 20 a 24 horas, em vez de por 16 a 20 horas. Os estafilococos e 
enterococos também devem ser incubados durante 24 horas, a fim 
de garantir a detecção da resistência à oxacilina e à vancomicina, res- 
pectivamente. No caso dos microrganismos anaeróbios, as placas de 
diluição em ágar devem ser incubadas por 42 a 48 horas, enquanto as 
placas de diluição em caldo são incubadas por 46 a 48 horas. As espé- 
cies de Candida são incubadas durante 46 a 50 horas quando testadas 
por diluição em caldo, ao passo que Cryptococcus neoformans requer 
incubação durante 70 a 74 horas. Mais detalhes podem ser obtidos 
consultando-se os devidos padrões do CLSI. 


Sistemas instrumentais automatizados 
comerciais 


De acordo com os resultados de uma recente pesquisa sobre pre- 
ferências metodológicas e acurácia de testes, realizada pelo College 
of American Pathologists, a maioria dos laboratórios de microbiolo- 
gia clínica nos Estados Unidos atualmente utiliza sistemas à base de 
microdiluição, sendo que na maioria dos casos são adotados sistemas 
automatizados comerciais (Jones, 2001). Um dos motivos que levaram 
a essa troca do teste de difusão em disco pela tecnologia da diluição 
automatizada foi o ganho em eficácia proporcionado pela inoculação 
em réplicas dos sistemas combinados dos testes de identificação e sus- 
cetibilidade, bem como pelo software administrativo que integra vários 
desses sistemas. Outro motivo está relacionado com conceitos equivo- 
cados quanto ao fato de que os valores de CIM sejam mais acurados 
e quanto a quais são as preferências dos médicos. Entretanto, muitos 
médicos não especializados em doenças infecciosas encontram dificul- 
dade para interpretar e utilizar os valores de CIM, necessitando que os 
laboratórios relatem tais valores acompanhados das categorias inter- 
pretativas. Além disso, como não existem estudos que demonstrem a 
superioridade clínica definitiva dos valores de CIM em relação às cate- 
gorias interpretativas isoladas na prática de rotina (o que não surpre- 
ende, pois ambos apresentam forte correlação estatística), a opção por 
utilizar o teste de diluição ou o teste de difusão pode ser feita de acordo 
com a conveniência ou considerando-se os aspectos econômicos. 

Existem muitas opções disponíveis entre os sistemas comercializa- 
dos. Antes de adquirir um sistema desse tipo, o administrador do labo- 
ratório deve considerar se as vantagens proporcionadas pela inocula- 
ção em replicatas e pelos sistemas de supervisão de dados compensam 
os custos adicionais dos produtos, comparativamente à simplicidade e 
economia oferecidas pelo teste de difusão em disco. Há uma tendência 
para se considerar o teste de difusão em disco arcaico e pouquíssimo 
sofisticado para a prática laboratorial moderna. Contudo, esse teste 
fornece resultados acurados que podem ser facilmente compreendi- 
dos pelos prestadores de assistência à saúde, além de serem econômi- 
cos, flexíveis e convenientes a quase todas as situações clínicas. A falta 
de automatização do teste, porém, talvez represente um impediente 
ao uso por laboratórios com alto volume de exames. 

A escolha de um sistema automatizado em particular deve se basear 
em numerosas considerações. Estas incluem o volume de testes, o nível 
exigido de conhecimentos especializados, a necessidade de supervisão 
dos dados, a necessidade de um sistema comum de identificação de 
bactérias, a compatibilidade com sistemas de informação laboratorial, 
o custo do equipamento (compra ou locação), o custo de suprimentos 
descartáveis, reagentes e contratos de serviços, bem como a disponibi- 
lidade de espaço. No caso do sistema VITEK (bioMerieux, Hazelwood, 


MO, EUA), os agentes antimicrobianos ficam contidos nos poços de 
um cartão de plástico que possui de 35 a 40 poços. O sistema é com- 
posto por um módulo preenchedor-selador, uma incubadora leitora, 
um módulo computacional, um terminal de dados e uma impressora. 
O sistema VITEK 2 atualmente tem substituído a repetição original 
do sistema. Enquanto o sistema original monitorava a turbidez junto 
aos poços, o VITEK 2 combina um fluorimetro multicanais a um fotô- 
metro para registrar a fluorescência, turbidez e dados colorimétricos a 
intervalos de 15 minutos, possibilitando a obtenção de dados de iden- 
tificação e suscetibilidade dentro de um período de 4 a 15 horas. 

Existem diversos sistemas de microdiluição em que os reagentes 
antimicrobianos são fornecidos em estado congelado ou liofilizado. A 
escolha desses sistemas baseia-se não só na disponibilidade de espaço 
para armazenamento (freezers) das bandejas quanto também no tempo 
de manipulação requerido por cada sistema. O Microscan Walkaway 
(Dade Microscan, Sacramento, CA, EUA) incuba e varre qualquer 
ponto das 40 a 96 bandejas de microdiluição previamente reidratadas e 
inoculadas de forma manual. O sistema é capaz de ler painéis conven- 
cionais por turbidimetria após incubação de um dia para o outro, ou 
painéis rápidos que utilizam metodologia fluorométrica. 

O Sensititre Automated Reading e o Incubation System (ARIS, TREK 
Diagnostic Systems, Inc., Cleveland, OH, EUA) também detectam fluo- 
rescência em bandejas Sensititre, sendo que os sistemas são totalmente 
automatizados. O Sensititre oferece duas opções de ajuste de bandeja: 
uma delas contém substrato fluorogênico nos poços e é utilizada tanto 
no sistema ARIS automatizado como no Autoreader semiautomático; a 
outra opção requer adição do substrato fluorogênico, que pode ser lido 
manualmente (sem substrato), com o Autoreader ou no ARIS. Entre 
os sistemas atualmente aprovados pelo FDA, o VITEK 2, o Microscan 
e o ARIS proporcionam uma capacidade de walkway, que permite aos 
técnicos ficarem livres para realizar outras tarefas no laboratório. 

A velocidade do teste de suscetibilidade é bastante destacada pelos 
fabricantes desses sistemas, entretanto, apenas alguns estudos avaliaram 
se o fornecimento mais rápido de resultados de suscetibilidade realmen- 
te tem importância clínica ou financeira. Em um estudo não aleatoriza- 
do, Matsen (1985) relatou os resultados fornecidos em 2 a 5 horas por 
sistemas de testes de suscetibilidade e de difusão em disco e, em seguida, 
perguntou aos médicos se a obtenção mais rápida de resultados influen- 
ciava suas escolhas de terapia antimicrobiana. Em 31,7% dos casos, os 
médicos indicaram que, baseados na obtenção rápida de resultados, 
iniciavam o tratamento com um antibiótico diferente daquele que esco- 
lheriam mediante obtenção convencional de resultados. Cerca de 17% 
dos médicos afirmaram que os resultados rápidos “provavelmente” 
afetariam suas escolhas. Em um estudo prospectivo e aleatorizado que 
envolveu 794 pacientes de cirurgia geral, Vincent et al. (1985) fornece- 
ram resultados rápidos para metade dos pacientes e resultados conven- 
cionais para a outra metade dos pacientes. Os pesquisadores constata- 
ram que a terapia antimicrobiana fora modificada em 14,5% dos casos 
no grupo de pacientes que receberam resultados rápidos e em 8,8% dos 
casos no grupo de pacientes que receberam resultados convencionais 
(p < 0,001). Todavia, não houve diferenças estatisticamente significa- 
tivas entre ambos os grupos em termos de duração da hospitalização. 

Doern et al. (1994) avaliaram o impacto clínico dos testes rápidos de 
identificação e suscetibilidade bacteriana sobre pacientes hospitaliza- 
dos de um centro de assistência médica terciária. Os tempos médios 
de entrega dos resultados dos testes de identificação e suscetibilida- 
de foram, respectivamente: 9,6 horas e 11,3 horas para o grupo de 
pacientes submetidos aos testes rápidos, e 19,6 horas e 25,9 horas para 
os pacientes submetidos aos testes overnight (p < 0,0005). Não foram 
encontradas diferenças significativas entre ambos os grupos em termos 
de descritores demográficos, além do tempo decorrido para entre- 
ga dos resultados. A duração média das hospitalizações foi sempre a 
mesma em ambos os grupos, contudo, as taxas de mortalidade foram 
menores no grupo de pacientes submetidos ao teste rápido (8,8% vs 
15,3%). Além disso, para os pacientes do grupo de teste rápido foram 
significativamente menores: o número de testes laboratoriais, os pro- 
cedimentos de obtenção de imagem, os dias de intubação e de estada 
na UTI, a duração do tempo decorrido antes das alterações da terapia 
antimicrobiana e o custo geral da hospitalização do paciente. Em um 
estudo similar, Barenfanger et al. (1999), por um lado, não encontra- 
ram diferenças em termos de mortalidade entre o grupo de pacientes 
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tibilidade e os pacientes que receberam resultados convencionais de 
rotina (diferença média de 5,2 horas). Por outro lado, os pesquisadores 
constataram que houve uma redução significativa da duração da hos- 
pitalização (diferença média de 2 dias; p = 0,0006) e do custo total da 
internação (diferença média de U$ 2.395,00; p = 0,04) para os pacientes 
que receberam os resultados dos testes de suscetibilidade rapidamente. 
Embora pareça se tratar de um caso válido para os benefícios pro- 
porcionados pelos sistemas automatizados de teste de suscetibilida- 
de, é preciso lembrar que esses sistemas também apresentam pontos 
fracos. Além dos gastos envolvidos em sua aquisição e na compra de 
seus suprimentos, os sistemas automatizados (sobretudo quando uti- 
lizados em modo “rápido” durante 3 a 5 horas) foram associados a 
problemas de detecção de fenótipos de resistência específicos. Os pai- 
néis do Microscan Rapid Pos MIC, por exemplo, foram associados à 
dificuldade de detectação da resistência à vancomicina em enteroco- 
cos (Tenover, 1995). Além disso, Jorgensen et al. (2004) descreveram 
recentemente a incapacidade dos sistemas automatizados de caldo (no 
estudo foi avaliado o VITEK 2) de detectar resistência induzida à clin- 
damicina em estafilococos. Apesar das falhas, esses sistemas exercem 
papel importante nos testes de suscetibilidade em laboratórios que 
realizam grande volume de análises, na medida em que suas fraquezas 
ocasionais são compensadas por metodologias adicionais de teste. 


Indicações para o teste de suscetibilidade 


A necessidade de realizar testes de suscetibilidade varia em função 
das espécies infectantes. Bactérias aeróbias de crescimento rápido 
ou anaeróbias facultativas, por um lado, requerem teste se a susce- 
tibilidade ao agente antimicrobiano de escolha for imprevisível. Por 
outro lado, se a suscetibilidade for previsível, na maioria dos casos 
torna-se desnecessário realizar o teste para um isolado. Nos Estados 
Unidos, por exemplo, não há relatos de resistência à penicilina por 
Streptococcus pyogenes. Sendo assim, é apropriado tratar com penici- 
lina um paciente com faringite por S. pyogenes sem realizar o teste de 
suscetibilidade. A realização do teste é justificada caso o paciente seja 
alérgico ao antibiótico de escolha primária utilizado no tratamento 
da infecção e, ao mesmo tempo, a suscetibilidade do microrganis- 
mo ao agente antibiótico alternativo seja imprevisível. Se o paciente 
do exemplo anterior fosse alérgico à penicilina e o médico desejas- 
se tratá-lo com eritromicina, seria então apropriado realizar o teste, 
pois apenas cerca de 60% dos isolados de S. pyogenes são suscetíveis à 
eritromicina nos Estados Unidos (Jacobs, 2003). É importante ter em 
mente que o teste de isolados deve se restringir aqueles clinicamente 
significativos, pois o teste de isolados “contaminantes” ou de isola- 
dos integrantes da “flora normal” é caro, demorado e pode conduzir 
à administração desnecessária de antibióticos (Bates, 1991). Portanto, 
essa possibilidade deve ser evitada. Em alguns pacientes, contudo, as 
espécies consideradas integrantes da flora normal ou contaminantes 
podem ter importância clínica. Esses pacientes com frequência são 
imunocomprometidos, e, nessas circunstâncias, convém realizar o 
teste de suscetibilidade. 

No passado, a terapia antibiótica para tratamento de infecções cau- 
sadas por microrganismos anaeróbios muitas vezes era empírica, uma 
vez que os perfis de suscetibilidade das espécies anaeróbias eram con- 
siderados relativamente previsíveis, os testes de suscetibilidade ainda 
não estavam padronizados e havia provas limitadas de que o resultado 
desses testes apresentava correlação com o resultado clínico. Na lite- 
ratura recente, estudos demonstram que os padrões de suscetibilidade 
de muitos anaeróbios estão mudando e, ao menos no caso de algu- 
mas espécies, a suscetibilidade observada in vitro apresenta correla- 
ção com o resultado clínico (Nguyen, 2000; Snydman, 2002). O CLSI 
atualmente recomenda que se testem isolados individuais oriundos de 
infecções específicas, incluindo-se abscessos cerebrais, endocardite, 
osteomielite, infecção articular, infecção de próteses ou dispositivos 
vasculares e bacteremia (National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 2004). Além disso, devem ser testadas as espécies que cos- 
tumam ser resistentes ou particularmente virulentas, a exemplo de 
certas espécies de Bacteroides, Prevotella, Fusobacterium, Clostridium, 
Bilophila e Sutterella. Atualmente, o método da diluição em ágar 
é o único método de teste de suscetibilidade aprovado pelo CLSI 


para todas as espécies de anaeróbios de relevância clínica (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2004). A única exceção 
é o grupo de B. fragilis, para o qual foi aprovado o uso da microdilui- 
ção em caldo (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 
2004). Os laboratórios incapacitados para realizar a diluição em ágar 
talvez queiram realizar a microdiluição em caldo para isolados do 
grupo de B. fragilis que mereçam ser testados e encaminhar outras 
espécies passíveis de teste a laboratórios de referência. Para outros iso- 
lados não descritos anteriormente, o teste de suscetibilidade de isola- 
dos anaeróbios arquivados pode ser realizado periodicamente (o CLSI 
recomenda que esse teste seja anual), seguindo-se um protocolo de 
vigilância para detecção de alterações nos padrões de resistência, seja 
pelo laboratório ou por um laboratório de referência. 

Diferentemente da situação em que estão envolvidos microrganis- 
mos anaeróbios, todos os isolados iniciais do complexo Mycobacterium 
tuberculosis (MTBC, Mycobacterium tuberculosis complex) devem 
ser submetidos ao teste de suscetibilidade a fármacos antitubercu- 
lose primários. Se houver evidências clínicas de falha terapêutica 
ou falha das culturas em apresentarem conversão negativa após 3 
meses, é necessário repetir o teste (National Committee for Clinical 
Laboratory Standards, 2003c). Existem diretrizes que orientam o teste 
de algumas espécies de micobactérias não tuberculosas de crescimen- 
to lento (complexo Mycobacterium avium, Mycobacterium kansasit, 
Mycobacterium marinum), bem como de micobactérias de crescimen- 
to rápido (grupo de Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelo- 
nae, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium mucogenicum, grupo de 
Mycobacterium smegmatis). De modo semelhante, existem recomen- 
dações para realização de testes de suscetibilidade para actinomicetos 
aeróbios (espécies de Nocardia, Actinomadura spp., Rhodococcus spp., 
Gordona spp., Tsukamurella spp., Streptomyces spp.). Em geral, o teste 
de micobactérias não tuberculosas e de actinomicetos aeróbios envol- 
ve variações do método de diluição em caldo, sendo possível utilizar 
sistemas comerciais para testar algumas espécies. Como os fármacos 
testados variam de acordo com as espécies e há variações metodoló- 
gicas, é necessário consultar o documento M24-A do CLSI (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003c) para se obter 
mais detalhes. Deve ser enfatizado que algumas dessas espécies podem 
existir na forma de colonizadoras temporárias do trato respiratório 
ou podem ser isoladas como contaminantes. Por isso, recomenda-se 
intensamente que sejam adotados os critérios de avaliação de impor- 
tância clínica antes de se proceder ao teste de suscetibilidade, confor- 
me destaca o documento M24-A do CLSI. 

Embora uma situação semelhante ocorra com relação aos fungos 
(ou seja, tanto as leveduras quanto os bolores podem existir como 
colonizadores temporários ou contaminantes), o aumento do núme- 
ro de pacientes imunocomprometidos observado nas últimas décadas 
foi acompanhado pelo aumento da prevalência das infecções fúngicas 
sistêmicas. Além disso, foram desenvolvidos diversos agentes antifún- 
gicos e começou a haver certo grau de resistência, em particular nas 
leveduras (especialmente de espécies de Candida), tanto contra agen- 
tes antifúngicos mais antigos quanto aos agentes mais novos (p. ex., 
derivados de azol). Ambos os procedimentos, de diluição em caldo e 
difusão em disco, foram padronizados para algumas leveduras (prima- 
riamente espécies de Candida e Cryptococcus neoformans) e antifúngicos 
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2002c, 2004). 
Atualmente, os padrões de teste ainda não foram validados para fungos 
dimórficos, como Histoplasma capsulatum ou Blastomyces dermatitidis. 
De fato, quando se trata de leveduras, existem diretrizes interpreta- 
tivas apenas para espécies de Candida e para os farmacos fluconazol, 
itraconazol e flucitosina. A relevância clinica das demais combinações 
de espécie-farmaco permanece desconhecida (National Committee 
for Clinical Laboratory Standards, 2002c). Procedimentos de diluição 
em caldo com utilização de conídeos ou esporangiósporos de alguns 
bolores, como Aspergillus spp., Fusarium spp., Rhizopus arrhizus, 
Pseudoallescheria boydii e Sporothrix schencki (National Committee for 
Clinical Laboratory Standards, 2002b), foram padronizados. No entan- 
to, os pontos interpretativos de ruptura ainda não foram disponibiliza- 
dos e falta estabelecer a relevância clinica da associação entre as espécies 
de bolores e suas respectivas CIMs para determinados fármacos em par- 
ticular. Até o momento, o CLSI recomenda que se determinem os valo- 
res de CIM das espécies de bolores para uso como ferramenta auxiliar 


de supervisão de infecções invasivas causadas por fungos filamentosos, 
nos casos em que a utilidade dos fármacos azol é incerta, ou que se esta- 
beleçam antibiogramas para esses fungos em uma instituição particular 
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2002c). 


Seleção de antibióticos para o teste 


A escolha dos agentes antimicrobianos para o teste é complicada pela 
expansão do espectro e do número de antibióticos disponíveis, bem 
como pela lista crescente de fenótipos resistentes que estão sendo iden- 
tificados entre as bactérias patogênicas. Testar todos os agentes dis- 
poníveis não é prático nem garantido. A seleção dos agentes a serem 
testados é uma iniciativa do comitê de farmácia e terapia de cada ins- 
tituição, com o intuito de coordenar os antibióticos a serem testados 
e relatados junto àqueles que constam no formulário. Essa coordena- 
ção é importante por inúmeros motivos. Em primeiro lugar, a maio- 
ria dos laboratórios utiliza painéis de microdiluição comercialmente 
preparados para testes de suscetibilidade. Os fabricantes oferecem uma 
variedade de configurações de painel projetadas para corresponder ao 
máximo aos agentes constantes nos formulários hospitalares. Mesmo 
assim, com frequência são encontradas disparidades entre os agentes 
dos painéis e aqueles contidos nos formulários hospitalares. É possível 
que o laboratório precise testar mais de um painel para um patógeno 
em particular, ou pague determinado preço por um painel personali- 
zado. Em muitos casos, são testados mais agentes do que a quantidade 
disponível no formulário e, assim, o laboratório é obrigado a omitir 
o relato de alguns deles. Em segundo lugar, nem sempre é necessário 
relatar os resultados do teste de suscetibilidade para múltiplas repre- 
sentações de uma mesma classe de espectro (p. ex., cefotaxime, cefti- 
zoxime e ceftriaxone), pois os resultados de um agente representativo 
usualmente podem ser generalizados para a classe inteira. Isso é válido 
até mesmo diante da disponibilidade de mais de um agente no formu- 
lário. Em terceiro lugar, como diversos fabricantes de sistemas comer- 
ciais de teste de suscetibilidade antimicrobiana devem submeter seus 
dados ao FDA para validação da acurácia de seus sistemas em relação 
a quaisquer antibióticos recém-aprovados, muitas vezes há um atra- 
so entre a aprovação do agente para uso clínico e sua incorporação ao 
teste de suscetibilidade comercial. Dessa forma, um novo agente anti- 
microbiano pode ser aprovado para o formulário de uma instituição 
antes de o laboratório se tornar capaz de testar sua atividade in vitro. 

Ambos os padrões do CLSI, para diluição e difusão em disco 
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003a, 2003b), 
e também o suplemento informativo anual (National Committee for 
Clinical Laboratory Standards, 2005), listam os agentes antimicrobia- 
nos que devem ser considerados para o teste das Enterobacteriaceae, P. 
aeruginosa, Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Haemophilus spp., N. 
gonorrhoeae, S. pneumoniae e outras Streptococcus spp. No suplemento 
informativo mais recente (National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 2005), são feitas recomendações a parte para Acinetobacter 
spp., Burkholderia cepacia e Stenotrophomonas maltophilia. Os farmacos 
são listados em quatro grupos: o grupo A contém fármacos recomenda- 
dos para serem testados e relatados contra todos os isolados; o grupo B 
contém os agentes sugeridos para serem testados contra todos os isola- 
dos, mas que podem ser relatados apenas em determinadas circunstân- 
cias (p. ex., quando o isolado é resistente aos fármacos do grupo A); o 
grupo C abrange os agentes suplementares ou alternativos que podem 
ser testados e relatados em instituições onde são abrigadas cepas resis- 
tentes, para tratamento de organismos incomuns, ou para uso como 
ferramentas epidemiológicas por profissionais atuantes no controle de 
infecções. Por fim, o grupo D contém agentes que devem ser testados e 
relatados somente quando isolados a partir da urina. 

Junto a cada um desses grupos de antibióticos, o número de fárma- 
cos listados é maior do que a quantidade de fármacos que realmente 
precisam ser testados (National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 2003a, 2003b, 2005). Nos quadros das tabelas, os antibió- 
ticos que usualmente apresentam resultados interpretativos e eficácia 
clínica semelhantes são agrupados juntos. Isso implica que os resul- 
tados dos testes de um dado antibiótico com frequência podem ser 
generalizados para outros fármacos pertencentes ao mesmo grupo 
(ainda que nem sempre). Além disso, se um agente for listado com 
outro agente e ambos estiverem separados por um “ou”, isso signifi- 


ca que há uma resistência cruzada ou suscetibilidade idênticas entre 
ambos. Exemplificando: os agentes mezlocilina, ticarcilina e piparaci- 
lina são listados juntos para o teste primário de P. aeruginosa. Como 
em geral recomenda-se que as penicilinas ativas contra Pseudomonas 
não sejam utilizadas de forma isolada (Gribble, 1983) e tendo-se em 
vista que pacientes com doenças graves parecem não apresentar dife- 
renças significativas em termos de resultados obtidos com regimes à 
base de diferentes penicilinas adicionadas de um aminoglicosídeo, 
percebe-se que as diferenças de grau de atividade das penicilinas ativas 
contra Pseudomonas in vitro não têm importância clínica. Além disso, 
a seleção de uma penicilina ativa contra Pseudomonas para inclusão 
no formulário de uma instituição (e consequentemente para testes in 
vitro) pode se basear na lista de indicações aprovadas para uso, bem 
como nos custos de aquisição e administração envolvidos, em relação 
aos demais fármacos da mesma classe. Em contrapartida, embora as 
cefalosporinas de primeira geração — cefalotina e cefazolina — estejam 
listadas juntas no grupo A (para Enterobacteriaceae), a resistência e 
suscetibilidade a um agente não é preditiva para todas as demais cefa- 
losporinas de primeira geração. Se por um lado a resistência à cefa- 
losporina é preditiva da resistência a outras cefalosporinas de primeira 
geração (cefadroxil, cefalexina e cefalina), por outro não é preditiva da 
resistência à cefazolina (National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 2005). 

Com relação aos B-lactâmicos, é importante testar a penicilina 
contra estafilococos e estreptococos, a ampicilina contra enteroco- 
cos e Enterobacteriaceae, e a oxacilina contra estafilococos. Testar as 
cefalosporinas é mais problemático. Além da já mencionada questão 
referente às cefalosporinas de primeira geração, ainda se discute quais 
cefalosporinas de segunda geração (caso exista alguma) devem ser tes- 
tadas contra as espécies de Enterobacteriaceae. O CLSI lista as cefa- 
losporinas de segunda geração cefamandol, cefonicid e cefuroxime, 
bem como as cefamicinas (também consideradas de segunda geração) 
cefmetazol, cefotetan e cefoxitina, no grupo B (para serem testadas e 
relatadas de modo seletivo), para serem consideradas nos casos em 
que o isolado for resistente às cefalosporinas de primeira geração. A 
seleção depende do fármaco (se houver algum) escolhido pelo comitê 
de farmácia e terapia da instituição para integrar o formulário, bem 
como de suas indicações de uso. Se, por um lado, uma ou mais cefa- 
losporinas de segunda geração forem disponibilizadas na instituição 
apenas para profilaxia perioperatória, é possível que não seja neces- 
sário realizar o teste de rotina para esses agentes. Por outro lado, se 
a cefoxitina for utilizada na instituição para tratamento de infecções 
anaeróbias, pode então ser uma medida útil testar esses fármacos con- 
tra quaisquer espécies de Enterobacteriaceae eventualmente presentes 
em uma infecção aeróbia-anaeróbia mista. 

O teste das cefamicinas pode ter utilidade adicional em uma situa- 
ção em que as cefalosporinas de amplo espectro ou de terceira geração 
forem inúteis, quando um isolado de Enterobacteriaceae apresenta 
B-lactamase de espectro estendido (BLEE). Essas enzimas — mutantes 
das B-lactamases TEM e SHV — conferem resistência às cefalosporinas 
e monobactâmicos (aztreonam), mas não às cefamicinas (cefmetazol, 
cefoxitina, cefotetan) nem aos carbapenêmicos (imipinem, meropenem, 
ertapenem). Atualmente, nos Estados Unidos, elas são encontradas em 
Enterobacteriaceae, sobretudo em Klebsiella spp., e na Escherichia coli. 
No entanto, também foram descritas em outras espécies na Europa, 
incluindo-se Enterobacter spp., Citrobacter spp. e Proteus mirabilis, bem 
como em Salmonella spp. na Europa, América Latina e região oeste do 
Pacífico (Sturenburg, 2003b). A detecção dessas BLEEs pode ser uma 
tarefa problemática, pois o isolado pode se mostrar suscetível às cefalos- 
porinas nos testes de rotina. Para identificar esses isolados, é necessário 
realizar uma triagem com pontos de ruptura de CIM específicos para 
cefalosporinas de terceira geração ou aztreonam, ou com tamanhos de 
zona de difusão em disco para esses mesmos agentes antimicrobianos 
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2005), aliada 
à realização de testes confirmatórios que empreguem combinações de 
cefalosporinas de terceira geração com e sem inibidores de f-lactamase. 
O teste para detecção de BLEEs em Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, 
E. coli e P. mirabilis é considerado com base na instituição, conforme a 
prevalência, considerações terapêuticas e aspectos relativos ao contro- 
le de infecções da instituição em particular (National Committee for 
Clinical Laboratory Standards, 2005). Diversos sistemas automatizados 
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de alguns sistemas terem como fatores limitantes as dificuldades para 
identificação de certos fenótipos de BLEE (p. ex., cefotaximase ou fenó- 
tipos de ceftazidimase) e uma alta proporção de resultados “indetermi- 
nados” que requerem testes adicionais (Sanders, 2000; Leverstein-van 
Hall, 2002; Livermore, 2002; Sturenburg, 2003a). 

A parte a questao das BLEEs, os agentes cefoperazone, cefotaxime, 
ceftizoxime, ceftriaxone e ceftazidime apresentam apenas variações 
discretas da atividade contra as espécies de Enterobacteriaceae. Assim, 
ainda que mais de um desses compostos possa constar no formulário, 
apenas um deve ser considerado para os testes contra os isolados de 
interesse. Cefoperazone e ceftazidime são cefalosporinas de terceira 
geração que possuem boa atividade contra Pseudomonas aeruginosa. 
Como há relatos de BLEEs com atividade preferencial contra ceftazi- 
dime, além das B-lactamases que comprovadamente apresentam ati- 
vidade preferencial contra cefoperazone, pode ser útil para algumas 
instituições adotar a política de limitar os testes desses agentes contra 
isolados de P. aeruginosa, a fim de se evitar sua seleção na emergência 
de cepas de Enterobacteriaceae com esses fenótipos de B-lactamase. 

Para os enterococos, testar isolados quanto à resistência à vanco- 
micina tem se tornado uma necessidade para muitas instituições, 
uma vez que o número de isolados enterocócicos resistentes continua 
aumentando. Em 2002, 27,5% dos isolados envolvidos em infecções 
de UTI nos hospitais integrantes da National Nosocomial Infections 
Surveillance (NNIS) eram enterococos vancomicina-resistentes (EVR) 
(NNIS, 2003). No passado, alguns sistemas automatizados apresenta- 
ram dificuldades para detectar todos os fenótipos de resistência à van- 
comicina, de modo que vários laboratórios adotaram métodos alter- 
nativos (difusão em disco, triagem em ágar ou E-teste) a serem utili- 
zados na triagem para detecção de EVR (Kohner, 1997; Endtz, 1998). 
Embora tenham sido introduzidos alguns avanços e a detecção de 
muitos fenótipos resistentes seja bastante satisfatória, alguns sistemas 
ainda apresentam dificuldades para detectar certos fenótipos, como as 
cepas vanC (d'Azevedo, 2001; Garcia-Garrote, 2000; van Den Braak, 
2001; Fahr, 2003). Felizmente, a importância clínica desse baixo nível 
de resistência intrínseca à vancomicina — encontrado em Enterococcus 
gallinarum e Enterococcus casseliflavus — permanece desconhecida e, 
portanto, conclui-se que seja insignificante. Além disso, triagens para 
detecção de um alto nível de resistência à gentamicina e estreptomici- 
na devem ser realizadas para todos os isolados enterocócicos obtidos a 
partir de sítios estéreis. Os clínicos devem ser informados de que a tera- 
pia combinada com penicilina ou ampicilina acrescida de um amino- 
glicosídeo é indicada para casos graves de infecção enterocócica. Assim 
como ocorreu em relação à vancomicina, a introdução de aprimora- 
mentos conferiu uma significativa acurácia à detecção de alto nível de 
resistência. Entretanto, alguns métodos são melhores e cada sistema 
possui peculiaridades, com melhor acurácia na utilização de um fár- 
maco e não de outro (Garcia-Garrote, 2000; d'Azevedo, 2001; Fahr, 
2003; Murdoch, 2003). Se um laboratório pretende utilizar um sistema 
automatizado, é importante familiarizar-se com os pontos fracos desse 
sistema, de modo a poder instituir métodos alternativos que garantam 
a acurácia. Para isolados do sangue ou do LCE, o CLSI recomenda o 
teste de enterococos quanto à produção de B-lactamase, conforme des- 
crito anteriormente. Além disso, não devem ser relatados resultados 
de suscetibilidade para aminoglicosídeos (exceto em concentrações de 
alto nível), cefalosporinas, clindamicina e trimetoprim-sulfametoxa- 
zol, pois os isolados podem apresentar suscetibilidade in vitro, enquan- 
to os agentes são clinicamente ineficazes. Proibições similares também 
existem para espécies de Salmonella e Shigella (aminoglicosídeos, cefa- 
losporinas de primeira e segunda gerações), bem como para espécies 
de Staphylococcus oxacilina-resistentes (todos B-lactâmicos e combina- 
ções de P-lactâmicos/inibidores de B-lactamases). 

A resistência à oxacilina em Staphylococcus spp. transformou-se 
em um problema significativo nos Estados Unidos, com resistência 
de 57,1% dos isolados de S. aureus (SAMR, Staphylococcus aureus 
meticilina-resistentes) e de 89,1% dos isolados de Staphylococcus 
coagulase-negativos (SCN) envolvidos nas infecções nosocomiais 
de UTI relatadas à NNIS em 2002 (NNIS, 2003). O CLSI classifi- 
ca a oxacilina (substituta da meticilina) no grupo A, como fármaco 
a ser testado e relatado para todos os isolados de Staphylococcus spp. 
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2005). Mais 


comumente, a resistência à oxacilina em Staphylococcus spp. se deve à 
produção de uma proteína de ligação à penicilina (PBP-2a) alterada, 
mediada pelo gene mecA. Isso ocorre, ainda que com menos frequên- 
cia o fenótipo se deva à hiperprodução de B-lactamase ou à produção 
de uma PBP intrínseca alterada. Isolados que possuem o gene mecA 
podem expressá-lo de forma heterogênea ou homogênea. Enquanto 
os isolados que expressam o gene de forma homogênea são facilmen- 
te detectados pela maioria dos métodos de teste disponíveis, aqueles 
que expressam esse gene de forma heterogênea são mais problemá- 
ticos. Esses isolados podem se mostrar suscetíveis nos testes de dilui- 
ção, incluindo-se os sistemas comerciais automatizados, fornecendo 
valores de CIM na faixa de suscetibilidade ou na faixa limítrofe, além 
de também poderem ser equivocadamente classificados (Sakoulas, 
2001; Swenson, 2001; Felten, 2002). O documento M100-S15 do CLSI 
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2005) des- 
creve um teste de triagem de oxacilina-sal em ágar para S. aureus e 
um teste de difusão em disco de cefoxitina destinado ao uso para S. 
aureus ou SCN. Os testes que detectam o gene mecA ou PBP-2a são 
considerados os mais acurados entre aqueles disponíveis (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2005). Existem dois 
testes de látex aprovados pelo FDA, que detectam PBP-2a: o MRSA- 
Screen (Denka-Seiken Co., Ltd., Tóquio, Japão) e o teste de aglutina- 
ção de látex para PBP 2’ (Oxoid Ltd., Basingstoke, Reino Unido). Há 
também uma sonda de DNA aprovada pelo FDA — Velogene Rapid 
MRSA Identification Assay (Remel, Lenexa, KS). Para SCN, que pos- 
suem pontos de ruptura de CIM e diâmetros de difusão em disco 
diferentes para oxacilina ante o S. aureus, foi demonstrado que o teste 
de difusão em disco com cefoxitina apresenta praticamente a mesma 
sensibilidade que o teste de diluição em caldo, porém sua especificida- 
de é maior (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 
2005). Em alguns estudos, sistemas de diluição comerciais também 
apresentaram reduzida especificidade e menor sensibilidade relativa 
para detecção de SCN resistentes à meticilina (Horstkotte, 2002, 2004; 
Ligozzi, 2002). Existem menos opções de testes para SCN do que para 
S. aureus, uma vez que a triagem de oxacilina-sal em ágar não pode 
ser utilizada para SCN e o MRSA-Screen (Denka-Seiken Co., Tóquio, 
Japão) não foi aprovado pelo FDA para SCN. Embora o teste de aglu- 
tinação de látex para PBP 2 (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) seja 
aprovado pelo FDA para SCN, não há na literatura nenhum trabalho 
que tenha avaliado seu desempenho. 

O isolamento de S. aureus com reduzida suscetibilidade à vancomi- 
cina (SAVI) e, mais recentemente, a identificação de vários isolados 
resistentes à vancomicina nos Estados Unidos (SAVR) aumentaram 
a importância do teste de suscetibilidade para S. aureus contra a van- 
comicina (Tenover, 2004). Enquanto o método da microdiluição em 
caldo descrito no documento M7-A6 do CLSI (National Committee for 
Clinical Laboratory Standards, 2003a) detecta corretamente a resistên- 
cia à vancomicina do isolado de SAVR, Tenover et al. (2004) constata- 
ram que o segundo SAVR não havia sido identificado como resistente 
à vancomicina pelos sistemas automatizados de teste de suscetibilidade 
nos quais fora avaliado. Por conseguinte, o CLSI recomenda que, ao se 
usar um sistema automatizado de teste de suscetibilidade ou o méto- 
do da diluição em ágar, uma placa de ágar de triagem com 6 pg/mL 
de vancomicina também seja inoculada com o isolado de S. aureus em 
questão, a fim de se garantir a detecção de SAVI ou de SAVR (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2005). Similarmente, o 
método da difusão em disco de vancomicina não detecta SAVI, e pode- 
rá ser difícil detectar SAVR utilizando-se esse método. Por isso, as pla- 
cas de ágar de triagem com vancomicina também são recomendadas 
para casos em que o laboratório opta pela utilização da metodologia 
da difusão em disco para testar a suscetibilidade (National Committee 
for Clinical Laboratory Standards, 2005). Por fim, recomenda-se que 
qualquer isolado de S. aureus com CIM acima do ponto de ruptura de 
suscetibilidade (p. ex., > 4 ug/mL) à vancomicina seja enviado a um 
laboratório de referência para ser submetido a testes de confirmação. 

Diante das elevadas taxas de resistência à penicilina em S. aureus 
observadas em todo o mundo (aproximadamente 20% |Jacobs, 2003]), 
e com as crescentes taxas de resistência a outros fármacos, torna-se 
necessário testar a suscetibilidade desse patógeno sempre que ele for 
isolado a partir de sítios corporais estéreis. Para tanto, pode ser feita 
uma triagem pelo método da difusão em disco de oxacilina. Trata-se 


de um teste acurado para a classificação de isolados como sendo sus- 
cetíveis, desde que o tamanho da zona ultrapasse 20 mm. Entretanto, 
tamanhos de zona inferiores a esse valor também podem ser obtidos 
com isolados suscetíveis, intermediários ou resistentes, por isso é neces- 
sário realizar o teste de CIM quando o tamanho da zona for inferior a 
19 mm. Considerar outros agentes para teste depende da localização 
no corpo a partir de onde foi feito o isolamento. Por exemplo, para 
isolados do LCE, o CLSI recomenda que se realizem testes de dilui- 
ção em caldo para penicilina, cefotaxime ou ceftriaxone, meropenem 
e vancomicina, uma vez que não existem padrões interpretativos de 
difusão em disco de cefalosporinas ou carbapenêmicos para S. pneu- 
moniae (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2005). 
Também é preciso notar que os padrões interpretativos para cefalos- 
porinas são diferentes dependendo do sítio corporal a partir de onde 
S. pneumoniae foi isolado (meningite vs não meningite). Desse modo, 
as interpretações e relatos variam de acordo com a fonte. O CLSI reco- 
menda que sejam relatadas apenas as interpretações de meningite para 
isolados oriundos do sistema nervoso central, bem como as interpre- 
tações de meningite e não meningite para todos os demais isolados. 
No caso de infecções sem risco de morte, os agentes a serem consi- 
derados para teste e relato são penicilina, eritromicina (que prediz a 
suscetibilidade a outros macrolídeos) e trimetoprim-sulfametoxazol, 
pelos métodos da diluição em caldo e difusão em disco. Como existem 
padrões interpretativos de difusão em disco para esses fármacos, esse 
teste pode ser utilizado. 

Para outros estreptococos que não S. pneumoniae, os fármacos a 
serem testados e o método requerido dependem da espécie/complexo 
envolvidos. Para S. pyogenes (grupo A de Lancefield) ou Streptococcus 
agalactiae (grupo B), é desnecessário realizar o teste de suscetibili- 
dade ao fármaco de escolha primária para tratamento (penicilina), 
pois não existem relatos de cepas resistentes. O mesmo é válido se a 
vancomicina for utilizada no tratamento de infecções causadas por 
essas espécies. Caso o paciente seja alérgico à penicilina e outro fár- 
maco (p. ex., macrolídeo) seja considerado para o tratamento, é pos- 
sível testar a eritromicina e, assim, prever o grau de suscetibilidade 
aos macrolídeos. O CLSI recomenda que se testem a eritromicina e 
a clindamicina para mulheres grávidas que tenham sido colonizadas 
por estreptococos do grupo B e sejam alérgicas à penicilina (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2005). Isolados resis- 
tentes à eritromicina e suscetíveis à clindamicina devem ser testados 
quanto à resistência “induzida” à clindamicina mediada pelo gene erm 
(gene da resistência a macrolídeos, lincosamida e estreptogramina B), 
empregando-se o “teste de aproximação da zona D”. Nesse teste, os 
discos de eritromicina e clindamicina estão bastante próximos entre 
si (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2005) (Fig. 
57.3). Esse tipo de resistência induzida foi descrito para diversos cocos 
Gram-positivos, incluindo-se os estafilococos. Algumas instituições 
começaram a testar isolados estafilocócicos quanto a esse tipo de 
resistência em determinadas situações ou rotineiramente (Fiebelkorn, 
2003; Jorgensen, 2004). A prevalência desse tipo de resistência entre 
várias espécies Gram-positivas pode variar de uma instituição a outra. 
Uma estratégia razoável e lógica consiste em fiscalizar a prevalência da 
resistência induzida à clindamicina em cocos Gram-positivos em uma 
determinada instituição, com o intuito de se estabelecer e implemen- 
tar uma política mais custo-efetiva de testes (Schreckenberger, 2004). 

Para estreptococos viridans, um isolado oriundo de um sítio cor- 
poral estéril que esteja implicado em uma infecção grave (p. ex., 
endocardite) deve ser testado quanto à suscetibilidade à penicilina 
(Quinn, 1988). Como não existem padrões interpretativos para o 
método da difusão em disco utilizando-se essa combinação orga- 
nismo-agente, o teste deve ser feito pelo método da CIM (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2005). O teste de sus- 
cetibilidade também é garantido, pois alguns estreptococos viridans 
podem exibir uma relativa resistência às cefalosporinas de terceira 
geração (Wilcox, 1993). A vancomicina é recomendada como alter- 
nativa aos fármacos B-lactamicos para terapia contra estreptococos 
viridans. Contudo, como não há relatos de cepas resistentes, é des- 
necessário fazer o teste para vancomicina. Para fins de identificação, 
todavia, pode ser uma medida razoável avaliar a vancomicina, pois 
a detecção de resistência associada ao isolado indicaria que ele não 
é um estreptococo viridans, sendo mais provavelmente um mem- 





Figura 57.3 Indução em disco ou teste “D”. O 
à esquerda apresenta resistência à eritromicina (E), mas é suscetível à clindamicina 
(CC). O isolado de Staphylococcus aureus à direita mostra resistência induzida 

à clindamicina com embotamento da zona de inibição em torno do disco de 
clindamicina adjacente ao disco de eritromicina. 


isolado de Staphylococcus aureus 


bro de um gênero intrinsecamente vancomicina-resistente, como 
Leuconostoc ou Pediococcus. 

No caso de algumas espécies, o teste de detecção de p-lactamase 
pode atender a diversos propósitos. Nas infecções sem risco de morte, 
por exemplo, o teste da B-lactamase é capaz de predizer a suscetibi- 
lidade de H. influenza à ampicilina ou amoxicilina, e é razoável tes- 
tar apenas a B-lactamase. A prevalência de H. influenza B-lactamase 
positivo é de aproximadamente 30% nos Estados Unidos, enquanto 
as cepas [-lactamase negativas e ampicilina-resistentes (BLNAR) — 
não detectadas pelo teste de B-lactamase — são raras (Jacobs, 2003). 
Considerando-se que o teste de suscetibilidade para H. influenzae 
requer meio especial (HTM), isso simplifica o teste e pode resultar 
em economia de tempo e dinheiro. Se a incidência de BLNAR for alta 
em uma determinada área, é possível fazer testes de difusão em disco 
ou de diluição para ampicilina em meio HTM. Esse tipo de teste pode 
ser necessário para isolados provenientes de infecções graves, como a 
meningite, para os quais o CLSI recomenda que sejam relatados ape- 
nas os resultados de suscetibilidade para penicilina, uma cefalosporina 
de terceira geração, cloranfenicol e meropenem (National Committee 
for Clinical Laboratory Standards, 2005). 

O teste de f-lactamase costumava ser recomendado para isolados de 
N. gonorrhoeae. No entanto, como nem a penicilina nem a ampicilina 
são utilizadas no tratamento da gonorreia, esse teste tornou-se desne- 
cessário, ainda que possa ser útil apenas para fins de epidemiologia. 
Pela primeira vez, os padrões interpretativos de CIM para N. menin- 
gitides foram incluídos no documento M100-S15 do CLSI (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2005). Nos EUA, uma 
pesquisa sobre os microrganismos isolados a partir de casos de doenca 
meningocócica, realizada em 1997 pelos Centers for Disease Control, 
não encontrou nenhum isolado resistente à penicilina (n = 121), embora 
três isolados tenham sido classificados como de resistência intermediária 
e outros três, resistentes à rifampina — um fármaco comumente utiliza- 
do na quimioprofilaxia contra exposições (Rosenstein, 2000). Os autores 
desse relato sugeriram que, embora a baixa prevalência da resistência ao 
antibiótico nesse patógeno não garanta a eficácia do teste de suscetibi- 
lidade de rotina nos Estados Unidos, esse teste deveria ser considerado 
para isolados oriundos de pacientes cuja resposta à terapia é inadequada. 

Em contrapartida, a resistência aos agentes antimicrobianos entre 
as bactérias anaeróbias tem crescido nos últimos anos. No grupo 
de B. fragilis, por exemplo, Prevotella spp., Porphyromonas spp. e 
Clostridium spp. têm apresentado uma resistência cada vez maior aos 
B-lactâmicos e à clindamicina (Falagas, 2000; National Committee 
for Clinical Laboratory Standards, 2004). Entretanto, tais tendências 
não se limitam apenas a essas espécies ou agentes. O CLSI sugeriu 
agrupamentos (primários e suplementares) antibióticos para testes 
que dependam tanto das espécies quanto da presença ou ausência de 
P-lactamase no isolado (para grupo de anaeróbios Gram-negativos 
não B. fragilis). Para o grupo B. fragilis e outros anaeróbios Gram- 
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nação [-lactamico/-lactamase, cefoxitina ou cefotetan, um carbape- 
némico e metronidazol (National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 2004). Para os isolados B-lactamase negativos, ampicilina 
ou penicilina, clindamicina e metronidazol constituem o grupo pri- 
mario a ser testado. Clostridium spp. (exceto Clostridium perfringens) 
apresentam os mesmos agrupamentos de espécies Gram-negativas 
B-lactamase positivas, a não ser pelo fato de também ser possível tes- 
tar a clindamicina. C. perfringens, cocos Gram-positivos anaeróbios 
e outros bacilos Gram-positivos possuem agrupamentos idênticos 
àqueles dos isolados Gram-negativos B-lactamase negativos. Em uma 
determinada instituição, a realização de testes pode ser limitada pela 
natureza exigente do teste de diluição em ágar, que deve ser feito para 
todas as espécies (exceto do grupo de B. fragilis), e talvez seja necessá- 
rio encaminhar os isolados a um laboratório de referência. 

Para o MTBC, todos os isolados iniciais devem ser submetidos 
ao teste de suscetibilidade aos fármacos antituberculose primários 
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003c). Se 
o paciente falhar em responder à terapia, ou se as culturas falharem 
quanto a se tornarem negativas decorridos 3 meses do início do tra- 
tamento, também será necessário repetir o teste. Os resultados devem 
ser disponibilizados quanto antes, e recomenda-se que os laboratórios 
os forneçam aos médicos em até 28 dias contados a partir da data do 
recebimento da amostra inicial (Bird, 1996). Vários métodos comer- 
ciais rápidos, à base de caldo, que apresentam correlação com o méto- 
do mais lento de referência de proporção de ágar, são disponibilizados 
para uso e aprovados pelo FDA (com exceção de certos fármacos). 
Um exemplo é o método não radiométrico automatizado BACTEC 
MGIT 960 (Scarpano, 2004). O painel completo de fármacos primá- 
rios inclui a isoniazida em duas concentrações (crítica e alta), rifam- 
pina, etambutol e pirazinamida. Alguns laboratórios testam apenas a 
concentração crítica de isoniazida, rifampina e etambutol, com base 
nos seguintes fatores: (1) a população atendida; (2) a prevalência da 
resistência ao fármaco; (3) os fármacos utilizados na comunidade e 
(4) a disponibilidade do teste para os fármacos secundários requeri- 
dos, caso seja detectada resistência à rifampina ou a qualquer um dos 
dois fármacos primários (National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 2003c). 


Seleção de antibióticos para o relatório 


A escolha dos antibióticos a serem relatados para um isolado deve con- 
siderar, além dos resultados do teste em si, diversos fatores. Por exemplo, 
fármacos ineficazes no tratamento de infecções que envolvem o sistema 
nervoso central (p. ex., clindamicina, macrolídeos, tetraciclinas, fluoro- 
quinolonas e a maioria das cefalosporinas de primeira e segunda gera- 
ções) não devem ser relatados pata isolados oriundos do LCE (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2005). Fármacos cujo uso 
é indicado apenas para infecções do trato urinário (p. ex., nitrofuranto- 
ina) não devem ser relatados para isolados provenientes de escarro. Esse 
tipo de proibição é relativamente simples e por si só evidente. Existem 
outras considerações mais complicadas a serem observadas para o relato 
dos antibióticos. Muitos laboratórios utilizam relatos “em cascata” para 
incentivar os médicos a usarem sobretudo antibióticos igualmente efe- 
tivos e mais econômicos, em vez daquele “mais moderno” ou que está 
sendo alvo de intensa promoção comercial, a fim de reduzirem as despe- 
sas institucionais com fármacos. As cefalosporinas de segunda ou terceira 
geração, por exemplo, serão relatadas apenas se o isolado for resistente às 
cefalosporinas de primeira geração. De modo similar, há instituições que 
exigem a aprovação de médicos infectologistas (ou outros profissionais 
“guardiães”) antes de admitir o uso de certos antibióticos. Essa é uma 
medida que requer gastos ou, ainda mais importante, o controle dos 
fenótipos de resistência junto à instituição. Foi demonstrado por estudos 
prospectivos (Projeto ICARE: Intensive Care Antimicrobial Resistance 
Epidemiology — Epidemiologia da Resistência Antimicrobiana na Terapia 
Intensiva) que o uso frequente de vancomicina e de cefalosporinas de 
terceira geração está associado ao aumento da prevalência de EVRs em 
UTIs. Tais estudos também demonstraram que essa prevalência pode 
ser reduzida mediante restrição ao uso de vancomicina (Fridkin, 2001, 
2002). Por fim, as instituições podem tentar influenciar o uso de anti- 
bióticos não pela limitação dos antimicrobianos a serem relatados, mas 


publicando dados referentes aos custos dos agentes individuais, seja 
aliando estes a um relatório de suscetibilidade ou apresentando-os em 
formato separado que possa ser consultado pelos médicos (tópico discu- 
tido na próxima seção). Qualquer uma dessas estratégias de relato pode 
envolver certo grau de resistência por parte dos prestadores, de modo 
que uma consulta cuidadosa e a cooperação do laboratório com a equipe 
médica, infectologistas e comitê de farmácia e terapia da instituição são 
importantes para se estabelecer uma política local de relatórios. 


Relatórios de suscetibilidade 
antimicrobiana cumulativos 


Como as suscetibilidades variam de forma considerável dependen- 
do da localização geográfica, demografia dos pacientes e padrões de 
uso de antibióticos em uma determinada instituição, é responsabili- 
dade do laboratório de microbiologia compilar e publicar um rela- 
tório cumulativo de suscetibilidade antimicrobiana (antibiograma) 
dos patógenos isolados na instituição, pelo menos uma vez ao ano. 
Os relatórios, usualmente publicados como tabelas em um pequeno 
cartão de bolso, devem listar os patógenos mais significativos isolados 
na instituição, bem como o percentual de suscetibilidade aos agentes 
antimicrobianos constantes no formulário da instituição. Esses relató- 
rios são utilizados pelos médicos para orientar a terapia empírica até a 
disponibilização dos dados específicos de suscetibilidade. Além disso, 
os dados desse relatório podem ser utilizados pela equipe de contro- 
le de infecções para detecção de padrões de resistência emergentes e 
no planejamento de medidas de contenção de surtos de espécies resis- 
tentes. A farmácia também pode utilizar esses dados para identificar 
a necessidade de incluir novos antimicrobianos no formulário, deter- 
minar quando alguns antibióticos perderam a eficácia e monitorar 
os padrões de prescrição (Critchley, 2004). Além disso, a inclusão de 
dados sobre custos no antibiograma permite que a instituição tente 
incentivar os médicos a usar fármacos mais econômicos, contudo 
ainda eficazes, visando a diminuir os gastos farmacêuticos. 

O National Committee for Clinical Laboratory Standards (2002a) 
orienta os laboratórios quanto à preparação de antibiogramas e for- 
nece sugestões referentes à escolha, validação e apresentação dos 
dados, bem como considerações importantes acerca das limitações 
desses dados e um exemplo de antibiograma. Por meio da adoção das 
diretrizes do CLSI e do fornecimento de dados atualizados em tempo 
hábil, os laboratórios podem auxiliar na supervisão adequada dos 
pacientes e no controle de infecções, bem como na difícil tarefa da 
farmácia de controlar a resistência e supervisionar o uso de antibióti- 
cos na instituição. Para tanto, devem ser cumpridos os padrões esta- 
belecidos pelo CLSI para compilação de antibiogramas, atualização 
anual e distribuição anual para as devidas equipes médicas de controle 
de infecções. Para avaliar se os laboratórios de microbiologia de ins- 
tituições médicas localizadas nos Estados Unidos estavam se saindo 
bem no cumprimento desses padrões, Ernst et al. (2004) pesquisaram 
494 estabelecimentos médicos e constataram que, enquanto a maioria 
(95%) compilava antibiogramas, apenas 60% atendia a todos os três 
padrões. Cerca de 3/4 dos laboratórios atualizavam os antibiogramas 
a cada ano, sendo que uma proporção um pouco menor publicava 
e distribuía o antibiograma para as equipes médica e de controle de 
infecções. Aqueles capazes de cumprir os três padrões eram, na maio- 
ria dos casos, estabelecimentos maiores que prestavam atendimento 
no local, exerciam função de laboratório referencial e contavam com 
maior número de funcionários que trabalhavam no laboratório. 


Testes bactericidas 


Existem três categorias principais de testes bactericidas: (1) determi- 
nação da concentração mínima de agente antimicrobiano necessária 
para destruir o microrganismo, também conhecida como concentra- 
ção bactericida mínima (CBM) ou concentração letal mínima (CLM); 
(2) determinação da taxa de destruição (taxa de tempo de destruição 
ou curva de destruição) e (3) determinação da maior diluição do 
soro do paciente requerida para matar um microrganismo, também 
conhecida como título sérico bactericida (TSB) ou título sérico letal 
(TSL). A adoção de qualquer um desses testes é influenciada pelas 
indicações, metodologia e interpretação dos resultados. 


Concentração bactericida ou letal mínima 


Há um consenso geral de que a determinação da CBM deve fazer 
parte da investigação inicial de um novo agente antimicrobia- 
no. Entretanto, nem todos concordam quanto ao teste ser indi- 
cado para uso clínico com isolados de estreptococos oriundos de 
pacientes com endocardite ou osteomielite, bem como isolados de 
Enterobacteriaceae ou Pseudomonas de pacientes com meningite. 
Em parte, a controvérsia decorre das variáveis biológicas e técni- 
cas que afetam os resultados das determinações de CBM (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 1999b). Para determi- 
nar a CBM ou CLM, o agente antimicrobiano submetido a diluições 
seriadas (em escala logarítmica) em caldo é inoculado com uma sus- 
pensão padronizada do organismo testado, conforme descrito para a 
determinação da CIM. Após incubação a 35°C durante 24 horas, os 
tubos sem crescimento visível são subcultivados em meio ágar livre 
de antibióticos. A CBM ou CLM é definida como sendo a menor con- 
centração do agente antimicrobiano com atividade bactericida ou 
letal sobre pelo menos 99,9% do inóculo original. Entre as variáveis 
biológicas do teste, estão: (1) a persistência do fenômeno em que uma 
pequena quantidade (em geral < 0,1%) do inóculo de bactérias (“per- 
sistentes”) sobrevive à exposição ao antibiótico, mas continua se mos- 
trando suscetível ao ser novamente testada com o mesmo antibióti- 
co (em geral, um agente ativo contra a parede celular); (2) o efeito 
paradoxal, em que a proporção de células sobreviventes aumenta com 
a concentração de antibiótico, que de novo é observado com maior 
frequência diante de antibióticos ativos contra a parede celular e (3) 
a tolerância (um fenômeno interpretado de modo bastante errado). 
Considera-se que tanto os “persistentes” como o efeito paradoxal 
estejam associados ao retardo da taxa de crescimento das bactérias por 
ação do antibiótico, que resulta em diminuição do efeito de destrui- 
ção (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1999b). 
Organismos tolerantes, em termos estritamente definidos, são aqueles 
em que a resposta bacteriostático-bacteriolítica a antibióticos é altera- 
da na direção da bacterióstase (Handwerger, 1985). Entretanto, a tole- 
rância também foi definida como sendo uma proporção CBM:CIM 
> 32, apesar dos numerosos problemas técnicos que influenciam os 
resultados de CBM e das variações de procedimento na determinação 
das CBMs (Sherris, 1986). Conforme apontado por Sherris (1986), 
a CBM é definida pela menor concentração de antibiótico capaz de 
fazer que no máximo 10,1% dos sobreviventes estejam na porção 
menos acurada da curva de destruição (i. e., 18-24 horas). O núme- 
ro de sobreviventes após uma incubação de um dia para o outro, em 
presença de antibiótico ativo contra a parede celular, quando o inó- 
culo está na fase estacionária, é invariavelmente maior do que na fase 
logarítmica (Handwerger, 1985; Sherris, 1986). O problema técnico 
que mais frequentemente resulta em uma maior proporção de bacté- 
rias na fase estacionária é o uso de culturas mantidas em crescimen- 
to por mais de 8 horas (National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 1999b). Artefatos técnicos adicionais incluem sobrevivên- 
cia de bactérias no condensado formado acima do menisco do caldo 
que contém antibiótico, volume da subcultura, transporte de antibió- 
ticos em subculturas e falta de reprodutibilidade do teste. Partindo-se 
do princípio de que é possível controlar esses problemas, a determi- 
nação de um ponto final (CBM) pode ser feita com base nos crité- 
rios de rejeição publicados por Pearson et al. (1980). Todavia, como a 
tolerância é definida por uma taxa retardada de destruição, o método 
mais confiável para sua detecção é um estudo simplificado de tempo- 
-destruição do organismo, comparando-se a quantidade de bactérias 
que permanecem viáveis após 5 a 6 horas de incubação em presença 
de uma concentração de antibióticos equivalente a 4 a 8 vezes a CIM, 
com a quantidade de bactérias presentes nas leituras de 2 horas e de 
marco-zero (Handwerger, 1985; Sherris, 1986). 

Considerando-se todos os problemas biológicos e técnicos associa- 
dos ao teste bactericida e à definição da tolerância, não surpreende que 
seja tão difícil interpretar os estudos clínicos publicados sobre infec- 
ções causadas por organismos supostamente “tolerantes”. Isso é váli- 
do especialmente para as infecções por estafilococos, em que as vari- 
áveis técnicas produzem consequências importantes (Handwerger, 
1985). Por esses motivos, a maioria dos laboratórios não determina as 
CBMs dos antibióticos ativos contra parede celular para estafilococos. 


Existem dados oriundos de estudos sobre endocardite estreptocó- 
cica experimentalmente induzida em animais, sugerindo que a peni- 
cilina pode ser menos efetiva contra infecções causadas por cepas 
tolerantes do que contra aquelas produzidas por cepas não tolerantes 
(Handwerger, 1985; Wilson, 1985). Todavia, há pouca informação 
acerca da importância clínica dessas cepas (Wilson, 1985). Handwerger 
e Tomasz (Handwerger, 1985) especulam que as bactérias não tole- 
rantes podem manifestar uma resposta fenotipicamente tolerante nas 
lesões endocárdicas, devido a sua elevada densidade, atividade meta- 
bólica reduzida e taxa de crescimento lento em vegetações. Como 
algumas cepas de estreptococos viridans são resistentes (CIM 2 4 ug/ 
mL) à penicilina, certamente torna-se necessário determinar a CIM 
para estreptococos viridans isolados de pacientes com endocardite ou 
outras infecções que envolvam risco de morte. Considerando-se que 
os pacientes com endocardite causada por estreptococos viridans tole- 
rantes podem correr maior risco de morte, bem como requerer 4 a 6 
semanas de terapia com penicilina e aminoglicosídeo (Wilson, 1985), 
talvez seja razoável determinar a CBM dessas cepas. 


Estudos de taxa de destruição 


A determinação da taxa de destruição promovida por uma anti- 
biótico constitui o melhor método para determinar tanto a tolerân- 
cia quanto a sinergia (ou antagonismo) de dois ou mais antibióticos. 
Além disso, a atividade bactericida, em vez da atividade bacteriostáti- 
ca, parece ser um requisito para a terapia contra meningite bacteria- 
na (Sande, 1981). No caso da meningite por bacilos Gram-negativos 
(exceto H. influenzae), as CBMs das cefalosporinas podem apresen- 
tar fraca correlação com o resultado, contrastando com os resultados 
dos estudos de taxa tempo-destruição de 6 horas (Eng, 1987). Dessa 
forma, os estudos de tempo-destruição de agentes antimicrobianos, 
sejam isolados ou combinados, podem ser mais preditivos do resul- 
tado do que as CBMs nos casos em que a terapia bactericida se faz 
necessária para a cura do paciente (Bayer, 1985; Drake, 1985; Eng, 
1987). Os resultados dos estudos de combinação com adoção do 
método de tempo-destruição também apresentam melhor correlação 
com os resultados dos estudos de combinação que utilizam modelos 
experimentais de infecção em animais, em comparação aos resultados 
desses mesmos estudos obtidos pelo método do tabuleiro de damas 
(checkerboard) (Bayer, 1985). Mais uma vez, talvez isso ocorra porque 
o ponto final do método do tabuleiro de damas é determinado em 
18 a 24 horas, o qual corresponde à extremidade menos acurada da 
curva de destruição (Sherris, 1986). Nos estudos de taxa de destrui- 
ção, são feitas culturas quantitativas a intervalos variados (p. ex., 0, 4, 
8, 12 e 24 horas) após a inoculação do meio que contém antibiótico. 
A atividade bactericida é definida como uma destruição de 99,9% do 
inóculo final, determinada pela detecção de uma redução mínima de 
3 log,, do número de CFU/mL na curva plotada de tempo-destrui- 
ção (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1999b). 
Quando os agentes antimicrobianos são testados em combinação, 
costuma-se definir a sinergia pela redução minima de 2 logy do 
número de CFU/mL entre a combinação e seu constituinte mais ativo, 
considerando-se que ao menos um dos constituintes não afeta a curva 
de crescimento do organismo testado quando utilizado isoladamen- 
te. No caso dos enterococos, essa exigência não impõe dificuldades, 
pois as concentrações clinicamente viáveis de penicilinas ou amino- 
glicosídeos não são bactericidas. Entretanto, esse requerimento pode 
acarretar problemas em testes de outros microrganismos, que podem 
ser suscetíveis a cada agente antimicrobiano integrante da combina- 
ção. Em último caso, é possível afirmar que há sinergia apenas diante 
de uma redução minima de 2 log,, do número de CFU/mL entre a 
combinação dois a dois de cada antimicrobiano presente em concen- 
trações equivalentes a 1/4 de suas respectivas CBMs, em comparação 
ao constituinte mais ativo isoladamente em concentração equivalente 
à metade de sua CBM (Hallander, 1982). 

Assim como nas determinações de CBM, o transporte de agentes 
antimicrobianos para as subculturas quantitativas é problemático. 
Sua solução requer a inativação de qualquer agente antimicrobiano 
eventualmente presente, ou que as amostras removidas para subcul- 
tura sejam suficientemente diluídas para que, se possível, esses efei- 
tos de transporte sejam eliminados. Ê possível determinar se houve 
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transporte, em particular diante de concentrações de teste equiva- 
lentes a pelo menos 16 vezes a CIM, aplicando-se alíquotas de 10 a 
100 uL de uma subcultura diluída em faixas ao longo de uma super- 
fície de ágar e, após um período de absorção de 20 minutos, aplican- 
do-se o organismo testado em faixas por toda a superfície de ágar 
para se observar se o crescimento é inibido no local onde foi feita 
a aplicação inicial de uma faixa após uma incubação de 24 horas 
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1999b). 
Outro problema que pode complicar a interpretação dos estudos de 
destruição-tempo é a repetição do crescimento entre 6 a 8 horas e 
24 horas de incubação do teste. Nesses casos, convém determinar 
se houve inativação antimicrobiana ou se a incubação prolongada 
selecionou uma subpopulação resistente. Pela determinação da CIM 
à O hora e às 24 horas contra uma cepa de referência da American 
Type Culture Collection (ATCC), é possível inferir se houve inati- 
vação do antibiótico, caso a CIM seja no momento zero acentuada- 
mente maior do que em 24 horas (National Committee for Clinical 
Laboratory Standards, 1999b). 


Teste bactericida sorológico 


O principal objetivo do teste bactericida sorológico consiste em 
determinar a atividade de um ou mais agentes antimicrobianos pre- 
sentes no soro contra um organismo isolado do paciente. Pela intro- 
dução de várias modificações, é possível determinar a atividade bac- 
tericida em relação à CBM (título bactericida sérico), a taxa ao longo 


do tempo (taxa bactericida sérica) ou a magnitude e a duração da 
atividade bactericida (National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 1999a). Na prática, o pico e os níveis basais dos títulos bac- 
tericidas séricos podem ser mais facilmente determinados. Para tanto, 
é obtida uma amostra de soro do paciente no momento previsto em 
que são atingidos os níveis de pico e/ou basais dos agentes antimi- 
crobianos administrados ao paciente. Em seguida, a amostra de soro 
é diluída em caldo, pool de soros humanos ou em uma mistura de 
ambos que seja suplementada com cátions (quando se testam amino- 
glicosídeos ou fluoroquinolonas contra P. aeruginosa). Uma suspen- 
são padronizada do organismo é então adicionada às diluições seria- 
das do soro, e os tubos são incubados de um dia para o outro a 35°C. 
O título inibitório sérico corresponde à maior diluição do soro que 
inibe visivelmente o crescimento do organismo. Subculturas podem 
ser feitas a partir de cada tubo que contém soro diluído sem cresci- 
mento aparente, a fim de se determinar a maior diluição de soro com 
atividade bactericida para teste do organismo. 

Embora haja muita controvérsia acerca do valor clínico do teste 
bactericida sorológico, deveria ser evidente que todos os aspectos téc- 
nicos envolvidos no teste bactericida também estão envolvidos nesse 
teste. Além disso, o teste bactericida sorológico envolve duas variáveis 
extras: (1) o tempo de coleta do sangue e (2) o tipo de diluente (1. é., 
caldo, soro ou uma combinação de ambos) utilizado no teste. Mais 
uma vez, devido às variações metodológicas e às variáveis técnicas que 
afetam esses testes, pode ser difícil estabelecer uma correlação entre 
títulos bactericidas específicos e o resultado da terapia. 
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Leptospira 


CO PONTOS-CHAVE 
e Embora existam algumas exceções e variações, as 


doenças humanas causadas por espiroquetas estão 
tipicamente associadas a uma história natural, com manifestações 
clínicas sequenciais que refletem três fenômenos gerais: (a) 
proliferação de microrganismos iniciais no sítio de inoculação; (b) 
espiroquetemia com disseminação sistêmica; (c) persistência de um 
pequeno número de micróbios em vários sítios. 


e Se por um lado ha casos em que é possível detectar diretamente as 
espiroquetas causadoras de doença humana (cultura microbiológica, 
microscopia, amplificação genômica etc.), por outro, é mais 
frequente estabelecer o diagnóstico com base na demonstração de 
uma resposta sorológica do paciente ao agente agressor. 


e A sífilis venérea é uma doença sexualmente transmissível 
e causada pela espiroqueta Treponema pallidum (subespécie 


pallidum). 

e Nos estágios iniciais da doença, a sífilis venérea pode ser 
diagnosticada por meio da visualização direta por microscopia. 

e A detecção sorológica da sífilis — sem dúvida o modo mais 
comum de diagnóstico — engloba métodos semiquantitativos, que 
determinam a concentração de anticorpos ki contra varias 
lipoproteínas, e métodos qualitativos, que medem a concentração de 
anticorpos dirigidos contra antígenos treponema-específicos. 

e Framboesia (bouba), sífilis endêmica (bejel) e pinta não são 
doenças sexualmente transmissíveis, sendo endêmicas em diversas 
regiões tropicais e do Oriente Médio. Os agentes causadores são, 
pa i T. pallidum (subespécie pertenue), T. pallidum 
(subespécie endemicum) e T. carateum. 


e O provável diagnóstico das treponematoses endêmicas por 
vezes pode ser estabelecido com base em dados clínicos e 
epidemiológicos. Entretanto, assim como para a sífilis venérea, foi 
demonstrado que as técnicas sorológicas e de microscopia direta 
podem ser úteis. 


e A doença mais comumente transmitida por carrapatos na América 
do Norte e na Europa — a doença de Lyme — é causada por Borrelia 
garinii e Borrelia afzelii. 


e Quando se trata da doença de Lyme, as principais manifestações 
clínicas são eritema migratório (doença localizada de fase inicial), 

neuroborreliose (doença disseminada de fase inicial ou doença de 
estágio tardio) e/ou artrite de Lyme (doença de estágio tardio). 


e Como nenhum teste laboratorial isolado apresenta desempenho 
satisfatório em todos os possíveis cenários clínicos, o diagnóstico 
da doença de Lyme deve se basear em uma combinação de (a) 
características clínico-epidemiológicas; (b) resposta sorológica 

do paciente (medida por ELISA/IFA e imunoblot); (c) evidências 
moleculares: ou (d) resultados de cultura. 

e A febre recidivante epidêmica transmitida por piolhos apresenta 
distribuição mundial e é causada por Borrelia recurrentis. 
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e A febre recidivante epidêmica, transmitida por carrapatos, 
apresenta distribuição geográfica restrita e é causada por várias 
espécies de Borrelia, incluindo Borrelia hermsii e Borrelia turicatae. 
e O início agudo com febre alta e sintomas constitucionais, bem 
como os cos subsequentes de evanescência e recrudescência, 
são observados com frequência em ambas as formas de febre 
recidivante. 

e O diagnóstico da febre recidivante é mais frequentemente 
estabelecido por meio da demonstração das espiroquetas em 
esfregaços de sangue periférico corados pela técnica de Giemsa. 

e Uma das doenças zoonóticas mais comuns e de ocorrência 
mundial — a leptospirose — é causada por diversas variantes 
sorológicas de diferentes espécies do gênero Leptospira. 

e Embora a leptospirose frequentemente seja uma condição 
subclínica ou Aranda e semelhante a gripe, uma pequena proporção 
dos pacientes desenvolve sintomas constitucionais além de 

doença gastrintestinal/hepática, meningite, insuficiência renal e/ou 
miocardite (também denominada doença de Weil). 

e Enquanto se Tp pode ser cultivada in vitro, o diagnóstico 
é comumente estabelecido por meio da demonstração da 
soroconversão. 

e Brachyspira aalborgi e Brachyspira pilosicoli estão presentes e 
foram isoladas a partir do cólon de indivíduos com diarreia, cuja 
etiologia, no entanto, não havia sido firmemente estabelecida. A 
demonstração das espiroquetas ao longo das margens constituídas 
de células epiteliais colônicas por microscopia de rotina para 
imuno-histoquímica ou hibridização in situ de biópsias é mais 
utilizada do que as culturas e os ensaios de amplificação genômica. 


As espiroquetas são bactérias delgadas que apresentam forma espi- 
ral, cujas hélices realizam uma ou mais rotações completas. São Gram- 
negativas, contudo, somente podem ser visualizadas por microscopia 
de campo escuro ou de fase, em cortes de tecido preparados por téc- 
nicas de impregnação com prata e coloração imuno-histoquímica. 
Realizam movimentos semelhantes ao de um saca-rolhas, possibilitados 
por organelas similares a flagelos, denominadas fibrilas periplásmicas 
ou filamentos axiais, que ficam presas próximo aos polos da bactéria. 
Apesar de existirem muitas espécies comensais e não patogênicas de 
espiroquetas, a doença humana é limitada a infecções produzidas por 
espécies de três gêneros: Treponema, Borrelia e Leptospira. Bem distintas 
do ponto de vista epidemiológico, as espiroquetas pertencentes a esses 
gêneros apresentam numerosas similaridades patogênicas e, consequen- 
temente, clínicas em termos de aquisição por seres humanos (Schmid, 
1989). Além disso, bactérias espiroqueta-símile, como Spirillum minor e 
Anaerobiospirillum succiniciproducens, foram implicadas como doenças 
humanas. Embora as espécies de Brachyspira tenham sido associadas a 
síndromes gastrintestinais, a atribuição da causa dessas condições a essas 
bactérias ainda não é universalmente aceita. 


Treponema 


O gênero Treponema contém duas espécies causadoras de doença 
em seres humanos. Treponema palhdum está dividido em três subes- 
pécies, cada uma das quais constitui um agente etiológico de uma 
entidade clínica distinta: pallidum, pertenue e endemicum. Essas subes- 
pécies são agentes etiológicos, respectivamente, da sífilis venérea, 
framboesia e sífilis endêmica (bejel). A pinta é causada pela segunda 
espécie patogênica: Treponema carateum. 


Treponemiases clássicas 
Sífilis 
Descrição 

T. pallidum (subespécie pallidum), o agente etiológico da sífilis 
venérea, é uma espiroqueta delgada (0,2 um), medindo 6 a 20 um 
de comprimento e com 10 a 13 espirais. A espiroqueta realiza movi- 
mentos semelhantes aos de um saca-rolhas, com uma flexão central 
ondulante. É destruída de forma imediata por calor, frio, dessecação, 
desinfetantes e alterações osmóticas. 


Epidemiologia 

O homem é o único reservatório natural de T. pallidum (subespécie 
pallidum). A transmissão se dá pelo contato direto com as lesões ati- 
vas, primariamente por meio do contato sexual. A probabilidade de 
um indivíduo infectado transmitir a doença a seu parceiro é de aproxi- 
madamente 30 a 50% (Larsen, 1995). Alternativamente, a transmissão 
vertical através da placenta — o segundo modo de infecção mais comum 
— pode ocorrer quando uma mulher com infecção latente engravida ou 
se uma mulher grávida for infectada (Wicher, 2001). Ainda que bem 
menos frequente, a infecção pode ser transmitida por contato não sexu- 
al com as lesões ativas, transfusão de produtos do sangue frescos oriun- 
dos de indivíduo infectado (os organismos não sobrevivem por mais de 
24 a 48 horas sob as condições de armazenamento do banco de sangue), 
picada de agulha acidental ou manuseio de amostras no laboratório. 

A incidência da sífilis venérea nos Estados Unidos sofreu uma queda 
dramática em decorrência do advento da penicilina, após a II Guerra 
Mundial. A incidência dessa doença permaneceu em níveis estáveis 
até a década de 1980, quando sua prevalência aumentou prova- 
velmente em virtude da associação entre a intensificação do uso de 
drogas e a promiscuidade sexual em certas populações. Enquanto a 
prevalência global da sífilis continua bastante variável (Gerbase, 1998; 
Peeling, 2004), nos Estados Unidos observou-se um declínio contí- 
nuo das taxas de infecção entre mulheres em idade fértil ao longo da 
década de 1990. Esse declínio ocorreu em paralelo a uma diminui- 
ção comparável da incidência de sífilis (Centers for Disease Control 
and Prevention, 2003, 2004a). Apesar do estabelecimento do National 
Plan to Eliminate Syphilis (Plano Nacional para Eliminação da Sífilis) 
nos Estados Unidos (Centers for Disease Control and Prevention, 
1999), a incidência da doença entre homens homossexuais continua a 
aumentar (Centers for Disease Control and Prevention, 2003). 


Patogênese e patologia 

T. palhdum (subespécie pallidum) penetra a membrana mucosa intac- 
ta ou ganha acesso aos tecidos através da pele esfolada. Em seguida, mul- 
tiplica-se no sítio de entrada e entra nos sistemas linfático e circulatório, 
a partir dos quais se dissemina por todo o corpo. Em animais de labora- 
tório, foram produzidas infecções com no mínimo quatro espiroquetas 
(Cumberland, 1949). As lesões clínicas aparecem quando se forma uma 
massa crítica de organismos localmente (= 10’ espiroquetas). Portanto, o 
período de incubação está diretamente relacionado ao tamanho do inó- 
culo inicial e pode variar de 3 dias a 3 meses (Magnuson, 1956). 

A resposta imunológica ao T. pallidum (subespécie pallidum) é 
influenciada pela estrutura da bactéria. A membrana externa consiste 
em uma bicamada fosfolipídica contendo alguns antígenos proteicos 
demonstráveis. O mais importante desses antígenos, em termos de 
resposta imune do hospedeiro, é a lipoproteína localizada junto ao 
espaço periplásmico (Chamberlain, 1989; Cox, 1992; Salazar, 2002). A 
bactéria parece ser capaz de se autorrevestir com proteínas do hospe- 
deiro. O efeito líquido é o retardo da resposta humoral e consequente 
perda de sua efetividade, uma vez que as espiroquetas são encontradas 


em locais extravasculares no momento da produção de anticorpos. 
Além disso, foi demonstrado em modelos de experimentação ani- 
mal que a resposta imune celular sofre modulação negativa na sífilis, 
mesmo diante da resposta humoral inefetiva (Fitzgerald, 1992). 

Uma resposta imune retardada e enfraquecida permite que o T. 
pallidum (subespécie pallidum) se dissemine e produza uma infecção 
crônica. O curso da sífilis pode ser dividido em estágios previsíveis. O 
primeiro estágio é o desenvolvimento de um cancro e ocorre em média 
após 3 semanas de infecção, ainda que nem todos os pacientes desen- 
volvam uma lesão primária. Em certos casos, por sua natureza indolor, 
a lesão passa desapercebida. Cicatrizando em 2 a 8 semanas, o cancro 
dá lugar ao estágio secundário. Observado em média após 6 semanas 
(intervalo de 2 a 12 semanas) da inoculação, esse estágio é caracteriza- 
do pela ampla disseminação via circulação sanguínea, bem como pelo 
desenvolvimento de envolvimento mucocutâneo e de órgãos acompa- 
nhado da manifestação de sintomas constitucionais. O estágio secun- 
dário é finalizado e a infecção, então, entra em um período de latência, 
em que o paciente não apresenta nenhuma manifestação da infecção. 
Os primeiros 4 anos do período de latência constituem a fase inicial, 
em que pode haver recidivas. A maioria dos casos de recidiva ocor- 
re no primeiro ano do período, após o qual começa a fase de latência 
tardia, quando não há recidivas. Decorridos 10 a 25 anos do término 
do primeiro estágio, 1/3 dos pacientes não tratados desenvolve sífilis 
terciária, que constitui a manifestação mais séria e afeta o sistema car- 
diovascular e o sistema nervoso central (SNC). 

Seja qual for o órgão envolvido ou o estágio da doença, a característica 
histológica marcante da sífilis é uma endarterite obliterativa, que apre- 
senta uma concêntrica proliferação endotelial e fibroblástica associada a 
um infiltrado de células mononucleares rica em plasmócitos. A endarte- 
rite resulta da ligação das espiroquetas às células endoteliais mediada por 
moléculas de fibronectina fixas à superfície bacteriana (Thomas, 1986). 
É possível demonstrar a presença dos treponemas nos tecidos ao se utili- 
zarem as técnicas de impregnação com prata e coloração por imuno-his- 
toquímica. Com a evolução da doença, tanto a infiltração de plasmócitos 
quanto a concentração de treponemas diminuem de intensidade. 

A recente elucidação da sequência genômica completa de T. palhdum 
(subespécie pallidum) pode fornecer uma noção acerca da patogênese 
desse organismo (Fraser, 1998). Por exemplo, os pesquisadores já são 
capazes de constatar a ausência de diversas vias enzimáticas em parti- 
cular, que são tipicamente encontradas em outras bactérias patogênicas 
cultiváveis. Um achado particularmente interessante foi uma série de 
genes duplicados, denominados repetições de T. pallidum (tprA-tprL), 
codificadores de proteínas de membrana homólogas que podem com- 
prometer os mecanismos de variabilidade antigênica e escape imunoló- 
gico (Centurion-Lara, 1999). Seus papéis como tal, bem como a loca- 
lização celular putativa, contudo, permanecem vagos (Hazlett, 2001). 
Mesmo assim, como até agora foram atribuídas ou extrapoladas funções 
para apenas cerca de 2/3 das proteínas codificadas pelos 1.041 quadros 
de leitura abertos (Singh, 1999), ainda resta muito trabalho a ser feito. 


Manifestações clínicas 

A sífilis é uma infecção crônica com múltiplas expressões, relacio- 
nadas sobretudo ao estágio em que se manifestam. O cancro primário 
é por característica ulcerado, com bordas salientes e firmes, uma base 
lisa e uma notável ausência de exsudação e de dor. Embora os cancros 
em geral sejam únicos, até 1/3 dos pacientes pode apresentar múlti- 
plos cancros. Pacientes com infecção prévia podem apresentar lesões 
atípicas, como uma pequena pápula, ou talvez nem mesmo desenvol- 
vam uma lesão. Alguns pacientes apresentam linfadenopatia regional, 
em que os linfonodos se tornam moderadamente aumentados, com 
aspecto semelhante a uma borracha e sem supuração. 

A disseminação dessa infecção primária resulta no estágio secun- 
dário, quando os pacientes apresentam sinais e sintomas de doença 
sistêmica. Mais de 90% dos indivíduos com a doença desenvolvem 
erupções que inicialmente surgem no tronco e nos membros (embo- 
ra possa haver envolvimento de qualquer superfície corporal) como 
pequenas máculas, e progridem para pápulas e, às vezes, pústulas no 
decorrer de algumas semanas. O aparecimento das erupções nas pal- 
mas das mãos e nas solas dos pés é um evento típico. O alargamento 
e a coalescência das pápulas produzem placas pálidas de condilomas 
planos. Aproximadamente o mesmo percentual (90%) de pacientes 
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apresenta linfadenopatia generalizada, sendo que 3/4 desenvolvem 
febre, mal-estar, anorexia, artralgia, faringite e perda de peso. Placas 
mucosas são observadas em até 1/3 dos casos. Cerca de 40% dos 
pacientes desenvolvem sintomas do SNC, embora 1 a 2% apresentem 
meningite asséptica (Lukehart, 1988). O restante apresenta dor de 
cabeça e meningismo, uveíte, perda auditiva neurossensorial e envol- 
vimento do nervo craniano. 

A destruição tecidual que ocorre na sífilis torna-se evidente em 10a 25 
anos após a infecção primária. A sífilis cardiovascular resulta do enfra- 
quecimento da túnica média e produz um aneurisma na aorta ascen- 
dente, com insuficiência da válvula aórtica e estreitamento dos óstios da 
artéria coronária. As gomas sifiliticas (i. e., áreas de necrose gomatosa), 
cujo tamanho varia de microscópico ao de grandes tumores, em geral 
envolvem a pele, o sistema esquelético e os tecidos mucocutâneos, toda- 
via podem afetar qualquer órgão. Tanto a sífilis cardiovascular como 
as gomas se tornaram bem menos frequentes após o advento do tra- 
tamento antibiótico. Em contraste, como os antibióticos muitas vezes 
são administrados em doses insuficientes para atravessar a barreira 
hematoencefálica em concentrações bactericidas, ainda ocorrem casos 
de neurossífilis com certa frequência (Mohr, 1976; Greene, 1980). Essa 
manifestação da sífilis é classificada como meningovascular ou paren- 
quimatosa, embora seja comum haver certo grau de sobreposição. 

A sífilis meningovascular ocorre em 5 a 10 anos após a infecção ini- 
cial e se apresenta clinicamente como convulsões, derrame e afasia. 
Pequenos infartos múltiplos, em virtude da característica endarterite 
no SNC, constituem a etiologia dessa variante. A neurossífilis paren- 
quimatosa, que ocorre em 15 a 30 anos após a infecção inicial, é um 
processo degenerativo com perda de neurônios e de tratos mieliniza- 
dos, e consequentes manifestações neurológicas e psiquiátricas com- 
plexas, que incluem paresia geral, tabes dorsal e anormalidades pupila- 
res. Alguns pacientes não apresentam nenhum sinal ou sintoma clíni- 
co, contudo exibem anomalias no líquido cerebrospinal (LCE), como 
pleocitose, aumento da concentração proteica, reatividade no teste do 
Venereal Disease Research Laboratory (VDRL), ou anticorpos contra 
T. pallidum, indicativos de infecção no SNC. Os pacientes foram des- 
critos como tendo “neurossífilis assintomática” (Tramont, 2000). 

A sífilis congênita também possui duas apresentações clínicas dis- 
tintas: uma forma inicial infantil e uma forma tardia que ocorre após 
um período de latência de 5 a 30 anos. Apesar de não ser mais aceita a 
teoria tradicional de que a infecção do feto ocorre apenas no segundo 
trimestre da gestação, a sífilis congênita é mais frequentemente uma 
causa de aborto precoce do que de aborto tardio (Harter, 1976; Blanc, 
1981). A funisite necrotizante (ou inflamação do cordão umbilical) é 
característica da sífilis congênita, embora esteja tipicamente presente 
somente em casos mais graves. Na forma infantil, uma erupção difusa 
com formação de crosta na pele e osteocondrite, além de periostite são 
características. Entretanto, recém-nascidos afetados podem ser assin- 
tomáticos (Dorfman, 1990; Ikeda, 1990). Também há fibrose difusa 
no fígado (fígado lobado) e nos pulmões (pneumonia alba). Após um 
período de latência, a forma tardia se manifesta na infância ou na fase 
adulta, por meio de uma variedade de sinais e sintomas. Entretanto, 
é clássico observar a tríade constituída por ceratite intersticial, den- 
tes de Hutchinson e surdez do oitavo nervo. Também observa-se com 
frequência periostite, tíbias em sabre e deformidade do nariz em sela. 

A sífilis e a infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) 
são comumente observadas no mesmo paciente, pois ambas compar- 
tilham fatores de risco em comum. Alguns estudos examinaram essa 
associação e demonstraram que não há diferenças de estágio, quanto 
à apresentação clínica, entre pacientes com sífilis e síndrome da imu- 
nodeficiência adquirida (AIDS) concomitante e aqueles sem AIDS 
(Hutchinson, 1991; Gourevitch, 1993). Ainda é discutido se a AIDS 
exerce algum efeito sobre o curso clínico da sífilis primária e secundá- 
ria. Certos especialistas mencionam uma predileção pela infecção que 
se manifesta por meio de erupções atípicas e mais severas, sintomas 
constitucionais mais fortes e um curso mais maligno em pacientes 
com AIDS (Tramont, 2000; Collis, 2001). Outros, contudo, inclusi- 
ve um estudo prospectivo, apontam a existência de poucas diferenças 
em termos de manifestações clínicas entre pacientes com e sem AIDS 
(Hutchinson, 1991; Musher, 1990; Rolfs, 1997). Além disso, ape- 
sar de ter sido proposto que pacientes com AIDS e sífilis ao mesmo 
tempo são mais propensos ao desenvolvimento de neurossifilis — além 


de desenvolvê-la mais rapidamente — do que os pacientes sem AIDS 
(Johns, 1987; Musher, 1990), trata-se de uma questão ainda contes- 
tada. Isso ocorre em virtude (a) das deficiências dos atuais critérios 
adotados para o diagnóstico da neurossífilis (Collis, 2001) e (b) da 
aparente falta de correlação entre a invasão do SNC pelos trepone- 
mas e o status da infecção pelo HIV (Lukehart, 1988). Um recente 
estudo prospectivo com o envolvimento de multicentros revelou ser 
mais provável que o teste de LCE sem treponemas continue positivo 
após a terapia de indivíduos infectados pelo HIV, em comparação aos 
pacientes não infectados pelo vírus (Marra, 2004). Entretanto, ainda 
falta demonstrar se essa evidência laboratorial de falha terapêutica 
de fato reflete uma potencial recidiva clínica ou é apenas uma pecu- 
liaridade imunológica exclusiva dessa população de pacientes. Ainda 
assim, pacientes com AIDS realmente apresentam maior incidência de 
envolvimento ocular, sendo que a uveíte anterior representa a mani- 
festação mais comum da infecção por T. pallidum (Tramont, 2000). 


Framboesia 


A framboesia (também denominada framboesia tropical, pian, 
parangi, paru, buba e bouba) é uma doença crônica causada por T. 
pallidum (subespécie pertenue). Essa doença aflige os habitantes das 
regiões tropicais desde a antiguidade e é prevalente nas áreas rurais 
dos países tropicais em que chove intensamente. Após um declínio 
durante os anos 1950, em decorrência de amplas campanhas de con- 
trole das treponematoses, a incidência da framboesia voltou a aumen- 
tar em algumas áreas (Engelkens, 1991a; Antal, 2002). 

Ela é contraída durante a infância, antes dos 15 anos de idade, por con- 
tato direto. Eventuais rupturas na pele permitem a entrada dos trepone- 
mas. As lesões iniciais geralmente aparecem, em média, após 3 semanas e 
não se desenvolvem durante vários meses. Uma ou mais pápulas surgem, 
com maior frequência nos membros inferiores, e ulceram ou evoluem 
para lesões papilomatosas. Numerosos treponemas são encontrados 
nessas lesões. A resolução frequentemente ocorre de forma espontânea, 
contudo podem haver recaídas que são precedidas de mal-estar, febre e 
linfadenopatia generalizada. Em seguida, é comum aparecerem lesões 
cutâneas disseminadas. A maioria dos pacientes entra em um período de 
latência, em que não há manifestação de sinais ou sintomas clínicos evi- 
dentes. Na maioria dos casos, a doença não exibe novas manifestações. 
Entretanto, cerca de 10% dos pacientes desenvolvem uma framboesia 
tardia, que está associada ao aparecimento de lesões destrutivas irrever- 
síveis nos ossos, nas cartilagens, nos tecidos moles e na pele (Engelkens, 
1991a; Antal, 2002). Há relatos da ocorrência de lesões cardiovasculares e 
no SNC similares àquelas observadas na sífilis (Roman, 1986). 


Sífilis endêmica 

A sífilis endêmica (bejel) é uma infecção crônica não venérea decor- 
rente da infecção por T. pallidum (subespécie endemicum). Trata-se 
de uma doença antiga e, embora não seja tão disseminada quanto era 
no passado, ainda ocorre no Oriente Médio e na África, em regiões de 
clima quente e seco. Na África saheliana, a prevalência da doença tem 
aumentado (Engelkens, 1991b). 

O bejel é transmitido por meio do contato direto com as lesões ativas 
e com dedos e utensílios (utilizados para comer ou beber) contamina- 
dos. Nas áreas afetadas, é comum a população viver sob condições de 
superlotação e falta de higiene. Crianças com 2 a 15 anos de idade são 
primariamente infectadas, embora a doença possa ocorrer entre adul- 
tos pertencentes à mesma família. Adultos que não contraíram a doen- 
ça durante a infância podem ser infectados por seus filhos. 

O inóculo é pequeno e as lesões primárias da sífilis endêmica em fase 
inicial, mais frequentes na mucosa orofaríngea, por vezes não são apa- 
rentes. As manifestações clínicas iniciais da doença com frequência per- 
tencem ao estágio secundário, apresentando placas mucosas, condiloma 
plano, estomatite angular, linfadenopatia generalizada e osteoperiostite 
dolorosa. Na sequência, há um período de latência cuja duração é variá- 
vel. O estágio tardio é caracterizado por destruição tecidual da pele, dos 
ossos e das cartilagens, com predileção pelo nariz e palato (conhecida 
como gangosa) e, às vezes, envolvimento laríngeo. 


Pinta 
A pinta (carate, mal de pinto, azul) é causada pela infecção com T. 
carateum. A doença é endêmica nas áreas rurais dos países tropicais 


das Américas Central e do Sul, e recentemente, voltou a ocorrer no 
México e na Colômbia — dois países onde havia sido erradicada na 
década de 1950 (Engelkens, 1991). Crianças com menos de 5 anos de 
idade são primariamente infectadas. Acredita-se que a inoculação se 
dá pela pele ou por contato com membranas mucosas, sem ser vené- 
rea. É difícil caracterizar a patogênese da doença, uma vez que, dife- 
rente das demais treponematoses patogênicas para o homem, não há 
nenhum modelo de experimentação animal disponível e o treponema 
não pode ser mantido em cultura. 

Embora seja semelhante a outras treponemíases que apresen- 
tam estágios inicial e tardio, na pinta os estágios se sobrepõem com 
frequência. Após algumas semanas ou alguns meses, uma pápula ou 
placa primária se desenvolve no sítio de inoculação, acompanhada ou 
não de linfadenopatia localizada. A lesão primária finda e, meses ou 
anos mais tarde, aparecem lesões secundárias disseminadas (ou pín- 
tides) que parecem placas psoriformes escamosas, persistem durante 
longos períodos ou somem e reaparecem. Na pinta tardia, as lesões 
apresentam hipopigmentação e atrofia cutânea ou hiperceratose que 
podem persistir ao longo de toda a vida do paciente. A pele parece ser 
o único órgão afetado por essa doença (Antal, 2002). 


Diagnóstico laboratorial das treponematoses 


Como os agentes etiológicos das treponematoses humanas não 
podem ser isolados por meio de métodos de cultivo de rotina, sua 
detecção é feita pela visualização direta dos organismos em material 
oriundo das lesões, ou indiretamente, com a utilização de métodos 
imunológicos. Cada estágio das treponematoses requer uma modali- 
dade de teste particular. Nos estágios iniciais, quando as lesões estão 
presentes, utiliza-se microscopia direta. Nos estágios posteriores, são 
empregados testes sorológicos. Testes não treponêmico inespecifi- 
cos são utilizados para fins de confirmação. É importante notar que 
nenhum desses testes laboratoriais habitualmente utilizados é capaz de 
distinguir as espécies intimamente relacionadas das subespécies de tre- 
ponemas patogênicos, sendo que a diferenciação deve ter base clínica 
e epidemiológica. 


Microscopia de campo escuro 

Quando é possível obter amostras diretamente das lesões, como na 
sífilis primária, secundária ou congênita inicial (cancros, placas muco- 
sas ou condiloma plano), a lesão deve ser limpa com água estéril (sem 
sabão nem antisséptico) e, então, delicadamente raspada. Aplica-se 
pressão, de modo a provocar o acúmulo de exsudato na lesão. Uma 
gota de líquido é transferida para uma lâmina e coberta com uma 
lamínula. A amostra deve ser examinada imediatamente, pois é neces- 
sário visualizar a motilidade para estabelecer a identificação definiti- 
va. Como são delgados, os treponemas não podem ser visualizados 
por microscopia de luz convencional. Isso requer microscopia de 
campo escuro, em que um condensador faz os raios luminosos inci- 
direm sobre os treponemas em ângulo oblíquo. Em consequência, os 
treponemas refletem a luz incidente e são vistos como objetos bri- 
lhantes contra um fundo escuro. O exame em campo escuro pode 
resultar positivo várias semanas antes da obtenção de um teste soro- 
lógico positivo, e apresentar uma sensibilidade de 80% no diagnósti- 
co da sífilis (Larsen, 1995). Em virtude da possibilidade de confusão 
com os treponemas comensais existentes na boca, o uso dessa técnica 
não é recomendado para avaliação de lesões orais. Além disso, exis- 
tem três espécies de Treponema que habitam normalmente a região 
genital (Treponema phagedensis, Treponema refringens e Treponema 
minutum) e podem ser confundidos com T. pallidum ao exame em 
campo escuro. À limpeza cuidadosa da área é importante para reduzir 
a probabilidade de ocorrência da confusão. 


Microscopia de fluorescência 

Anticorpos marcados com isotiocianato de fluoresceína (FITC) 
específicos para T. pallidum podem ser utilizados para detecção dire- 
ta de treponemas nas lesões, evidenciando a necessidade de observar 
a motilidade das bactérias. O teste é aplicável ao exame de amostra 
de líquido tecidual transferida para uma lâmina, seca e fixada (anti- 
corpo fluorescente direto [AFD-TP]), ou de cortes de tecido parafi- 
nizados (teste tecidual de anticorpo fluorescente direto [AFDT-TP]). 
Atualmente, existem anticorpos monoclonais comercializados que 


podem ser utilizados nos testes, substituindo os anticorpos policlonais 
absorvidos de Reiter utilizados no passado e menos específicos, que 
eram obtidos de coelhos e seres humanos sifilíticos. Quando empre- 
gados para examinar líquidos oriundos de lesões frescas, tanto o AFD- 
TP como o AFDT-TP apresentam uma sensibilidade aproximada de 
100%, em comparação ao método de Stiener de impregnação com 
prata, para casos de sífilis congênita (Larsen, 1995). Como esses tes- 
tes são específicos para treponemas patogênicos, são preferidos para o 
exame de lesões orais. 


Microscopia de imuno-histoquímica 

De modo semelhante aos princípios da microscopia de fluorescên- 
cia, anticorpos mono e policlonais específicos para espiroquetas, tre- 
ponemas ou T. pallidum têm sido utilizados pelos patologistas para 
detecção desses organismos em tecidos parafinizados (Guarner, 2000; 
Hoang, 2004). Em contraste com a imunofluorescéncia, todavia, a 
imuno-histoquímica dispensa o uso de microscópios de fluorescên- 
cia caros. Com essa técnica, os anticorpos antitreponema ligados às 
espiroquetas presentes nos cortes teciduais são detectados após uma 
série de reações imunológicas, que tipicamente envolvem um conju- 
gado antiglobulina biotinilado espécie-específico seguido da adição 
de um complexo estreptavidina enzima-conjugado. Após a interação 
da enzima com o substrato cromogênico apropriado, os organismos 
(quando presentes) são evidenciados contra um fundo claro de con- 
tracoloração. Isso permite detectar facilmente bactérias raras e confere 
capacidade de localização histológica. Há relatos de que esse procedi- 
mento apresenta melhor sensibilidade e especificidade quando com- 
parado à técnica de impregnação com prata para detecção de trepone- 
mas. No entanto, depende bastante da fonte de anticorpos primários. 


Testes sorológicos não treponêmicos 

Os ensaios não treponêmicos identificam a presença de anticorpos 
dirigidos contra as lipoproteínas oriundas de células danificadas e 
contra a cardiolipina dos treponemas. Por isso, são ensaios inespecifi- 
cos para Treponema. Eles são empregados na triagem da doença, bem 
como no monitoramento de seu curso após o tratamento. Os testes 
padrão incluem lâmina de reagina VDRL, cartão circular de reagina 
plasmática rápida (RPR), reagina sérica não aquecida (USR, unhea- 
ted serum reagin) e soro não aquecido com vermelho de toluidina 
(TRUST, toluidine red unheated serum). Um ensaio imunossorvente 
ligado à enzima (ELISA) também foi aprovado para uso pela United 
States Food and Drug Administration (FDA), embora ainda não seja 
considerado um teste padrão (Larsen, 1998). Todos os testes utilizam 
um antígeno fosfolipídico (cardiolipina) enriquecido com lecitina e 
colesterol em uma partícula coloidal. A floculação constitui o ponto 
final dos testes padrão, enquanto valores de absorbância são calculados 
por espectrofotometria no ELISA. Amostras de soro, em vez de plas- 
ma, são preferíveis para todos os testes, sendo que no VDRL o soro 
precisa ser aquecido para eliminação de reações inespecíficas. A adição 
de cloreto de colina à RPR e USR elimina a necessidade de aquecer a 
amostra. As reações antígeno-anticorpo no VDRL e USR são avalia- 
das ao microscópio, sob aumento de 100 vezes, sendo que a adição de 
carvão à RPR e de corante ao TRUST torna as reações macroscopica- 
mente visíveis. 

Os anticorpos detectados por esses testes em geral se desenvolvem 
em l a 4 semanas após o aparecimento do cancro primário. O momen- 
to em que as amostras são coletadas durante o estágio primário, por- 
tanto, pode afetar a sensibilidade. Os títulos aumentam, permanecem 
elevados durante o primeiro ano e, então, declinam gradualmente. O 
teste sofre uma reversão espontânea e se torna negativo em 25% dos 
pacientes. Eles podem fornecer resultados falso-negativos e falso-posi- 
tivos. Os resultados falso-negativos estão associados a títulos elevados 
de anticorpos (fenômeno prozona), que podem ser observados sobre- 
tudo na sífilis secundária. Essa situação pode ser resolvida se a amos- 
tra for diluída antes da realização do teste. Resultados falso-positivos 
ocorrem temporariamente em casos de doença aguda, como na hepa- 
tite ou em outras infecções virais e na gravidez. Os resultados podem 
ser crônicos diante de doenças do tecido conjuntivo (Larsen, 1995). 

Testes padrão positivos são titulados pela repetição dos testes utili- 
zando amostras diluídas 2 vezes. Todavia, esse aspecto constitui um dos 
principais inconvenientes do ELISA em formato provisório. Embora 
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esse teste permita analisar muitas amostras em um determinado inter- 
valo de tempo (throughput), a análise semiquantitativa com o emprego 
de diluições seriadas ainda não foi adequadamente avaliada para uso 
no ELISA. Os títulos considerados nos testes padrão são utilizados para 
determinar a eficácia do tratamento. Um tratamento adequado é evi- 
denciado por diminuições do título equivalentes a 4 vezes aos 12 meses 
na fase inicial da sífilis, e de 4 e 8 vezes, respectivamente, em 6 e 12 meses 
na sífilis tardia (Romanowski, 1991). Pacientes tratados na fase inicial 
da sífilis são mais propensos a reverterem para negatividade do que 
aqueles tratados na fase tardia da doença (Fiumara, 1980; Brown, 1985). 

A triagem de certas populações para detecção de sífilis requer o uso 
de amostras ou testes especiais. Por exemplo, na triagem para sífilis 
congênita, uma amostra de soro materno é melhor do que as amos- 
tras de sangue de cordão umbilical ou de sangue neonatal utilizadas 
no passado (United States Public Health Service, 1968). O soro neo- 
natal ocasionalmente pode ser submetido a testes semiquantitativos, 
entretanto apenas para comparação de títulos com o soro materno. 
Quando os títulos do soro neonatal são consideravelmente mais altos, 
é possível admitir que a fonte de anticorpos neonatais provavelmente 
não resulta apenas da difusão transplacentária. Outro exemplo con- 
siste no diagnóstico de neurossifilis, que requer um resultado positi- 
vo em teste sorológico treponêmico, além de um VDRL positivo com 
LCE ou detecção de alguma anormalidade no LCE (p. ex., elevada 
contagem de leucócitos sanguíneos ou altos níveis proteicos) (Centers 
for Disease Control and Prevention, 2002). O VDRL é bastante espe- 
cífico, ainda que insensível, para o diagnóstico de neurossífilis. Esse 
teste pode resultar negativo em 22 a 69% dos pacientes com neurossi- 
filis ativa, enquanto sua sensibilidade em casos de neurossifilis inati- 
va pode chegar a 10% (MacLean, 1996). Apesar disso, nenhum outro 
teste não treponêmico é útil para detectar essa complicação tardia da 
sífilis e os testes treponêmicos apresentam falta de especificidade e 
fornecem resultados falso-positivos associados à transudação de anti- 
corpos através da barreira hematoencefálica. 

Há vários relatos de resultados aberrantes de testes não treponê- 
micos para pacientes coinfectados por HIV e sífilis, incluindo soro- 
conversão retardada. Entretanto, a sífilis soronegativa não parece ser 
prevalente entre pacientes com AIDS (Flores, 1995). A taxa de resul- 
tados falso-positivos é discretamente maior para pacientes com AIDS 
(4% vs 1% em pacientes sem AIDS). Contudo, existe ao menos um 
estudo associando a taxa aumentada de positividade ao uso abusivo 
de drogas endovenosas, em vez da própria infecção com HIV (Flores, 
1995; Larsen, 1995; Hernandez-Aguado, 1998). Resultados falso- 
-negativos também ocorrem entre pacientes sifilíticos com AIDS, em 
decorrência da exagerada resposta de anticorpos não treponêmicos 
apresentada por alguns pacientes, com o consequente efeito prozona 
(Gourevitch, 1993). Além disso, como já mencionado, os títulos de 
anticorpo não treponêmicos não declinam (a conhecida “sorocon- 
versão”) em alguns pacientes sifilíticos com AIDS mesmo quando 
submetidos à terapia. Para certos pesquisadores, isso está mais rela- 
cionado ao estágio no qual o tratamento é iniciado do que à infecção 
pelo HIV, pois esse fenômeno também foi descrito para pacientes sem 
AIDS (Larsen, 1995). 


Testes sorológicos treponêmicos 

Esses testes detectam a presença de anticorpos dirigidos contra os 
antígenos de treponemas e são empregados para confirmar resultados 
positivos fornecidos por testes não treponêmicos de triagem. Também 
são utilizados na confirmação da infecção em casos de resultado nega- 
tivo em teste não treponêmico durante as fases de doença tardia ou 
latente, que podem ocorrer em 30% dos pacientes com sífilis terciária 
(Larsen, 1995). O teste de absorção de anticorpo treponémico fluo- 
rescente (FTA-ABS, fluorescent treponemal antibody absorption test), 
um dos dois testes treponêmicos padrão, consiste em um teste de 
anticorpo fluorescente indireto. Envolve a adição de soro de pacien- 
te aquecido, e adsorvido com antígenos do treponema de Reiter não 
patogênico para eliminação de anticorpos com reatividade cruzada, 
a uma lâmina contendo T. pallidum (subespécie pallidum) (cepa de 
Nichols) fixado. Em seguida, são adicionados anticorpos antiglobu- 
lina humana marcados com FITC. A observação de treponemas visí- 
veis por microscopia de fluorescência indica a presença de anticor- 
pos contra espécies de treponema patogênicas no soro do paciente. O 


segundo teste, que é preferido por muitos laboratórios dada a relati- 
va simplicidade de sua execução, é o teste de micro-hemaglutinação 
com T. pallidum (MHA-TP, microhemaglutination-T. pallidum test). 
Soro adsorvido é adicionado a hemácias de carneiro previamente sen- 
sibilizadas com sonicado de T. pallidum (cepa de Nichols) em uma 
bandeja de microtitulação. A aglutinação das hemácias será produ- 
zida pelo soro contendo anticorpos. Em geral, MHA-TP e FTA-ABS 
são equivalentes, exceto quanto ao estágio primário da sífilis, em que 
o FTA-ABS apresenta maior sensibilidade (Hart, 1980; Augenbraun, 
1998). As sensibilidades e especificidades dos diversos testes sorológi- 
cos treponêmicos e não treponêmicos estão resumidas na Tabela 58.1 
(Larsen, 1995). 

Anticorpos específicos para treponemas são formados na sífilis primá- 
ria e podem ser detectados ao longo de toda a vida do paciente, indepen- 
dentemente de terapia, ainda que existam exceções. Pacientes com AIDS 
apresentam maior tendência à reversão para soronegatividade após o 
tratamento (Haas, 1990). O FTA-ABS comumente é o primeiro teste 
a resultar positivo, seguido do MHA-TP e, logo depois, dos testes não 
treponêmicos. Esses últimos não são utilizados para fins de triagem no 
cenário clínico, pois cerca de 1% da população pode apresentar resulta- 
dos falso-positivos. Resultados falso-positivos de FTA-ABS foram relata- 
dos para idosos, indivíduos com doenças do tecido conjuntivo e pacien- 
tes infectados por organismos correlatos, como Borrelia (Larsen, 1995). 

Assim como para os testes sorológicos não treponêmicos, ELISAs que 
utilizam antígenos específicos de Treponema também passaram a ser 
disponibilizados para uso em laboratórios. Mais uma vez, esses testes 
têm como vantagem um formato mais acessível a um grande volume 
de testes e a uma interpretação mais objetiva. A sensibilidade e especifi- 
cidade de vários produtos comercializados são comparáveis àquelas do 
FTA-ABS e do MHA-TP (Lefevre, 1990; Norgard, 1993). Tais testes são 
utilizados como de triagem em ambientes específicos, como na triagem 
de doadores de sangue e, aliado a um teste não treponêmico, em labora- 
tórios com grande volume de análises que atendem a uma população de 
alta prevalência (Reisner, 1997; Aberle-Grasse, 1999). Também são dis- 
ponibilizados testes de imunoensaio enzimático (EIA, enzyme immuno- 
assay) com o emprego de antígenos não treponêmicos e formatos espe- 
cíficos para IgM, que podem ser utilizados, respectivamente, para fins 
de triagem e diagnóstico de sífilis congênita (Stoll, 1993; Hooper, 1994; 
Larsen, 1998). 

Testes moleculares, como o de Western blot e o de reação em cadeia 
da polimerase (PCR), estão disponíveis em alguns laboratórios de 
referência. O Western blot foi recomendado para o diagnóstico da sifi- 
lis congênita (Larsen, 1995). O uso do PCR tem sido defendido para o 
diagnóstico de neurossífilis, particularmente em pacientes com AIDS, 
embora nenhum estudo tenha demonstrado as vantagens associadas 
ao seu uso em relação aos métodos atualmente utilizados (Marra, 
1996). Em virtude da atual falta de padronização do projeto inicial, 
técnicas de extração do DNA e método de detecção de amplicon, 
é provável que o PCR permaneça à parte do arsenal diagnóstico ao 
menos em um futuro imediato (Wicher, 1999). 


Tabela 58.1 Sensibilidades dos testes sorológicos para sífilis nos 
diferentes estágios da doença 


Estágio da sífilis (% de sensibilidade) 


Teste Primário Secundário Latente Tardio 
VDRL 78 (74 a 87) 100 95 (88 a 100) 71 (37 a 94) 
RPR 86 (77 a 100) 100 98 (95 a 100) /3 
FTA-ABS 84 (70 a 100) 100 100 96 
MHA-TP 76 (69 a 90) 100 97 (97 a 100) 94 


Os números entre parênteses representam as faixas de sensibilidade dos estudos realizados 
pelo Centers for Disease Control and Prevention. 


FTA-ABS = teste de absorção do anticorpo treponêmico fluorescente; MHA-TP = teste de 
micro-hemaglutinação com Treponema pallidum; RPR = reapina plasmática rápida; VDRL = 
Venereal Disease Research Laboratory. 

Fonte: dados obtidos de Larsen, AS; Steiner, BM; Rudolph, AH: laboratory diagnosis and 
interpretation of tests for syphilis. Clin Microbiol Rev 1995; 8:1. 


Tratamento das treponematoses 


As subespécies de T. pallidum e T. carateum são uniformemente sus- 
cetíveis à penicilina e outros antibióticos B-lactamicos. O tratamento 
da sífilis primária e secundária e da sífilis latente em fase inicial consis- 
te na administração de uma única injeção intramuscular de penicili- 
na G benzatina. Framboesia, pinta e sífilis endêmica são tratadas com 
o mesmo antibiótico, porém em doses menores (Engelkens, 1991a, 
1991b). Contatos domésticos com pacientes nos últimos três estágios 
da doença também requerem tratamento. Para pacientes alérgicos à 
penicilina, são utilizadas doxiciclina ou tetraciclina. Os antibióticos 
macrolídeos deixaram de ser recomendados, pois foi demonstra- 
do que sua eficácia é inferior a 90% (Schroeter, 1972). Uma notável 
piora do curso clínico — denominada reação de Jarisch-Herxheimer 
— pode ser observada em pacientes submetidos ao tratamento de sífilis 
venérea, embora os sintomas com frequência não sejam tão severos 
quanto aqueles observados no tratamento da febre recidivante por 
espiroquetas (Griffin, 1998). No caso da sífilis tardia ou da sífilis de 
duração desconhecida, são administradas doses múltiplas de penici- 
lina G benzatina. O estágio da doença não afeta o tratamento para 
framboesia, pinta ou sífilis endêmica (Engelkens, 1991a, 1991b). Uma 
alta dose de penicilina G aquosa é administrada via endovenosa para 
tratamento de neurossifilis e sífilis congênita. Para pacientes coinfec- 
tados pelo HIV e T. pallidum, as atuais diretrizes estabelecidas pelo 
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) não recomendam 
introduzir nenhuma alteração na terapia (Centers for Disease Control 
and Prevention, 2002). De fato, estudos prospectivos falharam em 
demonstrar os benefícios proporcionados por terapias “aprimoradas”' 
ou alternativas em casos de sífilis em fase inicial e neurossifilis, respec- 
tivamente, entre indivíduos infectados com HIV (Rolfs, 1997; Marra, 
2000). Por outro lado, algumas autoridades sugerem que, diante da 
propensão ao desenvolvimento de neurossífilis mesmo com o trata- 
mento da sífilis primária, os pacientes com AIDS devem ser tratados 
com doses mais altas de penicilina (Musher, 1991; Tramont, 2000). 


Outras treponemiases 


Descrição 

Numerosas espiroquetas pertencentes ao grupo molecular de trepo- 
nemas (TRE)-1, antigamente referidas como espiroquetas orais pató- 
geno-relacionadas (PROS, pathogen-related oral spirochetes) e várias 
espécies de Treponema (p. ex., Treponema denticola e Treponema 
socranskit), têm sido isoladas cada vez mais frequentemente e em 
números maiores a partir da gengiva de pacientes com gengivite ulce- 
rativa e periodontite crônica, em comparação aos pacientes com gen- 
giva sadia (Riviere, 1995, 1996; Loesche, 2001). Embora a princípio se 
pensasse que esses organismos eram semelhantes ao T. pallidum, com 
base na observação da imunorreatividade cruzada e das propriedades 
invasivas in vitro, esses patógenos putativos na verdade são genetica- 
mente heterogêneos — apresentam uma ligação distante com T. palli- 
dum — e podem ser induzidos a expressar antígenos de superfície que 
exibem reatividade cruzada (Choi, 1996; Riviere, 1999). 


Patogênese 

Ainda não foi estabelecida uma relação causal definitiva entre as 
espiroquetas e essas doenças. Entretanto, sua presença em número 
significativo, mais comumente nos tecidos adoecidos do que naqueles 
sadios, sugere ao menos a existência de uma associação com gengivi- 
te/periodontite. Como existem inúmeras bactérias distintas não tre- 
ponêmicas (p. ex., Prevotella, Actinobacillus, Porphyromonas etc.) que 
também foram associadas a essas manifestações clínicas, atualmente é 
discutido se a culpabilidade pertence aos organismos virulentos espe- 
cíficos existentes entre elas ou se está relacionada à diversidade global 
dos organismos contidos na biopelícula da placa (Loesche, 2001). 


Diagnóstico 

Assim como as espécies comensais de Treponema encontradas na 
área genital, há outras espécies de Treponema que podem ser cultiva- 
das sob condições estritamente anaeróbias, utilizando uma varieda- 
de de meios e caldos enriquecidos não empregados na rotina (Choi, 
1996; Riviere, 1999). Outras espécies, incluindo a maioria daquelas 
associadas à doença periodontal, ainda não foram cultivadas in vitro 


(Loesche, 2001). A detecção desses organismos tem sido feita com 
anticorpos monoclonais dirigidos contra T. pallidum, com o qual rea- 
gem de maneira cruzada. Mais recentemente, outros investigadores 
empregaram uma variedade de ferramentas de amplificação genéti- 
ca para tentar identificá-los e caracterizá-los (Paster, 2001; Hutter, 
2003). Essas “expedições moleculares” são conduzidas utilizando-se 
iniciadores cujos alvos são sequências bacterianas conservadas, bem 
como PCR (para amplificar genes de rRNA) ou PCR com transcripta- 
se reversa (RT-PCR) (para amplificar o próprio rRNA). Os produtos 
resultantes, então, podem ser clonados em Escherichia coli e sequen- 
ciados para estabelecer as relações filogenéticas. 


Tratamento 

Há anos, o objetivo primário do tratamento consiste em reduzir a 
carga bacteriana global por meio da remoção da biopelícula de placa, 
tanto acima como embaixo da linha gengival, por meio de manipula- 
ções físicas (p. ex., debridamento cirúrgico). Recentemente, a adição 
de vários regimes antimicrobianos, incluindo antibióticos sistêmicos 
e agentes de aplicação local, tem se mostrado um adjunto potencial- 
mente benéfico (Loesche, 2001). 


Leptospira 


Descrição 

O gênero Leptospira é composto por 18 espécies genômicas, muitas 
das quais possuem cepas patogênicas e não patogênicas, além de mais 
de 260 sorovariantes (Perolat, 1998; Brenner, 1999). Antigamente, 
Leptospira compreendia três espécies: Leptospira interrogans (pato- 
gênica), Leptospira biflexa (não patogênica) e Leptospira parva (não 
patogênica). Essa divisão era baseada em propriedades bioquímicas. 
No entanto, tornou-se evidente que tais propriedades, além da pato- 
genicidade e antigenicidade, não eram consistentemente preditivas da 
proximidade genética (Levett, 2001). As leptospiras são firmemente 
enroladas e possuem extremidades em forma de gancho. Medem 0,1 
um de largura por 6 a 20 um de comprimento e realizam movimentos 
giratórios. São organismos que sobrevivem em água fresca e alcalina, 
mas são mortos sob condições de pH ácido, água salgada e resseca- 
mento. 


Epidemiologia 

A leptospirose é, talvez, a zoonose global mais amplamente dissemi- 
nada. Embora tenha sido identificada há quase 100 anos, ainda é con- 
siderada uma doença emergente importante. As sorovariantes indivi- 
duais apresentam preferências geográficas, além de nichos ecológicos 
particulares. O organismo é transportado por diversos roedores, bem 
como animais selvagens e domésticos. Entretanto, o rato é um de seus 
reservatórios mais frequentes e constitui importante fonte de infec- 
ção humana. Um modo comum de infecção é o contato com a urina 
ou água contaminada e a entrada da bactéria via cortes ou superfícies 
mucosas. Indivíduos sujeitos à exposição ocupacional (mineiros, agri- 
cultores e trabalhadores do campo, veterinários, pescadores e trabalha- 
dores de esgoto) ou recreacional (acampar nas proximidades ou nadar 
em águas infectadas) correm maior risco de contrair a infecção. Nos 
Estados Unidos, a incidência é de 40 a 120 casos/ano, contudo acredi- 
ta-se que nem todos os casos de doença sejam relatados (Farr, 1995). 


Patologia e patogênese 

Após entrarem na circulação, os organismos disseminam-se ampla- 
mente, atingindo inclusive o SNC e os olhos. O dano ao endotélio nos 
tecidos infectados resulta em isquemia local e hemorragia. Também 
pode haver dano hepatocelular e dano tubular renal. O fígado pode 
exibir uma cor amarelo-esverdeada característica, porém as alterações 
histológicas são inespecíficas e incluem degeneração em balão, corpos 
acidófilos, regeneração e colestase. Além disso, é possível encontrar 
leptospiras em cerca de 25% dos casos (Dooley, 1976). O rim apresen- 
ta nefrite intersticial crônica, necrose dos túbulos proximais e cilin- 
dros granulares ou hialinos, sendo encontradas leptospiras intratubu- 
lares em aproximadamente 65% dos casos (Arean, 1962). As manifes- 
tações pulmonares incluem congestão e edema, hemorragia alveolar, 
efusão pleural e formação ocasional de membrana hialina (Arean, 
1962; Ramachandran, 1977). Miocardite, meningite/encefalite e mio- 
site também podem ser observadas (Arean, 1962). Os mecanismos 
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envolvidos no dano endotelial, hepático e renal são desconhecidos, 
mas é possível que sejam imunologicamente mediados. 


Curso clínico 

Em geral, a infecção por leptospiras manifesta-se como uma doença 
branda, semelhante à gripe (forma anictérica), ou pode ser subclínica 
e jamais reconhecida. A minoria dos pacientes desenvolve uma forma 
mais severa, caracterizada por icterícia, que está associada a uma taxa 
de fatalidade de 5 a 10% (forma ictérica ou doença de Weil). A lep- 
tospirose é bifásica, tendo início após um período de incubação de 2 a 
20 dias, com aparecimento abrupto de calafrios, febre, dor de cabeça, 
mialgia, dor nas costas, dor abdominal, anorexia, náusea e vômitos. 
Durante essa fase — denominada fase bacterêmica — ocorre ampla dis- 
seminação da bactéria. A fase bacterêmica dura 4 a 7 dias e é seguida de 
uma curta remissão, que persiste por vários dias e é sucedida pela fase 
imunológica, caracterizada pelo aparecimento de anticorpos contra o 
organismo, meningite, uveíte, erupções cutâneas e dano renal e hepá- 
tico. O aparecimento de erupções pré-tibiais foi associado à infecção 
pela sorovariante autumnalis (febre de Fort Bragg). Em muitos casos, 
a fase imunológica é branda e dura apenas 1 a 3 dias. Cerca de metade 
dos pacientes apresentam sinais clínicos de meningite e pleocitose no 
LCE durante a segunda semana de doença. No pequeno percentual de 
pacientes que desenvolvem a doença de Weil, as duas fases convergem 
para um quadro de febre alta persistente, icterícia e sangramento, que 
é seguido de insuficiência renal oligúrica, choque e miocardite. A taxa 
de mortalidade relatada para a doença de Weil é de 5 a 10% (Edwards, 
1960; Arean, 1962; Levett, 2001). 


Diagnóstico laboratorial 

As leptospiras podem ser isoladas a partir do LCE, do sangue e 
dos tecidos no início da fase bacterêmica (nos primeiros 10 dias), 
bem como a partir da urina durante a fase imunológica (da segunda 
semana até 30 dias). O cultivo das bactérias requer meio semissóli- 
do (meio de Fletcher ou meio Ellinghausen-McCullough-Johnson- 
Harris [EMJH]) e incubação no escuro por 4 a 6 semanas, à 25 a 
30ºC. Amostras de urina devem ser alcalinizadas, a menos que sejam 
cultivadas imediatamente. As leptospiras crescem 1 a 3 cm abaixo da 
superfície do meio e podem formar um disco de crescimento linear. 
O material oriundo dessa região deve ser examinado por microscopia 
de campo escuro semanalmente, para observação das características 
leptospiras giratórias com extremidades em gancho. Os antígenos lep- 
tospirais, detectados diretamente em amostras clínicas (p. ex., ELISA, 
radioimunoensaio, captura imunomagnética) ou em amostras de 
tecido processadas (p. ex., imunofluorescência, imuno-histoquímica), 
também têm sido utilizados no diagnóstico da leptospirose com graus 
de sucesso variáveis. 

A maioria dos casos, no entanto, é diagnosticada sorologicamente. 
Anticorpos aglutinantes aparecem na primeira semana de doença, atin- 
gem o pico em 3 a 4 semanas e podem persistir durante vários anos. Os 
anticorpos são detectados por métodos sorológicos, empregando antí- 
genos bacterianos em testes de aglutinação macro ou microscópica, 
teste de hemaglutinação ou EIA. O teste de aglutinação microscópica, 
que emprega antígenos de bactérias vivas, foi estabelecido como método 
sorológico de referência, porém é utilizado primariamente em pesqui- 
sa. Recentemente, um EIA com vareta medidora de nível modificado 
para detecção de anticorpos Leptospira-específicos passou a ser utili- 
zado com sucesso em cenários com instalações laboratoriais mínimas 
(Gussenhoven, 1997; Yersin, 1999). Métodos moleculares, incluindo téc- 
nicas de hibridização e PCR, também têm sido empregados na detecção 
de DNA leptospiral em pacientes infectados (Vinetz,1996; Levett, 2001). 


Tratamento 

A leptospirose severa requer administração endovenosa de penici- 
lina G aquosa ou ampicilina. A forma menos severa da doença pode 
ser tratada com administração oral de ampicilina, amoxicilina ou 
doxiciclina. A profilaxia com doxiciclina confere proteção a indiví- 
duos sujeitos a um alto grau de exposição ambiental (Farr, 1995). A 
imunização de animais domésticos de criação e de estimação reduziu 
o perigo de infecção da população de alto risco (p. ex., veterinários e 
agricultores) a partir desses animais. Entretanto, o risco não pode ser 
totalmente eliminado, pois há relatos de infecção de animais imuniza- 
dos, com transmissão da doença a seres humanos (Feigin, 1973). 


Borrelia 


O gênero Borrelia contém várias espécies patogênicas e não patogêni- 
cas originárias de dois clados: o grupo da borreliose de Lyme (também 
denominado Borrelia burgdorferi sensu lato [sl]) e o grupo da febre reci- 
divante. O primeiro foi dividido em várias genoespécies por meio de 
análise molecular, sendo que três delas foram envolvidas em doenças 
humanas: Borrelia burgdorferi sensu stricto (ss), Borrelia garint e Borrelia 
afzelii. O grupo da febre recidivante contém uma variedade de espé- 
cies que podem ser isoladas de carrapatos argasideos (moles) (p. ex., 
Borrelia hermsii e Borrelia turicatae), carrapatos ixodídeos (duros) (p. 
eX., Borrelia lonestari e Borrelia miyamotot) e piolhos parasitas do corpo 
humano (Borrelia recurrentis). Morfologicamente similares aos trepo- 
nemas, os membros do gênero Borrelia são bactérias helicoidais, com 
dimensões variáveis de 5 a 30 um de comprimento por 0,2 a 0,5 um de 
largura. São ativamente móveis, possuem 7 a 22 flagelos periplásmicos 
(filamentos axiais) e se multiplicam por fissão binária. Por outro lado, 
diferente das espécies de Treponema, o Borrelia exibe uma ampla varie- 
dade de proteínas imunogênicas na superfície da membrana externa, 
sendo que diversas espécies podem ser cultivadas em/sobre meios arti- 
ficiais. Além disso, as complexidades do genoma de Borrelia, com seu 
cromossomo linear de 910 kb e 21 plasmídeos circulares, tornam esse 
gênero consideravelmente mais complexo do que o gênero Treponema 
(Porcella, 2001). 

As próximas seções descrevem as duas principais formas de doen- 
ça clínica da borreliose humana, cada qual transmitida por um vetor. 
Como tais, essas entidades devem ser frequentemente considera- 
das — de ambos os pontos de vista, epidemiológico e clínico — junto 
a outros agentes infecciosos transmitidos pelos mesmos carrapatos- 
-vetores, como os agentes flavivírus da encefalite transmitida por car- 
rapato, diversas bactérias das familias Rickettsiaceae, Ehrlichiaceae e 
Francisellaceae, bem como o protista Babesia microti — todos transmi- 
tidos por carrapatos ixodídeos. Informações relativas a essas e outras 
doenças transmitidas por vetores são fornecidas em várias seções deste 
livro. 


Doença de Lyme 


Sendo a doença transmitida por carrapatos mais comum na América 
do Norte e na Europa atualmente (Wang, 1999), a doença de Lyme 
(borreliose de Lyme) foi assim nomeada na década de 1970, após uma 
epidemia de artrite oligoarticular que envolveu várias comunidades 
ao leste de Connecticut, EUA. Dessas comunidades, a mais afetada foi 
a cidade de Old Lyme (Steere, 1977a, 1977b). Uma investigação epide- 
miológica logo estabeleceu a associação entre a doença de Lyme (então 
referida como artrite de Lyme) e o carrapato duro Ixodes scapularis 
(antigo Ixodes dammini) (Steere, 1978). Em 4 anos, Burgdorfer et al. 
(1982): (1) haviam isolado organismos de uma nova espécie de espi- 
roquetas a partir de um carrapato ixodídeo coletado em Nova Iorque, 
EUA; (2) reproduziram as lesões dérmicas primárias características da 
doença de Lyme em modelos experimentais, utilizando coelhos em 
que carrapatos se alimentavam; (3) demonstraram a sororreatividade 
aos antígenos dessa nova espiroqueta, tanto em modelo experimental 
de coelhos quanto no soro humano de casos convalescentes. As varia- 
ções “imunológicas” contemporâneas dos postulados de Kock foram, 
então, satisfeitas (Fredricks, 1996). Os organismos implicados foram 
subsequentemente reconhecidos como membros do gênero Borrelia 
e denominados B. burgdorferi em homenagem a seu descobridor. Em 
retrospecto, diferentes aspectos da doença inflamatória multissistê- 
mica que agora são comumente conhecidos como doença de Lyme 
haviam sido reconhecidos e descritos tanto na Europa (Afzelius, 1910; 
Bannwarth, 1941) quanto nos Estados Unidos (Scrimenti, 1970), antes 
da epidemia ocorrida em Connecticut. Mesmo assim, o atual corpo de 
conhecimentos referentes à borreliose de Lyme pode ser atribuído em 
grande parte ao estabelecimento e identificação de sua etiologia infec- 
ciosa suscitados pela epidemia ocorrida em New England, EUA. 


Epidemiologia e patogênese 

Um total de 11 genoespécies distintas de Borrelia oriundas do grupo 
da borreliose de Lyme foram filogeneticamente caracterizadas, sendo 
que três delas são patógenos humanos bem estabelecidos. B. burg- 
dorferi ss causa doença de Lyme na América do Norte, Europa e Ásia, 


enquanto B. garinit e B. afzelii causam doenças similares, apenas dis- 
cretamente diferentes, na Europa e Ásia (van Dam, 2002). Embora 
outras espécies de Borrelia tenham sido isoladas de pacientes com 
doenças ocasionalmente semelhantes à doença de Lyme, seu impacto 
relativo sobre a carga global da doença permanece indeterminado. 

As distribuições geográficas de B. burgdorferi sl e a consequente pre- 
valência regional da doença de Lyme resultam de complexos ciclos 
enzoóticos envolvendo um ou mais carrapatos-vetores do complexo 
Ixodes ricinus, vários animais-reservatório e hospedeiros incidentais. 
A variabilidade sazonal do início da doença com frequência é paralela 
ao ciclo de vida e a períodos de caça dos carrapatos ixodídeos (Falco, 
1999). Nos Estados Unidos, B. burgdorferi ss é endêmico nas regiões 
nordeste, centro-oeste superior e noroeste, em que a incidência anual 
da doença de Lyme focalmente excede 100 casos/população de 100.000 
indivíduos. O número global de casos relatados, no entanto, é consi- 
deravelmente menor na região noroeste do que nos outros dois focos 
endêmicos (Centers for Disease Control and Prevention, 2004b). A 
discrepância é parcialmente atribuível aos distintos ciclos enzoóticos 
dessas regiões. No noroeste, a perpetuação de B. burgdorferi ss na natu- 
reza envolve a participação de carrapatos Ixodes spinipaltis, que não se 
alimentam no homem e sim no principal reservatório de espiroquetas 
— o rato da floresta (woodrat) de pata escura. Os carrapatos adquirem 
e transmitem a infecção entre hospedeiros-reservatórios suscetíveis e 
infectados. Contudo, o carrapato de pata negra ocidental (Ixodes paci- 
ficus), que se alimenta primariamente em répteis e seres humanos, em 
certas ocasiões é infectado ao ceder a suas preferências e se alimen- 
tar em ratos da floresta. Uma potencial consequência desse evento é 
a infecção humana. Mesmo assim, dada a pouca frequência desse tipo 
de concessão por parte de I. pacificus, a incidência geral da doença de 
Lyme permanece bastante baixa na região. Em contraste, o principal 
vetor nas regiões centro-oeste e nordeste — I. scapularis (carrapato de 
pata negra ou carrapato do veado) — alimenta-se de forma promiscua 
tanto no homem quanto no principal reservatório de espiroquetas (o 
camundongo de pata branca). Isso resulta na profícua transmissão 
para seres humanos e numa incidência extremamente alta da doen- 
ça, que ultrapassa 1.000 casos/população de 100.000 indivíduos em 
certas comunidades (Shapiro, 2000; Steere, 2001). Os carrapatos-ve- 
tores mais importantes encontrados na Europa e na Ásia são I. ricinus 
(carrapato do carneiro) e I. persulcatus, respectivamente, enquanto os 
principais animais-reservatório de B. afzelii e B. garinn são pequenos 
roedores, ratazanas e/ou diversas espécies de aves (Fukunaga, 1995; 
Wang, 1999; Parola, 2001). 

Existem numerosos fatores distintos que contribuem para a dinâmi- 
ca da transmissão de B. burgdorferi sl. Densidades de vetores e taxas de 
incidência elevadas, abundância e infectividade de hospedeiros-reser- 
vatório e maior probabilidade de exposição humana são todos fatores 
que aumentam o risco de contrair a doença de Lyme (Parola, 2001). 
Além disso, a amplificação de Borrelia em hospedeiros mortos-termi- 
nais que não são reservatórios também pode influenciar a incidência 
regional da doença. Essa situação foi postulada para o caso da região 
nordeste dos Estados Unidos, na qual elevadas densidades populacio- 
nais de veados de cauda branca são associadas a taxas extremamente 
altas de infecção humana (Steere, 2000). Outra variável de transmissão 
importante está relacionada à natureza e duração da fixação do vetor 
durante a alimentação. O ciclo de vida do carrapato duro consiste em 
três estágios de desenvolvimento, sendo que cada um garante apenas 
uma única alimentação à base de sangue antes da transição para o 
próximo estágio (ou oviposição, como no caso do adulto). Como B. 
burgdorferi sl não transmitida verticalmente de forma eficaz em Ixodes 
spp., as larvas adquirem as espiroquetas ao se alimentarem em um 
hospedeiro infectado (Shapiro, 2000; Scoles, 2001). A forma larval, 
consequentemente, não atua como vetor direto na infecção humana 
com frequência (Patterson, 2003). Logo após se alimentar de sangue, 
a larva muda e se transforma em ninfa. Ambas as formas de ninfa e 
adulto são capazes de se alimentar e transmitir a infecção ao homem, 
contudo as ninfas são consideravelmente menores e tendem mais a 
não serem percebidas enquanto estão fixas ao hospedeiro. Como a 
transmissão de Borrelia a um hospedeiro suscetível parece ser inten- 
sificada por períodos de alimentação mais prolongados (Piesman, 
1987; Sood, 1997), é quase certo que a ninfa seja o vetor primário da 
transmissão humana (Falco, 1999; Nadelman, 2001). 


Assim como em T. pallidum, a sequência genômica de B. burgdorferi 
sl foi totalmente caracterizada (Fraser, 1997) e revelou a existência de 
certo número de “hiatos” biossintéticos, além de algumas lipoprote- 
inas aparentemente importantes. As últimas englobam um grupo de 
proteínas de superfície externas (Osp, outer surface proteins), A-E, 
que são codificadas por plasmídeos, expressas diferencialmente nos 
ambientes de vetores e mamíferos, e altamente imunoestimulantes 
(de Silva, 1997; Porcella, 2001). Do mesmo modo, a lipoproteína VIsE 
é dotada de extensiva capacidade de variação antigênica e há pouco 
também foi detectada em B. burgdorferi (Zhang, 1998; Porcella, 2001). 
A diversidade de sintomas observada na borreliose de Lyme provavel- 
mente se deve aos efeitos diretos da disseminação das espiroquetas, 
bem como à extensão da resposta imune do hospedeiro (Sigal, 1997; 
Whooten, 2001). Diversos modelos de borreliose de Lyme experi- 
mental foram desenvolvidos, sendo que alguns possuem utilidade na 
investigação da dinâmica da disseminação de Borrelia (p. ex., a loca- 
lização junto ao coração, à pele e às articulações), além das interações 
celulares específicas (p. ex., com glicosaminoglicanas e plasminogênio 
do hospedeiro) (Steere, 2000; Sigal, 1997). O modelo murino é par- 
ticularmente valioso para revelar os detalhes das respostas imunoló- 
gicas associadas à doença de Lyme (Whooten, 2001). A escassez de 
organismos cultiváveis ou de material genômico junto às lesões de 
longa duração e a resistência da doença ao tratamento (como na artri- 
te de Lyme), contudo, sugerem um mecanismo patogênico diferente 
da lesão direta por espiroquetas. Foram postulados eventos autoimu- 
nes, uma vez que foi estabelecida a existência de uma associação entre 
a artrite de Lyme e o HLA-DR4. Além disso, essa hipótese foi substan- 
ciada pelo relato recente de um possível autoantígeno candidato — o 
antígeno de função leucocitaria-1 (Gross, 1998; Steere, 2004). 


Manifestações clínicas 

Analogamente à sífilis, a progressão clínica da borreliose de Lyme 
foi dividida em três estágios gerais: (1) uma fase inicial localizada, 
em que há desenvolvimento de uma lesão primária nas adjacências 
do sítio de inoculação; (2) uma fase inicial disseminada, quando as 
espiroquetas se espalham ao nível sistêmico e produzem uma varieda- 
de de manifestações cardíacas, neurológicas e/ou dermatológicas; (3) 
uma fase tardia, que pode ser anunciada por outro fenômeno neuro- 
lógico e/ou dermatológico, além da doença reumática. Mesmo assim, 
como há sobreposição de sintomas durante as fases inicial dissemina- 
da e tardia da infecção persistente, alguns investigadores se abstêm de 
adotar esse sistema de estadiamento e, em vez disso, preferem apenas 
incorporar a duração da doença às considerações diagnósticas e tera- 
péuticas (Kaiser, 1998; Nadelman, 1998). Também foi relatado que 
a soroconversão assintomática ou a doença subclínica afetam até 7% 
dos indivíduos que vivem em áreas endêmicas (Steere, 2003). Dada a 
diversidade dos sintomas, a borreliose de Lyme, tal como a sífilis, foi 
apropriadamente rotulada como “a grande imitadora”. 

O estágio mais precoce inicia-se a grosso modo 1 semana após a mor- 
dida de um carrapato infectado, quando a maioria dos pacientes apre- 
senta desenvolvimento de erupções cutâneas típicas, descritivamente 
denominadas eritema migratório, próximo ao sítio de inoculação (a 
exata proporção de pacientes com eritema migratório depende da defi- 
nição do caso ou dos critérios de inclusão do estudo). A lesão começa 
como uma mácula ou pápula avermelhada e indolor, que subsequente- 
mente se expande e se transforma em uma placa eritematosa medindo 
até 70 cm (Nadelman, 1996). O eritema migratório em geral é indolor e 
às vezes apresenta uma área central pálida (que lhe confere aparência de 
“alvo” ou “centro de mira”), podendo ser acompanhado de sintomas 
inespecíficos como febre, fadiga, dor de cabeça e mialgia, bem como 
linfadenopatia regional (Nadelman, 1996; Smith, 2002). A análise his- 
tológica revela a existência de uma dermatite perivascular superficial, 
constituída de linfócitos, macrófagos e plasmócitos abundantes, sendo 
que às vezes é possível visualizar os organismos em cortes teciduais pre- 
parados pelas técnicas de impregnação com prata ou imuno-histoqui- 
mica (Duray, 1997). Diferente das lesões sifilíticas, a vasculite não cons- 
titui um achado histológico típico de eritema migratório. 

A disseminação de Borrelia prenuncia o segundo estágio da doen- 
ça clínica, em que muitos sistemas orgânicos podem ser afetados. O 
aparecimento de lesões secundárias menores de eritema migratório 
em múltiplos sítios representa um dos sinais mais comuns da disse- 
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1214 minação inicial (Shapiro, 2000). Nos Estados Unidos, as manifesta- 


ções neurológicas (neuroborreliose) afetam até 15% dos pacientes, 
que apresentam sintomas de paralisia do nervo craniano (em geral, 
envolvendo o nervo facial), meningite linfocitica e uma variedade 
de neuropatias periféricas (p. ex., radiculite dolorosa) (Steere, 2001; 
Halperin, 2002). Essas manifestações são referidas como “síndrome de 
Bannwarth” em alguns países europeus (Kaiser, 1998). Um tanto mais 
raro, o envolvimento cardíaco em forma de bloqueio atrioventricular 
temporário ou miocardite também foi relatado em cerca de 5% dos 
pacientes com doença de Lyme (Steere, 2001). Outros sítios potencial- 
mente afetados incluem o sistema musculoesquelético (p. ex., fadiga, 
mal-estar), fígado (p. ex., hepatite suave e temporária) e olhos (p. ex., 
conjuntivite, neurorretinite) (Lesser, 1995; Steere, 2000). 

Nos Estados Unidos, a artrite é a manifestação mais comum da doen- 
ça de Lyme não tratada em estágio tardio. Essa artrite é bem desen- 
volvida em mais da metade dos pacientes não tratados (Steere, 2000). 
Tipicamente mono ou oligoarticular em extensão, com frequência afeta 
articulações grandes (p. ex., joelho) (Steere, 1977a, 2001). Os sintomas 
de dor e inchaço surgem de forma aguda decorridas várias semanas ou 
meses da inoculação das espiroquetas e podem durar alguns dias ou 
meses (em média 1 semana) (Steere, 1977b). Talvez como resultado de 
autoimunidade ou infecção persistente, muitos pacientes continuam 
a apresentar recidivas de artrite migratória intermitente seguidas de 
períodos prolongados sem doença (Nadelman, 1998). Ao contrário, 
as manifestações associadas ao estágio tardio da borreliose de Lyme 
persistente, em pacientes europeus, com frequência envolvem órgãos 
neurológicos ou cutâneos. No primeiro caso, pode haver sobreposição 
clínica com a neuroborreliose disseminada, sendo que as manifesta- 
ções incluem meningite linfocítica crônica e neuropatias periféricas (p. 
ex., polineurite sensorial, paresias etc.). Além disso, foram observadas 
manifestações do SNC, como mielite e distúrbios de marcha espásti- 
cos-atáxicos, bem como disfunção cognitiva de curta duração (Kaiser, 
1998; Halperin, 2002). Na Europa, um fenômeno dermatológico crô- 
nico conhecido como acrodermatite atrófica crônica também foi asso- 
ciado à borreliose de Lyme em fase tardia. Conforme indica o nome, as 
lesões aparecem nas mãos e nos punhos, cotovelos e pés. Essas lesões 
por vezes são simétricas e se caracterizam histologicamente por infil- 
trações linfomononucleares e (em menor grau) granulocíticas, acom- 
panhadas de um progressivo adelgaçamento epidérmico, hiperceratose 
e atrofia dérmica (Aberer, 1991; Duray, 1997). Outras manifestações 
dermatológicas de longa duração, bem estabelecidas ou controversas, 
são linfocitoma por Borrelia, linfoma de células B cutâneo, morfeia e 
líquen escleroso e atrófico (Duray, 1997; McGinley-Smith, 2003). 

As variações das manifestações clínicas, em particular durante o 
estágio tardio da doença de Lyme, foram parcialmente atribuídas a 
traços inerentes aos próprios organismos, sejam específicos da geno- 
espécie ou da cepa. B. afzelii (antigo grupo VS461), por exemplo, foi 
desproporcionalmente isolada a partir de lesões de eritema migratório 
e acrodermatite crônica atrófica na Europa, em comparação a outras 
genoespécies de Borrelia (van Dam, 1993; Balmelli, 1995; Wang, 1999). 
Em contraste, B. garinii está envolvido mais frequentemente em casos 
de neuroborreliose na Europa (Balmelli, 1995; Wang, 1999). Além 
disso, um estudo recente conduzido nos Estados Unidos demonstrou 
que subtipos moleculares particulares de B. burgdorferi ss podem estar 
associados a propriedades invasivas, que na maioria das vezes levam 
à espiroquetemia (Wormser, 1999). Algumas observações adicionais 
corroboram a noção de que certas cepas de Borrelia podem causar 
doenças clínicas distintivas: (1) respostas sorológicas entre pacientes 
com sintomas clínicos particulares podem ser preferencialmente diri- 
gidas a antígenos de fontes específicas de Borrelia; (2) algumas genos- 
pécies parecem apresentar diferentes propriedades in vitro (Dressler, 
1994; Norman, 1996; Wang, 1999). 

Na vasta maioria dos pacientes, as manifestações clínicas da doença 
de Lyme respondem à terapia antibiótica apropriada (Shadick, 1999; 
Seltzer, 2000; Wormser, 2000). Mesmo assim, um pequeno subgru- 
po continua apresentando sintomas subjetivos persistentes, como dor 
musculoesquelética, fadiga, déficits neurocognitivos etc., apesar do 
tratamento — uma condição que tem sido varialvemente denominada 
“síndrome pós-doença de Lyme”, “doença de Lyme crônica” ou “bor- 
reliose resistente ao tratamento” (Klempner, 2002). Até o momento, 
estudos prospectivos demonstraram que a terapia antibiótica, quando 


comparada ao placebo, produz poucos benefícios em termos de redu- 
ção dos sintomas dessa síndrome, enquanto o isolamento de Borrelia 
ou a amplificação de seus genes continua sendo quase que de manei- 
ra uniforme malsucedida (Klempner, 2002). Ademais, estudos de caso 
controlados retrospectivos ilustram o fato de que a frequência de sinais 
objetivos entre pacientes com “doença de Lyme crônica” é similar ao 
observado em controles compatíveis sem história de doença de Lyme 
(Shadick, 1999; Seltzer, 2000). Assim como em relação aos diagnósti- 
cos similarmente obscuros de fibromialgia e síndrome da fadiga crô- 
nica com os quais foi comparada (Steere, 2002), ainda há muito o que 
aprender sobre a patogênese, o diagnóstico e a supervisão da “doença 
de Lyme crônica”. 

Nos últimos anos, foram publicados diversos relatos documentando 
o aparecimento de lesões similares às do eritema migratório em pacien- 
tes que viviam na região sul dos Estados Unidos. Ocasionalmente 
referidas como doenças de erupções cutâneas associadas ao carrapa- 
to do Sul (STARI, southern tick-associated rash illness), as lesões são 
precedidas pela mordida do carrapato estrela solitária (Amblyomma 
americanum) e, até o presente, ainda não forneceram nenhum isolado 
de B. burgdorferi ss (Kirkland, 1997; James, 2001). Em vez disso, ten- 
tou-se implicar um novo agente — B. lonestari sp. nov. — pertencente 
ao grupo da febre recidivante (Varela, 2004). Como B. burgdorferi ss 
ocorre naturalmente nessa área geográfica (Oliver, 2003), futuros tra- 
balhos epidemiológicos deverão determinar os detalhes e a extensão 
da doença causada por cada um desses organismos nessa região. 


Diagnóstico laboratorial 


Criada para fins de vigilância, a mais nova definição de caso do CDC 
para a doença de Lyme enfatiza os achados clínicos e o exame físico — o 
desenvolvimento de eritema migratório diagnosticado pelo médico em 
um paciente possivelmente exposto a carrapatos é considerado diag- 
nóstico (Centers for Disease Control and Prevention, 1997). A confir- 
mação laboratorial torna-se necessária apenas diante de sinais objeti- 
vos e menos específicos do que aqueles esperados para as fases poste- 
riores do curso da doença (p. ex., artrite, neurite craniana, defeitos de 
condução cardíaca etc.). Outros especialistas defendem que os testes 
laboratoriais — em particular as metodologias indiretas, como os testes 
sorológicos — não devem ser realizados como modalidades diagnósticas 
autônomas, devendo ser utilizados como ferramentas auxiliares para 
confirmação ou exclusão de suspeitas clínicas (Luger, 1990; Tugwell, 
1997; Brown, 1999). Relatos que destacam os conceitos de probabilida- 
de pré-teste baseados em fatores epidemiológicos e clínicos, bem como 
de taxas de probabilidade e valores preditivos de testes, demonstram 
perfeitamente a futilidade e o custo elevado desse tipo de abordagem 
autônoma (Seltzer, 1996; Tugwell, 1997; Nichol, 1998). De fato, o teste 
de detecção da doença de Lyme destinado a pacientes que apresentam 
apenas sintomas inespecíficos, como fadiga, dor de cabeça ou mialgia 
(i. e., quando a probabilidade pré-teste é igual a 0,2), mesmo em áreas 
endêmicas e com a utilização de ensaios laboratoriais acurados, podem 
gerar mais resultados falso-positivos do que falso-negativos (Tugwell, 
1997). Exacerbada pela ansiedade disseminada entre o público e por 
uma compreensão geral equivocada da parte de muitos profissionais 
da saúde, a atual confusão diagnóstica em torno da borreliose de Lyme 
talvez possa ser melhor abordada por meio de um olhar mais atento 
para as indicações e limitações dos testes laboratoriais. 


Cultura 

A cultura costuma ser o “padrão-ouro” dos testes diagnósticos para 
doenças infecciosas, cujo agente causativo também não coloniza o 
corpo humano. Contudo, embora o cultivo de Borrelia spp. seja pron- 
tamente viável e não tão demorado quanto o de outros microrganis- 
mos patogênicos (Reed, 2002), a maioria dos laboratórios diagnósticos 
clínicos e comerciais não oferece essa alternativa de teste. Foi demons- 
trado que várias modificações do meio Barber-Stoenner-Kelly à base 
de caldo não só sustentam o crescimento de Borrelia spp. como tam- 
bém são úteis para recuperá-las a partir de tecidos de biópsia oriundos 
das lesões de eritema migratório, bem como de volumosas coleções 
de plasma durante a fase inicial aguda da doença (Nadelman, 1996; 
Steere, 1998; Wormser, 2001). Dada a especificidade do isolamento 
do organismo e a ausência de anticorpos mensuráveis na maioria dos 
pacientes infectados por B. burgdorferi sl durante a fase inicial da doen- 


ça clínica, a cultura parece ser uma modalidade diagnóstica bastante 
prática. Entretanto, a confiabilidade da microscopia de campo escuro 
ou dos anticorpos fluorescentes para detecção e identificação de cul- 
turas positivas, o custo elevado dos meios e reagentes, as amplas faixas 
de sensibilidade descritas (sem dúvida resultantes da variabilidade da 
quantidade de tecido/sangue cultivados, bem como do tempo de coleta 
das amostras) e a necessidade de submeter o paciente a procedimentos 
invasivos (p. ex., biópsia tecidual) talvez sejam todos fatores que con- 
tribuem para a falta de popularidade geral desse teste fora da área de 
pesquisa. De modo significativo, a recuperação de Borrelia a partir do 
LCE, líquido sinovial ou outras amostras coletadas além da fase inicial 
da doença é tão frequentemente mal-sucedida quanto de pouca utili- 
dade diagnóstica. Por esse motivo, testes adicionais para detecção de 
borreliose de Lyme constituem adjuntos importantes. 


Testes sorológicos 

A detecção de produção de anticorpos Borrelia-específicos durante 
a doença de Lyme pode ser feita por meio da utilização de uma varie- 
dade de metodologias que expressam resultados em termos de imuno- 
globulinas (Ig) totais ou IgG ou IgM classe-específicas. Os ensaios de 
anticorpos fluorescentes (IFA), que tipicamente utilizam antígenos em 
forma de B. burgdorferi ss integral fixada em lâminas de vidro, foram 
populares na década de 1980. Contudo, esses testes foram substituí- 
dos em grande parte pelo ELISA mais automatizado e menos subjetivo. 
Esse ensaio emprega antígenos produzidos por recombinação ou deri- 
vados de extratos parcialmente purificados de organismos de Borrelia. 

Como ocorre com todas as respostas sorológicas a etiologias infeccio- 
sas, uma multitude de variáveis potencialmente afeta o desempenho dos 
ensaios desenvolvidos para detectá-las. Resultados falso-negativos e fal- 
so-positivos podem consequentemente servir apenas para confundir as 
impressões clínicas. No início do curso da doença de Lyme, a ausência 
de anticorpos (ou níveis abaixo do limite de detecção) pode gerar resul- 
tados sorológicos falso-negativos. Talvez possa parecer que essa questão 
poderia ser parcialmente contornado por ensaios de detecção específica 
de IgM, pois a produção de IgM precede o desenvolvimento de uma 
resposta à base de IgG (Shapiro, 2000; Reed, 2002). Mesmo assim, as 
sensibilidades relatadas dos ELISAs para detecção de IgM e IgG duran- 
te a fase aguda da doença foram significativamente baixas, ainda que 
variáveis. Com o tempo, à medida que a doença progride e os pacien- 
tes sofrem soroconversão, a sensibilidade do teste aumenta (Engstrom, 
1995; Brown, 1999; Liang, 1999). As especificidades do IFA e do ELISA 
também podem ser adversamente afetadas pela presença de anticorpos 
com reatividade cruzada dirigidos a uma variedade de microrganismos 
e proteínas derivadas do hospedeiro. Alguns desses organismos incluem 
espiroquetas patogênicas (p. ex., integrantes do grupo de febre recidi- 
vante de Borrelia e treponemas), outras bactérias (p. ex., Helicobacter 
pylori) e vírus (p. ex., Epstein-Barr), bem como antígenos antinucleares 
encontrados em distúrbios autoimunes, como lúpus eritematoso sistê- 
mico (Brown, 1999; Reed, 2002). A imunização prévia com a subuni- 
dade OspA da vacina contra a doença de Lyme também pode acarretar 
resultados falso-positivos de ELISA e IFA, uma vez que essa lipopro- 
teina é tipicamente um componente antigênico integral desses testes 
(Steere, 1998). 

Fatores adicionais que também contribuem para as limitações do 
teste são a composição do antígeno contido no ensaio em particular 
(que até o presente é mal padronizado), o nível de controle de quali- 
dade junto ao estabelecimento onde o teste é realizado, os níveis inter- 
pretativos em que são estabelecidos os valores positivos e negativos 
(e indeterminados) de densidade óptica ou índices, a cepa bacteriana 
particular responsável pela infecção, a resposta imune individual do 
paciente e/ou o método de comparação adotado (i. e., se o paciente de 
fato está com doença de Lyme). 

Em uma tentativa de aumentar a acurácia do teste sorológico como 
um todo, o CDC propôs o uso de um algoritmo de duas camadas em 
que todos os resultados positivos e indeterminados obtidos por ELISA 
ou IFA são subsequentemente testados por meio de outra metodo- 
logia — o Western blot (Centers for Disease Control and Prevention, 
1995). Nesse ensaio, proteínas extraídas de B. burgdorferi ss de baixa 
passagem são quantitativamente padronizadas e, então, separadas por 
eletroforese de acordo com o tamanho e a carga. Após a transferência 
para um substrato de membrana, os soros controle e teste (além de 
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são incubados com proteínas de Borrelia. As imunoglobulinas inespe- 
cíficas são removidas por lavagem, enquanto os anticorpos específicos 
para Borrelia se ligam e são subsequentemente detectados com auxílio 
de um conjugado ligado à enzima. Essa técnica tem a capacidade de 
detectar e analisar anticorpos contra proteínas particulares. A inter- 
pretação dos resultados é algo subjetivo e os critérios que definem a 
positividade apresentam certo grau de variação. As recomendações 
do CDC são: positividade do blot de IgM quando duas das seguin- 
tes bandas estiverem presentes: 24 kDa (OspC), 39 kDa (BmpA) e 
41 kDa (flagelina); positividade do blot de IgG se cinco das seguin- 
tes bandas estiverem presentes: 18 kDa, 21 kDa (OspC), 28 kDa, 30 
kDa, 39 kDa (BmpA), 41 kDa (flagelina), 45 kDa, 58 kDa, 66 kDa e 
93 kDa (Centers for Disease Control and Prevention, 1995). Na teo- 
ria, essa abordagem fornece um teste de primeira rodada altamente 
sensível que deve detectar a maioria dos casos de doença de Lyme, 
seguido de um ensaio de alta especificidade, que deve excluir resulta- 
dos falso-positivos da rodada anterior (Dressler, 1993; Ledue, 1996). 
Contudo, na realidade, o alto grau de variabilidade inter e intralabo- 
ratorial e a sensibilidade inferior à ideal apresentadas nos estudos de 
ELISA e IFA, além das amplas faixas de desempenho relatadas para o 
Western blot, sugerem que esse pode não ser o caso (Engstrom, 1995; 
Aguero-Rosenfeld, 1996; Ledue, 1996; Bakken, 1997). Não obstante, 
foi relatado que o uso do algoritmo melhorou o desempenho geral do 
teste, mais uma vez com a ressalva de que o imunoblot também pode 
ser significativamente influenciado pelo estágio da doença em que o 
teste é realizado (Engstrom, 1995; Johnson, 1996). Um discreto desvio 
em relação a esse algoritmo — o uso do teste de Western blot apenas 
para soros com resultados indeterminados na primeira rodada — foi 
defendido pelo American College of Physicians (1997), podendo ser 
um pouco mais sensível do que a recomendação do CDC para detec- 
ção de pacientes com doença de Lyme (identificados pela definição de 
casos de vigilância) em áreas endêmicas (Trevejo, 1999). Do mesmo 
modo, formatos mais modernos de ELISA, com a utilização de antige- 
nos recombinantes, podem finalmente servir para aumentar a acurá- 
cia ainda mais (Gomes-Solecki, 2000; Bacon, 2003). 

Picos de títulos de anticorpo em geral atingem o platô entre 7 e 30 
dias após o desenvolvimento de eritema migratório, com o grau de 
reatividade (i. e., número de bandas no Western blot ou leitura de den- 
sidade óptica ao ELISA) por vezes sendo maior em pacientes com dis- 
seminação precoce (Aguero-Rosenfeld, 1996). Após 30 dias, a maioria 
dos pacientes com doença de Lyme terá desenvolvido uma resposta de 
IgG, sendo que eles não devem ser testados apenas com ensaios para 
detecção de IgM (Centers for Disease Control and Prevention, 1995). 
Diversos relatos sugerem que a intervenção terapêutica no início do 
curso da doença pode eliminar a resposta de anticorpos e levar à doen- 
ça de Lyme “soronegativa” (Aguero-Rosenfeld, 1996; Ledue, 1996; 
Dattwyler, 1988). Embora um estudo retrospectivo europeu tenha 
demonstrado que o tratamento não produziu efeitos estatisticamente 
significativos sobre a sororreatividade final, os autores observaram a 
existência de uma tendência à incidência de uma soropositividade e 
títulos mais altos entre os pacientes que não foram tratados com anti- 
bióticos (Plorer, 1993). Por fim, como IgG e IgM podem ser detectadas 
durante muitos anos após a erradicação bem-sucedida das espiroque- 
tas, parece não haver nenhuma utilidade em monitorar os níveis de 
anticorpos durante a fase de convalescência, para determinação da ati- 
vidade da doença e resposta à terapia ou para avaliar a positividade de 
IgM como forma de estabelecer o momento da infecção (Hilton, 1997; 
Kalish, 2001). 

Certo número de técnicas imunológicas de base laboratorial foram 
avaliadas quanto ao potencial uso no diagnóstico da doença de Lyme. 
Vários relatos indicaram que anticorpos Borrelia-específicos detecta- 
dos por IFA, ELISA e/ou Western blot em amostras de LCE e líquido 
sinovial podem ser úteis para confirmação de casos de neuroborrelio- 
se e artrite de Lyme, respectivamente, em particular se comparados 
aos níveis séricos (Cruz, 1991; Hansen, 1991). No entanto, até 1999 
nenhum kit comercial foi liberado para esse tipo de uso pelo US-FDA 
(Brown, 1999). Outra metodologia que se mostrou promissora na 
identificação de casos de doença de Lyme “soronegativos” — o ensaio 
de proliferação de células T — provavelmente era complexo e insensí- 
vel demais para se tornar amplamente interessante aos laboratórios 
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1216 diagnósticos (Dressler, 1991). Uma estratégia recentemente desenvol- 


vida — utilizando precipitação e dissociação de IgM Borrelia-específica 
de imunocomplexos circulantes antes da captura em fase sólida e 
quantificação — mostrou-se promissora (Brunner, 2001). Por fim, foi 
descrito um ensaio de captura de antígenos presentes em amostras de 
LCE ou urina (Coyle, 1995; Klempner, 2001), todavia esse teste atu- 
almente não é recomendado para fins diagnósticos antes que sejam 
realizados mais estudos de validação (Tugwell, 1997). 


Testes moleculares 

Há uma intensa busca por metodologias de teste alternativas para bor- 
reliose de Lyme, dada a baixa sensibilidade dos ensaios de cultura e soro- 
lógicos. No início dos anos 1990, pesquisadores lançaram suas hipóteses 
acerca das técnicas de amplificação genômica, que eram relativamente 
modernas para o arsenal disponível naquela época. Desde então, várias 
modificações da técnica de PCR, empregando diversos alvos genéticos e 
métodos de detecção de amplicon, foram aplicadas a uma variedade de 
tipos de amostra na procura por ácidos nucleicos de Borrelia. 

As amostras a partir das quais não foi possível isolar B. burgdorferi 
prontamente constituíram o foco primário das investigações iniciais 
sobre a utilidade da PCR. Estudos envolvendo análise por PCR de 
amostras de aspirado articular provenientes de pacientes com artrite 
de Lyme apresentaram excelentes taxas de sensibilidade e especificida- 
de quando vários conjuntos de iniciadores foram utilizados (Nocton, 
1994; Dumler, 2001). Depois que os resultados foram comparados 
com informações clínicas, tornou-se evidente que (1) a detecção dos 
ácidos nucleicos de Borrelia estava mais frequentemente associada a 
uma história de terapia antimicrobiana inadequada ou ausente e (2) a 
positividade da PCR desaparecia após a instituição do tratamento ade- 
quado (Nocton, 1994). Novas investigações sobre a discrepância de 
desempenho dos conjuntos de iniciadores para DNA genômico (p. ex., 
genes de rRNA) vs DNA derivado de plasmideo (p. ex., OspA e OspB) 
revelaram que esse último está presente em maior quantidade junto 
aos espaços articulares na artrite de Lyme (Persing, 1994). O fenô- 
meno, denominado “desequilíbrio alvo”, parece ser único ao milieu 
de espiroquetas inflamatório do líquido sinovial na artrite de Lyme 
e provavelmente contribui para a maior sensibilidade observada nos 
testes que têm o gene OspA como alvo (Lebech, 2002). Em contraste, 
estudos de amplificação utilizando amostras de LCE de pacientes com 
neuroborreliose aguda ou crônica apresentaram apenas uma mode- 
rada melhora da sensibilidade em relação à cultura (Nocton, 1996; 
Dumler, 2001). Sendo em parte o resultado dos critérios de inclusão 
adotados pelo estudo, também é provável que as faixas extremamente 
amplas de sensibilidade relatadas se devam aos números muito bai- 
xos de cópias genômicas de Borrelia (i. e., níveis próximos aos limites 
inferiores de detecção) no LCE de pacientes afetados (Schmidt, 1997). 
Como regra geral, amplificações bem-sucedidas são mais frequentes 
durante os estágios iniciais da doença neurológica (Lebech, 2002). 

O PCR, do mesmo modo, tem sido aplicado a amostras coletadas 
durante os estágios primário e inicial disseminado da borreliose de 
Lyme. A detecção de ácidos nucleicos em amostras de tecido oriundas 
das lesões de eritema migratório tem sido realizada com sucesso. Esse 
tipo de abordagem pode resultar em melhora tanto da sensibilidade 
como do tempo de resposta relativamente às culturas (Dumler, 2001). 
Tentativas de testar amostras de sangue e plasma foram igualmente rea- 
lizadas, contudo as análises foram limitadas pela presença frequente da 
substâncias inibitórias, bem como pelo momento de coleta das amos- 
tras (Schmidt, 1997). Os relatos iniciais referentes ao teste de urina por 
PCR foram encorajadores, contudo não foi possível reproduzi-los de 
modo consistente (Brettschneider, 1998; Lebech, 2002). Além disso, a 
detecção de material genético de Borrelia extraído diretamente de car- 
rapatos-vetores ixodídeos pode ser útil do ponto de vista epidemiológi- 
co, porém não servem de base para o diagnóstico nem supervisão dos 
pacientes que forneceram os carrapatos (Sood, 1997; Dumler, 2001). 

Com o tempo, os avanços tecnológicos e o desenvolvimento do 
conhecimento continuarão sendo úteis para novos e criativos usos da 
PCR, além do simples diagnóstico. Exemplificando, essa técnica tem 
sido prontamente utilizada aliada ao polimorfismo de comprimento 
de fragmento de restrição (RFLP, restriction fragment length polymor- 
phism) e sequenciamento de DNA para subclassificação de isolados 
de Borrelia para fins taxonômicos (Wang, 1999). O uso de sondas de 


hibridização interna marcadas junto ao vaso reativo resultou na capa- 
cidade de detectar e quantificar produtos de amplificação em tempo 
real. Embora ainda não sejam tipicamente executados nos labora- 
tórios diagnósticos, esses ensaios quantitativos forneceram indícios 
sobre a dinâmica da transmissão e da patogênese de Borrelia (Pahl, 
1999; Wang, 2002). Em contraste com os casos de infecção pelo HIV 
ou vírus da hepatite C, o monitoramento das respostas terapéuti- 
cas por PCR não está firmemente estabelecido como sendo benéfico 
para o diagnóstico da doença de Lyme (Schmidt, 1997). Entretanto, 
as relações existentes entre o material genético de Borrelia presente 
nas articulações afetadas pela artrite de Lyme, a terapia antibiótica e 
o resultado sintomático sugerem que esse benefício pode ser futuro 
(Nocton, 1994; Steere, 2004). 

Como ocorre com a maioria das técnicas de amplificação, o uso da 
PCR no diagnóstico da doença de Lyme é limitado por muitos fato- 
res, como inibidores de polimerase, baixos níveis de alvo, potencial de 
contaminação, iniciadores escolhidos e método de detecção do ampli- 
con. Seja qual for a aplicação, a sensibilidade e especificidade dos testes 
moleculares são imperfeitas. Do mesmo modo, resultados negativos iso- 
lados jamais devem ser utilizados para excluir um diagnóstico, enquanto 
resultados positivos fora de contexto não devem servir para confirmar 
um diagnóstico. Interpretações errôneas como essas podem ter conse- 
quências lamentáveis caso não sejam solucionadas com rapidez (Patel, 
2000; Molloy, 2001). Significativamente, como a maioria dos pacientes 
com manifestações tardias da doença de Lyme apresentarão evidências 
de soronegatividade no momento da manifestação (correspondendo, 
assim, à definição de caso do CDC), é provável que os estudos de PCR 
tenham maior utilidade no início da doença, antes da produção da res- 
posta sorológica. De importância fundamental é a correlação dos dados 
laboratoriais com a impressão clínica, independentemente de esses dados 
serem derivados de métodos sorológicos ou moleculares. 


Tratamento e prevenção 


A Infectious Disease Society of America (IDSA) publicou recente- 
mente um conjunto de diretrizes para a supervisão de pacientes com 
suspeita ou borreliose de Lyme comprovada (Wormser, 2000). Em 
resumo, um corpo significativo de evidências em forma de estudos 
randômicos, prospectivos e duplo-cegos demonstrou de maneira 
consistente que um curso de 2 a 3 semanas de doxiciclina ou ampici- 
lina oral é altamente eficaz no tratamento da doença de Lyme inicial 
e sem complicações. A cefuroxime é igualmente efetiva, porém não 
é recomendada para a terapia de primeira linha em virtude do custo 
elevado. Para pacientes incapazes de tolerar qualquer um desses regi- 
mes ou, nos casos em que tais regimes são contraindicados, a terapia 
com macrolídeo pode ser uma alternativa aceitável. Cursos de trata- 
mento estendidos desse regime oral padrão também são considerados 
efetivos para a maioria dos pacientes com artrite de Lyme, na ausência 
de manifestações neurológicas. Todavia, a terapia parenteral com cef- 
triaxona (ou penicilina) pode ser adotada para casos de recidiva da 
artrite. Esse mesmo regime endovenoso também é recomendado para 
pacientes com bloqueio cardíaco de terceiro grau e/ou neuroborre- 
liose. Notavelmente, a maioria das triagens terapêuticas prospectivas 
(nas quais se baseiam as recomendações da IDSA) apresenta pontos 
finais bem definidos em termos de respostas clínicas (1. e., desapareci- 
mento dos sintomas), em vez da erradicação da Borrelia. 

Um aspecto mais arduamente contestado diz respeito ao uso da 
terapia antibiótica profilática após o reconhecimento e a remoção de 
um carrapato que esteja se alimentando no paciente. Estudos prospec- 
tivos recentes empregando regimes orais de 10 dias de profilaxia anti- 
microbiana falharam em estabelecer qualquer benefício em relação ao 
placebo (Warshafsky, 1996). Alguns fatores que tornam essa questão 
ainda mais confusa são: (1) a taxa de sucesso extremamente baixa 
da transmissão de Borrelia para seres humanos (1 a 3%), mesmo em 
áreas hiperendêmicas, onde as taxas de infecção de carrapatos podem 
ultrapassar 50% (Shapiro, 1992; Nadelman, 2001); (2) a frequência 
com que as mordidas de carrapato passam desapercebidas entre os 
pacientes com doença de Lyme (até 75% dos pacientes) (Nadelman, 
1996); (3) a inacurácia da identificação das espécies de carrapato e das 
estimativas do tempo de alimentação realizadas por não entomólogos 
(Falco, 1998); (4) os potenciais custos do uso disseminado de antibió- 
ticos (p. ex., aspectos financeiros, efeitos colaterais imprevistos, resis- 


tência bacteriana). Uma investigação mais recente demonstrou que 
uma única dose de 200 mg de doxiciclina administrada após a remo- 
ção de um carrapato I. scapularis promoveu redução significativa da 
incidência de desenvolvimento subsequente de eritema migratório 
(Nadelman, 2001). Mais uma vez, as interpretações do estudo foram 
diversas (Bellovin, 2001; Leenders, 2001; Shapiro, 2001). 

As estratégias de prevenção à doença de Lyme primária que geral- 
mente são aceitas incluem intervenções que diminuem a probabilida- 
de e a duração da fixação e da alimentação do vetor. O uso de repelen- 
tes de insetos, acaricidas e barreiras de roupas, como calça comprida 
e blusas de mangas longas, bem como “catar carrapatos” diariamente, 
são medidas que possuem cada qual um valor teórico, quando não 
comprovado, na redução do número de casos humanos de doenças 
transmitidas por carrapatos ixodídeos (Poland, 2001; Haves, 2003). A 
estratégia preventiva mais amplamente aceita e integralmente testada 
— a vacinação humana — deixou de ser comercializada (Hitt, 2002). 
Foi demonstrado que essa vacina de subunidades contendo um antí- 
geno recombinante OspA transformado em lipídeo reduz significa- 
tivamente a incidência da borreliose de Lyme após um esquema de 
imunização de três etapas (Steere, 1998). Por causa do fracasso de 
vendas e, talvez, de um temor infundado de complicações, o produto 
foi retirado do mercado em 2002. 


Febre recidivante 


A febre recidivante pode ser dividida em duas entidades distin- 
tas com base em aspectos microbiológicos e epidemiológicos. A 
febre recidivante transmitida pelo piolho (FRTP) epidêmica ocor- 
re no mundo inteiro, refletindo a distribuição ubíqua de seu vetor, 
Pediculus humanus (Johnson, 2000). Enquanto a doença foi ampla- 
mente erradicada na maioria dos países desenvolvidos, certo núme- 
ro de ocorrências persistem em localidades do leste da África e na 
América do Sul (Sundnes, 1993; Raoult, 1999). Seres humanos cons- 
tituem o único reservatório conhecido do agente causador da doença, 
B. recurrentis. A transmissão bem-sucedida, portanto, dispensa a ali- 
mentação do vetor em indivíduos infectados. Em vez disso, quando 
um piolho infectado é esmagado, hospedeiros suscetíveis são expostos 
e infectados via hemolinfa contaminada (Johnson, 2000). 

A febre recidivante transmitida pelo carrapato (FRTC) endêmica 
possui uma distribuição geográfica discretamente menor, que ocorre 
em paralelo à distribuição de seus vetores de transmissão primária — os 
carrapatos argasídeos do gênero Ornithodoros. As áreas da América do 
Norte em que a doença é endêmica são a região noroeste do Pacífico, 
regiões norte e central das Montanhas Rochosas e partes da cordilhei- 
ra californiana de Sierra, EUA (hábitat de Ornithodoros hermsi), bem 
como as áridas regiões planas do México, Texas e Novo México (hábi- 
tats de Ornithodoros turicata) (Dworkin, 2002). Também há registros 
bem documentados da doença em partes da África e Europa (Parola, 
2001). No passado, Borrelia spp. causadoras de FRTC eram considera- 
das altamente específicas do carrapato-vetor, sendo denominadas em 
homenagem às espécies de Ornithodoros a partir das quais foram iso- 
ladas (Davis, 1942). Assim, B. hermsii e B. turicatae estão associadas a 
O. hermsi e O. turicata, respectivamente. Entretanto, esse conceito foi 
posto à prova por relatos recentes que demonstraram a presença de 
ácidos nucleicos de Borrelia do grupo da febre recidivante em diversas 
espécies de carrapatos Ixodes, muitas das quais capturadas em regi- 
ões endêmicas da doença de Lyme (Fukungaga, 1995; Scoles, 2001; 
Fraenkel, 2002). Além disso, como (1) é altamente provável haver rea- 
tividade sorológica cruzada entre organismos pertencentes aos dois 
clados de borreliose (Schwan, 1996) e (2) por ter sido demonstrado 
que espiroquetas análogas aos organismos causadores da febre recidi- 
vante produzem a doença em locais antes considerados não endêmi- 
cos para FRTC (Breitschwerdt, 1994), as implicações clínicas e diag- 
nósticas desses relatos sem dúvida estimularão novas pesquisas sobre 
os agentes da febre recidivante. 

A dinâmica da transmissão e, portanto, os fatores epidemiológicos 
associados à FRTC são consideravelmente diferentes daqueles asso- 
ciados à doença de Lyme. Os carrapatos argasídeos possuem hábitos 
alimentares noturnos e passam bem menos tempo se alimentando do 
que os carrapatos ixodídeos (Parola, 2001). Todavia, como abrigam 
Borrelia em suas secreções salivares, os carrapatos moles conseguem 


inocular as espiroquetas em questão de minutos, enquanto se alimen- 
tam (Dworkin, 2002). Embora os carrapatos Ornithodoros possam 
transmitir Borrelia verticalmente (transmissão transovariana) e man- 
ter a bactéria na natureza por períodos prolongados, vários hospedei- 
ros mamíferos também contribuem para a persistência das espiroque- 
tas (Dworkin, 2002). Os casos humanos são frequentes em pequenas 
aglomerações, após a exposição dos indivíduos ao vetor, ao dormirem 
em cabanas rústicas, habitações rurais raramente ocupadas (O. herm- 
si) ou cavernas (O. turicata) (Rawlings, 1995; Dworkin, 1998). 

Os aspectos clínicos da FRTP e da FRTC são semelhantes. Após um 
período aproximado de 7 dias de incubação, os pacientes infectados 
apresentam febre alta (38,9 a 40°C) de início agudo acompanhada 
de sintomas inespecíficos, como dor de cabeça, mal-estar, artralgia e 
fadiga (Southern, 1969; Dworkin, 1998). Manifestações hemorrágicas 
mínimas são comuns e podem estar relacionadas a uma tromboci- 
topenia temporária. Uma hepatoesplenomegalia é identificada mais 
frequentemente em pacientes com FRTP (Southern, 1969). O envol- 
vimento neurológico — que se manifesta como meningite, paralisia do 
sétimo nervo, mielite e encefalite — tem sido relatado em todos os casos 
(Cadavid, 1998). Quase tão repentinamente como surgem, os sinto- 
mas desaparecem após 3 a 6 dias na maioria dos pacientes e voltam 
somente após 1 semana (Johnson, 2000). Episódios similares de recor- 
rência sintomática podem se repetir por até 13 vezes, contudo tipica- 
mente se resolvem após 2 a 3 episódios de recaída (Southern, 1969). 
Considera-se que essas ondas de recrudescência se devem à extraor- 
dinária habilidade do organismo de variar sua constituição antigênica 
de proteínas de superfície sob pressão imunológica seletiva e, assim, 
expandir e contrair numericamente sua população, à medida que 
novos anticorpos são produzidos (Rich, 2001; Dworkin, 2002). Sem 
tratamento, a FRTP parece estar associada a uma maior taxa de mor- 
talidade do que sua contraparte transmitida pelo carrapato, no entan- 
to os efeitos contribuintes de outros fatores (p. ex., fome, guerras) que 
muitas vezes acompanham a FRTP podem obscurecer comparações 
diretas (Dworkin, 2002). Mesmo assim, há relatos de casos autolimita- 
dos provavelmente de FRTC (Rawlings, 1995; Dworkin, 1998). 

O exame microscópico de amostras de sangue periférico obtidas 
durante episódios febris tem sido a abordagem laboratorial tradicio- 
nal para o diagnóstico da febre recidivante. Os organismos de Borrelia 
podem ser visualizados em preparações a fresco com utilização da téc- 
nica de campo escuro, ou em esfregaços fixados e corados por Wright- 
Giemsa, laranja de acridina ou anticorpos fluorescentes específicos. A 
microscopia tem como defeitos: (1) a necessidade de haver uma carga 
sanguínea de espiroquetas bastante alta, ainda que isso seja evidencia- 
do pela coleta de amostras durante os períodos febris; (2) inexperiên- 
cia do observador ou falta de familiaridade com o diferencial clínico; 
(3) incapacidade de identificar a Borrelia causadora ao nível de espécie. 
É possível cultivar espiroquetas, ainda que seja uma atividade difícil 
e raramente realizada no cenário clínico. A demonstração da resposta 
sorológica por meio do uso de técnicas de IFA, ELISA e Western blot 
tem sido associada a níveis variáveis de sucesso. O grau de variabilidade 
antigênica de Borrelia pode limitar a sensibilidade do ensaio sorológi- 
co, enquanto a reatividade cruzada com outras espiroquetas, em parti- 
cular aquelas pertencentes ao grupo da borreliose de Lyme, pode afetar 
a especificidade. Testes mais modernos, que empregam uma proteína 
recombinante de 34 kDa (GlpQ), parecem ser mais específicos para 
detecção de espiroquetas causadoras de febre recidivante (Porcella, 
2000; Schwan, 1996). No momento, os métodos moleculares (p. ex., 
PCR) exercem pouco ou nenhum papel no diagnóstico de rotina da 
febre recidivante. Entretanto, dado ao extremo poder de discriminação 
de cepas e/ou espécies que possuem (Wormser, 1999; Bunikis, 2004), 
essas técnicas poderão futuramente ser parte vital da elucidação da 
etiologia da borreliose em regiões onde são encontradas espiroquetas 
causadoras tanto da febre recidivante como da doença de Lyme. 

O tratamento bem-sucedido da FRTP pode ser conseguido pela 
administração de uma única dose oral de tetraciclina ou eritromicina. 
Para casos de FRTC, o tratamento indicado é a terapia com qualquer 
um desses agentes durante 5 a 10 dias (Johnson, 2000). A adminis- 
tração parenteral de [-lactâmico pode ser considerada para casos 
de meningite ou encefalite (Cadavid, 1998). Seja qual for o antibió- 
tico utilizado, é comum haver manifestação dos sintomas da reação 
de Jarisch-Herxheimer, que podem ser particularmente severos na 
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mente ocorre em poucas horas após o início da terapia com antibió- 
ticos, sendo tipificada por uma elevação da temperatura corporal (0,5 
a 1°C) acompanhada de rigidez, hipotensão sistêmica e leucopenia. 
Como em outras síndromes choque-símiles, o mecanismo proposto 
para a reação de Jarisch-Herxheimer envolve uma “tempestade” de 
citocinas, em que o fator de necrose tumoral-q, interleucina-6 e inter- 
leucina-8 atuam como componentes principais (Griffin, 1998). 

As estratégias preventivas para FRTC incluem a construção de cha- 
lés ou cabanas à prova de roedores, a fim de evitar a imigração e colo- 
nização por carrapatos moles; aplicação de inseticidas nas adjacências 
dessas habitações; uso tópico de repelentes enquanto estiver dormin- 
do; além de evitar totalmente permanecer de um dia a outro em locais 
que sabidamente constituem hábitats de Ornithodoros. A prevenção 
da FRTP pode ser conseguida por meio de uma boa higiene pessoal e 
pela prática de remoção de piolhos (Johnson, 2000). Atualmente, não 
há nenhuma vacina disponível. 


Febre por mordedura de rato 


Descrição 

Spirillum minus é uma bactéria Gram-negativa, firmemente espirala- 
da, que mede 2 a 5 um de comprimento por 0,5 um de largura. Possui 
tufos bipolares de flagelos e está mais proximamente relacionada às 
espécies de Neisseria do que aos membros da família Spirochaetaceae. 


Epidemiologia 

A infecção humana por S. minus que resulta em febre recidivan- 
te é denominada sodoku. A maioria dos casos foi descrita no Japão, 
embora possam ocorrer no mundo todo. Essa bactéria integra a flora 
respiratória dos ratos e é transmitida pela mordida desse animal. Não 
há relatos indicando que a ingestão oral constitua fonte de infecção 
humana. À doença é bastante rara nos Estados Unidos. Funcionários 
de laboratórios de pesquisa e viajantes internacionais representam os 
grupos de risco da infecção (Anderson, 1983; Signorini, 2002). 


Patogênese e patologia 

A patogênese de S. minus é pouco compreendida. A disseminação a 
partir da mordida original ocorre logo após a inoculação. Nas poucas 
descrições pós-morte de casos fatais, foram observados necrose epite- 
lial e infiltração mononuclear na derme no sítio de mordida original; 
infiltrado perivascular de células mononucleares na derme a partir 
do sítio de erupções; hiperplasia de linfonodos; além de hemorragia 
e necrose no fígado, no baço, nos rins, no miocárdio e nas meninges 
(Washburn, 1995). 


Curso clínico 

A ferida produzida pela mordida a princípio cicatriza. No entanto, 
decorridos 1 a 4 dias, pode haver aparecimento de uma lesão endure- 
cida com potencial ulcerativo no sítio da mordida. Os períodos febris 
são recorrentes, intercalados por períodos de 3 a 7 dias sem febre. A 
febre pode ser acompanhada de mialgia, dor de cabeça e vômitos. 
Metade dos pacientes desenvolve erupções maculares que podem for- 
mar placas amplas (Taber, 1979). A resolução comumente se dá em 
3 a 8 semanas, contudo recidivas e complicações (p. ex., endocardite, 
meningite, miocardite e nefrite) podem ocorrer (Washburn, 1995). 
Na era pré-antibiótica, a mortalidade associada aos casos não tratados 
era de 6 a 10% (Washburn, 1995). 


Diagnóstico laboratorial 

S. minus pode ser propagado apenas em camundongos ou cobaias, 
por inoculação intraperitoneal. A demonstração dos organismos pode 
ser feita por meio da coloração de amostras de exsudato oriundas da 
lesão ou dos linfonodos com a utilização da técnica de Wright-Giemsa, 
ou pela visualização por microscopia de campo escuro. Não existem 
testes sorológicos disponíveis. Contudo, até 50% dos pacientes pode 
apresentar resultados falso-positivos em testes não treponêmicos para 
detecção de sífilis (Taber, 1979). 


Tratamento 
A administração endovenosa de penicilina G constitui a terapia de 
escolha. Pacientes alérgicos à penicilina são tratados com tetraciclina. 


Anaerobiospirillum succiniciproducens 


Descrição 

Anaerobiospirillum succiniciproducens é uma bactéria Gram- 
negativa, espiralada, que mede 0,6 a 0,8 um de largura por 4 a 8 um 
de comprimento. Realiza movimentos em forma de um saca-rolhas 
e possui flagelos bipolares multitricosos. Tal como Spirillum spp., os 
membros do gênero Anaerobiospirillum não são espiroquetas verda- 
deiras. Em vez disso, são mais proximamente relacionados ao gênero 
Aeromonas do que aos gêneros Treponema e Borrelia. 


Epidemiologia 

As bactérias anaeróbias podem fazer parte da flora normal de gatos 
e cães saudáveis, contudo recentemente também foram demonstrados 
em associação à ileocolite felina severa (De Cock, 2004). Embora tenha 
sido sugerida a existência de associação entre uma doença humana 
similar e a exposição a esses animais, a associação não foi estabelecida 
de forma definitiva (Malnick, 1990; Goddard, 1998). A. succinicipro- 
ducens foi associada à doença diarreica em pacientes normais e à sep- 
ticemia em pacientes com doença predisponente. Foi postulado que o 
trato gastrintestinal desses pacientes constitui a porta de entrada dos 
organismos para o sistema circulatório (McNeil, 1987; Tee, 1998). 
Embora seja baixa, a incidência da infecção tem aumentado, talvez 
principalmente como resultado da melhor detecção propiciada pelo 
aprimoramento da técnica de cultura (Goddard, 1998). 


Curso clínico 

Pacientes com gastroenterite apresentam dor abdominal, vômitos e 
diarreia por um período de 3 a 7 dias. Aqueles que não possuem doen- 
ça subjacente se recuperam sem desenvolver complicações (Malnick, 
1990). Há relatos de detecção de septicemia em pacientes com doenças 
subjacentes, como alcoolismo, aterosclerose, malignidade, diabetes 
melito e gengivite (Goddard, 1998; Pienaar, 2003). Aproximadamente 
1/3 dos casos com septicemia são fatais. 


Diagnóstico laboratorial 

A. succiniciproducens cresce bem em sistemas de cultura de sangue 
automatizados (Tee, 1998); 2 a 3 dias após o subcultivo em ágar cho- 
colate ou ágar sangue, surgem colônias úmidas e disseminantes que 
medem aproximadamente 1 a 2 mm de diâmetro. Entre as reações 
bioquímicas úteis para fins de identificação, estão negatividade para 
catalase, indol e oxidase; produção de ácido succínico e ácido acéti- 
co a partir de glicose, demonstrada por cromatografia a gás-líquida; 
ausência de crescimento a 25 ou 42°C. Malnick et al. (1990) desenvol- 
veram um meio seletivo. 


Tratamento 

Em decorrência da natureza incomum dessa infecção, não há 
nenhuma terapia ideal estabelecida para seu tratamento. In vitro, a 
maioria dos isolados testados é suscetível à carbenicilina, cefoxitina, 
cloranfenicol e metronidazol, bem como resistente à vancomicina e 
clindamicina. Entretanto, esses testes são limitados e ainda precisam 
ser padronizados (Shlaes, 1982; McNeil, 1987). 


Agentes causadores de espiroquetose intestinal 


Descrição 
Duas espécies de espiroquetas, Brachyspira aalborgi e Brachyspira 


pilosicoh (antigamente designadas como membros do gênero 


Serpulina), foram encontradas no cólon de seres humanos. Esses 
organismos são Gram-negativos, medem 0,2 a 0,4 um de diâmetro e 
4 a 8 um de comprimento. Existem 4 a 6 flagelos presentes ao nível 
subterminal de cada extremidade, próximos das terminações pontu- 
das da bactéria. 


Epidemiologia e curso clínico 

B. pilosicoli e também Brachyspira hyodysenteriae causam espiroque- 
tose intestinal suína, que é uma doença diarreica observada em porcos 
jovens. Por outro lado, cepas relacionadas a essas espécies foram iso- 
ladas de cães, pássaros e outros animais (Korner, 2003). Ainda é pre- 
ciso descobrir se esses animais atuam como reservatórios da infecção 
humana. Em contraste, B. aalborgi foi nomeado após ter sido isolado 


do cólon de um paciente (Hovind-Hougen, 1982), mas não é tão bem 
caracterizado de uma forma geral. A associação existente entre as espi- 
roquetas intestinais e a doença ainda não está firmemente estabelecida, 
uma vez que foram identificadas bactérias em indivíduos sintomáticos e 
assintomáticos. Foi demonstrada uma prevalência maior entre homens 
homossexuais do que em outras populações (Teglbjaerg, 1990). 
Diarreia, dor abdominal, sangramento retal e produção de secreções 
foram atribuídos à presença das espiroquetas intestinais (Teglbjaerg, 
1990). Além disso, B. pilosicoli foi isolado a partir do sangue de pacien- 
tes criticamente doentes e imunocomprometidos, embora sua impor- 
tância clínica permaneça desconhecida (Trott, 1997; Kanavaki, 2002). 


Patologia e patogênese 

As espiroquetas são facilmente observadas em amostras de biópsia, 
como uma “franja” azul-escura na superfície das células epiteliais colô- 
nicas. As células globosas continuam preservadas. A técnica da impreg- 
nação com prata demonstra nitidamente os organismos. As células 
epiteliais parecem normais e não há inflamação aumentada na lâmi- 
na própria. A microscopia eletrônica revela que as bactérias se fixam 
à superfície das células epiteliais colônicas, orientando-se perpendicu- 
larmente para o lume (Teglbjaerg, 1990). A invasão de macrófagos epi- 
teliais e de mucosa foi observada em pacientes sintomáticos e assinto- 
máticos (Teglbjaerg, 1990). A patogênese ainda não foi estabelecida. 


Diagnóstico laboratorial 

As espiroquetas podem ser detectadas nas fezes por microscopia 
de campo escuro, bem como cultivadas a partir desse material ou 
de amostras de biópsia em ágar soja tripticase contendo 5 a 10% 
de sangue de cavalo ou de cabra. A adição de espectinomicina e 
polimixina B confere seletividade ao meio (Teglbjaerg, 1990). No 
meio incubado sob condições anaeróbias, desenvolvem-se pontos 
de colônias fracamente B-hemoliticas em um período de 3 dias a 4 
semanas, dependendo da cepa. Ensaios de hibridização in situ fluo- 
rescente e técnicas de amplificação seguidas de análise RFLP foram 
empregadas para detecção e/ou identificação de espiroquetas a par- 
tir de amostras de tecido de biópsia (Calderaro, 2003; Jensen, 2004). 
Além disso, a amplificação de genes de Brachyspira oriundos do 
DNA extraído diretamente das fezes de animais infectados também 
foi utilizada com sucesso (Atyeo, 1998). 


Tratamento 

Apesar de terem sido publicadas as suscetibilidade antimicrobia- 
nas de Brachyspira spp., ainda não foram descritos testes padroni- 
zados para um número considerável de isolados (Karlsson, 2003). 
Há relatos de pacientes apresentando sintomas e espiroqueto- 
se intestinal que responderam ao tratamento com metronidazol 


(Teglbjaerg, 1990). 
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PONTOS-CHAVE 

e O complexo Mycobacterium tuberculosis é a única 
micobactéria transmissível de um indivíduo a outro e, 
por isso, tem importância na área de saúde pública. 


H a) 


e O teste cutâneo de Mantoux é útil para identificar indivíduos com 
tuberculose infecciosa latente. 
e Para detecção ótima de micobactérias em amostras clínicas, os 


laboratórios devem utilizar coloração à base de fluorocromos e 
meios de cultura líquidos e sólidos. 





e Os testes de amplificação de ácido nucleico proporcionam 

detecção direta do complexo M. tuberculosis em amostras oriundas 

do trato respiratório. 

* O teste de suscetibilidade aos agentes antituberculose primários 

(isoniazida, rifampina, etambutol e pirazinamida) deve ser realizado 

em todos os isolados iniciais do complexo M. tuberculosis. 

e As infecções causadas por micobactérias não tuberculosas são 

adquiridas do ambiente (p. ex., água). 

e As micobactérias não tuberculosas mais comumente detectadas 

nos laboratórios clínicos são: o complexo Mycobacterium avium, 
ue causa doença pulmonar e, em pacientes imunocomprometidos, 

Co d penis as micobactérias de crescimento rápido, 

Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae e do grupo 

da Mycobacterium fortuitum, causas mais frequentes de infecções 

cutâneas e de tecidos moles; Mycobacterium kansasii, que causa 

infecção pulmonar; e Mycobacterium marinum, que causa infecções 

na pele e nos tecidos moles. 


As micobactérias são organismos aeróbios, sem motilidade, álcool- 
-acidorresistentes e com formato levemente encurvado ou de bacilos 
retilíneos. Possuem ácidos micólicos de alto peso molecular (60 a 90 
carbonos) na parede celular que, mediante pirólise, liberam ácidos 
de cadeia longa saturada e reta C,,-C,,. As proporções de guanina 
mais citosina de seu conteúdo de base de DNA estão na faixa de 62 a 
70 mol%. 

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium 
africanum e Mycobacterium canettn são os patógenos humanos que 
constituem o complexo M. tuberculosis (MTBC, M. tuberculosis com- 
plex). Esses organismos — os “bacilos tuberculiformes” — são os agen- 
tes etiológicos da tuberculose humana. Outras micobactérias que não 
as do MTBC têm sido denominadas “atípicas” por diferirem dos baci- 
los tuberculiformes. No entanto, os termos “micobactérias não tuber- 
culosas” e “micobactérias bacilo tuberculiforme-distintas” são prefe- 


rencialmente adotados, pois esses organismos não são atípicos e ape- 
nas apresentam características diversas daquelas de M. tuberculosis. 
Em 1957, Runyon propôs que as micobactérias não tuberculosas 
(MNT) fossem divididas em quatro grupos, com base na pigmentação 
da colônia e na taxa de crescimento em meio de cultura sólido (Tab. 
59.1) (Runyon, 1959). Esse sistema de classificação, contudo, apresen- 
ta limitações. Mycobacterium kansastt, por exemplo, usualmente é um 
fotocromógeno e, em raras ocasiões, não cromogênico ou escotocro- 
mogênico. Os membros do complexo Mycobacterium avium (MAC, 
Mycobacterium avium complex) são não cromogênicos no esquema de 
Runyon, entretanto, outros isolados produzem colônias levemente pig- 
mentadas que potencialmente conduzem à classificação errônea como 
escotocromógenos. Mycobacterium szulgai é escotocromógeno a 37°C e 
fotocromógeno a 25°C. Além disso, quando um meio de cultura liqui- 
do é utilizado para cultivo de micobactérias, segundo as recomendações 
atualmente vigentes (ver adiante), as taxas de crescimento utilizadas por 
Runyon para classificação não se aplicam. Mycobacterium leprae, a única 
das micobactérias que ainda não foi cultivada in vitro, é discutida à parte. 


Complexo Mycobacterium tuberculosis 


Mycobacterium tuberculosis 


Atualmente, a tuberculose é um problema global. Em todo o mundo, 
as estimativas anuais apontam de 8 a 10 milhões de casos novos de 
tuberculose e de 2 a 3 milhões de mortes decorrentes dessa doença. 
Em uma área considerável do globo, a tuberculose constitui a principal 
causa de morte promovida por qualquer agente infeccioso, sendo res- 
ponsável direta por cerca de 7% de todos os casos de morte e por 26% 
de todos os casos de morte evitáveis (Murray, 1990; Snider, 1994). 

Nos Estados Unidos, a tuberculose era a principal causa de morte 
por volta do século XX. Consequentemente, a mortalidade dimi- 
nuiu, a princípio, por causa dos esforços da saúde pública no sentido 
de internar pacientes tuberculosos em casas de saúde para melhorar 
suas nutrições e ventilação. Em uma fase posterior, isso também foi 
motivado pela disponibilização de fármacos antituberculose. Entre os 
anos de 1953 (quando a tuberculose passou a ser notificável em nível 
nacional) e 1984, a incidência da doença diminuiu de modo estável, 
por volta de 5 a 6% a cada ano (Rieder, 1989). Em 1984 e 1985, a taxa 
de declínio diminuiu dramaticamente e, em seguida, essa tendência 
decrescente sofreu uma reversão. No período de 1985 a 1992, o núme- 
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Tabela 59.1 Classificação de Runyon das micobactérias não tuberculosas 


Classificação Descrição das colônias 

Fotocromógenas Sem pigmentação, a menos que sejam expostas à 
luz (idealmente durante o início do crescimento e 
mediante boa aeração da superfície) 

Escotocromógenas Pigmentadas quando crescem no escuro e sob 


iluminação 
Não fotocromógenas Sem pigmentação quando crescem no escuro ou sob 
iluminação 


De crescimento rápido Crescem em meio sólido em < 7 dias 


ro de casos de tuberculose relatados aos Centers for Disease Control 
and Prevention (CDC) sofreu um aumento aproximado de 20%, ou 
seja, foram relatados 51.000 casos a mais do que o número espera- 
do se o declínio até então observado tivesse se mantido (Centers for 
Disease Control and Prevention, 1993). Dentre as áreas metropolita- 
nas, a que sofreu o maior aumento do número de casos foi a cidade 
de Nova York, EUA. Os fatores que contribuíram para o número de 
casos excessivo foram a disseminação do vírus da imunodeficiência 
humana (HIV), a deterioração da infraestrutura de saúde pública, e o 
aumento do número de casos entre moradores de rua, trabalhadores 
imigrantes e residentes de estabelecimentos de prestação de assistên- 
cia a longo prazo (p. ex., prisões e casas de repouso) (Ellner, 1993). 
Além do ressurgimento da tuberculose nos Estados Unidos, outra 
preocupação importante foi a tuberculose multifármacos-resistente 
(MDR-TB, multidrug-resistant tuberculosis), definida como uma 
doença causada por M. tuberculosis resistente a dois ou mais agentes 
antimicrobianos primários utilizados nos Estados Unidos para trata- 
mento da tuberculose (ver adiante, em “Tratamento”). Desde 1992, 
a incidência da tuberculose tem diminuído a cada ano, e a MDR-TB 
se tornou incomum (Centers for Disease Control and Prevention, 
1998, 2004). Apesar desse declínio geral, taxas elevadas continuam a 
ser relatadas entre indivíduos estrangeiros, sobretudo mexicanos, fili- 
pinos, vietnamitas, indianos e chineses, que corresponderam a 53% 
do total de casos de tuberculose relatados em 2003, e entre as minorias 
raciais/étnicas, em especial na população negra não hispânica. 

M. tuberculosis é transmitido sobretudo via inalação de resíduos 
secos de pequenas gotículas (1-10 um de diâmetro) infectadas, mas 
também pela inoculação direta na pele esfolada, um incidente mais 
provável de acontecer no manuseio de tecidos infectados por pato- 
logistas ou por outros funcionários do laboratório clínico. A fonte de 
infecção mais importante é o indivíduo não diagnosticado, que apre- 
senta doença pulmonar cavitária (e positividade ao exame do esfre- 
gaço de escarro). O risco de doença pulmonar ativa é baixo depois 
que a pessoa se expõe ao organismo, contudo, aumenta sob condições 
de estresse ou em ambientes confinados, nos quais ocorrem repetidas 
exposições ao organismo. Uma parte significativa daqueles que são 
infectados por M. tuberculosis não desenvolve doença ativa. O risco 
de desenvolvimento de doença ao longo da vida é de 5 a 10% para 
indivíduos imunocompetentes. Em contraste, no caso de indivídu- 
os infectados tanto pelo M. tuberculosis quanto pelo HIV, o risco de 
desenvolver tuberculose é de 7 a 10% ao ano. 

As estruturas, antígenos e mecanismos especificamente responsá- 
veis pela virulência de M. tuberculosis permanecem desconhecidos, 
mas o fator de cordão e os sulfatídeos têm sido associados à habilidade 
das cepas virulentas de promover a doença. In vitro, o fator de cordão 
é responsável pelo aspecto morfológico das células de M. tuberculosis 
— cordões em serpentina de bacilos dispostos paralelamente e próxi- 
mos entre si. Esse padrão de crescimento está correlacionado com a 
presença de tre-halose 6,6 -dimicolato nos bacilos. Quando esse gli- 
colipídeo é injetado em camundongos, inibe a migração neutrofílica, 
desencadeia a formação de granulomas e estimula a proteção contra 
infecção virulenta. Seu papel específico na patogênese da tuberculose 
humana, entretanto, permanece desconhecido. Os sulfatídeos são gli- 
colipídeos periféricos que inibem a fusão dos lisossomos secundários 
aos fagossomos contendo bacilos junto aos macrófagos, possivelmen- 
te promovendo a sobrevida intracelular do organismo. 


A resposta usual do hospedeiro à infecção por M. tuberculosis é a 
ativação do sistema imune celular. Durante a infecção primária (ini- 
cial), os bacilos inalados viajam para os espaços alveolares, onde são 
ingeridos por macrófagos residentes. Esses macrófagos são incapazes 
de matar as micobactérias, que se multiplicam no meio intracelular 
durante os primeiros dias subsequentes à infecção. Os macrófagos 
infectados pelas micobactérias migram para os linfonodos traqueo- 
bronquiais regionais e apresentam o(s) antígeno(s) sensível(is), as 
células T imunocompetentes, ou eles entram nos linfáticos e na cir- 
culação sanguínea, para em seguida retornarem aos pulmões (princi- 
palmente para os ápices) e a órgãos distantes, como linfonodos, rins, 
áreas epifisárias de ossos longos, corpos vertebrais e meninges, nos 
quais os bacilos continuam a se multiplicar até que a resposta imune 
celular seja ativada. 

As células T imunocompetentes migram dos linfonodos regionais 
para o sítio de infecção no pulmão. Essas células secretam citocinas 
quimiotáticas, inibidoras de migração e mitógenas, que estimulam 
o recrutamento de monócitos e linfócitos sanguíneos, a divisão de 
macrófagos e linfócitos e a ativação de macrófagos. Os macrófagos ati- 
vados apresentam atividade microbiana aumentada e produzem cito- 
cinas, como interleucina-l, o interferon-Y e fator de necrose tumoral, 
que estimula ou regula outros componentes do sistema imune, pro- 
priedades que ajudam a controlar a infecção. As citocinas e as enzimas 
líticas liberadas pelos macrófagos também contribuem para a destrui- 
ção concomitante do tecido local. Com o tempo, a população de célu- 
las T ativadas diminui e é substituída por células T de memória imunes 
com tempo de sobrevida longo, que protegem contra a reinfecção por 
M. tuberculosis e proporcionam proteção cruzada contra a infecção por 
outras micobactérias. Apesar da limitação de novos eventos de multi- 
plicação micobacteriana em focos primários e metastáticos por ação de 
macrófagos ativados e células T de memória, um foco de infecção per- 
siste indefinidamente no pulmão (com mais frequência no ápice, onde 
a tensão de oxigênio é alta) e, de forma menos frequente, em sítios dis- 
tantes. Portanto, esses focos quiescentes apresentam potencial de reati- 
vação da doença durante os períodos de imunossupressão. 

O foco primário da infecção pulmonar — denominado lesão de 
Gohn — usualmente está localizado em posição subjacente à pleura, 
na porção inferior dos lobos superiores ou na parte superior dos lobos 
inferiores de um dos pulmões, correspondentes às áreas do órgão que 
recebem maior fluxo de volume de ar inspirado. As lesões (tubércu- 
los) são áreas bem circunscritas (1-2 cm de diâmetro) de consolida- 
ção branco-acinzentada, cujos centros variam de moles a necróticos. 
Tubérculos de aspecto semelhante são encontrados caracteristicamen- 
te nos linfonodos traqueobronquiais regionais e, aliados à lesão pul- 
monar primária, constituem o complexo de Gohn. Em nível micros- 
cópico, os tubérculos são compostos por granulomas caseosos ou não 
caseosos bem circunscritos, sendo que a coloração acidorresistente de 
cortes desse material permite visualizar os organismos. Com o passar 
do tempo, essas lesões são substituídas por um tecido fibroso hialino 
e eventualmente calcificam. As lesões da tuberculose miliar são áreas 
de consolidação branco-amareladas pequenas (diâmetro igual a 1 
mm ou mais), evidentes e sem a caseação grosseira que histologica- 
mente se assemelha a tubérculos. A habilidade de formar granulomas 
depende da imunocompetência do hospedeiro. Indivíduos infectados 
pelo HIV, por exemplo, podem apresentar uma extensa necrose sem 
formação de granulomas, muitos neutrófilos, microabscessos e uma 
profusão de bacilos acidorresistentes (BAR). 

Nos Estados Unidos, a tuberculose pulmonar corresponde a cerca de 
85% dos casos de doença ativa. As manifestações da doença pulmonar 
variam. À apresentação clínica pode ser insidiosa e com início gradual da 
manifestação de sintomas constitucionais ao longo de vários meses; pode 
ser catarral, com tosse insistente frequentemente atribuída a um resfria- 
do mal curado ou a uma bronquite duradoura; em forma de pneumonia 
ou “gripe-símile”, com febre alta, dores crônicas e agudas, tosse; hemop- 
toica, com formação inicial aguda de escarro contendo estrias de sangue; 
ou pleurítica. A tuberculose extrapulmonar pode ser localizada, todavia, 
mais frequentemente, envolve múltiplos órgãos com ou sem infecção 
pulmonar concomitante. A tuberculose multiorgânica, historicamente 
uma doença de bebês e crianças pequenas, agora predomina entre idosos 
e indivíduos imunocomprometidos, sobretudo naqueles infectados pelo 
HIV e pela M. tuberculosis (Chaisson, 1987; Kim, 1990). 


Mycobacterium bovis 


A M. bovis pode ser transmitida do gado para seres humanos por 
meio da ingestão de leite cru contaminado ou pela exposição respi- 
ratória ao gado infectado vivo ou a suas carcaças; de um indivíduo a 
outro, via exposição respiratória; do homem ao gado, via exposição 
à urina de indivíduos com infecção no trato urinário causada por M. 
bovis; e de um gado a outro, provavelmente por secreções respirató- 
rias. A M. bovis também pode ser transmitida ao gado a partir de ani- 
mais-reservatório, tais como o gambá de cauda em escova, na Nova 
Zelândia, e o texugo, na Suíça e na Grã-Bretanha (Grange, 1987). 

No período de 1900-1930, o M. bovis foi responsável por 6 a 30% 
dos casos de tuberculose registrados nos Estados Unidos e no Reino 
Unido (Karlson, 1970; Grange, 1987). O declínio das taxas de tuber- 
culose humana por essa micobactéria se deveu à pasteurização do 
leite e aos programas de inspeção de gado. Desde 1950, o M. bovis 
foi responsável por menos de 1% dos casos de tuberculose humana 
na América do Norte. A maioria das infecções é extrapulmonar, com 
envolvimento de linfonodos cervicais e mesentéricos, intestinos, ossos 
e rins. De modo inusitado, a infecção pode ocorrer subsequentemente 
à instilação intravesical do bacilo de Calmette-Guérin (BCG) quando 
do tratamento do carcinoma de bexiga superficial (Centers for Disease 
Control and Prevention, 1985; Kristjansson, 1993). 


Mycobacterium africanum 


A M. africanum, o bacilo da tuberculose “africana”, foi isolada de 
seres humanos pela primeira vez no oeste da África (Castets, 1968). 
Os modos de transmissão, a patogênese e as manifestações clínicas da 
doença causada por M. africanum são idênticos àqueles associados ao 
M. tuberculosis. Embora o organismo tenha sido isolado originalmen- 
te de indivíduos na África, é difícil avaliar a prevalência da infecção 
ao redor do mundo, pois a infecção pode não ser identificada cor- 
retamente em muitos laboratórios. Sua identificação requer métodos 
de tipagem molecular sofisticados, como spoligotyping (oligotipagem 
com espaçador), que geralmente estão disponíveis apenas em labora- 
tórios de pesquisa ou de referência (Mostowy, 2004). Recentemente, 
dos cinco isolados de MTBC encontrados na Califórnia identificados 
como M. africanum, dois eram oriundos de pacientes que não viviam 
na África nem apresentavam nenhuma conexão conhecida com um 
caso-fonte originário da África (Desmond, 2004). 


Mycobacterium canettii 


AM. caneitii é a cepa lisa de M. tuberculosis. Assim como este, M. 
canettii é positivo para niacina e nitrato, no entanto cresce mais rapi- 
do do que a M. tuberculosis e produz colônias tipicamente visíveis em 
meio sólido, em cerca de 6 dias. O primeiro isolado humano foi obti- 
do em 1993, a partir do linfonodo cervical de uma criança somali (van 
Soolingen, 1997). M. canettit também foi isolado de um paciente com 
AIDS e com tuberculose mesentérica, que vivia na Suíça quando rece- 
beu o diagnóstico, mas que havia trabalhado por vários anos na África 


(Pfyffer, 1998). 


Micobactérias não tuberculosas 


Em geral, pouco se sabe a respeito dos antígenos associados à virulên- 
cia das MNT. Entretanto, é provável que tais antígenos sejam responsá- 
veis pela persistência dos organismos junto ao sistema de monócitos- 
macrófagos do hospedeiro. A resposta imune à infecção causada por 
essas micobactérias também é pouco compreendida. Em decorrência 
das técnicas moleculares atuais, mais de 100 espécies de micobactérias 
já foram identificadas. As próximas seções abordam potenciais patóge- 
nos selecionados. Alguns são micobactérias raras vezes encontradas e as 
respectivas infecções às quais foram associadas estão listadas na Tabela 
59.2 (DeChairo, 1973; Cianciulli, 1974; Schroder, 1977; Edwards, 1978; 
Weitzman, 1981; Casimir, 1982; Blacklock, 1983; Tsukamura, 1983; 
Davison, 1988; Wallace, 1988; Neeley, 1989; Coyle, 1992; Wald, 1992; 
Henriques, 1993; Butler, 1994; Maschek, 1994; Smith, 2000; Piersimoni, 
2004). Uma descrição mais extensa das micobactérias mais recentemen- 
te descritas e das isoladas com pouca frequéncia pode ser encontrada na 
excelente revisão de Tortoli (2003). Mycobacterium gordonae — o “bacilo 


Tabela 59.2 Micobactérias pouco frequentemente recuperadas ou 
causadoras de doenças em seres humanos 


Espécies de Mycobacterium Infecções associadas 


Micobactérias de crescimento lento 
M. asiaticum Doença pulmonar 


Doença pulmonar, doença disseminada em 
indivíduos imunocomprometidos 


M. celatum 


Doença disseminada em indivíduos 
imunocomprometidos 


M. conspicuum 
M. flavescens Doença pulmonar 

Doença disseminada em indivíduos 
imunocomprometidos 

Linfadenite 


M. genavense 


M. interjectum 
Doença pulmonar, linfadenite 
Doença pulmonar 


M. lentiflavum 
M. malmoense 


M. scrofulaceum Doença pulmonar, doença disseminada, 


linfadenite e raramente conjuntivite, 
osteomielite, hepatite granulomatosa 
M. shimoidei 


Complexo de M. terrae* 


Doença pulmonar 
Tenossinovite, doença pulmonar 
M. thermoresistabile 
M. triplex 


Doença pulmonar, infecção cutânea 
Doença pulmonar, linfadenite 
Micobactérias de crescimento rápido 

M. goodii 

M. mageritense 


Osteomielite traumática, doença pulmonar 
Feridas cirúrgicas, doença pulmonar, sepse 
associada ao cateterismo 

M. neoaurum Infecção associada ao cateterismo 
M. peregrinum Feridas pós-traumáticas e/ou osteomielite 
Infecções de tecidos moles após traumatismo ou 
cirurgia 


M. smegmatis 


M. wolinskyii Feridas cirúrgicas ou traumáticas, osteomielite 


* Inclui M. terrae, M. nonchromogenucum, M. triviale. 


da água de torneira” — é um contaminante laboratorial comum e rara- 
mente causa doenças aos humanos (Weinberger, 1992). 


Complexo Mycobacterium avium 


A M. avium e a Mycobacterium intracellulare apresentam caracterís- 
ticas de crescimento e reações bioquímicas similares que muitas vezes 
não são distinguidas em laboratórios de microbiologia clínica. Os iso- 
lados de ambas as espécies são referidos como MAC. Os bacilos MAC 
são ubíquos no ambiente. Foram isolados a partir da água, do solo, 
dos alimentos, da poeira doméstica e de vários animais, contudo as 
fontes ambientais específicas responsáveis pela infecção humana são 
desconhecidas (Inderlied, 1993; Falkinham, 1996). A porta de entra- 
da mais provável é o trato gastrintestinal, contudo a transmissão via 
trato respiratório também é possível. A partir dos sítios de coloniza- 
ção, os organismos entram na circulação sanguínea e infectam diver- 
sos órgãos, sobretudo aqueles do sistema de monócitos-macrófagos. 
Antes da epidemia da síndrome da imunodeficiência humana (AIDS), 
o MAC era a segunda micobactéria mais frequentemente isolada nos 
Estados Unidos, seguida pela M. tuberculosis. O percentual de isola- 
dos de MAC, então, aumentou, igualou-se ou mesmo ultrapassou o 
número de isolados de M. tuberculosis em algumas partes do país. 

Durante muitos anos, a doença pulmonar causada pelo MAC ocorria 
mais frequentemente entre homens idosos brancos com doença pul- 
monar crônica subjacente ou que haviam sido submetidos à gastrecto- 
mia. No entanto, a partir da metade até o final da década de 1980, essa 
infecção tornou-se mais comum em indivíduos sem fatores predis- 
ponentes, sobretudo mulheres de idade mais avançada (Prince, 1989; 
Dhillon, 2000). O MAC disseminado ocorre de modo quase exclusivo 
em individuos imunossuprimidos, especialmente naqueles com AIDS 
em estágio avançado. Nos Estados Unidos, o MAC foi a causa mais 
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comum de infecção bacteriana sistêmica em pacientes com AIDS no 
final dos anos 1980 e no início da década de 1990 (Horsburg, 1991a). 
Os números de casos desse tipo, todavia, diminuíram com a ampla 
disponibilização da terapia antirretroviral altamente ativa (Centers for 
Disease Control and Prevention, 1999). O principal fator de risco para 
MAC disseminada entre pacientes com AIDS é o grau de disfunção 
imunológica, indicado pela contagem de linfócitos T CD4*, sendo que 
a doença é rara em indivíduos cujas contagens de linfócitos T CD4* 
está acima de 50/uL. 

As manifestações da doença causada pelo MAC dependem do sítio e 
do alcance da infecção. A infecção pulmonar pode ser assintomática, 
ou pode estar presente como bronquiectasia ou imitar a tuberculose. 
A doença disseminada em indivíduos não aidéticos manifesta-se por 
meio de febre, perda de peso, dor óssea, linfadenopatia, hepatoesple- 
nomegalia e lesões cutâneas. Em indivíduos com AIDS, é mais comum 
haver febre persistente, perda de peso e diarreia, embora anorexia, 
fraqueza, linfadenopatia ou hepatomegalia também possam ocorrer 
(Inderlied, 1993). As anormalidades laboratoriais significativas são 
anemia e níveis elevados de fosfatase alcalina. Na maioria das vezes, as 
crianças são atacadas por linfadenite cervical causada por MAC, con- 
tudo, os adultos também podem ser atacados. Outras manifestações 
da infecção por MAC são sinovite, doenças do trato geniturinário, 
lesões cutâneas, infecção profunda nas mãos, osteomielite, menin- 
gite, úlceras no cólon e pericardite (Wolinsky, 1979; Woods, 1987; 
Inderlied, 1993). 

Os achados histológicos das lesões produzidas pelo MAC são variá- 
veis. Podem ser observados granulomas caseosos com BAR, indistin- 
guíveis dos da tuberculose; fibrose intersticial pulmonar com pneu- 
monia em organização; vasculite granulomatosa necrotizante seme- 
lhante à granulomatose de Wegener; e, sobretudo em pacientes com 
AIDS, agregados de macrófagos espumosos contendo muitos BAR 
intracelulares. 


Mycobacterium kansasii 


AM. kansasii, descrita pela primeira vez como o “bacilo amarelo”, 
representava 3% das micobactérias isoladas nos Estados Unidos em 
1979 e 1980; as maiores quantidades registradas foram relatadas na 
Califórnia, no Texas, na Louisiana, no Illinois e na Flórida (Buhler, 
1953; Good, 1982). O reservatório natural de M. kansasii é desconhe- 
cido; entretanto, essa micobactéria tem sido isolada de amostras de 
água (Falkinham, 1996). A doença pulmonar é mais comum entre 
homens da faixa etária de 50 a 60 anos, que vivem em áreas urbanas 
e estão associados a certos grupos ocupacionais (mineiros, soldado- 
res, jateadores de areia, pintores), bem como entre indivíduos com 
pneumoconioses e doença pulmonar obstrutiva crônica. A doença 
disseminada em geral ataca indivíduos com comprometimento da 
imunidade celular. 

A manifestação mais comum da doença causada por M. kansasii é 
o aparecimento de lesões pulmonares cavitárias crônicas, usualmen- 
te envolvendo os lobos superiores. As manifestações extrapulmona- 
res incluem linfadenite cervical em crianças, doença cutânea, envol- 
vimento musculoesquelético (síndrome do túnel do carpo, sinovite, 
artrite, tendinite e fasciite ou osteomielite), doença disseminada, 
doença isolada do trato geniturinário e pericardite. 

Os achados histológicos das lesões produzidas por M. kansasit 
variam e incluem granulomas caseosos ou não caseosos e, especial- 
mente em lesões cutâneas, necrose ou focos de inflamação aguda e 
crônica sem granulomas bem definidos. É comum encontrar BAR 
nos tecidos pulmonares e nos de linfonodos, porém são observados 
menos frequentemente em demais tecidos. 


Mycobacterium xenopi 


A M. xenopi foi isolada pela primeira vez de um sapo, em 1957, e 
foi reconhecida como patógeno humano em 1965 (Costrini, 1981). 
Foi cultivada a partir de água encanada quente e fria, geradores hospi- 
talares e tanques de armazenamento, entre outras fontes ambientais. 
Na Grã-Bretanha, a M. xenopi é encontrada mais frequentemente em 
áreas costeiras do que em áreas interioranas, e as aves são um possível 
reservatório natural. A maioria dos relatos de infecções pulmonares 
causadas pela M. xenopi tem sido comunicada por parte da Europa 


e da Grã-Bretanha; é uma causa pouco comum de doenças micobac- 
terianas nos Estados Unidos. Apenas adultos apresentaram a doença, 
sendo a maioria do sexo masculino. A maioria dos indivíduos afeta- 
dos apresenta dano pulmonar preexistente ou outra condição pre- 
disponente, como malignidade extrapulmonar, alcoolismo, diabetes 
melito ou terapia imunossupressora. A doença pulmonar pode ser 
crônica, subaguda ou aguda; os sintomas são indistinguíveis daqueles 
associados à doença causada por M. kansas. Infecções extrapulmo- 
nares focais (osteomielite, artrite, linfadenite) e doença disseminada 
são incomuns, no entanto esta última foi registrada em indivíduos 
com AIDS (Tecson-Tumang, 1984). 


Mycobacterium simiae 


A M. simiae foi isolada pela primeira vez de macacos da Índia em 
1965 (Karassova, 1965). O organismo é encontrado em macacos e 
tem sido isolado a partir da água de torneira em hospitais. Sendo um 
patógeno humano pouco comum, a M. simiae foi associada à doença 
pulmonar crônica, à osteomielite e à doença disseminada. 


Mycobacterium marinum 


A M. marinum foi reconhecida como patógeno humano em 1951 
(Norden, 1951). A infecção humana é normalmente adquirida via 
traumatismo na pele, durante o contato com água contaminada fres- 
ca e não clorada ou salgada, entretanto pode ser adquirida via trau- 
ma não associado ao contato com água ou por meio de contato com 
água na ausência de traumatismo prévio. Uma única lesão papulo- 
nodular costuma aparecer em 2 a 3 semanas após a inoculação, mais 
comumente no cotovelo, joelho, pé, dedo do pé ou da mão, e muitas 
vezes se torna verrucosa ou ulcerada. Ocasionalmente, há formação 
de um abscesso no sítio da inoculação, bem como desenvolvimento 
e progressão de vários nódulos secundários ao nível central dos vasos 
linfáticos, de modo semelhante à esporotricose (ver Cap. 60). Em 
indivíduos imunocomprometidos, as lesões cutâneas podem tornar- 
-se disseminadas. As manifestações extracutâneas incomuns relatadas 
são: sinovite, osteomielite e lesões oculares e laríngeas (Woods, 1987). 

A histologia das lesões cutâneas varia de acordo com o estágio da 
infecção. No início, os agregados neutrofílicos são circundados por 
histiócitos. Mais tarde, são observados linfócitos, histiócitos epitelio- 
ides, eventuais células de Langhans gigantes e focos de necrose fibri- 
noide. Nas lesões com duração superior a seis meses, são encontrados 
agregados de linfócitos na derme. As colorações para BAR usualmente 
são negativas, contudo é possível vê-los junto aos histiócitos. 


Mycobacterium haemophilum 


A M. haemophilum foi descrita pela primeira vez em 1978, no entan- 
to, é bastante provável que fosse um BAR não cultivável identificado em 
úlceras cutâneas nos anos de 1972 e 1974 (Lomwardias, 1972; Feldman, 
1974; Sompolinsky, 1978). Trata-se de um organismo único entre as 
micobactérias quanto à necessidade de hemoglobina ou hemina para 
desenvolvimento. As infecções humanas causadas por M. haemophi- 
lum são incomuns e geralmente observadas em indivíduos com uma 
imunodeficiência subjacente, como linfoma, imunossupressão exó- 
gena pós-transplantação de órgão ou AIDS. Contudo, poucos relatos 
de casos de linfadenite em crianças sadias têm sido relatados (Centers 
for Disease Control and Prevention, 1991). A doença manifesta-se, em 
geral, pelo aparecimento de múltiplos nódulos cutâneos, úlceras ou 
inchaços dolorosos, que, de forma geral, envolvem os membros e, por 
vezes, se transformam em abscessos e fístulas abertas com escoamen- 
to de material purulento. Em nível microscópico, as lesões apresentam 
focos de necrose sem caseação, que são cercadas por um infiltrado infla- 
matório polimorfonuclear com algumas células de Langhans gigantes 
eventuais na camada inferior da derme. Os BAR aparecem isolados ou 
em pequenas quantidades, muitas vezes junto às células. 


Mycobacterium ulcerans 


A M. ulcerans é endêmica nas regiões do Zaire, Uganda, Nigéria, 
Gana, Camarões, Malásia, Nova Guiné, Guiana, México e Austrália, 
que estão localizadas entre as latitudes 25ºN e 38ºS. Em todas as áreas 


endêmicas, a doença é discretamente mais comum entre os homens. 
O reservatório natural e a via comum de transmissão de M. ulcerans 
aos seres humanos são desconhecidos. 

Os epônimos para a doença causada por M. ulcerans são úlcera de 
Bairnsdale (na região da Austrália, onde a doença foi reconhecida pela 
primeira vez) e úlcera de Buruli ou doença de Buruli (com a região de 
Uganda apresentando o maior número de casos relatados). A doença 
começa com o aparecimento de um ou, raramente, múltiplos furún- 
culos indolores ou caroços subcutâneos em uma área exposta, com 
mais frequência na perna, que possivelmente era um sítio de trauma- 
tismo anterior. Depois de várias semanas, o caroço ulcera e podem 
aparecer nódulos e úlceras satélites. Os linfonodos geralmente não 
aumentam de tamanho, sendo que os indivíduos atacados não apre- 
sentam nem febre nem sintomas sistêmicos, a menos que as lesões 
sejam infectadas por bactérias de forma secundária. 


Micobactérias de crescimento rápido 


As micobactérias de crescimento rápido mais comumente encon- 
tradas são Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae e do 
grupo da Mycobacterium fortuitum. A Mycobacterium mucogenicum 
e a Mycobacterium immunogenum são isoladas de amostras clínicas 
com menor frequência. As infecções causadas por esses organismos 
são listadas na Tabela 59.3. As micobactérias de crescimento rápido 
menos frequentemente isoladas e as respectivas infecções a que têm 
sido associadas constam da Tabela 59.2. Essas micobactérias são cul- 
tivadas a partir do solo, da água fresca de lagos e rios, da água do mar, 
da água de esgoto hospitalar, da água potável, do leite não processado 
e da poeira. As infecções cutâneas e de tecidos moles produzidas pelas 
micobactérias de crescimento rápido normalmente são subsequen- 
tes a uma lesão penetrante (trauma ou procedimento cirúrgico) com 
possível contaminação por solo ou água. Os surtos têm sido associa- 
dos à administração de vacinas contra difteria-pertussis-tétano-pólio, 
a injeções de histamina, à administração de lidocaína com auxílio de 
injetor à jato, a hemodialisadores contaminados, a heteroenxertos de 
válvulas suínas contaminadas, ao uso de pedilúvios em salões de pedi- 
cure e à lipoaspiração (Wallace, 1983; Brown-Elliott, 2002). 

A doença cutânea primária causada por micobactérias de crescimen- 
to rápido manifesta-se como celulite localizada, abscessos drenantes ou 
nódulos minimamente sensíveis. Caracteristicamente, as lesões desen- 
volvem-se em um período de 3 semanas a 12 meses (mais frequente- 
mente 4 a 6 semanas) após a produção da lesão penetrante em indivídu- 
os com um sistema imune intacto. À osteomielite é uma complicação 
ocasional, sobretudo após a punção de feridas localizadas nos pés. As 
infecções pós-operatórias são caracterizadas por uma lesão que não 
cicatriza ou pela ruptura de uma ferida já cicatrizada com produção de 
drenagem serosa em indivíduo com sintomas sistêmicos mínimos. Eles, 
por sua vez, em geral desenvolvem-se em 3 semanas a 3 meses após a 
realização do procedimento, principalmente em casos de esternotomia 
mediana, mamoplastia de aumento ou inserção de cateter percutâneo. 
A doença disseminada, que normalmente ocorre em adultos imuno- 
comprometidos (sobretudo pela terapia com corticosteroides), mani- 
festa-se com o aparecimento de múltiplos abscessos recorrentes na pele 
e nos tecidos moles. A ausência de uma fonte primária de infecção é 
evidente. A doença pulmonar crônica é observada com maior frequên- 
cia em pacientes com fibrose cística subjacente ou bronquiectasia, 
sendo usualmente causada por M. abscessus e, de modo característico, 
assemelhando-se à doença produzida por M. kansastt ou MAC, exceto 
pela cavitação pouco comum. Uma endocardite envolvendo uma vál- 
vula protética usualmente se manifesta em 4 a 12 semanas após a cirur- 
gia. Em raras ocasiões, as micobactérias de crescimento rápido causam 
ceratite e ulceração corneal após o trauma, ou linfadenite cervical. O 
excelente artigo de Brown-Elliott e Wallace (2002) fornece uma descri- 
ção mais completa da doença causada por esses organismos. 

As lesões produzidas pelas micobactérias de crescimento rápido são 
histologicamente caracterizadas por necrose com caseação mínima e 
infiltração inflamatória mista, composta por neutrófilos e granulomas 
contendo corpo estranho ou células de Langhans gigantes. Macrófagos 
contendo estrias lipídicas são vistos ocasionalmente. Agregados extra- 
celulares de BAR são encontrados junto aos agregados neutrofílicos em 
menos de 1/3 dos casos. No tecido pulmonar, os macrófagos espumosos 
são frequentes, em um padrão semelhante ao da pneumonia lipoide. 


Tabela 59.3 Infecções causadas pelas micobactérias de crescimento 
rápido mais comumente encontradas 


Infecção Espécies de Fatores de risco 
Mycobacterium 

Na pele/tecidos M. fortuitum, M. chelonae, Traumatismo, cirurgia, uso de 

moles M. abscessus, banheiras de hidromassagem 
M. mucogenicum, em salões de manicure/pedicure 
M. immunogenum (M. fortuitum) 

Osteomielite M. fortuitum Traumatismo, cirurgia 

Pneumonia M. abscessus, Fibrose cística, bronquiectasia, 


vômito crônico 

Trabalho em metalúrgicas e 
exposição ao óleo 
aerossolizado 


M. fortuitum (raramente) 
Pneumonite por 
hipersensibilidade 


M. immunogenum, 
M. chelonae 


Esteroides, transplante de 
órgão, doença vascular 
colágena, insuficiência renal 
crônica, comprometimento 
da imunidade mediada por 
células, leucemia, linfoma 


Doença M. chelonae, M. abscessus 


disseminada 


Endocardite de M. chelonae Válvula contaminada 


prótese valvular 
Traumatismo 


Infecções de M. chelonae, M. fortuitum, 


córnea M. immunogenum 

Infecções Todas as 5 espécies Cateter interno, 
associadas a imunossupressão 
Cateteres 


Mycobacterium leprae 


A Mycobacterium leprae é o agente etiológico da lepra (também deno- 
minada doença de Hansen). Embora não pertença ao MTBC e, portan- 
to, possa ser considerada uma “micobactéria não tuberculosa”, é dis- 
cutida à parte por ser única entre as micobactérias, em virtude do fato 
de ainda não ter sido cultivada. Os modelos experimentais da infecção 
em animais são o do coxim plantar murino e o do tatu de nove bandas. 

Em algum momento, a M. leprae foi identificada quase no mundo 
inteiro. Estima-se que, em todo o planeta, 10 a 15 milhões de indiví- 
duos estejam com lepra. Aproximadamente 62% desse total é encon- 
trado na Ásia e 34%, na África (Binford, 1982). Nos Estados Unidos, 
cerca de 6 mil indivíduos têm lepra, na maioria imigrantes e alguns 
casos de indígenas adoecidos nos estados costeiros do Golfo, na 
Califórnia e no Havaí (Neill, 1985). 

A lepra ataca sobretudo seres humanos, contudo é também uma 
infecção natural entre tatus selvagens nos estados de Louisiana e 
do Texas, EUA, sendo que casos espontâneos têm sido descritos em 
macacos mangabeis (Hastings, 1988). O mecanismo de transmissão 
da M. leprae é desconhecido; no entanto, a teoria proferida sobre isso 
é a disseminação por contato pessoa-a-pessoa via aerosolização de 
organismos a partir do nariz de um indivíduo com lepra ativa (ver 
adiante) que, então, entrariam em contato com a mucosa nasal de 
outro indivíduo. Também pode haver transmissão por meio da pele 
intacta ou por feridas penetrantes, como aquelas produzidas por 
espinhos ou picada de artrópodos. O leite materno produzido por 
mulheres lactantes com doenças leproides contém bacilos que podem 
ser transmitidos aos bebês. A transmissão de M. leprae por via trans- 
placentária também é possível. Casos de lepra humana desenvolvidos 
após o contato com tatus têm sido relatados (Lumpkin, 1983). Além 
disso, a descoberta de uma doença similar à lepra de ocorrência natu- 
ral entre tatus, bem como a ocorrência de casos esporádicos de lepra 
envolvendo indivíduos que comprovadamente não tiveram contato 
conhecido com a lepra humana, sugerem que fontes não humanas da 
M. leprae podem existir (Blake, 1987). 

A maioria das pessoas resiste efetivamente à infecção por M. leprae. 
A resistência depende de uma resposta imune mediada por célula 
efetiva contra os antígenos de M. leprae, assim como ocorre na lepra 
tuberculoide. Em indivíduos que carecem de imunidade mediada por 
célula específica a tais antígenos, os bacilos se multiplicam junto aos 
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disseminação. O defeito na imunidade celular, que pode envolver a 
função de linfócitos T ou a interação dessas células com os macrófa- 
gos, aparentemente é específico para os antígenos de M. leprae, e não 
um defeito generalizado. 

As lesões da lepra desenvolvem-se após um período de incubação 
de 2 a 5 anos e variam quanto ao aspecto, dependendo da resposta 
imune do hospedeiro. A lepra sempre compromete os nervos periféri- 
cos, quase sempre envolve a pele e com frequência atinge as membra- 
nas mucosas. Os três sinais cardinais da doença são as lesões cutâneas, 
áreas cutâneas anestesiadas e ampliação dos nervos periféricos. 

O sistema destacado por Ridley e Jopling (apresentado a seguir) é 
utilizado mais frequentemente para classificar o espectro das formas 
clínicas e histopatológicas da lepra (Ridley, 1964). A lepra indetermi- 
nada, o indício mais inicial da doença, é caracterizada pelo apareci- 
mento de uma ou algumas manchas hipopigmentadas na pele apre- 
sentando perda sensitiva local mínima. Em cerca de 75% dos casos, a 
doença é curada espontaneamente. Nos demais casos, a doença pro- 
gride, por vezes após um longo período. 

Os tipos polares da lepra — lepra lepromatosa, a forma anérgica de 
ampla disseminação da doença, e a lepra tuberculoide, a forma loca- 
lizada — são clinicamente estáveis. A lepra lepromatosa caracteriza-se 
pelo aparecimento de lesões cutâneas, que variam do comprometi- 
mento generalizado e difuso da pele até nódulos disseminados e sime- 
tricamente distribuídos (denominados lepromas) repletos de organis- 
mos. As lesões, em geral, envolvem as partes mais frias da superfície 
corporal — o terço anterior dos olhos, a mucosa nasal e os troncos 
nervosos periféricos superficiais. Na doença avançada, as lesões são 
acompanhadas de uma perda sensorial consequente ao comprome- 
timento das fibras nervosas dérmicas. Microscopicamente, as lesões 
apresentam histiócitos espumosos contendo numerosos BAR; poucos 
ou nenhum linfócito; inflamação intraneural mínima; e grande núme- 
ro de BAR nos nervos, no perineuro, nas paredes vasculares sanguíneas 
e nos músculos eretores. Na lepra tuberculoide, há desenvolvimento 
de uma ou algumas manchas ou placas anestesiadas e bem delimita- 
das, por vezes acompanhadas do aumento do tamanho de um nervo 
próximo às lesões cutâneas. Histologicamente, as lesões apresentam 
granulomas não caseosos nos nervos e na derme, os quais se estendem 
até envolver a camada basal da epiderme. São observados poucos ou 
nenhum BAR. A lepra limítrofe, uma condição clinicamente instável, 
inclui os tipos de doença intermediários entre as formas polares. Pode 
revelar traços mais semelhantes à doença tuberculoide (um processo 
denominado upgrading) ou traços mais parecidos com a doença lepro- 


matosa (downgrading). 


Teste cutâneo 


O teste cutâneo da tuberculina é útil para identificar indivíduos 
infectados por MTBC, mas não diferencia a doença ativa da infec- 
ção. Indivíduos infectados por MTBC desenvolvem uma reação de 
hipersensibilidade contra as proteínas dos bacilos e são essas proteínas 
que constituem o reagente empregado no teste cutâneo — o deriva- 
do proteico purificado (PPD, purified protein derivative). O método 
recomendado de teste cutâneo é o teste de Mantoux, que consiste na 
injeção intracutânea de 0,1 mL de PPD-S (5 unidades de tuberculina) 
de potência intermediária. A reação é interpretada após 48 a 72 horas, 
medindo-se o diâmetro da enduração em milímetros (Huebner, 
1993). Uma enduração medindo 5 mm ou mais é para um resultado 
positivo para indivíduos infectados por HIV, para aqueles que tive- 
ram contato íntimo recente com alguém que teve tuberculose infec- 
ciosa, e para indivíduos com achados radiológicos compatíveis com 
uma tuberculose antiga já curada. Uma reação medindo 10 mm ou 
mais é considerada positiva para indivíduos que não atendem aos cri- 
térios mencionados, mas que apresentam outros fatores de risco para 
tuberculose. Incluídos nesse grupo estão os estrangeiros originários 
de países com alta prevalência de tuberculose (tais como os da Ásia, 
da África ou da América Latina); usuários de drogas injetáveis; popu- 
lações de baixa renda, com acesso precário ao atendimento médico, 
sobretudo minorias raciais ou étnicas; internos de estabelecimentos 
de prestação de assistência de longa duração; e indivíduos que apre- 
sentam condição médica associada a um risco aumentado de tubercu- 


lose (p. ex., silicose; gastrectomia; desvio jejunoileal; peso corporal no 
mínimo 10% abaixo do peso ideal; insuficiência renal crônica; diabe- 
tes melito; terapia com doses altas de corticosteroides ou com outros 
fármacos imunossupressores; e malignidades). Uma reação medindo 
15 mm ou mais é positiva para todos os demais indivíduos. É difícil 
interpretar os resultados de uma pessoa imunizada pelo BCG. 

As reações de PPD falso-positivas originam-se da infecção por mico- 
bactérias não tuberculosas. As reações falso-negativas podem ser devidas 
ao uso de uma técnica precária ou ao armazenamento inadequado do 
reagente. Se o teste é administrado de forma correta, é incomum haver 
reações falso-negativas na população relativamente sadia. Contudo, até 
20% dos indivíduos com tuberculose comprovada podem apresentar 
resultados falso-negativos na primeira vez em que são testados. A maio- 
ria dessas reações falso-negativas é atribuída a doenças gerais e reverte 
para o resultado positivo decorridas 2 a 3 semanas de terapia, quando 
a saúde é restaurada. Reações falso-negativas contra a tuberculina tam- 
bém podem ser causadas por fatores que produzem um estado geral de 
anergia, tais como desnutrição proteica, infecção viral concomitante, 
sarcoidose, malignidades (especialmente linfomas), terapia imunossu- 
pressora ou à base de corticosteroides e infecção por HIV. 

O teste de Mantoux em geral permanece positivo contanto que baci- 
los viáveis persistam em focos tranquilos. Entretanto, com o aumento da 
idade, a reação pode enfraquecer e atingir níveis abaixo dos valores con- 
siderados positivos. Esse fenômeno é mais frequente entre indivíduos 
com mais de 55 anos de idade. Nesses casos, a reação será reforçada (ou 
se tornará positiva) se o teste for repetido em até 1 semana após a realiza- 
ção do primeiro teste — uma reação denominada efeito de reforço. 

Os reagentes do teste cutâneo preparados a partir de micobactérias 
não tuberculosas incluem PPD-A (M. avium), PPD-B (M. intracellu- 
lare), PPD-F (M. fortuitum), PPD-G (Mycobacterium scrofulaceum) e 
PPD-Y (M. kansasit). Nos Estados Unidos, houve um tempo em que 
esses reagentes eram disponibilizados pelo CDC. Entretanto, esse ser- 
viço foi interrompido porque os antígenos não eram padronizados e 
as reações cutâneas eram de difícil interpretação. 


Diagnóstico laboratorial 


Amostras 


As amostras recomendadas para o diagnóstico das infecções mico- 
bacterianas estão listadas na Tabela 59.4. As amostras de sítios con- 
taminados, tais como como escarro e outras secreções respiratórias, 
secreções gástricas, urina e fezes, devem ser descontaminadas antes 
da inoculação no meio de cultura, a fim de evitar o supercrescimen- 
to da flora normal e, consequentemente, o mascaramento da presença 
de micobactérias, cujo crescimento é mais lento. A concentração da 
amostra após a descontaminação aumenta a sensibilidade de esfrega- 
ços e culturas. Amostras provenientes de sítios corporais normalmente 
estéreis (p. ex., sangue, líquido cerebrospinal [LCE], líquidos pleural 
e peritoneal, tecidos) podem ser inoculadas de forma direta, sem des- 
contaminação. 

O processamento e a inoculação de amostras para culturas de mico- 
bactérias devem ser realizados no interior de uma cabine de segurança 
biológica. O procedimento com N-acetil-L-cisteína (NALC)-hidróxido 
de sódio (Fig. 59.1) é o método mais comum utilizado em laboratório 
clínico para liquefazer, descontaminar e concentrar amostras destina- 
das à detecção de micobactérias. As amostras potencialmente contami- 
nadas devem ser mantidas sob refrigeração, caso não seja possível pro- 
cessá-las de imediato. Antes de proceder às etapas delineadas na Figura 
59.1, algumas amostras necessitam de manipulação adicional. Embora 
as amostras obtidas por lavagem gástrica devam ser processadas ime- 
diatamente, nos casos em que não for possível evitar atrasos, deve ser 
adicionado hidróxido de sódio a 10% até que o pH da amostra (deter- 
minado com papel medidor de pH) seja neutralizado. Se mais de 10 
mL de secreções gástricas forem coletadas, a amostra é centrifugada a 
3.000-3.600 x g durante 20 a 30 minutos. Em seguida, o sobrenadante 
é decantado, e o sedimento é processado, conforme ilustrado na Figura 
59.1. Para amostras de fezes, 1 a 2 g de uma amostra sólida ou 5 mL de 
uma amostra liquefeita são depositados em um tubo de centrífuga de 
50 mL e água destilada, filtrada e estéril é adicionada até chegar a um 
volume de 10 mL. A suspensão é agitada em vórtex, filtrada em gaze e, 


Tabela 59.4 Doenças micobacterianas e amostras para diagnóstico 


Doença 


Pneumonia 


Disseminada 
Linfadenite 
Pele, tecido mole 


Musculoesquelética 
Meningite 

Abscesso cerebral 
Geniturinária 


Gastrintestinal 
Peritonite 
Hepatite 
Pericardite 


Espécies de micobactérias comuns 


M. tuberculosis, M. kansasii, complexo M. avium, M. abscessus 


M. tuberculosis, complexo M. avium 

M. tuberculosis, complexo M. avium 

M. fortuitum, M. abscessus, M. chelonae, M. marinum, M. haemophilum 
M. leprae 

M. tuberculosis, M. fortuitum, M. marinum, M. kansasil 

M. tuberculosis 

M. tuberculosis 

M. tuberculosis, M. bovis BCG 


M. tuberculosis, M. bovis, complexo M. avium 
M. tuberculosis 

M. tuberculosis, complexo M. avium 

M. tuberculosis 


Amostras 


Escarro (obtido no início da manhã, por uma expectoração 
profunda, em 3 dias consecutivos), líquido de BAL, tecido 
pulmonar, líquido pleural, conteúdo gástrico 

Sangue, medula óssea, tecido afetado 

Aspirado ou biópsia de linfonodos 

Aspirado ou biópsia de lesões 

Esfregaço de secreção nasal e de cortes de pele; biópsia de lesão 
Líquido articular, sinóvia, osso 

Líquido cerebrospinal 

Material de abscessos 

Urina (colhida no início da manhã), tecido afetado: rim, 
bexiga (BCG de M. bovis), endométrio, trompa de Falópio, 
próstata, vesículas seminais, epidídimo 

Tecido, fezes 

Biópsia e líquido peritoneais 

Tecido hepático 


Infecções associadas a cateteres Micobactérias de crescimento rápido 


BAL = lavado broncoalveolar; BCG = bacilo de Calmette-Guérin. 


Pericárdio, tecido pericardial 
Sangue 


Fonte: modificado com permissão de Woods, GL: Mycobacteria. In Woods, GL; Gutierrez, Y (eds): Diagnostic Pathology of Infectious Diseases. Philadelphia, PA, Lea & Febiger, 1993, p. 378. 


Transferir 10 mL (máximo) de escarro, urina ou 
outra amostra de líquido para um tubo de centrífuga cônico 
plástico descartável (50 mL) estéril 


Adicionar igual volume de NALC-2% NaOH (recém-preparado 
para cada dia de uso) e apertar a tampa 


y 


Homogeneizar em vórtex, durante 15 a 30 segundos 


Deixar a mistura em repouso, à temperatura ambiente, 
durante 15 minutos (45 minutos para amostras de fezes) 


v 


Adicionar 30 mL de tampão fosfato (pH 6,8), tampar o tubo 
e invertê-lo para homogeneização 


4 


Centrifugar a 3.000-3.600 x g por 15 minutos 
(ou a 2.500 x g por 20 minutos) 


: 


Decantar o sobrenadante e ressuspender o sedimento 
em 1,5 a 2 mL de água estéril do tampão 


j y 


Preparar o esfregaço 
para coloração 


Inocular o meio 
de cultura 


Figura 59.1 Protocolo de descontaminação, utilizando N-acetil-L-cisteína-hidróxido 
de sódio a 2%, e de concentração de amostras para detecção de micobactérias por 
esfregaço e cultura. 


então, processada conforme descrito. As amostras de urina são distri- 
buídas em 2 a 4 tubos de centrífuga de 50 mL e centrifugadas a 3.000- 
3.600 x g durante 30 minutos. O sobrenadante é decantado e cerca de 2 
mL de sedimento são deixados em cada tubo. Os tubos são homogenei- 


zados em vórtex, os sedimentos são combinados e, se houver necessi- 
dade, adiciona-se água destilada até chegar a um volume de 10 mL. Em 
seguida, é feita a descontaminação, conforme descrito na Figura 59.1. 


Colorações microbianas 


Em esfregaços corados pela coloração Gram, a maioria das micobacté- 
rias aparece como bacilos Gram-positivos delgados fracamente corados. 
Contudo, alguns bacilos às vezes não captam nem o cristal violeta nem a 
safranina e são vistos como “Gram-neutros” ou “Gram-fantasmas” (Fig. 
59.2). Imagens fantasmas de bacilos podem ser observadas em macrófa- 
gos em esfregaços corados com coloração de Wright ou de Papanicolaou. 
De forma geral, com exceção do sangue, as amostras coletadas de indi- 
víduos com suspeita de infecção micobacteriana devem ser examina- 
das microscopicamente para detecção dos organismos. Todavia, para 
melhorar a relação custo-benefício, muitos laboratórios não preparam 
esfregaços de amostras em que raramente são encontrados BAR (p. ex., 
LCE, urina e medula óssea). Para preparar um esfregaço, 2 a 3 gotas de 
sedimento concentrado são espalhadas de modo uniforme sobre uma 
lâmina de microscopia que, em seguida, é fixada a 80°C por 15 minutos, 
ou por 1a2 horas a 65 a 70°C em placa quente elétrica. 


Figura 59.2 Esfregaço de uma amostra de escarro corada por coloração de Gram, 
mostrando “células fantasmas” (a cultura micobacteriana resultou no crescimento de 
Mycobacterium tuberculosis: coloração de Gram, x 400). 
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Existem dois tipos de coloração que detectam BAR: a de carbol fucsi- 
na (a clássica coloração de Ziehl-Neelsen, que requer aquecimento, e a 
coloração à frio de Kinyoun) e a preferencial, a dos fluorocromos (aura- 
mina-rodamina e auramina-O), que são mais sensíveis. Os esfregaços 
corados pela coloração de carbol fucsina são examinados sob aumento 
de 800 a 1.000 x (óleo de imersão). Esfregaços corados com corantes 
fluorocromos são examinados sob menores aumentos (250 x e 400 x), 
que permitem visualizar mais campos em menor tempo. As células 
de algumas micobactérias de crescimento rápido são fracamente cora- 
das por fluorocromos corantes, podendo não ser detectadas. Por isso, 
diante da suspeita de que essas micobactérias sejam os patógenos de 
interesse (p. ex., em infecções de feridas pós-cirúrgicas), é razoável 
repetir a coloração de esfregaços fluorescentes negativos utilizando 
corante carbol fucsina. Os resultados são relatados após a observação 
de 100 campos, e devem incluir uma declaração indicando se o esfre- 
gaço foi preparado diretamente a partir da amostra ou depois da des- 
contaminação e da concentração. A Tabela 59.5 mostra as diretrizes 
para relato de resultados de esfregaços corados para detecção de BAR 
(Kent, 1985). 

Nos esfregaços corados com carbol fucsina, os BAR normalmente 
aparecem como hastes de cor púrpura a avermelhada levemente cur- 
vadas (1 a 10 um de comprimento por 0,2 a 0,6 um de largura), que 
muitas vezes exibem frisos ou faixas (Fig. 59.3) e também podem ter 
aspecto cocoide ou filamentoso. De uma forma geral, a aparência dos 
BAR não permite identificar a espécie. Entretanto, as células de algu- 
mas espécies apresentam características que podem ter utilidade diag- 
nóstica. A formação de “cordões” em esfregaços de caldo de cultura é 
uma característica típica (embora não seja diagnóstica) de M. tuber- 
culosis. As células M. kansasii com frequência são vistas como bacilos 
em barras cruzadas (Fig. 59.4), maiores do que as da M. tuberculosis 
e semelhantes a um “cajado de pastor”. As células do MAC são nor- 
malmente pleiomórficas, às vezes cocobacilares, e positivas para colo- 
ração com ácido periódico de Schiff (PAS, periodic-acid-Schiff). As 
células de M. marinum são caracteristicamente mais longas e amplas 
do que as células da M. tuberculosis e, com frequência, apresentam 
bandas cruzadas. As células de M. leprae coram-se mais fracamente do 
que as células da maioria das demais micobactérias. 

Normalmente, a especificidade das colorações por BAR é de 99% 
ou mais, enquanto a sensibilidade é da ordem de 25 a 75% (Strumpf, 
1979; Murray, 1980; Rickman, 1980). Resultados falso-positivos 
(coloração positiva, cultura negativa) podem ser produzidos pela pre- 
sença de organismos inviáveis, como pode acontecer com pacientes 
submetidos à terapia antituberculose após descontaminação prolon- 
gada, diante de destruição de micobactérias, assim como de bactérias 
contaminantes, ou em casos de contaminação cruzada durante o pro- 
cedimento de coloração. Os fatores que influenciam a sensibilidade 
dos resultados do exame de esfregaços são: (1) população de pacientes 
(indivíduos com lesões cavitárias são mais propensos do que aqueles 
sem esse tipo de lesão a apresentarem positividade em esfregaços de 
escarro); (2) tipo de amostra (amostras respiratórias são mais pro- 
pensas à positividade do que outros tipos de amostra); (3) número de 
amostras examinadas; (4) número de BAR presentes na amostra (para 
um resultado positivo, são necessários entre 5.000 e 10.000 organis- 
mos/mL de amostra); (5) espécies presentes na amostra (amostras 
contendo M. tuberculosis ou M. kansasti tendem mais à positividade 
do que aquelas que contêm outras micobactérias); (6) grau de experi- 
ência do examinador; e (7) corante utilizado. Os corantes fluorocro- 
mos são mais sensíveis e fáceis de interpretar do que o corante car- 
bol fucsina e são recomendados por especialistas do CDC (Tenover, 
1993). O CDC também sugere que, no caso de amostras respiratórias, 
os resultados do exame de esfregaços corados sejam relatados dentro 
de 24 horas após o recebimento da amostra, o que significa processá- 
las durante 7 dias por semana. 


Métodos de cultura 


Para obtenção do isolamento ótimo de micobactérias a partir de 
amostras clínicas, os especialistas do CDC recomendam inocular tanto 
um caldo quanto um meio de cultura sólido, e utilizar o sistema de 
cultura para detectar o crescimento micobacteriano em um período 
médio de 14 dias (Tenover, 1993). Em geral, o caldo é mais sensível 


Tabela 59.5 Diretrizes para reportar a detecção de bacilos 
acidorresistentes em esfregaços 


Nº de BAR com Nº de BAR com Relato 

corante carbol corantes fluorocromos 

fucsina (1.000x) (450x) 

0 0 Auséncia de BAR 
1-2/300 C (3 varreduras) 1-2/70 C (1,5 varreduras) Duvidoso; repetir 
1-9/100 C 2-18/50 C (1 varredura) T+ 

1-9/10 C 4-36/10 C 2+ 

1-9/C 4-36/€ 3+ 

> 9/C > 36/C A+ 


BAR = bacilos acidorresistentes; C = campo; varredura = varredura em toda a extensão do 
esfregaço. 


Fonte: modificado com permissão de Kent, PT; Kubica, GP: Public Health 
Mycobacteriology: A Guide for the Level II Laboratory. Atlanta, GA, Department of 
Health and Human Services, 1985. 





Figura 59.3 Esfregaço de amostra de escarro mostrando bacilos acidorresistentes 
(Mycobacterium tuberculosis; Kinyoun, x 400). 





Figura 59.4 Esfregaço de um aspirado oriundo de linfonodo cervical aumentado, 
mostrando grandes bacilos acidorresistentes em barras cruzadas (Mycobacterium 
kansasii; Kinyoun, x 400). (cortesia de Vick J. Schnadig, M.D., Departamento de 
Patologia, University of Texas Medical Branch, Galveston, TX.) 


do que o meio de cultura sólido e detecta mais rapidamente o cresci- 
mento das micobactérias (Stager, 1991; Anargyros, 1990; Abe, 1992). 
Os sistemas à base de caldo atualmente disponíveis são o sistema radio- 
métrico BACTEC 460TB (BD Biosciences), SEPTI-CHEK AFB (BD 
Biosciences), BBL Mycobacteria Growth Indicator Tubes (MGIT; BD 
Biosciences), ESP Culture System II (Trek Diagnostic Systems) e BacT/ 
Alert MB (Organon Teknika). 


Dois tipos de meios de cultura sólidos são utilizados para culturas 
de micobactérias: à base de ovo (Lôwenstein-Jensen) e à base de ágar 
(Middlebrook 7H10, 7H11 e 7H11 seletivo). Esses meios são dispo- 
nibilizados em tubos com tampa de rosca e frascos, e os meios à base 
de ágar também são disponibilizados em placas de Petri. Em relação 
ao meios fornecidos em tubos com tampa rosqueada, os meios em 
frasco são preferíveis por questões de segurança e por fornecerem 
uma superfície de área maior para o crescimento micobacteriano. As 
amostras oriundas de lesões cutâneas devem ser inoculadas em meios 
à base de ovo ou de ágar e, para garantir a recuperação de M. haemo- 
philum (ver adiante), também devem ser plaqueadas em meio de ágar 
chocolate, meio ágar Columbia contendo 5% de sangue de carneiro, 
meio ágar Mueller-Hinton com suplementação de Fildes, ou em meio 
Lôwenstein-Jensen contendo citrato de amônio férrico a 2%. Para 
isolar Mycobacterium genavense (a partir de amostras ou subculturas 
de meio líquido em meio sólido), o meio sólido deve ser completado 
com micobactina J. Todas as culturas devem ser incubadas a 37°C sob 
atmosfera contendo 5 a 10% de CO., e os meios de cultura em tubos 
devem ser incubados em posição inclinada e com a tampa afrou- 
xada no mínimo por 1 semana, a fim de garantir uma distribuição 
uniforme do inóculo sobre a superfície. Para amostras originárias de 
sítios cutâneos, um segundo conjunto de culturas deve ser inoculado 
e incubado a 30°C, pois algumas micobactérias causadoras de lesões 
cutâneas — M. marinum, M. haemophilum, M. chelonae e M. ulcerans 
— apresentam crescimento ótimo em temperaturas mais baixas. Todas 
as culturas devem ser examinadas semanalmente durante um período 
mínimo de 6 semanas. 

A principal vantagem da cultura em meio sólido é que ela permite 
visualizar a morfologia e a pigmentação das colônias, que são caracte- 
rísticas úteis ao diagnóstico, em especial para distinção das colônias de 


M. tuberculosis daquelas com MNT. A aparência da colônia e as carac- 
terísticas de crescimento das micobactérias mais comumente encontra- 
das são destacadas na Tabela 59.6. As desvantagens associadas ao uso de 
meios sólidos comuns são o tempo prolongado de crescimento mico- 
bacteriano (as colônias muitas vezes não são visíveis nos meios sólidos 
contidos em tubos por 3 a 4 semanas ou mais) e a baixa sensibilidade. A 
inoculação de placas contendo ágar Middlebrook, as quais, em seguida, 
são examinadas por meio de microscópio, permite detectar as colônias 
mais rapidamente (Welch, 1993). No entanto, como se trata de um 
procedimento trabalhoso, seu uso é proibido em muitos laboratórios 
clínicos. 

O sistema radiométrico semiautomatizado BACTEC TB460 empre- 
ga meios de caldo (um para sangue [13A] e outro destinado ao culti- 
vo de todos os outros tipos de amostra [12B]) contendo substrato de 
ácido palmítico marcado com ‘*C. Cada amostra é inoculada em um 
frasco, e uma mistura de antibióticos é adicionada a todos os tipos de 
amostra, exceto nas amostras de sangue. Os frascos são incubados sob 
atmosfera ambiente a 37°C por um período de 5 a 6 semanas. Para 
garantir a recuperação de M. genavense, culturas de sangue (em espe- 
cial do sangue coletado de pacientes com AIDS) devem ser incuba- 
das por 8 a 10 semanas. Os bacilos multiplicam-se no caldo e utilizam 
o substrato marcado, liberando “CO, no espaço anterior, acima do 
caldo. As garrafas são manualmente carregadas no BACTEC TB460, 
que quantifica a concentração de CO, e calcula um indice de cres- 
cimento (IC). Um IC maior que 10 sugere a presenca de micobacté- 
rias, e, quando o IC atinge 50 a 100, é feito um esfregaco com amostra 
de caldo corada para detecção de BAR. Frascos contendo BAR são 
subcultivados em meio sólido e podem ser realizados testes diretos 
(discutidos na próxima seção) para identificação dos organismos. 
Culturas de sangue de pacientes aidéticos positivas para micobactérias 


Tabela 59.6 Morfologia das colônias e características de crescimento de micobactérias comumente isoladas em laboratório clínico 


Espécies de 
Mycobacterium 


Morfologia da colônia 


Micobactérias de crescimento lento 


Pigmento 


Velocidade de 
crescimento 
(semanas) 


Comentários 


M. tuberculosis Rugosa N (castanho-amarelado) 3-6 Em geral, positiva para niacina e nitrato 
M. bovis Rugosa; delgada ou transparente ao LJ N (incolor a 4—6 Em geral, negativa para niacina e nitrato; 
castanho-amarelado) resistente à PZA 
Complexo de M. avium Lisa; pequena, delgada, transparente ou N 3-6 As colônias de alguns isolados tornam-se levemente 
ampla, opaca, abobadada; + rugosa pigmentadas após a incubação prolongada; cresce a 
42°C 
M. kansasii Rugosa, + lisa, cristais de B-caroteno F 3-6 Poucas cepas são N ou E 
M. gordonae Lisa E 3-6 Contaminante comum em laboratórios; poucas 
cepas são N 
M. marinum Enrugada, brilhante; lisa, hemisférica; F 2 Crescimento ótimo a 30-33°C 
(raramente) rugosa e seca 
M. xenopi Lisa, extensões filamentosas E 3-6 Cresce a 42°C 
(“ninho de passarinho”) 
M. simiae Lisa F (EN) 3-6 A produção de pigmento frequentemente requer 
exposição prolongada à luz 
M. haemophilum Rugosa, + lisa N 3-6 Crescimento ótimo a 20-32°C; requer hemina para 
crescer 
M. malmoense Lisa, disgônica Incolor 2-3 
Complexo de M. terrae Lisa (M. terrae), rugosa (M. triviale), N 3-6 
intermediaria (M. nonchromogenicum) 
M. scrofulaceum Lisa, globoide E 2-3 
M. szulgai Lisa Ou rugosa E (37°C); F (25°C) 3-6 
Micobactérias de crescimento rápido 
M. abscessus Lisa; + rugosa, enrugada N <1 
Grupo de M. fortuitum Enrugada N <1 Filamentos ramificados frequentemente estão 
presentes na periferia das colônias 
M. chelonae Lisa N <] 
M. mucogenicum Lisa, usualmente mucoide N <1 


N = não cromogênico; F = fotocromogênico; E = escotocromogênico; PZA = pirazinamida. 
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bactina J com o intuito de isolar M. genavense, caso as subculturas 
iniciais feitas a partir do caldo nao tenham apresentado crescimento. 
Alternativamente, o caldo positivo deve ser enviado a um laboratório 
de referência que esteja preparado para realizar os devidos testes. 

O SEPTIC-CHEK AFB é um sistema de cultura micobacteriana bifá- 
sico, que consiste em uma pá fechada contendo caldo e meio ágar, de 
modo semelhante ao sistema de cultura de sangue bifásico descrito no 
Capítulo 63. O caldo é inoculado com a amostra, a pá é presa ao topo 
da garrafada, e o sistema é invertido para permitir que o caldo flua sobre 
o meio ágar. O sistema é incubado por 6 a 8 semanas a 35 a 37°C, sob 
atmosfera contendo 5 a 7% de CO». A intervalos regulares, o sistema é 
invertido para que o caldo seja subcultivado no meio sólido contido na 
pá. A sensibilidade desse sistema é similar à sensibilidade do BACTEC 
TB460 (D'Amaro, 1991; Isenberg, 1991; Abe, 1992). Por outro lado, 
o tempo para detecção do crescimento é maior do que o do BACTEC 
TB460, ainda que seja mais rápido do que no meio sólido convencional. 

O sistema MGIT consiste de 4 mL de caldo 7H9 modificado e de um 
indicador fluorescente imerso em silicone no fundo de um tubo de 
vidro (16 x 100 mm). Os tubos são inoculados com a amostra, uma 
mistura antibiótica para inibir o crescimento de bactérias contaminan- 
tes e um enriquecedor de crescimento micobacteriano são adiciona- 
dos, e os tubos são tampados e incubados a 37°C por até 8 semanas. 
Para detectar o crescimento micobacteriano, os tubos são manualmen- 
te posicionados no topo de um transiluminador UV (365 nm) ou na 
frente de uma lâmpada de Wood. O crescimento é indicado pelo apa- 
recimento de uma forte fluorescência no sensor (uma cor alaranjada 
brilhante no fundo do tubo e no menisco). Alternativamente, os tubos 
podem ser incubados no aparelho BACTEC TB460, que é totalmente 
automatizado e que monitora os tubos de modo contínuo para detec- 
ção de fluorescência e sinais de positividade. O MGIT é tão sensível 
quanto o BACTEC TB460 em termos de recuperação de micobacté- 
rias, no entanto o tempo médio de detecção de crescimento é poucos 
dias mais demorado no MGIT (Cornfield, 1997; Pfyffer, 1997b; Hanna, 
1999). 

Além do BACTEC MGIT 960, também são comercializados outros 
três sistemas totalmente automatizados de monitoramento contínuo 
de crescimento e detecção de micobactérias: BACTEC 9000MB sys- 
tem (BD Biosciences) (Pfyffer, 1997a; Zanetti, 1997), MB/BacT sys- 
tem (Organon Teknika) (Rohner, 1997; Brunello, 1999) e ESP Culture 
System II (Trek Diagnostic Systems) (Tholcken, 1997; Woods, 1997). 
Em cada um desses sistemas, garrafas são incubadas no respectivo 
aparelho, então são monitoradas quanto às alterações na produção ou 
na produção e no consumo de diversos gases, indicando crescimento 
de micobactérias ou outros organismos. Em geral, esses sistemas apre- 
sentam desempenho comparável ao do BACTEC TB460, contando 
ainda com as vantagens de serem totalmente automatizados (portan- 
to, menos trabalhosos) e não radiométricos. 


Testes de identificação de micobactérias 


A identificação das micobactérias tem sido tradicionalmente basea- 
da no grau de velocidade de crescimento em meio sólido, morfologia 
das colônias, pigmentação das colônias com e sem exposição à luz, e 
resultados de testes bioquímicos (detalhados em outra seção [Kent, 
1985]). Os resultados dos testes bioquímicos, contudo, usualmente 
permanecem indisponíveis por várias semanas e até por meses após 
o aparecimento das colônias em meio sólido, sendo recomendados 
métodos mais rápidos para fins de identificação sobretudo de MTBC 
(Tenover, 1993). Além disso, ao nível de espécie, o teste bioquímico 
com frequência fornece identificações equivocadas. 

Atualmente, o método mais rápido de diagnóstico de tuberculo- 
se pulmonar emprega o teste de amplificação de ácido nucleico para 
detecção direta de MTBC em amostras clínicas (Piersimoni, 2003). 
Esses testes, entretanto, não diferenciam as espécies do MTBC. Dois 
testes de amplificação de ácido nucleico para testar amostras respira- 
tórias são disponibilizados mundialmente: Amplified Mycobacterium 
tuberculosis Direct Test (GenProbe, Inc.) e AMPLICOR Mycobacterium 
tuberculosis Test (Roche Diagnostic Systems, Inc.). O BDProbeTec ET 
System (BD Biosciences) encontra-se disponível somente fora dos 
Estados Unidos. O ensaio AMPLICOR foi liberado pelo Food and 


Drug Administration (FDA) apenas para testes de detecção de BAR 
em esfregaços positivos de amostras respiratórias. O teste Gen-Probe 
é aprovado para testar esfregacos positivos e negativos de amostras 
respiratórias. Dados sugerem que os testes de amplificação de ácido 
nucleico podem ser úteis em casos de pacientes com esfregaço negati- 
vo para BAR que apresentem risco elevado de desenvolver tuberculose 
(p. ex., indivíduos infectados com HIV e prisioneiros encarcerados em 
instituições correcionais), permitindo que o diagnóstico e o início do 
tratamento sejam mais rápidos (Gamboa, 1998; Bergmann, 1999). A 
sensibilidade dos testes de amplificação de ácido nucleico em geral é 
discretamente menor para amostras não respiratórias, contudo esses 
testes podem ser úteis para o diagnóstico de alguns casos de tubercu- 
lose extrapulmonar, em especial quando o esfregaço é positivo para 
BAR. 

O teste BACTEC TB NAP (para-nitro-o-acetil-amino-B- 
hidroxipropiofenona) diferencia os membros do MTBC das MNT 
dentro de 4 a 5 dias após a detecção de BAR em um frasco de BACTEC 
12B (Gross, 1985). Um volume de caldo proveniente do frasco 12B 
positivo é injetado em duas novas garrafas contendo meio 12B, uma 
com e a outra sem NAP. Um aumento do IC na garrafa sem NAP e a 
ausência de aumento do IC na garrafa com NAP indicam que o iso- 
lado pertence ao MTBC, pois somente as espécies desse complexo são 
suscetíveis e, consequentemente, inibidas pelo NAP. Esse teste, contu- 
do, não diferencia as espécies do MTBC. 

As sondas de DNA quimioluminescentes permitem a identificação 
de algumas espécies ou de complexos de espécies de micobactérias 
dentro de 1 a 2 horas após a ocorrência de níveis de crescimento sufi- 
cientes (em meio sólido ou líquido) (Evans, 1992; Goto, 1992; Lebrun, 
1992; Reisner, 1994). Correntemente, são disponibilizadas sondas 
comerciais específicas para MTBC, MAC, M. avium, M. intracellu- 
lare, M. gordonae e M. kansas. O teste requer aparelhagem mínima 
(i. e., medidor de luminescéncia, sonicador e placa de aquecimento). 
Entre as desvantagens associadas às sondas, estão a falha em identifi- 
car alguns isolados de MAC, especialmente em testes de crescimento a 
partir de meio líquido, os resultados falso-positivos com a sonda para 
MAC, ao testar alíquotas de culturas de caldo, e os raros resultados 
falso-positivos com a sonda para MTBC (Bull, 1992; Lebrun, 1992; 
Butler, 1994). 

A cromatografia líquida de alto desempenho permite a identificação 
de colônias de micobactérias em meio sólido ou crescimento em meio 
líquido em um período de 2 a 4 horas. O método de identificação mais 
sofisticado é o sequenciamento das regiões hipervariáveis de genes de 
RNA ribossômico 16S (Patel, 2000; Cloud, 2002; Hall, 2003). Ambas 
as técnicas, que são tecnicamente mais complexas e requerem equipa- 
mentos caros, são realizadas predominantemente em laboratórios de 
pesquisa e em grandes laboratórios de referência. 


Teste de suscetibilidade 


Atualmente, existem diretrizes padronizadas para o teste de susceti- 
bilidade micobacteriana (Clinical and Laboratory Standards Institute, 
antigo National Committee for Clinical and Laboratory Standards, 
2003). O teste para MTBC pode ser realizado em colônias isoladas, ou 
em uma cultura de caldo positiva (teste indireto) ou com amostras de 
escarro cujo esfregaço apresentou positividade para BAR (teste direto). 
A proporção de ágar constitui o método padrão de teste de suscetibi- 
lidade de MTBC a agentes antituberculose. Nesse método, os isolados 
que apresentam mais de 1% de resistência a uma única concentração de 
fármaco são considerados resistentes a esse fármaco. Entretanto, como 
o tempo de resposta mínimo dos resultados é de 21 dias após a inocula- 
ção das placas, recomenda-se utilizar um sistema à base de líquido apro- 
vado pelo FDA que seja capaz de fornecer resultados equivalentes aos 
do teste de proporção de ágar (Tenover, 1993; Clinical and Laboratory 
Standards Institute, 2003). Com os atuais sistemas à base de líquido dis- 
poníveis, os resultados em geral ficam prontos em 5 a 7 dias após a ino- 
culação das garrafas (Bergmann, 1998, 2000; Scarparo, 2004). 

O teste de suscetibilidade pode ser realizado com isolados de 
importância clínica do grupo das MNT (Wallace, 1997; Clinical and 
Laboratory Standards Institute). Entretanto, no caso de algumas espé- 
cies, pode existir pouca correlação entre os resultados do teste de sus- 
cetibilidade e a resposta clínica à terapia farmacológica. Para isolados 


de micobactérias de crescimento rápido, recomenda-se fazer o teste 
de microdiluição em caldo com amicacina, cefoxitina, ciprofloxaci- 
na, claritromicina, doxiciclina (ou minociclina), imipinem (apenas 
para M. fortuitum), sulfametoxazol (ou trimetoprin-sulfametoxazol) 
e tobramicina (apenas para M. chelonae) (Woods, 1999; Clinical 
and Laboratory Standards Institute, 2003). A diluição em caldo (seja 
a macro ou a microdiluição) deve ser utilizada apenas para testar a 
suscetibilidade de isolados de MAC à claritromicina (os resultados 
referentes à claritromicina predizem os resultados para azitromicina) 
(Inderlied, 1997; Wallace, 1997; Clinical and Laboratory Standards 
Institute, 2003). Os isolados de M. kansasii, a princípio, devem ser 
submetidos somente ao teste de suscetibilidade à rifampina. A M. 
kansasii suscetível à rifampina deve ser testada contra rifabutina, 
etambutol, estreptomicina, claritromicina, amicacina, ciprofloxacina 
e sulfametoxazol (ou trimetoprin-sulfametoxazol). 


Tratamento 


Os isolados iniciais de MTBC provenientes de todos os pacien- 
tes com tuberculose devem ser testados quanto à suscetibilidade aos 
agentes antituberculose primários isoniazida, rifampina, pirazinamida 
e etambutol. O teste de suscetibilidade deve ser repetido se o pacien- 
te continuar a produzir culturas de escarro positivas após 3 meses de 
terapia (Tenover, 1993). Caso o isolado seja resistente apenas à rifam- 
pina ou a dois ou mais agentes primários, também deve ser avaliada a 
suscetibilidade aos fármacos secundários (estreptomicina, etionamida, 
canamicina, capreomicina, ofloxacina e rifabutina). O regime quimio- 
terápico geralmente recomendado para tratamento da tuberculose 
(Tab. 59.7) deve ser iniciado antes da disponibilização dos resultados 
do teste de suscetibilidade. Por outro lado, o tratamento deve ser alte- 
rado com base nesses resultados, caso seja constatado que o isolado é 
resistente. As medicações devem ser administradas por meio da terapia 
diretamente observada. Os regimes comumente utilizados no trata- 
mento de infecções causadas pela maioria das MNT mais frequentes 
também estão listados na Tabela 59.7 (Wolinsky, 1979; Wallace, 1983, 
1994, 1997; Inderlied, 1993; Brown-Elliot, 2002). Para muitas MNT, a 
duração ideal da terapia é desconhecida, no entanto os intervalos indi- 
cados na Tabela 59.6 têm sido bem-sucedidos em certos casos. 


Prevenção 
Mycobacterium tuberculosis 


Foram descritas quatro estratégias gerais de controle da tuberculose 
(Centers for Disease Control and Prevention, 1988). A mais importante 
é a identificação precoce e o tratamento adequado de indivíduos com 
tuberculose infecciosa. Em poucas semanas, essa medida torna não 
contagioso o indivíduo infectado e consequentemente resulta em cura. 
A segunda estratégia requer a identificação e o tratamento de indiví- 
duos com tuberculose não infecciosa: doença extrapulmonar, doença 
pulmonar primária em crianças, doença pulmonar bacteriologicamen- 
te não confirmada e infecção por M. tuberculosis que ainda não tenha 
produzido a doença (i. e., positividade no teste cutâneo positivo ou no 
Quantiferon Gold, radiografia torácica normal, ausência de sintomas). 

A terceira estratégia envolve a criação de um ambiente seguro em 
situações em que o alto risco de transmissão da infecção seja alto: salas 
de autópsia, cubículos de indução de expectoração, áreas de espera clí- 
nica torácica, instituições de correção, certos abrigos para moradores 
de rua e laboratórios de micobacteriologia. Para tanto, é preciso tra- 
tar de diversos aspectos (Segal-Maurer, 1994). Recintos que abrigam 
pacientes infectados ou onde amostras potencialmente infecciosas são 
manuseadas devem permanecer sob pressão negativa. Além disso, o 
ar que provavelmente esteja contaminado por núcleos de gotículas 
infecciosas deve ser removido com auxílio de exaustor. Recomenda-se 
adotar um sistema de ventilação de passagem única (mais efetivo com 
a instalação de saídas de suprimento de ar à altura do teto e de entra- 
das próximas ao chão) e pelo menos seis trocas de ar/hora (12 trocas/ 
hora em salas de autópsia). Medidas preventivas universais devem ser 
adotadas ao manusear todas as amostras, sendo que tanto as amostras 
como as culturas devem ser manipuladas dentro de uma cabine de 
segurança biológica de classe II devidamente certificada. Além disso, 


Tabela 59.7 Tratamento de infecções produzidas por micobactérias 
patogênicas de ocorrência comum 


Espécies de 


Cirurgia 


Agentes 


Mycobacterium antimicrobianos Duração (meses) 
terapêuticos 
M. tuberculosis* = INH, RIF, EMB, 6 
e PZA 
Complexo de M. avium + CLARI (ou AZITHRO), Até a cultura negativar 
Pulmonar RIF (ou RBT) e EMB 12 
Disseminado = CLARI (ou AZITHRO) Por toda a vida 
e EMB, + RBT 
Linfadenite + - 
M. kansasii - INH, RIF e EMB 18 
M. marinum + CLARI, DOX, SXT, 1-2, após a resolução 
ou RIF e EMB clínica (minimo 3) 
Grupo de $ AMK, CFX, IMI, SXT, 1-2, após a resolução 
M. fortuitum’ QUIN*, LNZ clínica 
M. chelonae' + CLARI, TOBRA, IMI, 1-2, após a resolução 
GATI (ou MOXI) clínica 
M. abscessus' 4 CLARI, AMK, IMI, 1-2, após a resolução 


CFX, GATI (ou MOXI) 


clinica 


(—) = não indicado; (+) = pode ser indicado; (+) = definitivamente indicado; AZITHRO 
= azitromicina; CLARI = claritromicina; DOX = doxiciclina; EMB = etambutol; 

GATI = gatofloxacina; IMI = imipenem; INH = isoniazida; LNZ = linezolida; MOXI 

= moxifloxacina; PZA = pirazinamida; QUIN = quinolona; RBT = rifabutina; RIF = 
rifampina; SXT = trimetoprim -sulfametoxazol. 

* À pirazinamida é administrada apenas durante os primeiros 2 meses; o etambutol pode 
ser suspendido, caso o isolado seja suscetível à isoniazida e à rifampina. Esse regime 
destina-se somente a isolados fármaco-sensíveis. O regime é baseado nos resultados do 
teste de suscetibilidade. A doença grave é tratada com uma terapia de combinação de 
dois ou três fármacos. A maioria dos isolados é suscetível à ciprofloxacina, à levofloxacina, 
à gatifloxacina e à moxifloxacina. 


é necessário utilizar um respirador que filtre partículas de 1 a 5 um de 
diâmetro, e a equipe de funcionários deve ser treinada em um progra- 
ma respiratório; a máscara cirúrgica padrão não é adequada. 

A quarta estratégia consiste na vacinação com BCG, uma vacina 
atenuada que foi derivada de uma cepa de M. bovis por Calmette e 
Guérin na França. A eficácia da vacina BCG na prevenção da tuber- 
culose é controversa, porém uma metanálise da literatura sugeriu que 
essa vacina reduz o risco de tuberculose em 50% (Colditz, 1994). Nos 
Estados Unidos, a vacina BCG é recomendada apenas para bebês e 
crianças com resultado negativo nos testes cutâneos de tuberculina 
e que pertençam a grupos seletos da população (Centers for Disease 
Control and Prevention, 1988): (1) indivíduos que estão sujeitos à 
exposição íntima e prolongada de alto risco à tuberculose pulmonar 
e não podem ser removidos da fonte de exposição, bem como para 
aqueles aos quais não é possível instituir a terapia preventiva de longa 
duração; (2) aqueles que ficam expostos de modo contínuo a indi- 
víduos com tuberculose causada por cepas resistentes à isoniazida e 
rifampina; e (3) indivíduos pertencentes a grupos cujas taxas de novas 
infecções sejam superiores a 1% ao ano, e para os quais programas 
usuais de vigilância e tratamento têm sido empreendidos mas não 
são viáveis. A vacina BCG não é recomendada para profissionais da 
área de saúde nos Estados Unidos. A atual recomendação destinada 
à proteção desses trabalhadores é a vigilância adequada, que inclua 
a realização periódica de testes cutâneos de tuberculina ou de testes 
Quantiferon Gold (ao menos uma vez por ano, e mais frequentemen- 
te para os grupos de alto risco) e a terapia preventiva com isoniazida 
para indivíduos recentemente convertidos de negativos a positivos no 
teste cutâneo de tuberculina, e para aqueles com positividade no teste 
cutâneo de tuberculina que mantenham contato próximo com indi- 
víduos com tuberculose ou com certas condições médicas, tais como 
diabetes, insuficiência renal ou imunossupressão associada à terapia 
ou à doença (Centers for Disease Control and Prevention, 1988). 

A vacina BCG não deve ser administrada em indivíduos imuno- 
comprometidos, devendo ser dada com cautela àqueles que correm 
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risco de serem infectados pelo HIV. A disseminação de M. bovis em 


pacientes com AIDS e de linfadenite causada por M. bovis em bebês 


sintomáticos infectados pelo HIV foram observadas após a vacina- 
ção com BCG (Centers for Disease Control and Prevention, 1986). 
Entretanto, não há relatos de disseminação de M. bovis em pacien- 
tes assintomáticos infectados pelo HIV. Em populações nas quais o 
risco de contrair tuberculose é alto, a Organização Mundial da Saúde 
recomenda que a vacina BCG seja administrada a crianças infectadas 
pelo HIV ao nascerem ou logo depois disso. Essa vacina não deve ser 
aplicada em crianças com infecção por HIV sintomática ou, em popu- 
lações com baixo risco de desenvolvimento de tuberculose, em indiví- 
duos comprovadamente infectados ou com suspeita de infecção pelo 


HIV (World Health Organization, 1987). 
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Candidíase, criptococose e outras infecções 
causadas por leveduras 


O gênero Candida 


CO PONTOS-CHAVE 
e Fungos patogênicos oportunistas emergiram como causas 


comuns de doença invasiva no hospedeiro comprometido. 
e O exame histopatológico de tecido profundo é o padrão ideal para 
a detecção rápida e o reconhecimento de patógenos fúngicos que 
causam infecção invasiva. 
e Os métodos micromorfológicos e fenotípicos continuam a ser os 
principais mecanismos para a identificação de patógenos fúngicos 
em cultura, embora técnicas moleculares tenham começado a 
mostrar-se promissoras nessa área. 
e Candida albicans continua a ser a espécie de fungo mais comum 
causadora de doença humana, mas outras espécies estão se dissemi- 
nando rapidamente mundo afora como causas de doenças invasivas 
e tendem a desenvolver com mais rapidez resistência aos tratamen- 
tos antifúngicos considerados padrão. 
e Fungos dimórficos patogênicos verdadeiros são causas frequentes 
de infecção leve em pessoas que vivem em áreas endêmicas; no 
entanto, a doença invasiva, seja recorrente ou primária, está se tor- 
nando mais comum em hospedeiros imunocomprometidos. 
e A introdução recente de novos agentes antifúngicos e a progressão 
da resistência entre qu e leveduras aumentaram a importância 
do desenvolvimento e da padronização de testes para se verificar a 
suscetibilidade antifúngica. 


Micologia clínica é a ciência voltada para o estudo dos fungos e sua 
relação com doenças humanas, abrangendo leveduras unicelulares e 
fungos filamentosos, agentes de infecções cutâneas superficiais (mi- 
coses cutâneas) e doença visceral profunda disseminada (micoses sis- 
têmicas), além dos fungos patogênicos estabelecidos historicamente 
(fungos verdadeiros) e os saprófitas elevados ao status de patógenos 
pelas terapias e doenças modernas (patógenos oportunistas). Terapias 
modernas como a quimioterapia em altas doses para tratar o câncer, 
o transplante de órgãos sólidos e infecções imunossupressoras como 
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a síndrome da imunodeficiência adquirida permitiram que os fungos 
emergissem como causas importantes de doença humana (Wingard, 
1995; Ponton, 2000; Blumberg, 2001; Fleming, 2002; Stevens, 2002; 
Clark, 2004). Embora a disciplina de micologia clínica ainda não faça 
parte da profissão médica, os patologistas, que evoluíram com a pato- 
logia cirúrgica, passaram a ter um entendimento geral do reconheci- 
mento de patógenos fúngicos (Steinbach, 2003a). Em termos gerais, a 
ausência generalizada de educação nessa área é um problema, pois a 
identificação da maioria dos fungos é obtida mais pela observação hu- 
mana habilidosa do que por máquinas. À contrapartida macroscópica 
da amostra cirúrgica é a morfologia das colônias do fungo isolado em 
meio ágar; como na anatomia patológica, a análise definitiva do pro- 
blema tem de aguardar a observação microscópica. 

O objetivo deste capítulo é apresentar os fundamentos da micologia 
clínica, com ênfase nas questões práticas e nos patógenos fúngicos en- 
contrados regularmente no laboratório. Para uma revisão dos muitos 
patógenos fúngicos emergentes relatados na literatura, o leitor deve 
consultar os vários textos de referência com informação disponível 
sobre fungos saprófitas incomuns que, cada vez mais, estão implica- 
dos como agentes etiológicos em pacientes gravemente comprometi- 
dos (De Hoog, 2000; Ponton, 2000). Chandler e Kaplan (Chandler, 
1987a) publicaram um atlas abrangente da histopatologia das doen- 
ças fúngicas. Por fim, apesar de não incluídas no reino dos fungos, as 
infecções causadas por algas aclorófilas são discutidas neste capítulo, 
porque as características das algas e das doenças que elas acarretam 
lembram mais as dos fungos que as de outros agentes infecciosos. 

Como este capítulo trata especificamente de micoses fúngicas, ou- 
tros tipos de doenças fúngicas não serão comentados. Há revisões ex- 
celentes sobre essas outras doenças, inclusive sobre respostas alérgicas 
não invasivas aos fungos (Schubert, 2004; Thakar, 2004), intoxicação 
pela ingestão de fungos venenosos (intoxicação por cogumelos ou mi- 
cetismo) (McPartland, 1997; Broussard, 2001) e de toxinas fúngicas 
(micotoxicoses) (Bennett, 2003). 


Nomenclatura, taxonomia e morfologia 
dos fungos 


Introdução 


A primeira barreira para o micologista principiante é a nomenclatura 
e sua aplicação, a taxonomia. Os membros do reino dos fungos (Eu- 
mycota) são células eucaróticas que têm a capacidade de reproduzir-se 
tanto por métodos sexuados quanto assexuados. São classificados em 
filos de acordo com a natureza de suas estruturas reprodutivas ou au- 
sência delas (Guarro, 1999). Os fungos reconhecidos por suas estrutu- 
ras reprodutivas (fungos perfeitos) classificam-se em zigomicetos, asco- 
micetos ou basidiomicetos, com base no tipo de estrutura reprodutiva 
produzida. Os que não possuem estruturas reprodutivas sexuadas reco- 
nhecidas são classificados no filo Deuteromicetos, também conhecidos 
como fungos imperfeitos, com base em suas estruturas reprodutivas 
assexuadas. Uma vez reconhecida a fase sexuada (denominada teleo- 
morfa) de um deuteromiceto, o organismo é reclassificado em algum 
de outros filos. No entanto, na prática, o antigo nome familiar da fa- 
se assexuada imperfeita, a anamorfa, é mantido. Por exemplo, poucas 
pessoas conhecem Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis 
e Cryptococcus neoformans por seus respectivos nomes teleomórficos, 
Ajellomyces capsulatus, Ajellomyces dermatitidis e Filobasidiella neofor- 
mans, respectivamente. Em contrapartida, a fase sexuada Pseudallesche- 
ria boydii e sua fase assexuada Scedosporium apiospermum são ambas 
termos reconhecidos, usados na prática comum. Em geral, usa-se o 
nome anamórfico (assexuado) para descrever uma espécie de fungo no 
laboratório, embora existam muitas exceções a essa regra. 

Grande parte da taxonomia dos fungos tem relação com detalhes es- 
truturais, pois tanto a classificação quanto a identificação dependem 
muito da morfologia. Um glossário de termos importantes usados na 
micologia clínica é fornecido na Tabela 60.1. Neste capítulo, usamos 
uma abordagem conceitual simplificada para reconhecer os patóge- 
nos mais comumente encontrados no laboratório clínico. Com fina- 
lidades práticas, algumas características gerais mostradas na Tabela 
60.2 servem como base para a identificação de fungos no laboratório. 

A medida que os micologistas aprendem mais sobre os fungos, há 
uma reclassificação desses organismos com base regular. A influência 
de técnicas moleculares na caracterização taxonômica dos fungos tem 
tido grande impacto não apenas na reclassificação dos patógenos fúngi- 
cos, como também no reconhecimento de patógenos não previamente 
relatados como causadores de doenças humanas (De Hoog, 2000; Bas- 
tola, 2004). 


A colônia fúngica 


São reconhecidas duas formas morfológicas de fungos: leveduras e mo- 
fos. Leveduras são organismos unicelulares que em geral reproduzem-se 
de forma assexuada por brotamento, produzindo uma célula-filha. A 
massa de colônias de leveduras é uma coleção de organismos individuais 
distintos que, à observação macroscópica, lembra colônias de bactérias 
na superfície do ágar. As colônias de leveduras em geral são lisas, com 
margem regular. Quando amontoadas e maciças, como costumam ser 
as de Candida albicans, podem lembrar as de estafilococos. As leveduras 
produzem catalase, de modo que o micologista incauto que não fizer uma 
coloração de Gram ou preparação a fresco pode confundir uma colônia 
de levedura com a de bactéria e dar um resultado completamente errado. 
A presença de pseudo-hifas é uma característica de leveduras pertencen- 
tes ao gênero Candida. As pseudo-hifas de levedura em geral são visíveis 
macroscopicamente como extensões filamentosas das margens da colô- 
nia, conhecidas coloquialmente como “podócitos” (Fig. 60.1). 

Contrariamente às leveduras, os mofos são fungos filamentosos 
multicelulares. A natureza filamentosa dos mofos confere às colônias 
uma aparência lanosa, felpuda ou aveludada, às vezes pontilhada com 
um aspecto granular ou pulverulento, produzido pela formação de es- 
truturas reprodutivas assexuadas (Fig. 60.2). Outras vezes, a colônia 
pode ter um aspecto glabro (liso). 

A distinção entre mofos e leveduras não está firmemente estabelecida. 
Algumas leveduras também desenvolvem um componente filamentoso 
visualmente macroscópico. Espécies de Trichosporon são leveduras que 
desenvolvem tais extensões filamentosas, enquanto Exophiala jeanselmet 
é uma levedura dematiácea que desenvolve um micélio à medida que 


Tabela 60.1 Glossário dos termos de uso comum na micologia clínica 
Termo Definição 


Micélio aéreo Hifas produzidas acima da superfície do ágar 


Anamorfa Forma assexuada da esporulação fúngica (estado imperfeito) 
Artroconídio Conídio derivado da fragmentação de hifas especializadas 
Ascocarpo Estrutura frutificante que contém ascos (existem varios tipos) 
(ascoma) 

Ascósporo Esporo sexuado contido dentro de um asco 

Asco Estrutura em forma de bolsa que contém ascosporos 


Basididsporo Esporo sexuado formado sobre o crescimento externo de um 
basidio 

Basidio Estrutura que contém basidiósporos, por exemplo, cogumelo 
Blastoconídio Esporo assexuado, formado pelo brotamento da célula de 


levedura 


Estrutura de parede espessa em repouso ou de sobrevivência 
(também chamada clamidoconídio) 


Clamidósporo 


Cleistotécio Ascocarpo fechado, composto por camadas de hifas (ascóspo- 
ros liberados por ruptura) 

Colarete Estrutura em forma de funil no ápice de uma fiálide 

Columela Uma extensão do esporangióforo na base do esporângio 

Célula Célula que produz conídios 

conidiógena 

Conidióforo Estrutura especializada da hifa que contém os conídios 

Conídio Estrutura reprodutiva sexuada, formada de muitas maneiras 


que não envolvem clivagem 
Dematiáceo Pigmentado em cor escura 
Glabra Lisa, com referência à morfologia da colônia 
Hifa Unidade vegetativa de um mofo 
Intercalar Surgido dentro de uma hifa 


Macroconídio Maior dos dois tipos de conídio produzidos por um mofo 


Microconídio Menor dos dois tipos de conídio produzidos por um moto 

Mofo Fungo filamentoso que se reproduz de forma sexuada ou as- 
sexuada 

Micélio Massa de hifas que forma o talo de um mofo 

Peritécio Ascocarpo fechado com um poro na parte superior, pelo qual 
os ascósporos são liberados 

Fiálide Célula com abertura pela qual os conídios são produzidos 
(esterigmata) 

Pseudo-hifa Células de levedura conectadas (blastoconídios), lembrando 
uma hifa, mas com áreas de constrição entre células adja- 
centes 

Septo Parede cruzada em uma hifa 

Esporangióforo Haste que apóia o esporângio 


Esporangiósporo Esporo assexuado, produzido dentro de um esporângio 


Esporângio Estrutura em forma de bolsa, na qual os esporangiósporos as- 
sexuados se desenvolvem 

Teleomorfa Forma sexuada de uma esporulação fúngica (estado perfeito) 
Surgido na parte final de uma hifa 


Micélio vegetativo Hifas produzidas na superfície ou que se estendem para o ágar 


Terminal 


Vesícula Célula aumentada ou intumescida, em geral na extremidade 
de um conidióforo ou esporangióforo que pode estar dentro 
das hifas 

Levedura Fungo unicelular que se reproduz por brotamento ou fissão 


amadurece. O último exemplo são os fungos dimórficos, que exibem 
uma forma de mofo em algumas condições e uma forma diferente de 
mofo em outras circunstâncias. Os fungos dimórficos mais importantes 
são patógenos sistêmicos que se comportam como mofos no ambiente 
e em meios de ágar a 25-30ºC. Em contrapartida, a forma tecidual é 
uma levedura (como B. dermatitidis, H. capsulatum e Sporothrix schen- 
ckit) ou, no caso de Coccidioides immitis, uma estrutura semelhante à le- 
vedura denominada esférula. Quando cultivada in vitro a 37°C, a forma 
tecidual é reproduzida por esses fungos. Outros agentes menos comuns 
ou alardeados como tais também exibem dimorfismo. Por exemplo, 
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Tabela 60.2 Características úteis para a identificação de fungos 


Característica Exemplos 





Tipo de crescimento Colônias de organismos unicelulares 


macroscópico (levedura) 
Colônias de organismos filamentosos (mofos) 
Morfologia da levedura Brotamento 


Brotamento com pseudo-hifas 

Levedura redonda com cápsulas 
Brotamento de levedura com colaretes 
Hifas verdadeiras septadas 

Hifas verdadeiras não septadas (ou 
esparsamente septadas) 

Hialinas (transparentes ou não pigmentadas) 
Dematiáceas (escuras) 


Morfologia das estruturas 
filamentosas 


Pigmento das hifas 


Morfologia das estruturas Conídios 
reprodutivas assexuadas Esporos 
Morfologia das estruturas Ascósporos 
reprodutivas sexuadas Cleistotécio 
(raramente demonstradas) Peritécio 


Lento (mais de 10 dias) 
Médio (4 — 10 dias) 

Rápido (menos de 4 dias) 
Muitos fungos saprobióticos 


Taxa de crescimento 


Inibição pela ciclo-heximida 





Figura 60.2 A superfície esverdeada e pulverulenta das colônias de Aspergillus 
fumigatus superpõe-se com as massas brancas do micélio. Colônias bacterianas 
adjacentes contrastam com o fungo filamentoso (ágar-sangue de carneiro). 


exemplificado por Malassezia furfur, que produz tanto leveduras quan- 
to hifas nas lesões cutâneas da pitiríase versicolor. Em laboratório, a for- 


Temperatura ideal de crescimento 25-30°C ma de hifa raramente é vista, a menos que sejam fornecidas condições 
A (valor ocasional) 35-370C de cultura especiais (Marcon, 1992). 
as 40-42°C | 
B pni Estrutura de leveduras e hifas 
wO 
o Testes bioquímicos Assimilação A morfologia do fungo é uma característica importante para a iden- 
E Fermentação | tificação de leveduras e mofos. A estrutura filamentosa de um mofo é 
e Degradação enzimática (p. ex., urease) conhecida como hifa, e uma massa de hifas denomina-se micélio. O 


Crescimento facilitado 
Suplantada pelos testes com sonda de DNA 
na maioria dos laboratórios 


Conversão de mofo em levedura 


Detecção imunológica de 
antígenos ou anticorpos 


Cryptococcus, Histoplasma, Coccidioides, 
Blastomyces, Aspergillus 

Características moleculares 
do DNA 


Histoplasma, Coccidioides, Blastomyces 





Figura 60.1 As extensões filamentosas da periferia de colônias de Candida albicans 
são conhecidas coloquialmente como podócitos. 


o Penicillium marneffei, um membro distintivo cujo gênero é bastante 
disperso, cresce como um mofo nos meios de laboratório a 25-30ºC, 
mas uma forma semelhante à levedura é encontrada em tecidos huma- 
nos. Os corpos escleróticos encontrados nos tecidos de pacientes com 
cromoblastomicose são uma forma vegetativa entre um mofo e uma 
levedura dos fungos dematiáceos que surge como mofos quando cres- 
ce em meios sólidos à temperatura ambiente. O dimorfismo reverso é 


micélio que cresce na superfície ou dentro do ágar é conhecido como 
micélio vegetativo, enquanto extensões filamentosas acima da colônia 
denominam-se micélios aéreos. As hifas verdadeiras podem ter pare- 
des cruzadas que contêm poros para comunicação através delas ou são 
completas, dividindo-se em múltiplas células. As hifas que têm pare- 
des cruzadas chamam-se septadas, enquanto as outras são conhecidas 
como não septadas. Alguns fungos que têm hifas septadas também 
têm hifas não septadas ou septadas especializadas (conidióforos) que 
contêm estruturas reprodutivas assexuadas. Em contrapartida, alguns 
fungos chamados não septados têm paredes cruzadas ocasionais e tal- 
vez devessem ser mais bem designados como esparsamente septados. 
Portanto, é importante avaliar o micélio como um todo. 

A largura das hifas e o ângulo de ramificação são indícios importan- 
tes para a identidade fúngica. Os zigomicetos, como Rhizopus spp., têm 
hifas largas semelhantes a cintas e ramificam-se predominantemente 
em ângulos retos (Fig. 60.3), embora fungos hialinos como Aspergillus 
spp. tenham hifas estreitas e ramifiquem-se em ângulos agudos (rami- 
ficação dicotômica) (Fig. 60.4). A designação de um fungo como As- 
pergillus com base na morfologia em um esfregaço ou corte de tecido 
é, na verdade, apenas uma afirmação a respeito desse grupo de patóge- 
nos. É melhor simplificar para descrever as características das hifas. 

As leveduras reproduzem-se de forma assexuada, mediante a forma- 
ção de blastoconídios, em que uma célula-filha em geral surge em uma 
extremidade de uma célula da levedura e aumenta até formar uma célu- 
la de levedura. Tal processo também é conhecido em sentido mais gené- 
rico como brotamento. Se uma série de células-filhas não se desprender 
completamente das células originárias, é produzida uma pseudo-hifa. 
As pseudo-hifas são distinguidas das hifas verdadeiras pela presença de 
uma constrição na junção de células adjacentes e pela restrição no ta- 
manho da célula-filha ao da célula parental (Fig. 60.5). Em contraparti- 
da, as paredes das hifas verdadeiras são paralelas, sem constrições. 

C. albicans e algumas cepas de Candida tropicalis podem produzir 
pseudo-hifas com o aspecto de hifas verdadeiras, dependendo das con- 
dições de crescimento, e a diferenciação entre Candida e mofos hialinos 
como Aspergillus em cortes de tecidos às vezes pode ser problemática. 
Em contrapartida, Cryptococcus spp. produzem apenas brotos de leve- 
duras e raramente pseudo-hifas rudimentares ou primitivas, mas não 
hifas verdadeiras. 





Figura 60.3 Hifas largas não septadas, características de um zigomiceto em tecido 
pulmonar (metenamina de prata de Gomori; x 400). 


Pigmento das hifas 


Algumas hifas de mofos podem ser caracterizadas pela produção 
de um pigmento escuro. As hifas dos fungos dematiáceos contêm um 
pigmento melanina que confere uma coloração marrom às hifas em 
preparações microscópicas e faz com que as colônias de fungos pare- 
çam verde-escuras, marrons ou pretas. Corantes superpostos em es- 
fregaços corados, preparações a fresco ou cortes histológicos podem 
obscurecer parcialmente a cor, que pode ser mais óbvia em prepara- 
ções não coradas. Os fungos cuja pigmentação das hifas não é escura 
são conhecidos como hialinos (transparentes ou incolores), termo 
que não reflete completamente o aspecto da espécie de fungo, pois em 
alguns casos uma pigmentação clara pode produzir colônias colori- 
das, e as estruturas reprodutivas assexuadas de alguns mofos hialinos 
podem ter pigmentos verdes, marrons ou negros, que conferem uma 
cor à superfície da colônia, mantendo uma coloração leve. Em contra- 
partida, tanto a frente (obverso) quanto o verso (reverso) de colônias 
dematiáceas em geral demonstram o pigmento escuro. 


Estruturas reprodutivas 


O meio primário de identificação dos fungos classificados como mo- 
fos é pela caracterização de estruturas reprodutivas assexuadas. Para 
leveduras, os estudos fenotípicos são a pedra fundamental na identifi- 
cação com estruturas reprodutivas assexuadas que servem como indí- 
cios auxiliares no processo de identificação. As duas principais estrutu- 
ras assexuadas são esporos (que também podem estar presentes como 
estruturas sexuadas) e conídios. Esporos assexuados (denominados 
esporoangiósporos) são produzidos por clivagem dentro de uma estru- 
tura denominada esporângio (Fig. 60.6). Os conídios são muito mais 
diversos e formam-se por diferenciação a partir de uma extremidade ou 
lado de uma hifa fértil, como um conidióforo, ou por diferenciação de 
hifas. Infelizmente, o uso intercambiável dos termos conídio e esporo 
na literatura tem causado confusão. Esporulação e esporos costumam 
ser usados como termos gerais para a reprodução assexuada, e o termo 
“esporo” às vezes é usado quando “conídio” seria mais apropriado. 

O principal meio de reprodução assexuada das leveduras é a formação 
de blastoconídios, isto é, brotamento. Um broto surge como um amole- 
cimento da parede celular da célula-mãe, seguindo-se a expansão da pa- 
rede celular e a migração do núcleo e do citoplasma para a área intumes- 
cida. Um septo sela o limite entre a célula-filha e a parental (Fig. 60.7). Se 
não ocorrer separação, surge uma pseudo-hifa, como dito antes. 

As partes do micélio vegetativo que se diferenciam em conídios são 
conhecidas como células conidiógenas. Hifas especializadas que sus- 
tentam os conídios são denominadas conidióforos, que podem ser as 
próprias células conidiógenas que surgem do micélio vegetativo ou 
podem ser uma hifa de sustentação. Em Aspergillus spp., o conidiófo- 
ro, que é septado, aumenta de tamanho em uma de suas extremidades 
até formar uma vesícula intumescida (Fig. 60.8). As células conidió- 
genas, agora denominadas fiálides (antigamente esterigmata), surgem 
da vesícula para manter as cadeias de conídios. Algumas espécies de 


Figura 60.4 Hifas estreitas ramificadas e septadas, características de um mofo hiali- 
no em tecido (metenamina de prata de Gomori; x 400). 





Figura 60.5 Cadeias de brotos de leveduras alongados de Candida albicans 
produzindo pseudo-hifas, observadas no escarro (coloração de Gram; x 1.000). 


Aspergillus produzem uma fileira de fiálides, que ocorrem como uma 
fileira de células estéreis denominadas métulas, com os conídios que 
surgem das fiálides distais. Os zigomicetos produzem estruturas cha- 
madas esporangióforos, que mantêm o esporângio e seus esporangi- 
ósporos inclusos nele (Fig. 60.6). Uma extensão do ápice do esporan- 
gióforo no esporângio denomina-se columela. 

A conidiogênese tálica é um processo em que o conídio não se desen- 
volve até que se forme um septo entre o conídio e a célula parental. O 
conídio origina-se do todo da célula parental. Os patógenos humanos 
mais importantes que exibem conidiogênese tálica são os dermatófitos e 
o fungo dematiáceo C. immitis. À medida que a conidiogênese progride 
nos Coccidioides, são produzidos conídios em forma de barril denomina- 
dos artroconídios, que se fragmentam com facilidade e disseminam-se 
com dificuldade, resultando no alto grau de infectividade demonstrado 
por esse importante patógeno humano (Fig. 60.9). Os conídios tálicos 
dos dermatófitos são separados por tamanho em dois tipos: grandes ma- 
croconídios septados (Fig. 60.10) e pequenos microconídios unicelula- 
res, que são estruturas mais simples (Fig. 60.11). 

O outro tipo de conidiogênese denomina-se conidiogênese blástica, 
em que o protoplasma da célula conidiogênica é expelido ou explode 
para formar um conídio. A forma de conidiogênese blástica mais sim- 
ples é o processo de brotamento, pelo qual muitas leveduras, inclusive 
as Candida spp., desenvolvem-se. Como no caso dos conídios tálicos, 
os blastoconídios dividem-se em dois tipos, dependendo do envolvi- 
mento ou não de toda a parede celular no processo. Outra divisão da 
conidiogênese blástica é feita entre as espécies em que a parede externa 
não participa do processo (denominado conidiogênese enteroblástica). 
Nos fungos enteroblásticos, foram reconhecidas células conidiogênicas 
fialídicas e anelídicas. Fiálides são células conidiogênicas que em geral 
têm um colarete nos ápices, produzido quando a extremidade libera o 














Figura 60.6 Esporangióforos de Rhizopus spp. sustentando esporângios que contêm 
esporangiósporos. Os rizoides surgem das hifas, perto da origem dos esporangiófo- 
ros (azul algodão de lactofenol; x 100). 





Figura 60.7 Células de leveduras em brotamento e em não brotamento, detectadas 
em uma amostra de hemocultura em frasco (coloração de Gram; x 1.000). 





Figura 60.8 Cabeça frutificante de Aspergillus fumigatus. O conidióforo está 
intumescido na extremidade, formando uma vesícula, e fiálides surgem da metade 
superior da vesícula, com cadeias de conídios presentes que se alinham paralelas ao 
eixo longitudinal do conidióforo (azul de lactofenol com algodão; x 400). 


primeiro conídio. O colarete pode ser uma estrutura distinta, em for- 
ma de frasco, conforme se observa em Phialophora spp., ou uma estru- 
tura imperceptível, como se vê em Aspergillus spp. Em contrapartida, 
anelídeos são células conidiogênicas que se rompem, deixando um 
anel distinto de material celular na base do conídio, quando este se se- 
para do anelídeo. A formação de conídios sequenciais na base empurra 
a célula mais velha para a extremidade da cadeia e deixa uma série de 








Figura 60.9 Artroconídios de Coccidioides immitis. Os artroconídios alternantes em 
forma de barril estão separados por células disjuntoras vazias, de parede fina, dentro 
de partes das hifas (azul de lactofenol com algodão; x 400). 





Figura 60.10 Macroconídios de Epidermophyton floccosum. Os típicos macroconi- 
dios de extremidade romba ocorrem em agregados ao longo das hifas, com ausência 
de microconídios (azul de lactofenol com algodão; x 400). 





Figura 60.11 Microconidios alongados de Trichophyton mentagrophytes alinhados 
ao longo da superfície das hifas (azul anilina de lactofenol; x 400). 


anéis ou anelações no ápice do anelídeo, proporcionando um registro 
de eventos passados, como os anéis de uma árvore. Embora importan- 
tes para a identificação microscópica de alguns mofos, pode ser difícil 
visualizar os finos detalhes dessas estruturas à microscopia óptica. 

A diferenciação das várias estruturas dos conídios é a chave para a 
identificação correta de muitos isolados fúngicos. Em alguns casos, os 
aspectos morfológicos pertinentes são discernidos com facilidade; no 


entanto, como na patologia cirúrgica, o padrão de reconhecimento é 
um recurso indispensável para a identificação dos patógenos esapró- 
fitas mais comuns. Também é importante ressaltar os aspectos proe- 
minentes de toda a preparação morfológica sem um foco primário em 
estruturas periféricas ou aberrantes, assim como é importante para o 
patologista cirúrgico apreciar o padrão tecidual sem distrair-se com 
uma célula atípica ocasional. O desenvolvimento das estruturas dos 
conídios de Aspergillus ou Paecilomyces, por exemplo, pode lembrar 
o das estruturas de Penicillium, de modo que o observador não pode 
distrair-se e pensar que há dois fungos. Ao mesmo tempo, a possibi- 
lidade de uma cultura mista não deve ser esquecida. Os micologistas 
precisam usar a objetiva de menor aumento na observação inicial, to- 
davia os detalhes dos subgrupos celulares observados em menor au- 
mento devem ser estudados com objetiva de maior aumento. 

A arte refinada do diagnóstico micológico assenta-se na apreciação 
e na diferenciação dos detalhes celulares e, em algumas circunstâncias, 
a tarefa requer muita sutileza e experiência considerável. Às vezes, o 
isolado precisa ser induzido a produzir as estruturas diagnósticas ne- 
cessárias mediante a escolha de meios adequados (Tab. 60.3). Em ge- 
ral, meios enriquecidos favorecem a propagação de micélios vegetati- 
vos, enquanto estruturas reprodutivas assexuadas são estimuladas por 
meios basais (de inanição). A subcultura em ágar-água ou ágar com 
flocos de batata é uma técnica geral para estimular o desenvolvimento 
de estruturas de conídios. As cores das colônias de Aspergillus são mais 
bem estudadas em ágar de Czapek—Dox, enquanto o Trichophyton ru- 
brum é estimulado a produzir pigmento vermelho em ágar com flocos 
de batata ou maisena com 1% de glicose. 

A experiência também é importante para determinar se uma sub- 
cultura precisa ser incubada por muito tempo para que se formem 
estruturas diagnósticas. Estruturas em forma de raízes (rizoides) que 
se desenvolvem a partir das hifas de alguns zigomicetos são aspectos 
importantes na diferenciação, mas não podem ser detectadas se a ob- 
servação terminar prematuramente. É preciso admitir que algumas 
das técnicas necessárias para se completar a diferenciação são defi- 
cientes ou estão além do alcance da maioria dos laboratórios clínicos. 
Por exemplo, o patógeno dematiáceo Exophiala (Wangiella) dermati- 
tidis produz conídios blásticos com fiálides e anelídeos. Entretanto, a 
presença de anelídeos não foi reconhecida quando se estudou o mofo 
à microscopia óptica, e esse microrganismo foi classificado uma vez 
como Phialophora dermatitidis. O reconhecimento de que o isolado 
formava anelídeos levou à sua classificação em outro gênero, Exo- 
phiala, que continha tanto fiálides como anelídeos. Todavia, o gênero 
Wangiella continua a ser sugerido, pois as fiálides não reproduzem 
colaretes óbvios, o que constitui o aspecto predominante desse gê- 
nero. Subsequentemente, continua a haver desacordo quanto ao fato 
de essa espécie pertencer ao gênero Exophiala ou ao Wangiella (Mc- 
Ginnis, 1999). 

As estruturas reprodutivas sexuadas têm valor ocasional no labora- 
tório de micologia clínica para a identificação de patógenos e saprófi- 
tas comuns. Uma variedade de estruturas sexuadas pode ser produzi- 
da, embora sejam encontradas com baixa frequência in vitro. As duas 
estruturas com mais probabilidade de serem demonstradas no labora- 
tório são os ascos desnudos de Saccharomyces cerevisiae e o cleistotécio 
de P. boydii (a fase sexuada de S. apiospermum), Aspergillus nidulans 
e o grupo Aspergillus glaucus. Os ascos desnudos de Saccharomyces 
lembram células ovais em que um dos quatro ascósporos haploides 
individuais está contido (Fig. 60.12). A formação do ascósporo em 
Saccharomyces spp. pode ser estimulada pela incubação em certos 
meios com ágar, como o ágar-suco V-8, mas tal esforço em geral não 
é necessário, pois sistemas comerciais para a identificação de levedu- 
ras podem identificar prontamente o isolado. Os ascósporos podem 
ser visualizados em preparações a fresco, mas são detectados de ma- 
neira mais confiável quando se usa coloração álcool-acidorresistente 
Um cleistotécio é um corpo sexuado frutificante (ascocarpo) em que 
os ascosporos estão contidos inteiramente e só podem ser liberados 
mediante a ruptura da parede do cleistotécio (Fig. 60.13). A parede é 
composta por uma única camada ou camadas múltiplas de hifas hiali- 
nas especializadas. Um peritécio é similar a um cleistotécio, mas con- 
tém uma abertura no ápice da estrutura em forma de pera. 

Embora as estruturas reprodutivas assexuadas e raramente sexuadas 
sejam necessárias para a identificação do fungo, em especial mofos, 


Tabela 60.3 Meios para a identificação e o isolamento de fungos 
Meio Função principal 
Para ascósporo, ágar V-8 Desenvolvimento de ascósporo 
Ágar com semente de ave 
(negra) 

Ágar com infusão de cérebro 
e coração mais sangue 


Demonstração de melanina em Cryptococcus 
neoformans 


Facilita a recuperação de fungos dimórficos 


Ágar de Christensen com ureia Diferenciação de Trichophyton rubrum e 
T. mentagrophytes 


CHROMagar Mistura cromogênica para identificar espécies de 


leveduras 
Ágar com maisena e Tween 80 Visualizar a morfologia de leveduras 
Ágar de Czapek-Dox 
Ágar com batata e 1% de 
glicose 
Ágar com flocos de batata 


Identificar espécies de Aspergillus 
Desenvolvimento do pigmento de T. rubrum e 
morfologia de mofos 

Desenvolvimento do pigmento de T. rubrum e 
morfologia de mofos 

Meio geral para o crescimento de fungos 
(formulação tradicional ou modificação de 
Emmon) 

Meio seletivo para inibir fungos saprófitas 
(antibacterianos como o cloranfenicol ou 
gentamicina também incluídos) 

Estudo da estrutura microscópica e sua origem 


Ágar de Sabouraud com 
glicose 


Ágar SAB com ciclo-heximida 


Cultura em lâmina (vários 
tipos de ágar) 

Meios de ágar para 
Trichophyton 


Diferenciação das espécies de Trichophyton 
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Figura 60.12 Os ascósporos de Saccharomyces cerevisiae estão contidos em ascos 
desnudos. Os ascósporos foram corados em vermelho por corante acido-rapido 
(coloração de Ziehl-Neelsen; x 1.000). 


alguns isolados recusam-se a produzir essas estruturas diagnósticas. 
Em termos morfológicos, as colônias consistem apenas em hifas vege- 
tativas e aéreas, sendo descritas subsequentemente como hifas estéreis 
ou micélios estéreis. A identificação em tal contexto requer métodos 
moleculares especializados que não estão disponíveis na maioria dos 
laboratórios diagnósticos de rotina (Yeo, 2002; Iwen, 2003). 


Dimorfismo 


A demonstração de dimorfismo é a abordagem tradicional para a iden- 
tificação definitiva de um grupo importante de patógenos sistêmicos. Na 
maioria dos laboratórios, o isolado inicial é a fase de mofo, porque as 
placas de cultura em geral são incubadas a 25—30°C. A conversão à fase 
tecidual é conseguida incubando-se uma subcultura a 37°C. A transição 
da morfologia de mofo para a de levedura pode ocorrer de maneira re- 
lutante, muitas vezes com formas de hifas intercaladas com células de le- 
vedura. Alguns isolados podem nunca ser convertidos com sucesso. Um 
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Figura 60.13 Cleistotécio de Pseudallescheria boydii. Essa estrutura reprodutiva 
sexuada é referida especificamente como um asco que contém ascósporos (azul de 
lactofenol com algodão; x 400). 


meio rico, como o ágar com infusão de cérebro e coração mais sangue 
suplementar, deve ser incluído, em particular quando se trabalha com 
H. capsulatum. Tem-se recomendado ágar com infusão de cérebro e co- 
ração ou ágar com hemoglobina e cisteína para a conversão ótima de B. 
dermatitidis. Foram descritos meios para a conversão de C. immitis, mas 
não são usados com frequência. De forma semelhante, a inoculação de 
animais é feita com pouca frequência em laboratórios clínicos. A intro- 
dução de sondas moleculares simplificou de forma considerável a tarefa 
da identificação definitiva desses fungos e eliminou a necessidade de de- 
monstrar ambas as fases dos fungos dimórficos (Reiss, 2000). Testes de 
hibridização do ácido nucleico para esses três patógenos dimórficos são 
comercializados como GEN-PROBE, Inc. (San Diego, CA). A demons- 
tração da fase característica de levedura ou similar em tecido é forte indi- 
cio do diagnóstico de um fungo dimórfico, porém a cultura do patógeno 
com identificação ainda é necessária para confirmar a doença. 


Técnicas diagnósticas 


Segurança no laboratório 


A inoculação de amostras e as manipulações de colônias de mofos 
devem ser feitas em uma cabine de segurança biológica, para prevenir 
a disseminação dos conídios e esporos de fungos altamente móveis. 
Também é necessária muita atenção ao limpar as superfícies tanto da 
cabine de segurança biológica como da incubadora. Cabines de segu- 
rança separadas para o estudo de mofos isolados podem minimizar a 
contaminação de outras amostras clínicas. 

O maior perigo para o pessoal do laboratório vem da manipulação 
de culturas de mofos dos patógenos dimórficos C. immitis e H. cap- 
sulatum. Ambos esses isolados são classificados como patógenos do 
grupo 3 de risco, exigindo práticas de biossegurança do nível 3, insta- 
lações para a propagação e a manipulação de culturas, bem como para 
o processamento de solo e outros materiais ambientais conhecidos ou 
propensos a conter conídios infecciosos (Department of Health and 
Human Services, 1999). Kwon-Chung e Bennett (Kwon-Chung, 1992) 
recomendam a inoculação em tubos com tampa rosqueada ante a sus- 
peita da presença desses patógenos. Infelizmente, na maioria das áreas 
dos EUA, o diagnóstico não pode ser conhecido antes do isolamento 
do patógeno. A placa pode ser inundada com solução de formaldeído 
a 4% (formalina a 10%) e deixada à temperatura ambiente por várias 
horas ou uma noite para esterilizar a cultura antes do exame micros- 
cópico. Obviamente, tal processo é irreversível, de modo que é melhor 
ter colônias crescendo em outras placas ou tubos como reserva. 

É válido notar que a fase tecidual de patógenos dimórficos não é in- 
fecciosa por via aerógena, de modo que existe pouco ou nenhum risco 
de manipular amostras de tecidos de pacientes com histoplasmose ou 
coccidioidomicose. Uma exceção possível a essa regra pode ocorrer se 
C. immitis crescer em sua fase de mofo dentro de uma cavidade pul- 
monar que esteja conectada à árvore brônquica. 


Coleta e transporte de amostras 


A amostra correta a ser submetida ao laboratório de micologia de- 
pende da apresentação clínica e do sistema orgânico acometido. Um 
resumo das principais categorias de doenças causadas por fungos, 
junto às espécies sugeridas, é apresentado na Tabela 60.4. 

Leveduras, principalmente de Candida spp., às vezes podem ser re- 
cuperadas de amostras obtidas com swabs, em especial de lesões pu- 
rulentas. Os swabs podem ser usados para a obtenção de amostras de 
lesões orais ou vaginais sugestivas de candidíase e ser adequados para 
colher amostras de pacientes com otite externa crônica, em que grandes 
números de conídios de Aspergillus em geral estão presentes. Mesmo 
assim, os swabs definitivamente são recursos inferiores para a coleta de 
amostras na maioria das áreas das doenças infecciosas. Um problema 
particular deles é que suas fibras podem ser confundidas com elementos 
de hifas no exame direto de amostras clínicas. Uma prática firme, mas 
flexível, de rejeitar swabs na maioria dos casos de cultura fúngica deve 
ser acompanhada por esforços educacionais constantes e persistentes. 

As melhores amostras para diagnóstico micológico são raspados, 
material colhido por curetagem, aspirados e biópsias de lesões. Pelos 
infectados com fungos dermatofíticos (p. ex., Microsporum canis) flu- 
orescem à luz ultravioleta de longo comprimento de onda (lâmpada 
de Wood) e podem ser selecionados especificamente para exame. As 
lesões cutâneas da dermatofitose (tinha cutânea) caracterizam-se por 
uma borda ativa que avança com cicatrização central, de modo que 
podem ser colhidos raspados da margem do processo. Pelos, unhas e 
raspados de pele devem ser enviados para o laboratório em um reci- 
piente limpo e seco. As amostras de biópsias devem ser enviadas em 
um recipiente estéril com solução fisiológica ou um meio de transpor- 
te também estéril, para evitar ressecamento da amostra. A maioria das 
amostras pode ser manipulada como qualquer outra que fosse obtida 
para fins de observação e cultura bacteriana. 


Exame direto 


A maioria das amostras clínicas pode ser examinada diretamente 
em busca da presença de um patógeno fúngico, embora resultados ne- 
gativos não sejam sensíveis o bastante para excluir a presença de um 
fungo. São empregadas múltiplas técnicas para o exame direto do ma- 
terial clínico. É importante lembrar que a manipulação do material da 
amostra pode tornar o material inaceitável para cultura, de maneira 
que, nos casos em que se pretende fazer cultura, as amostras precisam 
ser separadas antes desse tipo de exame. 


Montagem a fresco 

O método mais simples de exame direto de uma amostra é a obser- 
vação de uma suspensão colocada em lâmina e coberta com lamínula 
sob iluminação de baixa intensidade. No caso de amostras secas e vis- 
cosas, é necessário acrescentar um agente umidificador, como solução 
fisiológica, antes da observação. No caso de amostras que contêm res- 
tos teciduais e células, como secreções vaginais, unhas e raspados de 
pele, pode-se usar uma solução de hidróxido de potássio (KOH) para 
dissolver o material de tecido, para tornar os elementos fúngicos mais 
visíveis (Tab. 60.5). 


Coloração de Gram 

O corante biológico de uso comum é particularmente útil para a 
detecção de leveduras. A maioria delas é parcial ou completamente 
Gram-positiva e, em geral, diferenciada das bactérias por seu tama- 
nho maior e pela presença de células em brotamento (Fig. 60.5). As 
hifas de mofos podem ser Gram-positivas ou Gram-negativas a essa 
coloração, mas coram-se de forma menos confiável que as células de 
leveduras e passam facilmente despercebidas em amostras clínicas 
submetidas a esse método. 


Corantes de Giemsa ou Wright 
Ante suspeita de histoplasmose, esses corantes hematológicos são 
úteis para demonstrar as células de leveduras dentro de macrófagos. 


Preparações com nanquim 

A cápsula polissacarídica de C. neoformans pode ser demonstrada pe- 
la coloração negativa mediante o uso de partículas de nanquim, sendo 
estas especialmente evidentes ao examinar-se líquido cerebrospinal in- 
fectado (Tab. 60.6). À microscopia óptica, a cápsula aparece como um 


Tabela 60.4 Síndromes clínicas principais e patógenos comumente associados 


Apresentação clínica/sistema orgânico 


Infecção de pele, pelos ou unhas 


Tecidos subcutâneos 


Pneumonia primária 


Infecção gastrintestinal 


Infecção do trato urinário 
Endocardite 


Meningite 


Encefalite e abscesso cerebral 


Osteomielite 


Ceratite 
Otite externa 


Sinusite 


Feridas de queimaduras 


Vaginite 
Infecção de cateter intravenoso 


Infecção disseminada 


* Patógenos bacterianos. 


Grupo de pacientes 
Todos 


Todos 


Paciente com micetoma 


Todos 


Imunodeficientes 


Imunodeficientes 
Todos 
Todos 
Imunodeficientes 


Imunodeficientes 


Todos 


Todos 
Todos 


Todos 


Todos 
Cateter permanente 


Todos 


Imunodeficientes 


Patógeno(s) provavel(is) 


Dermatófitos 

Candida 

Malassezia 

Coccidioides immitis 
Blastomyces dermatitidis 
Sporothrix schenckii 
Scedosporium apiospermum 
Madurella 

Nocardia* 

Streptomyces* 
Actinomadura* 
Histoplasma capsulatum 
Blastomyces dermatitidis 
Cryptococcus neoformans 


Aspergillus 

Fusarium 

Zygomycetes 
Scedosporium apiospermum 
Pneumocystis jiroveci 
Candida 

Aspergillus 

Zigomicetos 

Candida 

Candida 

Fusarium 

Cryptococcus neoformans 
Candida 

Zigomicetos 

Aspergillus 

Nocardia asteroides* 
Cladophialophora bantiana 
Coccidioides immitis 
Blastomyces dermatitidis 
Cryptococcus neoformans 
Aspergillus 

Fusarium 

Aspergillus 


Aspergillus 

Fusarium 

Mofos dematiaceos 
Aspergillus 

Zigomicetos 

Fusarium 

Scedosporium apiospermum 
Candida 

Candida 

Malassezia furfur (neonatos) 
Histoplasma capsulatum 
Blastomyces dermatitidis 
Coccidioides immitis 
Candida 

Zigomicetos 

Aspergillus 

Fusarium 

Scedosporium apiospermum 
Cryptococcus neoformans 
Potencialmente qualquer fungo 
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Amostra(s) 


Raspados de pele 
Pelos 
Unha cortada 


Bidpsia da lesao 


Escarro | 
Lavado broncoalveolar | 
Biópsia transbrônquica 

Biópsia cirúrgica de pulmão 


Raspados 

Material de curetagens 
Biópsia da lesão 

Urina 

Sangue 


Líquido cerebrospinal 


Biópsia cerebral 


Biópsia óssea 


Raspado 


Raspado 

Swab 

Biópsia 

Material de curetagens 





Biópsia de pele 


secreções vaginais 
Extremidade do cateter 
Sangue 

Sangue 

Biópsia tecidual 





Sangue 
Biópsia tecidual 
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CAPITULO 60 Doenças micóticas 


Tabela 60.5 Preparação de KOH 


1. Colocar uma gota de KOH (hidróxido de potássio) a 10% em uma lâmina de 
microscopia (de vidro) limpa. 
2. Imergir uma alíquota da amostra na gota de KOH sobre a lâmina. 


3. Aquecer levemente a mistura, passando a lâmina sobre a chama de um bico 
de Bunsen várias vezes. Não deixar a mistura ferver. 


4. Cobrir a lâmina com lamínula e examinar sob aumentos de 100 x e 400 x com 
pouca luz. Pode ser preciso aquecer mais amostras excessivamente viscosas. 


5. Também se pode usar KOH como meio simples de montagem, sem aquecer. 


(O acréscimo de anilina azul de lactofenol ou calcofluor branco ao KOH aumenta a visibili- 
dade dos elementos fúngicos.) 








espaço claro em torno da célula fúngica, com as partículas de nanquim 
saindo da margem à medida que ocorre um movimento browniano 
(Fig. 60.14). Quando são demonstradas células de leveduras em brota- 
mento ao longo da cápsula no líquido cerebrospinal (LCE) de pacientes 
infectados, a especificidade do diagnóstico de meningite estreptocóci- 
ca está assegurada. Outros fungos potencialmente encapsulados, como 
Rhodotorula spp. ou outras espécies de criptococos, são patógenos infre- 
quentes e podem ser excluídos da consideração prática em tal circuns- 
tância. Embora as cápsulas geralmente sejam grandes ao exame direto 
das amostras, o isolamento do patógeno em meio com ágar em geral 
caracteriza-se pela produção de uma cápsula muito diminuída, que não 
é tão óbvia. Infelizmente, algumas cepas de C. neoformans são pouco 
encapsuladas e, portanto, a sensibilidade do teste com nanquim em ge- 
ral é positiva em menos de 50% dos pacientes que não estão infectados 
pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV). Contudo, a detecção 
direta de antígeno na lesão ou em soro, empregando-se a aglutinação 
no látex ou a técnica do imunoensaio enzimático, aumentou a sensibi- 
lidade para quase 100%. Essas técnicas praticamente substituíram o uso 
da tinta nanquim como método de diagnóstico direto, embora o nan- 
quim ainda seja útil quando o teste do antígeno não está imediatamente 
disponível e para o exame de cápsulas em células de colônias isoladas 
que sugiram C. neoformans. O teste com nanquim parece ter maior sen- 
sibilidade em pacientes infectados pelo HIV, talvez por causa do maior 
número de células de levedura presentes (Chuck, 1989). 
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O exame patológico cirúrgico de material de biópsia é uma práti- 
ca comum para a identificação de infecções fúngicas suspeitas. Vários 
corantes provaram ser úteis para o reconhecimento de elementos fún- 
gicos em tecido e para mostrar a resposta imunológica à infecção. O 
método do ácido periódico de Schiff (PAS) é útil para demonstrar de- 
talhes internos. A técnica da metenamina de prata de Gomori (GMS) 
é considerada uma das melhores colorações para demonstrar fungos, 
porque proporciona alto contraste com coloração mínima do fundo, 
o que permite a demonstração de elementos fúngicos presentes espar- 
samente na amostra. A melhor utilização da coloração com hemato- 
xilina e eosina (H&E) é para o estudo da reação do hospedeiro e a 
determinação quanto a um fungo ser hialino (incolor) ou dematiáceo 
(naturalmente pigmentado). Quando se combina GMS com H&E co- 
mo contracorante, é possível estudar a morfologia detalhada tanto do 
tecido como do fungo (Swisher, 1982). Outros corantes mais espe- 
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Tabela 60.6 Preparação de nanquim para a identificação presuntiva de 
Cryptococcus neoformans 


1. Centrifugar o líquido cerebrospinal por 10 minutos, no mínimo. 

2. Colocar uma gota de nanquim em uma lâmina de microscopia (de vidro) 
limpa. 

3. Misturá-la com uma gota de sedimento obtida do líquido agitado e cobrir com 
laminula. 

4. Procurar leveduras encapsuladas sob aumento de 400 x. 


(Colônias que crescem no ágar também podem ser misturadas diretamente com nanquim 
em uma lâmina, para confirmar a presença de cápsulas.) 





Figura 60.14 Preparação, em nanquim, de líquido cerebrospinal com Cryptococ- 
cus neoformans. Essa levedura produz uma cápsula polissacarídica arredondada 
característica de células de levedura em brotamento (x 400). 


cializados incluem a mucicarmina de Mayer para a demonstração da 
cápsula mucoide de C. neoformans e o de Fontana-Masson para a de- 
monstração de melanina ou substâncias semelhantes a ela nos agentes 
levemente pigmentados da feoifomicose. Um livro de Chandler e Ka- 
plan (Chandler, 1987a) fornece mais detalhes sobre o uso de corantes 
para detecção de fungos em tecidos. 


Esse composto de fluorocromo, um clareador usado nas indústrias 
têxteis e de papel, liga-se à quitina nas paredes das células fúngicas e 
fluoresce na cor branca (Fig. 60.15) ou verde-maçã (dependendo da 
combinação de filtro usada) quando exposto à luz ultravioleta de onda 
curta de um microscópio de fluorescência (Tab. 60.7) (Hageage, 1984). 
O calcoflúor branco também pode ser misturado com hidróxido de po- 
tássio para clarear a amostra e facilitar a observação de fungos. Como de 
fato, com relação a todos os corantes fluorescentes, é preciso cuidado ao 
se interpretarem os resultados, pois também pode ocorrer a coloração 


inespecífica de substâncias que lembram elementos fúngicos. 


Isolamento em cultura 
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Todas as amostras devem ser inoculadas em um meio com o pro- 
pósito geral de crescimento fúngico (Tab. 60.3). O meio tradicional 
usado é o ágar de Sabouraud com glicose, que tem um pH de 5,5 a 5,6 





Figura 60.15 Coloração com calcoflúor branco de Candida albicans em cultura. 
Quando observadas ao microscópio de fluorescência, as paredes quitinosas do fun- 
go fluorescem. São mostrados tubos de germinação, produzidos após a incubação 
da levedura em soro (cortesia do Dr. Brian Harrington, CDC Public Health Image 


Library). 


Tabela 60.7 Coloração com calcoflúor branco 


1. Colocar a amostra em uma lâmina de microscopia (de vidro) limpa. 
2. Misturá-la com o reagente calcoflúor branco. 
3. Ao microscópio de fluorescência, examinar a preparação em busca de ele- 


mentos fúngicos sob aumento de 100-400x (é normal ver um branco-azulado 
sobre fundo escuro). 


(O calcoflúor branco pode ser substituído por anilina azul de lactofenol ao se estudar a 
morfologia microscópica de isolados de cultura.) 


e foi designado para o isolamento de fungos dermatofíticos. A modi- 
ficação de Emmons para esse meio, com menos glicose e pH de 6,8 a 
7, é mais amplamente usada na micologia clínica como meio geral de 
crescimento por sua ampla aplicação para a cultura de fungos. Ágar 
imibitório de mofo e ágar com batata e glicose também são usados co- 
mo meios de isolamento gerais em laboratório. Rinaldi (1982) descre- 
veu uma modificação simplificada do ágar com batata e glicose, em 
que se usa uma preparação de flocos de batata disponível em super- 
mercados. É mais fácil de preparar que o meio tradicional baseado em 
batata e funciona de forma equivalente. O ágar com flocos de batata 
é vantajoso para mofos, porque as estruturas reprodutivas assexuadas 
de utilidade diagnóstica desenvolvem-se mais rapidamente nesse ágar 
do que no meio de Sabouraud com dextrose. 

No caso de amostras de locais não estéreis ou provavelmente conta- 
minados, recomenda-se a inoculação em ágar não seletivo e também 
em ágar seletivo. Os meios de ágar seletivos mais comuns empregam 
ciclo-heximida para inibir fungos saprófitas e um agente antibacte- 
riano (em geral cloranfenicol ou gentamicina) para inibir bactérias. 
No caso de amostras de tecidos, especialmente quando um fungo di- 
mórfico poderia ser o agente etiológico, pode-se acrescentar um ágar 
enriquecido, como infusão de cérebro e coração com sangue e suple- 
mentado com antibióticos. 

O acréscimo recente para cultivo de leveduras a partir de amostras 
clínicas é o meio seletivo e diferencial denominado CHROMagar Can- 
dida, que usa uma mistura cromogênica que permite o isolamento sele- 
tivo de leveduras e simultaneamente identifica colônias de C. albicans, 
C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei. Esse meio provou ser útil para de- 
tectar culturas mistas de Candida spp. dentro de uma única amostra 
(Pfaller, 1996). 


Inoculação e incubação 

O processamento de amostras clínicas para a detecção de fungos 
requer manipulação cuidadosa, porque alguns processos de uso co- 
mum para preparar amostras para culturas bacterianas, por exemplo, 
trituração em homogeneizador, pode ser muito prejudicial para o or- 
ganismo fúngico. A inoculação de raspados ou material de curetagens 
sobre a superfície do ágar e em múltiplos pontos dela é uma técnica 
confiável para cultura. O tecido deve ser picado ou macerado, sendo 
os fragmentos posteriormente inoculados da mesma forma. 

Placas ou tubos devem ser incubados em ar ambiente a 25—30°C. 
Uma incubadora com temperatura controlada é essencial. Não é ne- 
cessário incubar placas paralelas ou tubos a 37°C para recuperação 
da fase de levedura de fungos dimórficos, porque isso acrescenta 
pouco aos resultados. A maioria dos fungos cresce em um período 
de incubação de duas semanas e, entre os fungos comumente iso- 
lados, apenas os dimórficos como H. capsulatum e B. dermatitidis 
são frequentemente detectados após 14 dias de incubação. As reco- 
mendações gerais em termos de tempo de incubação são 7 dias para 
detectar a presença de leveduras na boca, na garganta ou na vagina; 
21 dias para detectar patógenos fúngicos em tecidos e líquidos cor- 
porais estéreis que não o sangue, e até 28 dias para amostras respi- 
ratórias, da medula óssea, de sangue e aquelas em que se suspeita 
de um fungo dimórfico. Em geral, todas as outras amostras devem 
ser incubadas por até 14 dias. As placas devem ser examinadas pelo 
menos duas vezes durante a primeira semana, quando os isolados de 
crescimento rápido podem aparecer, e depois pelo menos uma vez 
por semana. 


Hemoculturas 

A recuperação de fungos em sangue requer atenção especial e pode 
ser conseguida inoculando-se meios em forma de caldo, com o uso de 
um sistema bifásico, ou pela técnica de lise por centrifugação (Isola- 
tor, Wampole, Cranbury, NJ). O sistema Isolator consiste em um tubo 
que contém uma solução que lisa eritrócitos e leucócitos (Cockerill, 
1996, Reimer, 1997). Depois que o sangue é posto no tubo a vácuo, o 
conteúdo lisado, incluindo-se quaisquer micróbios, é centrifugado até 
formar um pellet, que é removido e colocado na superfície de placas 
de ágar. O sistema Isolator provou ser especialmente valioso para a 
detecção de H. capsulatum no sangue. Embora seja considerado o mé- 
todo mais sensível para detecção de fungemia, o sistema Isolator é um 
pouco mais suscetível a contaminação, seja pela manipulação durante 
o processamento ou por esporos existentes no ar que vão para a placa 
de ágar (Reimer, 1997). Como uma alta porcentagem de fungemias é 
causada por leveduras, o desenvolvimento de métodos automatizados 
contínuos tornou-se a pedra fundamental para detecção, incluindo-se 
o sistema BACTEC (Becton Dickinson, Sparks, MD) ou o BacT-Alert 
(Organon Teknika, Durham, NC). Como as leveduras são organis- 
mos anaeróbios, são empregados frascos de cultura aeróbia para sua 
detecção. Existem frascos com meio específico para lise, mas muitos 
laboratórios têm tido sucesso usando os frascos-padrão de hemocul- 
tura para detecção de fungos. Os métodos moleculares provaram ser 
úteis para a identificação de espécies de fungos diretamente a partir de 
frascos de hemocultura (Iwen, 2004). Esses métodos mostram aplica- 
bilidade como potencial rápido e técnicas confiáveis para a identifica- 


ção de fungos. 
Taxa de crescimento 


A taxa de crescimento de isolados fúngicos fornece um indício útil 
em termos de possibilidades diagnósticas. Em geral, os fungos pato- 
gênicos dimórficos e dematiáceos crescem mais devagar, levando-se 
uma semana ou mais para que as colônias apareçam. O significado do 
crescimento rápido de colônias de mofos que surgem após uma incu- 
bação prolongada em meios micológicos deve ser questionado como 
possíveis contaminantes. No entanto, há muitas exceções a essa gene- 
ralização, e a equipe do laboratório precisa estar certa de que fungos 
como C. immitis, um patógeno clássico, podem crescer rapidamente 
em outros meios que não para fungos. São necessários protocolos so- 
bre como manipular o crescimento de fungos em culturas bacterianas, 
para evitar a exposição desnecessária do pessoal do laboratório a pa- 
tógenos fúngicos altamente infecciosos que possam ser encontrados. 


Temperatura de crescimento 


O crescimento a uma temperatura elevada é ocasionalmente um 
recurso diferencial útil para a identificação de fungos. A maioria dos 
mofos cresce melhor a 25-30ºC. Contudo, a maioria das leveduras 
cresce bem a 35—37°C e em geral é recuperada primeiro em placas de 
ágar enriquecido com sangue no laboratório de bacteriologia. Em al- 
guns casos, o crescimento de um fungo a temperaturas elevadas é útil 
para a diferenciação de espécies. 


Identificação morfológica 


Alguns dos estudos morfológicos necessários para a identificação 
de isolados fúngicos podem ser realizados com colônias das placas de 
isolamento originais, mas costuma ser necessário transferir porções de 
colônias para meios novos e diferentes (subculturas), para a demons- 
tração de estruturas diagnósticas. Na Tabela 60.3, há uma descrição 
de alguns dos meios comuns usados para a identificação de espécies 
de fungos. Um dos meios mais comumente utilizados é o ágar de 
maisena suplementado com Tween 80 (CM-T80), para a visualização 
da morfologia de leveduras. O reconhecimento de pseudo-hifas com 
clamidoconidios sobre esse meio é confirmatório de C. albicans. Ou- 
tros aspectos morfológicos podem ajudar a caracterizar a levedura em 
grupos, para auxiliar na separação em espécies. Embora testes bioqui- 
micos sejam importantes para identificar isolados de leveduras, o exa- 
me morfológico proporciona uma verificação importante em termos 
de informação bioquímica, especialmente se for usado um sistema de 
identificação comercial. 
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Morfologia das leveduras 

O teste do tubo de germinação é uma etapa inicial importante na 
identificação de isolados de levedura. Esses tubos, que são extensões 
digitiformes alongadas de uma célula de levedura, são os primórdios 
de uma hifa verdadeira (Fig. 60.16). Tal estrutura pode ser identificada 
a partir de pseudo-hifas pela ausência de uma constrição na junção do 
tubo de germinação com a célula da levedura e pelas paredes celulares 
paralelas no tubo germinativo. Tubos de germinação verdadeiros são 
formados tanto por C. albicans quanto por C. dubliniensis, após cres- 
cimento em soro a 37°C por não mais que 4 horas. Em muitos labo- 
ratórios com pessoal bem treinado, o tubo de germinação em combi- 
nação com resultados da morfologia em ágar CM-T80 é considerado 
confirmatório para a identificação de C. albicans/C. dubliniensis. 

O teste tradicional do tubo de germinação envolve a inoculação de 
um tubo de soro (Tab. 60.8). Após a observação do isolado em tubos 
de germinação a 37°C, a incubação prossegue para o estudo subse- 
quente da morfologia da hifa e da formação de clamidioconídios a 
25-30ºC. Portanto, toda a informação necessária pode ser obtida com 
um único procedimento. O ágar com maisena pode ser substituído, 
mas, qualquer que seja o meio utilizado, as condições de incubação 
precisam ser cuidadosamente controladas e o teste monitorado com 
controles, para que sejam alcançados bons resultados. A técnica tradi- 
cional de Dalmau para a demonstração de clamidioconídios em ágar 
com maisena está detalhada na Tabela 60.9 (McGinnis, 1980). 


Morfologia dos mofos 

O método mais simples para exame de mofos é a montagem em fita 
de celofane, usando-se uma fita transparente que é corada com anili- 
na azul de lactofenoal (algodão) (LPAB). Caso não sejam observadas 
estruturas diagnósticas, a incubação pode continuar, e o processo ser 
repetido. O método tradicional para observar a morfologia de mofos 
consiste em fragmentar o micélio com agulhas de inoculação e exami- 
nar as hifas fragmentadas com o corante LPAB. 

Ocasionalmente, pode ser necessário fazer uma cultura em lâmina 
para preservar estruturas de conídios facilmente rompidas em suas re- 
lações originais. A abordagem clássica envolve o corte de quadrados 
de um meio de ágar apropriado (geralmente Sabouraud com glico- 
se ou ágar com glicose e batata), que são suspensos em uma lâmina 
apoiada por bastões de vidro em uma placa de Petri em que se acres- 
centa água estéril para manter a umidade. 

Caso se suspeite de um isolado de mofo como sendo um fungo dimór- 
fico (p. ex., crescimento em meio que contém ciclo-heximida), não se 
deve fazer cultura em lâmina e só se deve examinar um teste com fita de 
celofane ou preparação fragmentada após a preparação ter sido vedada 
em uma cabine de segurança certificada para isso. A anilina azul de lac- 
tofenol é fungicida, mas passar esmalte de unha sobre a lamínula antes 
da observação confere proteção adicional. Uma alternativa é inundar a 
cultura com formalina a 10% (solução de formaldeído a 4%) e incubá-la 
à temperatura ambiente por uma noite antes de manipular o mofo. 


Identificação bioquímica 


Testes bioquímicos são a base dos esquemas de identificação de 
leveduras e são ocasionalmente úteis para a identificação de mofos. 
Vários testes rápidos para a identificação presuntiva de leveduras são 
mencionados na Tabela 60.10. 

A caracterização bioquímica de leveduras pode ser conseguida pelo es- 
tudo da fermentação ou padrões de assimilação. O teste da assimilação, 
que é usado mais extensamente no laboratório, avalia a capacidade de 
um isolado usar um carboidrato como única fonte de carbono neces- 
sária para o crescimento ou de nitrato como única fonte de nitrogênio. 
O método auxanográfico de Wickerham usa um meio basal em que um 
carboidrato particular ou nitrato serve como nutriente. O crescimento 
da levedura ocorre na extremidade terminal de um teste positivo. Esse 
método incômodo de referência não é detalhado, porque foi substituí- 
do na maioria dos laboratórios por um de cinco sistemas comerciais de 
identificação: API 20C (BioMérieux, Hazelwood, MO), Vitek Systems 
(BioMérieux, Hazelwood, MO), MicroScan (Dade Behring MicroScan, 
Sacramento, CA), UniYeastTek System (Remel Laboratories, Lenexa, 
KS) e RapID Yeast Plus System (Innovative Diagnostics Systems, Nor- 
cross, GA). Todos os cinco sistemas funcionam bem, de acordo com re- 
latos na literatura e os testes de proficiéncia do College of American Pa- 





Figura 60.16 Tubos de germinagao estendidos das células de Candida albicans. Nao 
ha constrição na junção da célula de levedura com o tubo germinativo. As paredes 
do tubo germinativo são paralelas. O soro humano foi incubado por 2 horas a 37°C 
(coloração de Gram; x 400). 


Tabela 60.8 Teste do tubo de germinação com soro 


1. Transferir assepticamente várias colônias de leveduras para um tubo de teste 
de 12 x 75 mm que contenha aproximadamente 0,5 mL de soro (humano, fetal 
de bezerro, bovino ou de coelho). 

2. Incubar o tubo a 37°C por 2 a 4 horas. 

3. Colocar uma gota da mistura em uma lâmina de microscopia (de vidro) limpa 
e cobrir com lamínula. 

4. Examinar os tubos em busca de germinação sob aumento de 400x e pouca luz. 


Tabela 60.9 Teste para a morfologia de leveduras 


1. Fazer um inóculo leve de levedura sobre uma parte de ágar com maisena que 
contenha Tween 80. 

2. Cobrir com lamínula a área inoculada. 

3. Incubar a 25-30 por 24-72 horas. 

4. Observar a morfologia das estruturas sob aumento de 100x e 400x com pouca 
luz. 


Tabela 60.10 Teste rápido para a identificação presuntiva de levedura 
após a formação de colônias 
Característica Organismo provável 


Cryptococcus neoformans 
Candida albicans 
Espécies de Candida 


Produção de urease 
Germinação em tubo 
Presença de pseudo-hifas 
Presença de clamidósporos Candida albicans 
Necessidade de lipídeo para crescimento 


Pigmentação vermelha da colônia 


Malassezia furfur 
Espécies de Rhodotorula 
Saccharomyces cerevisiae 
Candida glabrata 


Formação de ascósporo 
Assimilação de trealose 


thologists (Dooley, 1994; Fenn, 1994; Riddle, 1994; Crist, 1996; Bernal, 
1998; Espinel-Ingroff, 1998; Ramani, 1998). Como não se conhece um 
sistema sequer que tenha 100% de acurácia para a identificação de espé- 
cies de leveduras, em geral considera-se uma combinação de métodos. 
Além dos estudos de fermentação e assimilação, a estimulação do 
crescimento por compostos bioquímicos é um teste secundário na 
diferenciação de certas espécies de Trichophyton (Weitzman, 1983). 


A inclusão de inositol e tiamina em várias combinações de meios de 
ágar (para Trichophyton) permite avaliar as propriedades estimulantes 
do crescimento. O ponto terminal do teste, crescimento relativo em 
comparação com um meio basal, é subjetivo, e controles tanto positi- 
vos como negativos devem ser incluídos. 

O teste para produção de urease por criptococos é de utilidade geral 
no laboratório clínico para diferenciá-los de Candida spp., particular- 
mente em amostras respiratórias (Canteros, 1996). C. neoformans é um 
patógeno pulmonar e sistêmico, enquanto Candida spp. são habitantes 
frequentes das vias respiratórias superiores, mas causas incomuns de 
pneumonia primária. A urease pode ser produzida por outras espécies 
não patogênicas de Cryptococcus, por espécies de Rhodotorula e por al- 
guns isolados de Trichosporon beigelii e C. krusei. A produção de urease 
pode ser testada por inoculação do isolado de levedura em ágar inclina- 
do de Christensen com ureia ou em caldo de ureia. A alcalinização do 
meio após produção de NH, por organismos que desdobram a ureia é 
detectada por inclusão de um indicador de pH no sistema. As colônias 
com pseudo-hifas (podócitos) visíveis à observação macroscópica ou 
que crescem em ágar que contém ciclo-heximida não precisam ser tes- 
tadas, porque os criptococos não produzem pseudo-hifas in vitro e não 
crescem na presença de ciclo-heximida. 

Os testes bioquímicos também desempenham um papel auxiliar na 
identificação de mofos dermatofíticos. A produção de urease em qua- 
tro dias ajuda a diferenciar Trichophyton mentagrophytes (urease-posi- 
tivo) de T. rubrum (urease-negativo). O isolado deve ser subcultivado 
em ágar incinado de Christensen com ureia e incubado a 25-30ºC por 
pelo menos 3 dias. Uma reação positiva é forte indício da produção de 
urease, evidenciada pela alcalinização do meio. 

Se os testes bioquímicos são o coração dos sistemas de identificação 
de leveduras, a confirmação da identificação pelo exame da morfolo- 
gia da levedura em meio de ágar é sua alma. Ao usar-se a observação 
morfológica como forma de verificação, é possível evitar erros desas- 
trosos que ocorreriam se fossem utilizados sistemas automatizados ou 
preparados previamente. 


Identificação sorológica 


Existem testes sorológicos para a detecção tanto de antígenos co- 
mo de anticorpos para selecionar patógenos fúngicos (Hamilton, 
1998, McLintock, 2004). Os testes para anticorpos provaram ser 
úteis para o diagnóstico e o tratamento de pacientes imunocompe- 
tentes com histoplasmose e coccidioidomicose. Com a disponibili- 
dade de reagentes comerciais bem padronizados, têm sido usados 
tanto testes de fixação do complemento como de imunodifusão. O 
teste sorodiagnóstico de anticorpos para outros patógenos fúngicos 
não teve muita aceitação, por causa de suas baixas sensibilidade e 
especificidade. Além disso, a impossibilidade de pacientes imuno- 
comprometidos montarem uma resposta humoral torna o teste de 
anticorpos menos útil nesse tipo de paciente. 

Em contrapartida, mostrou-se que testes para detectar antígenos an- 
tifúngicos ou subprodutos metabólicos no soro ou em outros líquidos 
corporais são mais úteis para o diagnóstico e o tratamento de doença 
fúngica. Um dos testes de detecção de antígeno mais amplamente utili- 
zados é o do antígeno criptocócico para o diagnóstico de infecção crip- 
tocócica (de Repentigny, 1992). A cápsula polissacarídica do C. neofor- 
mans dissolve-se no soro e no LCE, o que pode ser detectado pelo teste 
de algutinação no látex à venda no comércio, fabricado por várias em- 
presas, ou o imunoensaio enzimático. O título de polissacarídeo cripto- 
cócico no LCE também é útil para monitorar a terapia com o tempo. 

A detecção de antígenos para o diagnóstico de histoplasmose provou 
ser útil quando se usa soro, urina ou líquido de lavado broncoalveolar 
(Wheat, 2002, 2003a). O teste do antígeno tem um papel especial no 
diagnóstico de histoplasmose pulmonar aguda disseminada e difusa. 
Como um teste de triagem, o antígeno específico de H. capsulatum foi 
detectado na urina de 90% dos pacientes com infecção disseminada e 
80% daqueles com histoplasmose pulmonar aguda (Wheat, 2003b). 

Recentemente, um ensaio imunossorvente ligado à enzima (ELISA) 
comercial (Platelia Aspergillus ELISA; Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, 
France), aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para 
a detecção de antigenemia por galactomanano, tornou-se disponível 
para o diagnóstico rápido de aspergilose invasiva (Herbrecht, 2002). 


Mostrou-se que esse teste pode ser útil quando são testadas múltiplas 
amostras de soro de pacientes de alto risco, mas diversas variáveis fo- 
ram agora relatadas como variáveis que afetam o resultado do teste 
(Walsh, 2004b). O tratamento com piperacilina-tazobactam ou amo- 
xicilina-clavulanato pode causar resultados positivos falsos para o ga- 
lactomanano. Além disso, resultados positivos falsos são mais comuns 
em crianças que em adultos. 

Testes cutâneos têm sido usados para o estudo epeidemiológico de 
algumas infecções, porém sua utilidade é limitada com finalidades 
diagnósticas. 


Identificação molecular 


As técnicas moleculares para avaliação de fungos avançaram bastante 
desde meados da década de 1990 (Reiss, 2000; Chen, 2002). Na micolo- 
gia, ensaios de ácido nucleico foram usados em estudos que envolvem 
filogenética, tipagem epidemiológica, regulação da expressão gênica, 
identificação a partir de cultura e detecção direta/identificação a partir 
de material clínico (Iwen, 2003). Uma das maiores necessidades da me- 
dicina clínica é desenvolver métodos de detecção e identificação rápidas 
que possam ter aplicação direta em amostras clínicas. Tal necessidade 
baseia-se não apenas na impossibilidade dos testes laboratoriais atuais 
de fornecer um resultado em pouco tempo, mas também no fato de que 
as infecções fúngicas em pacientes imunocomprometidos costumam 
surgir subitamente, progredir com rapidez e em geral são fatais, a me- 
nos que o tratamento seja instituído logo no começo do problema. 

O objetivo inicial de qualquer ensaio molecular é definir os loci ge- 
néticos dentro do genoma para uso como alvos moleculares. Nume- 
rosas áreas dentro do genoma fúngico foram avaliadas, com a maioria 
do trabalho atual usando áreas em sequência dentro do complexo gê- 
nico do DNA ribossômico (DNAr) como a região-alvo (Tab. 60.11) 
(Iwen, 2003). Essa seção do genoma inclui as áreas relativamente con- 
servadas dos genes 18S, 5,85 e 28S e as áreas em sequência variável 
do DNA das regiões espaçadoras internas intervenientes transcritas 
(ITS), denominadas TTS1 e ITS2. Todos os três genes dentro do com- 
plexo DNAr e as regiões ITS1 e ITS2 foram usados em estudos sobre 
a avaliação molecular dos fungos. A homologia de sequência dentro 
do DNAr de genes e diferenças dentro das regiões espaçadoras são a 
base genética para a organização dos fungos nos grupos taxonômicos 
(Bastola, 2004). A maioria dos ensaios moleculares desenvolvidos atu- 
almente usa uma região de domínio variável do gene 18S, ou uma ou 
ambas as regiões ITS como alvos moleculares (Iwen, 2002). 


Tabela 60.11 Alvos genômicos utilizados para a detecção e a 
identificação de patógenos fúngicos 


Gene-alvo Espécies de fungo 


Actina Candida albicans 
Aspergillus fumigatus 


Espécies de dermatofitos 


Proteinase alcalina 
Quitina sintetase 
Citocromo b 
Diidrofolato redutase 


Candida albicans 
Pneumocystis jiroveci (carinii) 


Proteina do choque térmico Candida albicans 
Proteína de ligação da IgE Espécies de Aspergillus 
rRNA mitocondrial Pneumocystis jiroveci 
Aspartato proteinase secretora Candida albicans 


Timidilato sintase 

Complexo DNAr (gene 55) 
Complexo DNAr (gene 185) 
Complexo DNAr (gene 285) 
Complexo DNAr (regiões IGS) 
Complexo DNAr (regiões ITS) 


Pneumocystis jiroveci 

Candida albicans, Pneumocystis jiroveci 
Múltiplas 

Aspergillus fumigatus, Candida albicans 
Aspergillus fumigatus 

Múltiplas 


IGS = região espaçadora intergênica; ITS = região espaçadora interna transcrita. 


Fonte: modificado com permissão de Iwen PC: Molecular detection and typing of fungal 
pathogens. Clin Lab Med, 2003; 23: 781-799. 
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Os ensaios moleculares disponíveis no comércio para testar fungos e a 
maioria dos métodos de amplificação de “fabricação interna” são usados 
apenas para confirmação da cultura. Os testes com sonda não amplia- 
dos liberados pelo GenProbe (Accuprobe, San Diego, CA) tiveram êxito 
na identificação de H. capsulatum, B. dermatitidis e C. immitis a partir 
de culturas. Mais recentemente, foram desenvolvidos ensaios de ampli- 
ficação mediante o uso de uma variedade de métodos de identificação 
para identificar fungos a partir de culturas (Iwen, 2003). Tais métodos 
incluem a análise direta da sequência do DNA amplificado, iniciadores 
específicos do gênero ou da espécie, sondagem do amplicon específico 
do gênero ou da espécie, análise do polimorfismo do fragmento de res- 
trição do DNAr, eletroforese capilar automatizada, imunoensaios enzi- 
máticos por hibridização e eletroforese por resolução com microchip. 

A abordagem por amplificação molecular também foi aplicada com 
sucesso à detecção do DNA fúngico diretamente a partir de amostras 
clínicas (Iwen, 2003). Muito da pesquisa atual nessa área centraliza-se 
na detecção de Pneumocystis (carinit) jiroveci em amostras respirató- 
rias e na detecção/identificação de espécies de Candida e Aspergillus 
a partir de amostras de sangue e respiratórias (Chen, 2002). Outras 
amostras clínicas, como tecido profundo, dermatológicas e de líqui- 
dos oculares, também tiveram algum sucesso quando testadas direta- 
mente quanto à presença de DNA fúngico. 

Embora a maioria dos testes moleculares tenha sido centrada no 
uso da metodologia convencional da reação em cadeia da polimerase 
(PCR), também têm sido aplicadas muitas abordagens modificadas 
desse procedimento. Algumas dessas abordagens incluem ensaios co- 
mo a PCR múltiplex e a nested-PCR para aumentar a sensibilidade 
do teste (Shin, 1999). Na PCR múltiplex, mais de uma sequência-alvo 
é amplificada, incluindo-se múltiplos pares de iniciadores na reação. 
Com a PCR aninhada, usa-se um segundo conjunto de iniciadores in- 
ternos com relação ao conjunto original para reamplificar o DNA-al- 
vo pela utilização do amplicon a partir da primeira PCR como molde. 

A última revolução nos testes moleculares envolve o uso de PCR de 
ciclo rápido em tempo real. A plataforma de teste nessa metodologia 
abrange um ciclo térmico combinado com monitoração da fluores- 
cência do produto amplificado durante o teste. À capacidade não ape- 
nas de detectar e identificar um patógeno fúngico rapidamente, mas 
também de quantificar o DNA fúngico em uma amostra, acrescenta 
aplicabilidade a essa tecnologia. Têm sido usados dois instrumentos 
comercialmente disponíveis: o GeneAmp 5700 (com sua versão atu- 
alizada, o Prism 7700) da Applied Biosystems, que usa sondas Taq- 
Man marcadas com fluorescência, e o LightCycler da Roche Applied 
Science, que usa a técnica de transferência por sonda da energia de 
ressonância da fluorescência (FRET) para avaliar fungos com resulta- 
dos promissores (Loeffler, 2000; Guiver, 2001). 


Testes de suscetibilidade 


Durante muitos anos, dispunha-se de alguns agentes quimioterápi- 
cos antifúngicos, com a anfotericina B, sendo particularmente o único 
agente efetivo contra a maioria dos patógenos sistêmicos. Embora esse 
agente antifúngico potente fosse frequentemente tóxico, a resistência à 
terapia era rara. A introdução recente de novos agentes antifúngicos e 
o desenvolvimento subsequente de resistência entre mofos e leveduras 
patogênicos deram novo ímpeto ao desenvolvimento e à padroniza- 
ção de testes de laboratório para orientar a quimioterapia antifúngica 
(Ellis, 2002; Pfaller, 2002, 2004; Hajjeh, 2004). O Clinical and Labora- 
tory Standards Institute (CLSI, antigamente National Committee for 
Clinical Laboratory Standards) desenvolveu métodos de referência para 
macro e microdiluição em caldo para testes de suscetibilidade antifún- 
gica de leveduras (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2002b) 
e mofos (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2002a) (Espinel- 
Ingroff, 2002, CLSI, 2002a, CLSI, 2002b). O documento CLSI M27-A2 
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2002b) foi aprovado para 
teste com espécies de Candida e C. neoformans. O método CLSI M38-A 
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2002a) foi desenvolvido 
para teste de suscetibilidade in vitro dos fungos filamentosos de cresci- 
mento rápido mais comuns que podem causar doenças invasivas, como 
espécies de Aspergillus, Fusarium, Rhizopus, Pseudallescheria boydn e a 
forma de micélio de Sporothrix schenckii. Não foram estabelecidos pon- 
tos de ruptura interpretativos para avaliar os testes in vitro de mofos. 


Como ambos os métodos de referência levam tempo para serem re- 
alizados, foram avaliadas alternativas simplificadas desses métodos, 
de forma a se incluir o teste E pelo método em ágar com gradiente de 
concentração inibitória mínima (MIC) (AB Biodisk, Piscataway, NJ) e 
o método Sensititre Yeast One (TREK Diagnostics Systems, Cleveland, 
Ohio). Demonstrou-se que ambos os métodos são confiáveis para tes- 
tar mofos e leveduras com relação aos agentes antifúngicos considerados 
padrão (Espinel-Ingroff, 2002, 2003, 2004; Maxwell, 2003; Pfaller, 2003a, 
2003b; Castro, 2004). A placa Yeast One foi liberada pela FDA para testar 
espécies de Candida com fluconazol, itraconazol e flucitosina no labora- 
tório clínico. Demonstrou-se que ambos os métodos são confiáveis para 
teste com caspofungina, posaconazol, ravuconazol e voriconazol (Espi- 
nel-Ingroff, 2002; Maxwell, 2003; Pfaller, 2003c; Castro, 2004). 

Embora os testes de suscetibilidade de todos os isolados fúngicos não 
sejam recomendados, eles podem ser indicados nas seguintes situações: 
(1) como parte de pesquisas periódicas que estabelecem antibiogramas 
para isolados em uma instituição; (2) para ajudar no tratamento da 
candidíase orofaríngea refratária em pacientes com aparente falha tera- 
pêutica e (3) para ajudar no tratamento da candidíase invasiva, quando 
o uso de agentes antifúngicos à base de azóis é incerto. São necessários 
futuros estudos para determinar a relação entre a MIC e a resposta do 
paciente à terapia, antes que os testes rotineiros de suscetibilidade anti- 
fúngica tenham utilidade clínica (Rex, 2001; Patterson, 2002). 


Candidíase, criptococose e outras infecções 
causadas por leveduras 


O gênero Candida 


As espécies de Candida constituem as leveduras patogênicas mais 
importantes (Pfaller, 1998). Com o aumento do uso de terapias imu- 
nossupressoras, de antibióticos de amplo espectro e o envelhecimen- 
to da população, as leveduras assumiram um lugar importante entre 
os patógenos nosocomiais (Pfaller, 2004). As espécies de Candida são 
agora a quarta causa mais comum de infecções da corrente sanguínea 
adquiridas em hospitais nos EUA, com a C. albicans sendo responsável 
por mais de 50% das infecções, seguida pela C. glabrata e as espécies 
menos comuns C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. lusitaniae 
(Pfaller, 2002). 


Fatores de risco 

As infecções por Candida são limitadas em termos de extensão e 
gravidade se o hospedeiro for normal. Como as espécies desse gênero 
fazem parte da microbiota normal do trato gastrintestinal, de muco- 
sas e da pele, as infecções ocorrem por questão de oportunidade. Por 
exemplo, o uso de terapia antibacteriana de amplo espectro rompe o 
equilíbrio da microbiota colonizadora nas mucosas da cavidade oral e 
do trato gastrintestinal, ao eliminar a população bacteriana competiti- 
va predominante. Em alguns locais, como o sistema genital feminino, 
a causa de uma alteração no equilíbrio da microbiota normal pode 
não ser óbvia. Em locais cutåneos, como a virilha, o excesso de umida- 
de predispõe a uma infecção individual por Candida. 

Desenvolve-se doença grave e invasiva quando as defesas do hos- 
pedeiro estão comprometidas. Diabetes, doenças ou terapias imu- 
nossupressoras e neutropenia decorrente de doença (p. ex., síndrome 
da imunodeficiência adquirida) ou tratamento com quimioterapia 
em altas doses são fatores de risco comuns. As infecções da corrente 
sanguínea, inclusive a endocardite fúngica, são promovidas pelo uso 
prolongado de cateteres vasculares, como é prática comum no trata- 
mento de pacientes hospitalizados (Kojic, 2004). 


Doenças clínicas 

Embora a C. albicans seja sem dúvida o patógeno mais comum do 
gênero Candida, a frequência de outras espécies aumentou (Wingard, 
1995; Pfaller, 2004). Diversos relatos descrevem infecções invasivas 
causadas por C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e C. lu- 
sitaniae (Weems, 1992; Minari, 2001; Redding, 2002; Hawkins, 2003). 

Infelizmente, isolados de Candida spp. estão desenvolvendo resis- 
tência aos antibióticos imidazólicos (p. ex., cetoconazol, fluconazol 
ou itraconazol). Em particular, as espécies C. glabrata e C. krusei são 


intrinsecamente mais resistentes a essa classe de agentes antifúngicos 
do que a C. albicans (Pfaller, 2002, 2003b). A C. lusitaniae, um pató- 
geno isolado com pouca frequência, tende a desenvolver resistência à 
anfotericina in vivo (Hawkins, 2003). 


Doenca cutanea 

A doença cutânea é a infecção mais frequente causada por espécies 
de Candida, manifestando-se tipicamente como lesões eritematosas 
da pele, às vezes acompanhadas por um exsudato cremoso branco ou 
descamação (Vazquez, 2002). Condições de umidade predispõem à 
infecção, como o exantema das fraldas em lactentes ou a infecção das 
dobras/pregas cutâneas em adultos (intertrigo). Locais comuns são a 
virilha (uma forma de prurido do jóquei), entre dedos e artelhos, sob 
as mamas femininas e as axilas. Trabalhadores que precisam ficar com 
as mãos imersas em água por muito tempo correm risco particular de 
infecções na pele das mãos, nas unhas (onicomicose) ou no leito un- 
gueal (paroníquia). Uma doença cutânea crônica é uma manifestação 
incomum de infecção por Candida em pacientes com problemas na 
imunidade celular (Kirkpatrick, 2001). 


Candidiase oral 

A candidíase oral geralmente manifesta-se por meio de placas cre- 
mosas brancas sobre a mucosa bucal eritematosa (aftas) (Akpan, 
2002). Os sintomas em geral são mínimos, mas infecções maciças po- 
dem resultar em disfagia. Fissuras nos cantos da boca são comuns e 
podem ser a queixa primária. A candidíase oral é uma infecção inicial 
comum em pacientes infectados pelo HIV (Narani, 2001). Candidíase 
oral e infecção por Pneumocystis foram os dois primeiros indícios da 
presença da síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS). 


Candidiase gastrintestinal 

Ocorre candidíase gastrintestinal mais frequentemente na forma de 
esofagite e, menos comumente, como gastrite (Bonacini, 2001). Le- 
sões erosivas da parte distal do esôfago e do estômago resultam em 
dor subesternal, agravada à deglutição. Placas brancas recobrem as 
lesões quando vistas à endoscopia. O diagnóstico diferencial inclui 
infecção com o vírus do herpes simples, e os dois processos podem 
coexistir. Embora as espécies de Candida sejam parte frequente da mi- 
crobiota do trato gastrintestinal inferior, o significado do achado de 
leveduras nas fezes é incerto. A verdadeira infecção invasiva do trato 
gastrintestinal inferior é menos comum do que a doença do trato gas- 
trintestinal superior, embora a proliferação de Candida spp. nas fezes 
possa acompanhar a terapia antimicrobiana. 


Candidiase vaginal 

A candidíase vaginal aflige mulheres pós-puberais. As condições 
predisponentes incluem diabetes, terapia antimicrobiana, gravidez 
e atividade sexual (Vazques, 2002). Queimação e prurido vaginais, 
dispareunia e um corrimento clássico semelhante a um coalho estão 
associados a uma infecção que pode ser aguda ou crônica e difícil de 
erradicar. 


Infecções do trato urinário 

É difícil diagnosticar infecções do trato urinário porque as espécies 
de Candida costumam ser recuperadas da urina em decorrência de 
contaminação vaginal ou colonização da bexiga em pacientes com ca- 
teteres de demora, especialmente quando estão sendo administrados 
antibióticos sistêmicos (Sobel, 2001). A infecção grave do trato uriná- 
rio superior, inclusive necrose das papilas renais, é uma complicação 
séria e ocorre particularmente em pacientes com uropatia obstrutiva. 
Culturas quantitativas não parecem úteis para avaliar o significado de 
espécies de Candida no trato urinário. 


Candidiase invasiva 

Essa costuma ser a denominação dada a infecções causadas por 
Candida que não as cutâneas ou de mucosas. A maioria das infec- 
ções invasivas causadas por espécies de Candida resultam de invasão 
da corrente sanguínea e disseminação hematogênica do organismo. 
Define-se candidemia como o isolamento de Candida spp. em pelo 
menos uma amostra de sangue cultivada. Pode ocorrer disseminação 
hematogênica de Candida spp. para um ou mais órgãos. Infecções 
não hematogênicas de um único órgão profundo (também denomi- 
nadas candidíases disseminadas ou profundas) por Candida não são 


comuns e podem representar a disseminação hematogênica para um 
único órgão, onde as manifestações de doença são observadas. Infec- 
ções invasivas localizadas primárias são mais frequentes após cirurgia 
abdominal, em que há perfuração do intestino levando à contamina- 
ção da cavidade peritoneal com Candida. Outras formas de infecção 
profunda incluem a endoftalmite, a meningite, a osteomielite, a hepa- 
tite e, raramente, a pneumonia. À endocardite fúngica como resultado 
de infecção da corrente sanguínea é mais frequentemente causada por 
espécies de Candida. Os fatores de risco para essa infecção incluem 
cirurgia para implantação de próteses valvares, cardiopatia valvular 
preexistente, cateteres intravenosos, antibióticos de amplo espectro, 
abuso de drogas intravenosas e imunossupressão. Para uma revisão 
das infecções profundas causadas por Candida, consultar Filler e Kull- 
berg (Filler, 2002). 


Patologia da infecção por Candida 

A resposta histológica à infecção por Candida é comumente puru- 
lenta, lembrando as lesões de infecções bacterianas. É comum a pre- 
sença de abscessos. Às vezes, a resposta às infecções por Candida é 
granulomatosa. No tecido, podem estar presentes leveduras em brota- 
mento, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. Quando predominam pseu- 
do-hifas ou hifas verdadeiras, é preciso diferenciar a levedura de mo- 
fos patogênicos invasivos, como Aspergillus. A invasão vascular, como 
ocorre com Aspergillus ou zigomicetos, é incomum nas infecções por 
leveduras. Em geral, a levedura pode ser demonstrada em cortes co- 
rados por H&E, mas pode ser mais facilmente reconhecida em cortes 
corados com metenamina de prata ou ácido periódico de Schiff. 


Diagnóstico laboratorial 


As amostras para cultura devem ser obtidas dos órgãos acometidos e 
de lesões em que possam ser visualizadas. Sistemas modernos de mo- 
nitoração contínua de hemoculturas detectam a maioria dos isolados 
de significado clínico (Reimer, 1997). Amostras de tecido, raspados ou 
swabs da boca ou da vagina devem ser inoculados em meios de isola- 
mento primários com e sem ciclo-heximida. A presença de extensões 
filamentosas das margens da colônia (podócitos) é uma indicação ma- 
croscópica de que estão sendo produzidas pseudo-hifas (Fig. 60.1). C. 
glabrata (antigamente Torulopsis glabrata) e Cryptococcus spp. não for- 
mam pseudo-hifas in vitro, e algumas outras espécies de Candida, como 
C. lusitaniae e C. guillermondt, podem não formar muitas pseudo-hifas. 

A extensão da avaliação micológica depende do contexto clínico e 
do tipo de amostra. É comum isolar espécies de Candida dos tratos 
respiratório e urinário, porém a interpretação de tal achado é difícil. A 
identificação completa de isolados desses locais só deve ser feita após 
consulta ao clínico responsável. 

Um relato preliminar de C. albicans/C. dubliniensis pode ser feito se 
o teste em tubo de germinação for positivo (Fig. 60.16). Ao estudar- 
se a morfologia de uma levedura com uso de ágar com maisena para 
confirmar a presença de clamidoconidios, a identificação de C. albi- 
cans em geral pode ser conseguida com uma única placa de ágar em 24 
a 48 horas; ocasionalmente, são necessárias até 72 horas para a cultura 
ser completada (Fig. 60.17). Como tanto a C. albicans como a C. du- 
blintensis são positivas ao teste do tubo de germinação e as duas es- 
pécies têm alto grau de similaridade fenotípica, é difícil distingui-las. 
Mostrou-se que métodos moleculares são úteis com tal finalidade, po- 
rém a maioria dos laboratórios não tem condições de realizar um teste 
desse nível (Borst, 2003; Ellepola, 2003). Foi relatado que a impossi- 
bilidade de crescer a 42°C, a produção abundante de clamidoconidios 
e o padrão de assimilação de açúcar podem ser usados para distinguir 
essas duas espécies (Sancak, 2003). Caso não sejam demonstrados tu- 
bos de germinação e clamidoconídios, a identificação preliminar ou 
presuntiva de espécies de Candida pode ser feita se pseudo-hifas esti- 
verem presentes e não houver artroconídios. A identificação completa 
requer testes de assimilação, mas observações morfológicas auxiliares 
são essenciais (Tab. 60.10). Um procedimento para teste rápido de as- 
similação com trealose foi aprovado recentemente pelo CLSI (docu- 
mento M35-A) para a identificação de C. glabrata, espécie que emer- 
giu como causa comum de doença invasiva com resistência conhecida 
à terapia antifúngica-padrão (Clinical and Laboratory Standards Ins- 
titute, 2002c). No momento, testes imunológicos não podem ser re- 
comendados para o diagnóstico de candidíase. 
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Figura 60.17 Clamidoconídios produzidos por Candida albicans. Essas estruturas 
reprodutivas assexuadas de parede espessa que ocorrem mais comumente nas 
extremidades de pseudo-hifas são características dessa espécie (exame em placa de 
ágar com maisena; x 400). 


O gênero Cryptococcus 


O patógeno primário desse gênero é o C. neoformans. Existem du- 
as variedades da espécie: C. neoformans var. neoformans e C. neofor- 
mans var. gattii (Kwon-Chung, 1992). A última variante é encontrada 
predominantemente nos trópicos e subtrópicos, estando associada as 
árvores de eucalipto, enquanto a variante neoformans é encontrada 
em todo o mundo em dejetos de pombos ou solo contaminado com 
excreta de aves. Ambas as variantes possuem dois sorotipos, mas a de- 
terminação da reação sorológica só tem interesse epidemiológico. O 
estágio sexuado de C. neoformans é um basidiomiceto, Filobasidiella 
neoformans, porém o teleomorfo não é isolado em laboratórios clí- 
nicos. Ocasionalmente, outros criptococos são isolados de locais não 
estéreis, mas raramente estão implicados em doença humana, se é que 
isso acontece. A fonte ambiental primária do C. neoformans são os de- 
jetos de pombos ou, menos comumente, de outras espécies de aves. O 
solo contaminado por guano de aves também pode abrigar o fungo. 


Fatores de risco 

A terapia ou doença imunossupressora é um fator de risco para a 
criptococose (Kwon-Chung, 2000; Perfect, 2002; Vilchez, 2002). An- 
tes do aparecimento da infecção pelo HIV, 30 a 50% dos pacientes 
com infecção criptocócica não tinham anormalidades imunológicas 
detectáveis. Os fatores de risco para pacientes que não estão infecta- 
dos pelo HIV incluem neoplasia, diabetes, terapia imunossupressora 
ou doenças imunológicas. A criptococose é agora uma das doenças 
que definem a AIDS, que se tornou o fator de risco mais importante. 
Felizmente, a incidência dessa infecção oportunista parece estar dimi- 
nuindo entre os pacientes com AIDS (Samuel, 2002). 


Doença clínica 

A criptococose primária em geral ocorre nos pulmões, após inala- 
ção do fungo. A doença pode permanecer localizada ou disseminar-se 
por via hematogênica para outros tecidos, mais frequentemente para 
o sistema nervoso central. A gravidade da doença depende do sistema 
imune do hospedeiro, sendo a doença grave mais frequente em pa- 
cientes comprometidos imunologicamente. 


Trato respiratório 

A infecção criptocócica no trato respiratório exibe uma variedade 
de apresentações. Pacientes imunologicamente competentes podem 
não exibir sintomas, apesar da presença de criptococos no trato respi- 
ratório inferior. A infecção pode ser difusa ou localizada, incluindo-se 
a presença de lesões em forma de moeda, que em geral não se calci- 
ficam. Pacientes imunocomprometidos podem ter infecção extensa, 
geralmente acompanhada por outros agentes infecciosos, em particu- 
lar Pneumocystis (carinii) jiroveci ou citomegalovírus. Semanas após 
a documentação de uma infecção pulmonar, pode surgir a doença 
extrapulmonar. 


Lesões cutâneas 

As lesões cutâneas em geral resultam de disseminação hematogênica 
do trato respiratório em pacientes imunocomprometidos (Thomas, 
2001). Elas se apresentam como pápulas únicas ou múltiplas, que au- 
mentam de tamanho e ulceram, produzindo um exsudato fino que 
contém a levedura. A manifestação cutânea primária da doença é ra- 
ra, mas também pode ser relatada em indivíduos imunocompetentes 
(Revenga, 2002). 


Infecção articular e óssea 

Pode ocorrer infecção óssea e articular, em geral como resultado 
de disseminação a partir do trato respiratório (Liu, 1998). Surgem le- 
sões osteolíticas com formação de abscessos no tecido mole adjacente, 
produzindo um exsudato fino que contém grande número de cripto- 
cocos. Menos comumente, os espaços articulares são acometidos. 


Infecção do sistema nervoso central 

A infecção do sistema nervoso central (meningite criptocócica) 
constitui os focos mais frequentes e sérios de infecção criptocócica 
disseminada (Perfect, 2002; Collazos, 2003). O início da doença pode 
ser agudo, mas a manifestação é tipicamente insidiosa, e a progres- 
são é lenta. Cefaleia e alterações no estado mental e na personalidade 
costumam dominar o quadro clínico. A meningite basilar, o acometi- 
mento de nervos cranianos e a invasão do córtex subjacente resultam 
em hidrocefalia e diminuição da acuidade visual. A febre, se presente, 
em geral é baixa, e as manifestações típicas de irritação meníngea agu- 
da, como rigidez do pescoço e sinais de Kernig e Brudzinski, costu- 
mam estar ausentes. 


Patologia da infecção criptocócica 

A resposta histológica depende do grau de encapsulamento da cepa 
infectante. Mais comumente, há pouca ou nenhuma resposta infla- 
matória, que corresponde aos exsudatos finos vistos no exame clínico. 
Em vez disso, as células do tecido normal são separadas por grandes 
números de criptococos encapsulados. Quando o LCE é examinado, 
as únicas células presentes podem ser as leveduras, podendo ser inter- 
pretadas erroneamente como células mononucleares do hospedeiro se 
não houver suspeita clínica de infecção. Grandes cápsulas podem ser 
vistas em preparações positivas com nanquim. Pseudo-hifas curtas e 
rudimentares de C. neoformans são raras em cortes de tecido. Cepas 
pouco encapsuladas de C. neoformans eliciam uma resposta inflama- 
tória granulomatosa, e as células das leveduras são encontradas pre- 
dominantemente no citoplasma de macrófagos, podendo ser confun- 
didas com as de B. dermatitidis ou mesmo esférulas de C. immitis. A 
diferenciação em cortes teciduais pode ser conseguida corando-se o 
mucopolissacarídeo criptocócico com mucina ou demonstrando-se o 
pigmento melanina com o corante de Fontana-Masson. Combinações 
desse último corante e vários outros para mucopolissacarídeos, como 
a mucicarmina ou o azul alciano, têm sido usados com vantagem, 
porém não costumam ser necessários (Lazcano, 1993). O tamanho 
variável (3 a 10 um) e a natureza definitivamente arredondada da le- 
vedura in vivo são indícios para a identificação correta, quaisquer que 
sejam o grau de encapsulamento e a resposta histológica. 


Diagnóstico laboratorial 

Criptococos possíveis devem ser sempre identificados até o nível de 
espécie. Os indícios da presença desse fungo são o bom crescimento 
em placas com ágar-sangue incubadas no laboratório de bacteriolo- 
gia a 35-37ºC, o aspecto mucoide das colônias (Fig. 60.18), células 
de levedura arredondadas e preparações a fresco para microscopia ou 
coradas e a ausência de crescimento em meios que contenham ciclo- 
-heximida. A identificação presuntiva pode ser obtida rapidamente 
examinando-se uma preparação de nanquim em busca de cápsulas 
(Fig. 60.14) e (Tab. 60.6) ou fazendo-se um teste rápido de urease, ou 
ambos. As cápsulas podem estar diminuídas se o isolamento tiver sido 
feito em meios com ágar. A subcultura dos isolados pode restaurar a 
cápsula mucoide. A identificação definitiva é conseguida por meio de 
testes bioquímicos. 

O antígeno polissacarídico do C. neoformans pode ser detectado no 
LCE e em soro, por aglutinação no látex ou imunoensaio enzimático. 
A sensibilidade desse teste ultrapassa 90%, mas a sensibilidade e a es- 
pecificidade dos kits comerciais variam muito. A frequência de resul- 





Figura 60.18 As colônias de Cryptococcus neoformans em geral parecem mucoides 
no primeiro isolamento. Algumas cepas são pouco encapsuladas e não têm aspecio 
mucoide (ágar Sabouraud com glicose). 


tados errôneos pode ser reduzida pelo tratamento das amostras de so- 
ro com pronase. Reações positivas falsas parecem ser menos comuns 
em pacientes infectados pelo HIV, talvez por causa do grande número 
de organismos presentes. É prática tradicional titular os resultados 
positivos, para avaliar-se o prognóstico e como base para acompanhar 
os efeitos do tratamento. Grandes quantidades de antígeno e a per- 
sistência do antígeno após a terapia são sinais de prognóstico ruim 
em pacientes que não estão infectados pelo HIV. Em contrapartida, 
não se demonstrou que esses parâmetros são uniformemente úteis em 
pacientes com AIDS, atualmente o maior grupo de risco. A estima- 
tiva do nível sérico de antígeno parece ser um teste mais sensível em 
pacientes infectados pelo HIV do que o feito com LCE. Ainda assim, 
a sensibilidade ótima deve ser testada tanto no soro como no LCE. 
Em alguns relatos, o isolamento de C. neoformans de um local fora do 
sistema nervoso central foi associado a um prognóstico ruim em pa- 
cientes infectados pelo HIV. Um teste negativo no LCE com nanquim 
é um bom sinal prognóstico em pacientes não infectados pelo HIV, 
mas não tem a mesma implicação nos pacientes com AIDS. 


O gênero Malassezia 


As duas espécies mais importantes do gênero Malassezia são M. 
furfur e M. pachydermatis. A primeira é o patógeno mais comum de 
humanos, e a segunda, isolada inicialmente de rinocerontes indianos, 
foi recuperada de muitos animais, notavelmente das orelhas de cães e 
apenas ocasionalmente de humanos. M. furfur antigamente denomi- 
nava-se Pityrosporum ovale ou Pityrosporum orbiculare, dependendo 
da morfologia da levedura. 


Fatores de risco 


AM. furfur é encontrada como parte da microbiota normal da pele 
em mais de 90% dos indivíduos, e a doença pode ocorrer em indiví- 
duos normais. À infecção sistêmica ocorre primariamente em neona- 
tos e está associada à hiperalimentação intravenosa com soluções de 
lipídeos. Embora a M. furfur não esteja ordinariamente presente na 
pele de lactentes sadios, a levedura foi recuperada da pele de 37% dos 
lactentes em unidades de tratamento intensivo. Os fatores de risco pa- 
ra infecção por M. pachydermatis em humanos são semelhantes. 


Doenças clínicas 

A infecção causada por M. furfur pode variar de uma lesão assin- 
tomática na epiderme de indivíduos normais a doença sistêmica no 
hospedeiro imunocomprometido. 


Pitiriase versicolor 

A pitiríase (tinha) versicolor é uma infecção comum da epiderme 
em pacientes imunologicamente normais, resultando em hiper ou 
hipopigmentação da pele, mais frequentemente no tronco e na parte 
superior dos braços. Máculas castanho-claras são a apresentação mais 
comum, porém lesões despigmentadas são mais óbvias em pessoas de 
pele escura e podem ser acentuadas por bronzeadores nos indivíduos 


de pele clara. Os efeitos da doença são puramente estéticos, mas po- 
dem ser consideravelmente problemáticos. As lesões hipopigmentadas 
precisam ser diferenciadas do vitiligo. A terapia consiste na aplicação 
tópica de cremes ou loções fungicidas. 


Infecções sistêmicas 

Ocorre infecção sistêmica quase invariavelmente em lactentes que re- 
ceberam infusões intravasculares de lipídeos. A solução lipídica diluída 
mantém o crescimento de M. furfur ao fornecer os ácidos graxos de ca- 
deia longa também encontrados na pele e que têm de ser fornecidos no 
laboratório para isolamento da levedura. Os lactentes infectados costu- 
mam estar assintomáticos, mas podem ter febre, leucocitose e trombo- 
citopenia. À pneumonia é a manifestação sistêmica mais comum da do- 
ença, provavelmente resultando de êmbolos provenientes de cateteres 
intravenosos infectados. A retirada do cateter infectado é terapêutica. 


Patologia da infecção por Malassezia 

O diagnóstico de pitiríase versicolor em geral é feito ao exame clí- 
nico ou demonstrando-se a levedura e formas curtas de hifas (de as- 
pecto similar a espaguete com almôndegas) em preparações de KOH 
feitas com raspados de pele (Fig. 60.19). O acréscimo de calcoflúor 
branco ou outro corante fúngico facilita a detecção, porque as célu- 
las fúngicas são pequenas e de difícil visualização quando não cora- 
das. Quando biopsiadas, é possível observar hiperceratose, acantose 
e infiltrados mononucleares. Pouco se sabe a respeito da patologia da 
infecção sistêmica por M. furfur, porque não costumam ser realizadas 
biópsias, e a infecção letal é incomum. Nos raros casos fatais, foram 
descritos vasculite, infartos sépticos e inflamação granulomatosa em 
muitos órgãos, inclusive pulmões, fígado e rins. 


Diagnóstico laboratorial 

Raramente é solicitada cultura para M. furfur em casos de doença 
cutânea, sendo feita em geral a observação direta da levedura em pre- 
parações de KOH pelo médico no consultório. Essa levedura deve ser 
vista em hemoculturas e extremidades de cateteres intravenosos de 
neonatos. Antes da inoculação, acrescenta-se uma gota de azeite de 
oliva esterilizado à superfície de um meio de ágar adequado, como o 
de Sabouraud com glicose ou ágar-sangue de carneiro. Em 2 a 3 dias, 
colônias castanho-claras, em geral com aspecto ressecado, surgem na 
camada de óleo. Um indício inicial da presença desse patógeno é a au- 
sência de crescimento na ausência de óleo ou a estimulação do cresci- 
mento pela presença de uma camada de óleo (Fig. 60.20). M. pachyder- 
matis não depende de ácidos graxos de cadeia longa para crescimento. 

A identificação do isolado pode ser confirmada pelo exame microscó- 
pico das células de levedura, que medem 3 a 7 um. O processo de brota- 
mento em Malassezia é incomum, porque ele ocorre como no processo 
enteroblástico com a formação de fiálides. O broto tem base larga, e os 
colaretes das fiálides podem ser observados ao microscópio óptico co- 
mo um anel escuro distinto que separa a célula-mãe das células-filhas. 


Figura 60.19 Raspados de pele de uma lesão de pitiríase versicolor. À levedura e as 
formas curtas de hifas (com aspecto de espaguete com almôndegas) são caracteristi- 
cas de Malassezia furfur (azul de lactofenol com algodão; x 400). 
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CAPITULO 60 Doenças micóticas 


Blastoschizomyces capitatus (antigamente Trichosporon capitatum) é 
uma causa rara de infecção disseminada que lembra a candidíase (Mar- 
tino, 2004). Um fungo morfologicamente semelhante, Geotrichum 
candidum, também é uma causa rara de doença pulmonar ou disse- 
minada (Schiemann, 1998). Geotrichum e Trichosporon produzem co- 
lônias lisas, semelhantes às de leveduras, que mais tarde desenvolvem 
micélios aéreos, como um novo pelo em crescimento em uma cabeça 
calva (Fig. 60.21). Ambas as espécies produzem artroconídios, sem as 
células disjuntoras vistas no C. immitis. Saccharomyces cerevisiae (Pon- 
ton, 2000), espécies de Rhodotorula (Anatoliotaki, 2003) e de Hansenula 
(Ma, 2000) são leveduras saprófitas, mas raramente causam doença. A 
demonstração da levedura nos tecidos ou o isolamento em múltiplas 
amostras, mesmo de locais estéreis, é necessária para documentar o 
papel da levedura incomum em um processo infeccioso. S. cerevisiae é 
uma levedura de padeiros e talvez mais bem conhecida pelos estudantes 
de micologia por seus efeitos salutares sobre o malte e os soluços. 


Micoses causadas por fungos dimórficos 


Os fungos termicamente dimórficos são os organismos mais patogê- 
nicos encontrados em um laboratório de micologia clínica. Nos EUA, 
os patógenos dimórficos mais importantes são Histoplasma capsulatum 
var. capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis e Spo- 
rothrix schencku. Sporothrix está amplamente distribuído em todo o 
mundo, enquanto os outros organismos são encontrados predominan- 
temente na América do Norte, onde têm distribuição geográfica distin- 
ta (Fig. 60.22). A doença epidêmica é mais comum com Histoplasma 
e Coccidioides, e menos comum com Sporothrix e Blastomyces. A fase 
tecidual de Coccidioides é uma estrutura única denominada esférula, 
enquanto outros gêneros produzem uma fase de levedura in vivo que 
também pode crescer como levedura in vitro quando incubados a 37°C. 


O gênero Histoplasma 


O H. capsulatum é subdividido em duas variedades: H. capsulatum 
var. capsulatum (antes conhecido como H. capsulatum) e H. capsulatum 
var. duboisit. Ambos esses patógenos fúngicos são geograficamente 
restritos, e a aquisição da infecção não se sobrepõe na maioria dos ca- 
sos. Nos EUA, o H. capsulatum var. capsulatum é encontrado prima- 
riamente ao longo dos rios Ohio, Mississippi e St. Lawrence, mas pode 
ter distribuição mundial. Já o H. capsulatum var. duboist está limitado 
à África Equatorial e é associado à doença conhecida como histoplas- 
mose africana. As características distintivas da fase tecidual podem ser 
observadas para distinguir esses dois patógenos, no entanto, a ausên- 
cia de viagem para áreas endêmicas na África em geral pode excluir a 
infecção com a variedade dubotsii. 


Fatores de risco 

O fator de risco primário para se adquirir a infecção é viver em algu- 
ma das regiões endêmicas dos EUA. Em algumas áreas, mais de 90% da 
população reagem positivamente ao teste cutâneo com histoplasmina. 
O crescimento de H. capsulatum no solo é estimulado pelo guano de 
aves, embora o fungo não infecte a ave. Uma vez crescendo no solo, o 
fungo esporula e produz conídios que, durante atividades que geram 
aerossóis, podem ser inalados para os pulmões. Uma história clássica 
de um paciente com histoplasmose pulmonar aguda é a limpeza re- 
cente de um galinheiro. A histoplasmose adquirida ocupacionalmente 
foi relatada, levando o US Department of Health and Human Services 
a elaborar um documento que delineia as medidas para proteger os 
trabalhadores em risco (Department of Health and Human Services, 
1997). A doença aguda epidêmica ocorreu em indivíduos de férias em 
áreas onde esse fungo é endêmico. Por exemplo, houve 221 casos entre 
estudantes de 37 colégios em 18 estados que tinham passado por Aca- 
pulco, no México, em março de 2001 (Centers for Disease Control and 
Prevention, 2001a). A maioria desses pacientes tinha visitado um pon- 
to que era fonte comum, havendo assim exposição a esporos. Ocorre 
histoplasmose pulmonar crônica primariamente em pacientes com 
doença pulmonar obstrutiva crônica, enquanto a infecção dissemina- 
da ocorre em pacientes com déficits imunológicos, especialmente do 
sistema imune celular. A infecção pelo HIV tornou-se um importante 
fator de risco para infecção disseminada fatal. 





SABQURAUD'S WITH OIL 


SABOURAUD'S ‘WITHOUT OIL | 


Figura 60.20 O crescimento abundante de Malassezia furfur é evidente em uma pla- 
ca que foi coberta com óleo antes da aplicação do inóculo. Nao ha crescimento em 
outra placa sem óleo (ágar Sabouraud com glicose). 





Figura 60.21 Um micélio aéreo surge da colônia de Geotrichum candidum (ágar 
Sabouraud com glicose). 


Doenças clínicas 

A magnitude da exposição e a condição imune do hospedeiro in- 
fuenciam as manifestações clínicas de doença. A exposição de um 
hospedeiro normal a baixas concentrações no ambiente é tipicamente 
assintomática. Uma maioria de adultos que vivem em áreas endêmi- 
cas é soropositiva, mas não tem evidência clínica de infecção. 
Infecção pulmonar aguda 

Indivíduos expostos a grandes números de conídios podem desen- 
volver uma síndrome semelhante à gripe, com febre alta, calafrios, 
fadiga, tosse e dor torácica pleurítica ou retroesternal. Os indivíduos 
mais gravemente acometidos podem ficar doentes por várias semanas, 
mas em geral a resolução é completa, sem terapia antifúngica no hos- 
pedeiro normal. Se tiver ocorrido inflamação granulomatosa focal, a 
calcificação do foco tipicamente deixa uma lesão bem circunscrita em 
forma de moeda, que pode ser vista na radiografia de tórax. 


Mediastinite granulomatosa e fibrosante 

Esses tipos de manifestações envolvem os linfonodos do mediasti- 
no, que podem obstruir as vias respiratórias, a veia cava superior, Os 
vasos pulmonares ou o esôfago. Podem formar-se fístulas dentro dos 
linfonodos e estruturas mediastínicas adjacentes. A doença fibrosante 
é uma reação que ocorre no mediastino em indivíduos predispostos a 
uma resposta excessiva aos antígenos de Histoplasma. Acredita-se que 
tanto a doença granulomatosa quanto a fibrosante progridam de for- 
ma independente. 
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Histoplasmose pulmonar crônica 
Essa doença debilitante ocorre primariamente em pacientes com 
doença pulmonar obstrutiva crônica, sendo a maioria homens de 


Coccidioidomicose 





Figura 60.22 Distribuição geográfica de infecções causadas por fungos dimórficos 
nos EUA. Estão ilustradas as áreas de maior endemicidade (escuras) e de menor 
endemicidade (mais claras). Casos esporádicos também podem ocorrer em outras 
áreas fora das zonas endêmicas. 


meia-idade. Ocorrem calcificação e cavitação, que pode simular tu- 
berculose pulmonar crônica e neoplasia pulmonar. 


Histoplasmose disseminada 

Pode ocorrer disseminação de leveduras pelo sistema reticuloendo- 
telial, como parte da histoplasmose pulmonar aguda, resultando em 
granulomas cicatrizados, especialmente no baço. Em termos clínicos, 
ocorre infecção disseminada em duas classes de pacientes. O primei- 
ro grupo consiste em indivíduos nos extremos das faixas etárias, que 
não tiveram uma condição imunossupressora reconhecida, mas têm 
o sistema imune incompletamente desenvolvido ou diminuído pela 
idade por motivos ainda não bem entendidos. O segundo grupo é o de 
pacientes com doenças ou terapias imunossupressoras reconhecidas. 
Antes da década de 1980, as doenças eram predominantemente ne- 
oplasias; nos tempos mais recentes, a infecção pelo HIV tornou-se o 
fator de risco mais comum (McKinsey, 1998). A progressão da doença 
pode ser rápida ou insidiosa. 

A infecção do sistema reticuloendotelial pode resultar em linfade- 
nopatia, hepatoesplenomegalia ou trombocitopenia (Wheat, 2003b). 
A destruição do córtex suprarrenal pelo processo granulomatoso po- 
de ser suficientemente extensa para causar insuficiência hormonal. A 
infecção do sistema nervoso central pode manifestar-se como menin- 
gite crônica, granulomas cerebrais ou ambos. A infecção endovascu- 
lar inclui endocardite com grandes vegetações volumosas. Qualquer 
parte do trato gastrintestinal pode ser afetada, e as lesões ulceradas 
podem sugerir uma neoplasia à observação macroscópica. A caracte- 
rística marcante da doença é a úlcera orofaríngea, que pode causar 
rouquidão, disfagia ou uma lesão dolorosa na língua ou na gengiva. 
Em pacientes com infecção pelo HIV, os sintomas de histoplasmose 
disseminada podem lembrar aqueles causados por vírus, incluindo-se 
febre, linfadenopatia, anemia, leucopenia, trombocitopenia, perda de 
peso e fadiga (McKinsey, 1998). 

Lesões cutâneas solitárias são raras, mas podem seguir-se à introdu- 
ção direta do fungo na derme. 


Patologia da histoplasmose 

Como um patógeno intracelular facultativo, o H. capsulatum é en- 
contrado predominantemente em macrófagos. As lesões patológicas 
consistem em coleções de macrófagos infectados, granulomas não ca- 
seosos ou caseosos. As lesões histopatológicas são semelhantes às cau- 
sadas pelo Mycobacterium tuberculosis. A levedura intracelular costuma 
ser bem demonstrada pela coloração por H&E (Fig. 60.23). As técnicas 
com ácido periódico de Schiff e metenamina de prata são mais sensíveis, 
e o corante de prata é essencial para a demonstração de células antigas 
de levedura em granulomas cicatrizados. Essa levedura, presumivel- 
mente não viável por muito tempo, pode ter a morfologia aumentada 
e distorcida. O diagnóstico diferencial das formas de levedura inclui as 
pequenas formas de B. dermatitidis, Penicillium marneffei, espécies de 
Leishmania ou Candida, em especial C. glabrata. O diagnóstico apro- 
priado em geral é sugerido pelo tamanho maior das células de levedura 
de Candida (que não C. glabrata) ou pela apresentação clinica. A leve- 
dura de H. capsulatum em granulomas caseosos é distintiva o suficiente 
para fornecer um diagnóstico presuntivo, mas é preciso diferenciar de 
apresentações granulomatosas incomuns de P. (carinii) jirovect. 


Diagnóstico laboratorial 


A forma de levedura no tecido pode ser demonstrada histologica- 
mente ou em preparações de secreções respiratórias, líquidos, sangue 
periférico, medula óssea ou impressões teciduais. Preparações a fresco 
e calcoflúor branco podem ser usados, porém a morfologia tanto do 
tecido quanto das células de levedura é mais bem vista com a colora- 
ção de Giemsa, porque os detalhes da morfologia nuclear podem ser 
avaliados. As células de levedura medem 3 a 5 um de diâmetro, têm 
um único núcleo e brotam com um colo estreito. 

Caso se suspeite de infecção disseminada, devem ser feitas hemocul- 
turas para Histoplasma. A técnica Isolator parece ser a mais sensível 
para recuperar a fase de levedura do sangue. Outras amostras clínicas 
devem ser inoculadas em ágar enriquecido, como infusão de cérebro e 
coração suplementada com sangue de carneiro, incubada a 25 a 30°C. 

As colônias de H. capsulatum em geral surgem após incubação por 
10 a 14 dias, mas ocasionalmente requerem incubação por até 4 sema- 
nas. No meio de isolamento primário a 25-30ºC, são felpudas, e sua 
cor varia do branco ao castanho-escuro. As formas assexuadas diag- 
nósticas incluem microconídios e macroconídios. Os microconídios, 
que são produzidos primeiro, lembram as estruturas produzidas por B. 
dermatitidis. Os macroconídios mais característicos têm projeções en- 
crespadas da periferia dos conídios, uma configuração conhecida como 
tuberculada (Fig. 60.24). Os macroconidios do saprófita Sepedonium 
podem ser confundidos com Histoplasma, razão pela qual é importan- 
te a diferenciação entre esses dois fungos. O aspecto macroscópico das 
colônias, a taxa de crescimento, o crescimento de H. capsulatum nos 
meios que contêm ciclo-heximida, a presença de formas de levedura 
no tecido e a história clínica em geral são suficientes para distinguir es- 
ses fungos. A identificação final é conseguida mais frequentemente pe- 
lo teste com a sonda de hibridização de ácido nucleico. A conversão do 
mofo para a fase de levedura também confirma a identificação, todavia 
isso em geral é extremamente difícil e foi suplantado na maioria dos la- 
boratórios clínicos pelas técnicas moleculares (Accuprobe, GenProbe, 
San Diego, CA). O teste de exoantígeno é outro método de identifica- 
ção possível, mas também é raramente usado, se o for. 

Os testes sorológicos para detecção de anticorpos anti-Histoplasma 
(1. e. imunodifusão e fixação de complemento) têm várias limitações 
(Wheat, 2003a). São necessárias 2 a 6 semanas após exposição para a 
produção de anticorpos, o que diminui o valor desse teste para o diag- 
nóstico de histoplasmose aguda. Assim que os pacientes são infecta- 
dos com H. capsulatum, os níveis de anticorpos permanecem detectá- 
veis por muitos anos. Os anticorpos de H. capsulatum e B. dermatitidis 
apresentam reação cruzada. Além disso, os pacientes com disfunção 
imune podem não produzir níveis detectáveis de anticorpos. Já a de- 
tecção de antígeno mostrou-se útil para o diagnóstico de histoplas- 
mose. A sensibilidade da detecção do antígeno urinário para o diag- 
nóstico é maior em pacientes com doença disseminada (até 92%) ou 
histoplasmose (75 a 80%) (Wheat, 2002, 2003a, 2003b). A detecção de 
antígeno também é útil para se acompanhar o efeito da terapia sobre a 
carga fúngica; concentrações de antígeno na urina ou no soro que não 
caem durante a terapia são sugestivas de falha no tratamento. Além 
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Figura 60.23 Células de Histoplasma capsulatum em macrófagos. A presença in- 
tracelular de células pequenas arredondadas ou ovais semelhantes a leveduras no 
tecido é uma descoberta patológica característica na histoplasmose (hematoxilina e 
eosina; x 1.000). 





Figura 60.24 Macroconídios tuberculados com microconídios de Histoplasma 
capsulatum em cultura. Essas estruturas são características da forma ambiental de 
mofo desse fungo dimórfico (azul de lactofenol com algodão; x 400; CDC Public 
Health Image Library). 


disso, um aumento nos níveis de antígeno em um indivíduo tratado 
previamente sugere recidiva da doença. 

O teste cutâneo com antígeno histoplasmina foi útil para estudos 
epidemiológicos, porém nunca deve ser usado para o diagnóstico. 
Não apenas a alta frequência de testes positivos em áreas endêmicas 
dificulta a interpretação, como o teste cutâneo pode fazer que um in- 
divíduo torne-se soropositivo, confundindo ainda mais a situação. 


O gênero Blastomyces 


B. dermatitidis é a única espécie do gênero Blastomyces, embora a di- 
ferença nas taxas de conversão da levedura entre isolados norte-ame- 
ricanos e africanos sugira uma taxonomia diferente (Gueho, 1997). As 
áreas endêmicas desse patógeno são o solo do leste dos EUA, princi- 
palmente nas adjacências das bacias dos rios Mississippi e Ohio, o no- 
roeste dos Grandes Lagos no Canadá e regiões da África. No entanto, 
relatos recentes sugerem que a área endêmica de blastomicose pode 
ser maior do que a originalmente descrita, de acordo com os relatos 
da doença em pacientes provenientes de áreas previamente não endê- 


micas no Colorado e em Nebraska (Centers for Disease Control and 
Prevention, 1999a; DeGroote, 2000; Veligandla, 2002). 


Fatores de risco 

A maioria dos casos de blastomicose (também conhecida como 
blastomicose norte-americana) é esporádica, em geral não sendo en- 
contrada uma fonte ambiental. Ocorrem pequenos surtos, e o fungo 


tem sido isolado do solo dos locais onde eles acontecem (Klein, 1986). 
Não há fatores de risco específicos reconhecidos para a blastomicose, 
embora tenha sido descrita infecção grave e disseminada em pacien- 
tes imunocomprometidos. Pacientes infectados pelo HIV que residem 
em áreas endêmicas correm risco particular de adquirir a infecção 
(Pappas, 2002). 


Doenças clínicas 

Como a maioria dos outros fungos dimórficos endêmicos, o portal 
de entrada é através do trato respiratório, onde a infecção pode ser 
assintomática, transitória ou insidiosamente progressiva (Bradsher, 
2003). A blastomicose pulmonar crônica com febre baixa, perda de 
peso e infiltrados pulmonares localizados pode sugerir doença neoplá- 
sica, para a qual podem ser feitos estudos diagnósticos, incluindo-se o 
lavado broncoalveolar, a aspiração do pulmão com agulha fina ou a bi- 
ópsia pulmonar cirúrgica (Lemos, 2002). A disseminação da levedura a 
partir do pulmão resulta mais comumente em infecção esquelética ou 
cutânea. O sistema nervoso central e o geniturinário são acometidos 
com menos frequência. As lesões cutâneas em geral são hipertróficas 
ou ulcerativas, podendo ser localmente destrutivas e confundidas com 
o carcinoma espinocelular da pele (Bradsher, 1997). Também ocorre 
acometimento secundário da pele sobre lesões ósseas. Não é rara a de- 
mora no diagnóstico, em especial quando os pacientes não têm antece- 
dentes de exposição em área endêmica (Veligandla, 2002). 


Patologia da blastomicose 


A resposta histológica característica ao B. dermatitidis é uma mis- 
tura de inflamação aguda com formação de microabscesso e inflama- 
ção granulomatosa. Nas lesões cutâneas, é característica a hiperplasia 
pseudoepiteliomatosa da epiderme sobrejacente à inflamação. As cé- 
lulas de levedura são encontradas mais frequentemente nos microa- 
bscessos ou dentro de células gigantes multinucleadas, em geral po- 
dendo ser demonstradas em cortes teciduais corados por H&E, porém 
os organismos podem ser visíveis mais prontamente quando corados 
com ácido periódico de Schiff ou metenamina de prata. As células de 
levedura de parede espessa medem 8 a 15 um de diâmetro e mantêm 
uma base larga durante o processo de brotamento. Uma separação ar- 
tefatual entre o citoplasma e a parede da célula em preparações fixadas 
com formalina pode dar a aparência de uma parede dupla. Embora 
seja preciso diferenciar as células de levedura que não estão em brota- 
mento daquelas de C. neoformans e das esférulas em desenvolvimento 
de C. immitis, o diagnóstico de blastomicose em geral pode ser feito 
pela observação das formas características da levedura nos tecidos por 
um patologista experiente (Bradsher, 2003). 


Identificação laboratorial 


A demonstração direta das células de levedura pode ser realizada em 
cortes teciduais ou preparações a fresco de líquidos aspirados e im- 
pressões de tecido. A coloração com calcoflúor branco pode facilitar a 
detecção da levedura. O crescimento é um pouco mais rápido do que 
o de Histoplasma; colônias felpudas brancas a amarelas, que em geral 
não podem ser distinguidas das de H. capsulatum, costumam aparecer 
em 1 a 2 semanas. Os microconídios lembram os de H. capsulatum 
(Fig. 60.25), mas não há formação de macroconídios. Um mofo sa- 
prófita, Chrysosporium, lembra Blastomyces, porém não desenvolve 
uma fase de levedura e não cresce nos meios que contêm ciclo-hexi- 
mida. Pode ocorrer conversão para a fase de levedura nos meios roti- 
neiros de ágar que contêm hemoglobina e cisteína usados especifica- 
mente com essa finalidade, incubados a 37°C (Fig. 60.26). Mais uma 
vez, a demonstração da forma em levedura no tecido serve como um 
substituto razoável para evidenciar o dimorfismo no laboratório. O 
teste com sonda de ácido nucleico em material de colônia é o método 
preferido para se confirmar a identificação na maioria dos laborató- 
rios (Accuprobe, GenProbe, San Diego, CA). Uma publicação recen- 
te sobre um protocolo de hibridização in situ para a identificação de 
organismos semelhantes a leveduras em cortes de tecido mediante 
uso de oligonucleotídeos fúngicos específicos e pancomplementares 
ao DNAr 18S e 285 mostrou sensibilidade de 90% e especificidade de 
97% para a detecção do DNA de B. dermatitidis (Hayden, 2001). 

Embora o teste de fixação de complemento tenha sido usado como 
teste sorológico para o diagnóstico de blastomicose, ele tem limitações 





Figura 60.25 Forma de mofo de Blastomyces dermatitidis em cultura. O aspecto de 
pirulito do conídio em um conidióforo é característico do mofo ambiental desse fun- 
go dimórfico (azul de lactofenol com algodão; x 400). 





Figura 60.26 Células de levedura em brotamento de Blastomyces dermatitidis 

em cultura. Quando as culturas são incubadas a 37°C, são detectadas leveduras 
grandes, de base larga, em brotamento, com contorno duplo, todas características 
da fase de levedura desse fungo dimórfico (azul de lactofenol com algodão; x 400). 


consideráveis e só deve ser usado como adjunto à cultura do fungo. 
Também se dispõe de um teste para o antígeno do Blastomyces, simi- 
lar ao do antígeno de Histoplasma, em um laboratório de referência, 
porém ainda não há dados sobre sua utilidade e confiabilidade. 


O gênero Coccidioides 


Até recentemente, C. immitis era considerado o único agente etio- 
lógico da coccidioidomicose. Estudos filogenéticos de Fisher et al. 
mostraram a existência de duas formas geneticamente distintas de C. 
immitis: uma denominada Califórnia (C. immitis) e a outra denomi- 
nada não Califórnia (Coccidioides posadasii) (Fisher, 2002). Embora 
haja uma grande diferença no genótipo dessas duas espécies, as dife- 
renças fenotípicas são mínimas, o que contraria a separação das es- 
pécies (Cox, 2004). Os organismos coccidioides são fungos do solo 
encontrados no sul da Califórnia e em outras áreas do sudoeste dos 
EUA (em especial no sul do Arizona, no sul do Novo México e no 
oeste do Texas), no norte do México e nas Américas Central e do Sul 
(especialmente na Venezuela) (Kirkland, 1996). No Arizona, houve, 
com os anos, um aumento dramático no número de casos, com uma 
taxa desproporcional de infecção que ocorreu em pessoas após os 65 
anos de idade e naquelas com infecção pelo HIV (Centers for Disease 
Control and Prevention, 1996, 2003; Leake, 2000). 

Outro aspecto interessante desses agentes é a classificação recente, 
pelo US Department of Health and Human Services, do C. immitis e 
do C. posadasii como agentes selecionados de bioterrorismo (Centers 
for Disease Control and Prevention, 2002; Department of Health and 
Human Services, 2002a). Essa designação sugere que tais patógenos 
poderiam ser usados como armas biológicas potenciais e estabelece 


regulamentações federais estritas a serem seguidas por indivíduos 
que tenham e transportem esses agentes, além da exigência de que as 
infecções confirmadas sejam relatadas (Deresinski, 2003). Têm sido 
questionadas a lógica e a justificativa de SE classificar os coccidioides 
dessa forma devido à carga imposta sobre os laboratórios que fazem o 
diagnóstico (Fierer, 2002). 


Fatores de risco 

A residência em uma área endêmica é o fator de risco primário para 
o desenvolvimento de infecção, pois os artroconídios da fase de mofo 
estão no solo e disseminam-se com facilidade pelo ar (Chiller, 2003; 
Crum, 2004). Um exemplo clássico de coccidioidomicose epidêmica 
ocorreu em um grupo de pessoas que faziam uma escavação arqueoló- 
gica no Dinosaur National Monument, no nordeste de Utah, em 2001. 
Dez trabalhadores desse grupo desenvolveram coccidioidomicose du- 
rante uma escavação, e oito precisaram ser hospitalizados (Petersen, 
2004). Outro surto da doença ocorreu em indivíduos que trabalharam 
no World Championship of Model Airplane Flying (Campeonato 
Mundial de Aeromodelismo) em Kern County, na Califórnia, em ou- 
tubro de 2001. Esse surto ilustra a importância de cooperação da comu- 
nidade internacional quanto à avaliação epidemiológica, pois equipes 
de competição de mais de 30 países foram potencialmente envolvidas 
no surto (Centers for Disease Control and Prevention, 2001b). 

Há indícios de que fatores genéticos influenciam a frequência de in- 
fecção grave e disseminada, mas a natureza dessa associação não está 
completamente entendida (Cox, 2004). A infecção disseminada é mais 
comum em pessoas negras e filipinas do que nas brancas. Asiáticos, 
norte-americanos nativos e mexicanos também parecem correr maior 
risco. Mulheres adultas desenvolvem eritema nodoso mais comumen- 
te do que homens em resposta à infecção primária por coccidioides, 
mas a infecção disseminada é mais comum em homens adultos do 
que em mulheres. Infecção ou doença imunossupressora são fatores 
de risco importantes para a infecção disseminada nos pacientes infec- 
tados pelo HIV, que correm risco particular de terem a doença disse- 
minada (Woods, 2000). 


Doenças clínicas 

A coccidioidomicose primária é mais frequentemente assintomá- 
tica, conforme indicado pela alta prevalência de resultados positivos 
nos testes cutâneos para antígenos dos coccidioides em áreas endêmi- 
cas. Em geral, a doença sintomática manifesta-se por febre com tos- 
se ou dor torácica, ou ambas, e pode simular pneumonia bacteriana 
clinicamente (Chiller, 2003). O eritema nodoso e o eritema multi- 
forme, que podem acompanhar a infecção primária, são bons sinais 
prognósticos. Nódulos pulmonares solitários podem persistir como 
consequência da infecção pulmonar primária. 

A infecção disseminada afeta mais comumente a pele, o sistema es- 
quelético e as meninges. As lesões cutâneas incluem pápulas, úlceras, 
fistulas de drenagem e abscessos subcutâneos. A artrite resulta mais 
frequentemente do acometimento de ossos adjacentes. A meningite 
pode ser aguda, porém é mais comum ser indolente e crônica. 


Patologia da coccidioidomicose 

A resposta tecidual ao C. immitis é granulomatosa, com ou sem ca- 
seação. As esférulas em desenvolvimento são encontradas tipicamen- 
te em macrófagos e células gigantes multinucleadas (Fig. 60.27). Os 
endosporos dentro das esférulas medem 2 a 5 um (Fig. 60.28). As 
esférulas têm até 200 um de diâmetro, e o tamanho daquelas em de- 
senvolvimento varia muito. O diagnóstico diferencial de esférulas em 
desenvolvimento inclui primordialmente formas não em brotamento 
de B. dermatitidis ou C. neoformans. É preciso diferenciar as esférulas 
das formas fúngicas na adiaspiromicose e na rinosporidiose, ambas 
infecções incomuns nos EUA. 


Diagnóstico laboratorial 

Como ocorre com outros fungos dimórficos, a possibilidade de in- 
fecção deve ser bem investigada. É possível demonstrar as esférulas 
em escarro e líquido de lavado broncoalveolar, mas a sensibilidade 
do exame direto dessas estruturas em geral é baixa. À coloração com 
calcoflúor branco após a digestão da amostra com KOH pode aumen- 
tar a sensibilidade. Caso haja doença cavitária, pode haver hifas nas 
amostras clínicas, embora isso seja raro. Em contraste com outros pa- 
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Figura 60.27 Esférulas de Coccidioides immitis em tecido. A observação dessas 
estruturas grandes em tecido é diagnóstica de coccidioidomicose (hematoxilina e 
eosina; x 100). 





Figura 60.28 Esférulas de Coccidioides immitis em tecido, mostrando a liberação 
do endósporo. Na maturidade, a esférula se rompe e libera endósporos que, por 
sua vez, amadurecem e tornam-se esférulas. Quando observados no tecido, es- 
ses endósporos imaturos podem ser confundidos com outras leveduras menores 
(metenamina-prata de Gomori; x 1.000). 


tógenos dimórficos, em tal circunstância há possibilidade de comuni- 
cabilidade de artroconídios diretamente a partir da amostra. 

O C. immitis cresce rapidamente (em menos de uma semana) em 
meios com ou sem ciclo-heximida e pode surgir até em placas de ágar- 
sangue no laboratório de bacteriologia. Os conídios dos coccidioides 
são altamente infecciosos e facilmente transmitidos por aerossóis. A 
infecção em trabalhadores de laboratórios é uma grande preocupa- 
ção, de modo que as culturas inoculadas devem ser manipuladas com 
todo o cuidado em uma cabine de segurança. Nos EUA, o National 
Institutes of Health classificaram o C. immitis (com H. capsulatum) 
como agente biológico do grupo 3 de risco: agentes associados a do- 
enças humanas sérias ou letais, para as quais pode não haver interven- 
ções preventivas ou terapêuticas (Department of Health and Human 
Services, 1999). A manipulação de amostras que reconhecida ou pro- 
vavelmente contenham esse organismo requer restrição de biossegu- 
rança do nível 3 (Department of Health and Human Services, 2002a, 
2002b). Se esse organismo tiver sido inoculado em placas de Petri, elas 
devem ser tampadas com cuidado para evitar disseminação acidental. 
O aspecto das colônias de coccidioides é extremamente variável, indo 
de avelulado ou algodonado a granular ou pulverulento. A morfolo- 
gia da colônia pode mudar à medida que as colônias e artroconídios 
se desenvolvem. A maioria dos isolados é branca, mas é possível ob- 
servar uma variedade de cores, e algumas cepas podem produzir um 
pigmento difusível. Em geral, as culturas ficam acinzentadas com o 
tempo. Ante a suspeita de C. immitis, alguns micologistas preferem 
esterilizar a cultura antes de examinar as colônias, inundando o re- 
cipiente com formalina a 10% e deixando-o em incubação por uma 


noite. Nos casos em que se suspeita de coccidioides, devem ser usados 
frascos com tampa de rosca, em vez de placas. A conversão da forma 
de mofo para a tecidual não é comum, pois em geral requer caldo sin- 
tético especializado para ocorrer. A diferenciação entre C. immitis e 
C. posadasti não costuma estar disponível nos laboratórios clínicos, 
portanto relata-se o resultado como sendo C. immitis. 

A alternância dos artroconídios em forma de barril com células 
vazias desunidas é distintiva de C. immiutis (Fig. 60.9), mas é preciso 
diferenciá-lo de outros organismos que produzem artroconídios, co- 
mo Trichosporon, Geotrichum e alguns membros da família Gymnoas- 
caceae. A confirmação da identificação é conseguida mais comumente 
pelo teste da sonda de hibridização do ácido nucleico. 

Em contraste com a histoplasmose e a blastomicose, a análise so- 
rológica com o teste de fixação de complemento é útil para avaliar a 
extensão e o prognóstico da coccidioidomicose (Pappagianis, 1990). 
Entre as técnicas sorológicas disponíveis, a fixação do complemento 
foi a mais estudada. Anticorpos são detectados cerca de 2 a 6 semanas 
após a infecção. O nível do título é uma indicação da probabilidade 
de doença disseminada, e títulos elevados indicam prognóstico des- 
favorável. O teste cutâneo não confunde o diagnóstico ao produzir 
soroconversão, como na histoplasmose, mas a alta prevalência de po- 
sitividade diminui sua utilidade. Pacientes com infecção disseminada 
podem demonstrar anergia ao teste cutâneo com antígeno. 


O gênero Sporothrix 


O único patógeno conhecido desse gênero é o Sporothrix schencku, 
do qual há duas variedades: S. schenckii var. schenckii e S. schenckii var. 
luriet. A última difere da primeira apenas pela morfologia no tecido 
do hospedeiro, produzindo células (em brotamento) grandes e ge- 
ralmente septadas. Apenas três casos de S. schenckii var. luriei foram 
relatados na literatura, nenhum nos EUA (Padhye, 1992). O S. schen- 
ckn var. schenckii (daqui em diante mencionado como S. schenck11) é 
um fungo dimórfico presente no solo do mundo inteiro, bem como 
em plantas e vegetação em decomposição (Bustamante, 2001), tendo 
sido associado a inúmeros surtos, um deles especialmente importan- 
te, ocorrido entre floricultores e trabalhadores de creches/berçários e 
silviculturas que manipularam musgo esfagno contaminado em Wis- 
consin (Centers for Disease Control and Prevention, 1988). Embora 
considerado um fungo dimórfico endêmico, o S. schenckii exibe dife- 
renças epidemiológicas que o distinguem dos outros fungos dimór- 
ficos endêmicos clássicos (De Araujo, 2001). A forma de entrada do 
fungo geralmente é por meio da implantação atraumática (vs. inala- 
ção), a doença causada em geral é uma infecção subcutânea localizada 
(vs. pulmonar), e a incidência de infecção sistêmica é rara. 


Fatores de risco 


Embora o S. schenckii seja comum na vegetação em todo o mundo, 
não parece ser um patógeno para vegetais. As epidemias foram cau- 
sadas pela exposição a produtos vegetais, como musgo esfagno usado 
em jardinagem (Coles, 1992). Ocorreu uma epidemia incomum entre 
membros de um grupo colegial na Flórida, que construíram um muro 
com tijolos embalados em palha contaminada enquanto consumiam 
quantidades abundantes de cerveja (Sanders, 1971). O único fator 
predisponente identificado com alguma frequência é o consumo de 
álcool. É interessante o fato de que o estereótipo de paciente em risco 
de esporotricose é o “jardineiro alcoólatra de rosas”. 


Doenças clínicas 


A forma clínica devastadora predominante de esporotricose é o aco- 
metimento dos tecidos cutâneos e subcutâneos. Uma pápula no portal 
de entrada pode ulcerar e disseminar o patógeno através de linfáticos re- 
gionais, resultando em uma série de lesões que progridem até o membro 
acometido (conhecida como esporotricose linfocutânea). A disseminação 
para estruturas osteoarticulares e vísceras é incomum e parece ocorrer 
com maior frequência em pacientes com antecedentes de abuso de álcool 
ou imunossupressão, em especial aqueles com AIDS (Kauffman, 2000). 


Patologia da esporotricose 


As respostas histológicas ao Sporothrix e ao Blastomyces são seme- 
lhantes. A inflamação granulomatosa pode ser acompanhada por 


pequenas coleções de neutrófilos polimorfonucleares. Na pele, é co- 
mum a hiperplasia pseudoepiteliomatosa da epiderme. As células de 
levedura de S. schenckit são pleomórficas, arredondadas ou alonga- 
das, lembrando cigarros, mas raramente são vistas no tecido. Uma 
reação tecidual ao fungo pode resultar em material eosinofílico que 
se irradia, com até 10 um de espessura, em torno da célula de leve- 
dura, o que é conhecido como fenômeno de Splendore-Hoeppli. A 
reação tecidual distintiva é incomum e não específica da esporotri- 
cose. O diagnóstico diferencial das lesões cutâneas inclui infecções 
micobacterianas, em especial pelo Mycobacterium marinum (granu- 
loma do nadador de piscina), nos EUA, e leishmaniose cutânea, nos 
trópicos. 


Diagnóstico laboratorial 

A amostra preferida é um aspirado, material de curetagem ou bióp- 
sia da lesão cutânea. O S. schenckii cresce bem em meios de isolamen- 
to primário com ciclo-heximida incubado a 25-30ºC. As colônias, 
que podem ser úmidas ou lisas (glabras), em geral são claras no início, 
escurecendo com o tempo. O S. schenckii produz dois tipos de coní- 
dio: um hialino de parede fina, disposto em forma de roseta em torno 
do ápice de um conidióforo, e outro escuro, de parede espessa, séssil, 
aderido diretamente às hifas. Os microconídios de parede fina surgem 
nos conidióforos em ângulos retos a partir das hifas. Podem estar dis- 
postos de forma simpódica em torno de uma vesícula expandida na 
extremidade do conidióforo, produzindo um arranjo descrito como 
um flósculo (Fig. 60.29). Estruturas similares são produzidas por es- 
pécies de Acremonium, raramente relatadas como causadoras de do- 
enças humanas, e por um saprófita isolado incomum, o Ophiostoma 
stenoceras. Esses mofos são diferenciados de Sporothrix pela impossi- 
bilidade de crescer em meios com ciclo-heximida e pela ausência da 
fase de levedura. À conversão da fase de mofo à de levedura é obtida 
incubando-se o isolado a 37°C a uma atmosfera com 5% de CO, em 
meio enriquecido, como ágar com infusão de cérebro e coração suple- 
mentado com sangue de carneiro, ou ágar-chocolate. 

Foram descritos testes cutâneos e ensaios sorológicos para o diagnós- 
tico de esporotricose, mas eles não estão disponíveis com facilidade. 


Outros fungos dimórficos 


O H. capsulatum var. duboisit causa doenças cutâneas e sistêmicas na 
África. As leveduras são maiores do que as de H. capsulatum var. capsu- 
latum, e as paredes são mais espessas, lembrando as células de B. derma- 
titidis, mas sem os brotos de base larga. O Paracoccidioides brasiliensis, 
que está restrito ao solo nas Américas Central e do Sul, causa infecções 
cutâneas, pulmonares e disseminadas, denominadas forma coletiva 
paracoccidioidomicoses (Mann, 1996). As células de levedura caracte- 
rísticas da fase tecidual do Paracoccidioides têm múltiplos brotos peri- 
féricos, conferindo-lhe uma aparência que tem sido comparada com 
a do leme de um barco. O Penicillium marnefjei é a quarta causa mais 
comum de infecção oportunista disseminada em pacientes com AIDS 
na Tailândia, no sul da China e em outras partes do Sudeste Asiático, 
onde é endêmico (Duong, 1996). A fonte ambiental desse fungo ainda é 
desconhecida, mas relatos recentes sugerem que ratos de bambu podem 
ter algum papel na epidemiologia da infecção causada por ele (Chariya- 
lertsak, 1996). Essa espécie é única entre os penicílios por ser dimórfica, 
produzindo nos tecidos células semelhantes a leveduras que são ovais 
ou cilíndricas e podem ter paredes cruzadas (Cooper, 2000). 


Dermatofitoses 


Os fungos dermatofíticos são causas comuns e importantes de mor- 
bidade humana (Howard, 1999; Hainer, 2003). Em geral, as infecções 
são leves, e raramente os fungos a elas associados causam doenças 
invasivas (Chastain, 2001). São reconhecidos três gêneros como cau- 
sadores de dermatofitose: Microsporum, Trichophyton e Epidermo- 
phyton. Outros mofos, como espécies de Acremonium, Fusarium e Sco- 
pulariopsis, têm causado infecções das unhas (onicomicoses) (Gupta, 
2004). Como grupo, os fungos dermatofíticos estão distribuídos pelo 
mundo, mas espécies individuais podem ter uma distribuição geográ- 
fica mais restrita. Os dermatófitos também podem ser encontrados 
em associação estrita a humanos (antropofílicos), a animais (zoofili- 
cos) ou ao solo (geofílicos). 





Figura 60.29 Os conídios simpodiais de Sporothrix schenckii surgem em aglomera- 
dos nas extremidades dos conidióforos laterais (azul de lactofenol com algodão; 
x 400). 


Fatores de risco 


As infecções por dermatófitos (tinhas) resultam do contato com a 
fonte relevante do fungo, o que também pode servir de indício para 
o diagnóstico. Por exemplo, a infecção da face em fazendeiros que se 
encostam em suas vacas ao ordenhá-las é caracteristicamente causada 
por Trichophyton verrucosum, um dermatófito zoofílico encontrado 
em bovinos. A importância da variação geográfica nos patógenos der- 
matofíticos é ilustrada por um estudo de uma epidemia de infecção 
fúngica cutânea entre tropas norte-americanas durante a Guerra do 
Vietnã (Allen, 1973). A maioria das infecções foi causada por uma va- 
riante fortemente esporulante de T. mentagrophytes, que não havia si- 
do reconhecida nos EUA. Os distúrbios cutâneos causados pelos fun- 
gos dermatofíticos também passaram a ser reconhecidos com maior 
frequência em atletas praticantes de esportes que exigem contato di- 
reto entre eles, como lutas (Kohl, 2000; Adams, 2002; Nenoff, 2002). 


Doenças clínicas 

Os dermatófitos causam infecção da epiderme, dos pelos e das unhas 
(Rinaldi, 2000). Em geral, a infecção é conhecida como tinha, nome 
derivado da natureza avançada serpiginosa das lesões (especialmente 
evidentes na pele). A terminologia clínica usa o termo “tinha” originá- 
rio do latim (tinea) seguido pelo nome da parte envolvida, como: tinha 
da cabeça ou capilar (escalpo), tinha da barba, tinha corporal (tronco 
e membros), tinha do pé (ou podálica), tinha crural (virilha) e tinha 
ungueal (unhas, também conhecida como onicomicose). Com exce- 
ções ocasionais, o Epidermophyton floccosum infecta apenas a pele, as 
espécies Microsporum infectam o escalpo e a pele, enquanto as espé- 
cies Trichophyton infectam a pele, o escalpo e as unhas. O Trichophyton 
tonsurans é a causa mais comum de tinha capilar nos EUA. O M. canis 
é uma causa comum de infecção do escalpo, particularmente em crian- 
ças (Aly, 2000; Gupta, 2000). Quando ocorre infecção profunda do 
escalpo, observa-se um processo inflamatório profundo denominado 
quérion; T. mentagrophytes e T. verrucosum são particularmente asso- 
ciados à formação de quérion. T. mentagrophytes, T. rubrum e M. canis 
são encontrados comumente na tinha corporal e na tinha podálica. As 
lesões causadas pelo T. rubrum costumam ser crônicas e intratáveis, 
enquanto o E. floccosum é uma causa comum de tinha crural. 


Diagnóstico laboratorial 


O tratamento das infecções dermatofíticas não é voltado para a 
identificação específica do isolado, de modo que a demonstração de 
hifas em raspados cutâneos (em preparações com KOH) costuma ser 
a única técnica diagnóstica realizada antes do início da terapia (Fig. 
60.30). O tamanho e a morfologia das hifas sugerem o envolvimen- 
to de dermatófitos na infecção. A confirmação da espécie é útil para 
corroborar que as hifas, de fato, pertencem a um fungo dermatofi- 
tico, para avaliar a fonte provável da infecção e a alta probabilidade 
de infecções crônicas recidivantes (especialmente quando se identifica 
T. rubrum). Raspados cutâneos, unhas e pelos podem ser examinados 
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Figura 60.30 Hifas de um dermatófito demonstradas em um raspado da margem 
de uma lesão de tinha. A presença de hifas com segmentação fina nesse contexto 
clínico estabelece o diagnóstico de dermatofitose, mas não define a etiologia 
específica (preparação de KOH; x 400). 


em preparações de KOH, que podem incorporar calcoflúor branco 
para facilitar a detecção de hifas. É preciso cuidado ao ler-se esse tipo 
de preparação, porque fragmentos de tecido, fibras e cristais de coles- 
terol podem ser confundidos com hifas pelo observador inexperiente. 

Quando se suspeita de uma infecção capilar, os pelos infectados de- 
vem ser removidos para análise. Fungos como Microsporum audouinii, 
M. canis ou M. ferrugineum fazem os pelos fluorescerem sob luz ul- 
travioleta de onda longa (lâmpada de Wood). Nos EUA, a causa mais 
provável da tinha capilar devida a um fungo fluorescente é M. canis, 
porque as outras duas espécies são incomuns. O exame microscópico 
do pelo infectado por um observador experiente pode sugerir o agen- 
te etiológico, com base no aspecto e na localização dos artroconídios. 
Na colonização por ectotrix, como ocorre na infecção por M. canis e 
M. audouinii, os artroconídios são externos à haste do pelo. A invasão 
por endotrix, como se vê na infecção por T. tonsurans, caracteriza-se 
por artroconídios dentro da haste do pelo. Na infecção fávica, hifas, 
bolhas de ar ou túneis e gotículas de gordura estão presentes na área 
intrapilar. 

Pelos infectados, raspados de unha ou das margens de lesões cuta- 
neas devem ser enviados ao laboratório em um recipiente limpo e 
seco ou colocados na superfície de um meio de isolamento primário 
pelo laboratório. O ágar de Sabouraud com glicose foi designado pa- 
ra a recuperação de fungos dermatofíticos e também é efetivo para 
isolar Candida spp., em especial C. albicans, que pode causar infec- 
ções similares na pele e nas unhas. Os dermatófitos não são inibidos 
pela ciclo-heximida, que inibe muitos fungos saprófitas. Todos os 
fungos dermatofíticos têm hifas hialinas septadas e produzem ma- 
croconídios e/ou microconídios em várias combinações. Artroconi- 
dios e clamidoconídios também podem ser produzidos, mas a mor- 
fologia dos macroconídios, e especialmente a dos microconídios, 
são mais importantes para a identificação. Os estágios sexuados de 
muitos dermatófitos foram identificados, mas não são encontrados 
no laboratório clínico. Usa-se uma combinação de aspectos micro- 
morfológicos e alguns testes fenotípicos para diferenciar os derma- 
tófitos (Caddell, 2002). 

As espécies de Microsporum produzem macroconídios característi- 
cos, que constituem as estruturas diagnósticas mais importantes. Em 
alguns casos, também são produzidos microconídios, não tão úteis em 
termos diagnósticos. O M. audouinii, um agente antropofílico clássico 
da tinha, em geral não produz estruturas diagnósticas, o que dificulta 
sua identificação. O M. canis, a espécie zoonótica mais frequentemen- 
te isolada desse gênero, produz um pigmento amarelo-limão caracte- 
rístico em cultura (Fig. 60.31), que se intensifica pelo crescimento em 
ágar com flocos de batata. Os macroconídios dessa espécie estão ilus- 
trados na Figura 60.32. Os macroconídios do M. gypseum, a espécie 
geofílica isolada mais comum, estão ilustrados na Figura 60.33. 

O gênero Trichophyton inclui os fungos dermatofíticos isolados mais 
comumente: T. rubrum (Fig. 60.34), T. verrucosum, T. mentagrophytes 


Figura 60.31 Uma colônia branca felpuda de Microsporum canis (à esquerda) com 
o pigmento amarelo-limão característico, que também pode ser visto do lado oposto 
da colônia (à direita) (ágar Sabouraud com glicose e ciclo-heximida). 





Figura 60.32 Macroconídios afilados em forma de fuso com parede espessa e 
rugosos de Microsporum canis, com hifas finas e septadas (azul de lactofenol com 
algodão; x 400). 





Figura 60.33 Macroconídios lisos de parede espessa de Microsporum gypseum 
(azul de lactofenol com algodão; x 400). 


(Figs. 60.11 e 60.35) e T. tonsurans (Fig. 60.36). As colônias podem ter 
um aspecto felpudo, granular ou, menos comumente, glabro. Podem ser 
produzidos macroconídios, que são úteis para identificação, em especial 
no caso de cepas que produzem colônias pulverulentas, mas infelizmen- 
te eles costumam estar ausentes. É mais comum a formação de microco- 
nídios. Quando presentes, os macroconídios têm paredes finas, são lisos 
e contêm números variáveis de septos. A interpretação da morfologia 
microscópica de alguns isolados pode ser difícil, porque é comum haver 





Figura 60.34 Colônias brancas felpudas de Trichophyton rubrum com pigmento 
vermelho difusível, que também pode ser visto do lado oposto da colônia (ágar com 
dextrose e batata). 





Figura 60.35 Colônia branca felpuda com pregas radiais de Trichophyton mentagro- 
phytes (ágar Sabouraud-dextrose com ciclo-heximida). 





Figura 60.36 Uma colônia plana que mostra coloração amarelo-pálida com 
pigmentação vermelho-acastanhada na periferia, característica de Trichophyton ton- 
surans. Os sulcos radiais do talo, como se vê, também são comuns (ágar Sabouraud- 
dextrose com ciclo-heximida). 


sobreposição. Para ajudar nessa questão, são úteis outros testes. Em par- 
ticular, os tipos de ágar para Trichophyton são úteis na caracterização das 
necessidades nutricionais entre membros do gênero. Foram descritos se- 
te meios, porém os quatro primeiros são os mais úteis para identificação. 
Combinados, tais meios permitem a avaliação da dependência de inosi- 
tol, tiamina ou ambos os compostos em conjunto. 





Meio Constituintes Interpretação do crescimento estimulado 

T1 Ágar basal Para comparar com outras formulações 

T2 Inositol Estimulado apenas pelo inositol 

T3 Inositol + tiamina Estimulado apenas quando ambos os compostos 
estão presentes 

T4 Tiamina Estimulado apenas pela tiamina 


A diferenciação entre T. mentagrophytes e T. rubrum também é fa- 
cilitada por vários testes não morfológicos. Um pigmento difusível 
pode ser produzido por ambas as espécies, mas o pigmento intensa- 
mente vermelho do T. rubrum é acentuado pela cultura em ágar com 
flocos de batata ou ágar com maisena e 1% de glicose. A produção de 
urease em 3 a 5 dias pelo T. mentagrophytes, mas não pelo T. rubrum, 
também ajuda a diferenciar essas duas espécies. Por fim, o teste da 
penetração no pelo pode ser empregado como teste diferencial. O T. 
mentagrophytes produz defeitos em forma de cunha nos pelos in vitro, 
enquanto o T. rubrum cresce fora dos pelos, sem penetração. O uso de 
abordagens morfológicas e não morfológicas proporciona a identifi- 
cação mais acurada dos isolados. 

O único patógeno do gênero Epidermophyton é o E. floccosum, um 
fungo antropofílico que é uma causa importante de tinha crural e, 
menos comumente, tinha do pé. As colônias, inicialmente castanho- 
amareladas, cinzentas ou cáqui, tornam-se aveludadas e pregueadas à 
medida que amadurecem (Fig. 60.37). O E. floccosum não produz mi- 
croconídios, mas macroconídios distintos fornecem os indícios para 
a identificação (Fig. 60.10). Tais estruturas têm paredes externas lisas, 
com até quatro paredes cruzadas e formato de clava, além de tendên- 
ciaa flocular”, de onde vem a denominação da espécie. 

Embora o exame de estruturas micromorfológicas e a comparação 
dos resultados com testes fenotípicos em geral sejam confiáveis para 
a identificação das espécies de dermatófitos, recentemente também 
foram iniciadas abordagens moleculares para estudo desses fungos 
(Iwen, 2002; Kac, 2000). Tais estudos conduziram não apenas a apli- 
cações diagnósticas (Makimura, 2001), como também a avaliações fi- 
logenéticas (Graser, 2000a, 2000b) e epidemiológicas (Kac, 2000). 


Micoses causadas por fungos dematiáceos 


Os mofos dematiáceos (também conhecidos como mofos pretos) 
são um grupo complexo e fascinante de fungos, que se caracterizam 
pela formação de um pigmento escuro, devido à produção de mela- 
nina nas paredes celulares de hifas ou conídios ou ambos (Brandt, 
2003). Esses fungos são saprófitas do solo e de plantas, considerados 
historicamente causas raras de doença em humanos, mas agora tidos 
como patógenos fúngicos emergentes (Silveira, 2001). 


Doenças clínicas 


O espectro clínico das doenças causadas por esses fungos inclui o 
micetoma micótico e a cromoblastomicose, predominantemente em 





Figura 60.37 A textura de camurça e a cor verde-amarelada são características de 
Epidermophyton floccosum (ágar Sabouraud-dextrose com ciclo-heximida). 


1259 








1260 hospedeiros com sistemas imunes normais, e a feoifomicose, mais co- 


aF 


nças micóticas 


Doe 


mum em pacientes imunocomprometidos (Rinaldi, 1996; McGinnis, 
2003; Sanche, 2003). Essas doenças costumam ser diagnosticadas com 
base em um quadro histológico único do fungo no tecido, seguindo-se 
seu isolamento em cultura e a avaliação morfológica das estruturas re- 
produtivas. A classificação de mofos pretos sofreu diversas alterações 
com o passar dos anos, o que aumenta a dificuldade de identificar o 
agente etiológico (McGinnis, 1999; 2003). Caso queira uma descrição 
morfológica abrangente dos fungos dematiáceos, o leitor deve con- 
sultar o livro de Sigler (2003). Embora uma descrição detalhada dos 
aspectos clínicos e micológicos das doenças causadas por esses fungos 
esteja além do âmbito deste capítulo, apresentaremos uma descrição 
sucinta dos principais tipos de doenças causadas por eles. 

Os mofos dematiáceos, como Stachybotrys chartarum, apesar de ge- 
ralmente não associados a doença invasiva, têm sido associados a uma 
condição conhecida como “síndrome da edificação difícil”, ainda que 
tal associação tenha sido questionada (Miller, 2003). Para uma revisão 
desse assunto, consultar o texto de Kuhn e Ghannoum (Kuhn, 2003). 


Micetoma 

O micetoma é uma infecção granulomatosa crônica localizada dos te- 
cidos cutâneos e subcutâneos, com a formação de um trajeto fistuloso 
e envolvimento frequente dos ossos contíguos. Na maioria dos casos, a 
doença limita-se às mãos e aos pés (também sendo conhecida como “pé 
maduro”) de indivíduos como fazendeiros, camponeses e outros que 
ficam em contato com materiais contaminados do solo. Bactérias clas- 
sificadas como actinomicetos aeróbicos (micetoma actinomicótico) e 
fungos filamentosos (micetoma eumicótico) podem causar micetomas. 





Figura 60.38 A imagem mostra grânulos de vários tamanhos do fungo Madurella gri- 
sea, compostos por massas negras de hifas (CDC Public Health Image Library). 





Figura 60.39 Aspecto histológico do “micetoma de grãos negros” devido à Madu- 
rella mycetomatis (coloração de Gridley, x 1.000) (cortesia do Dr. Libero Ajello, 
CDC Public Health Image Library). 


Além disso, patógenos fúngicos hialinos (não pigmentados) também 
podem causar essa doença. Para uma revisão sobre o micetoma acti- 
nomicótico, ver o artigo escrito por McNeil e Brown (McNeil, 1994). 
O micetoma ocorre após uma lesão traumática com algum objeto con- 
taminado como uma farpa, um espinho ou qualquer item penetrante. 
A doença clínica caracteriza-se pela formação de uma lesão necrótica 
no local da inoculação. Embora sejam conhecidas mais de 25 espécies 
de fungos causadores dessa doença, os agentes causais mais comuns do 
micetoma eumicótico são Madurella mycetomatis, Scedosporium apios- 
permum, Leptosphaeria senagalensis e Madurella grisea (Bustamante, 
2003; Ahmed, 2004). O S. apiospermum (teleomorfo, Pseudallescheria 
boydii, discutido em detalhes mais adiante, com as hialoifomicoses) é 
considerado a causa mais comum dessa doença nos EUA, porém a es- 
pécie fúngica não produz pigmentação escura dentro do tecido e, por- 
tanto, não é considerada um fungo dematiáceo. 

Pode-se chegar a um diagnóstico definitivo de micetoma median- 
te a demonstração dos esclerócios (também conhecidos como grãos 
ou grânulos) em um biópsia de tecido, em exsudatos drenados de um 
trajeto fistuloso ou em material aspirado de uma fistula fechada (Fig. 
60.38). À microscopia, esses grãos são compostos por hifas septadas 
largas, com 2 a 5 um de diâmetro (Fig. 60.39). No caso dos fungos 
dematiáceos, esses grãos estão associados a um pigmento escuro e em 
geral são denominados grãos negros, enquanto os esclerócios dos fun- 
gos não dematiáceos consistem em hifas não pigmentadas, denomi- 
nadas grãos brancos. A identificação do agente etiológico requer cul- 
tura em meios-padrão para fungos, como o ágar de Sabouraud com 
glicose, a qual pode levar 4 semanas ou mais para crescer, por causa 
do crescimento lento dessa espécie (Fig. 60.40). Uma vez isolada, essa 
espécie de fungo é identificada, usando-se a morfologia macroscópica 
da colônia e a pigmentação associada à observação de perto das carac- 
terísticas micromorfológicas das estruturas reprodutivas após esporu- 
lação (Fig. 60.41). Nos casos em que não ocorre esporulação, testes 
fisiológicos, como aqueles em que são utilizados carboidrato e nitrato, 
podem ajudar na identificação. Também foram desenvolvidas várias 
técnicas moleculares usando-se uma variedade de alvos para ajudar na 
identificação do agente etiológico (Iwen, 2002). 


Cromoblastomicose 

A cromoblastomicose (cromomicose) é uma infecção crônica da pele 
e de tecidos moles, que se caracteriza pela presença de estruturas fún- 
gicas muriformes denominadas corpúsculos escleróticos dentro dos 
tecidos infectados. A doença é distinguida pela formação de uma pla- 
ca verrucosa ou nódulo indolor no local da inoculação, com áreas de 
cicatrização da lesão evidentes e a formação de materiais de escara. Os 
agentes etiológicos mais comuns são os mofos negros Fonsecaea pedrost, 
Phialophora verrucosa e Cladophialophora carrionii, embora numerosas 
outras espécies também possam estar envolvidas (Baddley, 2003a). O 





Figura 60.40 Destaque de um fungo dematiáceo que cresceu em ágar Sabouraud- 
dextrose. 





Figura 60.41 A imagem mostra fiálides com conídios terminais de Madurella myce- 
tomatis (azul de lactofenol com algodão) (cortesia da Dra. Lucille K. George, CDC 
Public Health Image Library). 


aspecto distintivo é a presença de células arredondadas, não de hifas, 
marrons (corpúsculos escleróticos) nos tecidos. Tais estruturas, que 
se dividem produzindo um plano septal, são diagnósticas da entidade, 
mas não fornecem um indício para a identificação da espécie de mofo. 
Mais uma vez, a cultura e o reconhecimento dos aspectos morfológicos 
do isolado são necessários para identificar-se a espécie infectante. 


Feoifomicose 

Feoifomicose (da palavra grega phaeo, que significa “escuro”) foi o ter- 
mo proposto originalmente por Ajello et al. em 1974, para designar uma 
entidade histopatológica que abrange todas as infecções “causadas por 
fungos que se desenvolvem em tecidos, na forma de elementos miceliais 
septados dematiáceos de parede escura” (Ajello, 1974). Com o passar dos 
anos, a feoifomicose passou a ser reconhecida mais como uma causa de 
doenças subcutâneas e sistêmicas que se caracterizam pela formação de 
hifas septadas e pigmentadas nos tecidos. Embora tanto a cromoblasto- 
micose como o micetoma eumicótico sejam causados por fungos dema- 
tiáceos, distinguem-se da feoifomicose pelo surgimento de corpúsculos 
escleróticos e grânulos micóticos nos tecidos, respectivamente. 

A feoifomicose varia de uma lesão cutânea indolente, provavelmen- 
te resultante da inoculação direta de fungos no local, a uma infecção 
destrutiva devastadora, quase sempre fatal. A forma subcutânea da 
doença caracteriza-se pela formação de um nódulo ou cisto subcuta- 
neo assintomático solitário, geralmente em um indivíduo imunocom- 
petente, mas isso também pode ocorrer em receptores de transplante 
(Clancy, 2000). Os fungos dematiáceos mais comuns associados a essa 
condição são Exophiala jeanselmei, Wangilla dermatitidis e espécies de 
Phialophora (Perfect, 2003). A doença pode tornar-se crônica, com al- 
teração clínica observável por anos. Já a feoifomicose sistêmica emergiu 
como uma infecção mais comum, especialmente em indivíduos com 
neutropenia induzida por quimioterapia. Em uma revisão de 101 casos 
de feoifomicose primária do sistema nervoso central de 1966 a 2002, o 
Cladophialophora bantiana foi responsável por 48% dos casos, sem dú- 
vida a espécie mais comum responsável por doença cerebral (Revankar, 
2004). A espécie mais comum seguinte foi Ramichloridium mackenzei 
(13% dos casos). É interessante o fato de que mais da metade desses ca- 
sos ocorreu em indivíduos sem imunodeficiência conhecida subjacente. 
Em outra revisão de 72 casos de feoifomicose disseminada, foi relata- 
da a leucemia como a condição subjacente mais comum, e o patógeno 
mais comum foi Scedosporium prolificans (42%), seguido por Bipolaris 
spicifera (8,3%) e Wangiella dermatitidis (Exophiala dermatitidis) (7%) 
(Revankar, 2002). Em termos globais, a mortalidade foi de 79%. Na 
maioria dos casos de feoifomicose, o diagnóstico pode ser difícil, pois 
muitos dos agentes etiológicos em geral são considerados contaminan- 
tes quando isolados da cultura. Nos tecidos, a presença de formas de hi- 
fas irregularmente intumescidas e septadas com estruturas semelhantes 
a leveduras que se coram com um corante Masson-Fontana específico 
para melanina é presuntiva do diagnóstico de feoifomicose. 


Zigomicose 


Os zigomicetos são causas importantes de infecção fúngica invasiva 
em hospedeiros imunocomprometidos (Eucker, 2001; Freifeld, 2004; 
Pagano, 2004). As Rhizopus spp. são os organismos mais comuns 
isolados de pacientes com zigomicose. Rhizopus (oryzae) arrhizus e 
Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis são as espécies causadoras 
da maioria dos casos (Ribes, 2000). Outras espécies menos comuns 
incluem Absidia corymbifera, Apophysomyces elegans, Cunninghamella 
bertholletiae e Rhizomucor pusillus (Iwen, 2005). As doenças invasivas 
causadas por esses fungos têm sido chamadas historicamente mucor- 
micose e ficomicose, mas zigomicose é o termo mais frequente, usado 
como o mais adequado para relacionar as doenças com a classificação 
taxonômica (Freifeld, 2004). 


Fatores de risco 


Diabetes, uso de esteroides, neutropenia, prematuridade, transplan- 
te de células-tronco ou de órgão sólido e uso de deferoxamina são fa- 
tores de risco bem descritos para o desenvolvimento de zigomicose 
(Freifeld, 2004). Em geral, a maioria dessas condições está associada 
ao comprometimento da função imune normal dos leucócitos. Há 
muito tempo, a cetoacidose diabética foi reconhecida como principal 
fator de risco para o desenvolvimento de zigomicose em humanos. 
Mostrou-se que o soro cetoacidótico estimula o crescimento de Rhi- 
zopus (Artis, 1982). 


Doenças clínicas 

Uma das duas apresentações clínicas mais comuns da zigomicose 
é a doença rinocerebral (também chamada zigomicose sino-orbitária 
ou craniofacial). A infecção começa como uma sinusite indiferencia- 
da, mas as hifas rompem-se rapidamente através das paredes finas dos 
seios nasais e estendem-se até a órbita, adiante até a pele da face e de 
volta para a cavidade craniana. O fator de risco típico para esse tipo de 
infecção é o diabetes melito, estando a maioria dos pacientes em ceto- 
acidose quando a infecção se desenvolve. A doença rinocerebral pode 
progredir rapidamente, em geral resultando na morte. Pode ocorrer 
trombose da artéria carótida. 

A segunda apresentação mais comum da zigomicose é a doença 
pulmonar, que pode ser seguida por disseminação hematogênica. 
A infecção começa como uma pneumonia indiferenciada, que pode 
ser complicada por hemoptise e cavitação. A infecção disseminada é 
comum, com desfecho quase sempre fatal. Os fatores de risco para a 
infecção pulmonar são neutropenia e imunossupressão, em particular 
por malignidade hematológica (Pagano, 2004). 

Uma apresentação menos comum da zigomicose é a infecção da pe- 
le e de tecidos moles (Alsuwaida, 2002; Oh, 2002). As hifas podem 
alcançar a pele por via hematogênica, por extensão direta de um foco 
profundo ou pela introdução a partir de fora. A fita adesiva conta- 
minada foi relatada como uma fonte de doença cutânea primária no 
paciente comprometido (Alsuwaida, 2002). Outros casos raros de zi- 
gomicose incluem o acometimento primário do trato gastrintestinal, 
do coração ou dos rins (Freifeld, 2004). 


Patologia da zigomicose 

A histopatologia é dominada por necrose do tecido, qualquer que 
seja o local da infecção. A propensão desses mofos para invadiras pa- 
redes de artérias e veias, acarretando trombose, resulta em necrose 
coagulativa extensa (Chandler, 1987b). As hifas surgem como tiras de 
hifas largas em geral torcidas e colapsadas, com uma largura variável 
de 5 a 20 um (Fig. 60.3). Os septos são esparsos e em geral não obser- 
vados no tecido, mas uma cobertura das paredes exteriores das hifas 
colapsadas pode ser confundida com septos. Segmentos intumes- 
cidos de hifas e hifas cortadas em sentido transversal podem ser in- 
terpretados indevidamente como células de levedura. Há tendência a 
ocorrerem ramificações em ângulos retos em um padrão casual. Essas 
características das hifas, aliadas às propriedades angioinvasivas desses 
fungos, são altamente sugestivas de uma zigomicose. Uma compara- 
ção dos aspectos histológicos dos zigomicetos com outras hifas não 
pigmentadas no tecido é fornecida na Tabela 60.12. As hifas desses 
mofos em geral coram-se melhor com H&E do que com o método da 
metenamina de prata. 
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Tabela 60.12 Aspectos histopatológicos dos zigomicetos em comparação 
com outros fungos que ocorrem como hifas não pigmentadas em tecido 


Característica Zigomicetos* Aspergillus Fusarium 


Caracteristicas das hifas 


Largura (um) Variável (5 a 10) Consistente (3 a6) Consistente (3 a 8) 
Padrão de Casual Dicotômico Ângulo reto 
ramificação 
Frequência da Rara Alta Alta 
septação 
Estruturas Ausentes Podem estar Clamidoconídios 
reprodutivas no presentes em às vezes presentes 
tecido áreas infectadas 

que se comunicam 

com o ar 

Angioinvasiva Sim Sim Sim 


Em todos os casos, um diagnóstico definitivo da espécie requer isolamento e identificação 
do fungo em meios sintéticos. 


* Os Entomophthorales estão incluídos nesse grupo com fragmentos de hifas no tecido, 
geralmente cobertos por material cosinofílico amorfo de Splendore-Hoeppli e ausência de 
angioinvasividade notada. 

' Devido à degeneração de hifas ou à resposta imune do hospedeiro ou a ambas, as hifas 
das espécies de Aspergillus podem exibir formas morfológicas atípicas que podem causar 
problemas no diagnóstico diferencial. 


Fonte: modificado com permissão de Freifeld AG, Iwen PC: Zygomycosis. Semin Respir 
Crit Care Med 2004; 25: 221-231. 


Diagnostico laboratorial 

Os zigomicetos costumam ser considerados contaminantes comuns 
dentro do laboratório de micologia, mas as implicações clínicas po- 
tenciais dos isolados devem ser cuidadosamente investigadas, antes 
que eles sejam considerados saprófitas. A colaboração entre o patolo- 
gista e o pessoal do laboratório é importante, porque a demonstração 
de hifas no tecido revela que um mofo isolado estava presente in vivo e 
não é um contaminante ambiental. As hifas largas, esparsamente sep- 
tadas, podem ser demonstradas em cortes de tecido ou esfregaços por 
impressão de tecido, usando-se o corante calcoflúor branco. O tecido 
deve ser picado ou macerado, em vez de homogeneizado, após o que é 
inoculado na superfície de um ágar de isolamento primário. Os zigo- 
micetos são inibidos pela ciclo-heximida, de modo que um meio fún- 
gico não seletivo deve ser incluído ao serem feitas culturas fúngicas. 

Os zigomicetos crescem rapidamente (em 48 a 72 horas) e produzem 
hifas aéreas em abundância, que alcançam também rapidamente a tam- 
pa da placa de Petri, sendo conhecidas coloquialmente como “levanta- 
doras de tampa”. As colônias caracterizam-se como lanosas, inicialmen- 
te brancas, tornando-se cinzentas a negras à medida que os esporos se 
desenvolvem (Fig. 60.42). As Rhizopus spp. produzem esporangiosporos 
não ramificados que sustentam os esporângios (60 a 350 um), com uma 
columela elipsoide e contendo esporangiosporos. Os esporangiosporos 
são ovais e frequentemente possuem um pigmento marrom (Fig. 60.6). 
Um aspecto diagnóstico importante no Rhizopus é a presença de estrutu- 
ras hialinas a acastanhadas semelhantes a raízes, denominadas rizoides, 
que se desenvolvem no ponto onde os esporangióforos surgem. Em con- 
traste com as Rhizopus, os rizoides das espécies de Absidia surgem dos 
estolhons entre conidióforos. Os esporangióforos têm formato de pera, 
em vez de serem redondos, e um colarete é visível em torno da columela 
quando o esporângio se desintegra. As espécies de Mucor não produzem 
rizoides, os conidióforos em geral são mais ramificados do que os de ou- 
tros zigomicetos, e não ocorre crescimento acima de 37°C. O Rhizomu- 
cor, um intermediário morfológico entre Rhizopus e Mucor, tem rizoides 
rudimentares e conidióforos ramificados, crescendo a temperaturas tão 
altas como 58°C. As Mucor spp. já foram consideradas a segunda cau- 
sa mais reconhecida de zigomicose, mas esse não é mais o caso, pois o 
Mucor corymbifera foi colocado no gênero Absidia como A. corymbife- 
ra, e o Mucor pusillus foi reclassificado no gênero Rhizomucor, como Rh. 
pusillus. As Mucor spp. estão agora em um distante terceiro lugar como 
causas de zigomicose, bem atrás das espécies de Rhizopus e A. corymbi- 
fera em ocorrência (Ribes, 2000). Embora os gêneros dos zigomicetos 
possam ser prontamente reconhecidos, alguns laboratórios de micologia 





Figura 60.42 Uma colônia cinza felpuda de Rhizopus spp. preenche o espaço den- 
tro da placa de Petri (levantadora de tampa) (ágar de Sabouraud com glicose). 


têm a capacidade de identificar espécies, o que requer estudos de cruza- 
mento (para a produção de zigosporos) ou análise molecular com uso de 
mecanismos de comparação de sequência (Weitzman, 1995; Yeo, 2002). 


Aspergilose, hasarions e outras micoses 
causadas por fungos hialinos 


Esse grande grupo de fungos saprófitas, frequentemente encontrados 
no laboratório clínico, contém alguns dos mofos patogênicos mais im- 
portantes, classificados coletivamente como hialinos, porque produ- 
zem hifas não pigmentadas, e a doença denomina-se hialoifomicose. 
O número de espécies dentro desse grupo capazes de causar doenças 
humanas é grande e continua a expandir-se, à medida que as terapias 
imunossupressoras tornam-se mais comuns. Como está além do âmbi- 
to deste capítulo discutir a gama completa de organismos envolvidos, 
o leitor deve consultar um atlas sobre fungos de interesse clínico para 
obter mais detalhes sobre a variedade de espécies que causam hialoi- 
fomicose (De Hoog, 2000). Sem dúvida, os mofos hialinos mais reco- 
nhecidos como causadores de doença humana são classificados como 
Eurotiales (Aspergillus, Paecilomyces e Penicillium), Microascales (Sce- 
dosporium e Scopulariopsis) e Hypocreales (Cylindrocarpon, Fusarium 
e Trichoderma). Nesta seção, vamos considerar em detalhes os mofos 
hialinos Aspergillus spp. e Fusarium spp., mais comumente associados 
a doenças humanas invasivas. 


O gênero Aspergillus 


Aspergilose é o termo usado para descrever a infecção causada por 
espécies do gênero Aspergillus. Esse grupo de organismos tem a capa- 
cidade de produzir um amplo espectro de infecções, inclusive micoto- 
xicoses, manifestações alérgicas e infecção superficial no hospedeiro 
normal, infecção localizada não invasiva em hospedeiros com dano 
tecidual ou obstrução por corpo estranho e infecção invasiva no hos- 
pedeiro comprometido (Bodey, 1989). As revisões de Etzel (2002) e 
Judson (2004) são recomendadas para mais informação sobre a into- 
xicação pela ingestão da toxina de Aspergillus e as manifestações alér- 
gicas associadas à exposição a esporos de Aspergillus, respectivamente. 

O Aspergillus fumigatus é considerado a espécie mais comum asso- 
ciada a doenças humanas, seguida pelo Aspergillus flavus, embora em 
algumas instituições o A. flavus tenha emergido como a espécie detec- 
tada mais comumente (Bodey, 1989; Iwen, 1993). A terceira espécie 
mais comum é o Aspergillus niger ou Aspergillus terreus (Iwen, 1998a, 
Perfect, 2001; Marr, 2002a). A resistência do A. terreus à anfotericina 
B torna o tratamento da doença invasiva causada por essa espécie par- 
ticularmente desafiador (Iwen, 1998a; Sutton, 1999; Baddley, 2003b; 
Steinbach, 2004). Outras espécies raras de Aspergillus também foram 
associadas a doenças invasivas (Iwen, 1998b; Marr, 2002a). 


Fatores de risco 
Os hifomicetos (Hyphomycetes) são fungos onipresentes aos quais 
todos nós estamos expostos regularmente. São residentes na vegeta- 


ção de todos os tipos e onipresentes no ambiente. Infecções nosoco- 
miais não são raras, e os hospitais foram ligados a inúmeros casos na 
literatura (Iwen, 1994; Warnock, 2001). A engenharia do controle de 
infecção, por meio do projeto das instalações para proteger pacientes 
de alto risco contra a exposição a esporos, foi criada para proporcio- 
nar um ambiente mais seguro para os pacientes (Noskin, 2001). 

Os fatores de risco mais importantes para a aspergilose invasiva são: 
doença imunossupressora, quimioterapia em alta dose com ou sem 
transplante e transplante de órgão sólido (Denning, 1998a, 1998b; 
Fishman, 2002; Marr, 2002b; Ergin, 2003). A neutropenia é um fa- 
tor de risco proeminente e predisponente para a doença, mas também 
pode ocorrer doença invasiva séria em indivíduos que não estão imu- 
nossuprimidos por quimioterapia ou malignidade (Denning, 2004), 
embora a doença invasiva em indivíduos completamente normais seja 
rara. À infecção de ferida é um problema em pacientes com queima- 
duras extensas e indivíduos expostos a materiais contaminados com 
conídios, situação que lembra os zigomicetos (Holzheimer, 2002). 
Podem ocorrer bolas de fungo no pulmão de pacientes com doença 
pulmonar obstrutiva crônica, bronquiectasia ou cavidades antigas 
causadas por tuberculose (Judson, 2004). 


Doenças clínicas 

O espectro de doenças invasivas causadas por espécies de Aspergillus 
é amplo. Esses fungos têm baixa patogenicidade em humanos e rara- 
mente causam doença no indivíduo imunologicamente competente. 
No entanto, pacientes imunocomprometidos correm risco de ter do- 
ença invasiva, especialmente aqueles com granulocitopenia ou doença 
do enxerto versus hospedeiro e os submetidos a terapia imunossu- 
pressora ou que estejam recebendo tratamento com corticosteroides 
(Kontoyiannis, 2002). Como os esporos de Aspergillus são normais no 
ambiente, o local primário mais comum de infecção é o trato respira- 
tório inferior e, em menor extensão, os seios paranasais. 


Infecções oculares 

A ceratomicose em geral segue-se a um traumatismo ocular, especial- 
mente em pacientes que foram tratados com esteroides tópicos. Dor e 
embaçamento visual seguem-se ao episódio traumático e, se ele não for 
tratado, a infecção pode estender-se para a câmara anterior. Pode ser 
necessária a enucleação do olho se o processo não for interrompido. 
Uma revisão de Thomas sobre as perspectivas atuais quanto às micoses 
oftálmicas descreve em mais detalhes os aspectos clínicos associados às 
doenças que acometem a órbita e o olho (Thomas, 2003). 


Infecções óticas 

A otomicose é uma infecção da orelha externa, em geral causada 
por A. niger ou A. fumigatus. Dor, queda da audição e secreção são 
acompanhadas por uma excrescência felpuda verde ou negra no canal 
auditivo. À extensão além da orelha externa é rara, mas pode ocorrer 
em pacientes imunossuprimidos (Vennewald, 2003). 


Infecção sinusal 

A sinusite fúngica pode ser classificada em quatro categorias primá- 
rias: doença invasiva fulminante aguda, doença invasiva indolente crô- 
nica, bola de fungo e doença alérgica (Morpeth, 1996). A disseminação 
do fungo a partir do seio para tecidos adjacentes (doença invasiva agu- 
da ou crônica) em geral depende das respostas imunológicas do hos- 
pedeiro e da presença de cetoacidose metabólica, embora a infecção 
invasiva também tenha sido relatada em indivíduos aparentemente sa- 
dios (Parikh, 2004; Sivak-Callcott, 2004). Muitas espécies diferentes de 
Aspergillus têm estado envolvidas em doença invasiva, com o A. flavus 
sendo a espécie mais comum em alguns relatos (Iwen, 1997). 


Infecção cutânea 

As espécies de Aspergillus podem infectar a pele após disseminação 
a partir de outro local, geralmente pulmonar, em pacientes infectados 
pelo HIV ou imunocomprometidos, ou a infecção pode ser um caso 
primário após exposição direta a uma fonte cutânea (Arikan, 1998; 
van Burik, 1998). Os fatores de risco reconhecidos incluem imunos- 
supressão, mas fatores locais que anulam os mecanismos de defesa 
da pele também são importantes, como pode ocorrer com feridas de 
queimaduras e cirúrgicas, especialmente se houver curativos oclusi- 
vos. É difícil tratar a disseminação para a pele a partir de outra fonte 
primária, e ela frequentemente resulta em morte. 


Infecção pulmonar primária 

A aspergilose pulmonar primária é a infecção por mofo mais comum 
em pacientes imunocomprometidos, especialmente naqueles com 
malignidades hematológicas tratados com quimioterapia intensiva 
(Herbrecht, 2004). Em geral, a doença pulmonar invasiva aguda está 
associada a pessoas gravemente imunocomprometidas, mas também 
foram descritas doenças menos invasivas e não invasivas que afetam os 
pulmões, como aspergilomas (bolas de fungo), aspergilose pulmonar 
necrotizante crônica, aspergilose semi-invasiva, aspergilose pulmonar 
invasiva crônica, aspergilose pulmonar sintomática e pseudotubercu- 
lose por Aspergillus. A predileção do Aspergillus por invadir vasos san- 
guíneos acarreta infarto e hemorragia nos pulmões e pode causar dis- 
seminação hematogênica para outros órgãos (Saubani, 2002). 


Disseminação da infecção 

A disseminação a partir do pulmão ou de outros locais pode en- 
volver qualquer sistema orgânico. A propensão de hifas para invadir 
estruturas vasculares e causar trombose leva a infartos e abscessos em 
múltiplos órgãos. Órgãos únicos ou múltiplos, inclusive o cérebro, a 
pele, os rins, a pleura, o coração, o esôfago, o fígado ou qualquer ou- 
tro local, podem ser envolvidos (Denning, 1998a). 


Patologia da aspergilose 

O aspecto histológico da infecção por Aspergillus é similar ao obser- 
vado em outras infecções por mofos hialinos, e a diferenciação entre 
gêneros e espécies em geral não é possível, exceto em casos incomuns, 
nos quais ocorreu esporulação dentro da cavidade tecidual. A reação 
tecidual pode ser granulomatosa, porém mais comumente é domina- 
da por neutrófilos polimorfonucleares, a menos que o paciente esteja 
gravemente neutropênico. Invasão vascular, trombose e infarto em 
geral são aspectos proeminentes. As hifas são delgadas (2 a 5 um), sep- 
tadas, ramificam-se em ângulos agudos (dicotômicas) (Fig. 60.4) e em 
geral coram-se bem com H&E, mas a morfologia pode ser mais bem 
demonstrada com as técnicas com ácido periódico de Schiff ou mete- 
namina de prata. O aspecto histológico dos aspergilos e zigomicetos 
pode ser diferenciado com base no tamanho, nas características das 
hifas e na presença de septações (Tab. 60.12). 

Quando o processo patológico é uma bola de fungo, as hifas podem 
corar-se mal com corantes histopatológicos. Hifas em uma cavidade 
que esteja em contato com o ar, como os pulmões ou seios da face, po- 
dem desenvolver cabeças frutificantes, evento que permite a identifi- 
cação como Aspergillus (Fig. 60.43). Os conidióforos, que não são sep- 
tados e podem ser mais largos do que as hifas vegetativas, não devem 
ser confundidos com zigomicetos. Células de Hulle de parede espessa e 
cleistotécios foram descritos in vivo. Quando o paciente é imunocom- 
petente, e a resposta histológica é granulomatosa, as hifas podem es- 
tar fragmentadas e confinadas ao citoplasma de macrófagos e células 
gigantes multinucleadas. A resposta granulomatosa ao Aspergillus no 





Figura 60.43 Uma cabeça frutificante de Aspergillus é demonstrada dentro de um 
micetoma pulmonar (bola de fungo). As fiálides e os conídios estão bem demons- 
trados. Embora as hifas de Aspergillus não sejam etiologicamente diagnósticas, a 
demonstração da cabeça frutificante documenta a presença desse gênero (hematoxi- 
lina e eosina; x 400). 
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mente em pacientes que têm doença alérgica (Nagata, 1990). 


Diagnóstico laboratorial 


Os aspergilos são fungos saprófitas, mas nunca devem ser excluídos 
como contaminantes sem consulta ao médico que cuida do paciente. 
O isolamento de um local estéril ou o isolamento repetido de amostras 
respiratórias sugere significado clínico. As hifas podem ser demons- 
tradas diretamente em amostras clínicas submetidas a preparações de 
impressão ou úmidas. O calcoflúor branco é útil para demonstrar o 
mofo em amostras. É importante obter tecido, líquido, raspados ou 
material de curetagem para exame. O tecido deve ser picado ou ma- 
cerado e inoculado diretamente na superfície do meio de isolamento. 
Esses mofos crescem rapidamente, porém a maioria é inibida parcial 
ou completamente pela ciclo-heximida. As colônias de muitos desses 
mofos têm conídios abundantes. Para se evitar que a contaminação do 
funcionário e de outras culturas, as colônias devem ser manipuladas 
com cuidado em uma cabine de segurança biológica cujas superfícies 
devem ser desinfetadas com uma solução fungicida imediatamente 
depois de terem sido usadas. A manutenção dos mofos isolados em 
sacos plásticos enquanto a incubação prossegue também reduz a pro- 
babilidade de contaminação de outras culturas. 

A identificação de espécies de Aspergillus é feita pelo estudo das es- 
truturas reprodutivas e do aspecto macroscópico da cultura. É preciso 
dar muita atenção aos detalhes da cabeça dos conídios para a iden- 
tificação da sobreposição (Klich, 2002). O A. fumigatus é um mofo 
comum isolado em laboratórios de micologia. O fungo cresce rapida- 
mente, produzindo colônias com aspecto felpudo. O desenvolvimen- 
to de cabeças frutificantes confere uma aparência azul-esverdeada 
à colônia (Fig. 60.2). O exame da colônia com um microscópio de 
dissecção revela os conidióforos com suas vesículas expandidas como 
pequenos globos que se projetam acima do micélio vegetativo. O co- 
nidióforo é liso, relativamente curto (300-500 um) e expandido em 
uma vesícula com formato de frasco. As fiálides desenvolvem-se em uma 
única fileira (unisseriadas) e, mais comumente, o fazem apenas nos 
terços superiores da vesícula, paralelas ao eixo do conidióforo (Fig. 
60.8). Os conídios são enrugados (equinulados) e com formato re- 
dondo a ovalado. 

O segundo patógeno mais importante do gênero Aspergillus é o A. 
flavus, cujas colônias crescem rapidamente e têm um aspecto aveluda- 
do amarelo a verde assim que as cabeças frutificantes se desenvolvem 
(Fig. 60.44). O conidióforo é longo (400 a 700 um), terminando em 
uma vesícula que pode ser elíptica ou arredondada. Ocorre uma fi- 
leira única ou dupla (bisseriada) de fiálides sobre a vesícula inteira ou 
nos três quartos superiores (Fig. 60.45). Os conídios redondos a ovais 
surgem amarelo-esverdeados em massa e medem 3 a 4,5 um. 

Pode-se diferenciar o A. terreus de outras espécies pela produção de 
uma colônia cor de canela com características microscópicas que in- 
cluem conidióforos curtos (< 250 um) e fiálides bisseriadas. 

Embora o padrão ideal para o diagnóstico de aspergilose invasi- 
va seja uma cultura positiva a partir de tecido estéril, com evidência 
histológica de invasão micelial, a necessidade de técnicas invasivas 
para obter-se a amostra, o tempo prolongado necessário para a cul- 
tura e a rapidez com que os aspergilos podem disseminar-se tornam 
o diagnóstico problemático. Foram desenvolvidos métodos não ba- 
seados em cultura para o diagnóstico de aspergilose (Wheat, 2003c). 
Recentemente, foi liberado pela FDA um ensaio sorológico (Platelia 
Aspergillus ELISA; Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, França com o uso 
de ELISA duplo-sanduíche para detecção de antigenemia ao galacto- 
manano, visando-se ao diagnóstico rapido de aspergilose invasiva. A 
sensibilidade do teste variou de menos de 50 a 95%, e a especificidade 
de menos de 70 a 100%, sugerindo que não irá substituir a avaliação 
microbiológica e clínica cuidadosa (Herbrecht, 2002). As variáveis que 
afetam o desempenho desse ensaio incluem a terapia antimicrobiana 
(piperacilina-tazobactam e amoxicilina-clavulanato podem causar 
um resultado positivo falso) e a idade (resultados positivos falsos são 
mais comuns em crianças que em adultos) (Walsh, 2004a). 

Também foram desenvolvidos métodos moleculares, não apenas 
para confirmação da cultura de espécies de Aspergillus (Henry, 2000; 
de Aguirre, 2004), mas também para a detecção direta do DNA fúngi- 
co em material clínico (Iwen, 2002). Os resultados mostraram-se pro- 





Figura 60.44 Colônias com áreas granulares produzidas por cabeças frutificantes 
de Aspergillus flavus. O desenvolvimento de coloração amarela ou verde dentro de 
colônias brancas é característico (ágar de Sabouraud com glicose). 





Figura 60.45 A cabeça frutificante de Aspergillus flavus é unisseriada e bisseriada. 
As fiálides estendem-se em torno da maior parte da vesícula, com um aspecto 
rugoso (espinhoso) do conidióforo presente (azul de lactofenol com algodão; x 400). 


missores, mas é preciso ainda muito trabalho antes que esses ensaios 
estejam disponíveis no comércio. 


O gênero Fusarium 


As espécies de Fusarium foram implicadas em inúmeras doenças i in- 
fecciosas, inclusive ceratomicose (Thomas, 2003), feridas de queima- 
duras (Latenser, 2003) e doenca invasiva em pacientes imunocompro- 
metidos (Sampathkumar, 2001; Jensen, 2004; Lionakis, 2004; Nucci, 
2004), sendo agora consideradas os segundos mofos patogénicos mais 
comuns causadores de doenças invasivas (Dignani, 2004). O quadro 
histopatológico é praticamente idêntico ao observado na aspergilose 
invasiva (angioinvasiva e aguda, com hifas segmentadas e ramifica- 
das). No entanto, a fungemia com hemoculturas positivas é comum 
na fusariose disseminada, embora ocorra raramente na aspergilose 
(Lionakis, 2004). 

As colônias de Fusarium desenvolvem-se rapidamente, produzindo 
um micélio aéreo felpudo, em geral cor-de-rosa, lavanda ou salmão. 
Podem ser vistos pigmentos difusíveis em ágar circundante. Fiálides 
simples ou ramificadas desenvolvem-se diretamente a partir das hifas, 
sem um conidióforo separado. Podem ser produzidos microconídios 
ovais curtos, mas a estrutura distintiva é um macroconídio em forma 
de canoa ou crescente, que pode ter um ou mais septos (Fig. 60.46). 
As espécies frequentemente implicadas em infecção humana incluem 
Fusarium solani, Fusarium oxysporum e Fusarium moniliforme, porém 
o reconhecimento das espécies, embora importante com finalidades 
epidemiológicas, não tem impacto sobre as decisões terapêuticas. É 
difícil identificar espécies no laboratório de microbiologia, em geral 





Figura 60.46 Conídios em forma de canoa de espécies de Fusarium. Os conídios 
são septados (azul de lactofenol com algodão; x 400). 


sendo necessário um laboratório de referência com experiência no 
reconhecimento dos detalhes sutis das estruturas reprodutivas. Além 
disso, a tecnologia molecular que usa áreas de sequência dentro do 
DNA ribossômico do complexo gênico mostrou-se promissora para a 
identificação rápida e acurada das espécies de Fusartum (Hennequin, 
1999; Iwen, 2002). 


O gênero Scedosporium 


Os dois membros do gênero associados a infecções sistêmicas são: S. 
apiospermum (a teleomorfa Pseudallescheria boydii, conhecida previa- 
mente como Allescheria boydii e Petrielhdium boydii) e Scedosporium 
(inflatum) prolificans (Steinbach, 2003b). Esses fungos são mofos sa- 
prófitas onipresentes encontrados no solo e na vegetação caída. O S. 
prolificans é uma causa incomum de infecção disseminada (Grosbell, 
1999); enquanto o S. apiospermum, embora associado mais frequen- 
temente a infecções subcutâneas (micetomas), é uma causa mais co- 
mum de doença invasiva no paciente imunocomprometido (Nesky, 
2000; Castiglioni, 2002; Nonaka, 2002; Nucci, 2003). O P. boydii é 
a fase sexuada desse patógeno, enquanto o S. apiospermum é a fase 
assexuada, imperfeita. O mofo cresce rapidamente no meio de iso- 
lamento, produzindo uma colônia felpuda que desenvolve uma cor 
castanho-acinzentada a cinza-escura (“cor de camundongo”) após in- 
cubação por vários dias. A cultura escurece ainda mais se a incubação 
continuar (Fig. 60.47). Esse mofo pode crescer em meios que conte- 
nham até 8 mg/mL de ciclo-heximida. A fase assexuada caracteriza- 
se por aglomerados isolados ou pequenos de aneloconídios em um 
conidióforo reto ou ramificado que pode desenvolver-se na parte ter- 
minal ou lateral das hifas vegetativas. Os conídios são castanho-claros 
e ovais, com morfologia semelhante à de esperma (Fig. 60.48). Na fase 
sexuada, cleistotécios marrons (asco) contêm ascósporos (Fig. 60.13). 
Os cleistotécios, encontrados mais facilmente nas margens da colônia, 
desenvolvem-se melhor nos meios com deficiência nutricional, como 
ágar com maisena, ágar com suco V-8 ou ágar com batata (flocos de 
batata) e glicose. Em termos estritos, o isolado deve ser considerado 
P. boydii, se forem demonstrados cleistotécios, e S. apiospermum, se as 
únicas estruturas diagnósticas observadas forem conídios assexuados. 


Outros fungos hialinos septados 


Há uma longa lista de fungos hialinos que são saprófitas ambientais de 
baixa virulência e em geral não estão associados a doença clínica quan- 
do isolados no laboratório de micologia (Walsh, 2004b). Conforme dito 
antes, qualquer mofo pode ser patogênico nas condições favoráveis a is- 
so. Na maioria dos casos, as defesas do hospedeiro estão comprometidas 
de alguma forma ou o fungo é introduzido no corpo por traumatismo 
ou manipulações médicas. O aumento do número de relatos de casos 
confirma que fungos saprófitas causam infecções de tecidos profundos 
e órgãos sistêmicos (Hilmarsdottir, 2000; Rodriguez-Villalobos, 2003; 
Schinabeck, 2003; Hall, 2004). A demonstração de hifas em tecidos é 
extremamente importante para documentar a patogenicidade desses 


Figura 60.47 Uma colônia em desenvolvimento de Scedosporium apiospermum, 
com a coloração acinzentada característica (ágar de Sabouraud com glicose). 





Figura 60.48 Os microconídios em forma de girino ou de espermatozoides de 
Scedosporium apiospermum justificam o nome desse organismo (azul de lactofenol 
com algodão; x 400). 


saprófitas isolados, sendo necessária a cultura para o reconhecimento 
das espécies. Os métodos moleculares estão se tornando mais úteis para 
a identificação desses patógenos incomuns (Iwen, 2000). 


Pneumonia por Pneumocystis 


A posição taxonômica do P. (carinit) jiroveci sofreu alterações com o 
passar dos anos. Originalmente, ele foi descrito como um protozoário 
com as formas morfológicas identificadas como trofozoítos, cistos e 
esporozoitos. Tal hipótese continuou predominante até que Edman et 
al., mediante análise do DNA, relataram a semelhança desse organismo 
com os fungos (Edman, 1988). Mais recentemente, mostrou-se que 
ele tem sequências de DNA muito diferentes quando identificado a 
partir de hospedeiros mamíferos diferentes. Para resolver isso, em 
1994, o Pneumocystis Working Group propôs o nome de P. carinii f. 
sp. hominis como uma forma especial do organismo causador de pneu- 
monia (PCP) em humanos (Pneumocystis Working Group, 1994). Sub- 
sequentemente, em 2001, o International Workshop on Opportunistic 
Protists começou o processo para renomear a espécie como P. jiroveci 
(pronuncia-se “iee rou vét zee”) (Frenkel, 1999; Stringer, 2002). Embo- 
ra controvertido (Hughes, 2003), o nome passou a ter ampla aceitação 
como o do “micróbio que causa PCP em humanos”. O acrônimo PCP 
agora refere-se à pneumonia por Pneumocystis. 


Fatores de risco 

O Pneumocystis jirovect (Pneumocystis humano) é um patógeno ca- 
paz de causar um amplo espectro de apresentações clínicas. Foi reco- 
nhecido pela primeira vez em surtos de doença pulmonar (denomi- 
nada “pneumonia intersticial de células plasmáticas”) entre lactentes 
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(Cushion, 2003). Mais recentemente, tornou-se uma causa impor- 
tante de pneumonia potencialmente fatal em 60 a 80% dos adultos 
infectados pelo HIV na América e na Europa ocidental e, subsequen- 
temente, uma das doenças que definem a AIDS (Centers for Disease 
Control and Prevention, 1999b). Embora considerado um problema 
sério nessa população de pacientes, a incidência da doença em pessoas 
com AIDS caiu para menos de 10% dos pacientes, graças à disponibi- 
lidade da terapia antirretroviral altamente ativa, ao maior uso da pro- 
filaxia anti-PCP e a uma conscientização maior a respeito da infecção 
(Wolff, 2003). A doença também deve ser considerada em qualquer 
paciente imunossuprimido que apresente febre, sintomas respirató- 
rios ou infiltrado à radiografia de tórax (Dei-Cas, 2000). Inicialmente, 
acreditava-se que a doença clínica devia-se à reativação de infecção 
infantil latente em casos de imunossupressão, mas estudos mostraram 
agora que o organismo pode ser transmitido entre humanos por via 
aerógena (Nevez, 2003; Totet, 2003). Em indivíduos com compro- 
metimento do sistema imune (p. ex., infecção pelo HIV, esquemas 
quimioterápicos, transplante de órgão), pode ocorrer uma pneumo- 
nia potencialmente grave e fatal. A doença disseminada também pode 
ocorrer via espalhamento linfático ou hematogênico, porém isso é in- 
comum. Embora rara, a infecção foi documentada em pacientes sem 
uma doença predisponente (Al Soub, 2004). 


Doenças clínicas 

A pneumonia é a manifestação mais comum de infecção pelo P. ji- 
roveci (Wilkin, 1999). O início pode ser agudo ou insidioso. Adultos 
sintomáticos costumam apresentar-se com dispneia, tosse improdu- 
tiva, impossibilidade de respirar profundamente e sudorese noturna. 
O aspecto radiológico clássico da PCP é um sombreado fino, bilateral, 
intersticial e peri-hilar, mas pode haver outros quadros radiográficos 
(Barry, 2001). Em geral, os infiltrados radiográficos são muito mais 
extensos do que sugeridos pela intensidade dos sintomas. A infecção 
concomitante com outros agentes, em particular citomegalovírus ou 
C. neoformans, é comum. A infecção costuma ser fatal se não for trata- 
da. Os locais extrapulmonares mais comuns de infecção são a tireoide, 
o fígado, a medula óssea, linfonodos e o baço (Wazir, 2004). 


Patologia da pneumonia por Pneumocystis 

O diagnóstico definitivo de PCP requer a demonstração de cistos 
ou trofozoítos em amostras clínicas (Fig. 60.49). Em termos histó- 
ricos, isso exigia uma biópsia pulmonar com tórax aberto, por causa 
do baixo número de organismos presentes em outras amostras respi- 
ratórias e da falta de testes diagnósticos sensíveis. Embora a biópsia 
pulmonar aberta ainda seja considerada um dos exames mais sensi- 
veis para detectar essa doença, outras amostras, como escarro indu- 
zido e lavado broncoalveolar, provaram ser confiáveis para o diag- 
nóstico (Rodriguez, 2004). As descobertas histopatológicas clássicas 
de PCP em cortes de pulmão corados com H&E são o alargamento 
dos septos alveolares, com infiltrado de células mononucleares, e um 
exsudato espumoso dentro dos espaços alveolares (às vezes referido 
como exsudato em favo de mel) (Woods, 2003). Tal exsudato con- 
siste em cistos e trofozoitos agregados. A forma encistada de P. jiro- 
veci pode ser ilustrada no tecido usando-se o corante metenamima 
de prata. Os cistos, que medem 5 a 6 um de diâmetro, coram-se de 
marrom a preto e têm uma morfologia com formato característico 
de taça ou crescente. Os cistos de Pneumocystis não formam brotos, 
aspecto que pode ser usado para distingui-lo de outros fungos en- 
contrados em tecidos. 


Diagnóstico laboratorial 


O P. jiroveci tem sido cultivado em culturas de células, mas não se 
conseguiu a manutenção de subculturas seriadas. O padrão para o 
diagnóstico é a coloração do líquido do lavado broncoalveolar com 
um anticorpo monoclonal imunofluorescente direcionado contra 
os epitopos de superfície para cistos e trofozoitos de Pneumocystis 
(Cushion, 2003). O ciclo biológico do P. jirovect envolve o desenvol- 
vimento de esporozoitos dentro de um cisto, após o que os esporozo- 
itos são liberados. Em pacientes com infecção pelo HIV, são produ- 
zidos números suficientes de organismos, de modo que a análise do 
escarro induzido com solução fisiológica e obtido por um terapeuta 


respiratório experiente pode levar ao diagnóstico. Entretanto, a expe- 
riência com escarro variou em diferentes centros, sendo a produção 
muito baixa em pacientes com outras doenças subjacentes que não 
pelo HIV. O advento dos anticorpos monoclonais conjugados com 
fluoresceína para detectar P. jiroveci em amostras clínicas provou ser 
um método específico e sensível de identificação (Fig. 60.50) (Kovacs, 
2001). A técnica de imunofluorescência foi mais sensível em colora- 
ções histoquímicas em alguns relatos, mas sem dúvida a habilidade 
e os cuidados dos observadores desempenham um papel importante 
na sensibilidade comparativa das técnicas (Cushion, 2003). É preciso 
notar que os cistos de P. jiroveci ocasionalmente podem ser encontra- 
dos em preparações coradas pelo Gram, embora essa técnica não seja 
muito sensível para detectá-los. 

Recentemente, foram avaliados ensaios com a PCR mas estes con- 
tinuam sendo predominantemente recursos de pesquisa (Cushion, 
2003), úteis especialmente para testar amostras com baixa carga de 
organismos, como escarro induzido, em particular como alternatiava 
para pacientes em que a broncoscopia seja contraindicada. Uma va- 
riedade de alvos genéticos, como os espaçadores internos transcritos 
do complexo RNAr, o RNAr mitocondrial e os principais genes das 
glicoproteínas de superfície, provaram ser úteis (Iwen, 2002). 


Prototecose 


A prototecose é uma infecção causada por algas aclorófilas do gêne- 
ro Prototheca (Thiele, 2002; Kantrow, 2003; Leimann, 2004). A maio- 





Figura 60.49 Cistos de Pneumocystis jiroveci em um esfregaço de lavado bronco- 
alveolar (metenamina-prata, x 400) (cortesia do Dr. Russell K. Brynes, CDC Public 
Health Image Library). 





Figura 60.50 Microscopia de imunofluorescência mostrando a presença de 
Pneumocystis jiroveci (x 560) (cortesia de Lois Norman, CDC Public Health Image 


Library). 


ria das infecções humanas é causada por Prototheca wickerhamii, mas 
casos raros também foram causados por Prototheca zopfii (Lass-Florl, 
2004). Embora essas espécies sejam classificadas como algas, estão in- 
cluídas neste capítulo devido à semelhança das infecções que acarre- 
tam com as doenças fúngicas. As prototecas são encontradas em água 
doce e do mar, sendo provável que tenham acesso ao corpo através de 
ferimentos superficiais. Alguns pacientes são imunocompetentes, mas 
doenças subjacentes sérias, como o diabetes melito, ou terapias imu- 
nossupressoras em geral predispõem os pacientes à infecção por esses 
patógenos. Outros pacientes receberam injeções de corticosteroides 
no local da infecção ou tiveram infecção musculoesquelética, em par- 
ticular com envolvimento dos tendões. As infecções comumente atin- 
gem a pele e o tecido subcutâneo, com acometimento subsequente 


As algas crescem prontamente em meios para isolamento de fun- 
gos que não contenham ciclo-heximida, e as colônias lembram as de 
espécies de Candida (Fig. 60.51). As células das algas têm um aspec- 
to característico, em que múltiplas células-filhas (esporangiosporos) 
desenvolvem-se dentro da célula-mãe (esporângio), lembrando uma 
esférula (Chandler, 1978). Essas estruturas também podem ser de- 
monstradas em cortes histológicos, nos quais precisam ser diferencia- 
das dos fungos dimórficos (Fig. 60.52). Podem ser vistas em prepara- 
ções com H&E e bem coradas pelos métodos do ácido periódico de 
Schiff ou da metenamina de prata. As espécies do gênero Prototheca 
estão incluídas nos dados de sistemas comerciais de identificação, co- 
mo o API 20C (BioMérieux, Hazelwood, MO) e o Vitek (BioMérieux, 
Hazelwood, MO). 
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dos tendões subjacentes. 





Figura 60.51 As colônias de Prototheca wickerhamii são semelhantes a leveduras 
(ágar de Sabouraud com glicose). 
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Métodos laboratoriais 

Exame de sangue 

Exame de amostras de fezes 

Exame de amostras urogenitais e outras (escarro, 
aspirados, biópsias) 

Técnicas de cultura de parasitas 

Métodos imunodiagnósticos 

Métodos diagnósticos moleculares 

Controle de qualidade, melhoria de qualidade 
e segurança 


Protozoários sanguíneos e tissulares 
Malária 
Babesiose 
Hemoflagelados 
Toxoplasma gondii 
Amebas de vida livre oportunistas 


Protozoarios intestinais e urogenitais 
Amebas e Blastocystis hominis 
Flagelados 
Ciliados 
Coccideos 
Microsporidios 





CO PONTOS-CHAVE 
= e O diagnóstico acurado de infecções parasitárias 


usualmente depende do exame macro e microscópico 
de amostras coletadas e preservadas de modo adequado. Esfrega- 
ços de sangue espessos e delgados são úteis é ii a detecção e a 
caracterização de microrganismos encontrados no sangue. Amostras 
de fezes podem ser frescas ou colocadas em fixadores como a for- 
malina e o álcool polivinílico (PVA, polyvinyl alcohol). 
e Métodos imunodiagnósticos para a parasitologia incluem a 
detecção de anticorpos e antígenos. Os imunoensaios enzimáticos 
estabelecidos incluem testes d antígenos para Plasmodium spp. no 
sangue e no soro; Giardia lamblia, Cryptosporidium spp. e Entamoe- 
ba histolytica nas fezes; Trichomonas vaginalis em swabs vaginais. 
Ensaios de fluorescência direta também são úteis para a identifica- 
ção de microrganismos em amostras primárias. 
e Métodos de diagnóstico molecular vêm surgindo e têm como base 
técnicas de amplificação que oferecem altos níveis de sensibilidade 
e especificidade, tanto para o diagnóstico quanto para a monitora- 
ção de doenças parasitárias. 
e O diagnóstico de malária deve ser considerado no diagnóstico 
diferencial de febre inexplicada com história de viagem em regiões 
endêmicas. Esfregaços de sangue espessos e delgados são comple- 
mentares para a o e identificação do Plasmodium spp. 
com base nos vários estágios do desenvolvimento, na presença 
de pigmento malárico e no pontilhado observado nos eritrócitos 
infectados. 


e Outras infecções protozoárias incluem a babesiose e a tripanos- 
somiase no sangue, a leishmaniose (causando as formas cutânea, 
mucocutânea e visceral da doença) e a toxoplasmose, frequente- 
mente afetando o sistema nervoso central após infecção congênita e 
os pacientes com síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS). 

e Amebas são ingeridas como cistos, acarretando infecção do cólon 
e passagem de cistos e trofozoítos nas fezes. As doenças resultantes 
são disenteria amebiana, colite amebiana e abscessos hepáticos. O 
diagnóstico é estabelecido pelo exame microscópico de fezes e pela 
realização de testes sorológicos de anticorpos no soro. 
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e Os flagelados incluem a Giardia lamblia, a qual causa diarreia 

em virtude da ingestão de água contaminada e é diagnosticada pela 
identificação de trofozoítos ou cistos nas fezes. O Trichomonas vagi- 
nalis pode ser detectado em lâminas para exame a fresco de material 
vaginal pelo seu movimento característico. 


e Os coccidios (Isospora, Cryptosporidium e Cyclospora) e os 


microsporídios podem causar diarreia prolongada em indivíduos 
imunodeprimidos (p. ex., pacientes com AIDS). 


e Os helmintos intestinais incluem nematódeos, cestoides e 


trematoides. Esses organismos, quando adultos, instalam-se no trato 
gastrintestinal ou em outras localizações (fígado, pulmões, sangue). 
O conhecimento de seus ciclos de vida e da zoogeografia com hos- 
pedeiros intermediários é crítico para o estabelecimento do estágio 

parasitário da suposta infecção. Ovos, larvas e formas adultas (de 1 

mm a mais de 10 metros de comprimento, dependendo da espécie) 
podem ser recuperados nas fezes, na urina Ou no escarro. 


e Os helmintos tissulares incluem, entre outros, filárias (larvas 


encontradas no sangue e também na biópsia de pele), Trichinella 


(no músculo), Strongyloides (infecção disseminada) e hidatidose 


(grandes lesões císticas no fígado ou nos pulmões). 
e Artrópodes podem causar doença por meio de invasão tissular 


direta, injeção de veneno, vesiculação, perda sanguínea, trans- 
missão de agentes infecciosos, reações de hipersensibilidade e 
manifestações psicológicas. As características necessárias para a 
identificação podem ser mantidas pela preservação dos o 


reanismos 


d 


em álcool (carrapatos, ácaros, moscas, piolhos), pela desidratação 
(formas aladas) após eles serem mortos com fumaça de solventes 
orgânicos ou com água quente (larvas) e subsequente armazena- 
mento em álcool. 


O estudo da parasitologia ganhou uma nova importância em um 


mundo cada vez menor pelo rápido movimento das pessoas, especial- 
mente dos viajantes e migrantes de áreas endêmicas de doenças parasi- 
tárias, e pela emergência ou pelo reaparecimento de agentes patogênicos 
em indivíduos imunodeprimidos por várias razões. As doenças parasitá- 
rias humanas e de animais domésticos representam uma tremenda carga 


sobre os recursos da saúde e afetam de modo adverso o desenvolvimento 
social e econômico em muitos países. Embora os tipos de organismos 
classificados como parasitas representem um grande grupo, o número 
daqueles que infectam humanos é mais limitado e é composto principal- 
mente por protozoários, helmintos e artrópodes (Tab. 61.1). 

Os médicos nos Estados Unidos e em outros lugares deparam-se cada 
vez mais com problemas incomuns de diagnóstico associados a infecções 
parasitárias. Da mesma forma, os técnicos de laboratório são desafiados 
pelo desenvolvimento de novas tecnologias para o diagnóstico rápido e 
acurado de parasitas, como Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium 
hominis, Cyclospora cayetanensis, Toxoplasma gondii e microsporídios 
em hospedeiros imunocompetentes ou imunodeprimidos. O reapare- 
cimento mundial da malária e de outras doenças parasitárias também 
exigiu que os técnicos de laboratório aumentassem a perícia na identifi- 
cação de protozoários e helmintos sanguíneos, intestinais e tissulares. 

Depois de o diagnóstico ser estabelecido, problemas adicionais po- 
dem ser encontrados no tratamento dessas doenças em razão da fal- 
ta de terapias eficazes ou da emergência de resistência à terapia tra- 
dicional. Muitos parasitas requerem vetores artrópodes para a sua 
transmissão e a aplicação irregular de esforços de controle de vetores 
acarretou, em algumas situações, a emergência da resistência a inseti- 
cidas. O enorme ressurgimento da malária em muitas áreas ocorreu 
por causa do relaxamento nos esforços de controle e da emergência de 
parasitas resistentes a fármacos e mosquitos resistentes a inseticidas. 
A esquistossomose disseminou-se para muitas novas áreas em virtude 
de um aumento da irrigação como consequência do crescimento po- 
pulacional e da necessidade de expansão da produção agrícola. 

Por causa da natureza crônica e do período de latência em geral lon- 
go (tempo entre a infecção e a manifestação dos estágios clínicos que 
permitem o diagnóstico) de muitas doenças parasitárias, os médicos 
podem não as considerar no diagnóstico diferencial, exceto quando o 
paciente fornece informações voluntariamente ou quando um questio- 
nário específico é feito sobre antecedentes de viagem ou outra possível 
exposição. A malária é uma doença parasitária que, com frequência, 
se manifesta como uma doença febril aguda e pode ter consequências 
letais, a menos que seja considerada no diagnóstico diferencial e um 
antecedente de viagem para uma área endêmica seja evocado. 

Foram realizadas várias estimativas das taxas de prevalência e de 
mortalidade de infecções parasitárias com uma base mundial (Tab. 
61.2). Contudo, a incidência real de infecções parasitárias observada 
nos Estados Unidos é desconhecida porque a maioria das infecções não 
é notificada aos serviços de saúde pública. Os parasitas relatados com 
mais frequência por laboratórios públicos são Giardia lamblia, outros 
protozoários intestinais e nematódeos intestinais (7,2, 10 e 3,5%, res- 
pectivamente), mas outros, incluindo Cryptosporidium, Cyclospora e 
microsporídios, provavelmente ocorrem com mais frequência, mas 
são subdiagnosticados (Kappus, 1994). 

Este capítulo fornece uma visão geral das abordagens utilizadas pelos 
técnicos de laboratório para identificar protozoários e helmintos para- 
sitas humanos. A análise de espécies individuais de parasitas é focada 
nas informações clínicas e biológicas essenciais necessárias para ajudar 
no diagnóstico e no tratamento. Para uma análise mais detalhada de 
parasitas específicos, existem vários textos excelentes disponíveis (Bea- 
ver, 1984; Warren, 1990; Lane, 1993; Guerrant, 1999; Garcia, 1999, 
2001; Markell, 1999; Strickland, 2000; Cook, 2002; Mullen, 2002; en- 
tre outros). Atlas de parasitologia também são fontes importantes para 
qualquer técnico de laboratório que realiza exames parasitológicos e de- 
vem estar disponíveis para consulta imediata (Spencer, 1982; Brooke, 
1984; Ash, 1987, 1997; Sun, 1988; Peters, 1989; Isenberg, 2004; Murray, 
2003). Vários textos abordam especificamente aspectos patológicos de 
infecções parasitárias (Marcial-Rojas, 1971; Binford, 1976; Sun, 1982; 
Von Lichtenberg, 1991; Woods, 1993; Orihel, 1995; Connor, 1997; Gu- 
tierrez, 2000). Infecções parasitárias que são problemáticas em pacien- 
tes imunocomprometidos também foram revistas (Walzer, 1989). 


Métodos laboratoriais 


Numerosos métodos foram descritos para a recuperação e a iden- 
tificação de parasitas em amostras, alguns dos quais são úteis para a 
detecção de várias espécies, enquanto outros detectam apenas uma de- 


Tabela 61.1 Sumário dos parasitas humanos mais comumente 
encontrados e seus locais primários de infecção 


Sub-reino Protozoa 


Filo Sarcomastigophora 
Subfilo Sarcodina (amebas) 
Entamoeba histolytica (1)* 

E. dispar (l) 

E. hartmanni (1) 

E. coli (1) 

lodamoeba butschlii (|) 
Endolimax nana (1) 

Naegleria fowleri (T, C)* 
Acanthamoeba spp. (T, C, O)* 
Balamuthia mandrillaris (T, C)* 
Blastocystis hominis (1) 
Subfilo Mastigophora 
(flagelados) 

Giardia lamblia ()* 
Dientamoeba fragilis (1)* 
Chilomastix mesnili (l) 
Retortamonas intestinalis (1) 
Enteromonas hominis (1) 
Trichomonas hominis (1) 

T. vaginalis (V)* 

Leishmania tropica (T) 

L. major (T) 

L. aethiopica (T) 

L. mexicana (T)* 

L. braziliensis (T) 

L. donovani (T) 

Trypanosoma gambiense (S, C) 
T. rhodesiense ($, C) 

T. cruzi ($, T)* 

Filo Ciliophora (ciliados) 
Balantidium coli (\)* 

Filo Apicomplexa (apicomplexos) 
Classe Sporozoea 
Subclasse Piroplasma 
Babesia spp. (S)* 

Subclasse Coccidia 
Plasmodium falciparum (S) 

P. malariae (S) 

P. ovale (S) 

P. vivax ($) 

Cryptosporidium parvum (1)* 
Cyclospora cayetanensis (1)* 
Isospora belli (1)* 

Toxoplasma gondii (T)* 

Filo Microspora (microsporidios) 
Encephalitozoon spp. (O, F, T)* 
E. intestinalis (|, T)* 
Enterocytozoon bieneusi (1)* 


Sub-reino Metazoa 


Filo Platyhelminthes (platelmintos) 


Classe Cestoda (ténias) 
Diphyllobothrium spp. (1)* 
Dipylidium caninum (I)* 
Echinococcus granulosus (F)* 
E. multilocularis (F)* 
Hymenolepis nana (|)* 

H. diminuta (l)* 

Taenia saginata (1)* 

T. solium (l, T)* 


Classe Trematoda (trematódeos) 


Clonorchis sinensis (F) 
Fasciola hepatica (F)* 
Fasciolopsis buski (1) 
Heterophyes heterophyes (1) 
Metagonimus yokagawai (1) 
Nanophyetus salmincola (1)* 
Opisthorchis viverrini (F) 
Paragonimus spp. (P)* 
Schistosoma haematobium (S) 
S. japonicum ($) 

S. mekongi (S) 

5. mansoni ($) 


Filo Nematoda (nematelmintos) 


Classe Adenophorea 
(afasmídios) 

Trichinella spiralis (T, \)* 
Trichuris trichiura (1)* 
Capillaria philippinensis (1) 


Classe Secernentea (fasmídios) 


Enterobius vermicularis (l)* 
Ascaris lumbricoides (\)* 
Ancylostoma duodenale (l) 
Necator americanus (|)* 
Strongyloides stercoralis (l) 
Trichostrongylus spp. (1)* 
Anisakis spp. (1)* 
Wuchereria bancrofti (T, 8) 
Brugia malayi (T, $) 

Loa loa (T, $) 

Onchocerca volvulus (T) 
Mansonella perstans (T, S) 
M. ozzardi (T, S) 

M. streptocerca (T) 
Dracunculus medinensis (T) 


Angiostrongylus cantonensis (T) 


A. costaricensis (T) 


*Parasita patogênico que ocorre naturalmente nos Estados Unidos. 


S = sangue; C = líquido cerebrospinal; O = olho; F = figado; I = intestino; 


P = pulmão; T = tecido; V = vagina. 


Fonte: adaptado de Murray PR, Barron EJ, Pfaller M, et al: Manual of Clinical Microbiol- 
ogy, 6th ed. Washington DC, ASM Press, 1995. 
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Tabela 61.2 Prevalência estimada de infecções parasitárias no mundo 


Doença População estimada Número de 


envolvida mortes anuais 
Por protozoário 
Amebiase Até 10% da populacao 40.000 a 110.000 
mundial 
Tripanossomiase africana 100.000 novos casos/ano 5.000 
Tripanossomiase americana 24 milhões 60.000 
Giardíase 200 milhões 
Leishmaniose 1,2 milhão 
Malária 400 a 490 milhões 2,2 a 2,5 milhões 


Por helminto 


Ascaridiase 1,3 bilhão 1.550 
Cestodiase 65 milhões 
Clonorquiase/opistorquiase 13,5 milhões 

Dracunculiase <100.000 

Fasciolopsiase 10 milhões 

Filariose linfatica 128 milhdes 

Ancilostomiase 1,3 bilhão 

Oncocercose 17,7 milhões 

Paragonimiase 2,1 milhões 

Esquistossomose 150 milhões 500.000 a 1 milhão 
Estrongiloidiase 35 milhões 

Tricoestrongiloidiase 5,5 milhões 

Tricuriase 900 milhdes 


Adaptado de Markell EK, John DT, Krotoski WA: Markell and Voge's Medical Parasitol- 
ogy, 8th ed. Philadelphia, PA, WB Saunders, 1999. 


terminada espécie. É preferível para o laboratório oferecer um número 
limitado de procedimentos realizados de maneira competente do que 
oferecer uma grande variedade de exames não realizados com frequên- 
cia que podem se revelar problemáticos. A análise de amostras de fezes 
e sangue representa a maior parte das solicitações médicas para ava- 
liação parasitológica. Várias amostras adicionais são enviadas aos la- 
boratórios com menos frequência, incluindo amostras urogenitais, de 
escarro, de aspirados e de biópsia. Conforme informações mais novas 
sobre certos parasitas considerados emergentes tornam-se disponíveis, 
o laboratório pode ter de desenvolver e utilizar métodos adicionais al- 
tamente específicos ou deve encontrar laboratórios de referência nos 
quais esses exames são realizados. 

Os tipos de amostras coletadas para avaliação laboratorial dependem 
da espécie e do estágio do parasita suspeito. O conhecimento do ciclo de 
vida do parasita ajuda na determinação do tipo, do número e da frequên- 
cia de amostras necessárias para o diagnóstico. Métodos imunológicos 
e moleculares para o diagnóstico de doenças parasitárias também são 
úteis em muitas situações e podem ser os únicos métodos disponíveis em 
determinadas circunstâncias. Descrições completas de procedimentos 
laboratoriais gerais e específicos para a recuperação e a identificação de 
parasitas citados neste texto podem ser encontradas em várias fontes que 
o leitor poderá consultar (Beaver, 1984; Ash, 1987; Balows, 1988; Price, 
1994; Garcia, 1999, 2001, 2003; Isenberg, 2004; Murray, 2003). 

A familiaridade com a calibração e o uso do micrômetro ocular é 
necessária para qualquer laboratório que realize exame parasitológico 
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005). A mensuração do 
tamanho de trofozoitos, cistos de protozoários e de ovos e larvas de 
helmintos é, com frequência, necessária para uma identificação acu- 
rada. A diferenciação entre amebas patogênicas e não patogênicas (es- 
pecificamente Entamoeba histolytica e Entamoeba harmanni) só pode 
ser feita com segurança pela mensuração cuidadosa do tamanho. De 
modo similar, ovos de Diphyllobothrium spp., Paragonimus westerma- 
ni e Fasciola/Fasciolopsis podem ser prontamente diferenciados com 
base em mensurações acuradas (Smith, 1979; Clinical and Laboratory 
Standards Institute, 2005). 


Exame de sangue 


Parasitas que podem ser detectados em amostras de sangue incluem 
agentes da malária (Plasmodium spp.), babesiose (Babesia spp.), tripa- 
nossomiase (Trypanosoma spp.), leishmaniose (Leishmania donovani) 
e filaríase (Wuchereria bancrofti, Brugia malayi, Loa loa e Mansonella 
spp.). As técnicas mais importantes que devem ser realizadas no labo- 
ratório clínico para auxiliar o diagnóstico de parasitas sanguíneos são 
a preparação, a coloração e o exame de esfregaços de sangue espesso 
e delgado. Outras técnicas utilizadas menos frequentemente incluem 
o esfregaço do creme leucocitário (buffy coat) e as várias técnicas de 
concentração reservadas para a recuperação de microfilárias (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000). 


Esfregaços de sangue espesso e delgado 

O exame de esfregaços de sangue corados de modo permanente é 
necessário para a identificação da maioria dos parasitas sanguíneos. 
Essas lâminas são preparadas da mesma maneira que as para a ava- 
liação hematológica diferencial. O sangue é espalhado sobre a lâmina 
em uma fina camada, mantendo os elementos celulares intactos e não 
sobrepostos. A integridade da membrana das células sanguíneas é im- 
portante para determinar a natureza intra ou extracelular da infecção. 
No esfregaço espesso, o sangue é concentrado em uma pequena área, 
de modo que haja muitas camadas celulares profundas. Durante a co- 
loração, os eritrócitos são desemoglobinizados e somente os núcleos 
de leucócitos, plaquetas e parasitas (quando presentes) são visíveis. O 
esfregaço espesso é preferido para o diagnóstico porque ele contém 
entre 16 e 30 vezes mais sangue por campo que o esfregaço delgado e, 
assim, aumenta as chances de detecção da parasitemia leve e diminui 
o tempo necessário para a realização de um exame confiável. A mesma 
quantidade de sangue examinada em um esfregaço espesso em 5 mi- 
nutos, utilizando uma objetiva de 100x em objetiva de imersão, exige 
pelo menos 30 minutos quando examinada em um esfregaço delgado. 
Embora os esfregaços espessos aumentem a probabilidade de detec- 
ção de uma infecção, a identificação da espécie, em geral, é realizada 
pelo exame de esfregaços delgados, porque a morfologia é geralmente 
mais definitiva, em especial para parasitas causadores da malária. Pa- 
ra o exame de rotina, devem ser preparados tanto esfregaços espessos 
quanto delgados. 


Preparação de lâminas 

O sangue para exame pode ser obtido por meio da punção, digital, 
auricular ou venosa. O sangue da punção digital deve fluir livremente 
para prevenir a diluição com líquido tissular e não deve ser contami- 
nado com desinfetante alcoólico, permitindo que ele seque antes da 
realização da punção. Quando obtido pela punção venosa, a primeira 
gota de sangue (sem anticoagulante) da agulha é utilizada para a pre- 
paração de lâminas no local da coleta. O uso de anticoagulantes é de- 
saconselhado quando houver suspeita de malária, porque eles podem 
provocar distorção dos parasitas e interferir na coloração. Entretanto, 
na prática, o sangue usualmente é encaminhado ao laboratório em um 
anticoagulante, o que pode ser o único método prático para garantir 
que esfregaços de alta qualidade possam ser preparados. O sangue an- 
ticoagulado com EDTA (ácido etilenodiaminotetracético) é preferido 
nesses casos e deve ser transportado para o laboratório em um período 
de uma hora para prevenir a deterioração da morfologia do organis- 
mo. Anticoagulantes não interferem na coloração de microfilárias. 

Tanto os esfregaços espessos quanto os delgados devem ser prepa- 
rados em lâminas limpas e sem gordura. Esfregaços espessos são pre- 
parados pela colocação de várias pequenas gotas de sangue em uma 
área de 1,5 cm e deve-se permitir que o sangue seque em temperatura 
ambiente, usualmente durante a noite. Um esfregaço espesso adequa- 
do deve ser delgado o suficiente para que se possa ler um jornal atra- 
vés dele. Se for muito espesso, o esfregaço pode descolar da lâmina. O 
calor excessivo pode fixar eritrócitos e impedir a desemoglobinização. 


Coloração 

O sangue começa a perder a sua afinidade pelo corante em, aproxi- 
madamente, 3 dias e esfregaços espessos mais velhos não desemoglobi- 
nizam bem. Os melhores resultados de coloração são obtidos utilizando 
o corante de Giemsa, pois a cromatina da célula do hospedeiro e do 
parasita cora de forma intensa enquanto a hemoglobina nos eritrócitos 


colore de uma cor vermelho pálido. É a única coloração que permite a 
visualização do ponteado eritrocitário que ocorre na infecção causada 
por certos agentes da malária. A coloração de Wright pode ser utiliza- 
da para esses esfregaços, mas ela colora os parasitas de modo inferior 
à coloração de Giemsa e colore os eritrócitos, produzindo um fundo 
confuso. Como a coloração de Wright incorpora o álcool como fixador, 
esfregaços espessos devem ser lisados em água antes da coloração. 

O método de coloração de Giemsa requer uma atenção um pouco 
maior na preparação de reagentes e no protocolo de coloração que o 
método de Wright, o qual é frequentemente automatizado. De modo 
geral, o corante de Giemsa fresco deve ser preparado todos os dias, 
diluindo a solução armazenada em água tamponada com fosfato. Para 
obter reações de coloração adequadas, incluindo o aparecimento do 
pontilhado de Schiiffner, a água tamponada deve ser mantida em um 
pH entre 6,8 e 7,2. Cada lote novo de corante de Giemsa deve ser che- 
cado para se determinar o tempo de coloração e a diluição ideais, pois 
existe alguma variação de um lote a outro (National Committee for 
Clinical Laboratory Standards, 2000). 


Exame de esfregaço 

Tanto o esfregaço espesso quanto o delgado são examinados de for- 
ma integral com uma objetiva de menor aumento (10x) para a detec- 
ção de microfilárias, as quais raramente ocorrem em grande número. 
Em particular, a borda serrilhada do esfregaço delgado deve ser exa- 
minada, uma vez que as microfilárias, em geral, são levadas para lá 
durante a preparação. O exame utilizando um aumento de 50x em 
objetiva de imersão pode ser utilizado para a análise de esfregaços de 
sangue em busca de protozoários, embora o exame detalhado utilizan- 
do um aumento de 100x (objetiva de imersão) ainda seja necessário 
para detectar parasitas menores, como Plasmodium spp., Babesia spp. 
e leishmanias. Mais uma vez, o exame da borda serrilhada é importan- 
te porque os eritrócitos são levados para essa região em uma camada 
única de células, permitindo a avaliação detalhada de sua morfologia 
e a presença de protozoários intracelulares. Um microscopista expe- 
riente deve examinar pelo menos 100 campos sob objetiva de imersão 
(o que exige aproximadamente 5 minutos) em um esfregaço espesso e 
200 campos (o que requer pelo menos 15 minutos) em um esfregaço 
delgado utilizando a objetiva 100x antes de emitir um resultado nega- 
tivo (Ash, 1987). 


Técnicas de concentração 

Várias técnicas especiais foram descritas para a concentração de pa- 
rasitas sanguíneos, especificamente leishmanias, tripanossomas e mi- 
crofilárias. Os detalhes delas podem ser encontrados em outros textos 
(Beaver, 1984; Ash, 1987; National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 2000; Garcia, 2001, 1999; Isenberg, 2004). 

A preparação de esfregaços de creme leucocitário — que a maioria 
dos laboratórios clínicos consegue realizar com os recursos existen- 
tes — é útil na detecção de L. donovani, tripanossomas e microfilárias. 
Após a centrifugação de uma amostra de sangue anticoagulada, a ca- 
mada de células entre o plasma e os eritrócitos concentrados é coleta- 
da e utilizada para o preparo de esfregaços de sangue para coloração 
ou para a preparação de lâmina para exame a fresco para a detecção de 
organismos móveis (Ash, 1987; Strickland, 2000). 

Para a detecção de microfilárias, a concentração de Knott ou a fil- 
tração por membrana é útil, particularmente quando a densidade 
de microfilárias no sangue periférico for muito baixa. Na técnica de 
Knott, o sangue anticoagulado é lisado com formalina a 2% e cen- 
trifugado para concentrar as microfilárias no sedimento, o qual pode 
então ser examinado a fresco ou corado com corante de Giemsa ou 
hematoxilina. Na filtração por membrana, o sangue é lisado e passado 
através de um filtro de membrana de 5 um. A seguir, ele é corado com 
hematoxilina para revelar qualquer microfilária (Ash, 1987; National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000). 

O uso do fluorocromo laranja acridina e centrífuga de microema- 
tócrito (QBC, blood parasite detection method, Becton Dickinson, 
Franklin Lakes, NJ) permite a detecção de parasitas sanguíneos e pare- 
ce ser uma técnica mais sensível do que os esfregaços de sangue espes- 
sos e delgados. Contudo, os laboratórios que lidam com poucos casos 
de malária podem ter dificuldade na interpretação dos resultados por 
esse método e são aconselhados a aperfeiçoar o desempenho nas téc- 


nicas tradicionais de esfregaços de sangue (National Committee for 
Clinical Laboratory Standards, 2000). 


Exame de amostras de fezes 


A presença de parasitas intestinais é identificada, principalmente, 
pelo exame direto de fezes utilizando a técnica a fresco, as técnicas de 
concentração, os esfregaços com coloração permanente e, com menos 
frequência, a cultura. Métodos de imunoensaio mais novos, utilizando 
anticorpos reagentes específicos para a espécie, tornaram-se populares 
para a detecção de antígenos de G. lamblia, Cryptosporidium spp. e E. 
histolytica. Os estágios de helmintos comumente identificados incluem 
ovos e larvas, embora vermes intactos ou porções deles possam ser ob- 
servadas às vezes. Infecções por protozoários intestinais são diagnosti- 
cadas pela detecção de trofozoítos, cistos ou oocistos. Os métodos de 
rotina para identificação de ovos e parasitas (O&P examination) devem 
incluir procedimentos que permitam recuperar ambos, protozoários e 
helmintos, com o uso de procedimentos especiais limitados a solicita- 
ções específicas. No mínimo, os laboratórios que realizam exames pa- 
rasitológicos devem ser capazes de realizar um exame direto de fezes 
frescas, um procedimento de concentração e um método de coloração 
permanente. Muitas infecções por protozoários não serão diagnostica- 
das se não for realizada uma coloração permanente (Garcia, 1979, 1997, 
2003; Price, 1994; Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005). 


Coleta, manipulação e preservação de amostras 

A recuperação e a subsequente identificação de parasitas de amostras 
fecais requerem uma coleta e uma manipulação adequadas. Amostras ve- 
lhas, mal conservadas ou contaminadas têm pouco valor. Amostras não 
devem ser coletadas durante uma semana depois de o paciente ter in- 
gerido qualquer material que deixe resíduo cristalino, como compostos 
antidiarreicos não absorvíveis, antiácidos, bismuto, bário ou antimalári- 
cos. Laxantes oleosos (p. ex., óleo mineral) também podem interferir no 
exame. O uso de antibióticos ou de meio de contraste pode diminuir o 
número de organismos, especialmente protozoários, no trato intestinal 
por várias semanas (Ash, 1987; Garcia, 2003). 

Podem ser enviadas ao laboratório amostras frescas ou em conser- 
vantes adequados. Todas as amostras frescas devem ser examinadas 
em 1 hora, e as amostras líquidas devem ser examinadas em 30 mi- 
nutos ou colocadas de imediato em conservantes para assegurar o 
melhor resultado. O método garante que trofozoitos frágeis de pro- 
tozoários não sejam destruídos inadvertidamente. Amostras que não 
possam ser processadas de imediato devem ser mantidas em tempe- 
ratura ambiente ou refrigeradas e não devem ser colocadas em uma 
incubadora porque isso apenas acelera a desintegração de parasitas. 

Amostras podem ser coletadas diretamente em caixas de papelão 
limpas e secas ou fazendo com que o paciente evacue sobre um pa- 
pel de cera e transferindo uma porção para um recipiente. Amostras 
diarreicas podem também ser coletadas em uma comadre limpa. Os 
recipientes devem possuir abas que fecham hermeticamente e devem 
ser colocados em um saco plástico antes de serem enviadas para o 
laboratório. A introdução inadvertida de urina ou de água do vaso 
sanitário na amostra pode destruir de imediato trofozoítos de proto- 
zoários e, assim, deve ser evitada. Além disso, a contaminação com 
água ou sujeira pode introduzir por acidente organismos livres cuja 
diferenciação dos parasitas pode ser difícil. 

Kits compostos por frascos de preservativos adequados para a reali- 
zação de exames diretos, procedimentos de concentração e preparação 
de esfregaços corados são comercializados por várias empresas a um 
custo reduzido. Alíquotas de fezes frescas devem ser imediatamente 
colocadas nesses frascos e homogeneizadas. Esses kits são particular- 
mente úteis para pacientes impossibilitados de coletar uma amostra 
fresca no horário adequado ou para aqueles que devem coletar várias 
amostras ao longo de vários dias. Com a técnica de dois frascos, uma 
porção da amostra é fixada em três partes de formalina tamponada a 
5 ou 10% e outra porção, em três partes do fixador PVA. Outros sis- 
temas de preservação disponíveis incluem mertiolato-iodo-formalina 
(MIF, merthiolate-todine-formalin) e acetato de sódio-formalina (SAF, 
sodium acetate-formalin) (Tab. 61.3). O SAF apresenta a vantagem de 
poder ser utilizado para colorações permanentes, assim como para 
exame a fresco e procedimentos de concentração, e ele não contém 
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Tabela 61.3 Fixadores e técnicas de exame de fezes 


Técnica de exame 


Fixador Exame Procedimento  Esfregaço 
a de corado per- 
fresco concentração manentemente 

Nenhum (fezes frescas) Sim Sim Sim 

Formalina 10% Sim Sim Não 

Líquido de Schaudinn Não Não Sim 

Álcool polivinílico (PVA) Não Não* Sim 

PVA modificado’ Não Não* Sim 

Mertiolate-iodo-formalina Sim Sim Não” 

(MIF) 

Acetato de sódio-formalina Sim Sim Sim 

(SAF) 


“Embora técnicas de concentração utilizando PVA tenham sido descritas, elas não são 
amplamente utilizadas por causa de problemas com recuperação de alguns organismos. ' 
Sulfato de cobre ou sulfato de zinco substitui o cloreto de mercúrio. * Esfregaços prepara- 
dos de amostras preservadas com MIF podem ser corados com IV policromo. 


mercúrio, o qual está presente nos fixadores de Schaudinn ou PVA. 
Além de ser tóxico, o mercúrio tem apresentado problemas de descar- 
te em um número cada vez maior de estados. Contudo, a qualidade 
das colorações permanentes que utilizam SAF não é tão boa quanto as 
colorações com fixadores PVA ou de Schaudinn. O uso de PBA com 
sulfato de zinco e outros novos produtos comerciais vem se popula- 
rizando e pode ser indicado quando compostos contendo cloreto de 
mercúrio não podem ser utilizados (Garcia, 1993, 1997, 2001; Clinical 
and Laboratory Standards Institute, 2005). 

O exame de três amostras coletadas em dias alternados é considera- 
do o mínimo necessário para se realizar uma avaliação adequada de 
ovos e parasitas (Garcia, 2003; Clinical and Laboratory Standards Ins- 
titute, 2005). Esse procedimento garante um intervalo ideal para a re- 
cuperação dos parasitas que sabidamente liberam formas que servem 
para o diagnóstico de maneira intermitente, em especial G. lamblia e 
Strongyloides stercoralis. A sensibilidade na detecção desses parasitas, 
assim como da E. histolytica, pode ser aumentada com o uso da pur- 
gação. Entretanto, o laboratório deve ser notificado antes do início da 
purgação para ter pessoal disponível para o processamento. Amostras 
devem ser coletadas em recipientes separados e enviadas ao laborató- 
rio minutos após a coleta. Purgativos salinos (p. ex., sulfato de sódio 
ou fosfossoda tamponada) são recomendados. 


Exame macroscópico 

Amostras fecais devem ser examinadas macroscopicamente: consis- 
tência (fezes formadas, moles, frouxas, aquosas) e presença de muco, 
sangue, formas larvárias ou adultas de parasitas e proglotes. Trofozo- 
ítos de protozoários mais provavelmente são encontrados em amos- 
tras aquosas ou pastosas, enquanto cistos predominam em amostras 
formadas ou moles. Helmintos ou seus ovos podem ser encontrados 
em qualquer tipo de amostra fecal. A maioria dos parasitas é distribu- 
ida de forma uniforme nas fezes como resultado da mistura realizada 
pelo ceco, embora alguns ovos (em especial, de esquistossoma) pos- 
sam entrar na corrente fecal na parte distal do cólon e no reto, sendo 
distribuídas de maneira heterogênea, como pode ocorrer com ovos de 
Enterobius vermicularis e de Taenia spp. Trofozoítos de protozoários 
podem ser mais numerosos na porção final das fezes evacuadas e de- 
vem ser pesquisados especificamente no muco (Garcia, 2003). 


Exame microscópico 

Amostras podem ser examinadas microscopicamente: exame a fres- 
co de material fresco ou preservado, exame a fresco de concentrados 
ou colorações permanentes. Cada procedimento apresenta vantagens 
e limitações específicas. O exame a fresco direto de fezes frescas em 
solução salina permite a detecção e a observação de trofozoítos mó- 
veis de protozoários e larvas de helmintos. Montagens diretas de fezes 
preservadas permite a detecção de parasitas que não são bem concen- 
tradas. Procedimentos de concentração aumentam a capacidade do 


examinador de detectar cistos de protozoários e ovos e larvas de hel- 
mintos, mas eles são insatisfatórios para a detecção de trofozoítos de 
protozoários. Colorações permanentes são úteis para a detecção e o 
exame morfológico de trofozoitos e cistos de protozoários. 

As circunstâncias nas quais cada procedimento é realizado variam 
dependendo do tipo de amostra (fezes formadas, moles, frouxas ou 
aquosas). Geralmente, uma amostra de fezes frescas moles, frouxas ou 
aquosas deve ser submetida aos três procedimentos (Garcia, 2003). 
Amostras aquosas podem ser concentradas por centrifugação simples 
e não por concentração por flutuação ou com formalina-acetato de 
etila. O exame a fresco pode ser omitido quando a amostra é colocada 
em preservativos (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005). 
No mínimo, amostras de fezes formadas devem ser examinadas por 
um procedimento de concentração, embora tenha sido demonstrado 
um melhor resultado quando uma coloração permanente é adiciona- 
da à avaliação (Garcia, 1979, 2001). 


Exame a fresco 

O exame a fresco é um dos exames parasitológicos mais fáceis de 
serem realizados, embora a interpretação adequada requeira exa- 
me atento e experiência no uso do microscópio. O exame é mais útil 
quando amostras frescas, em especial as fezes líquidas ou os aspirados 
duodenais, são examinadas em busca de trofozoítos ou larvas de hel- 
mintos móveis. Uma pequena quantidade de fezes é misturada com 
uma gota de solução salina a 0,85% e coberta com uma lamínula. A 
preparação deve ser suficientemente densa, de modo que a página de 
um jornal possa ser lida através dela. 

O exame da lâmina é realizado sistematicamente com uma objetiva 
de menor aumento (10x), com o diafragma do microscópio fechado 
para aumentar o contraste. Objetos suspeitos e aqueles que são refrá- 
teis (p. ex., cistos de protozoários) devem ser então examinados com 
uma objetiva de maior aumento (40x). A detecção da motilidade de 
amebas com movimento lento exige que um objeto seja examinado 
por pelo menos 15 segundos. Na ausência de objetos suspeitos, até 
um terço da preparação deve ser examinado utilizando uma objetiva 
de 40x. A objetiva de imersão usualmente não é utilizada, exceto se a 
lâmina tiver sido selada com um esmalte de unha ou vaspar (mistura 
de 50:50 de vaselina e parafina). 

Uma segunda preparação pode ser feita de modo idêntico, exceto 
pelo fato de ser adicionada uma gota de solução de Lugol 1:5 ou de 
uma preparação equivalente no lugar da solução salina. O uso de so- 
lução pura de Lugol ou Gram provoca aglomeração de material e não 
é recomendado. O iodo é útil para aumentar a visibilidade de estrutu- 
ras nucleares em cistos de protozoários e para a detecção de inclusões 
de glicogênio. Entretanto, as limitações incluem a perda da motilidade 
dos trofozoítos, a refratividade dos cistos, e a dificuldade no reconhe- 
cimento de corpos cromatoides. 


Técnicas de concentração 

Procedimentos de concentração, os quais podem ser realizados em 
amostras frescas ou preservadas (Tab. 61.3), são mais sensíveis que o 
exame a fresco para a detecção de cistos de protozoários e ovos e lar- 
vas de helmintos, porque eles diminuem a quantidade de material de 
fundo nas preparações e, na maioria das circunstâncias, concentram 
realmente os organismos. Embora vários métodos e modificações te- 
nham sido descritos, alguns são úteis apenas para parasitas específicos 
(Melvin, 1982; Ash, 1987; Garcia, 2001, 1999; Clinical and Laboratory 
Standards Institute, 2005). Para o uso de rotina, deve ser selecionado 
um método que permita a detecção confiável de cistos de protozoá- 
rios e ovos de helmintos. Os métodos de concentração são baseados 
nos princípios de sedimentação ou flutuação. Na sedimentação, os 
parasitas mais pesados depositam-se no fundo como resultado da for- 
ça da gravidade ou da centrifugação. Na flutuação, os cistos e os ovos 
de parasitas mais leves vão para a superfície de uma solução com uma 
densidade específica alta. Os dois procedimentos de concentração 
mais amplamente utilizados nos Estados Unidos são a técnica de flu- 
tuação centrífuga com sulfato de zinco de Faust e a de sedimentação 
com formalina éter de Ritchie (ou suas modificações). Na prática, o 
etil acetato substitiuiu o éter no último método por causa dos perigos 
associados à manipulação dessa substância e resultados comparáveis 
são obtidos (Truant, 1981). 


A concentração com formalina-acetato de etila é uma técnica de 
sedimentação bifásica que é eficiente na recuperação da maioria dos 
cistos de protozoários e dos ovos e das larvas de helmintos, incluindo 
os ovos operculados, e é moderadamente eficaz para os ovos de es- 
quistossoma. Uma menor distorção dos cistos de protozoários ocorre 
com essa técnica do que com a flutuação com sulfato de zinco. No en- 
tanto, os ovos de Hymenolepis nana podem passar despercebidos e a 
concentração dos cistos de G. lamblia e Iodamoeba biitschli pode não 
ser muito boa. Para a concentração adequada de oocistos de coccídios 
e esporos de microsporídios, deve-se prestar atenção à velocidade e 
ao tempo de centrifugação (Isenberg, 2004; Clinical and Laboratory 
Standards Institute, 2005). Apesar desses problemas, a técnica é am- 
plamente utilizada tanto pela sua simplicidade quanto pela sua ade- 
quação para a maioria das situações laboratoriais. 

Com o método de flutuação com sulfato de zinco, a amostra de fe- 
zes frescas é processada utilizando sulfato de zinco a uma densidade 
específica de 1,18 e as fezes formalizadas são processadas com uma 
solução de densidade específica de 1,20. Elementos parasitários são 
recuperados a partir da película que se forma na superfície da solução 
após centrifugação. Esse método produz uma preparação mais limpa 
do que aquela obtida com a técnica de concentração em formalina- 
acetato de etila, mas não é confiável para a recuperação de larvas de 
nematódeos, ovos inférteis de Ascaris e ovos da maioria dos trema- 
tódeos e tênias. Problemas de recuperação também ocorrem com 
amostras de fezes que contêm quantidade excessiva de gordura. O uso 
de amostras de fezes “formalinizadas” em vez de fezes frescas ajuda a 
limpar a amostra e previne a abertura de opérculos e a distorção dos 
parasitas (Bartlett, 1978). 


Colorações permanentes 

O uso de preparações de lâminas coradas fornece um registro perma- 
nente de uma amostra do paciente e permite a revisão por consultantes 
se surgirem dificuldades na identificação. Dos métodos descritos para 
o estudo de amostras fecais, somente o de coloração permanente é des- 
tinado para análise utilizando objetiva de imersão (100x). A coloração 
permanente é mais útil para a detecção de trofozoitos e cistos de pro- 
tozoários, os quais podem ser reconhecidos quando preparações dire- 
tas e concentradas são negativas. Embora, em geral, não sejam úteis 
para a detecção de ovos e larvas de helmintos, as colorações perma- 
nentes são inerentemente mais sensíveis para a detecção de infecções 
por protozoários e o seu uso foi recomendado para toda amostra de 
fezes submetida à pesquisa de ovos e parasitas (Clinical and Laboratory 
Standards Institute, 2005). 

Foram descritas várias técnicas de coloração e modificações, as 
quais apresentam vantagens e desvantagens. A coloração tricrômica 
de Wheatley e a coloração com hematoxilina férrica são métodos ge- 
néricos que permitem a detecção de amebas e flagelados. Infelizmen- 
te, a detecção da maioria dos coccídios e microsporídios que infectam 
humanos exige o uso de colorações especiais. Podem surgir proble- 
mas técnicos na realização de qualquer procedimento de coloração, 
a maioria estando relacionada à idade da amostra, ao preparo e à fi- 
xação adequados do esfregaço, e à qualidade dos reagentes. Lâminas 
de controle positivo de qualidade de coloração conhecida devem ser 
realizadas com cada grupo de lâminas coradas. Isso é particularmente 
verdadeiro na realização de colorações mais específicas para coccídios 
e microsporídios. Corantes menos utilizados, como IV policrômico 
para uso com amostras preservadas em MIF e clorazol negro E para 
uso com amostras frescas, não serão aqui analisados. Detalhes podem 
ser encontrados em outros textos (Clinical and Laboratory Standards 
Institute, 2005; Garcia, 2001). 


Coloração tricrômica de Wheatley 

Nos Estados Unidos, a variação Wheatley do método tricrômico 
continua a ter uma aceitação disseminada por causa da simplicidade, 
da confiabilidade e da relação custo/benefício dessa técnica. Detalhes 
sobre o procedimento estão disponíveis em inúmeras fontes (Melvin, 
1982; Price, 1994; Isenberg, 2004; Clinical and Laboratory Standards 
Institute, 2005). Amostras adequadas incluem aquelas que foram fixa- 
das com fixador de Schaudinn ou fixadores de PVA; amostras preser- 
vadas em SAF ou MIF podem ser coradas com a coloração tricrômica, 
mas os resultados são menos satisfatórios. 


Coloração de hematoxilina férrica 

As colorações de hematoxilina férrica são tecnicamente mais difíceis 
de serem realizadas do que a coloração tricrômica, mas os resultados, 
em geral, são superiores em razão da maior definição das caracteris- 
ticas nucleares e citoplasmáticas chaves (Price, 1994). Uma coloração 
de hematoxilina férrica modificada que pode se revelar útil incorpora 
carbolfucsina, permitindo a coloração concomitante de organismos 
acidorresistentes como Cryptosporidium, Cyclospora e Isospora (Pal- 
mer, 1991; Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005). Amos- 
tras fixadas com fixadores de Schaudinn, PVA ou SAF podem ser co- 
radas com hematoxilina férrica (a coloração preferida para SAF). 


Colorações acidorresistentes modificadas 

Oocistos de Cryptosporidium, Cyclospora e Isospora são difíceis de 
serem reconhecidos em esfregaços coloridos pela coloração tricrômi- 
ca ou com hematoxilina férrica, mas a sua presença pode ser detecta- 
da usando uma técnica de coloração acidorresistente como o método 
modificado de Kinyoun, método modificado acidorresistente com di- 
metil sulfóxido (DMSO) ou auramina-O (Ma, 1983; Bronsdon, 1984; 
Current, 1991; Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005). 
Colorações acidorresistentes são sensíveis e têm uma boa relação cus- 
to/benefício para a detecção desses protozoários, mas elas pecam pela 
falta de especificidade. Deve ser dada uma grande atenção aos critérios 
morfológicos definidos ao se utilizar essas colorações e o uso de ma- 
terial de controle positivo é obrigatório. Para laboratórios nos quais o 
Cryptosporidium é encontrado com pouca frequência, recomenda-se 
o uso de reagentes de imunoensaio que são altamente específicos e 
sensíveis, disponíveis no comércio. Amostras de fezes, escarro, secre- 
ção biliar e outras frescas, fixadas com formalina ou com SAF, podem 
ser utilizadas com corantes acidorresistentes. 


Colorações para microsporídios 

Microsporídios (especificamente Enterocytozoon bieneusi e Ence- 
phalitozoon intestinalis, além de algumas outras espécies) foram im- 
plicados como agentes comuns de doença diarreica, em especial em 
pacientes imunocomprometidos, embora sua detecção tenha sido 
problemática. Embora a biópsia e a microscopia eletrônica sejam os 
pilares em seu diagnóstico, procedimentos de coloração que podem 
ser realizados no laboratório clínico foram descritos. Uma coloração 
tricrômica modificada utilizando uma maior concentração (10 vezes) 
do cromótropo 2R, combinada com um aumento do tempo de co- 
loração, foi aceita como um teste específico para a identificação de 
microsporídios (Weber, 1992, 1994; Murray, 2003). Métodos de co- 
loração fluorescente utilizando agentes branqueadores ópticos (p. ex., 
Uvitek-2B e Calcofluor white) também são úteis para a investigação 
rápida e sensível desses esporos nas fezes e em outras amostras (van 
Gool, 1993; DeGirolami, 1995; Didier, 1995; Luna, 1995). O pequeno 
tamanho (entre 1,5 e 3 um) desses organismos torna a sua detecção 
difícil, e esses estudos não devem ser realizados sem materiais de con- 
trole adequados para comparação. 


Técnicas adicionais para o exame 
de parasitas entéricos 
Técnica de fita de celulose para Enterobius 

A fêmea do Enterobius vermicularis migra do ceco para a pele pe- 
rianal, na qual ela deposita ovos típicos que são totalmente embrio- 
nados. Os ovos ou, às vezes, os vermes adultos podem ser detectados 
pelo exame da fita de celofane adesiva transparente ou pelos kits de 
coleta comerciais que são pressionados sobre a pele perianal. Ovos ou 
vermes adultos raramente são observados nas fezes, as quais são con- 
sideradas amostras inadequadas para a detecção desse parasita. Amos- 
tras devem ser coletadas tarde da noite quando os vermes são mais 
ativos ou deve ser a primeira coisa a ser realizada pela manhã, antes do 
banho ou da evacuação. Várias amostras coletadas em diferentes dias 
devem ser examinadas antes de a infecção ser descartada. 


Estudos de ovos 

A estimativa da carga de vermes ocasionalmente é solicitada para 
auxiliar a avaliação da eficácia terapêutica ou acompanhar a taxa de 
reinfecção por nematódeos intestinais (Ascaris, Trichiuris e ancilosto- 
matídeo) ou, às vezes, esquistossomo. Os procedimentos incluem o 
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ção de Stoll, o esfregaço espesso de Kato e várias modificações (Beaver, 
1984; Ash, 1987; Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005). 
As grandes variações no resultado são inerentes quando esses exames 
são realizados e o nível de contagem de ovos indicando importância 
clínica varia de acordo com a espécie infectante, a idade do indivíduo 
e o estado nutricional (Beaver, 1984). 

Métodos de incubação de ovos foram utilizados na análise da esquis- 
tossomiase para detectar a sua presença em infecções leves e determi- 
nar a sua viabilidade. Os ovos de esquistossoma, que são totalmente 
embrionados quando eliminados, contêm um miracídio emerge várias 
horas após os ovos terem sido colocados em água desclorada. Na prá- 
tica, a amostra de urina ou de fezes é misturada em aproximadamente 
10 volumes de água, sendo então colocada em um frasco com braço 
lateral ou num Erlenmeyer. Com exceção do braço lateral ou do topo 
do frasco, o restante é coberto com papel de alumínio e a unidade é co- 
locada sob uma lâmpada de mesa. Os miracídios que saíram dos ovos 
são positivamente fototrópicos e se agrupam próximo à fonte de luz. 
Quando presentes, os ovos podem ser examinados diretamente pelo 
exame do movimento dos cílios no interior das células excretoras (Cli- 
nical and Laboratory Standards Institute, 2005). 


Cultura e técnicas de recuperação de nematódeos 

Várias técnicas de cultura (coprocultura) auxiliam a detecção e a 
identificação de determinadas infecções por nematódeos, incluindo a 
cultura em tira de papel filtro de Harada-Mori, cultura em papel filtro/ 
inclinada e cultura em carvão (Beaver, 1984; Ash, 1987; Clinical and 
Laboratory Standards Institute, 2005). A diferenciação de ancilosto- 
matídeos e estrongiloides com base na morfologia é difícil, enquanto 
as larvas em estágio infectante são mais prontamente identificadas. Es- 
sas técnicas de cultura podem se revelar úteis na recuperação de larvas 
de Strongyloides, as quais podem estar presentes em pequena quantida- 
de, e para diferenciá-las dos ancilostomídeos. Em todos os métodos de 
cultura, as fezes são incubadas em um ambiente úmido para estimular 
a eclosão dos ovos. Nas técnicas de cultura de Harada-Mori e de pa- 
pel filtro/inclinada, as larvas migram das fezes para a fase aquosa, onde 
podem ser detectadas de imediato. Na cultura em carvão, as larvas mi- 
gram primeiramente para uma gaze umedecida que, então, é colocada 
na água para permitir a precipitação das larvas. 

A técnica do funil de Baermann é um método sensível e confiável 
para a recuperação de Strongyloides e outras larvas de nematódeos a 
partir de uma amostra de fezes. Nesse exame, as fezes são colocadas 
em várias camadas de gaze no alto de uma malha metálica que é sus- 
pensa em um funil. A base do funil é pinçada e adiciona-se água até o 
nível da gaze. As larvas migram ativamente através da gaze e precipi- 
tam na base do funil, onde podem ser coletadas para exame. A recu- 
peração de larvas pode ser melhor do que nas técnicas de cultura, pelo 
fato de uma maior quantidade de fezes ser examinada. Na infecção 
latente por Strongyloides, na qual poucas larvas são eliminadas, vários 
exames ao longo de uma semana podem ser necessários para possibi- 
litar a identificação da infecção (Ash, 1987; Garcia, 2003). 


Objetos semelhantes a parasitas entéricos 

Uma grande variedade de objetos que se assemelham muito a vários 
estágios do ciclo de vida de parasitas pode ser observada nas fezes e em 
outras amostras enviadas para a pesquisa de ovos e parasitas. Uma di- 
ferenciação cuidadosa desses objetos de parasitas reais é necessária para 
prevenir o tratamento inadequado ou desnecessário. Células sanguíneas, 
macrófagos e células epiteliais escamosas e colunares podem se asseme- 
lhar a amebas; fungos e grânulos de amido podem se assemelhar a cistos 
de protozoários; pólens e conídios fúngicos podem se assemelhar a ovos 
de helmintos; fibras vegetais podem se assemelhar a larvas de nematóde- 
os; e pedaços de vegetais ou pele de vegetais podem se assemelhar a ver- 
mes adultos ou proglotes (Tab. 61.4). Exemplos de artefatos e pseudo- 
parasitas podem ser revistos em outros textos (Ash, 1997; Garcia, 2001; 
Isenberg, 2004; Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005). 


Exame de amostras urogenitais e outras 
(escarro, aspirados, biópsias) 


Amostras de secreções vaginais e uretrais, secreções prostáticas ou 
urina podem ser enviadas ao laboratório para a detecção de Trichomo- 


Tabela 61.4 Objetos recuperáveis a partir das fezes, que se assemelham 
a parasitas entéricos 


Tipo de artefato Semelhança 


Neutrófilos Cistos de Entamoeba histolytica 


Macrófagos Trofozoítos de Entamoeba histolytica 
Trofozoítos de ameba 


Trofozoitos de ameba 


Células epiteliais colunares 
Células epiteliais escamosas 


Fungos Cistos de protozoário (especialmente En- 
dolimax nana) 
Conídeos Ovos de helminto 


Esporos de fungos Ovos de helminto 
Células vegetais 
Pelos vegetais 


Grãos de pólen 


Cistos de protozoário, ovos de helminto 
Larvas de nematódeo 

Ovos de helminto (Ascaris ou Taenia) 
Ovos de helminto 

Cistos de protozoário 


Diatomáceas 

Grânulos de amido, glóbulos 
de gordura, bolhas de ar, muco 
Ovo de ácaros ingeridos Ovos de helminto 
Ovos de nematódeos vegetais Ovos de helminto 
ingeridos 

Larvas de nematódeos vegetais 
ingeridos 


Larvas de nematódeos 


Adaptado de Isenberg HE (ed.): Clinical Microbiology Procedures Handbook, Vols 1 and 
2, 2™ ed. Washington, DC, American Society for Microbiology, 2004. 


nas vaginalis. O método mais rápido e econômico é a preparação de 
várias lâminas para exame a fresco, utilizando uma gota da amostra (a 
urina deve ser centrifugada) diluída com uma gota de soro fisiológico, 
a qual é coberta com uma laminula. A lâmina é examinada com uma 
objetiva de menor aumento (10x), com redução da iluminação para 
trofozoítos móveis, os quais apresentam um movimento irregular. O 
exame com objetiva de maior aumento pode revelar o flagelo pulsátil e 
a membrana ondulante, característica da espécie. Quando necessário, o 
uso de técnicas de cultura, anticorpos fluorescentes e sonda de DNA au- 
menta a sensibilidade (Briselden, 1994). A demonstração da resistência 
ao fármaco imidazol exige a realização de cultura (Meri, 2000). 

Alguns parasitas protozoários e helmintos podem ser detectados no 
escarro e a técnica adequada de exame depende do organismo suspei- 
to. Em geral, a técnica requerida para a detecção de um parasita de seu 
local usual de infecção é aplicada para o escarro e, mais comumente, 
envolve o exame a fresco. Quando há suspeita de ameba, colorações 
permanentes devem ser realizadas. As colorações acidorresistentes ou 
com anticorpo específico são adequadas para o Cryptosporidium, en- 
quanto a coloração tricrômica modificada ou com fluorocromo deve 
ser utilizada para a detecção de esporos de microsporídios. Técnicas de 
identificação de Pneumocystis jiroveci (antigamente denominado Pneu- 
mocystis carinit) são descritas em outros textos. 

O exame de aspirados requer o uso de colorações adequadas para o 
organismo implicado. Além dos métodos utilizados para escarro, a co- 
loração de Giemsa é, com frequência, adequada ao se pesquisar a pre- 
sença de protozoários, especialmente os hemoflagelados. Material de 
biópsia deve ser submetido ao exame histológico de rotina depois de 
serem preparados imprints para coloração de Giemsa ou outro coran- 
te permanente adequado. A cultura para leishmanias e tripanossomas 
também pode ser realizada em tecidos e pode ser importante para se 
demonstrar a presença dessas infecções. Para a inspeção de microfi- 
lárias, biópsias de pele para a pesquisa de Onchocerca ou Mansonella 
devem ser divididas em soro fisiológico, o qual deve ser examinado 
após um intervalo de 30 a 60 minutos. A biópsia de músculo para a 
pesquisa de larvas de Trichinella spiralis pode ser examinada compri- 
mindo a amostra fresca entre duas lâminas de vidro ou o material pode 
ser encaminhado para a realização do exame histológico de rotina. Da 
mesma maneira, biópsias retais ou vesicais podem ser examinadas em 
busca de ovos de esquistossoma. 


Técnicas de cultura de parasitas 


Métodos de cultura foram descritos para uma ampla variedade de 
parasitas protozoários, mas poucos laboratórios os realizam por causa 
das poucas solicitações e da infamiliaridade com os mesmos. Quan- 
do uma solicitação de cultura é feita, em geral é para a pesquisa de 
T. vaginalis, Leishmania spp., Trypanosoma cruzi, E. histolytica, Acan- 
thamoeba spp. ou Naegleria fowleri. Além disso, laboratórios de viro- 
logia ocasionalmente recebem solicitações de cultura para T. gondii. 
Os métodos são revistos em outros textos (Ash, 1987; Fritsche, 1989a; 
Garcia, 2001; Isenberg, 2004; Murray, 2003; Clinical and Laboratory 
Standards Institute, 2005). 


Métodos imunodiagnósticos 


Várias metodologias imunodiagnósticas estão disponíveis para a 
identificação de antígenos de parasitas ou de anticorpos produzidos 
em resposta à infecção parasitária. Alguns dos sinais são amplificados 
enquanto outros são métodos de detecção direta. Em geral, os méto- 
dos laboratoriais utilizados são o imunoensaio enzimático (EIA, en- 
zyme immunoassay), o ensaio por imunofluorescéncia (IF, immuno- 
fluorescence assay), a pesquisa de anticorpo por fluorescência direta, o 
Western blot, o radioimunoensaio e a imunodifusão, entre outros. 


Detecção de antígeno 

Métodos de detecção de antígeno estão disponíveis comercialmente 
para várias doenças parasitárias, incluindo amebiase, criptosporidia- 
se, giardíase, malária e tricomoniase (Tab. 61.5), e esses métodos po- 
dem ser úteis para a investigação inicial ou naqueles casos em que os 
exames tradicionais são negativos, mas cujo índice de suspeita clínica 
permanece alto. Esses exames apresentam a vantagem de detectar in- 
fecção atual e também podem ser realizados por outra pessoa que não 
um morfologista experiente (Wilson, 1995). 

A detecção de antígeno em amostras de fezes é usualmente realizada 
utilizando imunoensaios fecais. Alguns estudos publicados sugeriram 
que esses ensaios apresentam boa sensibilidade e especificidade quan- 
do comparados com o exame de rotina de pesquisa de ovos e parasitas 
(Aldeen, 1995; Kehl, 1995; Zimmerman, 1995; Maraha, 2000; Hanson, 
2001; Garcia, 2003). Esses imunoensaios são de fácil utilização, rápi- 
dos, permitem o processamento em lote e não exigem microscopistas 
experientes. Considerando-se a falta anual de técnicos e de indivídu- 
os com treinamento especializado em parasitologia, o uso de imuno- 
ensaio parece ser uma alternativa atrativa. No entanto, laboratórios 
que usam imunoensaios rápidos devem ter consciência dos proble- 
mas possíveis com resultados falso-positivos e devem monitorar com 
atenção o desempenho do teste. Atualmente, são comercializados 
imunoensaios fecais para os protozoários G. lamblia, C. parvum/C. 
hominis, E. histolytica e o grupo da E. histolytica/E. dispar. Também 
estão disponíveis testes de detecção de antígeno utilizando sangue ou 
soro para Plasmodium spp. e W. bancrofti. Um teste de aglutinação 
do látex para o antígeno do T. vaginalis em swabs vaginais também 
foi introduzido recentemente. Estão sendo desenvolvidos outros kits 
comerciais para a detecção de Dientamoeba fragilis e microsporídios. 
Imunoensaios estão disponíveis em três formatos: EIA, fluorescência 
direta e fluxo lateral (imunocromatografia). Amostras de fezes frescas 
ou preservadas são adequadas para a maioria dos kits para detecção 
de antígeno (Fedorko, 2000). Embora cada kit possua características 
operacionais próprias, a maioria geralmente apresenta um desempe- 
nho comparável (Garcia, 2000, 2003; Katanik, 2001). 

Métodos de detecção rápida de antígeno para malária detectam a 
proteína II rica em histidina (HRP-II) e/ou a lactato desidrogenase do 
parasita (pLDH) no sangue periférico. Os testes de HRP-II são especi- 
ficos para Plasmodium falciparum enquanto os testes de pLDH detec- 
tam as quatro espécies de Plasmodium spp. A sensibilidade desses en- 
saios é comparável ou inferior ao exame microscópico tradicional, mas 
apresentam sensibilidade superior a 90%. Até o momento, esses testes 
não foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para 
diagnóstico clínico da malária nos Estados Unidos. 

A detecção de antígenos do T. vaginalis em amostras vaginais tam- 
bém pode ser realizada utilizando testes rápidos antígeno. Esses exa- 
mes podem ser utilizados para a detecção rápida de infecção por T. 
vaginalis no ambiente clínico e podem substituir o exame a fresco, o 


Tabela 61.5 Ensaios de detecção baseados em antígenos de parasitas 


Analisado 


Cryptosporidium 
spp. 


Giardia lamblia 


Entamoeba 
histolytica 


Cryptosporidium/ 
Giardia 


Combinação de 
G. lamblia, 

C. parvum e 

E. histolytica/ 
dispar 
Plasmodium spp. 


Wuchereria 
bancrofti 
Trichomonas 
vaginalis 


Sistema de teste 


Xpect® Cryptosporidium 
Cryptosporidium 
Crypto Cel 
ProSpecT 
Cryptosporidium 
Cryptosporidium TEST 
Crypto CELISA 
PARA-TECTE 
Cryptosporidium 
ProSpecT Giardia 
Rapid Assay 
Giardia Cel 
Xpect]l GIARDIA 
ProSpecTÊ Giardia 
PARA-TECT® Giardia 


GIARDIA II 

GiardEIAR 

Giardia CELISA 

Giardia 

E. histolytica 

Entamoeba CELISA PATH 

E. histolytica || 

Xpect Giardia/ 
Cryptosporidium 

Immunocard STAT 
Cryptosporidium/Giardia 

MERIFLUOR 
Cryptosporidium/Giardia 

Crypto Giardia IFD 

Crypto/Giardia Cel 

PARA-TECTR 
Cryptosporidium/Giardia 
DFA 

ColorPAC® 
Giardia/Cryptosporidium 

ProSpecT 
Giardia/Cryptosporidium 

Biosite Triage Parasite 
Panel 


NOW Malaria test 
OptiMAL 


Paracheck Pf 
Rapimal MT Pf 


NOW Filariasis 

Filariasis -CELISA 

Light Diagnostic T. 
Vaginalis 

OSOM Trichomonas 
Rapid Test 


Xenostrip- I vi 


Fabricante/ 
distribuidor 


Remel 
Wampole 
CeLLabs 
Remel 


TechLab 

CeLLabs 

Medical Chemical 
Co. 

Remel 


CeLLabs 
Remel 
Remel 
Medical Chemical 
Co. 
TechLab 
Antibodies 
CeLLabs 
Wampole 
Wampole 
CeLLabs 
TechLab 
Remel 


Meridian Bioscience 


Meridian Bioscience 


IVD Research Inc 

CeLLabs 

Medical Chemical 
Co. 

Becton Dickinson 


Remel 


Biosite Diagnostics 


Binax 
Flow 


Orchid 
CeLLabs 


Binax 
CeLLabs 


Chemicon 
Genzyme 


Xenotope 
Diagnostics 


Formato 


Cartucho 
EIA 

IF 

EIA 


EIA 
EIA 
EIA 


Cartucho 


IF 
Cartucho 
EIA 

EIA 


EIA 
EIA 
EIA 
EIA 
EIA 
EIA 
EIA 
Cartucho 


Cartucho 


Cartucho 


EIA 


Cartucho 


Cartucho 
Vareta 
medidora 
de nivel 
Cartucho 
Vareta 
medidora 
de nivel 
Cartucho 
EIA 

IFD 


Vareta 
medidora 
de nivel 
Cartucho 


Cartucho, cartucho de fluxo lateral; IFD, imunofluorescéncia direta; ELA, ensaio imu- 
noenzimático; vareta medidora de nivel, imunoensaio enzimático da vareta medidora de 
nivel; IF, imunofluorescéncia. 
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citação do pessoal que realiza a análise microscópica. Miller et al. de- 
monstraram que o teste rápido de antígeno para T. vaginalis apresenta 
sensibilidade comparável ao de cultura (Miller, 2003). 

A maioria dos imunoensaios enzimáticos está disponível sob o for- 
mato de microwells (poços aglomerados). O antígeno de amostras de 
fezes frescas congeladas preservadas em formalina 10% é adequado 
para testes com essa metodologia. Amostras concentradas ou em PVA 
não são adequadas para testes com kits de EIA. O antígeno do parasi- 
ta é capturado por anticorpos imobilizados revestidos em microwells 
e detectado por um anticorpo secundário conjugado à enzima que é 
capaz de produzir uma reação colorida após a adição do substrato. 
Embora os poços coloridos possam ser lidos visualmente ou com o 
uso de espectrometria, essa parece ser a opção preferida por causa de 
resultados ambíguos ocasionais obtidos com alguns kits (Kehl, 1995). 
Em geral, testes de EIA apresentam boa sensibilidade e especificidade. 
Garcia et al. avaliaram nove kits de imunoensaio para detecção de G. 
lamblia e Cryptosporidium spp. em comparação com um teste de flu- 
orescência direta de referência, que visualiza o parasita diretamente 
na amostra, e observaram que todos os kits apresentam alta sensibi- 
lidade, variando de 94 a 99%, e uma especificidade de 100% (Garcia, 
1997, 2003). Entretanto, artigos publicados sugeriram a ocorrência 
de problemas ocasionais com alguns kits de EIA que podem produzir 
resultados falso-positivos e que levaram ao seu recall (Doing, 1999). 
Por essa razão, um forte programa de controle de qualidade e a par- 
ticipação de programas de teste de proficiência são necessários para 
garantir a alta qualidade dos resultados dos testes. A epidemiologia lo- 
cal das infecções parasitárias pode ajudar a determinar a necessidade 
de exames confirmatórios adicionais. A consulta ao serviço de saúde 
pública local pode ajudar na identificação de quais infecções são ob- 
servadas localmente. Além disso, para algumas doenças como a giar- 
díase, o exame de duas amostras por EIA ou a microscopia podem ser 
necessários para a obtenção de uma sensibilidade diagnóstica superior 
a 90% (Hanson, 2001). 

Testes de fluxo lateral representam um tipo popular de imunoensaio 
por causa da facilidade de sua utilização e do tempo mínimo necessá- 
rio para a sua realização. Esses kits podem ser armazenados convenien- 
temente em temperatura ambiente e podem ser utilizados no processa- 
mento em grupo ou em lote. O antígeno do parasita na amostra migra 
por meio da membrana e liga-se a anticorpos de captura específicos. 
O uso de um segundo reagente resulta no desenvolvimento de uma 
reação colorida. Esses kits também possuem um controle interno pa- 
ra garantir que os conjugados do corante coloidal utilizados no ensaio 
estejam intactos e que o fluxo capilar adequado ocorreu. Para garan- 
tir a migração completa da amostra, somente o sobrenadante de uma 
amostra bem misturada de fezes é utilizado, embora algumas amostras 
possam ser liquefeitas antes dos testes. Qualquer cor visível na zona re- 
agente do teste (usualmente uma banda) é interpretada como positiva. 
Alguns estudos demonstraram que os testes de fluxo lateral são menos 
sensíveis que os EIAs com microwells (Pillai, 1999; Johnston, 2003). 
Nessa situação, pode ser necessário realizar outras pesquisas de ovos e 
parasitas se os sintomas do paciente persistirem. 

O teste de fluorescência direta permite a visualização direta dos pa- 
rasitas na amostra de fezes utilizando anticorpos conjugados a coran- 
tes fluorescentes. Esses ensaios são de fácil realização e interpretação, 
permitindo a investigação rápida de lâminas em comparação com 
algumas das colorações tradicionais utilizadas na parasitologia (Zim- 
merman, 1995; Garcia, 2001, 2003). Um microscópio fluorescente 
é necessário para o procedimento, o que é um fator limitante em al- 
guns laboratórios. Atualmente, existem kits para a detecção de cistos 
de G. lamblia e oocistos de Cryptosporidium spp. Amostras fixadas de 
fezes podem ser utilizadas nesse procedimento (formalina 10%, SAF 
ou ECOFIX; Fedorko, 2000). Embora amostras de fezes frescas possam 
ser testadas diretamente, a sensibilidade do ensaio pode ser aumentada 
realizando o teste com fezes centrifugadas (500 g durante 10 minutos). 
As vezes, bactérias e fungos fluorescentes podem ser observados, mas 
eles são imediatamente diferenciados da Giardia e do Cryptosporidium 
com base em seu tamanho e sua forma. As bordas dos poços devem 
ser examinadas com cuidado para se evitar que infecções leves passem 
despercebidas. Considerando o recente reconhecimento de outras es- 
pécies de Cryptosporidium spp. que podem infectar os humanos, estu- 


dos relacionando a especificidade de vários imunoensaios são necessá- 
rios para se determinar a sensibilidade real na detecção da infecção por 
Cryptosoporidium (Graczyk, 1996; Coupe, 2005). 


Diagnóstico sorológico 

A Tabela 61.6 apresenta um resumo de testes sorológicos realiza- 
dos por serviços públicos, hospitais ou laboratórios comerciais para 
detectar a reatividade imunológica a doenças parasitárias. Historica- 
mente, os exames sorológicos para doenças parasitárias eram consi- 
derados de baixa sensibilidade e especificidade, principalmente por 
causa da natureza antigênica complexa dos parasitas e da possibili- 
dade de reação cruzada entre espécies relacionadas. À introdução de 
novas metodologias de testes combinada com o uso de componentes 
antigênicos mais bem definidos tem fornecido resultados mais acura- 
dos com melhores valores preditivos. Muitos desses testes mais novos 
usam EIA ou immunoblot (Western blot), embora a imunofluores- 
cência indireta, a hemaglutinação indireta, a fixação de complemento 
e a floculação de bentonita sejam métodos ainda populares. 

O diagnóstico sorológico de infecção parasitária é utilizado como um 
adjuvante para as modalidades diagnósticas visuais ou em situações es- 
peciais em que a identificação do parasita em si, de seu antígeno ou do 
ácido nucleico do tecido do hospedeiro ou da excreção não é possível. 
Infecções parasitárias, como a toxoplasmose e a toxocariase, localizam- 
se em tecidos profundos e não podem ser imediatamente diagnostica- 
das pelos meios morfológicos. Outras infecções, como a cisticercose e 
a equinococose, desenvolvem-se em órgãos, em que estudos invasivos 
que podem ser necessários não são recomendados na avaliação inicial 
do paciente. Outras condições como a filaríase, a esquistossomose e a 
estrongiloidíase podem permanecer subclínicas por causa da infecção 
leve ou da avaliação inicial ser realizada durante o período pré-sinto- 
mático. Outras circunstâncias nas quais a avaliação sorológica pode se 
revelar útil são o diagnóstico de amebiase e triquinose extraintestinal. 
Os estágios crônicos da tripanossomíase também são preferivelmen- 
te diagnosticados pela sorologia. Estudos sorológicos também ajudam 
no diagnóstico de infecções ocultas, como larva migrans, cisticercose 
e filaríase visceral. Finalmente, estudos sorológicos servem como uma 
ferramenta poderosa para a compreensão da epidemiologia de doenças 
como esquistossomose, toxoplasmose, amebíase, doença de Chagas, 
malária e babesiose. Níveis altos de anticorpo são úteis para propósitos 
diagnósticos quando eles ocorrem em um paciente sem exposição pré- 
via ao parasita ou história recente de viagem para uma área endêmica. 
Infelizmente, níveis positivos de anticorpo em uma pessoa que vive em 


Tabela 61.6 Ensaios sorológicos para parasitas disponíveis em 
laboratórios de referência 


Doença Organismo Tipo de Ensaio 
amostra 
Amebiase Entamoeba histolytica Soro EIA, ID, IHA 
Babesiose Babesia microti, Babesia sp. WA1 Soro IF 
Chagas Trypanosoma cruzi Soro IF, EIA, FC 
Cisticercose Taenia solium Soro, LCE EIA, IB 
Equinococose Echinococcus granulosus Soro EIA, IB, IHA, IF 
Fascioliase Fasciola hepatica Soro EIA, IB 
Filariase Wuchereria bancrofti Soro EIA 
Leishmaniose Leishmania braziliensis, Soro IF, EIA, FC 
Leishmania donovani, Leishmania 
tropica 
Malária Plasmodium spp. Soro IF 
Paragonimiase Paragonimus westermani Soro EIA, IB 
Esquistossomose Schistosoma spp. Soro EIA, IB 
Estrongiloidose Strongyloides stercoralis Soro EIA 
Toxoplasmose Toxoplasma gondii LCE, soro IF, EIA 
Triquinelose Trichinella spiralis Soro EIA, FB 


FB: floculação de bentonita; FC, fixação de complemento; EIA, imunoensaio enzimático; 
IB, immunoblot; ID, imunodifusão; IHA, hemaglutinação indireta. 


uma área endêmica com frequência não ajudam no diagnóstico clíni- 
co. À detecção de anticorpos, em especial de IgG, indica evidência de 
infecção, mas pode não ser capaz de diferenciar um processo ativo de 
uma exposição passada. Em algumas doenças parasitárias, os níveis de 
anticorpos podem diminuir lentamente após a terapia bem-sucedida 
ou a autocura. Exames sorológicos para doenças parasitárias, em geral, 
avaliam o nível de IgG, exceto no caso de toxoplasmose e babesiose, 
em que os níveis de anticorpos específicos IgM e IgA podem ser úteis 
para se determinar a idade da infecção (National Committee for Clini- 
cal Laboratory Standards, 2004). 

Como exames sorológicos para doenças parasitárias não são com 
frequência solicitados, amostras são geralmente enviadas para labora- 
tórios de saúde pública (Centers for Disease Control and Prevention 
[CDC]) ou de referência privados. Alguns dos exames mais solici- 
tados, em especial aqueles existentes sob a forma de kits comerciais, 
com frequência estão disponíveis localmente, incluindo os para toxo- 
plasmose, amebiase e triquinose. 

Muitos desses ensaios são desenvolvidos in-house e, por essa razão, 
não apresentam correlação com os padrões universais. Os critérios de 
interpretação são estabelecidos pelos fabricantes de reagentes ou pelo 
centro que realiza o teste e, frequentemente, esses testes variam de ins- 
tituição a instituição. Quem solicitar esses tipos de testes deve ques- 
tionar sobre as características do desempenho, incluindo a sensibili- 
dade e a especificidade, e deve estar consciente de que podem ocorrer 
reações cruzadas. Por exemplo, sabe-se que testes de anticorpos para 
doença de Chagas podem reagir de forma cruzada com anticorpos 
produzidos em resposta a infecções por Leishmania. No entanto, a 
reatividade ao antígeno homólogo é mais elevada e esse teste é útil 
no diagnóstico de estágios crônicos da doença quando a parasitemia 
é, em geral, baixa. Usualmente, a sorologia para a doença de Chagas 
apresenta uma boa correlação com os métodos diagnósticos molecu- 
lares (Weinberg, 2001). É bem sabido que helmintos parasitas reagem 
de forma cruzada em ensaios sorológicos que utilizam preparações 
brutas de antígeno por causa das similaridades filogenéticas e, conse- 
quentemente, antigênicas. 

Vários fatores que podem influenciar o desempenho de ensaios soro- 
lógicos incluem a manifestação da doença, o formato do teste, os rea- 
gentes utilizados e a viabilidade do parasita, para mencionar apenas al- 
guns. Na amebiase, a sensibilidade do teste aumenta em pacientes com 
amebiase invasiva, mas ela pode ser baixa na amebiase intestinal com 
invasão tissular mínima e nula em portadores assintomáticos. O for- 
mato do ensaio sorológico também pode determinar a sensibilidade, 
como no diagnóstico da toxoplasmose (National Committee for Cli- 
nical Laboratory Standards, 2004). O imunoensaio enzimático ligado à 
enzima (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay) para IgM é sabi- 
damente mais sensível e específico que a pesquisa de IgM por imuno- 
fluorescência na detecção de toxoplasmose recém-adquirida e congê- 
nita. A hemaglutinação indireta foi o primeiro teste para o diagnóstico 
sorológico da amebiase. A sensibilidade do ensaio também depende do 
tipo de antígeno do parasita utilizado. Por exemplo, a sensibilidade da 
leishmaniose cutânea pode ser aumentada com o uso de antígenos de 
amastigotos no lugar de antígenos de promastigotos na imunofluores- 
cência. Ensaios sorológicos também são afetados pela viabilidade do 
parasita. Cistos hidáticos pulmonares e cistos mortos ou calcificados 
são menos frequentemente detectados que cistos hepáticos ativos. 


Métodos diagnósticos moleculares 


Métodos diagnósticos utilizando as técnicas de amplificação de 
DNA e de onda de ácido nucleico têm sido descritos para a maioria 
das doenças parasitárias comuns e oferecem altos níveis de sensibi- 
lidade e especificidade (Weiss, 1995; Wilson, 1995). Para maiores 
detalhes sobre esse tópico, o leitor deve consultar uma publicação 
recente (Persing, 2004). Os métodos moleculares oferecem algumas 
vantagens únicas como, por exemplo, resultados rápidos (automa- 
tizados), alta sensibilidade e especificidade e capacidade de detectar 
e diferenciar variantes da espécie, todos independentes da condição 
imune do paciente, uma característica potencialmente limitante nos 
ensaios sorológicos. Entretanto, as técnicas moleculares apresentam 
propensão à contaminação cruzada se não forem seguidas de forma 
rígida as precauções adequadas para o processamento. 


Embora a maioria desses procedimentos permaneça sendo uma fer- 
ramenta para laboratórios de pesquisa e não esteja disponível rotineira- 
mente, vários ensaios de reação de cadeia de polimerase (PCR) foram 
desenvolvidos para parasitas, como Plasmodium spp., Babesia spp., T. 
gondii, Leishmania spp., Trypanosoma spp., G. lamblia, Cryptosporidium 
spp. e T. vaginalis (Tab. 61.7). Alguns desses ensaios estão disponíveis no 
formato real-time, no qual a cinética da reação de amplificação do ácido 
nucleico é registrada e analisada por algoritmos computadorizados que 
permitem a detecção de amplicons. Na última década, vários métodos de 
PCR real-time foram desenvolvidos para o diagnóstico clínico de algu- 
mas doenças parasitárias (Tab. 61.7). A introdução dessa tecnologia per- 
mitiu a detecção rápida e evitou o medo de contaminação cruzada em 
virtude das etapas envolvidas na análise pós-amplificação. A PCR tam- 
bém apresenta a oportunidade para monitorar o sucesso da terapia an- 
tiparasitária (Lee, 2002; Bossolasco, 2003) ou detectar a reativação após 
terapia (Costa, 2000). Pelo fato de a natureza inata dos métodos mole- 
culares ser genotípica, os ensaios de PCR têm a capacidade de detectar 
acuradamente até o nível da espécie, dependendo do gene que for visado 
pelo exame (Vallejo, 1999; Mahboudi, 2002). Até o momento, o equipa- 
mento e os outros recursos necessários, incluindo o pessoal treinado em 
biologia molecular, permanecem fora do alcance da maioria dos labora- 
tórios comerciais por causa das limitações fiscais. Embora existam vários 
kits diagnósticos disponíveis no comércio para a detecção de patógenos 
virais ou bacterianos, somente um kit foi aprovado para a pesquisa de 
parasitas. O kit aprovado é para T. vaginalis (Briselden, 1994). Métodos 
moleculares podem ter uma grande importância na identificação de ve- 
tores e contribuem para a prevenção de doenças por meio de programas 
de controle focados nesses vetores (Weiss, 1995). 


Controle de qualidade, melhoria de qualidade 
e segurança 


Um programa de controle de qualidade para o setor de parasitolo- 
gia de um laboratório é similar ao dos outros setores e cobre todos os 
aspectos essenciais da operação, incluindo, entre outros, um manual 
de procedimento completo bem redigido que é revisto anualmente; as 
diretivas para a manutenção de amostras e os registros de resultados; 
o programa de controle de qualidade total com a supervisão técnica 
adequada e a revisão; e a participação em um programa aprovado pa- 
ra testes de proficiência. Os laboratórios também devem focar a aten- 
ção na satisfação do cliente, utilizando várias medidas disponíveis, e 
participar da abordagem em equipe para a identificação de problemas 
e a geração de soluções como parte de um processo contínuo de me- 
lhoria da qualidade. 

O desempenho dos indivíduos responsáveis pelo setor de parasitolo- 
gia deve ser monitorado periodicamente com amostras desconhecidas 


Tabela 61.7 PCR em tempo real para detecção de parasitas 


Parasita Alvo Tipo de Referência 
amostra 
Leishmania spp. rDNA Sangue total Bossolasco, 2003 
Plasmodium spp. rDNA Sangue total Lee, 2002, de Monbrison 2003; 
Farcas, 2004; Perandin, 2004 
Toxoplasma gondii rDNA e Liquido Costa, 2000, 2001; Lin, 2000; 
gene B1 amniótico, Kupferschmidt, 2001; 
sangue, Buchbinder, 2003; Reischl, 2003 
líquido 
cerebrospinal, 
tecido 
Entamoeba rDNA Fezes Blessmann, 2002; Verweij, 2004 
histolytica 
Giardia lamblia rDNA Fezes Verweij, 2004 
Cryptosporidium rDNA Fezes Fontaine, 2002; Coupe, 2005 
spp. 
Cyclospora spp. rDNA Fezes Varma, 2003 
Trichomonas Gene da Amostras Hardick, 2003 
vaginalis B-tubulina vaginais 
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em especial para aqueles laboratórios que encontram resultados positi- 
vos com pouca frequência. Vários materiais de referência devem estar 
disponíveis para uso imediato no laboratório, incluindo lâminas posi- 
tivas e amostras fecais, atlas impressos e atlas de lâminas. 

Amostras não preservadas para exame parasitológico devem ser con- 
sideradas potencialmente infectantes e todas as amostras de sangue e de 
líquidos corporais devem ser manipuladas de acordo com as precau- 
ções universais definida pela Final Rule on Blood-borne Pathogens, da 
Occupational Safety and Health Administration, publicada no Federal 
Register. Além dos patógenos virais hematogênicos, os parasitas da ma- 
lária e hemoflagelados também podem permanecer infectantes. Vários 
parasitas podem permanecer infectantes em amostras de fezes frescas, 
incluindo cistos de protozoários entéricos, ovos de Taenia solium, E. 
vermicularis e H. nana, e larvas de S. stercoralis. T. trichiura, Ascaris lum- 
bricoides e ancilostomatídeo podem permanecer infectantes em amos- 
tras mais velhas, e ovos de Ascaris podem sobreviver e embrionar em 
formalina a 5%. Amostras fecais também podem conter patógenos co- 
mo Salmonella, Shigella ou vírus. A observância rigorosa das técnicas de 
manipulação adequada da amostra e de descarte é essencial, A atenção 
pessoal à lavagem das mãos também é necessária. O uso de etil acetato 
no lugar de éter na realização de técnicas de concentração é fortemente 
recomendado para a defesa contra a possibilidade de explosão (Truant, 
1981; Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005). 


Protozoários sanguíneos e tissulares 


Malária 


A malária (do italiano mal’ aria, que significa “ar ruim”) é uma in- 
fecção aguda, algumas vezes crônica, da corrente sanguínea, caracte- 
rizada clinicamente por febre, anemia e esplenomegalia, e é causada 
por parasitas apicomplexos do genêro Plasmodium. As características 
clínicas que definem uma crise de malária são, por ordem, calafrios 
com tremores, febre (até 40°C ou mais) e sudorese excessiva generali- 
zada, seguido por desaparecimento da febre. A crise dura entre 6 e 10 
horas e é iniciada pela ruptura sincrônica de eritrócitos, com liberação 
de novas formas infecciosas no estágio sanguíneo, conhecidas como 
merozoítos. A doença, em geral, ocorre entre 45ºN e 40ºS (Organi- 
zação Mundial da Saúde, 1987) e é disseminada exclusivamente por 
fêmeas do mosquito Anopheles. As quatro espécies de plasmódios que 
causam a malária humana são Plasmodium vivax, Plasmodium fal- 
ciparum, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. A infecção pelo 
Plasmodium falciparum ocorre principalmente em áreas tropicais de 
todo o mundo, enquanto que a infecção por P. vivax ocorre em zonas 
tropicais e temperadas. O P. malariae também ocorre no mundo in- 
teiro, mas em uma extensão muito menor que o P. falciparum ou o P. 
vivax. O P. ovale é o menos frequente, com a maioria dos casos sendo 
adquirida no oeste africano, na Índia e na América do Sul. 

Como a malária falciparum é potencialmente letal, a sua presença 
deve ser considerada no diagnóstico diferencial de febre inexplicada 
e a história de viagem para áreas endêmicas sempre deve ser investi- 
gada. Em uma época de aumento de viagens internacionais, o risco de 
adquirir malária não é insignificante e a disseminação rápida de cepas 
resistentes a fármacos apresenta problemas particulares ao se conside- 
rar a profilaxia ou a terapia adequada. 

A avaliação laboratorial de pacientes com suspeita de malária continua 
a depender do exame, no momento adequado, de esfregaços de sangue 
espessos e delgados para demonstrar a presença de parasitas intraeritro- 
citários. Embora essas técnicas sejam diretas, a sua execução pode ser 
problemática. A identificação confiável de organismos requer um treina- 
mento contínuo para manter a perícia e, por essa razão, os laboratórios 
que raramente realizam esses exames podem optar por encaminhar as 
amostras para laboratórios de referência desde que o momento para o 
processamento e a obtenção dos resultados seja adequado. 

Métodos laboratoriais mais avançados, incluindo a coloração com 
acridina laranja (ver em “Métodos laboratoriais”) ou a detecção de 
DNA específico do parasita (Lanat, 1989; Weiss, 1995; Clinical and 
Laboratory Standards Institute, 2005), apresentam uma maior sensi- 
bilidade e especificidade, mas eles geralmente não são adequados ou 
não estão disponíveis em laboratórios menores. O desenvolvimento 


recente de ensaios de imunocaptura para a detecção da lactato desi- 
drogenase específica de Plasmodium ou HRP-II parece prover um alto 
grau de sensibilidade e de especificidade no diagnóstico da malária. 
Várias versões desses testes, configurados como métodos de “fita rea- 
gente”, são especialmente promissoras em situações em que a facilida- 
de de realização é crítica e os serviços laboratoriais usuais disponíveis 
não existem (Palmer, 1998; Piper, 1999; Marx, 2005). 


Ciclo de vida 

Os parasitas da malária passam por uma fase sexuada (esporogo- 
nia) em mosquitos Anopheles, que resulta na produção de esporozo- 
ítos infectantes, e uma fase assexuada (esquizogonia) nos humanos, 
que resulta na produção de esquizontes e merozoitos (Fig. 61.1). Na 
corrente sanguínea, alguns merozoítos acabam se diferenciando em 
gametócitos (gametogonia), os quais, quando ingeridos pela fêmea do 
Anopheles, amadurecem nos microgametas masculinos e nos macro- 
gametas femininos. A fusão do microgameta e do macrogameta re- 
sulta na formação do oocineto móvel, o qual migra para o exterior 
da parede do estômago e forma um oocisto. No oocisto, numerosos 
esporozoitos fusiformes são formados. O oocisto maduro rompe na 
cavidade corporal, liberando os esporozoítos, os quais migram pelos 
tecidos até as glândulas salivares, a partir das quais eles são injetados 
no hospedeiro vertebrado quando o mosquito se alimenta. O tempo 
necessário para o desenvolvimento no mosquito varia de 8 a 21 dias. 

Os esporozoítos injetados no hospedeiro vertebrado atingem as cé- 
lulas parenquimatosas hepáticas em minutos e iniciam a fase prolife- 
rativa, conhecida como esquizogonia exoeritrocítica. A liberação de 
merozoítos dos esquizontes hepáticos rompidos inicia a infecção san- 
guínea ou a esquizogonia eritrocítica e, finalmente, os sintomas clíni- 
cos da malária. O P. vivax e o P. ovale diferem do P. falciparum e do P. 
malariae porque recaídas verdadeiras da doença causada pelas primei- 
ras espécies podem ocorrer semanas a meses após crises anteriores. Is- 
so ocorre em razão da nova esquizogonia exoeritrocítica e eritrocítica 
de esporozoítos hepáticos latentes, os quais são conhecidos como hip- 
nozoítos (Krotoski, 1982). Recorrências da doença devida ao P. falci- 
parum ou ao P. malariae, denominadas recrudescências, ocorrem em 
virtude do aumento da quantidade de formas sanguíneas persistentes 
em níveis detectáveis clinicamente, e não por causa da persistência de 
formas do estágio hepático. As células hepáticas são infectadas apenas 
pelos esporozoítos do mosquito. Portanto, a infecção por P. vivax ou 
P. ovale adquirida por transfusão não apresenta recaída. 

Os merozoítos liberados dos hepatócitos infectados contaminam 
subsequentemente os eritrócitos. Após a amplificação de parasitas na 
corrente sanguínea por um período de tempo e o desenvolvimento de 
sincronia de seu aparecimento, ocorrem crises clínicas de malária. O 
P. vivax e o P. ovale infectam primeiro eritrócitos jovens, enquanto 
que o P. malariae infecta eritrócitos mais velhos e o P. falciparum in- 
fecta eritrócitos de todas as idades. 

Estágios morfológicos observados em eritrócitos incluem trofozoitos 
(formas em crescimento), esquizontes (formas em divisão) e gametó- 
citos (formas sexuadas) (Figs. 61.2 a 61.5). Os trofozoítos mais jovens 
apresentam uma forma globosa com um vacúolo central, uma massa 
vermelha de cromatina e um citoplasma azul. Em esfregaços de sangue 
corados, trofozoítos jovens assemelham-se a anéis de sinete e geralmen- 
te são designados como anéis ou formas em anel. Trofozoítos em cres- 
cimento além do estágio de anel retêm uma única massa de cromatina, 
mas apresentam citoplasma mais abundante, o qual pode ter um as- 
pecto compacto ou ameboide (irregular). Trofozoítos maduros ainda 
apresentam apenas uma massa de cromatina, mas uma maior quanti- 
dade de citoplasma que preenche parcialmente o eritrócito. O pigmen- 
to hemozoina (hematina), um produto de degradação da hemoglobina, 
é característico de todos os eritrócitos que contêm formas maduras de 
parasitas da malária, mas não é evidente nas formas em anel. Esquizon- 
tes imaturos apresentam duas ou mais massas de cromatina e citoplas- 
ma não dividido, enquanto esquizontes maduros apresentam citoplas- 
ma e cromatina completamente divididos, de modo que merozoitos 
individuais são evidentes. O esquizonte maduro rompe o eritrócito, 
liberando os merozoítos e iniciando um novo ciclo de infecção. O ciclo 
eritrocítico leva cerca de 48 horas (forma terçã) para infecções por P. 
falciparum, P. ovale e P. vivax, e 72 horas (forma quartã) para infecções 
por P. malariae. Em algum ponto durante a infecção, uma subpopu- 
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Figura 61.1 Ciclo de vida de parasitas da malária. (Cortesia do Centers for Disease Control, Parasitology Training Branch, Atlanta, GA.) 


lação de merozoítos evolui para gametócitos. Aqueles do P. vivax, do 
P. malariae e do P. ovale são arredondados, enquanto que os do P. fal- 
ciparum são alongados (em forma de salsicha). Os macrogametócitos 
(fêmeas) caracteristicamente apresentam uma massa compacta de cro- 
matina, enquanto que os microgametócitos (machos) apresentam uma 
cromatina mais dispersa. Os ¢ gametócitos em desenvolvimento são mais 
compactos que os trofozoítos em crescimento. 


Epidemiologia 

A transmissão endêmica da malária requer um reservatório de in- 
fecção, um mosquito vetor adequado e um hospedeiro susceptível. O 
controle da malária é direcionado para a eliminação dos hospedeiros 
do mosquito, o tratamento dos casos ativos e a profilaxia das pessoas 
susceptíveis. Entretanto, o aparecimento de mosquitos resistentes aos 
inseticidas, o desenvolvimento de resistência à profilaxia e à terapia pe- 
lo P. falciparum e, recentemente, pelo o P. vivax (Murphy, 1993), e a 
falta de fundos adequados tornam o controle difícil em muitas áreas. 


Indivíduos da raça negra com traço falciforme são menos suscepti- 
veis à malária causada pelo P. falciparum, e indivíduos que não apre- 
sentam certos determinantes do grupo sanguíneo Duffy são protegidos 
contra infecções por P. vivax (Miller, 1976). A deficiência de glicose-6- 
-fosfato desidrogenase (G6PD) foi associada à proteção contra a ma- 
lária, mas as evidências são menos impressionantes que as de outras 
anormalidades genéticas. 

A malária induzida pela transfusão pode ocorrer quando doadores 
de sangue apresentam a malária subclínica e ela pode ser fatal para o 
receptor. Similarmente, a malária congênita pode ocorrer em crian- 
ças nascidas de mães de áreas endêmicas. A criança adquire a infec- 
ção ao nascimento, como resultado da ruptura de vasos sanguíneos 
placentários, acarretando uma transfusão materno-fetal. Não é espe- 
rada a recorrência da malária transfusional ou da malária congênita 
porque a esquizogonia exoeritrocítica não ocorre. O número de ca- 
sos de malária notificados nos Estados Unidos aumentou de 151 em 
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Figura 61.2 Plasmodium vivax. 1, Eritrócito de tama- 
nho normal com trofozoito marginal em forma de anel. 
2, Forma de anel em sinete de trofozoito no macrócito. 
3, Trofozoíto em forma de anel um pouco mais velho 
no eritrócito, apresentando pontilhado basófilo. 4, Eri- 
trócito policromatófilo contendo parasita terça jovem 
com pseudópodos. 5, Trofozoíto em forma de anel, 
apresentando pigmento no citoplasma de uma célula 
aumentada de volume, contendo pontilhado de Schúff- 
ner. Esse pontilhado não aparece em todas as células 
que contêm Plasmodium vivax em crescimento e for- 
mas mais velhas, mas ele pode ser observado em qual- 
quer estágio da forma em anel bem jovem em diante. 
6 e 7, Formas de trofozoíto médio muito tênues. 8, 
Três trofozoítos ameboides com citoplasma fundido. 9 
a 13, Trofozoítos ameboides mais velhos em processo 
de desenvolvimento. 70, Dois trofozoitos ameboides 
em uma célula. 14, Trofozoito maduro. 15, Trofozoito 
maduro com cromatina aparentemente em processo 
de divisão. 16 a 19, Esquizontes apresentando etapas 
progressivas de divisão (esquizontes pré-segmentados). 
8 20, Esquizonte maduro. 21 e 22, Gametócitos em de- 
senvolvimento. 23, Microgametócito maduro. 24, Ma- 
crogametócito maduro. (De Wilcox A: Manual for the 
Microscopical Diagnosis of Malaria in Man. Bulletin 
No. 180, National Institute of Health, 1942). 
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1970 para 1.838 em 1980, mas caiu para 1.411 em 1993 (Centers for 
Disease Control and Prevention, 1988, 1993). As espécies causadoras 
da infecção em 1987 foram o P. vivax (44%), P. falciparum (43%), 
P. malariae (4%), P. ovale (3%) e indeterminada (6%). O intervalo 
entre a chegada aos Estados Unidos e o início da doença foi inferior 
a um mês para 25% dos casos causados pelo P. vivax e 80% dos casos 
causados pelo P. falciparum. Somente 3% dos pacientes adoeceu mais 
de 1 ano após a sua chegada. Cidadãos norte-americanos adquiriram 
a infecção na África (63%), na Ásia (18%), no hemisfério ocidental 
(14%) e na Oceania (4%). 





Doença clínica 

A maioria dos pacientes que desenvolve a infecção pelo P. falciparum 
se torna sintomática nos 30 dias que sucedem a exposição, enquanto que, 
com outras espécies de Plasmodium, pode haver um retardo de até 6 me- 
ses ou mais. Os sintomas comuns iniciais da malária incluem febre e ca- 
lafrios, com frequência associados à esplenomegalia. Nos estágios iniciais 
da doença, os episódios febris ocorrem irregularmente, mas acabam se 
tornando mais sincrônicos, assumindo a periodicidade terçã (P. vivax, P. 
falciparum e P. ovale) ou quarta (P. malariae). Pacientes com malária que 
desenvolvem anemia podem apresentar outras manifestações, incluindo 


diarreia, dor abdominal, cefaleia e mialgias. A malária por P. falciparum 
pode causar parasitemia elevada (50%), o que pode levar à hemólise se- 
vera com hemoglobinúria e anemia grave. Os eritrócitos infectados pelos 
trofozoítos em crescimento e pelos esquizontes de P. falciparum são se- 
questrados nos pequenos vasos do corpo e podem causar oclusão deles, 
causando sintomas relacionados à obstrução capilar e à anóxia tissular. 
O envolvimento encefálico é conhecido como malária cerebral. Quando 
isso ocorre, O paciente apresenta desorientação, progredindo para deliro, 
coma e, frequentemente, morte. À exsanguíneo transfusão pode salvar a 
vida nas infecções graves por P. falciparum (Nielson, 1979; Powell, 2002). 





Figura 61.3 Plasmodium malariae. 1, Trotozoito em 
forma de anel jovem, associado à malaria quarta. 2-4, 
Formas trofozoitos jovens do parasita, mostrando o 
aumento gradual da cromatina e do citoplasma. 5, 
Trofozoito em forma de anel em desenvolvimento 

— cromatina alongada e um pouco de pigmento evi- 
dente. 7-12, Algumas das possíveis formas exibidas 
pelo trofozoito causador da malária quarta. 13 e 14, 
Trofozoítos maduros — um deles em forma de basto- 
nete. 15-19, Fases do desenvolvimento do esquizonte 
(esquizontes pré-segmentados) 20, Esquizonte maduro. 
21, Microgametócito imaturo. 22, Macrogametócito 
imaturo. 23, Microgametócito maduro. 24, Macroga- 
metócito maduro. (De Wilcox A: Manual for the Mi- 
croscopical Diagnosis of Malaria in Man. Bulletin No. 
180, National Institute of Health, 1942.) 


A evolução da malária não tratada depende da espécie envolvida. 
A maioria dos casos fatais de malária é devida ao P. falciparum. 
Em casos não fatais, os paroxismos febris tornam-se menos graves 
ao longo do tempo e a doença desaparece gradualmente. Pacientes 
com infecção por P. vivax ou P. ovale podem apresentar recaídas 
após muitos meses ou, às vezes, anos. Indivíduos com infecção por 
P. falciparum ou P. malariae podem apresentar períodos assinto- 
máticos, mas apresentam recrudescências esporádicas em virtude 
da persistência de um baixo grau de parasitemia. Recaídas e re- 
crudescências podem estar associadas a alterações no mecanismo 
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de defesa do hospedeiro ou a possíveis alterações antigênicas nos 
organismos infectantes. 

Esfregaços de sangue periférico revelam a presença de leucócitos que 
contêm pigmento da malária. O aumento da contagem de reticulócitos 
é comum e está associado ao rápido turnover eritrocitário. À presença 
de plaquetas com volume muito aumentado também pode ser observa- 
da em esfregaços de sangue periférico e ocorre em consequência de seu 
rápido turnover secundário ao sequestro esplênico. Infecções maláricas 
podem interferir em certos exames sorológicos, produzindo resultados 
falso-positivos, em especial em exames para sífilis. 

A terapia e a profilaxia da malária tornaram-se tópicos altamente 
complexos por causa do surgimento disseminado da resistência do P. 





Figura 61.4 Plasmodium falciparum. 1, Forma trofozo- 
ito bastante jovem. 2, Infecção dupla de uma única cé- 
lula por trofozoitos jovens — um com “forma marginal” 
e o outro com forma de “anel com sinete”. 3 e 4, Tro- 
fozoitos jovens mostrando pontos de cromatina dupla. 
5-7, Formas trofozoitos em desenvolvimento. 8, Três 
trofozoítos médios dentro de uma célula. 9, Trofozoito 
com pigmento no interior de uma célula contendo 
granulações de Maurer. 10 e 11, Dois trofozoítos em 
cada duas células, mostrando as variações de forma 
que o parasita pode apresentar. 12, Trofozoito quase 
maduro com dispersão de pigmentos por todo o cito- 
plasma. Granulações de Maurer na célula. 13, “Formas 
delgadas”, estivo-outonais. 14, Trofozoito maduro com 
agregação de pigmentos. 75, Parasita em processo 

de divisão inicial da cromatina. 16-19, Várias fases 

do desenvolvimento do esquizonte (esquizontes pré- 
-segmentados). 20, Esquizonte maduro. 21-24, Formas 
sucessivas no desenvolvimento do gametócito — usu- 
almente não encontradas na circulação periférica. 

25, Macrogametócito imaturo. 26, Macrogametócito 
maduro. 27, Microgametócito imaturo. 28, Microga- 
metócito maduro. (Cortesia do National Institute of 
Health, USPHS.) 


falciparum à cloroquina e a outros antimaláricos e, em menor grau, 
da resistência do P. vivax à cloroquina. Além disso, indivíduos que 
contraíram malária por P. vivax ou P. ovale ou que passaram um lon- 
go tempo em áreas altamente endêmicas necessitam de tratamento 
com primaquina para erradicar os hipnozoitos hepáticos e prevenir 
a recaída. O uso de primaquina pode ser perigoso em pacientes com 
deficiência de G6PD e pode ser necessária a investigação de pacientes 
de risco antes de iniciar a terapia. 


Diagnóstico 


A malária deve ser incluída no diagnóstico diferencial de febre em 
pacientes com história de viagem ou residência em áreas endêmicas, 
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Figura 61.5 Plasmodium ovale. 1, Trofozoíto em forma 
de anel. 2-5, Trofozoítos em forma de anel mais ve- 
lhos. 6-8, Trofozoítos ameboides mais velhos. 9, 77 e 
12, Células duplamente infectadas, trofozoitos. 10, Cé- 
lulas duplamente infectadas, gametócitos jovens. 13, 
Primeiro estágio do esquizonte. 14-19, Esquizontes, 
estágios progressivos. 20, Gametócito maduro. Tradu- 
ção livre da legenda que acompanha a prancha ori- 
ginal em Guide pratique d'examen microscopique du 
sang appliqué au diagnostic du paludisme, de Georges 
Villain. Reproduzido com permissão de Biologie Me- 
dicale supplement, 1935. (Cortesia de Aimee Wilcox, 
National Institutes of Health Bulletin No. 180, USPHS.) 








vício em drogas ou transfusão sanguínea. O diagnóstico, em geral, é 
estabelecido pela demonstração da presença de parasitas em esfrega- 
ços de sangue espesso e delgado. Idealmente, amostras de sangue de- 
vem ser coletadas um pouco antes do próximo pico febril previsto ou 
no início de um episódio febril. Algumas vezes podem ser necessárias 
amostras coletadas com intervalo de várias horas para demonstrar a 
presença da infecção ou para a identificação da espécie, pois o núme- 
ro e os estágios morfológicos dos parasitas variam durante o ciclo. O 
exame cuidadoso de esfregaços espessos deve revelar a presença dos 
parasitas em quase todos os pacientes com malária sintomática. 

A identificação de parasitas maláricos em esfregaços de sangue delga- 
do exige uma abordagem sistemática. Existem três fatores importantes 
a serem considerados: presença de eritrócitos infectados, presença de 
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parasitas e estagios observados. A Tabela 61.8 resume as caracteristicas 
diagnósticas das espécies, as quais são ilustradas nas Figuras 61.2 a 61.5. 
O eritrócito infectado pelo P. vivax ou pelo P. ovale frequentemente 
apresenta aumento de volume em comparação com células adjacentes 
não infectadas, enquanto que o P. malariae e o P. falciparum, em geral, 
são observados em eritrócitos com tamanho normal. Vinte por cento 
ou mais dos eritrócitos infectados pelo P. ovale são, com frequência, 
ovais ou fimbriados (com projeções irregulares das margens celulares), 
enquanto que menos de 6% dos eritrócitos infectados pelo P. vivax 
são ovais. O pontilhado de Schiúffner, numerosos grânulos pequenos 
uniformemente rosas no interior do eritrócito, é, em geral, observado 
em células infectadas pelo P. vivax e P. ovale, embora ele possa não ser 
evidente em células infectadas por formas iniciais em anel ou em lâmi- 
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Tabela 61.8 Comparação de espécies de Plasmodium que afetam humanos 


Aparência do 


Número de 


pigmento do parasita merozoítos 


Marrom dourado, 
imperceptível 


Marrom escuro, 
grosseiro, perceptível 


Marrom escuro, 
perceptível 


Preto; grosseiro e 
perceptível nos 


12-24; média de 16 


6-12; média de 8; 
esquizontes tipo 
“roseta” são 
ocasionalmente 
observados 


6-14; média de 8 


6-32; média de 
20-24 


Estágios encontrados 
no sangue circulante 


Todos os estágios. Uma 
ampla faixa de estágios 
pode ser observada em 
qualquer esfregaço de 
sangue 


Todos os estágios. 
Usualmente, não é 
observada uma ampla 
variedade de estágios. 
De modo geral, existem 
relativamente poucos 
anéis ou gametócitos 


Todos os estágios 


Anéis e/ou gametócitos. 
Outros estágios 
desenvolvem-se nos 


Espécies Aparência do tamanho | Pontilhado de Citoplasma do 
do eritrócito Schiiffner parasita 
Plasmodium — Aumentado. Tamanho + Irregular, ameboide 
vivax maximo (atingido em Em todos os estágios, em trofozoitos. 
trofozoítos e esquizontes excetuando as formas Apresenta uma 
maduros) pode ser de 1-2 em anel iniciais aparência “espalhada” 
vezes o diâmetro normal 
do eritrócito 
Plasmodium Normal - Trofozoítos 
malariae (Pontilhados de arredondados 
Ziemann são compactos com 
raramente observados) citoplasma denso. 
Trofozoitos em forma 
de faixa são 
ocasionalmente 
observados 
Plasmodium | Aumentado. O tamanho + Trofozoitos 
ovale máximo pode ser de 1'/4- Em todos os estágios, arredondados 
1'/2 vezes o diâmetro excetuando as formas compactos. 
normal do eritrócito. em anel iniciais Ocasionalmente, 
Aproximadamente 20% ou levemente ameboides. 
mais dos eritrócitos Trofozoitos em 
infectados são ovais e/ou crescimento 
fimbriados (a borda apresenta apresentam uma 
projeções irregulares) grande massa de 
cromatina 
Plasmodium — Normal. Eritrócitos - Anéis jovens são 
falciparum infectados de forma (Pontilhados de pequenos, delicados, 
múltipla são comuns Maurer são frequentemente com 
ocasionalmente pontos duplos de 
observados) cromatina. Gametócitos 


apresentam uma forma 
de “lua crescente” ou 
são alongados 


gametócitos 
vasos sanguíneos de 
órgãos internos, mas não 
são observados no 
sangue periférico, exceto 
em infecções graves 


Fonte: com permissão de Smith JW, Melvin DM, Orihel TC et al.: Diagnostic Parasitology - Blood and Tissue Parasites. Chicago, IL, American Society of Clinical Pathologists, 1976. 


nas que não foram coradas no pH adequado (ver “Métodos laborato- 
riais”). A presença do pontilhado de Schiiffner é útil porque ele não é 
observado na infecção por P. malariae ou P. falciparum. 

Na medida em que os trofozoitos crescem nas células infectadas, a 
quantidade de hemoglobina nos eritrócitos diminui e o pigmento hemo- 
zoina acumula. A quantidade e o aspecto do pigmento variam entre as 
espécies. As formas em anel de todos os parasitas podem ter um aspecto 
similar e, se apenas formas em anel forem observadas ocasionalmente, as 
espécies podem não ser identificáveis. Formas jovens em anel do P. fal- 
ciparum são menores do que as das outras espécies (1/6 do diâmetro do 
eritrócito em comparação com um terço do diâmetro para as das outras 
espécies). Anéis de P. falciparum que crescem apresentam um tamanho 
similar aos das outras espécies. Trofozoítos que parecem repousar sobre 
a superfície do eritrócito ou que parecem protrusos são denominados 
appliqués ou accolés e são mais observados nas infecções por P. falcipa- 
rum. À presença de células duplamente infectadas e com pontos duplos 
de cromatina em trofozoítos em forma de anel ocorre mais nas infecções 
por P. falciparum, mas pode ocorrer com outras espécies. 

Trofozoítos em crescimento de P. vivax apresentam formas irregula- 
res e são denominados ameboides. Os do P. malariae e do P. ovale per- 
manecem compactos. Trofozoítos maduros e esquizontes do P. falcipa- 
rum geralmente são sequestrados nos leitos capilares em consequência 
da citoaderência às células endoteliais e não são observados no sangue 
periférico, exceto em infecções graves. Quando esquizontes são identi- 
ficados no sangue periférico, a determinação do número de merozoítos 
é útil na identificação das várias espécies. Os gametócitos do P. falcipa- 
rum são prontamente identificados pela sua forma característica tipo 
“linguiça”. Os gametócitos do P. vivax, P. malariae e P. ovale apresen- 
tam uma forma similar e sua diferenciação é difícil, embora as caracte- 
rísticas dos eritrócitos infectados possam auxiliar a identificação. 


As variedades dos estágios desenvolvimentais no sangue periférico 
ajudam no diagnóstico. Na infecção por P. falciparum, as formas em 
anel predominam e a observação de numerosas formas em anel com 
estágios mais maduros é uma evidência de infecção por P. falciparum. 
Nas infecções por P. vivax, P. malariae e P. ovale, vários estágios dos 
parasitas são observados, com uma certa predominância de um estágio 
dependendo da fase do ciclo. 

Esfregaços espessos são preferíveis para a detecção de infecções 
maláricas porque uma maior quantidade de sangue é examinada 
(ver “Métodos laboratoriais ). As formas em anel frequentemente 
apresentam um aspecto pontilhado, em vez de anéis completos, e a 
presença de cromatina vermelha e citoplasma azul é necessária para 
identificá-las como parasitas. O pontilhado de Schiiffner pode ser 
uma característica identificadora útil e pode ser reconhecido em tor- 
no de trofozoítos em crescimento como um halo rosa em vez de gra- 
nulos distintos em esfregaços delgados de sangue. O caráter ameboide 
dos trofozoítos do P. vivax não é tão evidente em esfregaços espessos, 
mas o número de merozoítos em esquizontes maduros é útil. Macro 
e microgametócitos, em geral, não podem ser diferenciados. A forma 
distinta do tipo “linguiça” dos gametócitos do P. falciparum ainda é 
evidente, embora eles possam ser mais atarracados do que em esfrega- 
ços delgados. Gametócitos de outras espécies podem ser detectados e 
são facilmente diferenciados dos núcleos das células hospedeiras pela 
presença do pigmento hemozoina refrativo. 

Ocasionalmente, ocorrem infecções mistas (cerca de 5% dos casos), 
mas deve-se ter cautela ao se estabelecer esse tipo de diagnóstico, exce- 
to quando existem evidências definitivas de duas populações distintas 
de parasitas. As infecções mistas mais comuns são as por P. falciparum 
e P. vivax. A presença de gametócitos de P. falciparum em um indiví- 
duo obviamente infectado por P. vivax é diagnóstica. 


Existem múltiplos artefatos que podem ser confundidos com parasi- 
tas maláricos em esfregaços espessos e delgados de sangue. O artefato 
mais comum em esfregaços delgados são as plaquetas superpostas aos 
eritrócitos. Essas plaquetas devem ser prontamente identificadas por- 
que elas não apresentam uma forma de anel verdadeira, não exibem 
diferenciação da cromatina e do citoplasma e não contêm pigmen- 
to. Agregados de bactérias ou plaquetas podem ser confundidos com 
esquizontes. Algumas vezes, massas de plaquetas fundidas podem se 
assemelhar a gametócitos do P. falciparum, mas elas não apresentam a 
coloração diferencial do pigmento. Corante precipitado ou bactérias, 
fungos ou esporos contaminantes também podem ser confundidos 
com esses parasitas. 

Exames sorológicos espécie-específicos para a malária são particu- 
larmente úteis para a investigação epidemiológica e para a identifi- 
cação de doadores de sangue infectados. Entretanto, esses testes não 
diferenciam de modo confiável a infecção atual da infecção prévia. O 
CDC disponibilizou testes de imunofluorescência sensíveis e específi- 
cos utilizando antígenos das quatro espécies humanas (Wilson, 1995). 
Ensaios para a detecção direta de antígenos maláricos no sangue são 
particularmente promissores (ver “Métodos laboratoriais”). 


Babesiose 


Como os parasitas maláricos, os agentes etiológicos da babesiose ou 
da piroplasmose são protozoários apicomplexos encontrados em todo 
o mundo e que infectam os eritrócitos, produzindo, com frequência, 
uma doença febril de gravidade variável. Diferentemente da malária, 
a babesiose é transmitida por carrapatos e é observada em várias espé- 
cies animais que servem de reservatórios (Krause, 2002). 

As infecções humanas nos Estados Unidos ocorrem predominan- 
temente nos estados do nordeste e meio-oeste nos quais o parasita de 
roedores Babesia microti é responsável pela infecção (Homer, 2000). 
Em geral, o vetor é o carrapato Ixodes scapularis. Estudos recentes im- 
plicaram uma outra espécie de Babesia, ainda não nominada (conhe- 
cida como WA1), como responsável pela doença no oeste dos Estados 
Unidos. Acredita-se que esse parasita, associado à doença nos estados de 
Washington e Califórnia, seja transmitido pelo carrapato Ixodes pacificus 
(Quick, 1993; Persing, 1995). Na Europa, o parasita canino Babesia diver- 
gens, transmitido pelo Ixodes ricinus, infecta humanos e um relato recente 
de infecção similar à causada pela B. divergens no estado de Washington 
expandiu a faixa de casos humanos conhecidos (Herwaldt, 2004). 


O espectro da babesiose varia de uma infecção latente subclínica a 1289 


uma doença hemolítica fulminante. Mortes têm sido relatadas, espe- 
cialmente em indivíduos esplenectomizados ou imunocomprometi- 
dos. Indivíduos imunocompetentes podem apresentar sintomas si- 
milares aos da malária, incluindo febre, calafrios, mal-estar e anemia, 
embora sem periodicidade reconhecível. A investigação de uma epi- 
demia causada pela B. microti na ilha de Nantucket, na Nova Inglater- 
ra, mostrou que alguns pacientes sintomáticos portavam o parasita há 
meses e outros apresentavam evidências sorológicas de infecção sem 
história de doença clínica (Ruebush, 1980). Outras evidências vêm 
surgindo, indicando que infecções crônicas subclínicas podem não ser 
incomuns (Persing, 1995). 

O parasita Babesia multiplica-se nos eritrócitos por esquizogonia, 
mas não produz gametócitos. Embora os trofozoítos de muitas espé- 
cies possuam uma forma piriforme em algum ponto de seu desenvol- 
vimento, os da B. microti, em geral, aparecem como delicadas formas 
em anel que podem ser facilmente confundidas com as dos parasitas 
maláricos, em especial do P. falciparum (Fig. 61.6A) (Healy, 1980; Ho- 
mer, 2000). Trofozoítos da Babesia podem ser diferenciados dos trofo- 
zoítos dos parasitas maláricos pela presença de múltiplos anéis em uma 
célula que podem formar uma tétrade (cruz de Malta) e pela ausência 
de trofozoitos grandes em crescimento e gametócitos. Além disso, cé- 
lulas infectadas pela Babesia não apresentam o pigmento hemozoina, 
o qual está presente nas células infectadas por Plasmodium. A história 
de residência ou viagem em áreas endêmicas ou de uma recente picada 
de carrapato pode sugerir infecção por Babesia. O CDC disponibilizou 
exames sorológicos (imunofluorescência) para B. microti e WAl em 
serviços de saúde pública. Exames sorológicos para malária são nega- 
tivos na babesiose, embora pacientes com malária possam apresentar 
reação cruzada em exames sorológicos para Babesia (Wilson, 1995). 


Hemoflagelados 


Os hemoflagelados de humanos e animais são membros da ordem 
Cinetoplastida e são caracterizados pela presença de uma grande mito- 
côndria conhecida como cinetoplasto, a qual contém DNA suficiente 
para ser observado na microscopia de luz quando corados com corante 
de Giemsa. Dois gêneros importantes na doença humana são o Trypa- 
nosoma e a Leishmania. Membros de ambos os gêneros são transmiti- 
dos por vetores artrópodes e apresentam hospedeiros animais como 
reservatórios. 








Figura 61.6 A, Infecção humana por Babesia microti; observe a alta parasitemia e os múltiplos eritrócitos infectados (objetiva de imersão). B, Trypanosoma sp. em esfregaço 
de sangue corado; observe o núcleo, o cinetoplasto e a membrana ondulante (objetiva de imersão). C, Amastigotas de Leishmania mexicana em esfregaço por impressão de 
lesão da coxa; coloração de Giemsa (objetiva de imersão). D, Pseudocisto de Toxoplasma gondii em tecido cerebral (hematoxilina-eosina; objetiva de imersão). E, Roseta 
cutânea de taquizoitos de T. gondii em um paciente imunocomprometido (hematoxilina-eosina; objetiva de imersão). F, Taquizoitos de T. gondii recuperados de uma amostra 
de lavado broncoalveolar de um indivíduo infectado pelo vírus da imunodeficiência humana (coloração de Giemsa; objetiva de imersão). 















e um axonema localizados anteriormente, e um flagelo livre que se 
estende a partir da extremidade anterior. Esse estágio ocorre nos inse- 
tos vetores da Leishmania e é o estágio detectado na cultura. A forma 
epimastigota é similar à promastigota, mas o cinetoplasto encontra-se 
mais próximo do núcleo e apresenta uma pequena membrana ondu- 
lante que se torna um flagelo livre. Todas as espécies de Trypanoso- 
ma que infectam humanos apresentam um estágio epimastigota no 
inseto vetor ou na cultura. Na forma tripomastigota, o cinetoplasto 
encontra-se na extremidade posterior e o flagelo forma uma membra- 
na ondulante que se estende ao longo da célula, emergindo como um 
flagelo livre na extremidade anterior. A forma tripomastigota ocorre 
predominantemente na corrente sanguínea de hospedeiros mamíferos 
infectados pelos vários Trypanosoma spp. Os estágios infecciosos ob- 
servados nos insetos vetores apropriados após transformação da for- 
ma epimastigoda são conhecidos como tripomastigotas metacíclicos. 


Trypanosoma 

Infecções por tripanossomas incluem aquelas causadas pelo Trypano- 
soma brucei (tripanossomiase africana ou do Velho Mundo) e T. cruzi 
(tripanossomiase americana ou do Novo Mundo ou doença de Cha- 
gas). Ambas têm uma grande importância em áreas endêmicas, mas 
são raramente observadas nos Estados Unidos. Uma terceira espécie, 
Trypanosoma rangeli, foi descrita em humanos nas Américas, mas não 
causa doença clínica. Na corrente sanguínea, tripomastigotas do grupo 
T. brucei (Fig. 61.6B) apresentam até 30 um de comprimento com cur- 
vas graciosas e um pequeno cinetoplasto. As formas tripomastigotas 
do T. cruzi são menores (20 um) e possuem uma forma em S e Cem 
esfregaços de sangue corados e apresentam um cinetoplasto maior. 

Na África equatorial, parasitas do grupo T. brucei infectam animais 
e humanos e são transmitidos pela picada da mosca tsé-tsé do gênero 
Glossina. A multiplicação dos organismos no local da picada, em geral, 
produz um cancro transitório. A tripanossomíase da África Oriental é 
causada pelo T. brucei rhodesiense, o qual apresenta alguns reservató- 
rios animais. À doença é caracterizada por uma doença febril aguda ra- 
pidamente progressiva com linfadenopatia. Os pacientes morrem antes 
do envolvimento do sistema nervoso central (SNC) ser proeminente. 


Tripomastigota 
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dos clínicos. Os pacientes apresentam um alto nível de imunoglobulina 
M (IgM) no sangue e no líquido cerebrospinal (LCE). Ocorre pleocito- 
se com 50 a 500 células mononucleares por microlitro no LCE. O diag- 
nóstico é estabelecido pela demonstração de parasitas em esfregaços 
espessos e delgados de sangue periférico, esfregaços de creme leucocitá- 
rio, aspirados de linfonodos ou de medula óssea ou em centrifugado de 
LCE corado com Giemsa (Van Meirvenne, 1985; Cattand, 1988; Natio- 
nal Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000). A cultura ou a 
inoculação em animal também pode ser útil, quando disponível. 

A tripanossomiase americana ou doença de Chagas é causada pelo T. 
cruzi. Na sua forma mais silvestre, o parasita ocorre nos Estados Uni- 
dos, América Central e na maior parte da América do Sul. Infecções 
humanas são comuns em partes do México, da América Central e da 
América do Sul, onde elas são transmitidas por insetos da família Re- 
duviidae. Os gêneros e as espécies envolvidos na transmissão variam de 
um país a outro e entre diferentes nichos ecológicos. Alguns deles são 
responsáveis pela manutenção do ciclo silvestre em reservatórios ani- 
mais, enquanto outros se adaptam à vida doméstica na qual eles infes- 
tam casas mal construídas, usualmente em áreas rurais. No momento 
da alimentação, o inseto defeca. As fezes do inseto contêm tripomasti- 
gotas infectantes que, como resultado do ato de coçar, entram no cor- 
po no local da picada ou pela mucosa oral ou conjuntival intacta. As 
formas infectantes entram ativamente nas células tissulares vizinhas, 
nas quais eles se transformam em amastigotas que se dividem. Quando 
a célula infectada é cheia de amastigotas, a transformação em tripo- 
mastigotas ocorre, seguida pela ruptura celular. As formas tripomas- 
tigotas são liberadas no sangue periférico e atingem tecidos distantes, 
nos quais elas podem começar novamente o ciclo reprodutivo. 

A doença de Chagas pode causar infecções agudas ou crônicas. A 
doença aguda é mais comum em crianças com menos de 5 anos de 
idade e é caracterizada por mal-estar, calafrios, febre, hepatoespleno- 
megalia e miocardite. O edema do tecido periorbitário (sinal de Ro- 
mafia) pode estar presente se a inoculação dos organismos ocorrer na 
face. O edema de tecidos em outros locais após a picada de um inseto 
infectado é denominado chagoma. Em indivíduos mais velhos, a evo- 
lução aguda é mais leve ou frequentemente assintomática. Em ambos 


os casos, o paciente permanece infectado por toda a vida. As manifes- 
tações crônicas da infecção, incluindo o megaesôfago, o megacólon e 
as alterações do sistema de condução cardíaco, estão relacionadas à 
destruição de células efetoras do sistema parassimpático por autoan- 
ticorpos. A infecção pode ser transmitida por transfusão sanguínea e 
infecções quiescentes podem ser exacerbadas pela imunossupressão. 

O diagnóstico no estágio agudo é estabelecido pela demonstração 
da presença do parasita em esfregaços espessos e delgados de sangue, 
em esfregaços de creme leucocitário, e em aspirados de chagomas ou 
de linfonodos aumentados de volume. Amostras de aspirados, sangue 
e biópsia também podem ser submetidas à cultura, utilizando o meio 
Novy-MacNeal-Nicolle (Ash, 1987; Visvesvara, 2004b; National Com- 
mittee for Clinical Laboratory Standards, 2000; Garcia, 2001). Em 
áreas endêmicas, o xenodiagnóstico (exame do conteúdo intestinal de 
insetos criados em laboratório que se alimentaram de um paciente) 
pode ser utilizado. No estágio crônico, o diagnóstico sorológico é o 
método de escolha. Estão disponíveis testes de imunoensaio enzimá- 
tico, imunofluorescência e fixação de complemento, embora eles não 
consigam diferenciar entre a doença aguda e a crônica. Podem ocor- 
rer reações cruzadas em pacientes com leishmaniose. 


Leishmania 


A leishmaniose é uma doença do sistema reticuloendotelial causada 
por protozoário cinetoplastida do gênero Leishmania. Todas as espécies 
que infectam humanos possuem reservatórios animais e são transmi- 
tidas por mosquitos do gênero Phlebotomus no Velho Mundo e Lut- 
zomyia no Novo Mundo. Os parasitas assumem a forma amastigota 
em hospedeiros mamíferos e a forma promastigota em insetos vetores. 
Espécies de Leishmania não podem ser diferenciadas pelo exame de for- 
mas amastigotas ou promastigotas. A leishmaniose pode assumir mui- 
tas formas clínicas diferentes. As mais conhecidas são as formas de do- 
ença cutânea, mucocutânea e visceral. À forma e a gravidade da doença 
variam de acordo com a espécie infectante, com a condição imune do 
hospedeiro e com a exposição prévia (Peters, 1987; Cook, 2002). 


Leishmaniose cutânea 

A leishmaniose cutânea do Velho Mundo ocorre no sul da Europa, no 
norte e no leste da África, no Oriente Médio, no Ira, no Afeganistão, na 
Índia e no sul da Rússia. As infecções são causadas por Leishmania tropi- 
ca, Leishmania major e Leishmania aethiopica, embora Leishmania dono- 
vani e Leishmania infantum também possam produzir lesões cutâneas. A 
L. tropica produz a úlcera seca ou urbana, a qual é mais persistente que 
a úlcera úmida ou rural produzida pela L. major. Úlceras causadas por 
essas espécies, em geral, localizam-se em áreas expostas do corpo e cica- 
trizam de modo espontâneo. A infecção produz uma imunidade dura- 
doura. A L. tropica pode se tornar viscerotrópica, como foi recentemente 
demonstrado em militares que participaram da operação Tempestade 
no Deserto (Magill, 1993). A L. aethiopica causa uma infecção cutânea 
mais agressiva, que em alguns indivíduos pode produzir lesões mucosas 
ou leishmaniose cutânea difusa. Esta última é caracterizada por múlti- 
plos nódulos cutâneos que se assemelham à hanseníase lepromatosa. 

A leishmaniose cutânea do Novo Mundo é causada por muitas es- 
pécies, incluindo Leishmania mexicana, Leishmania braziliensis, Leish- 
mania amazonensis, Leishmania venezuelensis, Leishmania garnhami, 
Leishmania pifanoi, Leishmania peruviana, Leishmania panamensis 
e Leishmania guyanensis. As lesões produzidas pela L. mexicana fre- 
quentemente envolvem os lobos auriculares (úlcera dos chicleros), 
são autolimitadas e não afetam as mucosas. No entanto, a L. mexicana 
ea L. amazonensis podem produzir lesões cutâneas difusas similares 
às produzidas pela L. aethiopica. Existe um foco de leishmaniose cuta- 
nea no sul do Texas, onde infecções são causadas por uma ou mais 
espécies (Gustafson, 1985). A L. peruviana, encontrada nas encostas 
ocidentais dos Andes peruanos, causa uma infecção denominada uta, 
uma lesão cutânea benigna que ocorre predominantemente em crian- 
ças. A L. peruviana é adquirida em casa, onde os principais reservató- 
rios são cães domésticos. Essa situação epidemiológica contrasta com 
outras leishmanioses cutâneas, as quais são geralmente adquiridas em 
florestas e têm como reservatórios animais selvagens. 


Leishmaniose mucocutânea 
A leishmaniose mucocutânea é causada principalmente pela L. brazi- 
hensis e às vezes por outras espécies, produzindo lesões cutâneas típicas 


que, em geral, são mais agressivas, duram mais tempo e, com frequência, 
disseminam-se para membranas mucosas, em especial nas áreas nasal, 
oral ou faríngea. Nesses locais, elas podem produzir lesões desfigurantes 
secundárias a erosões de tecidos moles e cartilagem. A L. braziliensis é 
observada no México, na América Central e na América do Sul. 


Leishmaniose visceral 

A leishmaniose visceral do Velho Mundo ocorre esporadicamente 
em uma ampla área geográfica e é causada pela L. donovani ou pela L. 
infantum. A L. donovani predomina na África, na Índia e na Ásia, e a L. 
infantum predomina na região mediterrânea e no Oriente Médio, em- 
bora ocorram áreas de sobreposição de ambas. A leishmaniose visceral 
do Novo Mundo é causada pela L. chagasi e ocorre esporadicamente 
na América Central e na América do Sul. Em algumas ocasiões, certas 
espécies que causam doença cutânea também foram responsáveis pe- 
la doença visceral, como foi demonstrado recentemente em algumas 
tropas que participaram do conflito Operation Desert Storm (Magill, 
1993). Em algumas áreas, seres humanos podem servir de reservatório, 
embora vários animais, incluindo cães e gatos, assumam esse papel. 

A infecção, em geral, é benigna e, com frequência, subclínica, em- 
bora algumas pessoas, em especial crianças jovens e indivíduos des- 
nutridos, apresentem envolvimento visceral marcante, especialmente 
do fígado, do baço, da medula óssea e dos linfonodos. A infecção é 
denominada calazar na Índia, em referência ao escurecimento da pele. 
A leishmaniose visceral também é uma infecção oportunista em in- 
divíduos com infecção concomitante pelo vírus da imunodeficiência 
humana (HIV) e, nessas circunstâncais, a resposta à terapia é ruim 
(Medrano, 1992; Strickland, 2000). 


Diagnóstico da leishmaniose 

O diagnóstico geralmente é estabelecido pela visualização de formas 
amastigotas em esfregaços, imprints ou biópsias ou pelo crescimento 
de promastigotas em cultura. Na leishmaniose cutânea, a borda da le- 
são mais ativa deve ser biopsiada e a biópsia fresca deve ser utilizada 
para a realização de imprints. Um esfregaço também deve ser prepa- 
rado, realizando uma incisão de 2 a 3 mm na borda da úlcera e re- 
cuperando pequenas quantidades de tecido da superfície cortada com 
um bisturi. Tanto o imprint quanto o esfregaço devem ser submetidos 
à coloração de Giemsa. Amostras que podem ser examinadas quando 
existe suspeita de leishmaniose visceral incluem esfregaços da creme 
leucocitário, aspirados de linfonodos e medula óssea e biópsias do ba- 
ço e do fígado (Garcia, 2001). 

Uma cultura é desejável porque ela é mais sensível e permite a deter- 
minação da espécie ou da subespécie, uma prática que pode ajudar na 
conduta clínica. Amostras de biópsia ou aspirado coletadas com técni- 
ca asséptica são submetidas à cultura em meio de Novy-MacNeal-Ni- 
colle ou no meio Schneider Drosophila suplementado com soro fetal de 
bezerro (Visvesvara, 2004b). Geralmente, culturas começam a mostrar 
promastigotas em 2 a 5 dias, mas devem ser mantidas por 4 semanas. 

Amastigotas encontradas em imprints, esfregaços e cortes de tecidos são 
reconhecidas por seu tamanho (2-4 um), presença de um citoplasma de- 
licado, um núcleo e um cinetoplasto (Fig. 61.6C). Em cortes de tecido, 
elas podem parecer menores por causa do seu encolhimento durante a 
fixação. Amastigostas devem ser diferenciadas de outros organismos in- 
tracelulares, incluindo leveduras de Histoplasma capsulatum e trofozoitos 
de T. gondii. A Leishmania spp. apresenta um cinetoplasto e não possui 
uma parede celular. Em contraste, o Histoplasma não possui cinetoplas- 
to e a célula cora com ácido periódico de Schiff (PAS) e metenamina de 
prata. De acordo com um estudo (Weigle, 1987), a sensibilidade de cortes 
histológicos corados com hematoxilina-eosina é de 14%; a de imprints, 
19%; a de culturas, 58%; e todos os métodos combinados, 67%. 


Toxoplasma gondii 


O T. gondii é um protozoário parasita do filo Apicomplexa que apre- 
senta uma distribuição mundial afetando humanos, animais domésti- 
cos e selvagens, em especial os carnívoros. A infecção em indivíduos 
imunocompetentes geralmente é assintomática ou leve. Contudo, pes- 
soas com imunocomprometimento podem apresentar complicações 
graves. À infecção intrauterina pode causar infecção congênita grave 
com sequelas ou tendo como consequência um concepto natimorto 
(Remington, 2005). 
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O estágio sexual do ciclo de vida do parasita coccidiano é completa- 
do no epitélio intestinal de gatos e outros felinos, os quais servem ex- 
clusivamente como hospedeiros definitivos. Durante esse ciclo ente- 
roepitelial, ocorre a esquizogonia assexuada e a gametogonia sexuada, 
levando ao desenvolvimento de oocistos imaturos que são eliminados 
nas fezes. Oocistos maduros amadurecem e passam para o estágio in- 
fectante (o qual contém 2 esporocistos com 4 esporozoitos cada) no 
meio ambiente em 2 a 21 dias. A ingestão de oocistos infectantes pode 
levar à infecção de uma ampla variedade de hospedeiros vertebrados 
susceptíveis nos quais trofozoítos que crescem ativamente (taquizo- 
ítos) podem infectar qualquer célula nucleada. A proliferação de ta- 
quizoítos acarreta morte celular e lesão no hospedeiro durante a in- 
fecção aguda. Após o desenvolvimento da imunidade, os organismos 
formam cistos tissulares que podem conter centenas ou milhares de 
bradizoítos que crescem de forma lenta. A presença de cistos tissulares 
é característica das infecções crônicas. Todos os estágios do ciclo de 
vida ocorrem em felinos, mas somente os estágios de trofozoíto e de 
cisto ocorrem em humanos e outros hospedeiros intermediários. 

Os humanos adquirem a infecção por T. gondii pela ingestão de car- 
ne malcozida, especialmente de carneiro ou porco, que contém cistos 
tissulares, ou pela ingestão de oocistos infectantes em material infec- 
tado por fezes de gato. Ocorreram epidemias em virtude da inalação 
de poeira contaminada em um estábulo fechado (Teutch, 1979) e da 
ingestão de água contaminada ou leite de cabra não pasteurizado (Be- 
nenson, 1982; Sacks, 1982). A transmissão pela via sanguínea e pelo 
transplante de órgão também pode ocorrer. 

A maioria das infecções agudas é assintomática ou simula outras 
doenças infecciosas nas quais a febre e a linfadenopatia são proemi- 
nentes. À infecção congênita pode ocorrer quando a mãe desenvolve 
uma infecção aguda durante a gestação. O risco de infecção para o ne- 
onato não está relacionado com a presença ou a ausência de sintomas 
na mãe, mas a gravidade da infecção depende do estágio da gestação 
quando ela é adquirida. Podem ocorrer morte intrauterina, microce- 
falia ou hidrocefalia com calcificações intracranianas se a infecção for 
adquirida na primeira metade da gestação. Infecções na segunda me- 
tade da gestação geralmente são assintomáticas ao nascimento, embo- 
ra o neonato possa apresentar febre, hepatoesplenomegalia e icterícia. 
A coriorretinite, o retardo psicomotor e os distúrbios convulsivos po- 
dem aparecer meses ou anos após (Remington, 2005). 

Em indivíduos imunodeprimidos, em especial aqueles com síndrome 
da imunodeficiência adquirida (AIDS), infecções pelo T. gondii usual- 
mente se manifestam com envolvimento do SNC (Luft, 1988). Outras 
manifestações clínicas e patológicas possíveis incluem pneumonite, 
miocardite, retinite, pancreatite e orquite (Luft, 1989; Schnapp, 1992). 
A toxoplasmose pode ser difícil de ser diagnosticada clinicamente e é, 
com frequência, descoberta na autópsia (Gutierrez, 2000). Essas in- 
fecções, de modo geral, resultam da reativação de uma infecção laten- 
te, adquirida meses ou anos antes, mas, às vezes, é resultante de uma 
infecção primária. 

O diagnóstico da toxoplasmose pode ser estabelecido pelo exame de 
tecido, sangue ou líquidos corporais (Wilson, 2003). A demonstração 
de taquizoítos em cistos tissulares é definitiva, mas isso pode ser difi- 
cil em cortes corados com hematoxilina-eosina. Quando disponíveis, 
métodos de imunofluorescência ou de imunoperoxidase podem ser 
úteis. A coloração de Giemsa é boa para corar esfregaços de líquidos 
corporais e imprints de tecidos. Organismos podem ser demonstrados 
pela inoculação adequada de material em cultura de tecido ou em ca- 
mundongo não infectado. A recuperação de culturas virais de rotina 
também foi descrita, mas ela requer uma incubação prolongada (She- 
pp, 1985). O isolamento de organismos do sangue ou de um líquido 
corporal é evidência de infecção aguda, enquanto que a recuperação 
de tecidos pode refletir uma infecção crônica. Em esfregaços, os taqui- 
zoitos apresentam uma forma em lua crescente ou oval, mensurando 
aproximadamente 3 x 7 um. Os cistos medem até 30 um de diâmetro 
e, em geral, são esféricos, exceto nas fibras musculares, nas quais eles 
apresentam um aspecto alongado (Figs. 61.6D, E e F). 

A técnica de PCR é altamente sensível e específica na detecção da en- 
cefalite por toxoplasma, doença disseminada e infecção intrauterina 
(Cazenave, 1991; Grover, 1990; Parmley, 1992; Weiss, 1995). No entan- 
to, esses procedimentos não estão amplamente disponíveis e exigem um 
controle de qualidade rigoroso para evitar resultados falso-positivos. 


A sorologia permanece sendo a principal abordagem para o estabe- 
lecimento do diagnóstico da toxoplasmose (Wilson, 2003; National 
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2004). O teste de colo- 
ração de Sabin-Feldman e o de imunofluorescência são padrões com 
os quais os outros métodos são comparados, embora o primeiro seja 
realizado em poucos centros. Muitos testes de imunoensaio enzimá- 
ticos estão disponíveis no comércio e em geral fornecem resultados 
similares aos de imunofluorescência. Os anticorpos aparecem em 1 a 
2 semanas e os níveis atingem o pico em 6 a 8 semanas. Testes para 
anticorpo IgM específico são especialmente úteis para o diagnóstico 
de infecção congênita e aguda, mas é de extrema importância que se 
conheça as limitações do teste, especificamente a ocorrência de reações 
falso-positivas. A persistência de anticorpo IgM específico, algumas ve- 
zes por um ano ou mais, também é problemática e deve ser interpreta- 
da concomitantemente com a pesquisa do anticorpo IgG. Como mui- 
tas pessoas apresentam infecções assintomáticas, o baixo título de IgG 
tem pouca importância. Títulos em pacientes com infecções oculares 
crônicas também podem ser baixos. Pacientes imunocomprometidos 
como aqueles com AIDS que apresentam infecção ativa pelo Toxoplas- 
ma quase sempre apresentam anticorpos IgG específicos preexistentes, 
embora os títulos possam estar baixos, e a atividade da IgM é observa- 
da com pouca frequência. À interpretação dos títulos de IgG e IgM va- 
ria segundo a metodologia utilizada e o fabricante. O laboratório que 
realiza o teste deve fornecer os critérios de interpretação necessários 
(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2004). 


Amebas de vida livre oportunistas 


Amebas dos gêneros Naegleria, Acanthamoeba e Balamuthia habi- 
tam o solo, a água e os outros substratos ambientais, nos quais se ali- 
mentam de outros microrganismos, especialmente bactérias e levedu- 
ras. Todos os três gêneros foram associados a infecções oportunistas 
do SNC e a Acanthamoeba causa ceratite (Martinez, 1985; Marciano- 
Cabral, 1988; Ubelaker, 1991; Kilvington, 1994; Visvesvara, 2003). 

A meningoencefalite amebiana primária, causada pelo amebofla- 
gelado Naegleria fowleri, afeta tipicamente crianças e adultos jovens 
que nadaram ou mergulharam em lagos ou piscinas de água fresca e 
quente. O ameboflagelado entra no encéfalo pela placa cribiforme e 
pelos bulbos olfatórios e atinge os lobos frontais, nos quais ele produz 
uma meningoencefalite hemorrágica aguda que é, em geral, fatal em 1 
semana a partir do inicio dos sintomas. A doença apresenta um prog- 
nóstico extremamente ruim apesar da intervenção terapêutica vigoro- 
sa. Em geral, o diagnóstico é estabelecido na autópsia pela observação 
da presença de trofozoitos (cistos raramente são vistos) em cortes de 
tecidos (Fig. 61.84). O diagnóstico antemortem é feito, às vezes, pela 
identificação de trofozoítos no LCE por meio de exame a fresco dire- 
to, preparações coradas ou cultura. Os trofozoítos medem de 10 a 35 
um, apresentam cariossomos centrais grandes e redondos e, quando 
expostos à água destilada morna, convertem-se em formas flageladas 
em l a 2 horas. Os cistos são esféricos, mensurando entre 7 e 15 um 
de diâmetro. Usualmente, a cultura é realizada em placas de ágar sem 
nutrientes (ágar 1,5%, cloreto de sódio 0,5%, pH entre 6.6 e 7.0) se- 
meadas com uma camada de Escherichia coli viva ou morta pelo calor 
(Visvesvara, 2003). As amebas ingerem as bactérias, deixando traços 
na camada bacteriana, a qual pode ser observada por meio da magni- 
ficação de menor aumento utilizando luz reduzida (Fig. 61.8B). 

A meningoencefalite amebiana granulomatosa pode ser causada por 
várias espécies de Acanthamoeba, incluindo Acanthamoeba castellani, 
Acanthamoeba culbertsoni, Acanthamoeba polyphaga e Acanthamoeba 
astronyxis, entre outras (Marciano-Cabral, 2003). Trata-se geralmente 
de uma infecção oportunista subaguda ou crônica em indivíduos com 
doença crônica, debilitados e imunodeprimidos, levando à morte se- 
manas a meses após o início dos sintomas. Acredita-se que a infecção se 
dissemine pela via hematógena dos focos primários na pele, na faringe 
e no trato respiratório. Infecções sistêmicas ocorrem em indivíduos 
com AIDS e podem causar lesões cutâneas ulceradas, abscessos subcu- 
tâneos ou nódulos eritematosos (Fig. 61.8C) (Tan, 1993). A exposição 
à água fresca não é necessária porque os cistos da Acanthamoeba são 
transportados pelo ar e podem ser recuperados na orofaringe e nas 
vias nasais (Wang, 1967; Lawande, 1979). A reação tissular patológica 
é granulomatosa, com trofozoítos predominando no tecido viável e 





Figura 61.8 A, Trofozoítos de Naegleria fowleri na meningoencefalite amebiana primária (hematoxilina-eosina; objetiva de imersão). B, Cultura de Acanthamoeba sp. 
apresentando rastros deixados por trofozoítos móveis em um leito de Escherichia coli (microscopia de contraste de fase; x 100). C, Trofozoitos de Acanthamoeba sp. em uma 
lesão cutânea em um indivíduo infectado pelo vírus da imunodeficiência humana (coloração de Giemsa; objetiva de imersão). D, Trofozoíto e cisto de Acanthamoeba sp. 
(microscopia de contraste por interferência diferencial; x 400). E, Cistos com parede dupla de Acanthamoeba spp. no estroma corneano (hematoxilina-eosina; objetiva de 
imersão). F, Cistos de Acanthamoeba spp. corados com calcoflúor branco (microscopia com epifluorescência; x 400). 





cistos predominando nas áreas de necrose. O diagnóstico geralmente 
é estabelecido na autópsia, mas organismos podem ser reconhecidos 
em biópsias encefálicas ou recuperados utilizando a técnica de cultura 
descrita para Naegleria. Trofozoítos de Acanthamoeba são um pouco 
maiores que os de Naegleria, medindo entre 15 e 45 um, e apresentam 
projeções filamentosas do tipo agulha. Os cistos medem de 10 a 25 um 
e apresentam parede dupla, apresentando uma parede externa enru- 
gada (ectocisto) e uma parede interna poligonal, estrelada ou redonda 
(endocisto) (Fig. 61.8D). A identificação da espécie é problemática e 
reflete a incerteza quanto à validade das 18 ou mais espécies descritas. 
O uso de técnicas de imunofluorescência e imunoperoxidase pode ser 
útil na diferenciação de espécies e o CDC disponibilizou essas técnicas 
(Visvesvara, 2003). 

A meningoencefalite amebiana granulomatosa também pode ser 
causada pelas amebas leptomixidas, em particular a Balamuthia man- 
drillaris (Visvesvara, 1993). Morfologicamente, a Balamuthia não po- 
de ser diferenciada da Acanthamoeba pela histologia de rotina, embo- 
ra diferenças possam ser detectadas em âmbito ultraestrutural. Esses 
organismos são antigenicamente distintos e podem ser identificados 
por meio de ensaios de imunofluorescência ou imunoperoxidase, uti- 
lizando antisoros específicos monoclonais ou policlonais (Visvesva- 
ra, 2003). A Balamuthia não cresce em placas de ágar utilizadas para 
Naegleria e Acanthamoeba, mas foi recuperada em cultura de tecido, 
utilizando linhagens celulares de mamíferos. 

A ceratite por Acanthamoeba é uma infecção dolorosa da córnea, ca- 
da vez mais reconhecida e que ocorre mais provavelmente em indiví- 
duos que usam lentes de contato diárias ou de uso prolongado ou que 
sofreram traumatismos corneanos (Anuran, 1987; Kilvington, 1994; 
Marciano-Cabral, 2003). A desinfecção incompleta ou infrequente e 
o uso de soro fisiológico feito em casa são fatores de risco conhecidos 
para adquirir a infecção (Stehr-Green, 1990). A doença é caracterizada 
pelo desenvolvimento de um infiltrado paracentral em anel do estro- 
ma corneano, o qual evolui para ulceração e possível perfuração com 
perda do olho. A infecção pode ser confundida com a ceratite fúngica, 
bacteriana ou herpética, mas ela é caracteristicamente refratária aos 
antimicrobianos em geral utilizados. A ceratoplastia tem sido utilizada 
rotineiramente no tratamento dessa doença, embora avanços recentes 
da terapia clínica tenham sido descritos (Varga, 1993). O diagnóstico, 
em geral, é estabelecido pela demonstração da presença de trofozoítos 
ou cistos amebianos em raspados ou biópsias da córnea (Fig. 61.8E). 
Várias colorações permanentes podem ser utilizadas, incluindo Gie- 


msa, PAS e tricrômica. O uso do fluorocromo Calcofluor branco é útil 
no reconhecimento de cistos amebianos (Fig. 61.8F) (Marines, 1987). 
Culturas (descritas anteriormente) aumentam a sensibilidade. 


Protozoários intestinais e urogenitais 


Grupos de protozoários que habitam o trato intestinal nos seres hu- 
manos incluem amebas, flagelados, ciliados, coccídios e microsporí- 
dios, embora nem todos sejam patogênicos. Em uma revisão de amos- 
tras de fezes enviadas a laboratórios do serviço público, G. lamblia 
estava presente em 7,2%, E. histolytica em 0,9%, D. fragilis em 0,5% e 
Cryptosporidium spp. em 0,2% das amostras. Protozoários não pato- 
gênicos foram observados em cerca de 10,7% das amostras (Kappus, 
1994). A maioria das infecções intestinais é adquirida pela contamina- 
ção orofecal, seja diretamente (manipuladores de alimentos) ou indi- 
retamente (água contaminada). 

Para a maioria dos técnicos de laboratório, a identificação de proto- 
zoários intestinais é um dos aspectos mais difíceis da parasitologia. Os 
parasitas protozoários são pequenos e as espécies patogênicas devem ser 
diferenciadas das espécies não patogênicas e das células inflamatórias, cé- 
lulas epiteliais, leveduras, pólens e de outros objetos que podem causar 
confusão. Existem algumas características que ajudam a identificar proto- 
zoários intestinais. O tamanho é útil (Fig. 61.9) e um micrômetro ocular 
adequadamente calibrado deve estar disponível. A diferenciação de ame- 
bas dos flagelados em exames a fresco é relativamente fácil por causa dos 
pseudópodos típicos observados nas amebas, enquanto os flagelados se 
movem de modo mais rápido e de uma maneira analogamente designada 
como movimentação de “folha em queda”, “dardo” ou “acrobática”. 

A quantidade e o tamanho dos núcleos e o padrão de distribuição da 
cromatina, mais bem observados em preparações com colorações per- 
manentes, também são úteis. As características citoplasmáticas incluem 
fibrilas e outras estruturas especiais típicas dos flagelados, materiais in- 
geridos em trofozoitos amebianos, massas de glicogênio e corpúsculos 
cromatoides em cistos amebianos. Os flagelados geralmente são alonga- 
dos ou cônicos, com um ou mais núcleos em uma das extremidades. 

Quando examinadas por qualquer método, tanto as características 
nucleares quanto as citoplasmáticas devem ser avaliadas em vários or- 
ganismos para completar a identificação. Ao relatar a presença de du- 
as ou mais espécies em uma amostra, o observador deve ser capaz de 
definir populações distintas de organismos, para impedir a confusão 
com um organismo ocasional com uma aparência atípica. 
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Figura 61.9 Faixas de tamanho de protozoários intestinais. (Trofozoitos de Balantidium coli podem medir até 200 um.) 


Os trofozoítos predominam em fezes líquidas, mas eles degeneram 
em uma hora após a evacuação, exceto se forem colocados em conser- 
vantes. Os cistos predominam em fezes formadas e são mais resistentes 
à degeneração. Ambas as formas podem ser observadas no exame dire- 
to a fresco de fezes frescas. A formalina não preserva bem os trofozoítos 
e eles podem não ser detectados a não ser que sejam preparados esfre- 
gaços com colorações permanentes. A identificação definitiva deve ser 
feita pelo exame de lâminas de material com coloração permanente. 


Amebas e Blastocystis hominis 


Três gêneros de amebas podem habitar o trato intestinal humano: 
Entamoeba, Endolimax e Iodamoeba. Os cistos são ingeridos e desen- 
cistam no intestino delgado. Os trofozoitos resultantes proliferam por 
divisão binária na luz do cólon. Tanto os cistos quanto os trofozoítos 
podem ser eliminados nas fezes, mas somente os cistos maduros são 
infectantes. A E. histolytica é a única espécie de ameba capaz de inva- 
dir tecidos e causar doença. 

O gênero Entamoeba, caracterizado pela presença de cromatina na 
membrana nuclear, inclui a E. histolytica, o agente etiológico da amebí- 
ase; a E. dispar, uma espécie não patogênica morfologicamente idêntica 
à E. histolytica; a E. hartmanni e a Entamoeba coli, as quais são espécies 
comensais observadas com frequência; e a Entamoeba polecki, a qual é 
ocasionalmente observada em indivíduos que têm contato com porcos 
(Fig. 61.10) (Levin, 1970; Gay, 1985). A Entamoeba gingivalis, a qual não 
apresenta um estágio de cisto conhecido, pode habitar a cavidade oral 
de indivíduos com má higiene oral (Dao, 1983). A E. polecki e a E. gingi- 
valis são raramente observadas e não serão descritas com mais detalhes. 
A Endolimax nana e a Iodamoeba biitschlu são espécies não patogênicas. 
A Dientamoeba fragilis é reconhecida atualmente como um flagelado, 
mas ela não apresenta flagelo externo. Ela é analisada com os flagelados 
no texto, porém, pode ser encontrada junto com as amebas em tabelas e 
ilustrações porque ela é morfologicamente similar (Murray, 2003). 


Entamoeba histolytica 

A E. histolytica pode causar várias doenças clínicas, mais comumente 
a disenteria amebiana, a colite amebiana e os abscessos hepáticos (Be- 
aver, 1984; Ravdin, 1988; Strickland, 2000). Os mecanismos gerais de 
defesa do hospedeiro, o contato prévio com o parasita, a dieta e a ce- 
pa de E. histolytica influenciam na gravidade da infecção. A análise do 


padrão da isozima (zimodemo) demonstrou que somente certas cepas 
podem causar doença invasiva e que a maioria das infecções permane- 
ce não detectada (Bruckner, 1992; Murray, 2003). Foram identificadas 
diferenças genéticas e bioquímicas entre as cepas invasivas e não inva- 
sivas e foi proposto que as cepas não patogênicas fossem denominadas 
Entamoeba dispar (Diamond, 1993). 

A disenteria amebiana, pouco frequente nos Estados Unidos, é uma 
doença aguda caracterizada por uma diarreia sanguinolenta acompa- 
nhada de cólicas abdominais. Ocorre invasão da mucosa intestinal, 
produzindo ulceração que pode levar à perfuração e à peritonite. A 
forma mais comum da doença observada nos Estados Unidos é a coli- 
te amebiana, a qual pode simular a colite ulcerativa e as outras formas 
de doença intestinal inflamatória. Os sintomas, em geral, são menos 
graves do que os da disenteria amebiana, mas podem incluir diarreia 
não sanguinolenta, constipação, cólicas abdominais e perda de peso. 
Pequenas ulcerações mucosas puntiformes podem ocorrer e expan- 
dir para a submucosa, formando úlceras em forma de frasco. Todo 
o cólon pode ser envolvido ou apenas uma porção do mesmo, mais 
comumente o ceco, o retossigmoide ou o cólon ascendente. 

O abscesso amebiano hepático é a forma mais comum de amebia- 
se extraintestinal, ocorrendo em cerca de 5% dos pacientes com uma 
história de amebíase intestinal. Os sintomas incluem febre e dor no 
quadrante superior direito do abdômen. Esses abscessos hepáticos ge- 
ralmente são diagnosticados por exames radiológicos, ultrassonografia 
e exames sorológicos. Amebas estão presentes nas fezes em menos de 
50% dos pacientes no momento em que o abscesso hepático se mani- 
festa. A hepatite amebiana, caracterizada por uma hepatomegalia dolo- 
rosa em uma pessoa com amebiase intestinal, pode ocorrer em alguns 
casos. À sua patogênese é mal conhecida. Raramente, ocorre a formação 
de abscessos amebianos em outros órgãos (p. ex., pulmões, cérebro ou 
pele) pela disseminação hematogênica a partir do intestino ou pela dis- 
seminação contígua de um abscesso hepático. Massas de tecido granu- 
lomatoso, conhecidas como amebomas, podem se formar em resposta 
à presença de amebas, que podem causar no intestino uma lesão em 
“anel de guardanapo”, que pode ser confundida com um carcinoma. 


Epidemiologia 

A maioria das infecções por E. histolytica é adquirida pela ingestão 
de alimentos ou água contaminados, embora uma epidemia tenha si- 
do causada por um aparelho de irrigação colônica contaminado (Is- 
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Figura 61.10 Amebas encontradas em amostras de fezes humanas. (A Dientamoeba fragilis é um flagelado.) 


tre, 1982). A identificação incorreta de células inflamatórias, de outras 
epidemias e de resíduos fecais como E. histolytica resultou em falsas 
epidemias de amebiase (Krogstad, 1978; Centers for Disease Control 
and Prevention, 1985). Embora a E. histolytica seja um parasita endê- 
mico nos Estados Unidos, muitos indivíduos adquirem a infecção ao 
viajar para o exterior ou ao morar em outros países. 


Diagnóstico 

O exame de uma série de amostras de fezes deve ser suficiente para o 
diagnóstico da amebiase intestinal na maioria dos casos. Quando o pa- 
ciente tiver sido submetido a uma antibioticoterapia ou tiver utilizado 
um meio de contraste, a infecção amebiana pode ser mascarada durante 
algum tempo. Aspirados de abscesso hepático podem ser examinados ao 
microscópio para a detecção de trofozoítos. O último material aspirado 
é o que apresenta maior probabilidade de conter trofozoítos e pode ser 
examinado através da microscopia direta ou de lâminas coradas perma- 
nentemente. Quando existe tecido disponível, os cortes podem revelar 
organismos que coram de forma proeminente com PAS (Fig. 61.11C). 

Culturas (Diamond, 1988; Visvesvara, 2004a; Clinical and Labora- 
tory Standards Institute, 2005) não são amplamente utilizadas para 
diagnóstico. No entanto, elas podem ser úteis na pesquisa e são essen- 
ciais para a determinação da patogenicidade baseada nos zimodemos. 
Existem, no comércio, métodos de detecção de antígeno por imuno- 
ensaio enzimático específicos, sensíveis e capazes de diferenciar a E. 
histolytica da E. dispar. (Tab. 61.5) (Garcia, 2003; Clinical and Labora- 
tory Standards Institute, 2005). O uso de técnicas de amplificação por 
PCR e sondas de DNA também é útil na diferenciação da E. histolytica 
da E. dispar (Samuelson, 1989; Bendall, 1993; Weiss, 1995), mas, até o 
momento, essas técnicas não estão disponíveis comercialmente. 

Exames sorológicos (Tab. 61.6) são os mais úteis para o diagnóstico de 
infecções extraintestinais porque aproximadamente 95% dos pacientes 
com abscesso amebiano hepático são soropositivos. A porcentagem di- 
minui para 70% para pacientes com infecção intestinal ativa e para 10% 
para portadores assintomáticos. Títulos detectáveis podem persistir por 
meses ou anos após um tratamento bem-sucedido (Rosenblatt, 1995; 
Wilson, 1995). 


Trofozoitos de E. histolytica variam de 10 a 60 um de diâmetro, com 
as formas comensais apresentando geralmente um diâmetro aproxi- 
mado de 15 a 20 um e as formas invasivas apresentado uma dimensão 
máxima superior a 20 um (Tab. 61.9; Figs. 61.9 a 61.12). No exame 
a fresco, os trofozotítos podem apresentar uma motilidade progres- 
siva por causa dos pseudópodes hialinos rapidamente formados que 
revelam uma nítida demarcação entre o endoplasma e o ectoplasma; 
os núcleos não corados não são visíveis. Na doença invasiva, alguns 
trofozoítos podem conter eritrócitos ingeridos (Fig. 61.11C), uma 
característica diagnóstica da infecção por E. histolytica. Em prepara- 
ções coradas, a cromatina nuclear periférica é homogeneamente dis- 
tribuída ao longo da membrana nuclear como pequenos grânulos. O 
cariossoma é pequeno e, com frequência, de localização central, com 
fibrilas finas, as quais, em geral, não são visíveis, ligadas à membrana 
nuclear. Ocorrem variações na estrutura nuclear, com alguns carios- 
somas localizados fora do centro e a cromatina periférica distribuída 
irregularmente. A única característica que é patognomônica da E. 
histolytica é a fagocitose de eritrócitos, a qual ocorre com pouca fre- 
quência com outras espécies. O citoplasma é finamente granulado e, 
em organismos invasivos, não há inclusões ou há apenas inclusões de 
eritrócitos. Organismos não invasivos podem conter bactérias inge- 
ridas. Em organismos em degeneração, o citoplasma pode se tornar 
vacuolado e os núcleos podem apresentar um agregado anormal de 
cromatina. 

Os cistos de E. histolytica são esféricos e medem entre 10 e 20 um 
(usualmente, entre 12 e 15 um) de diâmetro (Tab. 61.10; Figs. 61.9, 
61.10 e 61.12). O estágio arredondado de pré-cisto apresenta um úni- 
co núcleo, mas não apresenta uma parede cística retrátil. Conforme 
ele amadurece, o cisto desenvolve quatro núcleos, cada um com um 
diâmetro aproximado de um sexto do diâmetro original. Os núcleos 
do cisto assemelham-se aos dos trofozoitos, mas seu tamanho é me- 
nor, O que os torna menos úteis como uma característica diferencia- 
dora. O citoplasma do cisto pode conter vacúolos de glicogênio e cor- 
púsculos cromatoides com extremidades arredondadas. A quantidade 
e o tamanho dos núcleos e a presença de corpúsculos cromatoides são 
critérios diagnósticos importantes para a identificação de cistos. 
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Tabela 61.9 Morfologia de trofozoítos de amebas intestinais 


Espécie Tamanho (em  Meotilidade Número Cromatina Cromatina Aparência do Inclusões 
diâmetro ou de núcleos” periférica cariossômica citoplasma 
comprimento) 
Entamoeba 10-60 um; faixa Progressiva, 1 Grânulos finos; Pequena, discreta; Finamente Eritrócitos 
histolytica/E. usual de 15-20 com Não visível em usualmente usualmente central, granulado ocasionalmente nas 
dispar um para a forma pseuddpodos preparações distribuidos mas às vezes pode ser formas invasivas. 
comensal*; mais digitiformes não coradas homogeneamente excêntrica Formas 
de 20 ym paraa hialinos e com tamanho não invasivas contêm 
forma invasiva” uniforme bactérias 
Entamoeba 5-12 um; Usualmente não 1 
hartmanni faixa usual progressiva, mas Não visível em Similar a E. Pequena, discreta, Finamente Bactérias 
de 8-10 um pode ser preparações histolytica frequentemente granulado 
ocasionalmente nao coradas excêntrica 
progressiva 
Entamoeba 15-50 um; Lenta, não 1 
coli faixa usual progressiva, com Frequentemente Grânulos Grande, discreta, Grosseiro, Bactérias, fungos e 
de 20-25 um pseudópodos visível em grosseiros, usualmente excêntrica frequentemente outros materiais 
rombudos preparações tamanho e vacuolado 
não coradas distribuição 
irregulares 
Endolimax nana 6-12 um; Lenta, geralmente 1 Nenhuma Grande e com forma Granulado, Bactérias 
faixa usual não progressiva, Visível irregular vacuolado 
de 8-10 um com pseudópodos ocasionalmente 
rombudos em preparações 
não coradas 
lodamoeba 8-20 um; Lenta, geralmente 1 Nenhuma Grande, usualmente Granulado Bactérias, fungos e 
biitschlii faixa usual não progressiva Usualmente não central. Circundada por grosseiramente, outros materiais 
de 12-15 pm visivel em granulos refrativos vacuolado 
preparacoes acromáticos. Esses 
não coradas grânulos frequentemente 
não são distintos, mesmo 
em lâminas coradas 
Dientamoeba 5a15 pum; Os pseudópodos 2 Nenhuma Grande aglomerado Finamente Bactérias 
fragilis faixa usual são angulosos, (Em aproximadamente de 4-8 grânulos granulado, 
de 9a 12 um serrilhados ou 20% dos organismos, vacuolado 


somente 1 núcleo 
está presente.) Os 
núcleos são invisíveis 
em preparações 

não coradas 


com lobulação 
larga, e hialinos, 
quase 
transparentes 


* Usualmente encontrada em casos assintomáticos ou crônicos; pode conter bactérias. ' Usualmente encontrada em casos agudos; frequentemente contém eritrócitos. * A visibilidade é para 
material não fixado. Algumas vezes, núcleos podem ser visíveis em material fixado.” Um flagelado (ver texto). 


Fonte: adaptado de Brooke MM, Melvin DM: Morphology of Diagnostic Stages of Intestinal Parasites of Man. USDHEW PHS Publication nº. 1966, 1969. 


Os laboratórios que não utilizam métodos imunológicos ou mole- 
culares para diferenciar a E. histolytica da E. dispar e que se baseiam 
exclusivamente na análise morfológica devem utilizar um formato de 
relatório que leve em consideração as diferentes tecnologias. Por is- 
so, um relatório de “E. histolytica/E. dispar” deve ser o mais adequado 
nessas circunstâncias. 


Amebas não patogênicas 

A equipe do laboratório deve ser capaz de diferenciar as amebas intes- 
tinais não patogênicas ou comensais de E. histolytica/E. dispar e D. fragilis 
(um flagelado), as quais são potencialmente patogênicas. As características 
de identificação, mais bem visualizadas em cortes de tecido corados per- 
manentemente, são resumidas nas Tabelas 61.9 (acima) e 61.10 (p. 1301) 
e nas Figuras 61.9, 61.10 e 61.12. A identificação de trofozoítos baseia-se 
no tamanho e nas características nucleares e citoplasmaticas; a identifica- 
ção de cistos baseia-se no tamanho, na quantidade e nas características dos 
núcleos, e na presença de corpúsculos cromatoides e massas de glicogênio. 

A E. hartmanni apresenta características morfológicas semelhantes 
às da E. histolytica, exceto pelo fato de os trofozoítos apresentarem um 
diâmetro máximo de 12 um e os cistos um de 10 um além de possuí- 
rem, em geral, apenas um núcleo. Historicamente, a E. hartmannt foi 


denominada a pequena raça da E. histolytica. A diferenciação exige a 
mensuração rigorosa de uma amostra representativa de organismos 
com um micrômetro ocular calibrado de modo adequado. 

A Entamoeba coli, uma ameba comum que habita o intestino, pode 
ser difícil de ser diferenciada da E. histolytica. O citoplasma cora um 
pouco mais fortemente do que o citoplasma da E. histolytica e é mais 
vacuolado, contendo numerosas bactérias, leveduras e outros mate- 
riais ingeridos. Embora as características nucleares sejam diferentes 
das da E. histolytica (Fig. 61.12), pode ocorrer uma sobreposição im- 
portante, em especial em amostras que não foram preservadas ime- 
diatamente. Cistos maduros de E. coli contêm oito núcleos, embora 
cistos ocasionais possam conter 16 ou mais. Cistos imaturos, os quais 
não são comuns, contêm quatro núcleos maiores (um quarto do dia- 
metro do cisto) que os núcleos da E. histolytica (um sexto do diâme- 
tro do cisto) e podem conter glicogênio. A distribuição da cromatina 
periférica e dos cariossomas não deve ser enfatizada na identificação 
de cistos de Entamoeba. Quando presentes, corpúsculos cromatoides 
apresentam uma forma irregular com extremidades pontiagudas e 
não extremidades arredondadas como observadas na E. histolytica. 

A Endolimax nana é a menor ameba a infectar humanos. Fre- 
quentemente, os trofozoítos apresentam núcleos atípicos que con- 
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Figura 61.11 Protozoários intestinais, coloração tricrô- 
mica, objetiva de imersão, exceto quando indicado. 

A, Trofozoito de Entamoeba histolytica. B, Cisto de E. 
histolytica com quatro núcleos e barras cromatoides 
arredondadas (fotografia cedida por David Bergeron). C, 
Trofozoitos de E. histolytica com eritrócitos ingeridos de 
uma lesão colônica (hematoxilina-eosina). D, Trofozoito 
de E. hartmanni. E, Trofozoito e cisto binucleado de E. 
coli. F, Cisto multinucleado de E. coli. G, Cisto de loda- 
moeba bitschlii com vacúolo de glicogênio característi- 
co. H, Trofozoítos binucleados típicos de Dientamoeba 
fragilis. 


Dientamoeba fragilis 


Figura 61.12 Núcleos de amebas. Este desenho mostra alguns dos vários aspectos dos núcleos de amebas em preparações coradas. (A Dientamoeba fragilis é um flagelado, 
ver texto.) 


têm uma massa de cromatina triangular, uma faixa de cromatina 
através do núcleo ou duas massas discretas de cromatina em lados 
opostos da membrana nuclear (Fig. 61.12). Um halo transparente 
ou um espaço de cariolinfa circunda o cariossoma e estende-se até 
a membrana nuclear. As formas nucleares atípicas podem ser úteis 
na diferenciação da E. nana da I. bütschlii, a qual apresenta uma apa- 
rência similar, mas é maior. Cistos de Endolimax em geral contêm 
quatro núcelos, embora uma quantidade menor possa ser observa- 
da. Quando presente, o glicogênio apresenta uma distribuição difusa 
no citoplasma em vez de uma massa discreta. Cistos são facilmente 
diferenciados dos cistos de outras amebas, mas podem ser confundi- 
dos com Blastocystis hominis. No entanto, os núcleos do B. hominis 
não apresentam os halos que são tipicamente observados nos cistos 
de E. nana. 


Os núcleos de trofozoítos e cistos de I. biitschlii apresentam um VI | 


cariossoma grande e localizado centralmente, com frequência cir- 
cundado por grânulos acromáticos que podem não ser distintos, 
mas aparecem apenas como um espaço de cariolinfa lamacento ou 
um halo. Em alguns núcleos, o halo é transparente, sem evidência 
de grânulos acromáticos, tornando o organismo indiferenciável da 
E. nana. Cistos de I. bütschlii contêm um único núcleo, no qual o 
cariossoma é geralmente excêntrico com uma crescente vizinha de 
grånulos acromáticos (ver Figs. 61.9, 61.10 e 61.12). O cisto é ca- 
racterizado por um vacúolo de glicogênio proeminente que cora de 
marrom avermelhado no exame a fresco corado com iodo. Essa é 
a razão do nome do organismo. O glicogênio é dissolvido por fi- 
xadores aquosos e pode não ser demonstrável em material que foi 
armazenado. 
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O B. hominis é um protozoário amebiforme que habita o intestino 
grosso e é frequentemente observado em amostras de fezes de indiví- 
duos assintomáticos. Alguns estudos relacionaram infecções maciças à 
doença intestinal sintomática, embora isso permaneça sendo contro- 
verso (Markell, 1986; Sheehan, 1986; Miller, 1988; Zierdt, 1991; Stenzel, 
1996). O Blastocystis pode assumir três formas: vacuolada, a mais co- 
mumente observada; ameboide; ou granular. A forma vacuolada, tam- 
bém conhecida como forma vacuolar central, em geral é esférica e de 
tamanho variável (5 a 20 um), com uma área central clara e dois a qua- 
tro núcleos periféricos (Figs. 61.13A e 61.14G). Formas ameboides com 
formas bizarras podem predominar em infecções maciças. À presença 
de Blastocystis deve ser relatada, especialmente quando eles forem nu- 
merosos (5 ou mais por campo 400x) (Sheehan, 1986; Stenzel, 1996). 


Flagelados 


Dientamoeba fragilis 

A D. fragilis é um patógeno ameboide que infecta o cólon e foi as- 
sociado à doença diarreica, especialmente em crianças jovens (Yang, 
1977; Spencer, 1979; Turner, 1985; Preiss, 1991; Johnson, 2004). Em- 
bora apresente uma aparência similar à das amebas, a Dientamoeba foi 
classificada como um flagelado com base em detalhes ultraestruturais e 
similaridades antigênicas. Além disso, não foi descrito o estágio de cisto. 
Por causa da similaridade da Dientamoeba às amebas na microscopia de 
luz, essa espécie foi tradicionalmente incluída em tabelas e ilustrações 
relativas às amebas (ver Tab. 61.9, Figs. 61.9, 61.10, 61.11H e 61.12). 

Os sintomas da infecção por D. fragilis incluem a diarreia e a disten- 
são abdominal. Evidências recentes sugerem que a diantamebíase é uma 
causa mais frequente de diarreia do que se supunha anteriormente; em 
um estudo, 4,3% dos pacientes apresentavam esse organismo (Spencer, 
1979; Murray, 2003). Cerca de 25% dos indivíduos infectados por esse 
parasita apresentam doença sintomática. Em contraste com a amebíase, 
essa infecção, em geral, não está associada a outros protozoários fecais, 
mas apresenta uma associação entre 10 e 20 vezes superior à esperada 
com a enterobíase (analisada a seguir). Essa associação e algumas evi- 
dências experimentais sugerem que a infecção por D. fragilis pode dis- 
seminar-se pela ingestão de ovos de Enterobius infectados por D. fragilis 
(Burrows, 1956; Johnson, 2004). A infecção por D. fragilis pode passar 
despercebida, exceto quando lâminas com coloração permanente são 
examinadas. Múltiplas amostras podem ser necessárias porque a elimi- 
nação varia de um dia para outro. Na preparação de esfregaços, a últi- 
ma porção da amostra de fezes evacuadas deve ser examinada porque a 
quantidade de parasitas tende a ser maior. Cerca de 2/3 a 4/5 dos orga- 
nismos apresentam dois núcleos que consistem em um agrupamento de 
quatro ou oito grânulos cariossômicos, os quais podem parecer com um 
grande cariossoma irregular (Fig. 61.12). A D. fragilis uninucleada pode 
ser confundida com trofozoítos de E. nana ou I. biitschlit. O citoplasma 
é finamente granular e, com frequência, contém bactérias ingeridas. Os 
trofozoitos são delicados e podem passar despercebidos, de modo que 
as lâminas coradas devem ser examinadas com atenção. Foi descrito um 
método de imunofluorescência que pode ajudar na detecção desse pa- 
rasita, mas ele não está disponível comercialmente (Chan, 1993). 


Giardia lamblia 

A Giardia lamblia é um protozoário intestinal patogênico que causa 
doença endêmica e epidêmica em todo o mundo e, nos Estados Uni- 
dos, é especialmente problemática para viajantes, campistas, funcioná- 
rios de creches e homens homossexuais (Wolfe, 1992). Ela com frequ- 
ência causa doença em indivíduos que ingerem água contaminada e 
uma quantidade de grandes epidemias devidas à água foram descritas 
em locais como Aspen, Colorado; Leningrado, Rússia; e Roma, Nova 
York (Craun, 1986). Protozoários patogênicos não são mortos pelas 
concentrações usuais de cloro em suprimentos municipais de água e, a 
não ser que o suprimento de água seja filtrado, eles podem servir como 
fonte de infecção, como ocorreu na epidemia em Roma, Nova York. 

Trofozoítos da G. lamblia multiplicam-se no intestino delgado e 
fixam-se à mucosa por meio de um disco de sucção côncavo ventral. 
A infecção pode ser assintomática ou pode causar doença, variando de 
uma diarreia leve com queixas intestinais vagas até uma síndrome de 


má absorção com diarreia e esteatorreia, similar ao espru. À patogê- 
nese não é totalmente conhecida, embora a ruptura da integridade da 
borda em escova, com consequente deficiência de dissacaridase, possa 
ocorrer em virtude de efeitos diretos ou indiretos da presença de orga- 
nismos (Wolfe, 1992). A giardíase deve ser considerada em qualquer 
paciente que apresentar diarreia com duração superior a 10 dias. 

O diagnóstico é estabelecido pela demonstração de trofozoitos e/ou 
cistos de Giardia em amostras de fezes. Os trofozoítos predominam 
nas fezes diarreicas, enquanto é mais provável a detecção dos cistos in- 
fectantes em fezes formadas. A eliminação de organismos varia de um 
dia a outro e, por essa razão, o exame de múltiplas amostras, coletadas 
em dias diferentes, pode ser necessário. O exame a fresco é útil para 
a demonstração de trofozoítos, com a chamada motilidade de “folha 
em queda”, em uma amostra diarreica ou de aspirado. Cistos podem 
ser observados no exame a fresco e com técnicas de concentração, e 
ambos, trofozóitos e cistos, podem se manisfestar em lâminas coradas 
permanentemente. Tanto a presença de trofozoítos quanto de cistos 
pode ser demonstrada em amostras de fezes e aspirados do intestino 
delgado, ou amostras do chamado teste da corda (string test) podem 
ser necessários. Nessas situações, o laboratório deve ser prevenido com 
antecedência, de modo que haja pessoal disponível para a realização do 
exame a fresco imediatamente após a chegada da amostra. 

Muitos métodos de detecção de antígeno baseados na imunofluores- 
cência ou no imunoensaio enzimático estão disponíveis no comércio 
(Garcia, 2001, 2003; Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005). 
Parece que eles apresentam uma boa sensibilidade e especificidade e po- 
dem detectar algumas infecções não identificadas no exame morfológi- 
co de fezes. Eles também podem ser particularmente úteis em investiga- 
ções epidemiológicas, mas não podem substituir o exame morfológico 
tradicional da amostra para detectar outros parasitas patogênicos. 

Quando vistos em uma dimensão mais ampla, trofozoítos de Giardia 
são piriformes com uma extremidade posterior cônica e apresentam dois 
núcleos que lhes conferem um aspecto de face sorridente com olhos pro- 
eminentes (Tab. 61.11; Figs. 61.13B e 61.14C a E). Quando vistos lateral- 
mente, a extremidade anterior do organismo é mais espessa e apresenta 
uma conização posterior. O disco de sucção representa 1/2 a 3/4 ante- 
riores da superfície ventral. Os flagelos (4 laterais, 2 ventrais e 2 caudais) 
geralmente não são evidentes no exame a fresco ou nas preparações cora- 
das. Os cistos são ovais e, em geral, possuem quatro núcleos. Abaixo dos 
núcleos, encontram-se corpúsculos médios corados fortemente que cru- 
zam fibrilas longitudinais, conferindo as características internas distintas. 
O citoplasma, em geral, encontra-se retraído da parede do cisto. 


Chilomatix mesnili 


O Chilomatix mesnili (Tab. 61.11, Figs. 61.13B e 61.14F) é um flage- 
lado intestinal não patogênico para humanos e que deve ser diferencia- 
do de trofozoitos de amebas e Giardia em esfregaços corados. A locali- 
zação constante do único núcleo em uma extremidade do organismo e 
a conização da extremidade oposta ao núcleo são úteis. Quando múl- 
tiplos organismos são examinados, o citostoma e o sulco espiral são 
visíveis em alguns deles. Os três flagelos externos geralmente não são 
visíveis em preparações coradas ou fixadas com formalina. Os cistos 
em forma de limão contêm várias fibras citostomais curvadas com um 
aspecto de alfinete de segurança. 


Pentatrichomonas hominis 


O Pentatrichomonas hominis, anteriormente denominado Tricho- 
monas hominis (Tab. 61.11, Fig. 61.13B), é um flagelado intestinal não 
patogênico que pode ser confundido com E. hartmanni ou pequenos 
trofozoitos de E. histolytica. Ele não cora particularmente bem e com 
frequência é distorcido em esfregaços com coloração permanente. 
Pode ser necessário examinar vários organismos em preparações co- 
radas para se demonstrar o núcleo único similar ao da Entamoeba, a 
membrana ondulante e a costa associada, e os flagelos. Um objeto tipo 
bastão proeminente, o axóstilo, atravessa o organismo e projeta-se na 
extremidade posterior. Nenhum estágio de cisto foi descrito. 


Trichomonas vaginalis 

O Trichomonas vaginalis é uma causa comum de vaginite, caracterizada 
por inflamação, prurido, secreção vaginal e, às vezes, disúria. A infecção 
é disseminada pela relação sexual, com frequência por homens que apre- 
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sentam uma infecção assintomática. Ocasionalmente, homens podem 
apresentar prostatite ou uretrite sintomáticas. Infecções por T. vaginalis, 
em geral, são diagnosticadas no consultório por meio do exame a fresco 
de secreção vaginal, líquido prostático ou sedimentos de urina recém- 
coletada. Morfologicamente, o T. vaginalis assemelha-se ao P. hominis, 
mas é maior (até 23 um) e a membrana ondulante estende-se apenas ao 
longo da metade do corpo. Por causa da diferença de hábitat, em geral 
não é necessário diferenciar esses organismos morfologicamente. 

O exame a fresco pode não ser sensível e o uso de cultura ou de imu- 
noensaios disponíveis no comércio é recomendado quando a infecção 
não for identificada de imediato (Garcia, 2001; Murray, 2003). Cultu- 
ras, incluindo o uso de um sistema conveniente de “bolsa”, apresentam 
uma sensibilidade de aproximadamente 90% (Krieger, 1988; Schmid, 
1989; Beal, 1992; Levi, 1997), assim como as técnicas de imunofluores- 
cência e de imunoensaio enzimático que utilizam anticorpos monoclo- 
nais (Krieger, 1988; Lisi, 1988; Wilson, 1995). Esfregaços ginecológicos 
para a realização de Papanicolaou podem revelar, às vezes, a presença 
de T. vaginalis, mas a sua sensibilidade e sua especificidade são ruins. 


Outros flagelados 

O Enteromonas hominis e o Retortamonas intestinalis são pequenos 
flagelados intestinais não patogênicos observados com pouca frequên- 
cia. No entanto, quando presentes, eles podem ocorrer em grande 
quantidade. As características morfológicas são revistas na Tabela 
61.11 (ver também Fig. 61.13B). O Trichomonas tenax é ocasionalmen- 
te identificado em material da cavidade oral, mas ele não causa doença. 





Figura 61.13 A, Ciliados, Coccidia e Blastocystis spp en- 
contrados em amostras de fezes humanas. B, Flagelados 
encontrados em amostras de fezes humanas. (Adaptado 
de Brooke MM, Melvin DM: Morphology of Diagnostic 
Stages of Intestinal Parasites of Man. Publication nº 
[CDC] 848116. Washington, DC, United States Depart- 
ment of Health and Human Services, 1984.) 


Blastocystis 
hominis 


Ciliados 


Balantidium coli 


O ciliado Balantidium coli (Figs. 61.13A e 61.14H) pode causar uma 
síndrome disenteriforme com ulcerações colônicas similares as da 
amebiase, mas não produz abscesso hepático ou outras lesões sistêmi- 
cas. À infecção humana, rara nos Estados Unidos, é, em geral, adqui- 
rida de porcos, os quais são infectados. O B. coli é o maior protozoário 
que infecta humanos. Os trofozoítos apresentam o maior diâmetro 
entre 40 um e mais de 200 um (a maioria medindo entre 50 e 100 
mm) e são cobertos de modo uniforme por cílios que são um pou- 
co mais longos na extremidade anterior adjacente ao citostoma. Ele 
possui um grande macronúcleo, o qual é imediatamente visto em pre- 
parações coradas, e um micronúcleo menor, o qual é pouco visível. 
Numerosos vacúolos alimentares e vacúolos contráteis estão presentes 
no citoplasma. Os cistos são arredondados, com um comprimento de 
50 a 70 mm. Os cílios podem ser observados em cistos mais jovens e 
as características nucleares são similares às dos trofozoítos. Amostras 
de fezes que foram contaminadas com água estagnada podem conter 
ciliados livres, os quais usualmente podem ser distinguidos do B. coli 
pelas diferenças no padrão ciliar. 


Coccídios 


Os coccídios compreendem um grande grupo de parasitas apicomple- 
xos que apresentam um estágio sexuado no trato intestinal de animais 
invertebrados e vertebrados. Algumas espécies também se desenvolvem 
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de forma assexuada em locais extraintestinais (tecidos do hospedeiro). 
Os gêneros que infectam o intestino dos humanos, como Isospora, Sar- 
cocystis, Cryptosporidium e Cyclospora, geralmente produzem uma do- 
ença diarreica autolimitada em indivíduos imunocompetentes. A diar- 
reia prolongada grave pode ocorrer em indivíduos imunodeprimidos 
após infecção por Isospora, Cryptosporidium e Cyclospora. 


Isospora belli 


A Isospora belli apresenta desenvolvimento assexuado e sexuado no 
citoplasma de células epiteliais do intestino delgado (Fig. 61.154). O 
desenvolvimento sexuado resulta na produção de oocistos, os quais 
são eliminados nas fezes e evoluem para o estágio infectante no meio 
ambiente. Infecções humanas causam diarreia e má absorção, mas 
geralmente são autolimitadas. Em pacientes com AIDS ou outros 
distúrbios imunossupressivos, a doença pode persistir por meses ou 
anos e contribuir para a morte (DeHovitz, 1986; Mannheimer, 1994; 
Murray, 2003). O diagnóstico é estabelecido pela identificação de 
oocistos não esporulados medindo 12 x 30 um em amostras de fezes, 
usualmente no exame a fresco ou em preparações de concentração 
(Fig. 61.15B). Quando a amostra não fixada é deixada na temperatura 
ambiente por 24 a 48 horas, a esporulação ocorre. O oocisto infectan- 
te contém dois esporocistos, cada um com quatro esporozoítos (Fig. 
61.134). Os oocistos, como os do Cryptostoporidium, são corados pela 
técnica de coloração acidorresistente. 


Sarcocystis species 

Sarcocystis spp. são coccídios que tipicamente possuem dois hospe- 
deiros, nos quais a fase sexuada ocorre na mucosa intestinal de animais 
carnívoros e a fase extraintestinal assexuada ocorre nos músculos e nos 
tecidos de vários hospedeiros intermediários. Os humanos podem ser- 
vir como hospedeiros definitivos ou intermediários, dependendo da 
espécie de Sarcocystis. A infecção intestinal por Sarcocystis hominis e Sar- 
cocystis suihominis é adquirida pela ingestão de carne bovina ou suína 
crua ou malcozida, respectivamente, que contém cistos tissulares (sar- 





Figura 61.14 Protozoários intestinais, coloração tricrô- 
mica, objetiva de imersão, exceto quando indicado. A, 
Trofozoíto de Endolimax nana. B, Cisto de E. nana com 
quatro núcleos. C, Trofozoito de Giardia lamblia apre- 
sentando núcleos proeminentes, corpúsculos medianos, 
flagelos e extremidade posterior afilada. D, Cistos de 

G. lamblia com núcleo e fibrilas. E, Biópsia duodenal 
apresentando um trofozoito de G. lamblia (hematoxilina- 
eosina). F, Cisto em forma de limao de Chilomastix mes- 
nili com núcleo visível e revestimento hialino. G, Formas 
de Blastocystis hominis com múltiplos vacúolos centrais. 
H, Trofozoito de Balantidium coli em exame a fresco; 
observe os cílios que cobrem a célula, o citóstomo e o 
macronucleo. 


cocistos). A infecção, em geral, é assintomática, mas alguns pacientes, 
às vezes, apresentam diarreia transitória, dor abdominal ou anorexia. 
A infecção intestinal é autolimitada porque a multiplicação assexuada 
ocorre no hospedeiro intermediário e não se repete no hospedeiro de- 
finitivo. A produção de oocistos é limitada pelo número de organismos 
ingeridos sob a forma de sarcocistos. O diagnóstico é estabelecido pe- 
la detecção de esporocistos esporulados medindo 25 x 33 um nas fezes 
(Fig. 61.13A). Cada esporocisto maduro contém quatro esporozoitos. A 
parede do oocisto é fina e frequentemente indetectável ou já está rom- 
pida, liberando os dois esporocistos. Essas formas, mais bem visualiza- 
das no exame a fresco ou nos esfregaços com coloração acidorresistente, 
parecem maiores que os oocistos do Cryptosporidium. Colorações tri- 
crômicas têm pouca utilidade na detecção desses parasitas. Os humanos 
também servem como hospedeiros intermediários de várias espécies 
não nomeadas de Sarcocystis (conhecidas coletivamente como Sarcocys- 
tis indemanni). Nesse caso, os cistos são encontrados em músculos es- 
queléticos e no músculo cardíaco (Beaver, 1979; Strickland, 2000). 


Cryptosporidium species 

Cryptosporidium spp. utilizam um único hospedeiro em seu ciclo de 
vida. No entanto, eles podem infectar humanos (predominantemente 
o C. hominis e o C. parvum) e uma ampla variedade de animais, in- 
cluindo bovinos e ovinos (Coupe, 2005). Os parasitas desenvolvem-se 
na borda em escova de células epiteliais do intestino delgado e gros- 
so e, às vezes, disseminam-se para outros locais (p. ex., vesícula biliar, 
pâncreas e trato respiratório) (Figs. 61.13A e 61.15C e D). O Cryptos- 
poridium é uma causa comum de diarreia aguda autolimitada em in- 
divíduos normais, em especial em crianças que ficam em creches. A 
epidemiologia da criptosporidiose é similar à da giardíase. Uma das 
grandes epidemias conhecidas de infecção transmitida pela água ocor- 
reu em Milwaukee, Wisconsin, em 1993. Nessa epidemia, cerca de 
400.000 indivíduos adoeceram por causa de água contaminada pela 
drenagem de fazendas após chuvas intensas (MacKenzie, 1994). Assim 
como os cistos de Giardia, os oocistos de Cryptosporidium são refratá- 


Tabela 61.10 Morfologia de cistos de amebas intestinais 


Espécie Tamanho Forma Número de Cromatina Cromatina Corpúsculos Glicogênio 
núcleos periférica cariossômica cromatoides 
citoplasmáticos 
Entamoeba 10-20 um; Geralmente 4 no cisto maduro. Cromatina periférica Pequena, discreta, Presentes. Barras Usualmente difuso. 
histolytica! faixa usual de esférica Ocasionalmente, presente. Grânulos usualmente central alongadas com Massa concentrada 
E. dispar 12-15 um são observados finos uniformes extremidades frequentemente 
cistos com 1 ou 2 distribuídos arredondadas presente em cistos 
homogeneamente jovens. Cora-se de 
marrom avermelhado 
com iodo 
Entamoeba 5-10 um; Geralmente 4 no cisto maduro. Similar a Similar a Presentes. Barras Similar a E. histolytica 
hartmanni faixa usual esférica Frequentemente, E. histolytica E. histolytica alongadas com 
de 6-8 um são observados extremidades 
cistos com 1 ou 2 arredondadas 
Entamoeba 10-35 um; Geralmente esférica 8 no cisto maduro, | Cromatina periférica Grande, discreta, Presentes. Usualmente Usualmente difuso. A 
coli faixa usual Ocasionalmente Ocasionalmente, são presente. Grânulos usualmente do tipo espícula com massa concentrada é 
de 15-25 um oval, triangular ou observados cistos grosseiros com excêntrica, mas extremidade ponti- bem definida em cistos 
vista com outra com 16 ou mais tamanho e ocasionalmente aguda jovens. Cora-se de 
forma núcleos. distribuição central marrom avermelhado 
Cistos imaturos com irregulares, mas com iodo 
2 oumais núcleos frequentemente 
são ocasionalmente mais uniformes que 
observados nos trofozoitos 
Endolimax 5-10 um; Esférica, ovoide 4 no cisto maduro. Nenhuma Grande, Ocasionalmente, grânulos Usualmente difuso, 
nana faixa usual ou elipsoidal Cistos imaturos com geralmente de ou pequenas massas ovais mas ocasionalmente é 
de 6-8 um menos de 4 são localização são observados, mas os uma massa bem 
raramente observados central corpúsculos observados definida em cistos 
em Entamoeba não imaturos. Cora-se de 
estão presentes marrom avermelhado 
com iodo 
lodamoeba 5-20 um; Ovoide, elipsoidal, 1 no cisto maduro Nenhuma Grande, Grânulos ocasionalmente Massa compacta bem 
biitschlii faixa usual triangular ou usualmente presentes, mas os definida. Cora-se de 
de 10-12 um com outra forma excêntrica. corpúsculos observados marrom escuro com 


Grânulos refrativos em Entamoeba não iodo 
acromaticos em estao presentes 
um lado do 


cariossoma 


Fonte: adaptado de Brooke MM, Melvin DM: Morphology of Diagnostic Stages of Intestinal Parasites of Man. USDHEW PHS Publication nº 1966, 1969. 


rios à quantidade de cloro usual da água potável e, a menos que o su- 
primento de água da comunidade de uma fonte superficial seja filtrado, 
podem ocorrer epidemias. Em pacientes com AIDS, o Cryptosporidium 
pode causar diarreia secretora crônica que pode durar meses a anos e 
pode contribuir para a morte. O período de incubação leva cerca de 8 
dias e, em indivíduos previamente saudáveis, a doença dura entre 9 e 
23 dias. Pacientes podem apresentar mal-estar, febre, anorexia, cólicas 
abdominais e diarreia (Current, 1991; Mannheimer, 1994). 

O diagnóstico é estabelecido pelo exame de fezes. Vários métodos 
de concentração, incluindo a sedimentação com formalina-acetato de 
etila e a flutuação em açúcar de Sheather, funcionam bem (Garcia, 
2001; Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005). A disponi- 
bilidade do método de formalina-acetato de etila torna essa técnica 
atrativa, embora a velocidade de centrifugação e o tempo devam ser 
aumentados para maximizar a recuperação (Isenberg, 2004; Clinical 
and Laboratory Standards Institute, 2005). Um esfregaço do sedi- 
mento é preparado e corado com coloração acidorresistente ou com 
reagente imunofluorescente. Vários métodos de coloração acidorre- 
sistente, incluindo auramina-O, foram avaliados, mas um método a 
frio de Kinyoun modificado é o mais utilizado. Os oocistos esféricos 
medem entre 4 e 6 um de diâmetro e, quando corados pelo método 
modificado de Kinyoun, apresentam cor violeta-escuro, embora haja 
alguma heterogeneidade da intensidade de coloração e variabilidade 
na porcentagem de cistos que coram positivamente. Lâminas de con- 
trole positivas devem ser utilizadas em cada processamento. 

Reagentes comerciais imunofluorescentes ou de imunoensaio enzi- 
mático, que apresentam uma boa sensibilidade e especificidade (Gar- 


cia, 2003; Murray, 2003; Clinical and Laboratory Standards Institute, 
2005), são especialmente bons para laboratórios em que o diagnóstico 
de Cryptosporidium é infrequente e existe falta de experiência na inter- 
pretação de colorações acidorresistentes. 

A necessidade do exame de amostras de fezes para Cryptosporidium 
depende da população servida e dos objetivos, dos interesses e das ca- 
pacidades de cada laboratório. Alguns laboratórios realizam o exame 
para Cryptosporidium somente com solicitação específica e outros 
avaliam todas as amostras de pacientes imunocomprometidos. 


Cyclospora cayetanensis 

A Cyclospora cayetanensis é um parasita coccídio recentemente des- 
crito e que é responsável por uma doença diarreica em indivíduos 
imunocompetentes e imunodeprimidos (Ortega, 1994; Murray, 2003). 
O parasita foi recuperado em pacientes de vários países, incluindo os 
Estados Unidos, e foi inicialmente descrito como uma alga azul-esver- 
deada, um corpúsculo semelhante à cianobactéria, ou um corpúsculo 
semelhante a um coccídio, entre outros (Ortega, 1993; Shields, 2003). 
A infecção causa uma doença semelhante a um resfriado com náusea, 
vômito, perda de peso e diarreia aquosa explosiva que dura de 1 a 3 
semanas. Os oocistos eliminados nas fezes não são esporulados, apa- 
recendo como esferas não refrativas com 8 a 10 um de diâmetro, que 
contêm um aglomerado de glóbulos refrativos ao microscópio de luz, 
envolvidos por uma membrana. A esporulação exige entre 1 e 2 sema- 
nas para ocorrer, após a qual o oocisto maduro contém 2 esporocistos, 
cada um com 2 esporozoitos. Em esfregaços corados com coloração 
tricrômica, os oocistos aparecem como objetos claros, arredondados 
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Tabela 61.11 Morfologia de flagelados intestinais 


Número de núcleos 


Não visível em 


Números de flagelos* Outras características 


Membrana ondulante que se estende 
ao longo de todo o corpo 


3-5 anteriores; 
1 posterior 


preparação não corada 


Não visível em 
preparação não corada 


Não visível em 


Citóstomo proeminente que se estende 
entre '/3 e '/2. Sulco espiral através da 
superfície ventral 

Disco de sucção ocupando entre 

'/2 e°/4 da superficie ventral 


3 anteriores; 1 
no citóstomo 


4 laterais; 2 ventrais; 
3 caudais 


preparação não corada 


Espécie Tamanho Forma Motilidade 
(comprimento) 

Trofozoitos 

Pentatrichomonas 8-20 um; faixa Piriforme Rapida, 1 

hominis" usual de 11-12 um espasmódica 

Chilomastix mesnili 6-24 um; faixa Piriforme Rija, rotativa 1 
usual de 10-15 um 

Giardia lamblia 10-20 um; faixa Piriforme “Folha caindo” 2 
usual de 12-15 um 

Enteromonas 4-10 um; faixa Oval Espasmódica 1 

hominis usual de 8-9 um 

Retortamonas 4-9 um; faixa Piriforme Espasmódica 1 

intestinalis usual de 6-7 um ou oval 

Espécie Tamanho Forma 

Cistos 

Chilomastix mesnili 6-10 um; faixa Em forma de limao, com 1 


uma saliéncia hialina 
anterior ou “mamilo” 
Oval ou elipsoidal 


usual de 8-9 um 


Giardia lamblia 8-13 um; faixa 


usual de 11-12 um 


Não visível em 
preparação não corada 


Não visível em 
preparação não corada 


Número de núcleos 


Não visível em preparação não corada 


Usualmente 4. Não distintos em preparações 
não coradas. Geralmente localizados em uma 
extremidade 


3 anteriores; 1 posterior Um lado do corpo é achatado. O flagelo 
posterior estende-se livremente, 
posterior ou lateralmente 

1 anterior; 1 posterior | Citóstomo proeminente que se estende 
aproximadamente até a metade do 


comprimento do corpo 


Outras caracteristicas 


Citóstomo com fibrilas de suporte. 
Usualmente visível em preparações 
coradas 

Fibrilas ou flagelos longitudinais no 
cisto. O citoplasma frequentemente 
retrai de uma porção da parede celular 


Enteromonas 4-10 um; faixa Alongada ou oval 1-4, geralmente 2 localizados em extremidades | Assemelha-se ao cisto de E. nana. 

hominis usual de 6-8 um opostas do cisto. Não visível em preparação Fibrilas ou flagelos geralmente não são 
não corada observados 

Retortamonas 4-9 um; faixa Piriforme ou levemente 1 Assemelha-se ao cisto de Chilomastix. 

intestinalis usual de 4-7 um em forma de limão Não visível em preparação não corada A sombra do citóstomo com fibrilas de 


suporte se estende acima do núcleo 


* Não é uma característica prática para a identificação de espécies em exames de fezes de rotina. ' O Pentatrichomonas hominis não possui uma forma de cisto. 
Fonte: adaptado de Brooke MM, Melvin DM: Morphology of Diagnostic Stages of Intestinal Parasites of Man. USDHEW PHS Publication No. 1966, 1969. 


e um pouco enrugados. Na autofluorescência, os oocistos apresentam 
um brilho verde a azul intenso sob epifluorescência ultravioleta e co- 
loração acidorresistente, utilizando técnicas de coloração acidorresis- 
tente modificada ou de auramina-O. Eles devem ser diferenciados dos 
oocistos de Cryptosporidium, os quais coram de maneira idêntica, mas 
são menores (entre 4 e 6 mm) (Fig. 61.15E). 


Microsporídios 


Os microsporídios são parasitas protozoários intracelulares obriga- 
tórios, produtores de esporos e do filo Microsporo; eles infectam vários 
animais, incluindo os humanos (Shadduck, 1989; Franzen, 1999). São 
patógenos sérios em hospedeiros imunocomprometidos, em especial 
aqueles com AIDS. Nesses indivíduos, eles são responsáveis por uma 
grande porcentagem (até 30% em alguns estudos) de doença diarreica 
sem explicação (Curry, 1993). O Enterocytozoon bieneusi e o Encephali- 
tozoon intestinalis, duas espécies mais implicadas na infecção intestinal 
humana, podem causar, em pacientes com AIDS, diarreia prolongada 
e perda de peso, similares às causadas pelo Cryptosporidium. O E. intes- 
tinalis também pode causar doença disseminada (Cali, 1993; Wilson, 
1995; Murray, 2003). 

Os organismos multiplicam-se intracelularmente (merogonia) e for- 
mam esporos resistentes (esporogonia), que acabam rompendo a célula 
hospedeira e infectam as células adjacentes, e são eliminados do corpo. 
O esporo contém um túbulo polar tipo bobina, o qual é expulso à força 
sob estímulos ambientais adequados e penetra na membrana da célula 
receptora. O esporoplasma do parasita é injetado através do túbulo no 
citoplasma da célula hospedeira, em que ocorre a multiplicação. Hospe- 
deiros reservatórios não foram identificados. Ocasionalmente, pacien- 
tes foram infectados por outros gêneros de microsporídio, incluindo 


o Encephalitozoon (hepatite, infecções oftálmicas, doenças do SNC), 
Nosema (infecções disseminadas) e Pleitosphora (miosites) (Shadduck, 
1989; Curry, 1993), entre outros (Franzen, 1999). 

Até recentemente, o diagnóstico exigia o exame de tecidos subme- 
tidos à microscopia de luz de rotina (Figs. 61.15F e G) e eletrônica. O 
desenvolvimento de um método de coloração tricrômica para o exa- 
me de amostras de fezes para esporos foi um avanço importante na 
detecção de infecções (Weber, 1992). Com esse método, os pequenos 
esporos elípticos (entre 1,5 e 3 mm) coram de vermelho contra um 
fundo verde pálido e alguns apresentam uma faixa cruzada no meio de 
seu corpo (Fig. 61.15H). Modificações desse método foram descritas. 
A coloração com fluorocromo (p. ex., Uvitex 2B e Calcofluor bran- 
co) parece ser mais sensível na detecção de esporos e pode ser útil na 
investigação inicial de amostras (Van Gool, 1993; DeGirolami, 1995; 
Luna, 1995). O pequeno tamanho dos esporos torna a detecção por 
qualquer método um desafio (Clinical and Laboratory Standards Ins- 
titute, 2005). 


Helmintos intestinais 


Os helmintos intestinais aqui analisados incluem os nematódeos, os 
cestódeos e os trematódeos que, quando adultos, habitam o trato gas- 
trintestinal ou outros locais (fígado, pulmões ou sangue) e produzem 
ovos que são eliminados do corpo humano pelo trato intestinal. O ta- 
manho dos helmintos adultos varia de 1 mm a mais de 10 metros de 
comprimento; o tamanho dos ovos varia de 25 a 150 um (Fig. 61.16). 

É fundamental uma compreensão do ciclo de vida dos helmintos e da 
zoogeografia, conhecendo quais estágios do parasita podem estar pre- 
sentes em uma suposta infecção, quais órgãos ou tecidos podem estar 
envolvidos e quando estágios diagnósticos podem ser esperados após 





a exposição. Embora o diagnóstico geralmente dependa do achado ou 
da identificação de um estágio desenvolvimental adequado (ovo, larva 
ou forma adulta), algumas infecções parasitárias podem ser diagnos- 
ticadas principalmente por meio de bases clínicas e/ou de evidências 
sorológicas. 

Certas espécies apresentam ciclos desenvolvimentais nos quais 
estágios infectantes podem ser transmitidos de forma direta de pes- 
soa a pessoa (Enterobius e H. nana). Em outras (Trichiurus, Ascaris 
e Trichostrongylus), um período adicional de maturação fora do hos- 
pedeiro é necessário antes do ovo ou da larva do parasita se tornar 
infectante. A ingestão de estágios infectantes também pode ocorrer 
incidentalmente junto com vetores do parasita (Dipylidium, Hymeno- 
lepis), plantas (Fasciolopsis, Fasciola) ou tecidos animais (Trichinella, 
Taenia, Diphyllobothrium, Clonorchis, Opisthorchis, Paragonimus, He- 
terophyes, Metagonimus e Nanophyetus). Em alguns casos, estágios lar- 
vais do parasita podem penetrar diretamente a pele (ancilostomídeos, 
Strongyloides e esquitossomas). 

A recuperação e a identificação de ovos e larvas de helmintos nas 
fezes, na urina ou no escarro exigem uma abordagem sistemática e 
um treinamento adequado dos indivíduos que realizam a avaliação. 
O tamanho dos ovos e das larvas é uma característica especialmente 
importante e com frequência requer o uso de um micrômetro ocular 
calibrado de modo adequado. As características externas dos ovos a 
serem observadas são a forma, espessura da parede e presença ou au- 
sência de cobertura mamilada, opérculo, ombros do opérculo, nódulo 
abopercular, tampões polares ou espinhos. O desenvolvimento do ovo 
(embrionado, não embrionado) e a presença ou ausência de ganchos, 





Figura 61.15 A, Esquizonte de Isospora belli contendo 
numerosos merozoitos desenvolvendo-se no epitélio da 
vesicula biliar (hematoxilina-eosina; objetiva de imersao). 
B, Oocisto de |. belli nas fezes (exame a fresco; objetiva 
de imersão). €, Biópsia de intestino delgado apresentando 
desenvolvimento de oocistos de Cryptosporidium parvum 
na borda em escova de enterócitos (hematoxilina-eosina; 
x 400). D, Coloração acidorresistente modificada de um 
esfregaço fecal demonstrando oocistos de C. parvum 
(objetiva de imersão). E, Coloração acidorresistente modi- 
ficada de um esfregaço fecal demonstrando um oocisto de 
Cyclospora cayetanensis. F, Biópsia de intestino delgado 
demonstrando desenvolvimento de esporos de micros- 
porídio no interior de enterócitos (coloração de corte em 
epóxi corado com azul de toluidina; objetiva de imersão). 
G, Esporos de microsporídio no parênquima hepático em 
um indivíduo infectado pelo vírus da imunodeficiência 
humana (coloração de Brown e Brenn; objetiva de imer- 
são). H, Numerosos esporos de microsporídios nas fezes 
corados com a coloração tricrômica modificada (objetiva 
de imersão). 


que são característicos dos cestódeos, também devem ser observados. 
O examinador também deve possuir a capacidade de avaliar a grande 
variedade de artefatos detectados nas fezes humanas que podem si- 
mular ovos e larvas de parasitas (Tab. 61.4). 


Nematódeos 


Enterobius vermicularis 

A enterobíase, ou oxiuríase, é a infecção helmíntica mais comum 
em crianças de todos os níveis sociais nos Estados Unidos. Embora se 
trate primariamente de um parasita de crianças jovens, a maturação 
rápida dos ovos permite que ele seja transmitido de criança a criança e 
de criança a adulto, tanto no ambiente familiar quanto em ambientes 
coletivos. Vermes machos e fêmeas habitam primariamente o ceco e 
as áreas adjacentes. As fêmeas medem até 13 mm de comprimento e 
apresentam uma extremidade posterior pontiaguda que dá origem ao 
seu nome popular em inglês (pinworm, verme alfinete). Ambos os se- 
xos possuem asas laterais proeminentes que são observadas em cortes 
cruzados e bulbo esofágico proeminente (Figs. 61.17A a C). 

Embora os machos sejam raramente observados, as fêmeas podem 
ser encontradas na superfície de amostras de fezes ou na pele peria- 
nal, em especial à noite, quando os ovos são depositados. Os ovos são 
incolores, ovoides com um lado achatado, e medem entre 20 e 40 um 
de largura e entre 50 e 60 um de comprimento (Fig. 61.17B). Eles se 
tornam infectantes em horas e, quando ingeridos, completam o de- 
senvolvimento até o estágio adulto grávido em 1 mês (período pré- 
detecção). 








= 


1304 


ICa 


d 


tologia mé 


arasi 








kd E 
Metagenimus Heterophyes  Opisthorchis 
yokogawa heterophyes = felinews 






Clonarchir Taernua Aymenoieps Enterobius 


Hiss minà 


MICRONS 





Sofustoroma 
japonicum 


Ascaris fumbricai ces 
infertile 


Paragonimus Trichostrongylus 


westermanni 


Tr chu FS 
verine ar 


Sch afore E 
heematolninm 
















Hymenolepis 
diminuta 


Diphyllobothrium 
E 


Ascaris lumbricoides Hookworm 


fiche fertile 






Fasciolopsis 
buskr 


Fasciola 
hepatica 


Schetosoma 
PTT 


Figura 61.16 Tamanhos relativos de ovos de helmintos. (Cortesia do Centers for Disease Control, Parasitology Training Branch, Atlanta, GA.) 


Embora a infecção possa ser assintomática, as crianças em geral 
apresentam prurido anal, irritabilidade e perda de sono. A enterobia- 
se deve ser descartada precocemente na avaliação da enurese. Vermes 
adultos também podem migrar para locais não usuais (p. ex., vagina, 
tubas uterinas ou cavidade peritoneal). A morte dos vermes nesses lo- 
cais pode provocar reações inflamatórias granulomatosas (Symmers, 
1950; Garcia, 2003). 

À recuperação de ovos ou, menos comumente, de formas adultas na 
pele perianal é, em geral, realizada utilizando a técnica de fita adesiva 
após a criança dormir ou como a primeira coisa realizada pela manhã 
(Ash, 1987; Garcia, 2001). Apenas 5 a 10% dos casos são detectados 
por meio do exame de fezes de rotina. O diagnóstico pode exigir o exa- 
me de várias amostras coletadas em dias diferentes antes que os ovos 
possam ser detectados (Sadun, 1956). 


Trichuris trichiura 

A triquiuríase é comum em regiões tropicais e subtropicais de todo 
o mundo. Os vermes adultos são encontrados no intestino grosso, es- 
pecialmente no ceco. Contudo, em infecções maciças, eles podem ser 
encontrados em todo o cólon e no reto. Os machos e as fêmeas medem 
até 50 mm de comprimento e permanecem fixados na mucosa intes- 
tinal pela extremidade anterior longa e fina, enquanto a extremidade 
posterior mais larga permanece pendendo livre na luz. As fêmeas apre- 
sentam uma forma alongada, enquanto que os machos apresentam 
uma cauda espiralada (Fig. 61.17D). O Trichuris apresenta um ciclo 
de vida direto, no qual os ovos não embrionados são eliminados nas 
fezes e exigem várias semanas em condições de solo adequadas para 
amadurecerem até o estágio infectante. Quando ovos embrionados são 
ingeridos, as larvas são liberadas e amadurecem até a forma adulta no 
cólon, no qual elas se fixam e sobrevivem por até 10 anos. 

Infecções leves em geral são assintomáticas, mas quando uma gran- 
de quantidade (mais de 300 vermes) está presente, a diarreia ou os 
sintomas de disenteria podem ocorrer em associação com a desidra- 
tação e a anemia (Beaver, 1984; Strickland, 2000). O prolapso retal, 
uma complicação potencialmente letal, pode ocorrer em crianças com 
infecção maciça (Cooper, 1988). 

O diagnóstico é estabelecido pela observação de ovos típicos no 
exame a fresco de fezes ou pelas técnicas de concentração. Os ovos 
apresentam uma forma de barril com tampões refrativos em ambas as 
extremidades e, em geral, medem entre 50 e 55 um de comprimento e 
entre 22 e 24 um de largura (Fig. 61.17E). Ocasionalmente, humanos 


podem ser infectados pelo Trichuris vulpis (triquiuríase canina) que 
possui ovos maiores, mais largos e com forma mais semelhante a um 
barril que os do Trichuris trichiura. Técnicas de quantificação de ovos 
podem ser solicitadas para a avaliação da intensidade da infecção, da 
eficácia terapêutica e da taxa de reaquisição de parasitas. 


Capillaria philippinensis 

Esse parasita, normalmente encontrado em aves que se alimentam 
de peixe, infecta humanos que ingerem peixe cru ou malcozido que 
contém larvas infectantes. Embora tenha sido descrito de início em 
indivíduos das Filipinas e mais tarde da Tailândia, casos ocasionais fo- 
ram relatados em outros locais da Ásia, do Oriente Médio e da Amé- 
rica do Sul (Cross, 1992; Murray, 2003). Os parasitas podem causar 
diarreia crônica e indivíduos infectados podem eliminar ovos, larvas 
e mesmo vermes adultos nas fezes. Os ovos são semelhantes aos do 
Trichuris, embora eles meçam entre 36 e 45 um de comprimento e 21 
um de largura; apresentem carapaças espessas e estriadas radialmente; 
e tampões mucoides, os quais são imperceptíveis. 


Ascaris lumbricoides 


É o maior nematódeo que infecta o trato intestinal dos humanos e 
é provavelmente o verme intestinal mais comum, infectando cerca de 
1,3 bilhão de indivíduos no mundo inteiro (Markell, 1999). A infec- 
ção ocorre em especial em áreas com pouco ou nenhum saneamen- 
to e, como o Trichuris, é especialmente comum em crianças, as quais 
também são mais propensas a apresentar infecções maciças. 

O Ascaris adulto vive principalmente no duodeno e na porção pro- 
ximal do jejuno. As fêmeas medem até 35 cm de comprimento e 6 
mm de diâmetro. O macho é um pouco menor e apresenta uma cauda 
curvada ventralmente, ao contrário da fêmea (Fig. 61.17F). Tanto os 
vermes adultos quanto os imaturos podem ser identificados pela pre- 
sença de três lábios proeminentes na extremidade anterior. 

As fêmeas produzem aproximadamente 200.000 ovos por dia, os 
quais não são embrionados quando eliminados e necessitam de 4 
a 6 semanas em um ambiente satisfatório para se tornarem infec- 
tantes. Após a ingestão, os ovos eclodem no intestino e as larvas 
penetram na mucosa para ter acesso à corrente sanguínea. Eles são 
transportados para os pulmões e amadurecem brevemente no leito 
capilar alveolar antes de entrarem nos alvéolos. Os mecanismos de 
limpeza respiratória movem as larvas para a epiglote, na qual elas 
são deglutidas e crescem até a forma adulta no intestino delgado. O 








desenvolvimento do ovo embrionado até a forma adulta leva apro- 
ximadamente 2 meses. 

Os sintomas da ascaridíase variam de uma infecção assintomáti- 
ca até uma doença grave. A migração de uma grande quantidade de 
larvas através dos pulmões pode causar pneumonite por Ascaris ou 
síndrome de Löffler, caracterizada por infiltrado pulmonar moteado 
difuso e bronquite leve associada à eosinofilia periférica. A síndrome 
é rara e, em geral, ocorre em indivíduos que foram expostos previa- 
mente a antígenos do Ascaris. 

A presença de poucos vermes no intestino nem sempre é percebi- 
da, enquanto infecções maciças podem produzir graus variados de 
dor abdominal e diarreia. Também pode ocorrer obstrução intestinal 
por uma massa de vermes, especialmente em crianças. Mesmo um pe- 
queno número de vermes é motivo de preocupação por causa de sua 
capacidade de invadir sitios ectópicos (p. ex., ducto biliar comum, fí- 
gado, apêndice e estômago). A febre ou a terapia medicamentosa pode 
estimular a migração. Em áreas endêmicas, anti-helmínticos são com 
frequência prescritos antes do uso de anestésicos em cirurgias eletivas. 

A infecção é diagnosticada pela identificação de ovos nas fezes ou 
pela recuperação de um verme adulto eliminado nas fezes ou no vô- 
mito. O grande número de ovos produzidos diariamente torna a de- 
tecção de um único verme provável. Uma contagem inferior a 20 ovos 
por lâmina (2 mg de fezes) indica infecção leve e uma contagem supe- 
rior a 100 ovos por lâmina indica infecção maciça. 

Ovos férteis de Ascaris são redondos a levemente ovais com uma ca- 
rapaça espessa e uma camada externa amarelo-acastanhada, irregular 
e mamilada. Os ovos que perderam a camada mamilada são denomi- 
nados descorticados e podem se assemelhar superficialmente a ovos 
de ancilostomídeos. Eles são eliminados não embrionados e medem 
cerca de 55 a 75 um de comprimento e 35 a 50 um de largura (Figs. 
61.17G e H). Uma fêmea que não acasalou pode produzir ovos não 


Figura 61.17 Exame direto com iluminação de campo 
brilhante, exceto quando indicado. 4, Ancilostomídeo 
macho adulto, Enterobius vermicularis, com extremidade 
posterior curvada; observe o bulbo esofágico proemi- 
nente (x 4). B, Numerosos ovos de E. vermicularis vistos 
em uma preparação com fita de celofane (x 400). C, 
Enterobius vermicularis adulto no apêndice; observe as 
asas laterais características (x 100). D, Trichiuris trichiura 
adulto; observe as fêmeas com cauda reta e os machos 
com cauda enrolada. E. Ovos de T. trichiura (x 400). 
F, Fêmea e macho adultos de Ascaris lumbricoides, a 
grande lombriga humana. G, Ovo fértil não embrionado 
de A. lumbricoides (x 400). H, Ovo infértil e decorticado 
de A. lumbricoides (x 400). (D e F de A Pictorial Presen- 
tation of Parasites: a Cooperative Collection, preparado 
e/ou editado por H. Zaiman.) 


fertilizados, os quais são grandes e mais alongados (até 90 um de com- 
primento) e com uma carapaça mais fina com formações mamilares 
irregulares. Esses ovos são cheios de glóbulos de gordura de tamanho 
variado. 


Trichostrongylus spp. 

A doença humana causada pelo Trichostrongylus spp. representa 
uma infecção zoonótica porque esses parasitas infectam principal- 
mente grandes herbívoros (p. ex., ovinos, bovinos e caprinos). Várias 
espécies podem infectar humanos, incluindo Trichostrongylus colubri- 
formis, Trichostrongylus orientalis, Trichostrongylus axei e Trichostron- 
gylus brevis, os quais são encontrados em muitas partes do mundo. 
Os vermes adultos habitam o intestino delgado e produzem ovos que 
amadurecem fora do corpo. As larvas emergem e rastejam no solo e 
nas plantas, tornando-se disponíveis para serem ingeridas pelos hos- 
pedeiros definitivos. Ao contrário dos ancilostomídeos, eles não in- 
vadem a pele diretamente e o seu ciclo de vida não envolve uma fase 
migratória através dos pulmões. De modo geral, as infecções são leves 
e assintomáticas, mas infecções maciças podem causar dor abdominal 
e diarreia, usualmente com eosinofilia. Os ovos assemelham-se aos do 
ancilostomideos, mas são mais longos e mais estreitos, medindo entre 
79 e 98 um de comprimento e entre 40 e 50 um de largura, sendo leve- 
mente coniformes em uma extremidade. 


Ancilostomídeos 

Os ancilostomídeos, os quais estão entre os helmintos mais comuns 
que infectam os humanos, ocorrem em regiões tropicais e subtropicais 
e em algumas áreas temperadas. O Necator americanus é encontrado 
nos Estados Unidos e em outras áreas do mundo e com frequência se 
sobrepõe na distribuição do Ancylostoma duodenale, o qual não ocor- 
re nos Estados Unidos. 
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As fémeas adultas medem até 12 mm de comprimento e os machos 
um pouco menos. Os machos são mais prontamente identificados pe- 
la sua bolsa copuladora em forma de leque na extremidade posterior. 
A extremidade anterior dos ancilostomídeos é modificada em uma 
cápsula bucal que contém dentes ou placas cortantes. Ambos os sexos 
fixam-se à mucosa do intestino delgado, na qual eles podem perma- 
necer por até 18 anos (Beaver, 1988; Garcia, 2001). 

Os ovos são eliminados nas fezes e desenvolvem-se rapidamente, 
dependendo das condições prevalentes. Larvas rabditiformes são li- 
beradas e desenvolvem-se até o estágio filariforme infectante em cer- 
ca de 7 dias. Em contato com um hospedeiro apropriado, as larvas 
penetram a pele, conseguem entrar na circulação do hospedeiro, vão 
até os pulmões e movem-se até a árvore traqueobrônquica para se- 
rem deglutidas. Na maturação no intestino delgado, a postura de ovos 
começa. Embora o ciclo de vida de ambas as espécies seja similar, o 
Ancilostoma pode amadurecer diretamente para o estágio adulto no 
intestino quando larvas infectantes são ingeridas. 

Os ancilostomídeos podem produzir doença na pele, no local da 
penetração das larvas. Essa condição é caracterizada por inflamação, 
hiperemia e formação de vesículas, junto com um prurido intenso. A 
migração de uma grande quantidade de larvas através dos pulmões po- 
de produzir a síndrome de Löffler, descrita anteriormente para o As- 
caris. Dependendo da carga de vermes, a infecção intestinal pode cau- 
sar gastroenterite com dor abdominal, diarreia e náusea. Contudo, os 
ancilostomídeos são mais conhecidos por sua capacidade de produzir 
perda sanguínea crônica com anemia ferropriva secundária. Cada A. 
duodenale adulto pode causar a perda de 0,15 a 0,25 mL de sangue por 
dia, em comparação com 0,03 mL para cada N. americanus. O desen- 
volvimento das crianças pode ser severamente afetado por infecções 
crônicas. À perda sanguínea e o número de ancilostomídeos presente 
estão correlacionados com o número de ovos por grama de fezes, o que 


Figura 61.18 A, Ovo de ancilostomídeo (Ancylostoma 
duodenale ou Necator americanus) (x 400). B, Ovo 
de Heterodera sp., um grupo de nematódeos vegetais 
encontrados ocasionalmente como artefatos em fe- 
zes humanas após ingestão de vegetais infectados (x 
400). C, Infecção maciça por Strongyloides stercoralis 
na mucosa duodenal; observe a presença de fêmeas 
adultas, ovos e larvas (hematoxilina-eosina; x 100). 

D, Larva rabditoide não infecciosa de S. stercoralis 
(coloração de iodo; x 100). E, Trichinella spiralis, corte 
transverso de uma larva no músculo gastrocnêmio 
(hematoxilina-eosina; x 100). F, Múltiplas larvas de 

T. spiralis em carne de urso (preparação a fresco de 
músculo comprimido; x 100). G, Pseudoterranova sp. 
regurgitada após ingestão de peixe (x 4). H, Anisakis 
sp., corte transverso de larva encontrada no intestino 
delgado após cirurgia de obstrução aguda (hematoxili- 
na-eosina; x 400). 


pode ajudar a determinar quando iniciar a terapia em indivíduos que 
habitam áreas endêmicas (Layrisse, 1964a, 1964b; Cook, 2002). 

O diagnóstico é estabelecido pela observação dos ovos com carapaça 
fina, característicos nas fezes. Os ovos são parcialmente embrionados 
quando eliminados e medem entre 58 e 76 um de comprimento e entre 
36 e 40 um de largura (Fig. 61.184). Ovos embrionados ou larvas rab- 
ditiformes livres podem ser encontradas em amostras não preservadas 
que não são examinadas imediatamente. Ancilostomídeos rabditiformes 
podem ser diferenciados do S. stercoralis porque os primeiros apresen- 
tam uma câmara bucal mais longa e um primórdio genital impercepti- 
vel (Fig. 61.19). A maturação contínua das larvas resulta no surgimento 
de larvas filariformes infectantes, as quais apresentam uma extremida- 
de posterior pontiaguda e um esôfago que mede cerca de um quarto do 
comprimento da larva. Pode ser necessário diferenciar ovos de ancilosto- 
mideos de ovos de Trichostrongylus spp. (os quais são mais longos e mais 
pontiagudos) e de ovos de nematódeos parasitas de plantas, em especial 
o Heterodera spp. (os quais são mais longos, possuem extremidades arre- 
dondadas e são com frequência assimétricos) (Fig. 61.18B). 

Embora os ancilostomídeos adultos possam ser diferenciados base- 
ando-se na sua parte bucal e na bursa copuladora em machos, os ovos 
dos ancilostomídeos humanos são indiferenciáveis. No exame a fresco, 
a contagem de ovos inferior a cinco ovos por lamínula indica infecção 
leve que pouco provavel causar anemia, enquanto que mais de 25 ovos 
indicam infecção maciça que pode estar associada a sintomas. 


Strongyloides stercoralis 

A estrongiloidíase ocorre em muitas áreas tropicais e subtropicais, 
mas a infecção também ocorre em zonas temperadas e, historicamen- 
te, foi endêmica em áreas do sudeste dos Estados Unidos. As fêmeas 
adultas possuem um comprimento de 2 a 3 mm e vivem enterradas 
na mucosa do duodeno, no qual elas reproduzem por partenogênese 





Figura 61.19 Larvas de ancilostomídeo e Strongyloides stercoralis. A, larva rabdi- 
toide de S. stercoralis em fezes humanas. Observe o pequeno tamanho da cavidade 
bucal e o grande primórdio genital (GP). B, Larva rabditoide de ancilostomídeo ob- 
servada em algumas situações nas fezes deixadas por pelo menos 2 horas em tem- 
peratura ambiente. A cavidade bucal é mais longa e o primórdio genital é menor. 


(Fig. 61.18C). Os parasitas machos não ocorrem na fase vertebrada 
do ciclo. Os ovos eclodem principalmente no intestino delgado, li- 
berando o primeiro estágio ou larvas rabditoides, as quais são então 
eliminadas nas fezes (ovos quase nunca são encontrados). Nesse ci- 
clo direto, as larvas rabditoides metamorfoseiam-se em larvas filari- 
formes infectantes do terceiro estágio no solo. Essas larvas infectantes 
penetram imediatamente a pele de indivíduos expostos e migram pelo 
sistema circulatório para os pulmões e, a seguir, movem-se até a árvo- 
re brônquica e são deglutidas. O desenvolvimento até o estágio adulto 
é então completado no intestino delgado. Em condições de solo ade- 
quadas de alta umidade, um ciclo indireto pode surgir transitoria- 
mente. Nele, as larvas recém-depositadas evoluem para uma geração 
livre, consistindo em machos e fêmeas reprodutores. Ovos produzi- 
dos por essa geração transformam-se em larvas filariformes que mais 
uma vez são infectantes para humanos. Uma terceira variação do ciclo 
de vida do Strongyloides envolve a autoinfecção, na qual a maturação 
para o estágio filariforme é completada no trato intestinal, com subse- 
quente invasão da mucosa intestinal ou da pele perianal. 

A apresentação da doença é variável e pode depender da cepa ad- 
quirida (Genta, 1989). A migração inicial de larvas filariformes pode 
produzir irritação, hiperemia e prurido no local de entrada, enquanto 
a migração tardia através dos pulmões pode produzir a síndrome de 


Löffler (Purtilo, 1974). A presença de sintomas intestinais está relacio- 
nada à intensidade da infecção. O indivíduo afetado pode apresentar 
sintomas de úlcera péptica, dor abdominal e diarreia. Uma síndrome 
de má absorção foi relatada com a infecção crônica. 

A capacidade de autoinfecção pelo parasita pode acarretar a persis- 
tência da infecção por décadas, como foi observado em tropas aliadas 
que foram mantidas prisioneiras no sudeste asiático durante a Segun- 
da Guerra Mundial (Gill, 1979). Em pacientes saudáveis, a autoinfec- 
ção pode produzir a larva currens (lesões urticariformes lineares). Em 
pacientes imunocomprometidos, alcoolistas ou desnutridos, a autoin- 
fecção pode causar uma síndrome de hiperinfecção potencialmente 
letal em virtude da rápida multiplicação do parasita (Maayen, 1987; 
Genta, 1992). A pneumonia grave é, com frequência, uma manifes- 
tação inicial da hiperinfecção, seguida por diarreia intensa, enterite 
e septicemia. O Strongyloides deve ser investigado em pacientes que 
viveram em áreas endêmicas antes de eles serem submetidos à terapia 
imunossupressora (Strickland, 2000). 

O diagnóstico é estabelecido pela recuperação e pela identifica- 
ção de larvas rabditiformes em amostras de fezes, embora o exame 
de ovos e parasitas nem sempre revele a sua presença (Fig. 61.18D) 
(Pelletier, 1988; Genta, 1989; Garcia, 2001). Larvas rabditiformes de 
Strongyloides devem ser diferenciadas das larvas de ancilostomíde- 
os e são caracterizadas pela presença de uma cavidade bucal curta 
e um primórdio genital proeminente (Fig. 61.19). Larvas filarifor- 
mes de Strongyloides apresentam uma cauda entalhada e um esôfago 
com um comprimento que equivale aproximadamente à metade do 
comprimento do corpo. Cada estágio das larvas é logo observado em 
exame a fresco com soro fisiológico, com magnificação de menor 
aumento. Quando larvas filariformes infectantes são detectadas em 
uma amostra recém-eliminada, o diagnóstico de superinfecção é ga- 
rantido (Eveland, 1975). 

O exame de aspirados duodenais ou de amostras do teste da corda 
pode ser útil em casos suspeitos nos quais os exames de fezes de rotina 
não são positivos. O método de concentração com funil de Baermann 
ou uma das técnicas de coprocultura (ver em “Métodos laboratoriais”) 
também podem demonstrar a infecção (Ash, 1987; Genta, 1989; Gar- 
cia, 1999; Clinical and Laboratory Standards Institute, 2005). Larvas 
podem ser encontradas no escarro ou em outras amostras pulmona- 
res, especialmente na síndrome de hiperinfecção. Exames sorológicos 
são úteis quando a infecção é suspeitada, mas não pode ser demons- 
trada por outros métodos. O imunoensaio enzimático e outros testes 
apresentam uma boa sensibilidade e especificidade, embora possam 
ocorrer reações cruzadas com a filaríase e algumas outras infecções 
por nematódeos. De modo geral, esses testes não fazem a diferencia- 
ção entre uma infecção passada e uma infecção atual, mas podem ser 
úteis na monitoração da terapia (Wilson, 1995). 


Anisaquiase 
Ver adiante em “Helmintos tissulares”. 


Cestódeos 


Os cestódeos são platelmintos tipo fita que, quando adultos, habi- 
tam o trato intestinal de vertebrados e, quando larvas, habitam os te- 
cidos ou as cavidades corporais de vários hospedeiros intermediários. 
Eles fixam-se à mucosa intestinal por meio de um escólex, ou órgão de 
fixação, na extremidade anterior, que pode apresentar ventosas, sul- 
cos (bótrios) ou um rostelo com ganchos, dependendo da espécie. O 
corpo do verme é constituído por um pescoço que cresce ativamente 
e uma série de proglotes que sofrem desenvolvimento sequencial pe- 
los estágios imaturo, maduro e, por último, grávido na extremidade 
posterior. Cada proglote apresenta um conjunto completo de gônadas 
masculinas e femininas e é capaz de produzir ovos férteis. Os ovos da 
maioria dos cestódeos que infectam humanos (o Diphyllobothrium é 
uma exceção) podem ser logo diferenciados dos ovos de outros hel- 
mintos pela presença de um embrião com seis ganchos em cada ovo. 
Dependendo da espécie, os ovos são liberados diretamente na corrente 
fecal ou eliminados nas proglotes intactas. Em algumas espécies, não 
é incomum que grandes porções do corpo sejam eliminadas ou que 
proglotes migrem ativamente para fora do ânus. As grandes espécies 
de Taenia e Diphyllobothrium podem crescer até um comprimento de 
7,5 metros ou mais e podem viver até 20 anos. 
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Larvas de cestódeos evoluem para o estágio infectante em hospe- 
deiros invertebrados ou vertebrados, dependendo da espécie, e com- 
pletam o seu ciclo de vida quando ingeridas por um hospedeiro defi- 
nitivo. Larvas de várias espécies podem infectar humanos, causando 
cisticercose, hidatidose, esparganose e cenurose. Essas condições são 
analisadas mais detalhadamente a seguir, em “Helmintos tissulares”. 


Taenia saginata 

Os humanos são os únicos hospedeiros definitivos da Taenia sagina- 
ta, a tênia bovina. Embora ele ocorra no mundo inteiro, o verme é espe- 
cialmente comum no Oriente Médio, na África, na Europa, na Ásia e na 
América Latina. Ele ocorre com pouca frequência nos Estados Unidos. 
Cisticercos larvais (Cysticercus bovis) desenvolvem-se nos tecidos de bo- 
vinos que pastam em terra contaminada de dejetos humanos. Quando 
humanos ingerem carne bovina crua ou incompletamente cozida, o cis- 
ticerco transforma-se em um adulto reprodutor no intestino delgado 
em 2 ou 3 meses. Os sintomas são raros, mas podem incluir desconforto 
abdominal e diarreia. Ao contrário da T. solium, os ovos da T. saginata 
não são infectantes para humanos e sua ingestão não causa cisticercose. 

O diagnóstico é estabelecido pela detecção de ovos nas fezes, utili- 
zando técnicas diretas ou de concentração, ou nas pregas perianais, 
utilizando a técnica da fita de celofane. Os ovos são esféricos e medem 
entre 31 e 43 um de diâmetro (Fig. 61.20A). A carapaça é espessa, es- 
triada radialmente e contém um embrião com seis ganchos. Ovos de 
todas as espécies de Taenia são indiferenciáveis e devem ser relatados 
apenas como ovos de Taenia. 

A identificação da espécie pode ser feita pela recuperação das proglo- 


rais (Figs. 61.20B e 61.21). As proglotes também podem ser clarificadas 
durante a noite em glicerol ou coradas com carmim ou hematoxilina 
utilizando procedimentos publicados (Ash, 1987). Quando recuperado, 
o escólex da T. saginata pode ser identificado pela presença de quatro 
ventosas e pela ausência de ganchos na coroa ou no rostelo. 


Taenia solium 

A Taenia soltum, tênia do porco, é mais comum na Europa, em espe- 
cial na Europa Oriental, na América Latina, na China, no Paquistão e 
na Índia. Ela é encontrada ocasionalmente nos Estados Unidos, em ge- 
ral em imigrantes recentes. A infecção pela tênia adulta é adquirida pela 
ingestão de carne de porco crua ou incompletamente cozida, contendo 
cisticercos (Cysticercus cellulosae). Quando presentes, os sintomas são 
idênticos aos da infecção por T. saginata. Mais importante, a ingestão 
acidental de ovos de T. solium, seja de uma tênia adulta ou de alimentos 
contaminados, pode causar cisticercose (Schantz, 1992). Mais detalhes 
sobre a cisticercose podem ser encontrados adiante, em “Helmintos tis- 
sulares”. 

Os procedimentos utilizados para o diagnóstico de infecção intes- 
tinal por T. solium são indênticos aos utilizados para infecções por T. 
saginata, embora certas diferenças morfológicas sejam aparentes. O 
escólex da T. solium apresenta quatro ventosas e, ao contrário da T 
saginata, possui um rostelo armado de duas filas de ganchos. Proglo- 
tes grávidas possuem de 7 a 13 ramos uterinos laterais (Fig. 61.21). 


Hymenolepis nana 
A H. nana, conhecida como tênia anã, apresenta uma distribuição 
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Figura 61.20 A, Ovos de Taenia saginata (indistinguivel 
dos da Taenia solium; x 400). B, Proglótide gravida de T. 
saginata injetada através do poro genital com nanquim. 
C, Proglótides grávidas de Hymenolepis nana coradas 
com acetocarmim (x 100). D, Ovo de H. nana; observe 
a presença de ganchos e filamentos polares (x 400). E 
Ovo de Hymenolepis diminuta; observe a ausência de 
filamentos polares (x 400). F, Ovo de Diphyllobothrium 
sp.; observe o opérculo aberto e a pequena saliência 
terminal (x 400). G, Proglótide grávida de Diphyllobo- 
thrium sp., corada com acetocarmim (x 2). H, Conjunto 
de ovos de Dipylidium caninum (microscopia por con- 
traste de interferência individual, x 400). 





Figura 61.21 Proglótides grávidas de diferentes tênias humanas. 1, Taenia saginata. 
2, Taenia solium. 3, Dipylidium caninum. 4, Diphyllobothrium latum. 5, Hymenolepis 


spp. 


ovos infectantes, ou indireto, pela ingestão de hospedeiros intermedi- 
ários, em geral besouros de cereais ( carunchos”) que contêm larvas 
cisticercoides. Na primeira situação, os ovos podem ser transmitidos 
diretamente de pessoa a pessoa, em geral entre crianças, ou ingeridos 
em alimentos, em especial produtos que contêm grãos que são conta- 
minados por fezes de roedores. 

Os ovos eclodem no intestino e os embriões penetram na mucosa, 
na qual eles se transformam em larvas cisticercoides. Posteriormen- 
te, eles emergem e fixam-se na parede intestinal para completar o seu 
desenvolvimento até se transformarem em tênias adultas em 2 ou 3 
semanas. À ingestão de besouros de cereais contendo larvas cisticer- 
coides ocorre com menos frequência. A autoinfecção interna pode 
ocorrer em alguns indivíduos nos quais os ovos eclodem pouco de- 
pois de serem liberados pelo verme e invadem rapidamente a parede 
intestinal sem deixarem o corpo. Acredita-se que esse mecanismo seja 
responsável pelos casos ocasionais de infecção maciça. 

A infecção sintomática, caracterizada por dor abdominal, diarreia, 
anorexia e irritabilidade, pode ocorrer em pacientes com uma grande 
quantidade de vermes. O diagnóstico é feito pela recuperação de ovos de 
forma oval, com carapaça fina e incolores, os quais medem entre 30 e 47 
um de diâmetro (Fig. 61.20D). Eles contêm um embrião com seis gan- 
chos localizado centralmente (oncosfera), o qual é separado da carapaça 
externa por um espaço claro. O embrião apresenta dois espessamentos 
polares, a partir dos quais emergem filamentos e eles estendem-se para 
o espaço claro entre o embrião e a carapaça externa. Ocasionalmente, o 
corpo intacto pode ser recuperado quando as fezes são examinadas com 
atenção. 


Hymenolepis diminuta 

A tênia do rato, Hymenolepis diminuta, apresenta uma distribui- 
ção cosmopolita e ocasionalmente infecta humanos. No entanto, 
as infecções são raras por causa da necessidade obrigatória de um 
hospedeiro intermediário artrópode, no qual as larvas cisticercoides 
se desenvolvem. A infecção humana, em geral, ocorre após a inges- 
tão acidental de besouros infectados que contaminam produtos que 
contêm grãos ou cereais. À tênia adulta se desenvolve no intestino 
delgado, no qual ela pode atingir um comprimento de até 60 cm. 
Assim como as proglotes da H. nana, todas as proglotes da H. dimi- 
nuta apresentam poros genitais em um lado. Porém, ao contrário da 
H. nana, o escólex não possui um rostelo armado. As infecções co- 
mumente são assintomáticas por causa do pequeno número de ver- 
mes que pode infectar um indivíduo, apesar de terem sido relatados 
sintomas intestinais. O diagnóstico é estabelecido pela observação 
de ovos amarelo-acastanhados, com carapaça espessa e um pouco 
ovoides, que medem entre 70 e 85 um de comprimento e entre 60 e 
80 um de largura nas fezes (Fig. 61.20E). Os ovos são mais facilmen- 
te confundidos com os de H. nana, mas ao contrário dos ovos dessa 
espécie, eles não possuem filamentos polares. 


Diphyllobothrium spp. 

Humanos podem ser infectados por uma das várias espécies da tê- 
nia do peixe, Diphyllobothrium, a qual, em geral, infecta mamíferos 
piscívoros e, possivelmente, aves (Curtis, 1991; Connor, 1997). Esses 
parasitas são bem distribuídos nas zonas temperadas, em especial no 
norte da Europa, na Escandinávia, na antiga União Soviética e no Ja- 


pão. Infecções também ocorrem no Canadá. Nos Estados Unidos, elas 
ocorrem em estados do centro-norte, estados da costa do Pacífico e 
Alasca. Embora o Diphyllobothrium latum seja a espécie mais comum 
que sabidamente infecta humanos, a diferenciação não pode ser feita 
baseando-se na morfologia do ovo. 

O parasita habita o intestino delgado, no qual ele pode atingir um 
comprimento de 10 metros ou mais e pode persistir durante anos. Os 
ovos não embrionados são eliminados nas fezes e devem atingir uma 
corrente de água fresca ou um lago para continuar o desenvolvimento. 
Após várias semanas de desenvolvimento embrionário, uma forma lar- 
vária ciliada, o coracídio com seis ganchos, eclode e é ingerida por um 
copépode, um tipo de zooplâncton. O coracídio evolui para um estágio 
de larva procercoide, a qual é infectante para o segundo hospedeiro in- 
termediário, um peixe. No peixe, a larva procercoide migra para os teci- 
dos e evolui para a forma de larva plerocercoide. Larvas plerocercoides 
podem passar inalteradas pela cadeia alimentar e podem acumular-se 
em um peixe maior. Humanos adquirem essas larvas pela ingestão de 
peixe cru ou incompletamente cozido, que passou pelo menos parte de 
sua vida em água fresca. 

Vermes adultos amadurecem e iniciam a produção de ovos em cer- 
ca de 1 més. A infecção pode ser assintomática com a eliminação de 
uma parte do corpo sendo a queixa inicial. Outros pacientes podem 
apresentar um grau variável de desconforto abdominal e diarreia. Ra- 
ramente, ocorre obstrução intestinal. Em áreas endêmicas do norte da 
Europa, uma pequena porcentagem de pacientes desenvolve deficiên- 
cia de vitamina B,, e anemia megaloblastica. 

O diagnóstico é estabelecido pela observação de ovos operculados 
ovoides marrons nas fezes, usando técnicas padrões de recuperação. Os 
ovos medem de 58 a 76 um por 40 a 51 um e, além do opérculo, eles pos- 
suem uma pequena projeção arredondada tipo maçaneta na extremida- 
de abopercular (Fig. 61.20F). A presença do opérculo é única entre os 
cestódeos que infectam humanos e deve-se tomar cuidado para que es- 
ses ovos não sejam confundidos com os de trematódeos, especialmente 
do Paragonimus ou do Nanophyetus. A identificação do gênero é possível 
quando o corpo ou todo o verme é eliminado. O escólex é alongado e 
apresenta um par de sulcos longitudinais, os quais substituem as vento- 
sas usuais. Proglotes grávidas são mais largas do que longas e apresentam 
poros genitais localizados no meio do ventre, adjacentes a um útero em 
forma de roseta localizado centralmente (Figs. 61.20G e 61.21). 


Dipylidium caninum 

O Dipylidium caninum é uma tênia comum que infecta cães e gatos 
na maior parte do mundo e contamina com frequência os seres hu- 
manos, especialmente crianças. No ciclo de vida usual, ovos da tênia 
são ingeridos por larvas de pulgas, as quais infestam áreas frequen- 
tadas por cães e gatos. As larvas cisticercoides persistem, enquanto a 
mosca sofre metamorfose para o estágio adulto. A ingestão acidental 
da mosca adulta contendo o cisticercoide infectante causa infecção. 
As crianças apresentam o maior risco de infecção por causa de seu 
contato íntimo com animais domésticos. Vermes amadurecem no in- 
testino delgado e atingem até 70 cm de comprimento. As infecções 
produzem poucos sintomas e, em geral, causam preocupação apenas 
quando ocorre a detecção de proglotes que se movem ativamente. 

A detecção baseia-se na identificação dos ovos característicos, dos 
agrupamentos de ovos ou das proglotes nas fezes. Ovos esféricos, cada 
um contendo um embrião com seis ganchos, medem entre 24 e 40 
um de diâmetro e podem estar isolados ou agrupados (Fig. 61.20H). 
O escólex é um pouco alongado com quatro ventosas e um rostelo re- 
trátil pequeno. As proglótides apresentam uma forma em barril e dois 
poros genitais, um em cada margem lateral (Fig. 61.21). 


Trematódeos 


Os trematódeos são helmintos achatados (platelmintos) que incluem 
tanto formas hermafroditas (trematódeos intestinais, hepáticos e pul- 
monares) quanto sexuadas diferenciadas (trematódeos sanguíneos ou 
esquistossomas). Todas as espécies que infectam os humanos são carac- 
terizadas pela presença de uma ventosa oral, por meio da qual se abre o 
trato digestivo, e uma ventosa ventral utilizada para fixação. Os adultos 
apresentam um comprimento que varia de 1 mm (Metagonimus) a 70 
mm (Fasciola gigantica). 
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Os ovos atingem o meio ambiente ao serem eliminados nas fezes, no 
escarro ou na urina, dependendo da espécie. Os trematódeos herma- 
froditas produzem ovos operculados, os quais não são embrionados 
(excetuando-se o Clonorchis e o Opisthorcis). Os ovos do esquistossoma 
não são operculados e cada um contém uma larva madura ao ser elimi- 
nado. As larvas dos trematódeos, ou miracídios, são ciliadas e capazes 
de penetrar nos tecidos de um molusco hospedeiro. Cada espécie de 
trematódeo utiliza uma espécie particular de caramujo como primei- 
ro hospedeiro intermediário. Um processo complexo de multiplicação 
assexuada no interior do caramujo resulta na produção de numerosas 
larvas que se movem livremente na água, denominadas cercárias. As 
cercárias do esquistossoma são capazes de penetrar diretamente a pele 
humana e causar a doença denominada esquistossomose. As larvas dos 
trematódeos hermafroditas encistam na vegetação aquática ou inva- 
dem os tecidos dos segundos hospedeiros intermediários (p. ex., peixes 
ou caranguejos), dependendo da espécie. A ingestão dessas larvas en- 
cistadas, conhecidas como metacercárias, resulta em infecção humana. 

Infecções humanas por trematódeos ocorrem em muitas regiões tro- 
picais e subtropicais. A sua presença depende da falta de saneamento 
básico, da disponibilidade de hospedeiros intermediários adequados e, 
no caso das espécies hermafroditas, dos hábitos dietéticos associados à 
ingestão de metacercárias infectantes. Algumas dessas doenças, espe- 
cialmente a esquistossomose, estão se disseminando por causa do au- 
mento do uso da irrigação em áreas endêmicas. Os sintomas variam de 
acordo com o número de vermes que parasitam o hospedeiro em um 
determinado momento, com os tecidos e os órgãos envolvidos e com a 
resposta do hospedeiro. Muitas infecções são assintomáticas. 

O diagnóstico da infecção por trematódeo é estabelecido pela recu- 
peração e pela identificação de ovos característicos nas fezes, no es- 
carro e, ocasionalmente, nos tecidos. Exames a fresco e métodos de 
concentração com formalina-acetato de etila são os mais úteis para 
a recuperação desses ovos, enquanto que métodos de flutuação com 
sulfato de zinco são menos satisfatórios. 


Fasciolopsis buski 

Esse trematódeo intestinal é a maior espécie que infecta humanos, 
apresentando um comprimento de 20 a 75 m e uma largura de 8 a 20 
mm. Ele ocorre em muitas partes da China, sudeste asiático e Índia e 
é frequentemente encontrado em porcos, os quais servem como reser- 
vatório natural. A infecção é adquirida pela ingestão de metacercárias 
infectantes presentes em plantas aquáticas comestíveis quanto, por 
exemplo, castanha de água. Os vermes fixam-se à parede do duode- 
no e do jejuno, na qual eles amadurecem e atingem a forma adulta, 


que começa a produzir ovos em aproximadamente 3 meses. Podem 
ocorrer sintomas, incluindo diarreia, dor epigástrica e náusea, quando 
a quantidade de vermes é suficiente para produzir ulceração da muco- 
sa superficial. A eosinofilia pode estar presente, mesmo em indivíduos 
assintomáticos. 

O diagnóstico é estabelecido pela detecção de ovos grandes (130 a 
140 um por 80 a 85 um), marrons, ovais e com carapaça fina (Fig. 
61.224). O opérculo pode ser imperceptível e os ovos são eliminados 
não embrionados. A diferenciação dos ovos de Fasciola em geral não 
é possível, embora essas infecções possam ser diferenciadas com base 
na história geográfica e nos sintomas. Ovos de trematódeos equinos- 
tomas, que ocasionalmente infectam seres humanos, são semelhantes, 
porém menores (Beaver, 1984). 


Heterophyes e Metagonimus 

Esses gêneros incluem várias espécies de vermes intestinais peque- 
nos (de 1 a 3 mm de comprimento) que infectam humanos. O Hetero- 
phys heterophyes e o Metagonimus yokogawa são parasitas comuns na 

sia, mas, juntamente com outras espécies, também são encontrados 
em outras partes do mundo. Infecções são adquiridas pela ingestão 
de metacercárias presentes na carne crua ou malcozida de peixes de 
água fresca. Embora a sua importância clínica seja menor, a infecção 
por esses vermes pode causar diarreia e dor abdominal. As infecções 
são autolimitadas porque os vermes possuem um período de vida de 
apenas alguns meses. 

O diagnóstico é estabelecido pelo achado de ovos operculados em- 
brionados, que medem entre 20 e 30 um de comprimento e entre 15 
e 17 um de largura (Fig. 61.22B). A diferenciação desses ovos dos de 
Clonorchis e Opisthorchis é difícil, embora o opérculo esteja localiza- 
do mais profundamente no Opisthorchis. Contudo, essa diferenciação 
pode ser importante por razões médicas. 


Nanophyetus salmincola 

O Nanophyetus salmincola é um pequeno trematódeo intestinal (de 
0,8 a 1,1 mm), que foi descrito em humanos em áreas do extremo 
oriente da Sibéria e da costa pacífica noroeste dos Estados Unidos (Eas- 
tburn, 1987; Fritsche, 1989b). Esses vermes são adquiridos pela ingestão 
de trutas ou salmões defumados em casa, crus ou malcozidos, que con- 
têm metacercárias infectantes. A ocorrência de sintomas está relaciona- 
da com o número de vermes presentes e pode incluir dor abdominal e 
diarreia, com ou sem eosinofilia. Os ovos, medindo de 60 a 80 um por 
34 a 50 um, são bem ovoides, operculados e apresentam uma coloração 
marrom amarelada (Eastburn, 1987). Eles apresentam um espessamen- 





Figura 61.22 A, Ovos de Fasciolopsis buski, indistinguível dos ovos de Fasciola hepatica, nas fezes (x 400). B, Ovo de Heterophyes sp. nas fezes (x 400). C, Clonorchis 
sinensis adulto no ducto biliar (hematoxilina-eosina; x 100). D, Ovo de C. sinensis nas fezes (x 1.000). E, Par de Paragonimus sp. adulto no tecido pulmonar com reação 
inflamatória circunvizinha (hematoxilina-eosina; x 10). F, Ovo de Paragonimus sp. nas fezes; observe o opérculo proeminente (x 100). 


to da carapaça na extremidade abopercular, o qual deve ser diferencia- 
do da protuberância observada nos ovos de Diphyllobothrium. Esse tre- 
matódeo é vetor de uma riquétsia, que produz uma infecção altamente 
letal em cães, conhecida como “doença do envenamento por salmão”. 


Fasciola hepatica 

Bovinos, ovinos e caprinos em muitas partes do mundo são infecta- 
dos pelo trematódeo hepático Fasciola hepatica e, menos comumente, 
pela espécie Fasciola gigantica. Parasitas adultos habitam a árvore biliar 
e produzem ovos que são eliminados nas fezes. Cercárias que são elimi- 
nadas pelo caramujo que serve de hospedeiro intermediário encistam 
na vegetação aquática, na qual metacercárias infectantes se tornam, en- 
tão, disponíveis para hospedeiros herbívoros. Em geral, os humanos ad- 
quirem a infecção ao consumir agrião. Após serem ingeridas, as larvas 
penetram a parede intestinal e migram pela cavidade peritoneal até o fi- 
gado. Elas escavam através da cápsula e do parênquima, indo residir no 
interior dos ductos biliares, nos quais a postura de ovos é iniciada em 
cerca de 2 meses. A migração das larvas através do fígado provoca uma 
reação inflamatória dolorosa do tecido e, posteriormente, dos ductos 
biliares, os quais acabam fibrosando. As manifestações clínicas incluem 
cólica, icterícia obstrutiva, dor abdominal, colelitíase e eosinofilia. 

O diagnóstico é estabelecido pela detecção de ovos nas fezes. Os ovos 
não embrionados, operculados, de coloração marrom amarelada e 
medindo de 130 a 150 um por 63 a 90 um não podem ser facilmente 
diferenciado dos ovos de Fasciolopsis (Fig. 61.22A). Falsas infecções, as 
quais ocorrem pela ingestão de fígado bovino ou ovino, são diagnosti- 
cadas pela obtenção de uma boa história e da realização de exames de 
fezes de acompanhamento para se observar a eliminação de ovos. 


Clonorchis sinensis e Opisthorchis viverrini 

O Clonorchis sinensis, trematódeo hepático oriental, e uma espécie 
intimamente relacionada, o Opisthorchis viverrini, habitam o sistema 
biliar de humanos e outros animais piscívoros, incluindo cães e ga- 
tos. O C. sinensis ocorre principalmente na China, em Taiwan, na Co- 
reia, no Japão e no Vietnã, enquanto que o O. viverrini é encontrado 
principalmente no sudeste asiático, em especial no norte da Tailândia. 
Sabe-se também que ocorrem infecções humanas pelo Opisthorchis fe- 
lineus na Europa e pelo Amphimerus pseudofelineus (ou Opisthorchis 
guayaquilensis) no Equador. 

Todos esses parasitas são adquiridos pela ingestão de metacercárias 
infectantes presentes em peixes de água fresca, crus ou malcozidos. As 
larvas migram até o ducto comum e os ductos biliares hepáticos, nos 
quais vivem por até 20 anos e atingem até 25 mm de comprimento 
(Fig. 61.22C). Elas produzem pequenos ovos que são eliminados na 
bile e, posteriormente, nas fezes. 

De modo geral, as infecções são assintomáticas, embora uma grande 
quantidade de vermes e infecções repetidas possa causar inflamação 
dos ductos biliares e subsequente hiperplasia, fibrose e cirrose hepá- 
tica. O desenvolvimento de colangiocarcinoma foi relacionado epide- 
miologicamente a infecções de longa duração. 

O diagnóstico é estabelecido pela recuperação de pequenos ovos 
embrionados, operculados e marrons nas fezes (Fig. 61.22D). Os ovos 
do Clonorchis não podem ser prontamente diferenciados dos ovos do 
Opisthorchis. Ambos medem de 25 a 35 mm por 12 a 20 mm e apresen- 
tam um opérculo proeminente e uma pequena proeminência na extre- 
midade abopercular. Esses ovos são difíceis de serem diferenciados dos 
do grupo Heterophyes/Metagonimus, embora essas espécies não apre- 
sentem um opérculo proeminente ou uma protuberância na extremi- 
dade abopercular. Quando a identificação específica não for possível, o 
relatório do laboratório deve refletir isso (i. e., deve declarar a presença 
de “ovos de Clonorchis/Opisthorchis/Heterophyes/Metagonius”). 


Paragonimus spp. 

Várias espécies de Paragonimus podem parasitar os pulmões de gatos, 
cães e outros carnívoros, incluindo humanos. O Paragonimus westerma- 
ni é problemático em muitas áreas da Ásia, enquanto que nas Américas 
Central e do Sul várias espécies foram implicadas, incluindo o Parago- 
nimus mexicanus, o Paragonimus caliensis e o Paragonimus ecuadorien- 
sis. O Paragonimus kellicotti foi implicado ocasionalmente em casos na 
América do Norte e outras espécies foram descritas na África (Pachucki, 
1984; Mariano, 1986; Strickland, 2000; Cook, 2002). 


Os vermes adultos medem até 12 mm por 6 mm e são frequentemen- 
te observados em pares no parênquima pulmonar, no qual eles residem 
em uma cápsula fibrótica produzida pelo hospedeiro (Fig. 61.22E). A 
cápsula comunica-se com os brônquios, por meio dos quais os ovos 
são eliminados, sendo expelidos no escarro ou nas fezes. Embora um 
caramujo específico sirva de primeiro hospedeiro intermediário, os 
caranguejos e os lagostins de água fresca servem de segundos interme- 
diários para as metacercárias infectantes. A ingestão de crustáceos não 
cozidos ou marinados pode causar infecção. As larvas são liberadas no 
estômago e migram, pela parede intestinal, para a cavidade peritoneal 
e acabam alcançando os pulmões após penetrarem o diafragma. A ma- 
turação leva aproximadamente entre 5 e 6 semanas e os vermes podem 
viver muitos anos. 

Quando presentes, os sintomas podem ser causados pela migração de 
larvas pelos tecidos ou por adultos estabelecidos nos pulmões. Não é 
raro que vermes se desenvolvam em locais ectópicos, incluindo o peri- 
tôneo, os tecidos subcutâneos e o encéfalo. O início da infecção pulmo- 
nar geralmente está associado à febre, aos calafrios e ao aparecimento 
da eosinofilia. Após o seu estabelecimento, os sintomas incluem tosse 
crônica com produção abundante de muco e episódios de hemoptise. 
A radiografia pode revelar sombras nodulares, calcificações e infiltrados 
irregulares. Os ovos que permanecem nos tecidos pulmonares ou em 
sítios ectópicos podem causar reação granulomatosa extensa. 

O diagnóstico é estabelecido pela detecção de ovos típicos nas fezes, 
no escarro ou, ocasionalmente, nos tecidos. Ovos de diferentes es- 
pécies de Paragonimus não podem ser diferenciados de imediato e a 
identificiação específica pode ser inferida a partir da área de origem. 
Os ovos não embrionados operculados medem de 80 a 120 mm por 
45 a 70 mm e apresentam uma carapaça moderadamente espessa e de 
coloração marrom amarelada (Fig. 61.22F). O opérculo é achatado e, 
em geral, se destaca do resto da carapaça pelos “ombros” proeminen- 
tes. A extremidade abopercular apresenta um pequeno espessamento, 
mas não apresenta protuberância. Embora eles se assemelhem, os ovos 
de Paragonimus podem ser diferenciados dos de Diphyllobothrium e de 
Fasciola/Fasciolopsis pelo seu tamanho. 


Schistosoma spp. 

A esquistossomose, ou bilharziose, está entre as doenças parasitá- 
rias mais importantes no mundo, afetando entre 200 e 300 milhões de 
indivíduos. Trematódeos adultos (machos e fêmeas) habitam as veias 
do mesentério ou da bexiga. As espécies mais importantes que afetam 
os humanos são Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum, Schisto- 
soma mekongi, Schistosoma haematobium e Schistosoma intercalatum. 
Outras espécies infectam os humanos menos frequentemente. 

Esquistossomas fêmeas adultas são finas, medindo até 26 mm por 
0,5 mm. O macho, mais curto, envolve a fêmea, utilizando as mar- 
gens laterais do corpo (canal ginecóforo) para ajudar na transferência 
do esperma. Quando examinados in situ, os esquistossomas são com 
frequência observados copulando. Em suas localizações preferidas, 
os trematódeos sanguíneos provocam pouca ou nenhuma reação in- 
flamatória. Os ovos são depositados nas vênulas menores que conse- 
guem acomodar a fêmea, nas quais eles provocam uma forte resposta 
granulomatosa, que resulta na extrusão do ovo para o interior da luz 
intestinal ou da bexiga. A patologia está relacionada principalmente 
aos locais de deposição de ovos, à quantidade depositada e à reação do 
hospedeiro aos antígenos dos ovos. 

Os ovos são totalmente embrionados quando eliminados e logo 
eclodem quando depositados em água fresca. Os miracídios penetram 
em uma espécie apropriada de caramujo que serve de hospedeiro, nos 
quais eles sofrem transformação e ampla multiplicação assexuada. 
Após cerca de 4 semanas, um grande número de cercárias com cauda 
em forma de garfo emerge do molusco. As cercárias nadam ativamente 
por horas e logo penetram a pele dos hospedeiros suscetíveis, incluin- 
do os humanos. Após a penetração, as cercárias, agora denominadas 
esquistossômulos, entram na circulação e passam pelos pulmões antes 
de atingir os vasos mesentéricos e portais. 

Os sintomas da esquistossomose são decorrentes principalmente da pe- 
netração de cercárias (dermatite cercarial), do início da postura de ovos 
(esquistossomose aguda ou febre de Katayama) e da complicação do es- 
tágio final da proliferação e da reparação tissular (esquistossomose crô- 
nica). Em questão de horas após a penetração cercarial, um rash papular 
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lização resultante da exposição prévia a antígenos cercariais. À forma mais 
grave de dermatite ocorre em indivíduos que são expostos várias vezes a 
cercárias de esquistossomas não humanos (principalmente aviários). A 
dermatite cercarial (prurido do nadador) ocorre no mundo inteiro e é 
uma entidade reconhecida nos Estados Unidos (Hoeffler, 1974). 

O início da postura de ovos por vermes maduros de 5 a 7 semanas 
após a infecção pode resultar na esquistossomose aguda ou na febre 
de Katayama, uma síndrome semelhante à doença do soro que ocorre 
nas infecções primárias maciças, especialmente nas causadas pelo S. 
japonicum. Acredita-se que o desafio antigénico ao hospedeiro resulte 
na formação de complexos imunes (Boros, 1989). 

A infecção crônica resulta na deposição contínua de ovos, muitos 
dos quais permanecem no corpo. Os granulomas produzidos em tor- 
no desses ovos no intestino e na bexiga são gradualmente substituídos 
por colágeno, resultando na fibrose e na formação de cicatrizes. Os 
ovos retidos no fígado podem induzir fibrose pipestem (em forma de 
cachimbo), com obstrução do fluxo sanguíneo portal. As vezes, Ovos 
são depositados em outros locais, como a medula espinal, os pulmões 
ou o encéfalo (Cook, 2002). 

O diagnóstico é estabelecido pela demonstração da presença de ovos 
nas fezes ou na urina pelo exame a fresco ou por métodos de concentra- 
ção com formalina-acetato de etila. A concentração com sulfato de zin- 
co não é satisfatória para a recuperação dos ovos pesados de esquistos- 
soma. Ovos também podem ser detectados em biópsias retais, vesicais 
e, às vezes, hepáticas, por meio de preparações por esmagamento ou 
de cortes histológicos (Fig. 61.23). Métodos de eclosão de ovos podem 
ser solicitados para se determinar a viabilidade ou, menos comumente, 
para se detectar as infecções leves. Fezes misturadas com água destila- 
da são colocadas em um frasco que é coberto com papel alumínio para 
proteger contra a luz, apenas com a porção superior do frasco exposta 
a uma luz intensa. Os miracídios, quando presentes, nadam ativamente 
em direção à luz e podem ser detectados com o auxílio de uma lupa. 

Testes sorológicos podem ser úteis para a investigação de pessoas 
que viajaram para áreas endêmicas ou aquelas com exames de fezes 
ou de urina negativos que apresentam risco de infecção, ou ainda para 
a monitoração da resposta terapêutica. Embora não estejam disponi- 
veis de maneira disseminada, um número limitado de laboratórios 
e o CDC fornecem esses testes. Geralmente, os antígenos utilizados 
nos testes sorológicos variam, assim como a metodologia utilizada. O 
CDC utiliza o teste de triagem do ensaio de Falcon em ensaio imunos- 
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sorvente ligado à enzima cinético (FAST-ELISA). Soros positivos ao 
teste de investigação são avaliados mais detalhadamente pelo método 
de immunoblot para aumentar a especificidade (Wilson, 1995). 


Schistosoma mansoni 

O S. mansoni ocorre na África, em especial nas áreas tropicais e no 
delta do Nilo, no sul da África, em Madagascar, no Brasil, na Venezue- 
la, no Suriname e em certas ilhas do Caribe, incluindo Porto Rico. O S. 
mansoni adulto vive principalmente na veia porta e na distribuição da 
veia mesentérica inferior. A postura inicial de ovo no intestino grosso 
pode produzir dor abdominal e disenteria, com presença abundante de 
sangue e muco nas fezes. Nesse momento, ovos podem ser detectados 
nas fezes. À infecção crônica pode acarretar fibrose hepática e hiper- 
tensão porta, dependendo da quantidade de vermes presentes. Duran- 
te esse estágio, pode ser mais difícil encontrar ovos nas fezes. 

Os ovos, medindo de 116 a 180 mm por 45 a 58 mm, são ovais, com 
uma espícula lateral grande característica que emerge da sua lateral, 
próxima a uma das extremidades (Figs. 61.23A e B). Quando a espícula 
não é visível, o ovo pode ser rodado, batendo delicadamente na lamínu- 
la. O movimento do miracídio no interior do ovo pode ser evidente no 
material não fixado quando a larva é viável. Técnicas de concentração 
podem ser necessárias para detectar ovos porque indivíduos com expo- 
sição limitada ou com infecção crônica podem eliminar poucos deles. 


Schistosoma japonicum 

O S. japonicum, que ocorre na China, no sudeste asiático e nas Fi- 
lipinas, pode causar uma doença clinicamente similar à causada pelo 
S. mansoni, mas que é com frequência mais grave porque mais (até 
10 vezes) ovos são produzidos pelo S. japonicum. A doença foi pra- 
ticamente eliminada do Japão, embora ainda existam reservatórios 
animais. Vermes adultos vivem principalmente na distribuição da 
veia mesentérica superior e os ovos logo atingem o fígado, induzin- 
do a fibrose e a hipertensão porta como uma complicação comum da 
infecção crônica. O menor tamanho dos ovos predispõe os mesmos à 
disseminação, em especial para o cérebro e a medula espinal. Os ovos 
são bem ovais, medindo de 75 a 90 um por 60 a 68 um e apresentam 
uma espícula lateral imperceptível, a qual pode ser difícil de ser de- 
monstrada (Figs. 61.23C e D). 


Schistosoma mekongi 
Essa espécie ocorre em humanos e reservatórios animais, em países 
ao longo do rio Mekong, especialmente o Camboja e o Laos (Bruce, 
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Figura 61.23 A, Ovo de Schistosoma mansoni; observe a espícula lateral proeminente (x 400). B, Ovos de S. mansoni em uma biópsia intestinal; observe a presença da 
espicula lateral (hematoxilina-eosina; x 400). C, Ovo de Schistosoma japonicum; observe a presença da pequena espícula lateral (x 400). D, Ovos de 5. japonicum em uma 
biópsia de intestino delgado (hematoxilina-eosina; x 400). E, Ovo de Schistosoma haematobium encontrado no sedimento urinário; observe a presença de uma espícula termi- 
nal (x 400). F, Ovos de 5. haematobium observados em um granuloma vulvar; observe a presença de uma espícula terminal (hematoxilina-eosina; x 400). 


1980). Ele é similar ao S. japonicum, mas é diferenciado do mesmo 
por várias características biológicas e por seus ovos serem menores 
(60 a 70 um por 52 a 61 um), os quais, excetuando o fator tamanho, 
são indistinguiveis dos ovos do S. japonicum. 


Schistosoma haematobium 

A esquistossomose urinária ocorre em muitas partes da Africa, do 
Oriente Médio e de Madagascar. O parasita migra através das veias 
hemorroidárias para os plexos venosos da bexiga, da próstata, do úte- 
ro e da vagina. Um dos sintomas mais precoces e comuns de infecção 
é a hematúria, especialmente no final da micção. A infecção crônica 
pode causar dor pélvica e cólica vesical, com aumento da vontade de 
urinar. O acúmulo de ovos nos tecidos pode resultar em hipertrofia 
do urotélio, metaplasia escamosa e fibrose acentuada, a qual pode 
evoluir para a obstrução e, por fim, a insuficiência renal. A esquistos- 
somose urinária também foi associada ao carcinoma vesical de células 
escamosas (Badawi, 1992). 

Ovos são recuperados da urina por meio do exame do sedimento cen- 
trifugado. Eles são alongados, medindo de 112 a 180 um por 40 a 70 um, 
e apresentam uma espícula terminal característica (Figs. 61.23E e F). 
Ocasionalmente, eles podem ser detectados nas fezes ou na biópsia retal. 


Schistosoma intercalatum 

Essa espécie ocorre em muitas partes da África Central e Ocidental e 
produz esquistossomose intestinal. Os ovos apresentam uma espícula 
terminal e assemelham-se aos do S. haematobium, mas eles ocorrem 
principalmente nas fezes e são maiores (140 a 240 um por 50 a 85 um). 


Helmintos tissulares 


Nematódeos 


Filaria 

Nematódeos filariásicos são parasitas comuns de animais vertebra- 
dos transmitidos por artrópodes. Vermes adultos (machos e fêmeas) 
são longos e finos, medindo até 100 mm de comprimento, e sabe-se 
que eles habitam em vários tecidos, incluindo tecidos subcutâneos, 
linfáticos, vasos sanguíneos, cavidades peritoneal e pleural, coração e 
encéfalo. Todas as espécies produzem larvas denominadas microfilá- 
rias, as quais podem ser recuperadas do sangue ou da pele, depen- 
dendo das espécies. As microfilárias de algumas espécies circulam no 
sangue com uma periodicidade bem definida (diurna ou noturna), 
enquanto outras espécies não. As microfilárias prosseguem seu desen- 
volvimento apenas no vetor artrópode adequado, em geral um mos- 
quito ou uma mosca, no qual elas amadurecem até o estágio infectan- 
te. Essas larvas são, então, depositadas nos tecidos de um hospedeiro 
definitivo quando o vetor suga o sangue novamente. 

O diagnóstico de filaríase usualmente é estabelecido pela identifi- 
cação de microfilárias no sangue ou na pele, porque as formas adul- 
tas são com frequência sequestradas nos tecidos. O uso de esfregaços 
espessos de sangue periférico corados pelo método de Giemsa ou de 
hematoxilina é rotina, embora procedimentos mais sensíveis, como 
filtro de membrana, concentração de Knott ou lise por saponina, tam- 
bém possam ser necessários (National Committee for Clinical Labo- 
ratory Standards, 2000). Microfilárias em movimento podem ser ob- 
servadas em exame a fresco de sangue ou de líquido tissular. 

A identificação da espécie é importante porque a patogenicidade va- 
ria. Às principais características que são utilizadas para identificação 
de microfilárias incluem a presença ou a ausência de uma bainha e as 
suas características de coloração, a forma da cauda, a distribuição dos 
núcleos celulares, o tamanho do espaço cefálico e o aspecto de sua co- 
luna nuclear. Como microfilárias de Wuchereria e Brugia geralmente 
apresentam uma periodicidade noturna, o sangue de pacientes sus- 
peitos de estarem infectados por essas filárias deve ser coletado entre 
as 10 e as 14 horas. O Loa loa apresenta periodicidade diurna, de mo- 
do que o sangue deve ser coletado de preferência em torno das 12h. 
A Mansonella ozzardi e a Mansonella perstans são caracteristicamente 
não periódicas. Microfilárias da Mansonella streptocerca e da Oncho- 
cerca volvulus estão presentes na pele e são detectadas ao exame de 
biópsia de fragmento de pele ou de biópsia obtida por punção. 


Testes sorológicos para o diagnóstico da filaríase linfática podem ser 
úteis em determinados pacientes, especialmente naqueles que não são 
originários de áreas endêmicas. Entretanto, esses métodos têm uma 
capacidade limitada de distinguir entre a exposição passada e a infec- 
ção atual, e a infecção por outro nematódeo pode resultar na produ- 
ção de anticorpos que reagem de maneira cruzada. Testes de detecção 
de antígeno também podem ser úteis no diagnóstico da filaríase linfá- 
tica, mas geralmente não estão disponíveis (Wilson, 1995). 


Wuchereria bancrofti 

Essa espécie, responsável pela filariase bancroftiana, é a que mais co- 
mumente infecta humanos. As áreas endêmicas incluem as regiões cen- 
tral e norte da África, a Índia, o sudeste asiático, certas ilhas do Pacífico 
Sul e porções das Américas Central e do Sul e das Índias Ocidentais. 
Vermes adultos habitam o sistema linfático, no qual a infecção crônica 
e a reinfecção causam linfadenopatia e linfangite, podendo evoluir para 
o linfedema e a fibrose obstrutiva (Fig. 61.24A). O envolvimento severo 
das extremidades inferiores e da genitália pode causar elefantíase. 

Na maioria das áreas, microfilárias circulam no sangue periférico com 
uma periodicidade noturna que corresponde às atividades alimentares 
dos vetores usuais, os mosquitos Culex, Aedes e Anopheles. Infecções 
que ocorrem no Pacífico Sul são essencialmente sem periodicidade. As 
microfilárias são embainhadas, embora isso possa nem sempre ser evi- 
dente na coloração de Giemsa. À cauda é pontiaguda e não apresenta 
núcleos na ponta. O espaço cefálico não é mais largo do que longo e 
os núcleos na coluna nuclear são distintos (Figs. 61.24B e 61.25). Pro- 
cedimentos de concentração podem ser necessários para a recuperação 
porque microfilárias podem estar presentes em pequena quantidade. 


Brugia malayi 

Essa espécie produz uma doença similar à causada pela W. bancrofti, 
embora ela, em geral, seja mais leve e, com mais frequência, envolva 
os linfáticos das extremidades superiores. O parasita ocorre em espe- 
cial na Índia, no sudeste asiático, na Coreia, nas Filipinas e no Japão. 
Infecções humanas relacionadas a espécies zoonóticas são observadas 
periodicamente nos Estados Unidos. 

As microfilárias circulam no sangue e são primariamente periódi- 
cas. À bainha da microfilária da Brugia malayi cora bem com o co- 
rante de Giemsa. A cauda apresenta um aumento de volume na ponta 
e possui dois núcleos solitários localizados além da extremidade da 
coluna nuclear (denominados núcleos subterminais e terminais). O 
espaço cefálico pode ser muito mais longo do que largo (Figs. 61.24C 
e 61.25). A Brugia timori é uma espécie distinta que ocorre na extre- 
midade oriental do arquipélago indonésio, especialmente nas ilhas de 
Timor e Flores. As microfilárias são similares às da B. malayi, embora 
sejam um pouco maiores. 


Loa loa 

Conhecido como verme ocular africano, o Loa loa vive em tecidos 
subcutâneos. Os nematódeos migram continuamente, produzindo 
reações inflamatórias locais transitórias (entre 2 e 3 dias), conhecidas 
como Calabar ou edema fugaz. Seu surgimento ocasional na conjun- 
tiva permite que eles sejam removidos cirurgicamente. A loiase ocorre 
em especial nas regiões oeste e central da África, nas quais moscas do 
veado do gênero Chrysops servem de vetores. 

O parasita causa uma intensa eosinofília e foi ocasionalmente obser- 
vado nos Estados Unidos em indivíduos com uma história de viagem 
à África. As microfilárias, que circulam no sangue com periodicidade 
diurna, são embainhadas, embora a bainha não core com corante de 
Giemsa. Os núcleos da cauda estendem-se até a ponta arredondada. 
A coluna nuclear é distinta e o espaço cefálico é curto (Figs. 61.24D 
e 61.25; National Committee for Clinical and Laboratory Standards, 
2000; Garcia, 2001). 


Onchocerca volvulus 

A oncocerquiase é a principal causa de cegueira em áreas endémi- 
cas, as quais incluem a região central da África, a América Central (o 
México e a Guatemala) e o norte da América do Sul. Os vetores são 
moscas negras do gênero Simulium. Vermes adultos vivem em nó- 
dulos fibrosos duros nos tecidos subcutâneos e mais profundos que 
podem atingir até 40 mm de diâmetro (Fig. 61.24E). Os nódulos ten- 
dem a ocorrer na metade superior do corpo em pacientes da América 
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Figura 61.24 A, Wurchereria bancrofti, corte transverso de um adulto em um linfonodo humano; observe a extensa reação inflamatória (hematoxilina-eosina; x 100). B 
Microfilária embainhada de W. bancrofti os núcleos celulares não se estendem até a ponta da cauda (coloração de Giemsa; x 1.000). C, Microfilária embainhada de Brugia 
malayi; dois núcleos solitários são observados na ponta da cauda (coloração de Giemsa; x 1.000). D, Microfilária embainhada de Loa loa; os núcleos celulares estendem-se 
até a ponta da cauda (coloração de Giemsa; x 1.000). E, Onchocerca volvulus, corte transverso de um adulto em um nódulo cutâneo (hematoxilina-eosina; x 100). F, Microfi- 
lária desembainhada de Mansonella perstans; os núcleos celulares estendem-se até a ponta da cauda (coloração de Giemsa; x 1.000). 


Central e na metade inferior naqueles da África. Vermes adultos pro- 
duzem microfilárias que migram continuamente pela pele. Complica- 
ções ocorrem em virtude das atividades migratórias das microfilárias, 
resultando em várias formas de dermatite. O movimento de microfi- 
lárias pela superfície do olho pode causar ceratite, opacidade corneana 
e lesão das câmaras anterior e posterior e da íris, causando, em conse- 
quência, cegueira com infecções de repetição ao longo do tempo. 

O diagnóstico é estabelecido pela detecção das microfilárias típicas 
em biópsias incisionais de pele, de preferência da região escapular ou 
da crista ilíaca, quando o material é colocado em soro fisiológico. Al- 
ternativamente, o líquido coletado de pele escarificada ou os aspira- 
dos de nódulos podem ser examinados (Beaver, 1984; Garcia, 2001). 
Microfilárias em preparações coradas não apresentam bainha e núcle- 
os na ponta da cauda (Fig. 61.25). 


Mansonella spp. 

Várias espécies de Mansonella infectam humanos, mas todas são vis- 
tas como causadoras de pouca patologia. No entanto, as microfilárias 
devem ser diferenciadas das espécies de filárias realmente patogêni- 
cas. A M. ozzardi é encontrada nas Américas Central e do Sul e em 
algumas áreas do Caribe. Parasitas adultos residem nos tecidos subcu- 
tâneos. A M. perstans ocorre em muitas áreas da África tropical e, es- 
poradicamente, na América do Sul. Acredita-se que as formas adultas 
habitem antes as cavidades corporais e os mesentérios. Microfilárias 
de ambas as espécies não possuem bainha e circulam no sangue pe- 
riférico sem evidência de periodicidade. A microfilária da M. ozzardi 
apresenta uma cauda fina e pontiaguda, sem núcleos, enquanto a cau- 
da da M. perstans é larga e arredondada, com núcleos que se estendem 
até a ponta (Figs. 61.24F e 61.25). A M. streptocerca, a qual é encon- 
trada na África tropical, pode ser confundida com a O. volvulus por- 
que as formas adulta e de microfilária ocorrem na pele e nos tecidos 
subcutâneos. Além disso, essa espécie pode causar dermatite. Microfi- 
lárias dessa espécie, que podem ser recuperadas em biópsia incisional 
de pele, não possuem bainhas e apresentam um gancho na cauda com 
os núcleos estendendo-se até a ponta. Todas as espécies de Mansonella 
são transmitidas por mosquitos do gênero Culicoides. 


Filárias zoonóticas 
Certos nematódeos filariásicos dos gêneros Dirofilaria e Brugia, que 
parasitam naturalmente mamíferos selvagens e domésticos, infectam 


humanos de modo esporádico. A Dirofilaria immitis, conhecida como 
verme do coração canino, é bem distribuída e infecções humanas es- 
tão bem documentadas. O estágio larval transmitido pelo mosquito 
migra para o lado direito do coração. Quando o verme morre, é en- 
viado para uma pequena artéria pulmonar, produzindo um nódulo 
granulomatoso que aparece como uma lesão do tipo moeda na radio- 
grafia torácica. O diagnóstico geralmente é estabelecido pelo exame 
histológico do nódulo. 

Outras espécies de Dirofilaria, incluindo Dirofilaria tenuis, Dirofilaria 
repens e Dirofilaria ursi, causam a formação de nódulos subcutâneos 
em humanos, mas não produzem microfilárias. Esses nódulos foram 
descritos em muitos locais do corpo, incluindo a face, a conjuntiva e as 
mamas, e, em geral, são removidos com cirurgia. O exame histológico 
com frequência revela uma reação inflamatória mista proeminente em 
torno de um verme morto. Os critérios para identificação da filária zo- 


onótica em cortes de tecido podem ser encontrados em outros textos 
(Orihel, 1995; Connor, 1997; Gutierrez, 2000). 


Outros 
Dracunculus medinensis 

Vermes adultos de Guiné vivem nos tecidos subcutâneos e tornam- 
se clinicamente evidentes quando a fêmea migra para a superfície 
cutânea e produz uma vesícula, em geral nas extremidades inferiores. 
Quando a extremidade é imersa na água, a vesícula rompe, liberando 
uma grande quantidade de larvas móveis da fêmea na água. Um zoo- 
plâncton específico (1. e., copépodes) ingere as larvas, as quais amadu- 
recem até o estágio infectante e são transmitidas de volta aos humanos 
quando copépodes são deglutidos acidentalmente ao ingerirem água. 

A doença é endêmica em áreas da África, do Oriente Médio e da Ásia, 
e pode ser responsável por cicatrizes cutâneas desfigurantes e infecções 
bacterianas secundárias mais graves. Em anos recentes, foram realiza- 
dos amplos esforços de controle para erradicar esse parasita (Centers 
for Disease Control and Prevention, 1992; Cairncross, 2002). 

O diagnóstico é estabelecido pela detecção do verme fêmea emer- 
gindo na superfície cutânea e das larvas no líquido secretado. O verme 
pode ser gentilmente extraído ao longo de alguns dias, mas deve-se ter 
cuidado para não lesá-lo durante a remoção. Se o verme morrer na 
pele, reações inflamatórias pronunciadas e infecções bacterianas se- 
cundárias podem incapacitar o indivíduo afetado. 





Figura 61.25 Extremidades anterior e posterior de microfilárias mais encontradas 

em humanos. 1, Wuchereria bancrofti. 2, Brugia malayi. 3, Onchocerca volvulus. 

4, Loa loa. 5, Mansonella perstans. 6. Mansonella ozzardi. Todos são desenhos de 
câmara lúcida. 


Angiostrongylus cantonensis e 
Angiostrongylus costaricensis 

A meningoencefalite eosinofilica humana, causada pelo Angiostron- 
gylus cantonensis, ocorre em epidemias e esporadicamente em mui- 
tas áreas do Pacífico Sul, do sudeste asiático e de Taiwan. O parasita 
maduro é, em geral, encontrado em artérias pulmonares de ratos. As 
larvas migram até a traqueia e são eliminadas nas fezes. Elas desenvol- 
vem-se até o estágio infectante em lesmas ou caracóis da terra e, quan- 
do consumidos pelo roedor hospedeiro usual, migram pelo encéfalo 
antes de amadurecerem nas artérias pulmonares. Humanos adquirem 
a infecção consumindo grandes caracóis comestíveis, camarões ou ca- 
ranguejos crus ou não completamente cozidos, os quais podem servir 
como hospedeiros de transporte, ou vegetais contaminados com mo- 
luscos infectados. Em humanos, larvas do A. cantonensis migram para 
o sistema nervoso central, produzindo uma meningite em geral não 
fatal com uma alta eosinofilia no LCE (Alicata, 1991). O diagnóstico é 
estabelecido tanto pela clínica quanto pela anamnese, embora às vezes 
larvas tenham sido recuperadas do LCE (Kubersky, 1979; Strickland, 
2000; Cook, 2002). 

O Angiostrongylus costaricencis ocorre amplamente nas Américas 
Central e do Sul (Loria-Cortez, 1980). O parasita, responsável pela 
forma intestinal de angiostrongilíase, em geral reside nas artérias me- 
sentéricas do íleo e do ceco de roedores. A infecção humana ocorre 
na mesma localização anatômica, mas com frequência produz infla- 
mação granulomatosa e sintomas de abdômen agudo. O diagnóstico 
é estabelecido pelo exame histológico de peças cirúrgicas e a detecção 
de formas adultas ou de ovos no tecido (Strickland, 2000). 


Trichinella spiralis 

A triquinose humana ocorre em todo o mundo, embora a sua inci- 
dência nos Estados Unidos tenha apresentado uma diminuição cons- 
tante, com menos de 100 casos relatados anualmente. Os humanos 
adquirem a infecção pela ingestão de carne de porco crua ou malcozi- 
da, produtos suínos ou, menos comumente, carne de urso contendo 
larvas infectantes. Vermes ingeridos amadurecem no intestino delga- 
do, no qual fêmeas grávidas produzem novas larvas por 2 ou 3 sema- 
nas. Posteriormente, as larvas entram nos linfáticos e nas vênulas e 
atingem a circulação geral. Elas invadem primeiro a musculatura es- 
quelética, na qual elas se desenvolvem mais e encapsulam. Durante as 
fases de migração e encapsulação, o indivíduo pode apresentar febre, 
dor muscular, dificuldade respiratória, edema periorbitário e eosino- 
filia, dependendo da dose inoculada. Após os parasitas encistarem, os 
sintomas são poucos. Larvas encistadas podem permanecer viáveis 
por vários anos, embora elas possam acabar calcificando. 

O diagnóstico em geral é estabelecido baseando-se na anamnese e 
nos sintomas clínicos e é confirmado pela demonstração de cistos de 
Trichinella na biópsia de músculo esquelético, particularmente do gas- 
trocnêmio ou do deltoide (Figs. 61.18E e F). Testes indiretos incluem 
a creatina fosfoquinase, a qual está com frequência elevada, e a detec- 
ção de anticorpos pela floculação de bentonita ou pelo imunoensaio 
enzimático. Desses últimos, a creatina fosfoquinase é mais específica e 
o imunoensaio enzimático é mais sensível (Wilson, 1995). 


Larva Migrans 

A larva migrans é causada pelo movimento errante prolongado de 
larvas de certas espécies de ancilostomídeos, ascarídeos e Strongyloi- 
des, os quais normalmente infectam animais selvagens e domésticos, 
por meio de tecidos corporais. A síndrome varia conforme a espécie 
envolvida, a quantidade de vermes e os tecidos parasitados. 

A larva migrans cutânea é produzida por vermes do gato ou do cão 
do gênero Ancylostoma que se movimentam de forma errante na pe- 
le, os quais a penetram, mas não conseguem amadurecer segundo o 
padrão normal. Trilhas serpiginosas, eritematosas e pruriginosas são 
aparentes na pele em áreas que entraram em contato com o solo. Isso 
é particularmente problemático em climas úmidos mais quentes, em 
que ovos e larvas desses vermes sobrevivem por mais tempo. Algumas 
espécies de Strongyloides que parasitam animais selvagens podem cau- 
sar uma dermatite similar (Beaver, 1984). 

À larva migrans visceral é produzida pela movimentação aleatória da 
Toxocara canis (ascarídeo canino) e, em um menor grau, pela Toxoca- 
ra cati do gato doméstico. Crianças geralmente são contaminadas após 
ingestão acidental ou intencional de terra contaminada por fezes de cão 
ou gato. Após a eclosão, as larvas são incapazes de completar seu ciclo 
usual e, em vez disso, começam uma migração prolongada pelos vários 
tecidos e órgãos. As crianças podem apresentar déficit de crescimento, 
febre, hepatomegalia, pneumonite, hipereosinofilia e hipergamaglobu- 
linemia. Uma reação inflamatória na retina por causa da larva migrans 
ocular pode simular um retinoblastoma, um tumor maligno. O diag- 
nóstico diferencial deve ser feito. O diagnóstico de larva migrans visceral 
é, em geral, estabelecido com base na clínica, pois o parasita nem sem- 
pre é recuperado. Testes sorológicos podem ser úteis na confirmação de 
um diagnóstico presuntivo e o procedimento atualmente recomendado 
é um imunoensaio enzimático que utiliza antígenos excretórios-secre- 
tórios do estágio larval (Wilson, 1995; Garcia, 2001). 

Uma síndrome similar à larva migrans visceral também pode ser cau- 
sada por espécies de Gnathostoma, que infectam o estômago de vários 
mamíferos. Infecções humanas são mais comuns no sudeste asiático, 
mas foram descritas no México e no Equador. Esses parasitas usam um 
copépode como primeiro hospedeiro intermediário e peixes e anfíbios 
como hospedeiros secundários. Vários répteis, pássaros e mamíferos 
podem servir como hospedeiros paratênicos (transportadores). As lar- 
vas podem migrar pelos tecidos subcutâneos, causando edemas tran- 
sitórios, e para tecidos mais profundos, e podem acabar invadindo o 
SNC. A ocorrência de lesões migratórias e a história de consumo de pei- 
xe cru podem ajudar no estabelecimento de um diagnóstico clínico. 


Capillaria hepatica 

Embora seja normalmente um parasita comum de roedores, essa es- 
pécie as vezes causa doença humana, especialmente em crianças, nas 
quais ele pode simular a larva migrans visceral, a hepatite, o absces- 
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so hepático amebiano e outras doenças. No hospedeiro usual roedor, 
ovos são ingeridos e as larvas resultantes migram para o fígado, no 
qual elas amadurecem e depositam ovos diretamente no parênquima. 
Quando o fígado é consumido pelo predador, os ovos são eliminados 
nas fezes e contaminam o solo. As crianças apresentam um risco par- 
ticular de ingerir os ovos no caso de comerem terra. Em áreas endê- 
micas, o diagnóstico é estabelecido pelo exame de biópsias hepáticas 
ou de tecido obtido na autópsia. Os ovos são imediatamente reconhe- 
cidos nos materiais de biópsia por apresentarem paredes estriadas es- 
pessas e tampões nas extremidades. 


Anisakis, Pseudoterranova e Eustrongylides spp. 

Embora o peixe cru seja considerado uma iguaria, sua ingestão fez 
aumentar o número de casos descritos de infecções por nematódeos 
de peixe. O Anisakis e o Pseudoterranova são parasitas gastrintestinais 
comuns de mamíferos marinhos e os estágios infectantes são encon- 
trados em vários peixes de água salgada, salmão e lula que servem 
de hospedeiros intermediários. Pequenos crustáceos semelhantes ao 
camarão (krill) servem como primeiro hospedeiro intermediário. 
Quando ingeridas, essas larvas podem penetrar a parede do estômago 
ou do intestino delgado, causando dor abdominal aguda. A anisaquí- 
ase pode ser diagnosticada de modo presuntivo, baseando-se em uma 
anamnese adequada e em achados clínicos, e a condição pode ser con- 
firmada pela recuperação de um verme intacto na endoscopia ou pela 
presença de um granuloma eosinofílico que contém um nematódeo 
identificável em uma peça cirúrgica. Parece que espécies de Anisakis 
são mais propensas a causarem doença invasiva, enquanto Pseudoter- 
ranova spp. tendem a ser expelidos intactos com a tosse ou vômito 
(Figs. 61.18G e H) (Sakanari, 1989). O nivel larval das espécies de Ani- 
sakis é difícil de ser identificado (Binford, 1976). 

Um pequeno número de infecções por Eustrongyloides spp. foi des- 
crito em indivíduos que consumiram vairão cru ou sushi preparado 
em casa. Esses parasitas geralmente infectam aves que consomem pei- 
xe. No entanto, em humanos, as larvas vermelho brilhante invadem a 
cavidade abdominal e exigem sua remoção cirúrgica (Wittner, 1989). 


Cestódeos 


Várias espécies de cestódeos infectam os humanos em seus estágios 
larvais e podem produzir doenças graves. Os mais encontrados são 
prontamente diferenciados e apresentam padrões únicos de transmis- 


são. Quando observados em cortes de tecido, os estágios larval e adul- 
to dos cestódeos contêm corpúsculos laminados basófilos conhecidos 
como corpúsculos calcáreos, os quais são um auxílio importante para 
o seu reconhecimento. 


Cisticercose 


A infecção humana pelo estágio larval da tênia do porco, T. solium, é 
encontrada no mundo inteiro e ocorre após a ingestão não intencional 
de ovos de uma tênia adulta. A doença é prevalente no México e no res- 
to da América Latina, da Europa, da África, da Índia e da Ásia. A maio- 
ria dos casos nos Estados Unidos é originária de áreas altamente endê- 
micas, embora, em anos recentes, a quantidade de casos adquiridos em 
âmbito local tenha aumentado (Richards, 1985; Carabin, 2005). 

Ovos podem ser ingeridos por acidente com alimentos ou água con- 
taminados e, posteriormente, eclodem no trato gastrintestinal. Em- 
briões penetram na mucosa intestinal e disseminam-se pela corrente 
sanguínea para locais distantes, em especial a musculatura esquelética 
e também o coração, o cérebro ou os olhos, nos quais os sintomas de 
infecção e inflamação podem se tornar aparentes. Crises convulsivas 
são uma complicação comum em áreas endêmicas e são frequente- 
mente o sintoma inicial (Fig. 61.264). 

O diagnóstico é, em geral, estabelecido por meio do quadro clínico em 
áreas endêmicas, mas pode ser muito mais difícil de ser feito em áreas 
não endêmicas. O uso da tomografia computadorizada é muito útil, mas 
normalmente essa técnica não está disponível na maioria das áreas endê- 
micas. Radiografias são úteis no reconhecimento da presença de cistos 
calcificados, mas não no reconhecimento de infecções recentes. A recu- 
peração de um cisticerco intacto na cirurgia confirma o diagnóstico. O 
cisticerco é um saco oval, cheio de líquido, que contém um único escólex 
invertido, que mede 5 um ou mais de diâmetro (Fig. 61.26B). 

Entre os ensaios sorológicos, o ensaio de immunoblot para glico- 
proteína disponibilizado pelo CDC apresenta uma alta sensibilidade 
e especificidade, superando vários imunoensaios enzimáticos com os 
quais ele foi comparado (Diaz, 1992). Infelizmente, esses ensaios não 
distinguem infecções ativas de infecções inativas e, por consequência, 
não são úteis na monitoração da resposta terapêutica. 

No caso de cisticercose em alguém de uma área não endêmica e sem 
uma história de viagem adequada, deve-se investigar a exposição aci- 
dental a indivíduos envolvidos na preparação de alimentos ou a possibi- 
lidade de infecção por uma espécie diferente de Taenia (Schantz, 1992). 





Figura 61.26 A, Neurocisticercose. (Fotografia de A Pictorial Presentation of Parasites: a Cooperative Collection preparado e/ou editado por H. Zaiman.) B, Cisticerco de Tae- 
nia solium no músculo (hematoxilina-eosina; x 10). C, Cisto hidático no fígado; observe a presença de protoescólex, uma membrana germinal fina, uma membrana laminada 
espessa e a reação fibrótica do hospedeiro (x 10). D, Protoescólex encontrado no líquido aspirado de um cisto hidático hepático; observe os ganchos do rostelo e os corpús- 
culos calcários (x 400). E, infecção humana com uma larva cenuro; observe a fina membrana vesical e os numerosos protoescóleces em desenvolvimento (x 10). (Cortesia do 
Dr. Heike Duebner.) F, Larva de Spirometra spp. encontrada em uma lesão retro-orbitária (coloração de Giemsa; x 100). 


Hidatidose 


A infecção humana por estágios larvais de tênia do gênero Echinococ- 
cus pode assumir uma das três formas a seguir: doença hidática unilocu- 
lar causada pelo Echinococcus granulosus, doença hidática multilocular 
ou alveolar causada pelo Echinococcus multilocularis e doença hidática 
policística causada pelo Echinococcus vogeli (Thompson, 1995). Caníde- 
os são hospedeiros definitivos dessas tênias minúsculas. O que lhes falta 
em tamanho é compensado em quantidade, com centenas ou milhares 
de vermes produzindo uma grande quantidade de ovos em um hospe- 
deiro. Os ovos são eliminados nas fezes e ingeridos pelos hospedeiros 
intermediários, os quais incluem ovelhas, gado, porcos, roedores e ou- 
tros animais herbívoros. Os humanos, especialmente as crianças, são 
infectados após a ingestão acidental de ovos do meio ambiente. 

Os ovos eclodem no intestino e os embriões penetram a parede intesti- 
nal e, em seguida, entram na corrente sanguínea. Embora a maioria das 
hidátides se desenvolva no fígado, algumas se disseminam para outros 
locais. O desenvolvimento dos cistos é lento e podem ser necessários 
muitos anos para que um cisto de 10 a 15 cm de diâmetro seja formado. 
Nos hospedeiros secundários usuais, os cistos contêm numerosos proto- 
escólex, os quais proliferam de uma membrana germinativa. 

O E. granulosus, a espécie mais importante que produz doença hu- 
mana, é comum em muitas áreas de criação de ovinos e bovinos no 
mundo, incluindo os Estados Unidos, onde cães são os hospedeiros 
definitivos usuais. A hidátida unilocular desenvolve-se como cisto 
único no fígado e secundariamente nos pulmões ou em outras locali- 
zações. Os cistos são cheios de líquido transparente e contêm cápsulas 
prolígeras e numerosos protoescólex, os quais podem estar presentes 
aos milhares (Figs. 61.26C e D). Nos humanos, os sintomas são os de 
uma lesão expansiva de crescimento lento, embora infecções do SNC 
se tornem aparentes mais cedo em outros locais. O diagnóstico é su- 
gerido baseado na apresentação clínica e na anamnese, além do uso de 
radiografia, tomografia computadorizada e ultrassonografia. Testes 
sorológicos são muito úteis na confirmação de um diagnóstico e ge- 
ralmente envolvem um teste de investigação (imunoensaio enzimático 
ou hemaglutinação indireta) seguido, quando positivo, por um ensaio 
confirmatório, como immunoblot ou difusão em gel (Wilson, 1995). 
A sensibilidade varia de 60 a 90%, dependendo das características do 
caso. Reações falso-positivas podem ocorrer na cisticercose, embora a 
apresentação da doença deva impedir a confusão. A aspiração do con- 
teúdo do cisto é potencialmente perigosa porque o derrame do con- 
teúdo pode acarretar a disseminação da doença ou o choque anafilá- 
tico. No entanto, se for realizada uma aspiração, o conteúdo do cisto, 
em geral, revela areia hidática, uma mistura de protoescólex, cápsulas 
prolígeras desintegradas, pequenos ganchos e corpúsculos calcáreos. 

O E. multilocularis produz doença hidática multilocular ou alveolar 
no norte da Europa e da Rússia, e no Alasca, no Canadá e nos estados 
do terço norte dos Estados Unidos. Hospedeiros intermediários in- 
cluem vários gêneros de pequenos roedores; raposas, lobos e cães são 
hospedeiros definitivos. A infecção humana ocorre no fígado, no qual 
a hidátide desenvolve como um cisto invasivo que se insinua no tecido 
em um padrão alveolar. Embora a membrana germinativa prolifere no 
fígado humano, os protoescólex não conseguem se desenvolver. O qua- 
dro patológico lembra o carcinoma hepático. Ensaios sorológicos que 
utilizam antígenos do E. granulosus são úteis no diagnóstico dessa doen- 
ça. O uso diferencial de antígenos de ambos os parasitas é promissor no 
que diz respeito à discriminação entre as duas doenças (Wilson, 1995). 

O E. vogeli produz um cisto hidático policístico em humanos. Ele é 
invasivo, mas, ao contrário do E. multilocularis, produz cápsulas poli- 
gênicas e protoescólex. A doença é limitada à América Latina, na qual 
os roedores, especialmente a paca, e os cães-vinagre (bush dogs) com- 
pletam o ciclo de vida (D'Alessandro, 1979). Na América do Sul, a do- 
ença hidática policística também pode ser causada pelo Echinococcus 
oligarthus, um parasita de felinos e roedores. Essa espécie é morfologi- 
camente semelhante ao E. vogeli e casos foram identificados de modo 
errôneo no passado (D'Alessandro, 1995). 


Esparganose 

A esparganose é causada por cestódeos larvais do gênero Spiroo- 
metra, os quais estão intimamente relacionados ao Diphyllobothrium 
spp. Formas adultas em geral parasitam cães e gatos e seus parentes na 
Ásia (Spirometra mansoni) e na América do Norte (Spirometra man- 


sonoides). Os ciclos de vida são similares aos do Diphyllobothrium: co- 
pépodes servem de primeiro hospedeiro intermediário para as larvas 
procercoides e peixes servem como segundo hospedeiro intermediária 
para larvas plerocercoides. Humanos tornam-se infectados por essas 
formas larvais (espargano) por meio da ingestão de copépodes ao con- 
sumirem água ou ingerirem peixe cru ou incompletamente cozido. 
O uso de sapos e cobras como “cataplasmas” também pode resultar 
na transferência de larvas para o hospedeiro humano. A esparganose 
geralmente se manifesta como um edema subcutâneo localizado ou 
migratório associado a um eritema e dor. Infecções encefálicas podem 
ocorrer. A exploração pode revelar um verme delicado, fino, de cor 
marfim com um comprimento de poucos a vários centímetros. Cortes 
transversos demonstram um tegumento espesso com pregas profundas 
e parênquima com feixes musculares proeminentes. Não há cavidade 
corporal observável, como nos nematódeos, e os corpúsculos calcáreos 
são numerosos (Fig. 61.26F) (Orihel, 1995; Gutierrez, 2000). 


Cenurose 

Tênias intestinais de gatos e cães (principalmente Taenta multiceps e 
Taenia serialis) produzem um estágio larval conhecido como cenuro 
em hospedeiros intermediários. Esse estágio consiste em um grande 
saco transparente (até 10 cm) contendo numerosos escólex originá- 
rios de uma membrana germinativa que invaginam para o interior do 
cisto cheio de líquido (Fig. 61.26E). Os hospedeiros intermediários 
usuais da T. multiceps são os ovinos; os da T. serialis são roedores, le- 
bres e coelhos, embora humanos se prestem a esse papel pela ingestão 
acidental de ovos originários de gatos e cães domésticos. Como os cis- 
ticercos, os cenuros podem se desenvolver em qualquer órgão, produ- 
zindo uma doença similar. O diagnóstico geralmente é estabelecido 
pelo exame de cistos excisados ou pela sua demonstração em cortes 
de tecido. A presença de múltiplos escólex invaginados em um único 
cisto diferencia o cenuro de outros cestódeos larvais. 


Trematódeos 


Todos os trematódeos que habitam o fígado, os pulmões e o sangue 
e que amadurecem no ser humano produzem ovos que, em geral, são 
eliminados nas fezes, na urina ou no escarro. Por causa de sua locali- 
zação extraintestinal, essas fascíolas e seus ovos podem ser encontra- 
dos em tecidos incidentalmente ou associados a sintomas. 

Formas adultas de F. hepatica, C. sinensis e O. viverrini podem ser 
encontradas nos tecidos hepáticos e biliares e, às vezes, em localizações 
ectópicas. A presença de ovos típicos livres nos tecidos ou no interior do 
útero do helminto com frequência permite uma identificação definitiva. 
A forma adulta do Paragonimus spp. habita principalmente os pulmões, 
mas pode ser encontrada em locais ectópicos como o encéfalo e o tecido 
subcutâneo, nos quais ela produz abscessos, com frequência associados 
a um grande número de ovos. Esquistossomas adultos habitam os vasos 
sanguíneos, principalmente na distribuição da veia mesentérica inferior 
(S. mansoni), da veia mesentérica superior (S. japonicum e S. mekongt) e 
do plexo vesical (S. haematobium). Embora as formas adultas nem sem- 
pre sejam encontradas em cortes de tecido, ovos podem ser observados 
em grande quantidade nos tecidos do intestino, do figado e da bexiga 
(Figs. 61.23B, D e F). Os ovos também podem se disseminar pela cor- 
rente sanguinea para outros locais, incluindo o cérebro, a medula espi- 
nal, os pulmões, o coração, os rins e o baço. Os ovos do S. japonicum 
apresentam uma propensão particular a disseminar por causa do seu 
menor tamanho e da grande quantidade geralmente produzida. A iden- 
tificação dos ovos depende do reconhecimento de seus tamanhos e suas 
características morfológicas típicas em tecidos adequados. 


Artrópodes importantes do ponto 
de vista clínico 


Os artrópodes representam um grande e diverso grupo de organis- 
mos, sendo que alguns poucos têm importância clínica ou econômi- 
ca. No entanto, aqueles que são importantes são causas significativas 
de morbidade e mortalidade em humanos e seus animais domésticos, 
e são responsáveis por graves perdas econômicas para a agricultura. 
Embora eles talvez sejam mais bem conhecidos entre os clínicos por 
sua capacidade de transmitir vários agentes infecciosos, incluindo 
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helmintos, os artrópodes também causam doença grave por invasão 
tissular direta, envenenamento, vesicação, perda sanguínea e reações 
alérgicas. O medo exagerado de artrópodes (entomofobia) e as ilu- 
sões de infestação (parasitose ilusória) não são neuroses incomuns, as 
quais podem ser incapacitantes para alguns indivíduos. Espécies dire- 
ta ou indiretamente responsáveis por doenças humanas incluem re- 
presentantes de todas as classes principais de artrópodes (Tab. 61.12). 

Nesta seção, é apresentada uma abordagem que o laboratório clíni- 
co pode utilizar ao avaliar amostras clínicas contendo artrópodes, se- 
guida por uma breve análise de cada um dos grupos de artrópodes que 
apresentam importância médica. Vários textos e guias gerais e espe- 
cializados estão disponíveis e oferecem uma cobertura mais completa 
da área da entomologia médica (Beaver, 1984; Garcia, 2001; Goddard, 
2002; Lane, 1993; Mullen, 2002; National Communicable Disease 
Center, 1969; Strickland, 2000). 


Características biológicas 


Artrópodes são caracterizados por um corpo segmentado e simétrico 
bilateralmente, vários pares de apêndices articulados e um exoesque- 
leto rígido de quitina que é trocado repetidas vezes durante o cresci- 
mento. O desenvolvimento vai do ovo à forma adulta por meio de uma 
metamorfose gradual (ovo, ninfa e forma adulta) ou completa (ovo, 
larva, pupa e forma adulta). Percevejos, barbeiros, piolhos e baratas são 
exemplos de insetos que sofrem metamorfose gradual. Moscas, mos- 
quitos, pulgas, formigas, abelhas, vespas e besouros sofrem metamor- 
fose completa: seres larvais vermiformes entram em fase pupal para 
tornarem-se adultos. Aracnídeos sofrem alterações desenvolvimentais 
mais semelhantes ao processo de metamorfose gradual. Os estágios lar- 
vais dos artrópodes que sofrem metamorfose completa frequentemen- 
te são mais difíceis de serem identificados pelos técnicos de laboratório 
e as amostras devem ser encaminhadas para um especialista. 


Mecanismos de lesão 


Invasão tissular direta 

A invasão de tecidos superficiais (denominada infestação) pode 
ocorrer por uma variedade de artrópodes, dos quais a escabiose, o 
bicho-do-pé e algumas larvas de dípteros são os mais comuns, À in- 
vasão de tecidos mais profundos e cavidades do corpo (denominada 
infecção) ocorre principalmente por larvas de dípteros e, às vezes, por 
larvas de pentastomídeos. A invasão tissular por larvas de dípteros é 
denominada miíase e pode ocorre em tecidos vivos ou desvitalizados, 
dependendo da espécie envolvida. 


Envenenamento 


Muitos artrópodes são capazes de injetar saliva ou veneno com su- 
as presas ou ferrões. Para a maioria dos indivíduos, esses compostos 
causam apenas uma reação tissular local. Contudo, podem ocorrer 
reações potencialmente letais como a anafilaxia, com frequência em 
decorrência de uma sensibilização prévia a uma determinada toxina. 
Picadas de himenópteros (formigas, abelhas e vespas) e de escorpiões 
estão entre os principais ofensores (Reisman, 1994). As picadas ou as 
mordidas de certos artrópodes, especialmente centípedes, mosquitos, 
mosquito pólvora, moscas, percevejos, barbeiros, assasin bugs, pio- 
lhos, pulgas, carrapatos e ácaros, também podem ser tóxicas, causan- 
do reações locais ou sistêmicas. Quase todas as aranhas são venenosas, 
mas apenas poucos grupos (viúva negra, violinista e certas tarântulas) 
apresentam riscos de saúde significativos para os humanos. Uma cau- 
sa menos comum, porém reconhecida, de envenenamento é a exposi- 
ção de pelos urticantes de certas lagartas e larvas de besouros. 


Vesicação 

Algumas das maiores centopeias tropicais são capazes de liberar 
uma substância química vesicante (que provoca a formação de vesícu- 
las) de glândulas localizadas em cada segmento do corpo. Esses com- 
postos são particularmente irritantes quando atingem a conjuntiva. 
Besouros vesicantes são assim denominados por sua capacidade de 
expelir líquidos vesicantes (cantaridina, o ingrediente ativo do afrodi- 
siaco Spanish fly) do seu corpo quando manipulados. 


Tabela 61.12 Classificação dos artrópodes de importância médica 


Classe Insecta (insetos) 

Ordem Anoplura (piolhos) 

Ordem Siphonaptera (pulgas) 

Ordem Dictyoptera (baratas) 

Ordem Hemiptera (percevejos, barbeiros) 

Ordem Hymenoptera (formigas, vespas, abelhas) 
Ordem Coleoptera (besouros) 

Ordem Lepidoptera (mariposas, borboletas, lagartas) 
Ordem Diptera (moscas, mosquitos) 

Classe Arachnida (aracnídeos) 

Subclasse Scorpiones (escorpiões) 

Subclasse Araneae (aranhas) 

Subclasse Acari (carrapatos, acaros, bicho-do-pé) 
Classe Diplopoda (milipedes) 

Classe Chilopoda (centopeias) 

Classe Crustacea (crustaceos) 

Ordem Copepoda (copépodes) 

Ordem Decapoda (caranguejos, camarão de água doce) 
Classe Pentastomida (vermes em forma de língua) 


Perda sanguínea 

Artrópodes responsáveis por produzir irritação ou perda sanguínea 
importante em humanos e animais domésticos incluem percevejos, 
barbeiros, piolhos, pulgas, moscas, mosquitos, mosquito pólvora, car- 
rapatos e ácaros. Embora essas atividades sejam às vezes potencialmen- 
te letais, a transmissão concomitante de agentes infecciosos pode ser. 


Transmissão de agentes infecciosos 

Muitos artrópodes têm um papel na transmissão mecânica ou bio- 
lógica de agentes infecciosos. A mosca comum, Musca domestica, po- 
de ser responsável pela transmissão mecânica de agentes da disenteria 
bacilar, da cólera, do tifo, da diarreia viral, da disenteria amebiana, 
da giardíase, da oxiuriase e da teniase. Os mecanismos envolvidos na 
transmissão biológica de agentes infecciosos variam da amplificação 
única do organismo no vetor artrópode às alterações mais comple- 
xas do ciclo de vida do parasita envolvido. Carrapatos e ácaros estão 
envolvidos na transmissão de certas bactérias (Rickettsia, Ehrlichia, 
espiroquetas, entre outras), protozoários (Babesia) e vírus. Entre os 
insetos, os piolhos estão envolvidos na transmissão de bactérias (Ri- 
ckettsia, Bartonella e Borrelia); os barbeiros transmitem tripanossomas; 
as pulgas transmitem os agentes da peste, do tifo e da tênia canina; e 
os dípteros transmitem arbovírus, parasitas maláricos, tripanossomas, 
leishmanias, filárias e bactérias. 


Reações de hipersensibilidade 


A maioria das reações graves a mordidas e picadas de artrópodes re- 
sulta de hipersensibilidades alérgicas. Picadas de himenópteros sozinhas 
são responsáveis pela maioria das mortes relacionadas a artrópodos e 
usualmente são decorrentes da hipersensibilidade após a exposição re- 
petida ao veneno (Reisman, 1994). Alergias também podem ser exacer- 
badas após a exposição à saliva, ao excremento e às partes corporais de 
ácaros, carrapatos, piolhos, percevejos, lagartas, mariposas e borboletas. 
A asma e a rinite alérgica também podem ocorrer em resposta à presen- 
ça de uma grande variedade de ácaros animais, domésticos e da poeira 
no meio ambiente (Frazier, 1980). 


Manifestações psicológicas 

A entomofobia refere-se a um medo irracional ou excessivo de ver 
ou tocar artrópodes. Embora esse medo às vezes possa resultar no 
comprometimento das atividades normais de um indivíduo, ele ra- 
ramente se torna incapacitante. A parasitose ilusória é um distúrbio 
emocional mais grave no qual o indivíduo está convencido de que 
está infectado por parasitas ou artrópodes, apesar das evidências ob- 
jetivas contrárias. Na medida em que a ilusão evolui, o indivíduo 


pode relatar perda de emprego, divórcio, uso repetido de serviços 
de dedetização e mudanças de uma casa a outra. Visitas a profis- 
sionais da saúde geralmente são numerosas, embora insatisfatórias. 
O problema pode se originar na casa ou no ambiente de trabalho 
e ser transferivel de um a outro. A ilusão pode ser tão convincente 
que outros membros da família e amigos podem acreditar nela ou 
adquiri-la. O paciente pode encaminhar ao laboratório numerosas 
amostras, como pele, tecido, gaze, cabelo e muco. Cabe ao pessoal 
do laboratório examinar esses materiais para descartar uma infesta- 
ção verdadeira. O início misterioso de irritação e prurido pode ocor- 
rer por causa de picadas de ácaros, piolhos, pulgas ou percevejos não 
reconhecidos ou de insetos e ácaros em busca de um ninho abando- 
nado de roedores ou aves em uma área de habitação humana. Antes 
de descartar essas causas, eles devem ser pesquisados e sua presença 
deve ser descartada (Lynch, 1993; Murray, 2004). 


Abordagens laboratoriais para identificação 
de artrópodes 


Amostras de artrópodes são frequentemente enviadas para o labo- 
ratório clínico por médicos e pacientes na esperança de que eles pos- 
sam ser identificados com acurácia. Contudo, poucos laboratoristas 
recebem mais do que uma exposição breve de entomologia durante o 
treinamento. De qualquer maneira, os laboratoristas devem ter aces- 
so a textos e chaves dicotômicas que devem permitir uma identifica- 
ção limitada dos grupos clinicamente importantes mais encontrados, 
em especial ectoparasitas (pulgas, piolhos, ácaros e carrapatos). Mais 
importante é a capacidade das equipes laboratoriais de reconhecer 
as situações raras para as quais um parecer técnico externo deve ser 
aventado. Isso está relacionado especificamente às ocasiões em que 
decisões clínicas importantes relativas à terapia e ao prognóstico es- 
tiverem sendo feitas. Laboratórios do serviço público (municipal ou 
estadual) com frequência possuem pessoal capacitado ou conhecem 
indivíduos treinados em entomologia médica em instituições educa- 
cionais regionais, museus ou outros serviços públicos ou privados, 
incluindo o CDC. 

Amostras enviadas ao laboratório são frequentemente de organis- 
mos intactos, raspados de pele, tecidos, escarro, urina ou fezes. Objetos 
inanimados, incluindo alimentos, água, vestimentas, roupas de cama 
e tapetes, entre outros, também podem ser enviados. Não é incomum 
que pacientes enviem artrópodes recuperados do vaso sanitário após a 
micção ou a defecação. Na maioria dos casos, a presença desses orga- 
nismos é uma coincidência e não está relacionada à infecção. 

Matar e preservar artrópodes de modo adequado é importante para 
preservar as características necessárias para a identificação. Artrópodes 
não alados, pequenos, em especial ectoparasitas (piolhos, pulgas, car- 
rapatos e ácaros), formas larvais (lagartas de vários insetos), aranhas e 
escorpiões devem ser colocados diretamente em álcool etílico a 70 ou 
80%. A melhor maneira de matar formas larvais grandes é a imersão 
em água quente (não fervente) para estender seus corpos e prevenir 
a contração antes da imersão em álcool. Tecidos grudados ou outros 
resíduos devem ser delicadamente removidos ou eliminados com água 
antes da preservação. As formas menores (ácaros, pequenos carrapatos, 
pulgas e moscas) podem ser preparadas com lâminas permanentes. 

Os insetos alados, especialmente mosquitos e moscas adultos, de- 
vem ser mortos pela exposição à emanação de etil acetato ou cloro- 
fórmio e preservados secos para reterem as informações taxonômicas 
contidas no corpo e nas escamas das asas. Esses artrópodes em geral 
são presos com um alfinete e secos. Em seguida, são armazenados em 
caixas herméticas protegidas com naftaleno ou diclorobenzeno. Mais 
detalhes sobre a coleta, a preservação e a preparação de artrópodes 
para exame são encontrados em outros textos (Beaver, 1984; Steyskal, 
1993; Lane, 1993; Garcia, 2001). 


Insetos 


Os insetos representam mais de 90% das espécies artrópodes descri- 
tas, embora poucos sejam responsáveis por doenças humanas. Mem- 
bros dessa classe são diferenciados dos outros artrópodes por possu- 
irem um corpo dividido em três partes (cabeça, tórax e abdômen); 
um par de antenas; três pares de pernas; e um, dois ou nenhum par de 
asas. Essa é a única classe de artrópodes com capacidade de voar. 


Piolhos sugadores 


Piolhos sugadores são insetos não alados, achatados no sentido dor- 
soventral, que possuem presas características nas extremidades de cada 
perna que permitem a sua fixação em pelos do corpo ou em vestimen- 
tas (Figs. 61.27A e B). Todas as espécies sugam sangue intermitente- 
mente e podem causar dermatite inexplicada. Ovos, conhecidos como 
lêndeas, são depositados nos pelos ou nas vestimentas, dependendo 
da espécie. Embora nomeados por seu local de fixação primária, eles 
nem sempre permanecem confinados àquele local. O piolho da cabeça, 
Pediculus capitis, e o piolho do corpo, Pediculus humanus, são indis- 
tinguíveis para o não especialista. Eles são mais longos do que largos 
e atingem um comprimento de até 3 mm. As diferenças biológicas são 
aparentes. Somente o P. humanus transmite os causadores do tifo epi- 
dêmico, da febre da trincheira e da febre recorrente (Kim, 1986). Infes- 
tações por ambas as espécies ocorrem entre pessoas que vivem em con- 
dições de aglomeração e que têm poucas oportunidades para se banhar 
e lavar roupas. Crianças em idade escolar apresentam um risco parti- 
cular de adquirir piolho da cabeça por meio do compartilhamento de 
bonés, vestimentas e pentes (Orkin, 1985). Lêndeas do piolho da cabe- 
ça são depositadas principalmente nas hastes dos pelos e as do piolho 
do corpo são depositadas nas vestimentas. Como fragmentos de pelo, 
caspa, laquê e infecções fúngicas podem ser confundidos com lêndeas, 
a diferenciação é importante. Tipicamente, as lêndeas possuem 1 mm 
de comprimento e, quando não fixadas, apresentam opérculos intactos 
(Fig. 61.27C). A transmissão ocorre pelo compartilhamento de vesti- 
mentas e roupas de cama infectadas, pois o piolho do corpo tende a 
depositar os seus ovos em grupos, em especial ao longo de costuras ou 
cós. O piolho pubiano, Phtirus pubis, é diferente dos outros. Ele é mais 
redondo (medindo até 2 mm de diâmetro), com um abdômen seme- 
lhante ao do caranguejo e o primeiro par de pernas significativamente 
menor e mais fino que os outros pares (Fig. 61.27B). O piolho pubiano 
e as suas lêndeas são encontrados nos pelos púbicos, mas podem se 
estender para os pelos do tronco, das axilas e da face. A transmissão 
ocorre principalmente durante a relação sexual. 


Pulgas 

Pulgas são ectoparasitas pequenos (entre 1 e 2 mm), comprimidos 
lateralmente, não alados, capazes de sugarem sangue (Fig. 61.27D). 
Suas pernas musculosas e longas são adaptadas para saltarem longas 
distâncias. Todas as pulgas que atacam humanos são parasitas de ou- 
tros mamíferos ou aves domésticas, e incluem as que sugam sangue 
(muitas espécies) e as que penetram em tecidos (bicho-do-pé). Infes- 
tações ocorrem pela exposição a animais domésticos. Em sua maio- 
ria as espécies pestilentas são a pulga do cão (Ctenocephalides canis), 
a do gato (Ctenocephalides felis) e a humana (Pulex irritans). Alguns 
indivíduos tornam-se altamente sensibilizados pelas picadas de pulga, 
enquanto outros não são afetados. Pulgas do cão e do gato também 
são hospedeiros intermediários usuais do Diphyllobothrium caninum 
e, com menos frequência, da H. diminuta e da H. nana. Como as lar- 
vas dessas espécies em geral se desenvolvem na cama de um animal 
ou em tapetes ou móveis, a erradicação pode exigir a fumigação e a 
limpeza desses objetos. A pulga do rato oriental, Xenopsylla cheopis, é 
uma espécie muito importante porque ela transmite o bacilo da peste 
e o agente do tifo murino. Embora normalmente parasite várias espé- 
cies de rato, essa pulga logo ataca os humanos quando o hospedeiro 
roedor morre. A Tunga penetrans (bicho de pé) que invade tecidos 
é encontrada nas Américas Central e do Sul e em regiões da África 
tropical. A fêmea fixa-se e se incrusta na pele, em especial entre os po- 
dodáctilos e sob as unhas dos dedos dos pés, onde ela cresce e atinge 
o tamanho de uma pequena ervilha. Após os ovos serem depositados, 
a pulga morre, causando uma resposta inflamatória e, possivelmente, 
uma infecção bacteriana secundária. A tungíase é diagnosticada pela 
identificação da porção escura do abdômen da pulga (apresentando 
espiráculos), protruindo da superfície cutânea de uma lesão ampliada 
(Beaver, 1984; Lane, 1993; Goddard, 2002). 


Baratas 


As baratas adaptaram-se ao hábitat humano, compartilhando nossa 
alimentação, nosso abrigo e nosso calor. Embora elas sejam prima- 
riamente pragas incômodas, as baratas são portadoras potenciais de 
patógenos fecais em virtude de sua capacidade de se mover de modo 
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Figura 61.27 Insetos importantes do ponto de vista médico. A, Pediculus capitis, o piolho. B, Phthirus pubis, o “chato”. C, Ovo vazio de P. capitis. D, Ctenocephalides canis, 
a pulga comum do cão; observe as patas posteriores potentes. E, Cimex lectularius, o percevejo comum. F, Larva de Dermatobia hominis, a berne humana; observe os dois 
ganchos esclerosados na extremidade anterior e as numerosas espinhas corporais (x 10). (A, B e E com permissão da ASM Press.) 


rápido dos esgotos para as áreas de preparação de alimentos. Além de 
transmitirem bactérias patogênicas, elas também podem disseminar 
vírus da hepatite e da poliomielite; protozoários, incluindo a E. his- 
tolytica; e várias espécies de nematódeos entéricos. Alguns indivíduos 
podem desenvolver alergias e asma após a exposição a excrementos, 
resíduos de pele ou partes do corpo das baratas (Goddard, 2002). 


Percevejos e barbeiros 

Percevejos (família Cimicidae) e barbeiros (família Reduviidae) são 
insetos sugadores de sangue que apresentam uma probóscide longa 
e estreita que é dobrada sob o corpo quando não utilizada. Perceve- 
jos (Cimex lectularius e Cimex hemipterus) são insetos de cor marrom 
avermelhada, achatados no sentido dorsoventral, não alados, que me- 
dem cerca de 5 mm de comprimento (Fig. 61.27E). Eles apresentam 
uma distribuição cosmopolita e atacam a maioria dos mamíferos, ali- 
mentando-se principalmente à noite. Durante o dia, eles escondem- 
se sob colchões, papéis de parede soltos e assoalhos. Embora sejam 
considerados como não transmissores de doenças, as picadas de per- 
cevejos podem causar vesículas ou bolhas dolorosas, dependendo da 
sensibilidade do indivíduo à sua saliva. 

Os barbeiros (Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus) apresentam uma 
cabeça coniforme sobre um pescoço estreito e um abdômen alarga- 
do no meio. Esses insetos são pretos ou marrons e alguns apresentam 
marcas laranjas e pretas no abdômen. Eles medem, em média, entre 
le 3 cm de comprimento e, ao contrário dos percevejos, apresentam 
asas bem desenvolvidas para o vôo. Como os percevejos, os barbeiros 
alimentam-se de modo relativamente indolor nos vertebrados e pro- 
duzem reações cutâneas similares. No México e nas Américas Central 
e do Sul, eles transmitem o agente da doença de Chagas, T. cruzi, nas 
fezes, as quais são secundariamente inoculadas na pele pelo hospedei- 
ro humano durante o ato de se coçar (Goddard, 2002; Lane, 1993). 


Abelhas, vespas e formigas 

Himenópteros são insetos sociais que defendem prontamente seus 
ninhos quando perturbados. Nas fêmeas não reprodutoras, o ovipo- 
sitor é transformado em um ferrão capaz de injetar veneno para ser 
utilizado na captura de presas ou para a defensa. O veneno de abelhas, 
vespas, vespões e jaquetas amarelas causa apenas edema e desconforto 
transitórios na maioria dos indivíduos, mas pode ser responsável por 
reações sistêmicas, incluindo anafilaxia, em outros que foram previa- 
mente sensibilizados (Reisman, 1994). Todos os anos, nos Estados 
Unidos, até 100 pessoas morrem por causa da picada de himenóp- 
teros. Atualmente, a abelha africanizada está presente na América do 


Norte após a sua introdução no Brasil em 1956. Essas abelhas, que 
são provocadas de forma mais fácil que as outras abelhas melíferas, 
apresentam um comportamento de ataque maciço. Muitas espécies 
de formigas são problemáticas para os humanos por causa da sua ca- 
pacidade de morder e alguns grupos, como as formigas colhedeiras e 
de fogo, são capazes de ferroadas dolorosas. 


Besouros 

Embora os besouros talvez sejam mais bem conhecidos como pra- 
gas agrícolas, algumas espécies podem causar mordidas dolorosas e 
outras, especialmente besouros vesicantes, podem liberar líquidos 
vesicantes (cantaridina) que causam dermatite ou formam vesículas. 
As larvas de determinados besouros de despensa apresentam pelos 
urticantes que podem ser responsáveis por dermatite ou, quando in- 
geridas, irritação do trato gastrintestinal. As formas larvais e adultas 
de besouros de despensa ou de grãos também podem servir como 
hospedeiros intermediários para as tênias de roedores e humanas H. 
diminuta e H. nana. 


Mariposas e borboletas 

Certas larvas (lagartas) de lepidópteros possuem pelos urticantes ou 
espinhas capazes de injetar veneno quando manipuladas. Embora a 
maior parte dos efeitos dessas toxinas permaneça sendo restrita à pele, 
foram descritos efeitos sistêmicos, incluindo choque e paralisia (Go- 
ddard, 2002). É sabido que as formas adultas das mariposas de tufo e 
cigana possuem escamas e pelos urticantes que podem causar derma- 
tite, irritação ocular ou irritação do trato respiratório, especialmente 
entre indivíduos que trabalham na silvicultura (Shama, 1982). 


Moscas e mosquitos 


Os dípteros são caracterizados pela presença de um único par de 
asas membranosas. Entre os artrópodes, eles são responsáveis pelo 
maior compartilhamento de doenças humanas pelo ato de sugar san- 
gue, pela transmissão biológica ou mecânica de agentes infecciosos 
e pela invasão tissular direta por formas larvais (miíase). Picadas de 
várias moscas e mosquitos frequentemente causam irritação local em 
virtude da sensibilidade à saliva e, em alguns indivíduos, causam rea- 
ções sistêmicas. Além do ato de sugar sangue, os ataques repetidos em 
si podem ser nocivos tanto do ponto de vista físico quanto psicológi- 
co. Algumas espécies sugadoras de sangue também são responsáveis 
pela transmissão de patógenos humanos importantes, incluindo os 
agentes da malária, da filaríase e das doenças arbovirais por mosqui- 
tos; a oncocerquiase pela mosca negra; a loíase pela mosca do veado; a 





Figura 61.28 Aracnídeos importantes do ponto de vista médico. A, Escorpião; observe as garras em pinça direcionadas para frente e o ferrão na ponta da cauda. B, Fêmea 
adulta sem ingurgitamento de Dermacentor variabilis (carrapato do cão). C, Fêmea adulta sem engorjamento de Ixodes scapularis (carrapato de pata preta ou do veado). D, 
Ornithodoros sp. (carrapato mole) adulto sem engorjamento, visão ventral. E, Sarcoptes scabiei (sarna) adulto; observe a presença de ovos adjacentes em raspados de pele. 
F, Demodex folliculorum (ácaro do folículo) adulto. (A com permissão da ASM Press; B e C com permissão de Northwest Infectious Disease Consultants; E com permissão do 
New England Journal of Medicine 1994; 331:1777.) 


leishmaniose e a bartonelose pela mosca da areia; e a tripanossomiase 
africana pela mosca tsé-tsé. Outros agentes virais, bacterianos e para- 
sitários logo são transmitidos de forma mecânica por moscas que não 
picam, como moscas domésticas, moscas da carne e moscas varejeiras, 
as quais podem contaminar facilmente alimentos humanos. 

A miiase ocorre de modo acidental, facultativo ou obrigatório. A 
mosca doméstica, Musca domestica, não tem exigências para se de- 
senvolver no tecido de mamíferos, podendo ser encontrada ocasio- 
nalmente em tecido morto ou sob aparelhos gessados. Esse tipo de 
mifase acidental não é incomum, mas nem sempre tem importância 
do ponto de vista clínico. A miíase facultativa é, com mais frequência, 
causada por moscas varejeiras e moscas da carne, as quais, em geral, 
se alimentam de tecidos mortos, mas podem se mover para tecidos 
viáveis adjacentes. A miiase obrigatória é causada por certas espécies 
que se desenvolvem apenas em tecidos vivos. À berne humana, Der- 
matobia hominis, desenvolve-se em lesões subcutâneas semelhantes 
a furúnculos, com a extremidade posterior do verme aparecendo na 
superfície cutânea (Fig. 61.27F). Essa espécie é mais encontrada em 
indivíduos que passaram um tempo na América Central ou do Sul ou, 
com menos frequência, na África. É incomum que seus ovos sejam 
transportados mecanicamente para o hospedeiro por outros insetos 
voadores, em geral mosquitos. A mosca tumbu (Cordylobia anthropo- 
phaga), encontrada na Africa subsaariana, também causa um tipo de 
mifase furunculoide. Os ovos dessa espécie usualmente são postos no 
solo ou em roupas penduradas no varal e, ao contato com a pele, as 
larvas penetram com rapidez. A miiase obrigatória mais grave é causa- 
da pela bicheira do Velho Mundo, Chrysomya bezziana, e pela bicheira 
do Novo Mundo, Cochliomyia hominivorax. Essas espécies depositam 
os seus ovos diretamente no seu hospedeiro (gado), de modo geral em 
feridas ou próximo das narinas. As larvas alimentam-se ativamente e 
se movem pelos tecidos vivos. Infecções humanas podem ser destru- 
tivas quando as larvas invadem os olhos, o nariz ou a boca. Outras 
espécies também podem ser responsáveis pela miiase obrigatória trau- 
mática em humanos (Lane, 1993). 


Aracnídeos 


Os aracnídeos importantes do ponto de vista médico incluem es- 
corpiões, aranhas, carrapatos e ácaros. Escorpiões e aranhas apresen- 
tam dois segmentos corporais, o cefalotórax e o abdômen, enquanto 
os carrapatos e os ácaros apresentam apenas um. Nas formas de ninfa 
ou adulta, os membros do grupo possuem quatro pares de pernas. As 


formas larvais de carrapatos e ácaros possuem três pares de pernas. 
Nenhum deles possui antenas, mandíbulas e asas. Os escorpiões e as 
aranhas são mais bem conhecidos por sua capacidade de injetarem ve- 
nenos, enquanto que os carrapatos e os ácaros são mais bem conheci- 
dos como vetores de patógenos virais, bacterianos e protozoários. 


Escorpiões 

Ao contrário de outros aracnídeos, os escorpiões possuem um par 
de garras anteriores em pinça que lhes confere um aspecto de caran- 
guejo e uma cauda segmenda com um ferrão bulboso na ponta (Fig. 
61.28A). Eles são predadores na natureza e paralisam a vítima com 
veneno do ferrão, o qual também pode ser utilizado com objetivo de 
defesa. A toxicidade para os humanos varia de acordo com a espécie. 
Muitos causam apenas uma reação similar à causada por uma picada 
de abelha, mas alguns são mortais, causando mais de 1.000 mortes por 
ano. Espécies venenosas ocorrem no hemisfério ocidental, na Europa, 
na África e no Oriente Médio (Beaver, 1984; Goddard, 2002). 


Aranhas 

As aranhas não possuem cauda com um ferrão. Em vez disso, elas 
possuem quelíceras tipo leque entre suas partes bucais, por meio das 
quais o veneno pode ser liberado. Embora a maioria das aranhas se- 
ja venenosa, poucas apresentam quelíceras capazes de penetrar a pele 
humana. A maioria das mordidas de aranha causa apenas irritação e 
dor transitórias. As aranhas do tipo viúva (gênero Lactrodectus) re- 
presentam um grupo responsável pelo aracnidismo sistêmico por 
intermédio da ação de uma potente neurotoxina capaz de produzir 
fraqueza, mialgia, paralisia, convulsões e, às vezes, morte. As taxas de 
mortalidade publicadas variam de menos de 1 a 6%. Cinco espécies 
intimamente relacionadas ocorrem nos Estados Unidos; a viúva ne- 
gra (Lactrodectus mactans) é a mais disseminada. Fêmeas dessa espécie 
apresentam uma cor preta brilhante, com uma marca característica 
em forma de ampulheta de cor vermelha ou laranja na parte inferior 
do abdômen, e têm pernas que medem de 3 a 4 cm. Elas vivem em 
locais protegidos, como depósitos de madeira, porões e áreas externas 
de construções (Strickland, 2000). 

As aranhas violino (gênero Loxosceles) são responsáveis pelo aracni- 
dismo necrótico ou loxoscelismo. Nos Estados Unidos, a aranha re- 
clusa marrom ou violino (Loxosceles reclusa) é a mais frequentemente 
envolvida, embora outras espécies estejam presentes. Essa espécie pos- 
sui um comprimento de 1 a 2 cm, cor bronzeada ou marrom escuro, € 
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dorso do cefalotórax. Quando presentes em casas, elas são reclusas, 
preferindo áreas calmas, como armários, porões e debaixo de varan- 
das. A sua mordida é indolor e passa despercebida por várias horas até 
que a área se torna vermelha, edemaciada e dolosa. O veneno é der- 
monecrótico e hemolítico, produzindo necrose cutânea e desprendi- 
mento da pele envolvida durante vários dias. A lesão resultante pode 
ser difícil de cicatrizar e está sujeita a infecções secundárias. Reações 
sistêmicas como a hemólise e a insuficiência renal aguda são raras. 
Outros gêneros de aranhas também foram implicados na produção 
do aracnidismo necrótico (Fisher, 1994). 


Carrapatos 

Ao contrário das aranhas e dos escorpiões, os carrapatos apresentam 
um fusão do cefalotórax e do abdômen e um hipóstomo com dentes 
característicos para a alimentação. O desenvolvimento do carrapato 
progride em quatro estágios: ovo, larva, ninfa e adulto. Após a eclosão, 
uma refeição de sangue é necessária para a progressão para o estágio 
subsequente. De modo geral, os humanos adquirem carrapatos em 
áreas de grama ou mato em íntima proximidade com os hospedeiros 
animais usuais. Todas as espécies são parasitas obrigatoriamente suga- 
dores de sangue e são importantes vetores de patógenos virais, bacteria- 
nos e protozoários para humanos e animais domésticos. A sua atividade 
alimentar também pode poduzir lesão tissular local e perda de sangue, 
em especial em animais de corte e selvagens, ou paralisia por carrapato, 
uma síndrome causada por uma neurotoxina secretada pelas glândulas 
salivares do carrapato que produz paralisia flácida ascendente e toxe- 
mia. Os sintomas podem simular os da síndrome de Guillain-Barré, a 
poliomielite ou o botulismo. A remoção do carrapato grudado em geral 
causa o desaparecimento dos sintomas em horas ou dias. 

As espécies que afetam os humanos incluem as das familias Ixodidae 
(carrapatos duros) e Argasidae (carrapatos moles). Os carrapatos du- 
ros possuem partes bucais direcionadas para frente e uma placa escle- 
rosada, ou escudo, no dorso. O escudo cobre todo o dorso no macho 
e apenas a porção anterior na fêmea, permitindo que o corpo inche 
durante a ingestão de sangue (Figs. 61.28B e C). Carrapatos da família 
Argasidae apresentam um corpo mole coriáceo, não possuem escudo 
e suas partes bucais são direcionadas ventralmente, não sendo visíveis 
quando o inseto é visto de cima (Fig. 61.28D). Carrapatos não conges- 
tos de sangue em geral apresentam um comprimento de 2 a 5 mm, O 
qual pode aumentar várias vezes após a ingestão de sangue. Carrapa- 
tos duros congestos podem simular carrapatos moles. Por essa razão, 
deve-se ter cuidado em sua identificação (Sonenshine, 1991, 1993). 

A maioria dos carrapatos encontrada se movendo ou encravada na 
pele é de carrapatos duros. Carrapatos moles tendem a se alimentar 
apenas brevemente e, em geral, à noite. Espécies importantes de car- 
rapatos duros da América do Norte incluem o Dermacentor variabilis 
(carrapato americano do cão), Dermacentor andersoni (carrapato da 
madeira das Montanhas Rochosas), Amblyomma americanum (car- 
rapato estrela solitária), Rhipicephalus sanguineus (carrapato marrom 
do cão), Ixodes scapularis (carrapato de pernas pretas ou do veado) e 
Ixodes pacificus (carrapato ocidental de pernas pretas ou do veado). 
Os carrapatos Dermacentor e Amblyomma são denominados carrapa- 
tos ornados por apresentarem marcas brancas no escudo. As outras 
espécies são carrapatos inominados. 

Carrapatos Dermacentor transmitem a febre maculosa das Monta- 
nhas Rochosas e, possivelmente, a tularemia, a febre Q e a febre do 
carrapato do Colorado. Carrapatos Ixodes são vetores da doença de 
Lyme, da babesiose e da ehrlichiose e, em outras partes do mundo, es- 
ses carrapatos são responsáveis pela transmissão de certos arbovírus. 
Carrapatos Amblyomma são capazes de transmitir a febre maculosa 
das Montanhas Rochosas, assim como a tularemia e, possivelmente, a 
doença de Lyme. Todos esses gêneros são capazes de causar a paralisia 
por carrapato. Carrapatos Rhipicephalus foram implicados na trans- 
missão da febre maculosa das Montanhas Rochosas e da ehrlichiose 
na América do Norte, e da febre botonosa na região mediterrânea. 
Carrapatos moles do gênero Ornithodoros ocorrem em muitas partes 
do mundo, incluindo os Estados Unidos, e são importantes vetores 
de espiroquetas causadoras da febre recorrente (Borrelia recurrents e 
formas relacionadas) (Spach, 1993; Murray, 2003). 


Acaros 


Os ácaros são aracnídeos que possuem um tamanho microscópi- 
co (em geral, menores que 1 mm) e são distribuídos amplamente no 
meio ambiente. Espécies importantes do ponto de vista clínico podem 
atacar humanos diretamente, servir como vetores de doenças infec- 
ciosas ou causar alergias à poeira. Os humanos são infestados pelo 
Demodex folhculorum e pelo Demodex brevis, os ácaros dos folículos, 
e pelo Sarcoptes scabiei, a sarna. Os ácaros dos folículos são parasitas 
minúsculos (entre 0,1 e 0,4 mm), alongados com pernas atarracadas 
que podem ser recobertos por folículos pilosos e glândulas sebáceas 
(Fig. 61.28F). Eles são achados acidentais comuns em preparações 
histológicas de pele. Embora a sua presença tenha sido associada a 
várias condições cutâneas, também são comumente encontrados em 
indivíduos saudáveis, o que torna a sua importância difícil de ser ava- 
liada (Burns, 1992). 

O Sarcoptes scabiei apresenta uma maior importância médica por 
causa de sua capacidade de criar túneis serpiginosos pelas camadas 
superiores da epiderme. Transmitido pelo contato pessoal, esse ácaro 
é encontrado principalmente nos espaços interdigitais e nas superfi- 
cies flexoras dos punhos e antebraços e, com menos frequência, em 
outras áreas, incluindo as mamas, as nádegas e a genitália externa. À 
inflamação e o prurido intenso são decorrentes da atividade de tune- 
lização e da deposição de ovos e excrementos. As manifestações clíni- 
cas variam, dependendo do grau de sensibilização ao parasita e a seus 
produtos. As lesões são infectadas secundariamente. Uma dermatite 
generalizada que ocorre em presença de milhares de ácaros, em geral 
em indivíduos idosos ou imunocomprometidos, é conhecida como 
escabiose crostosa ou norueguesa. 

O diagnóstico é estabelecido pela colocação de raspados cutâneos 
coletados de áreas tunelizadas em hidróxido de potássio a 20% ou óleo 
mineral para a desobstrução e exame ao microscópio. A detecção de 
ovos, larvas com 6 pernas e ninfas ou adultos com 8 pernas é diagnós- 
tica, mas pode ser difícil (Figs. 61.28E e 61.29). O diagnóstico de esca- 
biose em um ambiente institucional ou escolar pode resultar em uma 
pseudoepidemia, na qual numerosos indivíduos apresentam prurido 
sem evidências da doença. Deve-se ter cuidado para se diagnosticar 
adequadamente a doença, para se identificar casos reais e diferenciá- 
los de casos de parasitose ilusória (Orkin, 1985; Lynch, 1993). 

Algumas espécies de ácaros animais podem atacar humanos em bus- 
ca de sangue, seja sob a forma larval ou adulta, quando os hospedeiros 
normais (mamíferos ou aves) não estão disponíveis. Formas larvais 
de bicho-do-pé (família Trombiculidae) são problemáticas em muitas 
partes do mundo porque a sua saliva pode produzir grandes reações 
inflamatórias com prurido intenso. Frequentemente de cor vermelha, 
essas pequenas larvas com seis pernas em geral se fixam à pele em áre- 
as nas quais a vestimenta é justa (p. ex., tornozelos, cintura, axilas e 
punhos). Em partes da Ásia e da Austrália, ácaros trombiculídeos são 
vetores da transmissão do agente do tifo rural (Lane, 1993). 

Certos ácaros não mordedores têm um papel na rinite alérgica, na 
asma e em algumas condições cutâneas. As secreções, as excreções e 
as partes do corpo do Dermatophagoides farinae e Dermatophagoides 
pteronyssinus são alérgenos potentes que podem ocorrer em grande 
quantidade no ambiente doméstico (Frazier, 1980). Os testes de roti- 
na por um alergologista pode identificar os agentes ofensores. 


Classes de menor importância clínica 


Milípedes 


Os milípedes são artrópodes semelhantes a vermes com numerosos 
segmentos corporais aparentes, cada um com dois pares de pernas, 
que são comumente encontrados sobre ou sob vegetações em decom- 
posição. Embora eles não possuam partes bucais capazes de produzir 
mordidas sérias, muitas espécies produzem secreções vesicantes em 
glândulas localizadas em cada segmento do corpo. Quando manipu- 
lados de maneira brusca, as espécies tropicais maiores são capazes de 
expelir esses líquidos a uma distância de vários centímetros. A exposi- 
ção da pele ou das membranas mucosas a esses líquidos pode produ- 
zir uma sensação de queimação e a formação de vesículas. 
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Figura 61.29 Sarcoptes scabiei. Diagrama de uma escavação subcutânea. (Ad = 
fêmea adulta; E = ovos; Ee = ovo embrionado; Ex = excremento; Es = casca de ovo; 
So = orifício cutâneo.) 


Centopeias 

As centopeias são mais achatadas que os milípedes, apresentam ape- 
nas um par de pernas por segmento corporal e possuem longas ante- 
nas. Elas se movem rapidamente e podem produzir uma picada dolo- 
rosa por meio de pinças direcionadas para frente, que são modificações 


do primeiro par de pernas. Embora raramente sejam responsáveis por 
lesões graves em humanos, as espécies maiores (entre 26 e 45 cm), en- 
contradas no sul dos Estados Unidos e em regiões tropicais, são capa- 
zes de penetrar a pele humana quando manipuladas, produzindo uma 
picada dolorosa, com sensação de queimação e reação tissular local. 
Embora possam ocorrer reações sistêmicas em indivíduos que foram 
sensibilizados previamente, as mortes são raras (Goddard, 2002). 


Crustáceos 


Os crustáceos de importância médica são principalmente as espécies 
que servem de hospedeiros para estágios larvais de varios helmintos 
diferentes. Vários gêneros de caranguejos e lagostins são hospedeiros 
intermediários para metacercárias de várias espécies de fascíolas pul- 
monares (Paragonimus spp.) encontradas em todo o mundo. Copé- 
podes são zooplânctons microscópicos comuns e certas espécies ser- 
vem como primeiro hospedeiro intermediário para os nematódeos D. 
medinensis e Gnasthostoma spinigerum e para os cestódeos dos gêneros 
Diphyllobothrium e Spirometra. 


Pentastomídeos 


Pentastomideos, ou vermes em forma de “lingua” (tongue worms), 
são artrópodes com afinidade incerta devido à falta de características 
morfológicas. O estágio adulto corresponde a organismos análogos 
aos vermes que vivem nas passagens nasais de certos répteis, aves e 
mamíferos predadores. Os estágios larvais assemelham-se aos ácaros 
e residem em roedores, herbívoros e peixes de água fresca. Infecções 
hepáticas e pulmonares em humanos por estágios larvais foram des- 
critas na Ásia e na África. Estágios adultos foram recuperados da na- 
sofaringe de indivíduos do Oriente Médio e da África, onde eles são 
responsáveis por uma condição obstrutiva conhecida como halzoun 
(Beaver, 1984; Strickland, 2000). 


Infecções parasitárias e hospedeiro 
imunocomprometido 


Hospedeiros imunocomprometidos são hospedeiros que apresen- 
tam anormalidades do sistema imune humoral ou celular resultante 
de doenças, terapias ou anormalidades congênitas. A desnutrição gra- 
ve também pode comprometer as defesas do hospedeiro. Em muitas 
situações, as anormalidades predisponentes do hospedeiro são prima- 
riamente do sistema imune celular (células T) e resultam de AIDS, 
malignidades, quimioterapia, imunossupressão para transplante, te- 
rapia à base de corticosteroides ou uma combinação desses fatores. Na 
giardíase, o defeito imune predisponente afeta a imunidade humoral. 
Na babesiose, o defeito está relacionado à esplenectomia. 

Com a epidemia mundial de infecção pelo HIV e a AIDS sendo 
particularmente grave em países subdesenvolvidos com uma alta 
incidência de infecções parasitárias (p. ex., malária, esquistossomo- 
se, ascaridíase, amebiase e filaríase), é uma sorte que essas infecções 
não causem doença particularmente grave em pacientes com AIDS. 
No entanto, como comorbidades, a sua contribuição nos gastos com 
a saúde é enorme. 

Algumas infecções parasitárias (p. ex., criptosporidiose, toxo- 
plasmose e estrongiloidíase) são mais graves em pacientes imuno- 
comprometidos, mas existem diferenças. Por exemplo, enquanto a 
criptosporidiose e a toxoplasmose são particularmente problemá- 
ticas em pacientes com AIDS, a estrongiloidiase não é um proble- 
ma maior nessa população, mas é um problema em receptores de 
transplante e em pacientes que se recuperam de uma quimioterapia 
antineoplásica. 

A Tabela 61.13 apresenta uma lista de infecções parasitárias que são 
mais graves e/ou frequentes em pacientes imunocomprometidos. As 
manifestações clínicas podem ser diferentes daquelas observadas na 
população geral, como foi observada na seção de comentários. 
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Tabela 61.13 Infecções parasitárias em hospedeiros comprometidos 


Infecção Anormalidades predisponentes Comentários Referências 
do hospedeiro 
Protozoário intestinal 
Criptosporidiose AIDS (especialmente CD4~ <200/uL), Diarreia grave prolongada (até 17 litros/dia). Pode haver envolvimento Wittner, 1993; 
transplante, quimioterapia antitumoral extraintestinal, incluindo pâncreas, trato biliar e pulmões. Terapia Thielman, 1998 
disponível limitada, não curativa. 
Isosporíase AIDS, transplante, quimioterapia Diarreia grave prolongada. Envolvimento extraintestinal de linfonodos Wittner, 1993; 
antitumoral regionais pode ser observado. Terapia efetiva disponível. Thielman, 1998 
Ciclosporiase AIDS, provavelmente outra Diarreia grave prolongada clinicamente similar a causada pela Wittner, 1993; 
imunossupressao criptosporidiose e pela isosporiase. Responde ao Thielman, 1998 
sulfametoxazol-trimetoprima 
Microsporidiose AIDS, outra imunossupressão grave Várias síndromes: Wittner, 1993; 
1. Doença multissistêmica Thielman, 1998 


2. Enterite com diarreia grave (mais frequente) 

3. Infecção ocular 

4. Hepatobiliar com granulomas, necrose hepática ou colangite 

5. Doença muscular esquelética 

O exame do sedimento urinário com coloração adequada pode permitir o 
diagnóstico de síndromes não entéricas e alguns casos de doença entérica 


Giardiase Imunodeficiência variável comum, Diarreia prolongada com má absorção. A AIDS não é uma condição Thielman, 1998 
agamaglobulinemia ligada ao X predisponente. 
Protozoário de sangue e tecido 
Encefalite amébica AIDS e outras condições de Usualmente causada por amebas do gênero Acanthamoeba ou Balamuthia. Martinez, 1997 
O granulomatosa imunocomprometimento Produz infecção subaguda ou crônica do sistema nervoso central, mas pode 
Ẹ ser aguda com disseminação em hospedeiros gravemente imunodeprimidos 
= Toxoplasmose AIDS com CD4* usualmente <100/uL e Usualmente, decorre da reativação de cistos de infecções prévias. McCabe, 1993 
a outros estados de imunocomprometimento. Frequentemente, é uma doença disseminada com envolvimento de 
D Transplante cardíaco, doador soropositivo múltiplos órgãos ou com lesões multifocais do SNC. Pode causar pneumonia 
© e receptor soronegativo que se assemelha àquela causada pelo Pneumocystis jiroveci. Pode causar 
“a coriorretinite. Pode ocorrer após transplante de medula óssea, mas 
E | geralmente é leve. O transplante cardíaco com doador soropositivo e receptor 
a soronegativo pode levar a uma toxoplasmose grave, frequentemente fatal 








Leishmaniose AIDS, outra imunossupressão Influência limitada sobre a leishmaniose cutânea. Aumento da Herwaldt, 1999 
susceptibilidade à leishmaniose visceral, mas não da gravidade da doença. 
A recaída é mais provável após tratamento 


Tripanossomiase AIDS, linfoma linfoblastico, transplante Na AIDS, o sistema nervoso central é frequentemente envolvido, Mileno, 1998; 
americana cardíaco, outra imunossupressão miocardite, lesões cutâneas. Markell, 1999 
(doença de Chagas) 

Babesiose Esplenectomia Comumente, é uma infecção subclínica em indivíduos com defesa intacta. Mileno, 1998; 
Pacientes esplenectomizados geralmente desenvolvem doença Markell, 1999 
clinicamente evidente que pode ser fatal 

Helminto 

Estrongiloidiase Imunossupressão para transplante ou Por causa da autoinfecção endógena, pode ocorrer hiperinfecção ou Mileno, 1998; 

pela quimioterapia antitumoral, infecção disseminada que se manifesta como pneumonia ou enteropatia Markell, 1999 
corticosteroides suprarrenais ou linfoma. grave. A sepse causada por organismos Gram-negativos ou a meningite 
A AIDS não é um fator predisponente produzida por bactérias Gram-negativas pode ocorrer devido à translocação 
maior. de bactérias por meio das larvas invasoras. A estrongiloidiase deve ser 
investigada antes do tratamento imunossupressivo em pacientes oriundos 
de áreas altamente endêmicas 
Artrópode 
Escabiose Malignidades, imunossupressão para A AIDS pode facilitar a ocorrência da escabiose “norueguesa” ou crostosa, Mileno, 1998; 


transplante, terapia antineoplásica com lesões crostosas espessas. Algumas vezes, o paciente apresenta Markell, 1999 
prurido intenso. O paciente encontra-se infestado por numerosos ácaros 
e, por essa razão, é altamente contagioso. Frequentemente, ele é menos 
responsivo à terapia 


AIDS = síndrome da imunodeficiência adquirida; SNC = sistema nervoso central. 
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CO PONTOS-CHAVE 
e Os métodos de diagnóstico molecular continuam 


sendo mais valiosos para caracterização de agentes 
infecciosos cujas detecção e identificação por meio dos métodos 
convencionais são difíceis ou impossíveis. 


e Quando combinadas à moderna sorologia, a citometria de fluxo 

e as ferramentas poderosas, tais como a microscopia eletrônica e a 
espectroscopia de massa, as técnicas moleculares têm melhorado 
notavelmente nossa capacidade de realizar detecções rápidas (com 
fornecimento de resultados no mesmo dia) e acuradas de diversos 
patógenos emergentes (novos) e reemergentes, bem como de patóge- 
nos comumente encontrados na prática médica. 


* Os métodos diagnósticos moleculares estão se tornando mais 
práticos e ra Co enquanto os benefícios proporcionados aos 
pacientes estão sendo mais amplamente reconhecidos. Entretanto, 
ainda constitui uma tecnologia cara e que requer equipe de fun- 
cionários habilitados, além de estar associada a questões problemáti- 
cas referentes a reembolso. 


* A tecnologia da hibridização in situ emprega corantes fluores- 
centes associados a sondas de ácido nucleico para produzir uma 
“coloração filogenética”. Esta, por sua vez, permite detecção e iden- 
tificação simultâneas de um organismo, ao mesmo tempo em que é 
preservada a ppm do e localização espacial desse organismo em 
um tecido ou material clínico. 


e O desenvolvimento comercial da reação em cadeia da polimerase 
(PCR) concentrou-se principalmente nos sistemas de detecção e 
quantificação de infecções virais específicas, detecção de Mycobac- 
terium tuberculosis e dos principais agentes causadores das doen- 
ças sexualmente transmissíveis (Chlamydia trachomatis e Neisseria 
gonorrhoeae). 


e A adaptabilidade da PCR em tempo real expandiu o número de 
pai penta detectáveis pelos sistemas comerciais, incluindo patóge- 
nos farmacorresistentes (Staphylococcus aureus meticilina-resistente 
e enterococos vancomicina-resistentes), bem como patógenos emer- 
gentes e reemergentes selecionados. 


e Um teste de amplificação de ácido nucleico (NAAT, nucleic acid 
amplification test) recém-proposto deve ser validado por meio da 
comparação com uma cultura sensível e ao menos uma PCR ou 
outro NAAT já validado, cujo alvo seja um gene diferente ou uma 
sequência diferente de um mesmo gene. 

e Ao selecionar um ensaio de detecção de carga viral, além do 
desempenho do ensaio, recomenda-se considerar o throughput de 
amostra e requerimentos de volume, limite de detecção, facilidade 
de execução, espaço de trabalho ocupado pelo equipamento e cus- 
tos de disponibilização dos reagentes. 

e Quando aplicada em casos de infecção viral do sistema nervoso 
central e de infecções agudas do trato respiratório em crianças, foi 
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demonstrado que a PCR multiplex aumenta o rendimento diagnósti- 
co, reduz terapias antimicrobianas inadequadas, promove terapias 
mais focadas e patógeno-específicas, facilita a implementação de me- 
didas preventivas de controle da infecção e contribui para a melhora 
global do resultado do paciente. 

e A disponibilização de técnicas de sequenciamento aprimoradas, 
bancos de dados mais amplos e confiáveis, e de kits e softwares mais 
prontamente disponíveis faz da análise sequencial do rRNA 16S uma 
alternativa competitiva às técnicas de identificação microbiana de 
rotina utilizadas para certos grupos de organismos. 


Os enormes avanços ocorridos na biotecnologia, na segunda metade 
da década de 1990 e no início dos anos 2000, resultaram no desenvol- 
vimento e refinamento de um notável conjunto de técnicas modernas, 
que atualmente são aplicadas no diagnóstico de doenças infecciosas 
(Tab. 62.1). Entre essas técnicas, as principais são as ferramentas de 
biologia molecular, que são utilizadas regularmente em laboratórios 
clínicos no mundo inteiro para diagnóstico de doenças, orientação de 
terapias antimicrobianas e controle hospitalar epidemiológico e de in- 
fecções (Pfaller, 2001; Wolk, 2001; Raoult, 2004). 

Os métodos de diagnóstico molecular continuam sendo mais valio- 
sos para a caracterização de agentes infecciosos cujas detecção e iden- 
tificação utilizando os métodos convencionais são difíceis ou mesmo 
impossíveis. De modo semelhante, quando combinadas à moderna 
sorologia, citometria de fluxo e ferramentas poderosas, tais como a 
microscopia eletrônica e a espectroscopia de massa, as técnicas mo- 
leculares têm melhorado notavelmente nossa capacidade de realizar 
detecções rápidas (com fornecimento de resultados no mesmo dia) e 
acuradas de diversos patógenos emergentes (novos) e reemergentes, 
bem como de patógenos comumente encontrados na prática médi- 
ca (Alvarez-Barrientos, 2000; Houpikian, 2002; Mezzasoma, 2002; 
Hazelton, 2003; Cockerill, 2004; Raoult, 2004). Os princípios dessas 
técnicas, sendo relevantes para o dignóstico laboratorial, são abor- 
dados em outros capítulos do livro. Este capítulo trata das aplicações 
práticas dessas abordagens modernas para diagnóstico e supervisão de 
doenças infecciosas. 

O diagnóstico molecular de doenças infecciosas baseia-se em grande 
parte nos ácidos nucleicos e requer isolamento desse material a partir 
dos microrganismos e materiais clínicos, bem como o uso de enzimas 
de restrição (endonucleases), eletroforese em gel e técnicas de hibridi- 
zação de ácidos nucleicos. Cada vez mais, as técnicas mais modernas 
de amplificação de ácido nucleico estão sendo aplicadas à análise do 
material clínico (Wolk, 2001). Novas plataformas, como o PCR em 
tempo real, combinam a amplificação de ácido nucleico e a detecção 
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Tabela 62.1 Técnicas modernas utilizadas no diagnóstico de doenças 
infecciosas 


|. Detecção direta 
A. Detecção molecular 
1. Sondas de ácido nucleico 
a. Hibridização em fase líquida 
b. Hibridização in situ com fluorescência (FISH) 
2. Amplificação de alvo 
3. Amplificação de sinal 
B. Microarranjos de DNA 
C. Citometria de fluxo 
D. Microscopia eletrônica (ME) 
II. Sorologia moderna 
A. Microarranjos de antigeno 
B. Antigenos sintéticos 


Ill. Identificação molecular e teste de resistência antimicrobiana 
A. Sequenciamento de ácido nucleico 
B. Microarranjos de DNA 
1. Identificação de gênero, espécie e cepa 
2. Genes de resistência 
3. Mutação genética 
4. Análise de expressão gênica 
C. Tipagem de epidemiologia molecular 
D. Espectrometria de massa 


por fluorescência do produto de amplificação em um único sistema fe- 
chado, resultando em uma forma altamente flexível, rápida e acurada 
de diagnosticar um espectro de doenças infecciosas que continua sendo 
ampliado (Cockerill, 2004). A análise de sequência de DNA tornou-se 
altamente automatizada e agora também é prática para ser usada em la- 
boratórios diagnósticos e de referência maiores, na identificação de um 
vasto número de microrganismos cultiváveis ou não cultiváveis (Aman, 
1994; Wilson, 1994; Clarridge, 2004). A tecnologia de arranjo molecular 
passou por um refinamento e, atualmente, está começando a atingir seu 
considerável potencial para caracterização de microrganismos em labo- 
ratórios clínicos (Boriskin, 2004; Stover, 2004; Zhou, 2004). 

Uma importante consideração relativa à aplicação mais ampla das 
técnicas moleculares é o custo (Pfaller, 2001). Na área de diagnóstico 
de doenças infecciosas, um resultado melhorado de paciente, o custo 
reduzido de agentes antimicrobianos e a duração da internação hos- 
pitalar constituem fatores que podem superar os custos laboratoriais 
mais elevados. Embora seja difícil quantificar, atualmente existem 
alguns exemplos excelentes dos efeitos positivos e custo-efetivos das 
aplicações diagnósticas dos métodos moleculares (Shrestha, 2003a; 
Clarridge, 2004; Diekema, 2004; Scheuermann, 2004). No caso das 
doenças transmissíveis, os custos podem ser justificados por medi- 
das aprimoradas de controle da infecção com o intuito de proteger 
pacientes e profissionais da saúde (Cockerill, 2004). A epidemiologia 
molecular pode fornecer uma contribuição real para a detecção e o 
controle da disseminação nosocomial de infecções, com potencial 
de reduzir as taxas de infecção nosocomial e a necessidade de utilizar 
agentes antimicrobianos caros no tratamento de organismos resisten- 
tes (Hacek, 1999; Pfaller, 2001). Notavelmente, os métodos de diag- 
nóstico molecular estão se tornando mais práticos e custo-efetivos, 
enquanto os benefícios em termos de assistência ao paciente estão 
sendo cada vez mais reconhecidos. Todavia, ainda se trata de uma tec- 
nologia cara, que requer funcionários habilitados e que está associada 
a questões problemáticas relativas ao reembolso (Kant, 1995; Ross, 
1999). Por causa desses aspectos, a necessidade de um estabelecimento 
de implantar testes de diagnóstico molecular para doenças infecciosas 
deve ser avaliada de modo crítico pelos serviços clínico e laboratorial 
envolvidos (Pfaller, 2001; Cockerill, 2004). Em muitos casos, a super- 
visão da solicitação de teste e o uso prudente de um laboratório de 
referência podem ser as opções mais viáveis. 


Aplicações de métodos moleculares na micro- 
biologia clínica 

O uso de métodos moleculares para identificação e detecção direta 
de microrganismos na microbiologia clínica está se tornando cada vez 
mais prático, e hoje diversos produtos já estão comercialmente dispo- 
níveis (Tabs. 62.2 e 62.3). As sondas de ácido nucleico são empregadas 
para detecção direta de organismos no material clínico ou para iden- 
tificação de organismos previamente isolados (Tab. 62.2). Técnicas 
baseadas na amplificação também podem ser utilizadas para detecção, 
quantificação e identificação, bem como para definir características se- 
lecionadas (p. ex., genes codificadores de resistência a antibióticos) dos 
organismos (ver Tabs. 62.3 a 62.7). Por fim, os métodos moleculares 
constituem um meio poderoso de caracterizar organismos (até o nível 
de subespécies) em investigações epidemiológicas (ver Tab. 62.8). 


Detecção de patógenos sem 
amplificação de alvo 


A detecção de microrganismos patogênicos diretamente nas amos- 
tras utilizando sondas de ácido nucleico foi extensivamente investiga- 
da por meio de uma variedade de formatos de hibridização e geração 
de sinal (Juretschko, 2004; Li, 2004). O desenvolvimento de um pro- 
duto comercial tem se concentrado no diagnóstico direto das doenças 
sexualmente transmissíveis e na detecção de patógenos respiratórios 
empregando hibridização em solução-fase e sondas marcadas com és- 
ter de acridínio, embora atualmente esteja sendo disponibilizado um 
número crescente de sondas para detecção de organismos no material 
clínico por hibridização in situ com fluorescência (FISH, fluorescent in 
situ hybridization) (Tab. 62.2). 

O diagnóstico direto com uso de sonda é rápido e isento dos proble- 
mas de contaminação associados à amplificação do alvo, além de ser 
menos suscetível à inibição do que muitos procedimentos de ampli- 
ficação. Uma limitação da técnica de hibridização com sonda padrão 
é a necessidade de haver 10º ou mais cópias de ácido nucleico-alvo 
para detecção. Para algumas aplicações, seria valioso um método con- 
veniente, rápido, que não se baseasse em cultura e apresentasse esse 
nível de sensibilidade. As estratégias de amplificação de sinal chegam a 
detectar números de cópias de genes tão baixos quanto 500/uL (Shah, 
1994; Murphy, 1999). Entretanto, até mesmo os formatos mais sofisti- 
cados de amplificação de sinal atualmente não parecem corresponder 
à sensibilidade analítica dos métodos-alvo à base de amplificação, que 
podem detectar menos de 50 cópias de genes/uL (Erali, 1999). 

Nos diagnósticos de doenças infecciosas, parece improvável que a 
hibridização com sonda à base de membrana (Southern blot, slot/dot 
blot) venha a ser uma ferramenta significativa no laboratório clínico. 
O formato baseado em membrana talvez seja mais aplicável ao proces- 
samento de lotes de grandes números de amostras para fins de pesqui- 
sa. A classificação dos genótipos do papilomavírus humano (HPV) e 
a detecção confiável desse vírus em amostras diagnósticas tornaram-se 
possíveis, a princípio, graças ao desenvolvimento dos ensaios utilizan- 
do sonda de DNA à base de membrana. Foi descrita uma variedade de 
sondas integrais genômicas e de oligonucleotídeos para os tipos mais 
comuns de HPV (p. ex., tipos 16 e 18, comumente associados ao carci- 
noma cervical uterino, e os tipos 6 e 11, associados à doença benigna). 
Além disso, têm sido utilizadas identificações tanto isotópicas quan- 
to não isotópicas (Angel, 1992; Lorinez, 1992; Faulkner-Jones, 1993; 
Scheuermann, 2004). Essa abordagem foi em grande parte substituída 
pelo ensaio de captura híbrida (HCA, hybrid capture assay) e pela PCR 
aliada ao sequenciamento (Scheuermann, 2004). Os formatos de slot/ 
dot blot também foram investigados quanto à utilidade no diagnóstico 
da toxoplasmose cerebral e da malária falcípara, entre outras doenças, 
mas não foram utilizados em nenhum nível nos laboratórios clínicos. 

Uma abordagem direta que vem se tornando cada vez mais útil para 
visualização de microrganismos em materiais clínicos é a FISH (Jansen, 
2000; Kempf, 2000; Hayden, 2001a, 2001b, 2002; Juretschko, 2004). A 
tecnologia da FISH emprega corantes fluorescentes incorporados a son- 
das de ácido nucleico para produzir uma “coloração filogenética”, permi- 
tindo detectar e identificar simultaneamente um organismo, ao mesmo 
tempo em que são preservadas a sua morfologia e localização espacial no 
tecido ou material clínico (Juretschko, 2004). A FISH é reconhecida como 


Tabela 62.2 Método de sonda de ácido nucleico selecionado para 
detecção e identificação de patógenos bacterianos, fúngicos e virais 


Organismo(s) Tipo(s) de amostra Método(s) 
Bactérias 
Campylobacter spp. Cultura de fezes Hibridização em solução-fase, 


sonda quimioluminescente 


Chlamydia trachomatis Swab cervical e uretral; | Hibridização em solução- 


urina fase, sonda quimiolumines- 
cente, captura híbrida 
Enterobacteriaceae Sangue FISH 
Haemophilus LCE ou cultura de swab — Hibridização em solução-fase, 
influenzae de garganta sonda quimioluminescente 


FISH 
Hibridização em solução-fase, 
sonda quimioluminescente 


Klebsiella pneumoniae Cultura sanguínea 
Listeria monocytogenes Isolado cultivado 


Hibridização em solução-fase, 
sonda quimioluminescente 


Cultura de amostra 
respiratória 


Complexo 
Mycobacterium 
tuberculosis 
Cultura de amostra 
respiratória 


Hibridização em solução-fase, 
sonda quimioluminescente 


Complexo M. avium 


M. gordonae Cultura de amostra Hibridização em solução-fase, 
respiratória sonda quimioluminescente 
M. kansasii Cultura de amostra Hibridização em solução-fase, 


respiratória sonda quimioluminescente 
Hibridização em solução-fase, 
sonda quimioluminescente, 
captura híbrida 


Neisseria gonorrhoeae Swab ou cultura cervical 
ou uretral 


Pseudomonas Cultura sanguínea FISH 
aeruginosa 
Staphylococcus aureus Cultura sanguínea FISH com sondas PNA 


S. aureus 
meticilina-resistente 


Organismo cultivado Sonda de ciclagem 


colorimétrica mecA-especifica 
FISH 


Streptococcus spp. Cultura sanguínea 


S. pyogenes Swab de garganta Hibridização em solução-fase, 
sonda quimioluminescente 

Fungos 

Candida albicans Cultura sanguínea FISH com sondas PNA 


Coccidioides immitis Isolado cultivado Hibridização em solução-fase, 


sonda quimioluminescente 


Blastomyces Isolado cultivado Hibridização em solução-fase, 

dermatitidis sonda quimioluminescente 

Histoplasma Isolado cultivado Hibridização em solução-fase, 

capsulatum sonda quimioluminescente 

Virus 

Citomegalovírus Sangue total, CBS Captura híbrida, hibridização 
In situ 

Virus da hepatite B Sangue DNA de cadeia ramificada 

Virus da hepatite C Sangue DNA de cadeia ramificada 

Vírus do herpes simples Líquido das vesículas Captura híbrida 

Vírus da Sangue DNA de cadeia ramificada 

imunodeficiência 

humana 


Captura híbrida, hibridização 
in situ 


Papilomavírus Swab ou amostra de 
humano biópsia cervical 
Vírus Epstein-Barr LCE 

A lista não inclui todos. 


Hibridização in situ 


LCE = líquido cerebrospinal; FISH = hibridização in situ com fluorescência; PNA = ácido 
peptídeo-nucleico; CBS = células brancas sanguíneas. 


um método rápido, custo-efetivo e confiável tanto para detecção quanto 
para identificação de uma ampla variedade de espécies de bactérias, ví- 
rus, fungos e protozoários de importância clinica (Tab. 62.2) (Hogardt, 
2000; Jansen, 2000; Kempf, 2000; Hayden, 2001a, 2001b, 2002; Oliveira, 


2002, 2003; Chapin, 2003; Juretschko, 2004; Wilson, 2005). Sondas es- 
pecíficas individuais para cada patógeno podem ser derivadas a partir da 
análise das sequências de rDNA 16S e/ou 18S e, em seguida, utilizadas 
em um “esfregaço direto final” para detecção e identificação dos pató- 
genos antes da cultura (Juretschko, 2004). Além disso, a FISH pode ser 
utilizada para identificar organismos de crescimento lento e fastidiosos, 
que, talvez, dificilmente sejam diferenciados pelos ensaios bioquímicos. 
A FISH pode ser acoplada à microscopia confocal, citometria de fluxo ou 
métodos imunológicos para fornecer uma caracterização detalhada dos 
microrganismos (Juretschko, 2004). O recente desenvolvimento das son- 
das de ácido nucleico peptídico (PNA, peptide nucleic acid) tem fornecido 
reagentes para uso na FISH que exibem características de hibridização fa- 
voráveis (altos níveis de especificidade, forte afinidade e cinética rápida) e 
possuem maior capacidade de penetrar a parede celular hidrofóbica dos 
organismos após a preparação de um esfregaço padrão (Stender, 1999; 
Oliveira, 2002; Juretschko, 2004). Essa tecnologia rápida, sensível e espe- 
cífica se ajusta facilmente ao fluxo de trabalho padrão do laboratório de 
microbiologia clínica, devendo se mostrar comprovadamente cada vez 
mais valiosa conforme novos reagentes forem sendo disponibilizados. 

Os sistemas de sonda comerciais empregam a hibridização em so- 
lução-fase com identificação não isotópica. Aqueles que dispensam o 
uso de amplificação de sinal serão considerados primeiramente. Os 
produtos PACE2 marcados com éster de acridínio (Gen-Probe) e de- 
tecção de quimioluminescência talvez sejam os mais amplamente uti- 
lizados. Os ensaios da Gen-Probe não utilizam sondas radiomarcadas 
e isso permite que o tempo de prateleira seja prolongado. Além disso, 
a formatação do produto é relativamente de fácil utilização pelo usu- 
ário, podendo ser empregada tanto para números pequenos quanto 
para números significativos de amostras. 

Os ensaios de hibridização com sonda de ácido nucleico têm como 
alvo processos infecciosos em que há patógenos em concentração su- 
ficiente para permitir que os métodos de amostragem atualmente 
utilizados consigam obter um número adequado de organismos para 
detecção pelos ensaios, sem necessidade de realizar amplificação. Atu- 
almente, já existem no mercado sondas Gen-Probe (marcadas com és- 
ter de acridínio) para detecção de Streptococcus pyogenes (estreptococo 
B-hemolítico do grupo A) em swabs de garganta, bem como para detec- 
ção de Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae em swabs cervi- 
cais e uretrais (Tab. 62.2). Uma única amostra pode ser utilizada para 
detecção de ambos, C. trachomatis e N. gonorrhoeae. A confiabilidade 
do kit Gen-Probe para detecção de C. trachomatis em amostras clínicas 
foi comparativamente avaliada em relação a cultura celular, métodos 
imunológicos e métodos de amplificação de alvo. Em contraste com a 
cultura, os métodos imunológico e molecular foram independentes da 
viabilidade do patógeno. Em uma comparação direta, o método PACE2 
Gen-Probe mostrou-se mais sensível do que o imunoensaio enzimático 
(EIA) para clamidiazima, porém, menos sensível do que um ensaio co- 
mercial de amplificação de alvo (AMP-CT, Gen-Probe) (Wylie, 1998). 
O ensaio Gen-Probe para N. gonorrhoeae foi avaliado em diversos estu- 
dos e a opinião geral é a de que se trata de um método mais útil quando 
é difícil otimizar as culturas (Koumans, 1998). O fato de os ensaios para 
detecção de gonococo e clamídia poderem ser realizados com uma úni- 
ca coleta por swab representa uma vantagem significativa e torna esses 
testes mais viáveis, sobretudo em estabelecimentos com alto fluxo de 
pacientes ambulatoriais (Koumans, 1998; Li, 2004). É preciso notar que 
as culturas de Chlamydia e gonococos continuam sendo um requisito 
para fins de medicina legal (Koumans, 1998). 

Os ensaios de cadeia de DNA ramificada (bDNA, branched DNA; 
Bayer) e de captura híbrida (HCA; Digene) constituem estratégias de 
testes diagnósticos que utilizam sondas e incorporam a amplificação 
de sinal (Wolk, 2001). Foram descritos HCAs para detecção de HPV, 
vírus do herpes simples (HSV) e citomegalovirus (CMV) (Scheuer- 
mann, 2004). Foi relatado que os HCAs são mais sensíveis do que as 
culturas para detecção de HSV e CMV. A introdução de modificações 
no ensaio de detecção de HPV tem melhorado a sensibilidade do teste 
(Poljak, 1999). O sistema HCA, contudo, ainda é menos sensível do 
que a amplificação de ácido nucleico-alvo (Cope, 1997; Cullen, 1997; 
Barrett-Muir, 1998; Poljak, 1999). 

As sondas de cadeia ramificada de DNA (bDNA; Bayer) foram 
desenvolvidas para detecção e quantificação do vírus da hepatite C 
(HCV), vírus da hepatite B (HBV) (Urdea, 1991; Heerman, 1999), ví- 
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Tabela 62.3 Sistemas de amplificação de ácido nucleico para diagnóstico de doenças infecciosas 


Organismo 


Bacillus anthracis 


Bordetella pertussis 
Chlamydia trachomatis 


Neisseria gonorrhoeae 


Mycobacterium tuberculosis 


S. aureus meticilina-resistente 


Enterococos vancomicina- 
resistentes (vanA & B) 


Citomegalovirus 


Virus Epstein-Barr 
Virus da hepatite B 
Virus da hepatite C 


Virus da imunodeficiéncia 
humana 
Papilomavirus humano 


Virus do herpes simples 
Enterovirus 


Virus varicela-zdster 
Virus da variola 
Virus West Nile 
Coronavirus da SARS 


Tipo(s) de amostra 


Amostras humanas e oriundas do 
meio ambiente 


Amostras respiratórias 
Swabs cervicais e uretrais; urina 


Swabs cervicais e uretrais 
Respiratória 

Swab nasal 

Fezes, swab retal 
Sangue, LCE 


LCE 
Sangue 
Sangue 


Sangue 
Swab e bidpsia cervical 
LCE, pele (vesicula), trato genital 


LCE 


Lesao cutanea 
Lesao cutanea 
LCE 


Respiratoria 


Tecnologia de amplificação 


PCR em tempo real* 


PCR em tempo real* 
PCR* 

NASBA‘ 

TMA* 

SDA‘ 

PCR* 

SDA“ 

PCR* 

TMA* 

SDA“ 

PCR em tempo real 
PCR em tempo real* 


PCR* 

NASBA“ 

PCR* 

PCR* 

RT-PCR* 

NASBA‘ 

TMA’ 

RT-PCR* 

NASBA“ 

PCR* 

HCA** 

PCR* 

PCR em tempo real* 
PCR* 

PCR em tempo real* 
PCR em tempo real* 
PCR em tempo real* 
PCR em tempo real* 
PCR em tempo real* 


Detecção do amplicon 


Sondas de FRET 


Sondas de FRET 

Sonda de captura de microtitulador 
Sonda de oligonucleotídeo fixada em pérola magnética 
Sonda de éster de acridínio 

Sonda de captura de micropoço 
Sonda de captura de micropoço 
Sonda de captura de microtitulador 
Sonda de captura de micropoço 
Sonda de éster de acridínio 

Sonda de captura de micropoço 
Sonda-guia molecular (fluorescência) 
Sondas de FRET 


Sonda de captura de microtitulador 

Sonda de oligonucleotídeo fixa em pérola magnética 
Sonda de captura de microtitulador 

Sonda de captura de microtitulador 

Sonda de captura de microtitulador 

Sonda de oligonucleotídeo fixa em pérola magnética 
Sonda de éster de acridínio 


Sonda de captura de microtitulador 

Sonda de oligonucleotídeo fixa em pérola magnética 
Linha-sonda 

Captura híbrida quimioluminescente 


Sonda de captura de microtitulador 
Sondas de FRET 


Sonda de captura de microtitulador 
Sondas de FRET 


Sondas de FRET 
Sondas de FRET 
Sondas de FRET 
Sondas de FRET 


Esta tabela contém exemplos de sistemas disponíveis, sem a pretensão de incluir todos os sistemas existentes. 


* Roche, Indianapolis, IN. ' BioMérieux, St Louis, MO. * Gen-Probe, San Diego, CA. ° Bayer, Tarrytown, NY. © Becton Dickinson, Cockeysville, MD. ' Infectio Diagnostic Sainte-Foy, Que- 


bec. ** Digene, Silver Spring, MD. 


LCE = líquido cerebrospinal; FRET = transferência de energia de ressonância de fluorescência; HCA = ensaio de captura híbrida; LCR = reação em cadeia da ligase; NASBA = amplificação 
baseada em fita de ácido nucleico; PCR = reação em cadeia da polimerase; SDA = amplificação por deslocamento de fita; TMA = amplificação mediada por transcrição. 


rus da imunodeficiência humana (HIV) (Murphy, 1999) e para detec- 
ção do gene mecA, associado à resistência à oxacilina em estafilococos 
(Kolbert, 1998). Esse ensaio de hibridização com sonda é apresentado 
em formato similar a um EIA. Os ácidos nucleicos liberados pelos or- 
ganismos são capturados em uma superficie sólida por múltiplas son- 
das de captura. As sondas-alvo hibridizam-se tanto ao ácido nucleico 
microbiano quanto ao multímero amplificador de sinal DDNA. Son- 
das enzimaticamente marcadas estão ligadas ao bDNA, e a detecção se 
dá por meio de um processo de quimioluminescência, no qual a luz é 
emitida de modo proporcional à quantidade original de alvo presente 
(Wolk, 2001). O limite de detecção de ácido nucleico-alvo não é tão 
baixo quanto os níveis que podem ser obtidos com a amplificação do 
alvo (Zaaijer, 1994; Yen-Lieberman, 1996; Lunel, 1999). Os resultados 
quantitativos que abrangem uma ampla faixa de concentrações de al- 
vo podem ser úteis para determinação da carga viral, do prognóstico 
e no monitoramento da resposta à terapia em diversas infecções virais 
(Yen-Lieberman, 1996; Heerman, 1999; Lunel, 1999). 

A reação em cadeia da ligase (LCR, ligase chain reaction; Abbott), am- 
plificação da replicase Q-beta (Gene-Trak), tecnologia Invader (Thir- 
dWave Technologies) e tecnologia Cycling Probe (Velogene) constituem 
tecnologias de amplificação com sondas, nas quais o produto final da 
reação é uma versão amplificada dos componentes originais utilizados 
na detecção do alvo (Wolk, 2001). A tecnologia Cycling Probe consiste 


em uma reação isotérmica rápida que tem sido empregada para detec- 
ção de Mycobacterium tuberculosis (Beggs, 1996), Staphylococcus aureus 
meticilina-resistente (SAMR) (Bekkaoui, 1999) e enterococos vancomi- 
cina-resistentes (EVR) (Modrusan, 1999). Essa tecnologia é mais útil na 
identificação de organismos que foram mantidos cultivados do que na 
detecção direta desses organismos em amostras clínicas. 


Sondas de ácido nucleico para 
identificação de culturas 


As sondas de DNA atualmente possuem um papel estabelecido na 
identificação de culturas de certo número de microrganismos (Tab. 
62.2). A identificação de culturas pela hibridização com sonda não é 
limitada pela necessidade de detectar quantidades mínimas de ácido 
nucleico. A identificação baseada em sondas é mais vantajosa do que 
os métodos não moleculares no caso dos organismos de crescimen- 
to lento, como as micobactérias, ou de organismos para os quais não 
existem sistemas comerciais de identificação. Outro papel importan- 
te das sondas moleculares é a identificação direta de microrganismos 
em amostras de cultura de sangue, orientada pela morfologia do or- 
ganismo demonstrada por coloração de Gram (Jansen, 2000; Kempf, 
2000; Chapin, 2003; Oliveira, 2003; Lindholm, 2004; Wilson, 2005). 
Embora a identificação por hibridização com sonda seja mais cara do 


que a identificação que utiliza os métodos convencionais, um método 
rápido (concluído em 1 hora, no caso de cultura positiva) e acurado 
de identificação direta de patógenos a partir de culturas positivas po- 
de melhorar bastante a supervisão da terapia antibiótica, bem como 
reduzir o uso inadequado de agentes antimicrobianos. 

A identificação de micobactérias cultivadas por meio dos métodos 
convencionais é lenta e demorada. No mercado, atualmente são dis- 
ponibilizadas sondas marcadas com éster de acridínio (Gen-Probe) 
para identificação do complexo de M. tuberculosis, complexo de Myco- 
bacterium avium intracellulare, Mycobacterium gordonae e Mycobacte- 
rium kansastt. O uso dessas sondas possibilita a identificação a partir 
de culturas em 1 dia útil, e com especificidade e sensibilidade (99% 
e 95,5%, respectivamente) excelentes (Goto, 1991; Walton, 1991; Ri- 
chter, 1999; Scarparo, 2001; Li, 2004). Ocasionalmente, cepas de M. 
tuberculosis podem falhar em reagir com a sonda do complexo de M. 
tuberculosis, e parece haver uma subespécie de M. kansasii que falha 
em reagir com a sonda de M. kansasii (Badak, 1999; Niemann, 1999). 

Também existem sondas disponíveis para identificação a partir de 
culturas de Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Cocci- 
dioides immitis e Cryptococcus neoformans (Stockman, 1993). Avalia- 
ções apontam uma especificidade de 100% e uma sensibilidade maior 
ou igual a 97% para todas as espécies, exceto B. dermatitidis (87,8%). 
Com a repetição dos testes, notou-se uma melhora da sensibilidade 
(97,3% para B. dermatitidis e 100% para as demais espécies). Há pou- 
co tempo, uma sonda de FISH PNA específica para Candida albicans, 
disponibilizada no mercado, mostrou-se útil para diferenciar levedu- 
ras de C. albicans de leveduras de outros organismos presentes em alí- 
quotas coletadas diretamente de garrafas positivas de cultura sanguí- 
nea (Oliveira, 2001; Wilson, 2005). 

O sistema de sondas para N. gonorrhoeae Gen-Probe foi utilizado na 
identificação de N. gonorrhoeae cultivada, adicionalmente à sua aplicação 
direta no exame de amostras clínicas (Young, 1993; Koumans, 1998). A 
sonda de N. gonorrhoeae (AccuProbe) compara-se de modo favorável a 
um sistema rápido de utilização de carboidratos comerciais (Quadferm, 
BioMérieux) e a um sistema de coaglutinação (Phadeback Monoclone 
GC test) para identificação de N. gonorrhoeae cultivada. Atualmente, 
existem sondas de ácido nucleico marcadas com éster de acridínio dis- 
poníveis para identificação de diversas bactérias cultivadas, entre as quais 
S. aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Streptococ- 
cus agalactine, Enterococcus spp., Listeria monocytogenes e Haemophilus 
influenzae (Tab. 62.2). Essas sondas têm sido utilizadas para identificar 
organismos coletados por centrifugação a partir de culturas de sangue 
positivas (Davis, 1991; Lindholm, 2004). A identificação é de fácil execu- 
ção e os resultados são disponibilizados em cerca de 30 minutos. 


A tecnologia FISH também foi empregada na identificação rápida de 
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, bem como de C. albicans, 
diretamente a partir de culturas sanguíneas positivas (Jansen, 2000; 
Kempf, 2000; Oliveira, 2001, 2003; Chapin, 2003; Wilson, 2005). Tanto 
as sondas de ácido nucleico quanto as sondas PNA que têm como alvo 
o rRNA 16S (rRNA 18S para C. albicans) foram utilizadas e demons- 
traram sensibilidade e especificidade (97 a 100%) satisfatórias em 2,5 
horas de cultura sanguínea positiva. A escolha das sondas foi orientada 
pela morfologia Gram dos organismos no caldo de cultura sanguínea. 
Os resultados da FISH não foram afetados pelo tipo de sistema de cul- 
tura de sangue nem pela formulação do caldo (p. ex., meio lítico, meio 
contendo resina ou carvão). Essa abordagem propiciou uma economia 
de tempo de 26 a 46 horas, em comparação aos métodos laboratoriais 
convencionais utilizados para identificação. Provavelmente, os custos 
da FISH (cerca de U$ 20/amostra de cultura de sangue positiva) podem 
ser justificados pela quantia que poderia ser economizada evitando-se 
terapias antimicrobianas desnecessárias e, talvez, pela redução do tem- 
po de internação hospitalar (Kempf, 2000). Além disso, a redução de 
tratamentos antimicrobianos desnecessários exerce impacto favorável 
no perfil de suscetibilidade antimicrobiana de patógenos nosocomiais 
e, assim, beneficia um número ainda maior de pacientes. 


Amplificação de ácido nucleico para diagnóstico 


A amplificação de ácido nucleico tem o potencial de sobrepujar a 
principal limitação da hibridização com sonda diagnóstica, amplifican- 
do seletivamente alvos específicos presentes em concentrações baixas 
em relação aos níveis detectados. A PCR (Roche Molecular Systems) foi 
a primeira técnica de amplificação a ser desenvolvida e continua sendo 
a mais amplamente investigada e aplicada. As tecnologias de amplifica- 
ção mais novas — amplificação baseada em fita de ácido nucleico (NAS- 
BA, nucleic acid strand-based amplification; BioMérieux), amplificação 
de deslocamento de fita (SDA, strand displacement amplification; Bec- 
ton Dickinson) e amplificação mediada por transcrição (TMA, trans- 
cription-mediated amplification; Gen-Probe) — constituem a base dos 
sistemas adicionais atualmente disponíveis (Wolk, 2001). 

Diversas modificações da PCR convencional foram desenvolvidas 
na tentativa de expandir e aprimorar essa tecnologia (Wolk, 2001). A 
PCR multiplex emprega múltiplos conjuntos de iniciadores e pode ser 
utilizada para identificar múltiplos organismos, ou múltiplos alvos, em 
uma única mistura reativa (Tab. 62.4). A nested-PCR (PCR em ninho) 
emprega etapas sequenciais de amplificação para aumentar a sensibi- 
lidade da PCR. A transcriptase reversa-PCR (RT-PCR) é utilizada na 
detecção de RNA com auxílio de uma enzima que apresenta atividade 


Tabela 62.4 Aplicações da PCR multiplex no diagnóstico de doenças infecciosas 


Manifestação(ões) clínica(s) Amostra(s) 


Meningite, encefalite e/ou meningoencefalite LCE 


Infecções envolvendo o trato respiratório 
superior e inferior 
broncoalveolar 


Doença diarreica Fezes, água 


Infecção genital 


Ceratoconjuntivite 
Líquido das vesículas 
Sangue 
Sangue 


Erupções cutâneas vesiculares 
Estado imunológico comprometido 
Malária 


Swabs de garganta, nariz e nasofaringeo (NF); 
aspirados NF e endotraqueal; lavado 


Swabs e raspados genitais 


Swabs conjuntivais e corneais 


Patógenos-alvo 


HSV, CMV, EBV, HHV-6 e EV EBV; Toxoplasma gondii, 
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Hae- 
mophilus influenzae 

Influenza, parainfluenza, RSV, adenovirus e Mycobacterium 
pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, M. pneumoniae 
e adenovirus 

Shigella e Escherichia coli causadora de diarreia 
Campylobacter jejuni e C. coli, G. lamblia e 
Cryptosporidium parvum 

HSV, Haemophilus ducreyi e Treponema pallidum HPV, 
HSV e Chlamydia trachomatis, N. gonorrhoeae e C. tracho- 
matis 

Adenovirus, HSV e C. trachomatis 

HSV e VZV 

HIV-1 e -2, HTLV-1 e 2 

Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale 


CMV = citomegalovirus; EBV = virus Epstein-Barr; EV = enterovirus; RSV = virus sincicial respiratório; HHV-6 = herpesvirus humano-6; HIV = virus da imunodeficiência humana; HPV = 
papiloma vírus humano; HSV = virus do herpes simples; HTLV = vírus linfotrófico da célula T humana. 


Fonte: parcialmente adaptado de Elnifro et al. (2000). A lista não inclui todas as aplicações. 
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partir do RNA-alvo. Esse cDNA, então, pode ser amplificado por PCR. 
A PCR quantitativa emprega um padrão interno e é utilizada para ava- 
liar a quantidade de micróbios presente em uma amostra de paciente. 

Talvez, o avanço mais recente ocorrido na tecnologia da PCR seja 
o uso da amplificação de ácido nucleico de ciclo rápido (uma PCR 
realizada em 30 minutos, em contraposição à PCR convencional, que 
demora horas ou dias) acoplada à detecção simultânea do amplicon 
fluorescente e realizada em um único sistema fechado, conhecido co- 
mo PCR em tempo real (Wolk, 2001; Clinical and Laboratory Stan- 
dards Institute, 2003; Cockerill, 2004). A PCR em tempo real mini- 
miza o risco de contaminação cruzada do amplicon, além de ser uma 
plataforma de PCR bastante flexível, rápida e sensível (Tab. 62.5). Os 
protocolos de PCR em tempo real acoplam as determinações da curva 
de fusão (temperatura dependente de sequência em que metade das 
fitas se tornam separadas em solução) a sondas fluorescentes internas 
específicas, para garantir uma hibridização e identificação do produto 
mais específicas (Wolk, 2001). Existe uma variedade de formatos de 
sondas internas, incluindo sondas de hibridização, como as sondas de 
transferência de energia de ressonância de fluorescência (FRET, flu- 
orescence resonance energy transfer), sondas de hidrólise que utilizam 
a química Taqman (Applied Biosystems) e as sondas-guia molecula- 
res (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2003; Wolk, 2001). 
A PCR-RT pode ser realizada como um ensaio qualitativo altamen- 
te sensível ou ser utilizada como forma de quantificar o conteúdo de 
ácido nucleico patógeno-específico da amostra. Notavelmente, os en- 
saios de PCR quantitativos em tempo real com frequência fornecem 
intervalos lineares mais amplos do que aqueles fornecidos pela PCR 
quantitativa convencional (Wolk, 2001). Atualmente, existem vários 
equipamentos de PCR em tempo real com alto nível de automatiza- 
ção. Tais equipamentos incluem sistemas ópticos que excitam e detec- 
tam emissões fluorescentes em uma variedade de comprimentos de 
onda, além de potencialmente acelerarem os resultados das reações 
de PCR e aprimorarem a capacidade do PCR multiplex (Wolk, 2001). 
Os sistemas disponíveis incluem o equipamento LightCycler (Roche), 
o ABI Prism (Applied Biosystems), o equipamento SmartCycler (Ce- 
pheid) e o aparelho iCycler (Bio-Rad) (Wolk, 2001; Cockerill, 2004). 

O desenvolvimento do PCR como produto comercial enfocou pri- 
mariamente os sistemas existentes para detecção e quantificação de 
infecções virais específicas (HCV, HBV, HIV, CMV, EBV), bem como 
a detecção do complexo de M. tuberculosis e dos principais agentes de 
doenças sexualmente transmissíveis (C. trachomatis e N. gonorrhoe- 
ae) (Tab. 62.3). A adaptabilidade da PCR em tempo real expandiu o 
número de patógenos detectáveis pelos sistemas comerciais, incluin- 
do os patógenos farmacorresistentes SAMR e EVR (Cockerill, 2004; 
Diekema, 2004; Sakai, 2004; Warren, 2004), bem como outros patóge- 
nos emergentes e reemergentes selecionados (Cockerill, 2004; Raoult, 
2004). Os produtos comerciais são planejados visando à aceitabilidade 
do usuário, prevenção de contaminação, padronização de reagentes 
e condições, e ao potencial de automação. Foi relatado certo número 
de estudos que compararam dois ou mais métodos de amplificação 
(Griffith, 1997; Schepetiuk, 1997; Stary, 1998; Brown, 1999; Van Dyck, 
2001; Klein, 2004; Koenig, 2004), sendo que nenhum dos métodos mais 
modernos (NASBA, TMA, SDA) apresentou um nível de sensibilidade 
maior do que o da PCR. Alguns fatores a serem considerados na escolha 
do sistema podem ser a gama de produtos disponíveis, a conveniência 
individual aos funcionários que trabalham no laboratório e o custo. É 
provavelmente mais prático para um laboratório escolher uma única 
plataforma de amplificação que seja capaz de fornecer toda a gama de 
testes necessários. A habilidade de alguns fabricantes de PCR em tem- 
po real de fornecer reagentes para analitos específicos (RAE) para uso 
em seus equipamentos torna os ensaios mais facilmente adaptáveis para 
muitos laboratórios de microbiologia clínica (Cockerill, 2004). 

No momento, os métodos moleculares exercem um papel estabe- 
lecido no diagnóstico molecular e na supervisão de certo número de 
infecções virais, bem como na garantia da segurança dos produtos do 
sangue (Roth, 1999; Smith, 2004). Esses métodos também são con- 
siderados essenciais à identificação de potenciais agentes de bioter- 
rorismo por meio da Laboratory Response Network, bem como ao 
diagnóstico de doenças infecciosas emergentes (novas) ou reemer- 
gentes (Cockerill, 2004). No caso de diversos patógenos bacterianos, a 


Tabela 62.5 Vantagens da PCR em tempo real 


1. Rápida (30-40 min) 
2. Sistema fechado 
Amplificação e detecção simultâneas 
Limita o risco de contaminação 
. Quantitativa 
. Detecção por fluorescência (não à base de gel) 
. Flexível 


o i E Ww 


. Padronização aprimorada 
Disponibilidade de kits 
Reagentes analito-específicos (ASRs) 


avaliação do papel dos métodos moleculares em relação à cultura ou 
aos métodos imunológicos pode ser uma tarefa difícil (Hall, 2004a; 
Hayden, 2004; Ieven, 2004). Na maioria dos estudos, há certa quan- 
tidade de amostras que resultam positivas quando analisadas por en- 
saios baseados em amplificação, mas que resultam negativas quando 
são avaliadas por cultura ou pelos métodos imunológicos. A classifi- 
cação dos resultados desses testes como falso-positivos por amplifica- 
ção ou falso-negativos por cultura/detecção de antígeno tem implica- 
ções significativas para fins de cálculo da sensibilidade e especificidade 
do ensaio baseado em amplificação, bem como para julgar o méri- 
to relativo dessas diferentes abordagens de diagnóstico laboratorial. 
Diversos pesquisadores tentaram resolver esse problema utilizando a 
técnica da análise discrepante. O valor e as limitações da análise dis- 
crepante permanecem controversos: seus proponentes a consideram a 
mais prática das abordagens disponíveis (Schachter, 1998), enquanto 
seus oponentes acreditam que o processo tende a distorcer os resulta- 
dos em favor dos ensaios à base de amplificação (Hagdu, 1996; Miller, 
1998). Somando-se a essas questões, existem preocupações expressas 
por outros pesquisadores, referentes à qualidade altamente variável de 
numerosos estudos publicados (Koumans, 1998). O uso de um pa- 
drão-ouro expandido ou de uma bateria de testes independentes em 
vez de um teste de referência absoluto (análise de classe latente) foi a 
prática sugerida como possível solução para esse dilema (Ieven, 2004). 
De modo ideal, um teste de amplificação de ácido nucleico (NAAT) 
recém-proposto deve ser validado por comparação com uma cultura 
sensível, ou pelo menos com um ensaio de PCR já validado ou outro 
NAAT que tenha como alvo um gene diferente ou uma sequência dis- 
tinta de um mesmo gene (leven, 2004). 


Diagnóstico de infecção viral 


A identificação do HCV tornou-se possível graças ao desenvolvimen- 
to das técnicas de biologia molecular. Portanto, não surpreende que a 
PCR e outros métodos moleculares exerçam papel importante em seu 
diagnóstico (Tab. 62.3). A sorologia permite detectar infecções prévias 
por HCV, mas não permite diferenciar uma infecção atual dos casos de 
pacientes que eliminaram o vírus espontaneamente. Como o HCV é um 
vírus de RNA, a transcrição reversa em cDNA constitui uma etapa pre- 
liminar essencial à amplificação por PCR. Foi descrita uma variedade de 
ensaios de PCR “de fabricação interna”, utilizando transcriptase rever- 
sa e DNA polimerase (Fiebelkorn, 2004). A Roche Diagnostics comer- 
cializa um produto (Amplicor RT-PCR) em que a transcrição reversa e 
a amplificação são realizadas pela mesma enzima — a Tth, de Thermus 
thermophilus —, sendo que esse processo já foi automatizado (COBAS 
Amplicor System) (Poljak, 1997; Pfaller, 2004a). A detecção do vírus por 
métodos moleculares confirma casos de infecção vigente e possui um 
papel estabelecido no diagnóstico clínico da infecção por HCV, bem co- 
mo no monitoramento da resposta à terapia (Fiebelkorn, 2004). 

No diagnóstico da infecção por HIV, anticorpos vírus-específico são 
detectados por meio de testes sorológicos. Como é impossível prever 
a depuração espontânea do HIV, a detecção inequívoca desses anti- 
corpos em geral é aceita como evidência de infecção em andamento. 
No caso de recém-nascidos, a detecção dos anticorpos pode refletir 
a transferência transplacentária de anticorpos maternos e pode ser 
necessário um período prolongado de acompanhamento (de até 18 


meses) para confirmação da infecção utilizando apenas métodos so- 
rológicos. A detecção do vírus por métodos moleculares tem papel na 
resolução do estado desses bebês, bem como na supervisão de pacien- 
tes cujo soro resulta repetidamente indeterminado nos testes soroló- 
gicos. O HIV ocorre no sangue tanto como vírus de RNA quanto na 
forma de DNA pró-viral incorporado ao genoma de células mononu- 
cleares do sangue periférico. A transcriptase reversa é desnecessária à 
detecção do DNA pró-viral, contudo, é requerida para detecção ou 
quantificação de HIV de RNA na forma livre. Relatos afirmam que o 
Amplicor Monitor assay (Roche) é mais sensível do que a detecção de 
HIV por bDNA (Bayer) ou NASBA (BioMérieux) (Bootman, 1999), 
sendo que níveis de detecção mínimos de até 20 cópias de HIV RNA/ 
mL de plasma podem ser obtidos utilizando protocolos específicos de 
extração de RNA (Fisher, 1999; Murphy, 2000; Pfaller, 2004a). 

A PCR também foi extensivamente estudada quanto à utilidade no 
diagnóstico da infecção por CMV em receptores de transplante. Atu- 
almente, existem sistemas disponíveis no comércio para detecção por 
PCR (Long, 1998; Razonable, 2002; Pang, 2003; Smith, 2004), HCA 
(Mazzuli, 1999) e NASBA (Aono, 1998; Diaz-Mitoma, 2003). Os pro- 
blemas referentes ao diagnóstico da doença causada pelo CMV dife- 
rem daqueles associados ao diagnóstico das infecções por HCV e HIV, 
em que os vírus são ubíquos e, por isso, sua detecção no sangue utili- 
zando qualquer método não confirma por si só a doença clínica (Ra- 
zonable, 2002). No diagnóstico do CMV, o desafio consiste em distin- 
guir os pacientes imunocomprometidos já acometidos ou que podem 
vir a desenvolver a doença associada ao CMV daqueles nos quais a 
infecção por esse vírus não é clinicamente significativa (Patel, 1995; 
Pellegrin, 2000; Razonable, 2002). Por esses motivos, o CMV estava 
entre os primeiros vírus para cuja quantificação o PCR foi investiga- 
do (Gerna, 1994; Boeckh, 1998; Caliendo, 2000; Diaz-Mitoma, 2003; 
Pang, 2003). A detecção do mRNA do CMV (utilizando NASBA), que 
representa uma evidência de transcrição ativa do genoma viral, tam- 
bém foi utilizada para diagnosticar a doença produzida pelo CMV e a 
resposta ao tratamento. Contudo, essa técnica não se mostrou tão útil 
quanto às determinações da carga viral por PCR ou HCA (Patel, 1995; 
Blok, 2000; Pelligrin, 2000; Diaz-Mitoma, 2003). 

A quantificação do vírus por métodos moleculares, atualmente, é 
reconhecida como sendo significativa para o diagnóstico e supervisão 
das infecções por HBV, HCV, HIV, CMV e EBV (Kimura, 1999; Mur- 
phy, 2000; Jabs, 2001; Diaz-Mitoma, 2003; Maurmann, 2003; Pang, 
2003; Fiebelkorn, 2004). Além da PCR quantitativa convencional, 
também têm sido utilizados métodos de bDDNA, HCA, TMA e PCR 
em tempo real. 

A quantificação da carga viral de HCV é importante no prognóstico da 
doença e no monitoramento da terapia (Fiebelkorn, 2004). Os métodos 
mais amplamente estudados são os ensaios de PCR-RT (Roche Moni- 
tor) e bDNA (Bayer) (Hawkins, 1997; Jacob, 1997; Lu, 1998; Fiebelkorn, 
2004). Entretanto, também foram descritos NASBA (BioMérieux), TMA 
(Bayer) e a nova PCR em tempo real (Lunel, 1999; Martel, 1999; Kleiber, 
2000; Sawyer, 2000). A variedade e o ritmo de desenvolvimento dos sis- 
temas tornam difícil fazer afirmações definitivas acerca dos valores re- 
lativos dos diversos sistemas existentes. Aspectos importantes a serem 
considerados incluem a faixa dinâmica (o intervalo de concentrações de 
genomas virais em que o método é mais acurado e reproduzível) dos sis- 
temas disponíveis, a variação da capacidade desses sistemas de detectar e 
quantificar os diferentes genótipos de HCV, e as dificuldades para o de- 
senvolvimento de padrões de calibração adequados. Atualmente, cerca 
de 80% dos laboratórios que participam do programa de teste de profici- 
ência da amplificação de ácido nucleico do College of American Patho- 
logists (CAP) realizam a RT-PCR para detecção de HCV RNA utilizando 
kits Roche Amplicor HCV (Fiebelkorn, 2004). 

A quantificação da carga viral de HIV no plasma constitui um mar- 
cador biológico útil para avaliar o prognóstico da doença e a resposta à 
terapia antirretroviral (Ledergerber, 1999). As abordagens técnicas e os 
problemas associados à quantificação do HIV RNA em geral são simi- 
lares àqueles previamente observados no caso do HCV (Garcia-Lerma, 
1998; Erali, 1999; Triques, 1999; Murphy, 2000). Uma comparação mul- 
ticentro entre RT-PCR (Roche), NASBA (BioMérieux/Organon Tekni- 
ka) ebDNA (Bayer) constatou que os resultados dos três ensaios estavam 
altamente correlacionados. Entretanto, como as diferenças de medidas 
de RNA obtidas entre os ensaios variaram de um paciente a outro, os au- 


tores do estudo recomendaram que esses métodos não fossem utilizados 
de modo intercambiável no monitoramento dos pacientes (Murphy, 
2000). Além do desempenho do ensaio, foi sugerido que o throughput 
de amostras e os requerimentos de volume, limite de detecção, facilidade 
de execução, espaço de trabalho ocupado pelo equipamento e custos de 
disponibilização de reagentes fossem todos considerados na seleção do 
ensaio de determinação da carga viral (Murphy, 2000). 

A amplificação de ácido nucleico, em especial a PCR em tempo re- 
al, tem sido empregada no diagnóstico de uma variedade de outras 
infecções virais, incluindo enterovírus (Rotbart, 1994; Pozo, 1998; 
Landry, 2003), HSV (Tremblay, 1997; Smith, 2004), vírus JC (Garcia 
de Viedma, 1999), parvovírus (Jordan, 1998), VZV (Scheuermann, 
2004), vírus da varíola (Cockerill, 2004), vírus West Nile (Cockerill, 
2004) e coronavírus da SARS (Cockerill, 2004; Drosten, 2004), entre 
outros (Tabs. 62.3 e 62.6). Os métodos baseados na amplificação es- 
tão ganhando importância no diagnóstico e na supervisão de infecções 
virais, conforme o número de infecções sensíveis a agentes antivirais 
específicos continua a aumentar, e particularmente em situações crí- 
ticas, como na infecção do sistema nervoso central (Read, 1997; Co- 
ckerill, 2004; Smith, 2004). Dadas as manifestações clínicas semelhan- 
tes de certo número de infecções virais, existem diversas situações em 
que a PCR multiplex pode ser utilizada de forma racional e efetiva pa- 
ra melhorar o rendimento do diagnóstico e simplificar as operações 
diárias do laboratório (Tab. 62.4) (Elnifro, 2000; Gruteke, 2004). A 
maior aplicação da PCR multiplex tem sido no diagnóstico de menin- 
gite, encefalite e meningoencefalite virais (Elnifro, 2000), bem como 
de infecções agudas no trato respiratório de crianças (Gruteke, 2004). 
Quando aplicada a tais cenários, foi demonstrado que a PCR multi- 
plex aumenta o rendimento diagnóstico, reduz a instituição de terapias 


Tabela 62.6 Patógenos microbianos de importância clínica analisados 
com testes não comerciais à base de amplificação de ácido nucleico 


Organismo(s) Tipo(s) de amostra Indicação(ões) clínica(s) 
Ehrlichia spp. Sangue Erliquiose granulocitica e 

monocítica humana 
Chlamydophila Respiratória Pneumonia atípica 
pneumoniae 


Respiratória Pneumonia atípica 


Respiratória 


Legionella pneumophila 


Mycoplasma influenzae Pneumonia atípica 


Haemophilus influenzae LCE Meningite 
Neisseria meningitidis LCE Meningite 
Streptococcus pneumoniae LCE Meningite 


Staphylococcus aureus Swab nasal Detecção pré-operatória do 


estado de portador 
Helicobacter pylori Suco gástrico, fezes Úlcera péptica 
Vírus JC LCE Leucoencefalopatia multifo- 


cal progressiva 


Parvovirus B19 Líquido amniótico  Hidropsia fetal 


Soro Anemia 
Adenovirus Urina, tecidos, Pacientes 
sangue imunocomprometidos e 


receptores de transplante 


Herpesvirus humano 8 Efusdes linfomatosas Linfoma de efusão primária 


Metapneumovírus humano Respiratória Doença respiratória aguda 


Astrovirus e calicivirus Fezes Diarreia 

Aspergillus spp. Respiratória e sangue Aspergilose invasiva 
Candida spp. Sangue Candidíase hematógena 
Cryptosporidium spp. Fezes Diarreia 

Plasmodium spp. Sangue Malária 

Toxoplasma gondii Sangue, LCE, Infecção congênita; 


toxoplasmose em pacientes 
imunocomprometidos 


líquido amniótico 


Todos os testes empregam a reação em cadeia da polimerase ou a reação em cadeia da poli- 
merase com transcriptase reversa. Esta lista não inclui todos os patógenos testados. 


LCE = liquido cerebrospinal. 
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mais direcionadas, facilita a implementação de medidas preventivas de 
controle da infecção e contribui para a melhora geral do resultado do 
paciente (Elnifro, 2000; Cockerill, 2004; Gruteke, 2004; Smith, 2004). 


Detecção de patógenos bacterianos 


Atualmente, existem diversos ensaios comerciais de amplificação 
para detecção do complexo de M. tuberculosis (MTBC) em amostras 
respiratórias e não respiratórias. Tais ensaios incluem PCR (Roche), 
TMA (Gen-Probe) e SDA (Becton Dickinson) (Tab. 62.3). Em geral, a 
sensibilidade desses ensaios é excelente (95-100%) para amostras com 
esfregaços positivos para detecção de bacilos acidorresistentes (BAR), 
contudo, é menor (50-90%) no caso das amostras com esfregaços 
negativos (leven, 1997; Piersimoni, 1998, 2002; Pfyffer, 1999; Torto- 
li, 1999; Watterson, 2000; Woods, 2001; Dowdy, 2003; Hall, 2004a; 
Kivihya-Ndugga, 2004; Sloutsky, 2004; Thwaites, 2004). 

Os métodos de PCR realizados internamente, que utilizam vários 
procedimentos de preparo de amostras e alvos a serem amplificados, 
estão associados à falta de padronização, conforme ilustrado por No- 
ordhoek et al. (1994). Esses pesquisadores registraram a ocorrência de 
variações significativas na habilidade dos laboratórios de detectar cor- 
retamente o MTBC em amostras cegas. Para os laboratórios clínicos, 
é provável que os problemas decorrentes da padronização precária 
sejam minimizados pelo uso de ensaios comerciais dotados de con- 
trole central de qualidade de reagentes e procedimentos operacionais 
padronizados. De forma geral, os ensaios de amplificação de ácido 
nucleico para detecção do MTBC são mais sensíveis do que o esfre- 
gaço para detecção de BAR, porém, menos sensíveis do que as cultu- 
ras (Cloud, 2004; Kivihya-Ndugga, 2004; Thwaites, 2004). Ao mesmo 
tempo, dois sistemas comerciais — Amplicor MTB ([PCR], Roche) e o 
teste direto de Mycobacterium tuberculosis amplificado (AMTDT, am- 
plified Mycobacterium tuberculosis direct test |TMA], Gen-Probe) tive- 
ram o uso aprovado pelo Food and Drug Adminstration (FDA) para 
amostras com esfregaços de amostras oriundas do trato respiratório 
positivos para BAR. Além disso, o AMTDT foi aprovado para uso no 
caso de amostras respiratórias com esfregaços negativos. Alguns es- 
tudos compararam dois ou mais métodos baseados na amplificação 
(Piersimoni, 1998, 2002; Brown, 1999; Tortoli, 1999; Cleary, 2003). 
Entretanto, nenhum deles foi suficientemente abrangente para permi- 
tir que se chegasse a uma conclusão firme acerca dos méritos relativos 
de todos os sistemas. Em geral, a sensibilidade e especificidade de to- 
dos os sistemas comerciais são comparáveis (Watterson, 2000). A sen- 
sibilidade de todos esses sistemas é menor, relativamente ao método 
da cultura, quando são testadas amostras obtidas após o início da te- 
rapia antituberculose (Sloutsky, 2004; Thwaites, 2004) e na aplicação 
para análise de amostras não respiratórias, como o líquido cerebros- 
pinal (LCE) (Woods, 2001; Piersimoni, 2002; Cloud, 2004; Thwaites, 
2004). Foi demonstrado que a inibição inespecífica da amplificação 
afeta todos os sistemas de modo mais ou menos equivalente (Carpen- 
tier, 1995; Lumb, 1999; Piersimoni, 2002). Uma vantagem do ensaio 
BD ProbeTec ET (Becton Dickinson), de detecção direta do complexo 
de Mycobacterium tuberculosis baseada no SDA, é a inclusão de con- 
trole interno de amplificação. Esse controle é projetado para detec- 
tar a presença de substâncias inibitórias e, assim, minimiza relatos 
de resultados de teste falso-negativos (Piersimoni, 2002). No teste de 
amostras clínicas, o PCR em tempo real com BAR mostrou-se compa- 
rável em termos de sensibilidade e especificidade à PCR convencional 
(Amplicor, Roche) e ao TMA (AMTD) (Lachnik, 2002; Cleary, 2003; 
Lemaitre, 2004). As potenciais vantagens em favor da PCR em tempo 
real são a maior rapidez com que os resultados são fornecidos (1,5 h vs 
3 h) ea redução da suscetibilidade aos inibidores de amplificação. 

A cultura continua exercendo papel central no diagnóstico da tu- 
berculose, pois os ensaios de amplificação existentes não detectam 
todas as amostras com culturas positivas, havendo necessidade de 
isolar o organismo para realizar o teste de suscetibilidade (bem como 
o teste epidemiológico, quando indicado). Atualmente, os testes de 
amplificação são incapazes de substituir o esfregaço para detecção de 
BAR, pois este é utilizado na determinação do nível de infectividade 
dos pacientes (pacientes com esfregaços positivos são bem mais infec- 
ciosos do que os pacientes com esfregaço negativo) e na avaliação da 


resposta inicial à terapia. Falta um contexto similarmente rico no qual 
fosse possível interpretar os métodos baseados na amplificação. Além 
disso, os métodos de amplificação respondem a uma pergunta bem 
mais específica (o MTBC está presente?) do que aquela respondida 
pelos esfregaços (existem BAR presentes?). Dessa forma, esses méto- 
dos de amplificação podem deixar escapar indícios importantes para 
o diagnóstico de uma doença infecciosa específica. No momento, o 
papel dos ensaios de amplificação permanece sendo complementar ao 
papel da microscopia e da cultura no diagnóstico da tuberculose, bem 
como de outras infecções micobacterianas (Watterson, 2000). 

Os métodos de amplificação são altamente específicos na distinção 
entre MTBC e outras micobactérias (MOTT) em amostras com esfre- 
gaços positivos para detecção de BAR (Piersimoni, 2002; Cleary, 2003; 
Sloutsky, 2004). Isso permite iniciar uma terapia apropriada e insti- 
tuir procedimentos de controle da infecção (Watterson, 2000; Dowdy, 
2003). Entretanto, a relação custo-efetividade continua representando 
um importante obstáculo ao uso dos testes de amplificação molecu- 
lar para diagnóstico da tuberculose (Watterson, 2000; Dowdy, 2003). 
Sem dúvida, nenhum sistema de assistência à saúde poderia aco- 
modar o uso desses métodos para cada amostra (Cantanzaro, 2000; 
Watterson, 2000). Além disso, a supervisão do paciente nem sempre 
é influenciada pelo resultado do teste, sugerindo que o uso desses en- 
saios deve ser reservado para situações em que a supervisão clínica se- 
ja auxiliada pela inclusão de um teste molecular (Cantanzaro, 2000; 
Watterson, 2000). Um estudo recente constatou que o uso de testes de 
amplificação de ácido nucleico (especificamente o Gen-Probe TMA) 
para amostras com esfregaço positivo para BAR não é custo-efetivo na 
maioria dos hospitais (Dowdy, 2003). Os autores advertem que vários 
fatores devem ser considerados ao estimar a relação custo-efetivida- 
de, como o número de amostras com esfregaço positivo processadas 
anualmente, a prevalência relativa de M. tuberculosis nessas amostras, 
bem como o custo marginal diário do isolamento respiratório. O teste 
molecular tende a ser custo-efetivo principalmente nos laboratórios 
que processam numerosas amostras e, por isso, pode ser melhor utili- 
zado em laboratórios centralizados de referência. 

Talvez, o impacto mais significativo do diagnóstico molecular rá- 
pido da tuberculose (TB) possa ocorrer quando esse teste é aplicado 
aos casos com suspeita de TB cujas amostras produzam esfregaços 
negativos (American Thoracic Society Workshop, 1997; Cantanza- 
ro, 2000; Dowdy, 2003). Embora pacientes com esfregaços positivos 
sejam comprovadamente infecciosos, estão surgindo evidências de 
casos de pacientes com TB, que produzem esfregaços negativos e cul- 
turas positivas, que também podem ser infecciosos (Sepkowitz, 1996). 
Dessa forma, o teste de rotina à base de amplificação de amostras com 
esfregaços negativos poderia exercer papel bastante importante nos 
esforços de prevenção da doença, ao identificar esses indivíduos dias 
ou semanas antes de os resultados das culturas serem disponibilizados 
(Dowdy, 2003). Cinquenta a noventa por cento das amostras esfrega- 
ço-negativas e cultura-positivas resultaram positivas nos diversos tes- 
tes à base de amplificação para detecção do MTBC (Watterson, 2000). 
Diante desse fato, foi demonstrado que o teste molecular pode ser 
utilizado na análise de amostras com esfregaços negativos com altos 
valores preditivos positivos e negativos, quando combinado ao julga- 
mento clínico para identificação de pacientes sob risco de desenvol- 
ver TB (Cantanzaro, 2000). Ainda é necessário estabelecer a relação 
custo-justificativa para essa estratégia (Dowdy, 2003). 

A amplificação de ácido nucleico também foi aplicada a outros pa- 
tógenos bacterianos do trato respiratório (Cockerill, 2004; leven, 
2004). Legionella pneumophila é um patógeno fastidioso, para o qual 
um diagnóstico rápido pode ter importância fundamental. Um ensaio 
de PCR convencional comercialmente disponível (Legionella Enviro- 
Amp system, Perkin Elmer) pode ter aplicações na detecção rápida de 
Legionella em amostras de lavado broncoalveolar (BAL) (Weir, 1998). 
Todavia, a PCR em tempo real mostrou-se altamente sensível e espe- 
cífica para detecção de L. pneumophila, fornecendo resultados em 1 a 
2 horas e, assim, acelerando bastante a triagem das amostras clínicas 
(Hayden, 2001b; Rantakokko-Jalava, 2001). De modo similar, Borde- 
tella pertussis, Chlamydia (Chlamydophila) pneumoniae e Mycoplasma 
pneumoniae impõem dificuldades particulares ao laboratório de diag- 
nóstico, as quais podem ser efetivamente solucionadas utilizando PCR 
(leven, 1997, 2004; Farrell, 1999b; Grondahl, 1999; Cockerill, 2004). 


Foram desenvolvidos ensaios de PCR multiplex capazes de detectar e 
discriminar uma ampla variedade de potenciais patógenos respirató- 
rios (bacterianos e virais), e que representam uma promessa para o fu- 
turo (Tab. 62.4) (Grondahl, 1999; Elnifro, 2000; Gruteke, 2004). 

O diagnóstico de doenças sexualmente transmissíveis também 
constitui uma área importante para o desenvolvimento e a aplicação 
dos ensaios de amplificação. A N. gonorrhoeae cresce rapidamente em 
meios ágar convencionais apropriados, sendo que sua cultura apre- 
senta alta sensibilidade e especificidade sob condições ótimas (Kou- 
mans, 1998). Entretanto, como a N. gonorrhoeae é fastidiosa, a coleta 
e o transporte adequados, bem como as condições de cultura, consti- 
tuem fatores críticos que talvez não sejam facilmente alcançados em 
cada situação em particular. A cultura de C. trachomatis também é 
exigente e requer instalações apropriadas para cultura de tecidos. Des- 
sa forma, métodos de detecção de antígeno de Chlamydia alternativos 
à cultura têm sido amplamente utilizados. 

Quase todos os métodos de amplificação têm sido aplicados à de- 
tecção de C. trachomatis em amostras genitais (Schepetiuk, 1997; Sta- 
ry, 1998; Morre, 1998; Pasternack, 1999; Vincelette, 1999; Van Dyck, 
2001; Hall, 2004a; Koenig, 2004). Em geral, as avaliações já publica- 
das indicam que os métodos baseados na amplificação são específicos 
e mais sensíveis do que a cultura celular ou os métodos imunológi- 
cos (Schepetiuk, 1997; Stary, 1998; Wylie, 1998; Vincelette, 1999; Van 
Dyck, 2001; Hall, 2004a). Em um estudo multicentros sobre o teste de 
PCR automatizado COBAS Amplicor CT/NG (Roche), a sensibilidade 
e especificidade variaram de acordo com o tipo de amostra (Vincelette, 
1999). O teste apresentou uma sensibilidade de 100% e uma especifi- 
cidade de 98,5% no teste de amostras obtidas por swab de uretra mas- 
culina. Para amostras obtidas por swab endocervical, a sensibilidade foi 
de 96,5% e a especificidade, de 99,4%. Para amostras de urina, a sen- 
sibilidade variou de 94,4 a 95,1% e a especificidade, de 99,8 a 100%. O 
desempenho dos ensaios de amplificação para amostras de urina pode 
facilitar a triagem para detecção da infecção por C. trachomatis, dada a 
facilidade da obtenção da amostra de urina em comparação aos méto- 
dos de amostragem mais invasivos. Diversas comparações dos vários 
métodos de amplificação para C. trachomatis foram relatadas (Sche- 
petiuk, 1997; Stary, 1998; Pasternack, 1999; Van Dyck, 2001; Koenig, 
2004). Van Dyck et al. (2001) compararam o desempenho da PCR 
(Roche), DAS (Becton Dickinson) e LCR (Abbott) quanto à detec- 
ção de C. trachomatis em 396 amostras de swab endocervical (50 delas 
com cultura positiva). Esses pesquisadores relataram sensibilidades e 
especificidades de 98, 94 e 90%, bem como de 98, 100 e 98,6%, respec- 
tivamente. Um recente estudo comparativo de SDA e PCR em tem- 
po real encontrou uma concordância geral de 91,2% (Koenig, 2004). 
Notavelmente, os resultados de SDA com pontuação MOTA (method- 
-other-than-acceleration, outro método que não o da aceleração) entre 
2.000 e 9.999 (indeterminada) não foram reproduziveis e tenderam a 
apresentar resultados falso-positivos de PCR e cultura. Os dados dis- 
poníveis sugerem que pode ser esperado um desempenho comparável 
de vários sistemas utilizados na detecção de C. trachomatis, advertindo 
que os resultados “indeterminados” (p. ex., escores MOTA entre 2.000 
e 9.999) devem ser submetidos à repetição dos testes ou à realização de 
testes confirmatórios. 

É possível utilizar uma única amostra para detectar ambos, C. tracho- 
matis e N. gonorrhoeae, utilizando PCR (Roche), SDA (Becton Dickin- 
son) ou TMB (Gen-Probe) (Vincelette, 1999; Koenig, 2004; Van Dyck, 
2001). Todos esses métodos foram descritos como sendo mais sensíveis 
do que a cultura (88,9-95,2% vs 69,8%, respectivamente) na detecção 
de N. gonorrhoeae em amostras cervicais (Kehl, 1998; Van Dyck, 2001). 
Assim como para C. trachomatis, resultados falso-positivos para N. go- 
norrhoeae também foram relatados para amostras com escores MOTA 
baixos (2.000 a 9.999) determinados por SDA, sugerindo a necessidade 
de realizar testes confirmatórios (Koenig, 2004). Esses achados, aliados 
à potencial geração de resultados falso-positivos pelo Amplicor PCR 
(Roche) em presença de Neisseria subflava, enfatizam uma contínua 
necessidade de refinamento dessas tecnologias (Farrell, 1999a). 

A PCR também foi aplicada e rendeu excelentes resultados na detec- 
ção de agentes causadores de meningite bacteriana (Bryant, 2004; Pa- 
rent du Chatelet, 2005; Robbins, 2005), Escherichia coli e Shigella spp. 
enteropatogênicas (Aranda, 2004), bem como agentes de bioterroris- 
mo (p. ex., Bacillus anthracis) (Bode, 2004; Cockerill, 2004). A apli- 


cação da PCR em tempo real para detecção de S. aureus em amostras 
de swab nasal mostrou-se um método rápido, acurado e custo-efetivo 
de identificação de indivíduos portadores desse organismo para in- 
tervenção pré-operatória (Shrestha, 2003a). Similarmente, a PCR em 
tempo real tem se mostrado útil para a detecção de SAMR e EVR, im- 
portantes patógenos nosocomiais (Diekema, 2004; Warren, 2004). A 
detecção precoce e acurada de indivíduos portadores de SAMR e EVR 
é necessária à focalização do isolamento e para as estratégias preven- 
tivas. A aplicação da PCR em tempo real para detecção de transpor- 
te (swab retal ou fezes) de EVR (PCR vanA e vanB), em um hospital 
universitário, reduziu o tempo médio de detecção dos organismos em 
pacientes hospitalizados de 3,4 dias para 1,3 dia, além de ter possibi- 
litado o isolamento mais precoce de pacientes portadores de EVR e a 
liberação mais rápida dos pacientes sob tratamento prolongado e nos 
centros de reabilitação (Diekema, 2004). 

Foram descritos ensaios de PCR capazes de amplificar genes de RNA 
ribossômico (rRNA, rDNA) a partir de essencialmente qualquer bacté- 
ria e de uma ampla gama de amostras clínicas. Esses ensaios agora são 
regularmente aplicados na microbiologia clínica e para casos de doen- 
ças infecciosas (Clarridge, 2004; Tang, 1998). Foi demonstrado que o 
rápido sequenciamento dos produtos amplificados e a comparação dos 
dados da sequência obtida às sequências existentes em um banco de da- 
dos de DNA constituem uma ferramenta poderosa para identificação 
de uma ampla variedade de microrganismos (Tang, 1998; Goldenber- 
ger, 1997; Hall, 2003a, 2003b, 2004a; Clarridge, 2004). Essa abordagem 
também se mostrou útil para a detecção e identificação de patógenos 
previamente não reconhecidos ou não cultivados (Fredericks, 1996; 
Clarridge, 2004; Cockerill, 2004). A PCR de gama ampla, aliada à tec- 
nologia de arranjo molecular, aumenta ainda mais as capacidades da 
microbiologia molecular diagnóstica (Belgrader, 1998; Marshall, 1998; 
Clarridge, 2004; Kolbert, 2004; Maiwald, 2004; Stóver, 2004). 


Detecção de fungos 


A infecção fúngica invasiva constitui um problema importante que 
afeta o mundo inteiro (Lin, 2001b; Marr, 2002; Pfaller, 2004b; Walsh, 
2004). Infecções graves com risco de vida estão sendo descritas com 
um conjunto cada vez maior de patógenos, incluindo as espécies co- 
nhecidamente oportunistas C. albicans, C. neoformans e Aspergillus 
fumigatus (Pfaller, 2004b; Walsh, 2004). A infecção fúngica sistêmica 
é difícil de diagnosticar no devido tempo e isso pode contribuir para a 
elevada mortalidade associada (Yeo, 2002). 

A PCR foi estudada de forma mais detalhada para o diagnóstico de 
candidemia e aspergilose invasiva (Bougnoux, 1999; Latge, 1999; Yeo, 
2002; Kawazu, 2004; Musher, 2004). As amostras clínicas incluem soro 
ou sangue total (Candida e Aspergillus), e amostras respiratórias (es- 
carro ou BAL) para detecção de aspergilose (Yeo, 2002; Kawazu, 2004; 
Musher, 2004). As sequências-alvo variam amplamente, contudo, é 
mais comum incluirem genes ribossômicos (rRNA 18S) ou regiões es- 
paçadoras transcritas internas (ITS, internal transcribed spacer) (Iwen, 
2002; Yeo, 2002). As sensibilidades variam em uma faixa de 78 a 100% 
para candidíase, e de 33 a 100% em pacientes com aspergilose invasiva 
comprovada (Yeo, 2002). As especificidades variam sobretudo na PCR 
para aspergilose, em que os resultados falso-positivos possivelmente 
obtidos quando o BAL é testado se devem à presença temporária de 
conídias no trato respiratório. Talvez, seja preferível utilizar soro ou 
plasma a amostras respiratórias, pois a contaminação com conídias é 
bem menos provável. Recentemente, demonstrou-se que a combina- 
ção da PCR quantitativa ao teste de detecção do antígeno galactomano- 
se utilizando amostras de BAL resulta na melhora da sensibilidade e da 
especificidade, quando se compara ao observado em cada teste isolado, 
no diagnóstico da aspergilose pulmonar invasiva (Musher, 2004). Do 
mesmo modo, o teste de detecção de antígeno e a PCR em tempo real 
utilizando soro mostraram-se úteis na triagem semanal da aspergilose 
invasiva em pacientes com distúrbios hematológicos (Kawazu, 2004). 

Como no caso das bactérias, a combinação da PCR de gama ampla 
para amplificação de um produto (p. ex., rDNA 18S) oriundo de todos 
ou da maioria dos fungos mais comumente associados à infecção hu- 
mana é uma estratégia potencialmente importante (Van Burik, 1998; 
Yeo, 2002). Foi demonstrado que a amplificação seguida de análise 
com endonuclease de restrição, sequenciamento ou hibridização a uma 
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viáveis em uma tentativa de ampliar o diagnóstico das infecções fúngi- 
cas (Van Burik, 1998; Chemaly, 2004). No momento, embora relatos 
promissores continuem a surgir (Lin, 200la), a PCR para diagnóstico 
de infecção fúngica invasiva não é utilizada extensivamente no cenário 
clínico. Além disso, não foi demonstrado de modo convincente que a 
PCR pode compensar as limitações da cultura no diagnóstico rápido 
de infecções fúngicas invasivas em hospedeiros imunocomprometidos. 
A PCR em tempo real e as plataformas de microarranjo acopladas à 
detecção de antígenos fúngicos provavelmente serão necessárias para 
causar um impacto significativo sobre esse problema diagnóstico. 


Detecção de parasitas 


Em laboratórios clínicos, o diagnóstico da infecção por numerosos 
protozoários parasitas depende do exame microscópico de fezes, teci- 
dos, sangue ou esfregaços de medula óssea. No caso de Giardia lamblia, 
Entamoeba histolytica e Cryptosporidium parvum, a detecção do antí- 
geno nas fezes representa uma alternativa. O exame microscópico das 
amostras consome tempo, requer habilidade considerável e apresenta 
sensibilidade limitada para amostras que contêm poucos organismos 
(Petri, 2004). Do mesmo modo, a cultura é um método impraticável 
para a maioria das infecções parasíticas, em razão da grande variedade 
de potenciais patógenos e às condições altamente especializadas reque- 
ridas por cada tipo de organismo (Visvesvara, 2002). Dadas as limita- 
ções dos métodos convencionais, poderia parecer que a parasitologia 
oferece uma oportunidade ainda melhor de introduzir as técnicas de 
diagnóstico molecular, se comparada às demais áreas da microbiolo- 
gia, nas quais os métodos convencionais são bem mais produtivos (Pe- 
tri, 2004). Apesar desses aspectos, além do fato de que o conhecimento 
parasitológico vem declinando em muitos laboratórios clínicos locali- 
zados na América do Norte, o teste molecular para doenças parasitá- 
rias tem se desenvolvido de forma lenta. Para ser prático, o teste mole- 
cular parasitológico deve ser simples e custo-efetivo, bem como capaz 
de detectar múltiplos parasitas distintos em uma dada amostra (Petri, 
2004). Essas demandas, aliadas à percepção de que o mercado existente 
para esses testes é pequeno fora dos países pouco desenvolvidos, têm 
conspirado para limitar o desenvolvimento nessa área. 

Notavelmente, a aplicação da PCR pode melhorar a detecção de 
protozoários parasitas no material clínico. A amplificação por PCR 
de pequenas subunidades de rRNA de Plasmodium revelou-se mais 
sensível do que o exame microscópico de esfregaços de sangue por 
microscopistas experientes no diagnóstico da malária falcípara, bem 
como no monitoramento da resposta ao tratamento (Ciceron, 1999; 
Moody, 2002). A amplificação por PCR em tempo real de uma su- 
bunidade do gene de rRNA 18S mostrou-se sensível e específica na 
detecção de quatro espécies de Plasmodium (Plasmodium falciparum, 
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale) no san- 
gue (Rougemont, 2004). A quantificação do número de parasitas por 
OCR em tempo real revelou um rápido declínio da parasitemia em 
resposta à terapia, paralelamente ao que foi observado por micros- 
copia (Rougemont, 2004). Resultados similarmente encorajadores 
foram obtidos na detecção de Babesia spp. no sangue e de parasitas 
Leishmania na medula óssea e no sangue (Krause, 1996; Katakura, 
1998; Cascio, 2002). A detecção de DNA de Toxoplasma gondii em 
amostras de líquido amniótico pode facilitar o rápido diagnóstico de 
um caso de toxoplasmose congênita (Gratzl, 1998; Costa, 2001). Es- 
se método foi aplicado a amostras de LCE para diagnóstico de toxo- 
plasmose cerebral em pacientes HIV-positivos (Julander, 2001), bem 
como a amostras de sangue para detecção precoce da reativação de 
T. gondii em receptores de transplante de células-tronco (Chandra- 
sekar, 2005; Martino, 2005). Também foi descrita a aplicação da PCR 
na detecção de parasitas intestinais, incluindo Entamoeba histolytica, 
Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia e microsporídios (Haque, 
1998; Morgan, 1998; Franzen, 1999; Ghosh, 2000; O'Connor, 2004). 
Embora ainda não haja sistemas de amplificação comerciais disponí- 
veis para diagnóstico de doenças parasitárias, espera-se que os méto- 
dos moleculares substituam gradualmente o diagnóstico morfológico, 
com consequente melhora dos resultados do paciente à medida que as 
doenças parasitárias vão sendo diagnosticadas com acurácia e sensibi- 
lidade e, em seguida, devidamente tratadas (Petri, 2004). 


Identificação de culturas 


A sensibilidade dos métodos baseados na amplificação facilita a sua 
aplicação na detecção direta de genomas patógeno-específicos em 
material clínico. Contudo, esses métodos também são valiosos para 
a identificação de micróbios cultivados. Uma reação de amplificação 
espécie-específica pode identificar uma única espécie de particular 
importância, como MTBC (Shrestha, 2003b). Alternativamente, uma 
reação de amplificação pode ser planejada para ter um alvo gênero-es- 
pecífico ou “universal”, sendo possível empregar a digestão com en- 
donuclease de restrição, hibridização com múltiplas sondas ou deter- 
minação de sequência de amplicon para identificar e discriminar uma 
variedade de espécies (Watterson, 2000; Tortoli, 2001; Hall, 2003a, 
2003b, 2004b; Clarridge, 2004). A identificação de culturas por am- 
plificação, a princípio, aplicava-se principalmente às micobactérias de 
crescimento lento (Hall, 2003a; Tortoli, 2001; Watterson, 2000), no 
entanto, também possui aplicações para outros patógenos não usuais 
(Hall, 2003b, 2004b; Clarridge, 2004). Uma escolha lógica e conve- 
niente para um laboratório que utiliza a amplificação para detecção 
direta é empregar a mesma tecnologia para identificação de culturas 
sempre que possível (Clarridge, 2004). 

A amplificação espécie-específica tem sido aplicada na identifica- 
ção rápida de culturas de M. tuberculosis, M. avium e M. intracellula- 
re (Tortoli, 1998; Ninet, 1999; Watterson, 2000; Shrestha, 2003b). A 
aplicação dessas abordagens a frascos BACTEC positivos com leituras 
de baixo índice de crescimento pode reduzir em 2 ou 3 dias o tem- 
po necessário para confirmação do diagnóstico de tuberculose. Como 
ocorre no caso de outras bactérias, o sequenciamento dos genes de rR- 
NA 16S pode ser utilizado para identificar com segurança espécies de 
micobactéria (Watterson, 2000). A amplificação da região espaçadora 
ribossômica 165-23S com subsequente hibridização por meio da liga- 
ção de sondas a uma tira de nylon (INNO LiPA, Innogenetics) consti- 
tui o fundamento do método à base de kit comercial para identificação 
de nove espécies distintas de micobactéria (Watterson, 2000; Tortoli, 
2001). Outra opção é o ensaio de PCR com enzima de restrição (PRA, 
PCR restriction enzyme assay), no qual uma parte do gene hsp 65 é am- 
plificada e subsequentemente digerida em duas digestões isoladas, rea- 
lizadas por enzimas de restrição, com os fragmentos sendo analisados 
por eletroforese em gel de agarose (Watterson, 2000). Essa abordagem 
foi empregada na identificação de 34 espécies e subespécies de mico- 
bactérias (Devallois, 1997). Foi relatado que a PCR multiplex permite 
diferenciar entre MTBC, M. avium e outras micobactérias com uma 
única reação de PCR (Cormican, 1995; Kulski, 1995). 

A PCR multiplex também foi aplicada na confirmação rápida da to- 
xogenicidade de isolados de E. coli verocitotoxigênicos (Paton, 1998; 
Aranda, 2004). A amplificação e a análise da sequência do gene de rR- 
NA 16S mostrou-se bastante útil para identificar cepas mal descritas, 
raramente isoladas ou que exibem fenótipo aberrante (Tang, 1998; 
Clarridge, 2004). Em seu estado atual, a análise da sequência de rRNA 
16S permite uma identificação bacteriana mais robusta, reproduzível 
e acurada do que aquela proporcionada pelo teste fenotípico. A dis- 
ponibilização de técnicas de sequenciamento aprimoradas, bancos de 
dados maiores e mais confiáveis, bem como de kits e softwares mais 
prontamente acessíveis fazem dessa tecnologia uma alternativa mais 
competitiva às técnicas de identificação microbiana de rotina para al- 
guns grupos de organismos (Clarridge, 2004). Considerações técnicas 
e de custo (na faixa de U$ 38-144/isolado) limitam o uso disseminado 
da análise da sequência do gene de rRNA 16S. O acoplamento da PCR 
de gama ampla à análise de microarranjo de amplicon pode tornar 
essa tecnologia mais amplamente aplicável nos laboratórios de micro- 
biologia no futuro (Troesch, 1999; Stóver, 2004). 


Detecção de resistência antimicrobiana 


A resistência dos micróbios aos agentes antimicrobianos constitui 
um dos principais problemas de saúde pública da década atual. Os 
métodos moleculares têm contribuído de maneira substancial para 
nossa compreensão acerca da genética e da disseminação dos deter- 
minantes da resistência antimicrobiana. Esses métodos também têm o 
potencial de contribuir para a detecção imediata da resistência no ce- 
nario clínico (Tab. 62.7) (Bergeron, 1998; Fluit, 2001; Diekema, 2004; 


Tabela 62.7 Aplicação de métodos moleculares para detecção de 
resistência antimicrobiana 


Organismo(s) 


Estafilococos 


Enterococos 


Streptococcus 
pneumoniae 


Enterobacteriaceae 


Mycobacterium 
tuberculosis 


Helicobacter pylori 


Neisseria 
gonorrhoeae 
Candida albicans 


Herpesvírus 


HIV 


Agente(s) 
antimicrobiano(s) 


Meticilina ou 
oxacilina 
Aminoglicosídeos 
Macrolídeos 
Fluoroquinolonas 
Mupirocina 
Vancomicina 
Vancomicina 
Aminoglicosideos 
B-lactâmicos 
Fluoroquinolonas 


Macrolideos 
B-lactâmicos 


Fluoroquinolonas 


Aminoglicosídeos 
Rifamicinas 


Isoniazida 


Etambutol 
Estreptomicina 


Macrolideos 


Fluoroquinolonas 


Azol 


Equinocandinas 


Flucitosina 


Aciclovir e 
farmacos correlatos 


Foscarnet 


Nucleosideos 
inibidores da TR 


Inibidores de 
protease 


Gene(s) 


mecÃ 


aac(6’)-letaph(2’) 
erm, mef, mst 
Mutações pontuais 
em gyrA, grlA 
mupA 

vanA 

vanA, -B, -C, -D, 
-E, -G 

aac, aph, ant 
phblA, -2V, -2X 
Mutações pontuais 
em gyrA e -B, 
parC e -E 

erm, mef 

blarey, Dlaguy 


Mutações pontuais 
em gyrA e -B, 
parC e -E 

ant, aac 

Mutações pontuais 
em rpoB 


Mutações pontuais 
em katG, inhA e 
ahpC 

Mutações pontuais 
em embB 
Mutações pontuais 
em rps and rrs 
Mutações pontuais 
em rDNA 235 


Mutações pontuais 
em gyrA e parC 
Mutação em erg11; 
superexpressão 

de ERG11, MDR1, 
CRD1 e-2 


Mutações pontuais 
nos genes FKS 
Mutações pontuais 
no gene da uracil 
fosforribosil 
transferase 
Mutações ou 
deleções no gene 
TK (timidina 
quinase) 

Mutações pontuais 
no gene da DNA 
polimerase 
Mutações pontuais 
no gene TR 


Mutações pontuais 
no gene PROT 


Método 
de detecção 


PCR, sonda, DNA 


PCR, sonda 
PCR, sonda 

PCR e 
sequenciamento 
PCR 

PCR 

PCR, sonda 


PCR, sonda 

PCR 

PCRe 
sequenciamento 


PCR 

PCR, sonda, 
sequenciamento 
PCRe 
sequenciamento 


Sonda, PCR 
PCR and SSCP; 
PCRe 
sequenciamento 
PCRe 
sequenciamento 


PCR and SSCP 


PCRe 
sequenciamento 
PCR e linha-sonda 
(LIPA) ou 
sequenciamento 
PCRe 
sequenciamento 
PCRe 
sequenciamento; 
RT-PCR 
quantitativa; 
Northern blot 
PCR e 
sequenciamento 
PCRe 
sequenciamento 


PCRe 
sequenciamento 


PCR e 
sequenciamento 


PCR e 
sequenciamento; 
PCR e LiPA 

PCR e 
sequenciamento 


SSCP = polimorfismo conformacional de fita única; TK = tirosina quinase; TR = trans- 
criptase reversa; PROT = protease. 


Tenover, 2004). O teste de suscetibilidade antimicrobiana convencio- 
nal padronizado depende do crescimento e requer uma cultura pura 
de patógenos de, no mínimo, 18 a 24 horas antes da disponibilização 
do resultado. Sistemas automatizados rápidos, como o VITEK, po- 
dem fornecer resultados em algumas horas quando se trata de alguns 
organismos. No entanto, esses sistemas podem ser menos capazes de 
detectar mecanismos de resistência que requeiram um período de in- 
dução na presença de antibiótico antes da expressão da resistência. 

No caso da resistência de estafilococos à meticilina/oxacilina, a resis- 
tência pode ser expressa de forma bastante heterogênea, em particu- 
lar no caso dos estafilococos coagulase-negativos, de modo que talvez 
seja difícil detectar uma resistência antimicrobiana clinicamente rele- 
vante por meio dos testes de suscetibilidade padronizados. Por causa 
dessas dificuldades, a detecção molecular do gene mecA é considerada 
o método de referência contra o qual os demais métodos fenotípicos 
são comparados. Sondas de PCR, bDNA e de ciclagem foram extensi- 
vamente investigadas para fins de aplicação na detecção rápida da re- 
sistência estafilocócica à meticilina (Vannuffel, 1995; Marshall, 1997; 
Kolbert, 1998; Ramotar, 1998; Bekkaoui, 1999; Diekema, 2004; Te- 
nover, 2004; Warren, 2004). Já está sendo comercializado um ensaio 
de PCR em tempo real para detecção rápida de SAMR, diretamente 
a partir de amostras de swab nasal (IDI-MRSA, Infectio Diagnostic). 
Esse ensaio fornece resultados em 1,5 horas, com uma sensibilidade 
de 92% e uma especificidade de 94%, em comparação aos métodos à 
base de cultura (Warren, 2004). A aplicação dessa estratégia de teste 
deve propiciar o uso mais eficiente e efetivo das fontes de controle de 
infecção para controlar SAMR em estabelecimentos de assistência à 
saúde (Diekema, 2004; Warren, 2004). 

A detecção de resistência a fármacos é especialmente problemática 
em patógenos de crescimento lento, como M. tuberculosis, nos quais 
pode haver um intervalo de semanas entre a submissão da amostra e 
o relato final de suscetibilidade antimicrobiana. Durante muitos anos, 
esse retardo não era considerado um problema significativo, pois a 
incidência de tuberculose estava declinando e a resistência antimicro- 
biana era uma ocorrência incomum. Os testes de suscetibilidade eram 
realizados primariamente para confirmação da suscetibilidade e mo- 
nitoramento da emergência de resistência. Desde o final da década de 
1980, a orientação laboratorial no devido tempo para fins de terapia 
da tuberculose tornou-se essencial por numerosos motivos (Watter- 
son, 2000). Estes incluem o ressurgimento da tuberculose ao âmbito 
global (inclusive em muitos países desenvolvidos); a emergência e dis- 
seminação da resistência antimicrobiana no MTBC; e a emergência 
de uma população substancial de indivíduos com síndrome da imu- 
nodeficiência adquirida (AIDS), nos quais a tuberculose pode evoluir 
rapidamente para a morte na ausência de terapia adequada. Além do 
aprimoramento da detecção de MTBC, foram desenvolvidos métodos 
rápidos fenotípicos e genotípicos para auxiliar na triagem de mutações 
promotoras de resistência a fármacos (Watterson, 2000). A amplifica- 
ção por PCR de sequências de DNA a partir dos genes rpoB (resistên- 
cia à rifampina) e katG, inhA e ahpC (resistência à isoniazida), seguida 
da detecção de mutações associadas à resistência por sequenciamento 
ou polimorfismo conformacional de fita única, apresenta alta sensibi- 
lidade para detecção de resistência à rifampina (> 96%) e isoniazida 
(87%) (Tab. 62.7) (Telenti, 1997; Tenover, 2004). O ensaio INNO Li- 
PA Rif. TB (Innogenetics) emprega as tecnologias de amplificação e 
hibridização de linha-sonda para simultaneamente identificar MTBC 
e triar mutações determinantes de resistência à rifampina diretamen- 
te em amostras respiratórias esfregaço-positivas e isolados cultivados 
(Rossau, 1997). Sugeriu-se uma aplicação semelhante para a PCR aco- 
plada aos microarranjos de DNA de alta densidade (Troesch, 1999; 
Fluit, 2001). O reconhecimento rapido de cepas resistentes do MTBC 
a agentes antimicrobianos é importante para a prevenção da dissemi- 
nação da infecção produzida por essas cepas em pacientes suscetíveis e 
em profissionais da área de saúde. 

Os métodos moleculares são aplicáveis à detecção de farmacorre- 
sistência em um espectro de organismos que vai além do MTBC e do 
SAMR (Tab. 62.7) (Tenover, 2004; Fluit, 2001). Há relatos de detec- 
ção de resistência enterocócica à vancomicina, resistência pneumocó- 
cica à penicilina, resistência gonocócica à fluoroquinolona e presença 
de TEM B-lactamases em bacilos Gram-negativos (Jones, 1997; Berge- 
ron, 1998; Cockerill, 1999; Fluit, 2001; O Neill, 1999; Diekema, 2004; 
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genos com resisténcia especifica pode se mostrar bastante custo-efeti- 
va. Foi demonstrado que o uso da PCR em tempo real para detecção 
de EVR reduz em quase 2 dias a duração da internação dos pacientes 
submetidos à assistência de longa duração, propiciando uma econo- 
mia anual estimada em U$ 205.000,00 (Diekema, 2004). 

A detecção da resistência a agentes antivirais está adquirindo im- 
portância crescente, uma vez que a resistência a fármacos passou a ser 
considerada uma barreira significativa à quimioterapia efetiva de nu- 
merosas infecções virais. A detecção fenotípica de farmacorresistência 
no HIV é uma tarefa complexa e demorada, portanto, impraticável na 
maioria das situações clínicas (Petropoulos, 2004). Mutações específi- 
cas afetando o gene codificador da transcriptase reversa (TR) do HIV-1 
e o gene da protease estão associadas à resistência aos agentes antirre- 
trovirais, e são imediatamente detectadas por uma variedade de mé- 
todos moleculares (Caliendo, 2004). Em seguida à transcrição reversa 
e à PCR de amplificação de todo o gene codificador de protease e da 
maior parte do gene da transcriptase reversa, os produtos amplificados 
podem ser analisados por meio de um entre vários métodos, incluin- 
do sequenciamento automatizado, hibridização de DNA empregando 
microarranjos de alta densidade e hibridização reversa por ensaio de 
sondas em linhas paralelas (LiPA, line probe assay) (Caliendo, 2004). 
O LiPA comercialmente disponível é projetado para detectar mutações 
associadas à resistência em códons pré-selecionados nos genes RT e 
de protease (Caliendo, 2004). Embora esse método facilite a detecção 
mais rápida de mutações associadas à resistência, não fornece infor- 
mações sobre toda a sequência genética-alvo e, assim, talvez não seja 
ideal para todas as mutações significativas (Puchhammer-Stockl, 1999; 
Caliendo, 2004). Os ensaios genotípicos requerem, além da detecção 
de mutações determinantes de resistência, a interpretação de como tais 
mutações alteram a suscetibilidade do HIV-1 aos fármacos. Dadas as 
complexidades desse processo, é importante que tanto os aspectos téc- 
nicos como os aspectos interpretativos do teste sejam padronizados. 

Os métodos moleculares para detecção de resistência podem ser apli- 
cados diretamente às amostras clínicas e, portanto, podem ser apro- 
priados para as bactérias de crescimento lento, em particular nas situ- 
ações clínicas urgentes, bem como para a detecção de resistência em 
vírus (Tenover, 2004). Além disso, esses métodos são aplicáveis a orga- 
nismos inviáveis e podem reduzir o risco biológico associado à mani- 
pulação de patógenos viáveis, como M. tuberculosis. Os métodos mole- 
culares também podem conferir vantagens particulares em relação aos 
mecanismos de resistência que são expressos somente após um perío- 
do de indução prolongado, uma vez que os métodos fenotípicos nem 
sempre são suficientemente confiáveis ou realizados no devido tempo 
nesses casos. Apesar das numerosas vantagens, é improvável que os 
métodos moleculares venham a substituir a detecção fenotípica da re- 
sistência na maioria das situações clínicas, em um futuro próximo. 

Os métodos moleculares para detecção de resistência antimicrobia- 
na são limitados em diversos aspectos (Bergeron, 1998; Fluit, 2001). 
Primeiro, a ausência de um gene determinante de resistência conhe- 
cido não exclui a possibilidade de haver resistência determinada por 
outro mecanismo. Em termos práticos, a detecção molecular de re- 
sistência antimicrobiana baseia-se na detecção de genes individuais 
bem caracterizados em um gênero ou espécie em que sua ocorrência 
é esperada. Os métodos moleculares específicos para um mecanismo 
de resistência não irão detectar novos mecanismos emergentes de re- 
sistência. Além disso, é improvável que esses métodos se apliquem 
à detecção da expressão de genes de resistência em espécies onde o 
gene não tenha sido previamente observado. Ademais, o número já 
significativo de mutações pontuais ou genes determinantes de resis- 
tência, bem como a natureza bastante trabalhosa dos atuais métodos 
de amplificação impedem qualquer tipo de “inspeção molecular” para 
detecção de resistência. Em contraste, o teste de suscetibilidade de ba- 
se fenotípica possibilita realizar uma “inspeção” prática para detecção 
dos mecanismos de resistência por meio do teste simultâneo de di- 
versas classes de agentes antimicrobianos contra um dado patógeno. 
A tecnologia do microarranjo de DNA acoplada às técnicas de ampli- 
ficação automatizadas tem o potencial de tratar dessa questão (Grim, 
2004; Zhou, 2004). Entretanto, o desenvolvimento de microarranjos 
contendo uma ampla gama de marcadores de resistência aplicáveis a 
diversas espécies representa um desafio considerável, que requer um 


conhecimento bem mais amplo sobre os mecanismos de resistência 
do que o disponível no momento (Fluit, 2001). Uma segunda limita- 
ção está associada ao fato de a presença de um gene determinante de 
resistência antimicrobiana não necessariamente resultar na expressão 
de um fenótipo de resistência. A E. coli, por exemplo, possui um gene 
cromossômico codificador de B-lactamase análoga do AmpC que, no 
entanto, quase nunca se expressa, e declarar um isolado clínico como 
sendo “resistente” a agentes B-lactâmicos com base na detecção mo- 
lecular do gene AmpC impediria o uso de diversos agentes de eficácia 
comprovada. Em princípio, essa limitação pode ser transposta se os 
ensaios de detecção de mRNA forem utilizados preferencialmente pa- 
ra detecção de genes cromossômicos. De fato, trata-se de uma área de 
investigação ativa em que os perfis de expressão genética são utiliza- 
dos para detectar a farmacorresistência e determinar os mecanismos 
de ação dos agentes antimicrobianos, bem como para descobrir novos 
alvos para os fármacos (Sturtevant, 2000; Frade, 2004; Hutter, 2004; 
Karababa, 2004). Parece que, no momento, os métodos moleculares 
para detecção de resistência antimicrobiana continuarão servindo 
como ferramentas de investigação, descoberta e desenvolvimento de 
fármacos, e para laboratórios de referência que conduzem estudos de 
monitoramento dos mecanismos de resistência, bem como estudos 
sobre o desempenho dos métodos fenotípicos. 


Epidemiologia molecular 


Atualmente, há uma considerável variedade de ferramentas molecu- 
lares para uso epidemiológico (Tab. 62.8) e, em particular, têm prolife- 
rado os métodos baseados na amplificação (Hanage, 2004; Mathema, 
2004; Rademaker, 2004; Soll, 2004). Uma exaustiva consideração dos 
méritos relativos dessas abordagens foge ao escopo deste capítulo. É 
importante enfatizar que nenhuma técnica é universalmente aplicável, 
e a escolha de uma aplicação em particular está relacionada à espécie 
estudada, ao foco da questão proposta e à conveniência da técnica (Soll, 
2000, 2004). As técnicas de tipagem molecular são úteis para respon- 
der às questões referentes à clínica e ao controle da infecção, e não se 
limitam ao uso na pesquisa. Exemplificando, algumas dessas questões 
poderiam ser: o esclarecimento do significado de múltiplos isolados 
de Staphylococcus epidermidis oriundo de um determinado paciente e 
a predição da resposta ao interferon na infecção pelo vírus da hepatite 
C. Evidências moleculares da identidade entre isolados de S. epidermidis 
obtidas a partir de culturas em diferentes momentos sugerem que o iso- 
lado é clinicamente importante. Além disso, essas evidências também 
mostraram que os genótipos 1b e la de HCV parecem menos propen- 
sos a responder ao interferon do que os outros genótipos (Martinot- 
Peignoux, 1998; Vandelli, 1999). As técnicas moleculares são igualmen- 
te úteis para a detecção da emergência e disseminação das cepas de um 
organismo que apresenta padrões inusitados de farmacorresistência ou 
patogenicidade, determinação da eficácia dos procedimentos de con- 
trole da infecção e definição da fonte de surtos de infecção relacionada a 
alimentos ou produtos terapêuticos (Diekema, 2003). 


Métodos de tipagem molecular 
DNA-dependentes 


A literatura relacionada à tipagem molecular DNA-dependente — e 
particularmente à tipagem por amplificação — se transformou em uma 
confusão de acrônimos e variáveis sutis. Para impor alguma estrutura 
nessa área, é útil considerar dois aspectos relativos a cada método: a 
abordagem técnica (amplificação, enzima de restrição, sonda ou uma 
mistura de todos) e o princípio (uma foto instantânea arbitrária do 
cromossomo ou o enfoque nas sequências que evoluem rapidamen- 
te). Os métodos de tipagem à base de DNA fundamentam-se na diver- 
gência progressiva apresentada pela sequência de células bacterianas 
idênticas no decorrer de numerosas gerações de divisão celular. Quan- 
to mais similares forem as sequências de dois organismos isolados de 
pacientes distintos, maior é a probabilidade de que eles tenham se ori- 
ginado a partir de uma fonte comum em um passado recente. O grau 
de divergência existente entre os organismos pode ser observado ao 
longo de toda a sequência cromossômica. O maior grau de resolução 
para esse tipo de abordagem necessitaria do sequenciamento de todo 
o cromossomo. Entretanto, isso não seria prático. Por isso, a maioria 


Tabela 62.8 Métodos moleculares de tipagem epidemiológica de microrganismos 


Método Substrato 


Análise de plasmídeo DNA plasmidial 


Análise do DNA cromossômico por DNA cromossômico 
eletroforese convencional utilizando 


endonuclease de restrição 


Eletroforese em gel de campo pulsado DNA cromossômico 


Principais características 


Potencialmente instável, em razão da perda de 
plasmídeos. Pode ser intensificada pela digestão 
com endonuclease de restrição 


Amplamente aplicável. Numerosas bandas. Não 
admite análise por computador 


Aplicação ampla. Uso pouco frequente de enzimas 
de cortes de restrição para gerar grandes fragmentos 
de DNA (10-88 kb). Menor número de bandas. 


Exemplos 


Staphylococcus aureus, estreptococos 
coagulase-negativos, Klebsiella, Serratia, 
Enterobacteriaceae 


Enterococci, S. aureus, Clostridium 


difficile, Candida spp. 


Estafilococos, enterococos, 
Enterobacteriaceae, Pseudomonas, 
Candida 


Excelente reprodutibilidade e poder discriminatório. 
Equipamentos caros 


Análise de polimorfismo de comprimento DNA cromossômico 
de fragmento de restrição genômico 
utilizando sonda de DNA 

Métodos baseados na PCR: tipagem de 
espaçador por PCR de elemento repetitivo. 
Amplificação seletiva de fragmentos de 
restrição do genoma, tipagem baseada na 
sequência alélica de múltiplos locus 


DNA cromossômico 


Esquemas de hibridização genotípica com DNA cromossômico 
biblioteca de sondas: padrões de dot blot 
com sonda de múltiplos locus, padrões de 


oligonucleotídeo de alta densidade 


Ampla aplicação. Processo envolvendo múltiplas 
etapas. Admite análise por computador. Inclui a análise 
186110 de Mycobacterium tuberculosis e ribotipagem 
Amplamente aplicável. Execução rápida e 
moderadamente fácil. Extratos brutos e pequenas 
quantidades de DNA são suficientes 


Resultados ambíguos, do tipo sim/não. Poder de 
discriminação inferior ao dos demais métodos. 
Acoplamento à tecnologia de chip de DNA 


M. tuberculosis, Candida spp., 
Enterobacteriaceae, estafilococos, 
Pseudomonas 

Enterobacteriaceae, Acinetobacter, 
estafilococos, M. tuberculosis, virus 
da hepatite C 


Burkholderia cepacia, S. aureus, 
M. tuberculosis 


Esta tabela contém apenas exemplos de métodos e aplicações disponíveis, sem a pretensão de incluir todos os métodos e aplicações existentes. 


PCR = reação em cadeia da polimerase. 


dos métodos desenvolvidos tenta identificar a variação de sequência 
em pontos aleatoriamente distribuídos por todo o cromossomo. Es- 
se instantâneo fotográfico constitui a base do polimorfismo do com- 
primento do fragmento de restrição (RFLP), da eletroforese em gel 
de campo pulsado (PFGE, pulsed field gel electrophoresis) e da tipagem 
por amplificação com iniciadores arbitrários. A divergência sequencial 
não ocorre na mesma velocidade em todos os pontos do cromossomo. 
Elementos específicos do cromossomo são alterados mais rapidamente 
no que se refere à sequência nucleotídica ou ao número de cópias do 
elemento e à distribuição destas ao longo de toda a extensão cromos- 
sômica. Alguns exemplos de sequências que evoluem rapidamente são 
as sequências de inserção (Sql), transposons (Tn), sequências de repe- 
tição em tandem e integrons (In). Uma gama de métodos de tipagem 
explorou essas sequências altamente variáveis para estudar as relações 
existentes entre os micróbios. Alguns métodos utilizam uma combina- 
ção de digestão cromossômica integral seguida de sondagem para de- 
tecção de sequências de cópias múltiplas. As variáveis críticas a serem 
consideradas em relação à escolha de um método de tipagem para uma 
aplicação em particular são sua reprodutibilidade (tanto intra como 
interlaboratorial), poder de discriminação, velocidade, conveniência e 
custo (Soll, 2000). Cada vez mais, a inspeção visual e a avaliação quali- 
tativa dos padrões de formação de bandas produzidos por uma grande 
parte desses métodos de tipagem estão sendo complementadas pelo 
uso da análise quantitativa mais computadorizada. Além disso, estão 
surgindo estudos sobre os méritos relativos dos sistemas analíticos dis- 
poníveis (Gerner-Smidt, 1998; Olive, 1999; Soll, 2000, 2004; Barrett, 
2004). A habilidade de transferir rapidamente imagens digitalizadas 
dos padrões de formação de banda para um laboratório central, com o 
potencial de fornecer uma comparação rápida das cepas, bem como a 
adoção de convenções relativas à designação dos tipos são fatores con- 
siderados capazes de aumentar significativamente o poder dessas téc- 
nicas para fins de rastreamento da evolução e da disseminação de cepas 
específicas aos âmbitos nacional e internacional. Existem dificuldades 
consideráveis a serem enfrentadas em termos de padronização dos mé- 
todos de tipagem molecular (van Belkum, 1998). 

A análise de RFLP padrão com cortes enzimáticos frequentes pode 
gerar um número bastante significativo de bandas na eletroforese em 
gel. O método tem sido útil na tipagem de uma ampla variedade de 


organismos. Bingen et al. (1991), por exemplo, utilizaram RFLP pa- 
ra demonstrar que os isolados de Enterococcus faecium resistentes à 
vancomicina encontrados em um hospital francês não representavam 
a disseminação de uma única cepa resistente. Como a complexidade 
dos padrões de formação de banda dificulta a análise, esse método foi 
em grande medida substituído. 

Uma solução para a complexidade dos padrões consiste em identifi- 
car e analisar apenas um subgrupo de bandas contendo uma sequência 
específica que está presente em múltiplas cópias no genoma. Isso se 
torna possível quando as bandas de DNA são transferidas do gel de ele- 
troforese para uma membrana (Southern blotting) e por meio da subse- 
quente adição de sondas de DNA a essa membrana. A sequência de có- 
pias múltiplas em geral mais aplicável é o gene de rRNA. Esse processo 
— conhecido como ribotipagem — tem sido empregado no estudo das 
relações existentes entre as cepas de numerosas espécies. Além disso, 
estudos comparativos do valor da ribotipagem em relação aos métodos 
de tipagem tradicionais foram descritos para algumas espécies. Já está 
sendo comercializado um sistema rápido e totalmente automatizado 
que atua na ribotipagem com interpretação assistida por computador 
(Riboprinter, Qualicon, Wilmington, DE) (Pfaller, 2004c). Relatos in- 
dicam que o Riboprinter é mais discriminatório do que a PCR arbitra- 
riamente condicionada para Salmonella enterica (Hilton, 1998). Toda- 
via, em uma comparação do Riboprinter com a PFGE para tipagem de 
E. coli e Pseudomonas aeruginosa, esta última foi mais discriminatória 
(Pfaller, 1996). Foi sugerido que o Riboprinter pode ser útil como fer- 
ramenta de tipagem de primeira linha, porém, as cepas aparentemente 
indistinguiveis pela ribotipagem podem ser classificadas em grupos di- 
ferentes com auxílio da PFGE (Pfaller, 2001, 2004c). 

As sondas que se hibridizam a sequências de múltiplas cópias, exce- 
to rRNA 16S, são utilizadas de modo similar. Entre as mais estudadas 
dessas aplicações, está o uso de uma sonda para a sequência de in- 
serção 186110 destinada à tipagem do MTBC. Esse método é relativa- 
mente lento e apresenta limitado poder discriminatório para as cepas 
do MTBC com poucas cópias da sequência 156110 (Yuen, 1993). O 
método já está bem padronizado e se mostrou bastante informativo 
na definição da epidemiologia da tuberculose (van Embden, 1993; 
Bradford, 1998). Mais recentemente, foi descrito certo número de di- 
ferentes métodos de tipagem para MTBC destinados a complementar 
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de digestão de RFLP com sequências de múltiplas cópias polimórficas 
ricas em GC (PGRS, polymorphic GC-rich sequences) pode ser empre- 
gada na complementação da tipagem de IS6110 para cepas com baixo 
número de cópias de 1S6110 (Bradford, 1998). 

A PFGE permite obter um número de bandas adequado (10-20 
bandas) para a análise da maioria dos organismos (Allardet-Servent, 
1989; Goering, 2004). A PFGE emprega enzimas de restrição para cor- 
tar o DNA nas sequências pouco frequentes, produzindo um núme- 
ro limitado de fragmentos de DNA grandes. Essa abordagem requer 
forças de cisalhamento que evitam quebras aleatórias do cromossomo 
bacteriano durante a preparação do DNA para digestão. Para tanto, a 
bactéria é imersa em tampões de agarose antes da digestão da parede 
celular. Também é necessário utilizar um sistema de eletroforese ca- 
paz de separar fragmentos de DNA bastante grandes. Para que seja 
possível separar esses fragmentos, altera-se periodicamente a direção 
do campo elétrico operante na câmara eletroforética. A PFGE permite 
separar cromossomos inteiros, de modo que para as leveduras (orga- 
nismos eucariontes) torna-se possível gerar um cariótipo sem diges- 
tão por enzima de restrição. Há quem considere a PFGE o método 
mais amplamente aceito e aplicável para tipagem molecular. Foram 
propostos alguns princípios para a interpretação dos géis de PEGE, 
sendo que para diversos organismos este é de fato o método-padrão 
de tipagem molecular contra o qual os demais métodos são compa- 
rados (Tenover, 1995; Goering, 2004). Suas principais limitações são 
a velocidade relativamente lenta e o custo. Todavia, foram obtidos 
progressos no sentido de desenvolver protocolos rápidos para sua 
execução (Matushek, 1996; Goering, 2004). A PEGE é aplicável ao es- 
tudo da epidemiologia de muitos patógenos, incluindo SAMR (van 
Belkum, 1998), E. faecium vancomicina-resistente (Fridkin, 1998), 5. 
pneumoniae penicilina-resistente (Rudolph, 1998), Klebsiella pneumo- 
niae produtora de B-lactamase de espectro estendido (Liu, 1998), E. 
coli 0157 (Grif, 1998), Stenotrophomonas maltophilia (Sader, 1994), e 
Candida spp., para as quais é possível utilizar cariotipagem ou análise 
de RFLP (Cormican, 1996). 

A amplificação do DNA por PCR aplica-se à tipagem molecular de 
diversas formas (Hanage, 2004; Mathema, 2004; Rademaker, 2004). 
Uma das vantagens proporcionadas pelas estratégias de tipagem com 
PCR é a necessidade de utilizar apenas pequenas quantidades de DNA. 
Além disso, o DNA-modelo pode ser uma preparação bruta. Em ge- 
ral, esse tipo de preparação não é utilizado nos sistemas de enzima de 
restrição. Em seu aspecto mais simples, a tipagem baseada em PCR 
envolve o uso de um ou mais iniciadores genéricos sob condições não 
rigorosas, o que resulta na amplificação de múltiplos fragmentos de 
tamanhos variados. O número e o tamanho dos fragmentos ampli- 
ficados dependem da sequência do genoma microbiano, sendo que 
um padrão de formação de bandas tipo-específico é revelado por 
eletroforese em gel (NiRiain, 1994; Rademaker, 2004). Esse método 
(ou suas variações) — denominado como amplificação aleatória de 
DNA polimórfico (RAPD, random amplification of polymorphic DNA) 
ou fingerprinting de amplificação de DNA (DAF, DNA amplification 
fingerprinting) — possui ampla aplicabilidade a uma variedade de pa- 
tógenos contemporâneos, tais como Enterobacter cloacae e Neisseria 
meningitidis (NiRiain, 1994; Woods, 1994; Bart, 1998; Rademaker, 
2004). A reprodutibilidade dos padrões de formação de bandas uti- 
lizando iniciadores genéricos e sob condições não rigorosas pode ser 
problemática. Bandas fracas podem aparecer e desaparecer de uma 
corrida a outra. Entretanto, alguns grupos parecem ter vencido essas 
dificuldades (Bart, 1998). De uma forma geral, essas técnicas podem 
ser mais aplicáveis à caracterização rápida e preliminar de um peque- 
no número de cepas junto a uma dada instituição. 

Há também uma variedade de aplicações emergentes da PCR para 
tipagem bacteriana, que exploram a diversidade de sequências repe- 
titivas, tais como as sequências enterobacterianas de consenso inter- 
gênico repetitivas (ERIC-PCR, enterobacterial repetitive intergenic 
consensus-PCR) e as sequências palindrômicas extragênicas repetitivas 
(REPS, repetitive extragenic palindromic sequences). Essas abordagens 
se mostraram valiosas para a tipagem de Acinetobacter spp. e muitas 
espécies Gram-negativas distintas (Vila, 1996). A PCR também tem 
sido utilizada combinada à digestão com endonuclease de restrição 
do DNA cromossômico integral como tipagem por polimorfismo de 


comprimento de fragmento amplificado (AFLP, amplified fragment 
length polymorphism) (Ahmed, 2004). Nessa abordagem, há ampli- 
ficação de um subconjunto de fragmentos gerados por digestão do 
DNA cromossômico por cortes enzimáticos frequentes. No caso da 
E. coli, o uso de iniciadores marcados com fluorescência, o dimensio- 
namento preciso dos fragmentos em um sequenciador de DNA auto- 
matizado e a disponibilidade da sequência genômica completa para E. 
coli K-12 resultaram em um método de tipagem altamente sofisticado 
(Arnold, 1999). O conhecimento da sequência genômica inteira da 
cepa Rd de H. influenzae foi igualmente explorado com o intuito de 
desenvolver um método de tipagem por PCR que fosse baseado no 
número variável de sequências de repetição em tandem (VNTRs, va- 
riable number tandem repeat sequences) (van Belkum, 1997; Mathema, 
2004). A espoligotipagem do MTBC constitui outro método impor- 
tante de tipagem por PCR, que se baseia na amplificação de sequên- 
cias espaçadoras não repetitivas localizadas entre pequenas unidades 
repetitivas (Sola, 1998). 

A PCR também é utilizada para amplificar regiões do genoma mi- 
crobiano que se desenvolvem rapidamente, de modo a possibilitar 
a avaliação do grau de ligação por meio da avaliação dos produtos 
quanto à variação da sequência. Os sítios-alvo incluem as regiões es- 
paçadoras existentes entre os genes de rRNA em A. fumigatus e o gene 
da coagulase de S. aureus (Hookey, 1998; Radford, 1998). A variação 
da sequência pode ser investigada por meio da avaliação dos padrões 
de formação de banda produzidos na digestão do produto amplifica- 
do por ação de enzimas de restrição ou pelo sequenciamento do pro- 
duto da PCR. Métodos de tipagem similares se mostraram valiosos 
para a tipagem de vírus. A tipagem do HCV é de particular interesse, 
pois o genótipo viral é significativo para a predição da provável res- 
posta à terapia com interferon-a. À genotipagem do HCV se baseia 
mais frequentemente na detecção da variação da sequência na região 
conservada 5' não traduzida do genoma por RFLP, hibridização a son- 
das genótipo-específicas (Line Probe Assay, Innogenetics), sequencia- 
mento ou polimorfismo de comprimento de fragmento de clivagem 
(Murphy, 1994; Davidson, 1995; Stuyver, 1996; Seme, 1997; Sreevat- 
san, 1998). É reconhecido o potencial de haver classificações erradas 
de algumas cepas, quando a distinção é feita com base na diferença de 
um único nucleotídeo, sendo que para alguns subtipos também pode 
ser necessário determinar a sequência na região do core (Seme, 1997). 
Já foi relatado o sequenciamento direto do produto da PCR obtido 
com o kit Roche Amplicor, sendo que esta pode ser uma abordagem 
custo-efetiva para determinar o genótipo do HCV (Holland, 1998). 
Abordagens similares foram aplicadas à tipagem do HIV e outros ví- 
rus (Peltola, 1998). 

Os perfis de plasmídeo são agora bem menos amplamente emprega- 
dos na tipagem molecular do que já foram no passado, embora os estu- 
dos sobre DNA plasmidial continuem sendo importantes para a defini- 
ção da epidemiologia da disseminação dos mecanismos de resistência 
antimicrobiana. O estudo dos perfis plasmidiais aliado à tipagem ba- 
seada em DNA cromossômico revelou que, em certos casos, a dissemi- 
nação nosocomial de cepas resistentes a agentes antimicrobianos pode 
refletir a disseminação simultânea de cepas que abrigam um plasmídeo 
e de um plasmídeo de resistência entre cepas distintas (Liu, 1998). 


Tipagem molecular DNA-independente 


Vários métodos de tipagem não baseados em ácido nucleico foram 
aplicados aos estudos epidemiológicos. A eletroforese em gel de po- 
liacrilamida (PAGE) de proteínas é utilizada para diversas bactérias, 
contudo, não mais de forma ampla (Mulligan, 1988). A eletroforese 
de enzimas codificadas por múltiplos lócus (MLEE, multilocus enzyme 
electrophoresis) baseia-se na mobilidade eletroforética de certo núme- 
ro de enzimas informativas. As variações na mobilidade das enzimas 
constituem a base da tipagem. A MLEE é tecnicamente trabalhosa e 
pode ser considerada uma forma de examinar as relações existentes 
entre os organismos em uma escala temporal evolucionária mais lon- 
ga do que aquela abrangida pela inspeção visual dos padrões de for- 
mação de banda em muitos dos métodos de tipagem à base de DNA. 
O estudo da mobilidade eletroforética das enzimas informativas pode 
ser substituído pela determinação da sequência dos fragmentos am- 
plificados a partir dos genes codificadores das enzimas corresponden- 


tes — uma técnica conhecida como tipagem de sequência de múltiplos 
lócus (Vogel, 1998; Hanage, 2004). Com o uso da análise assistida por 
computador dos padrões de formação de bandas obtidos por meio 
dos métodos de tipagem ou dos dados da sequência de DNA, é possi- 
vel definir os graus de relação existentes entre os organismos ao longo 
de uma escala temporal evolutiva mais longa, de forma semelhante à 
MLEE (Bart, 1998; Arnold, 1999; Hanage, 2004). 


Padronizacao, controle de qualidade 
e teste de proficiéncia de métodos 


diagnósticos moleculares 


Assim como para toda a patologia diagnóstica, a qualidade dos re- 
sultados começa com a adequação da solicitação do teste, além da 
qualidade da coleta e do transporte da amostra. O laboratório de- 
ve fornecer aos clínicos as diretrizes que determinam quais tipos de 
amostra podem ser submetidos, como essas amostras devem ser co- 
letadas e armazenadas, e a janela temporal na qual o material deve ser 
entregue ao laboratório (ver Caps. 1 e 63). 

No laboratório, a primeira etapa do teste de qualidade consiste na 
validação adequada de um teste em particular, antes de sua introdu- 
ção para uso diagnóstico. Uma vez que este teste esteja em uso, é pre- 
ciso continuar a prestar atenção nos procedimentos, com o intuito de 
preservar os padrões de qualidade. Esses aspectos foram tratados de 
forma abrangente em publicações da Association for Molecular Pa- 
thology, 1999, e do Clinical and Laboratory Standards Institute (an- 
tigo National Committee for Clinical Laboratory Standards) (Natio- 
nal Committee for Clinical Laboratory Standards, 1995; Clinical and 
Laboratory Standards Institute, 2003). Problemas podem surgir em 
diversos âmbitos. O projeto do teste talvez não abranja toda a gama 
de diversidade genética do táxon-alvo (classificação errônea do sub- 
tipo 2c como 2b de HCV [Seme, 1997]) ou apresente sobreposição 
de características de táxons relacionados (resultado falso-positivo pa- 
ra MTBC em pacientes com infecção pulmonar por M. kansasti e M. 
avium |Jorgensen, 1999]). Os problemas de projeto podem não ser re- 
conhecidos e o desempenho do teste pode ser superestimado em ava- 
liações que não empregam testes de referência adequados (Koumans, 
1998). Relatos antigos da falta de concordância interlaboratorial com 
relação ao teste de amostras cegas para detecção de MTBC e HCV por 
PCR (Zaaijer, 1993; Noordhoek, 1994) sugeriram que os laboratórios 
diagnósticos apresentam problemas operacionais. Em um estudo, 
quatro dos 15 laboratórios avaliados relataram um ou mais resulta- 
dos falso-positivos obtidos por PCR interna para detecção de toxo- 
plasmose (Pelloux, 1998). Problemas similares foram relatados para a 
detecção de enterovírus (Muir, 1999). O potencial de melhorar a con- 
cordância interlaboratorial por meio da padronização de reagentes e 
protocolos é enfatizado em um relato de desempenho significativa- 
mente mais satisfatório de um ensaio de PCR para C. trachomatis, em 
que esses fatores foram levados em consideração (Mahony, 1994). E o 
maior uso de sistemas comerciais utilizando reagentes padronizados e 
análises automatizadas tem reduzido ainda mais esses problemas. 

O preparo da amostra representa um aspecto fundamental, em que 
se procura alcançar o equilíbrio entre a simplicidade da preparação 
(objetivando a praticidade e a redução do riscos de contaminação) e a 
perfeição (a fim de garantir a liberação de ácidos nucleicos e a remo- 
ção de substâncias inibitórias). Controles devem ser posicionados pa- 
ra detectar contaminações (p. ex., testes em duplicata, múltiplos con- 
troles negativos) e monitorar a degradação do alvo ou a presença de 
inibidores (controle positivo nos limites de detecção, padrão interno 
para amplificação) (DuBois, 2004). É essencial que os controles ne- 
gativos sejam numericamente adequados e processados por meio do 
mesmo procedimento utilizado no preparo da amostra. Uma porção 
de uma amostra anterior que tenha resultado negativa é conveniente 
para essa finalidade. 

A seleção dos controles e padrões é particularmente problemática 
quando o agente infeccioso alvo apresenta alta diversidade (HIV e 
HCV), e também diante da necessidade de resultados quantitativos 
(DuBois, 2004). A complexidade desses aspectos é evidenciada em 
relatos sobre sistemas comerciais utilizados para quantificação de 
HCV que talvez não detectem os genótipos 2 e 3 com tanta eficácia 
quanto detectam o genótipo 1 (Hawkins, 1997). Essa complexidade 


também fica evidente nas diferenças de eficiência de hibridização de 
DNA clonado e de DNA derivado de vírion observadas nos ensaios de 
quantificação de DNA de HBV (Heerman, 1999). Existe uma avalia- 
ção detalhada dos parâmetros que afetam o resultado dos ensaios para 
quantificação de RNA de HIV, sendo que em geral uma grande parte 
dos princípios identificados é aplicável (Lew, 1998). 

Para garantir que os reagentes sejam de alta qualidade e isentos de 
contaminação, convém comprar tampões preparados em locais afasta- 
dos. Nesse caso, o fabricante é responsável pelo fornecimento de dados 
sobre a qualidade analítica dos reagentes. Pode ser adequado realizar 
uma avaliação da qualidade funcional em relação a lotes anteriores. 

A contaminação representa um problema considerável para di- 
versos laboratórios que utilizam a PCR diagnóstica. Estudos interla- 
boratoriais demonstraram que amostras negativas podem fornecer 
resultados positivos em alguns laboratórios, para os quais a transfe- 
rência de amplicons constitui a explicação mais provável. Nitidamen- 
te, o relato de resultados falso-positivos de detecção de HCV, HIV ou 
MTBC produz consequências substanciais para a assistência presta- 
da ao paciente. A base da prevenção à transferência na maioria dos 
laboratórios, nesse ponto, consiste na separação física das áreas des- 
tinadas ao ajuste da reação de PCR e à análise do produto de PCR 
sob fluxo de trabalho estritamente unidirecional (Mitchell, 2004). A 
automatização da PCR também pode ajudar a prevenir a transferência 
do amplicon (Wilke, 1995), sendo que a maioria dos fabricantes de 
kits diagnósticos moleculares já desenvolveu (ou está em processo de 
desenvolvimento) sistemas automatizados ou semiautomatizados pa- 
ra minimizar o potencial de erro humano. A obtenção de resultados 
falso-positivos parece ser pouco comum quando se usa sistemas de 
teste comerciais automatizados (Vincelette, 1999). 

Além da prevenção de transferência, existem métodos preventivos 
disponíveis para a amplificação de produtos de PCR contaminantes. 
Os dois principais métodos são aqueles que utilizam isopsoraleno pa- 
ra modificar amplicons a um estado não amplificável, e aqueles que 
utilizam uracil DNA glicosilase para degradar amplicons antes da 
amplificação (Rys, 1993). Seja qual for o sistema utilizado, é preciso 
determinar o impacto da técnica sobre o limite de detecção da PCR. É 
igualmente importante demonstrar a efetividade da medida, em razão 
do encarecimento do procedimento. 

Realizar checagens funcionais a cada novo lote de enzima constitui 
uma verificação adequada da produção e do procedimento de entrega. 
No caso da DNA polimerase, pode ser conveniente fazer a compara- 
ção com o lote novo de enzimas, utilizando amostras que estejam no 
limite de detecção. Para as endonucleases de restrição, recomenda-se 
a digestão do DNA do fago y. A reprodutibilidade dos resultados, no 
caso de muitas técnicas moleculares, é criticamente dependente do 
controle preciso da temperatura e da distribuição acurada do reagente. 
O aspecto mais essencial para garantia da qualidade consiste na aquisi- 
ção de um equipamento de alta qualidade. Recomenda-se monitorar a 
temperatura e o desempenho de cada poço duas ou mais vezes ao ano 
(Kopp, 1994). As pipetas devem ser calibradas duas vezes ao ano. 

A prestação de um serviço laboratorial de qualidade não termina 
com a geração do resultado. A transmissão de resultados no tempo 
devido constitui um elemento essencial. As diretrizes referentes à in- 
terpretação do resultado são particularmente importantes quando se 
trata dos novos métodos, uma vez que os clínicos podem não estar 
familiarizados com as limitações desses métodos. A orientação para 
limitar corretamente a utilização dos testes tem importância finan- 
ceira, considerando os aspectos envolvidos referentes ao reembolso. 
Somente há pouco tempo, a Health Care Financing Administration 
atribuiu códigos de pagamento destinados à detecção e identificação 
de um número limitado de patógenos específicos (Association for 
Molecular Pathology, 1999). Além disso, a extensão em que se dará 
o reembolso desses testes não é totalmente conhecida. Considerando 
o desempenho apresentado no passado, é improvável que o nível de 
reembolso venha a cobrir integralmente os custos de teste em todos 
os casos. 

A participação de programas de teste de proficiência obviamente re- 
presenta um aspecto importante e necessário para a manutenção da 
qualidade de diversos serviços de diagnóstico molecular em labora- 
tórios de microbiologia (Clinical and Laboratory Standards Institute, 
2004; Versalovic, 2004). O teste de proficiência para métodos molecu- 
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lares utilizados na detecção e identificação de agentes infecciosos é dis- 
ponibilizado para vários organismos diferentes. O College of American 
Pathologists (CAP) fornece módulos de teste para métodos de detec- 
ção e identificação à base de sondas de ácido nucleico para N. gonor- 
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um volume insuficiente, deve notificar o médico ou a enfermeira que 
solicitou o exame para que seja enviada outra amostra, ou então para 
que o médico priorize sua solicitação. Caso se use um swab para coletar 
uma amostra, um que tenha a extremidade de poliéster e a haste de 
plástico é aceitável para a maioria dos organismos. Deve-se evitar algi- 
nato de cálcio para coletar amostras para cultura viral, pois ele poderia 
inativar o virus do herpes simples (HSV); o algodão pode ser tóxico 
para Neisseria gonorrhoeae, e hastes lanosas devem ser evitadas porque 
a lã pode ser tóxica para Chlamydia trachomatis. Swabs não são o ideal 
para a detecção de anaeróbios, micobactérias ou fungos, não deven- 
do ser usados quando se suspeita da presença desses microrganismos. 
Uma amostra real de tecido ou líquido de aspirado é sempre superior a 
uma obtida com swab para a recuperação de organismos patogênicos. 


| TO PONTOS-CHAVE 
| e Coletar amostras do local da infecção antes de iniciar 


a terapia. 
e Coletar um volume adequado de amostra para teste, conforme o 
necessário. 





e Submeter tecido, líquido ou aspirado a culturas bacterianas, 
fúngicas e virais, se possível, pois eles são sempre superiores a uma 
amostra obtida com swab. 


e Usar os materiais de coleta e transporte necessários para preservar 
a integridade da amostra. 


e Dar ordens claras e a fonte de informação. 
e Providenciar rapidamente o transporte das amostras para o labo- 
ratório, não permitindo que fiquem nas áreas de coleta. 


Coleta da amostra 


A coleta, o transporte e o processamento apropriados de uma amos- 
tra são etapas pré-analíticas cruciais para o diagnóstico acurado de 
doenças infecciosas. Neste capítulo, serão discutidas as orientações 
para manipulação das amostras. Em primeiro lugar, serão revistos os 
princípios gerais, seguindo-se a discussão dos tipos mais comuns de 
amostras submetidas a testes no laboratório clínico de microbiologia. 


Princípios gerais 


Momento de coleta da amostra 


O ideal para a detecção do(s) patógeno(s) responsável(is) por uma 
doença infecciosa é que as amostras sejam coletadas quando houver 
maior probabilidade de se recuperar o agente suspeito. Por exemplo, a 
probabilidade de recuperar a maioria dos vírus é maior na fase aguda 
da doença. Para detectar bactérias, o ideal é coletar as amostras antes 
de começar a terapia antimicrobiana. 


Volume da amostra 


O volume da amostra colhida precisa ser adequado para a realiza- 
ção dos estudos microbiológicos solicitados. Se o laboratório receber 


As amostras devem ser obtidas do local da infecção com contaminação 
mínima dos tecidos adjacentes e secreções orgânicas e, com exceção das 
fezes, devem ser coletadas em um recipiente estéril. Toda amostra deve 
ser rotulada com o nome e o número de identificação da pessoa de quem 
foi colhida, a fonte da amostra e a data e a hora em que foi obtida. 


Transporte da amostra 


Após a coleta, as amostras devem ser colocadas em um saco apropria- 
do para risco biológico e transportadas para o laboratório o mais rapida- 
mente possível. Se alguma demora for inevitável, amostras de urina, es- 
carro e outras de origem respiratória, fezes e aquelas para detecção de C. 
trachomatis ou vírus devem ser refrigeradas, para evitar a proliferação da 
microbiota normal. Líquido cerebrospinal (LCE) e outros líquidos cor- 
porais, sangue e amostras coletadas para recuperação de N. gonorrhoeae 
devem ser mantidas à temperatura ambiente, porque a refrigeração afeta 
adversamente a recuperação dos patógenos potenciais dessas fontes. 


Amostras inaceitáveis 

Cada responsável por um laboratório deve estabelecer critérios para 
rejeitar amostras inaceitáveis para cultura. A maioria dos microbiolo- 
gistas clínicos concorda que as seguintes amostras devem ser rejeitadas: 


qualquer amostra recebida em formalina; 
coleta de escarro de 24 horas; 
amostras em recipientes com vazamento; 


amostras inoculadas em placas de ágar que tenham secado ou es- 
tejam com o prazo de validade vencido; 


amostras contaminadas com bário, corantes químicos ou óleos 
químicos; 
extremidades de cateteres de Foley; 


amostras em duplicata (exceto hemoculturas) recebidas em um 
período de 24 horas; 


sangue em extremidade de cateteres de pacientes sem hemocultu- 
ra positiva concomitante. 


As seguintes amostras devem ser rejeitadas para cultura anaeróbica: 
lavados gástricos; 
urina que não seja de aspirado suprapúbico; 
fezes (exceto para recuperação de Clostridium difficile para estudos 


epidemiológicos ou para o diagnóstico de bactérias associadas à 
intoxicação alimentar [discutida adiante] ); 


amostras orofaríngeas, exceto aquelas de tecidos profundos obti- 
das durante um procedimento cirúrgico; 


escarro; 
swabs de locais de ileostomia ou colostomia; 


amostras superficiais da pele. 


Precauções universais 


As precauções universais precisam ser seguidas durante a manipu- 
lação de qualquer amostra. Usam-se barreiras apropriadas para evitar 
exposição da pele e de mucosas às amostras. Luvas e um avental (jaleco, 
guarda-pó) devem ser usados o tempo todo, bem como máscara, ócu- 
los de proteção (ou trabalhar atrás de um escudo de plástico) e capa 
impermeável nas situações em que haja risco de o material espirrar ou 
lançar gotículas. O ideal é que todos os recipientes de amostras, ou pelo 
menos aqueles que contenham secreções respiratórias e os submetidos 
especificamente à detecção de micobactérias ou fungos, sejam abertos 
em uma cabine de segurança biológica. Amostras coletadas para o iso- 
lamento de vírus devem ser manipuladas em uma cabine de segurança 
biológica, para evitar contaminação de outras culturas celulares. 


Encaminhamento para testes 


Quando for necessário enviar amostras para um laboratório de 
referência, elas devem ser embaladas de acordo com as orientações 
adequadas para materiais perigosos (ver site IATA). As amostras 
precisam ser limitadas a não mais que 40 mL. Culturas de bactérias 
e fungos devem ser realizadas em meios sólidos em tubos. A tampa 
do recipiente primário (tubo ou frasco) deve ser vedada com fita à 
prova d água, e ele deve ser introduzido em um segundo recipiente, 
circundado por material de embalagem suficiente para absorver todo 
o volume da cultura ou da amostra se houver vazamento ou ruptura 
do recipiente primário. Caso vários tubos primários sejam colocados 
em um segundo recipiente, é preciso embrulhá-los individualmente 
ou separá-los, para que não haja contato entre eles; também têm de 
ficar em uma segunda embalagem, que precisa ser à prova de vaza- 
mentos. O segundo recipiente deve ser tampado e colocado em um 
outro de envio, feito de fibra corrugada ou plástico rígido. Uma lista 
com os itens contidos deve ser colocada entre a embalagem secundá- 
ria e o pacote externo. Os recipientes secundário e externo devem ser 
resistentes o suficiente para manter sua integridade às temperaturas 
e pressões atmosféricas às quais serão submetidos. Se uma amostra 
tiver de ser enviada em gelo seco (quando é considerada um mate- 
rial perigoso), isso precisa ser assinalado da seguinte maneira: “Gelo 
seco, amostra clínica congelada.” O gelo seco deve ser colocado fora 
do segundo recipiente, com o material embalado de tal maneira que 
o recipiente não fique solto dentro do outro à medida que o gelo seco 
evapore. Todo material infeccioso enviado tem de estar rotulado com 
uma etiqueta oficial contendo o endereço e o conteúdo, além do no- 
me e do telefone do responsável pelo envio. 


Sangue 


A detecção de patógenos hematogênicos é uma das funções mais im- 
portantes do laboratório de microbiologia. A hemocultura é essencial 
para identificar bactérias responsáveis por bacteriemia, sepse, infecções 
de valvas nativas e próteses valvares, tromboflebite supurativa, aneu- 
rismas micóticos e infecções de enxertos vasculares. As hemoculturas 
também são úteis para diagnosticar algumas infecções virais e infecções 
invasivas ou disseminadas causadas por certos fungos, em particular 
espécies de Candida, Cryptococcus neoformans, espécies de Fusarium e 
Histoplasma capsulatum. Hemoparasitas sao detectados ao exame ma- 
croscópico de esfregacos de sangue periférico. Em geral, o sangue deve 
ser coletado para cultura antes de se instituir a terapia antimicrobiana, 
quando há um dos seguintes sintomas ou uma combinação deles: febre 
(38°C ou mais), hipotermia (36°C ou menos), leucocitose (especial- 
mente com desvio para a esquerda), granulocitopenia ou hipotensão. 


Coleta da amostra 

A detecção a tempo e a identificação acurada de organismos no 
sangue dependem da coleta, do transporte e do processamento apro- 
priados da amostra. A técnica de flebotomia é inerente à detecção de 
qualquer microrganismo sanguíneo. Para minimizar a contaminação 
de amostras de sangue pela microbiota cutânea, o local da punção ve- 
nosa deve ser preparado com um agente bactericida. Primeiro, a pele 
é limpa com álcool (isopropílico ou etílico a 70%) e então com uma 
solução de iodo a 1 a 2%, um iodóforo ou clorexidina. Para antissep- 
sia máxima, deve-se deixar a área secar por um a dois minutos antes 
da punção da veia periférica escolhida. 


Momento adequado para detecção de bacteriemia e 
fungemia 

O momento ideal para retirar sangue para culturas quando se sus- 
peita de bacteriemia ou fungemia é logo antes de um calafrio, mas 
como isso é imprevisível, na maioria das vezes o sangue para hemo- 
culturas é coletado após o início de febre e calafrios. O sangue é reti- 
rado com uma agulha montada em seringa e, sem trocar-se a agulha, 
injetado diretamente nos frascos com meios de cultura ou em outro 
sistema de hemocultura (Krumholz, 1990). Os frascos inoculados são 
imediatamente invertidos várias vezes para misturar o sangue e, em 
seguida, transportados para o laboratório, à temperatura ambiente, 
o mais rápido possível. O sangue para hemocultura nunca deve ser 
refrigerado. 


Volume da amostra 

Em adultos com bacteriemia, o número de unidades formadoras de 
colônia (UFC, ou CEU, colony-forming units) por mililitro de sangue 
costuma ser baixo. Portanto, no caso de adultos, é altamente recomen- 
dável que a coleta de 20 a 30 mL de sangue por conjunto de cultura 
(lstrup, 1983; Washington, 1986; Towns, 2002; Cockerill, 2004). No ca- 
so de lactentes e crianças, a concentração de microrganismos no sangue 
é maior, sendo adequada uma coleta de 1 a 5 mL de sangue por cultura. 


Número de amostras 

As recomendações quanto ao número de amostras de sangue cole- 
tadas baseiam-se na natureza da bactéria: transitória, intermitente ou 
contínua. A bacteriemia transitória segue-se à manipulação de um fo- 
co de infecção (p. ex., um abscesso, um furúnculo ou uma celulite), à 
instrumentação de uma superfície mucosa contaminada (como ocor- 
re durante procedimentos dentários, cistoscopia, cateterismo uretral, 
aborto por aspiração ou sigmoidoscopia) ou a um procedimento ci- 
rúrgico em local contaminado (como ressecção transuretral da prós- 
tata, histerectomia vaginal, ressecção do cólon e debridamento de 
queimaduras infectadas). Também ocorre bacteriemia transitória no 
início da evolução de muitas infecções sistêmicas e localizadas, como 
meningite, pneumonia, artrite piogênica e osteomielite. A maioria das 
bacteriemias intermitentes está associada a um abscesso não drenado, 
enquanto a bacteriemia contínua é a marca da infecção intravascular, 
como endocardite bacteriana, aneurisma micótico ou um cateter in- 
travascular infectado. Também ocorre bacteriemia contínua durante 
as primeiras semanas da febre tifoide e da brucelose. 

O número ideal de hemoculturas para detecção de bacteriemia em 
pacientes sem endocardite é motivo de controvérsia. A maioria das 
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autoridades no assunto concorda que duas ou três amostras de sangue 
de 20 mL obtidas em um período de 24 horas e distribuídas igualmen- 
te em frascos de hemocultura aeróbia e anaeróbia é suficiente para de- 
tectar a maioria das infecções sanguíneas. Um pesquisador demons- 
trou que um total de quatro amostras para hemocultura coletadas em 
24 horas aumentou em até 20% o número de patógenos potenciais 
(Cockerill, 2004). O intervalo de tempo ideal entre as culturas é des- 
conhecido, porém, foram sugeridos 30 a 60 minutos no caso dos dois 
primeiros conjuntos, obtendo-se mais um ou dois outros conjuntos 
no restante das 24 horas, se persistirem os sintomas de septicemia 
(Cockerill 2004). No entanto, se houver urgência para iniciar a terapia 
antimicrobiana, as amostras para cultura devem ser coletadas antes, 
de locais separados e dentro de poucos minutos. 

Organismos como os estafilococos coagulase-negativos, estreptoco- 
cos viridans, corinebactérias, espécies de Bacillus e de Propionibacterium 
são contaminantes frequentes de hemoculturas, mas também podem 
ser patógenos verdadeiros. A coleta de dois conjuntos de amostras de 
sangue para hemocultura por episódio febril ajuda a distinguir patóge- 
nos prováveis de contaminantes. Os últimos, em geral, estão presentes 
em apenas um frasco de um conjunto de culturas, enquanto os patóge- 
nos costumam ser recuperados de mais de um conjunto. 


Recuperação de microrganismos 

Fatores do hospedeiro como anticorpos, complemento, leucócitos 
fagocíticos e agentes antimicrobianos podem impedir a recuperação 
de microrganismos do sangue, razão pela qual têm sido empregadas 
várias abordagens para contrapor-se a esses fatores. A diluição da 
amostra de sangue em caldo, na proporção de 1:10, promove neutra- 
lização ótima da atividade bactericida do soro (Washington, 1986). 
Incorporar 0,02 a 0,05% de sulfonato de sódio polianetol no meio da 
hemocultura inibe a coagulação, a fagocitose e a ativação do comple- 
mento, além de inativar aminoglicosídeos. Os métodos que comba- 
tem os agentes antimicrobianos presentes incluem o acréscimo de 
penicilinases ao caldo para inativar penicilinas, o uso de resinas adsor- 
ventes de antibiótico ou do sistema de centrifugação para lise (descri- 
to adiante, no tópico intitulado Hemoculturas manuais). 


Sistemas de hemocultura 

Dispõe-se de vários sistemas de hemocultura, cada um com suas 
vantagens e desvantagens (Wilson, 1996; Reimer, 1997). Os sistemas 
de detecção automatizados estão substituindo rapidamente os ma- 
nuais, porém, muitos laboratórios menores ainda confiam nos mé- 
todos manuais. Tanto os sistemas automatizados como os manuais 
usam meios líquidos enriquecidos nutricionalmente, que são capazes 
de manter o crescimento da maioria das bactérias. Em termos tradi- 
cionais, são inoculados dois frascos, e um é ventilado para assegurar a 
recuperação de aeróbios. Ante o declínio nas bacteriemias por anaeró- 
bios, tal prática de um frasco aeróbio e outro anaeróbico por conjunto 
foi questionada (Sharp, 1991; Murray, 1992). A inoculação rotineira 
de dois meios aeróbicos e apenas o uso seletivo de hemoculturas anae- 
róbias pode permitir a detecção de mais bacteriemias e fungemias. 


Hemoculturas manuais 

Os frascos de cultura são examinados diariamente, durante sete 
dias, em busca de evidência de crescimento, indicado por turbidez, 
hemólise, produção de gás, colônias discretas ou uma combinação 
de tudo isso. Quando o crescimento é aparente, faz-se a coloração de 
Gram de um esfregaço para exame microscópico e o caldo é subculti- 
vado em meios de ágar apropriados. A subcultura rotineira de caldos 
negativos à observação macroscópica deve ser feita a partir do frasco 
ventilado, 6 a 18 horas após a inoculação. A subcultura rotineira do 
frasco anaeróbio é desnecessária. As vantagens das culturas conven- 
cionais do caldo são o baixo custo dos materiais e um baixo índice de 
contaminação. A principal desvantagem é o longo tempo do processo 
de exame rotineiro do frasco de subcultura. 

Um sistema de hemocultura manual menos trabalhoso consiste em 
colocar um caldo em um frasco adaptado a uma câmara contendo ágar 
em uma placa. Para se fazer a subcultura desse sistema bifásico, o fras- 
co é inclinado, permitindo que a mistura de sangue e caldo entre na ca- 
mara e flua sobre o ágar. As colônias no ágar são usadas para identifica- 
ção e testes de suscetibilidade. Para a recuperação de bactérias aeróbias 


e facultativas e leveduras, esse sistema é comparável a outros ou ainda 
melhor do que eles (Murray, 1991). Entretanto, a produção de anaeró- 
bios a partir de sistemas de caldo convencionais pode ser maior. 

O sistema de hemocultura por centrifugação com lise consiste em 
um tubo contendo reagentes que inibem a cascata da coagulação e 
do complemento, provocam a lise das células sanguíneas e o amor- 
tecimento dos microrganismos durante a centrifugação. O sangue é 
acrescentado ao tubo, que é invertido várias vezes para evitar a co- 
agulação, e transportado para o laboratório tão logo for possível. O 
ideal é que a amostra seja processada imediatamente, mas o proces- 
samento pode ser feito até 8 horas depois sem afetar adversamente 
a recuperação de microrganismos. Para processar a cultura, o tubo é 
centrifugado por 30 minutos a 3.000 x g, o sobrenadante é descartado 
e o sedimento é misturado em processador e colocado em placa de 
ágar. Também se dispõe de tubos menores para amostras de pequenos 
volumes, como de lactentes e crianças pequenas. As vantagens da cen- 
trifugação com lise incluem a recuperação excelente de Staphylococcus 
aureus, algumas Enterobacteriaceae e fungos (é o melhor sistema para 
recuperação de mofos, como H. capsulatum), a disponibilidade direta 
de colônias para identificação e testes de suscetibilidade, bem como a 
possibilidade de fazer culturas quantitativas. Além disso, esse sistema 
é flexível porque meios especiais podem ser inoculados para recupe- 
rar organismos com necessidades específicas de crescimento, como 
espécies de Legionella e micobactérias. Contudo, é um sistema traba- 
lhoso, pouco propenso à recuperação de Streptococcus pneumoniae, 
Haemophilus influenzae ou anaeróbios, e o risco de contaminação é 
maior. 


Sistemas de hemocultura automatizados 

Há vários sistemas automatizados de monitoração contínua de he- 
moculturas disponíveis comercialmente (Wilson, 1996). As vantagens 
de todos eles são a eliminação da necessidade de subcultura às cegas 
e o encurtamento do período habitual de incubação de sete a cinco 
dias (Woods, 1994; Reisner, 1999). Um de tais sistemas baseia-se na 
detecção colorimétrica do CO, produzido durante o crescimento mi- 
crobiano (Thorpe, 1990). Um sensor de CO, é conectado ao fundo 
de cada tubo de cultura e separado do caldo por uma membrana im- 
permeável à maioria dos íons, aos componentes do meio e ao sangue, 
mas livremente permeável ao CO,. Os tubos inoculados são colocados 
em células no instrumento, o que proporciona uma oscilação contí- 
nua tanto dos frascos aeróbios como dos anaeróbios. Se houver bacté- 
rias, elas geram CO,, que é liberado no caldo; o pH então diminui, fa- 
zendo que o sensor mude sua cor de verde para amarelo. As alterações 
de cor são monitoradas uma vez a cada 10 minutos por um detector 
colorimétrico. Os meios disponíveis para uso desse sistema incluem 
os aeróbios e anaeróbios rotineiros, que acomodam 5 a 10 mL de san- 
gue; o Pedi-BacT, que acomoda 4 mL ou menos de sangue, e o FAN 
(fastidious antibiotic neutralization, ou seja, neutralização da exigência 
de antibiótico), que facilita a recuperação de fungos e bactérias de pa- 
cientes que estejam recebendo agentes antimicrobianos. 

Um segundo sistema de monitoração contínua baseia-se na tecno- 
logia fluorescente (Nolte, 1993). Ligado à base de cada frasco fica um 
sensor de CO; que é impermeável a íons, componentes do meio e ao 
sangue, mas livremente permeável ao CO,. Se houver microrganismos 
presentes, eles liberam CO, no meio, que então se difunde para a ma- 
triz do sensor e gera íons de hidrogênio. A queda subsequente no pH 
aumenta a fluorescência do sensor, mudando o sinal transmitido para 
os componentes ópticos e eletrônicos do instrumento. O computador 
gera curvas de crescimento e os dados são analisados de acordo com 
algoritmos de crescimento. Os tubos inoculados são colocados em cé- 
lulas individuais do instrumento, no qual tanto os aeróbios como os 
anaeróbios são movimentados. Os meios disponíveis são para aeró- 
bios e anaeróbios em volumes baixos (5-7 mL de sangue) e elevados 
(8-10 mL de sangue), o Peds-Plus (0,5-5 mL de sangue) e o Myco F 
Lytic para recuperação de fungos e micobactérias (Waite, 1998). 

Um terceiro sistema detecta o crescimento de organismos em caldo, 
medindo o consumo e/ou a produção de gás (Zwadyk, 1994). Cada 
tubo inoculado é adaptado a um conector descartável que contém 
uma agulha retraída, a qual penetra na tampa do tubo e se conecta à 
sonda sensora na parte superior do tubo. O sensor monitora as alte- 
rações dentro dessa parte em termos de consumo e/ou produção de 


gases (CO, N, e H,) pelos organismos em crescimento e cria dados 
apontados internamente no computador. Dois tipos básicos de meios 
estão disponíveis: aeróbios e anaeróbios, contendo 80 mL de caldo e 
com capacidade para 0,1 a 10 mL de sangue, e tubos aeróbios e anae- 
róbios EZ Draw (diretos), que contêm 40 mL de caldo e têm capacida- 
de para 0,1 a 5 mL de sangue. 


Detecção de organismos raros 

A detecção de algumas bactérias requer incubação prolongada ou 
meios especiais. Por exemplo, quando se suspeita de brucelose, deve-se 
coletar sangue no início da doença, incubando as culturas por duas a 
três semanas, embora com os sistemas automatizados as brucelas em 
geral cresçam em menos de uma semana (Bannatyne, 1997). As infec- 
ções com espécies de Borrelia, exceto a Borrelia burgdorferi (o agente 
etiológico da doença de Lyme, diagnosticada mais comumente por so- 
rologia), são diagnosticadas detectando-se os espiroquetas no sangue 
periférico durante períodos febris. Os organismos são visualizados em 
preparações a fresco, misturando-se uma gota de sangue com uma de 
citrato de sódio e examinando à microscopia de campo claro ou escu- 
ro e em esfregaços finos e espessos corados por Giemsa ou Wright, à 
microscopia óptica. Para isolar Leptospira interrogans do sangue, colo- 
cam-se algumas gotas de sangue fresco ou coletado com anticoagulan- 
te durante a primeira semana da doença em três ou quatro tubos con- 
tendo meio semissólido para cultura de leptospiras (meio de Fletcher 
ou meio de Ellinghausen-McCollough-Johnson-Harris). 

Podem ser empregados dois métodos para recuperar micobacté- 
rias de amostras de sangue. Com a técnica da centrifugação e lise, 
prepara-se um concentrado, inocula-se o sedimento em meios sóli- 
dos e/ou líquidos e as culturas são incubadas por até oito semanas. 
Uma abordagem alternativa e talvez mais rápida é a inoculação di- 
reta no meio Myco F Lytic (com o crescimento monitorado pelos 
instrumentos BACTEC 9.000) ou no meio 13 A (monitorado pelo 
BACTEC 460TB). 


Detecção e notificação de culturas positivas 

Hemoculturas positivas contendo organismos aeróbios comumente 
isolados, em geral, são detectadas depois de 12 a 36 horas de incu- 
bação. O relatório inicial deverá consistir apenas em um registro da 
coloração de Gram. Os resultados da identificação e dos testes de sus- 
cetibilidade podem ser esperados para 24 a 48 horas depois da colora- 
ção de Gram. Culturas contendo anaeróbios geralmente não são de- 
tectadas antes de 48 a 72 horas, e os resultados da identificação e dos 
testes de suscetibilidade só estarão disponíveis após três a quatro dias. 
Organismos fastidiosos, como os do grupo HACEK (Haemophilus/ 
Actinobacillus/Cardiobacterium! Eikenella! Kingella), podem não ser 
detectados antes de 3 a 5 dias. 


Detecção de virus 

Amostras de sangue são úteis para diagnosticar infecções por um nú- 
mero limitado de vírus (Tab. 63.1). Em geral, a viremia ocorre durante 
o período de incubação ou nos primeiros dois dias após o início dos 
sintomas; portanto, o sangue deve ser coletado no início da doença. 
Uma exceção é a infecção com o vírus da imunodeficiência humana 
(HIV), detectada quase continuamente em células mononucleares do 
sangue periférico e não no plasma da maioria das pessoas soropositivas. 
Uma amostra de sangue por um período de 24 horas, colhida de uma 
veia periférica ou por cateter intravascular, é adequada para a detecção 
do vírus. 

As necessidades da amostra diferem de acordo com o vírus (conforme 
exposto na Tab. 63.1). Todas as amostras de sangue devem ser trans- 
portadas para o laboratório o mais rapidamente possível. Se for inevitá- 
vel uma demora no processamento, as amostras devem ser refrigeradas 
por uma noite a 4°C, exceto aquelas para detecção do RNA do HIV no 
plasma, que precisam ser processadas (i. e., plasma separado) até seis 
horas após a coleta. Os vírus detectados rotineiramente na maioria dos 
laboratórios clínicos de virologia, o citomegalovírus (CMV) e os ente- 
rovírus serão aqui discutidos. Para a detecção de outros vírus mencio- 
nados na Tabela 63.1, as amostras são enviadas para um laboratório de 
referência. 

A detecção do CMV e dos enterovirus no sangue envolve a separa- 
ção do componente mais provável de conter o vírus e a inoculação da- 





Tabela 63.1 Exigências para amostras para detecção ótima de vírus 
encontrados no sangue 


Exigências para amostras de sangue 


Vírus Tipo coletado Fração usada Volume 
para detecção (mL) 

Citomegalovirus Com anticoagulante*  Leucócitos 5-10 

Enterovírus Com ou sem Soro ou leucócitos 5-10 

anticoagulante* 

Vírus da EDTA Células 2-5 

imunodeficiência mononucleares 

humana” ou plasma 

Herpesvirus-6 Heparinizado Células 5-10 

humano mononucleares 

Parvovirus B19 Sem anticoagulante Soro 5-10 

Virus transmitidos Com ou sem Leucócitos ou 5-10 


por artropodes’ anticoagulante coagulo homogeneizado 


* Pode-se usar heparina ou EDTA para citomegalovirus e heparina, citrato ou EDTA para 
enterovirus. ' Para monitorar a carga viral de HIV em pacientes que estejam recebendo te- 
rapia antirretroviral. * Inclui os virus da encefalite equina do leste, do oeste e da Venezuela, 
a de St. Louis e a da Califórnia, a febre amarela, a dengue e a febre causada pelo carrapato 
do Colorado. 


EDTA = ácido etilenodiaminotetracético. 


quela fração em monocamadas de células que sustentam a replicação 
viral ou mediante a preparação de um esfregaço para coloração com 
anticorpos mononucleares. O CMV é detectado mais frequentemente 
em neutrófilos, mas pode estar em células mononucleares do sangue 
periférico; portanto, o ideal para a detecção é cultivar ou corar tanto 
neutrófilos quanto células mononucleares (Howell, 1979). Os entero- 
vírus são recuperados igualmente bem de leucócitos, principalmente 
células mononucleares, e do soro (Prather, 1984). 

Para separar leucócitos, é preciso coletar sangue com anticoagulan- 
tes. O anticoagulante usado (citrato ou heparina sódica são aceitáveis) 
baseia-se no sistema de separação dos leucócitos (existem vários dispo- 
níveis no comércio) (Woods, 1987a; Storch, 1994). Para separar soro, o 
sangue é coletado em um tubo sem anticoagulante e deixado coagular 
a 4°C. Quando se forma um coágulo firme, a amostra é centrifugada a 
2.000 x g durante 10 minutos a 4°C, e o soro é removido assepticamente. 

Monocamadas celulares inoculadas para isolamento do vírus são se- 
lecionadas com base no vírus que se espera estar presente. Para CMV, 
é recomendável inocular MRC-5 ou outras culturas de fibroblastos 
humanos. A incubação de monocamadas em meio de manutenção 
contendo dexametasona 10º M por um mínimo de 24 horas antes da 
inoculação aumenta a taxa de detecção do CMV e diminui o tempo de 
aparecimento de efeito citopático (Thiele, 1988). Para a recuperação 
de enterovirus, MRC-5 e células renais primárias de macaco devem 
ser inoculadas, e a taxa de isolamento pode aumentar inoculando-se 
também células renais Buffalo green monkey e do rabdomiossarcoma 
humano (Dagan, 1986). Amostras de soro são inoculadas, adsorvidas, 
incubadas e examinadas à procura do efeito citopático específico do vi- 
rus. Em suspensões de leucócitos, monocamadas celulares são inocula- 
das com 0,5 mL da amostra, 1 mL do meio de manutenção é acrescen- 
tado e as culturas de células são incubadas por uma noite. A suspensão 
de células então é removida, as monocamadas são lavadas com solução 
fisiológica estéril tamponada com fosfato e, em seguida, acrescenta-se 
1,5 mL de meio de manutenção e as culturas são reincubadas. 

Além da cultura celular convencional, deve-se fazer outra por cen- 
trifugação se for solicitada detecção de CMV no sangue (Woods, 
1987b). Os métodos mais sensíveis para detectar CMV no sangue são 
o ensaio de antigenemia, realizado corando-se preparações de leucó- 
citos com citosporina e anticorpos monoclonais contra a proteína da 
matriz viral (pp 65) (Van Der Bij, 1988; Brumback, 1997) e fazendo- 
se a reação em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa (Herrmann, 
2004; Kalpoe, 2004; Meyer-Koenig, 2004). 
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53 Coleta e mani 


Amostras de sangue são úteis para o diagnóstico de malária, babe- 
siose, tripanossomiase e algumas filarioses. As amostras devem ser co- 
letadas em tubos com anticoagulante e transportadas imediatamente 
para o laboratório. Se for preciso enviar esfregaços para um laborató- 
rio de referência, eles devem ser fixados em álcool absoluto logo após 
terem sido feitos. As técnicas usadas no laboratório para detectar os 
parasitas supracitados são as mesmas, e serão comentadas aqui a par- 
tir da mais simples até a mais complicada. 

A técnica mais simples para detectar parasitas em uma amostra de san- 
gue é a montagem direta, preparada colocando-se uma gota de sangue em 
uma lâmina de vidro de microscopia, cobrindo-a com lamínula e exami- 
nando imediatamente. Montagens diretas são excelentes para o diagnós- 
tico de tripanaossomiase ou filariose, porque é fácil ver os tripomastigotas 
e as microfilárias movimentando-se, em geral sob pequeno ou médio au- 
mento. O diagnóstico definitivo é feito a partir de esfregaços corados. 

O esfregaço fino, preparado como se faz para hematologia e corado 
de maneira semelhante, é a preparação padrão para determinar as es- 
pécies encontradas de Plasmodium, Babesia, Trypanosoma e microfilá- 
rias. Os esfregaços finos para parasitologia são fixados e, em seguida, 
corados de preferência manualmente pelo Giemsa, embora a coloração 
hematológica automatizada seja adequada. Primeiro, os esfregaços são 
observados sob pequeno aumento para a detecção de microfilárias, 
que são grandes (medem entre 100 e 200um) e vistas com facilidade, 
em geral nas margens laterais do esfregaço. Depois que são localizadas, 
elas devem ser estudadas sob imersão em óleo para serem identificadas 
(ver Cap. 61). Após a observação sob pequeno aumento, o esfregaço é 
examinado com uma objetiva seca de maior aumento, à procura de tri- 
panossomos. Por fim, com objetivo de imersão, é feita uma varredura 
para encontrar e identificar Plasmodium, Babesia e Trypanosoma. 

Esfregaços espessos são úteis para detectar todos os parasitas men- 
cionados anteriormente, com seu diagnóstico sendo parte do trabalho 
mínimo de um laboratório. Coloca-se uma gota de sangue em uma 
lâmina de vidro de microscopia limpa e, com o canto de outra lâmina, 
espalha-se a gota delicadamente até cobrir cerca de 1 cm”. Deixa-se 
a preparação secar e, sem fixá-la, cora-se com o Giemsa, permitindo 
que ocorra desemoglobinização. 


Líquidos corporais 


Líquido cerebrospinal 


Colhe-se LCE para diagnosticar meningite e, com menor frequência, 
encefalite viral. A meningite infecciosa, uma emergência clínica que re- 
quer tratamento precoce para evitar a morte do paciente ou sequelas 
neurológicas sérias, pode ser uma síndrome clínica aguda, subaguda 
ou crônica, com base na duração dos sintomas (Tab. 63.2). Ocorre 
uma apresentação aguda em cerca de 10% dos casos, mais provavel- 
mente causados por bactérias piogênicas. Quase todas as pessoas com 
meningite viral e cerca de 75% daquelas com meningite bacteriana têm 
uma apresentação subaguda, enquanto o restante apresenta-se com 
meningite crônica (os patógenos responsáveis estão relacionados na 
Tab. 63.2). Os enterovírus são os agentes mais comumente responsá- 
veis pela meningite, devendo ser considerados primeiro no diagnóstico 
diferencial da doença em uma criança ou adolescente durante o final 
do verão e o início do outono. As bactérias piogênicas responsáveis pe- 
la meningite variam com a idade do indivíduo acometido (Tab. 63.3). 


Coleta e transporte da amostra 

Em geral, o LCE é obtido por punção lombar da coluna vertebral, 
mas às vezes é aspirado dos ventrículos cerebrais ou coletado de uma 
derivação. Da mesma forma que quando se colhe sangue para cultura, 
a antissepsia cutânea cuidadosa é essencial para a coleta de LCE, que 
geralmente é enviado ao laboratório em três tubos. As sugestões para 
os testes feitos em cada tubo são: tubo 1, contagens celulares e dife- 
renciais coradas; tubo 2, preparação de esfregaços para coloração de 
Gram ou outras e para cultura; tubo 3, testes para glicose e proteína 
e, se indicados, outros, como o antígeno criptocócico, teste sorológico 
para sífilis, outros estudos sorológicos e citologia. Os parâmetros do 
LCE normal e as alterações habituais que ocorrem durante a meningi- 
te causada por organismos diferentes são mostrados na Tabela 63.4. 


Tabela 63.2 Síndromes de meningite infecciosa 


Síndrome | Início/duração Patógenos prováveis 

Aguda < 24 horas Bactérias piogênicas 

Subaguda  1aYdias Enterovírus, bactérias piogênicas 
Crônica Persiste pelo menos Mycobacterium tuberculosis 


por 4 semanas Treponema pallidum 
Brucella sp. 

Leptospira interrogans 
Borrelia burgdorferi 
Cryptococcus neoformans 
Coccidioides immitis 
Histoplasma capsulatum 
Candida sp. 


Tabela 63.3 Causas bacterianas comuns de meningite aguda de acordo 
com a idade 


Idade Organismos 


Neonatos a 3 meses Estreptococos do grupo B 
Escherichia coli 

Listeria monocytogenes* 
Streptococcus pneumoniae 
4 meses a 6 anos? 
6 a 45 anos 


> 45 anos 


Streptococcus pneumoniae 
Neisseria meningitidis 
Streptococcus pneumoniae 
Listeria monocytogenes 
Estreptococos do grupo B 


* Pode causar meningite em indivíduos imunocomprometidos de todos os grupos etários. 
' A incidência de meningite devida a Haemophilus influenzae do tipo b nos EUA declinou 
bastante em decorrência da vacinação. 


O LCE deve ser transportado imediatamente para o laboratório e 
processado com a maior rapidez possível. Se for inevitável uma pe- 
quena demora no processamento, a amostra deve ser mantida à tem- 
peratura ambiente, a menos que tenha sido solicitada cultura viral, ca- 
so em que uma parte (de preferência 1 mL, mas não menos de 0,5 mL) 
pode ser refrigerada por pouco tempo. O processamento da amostra 
difere para bactérias, fungos, vírus e parasitas, sendo comentado sepa- 
radamente para cada grupo de organismos. 


Processamento de amostras para 
cultura bacteriana e fúngica 


O processamento de LCE para cultura bacteriana rotineira inclui 
concentração (se for recebida uma amostra de 1 mL ou mais), prepa- 
ração de um esfregaço por citocentrifugação para coloração de Gram 
e cultura. Concentra-se o líquido submetendo-o à centrifugação mi- 
nima de 1.500 x g por 15 minutos. O sobrenadante é decantado em 
um tubo estéril, deixando-se cerca de 0,5 mL de sedimento e líquido, 
que é bem mesclado em um misturador ou por aspiração forçada para 
cima e para baixo com uma pipeta estéril. 

O diagnóstico de meningite bacteriana crônica tem pré-requisitos 
específicos porque o LCE é manipulado de forma diferente para cada 
entidade. Para diagnosticar brucelose, o LCE é processado conforme 
descrito anteriormente para cultura antibacteriana de rotina, mas os 
meios são incubados por duas a três semanas. Para leptospirose, a 
Leptospira interrogans pode ser cultivada a partir de LCE durante as 
primeiras semanas de doença. Meios especiais (mencionados ante- 
riormente, para sangue) são inoculados com algumas gotas de LCE e 
incubados conforme delineado no Capítulo 56. 

O diagnóstico de neurossífilis baseia-se nos seguintes achados no 
LCE: pleocitose, concentração elevada de proteína e um teste VDRL 
(Venereal Disease Research Laboratory) positivo, atualmente o único 
método útil para detectar anticorpos contra o Treponema pallidum no 
LCE (ver Cap. 58), indicado apenas se a pessoa tiver um teste sérico 


LT 


Tabela 63.4 Parâmetros normais e alterações no líquido cerebrospinal na 
meningite infecciosa 


Condição Leucócitos Proteína Glicose 
(células/pL)* (mg/dL) (mg/dL) 
Normal 5 (linfócitos) 14-45 45-100 
(2/3 soro) 
Meningite 
Bacteriana aguda/subaguda 500 a 200 000 (PMNs) T 4 
Tuberculose bacteriana 200 a 2000 T J 
ou fúngica crônica (linfócitos) T L 
Enteroviral 200 a 2000 (PMNs Normal 
no início; linfócitos 
depois) 


T = aumento; À = diminuição; PMNs = leucócitos polimorfonucleares 


* O tipo de célula mencionado em geral predomina. 


positivo para sífilis (Albright, 1991a). A amostra deve ser refrigera- 
da até ser testada. O acometimento do sistema nervoso central por B. 
burgdorferi (doença de Lyme) também é diagnosticado por sorologia, 
pela detecção de IgM e IgG específicas no LCE e no soro. 

O processamento do LCE para detecção de micobactérias é indica- 
do somente para amostras com pleocitose ou valores diminuídos de 
glicose ou elevados de proteína (Albright, 1991b). Para recuperação 
ótima, recomenda-se a cultura de pelo menos 5 mL. O líquido é cen- 
trifugado a 3.000-3.600 x g por 30 minutos, o sobrenadante é decan- 
tado e o sedimento é bem mesclado em um misturador, e usado para 
preparar esfregaços para coloração e inoculação em meios apropria- 
dos (ver Cap. 59). A amplificação do ácido nucleico, usando-se uma 
modificação de um ensaio comercial, pode ser útil para a detecção di- 
reta do complexo Mycobacterium tuberculosis no LCE (Cloud, 2004). 

O processamento do LCE para a detecção de fungos é similar ao 
descrito para a detecção de bactérias. Os organismos são concentra- 
dos por filtração ou centrifugação. Examina-se uma preparação cito- 
centrifugada ou um esfregaço do sedimento corado por Gram e meios 
apropriados (como o ágar com infusão de cérebro e coração ou o ágar 
SABHI sem antibióticos) são inoculados para cultura. 


Outros testes diagnósticos 

Além dos esfregaços corados pelo Gram e da cultura bacteriana, 
pode-se usar o sobrenadante de uma amostra centrifugada ou o líqui- 
do original em testes de aglutinação no látex para a detecção de antí- 
genos de estreptococos do grupo B, S. pneumoniae, alguns sorotipos 
de Neisseria meningitidis, Escherichia coli (o antígeno capsular K1 tem 
reação cruzada com o de N. meningitidis do tipo B) e H. influenzae 
do tipo B. Esses testes em látex são mais úteis no diagnóstico da me- 
ningite tratada parcialmente (Bhisitkul, 1994; Maxson, 1994) e para 
confirmar um esfregaço positivo corado pelo Gram. O uso rotineiro 
dos testes com látex deve ser desestimulado porque, em comparação 
com esfregaços corados pelo Gram, sua sensibilidade não é significati- 
vamente maior e eles são muito caros (Kiska, 1995; Perkins, 1995). 

Estão disponíveis testes rápidos para o diagnóstico da meningi- 
te causada por C. neoformans. Eles incluem preparação com nan- 
quim, aglutinação no látex e ensaio imunossorvente ligado a enzima 
(ELISA). Os dois últimos são específicos para o antígeno capsular. As 
leveduras encapsuladas de C. neoformans são visíveis no LCE mistu- 
rado com nanquim (uma gota do sedimento de LCE com uma gota 
de nanquim, este último à venda em papelarias ou lojas de artigos pa- 
ra pintura artística e desenho) sobre uma lâmina de microscopia de 
vidro, coberta com lamínula e examinada sob grande aumento (Fig. 
63.1). A sensibilidade da coloração com nanquim é baixa, exceto em 
pessoas infectadas pelo HIV; portanto, o teste da aglutinação no lá- 
tex ou o ELISA para criptococos, ambos altamente específicos e com 
sensibilidade acima de 90%, são recomendados para o diagnóstico. 
Pode-se usar o sobrenadante de uma amostra centrifugada, ou LCE 
não centrifugado, nesses dois últimos testes. Ocorrem resultados fal- 
so-positivos nos testes de aglutinação no látex, em razão da presença 





Figura 63.1 Preparação com nanquim de líquido cerebrospinal, mostrando formas 
de levedura encapsuladas de Cryptococcus neoformans (x 400). 


de Trichosporon asahii ou da introdução de quantidades mínimas de 
condensação do ágar no líquido de teste. Para evitar o último proble- 
ma, o teste no látex deve ser feito antes da cultura ou, melhor ainda, 
em uma amostra separada (Heelan, 1991). 


Processamento de amostras 
para cultura viral e parasitologia 

O processamento de LCE para o diagnóstico de infecções virais en- 
volve cultura celular convencional (principalmente para detecção de 
enterovírus) ou testes sorológicos no caso de vírus que causam ence- 
falite (equina do oeste, do leste e venezuelana, de St. Louis, japonesa, 
de La Crosse e do oeste do Nilo). Além disso, a PCR é um recurso 
útil para a detecção de enterovírus, HSV e ácido nucleico do CMV 
no LCE (Lakeman, 1995; Mitchell, 1997; Jacques, 2003; Lai, 2003). As 
linhagens celulares para isolamento de enterovírus foram discutidas 
anteriormente, no tópico sobre amostras de sangue. 

Em alguns casos, o LCE é enviado para o laboratório para o diag- 
nóstico da tripanossomíase africana (Trypanosoma gambiense e 
Trypanosoma rhodesiense) ou de infecção com amebas de vida livre 
(Naegleria fowleri e espécies de Acanthamoeba). Uma vez que a amos- 
tra é recebida no laboratório, deve ser processada imediatamente. 
Preparações a fresco são feitas diretamente a partir da amostra e do 
sedimento, primeiro agitando-se o tubo levemente (etapa necessária 
porque os parasitas em geral aderem à parede do tubo) e em seguida 
centrifugando-o a 250 Xg por 10 minutos. As preparações são exa- 
minadas ao microscópio com o condensador em uma posição baixa, 
para permitir melhor visualização de trofozoítos ou, de preferência, 
por microscopia de contraste de fase. 

São feitas culturas de amebas de vida livre a partir de LCE em pla- 
cas de ágar sem nutrientes, cobertas por uma suspensão de E. coli ou 
Enterobacter aerogenes. O líquido é centrifugado a 250 x g por 10 mi- 
nutos, o sobrenadante é removido com uma pipeta estéril e o sedi- 
mento é misturado com 0,5 mL de solução fisiológica e gotejado no 
centro da placa. A cultura é incubada a 37°C e examinada diariamente 
ao microscópio por 10 dias sob objetiva de 10 x em busca de amebas 
(Martinez, 1991). 


Outros líquidos corporais 


Colhe-se líquido das cavidades pericárdica, torácica ou peritoneal, 
ou de espaços articulares aspirando-se com agulha montada em serin- 
ga. Um volume de 1 a 5 mL é adequado para o isolamento da maioria 
das bactérias, mas para recuperação de micobactérias e fungos, em ge- 
ral presentes em baixos números, o ideal é coletar 10 a 15 mL. Além 
disso, para diagnosticar a peritonite associada à diálise peritoneal am- 
bulatorial crônica, a coleta de pelo menos 50 mL de líquido pode me- 
lhorar a recuperação do patógeno responsável (Dawson, 1985). Para 
transporte, o líquido é aspirado em um recipiente estéril e enviado 
imediatamente para o laboratório. Uma alternativa com relação ao li- 
quido peritoneal é inoculá-lo diretamente em frascos de hemocultura 
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cultura dessa forma elimina a possibilidade de coloração direta pelo 
Gram e retarda a identificação e a determinação de suscetibilidade de 
quaisquer patógenos isolados. 

Os enterovírus, primordialmente os vírus Coxsackie A e B, estão en- 
tre as causas mais comuns de pericardite infecciosa. Esses vírus podem 
ser detectados no líquido pericárdico mediante cultura convencional 
de células, porém, como não são recuperados em todos os casos, a 
coleta de lavados da garganta e fezes (mais prováveis de produzir o vi- 
rus), além de líquido pericárdico, é veementemente recomendada pa- 
ra seu isolamento de pessoas com suspeita de pericardite enteroviral. 
Outros vírus (HSV, varicela-zóster, CMV, Epstein-Barr, da hepatite 
B, da caxumba e influenza) são agentes infrequentes de pericardite e, 
em geral, não são detectados no líquido pericárdico. 


Processamento da amostra para cultura bacteriana 

O processamento do líquido de cavidades corporais para a de- 
tecção de bactérias envolve a preparação de um esfregaço para co- 
loração de Gram e inoculação em meios apropriados para cultura. 
Conforme mencionado anteriomente, a amostra pode ser inoculada 
em frascos para hemocultura à beira do leito do paciente (embo- 
ra isso não seja o ideal), ou ser processada no laboratório, onde o 
líquido é centrifugado a 1.500 a 2.500 X g por 20 a 30 minutos. O 
sobrenadante é removido, deixando-se cerca de 0,5 mL de líquido 
além do sedimento, que é bem misturado e então usado para o pre- 
paro de esfregaços e inoculação em meios de cultura. Uma alternati- 
va é remover um pequeno volume de líquido não turvo nem viscoso 
(cerca de 0,1 mL) antes da centrifugação e usá-lo para preparar um 
esfregaco centrifugado. 

Amostras de líquido submetidas à detecção de micobactérias são 
processadas conforme descrito anteriormente para o LCE. Líquidos 
para cultura de fungos devem ser concentrados por centrifugação, 
conforme descrito no caso de bactérias. O sobrenadante é removido, 
deixando-se 1,5 a 2 mL, onde o sedimento é bem misturado para sub- 
sequente preparo de um esfregaço a ser corado pelo Gram ou com 
calcoflúor branco. O ideal é inocular 0,5 a 1 mL desse sedimento em 
meio primário para crescimento de fungos (como no caso do LCE), 
porém, volumes menores são aceitáveis. 


Exame parasitológico 


Raramente são coletados líquidos corporais para a detecção de pa- 
rasitas, porém, é possível encontrar Entamoeba histolytica na cavidade 
pericárdica, na pleural ou na peritoneal em decorrência da ruptura de 
um abscesso no fígado (que drene para alguma dessas cavidades) ou 
pulmonar (que drene para a cavidade pleural ou a pericárdica). Cistos 
hidáticos são diagnosticados com pouca frequência ao exame do li- 
quido de alguma cavidade corporal, também em razão da ruptura de 
um cisto em uma víscera contígua à cavidade em questão. O líquido 
coletado, em geral, é transparente e contém areia hidática (ver Cap. 
61), mas raramente pode estar turvo por causa de infecção bacteriana 
superposta. Em indivíduos com infecção por filárias, o exame de pre- 
parações a fresco de líquido de uma cavidade corporal pode demons- 
trar as microfilárias, mas isso é incomum; em pacientes com hiperin- 
fecção por Strongyloides, podem ser detectadas larvas em líquidos de 
cavidades corporais. 


Tecidos 


Amostras de tecido obtidas cirurgicamente são retiradas a alto custo 
e com risco considerável para o paciente, por isso, é conveniente que 
o cirurgião obtenha uma quantidade de material adequada tanto para 
exame histopatológico como microbiológico. Swabs raramente pres- 
tam-se a essa finalidade. A histopatologia da lesão serve não apenas 
para diferenciar infecção de malignidade, como também para distin- 
guir um processo supurativo de um granulomatoso. Em alguns casos, 
colorações especiais são úteis para estabelecer a etiologia do processo. 
Nas lesões crônicas, o diagnóstico diferencial inclui doenças causadas 
por actinomicetos, brucela, micobactérias e fungos, qualquer um des- 
ses microrganismos podendo estar presente apenas em pequeno nú- 
mero, o que enfatiza ainda mais a necessidade da obtenção de amos- 
tras adequadas para exame e cultura. 


Coleta e processamento da amostra 

O tecido obtido cirurgicamente deve ser colocado em um recipiente 
estéril, de boca larga e com tampa de rosca. Como regra geral, o te- 
cido deve ser bisseccionado assepticamente por um cirurgião na sala 
de operação, e o material representativo do processo patológico deve 
ser submetido a exame histopatológico e microbiológico. A boa co- 
municação entre o histopatologista e o microbiologista é importante, 
em especial nos casos de febre de origem desconhecida para a qual se 
realiza uma laparotomia e obtêm-se múltiplas amostras de biópsia. 

O tecido recebido no laboratório é picado em pequenos pedaços 
com tesoura e bisturi estéreis, colocado em um pequeno volume de 
caldo de cultura e então homogeneizado em um triturador (moedor) 
de tecido, gral ou pilão (almofariz) e soquete, de modo a fornecer 
uma suspensão a 20%, usada para inocular todos os meios de cultura 
necessários e então deixá-los sob refrigeração por pelo menos duas se- 
manas antes de descartá-los. 


Olhos 


Amostras da conjuntiva 


Raspados de conjuntiva ou amostras de swabs são coletados para se 
determinar o agente etiológico da conjuntivite. As bactérias são os 
agentes etiológicos mais comuns da conjuntivite infecciosa, sendo mais 
frequentemente implicados S. pneumoniae, Staphylococcus aureus e 
Staphylococcus epidermidis em adultos e H. influenzae, S. pneumoniae e 
S. aureus em crianças. O tracoma, causado por C. trachomatis, é uma 
causa de cegueira em todo o mundo, também podendo causar conjunti- 
vite por inclusão em recém-nascidos e, menos comumente, em adultos. 
Vírus são responsáveis por cerca de 15 a 20% dos casos de conjuntivite 
infecciosa aguda e, nos EUA, a maioria das epidemias de conjuntivite vi- 
ral é causada por adenovírus. Parasitas são causas raras de conjuntivite. 


Coleta e processamento da amostra 


São obtidas células conjuntivais da conjuntiva tarsal superior e in- 
ferior com um swab umedecido e caldo de cultura ou uma espátula 
estéril de platina. O ideal é preparar os esfregaços e, ante a suspeita 
de infecção bacteriana ou fúngica, inocular diretamente em meios de 
cultura cada amostra colhida individualmente. Se não forem possíveis 
a preparação direta de esfregaços e a inoculação nos meios, podem ser 
coletadas amostras com swab. Os esfregaços devem ser deixados secar 
ao ar e transportados para o laboratório imediatamente, já inoculados 
nos meios. Se tiver sido solicitada cultura viral, é colhida uma segun- 
da amostra (swab ou raspado), colocada em meio de transporte viral 
e liberada prontamente para o laboratório, ou refrigerada por pouco 
tempo e depois transportada em gelo úmido. Um diagnóstico rápido 
pode ser fornecido por coloração imunofluorescente direta ou indire- 
ta de esfregaços de células conjuntivais com anticorpos específicos pa- 
ra o vírus, mas a cultura celular é o método mais sensível para detectar 
patógenos virais potenciais e sempre deve ser feita. 

Para detectar C. trachomatis, um esfregaço preparado diretamente a 
partir de raspados conjuntivais pode ser corado com o Giemsa e exa- 
minado em busca de células epiteliais com inclusões intracitoplasmá- 
ticas basofílicas, diagnósticas de C. trachomatis, ou de preferência com 
anticorpos monoclonais, mais sensíveis e específicos que o corante 
de Giemsa. Para obter os melhores resultados com o teste direto do 
anticorpo fluorescente, deve-se usar o kit de coleta fornecido pelo fa- 
bricante (ver Cap. 55). Passa-se o swab com um movimento giratório 
pela superfície da lâmina de vidro fornecida, fixa-se o material e en- 
via-se a lâmina imediatamente para o laboratório, onde ela é mantida 
à temperatura ambiente ou refrigerada por pouco tempo. As lâminas 
são coradas de acordo com as instruções do fabricante e examinadas 
ao microscópio de fluorescência em busca de corpúsculos elementares 
(ver Cap. 55). Amostras contendo menos de 10 células colunares ou 
metaplásicas descamativas são consideradas inadequadas e os resul- 
tados devem ser relatados como inconclusivos, com uma explicação, 
solicitando-se outra amostra. Cultura é o método de referência para 
a detecção de C. trachomatis, devendo ser realizada quando há forte 
suspeita do diagnóstico de conjuntivite causada por clamídia e o teste 
direto do anticorpo fluorescente é negativo. 


Amostras da córnea 


Amostras de raspados e biópsias da córnea são úteis para determi- 
nar o agente etiológico de ceratite, uma infecção que potencialmente 
pode acarretar perda da visão e requer atenção imediata. Bactérias são 
responsáveis por 65 a 90% dos casos de ceratite e, nos EUA, S. aureus, 
S. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Moraxella são 
mais frequentemente implicadas. 


Coleta e transporte da amostra 


Os raspados de córnea são coletados com uma espátula de platina 
estéril e usados para preparar esfregaços por transferência direta para 
lâminas de microscopia de vidro e coloração, bem como inoculação 
nos meios apropriados para cultura. Caso tenha sido solicitada cultura 
viral, os raspados devem ser colocados diretamente em meios de trans- 
porte viral e enviados prontamente para o laboratório, ou refrigerados 
por pouco tempo e transportados em gelo úmido. Frequentemente, 
também é feita cultura concomitante da conjuntiva e das pálpebras dos 
olhos acometidos e dos ilesos, para se determinar a microbiota normal, 
útil para avaliar os resultados das culturas de córnea. Quando a cultura 
de raspados de uma úlcera de córnea suspeita é negativa, o oftalmolo- 
gista pode obter uma amostra por ceratectomia superficial ou biópsia 
da córnea, abordagem especialmente útil para a detecção de fungos e 
Acanthamoeba. 


Trato respiratório 


Amostras da nasofaringe 


Amostras de aspirados, lavados e swabs da nasofaringe são coletadas 
predominantemente para o diagnóstico de infecções respiratórias vi- 
rais, mas também de sarampo, pneumonia por C. trachomatis em lac- 
tentes, difteria e coqueluche. Amostras do nariz também são usadas 
para identificar portadores de S. aureus. 


Coleta, transporte e processamento da amostra 


Aspirados e lavados nasofaríngeos são superiores aos swabs para a 
recuperação de vírus, mas swabs frequentemente são submetidos, por 
serem mais convenientes. Amostras de lavados ou swabs são coletadas 
para a detecção de Bordetella pertussis; uma amostra de swab é preferi- 
da para C. trachomatis, Chlamydophila pneumoniae e Corynebacterium 
diphtheriae. Colhe-se um aspirado com um tubo de plastico (como 
um usado para alimentar lactentes prematuros) adaptado a uma se- 
ringa de 10 mL ou um cateter de aspiração com muco preso. Obtém- 
se um lavado com um bulbo de aspiração de borracha, instilando-se e 
retirando-se 3 a 7 mL de solução fisiológica tamponada com fosfato. 
Para coletar células nasofaríngeas com um swab, remove-se todo o 
muco da cavidade nasal e, em seguida, insere-se um pequeno swab 
nasofaríngeo flexível ao longo do septo nasal até a faringe posterior, 
esfregando-o na mucosa várias vezes com movimento giratório. 

Para detectar vírus, as amostras nasofaríngeas são colocadas em um 
meio de transporte apropriado, com ou sem antibióticos (como M4) 
e levadas de imediato para o laboratório ou guardadas por pouco tem- 
po no refrigerador e embaladas em gelo para transporte, tão logo seja 
possível. Os métodos de detecção viral são discutidos em pormenores 
no Capítulo 54. 

Para a detecção de C. trachomatis, colhe-se uma amostra nasofarin- 
gea com um swab de ponta de poliéster, que pode ser usado para cul- 
tura ou preparação de um esfregaço para coloração direta de anticorpo 
fluorescente. Os métodos de detecção são discutidos no Capítulo 55. 
Para cultura de C. trachomatis e C. pneumoniae, o swab deve ser colo- 
cado em um meio de transporte apropriado (p. ex., 2-sacarose fosfato 
contendo agentes antimicrobianos ou M4) e transportado para o labo- 
ratório o mais rapidamente possível, ou refrigerado por pouco tempo. 

Para detectar B. pertussis, a inoculação de amostras de lavados ou swa- 
bs (de preferência coletadas com um swab de alginato de cálcio) à beira 
do leito do paciente é ideal. Se isso não for possível, coloca-se a amostra 
em caldo casamino estéril e envia-se imediatamente para o laboratório, 
onde deve ser processada até 1 a 2 horas depois para cultura, que é o 
método mais sensível para cultura desse microrganismo. Caso seja pre- 
ciso mandar a amostra para um laboratório de referência para cultura, 


o swab deve ser inoculado e deixado em um meio sólido de transporte 
como o de Regan-Lowe ou o de Jones-Kendrick, incubado a 37°C por 
48 horas e então enviado à temperatura ambiente. O método de colora- 
ção direta de anticorpo fluorescente, que fornece um diagnóstico rápi- 
do mas está associado a resultados falsos tanto positivos como negativos 
(Friedman, 1988), pode ser realizado com um esfregaço preparado a 
partir de um swab ou lavado nasofaríngeo. Atualmente, o meio reco- 
mendado para cultura é o ágar de Regan-Lowe (composto por ágar de 
carvão Oxoid e 10% de sangue equino contendo cefalexina), em vetores 
do tradicional ágar de Bordet-Gengou (ágar com infusão de batata e 
20% de sangue de carneiro). O método mais sensível para detectar B. 
pertussis é a PCR, para a qual a amostra nasofaríngea ideal é a colhida 
com um swab de Dacron (as fibras de alginato e alumínio na haste são 
inibitórias). Se a amostra tiver de ser transportada para um laboratório 
de referência para a realização da PCR, o swab deve ser enviado seco ou 
em solução fisiológica. 

Para identificar portadores de S. aureus, são coletadas secreções na- 
sais das narinas anteriores com um swab de ponta de poliéster, que 
é colocado em um sistema de transporte de tubo e levado imediata- 
mente para o laboratório. A amostra é colocada em ágar com 5% de 
sangue de carneiro, um meio de ágar seletivo para organismos Gram- 
positivos (ágar com colistina e ácido nalidíxico ou álcool polietílico), 
ágar de sal manitol (meio seletivo para estafilococos e útil na diferen- 
ciação entre espécies coagulase-positivas e negativas) ou ágar BBL 
CHROMagar para S. aureus (Flayhart, 2004). 


Amostras da garganta 


É mais comum coletar amostras da garganta com swab para diagnosti- 
car faringite causada por estreptococos do grupo A, mas os grupos Ce G 
de Lancefield também têm sido implicados na faringite. Os swabs de gar- 
ganta recebidos no laboratório clínico para cultura bacteriana de rotina 
devem ser avaliados apenas quanto a esses agentes. Amostras de lavados 
ou swabs da garganta são úteis para a detecção de vírus eliminados com 
as secreções orais, sem causar faringite (HSV, CMV ou enterovírus). 
Amostras de swabs da garganta também podem ser úteis para a deter- 
minação do agente etiológico da epiglotite, uma celulite rapidamente 
progressiva com o potencial de causar obstrução das vias respiratórias 
(quase sempre em razão da H. influenzae do tipo b, mas ocasionalmente 
S.aureus ou S. pneumoniae) e no diagnóstico de gonorreia, pneumonia 
por Mycoplasma pneumoniae, difteria e angina de Vincent. 


Coleta e transporte da amostra 

As amostras de swabs da garganta são coletadas abaixando-se a lín- 
gua do paciente com um abaixador de língua, introduzindo-se o swab 
entre os pilares tonsilares e além da úvula, sem tocar as paredes late- 
rais da cavidade bucal, e esfregando-o para trás e para a frente na fa- 
ringe posterior. As amostras de swab coletadas para detecção de vírus 
devem ser colocadas em um meio de transporte viral e aquelas para 
detecção de bactérias, em um sistema de transporte de tubos conten- 
do meio de Stuart modificado. Lavados da garganta para o diagnósti- 
co de infecções virais são obtidos por gargarejo com 5 mL de meio de 
transporte viral contendo antibióticos. As amostras de lavado ou swab 
da garganta devem ser enviadas imediatamente para o laboratório, ou 
refrigeradas por pouco tempo se for inevitável algum atraso no envio. 


Processamento da amostra 


Para o diagnóstico de faringite estreptocócica do grupo A, a cultura 
é mais sensível. O uso de um meio seletivo aumenta a recuperação 
de S. pyogenes, ao inibir a proliferação da microbiota normal. No en- 
tanto, o crescimento de S. pyogenes em meios seletivos após 24 horas, 
em geral, é insuficiente para o teste, de modo que as placas devem 
ser reincubadas por mais um dia antes de se fazer o teste confirmató- 
rio. Para um diagnóstico rápido, uma sonda direta comercial é mais 
sensível e pode ser usada como substituta da cultura (Gerber, 2004). 
Outros testes rápidos para estreptococos do grupo A (há vários no 
comércio) são menos sensíveis (apenas 70% de sensibilidade); por- 
tanto, devem ser coletadas duas amostras da garganta com swab caso 
se pretenda usar algum desses testes. Se o teste direto for positivo, o 
segundo swab pode ser descartado, mas se o teste direto for negativo 
em crianças, será preciso fazer cultura confirmatória com o segundo 
swab (Bisno, 2002). No caso de adultos, como a incidência de infecção 
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estreptocócica é baixa e o risco de febre reumática é extremamente 
baixo, o diagnóstico de faringite estreptocócica do grupo A com base 
em um teste rápido e direto, sem confirmação de um resultado nega- 
tivo por meio de cultura, é uma alternativa aceitável (Bisno, 2002). 

Para determinar o agente etiológico da epiglotite, um médico deve 
coletar uma amostra com swab em um contexto no qual o paciente pos- 
sa ser entubado imediatamente, se necessário. Para detectar N. gonor- 
rhoeae na garganta, o swab com a amostra deve ser inoculado à beira do 
leito ou levado para o laboratório até no máximo 2 horas depois e ino- 
culado o mais rapidamente possível em um meio seletivo, como o ágar 
modificado de Thayer-Martin. Se for inevitável alguma demora no pro- 
cessamento, o swab deve ser mantido à temperatura ambiente. Para o 
diagnóstico de difteria, são coletadas amostras com swab da nasofaringe 
e da garganta, levadas para o laboratório imediatamente. Se a equipe de 
funcionários do laboratório não tiver experiência na recuperação e na 
identificação de C. diphteriae, as amostras devem ser enviadas para um 
laboratório de referência em um meio de transporte semissólido (p. ex., 
o de Amies). Um meio diferencial inibitório contendo telurita, como o 
Tinsdale, é ótimo para cultura de C. diphteriae, mas tal meio é caro, tem 
meia-vida curta e é de difícil obtenção no comércio, razão pela qual ra- 
ramente é usado nos laboratórios clínicos. O ágar-sangue com colistina 
e ácido naladíxico (CNA) é uma alternativa aceitável para o cultivo de 
Cs diphteriae, porém, como não é um meio diferencial, é preciso avaliar 
todos os tipos de colônia difteroide para excluir C. diphteriae quando se 
suspeita desse agente. Além disso, uma placa de ágar-sangue de carneiro 
deve ser inoculada e examinada em busca de estreptococos do grupo A. 

A angina de Vincent é uma tonsilite ulcerativa necrotizante aguda, 
que pode ser causada por Fusobacterium necrophorum e outros anae- 
róbios. Uma doença com essa apresentação clínica pode ser chamada 
angina de Vincent de forma presuntiva se forem vistos bacilos fusi- 
formes Gram-negativos e espiroquetas em esfregaços preparados a 
partir de uma amostra obtida com swab da lesão ulcerada e corada 
pelo Gram. Culturas com material da área acometida em geral não 
são úteis porque muitas espécies de anaeróbios estão presentes na ca- 
vidade oral, mas deve-se coletar material para hemoculturas porque a 
doença costuma ser acompanhada por sepse. 


Escarro e aspirados traqueais 


Os estudos microbiológicos com amostras de escarro (expectorado 
e induzido) e aspirados traqueais são feitos principalmente para de- 
terminar os agentes etiológicos da pneumonia. As orientações para o 
diagnóstico de pneumonia adquirida na comunidade foram publica- 
das pela Infectious Diseases Society of America (Mandell, 2003). Os 
aspirados traqueais representam secreções do trato respiratório in- 
ferior coletadas com um sifão de Lukens, de pacientes submetidos a 
traqueostomias, os quais são colonizados rapidamente com bactérias 
Gram-negativas e outros patógenos nosocomiais e, como as bactérias 
que colonizam o trato respiratório não podem ser diferenciadas das 
que causam doença invasiva em culturas de aspirados traqueais, é di- 
fícil interpretar os resultados das culturas rotineiras. É preciso solici- 
tar cultura para Legionella, micobactérias e fungos separadamente das 
culturas de rotina, pois cada um desses microrganismos requer meios 
especiais para seu cultivo. 


Coleta e transporte da amostra 

O ideal é coletar escarro expectorado no início da manhã, antes da 
primeira refeição. O indivíduo deve enxaguar a boca com água e en- 
tão expectorar uma amostra, de preferência de 5 a 10 mL, resultante 
de uma tosse profunda. No caso de pessoas com tosse improdutiva, 
pode-se induzir uma amostra fazendo com que o indivíduo respire 
aerossóis de uma solução contendo cloreto de sódio a 15% e glicerina 
a 10% por cerca de 10 minutos, ou até que o reflexo da tosse seja ini- 
ciado. Amostras de escarro e aspirados traqueais devem ser enviadas 
imediatamente para o laboratório ou refrigeradas por pouco tempo, 
se for inevitável algum atraso. 


Processamento da amostra 

Ambos os tipos de amostra devem ser triados antes da cultura bac- 
teriana de rotina, para se determinar se são representativos de secre- 
ções do trato respiratório inferior ou de saliva (Morris, 1993). Um 
esfregaço preparado com uma parte da amostra, consistindo em ma- 





Figura 63.2 Coloração de Gram de uma amostra de escarro, demonstrando mais 
de 10 células epiteliais descamativas por campo de pequeno aumento, o que é 
inaceitável em cultura (x 100). 


terial purulento, é corado pelo Gram. Em geral, amostras com mais 
de 10 células epiteliais por campo de pequeno aumento para triagem 
(Fig. 63.2) são consideradas significativas em termos de contaminação 
com saliva e devem ser rejeitadas. Amostras com menos de 25 células 
epiteliais e mais de 25 neutrófilos por campo de pequeno aumento 
provavelmente são aceitáveis (Murray, 1975). O número de neutrófi- 
los não costuma ser considerado quando se está determinando a qua- 
lidade da amostra, porque o indivíduo do qual a amostra foi obtida 
pode estar neutropênico. Em geral, não é necessário submeter amos- 
tras de escarro induzido e expectorado à triagem para detecção de M. 
pneumoniae, espécies de Legionella e micobactérias, para avaliar sua 
qualidade (Ingram, 1994; Havlik, 1995), mas os dados de um estudo 
sugerem que a triagem de amostras de escarro quanto à presença de 
neutrófilos é um método efetivo de avaliar a aceitabilidade do escarro 
para esfregaço micobacteriano e cultura (McCarter, 1996). 

Esfregaços corados pelo Gram, preparados a partir de amostras 
aceitáveis para cultura, são examinados sob imersão em óleo para se 
determinar a quantidade relativa de organismos. A quantidade de or- 
ganismos (raros, poucos, moderada ou muitos) é estimada para cada 
tipo de bactéria (p. ex., cocos Gram-positivos em pares [Fig. 63.3], 
cadeias ou aglomerados; bacilos Gram-positivos, diplococos Gram- 
negativos e bastonetes Gram-negativos), notando-se ainda se são in- 





Figura 63.3 Coloração de Gram de uma amostra de escarro, mostrando diplococos 
Gram-positivos encapsulados, em forma de lanceta, consistentes com Streptococcus 
pneumoniae (x 100). 


tracelulares ou não. Os aspirados traqueais em que não são observados 
organismos à coloração de Gram provavelmente devem ser rejeitados 
(Gilligan, 1999). Algumas amostras aceitáveis contendo material pu- 
rulento são inoculadas, conforme delineado no Capítulo 56. No caso 
de amostras de pessoas com fibrose cística, também é recomendável 
inocular um meio seletivo para Burkholderia (Pseudomonas) cepacia. 

Quando se suspeita da doença dos legionários, são recomendáveis 
cultura para Legionella e um teste direto rápido (anticorpo fluores- 
cente) com uma amostra respiratória ou antígeno de Legionella em 
uma amostra de urina. A coloração direta do anticorpo fluoresente, 
que pode proporcionar resultados em questão de horas, em vez dos 3 
a 7 dias necessários para cultura, deve complementar, não substituir, a 
cultura. Também se pode solicitar a PCR, mas ela é consideravelmen- 
te mais dispendiosa que a cultura, o teste direto com anticorpo fluo- 
rescente (DFA) ou o teste com o antígeno urinário. A cultura é o mais 
sensível desses métodos e sempre deve ser feita. Várias gotas da amos- 
tra devem ser inoculadas em cada placa de ágar seletivo e não seletivo 
para levedura, tamponado com carvão. O uso do ágar seletivo inibe o 
crescimento da maioria da microbiota respiratória, porém, algumas 
cepas de Legionella são suscetíveis aos agentes inibitórios do meio, ra- 
zão pela qual sempre deve ser incluída uma placa não seletiva. 

O ideal para a detecção de micobactérias no escarro é coletar três 
amostras em 3 dias separados. O escarro e outras amostras respira- 
tórias precisam ser descontaminados para evitar-se a proliferação da 
microbiota normal, que lentifica o crescimento das micobactérias. 
Esse processo e os métodos de detecção são discutidos no Capítulo 
59. Todas as amostras submetidas a coloração, cultura e testes mole- 
culares para micobactérias devem ser processadas em uma cabine de 
segurança biológica, de preferência em uma sala isolada com pressão 
atmosférica negativa (laboratório de nível 3). 

Todas as amostras submetidas a cultura fúngica também devem ser 
manipuladas conforme descrito para micobactérias. A qualidade das 
amostras deve ser determinada por triagem com esfregaços corados 
pelo Gram (como descrito antes para bactérias). Amostras aceitáveis 
de escarro expectorado ou induzido e aspirados traqueais devem ser 
inoculadas em meios de cultura para recuperação de fungos. Em geral, 
devem ser usados meios para cultura de fungos enriquecidos ou não 
com sangue e aqueles contendo agentes antimicrobianos. Entretanto, 
ao escolher os meios, o responsável pelo laboratório também deve 
considerar o custo e os tipos de fungos geralmente encontrados na 
população de pacientes com que o laboratório lida. 

Amostras de escarro induzido são úteis para o diagnóstico de pneu- 
monia causada por Pneumocystis jiroveci (antigamente Pneumocystis 
carinii) em pessoas com a síndrome da imunodeficiência adquirida 
(AIDS) (Wolfson, 1990). Primeiro, examina-se um esfregaço corado 
pelo Gram feito com a amostra para determinar se ela é representativa 
de secreções do trato respiratório inferior. Amostras aceitáveis são tra- 
tadas com um agente mucolítico (como N-acetil-L-cisteina) e esfrega- 
ços são preparados e corados para a detecção de P. jiroveci (ver Cap. 60). 


Amostras de broncoscopia 


Amostras de líquido de lavado broncoalveolar e escovados prote- 
gidos são úteis para o diagnóstico de pneumonia bacteriana em pa- 
cientes ventilados que não tenham recebido terapia antimicrobiana e 
para a detecção de patógenos oportunistas em pacientes imunocom- 
prometidos com pneumonia (Baselski, 1994; Carroll, 2002). Os dados 
indicam que a cultura de amostras de líquido de lavado broncoalveo- 
lar também é útil para o diagnóstico de pneumonia bacteriana aguda 
(Baselski, 1994). Todas as amostras de broncoscopia devem ser ino- 
culadas quantitativamente em placas para se determinar o significado 
dos patógenos potenciais recuperados. Apenas amostras de escovados 
protegidos são aceitáveis para cultura anaeróbica (Baselski, 1994). 
Para a cultura de espécies de Legionella, as amostras de escarro são 
preferíveis, porque as de lavado broncoalveolar são diluídas com so- 
lução fisiológica e podem conter pequenas quantidades do anestésico 
local utilizado, o que inibe o organismo. 


Coleta e transporte da amostra 

A amostra de escovado protegido é colhida com uma pequena es- 
cova que pega 0,001 a 0,01 mL de secreções em um cateter dentro de 
uma cânula dupla. A cânula externa tem uma tampa de polietilenogli- 


col que pode ser deslocada na extremidade. Para obter-se a amostra, a 
cânula é inserida na área desejada pelo broncoscópio, a cânula interna 
é empurrada para fora, deslocando a tampa protetora (hidrossolúvel) 
e a escova é estendida mais adiante, além da cânula interna. Assim que 
a amostra é obtida, a escova é puxada de volta para a cânula interna e 
ambas são empurradas para a cânula externa, para evitar contamina- 
ção da escova quando o cateter é removido. A escova então é colocada 
em 1 mL de solução fisiológica estéril ou caldo de cultura. A amostra 
deve ser transportada imediatamente para o laboratório e processada 
assim que seja possível. Se for inevitável alguma demora, a amostra 
deve ser guardada no refrigerador. 

Para coletar líquido broncoalveolar, a extremidade do broncoscó- 
pio é colocada com cuidado no lúmen de uma via respiratória. Três 
ou quatro alíquotas de um volume de solução fisiológica (em geral 
> 140 mL) são injetadas através do lúmen, obtendo-se uma amostra 
estimada de 1 milhão de alvéolos. O volume total que retorna varia 
de acordo com o volume instilado, mas em geral é de 10 a 100 mL. O 
tempo de transporte para o laboratório deve ser mínimo (inferior a 30 
minutos) e, uma vez lá, a amostra deve ser processada o mais rapida- 
mente possível. Se for inevitável alguma demora, a amostra deve ser 


guardada no refrigerador. 


Processamento da amostra 


Para proteger a amostra obtida por escovado, o líquido em que a es- 
cova fica suspensa é agitado em um misturador e a suspensão resul- 
tante é usada para uma preparação com citospina e inoculação para 
cultura. Usando-se uma alça de inoculação calibrada de 0,01 mL, a sus- 
pensão é colocada riscando-se com cuidado meios apropriados para 
isolamento em placas. Contagens de colônias de mais de 1.000 CFU/ 
mL de patógenos potenciais (o que corresponde a 10º organismos/mL 
da amostra original) parecem ter correlação com infecção (Baselski, 
1994). A amostra broncoalveolar é inoculada em ágar usando-se uma 
alça de inoculação calibrada em 0,001 mL (conforme usada para cultu- 
ras de urina, como descrito na seção subsequente). A presença de mais 
de 10.000 CFU/mL de líquido tem correlação com doença. A coloração 
de preparações centrifugadas do líquido corado pelo Gram é recomen- 
dada. A visualização de uma ou mais bactérias sem células epiteliais 
descamativas por campo de imersão em óleo é forte indício de pneu- 
monia bacteriana aguda (Kahn, 1987; Baselski, 1994). 

O processamento de amostras de lavado broncoalveolar para a de- 
tecção de vírus inclui exame microscópico direto e cultura celular 
convencional. O exame de preparações centrifugadas coradas pelo 
Papanicolaou permite a detecção de alterações citopáticas, sendo espe- 
cialmente útil para o diagnóstico de pneumonia por CMV (Fig. 63.4) 
(Woods, 1990). Preparações de citospina também podem ser coradas 
com um corante ácido-rápido, com anticorpos específicos, como aque- 
les para detecção de espécies de Legionella ou P. jiroveci, ou com coran- 





Figura 63.4 Preparação citológica de líquido obtido por lavado broncoalveolar, 
mostrando célula aumentada com inclusões intranucleares e intracitoplasmáticas, 
consistentes com citomegalovírus (Coloração de Papanicolaou, x 250). (Cortesia 
de Vicki J. Schnadig, MD, Department of Pathology, University of Texas Medical 
Branch, Galveston, TX.) 
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3 Coleta e manipulação de amostras para o diagnóstico de doenças infecciosas 


tes inespecíficos para a detecção de P. jirovect ou outros fungos (como 
prata, calcoflúor branco ou Giemsa). Para a detecção de micobactérias, 
a amostra deve ser descontaminada e manipulada conforme descrito 
no Capítulo 59. Para recuperar fungos, o sedimento de uma amostra 
centrifugada deve ser inoculado em um meio primário para fungos. 


Trato urinário 


O trato urinário acima da uretra é estéril em pessoas saudáveis, mas 
a uretra normalmente é colonizada com muitas bactérias diferentes, de 
modo que a coleta de amostras de urina por um método não invasivo 
(como jato médio) faz que sejam contaminadas durante a passagem pelas 
vias urinárias. Bactérias comensais são diferenciadas de patógenos poten- 
ciais por culturas quantitativas de urina, um procedimento inicialmente 
promovido por Kass (1956). Originalmente, o crescimento de 10º ou mais 
CFU de bactérias por mililitro de urina era considerado altamente indi- 
cativo de infecção, porém, tal critério foi modificado para situações dife- 
rentes. Por exemplo, em mulheres jovens sexualmente ativas com uma 
síndrome uretral aguda (disúria, frequência e urgência), apenas 10*CFU/ 
mL são consideradas significativas na presença de piúria concomitante 
(Stamm, 1982). Podem ocorrer infecções verdadeiras do trato uriná- 
rio associadas a pouco menos que 10º CFU/mL em lactentes e crianças, 
homens e pessoas cateterizadas, recém-tratadas com agentes antimicro- 
bianos, que bebem grande quantidade de líquidos (o que dilui a urina), 
tenham sintomas e piúria concomitante, obstrução urinária ou tenham 
adquirido nefrite por via hematogênica (em especial infecções devidas a 
leveduras e S. aureus) (Pezzlo, 1988; Baron, 1994). Consequentemente, a 
interpretação adequada dos resultados de uma urocultura requer comu- 
nicação entre os clínicos e a equipe do laboratório. 


Coleta e transporte da amostra 

Os métodos aceitáveis para a coleta de urina incluem jato médio (de 
preferência da primeira micção da manhã), cateterismo e aspiração su- 
prapúbica. Em geral, amostras de urina de 24 horas devem ser rejeitadas, 
exceto quando é solicitada especificamente a detecção de Schistosoma ha- 
ematobium. Mais comumente, colhe-se urina do jato médio. No caso de 
mulheres, antes, limpa-se a área periuretral e do períneo com uma com- 
pressa de gaze estéril embebida em sabão, com um movimento da fren- 
te para trás, enxaguando com compressas de gaze estéreis umedecidas e 
secando com outras compressas de gaze estéreis. No caso de homens, a 
limpeza da área genital pode não melhorar muito a detecção de bacteriú- 
ria e não ser necessária (Lipsky, 1984). Durante a micção, as mulheres de- 
vem afastar os lábios vulvares e os homens que não forem circuncisados 
devem retrair o prepúcio. Os primeiros mililitros de urina são eliminados 
em uma comadre ou similar, para descartar as bactérias que normalmen- 
te colonizam a uretra, colhendo-se uma parte do jato médio em um reci- 
piente estéril de boca larga e com tampa que o deixe bem vedado. 

O cateterismo é associado ao risco de induzir uma infecção nosocomial 
e, portanto, deve restringir-se a pessoas impossibilitadas de produzir uma 
amostra do jato médio, como aquelas com alteração do sensório ou inca- 
pazes de urinar por causa de problemas neurológicos ou urológicos. Com 
técnica asséptica estrita, o cateter é introduzido na uretra, os primeiros 
mililitros são descartados para eliminar os organismos que possam ter 
entrado na extremidade do cateter durante sua colocação e a parte mé- 
dia da amostra é obtida para cultura. À urina pode ser colhida com um 
cateter permanente aspirando-se com agulha de calibre 28 montada em 
seringa por meio de um conector de borracha entre o cateter e o tubo 
coletor, com o cuidado prévio de desinfetar o local da punção. Não se de- 
ve coletar urina de bolsas de cateteres, e as extremidades dos cateteres de 
Foley não devem ser aceitas para realização da cultura, pois quase sempre 
estão contaminadas com organismos uretrais. 

A aspiração suprapúbica é usada principalmente em neonatos. O 
procedimento requer que a bexiga esteja cheia, a pele seja desinfetada 
e a punção seja feita acima da sínfise púbica, com uma agulha de cali- 
bre 22 montada em seringa, aspirando-se cerca de 10 mL de urina. 

Todas as amostras de urina devem ser levadas imediatamente para o 
laboratório e processadas até 2 horas após a coleta. Se uma demora no 
transporte não puder ser evitada, as amostras devem ser refrigeradas por 
até 24 horas. Há no comércio kits para coleta contendo conservantes para 
manter a população bacteriana estável por 24 horas à temperatura am- 
biente, mas eles não têm qualquer vantagem com relação à refrigeração. 


Processamento da amostra 


A cultura bacteriana quantitativa de uma amostra de urina é feita por 
inoculação em meios apropriados (ver Cap. 56), com uma quantidade 
medida de urina, mais comumente com uma alça de plástico ou ara- 
me calibrada para liberar um volume conhecido. Usa-se uma alça ca- 
librada em 0,001 mL para inocular todas as amostras de urina, exceto 
aquelas coletadas de mulheres em que se suspeita de síndrome uretral e 
aspirados suprapúbicos. As duas últimas são inoculadas com uma alça 
calibrada em 0,01 mL. A alça apropriada é introduzida verticalmente 
na amostra de urina bem misturada e a urina removida é espalhada 
sobre a superfície de uma placa de ágar, conforme ilustrado na Figura 
63.5. Sem reinocular, a alça é inserida verticalmente mais uma vez na 
urina e a amostra retirada é inoculada em uma segunda placa. 

Algumas bactérias não são detectadas pela urocultura de rotina e, 
quando se suspeita da presença desses patógenos, é preciso solicitar 
testes específicos. Por exemplo, a urina é uma amostra aceitável para a 
detecção de N. gonorrhoeae e C. trachomatis por amplificação do ácido 
nucleico. As instruções do fabricante para a coleta e o processamento 
de urina devem ser seguidas. Leptospira interrogans pode ser detectada 
na urina após a primeira semana de doença e por vários meses depois. 
A urina deve ser processada o mais rapidamente possível após a coleta, 
porque sua acidez prejudica os organismos. Uma ou duas gotas de urina 
não diluída e urina diluída a 1:10 em caldo de cultura são inoculadas em 
5 mL de meio de Fletcher ou de Ellinghausen-McCullough-Johnson- 
Harris contendo 5-fluorouracil. A cultura de urina para micobactérias 
foi discutida no Capítulo 59. Leveduras podem ser recuperadas da urina 
nos meios de rotina para cultura bacteriana, mas, se for solicitada espe- 
cificamente cultura fúngica, o sedimento de uma amostra centrifugada 
de urina deve ser colocado em uma placa com meio como aquele inibi- 
tório de mofo ou ágar SABHI contendo agentes antibacterianos. 

Quando amostras de urina são submetidas a cultura de vírus, isso 
deve ser realizado em meios líquidos contendo antibióticos (p. ex., 
penicilina, gentamicina e anfotericina B), ou os antibióticos devem 
ser acrescentados à amostra quando ela é recebida no laboratório, 
para minimizar a contaminação bacteriana de culturas celulares. As 
linhagens celulares são selecionadas para inoculação com base nos ví- 
rus mais comumente isolados — CMV, adenovirus e HSV. 

Mais de metade das amostras de urina submetidas ao laboratório 
clínico para cultura não gera crescimento ou tem contagens bacte- 





Figura 63.5 Técnica para inocular urina em placas de ágar. (Redesenhada de Woods 
GL, Gutierrez Y: Diagnostic Pathology of Infectious Diseases. Philadelphia, PA, Lea 
& Febiger, 1993.) 


rianas abaixo dos níveis considerados significativos; portanto, foram 
desenvolvidos testes de triagem que rapidamente identificam amos- 
tras cujas culturas resultam “negativas”, em uma tentativa de fornecer 
resultados rápidos, eliminar amostras negativas e permitir mais tem- 
po para amostras positivas, melhorando, assim, a eficiência e o custo. 
Os resultados da triagem da urina e os da cultura têm boa correla- 
ção quando 10º CFU/mL ou mais é a referência, mas a comparação é 
menos favorável na presença de baixas contagens de colônias (Pezzlo, 
1988). Outras questões a considerar a respeito do uso de triagens de 
bacteriúria são a capacidade de detectar piúria e o custo. O último é 
especialmente importante quando se considera a automatização. 

A triagem de amostras urinárias coradas pelo Gram é rápida e econô- 
mica. O achado de um ou mais organismos por campo de imersão em 
óleo em um esfregaço preparado a partir de uma amostra centrifugada 
tem boa correlação com bacteriúria de 10º CFU/mL ou mais (Rippin, 
1995). Contudo, a sensibilidade da coloração de Gram diminui quan- 
do comparada a contagens baixas de colônia, e o exame de esfregaços 
é entediante e demorado. Testes de tira disponíveis no comércio que 
combinam a redutase do nitrato (uma enzima presente na maioria dos 
bacilos Gram-negativos que causam infecções do trato urinário) e a es- 
terase dos leucócitos (enzima produzida por neutrófilos) são rápidos, 
de baixo custo e de simples realização, mas sua sensibilidade é muito 
baixa para serem usados como testes de triagem únicos para infecções 
do trato urinário (Pezzlo, 1988; Shaw, 1998; Semeniuk, 1999). 

Há no comércio vários sistemas de triagem urinária. Um sistema de 
filtração colorimétrica fornece resultados rápidos e detecta mais de 
90% de todas as amostras positivas (inclusive as que contêm neutrófi- 
los e apenas 10? CFU/mL), mas podem dar resultados falso-negativos 
com enterococos e P. aeruginosa (Pezzlo, 1988; Shaw, 1997). A urina é 
forçada por um filtro de papel e então passa-se um corante pelo filtro. 
A intensidade da cor resultante, lida manualmente ou com um fotôme- 
tro, correlaciona-se com o número de partículas que aderem ao filtro. 

Um sistema bioluminescente baseia-se na reação do trifosfato de 
adenosina (presente em todas as células vivas) com luciferina e luci- 
ferase, que produz luz medida por um luminômetro. Com a libera- 
ção seletiva do trifosfato de adenosina apenas de bactérias, pode-se 
estimar o número de CFU em uma amostra de urina. Essa técnica 
compara-se favoravelmente à cultura em um nível de 10º CFU/mL ou 
mais, todavia, como requer uma etapa de incubação, a disponibili- 
zação dos resultados demora algumas horas. Outro sistema combina 
a coloração e a análise de imagens de vídeo em uma triagem rápida. 
Esse método tem sensibilidade maior que 92% para contagens de co- 
lônias da ordem de 10* CFU/mL ou mais. 


Trato genital 


As amostras de locais genitais são submetidas à detecção de micror- 
ganismos responsáveis por várias síndromes clínicas, cada uma delas 
associada a certos patógenos e com apresentações clínicas distintas, 
requerendo coleta, transporte e procedimentos de testes específicos. 
Ao usar muitos desses testes, é preciso seguir as instruções do fabri- 
cante quanto aos dispositivos de coleta e transporte, para que detec- 
tem o patógeno responsável. 


Secrecoes vaginais 


As secreções vaginais são úteis para determinar o agente etiológico 
da vulvovaginite e da vaginose bacteriana (denominadas assim por- 
que não são condições invasivas). Em mulheres pré-puberais, os pató- 
genos mais comuns são Gardnerella vaginalis (em associação a anae- 
róbios como Mobiluncus spp.), espécies de Candida e Trichomonas 
vaginalis. Uma preparação a fresco montada é o teste diagnóstico mais 
valioso e pode ser feita pelo médico da paciente; não são necessárias 
culturas para o diagnóstico. Um swab da secreção é colocado em um 
tubo contendo cerca de 1 mL de solução fisiológica normal e levado 
para o laboratório. Retira-se o swab da solução fisiológica, pressionan- 
do-se firmemente sua extremidade várias vezes contra uma lâmina de 
microscopia de vidro para espremer o líquido e o material celular, 
cobre-se a lâmina com lamínula e examina-se ao microscópio sob pe- 
queno e grande aumentos, procurando “indícios de células” (células 
epiteliais cobertas com bactérias cocobacilares pequenas) (Fig. 63.6) 
consistentes com o diagnóstico de vaginose inespecífica, pseudo-hifas 





Figure 63.6 “Células indicativas” em um esfregaço de corrimento vaginal 
(Coloração de Papanicolaou, x 400). (Cortesia de Vicki J. Schnadig, MD, Department 
of Pathology, University of Texas Medical Branch, Galveston, TX.) 


sugestivas de candidíase vaginal, bem como tricômonas móveis. A de- 
tecção de todos os três patógenos também pode ser conseguida com 
um teste comercial de PCR para patógenos vaginais (Briselden, 1994). 
É indispensável usar os swabs e tubos de transporte fornecidos pelo 
fabricante do teste. 

Outros testes diagnósticos úteis são o do pH vaginal e o “teste do 
cheiro”. O pH vaginal geralmente é de cerca de 4,5 em mulheres com 
candidíase vaginal, mas acima disso naquelas com vaginose bacteria- 
na ou tricomoniase. Um teste do cheiro positivo é determinado pela 
detecção de um odor pungente de peixe após o acréscimo de 10% de 
hidróxido de potássio a uma gota de corrimento vaginal colocada em 
uma lâmina ou no espéculo. Isso é associado predominantemente a 
vaginose bacteriana, mas em alguns casos ocorre na tricomoniase. 


Amostras endocervicais e uretrais 


São coletadas amostras endocervicais para determinar o(s) agente(s) 
etiológico(s) da cervicite e identificar mulheres assintomáticas infecta- 
das com um organismo que causa doença sexualmente transmitida. As 
amostras endocervicais são obtidas depois de visualizar-se a cérvix com 
um espéculo umedecido apenas em água morna, porque os lubrificantes 
podem conter agentes antibacterianos. Se um esfregaço de Papanicolaou 
estiver indicado, a amostra para ele deve ser colhida primeiro. 

As amostras para estudos microbiológicos em geral são coletadas com 
um swab. Conforme discutido anteriomente neste capítulo, é reco- 
mendável usar um swab com extremidade de poliéster. Caso seja usado 
um kit de teste que não empregue cultura para detectar o organismo, 
a amostra deve ser colhida com o swab fornecido ou especificado pelo 
fabricante. Antes de coletar as amostras para detecção de N. gonorrhoeae 
e C. trachomatis, é preciso remover todas as secreções e corrimentos do 
óstio cervical. Em seguida, insere-se o swab ou a escova 1 a 2 cm no ca- 
nal endocervical (depois da junção escamocolunar), com movimentos 
giratórios firmes contra a parede por 10 a 30 segundos, retirando-o sem 
tocar a superfície da vagina para colocar no meio de transporte apro- 
priado ou sistema de tubo usado para preparar uma lâmina para colo- 
ração direta de anticorpo fluorescente (para C. trachomatis) ou inocular 
imediatamente em ágar para recuperação de N. gonorrhoeae. 

A manipulação da amostra varia com base no organismo observado. 
Para isolar N. gonorrhoeae, o ideal é a inoculação direta em meio de ágar 
seletivo como o de Thayer-Martin modificado, dentro de um recipiente 
ao qual se acrescenta um comprimido gerador de CO;. Uma alternativa 
consiste em colocar a amostra de swab em um sistema de transporte de 
tubo e levar para o laboratório em duas horas. Se não puder ser evita- 
da alguma demora, o swab deve ser deixado à temperatura ambiente, 
nunca refrigerado. Caso se use uma sonda de DNA ou amplificação do 
ácido nucleico para detectar N. gonorrhoeae, deve-se usar o kit de coleta 
do fabricante e seguir as instruções para armazenamento e transporte. 

Para detectar C. trachomatis, podem ser usados métodos de cultura 
ou não (ver Cap. 55). Para cultura de clamídias, a amostra deve ser 
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feração de bactérias e fungos. Para manter a viabilidade da Chlamydia, 
a amostra deve ser levada para o laboratório imediatamente ou guar- 
dada no refrigerador, se não for possível seu envio imediato. No la- 
boratório, ela deve ser processada o mais rapidamente possível. Caso 
seja inevitável alguma demora no processamento, as amostras devem 
ser guardadas no refrigerador se puderem ser processadas em 48 horas. 
Para detectar corpúsculos elementares de clamídia pela coloração com 
DFA, é preciso usar o kit de coleta fornecido pelo fabricante e seguir 
suas instruções. A amostra é espalhada sobre a lâmina de microsco- 
pia girando-se o swab, deixa-se secar e aplica-se o fixador. Para ensaio 
imunoenzimático, sondas de DNA e amplificação do ácido nucleico, 
deve-se usar o kit de coleta e sistema de transporte fornecido pelo fa- 
bricante, a menos que ele estabeleça especificamente que um sistema 
alternativo de transporte é aceitável. As orientações do fabricante sobre 
as condições de transporte, necessidades de armazenamento e tempo 
de processamento também precisam ser seguidas. 

Para a melhor detecção de HSV, a cultura celular é recomendável. O 
swab com a amostra é colocado em meio de transporte viral como M4 
e levado assim que possível para o laboratório. Se a liberação imediata 
não for viável, a amostra deve ser mantida no refrigerador. No caso de 
pacientes com lesões visíveis na cérvix, podem ser vistas alterações vi- 
rais citopáticas em esfregaços preparados a partir de raspados da lesão 
básica. Os esfregaços são fixados imediatamente e corados pelo Wright 
ou pelo Giemsa (preparação de Tzanck), que não distinguem HSV do 
vírus varicela zóster, ou com um anticorpo monoclonal. 

Acredita-se que a infecção do trato genital com o papilomavírus hu- 
mano (HPV) seja a doença sexualmente transmissível mais comum nos 
EUA, e a infecção com um tipo de alto risco é o principal fator de risco 
para o desenvolvimento de carcinoma cervical. Como não é possível cul- 
tivar o virus in vitro, têm de ser usados outros métodos diagnósticos. As 
alterações do carcinoma espinocelular podem ser visualizadas em amos- 
tras de células esfoliadas (esfregaço de Papanaicolaou), mas técnicas 
moleculares (p. ex., hibridização do ácido nucleico com amplificação do 
sinal e PCR) são mais sensíveis. As instruções para a coleta e o transporte 
de amostras fornecidas pelos fabricantes de kits devem ser seguidas. 

Para detectar C. trachomatis e N. gonorrhoeae em homens, deve-se 
obter uma amostra com swab uretral ou da primeira micção, depen- 
dendo do método empregado. O ideal é coletar amostras uretrais com 
swab pelo menos 2 horas após o paciente ter urinado. As amostras para 
N. gonorrhoeae são obtidas primeiro. As condições quanto ao tipo de 
swab e transporte da amostra são as mesmas descritas para amostras de 
swab endocervical, embora sejam usados swabs urogenitais menores. 
O swab é introduzido por 2 a 4 cm na uretra, girado em uma direção 
por 5 segundos, retirado e colocado no meio de transporte apropriado 
ou usado para preparar esfregaços para coloração direta de anticorpo 
fluorescente para detectar C. trachomatis ou para coloração de Gram 
para diagnosticar gonorreia (a detecção de diplococos Gram-negativos 
intracelulares em um esfregaço de corrimento uretral de homens sin- 
tomáticos fornece um diagnóstico presuntivo). 


Vesículas 


São obtidas amostras de lesões vesiculares genitais para confirmar 
infecção pelo HSV. O líquido da vesícula é aspirado com uma agu- 
lha de pequeno calibre montada em uma seringa para tuberculina. 
Se houver apenas uma pequena vesícula, ela é firmemente raspada 
em sua base com um swab de Dacron ou abaixador de língua, sem 
rompé-la em sua parte superior, para assegurar-se a coleta de células. 
Amostras do líquido da vesícula ou o swab devem ser colocados em 
um meio de transporte viral e processadas para cultura convencional 
de células. O HSV também pode ser detectado diretamente em amos- 
tras clínicas pela coloração direta de esfregaços, mas esses são menos 
sensíveis que a cultura e, se negativos, devem ser feitas culturas em 
seguida. Para fazer um esfregaço, as células coletadas com um abai- 
xador de língua ou swab de Dacron são espalhadas em uma lâmina 
de microscopia e o material é fixado com acetona. O esfregaço pode 
ser corado pelos métodos de Papanicolaou, Wright ou Giemsa, para a 
detecção das alterações citopáticas típicas induzidas pelo HSV (o vírus 
varicela zóster tem um aspecto idêntico) (Fig. 63.7) ou com anticor- 
pos monoclonais específicos. 





Figura 63.7 Célula gigante multinucleada com inclusões intranucleares, consis- 
tente com o vírus do herpes simples, em um esfregaço de células endocervicais 
(Coloração de Papanicolaou, x 400). (Cortesia de Vicki J. Schnadig, MD, Department 
of Pathology, University of Texas Medical Branch, Galveston, TX.) 


Ulceras 


O material de úlceras genitais é coletado para se identificar o patóge- 
no responsável; HSV, Haemophilus ducreyi, T. pallidum, C. trachomatis 
(sorogrupos L,, L, e L;) e Calymmatobactertum granulomatis devem 
ser considerados no diagnóstico diferencial. A coleta, o transporte e 
o processamento do material de lesões ulcerativas para a detecção de 
HSV são idênticos ao protocolo discutido para as vesículas. Em geral, a 
sensibilidade dos testes diretos já descritos e a recuperação do vírus são 
menores nas lesões ulcerativas. 

Caso se suspeite de H. ducreyi, colhe-se material da base da úlcera em 
dois swabs de algodão ou Dacron, usando-se um deles para inocular 
uma placa com ágar chocolate à beira do leito. Se isso não for possível, o 
swab deve ser levado para o laboratório em meio modificado de Stuart 
e mantido à temperatura ambiente até ser processado. Usa-se o segun- 
do swab para preparar um esfregaço corado pelo Gram. A observação 
de pequenos cocobacilos Gram-negativos pleomórficos dispostos em 
grupos de cadeias que lembram espinha de peixe sugere H. ducreyi. No 
entanto, a cultura é mais sensível e necessária para confirmação. 

Podem ser detectados espiroquetas de T. pallidum em lesões ge- 
nitais ou outras, mas em geral a sífilis é diagnosticada por sorologia. 
Devem-se usar luvas ao examinar lesões suspeitas de sífilis e manipu- 
lar amostras obtidas dessas lesões. Para coletar as amostras, limpa-se 
a superfície da lesão (se houver várias lesões, deve-se escolher a mais 
recente) com solução fisiológica e removem-se as crostas, se presentes. 
Provoca-se uma abrasão superficial na lesão até que ocorra um sangra- 
mento leve e pressiona-se delicadamente sua base, colhendo-se o exsu- 
dato transparente da subsuperficie ao tocar-se o líquido com uma lå- 
mina de microscopia ou uma pipeta capilar e transferindo-o para uma 
lâmina de microscopia. Cobre-se a lâmina com lamínula e examina-se 
imediatamente em microscopia de campo escuro. Uma alternativa é 
aspirar material da lesão com uma agulha de calibre 26 inserida na ba- 
se, após isso se aspira uma gota de solução fisiológica com a agulha. 
O material então é colocado em uma lâmina de microscopia, coberto 
com lamínula e examinado imediatamente em microscopia de campo 
escuro. Os espiroquetas do T. palhdum medem 10 a 13 um de com- 
primento por cerca de 0,15 um largura, apresentam um enrolamento 
apertado regular e são pontiagudos nas extremidades. 

Os sorogrupos L,, L, e L; de C. trachomatis podem ser detectados 
por cultura celular em uma biópsia da lesão ulcerada ou em material 
celular coletado ao se remover primeiro qualquer exsudato da lesão 
e então girar firmemente um swab (de haste de plástico) contra sua 
base. O transporte e o processamento da amostra são os mesmos dis- 
cutidos para amostras de swab endocervical. Para a melhor detecção 
de C. trachomatis, o tecido sob a superfície de uma área de granulação 
ativa é biopsiado e levado imediatamente para o laboratório em um 
recipiente estéril seco ou contendo uma pequena quantidade de so- 
lução fisiológica estéril sem conservantes. São preparados esfregaços 


com um pedaço esmagado de tecido e corados com Giemsa ou coran- 
te de Dieterle. O diagnóstico baseia-se no achado característico de C. 
granulomatis encapasulada dentro de macrófagos. 


Fezes 


Fezes e, em alguns casos, amostras coletadas com swab retal, são 
úteis para se determinar o agente etiológico de uma diarreia infeccio- 
sa ou intoxicação alimentar, confirmar o de botulismo e diagnosticar 
infecções causadas por adenovírus, enterovírus, alguns patógenos se- 
xualmente transmissíveis, protozoários e helmintos intestinais, bem 
como, em algumas circunstâncias, helmintos dos tratos respiratório 
e biliar. A coleta, o transporte e o processamento dessas amostras são 
diferentes para vírus, bactérias e parasitas, sendo discutidos separada- 
mente para cada grupo. 


Vírus 


Coleta e transporte da amostra 


É preferível coletar fezes para a detecção de adenovírus, enteroví- 
rus e dos vírus responsáveis por gastroenterite. As amostras devem 
ser coletadas em um recipiente limpo com tampa bem vedada. Caso 
não seja possível obter fezes, insere-se um swab além do esfincter anal, 
girando-o, retirando-o e colocando-o em meio de transporte M4. 
A amostra deve ser liberada imediatamente para o laboratório; caso 
contrário, deve ser refrigerada por pouco tempo e transportada em 
gelo úmido. Se tiver de ser encaminhada para um laboratório de refe- 
rência, deve ser armazenada a —70ºC e enviada em gelo seco. 


Processamento da amostra 


Recomenda-se cultura celular para detectar adenovirus e enterovi- 
rus, embora se disponha de um ELISA para a detecção de adenovírus. 
Os rotavírus são responsáveis pela maioria dos casos de gastroenteri- 
te viral. Mais comumente, detecta-se rotavírus pelo ELISA; também 
se dispõe de kits para aglutinação no látex, mas parecem ser menos 
sensíveis (Christensen, 1989). As amostras são processadas de acordo 
com as instruções do fabricante. O exame direto de amostras fecais à 
microscopia eletrônica é o método de referência para a detecção de 
rotavírus, sendo útil para detectar calicevírus, astrovírus e norovírus. 
Os norovírus também podem ser detectados pela PCR. 


Patógenos bacterianos 


Coleta e transporte 

Fezes também são preferíveis para a detecção de bactérias responsá- 
veis por diarreia infecciosa, mas uma amostra obtida com swab retal é 
uma alternativa aceitável. Culturas de fezes de pacientes que tenham 
sido hospitalizados por mais de 3 dias não são apropriadas. As amos- 
tras fecais devem ser coletadas em um recipiente limpo com tampa 
bem vedada e não devem estar contaminadas com urina, bário ou pa- 
pel higiênico. Amostras de swabs retais, obtidas conforme descrito an- 
teriormente para vírus, são colocadas em um sistema de transporte de 
tubo contendo meio de Stuart modificado. Ambos os tipos de amos- 
tra devem ser transportados imediatamente (até 2 horas após a coleta) 
para o laboratório e processadas tão logo seja possível, pois a queda 
no pH que ocorre à medida que as fezes esfriam pode inibir o cresci- 
mento de alguns patógenos, especialmente Shigella. Se for inevitável 
algum atraso no processamento ou se a amostra tiver de ser encami- 
nhada para um laboratório de referência, será necessário enviar uma 
alíquota dela em meio de transporte como o Cary Blair. Para cultura 
de C. difficile ou teste de toxina, 20 a 50 mL de fezes líquidas devem ser 
colocados em um recipiente estéril. A amostra é aceitável por 2 dias, 
refrigerada ou congelada por uma semana. 


Processamento da amostra 


O processamento de amostras fecais ou swabs retais para a detec- 
ção de bactérias baseia-se no organismo ou grupo de organismos que 
se espera que estejam presentes. As amostras recebidas para cultura 
bacteriana “rotineira” devem ser processadas de modo a permitir a 
recuperação de Shigella, Salmonella, E. coli produtora de toxina se- 


melhante à de Shigella (STEC), Campylobacter jejuni/coli e espécies 
de Aeromonas, inoculando-se placas com os meios diferenciais apro- 
priados (ver Cap. 56). A prevaléncia de gastroenterite causada por 
Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae ou outras espécies de Vibrio ou 
Plestomonas shigelloides é baixa na maioria dos EUA, razão pela qual 
necessidades específicas para sua detecção são mais efetivas com rela- 
ção ao custo. 

Para detectar STEC, inocula-se a amostra fecal em ágar de MacConkey 
contendo sorbitol (1% de D-sorbitol, em vez de lactose), um meio que 
diferencia isolados STEC, os quais não fermentam o sorbitol, de quase 
todas as outras E. coli, que são positivas para o sorbitol. Um método 
mais sensível que a cultura para a detecção de STEC é a de toxina nas 
fezes ou em filtrado fecal por imunoensaio enzimático ou PCR (Gavin, 
2004; Pulz, 2003). 

Quando o isolamento de Y. enterocolitica é solicitado, inocula-se ágar 
CIN e incuba-se à temperatura ambiente. O organismo também pode 
ser recuperado inoculando-se os meios tipicamente usados para cultura 
bacteriana “rotineira” (ver Cap. 56). Uma placa de MacConkey pode ser 
incubada à temperatura ambiente por 48 horas. As colônias de Y. ente- 
rocolitica são de cor púrpura e do tamanho da cabeça de um alfinete. 

As espécies de Vibrio frequentemente crescem nos meios usados pa- 
ra cultura fecal “rotineira”, porém, para que sua recuperação seja óti- 
ma, inocula-se a amostra em ágar com tiossulfato, citrato, sais biliares 
e sacarose (TCBS). Plestomonas shigelloides também cresce nos meios 
usados para cultura fecal “rotineira”, mas como até 30% dos isola- 
dos de P. shigelloides fermentam a lactose, suas colônias não aparecem 
distintas o suficiente para serem reconhecidas nesses meios, e a tria- 
gem para todas as colônias de Plestomonas não é efetiva com relação 
ao custo. Por essa razão, a cultura de fezes ou amostras de swab fecal 
para P. shigelloides deve ser solicitada especificamente. O uso do meio 
seletivo e diferencial ágar de sais biliares verde-brilhantes com inositol 
foi sugerido, mas não é essencial. 

Amostras de swabs retais submetidas à detecção de C. trachomatis são 
colocadas em meio de transporte e liberadas imediatamente para o la- 
boratório, ou refrigeradas por pouco tempo. Amostras de swab retal 
coletadas para o diagnóstico de gonorreia são tratadas conforme discu- 
tido anteriormente, quando nos referimos às amostras endocervicais. 

Amostras fecais ou conteúdo gástrico coletados de pessoas com into- 
xicação alimentar de curta incubação devem ser avaliadas quanto à pre- 
sença de S. aureus e Bacillus cereus. O processamento inclui a preparação 
e o exame de esfregaços corados pelo Gram e cultura. Como ambos os 
organismos podem estar presentes normalmente nos alimentos, devem 
ser feitas culturas quantitativas. Prepara-se uma série de diluições (107, 
102, 10, 10+ e 107) da amostra em gelatina diluente tamponada, ino- 
culando-se 0,1 mL da amostra não diluída e cada uma das diluições em 
placas com ágar-sangue contendo colistina-ácido nalaidíxico ou álco- 
ol feniletílico (seletivos para organismos Gram-positivos). Além disso, 
para demonstrar a produção de endosporos por B. cereus, mistura-se 1 
mL da amostra original com 1 mL de etanol absoluto, deixando em re- 
pouso por 1 hora à temperatura ambiente. São preparadas diluições da 
mistura conforme acabamos de descrever, colocando-se 1 mL de cada 
diluição e da mistura não diluída em placas com ágar-sangue de carnei- 
ro. Todas as placas são incubadas por 18 a 24 horas a 35 a 37°C em ar 
ambiente, e as colônias são contadas. A presença de 10º CFU ou mais de 
S. aureus ou B. cereus por grama de amostra tem significado potencial, 
especialmente se encontrados em amostras da maioria dos indivíduos 
acometidos. Testes para os agentes causadores de intoxicação alimen- 
tar bacteriana que acabamos de descrever normalmente são conduzidos 
em laboratórios de saúde pública e não em laboratórios clínicos. 

É possível confirmar o diagnóstico clínico de botulismo de origem 
alimentar e o de lactentes ao detectar-se a toxina botulínica, Clostridium 
botulinum ou ambos nas fezes. O ideal é coletar 20 a 50 mL de fezes, 15 
a 20 mL de soro e uma amostra do alimento suspeito. A maioria dos 
laboratórios clínicos não está bem equipada para processar amostras de 
pessoas com suspeita de botulismo. Nos EUA, quando se identifica um 
caso de botulismo, deve-se notificar aos CDC para assegurar o diagnós- 
tico, o tratamento e a investigação apropriados de um potencial surto. 

As doenças associadas ao C. difficile, como a colite pseudomem- 
branosa e a diarreia associada a antibiótico, são causadas pelas to- 
xinas produzidas pelo organismo e diagnosticadas detectando-se 
nas fezes a toxina A, B ou ambas. O método de referência para a 
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toxina, a amostra fecal é clareada por centrifugação a 2.000 x g por 
20 minutos ou 10.000 x g por 10 minutos e filtrada em uma mem- 
brana de 0,45 um. São preparadas diluições seriadas e inoculadas em 
monocamadas celulares, que são incubadas por 24 a 48 horas. Como 
alternativa, é possível detectar a toxina A ou ambas, A e B, em amos- 
tras fecais pelo ELISA, técnica que parece quase tão sensível quanto 
a cultura celular e fornece resultados em poucas horas (Whittier, 
1993; Merz, 1994). No entanto, a sensibilidade dos ELISAs comer- 
ciais varia (Lyerly, 1998; Fedorko, 1999; Turgeon, 2003; Wilkins, 
2003). Testes para detecção do antígeno da glutamato desidrogena- 
se (GDH) também estão disponíveis no comércio (Wilkins, 2003) 
e, como a cultura bacteriana, não distinguem os isolados que pro- 
duzem toxina daqueles que não o fazem. Entretanto, apesar disso, 
demonstrou-se que o antígeno comum, que tem um tempo de cir- 
culação de 15 a 45 minutos, é um teste de triagem útil em certas 
instituições. Amostras que dão resultados negativos não requerem 
testes adicionais, enquanto aquelas positivas para GDH devem ser 
testadas quanto à presença de toxinas. 

Para estudos epidemiológicos, pode-se isolar o C. difficile de fezes ou 
swabs fecais colocados em um sistema de transporte anaeróbio. Como 
há muitas bactérias nas fezes, é preciso usar procedimentos seleciona- 
dos para C. difficile. O meio mais efetivo para essa finalidade é o ágar 
de gema de ovo com ciclosserina, cefoxitina e frutose (CCFA), com ou 
sem sangue equino. O organismo cresce mais rapidamente e de forma 
exuberante nas formulações que contêm sangue equino. O meio é in- 
cubado de forma anaeróbia por 48 horas e as placas são examinadas 
em busca de colônias que tenham a periferia franjada e odor de “baia 
de equino”. Como alternativa, pode-se isolar o C. difficile usando um 
procedimento de seleção de esporo em álcool, em que se mistura 1 mL 
da amostra original com 1 mL de etanol absoluto. Deixa-se a mistura 
em repouso por uma hora à temperatura ambiente, fazendo-se em se- 
guida a subcultura em CCFA e incubação anaeróbia. 

O Clostridium perfringens é uma causa de intoxicação alimentar de 
longa incubação (7-15 horas após o consumo do alimento contami- 
nado). Ele também pode causar diarreia associada a antibiótico, tipi- 
camente em pacientes idosos hospitalizados, e enterite necrotizante. 
Para diagnosticar intoxicação alimentar causada pelo C. perfringens, 
faz-se a cultura anaeróbia quantitativa de uma amostra fecal que te- 
nha sido transportada em um sistema de transporte anaeróbio. Dilui- 
se matéria fecal tratada com etanol e não tratada, conforme descrito 
anteriormente para a detecção de bactérias associadas a intoxicação 
alimentar de curta incubação. As placas com ágar e álcool feniletílico 
são inoculadas e incubadas de forma anaeróbia por 48 horas. Uma 
contagem de esporos de 10º ou mais por grama de fezes pode ser sig- 
nificativa, em especial se demonstrada em amostras da maioria dos 
indivíduos acometidos. Como observado previamente, o teste para 
agentes de intoxicação alimentar é conduzido principalmente em la- 
boratórios de saúde pública, e não nos laboratórios clínicos. A toxina 
pode ser detectada na amostra fecal original, mas esse teste costuma 
ser feito em laboratórios de referência. Critérios similares são usados 
para diagnosticar diarreia causada por C. perfringens durante antibio- 
ticoterapia. 

Quanto à cultura micobacteriana, as amostras fecais em geral 
são submetidas ao isolamento do complexo Mycobacterium avium 
(principalmente em pacientes com AIDS), mas o M. tuberculosis e 
outras espécies do mesmo gênero também podem ser recuperados. 
O processamento da amostra (1-2 g de fezes formadas ou 5 mL de 
fezes líquidas) envolve a descontaminação e a concentração, o pre- 
paro de esfregaços e a inoculação em meios, conforme discutido no 
Capítulo 59. 


Parasitas 


A pedra fundamental do diagnóstico parasitológico no laboratório 
clínico é o exame de amostras de fezes em busca de protozoários e 
ovos ou larvas de helmintos parasitas. Os laboratórios que realizam 
tais exames devem ter instalações adequadas para manipular amos- 
tras de fezes e um bom microscópio com micrômetro calibrado para 
medir os organismos encontrados. A coloração de esfregaços fecais 
também é necessária para a identificação de protozoários intestinais. 


Coleta e transporte da amostra 

A amostra (geralmente obtida pelo próprio paciente) pode ser colhida 
em um recipiente limpo, seco e de boca larga. Uma parte da amostra é 
então dividida em alíquotas em dois frascos contendo conservantes, um 
deles com álcool polivinílico (PVA) modificado e o outro com formali- 
na a 10%. Amostras fecais não devem ser coletadas de papel higiênico e 
também não devem estar contaminadas com urina, água, óleo mineral 
ou de rícino, compostos antidiarreicos ou meios de contraste radioló- 
gico. Uma vez colhida e preservada, a amostra deve ser levada para o la- 
boratório da conveniência do paciente. O uso de fezes frescas é o ideal 
para exame em busca de trofozoítos de E. hystolitica; contudo, em geral 
é muito difícil transportar uma amostra fresca para o laboratório e fazer 
com que ela chegue às mãos do microbiologista em até 30 a 60 minu- 
tos após a coleta, o tempo máximo para visualizar trofozoítos móveis. 
Embora raramente seja possível fazer montagens úmidas com fezes fres- 
cas para ver trofozoítos móveis, geralmente eles podem ser identificados 
em preparações coradas, e o uso de amostras conservadas para exame 
minimiza a exposição do pessoal do laboratório a organismos vivos. 

Há no comércio vários kits para a coleta e o transporte de amostras 
fecais, a maioria consistindo em dois frascos, um com fixador (formali- 
na) para ovos de helmintos e cistos de protozoários, e o outro com PVA 
para a preparação de esfregaços para coloração. A quantidade necessá- 
ria de amostras fecais para identificação de todos os indivíduos com 
protozoários ou helmintos intestinais ainda é uma questão sem res- 
posta. Foi sugerido coletar no mínimo três amostras em dias diferentes 
para exame (Proctor, 1991), porém, alguns recomendam a coleta de 
apenas uma ou duas. Para contenção de custos, o clínico deve solici- 
tar o exame de uma amostra apenas, porque cerca de 90% de todas as 
infecções são diagnosticados na primeira amostra (Montessori, 1987). 
Se não for detectado um parasita na primeira amostra, deve-se solicitar 
uma segunda ou terceira. Se duas ou mais amostras coletadas em dias 
diferentes forem recebidas pelo laboratório ao mesmo tempo, sugeriu- 
se misturá-las e examinar como se fossem uma só (Peters, 1988), mas 
tal prática é discutível. Exames de fezes para parasitas em pacientes 
hospitalizados por mais de 3 dias são impróprios (Siegel, 1990). 


Processamento da amostra 

O exame de amostras fecais para parasitas inclui a preparação de 
montagens úmidas de fezes frescas (i. e., aquelas que podem ser exa- 
minadas poucas horas após a coleta) em solução salina e coradas com 
iodo (solução de Lugol). À isso segue-se a concentração de cistos e 
ovos de helmintos, e por fim a preparação de esfregaços para colora- 
ção com tricromo. As preparações a fresco, se realizadas, devem ser 
feitas e examinadas antes da concentração e da coloração com tricro- 
mo. Mesmo que um parasita seja visto em uma montagem úmida, o 
exame de uma amostra concentrada é recomendado, porque não é ra- 
ro que as amostras submetidas ao exame para detectar ovos e parasi- 
tas contenham múltiplos parasitas. Em particular, ovos de helmintos 
costumam ser visíveis apenas na amostra concentrada. 

O esfregaço fecal padrão, que contém cerca de 2 mg de fezes, é feito 
a partir de uma amostra fecal fresca como segue: uma gota de solução 
fisiológica é colocada em uma lâmina de microscopia de vidro limpa; 
com um bastão especial, põe-se uma pequena quantidade de fezes e, 
com movimentos circulares, mistura-se com solução fisiológica (até 
dissolver bem a amostra) e cobre-se a mistura com uma lamínula de 
22 mm*. Um bom esfregaço úmido preparado dessa forma, se coloca- 
do em um papel com pouca pressão, deve permitir ler a impressão por 
meio do esfregaço. O esfregaço corado com iodo é preparado da mes- 
ma forma. A preparação com solução fisiológica e aquela com iodo 
podem ser feitas na mesma lâmina e ao mesmo tempo, misturando-se 
as fezes primeiro com solução fisiológica e depois com a solução de 
iodo. O esfregaço de solução fisiológica mostrará trofozoítos e cistos 
de protozoários, mais todos os ovos e larvas de helmintos. O esfregaço 
corado com iodo não mostra trofozoítos, porque eles são destruídos 
pelo iodo, a menos que a amostra tenha sido fixada previamente. A 
principal vantagem da coloração com iodo é permitir melhor visua- 
lização de algumas características morfológicas dos cistos. A solução 
fisiológica mostra movimento dos trofozoítos, o que é útil para sua 
identificação. Para preparar montagens úmidas a partir de material 
fixado com formalina, mistura-se bem o conteúdo e coloca-se uma 
gota diretamente na lâmina, mais uma de solução de iodo. 


O exame do esfregaço de solução fisiológica é feito primeiro sob 
aumento médio (objetiva de 10 x). Começando no canto superior 
esquerdo da lamínula, move-se a lâmina horizontalmente da direita 
para a esquerda. Repete-se a operação até que todos os 22 m’ da lamí- 
nula tenham sido examinados. Todos os ovos ou larvas de helmintos 
e todos os cistos de protozoários devem ser observados. O exame com 
objetivo de grande aumento é feito em seguida, para a detecção e a 
identificação de protozoários, observando-se aleatoriamente por cer- 
ca de 5 a 10 minutos cada preparação. 

A técnica de concentração, que pode ser feita com amostras frescas 
e fixadas, é particularmente útil porque permite a detecção de orga- 
nismos presentes em pequenos números. O método ideal para a ava- 
liação rotineira é a concentração em formalina com éter, que pode ser 
feita com segurança usando-se acetato etílico ou formalina Hemo-de, 
em vez de dietiléter. O esfregaço fecal corado de forma permanente 
para o diagnóstico de infecção com protozoários intestinais é conside- 
rado o padrão de boa prática na América do Norte pelos laboratórios 
clínicos. Esfregaços para coloração são preparados espalhando-se uma 
camada fina de fezes frescas bem misturadas ou conservadas em PVA 
pela metade da superfície de uma lâmina de microscopia com um 
aplicador de madeira achatado. Esfregaços de fezes frescas são fixados 
em solução de Schaudinn antes de secarem e serem corados. Certos 
parasitas intestinais — Cryptosporidium, microsporídios e Cyclospora 
— requerem colorações especiais para serem detectados, conforme dis- 
cutido no Capítulo 61. 


Lesões cutâneas e subcutâneas 
Vesículas, bolhas e pústulas 


Coleta e transporte da amostra 

O líquido é a melhor amostra e pode ser coletado de uma vesícula 
ou bolha aspirando-se com agulha montada em seringa, retirando- 
se a agulha, tapando a seringa e levando-a para o laboratório. Se for 
desejada cultura viral, inocula-se uma parte do líquido no meio de 
transporte M4. Também é possível obter amostras de vesículas e 
bolhas rompendo-as e esfregando vigorosamente um swab em sua 
base, para ser submetido a exame. Amostras de pústulas são obtidas 
de forma semelhante com um swab, após remoção do material da 
crosta. Devem ser coletados no mínimo dois swabs, um para cultu- 
ra e outro para a preparação de esfregaços para coloração. Todavia, 
caso seja solicitada a detecção de mais de um grupo de organismos 
(p. ex., vírus e bactérias, ou bactérias e fungos), o ideal é coletar pelo 
menos três amostras com swab. Ante a suspeita de infecção viral, de- 
ve-se preparar um esfregaço com a amostra colhida individualmente 
à beira do leito do paciente, passando-se toda a superfície do swab 
sobre uma lâmina de microscopia com um movimento giratório e 
deixando secar ao ar. 

Todos os swabs para exame bacteriano ou fúngico podem ser colo- 
cados em sistemas de transporte de tubo contendo meio modificado 
de Stuart; se for solicitada cultura anaeróbia, coloca-se um swab em 
dispositivo de transporte anaeróbio. Amostras em esfregaços, líquidas 
e swabs devem ser levadas imediatamente para o laboratório. 


Processamento da amostra 


O processamento de amostras de vesículas ou pústulas para a de- 
tecção de vírus envolve cultura celular e, para o vírus varicela zóster, e 
possivelmente o HSV, o exame de esfregaços corados também é útil. 
Amostras para cultura são refrigeradas por pouco tempo até serem 
processadas. Amostras de swabs recebidas em meio de transporte viral 
são agitadas vigorosamente em um misturador, e então o swab é re- 
movido e descartado. O processamento de amostras para a detecção 
de bactérias e/ou fungos envolve a preparação de um esfregaço para 
coloração de Gram (no caso de bactérias) ou calcoflúor branco (no 
caso de fungos) e inoculação em meios apropriados para cultura, con- 
forme discutidos nos Capítulos 56 e 60. 


Úlceras cutâneas 


Amostras de aspirados e swabs são coletadas de úlceras cutâneas para 
estudos microbiológicos. As lesões podem ser primárias (p. ex., aque- 


las causadas por vírus, Bacillus anthracis, C. diphtheriae, Francisella 
tularensis, P. aeruginosa, micobactérias ou fungos) ou úlceras de decú- 
bito podem ser colonizadas secundariamente ou infectadas com bac- 
térias aeróbias e anaeróbias. 

A coleta, o transporte e o processamento de amostras obtidas com 
swab de úlceras cutâneas para a detecção de vírus são idênticos aos des- 
critos anteriormente para vesículas e pústulas. A manipulação de amos- 
tras obtidas de úlceras cutâneas difere para bactérias e fungos, sendo 
discutida separadamente para cada um desses organismos que causam 
lesões primárias e para as bactérias associadas a úlceras crônicas. 

O B. anthracis causa o antraz, uma doença rara nos EUA, limitada 
a pessoas que trabalham com lã crua importada e outros produtos de 
origem animal contaminados com esporos desse bacilo, bem como 
aquelas expostas aos esporos por algum ato de bioterrorismo. O an- 
traz cutâneo começa como uma pápula indolor que se torna vesicular, 
em seguida hemorrágica, necrótica e coberta por uma escara. Para o 
diagnóstico ótimo, são coletadas duas amostras com swab do exsuda- 
to: uma para cultura e outra para a preparação de esfregaços corados 
pelo Gram e com anticorpos fluorescentes (o último deve se feito em 
um laboratório de referência). Em razão da natureza perigosa do B. 
anthracis, deve-se considerar o envio das amostras de pessoas com sus- 
peita da doença para um laboratório de referência. Caso as amostras 
sejam processadas em um laboratório clínico, devem ser manipuladas 
em uma cabine de segurança biológica. O swab para cultura é inocula- 
do em ágar-sangue de carneiro, que é incubado em ar ambiente. 

O C. diphteriae é a causa da difteria cutânea, uma lesão ulcerati- 
va coberta por uma camada de restos necróticos que lembram uma 
membrana. Para o diagnóstico ótimo, prepara-se um esfregaço cora- 
do com azul de metileno a partir de material coletado da margem da 
membrana, colhendo-se ainda duas amostras da membrana. Usa-se 
um swab para cultura bacteriana rotineira e o outro para inoculação 
em meios seletivos para C. diphteriae (p. ex., ágar com telurita e ciste- 
ina), se disponíveis. 

A ectima gangrenosa é uma lesão cutânea ulcerativa que quase sem- 
pre ocorre durante bacteriemia com P. aeruginosa, mas raramente 
desenvolve-se durante bacteriemia com bacilos Gram-negativos. O 
ideal é coletar duas amostras com swab da base da úlcera, uma para 
preparar um esfregaço a ser corado pelo Gram e a outra para ser ino- 
culada em meios de cultura. 

O diagnóstico da forma ulceroglandular da tularemia requer a coleta 
de uma amostra com swab do material da base da úlcera. O swab é pro- 
cessado para cultura bacteriana de rotina e as placas são mantidas por 
um total de 7 dias, pois a F. tularensis é uma bactéria de crescimento 
lento, que produz colônias do tamanho de cabeças de alfinete em 3 a 
5 dias no ágar chocolate, mas não cresce em ágar-sangue de carneiro. 
Os isolados suspeitos devem ser encaminhados imediatamente para o 
laboratório de saúde pública mais próximo, para identificação. 

As micobactérias que podem ser isoladas de úlceras cutâneas incluem 
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium 
chelonae, Mycobacterium marinum, Mycobacterium haemophilum, 
Mycobacterium ulcerans e incomumente M. tuberculosis, complexo do 
M. avium e Mycobacterium kansastt. O exsudato aspirado com agulha 
montada em seringa ou uma amostra de tecido são ideais para a re- 
cuperação de micobactérias. Para transportar o aspirado, o material é 
expelido em um tubo estéril bem tampado, que é liberado imediata- 
mente para o laboratório. Amostras de tecidos são colocadas em ga- 
ze umedecida estéril, em um recipiente também estéril bem fechado. 
Amostras de swabs não são aceitáveis para processamento para mico- 
bactérias, pois estas ficam aprisionadas nas fibras do swab e é difícil 
desalojá-las. As amostras devem ser refrigeradas por pouco tempo até 
serem processadas (ver Cap. 59). 

Muitas bactérias aeróbias, facultativas e anaeróbias colonizam úl- 
ceras cutâneas crônicas. Para identificar os organismos responsáveis, 
culturas de tecidos profundos ou um aspirado profundo de material 
purulento, coletado com agulha montada em seringa, proporciona 
a informação bacteriológica mais útil. Para transportar pus aspira- 
do, remove-se e descarta-se a agulha, veda-se a seringa e ela é levada 
imediatamente para o laboratório. Se houver demora no transporte, 
injeta-se uma parte do aspirado em um tubo de transporte anaeróbio 
com gel. Amostras de tecido são transportadas em frasco estéril com 
gaze estéril úmida para impedir o ressecamento do tecido. O pro- 
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cessamento da amostra envolve a preparação de um esfregaço para 
coloração de Gram e inoculação nos meios apropriados para cultura 
aeróbia e anaeróbica. 

Um aspirado do exsudato da margem ativa de uma úlcera (trans- 
portado como descrito anteriormente para bactérias) ou uma amos- 
tra de tecido são ideais para a detecção de fungos. Uma amostra de 
swab do exsudato é subótima e sua coleta não deve ser estimulada. 
O processamento da amostra para a detecção de fungos envolve a 
preparação de um esfregaço para exame microscópico direto (pre- 
paração com hidróxido de potássio ou calcoflúor branco) e a inocu- 
lação em meios apropriados de cultura, como infusão de cérebro e 
coração, inibitórios de mofos ou ágar SABHI contendo antibióticos 
e ciclo-heximida. 


Infecções de feridas e abscessos 


O ideal é que o material purulento seja aspirado com uma agulha 
montada em seringa e transportado conforme descrito anteriormente 
para lesões ulcerativas. Caso não se possa obter um aspirado, amostras 
de swab do exsudato coletadas de uma parte profunda da lesão são acei- 
táveis. Para cultura bacteriana rotineira, o ideal é coletar dois swabs: um 
para a preparação de um esfregaço para coloração de Gram e outro para 
cultura. Para recuperar anaeróbios, é preciso coletar mais um swab e co- 
locá-lo em um meio de transporte anaeróbico. Todas as amostras devem 
ser liberadas imediatamente para o laboratório e processadas assim que 
seja possível. Se for inevitável algum atraso no processamento, as amos- 
tras podem ser guardadas no refrigerador, exceto aquelas para recupe- 
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de agentes infecciosos situa a prevenção ao bioterro- 
rismo em um contexto mais apropriado de preparo contra agentes 
causadores de infecção. 


e A Laboratory Response Network (LRN) consiste em um consór- 
cio e uma parceria estabelecidos entre laboratórios que, de forma 
imediata e sustentada, fornecem testes laboratoriais e comunicação 
para dar apoio a emergências de saúde pública, particularmente na 
resposta aos atos de bioterrorismo. 

e Os laboratórios clínicos (laboratórios-sentinela) exercem papel 
crítico na LRN: seu nível de alerta aumentado para a possibilidade 
de isolar agentes de bioterrorismo a partir de amostras de pacientes 
e dg di i de isolados suspeitos aos laboratórios de referên- 
cia da saúde pública é crucial. 

e Regulamentações nacionais, internacionais e comerciais determi- 
nam as regras para embalo adequado, documentação e expedição 
a de mercadorias perigosas com o objetivo de proteger o 
público, os funcionários de companhias aéreas, os mensageiros e 
outros indivíduos que trabalham em empresas de expedição comer- 
ciais, bem como aqueles que manuseiam esses produtos no decorrer 
dos vários segmentos do processo de expedição. 

e Com base na facilidade da transmissão, na severidade da mor- 
bidade, na mortalidade e na probabilidade de seu uso, os agentes 
biológicos podem ser classificados em 3 categorias (Tab. 64.3). 

e Os laboratórios-sentinela são laboratórios clínicos que seguem 

as normas de biossegurança de nível 2 (BSL-2). Sua principal 
responsabilidade consiste em reconhecer e excluir ou encaminhar 
di suspeitos conforme as diretrizes-padrão estabelecidas para 
laboratórios-sentinela. 


Agentes infecciosos como ferramentas 
de desastres em massa 


Aceitar a natureza como reservatório e fonte constante de agentes 
infecciosos situa a prevenção ao bioterrorismo em um contexto mais 
apropriado de preparo contra agentes causadores de infecção. Por sua 
própria natureza, os agentes infecciosos são capazes de se disseminar 
rapidamente. Esforços conduzidos no passado e no presente pela Or- 
ganização Mundial da Saúde, bem como por diversas agências norte- 
americanas, com o objetivo de fortalecer a prevenção global na defe- 
sa contra a ameaça das doenças infecciosas, representam uma parte 
integrante da prevenção ao bioterrorismo. Os agentes causadores de 
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infecção sempre foram — e continuarão sendo em um futuro previsí- 
vel — potenciais ferramentas de desastres em massa. Historicamente, 
os surtos de ataques (guerras) de espécies microbianas contra a espécie 
humana têm gerado um número consideravelmente maior de mortes 
que a própria guerra. São exemplos: a morte de 95% das populações 
nativas americanas pré-colombianas, em decorrência de doenças co- 
mo varíola, sarampo, peste, febre tifoide e influenza; a morte de 25 
milhões de europeus (1/4 da população) causada pela peste bubônica 
no século XIV; e a morte de 21 milhões de pessoas em consequência 
da pandemia de influenza ocorrida em 1918 e 1919 (Diamond, 1999). 
Avanços na área da saúde pública, no diagnóstico e nas intervenções 
farmacológicas se fazem necessários para garantir a proteção da popu- 
lação contra doenças infecciosas emergentes e reemergentes, incluindo 
aquelas relacionadas a potenciais eventos de bioterrorismo. 


Guerra biológica versus bioterrorismo 


É importante reconhecer que os agentes biológicos têm sido utiliza- 
dos em guerras desde a antiguidade até hoje. O uso intencional de or- 
ganismos vivos ou materiais infectados derivados desses organismos é 
uma realidade que tem atravessado os séculos em tempos de guerra e 
“paz”, pela ação de exércitos, países, grupos e indivíduos (Christopher, 
1997; Eitzen, 1997; Tucker, 1999; Beeching, 2002). O uso de catapultas 
durante a era medieval introduziu novas tecnologias à guerra biológica. 
Em 1346, as forças tártaras atacantes sofreram uma epidemia de peste 
durante o sítio à Kaffa. Utilizando catapultas, os tártaros lançaram os 
cadáveres de seus mortos dentro da cidade com o intuito de iniciar uma 
epidemia de peste. De fato, houve um surto da doença que foi sucedido 
pela rendição das forças de defesa e a conquista de Kaffa. 

Em 1763, a introdução de uma doença específica — varíola — como 
arma nas guerras contra índios norte-americanos se transformou em 
um marco importante da história da guerra biológica. Isso foi feito en- 
tregando-se aos nativos americanos cobertores e um lenço contamina- 
dos com a varíola oriundos do hospital. Durante a I Guerra Mundial, 
a Alemanha foi acusada de causar cólera na Itália e, em 1915, peste em 
St. Petersburg. 

O desenvolvimento da moderna era das armas biológicas teve iní- 
cio imediatamente antes e durante a II Guerra Mundial (Tab. 64.1). O 
programa Allied Biological Weapons (Armas Biológicas Aliadas), que 
consistia na pesquisa britânica sobre o antraz (e no desenvolvimento 
de uma arma de retaliação da II Guerra Mundial, à base de bolo de 
ração de gado com antraz), foi substituído por ampla pesquisa, desen- 
volvimento e capacidade de produção sediada nos Estados Unidos. 


Esse programa ofensivo foi abandonado de forma unilateral em 1969, O conceito de “bioterrorismo” 

dando ímpeto à criação da Biological and Toxin Weapons Convention i ea Se 
(Convenção sobre Armas Biológicas e Toxinas). Infelizmente, o núme- A medida is cultivo de MCOT paNISMIOS se TORO ee fácil e a 
ro de países engajados na experimentação de armas biológicas cresceu tecnologia foi barateada, grupos de dissidentes e Ve E bem die 
de 4, em 1960, para 11, na década de 1990. Estima-se que ao menos 10 nanciadas Rs utilizar esses dE Rits pard RICE ORIZAE CIVIS ABSIT, 
nações (e possivelmente 17) possuam agentes de guerra biológica. atingir metas políticas. A Tabela 64.2 lista exemplos dessas tentativas. 


Tabela 64.1 Cronologia das ações de biodefesa nos EUA 


Décadas de 1910 Armas químicas e biológicas foram utilizadas pela primeira vez em combate, dando origem aos esforços para banir seu uso. 

e 1920 

1925 O uso de armas biológicas e químicas em guerras foi proibido pelo Protocolo de Genebra. Os Estados Unidos assinaram o documento, mas falha- 
ram em ratificar o acordo, que não contava com nenhuma provisão para fins de verificação e inspeção. 

Décadas de 1950 A União Soviética e os Estados Unidos construíram arsenais de armas biológicas e químicas. Pressões internacionais foram feitas para elaborar 

a 1970 novos tratados com o objetivo de refrear esse tipo de armamento. 

25 de novembro O presidente Richard Nixon renunciou unilateralmente ao uso de armas biológicas na guerra pelos Estados Unidos, bem como restringiu as 

de 1969 pesquisas a esforços voltados para imunização e segurança. Três meses mais tarde, ele estendeu a proibição oficial para incluir as toxinas. Foi 


criado o United States Army Medical Research Institute for Infectious Diseases (USARMIID), em Fort Detrick, MD, para conduzir pesquisas não 
classificadas na área de segurança contra potenciais agentes de bioterrorismo. 


1972 Em 10 de abril de 1972, foi aberta uma convenção que tratava da proibição ao desenvolvimento, à produção e à estocagem de armas bacteriológi- 
cas (biológicas) e à base de toxinas, bem como da destruição desse armamento, para assinatura em Washington, Londres e Moscou. 
1975 Em 22 de janeiro de 1975, o Congresso norte-americano ratificou a Biological and Toxin Weapons Convention (BWC), bem como o Protocolo de 


Genebra de 1925. A Convenção entrou em vigor em 26 de março de 1975 (atualmente, 143 Estados integram a Convenção, e há mais 18 assinatu- 
ras adicionais. O artigo VI da Convenção mostrou-se inadequado como mecanismo de ações dirigidas contra os casos de não cumprimento do 


acordo). 
Década de 1980 As iniciativas de controle por parte das Forças Armadas não conseguiram refrear a proliferação das armas biológicas e químicas. 
1984 Na Conferência sobre Desarmamento de Genebra, a administração do presidente Reagan apresentou um projeto de tratado para banir a produção 


e o armazenamento de armas químicas. 

Década de 1990 As preocupações referentes à exposição às armas químicas e biológicas ocorridas durante a Guerra do Golfo Pérsico deram maior sustentação aos 
tratados internacionais. 

13 de maio de 1991 Logo após a vitória dos aliados contra o Iraque, o presidente George Bush anunciou que os Estados Unidos renunciariam ao uso de armas químicas 
por qualquer motivo — e um tratado internacional que bania esse armamento produziu efeitos. 

Abril de 1992 O presidente russo Boris Yeltsin declarou que o programa de armas biológicas da Rússia estava sendo suspenso. 

Janeiro de 1993 O presidente George Bush assinou o Tratado de Armas Químicas na convenção que baniu a produção e o uso de armas químicas. 

07 de janeiro de 1997 O Presidential Advisory Committee of Gulf War Veterans” Illnesses não encontrou evidências conclusivas relacionando a síndrome da Guerra do 
Golfo às armas químicas ou biológicas. 

15 de abril de 1997 Novas regulamentações destinadas a limitar o acesso a substâncias químicas e patógenos com potencial de serem transformados em armas entra- 
ram em vigor com o Antiterrorism and Effective Death Penalty Act, de 1996. 

29 de abril de 1997 A Chemical Weapons Convention (CWC) entrou em vigor. Essa convenção conta com mais de 160 assinaturas e 65 ratificações. 

25 de julho de 2001 Os Estados Unidos rejeitaram um protocolo para fortalecer a Biological Weapons Convention (BWC), bem como toda a sua abordagem. Assim 
como na CWC, um forte protocolo relativo às bioarmas poderia ajudar a deter o uso desse armamento, que constitui ameaça bem pior que as ar- 
mas químicas. 

19 de novembro Foi realizada a V BWC Review Conference. 

de 2001 


Tabela 64.2 Exemplos de bioterrorismo 


e O desertor bulgariano Georgi Markov foi assassinado em Londres, Reino Unido (1978), com pastilhas cheias de ricina e um dispositivo acionado por mola disfarçado 
em um guarda-chuva. Um dispositivo semelhante foi utilizado contra um segundo desertor, na mesma região, porém sem sucesso. 

e Sverdlovsk, Rússia (1979): a liberação acidental de antraz a partir de instalações de bioarmamento soviéticas causou uma epidemia de antraz inalatório em que foram 
contabilizados pelo menos 77 casos e 60 mortos. 


e Rajneeshee Cult (1984): um culto religioso indiano liderado por Rajneeshee conspirou para contaminar saladas de restaurantes em Dalles, OR, com Salmonella typh- 
imurium. À motivação era incapacitar os eleitores, vencer as eleições locais e apoderar-se do controle político do condado. O incidente resultou em um grande surto 
de salmonelose na comunidade, envolvendo 751 pacientes e pelo menos 45 casos de hospitalização. O plano foi revelado quando o culto entrou em colapso e seus 
membros se transformaram em informantes. 

e Aum Shinrikyo (1995): um culto apocalíptico da nova era, na busca por estabelecer um estado teocrático no Japão, tentou no mínimo 10 vezes usar antraz, toxina bo- 
tulínica, agente da febre Q e vírus Ebola em forma de aerossol. Todas as tentativas com armas biológicas falharam. Foram conduzidos múltiplos ataques com as armas 
químicas Sarin e o cianeto de hidrogênio em Matsumato, Tóquio, além de campanhas de assassinato. O gás dos nervos (Sarin) matou 12 vítimas e feriu 5.500 pessoas 
no metrô de Tóquio. 

e Texas (1997): contaminação intencional de bolinhos e rosquinhas com culturas de laboratório de Shigella dysenteriae. Como resultado, 45 funcionários de laboratório 
desenvolveram gastroenterite e houve 4 casos de internação. 

e Grupo de indivíduos desconhecido (2001): disseminação intencional de esporos do antraz pelo sistema de correios dos EUA causou a morte de 5 pessoas, infecção de 
outras 22 e contaminação de vários edifícios do governo. As investigações sobre o ataque foram inconclusivas. 

Apesar de não atingirem níveis de segurança nacional ou internacional, os ataques desse tipo produzem consequências significativas para a saúde pública e, portanto, re- 

querem prontidão local. Uma vigilância ativa e a rápida resposta local atenderão à definição de prontidão contra o bioterrorismo — “pensar localmente, agir globalmente”. 
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depósitos e fontes 


Nações e grupos de dissidentes têm acesso às habilidades necessá- 
rias para cultivar seletivamente alguns dos patógenos mais perigosos 
que existem e usá-los como agentes de terrorismo e guerra biológica 
(Henderson, 1998). O culto japonês Aum Shinrikyo, que liberou gás 
dos nervos (Sarin) no metrô de Tóquio, também planejava ataques de 
bioterrorismo (Daplan, 1996). Em seu poder, havia grandes quantida- 
des de meios nutritivos, toxina botulínica e culturas de antraz, além 
das aeronaves equipadas com tanques de pulverização que levantaram 
voo. Membros desse grupo haviam viajado para o Zaire, em 1992, para 
obter amostras de vírus Ebola. O Aum Shinrikyo exemplifica uma or- 
ganização bem financiada que tentou desenvolver a capacidade das ar- 
mas biológicas. Acredita-se que organizações desse tipo sejam capazes 
de causar os piores danos, pois têm acesso ao conhecimento científico, 
aos agentes biológicos e, sobretudo, à tecnologia de disseminação. 

E preocupante o status de uma das maiores e mais sofisticadas ins- 
talações outrora produtoras de armas biológicas da Rússia, conheci- 
da como Vector, localizada em Koltsovo, Novosibirsk. Esse estabele- 
cimento abrigava o vírus da varíola, além de trabalhar com os vírus 
Ebola, Marburg e da febre hemorrágica (p. ex., Machupo e Crimeia- 
Congo) (Henderson, 1998). Uma visita realizada em 1997 encontrou 
o local esvaziado pela metade e protegido por poucos vigias. Ainda 
não se sabe para onde fugiram os cientistas que lá trabalhavam. Há 
dúvidas de que esse seja o único sítio de armazenamento de varíola 
fora dos Centers for Disease Control and Prevention (CDC). 


A ameaça das armas biológicas 


Componentes 


Um sistema de armas biológicas é constituído por 4 componentes: 
carga útil, munições, sistema de distribuição e sistema de dispersão. A 
carga útil é o próprio agente biológico. A munição protege e transporta 
a carga útil, preservando sua potência durante a distribuição. O siste- 
ma de distribuição pode ser um míssil, um veículo (aeronave, barco, 
carro ou caminhão) ou um bombardeio de artilharia. O sistema de dis- 
persão garante a disseminação da carga útil no sítio-alvo. 

Para que uma arma biológica seja muito efetiva, é necessário otimi- 
zar certas condições. O agente biológico deve produzir o efeito dese- 
jado — de morte ou doença — de maneira consistente. Esse agente deve 
ser muito contagioso em um curto e previsível período de incubação, 
bem como infeccioso a baixas doses. A doença deve ser difícil iden- 
tificar e de levantar suspeita de um ato de bioterrorismo. Os agentes 
devem ser convenientes em termos de produção em massa, armaze- 
namento e transformação em arma, além de permanecerem estáveis 
durante a disseminação. A população-alvo deve apresentar pouca 


Tabela 64.3 Potenciais agentes do bioterrorismo 


Categoria A Categoria B 


Variola major (varíola) Coxiella burnetti (febre Q) 
Bacillus anthracis (antraz) 

Yersinia pestis (peste) 

Toxina do Clostridium botulinum (botulismo) 
Francisella tularensis (tularemia) 

Filovirus; febre hemorragica por Ebola; febre ocidental e oriental 
hemorragica por Marburg 

Arenavirus; Lassa (febre de Lassa): Junin (febre 
hemorragica argentina) e virus correlatos 


Micotoxinas tricotecenos 


Espécies de Brucella (brucelose) 

Burkholderia mallei (mormo) 

Alfavirus Burkholderia pseudomallei (melioidose): 
encefalomielite venezuelana; encefalomielite equina 


Toxina ricina de Ricinus communis (mamona) 
Toxina £ de Clostridium perfringens 
Enterotoxina B estafilocócica 


ou nenhuma imunidade e pouco ou nenhum acesso ao tratamento. 
Os terroristas devem contar com meios para proteger ou tratar suas 
próprias forças e população contra os agentes infecciosos ou toxinas 
(Beeching, 2002). 

Os agentes com potencial para uso no bioterrorismo são patógenos 
bacterianos, fúngicos e virais, bem como as toxinas produzidas por or- 
ganismos vivos. Os agentes infecciosos que potencialmente poderiam 
ser utilizados incluem aqueles causadores do antraz (Bacillus anthra- 
cis), peste (Yersinia pestis), tularemia (Francisella tularensis), encefalite 
equina (p. ex., vírus da encefalite equina venezuelana), febres hemor- 
rágicas (arenavírus, filovírus, flavivírus e buniavírus) e varíola (vírus 
da varíola). As toxinas incluem a toxina botulínica produzida por 
Clostridium botulinum; toxina ricina produzida pela mamona (Ricinus 
communis); micotoxinas tricotecenos de Fusarium, Myrotecium, Tri- 
choderma, Stachybotrys e outros fungos filamentosos; enterotoxinas de 
Staphylococcus aureus; e toxinas produzidas por organismos marinhos, 
como dinoflagelados, marisco e algas azul-esverdeadas. Dependendo 
do agente, o resultado produzido pode ser letal ou incapacitante. 


Tipos de ataques bioterroristas 


Um ataque de bioterrorismo pode ocorrer de 2 modos: evidente ou 
oculto. Os ataques com agentes biológicos tendem a ocorrer de modo 
oculto. O ataque com esse tipo de agente não causa impacto imediato 
por conta do intervalo existente entre a exposição e o início da doença 
(i. e., o período de incubação). Portanto, será necessário que as primei- 
ras vítimas de uma ação bioterrorista sejam identificadas por médicos 
ou outros prestadores de assistência à saúde. Com base na primeira on- 
da de vítimas, os oficiais de saúde pública deverão determinar se trata- 
-se da ocorrência de um ataque, identificar os organismos e evitar novos 
casos por meio da adoção de estratégias preventivas (p. ex., vacinação 
em massa, tratamento profilático) e da realização de procedimentos 
de controle da infecção (Kaufman, 1997). Os indícios de um potencial 
ataque de bioterrorismo incluem a ocorrência de um surto de doença 
em área não endêmica, casos de uma doença sazonal fora da estação, 
detecção de um patógeno com resistência incomum ou características 
epidemiológicas inusitadas, apresentação clínica ou distribuição etária 
incomum e detecção de um patógeno geneticamente idêntico que esteja 
emergindo de maneira rápida em diferentes áreas geográficas (Centers 
for Disease Control and Prevention, 2000a). 


Agentes de ataques bioterroristas 


Com base na facilidade da transmissão, na severidade da morbida- 
de, na mortalidade e na probabilidade do uso, os agentes biológicos 
podem ser classificados em 3 categorias (Tab. 64.3). A Tabela 64.4 re- 
sume os agentes biológicos agrupados na categoria A. A Tabela 64.5 
apresenta de forma resumida os agentes biológicos pertencentes à ca- 
tegoria B. 


Categoria C 

Vírus Nipah 

Hantavirus 

Vírus causadores da febre hemorrágica 
transmitida por carrapato 

Vírus causadores da encefalite transmitida 
por carrapato 

Febre amarela 

Tuberculose multifarmacorresistente 


Patógenos transmissíveis por meio dos alimentos e da água, 
incluindo (sem se limitar a) espécies de Salmonella; Shigella 
dysenteriae; Escherichia coli (0157:H7); Vibrio cholerae; e 


Cryptosporidium parvum 


Rickettsia prowazekii (febre tifoide) 


Chlamydia psittaci (psitacose) 


Tabela 64.4 Resumo dos agentes biológicos da categoria À 


Mortalidade (%) 
Agentes Dose Período de Sem tra- Com tra- Amostra Testes Isolamento Tratamento Profilaxia Disponibilidade 
infecciosa incubação (d) tamento tamento diagnóstica diagnósticos de vacina 
Antrax 8.000-50.000 1-6 =100 =99 Sangue Coloração Padrão Ciprofloxacina Ciprofloxacina Sim 
esporos de Gram 400 mg i.v. q. 500 mg, p.o. 
ELISA de Ag 12h duas vezes ao 
Sorologia: Doxociclina dia x 60d 
ELISA 100 mg i.v. q. 
12hela2 
antimicrobianos 
adicionais 
Botulismo 0,0001 g/kg 1-5 Surto: Primeiro Swab nasal ELISAde Ag Padrão Antitoxina Toxoide Investigação 
(tipo A) paciente = 25 (possivel- Murino- disponibilizada prevalente 
Casos subsequentes = 4 mente) neutro pelo CDC por meio 
Geral = 5-10 dos departamentos 
de saúde locais e 
estaduais. 
Informações 
adicionais no CDC 
404-639-2888 
(24 h/d) 
Tularemia 10-50 2-10 33 <4 Sangue, Cultura Padrão Estreptomicina 1g,  Doxociclina Investigação 
organismos escarro, Sorologia: im.q.12hx10d 100mg,p.o., 
soro, ME aglutinação Gentamicina, g.12hx14d 
de tecido 5 mg/kg/d, i.m. Tetraciclina 
oui.v.x10a14d 500 mg, p.o., 
q.6hx7d 
Ciprofloxacina 
500 me, p.o., 
q.12hx14d 
Peste 100-500 2-3 40-70 5 Sangue, Coloração Contra Estreptomicina Doxociclina Sim 
escarro, de Gram ou gotículas, 15 mg/kg (max. 100 mg, p.o., 
aspirado de Wright- até O 1g), im. q. q.12hx14d 
linfonodo Giemsa paciente ter 12hx10d Tetraciclina | 
ELISA de Ag sidotratado Gentamicina 500 mg, p.o., 
Cultura por3 dias 5 mg/kg/d, i.m. g.6hx 10d 
Sorologia: ou i.v., ou dose Ciprofloxacina 
ELISA, IFA de carga de 500 mg, p.o., 
2 mg/kg seguidade q.12hx7d 
1,7 mg/kg i.m. ou 
iv. td.s.x 10d 
Cloranfenicol 
25 mg/kg de dose 
inicial, seguida de 
60 mg/kg/d, i.v., 
q. 6h 
Varíola 10-100 7-17 Varíola menor: < 1 Swab ELISA Contra a Cidofovir Imunoglobulina Sim 
particulas Varíola maior: 20-50 faríngeo, PCR transmissão (efetiva da vacinia 
material Isolamento por via in vitro) 0,6 mL/kg, i.m. 
de crosta de vírus aérea (dentro de um 
de ferida período de 
3 dapósa 
exposição; ideal, 
dentro de 24 h) 
Febre 1-10 4-21 53-88 Soro, Isolamento Contra o Ribavirina 30 mg/kg N/A Investigação 
hemorrágica partículas sangue de vírus contato, de dose inicial, i.v.; | 
viral (FH) ELISA de Ag considerar 15 mg/kg, i.v., q. 
RT-PCR medidas 6hx4;7,5 mg/kg, 
Sorologia: preventivas q.8hx6d para 
ELISA adicionais casos de FH da 
em caso de Crimeia-Congo por 
hemorragia arenavirus (CCFH) 


CDC = Centers for Disease Control and Prevention; ELISA = ensaio imunossorvente ligado à enzima; ME = micrografia eletrônica; i.m. = intramuscular; 1.v. = intravenosa; 


IFA = imunoensaio com fluorescência de anticorpos indireto; p.o. = oral; PCR = reação em cadeia da polimerase. 


Anticorpos passivos 
para casos de FH 
argentina, FH 
boliviana, febre de 
Lassa e CCHF 
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bioterrorismo 


A LRN consiste em consórcio e parceria estabelecidos entre labora- 
tórios que, de forma imediata e sustentada, fornecem testes laborato- 
riais e comunicação para dar apoio a emergências de saúde pública, 
em particular na resposta aos atos de bioterrorismo. A LRN atual- 
mente é composta por laboratórios de saúde pública locais, estaduais 
e federais, além de laboratórios clínicos particulares e comerciais, e 
por laboratórios selecionados que realizam testes de alimentos, água, 
agrícolas, militares e veterinários. Outros parceiros-chave são o Servi- 
ço Federal de Investigações, o Ministério da Defesa, a Agência de Pro- 
teção Ambiental, o Ministério da Agricultura, o Ministério da Justiça, 
o Ministério de Energia, a Food and Drug Administration, a Associa- 
tion of Public Health Laboratories, o National Institutes of Health, 
a American Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians e a 
American Society for Microbiology. Todos os laboratórios são con- 
siderados parceiros e, em certos casos, membros registrados da LRN. 
Testes preliminares e triagens são primariamente realizados de forma 
distribuída, em vez de centralizada, a fim de garantir uma resposta 
inicial imediata. Um sistema de triagem e encaminhamento de amos- 
tras garante a transferência de materiais apropriados aos laboratórios 
especializados, que dispõem de equipamentos sofisticados, tecnologia 
e conhecimentos para análise das amostras. 

Os objetivos da LRN são: 

1. Assegurar que os laboratórios de saúde pública e clínicos, entre 
outros tipos seletos de laboratórios do país, estejam preparados 
para detectar e responder a eventos de bioterrorismo ou terroris- 
mo químico de forma adequada e integrada. 

2. Garantir que todos os laboratórios de referência integrantes man- 
tenham coletivamente o padrão de última geração das capacidades 
de biodetecção e diagnóstico, o aumento da capacidade e também a 
transmissão eletrônica segura dos resultados dos testes para agentes 
biológicos e químicos provavelmente utilizados no ato de um evento 
de biocrime ou bioterrorismo. 

3. Trabalhar com outros departamentos e agências para garantir 
uma resposta federal bem-sucedida a um ato de bioterrorismo, 
bem como facilitar e otimizar a habilidade dos estados de res- 
ponder com competência e de forma independente a biocrimes 
ou emergências de saúde pública ocorridas em seus respectivos 
territórios. 

4. Promover a agenda de pesquisas em bioterrorismo do CDC e dos 
Human Health Services, bem como as necessidades de resposta 
interna do CDC. 

5. Angariar um número ótimo de laboratórios participantes da LRN 
registrados em todo o território dos Estados Unidos, conforme 
determinado pelo grupo de trabalho da LRN. 


Tabela 64.5 Agentes de bioterrorismo da categoria B 


Bactérias Virus 


Coxiella burnetii (febre Q) 
Espécies de Brucella (brucelose) 


Alfavirus 


Burkholderia mallei (mormo) 
Burkholderia pseudomallei (melioidose) 
Rickettsia prowazekii (febre tifoide) 
Chlamydia psittaci (psitacose) 


Patógenos transmissíveis pela ingestão de alimentos ou água 
Espécies de Salmonella 

Shigella dysenteriae 

Escherichia coli 0157:H7 

Vibrio cholerae 


Cryptosporidium parvum 


* Não listadas como agentes de categoria B pelo Centers for Disease Control. 


Encefalomielite venezuelana 
Encefalomielite equina oriental 
Encefalomielite equina ocidental 


A LRN mantém: 

1. Registro e sistema articulado de laboratórios clínicos e particu- 
lares localizados nos Estados Unidos, que incluem laboratórios- 
sentinela e laboratórios de referência. 

2. Protocolos completos, acurados e padronizados de todos os 
níveis de testes destinados aos agentes considerados críticos e 
propensos a serem utilizados no cometimento de biocrime ou em 
atos de bioterrorismo. 

3. Um suprimento agudo, porém acessível, de reagentes padroniza- 
dos e tecnologias diagnósticas produzidas e mantidas pelo CDC. 

4, Um sistema eletrônico seguro de comunicação laboratorial, que 
integra componentes-chave de respostas epidemiológicas, de vigi- 
lância e emergenciais. 

5. Treinamento e teste de proficiência essencial ao processo diag- 
nóstico. 

Os laboratórios clínicos exercem papel crítico na LRN. Seu nível de 
alerta aumentado para a possibilidade de isolar agentes de bioterrorismo 
a partir de amostras de pacientes e encaminhamento de isolados suspei- 
tos aos laboratórios de referência da área de saúde pública é crucial. 


Classificação dos laboratórios 
integrantes da LRN 


A classificação dos laboratórios de bioterrorismo pela LRN (Fig. 
64.1) foi revisada em 2003. As designações originais dos laboratórios 
de níveis A, B, C e D deixaram de ser reconhecidas, e as designações 
atualmente válidas são as de laboratórios-sentinela, de referência e na- 
cionais (Fig. 64.1). 


Laboratório-sentinela (antigo laboratório de nível A) 

Os laboratórios-sentinela são laboratórios clínicos que seguem as nor- 
mas de biossegurança de nível 2 (BSL-2). Suas principais responsabilida- 
des consistem em reconhecer e excluir ou encaminhar agentes suspeitos 
conforme as diretrizes-padrão estabelecidas para laboratórios-sentinela. 
Ainda que muitos laboratórios-sentinela sejam capazes de fornecer uma 
“provável identificação” de alguns organismos-alvo, todos devem enca- 
minhar os isolados a um laboratório de referência da LRN. 


Laboratório de referência (antigos laboratórios 


de níveis Be C) 


Os laboratórios de referência da LRN são laboratórios de saúde 
pública locais e estaduais, laboratórios acadêmicos ou universitários 
selecionados e laboratórios designados por especialidade (veteriná- 
rios, água, alimentos, químicos, militares e agrícolas), que possuem 
os reagentes e a tecnologia necessários à confirmação definitiva dos 
organismos, incluindo o teste de toxina, referidos pelos laboratórios- 
-sentinela. Os laboratórios de referência da LRN seguem as normas de 
contenção e diretrizes de prática de BSL-3. 


Toxinas 


Toxina ricina (Ricinus communis) 
Toxina € (Clostridium perfringens) 
Enterotoxina B (Staphylococcus aureus) 
Micotoxinas tricotecenos* 


Membros atuais da LRN 


CDC e 
USAMRIID 


Antigos níveis B/C 








\ Antigo nivel A 


Figura 64.1 Classificagao dos laboratérios da Laboratory Response Network (LRN). 
CDC: Centers for Disease Control and Prevention; USAMRIID: United States Army 
Medical Research Institute for Infectious Diseases. 


Laboratorio nacional (antigo laboratorio de nivel D) 


Os laboratórios nacionais da LRN são laboratórios federais que pos- 
suem instalações de contenção e seguem diretrizes de prática conso- 
antes com as BSL-4. O principal laboratório desse nível está localizado 
no CDC e é especializado no isolamento e na identificação de agentes 
de BSL-4, tais como os vírus Ebola, Marburg e da varíola. Esse labo- 
ratório também é capaz de realizar caracterização genética avançada e 
arquivamento de todos os agentes de bioterrorismo. 


A responsabilidade do laboratório clínico 


Como membros da LRN, os laboratórios-sentinela possuem acesso 
à rede e atuam como “vigias” para suposição e detecção precoce de 
agentes suspeitos, que não podem ser excluídos como possíveis or- 
ganismos associados ao bioterrorismo. Os laboratórios-sentinela não 
têm acesso ao site seguro do CDC para obtenção de reagentes ou pro- 
tocolos de teste de laboratórios de referência. Em vez disso, os labo- 
ratórios-sentinela devem utilizar testes convencionais para facilitar a 
“exclusão” ou “encaminhamento” de isolados suspeitos a um labora- 
tório de referência da LRN. 

O laboratório-sentinela não é responsável por um evento de bioter- 
rorismo nem deve decidir se ele ocorreu. Essa é uma tarefa que cabe 
aos oficiais da saúde e encarregados do cumprimento da lei nas esferas 
local, estadual e federal. Um indivíduo designado em seu estabeleci- 
mento (de preferência um oficial de controle de infecções) deve ser 
notificado da detecção de um agente suspeito e, por sua vez, notificar 
os oficiais de saúde pública locais. Sob nenhuma circunstância, o la- 
boratório deve contatar o laboratório de referência da LRN para obter 
orientação referente à disposição do agente suspeito antes de encami- 
nhá-lo para testes de confirmação. 

Nota: o laboratório-sentinela jamais deve aceitar amostras ambien- 
tais (substâncias em pó, cartas, embalagens), animais, alimentares ou 
de água para a realização de exames, cultura ou transporte de agentes 
associados ao bioterrorismo. Amostra desses tipos devem ser subme- 
tidas diretamente ao laboratório de referência da LRN mais próximo. 


Diretrizes para expedição e manuseio 
de materiais infecciosos 


Regulamentações nacionais, internacionais e comerciais determi- 
nam as regras para embalo adequado, documentação e expedição se- 
gura de mercadorias perigosas com o objetivo de proteger o público, 
os funcionários de companhias aéreas, os mensageiros e outros indi- 
víduos que trabalham para empresas de expedição comerciais, bem 
como aqueles que manuseiam esses produtos no decorrer dos vários 


segmentos do processo de expedição. Além disso, o embalo e o despa- 
cho de produtos perigosos realizados do modo adequado reduzirão a 
exposição do encarregado da expedição aos riscos de imputabilidade 
criminal e civil associados à expedição de artigos considerados perigo- 
sos, em particular no caso de substâncias infecciosas. 

O processo correto de embalo e despacho de uma substância infec- 
ciosa, amostra diagnóstica ou agente biológico consiste nas seguintes 
etapas sequenciais: 

1. treinamento de todos os indivíduos envolvidos no processo de 

expedição; 
. determinação da aplicabilidade das regulamentações; 
. determinação de quaisquer limitações de expedição aplicáveis; 
. Classificação da substância a ser despachada; 
. Identificação da substância a ser despachada; 
. Seleção das instruções de embalo adequadas para uso; 
. Seleção da embalagem adequada; 
. marcação e rotulagem da embalagem; 

9. documentação da expedição. 

O cumprimento inadequado das regulamentações governamentais 
e comerciais relativas ao embalo e à expedição de substâncias infec- 
ciosas e outros produtos perigosos pode resultar na instauração de um 
processo criminal e em sanções financeiras substanciais. 
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Potenciais agentes de bioterrorismo 


Bacillus anthracis 


O Bacillus anthracis é um bastonete aeróbio, formador de esporos, 
imóvel, grande e Gram-positivo. 


Manifestações clínicas 

As pessoas se infectam com B. anthracis ao manusearem produtos 
ou consumirem carne mal cozida oriunda de animais infectados. A 
infecção também pode resultar da inalação dos esporos de B. anthracis 
a partir de produtos animais contaminados, tais como lã, ou quando 
os esporos são liberados de forma intencional. Não há nenhum relato 
de transmissão de um indivíduo a outro. Existem três formas de an- 
traz que acometem seres humanos: cutâneo, gastrintestinal e inalató- 
rio (Lew, 2000). 


Antraz cutâneo 

As infecções cutâneas ocorrem quando a bactéria ou os esporos pene- 
tram por cortes ou escoriações produzidas na pele. A infecção na pele 
tem início com o aparecimento de pápula ou inchaço que coça. Em 1 
a 2 dias, esse inchaço evolui para uma vesícula cheia de líquido, que se 
rompe e origina uma úlcera indolor (denominada escara), usualmente 
medindo 1 a 3 cm de diâmetro e com uma característica área central ne- 
gra necrosada (morta). Cerca de 20% dos casos não tratados de antraz 
cutâneo resultam na morte do paciente, seja porque a infecção se tor- 
na sistêmica, seja em decorrência da angústia respiratória causada pelo 
edema formado nas regiões cervical e torácica superior. 


Antraz gastrintestinal 

A forma gastrintestinal do antraz pode ocorrer subsequentemente 
ao consumo da carne contaminada de animais infectados e se carac- 
teriza pela inflamação aguda do trato intestinal. Os sinais iniciais de 
náusea, perda do apetite, vômitos e febre são seguidos de dor abdo- 
minal, vômitos de sangue e diarreia sanguinolenta severa. É difícil 
determinar a taxa de mortalidade associada ao antraz gastrintestinal, 
contudo estima-se que seja de 25 a 60% nos casos não tratados. 


Antraz inalatório 

O antraz inalatório resulta da inalação dos esporos de B. anthracis e 
ocorre mais provavelmente após a liberação intencional de aerossóis 
que contêm o bacilo. Após um período de incubação de 1 a 6 dias 
(dependendo do número de esporos inalados), a doença se inicia de 
forma gradual e inespecífica. Febre, mal-estar e fadiga podem estar 
presentes no início, às vezes associadas a uma tosse não produtiva 
e a um suave desconforto torácico. Esses sintomas iniciais com fre- 
quência são acompanhados de um curto período de melhora (que 
varia de horas a dias), seguido do desenvolvimento abrupto de an- 
gústia respiratória severa com dispneia (respiração difícil), diaforese 
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(transpiração), estridor (respiração ruidosa e alta) e cianose (cor da 
pele azulada). Choque e morte usualmente ocorrem em 24 a 36 ho- 
ras após o início da angústia respiratória e, em estágios posteriores, a 
mortalidade se aproxima de 100% mesmo que o paciente receba um 
tratamento agressivo. 


Seleção e teste da amostra 

A Tabela 64.6 descreve a seleção das amostras para isolamento de B. 
anthracis (Logan, 1999). 

Deve ser executado o procedimento da coloração de Gram/CQ por 
meio do protocolo laboratorial padrão. B. anthracis é um bastonete 
grande (1-1,5 um x 3-5 um) e Gram-positivo. As células vegetativas 
observadas no sangue e nos esfregaços feitos por impressão corados 
pelo método de Gram estão agrupadas em cadeias curtas, com 2 a 
4 células encapsuladas, que podem ser visualizadas pela coloração 
Gram como zonas claras em torno dos bacilos. Não há esporos nas 
amostras clínicas, a não ser mediante exposição a baixos níveis de 
CO., similares aos níveis encontrados na atmosfera ambiente. Al- 
tos níveis de CO, no corpo inibem a esporulação. A presença de 
bastonetes grandes, encapsulados e Gram-positivos no sangue é 
fortemente preditiva da identificação de B. anthracis. Em ágar com 
sangue de carneiro (SBA, sheep's blood agar), esse organismo forma 
esporos ovais (1 x 1,5 um), que podem ser desde centrais a subter- 
minais e não causam tumefação celular significativa. Com frequén- 
cia, ocorre sob a forma de longas cadeias de bacilos. Entretanto, as 
células oriundas do crescimento em SBA, independentemente das 
condições de incubação (atmosfera ambiente ou rica em CO,), não 
são encapsuladas (Gilchrist, 2000). 

Os meios devem ser inoculados e dispostos em estrias, para isolar 
os respectivos tipos de organismos (Tab. 64.6). Após a incubação 
das placas de SBA durante 15 a 24 horas, entre 35 e 37ºC, as colônias 
de B. anthracis apresentam diâmetro de 2 a 5 mm. As colônias acha- 
tadas ou um pouco convexas possuem forma arredondada irregular, 
com bordas discretamente onduladas (bordas irregulares, com on- 
dulações) e aspecto de vidro fosco. Com frequência, projeções em 
forma de vírgula saem das bordas da colônia e lhe conferem a apa- 
rência de “cabeça de Medusa”. O B. anthracis cresce bem em SBA, 
mas não cresce em MAC. Esse organismo apresenta crescimento rá- 
pido. Áreas pesadamente inoculadas podem apresentar crescimento 
dentro de 6 a 8 horas, sendo possível detectar colônias individuais 
em 12 a 15 horas. O B. anthracis é desprovido de motilidade. A Ta- 
bela 64.7 e a Figura 64.2 descrevem os critérios a serem adotados 
para a identificação provável. Enquanto a hemólise, a determinação 
da morfologia por coloração Gram ou a detecção de motilidade po- 
dem ser utilizadas para fins de exclusão quando o resultado fornece 
evidências claras de que o isolado não é B. anthracis (p. ex., a ob- 
servação de zona nitidamente visível de B-hemólise), recomenda- 
-se basear a exclusão em uma combinação de 2 testes realizados por 
laboratório-sentinela. É necessário comunicar de imediato o diretor 
(ou funcionário designado) do laboratório de saúde pública e um 
oficial epidemiologista/de saúde do departamento estadual de saúde 
pública caso não seja possível excluir B. anthracis e haja suspeita de um 
evento de bioterrorismo. O médico/responsável pelo controle de infec- 
ções deve ser prontamente notificado, conforme as políticas internas, 
caso não seja possível excluir B. anthracis. 


Espécies de Brucella 


Brucella é um cocobacilo pequeno, fastidioso, aeróbio e Gram-ne- 
gativo. Em 1954, Brucella suis tornou-se o primeiro agente biológico 
a ser transformado em arma pelos Estados Unidos, na época em que 
vigorava o programa americano ofensivo de guerra biológica. A dose 
infecciosa desses organismos é bastante baixa, quando adquirida por 
via inalatória. Essa característica faz desse organismo um potencial 
agente de bioterrorismo efetivo, bem como de risco no laboratório de 
microbiologia clínica. 


Manifestações clínicas 

Brucella causa infecções agudas e crônicas. Os sintomas da bruce- 
lose são inespecíficos e sistêmicos, e com frequência observa-se febre, 
sudorese, dor de cabeça, anorexia, dor nas costas e perda de peso. A 
forma crônica da doença pode mimetizar a tuberculose militar, com 


aparecimento de lesões supurativas em fígado, baço e ossos. O orga- 
nismo muitas vezes é incluído no diagnóstico diferencial das febres 
de origem desconhecida. Está associada a uma mortalidade de 5% em 
indivíduos não tratados. 


Seleção e teste da amostra 


Consulte na Tabela 64.8 uma descrição das formas de seleção de 
amostras para detecção das espécies de Brucella. Frascos para cultura de 
sangue líquido devem ser assepticamente inoculados com a quantidade 
máxima de sangue ou líquido corporal, de acordo com as instruções 
do fabricante. Em seguida, esses frascos devem ser incubados a 35°C. 
Culturas de sangue em caldo não automatizadas devem ser incubadas 
por 21 dias, sendo realizadas subculturas-cegas a cada 7 dias. Ao fim 
desse período, deve ser realizada uma subcultura terminal das culturas 
de sangue negativas, e as placas têm de permanecer vedadas por mais 7 
dias. Os sistemas automatizados devem ser incubados por 10 dias, com 
realização de subculturas a cada 7 dias para aumentar o rendimento. 
O isolamento de Brucella muitas vezes é retardado, em comparação ao 
isolamento de outros patógenos encontrados na circulação sanguínea, e 
o pico de isolamento ocorre em 3 a 4 dias (comparado ao pico observa- 
do em 6 a 36 horas para a maioria dos demais patógenos). 

Embora seja defendido um tempo de incubação de 21 dias acompa- 
nhado de subculturas-cegas semanais ou terminais, estudos detalhados 
conduzidos em áreas endêmicas de Brucella e utilizando o sistema BA- 
TEC 9240 (BD Division Instrument Systems, Sparks, MD) sugeriram 
que um tempo máximo de 10 dias de incubação é suficiente para isolar 
esse organismo com segurança (93% dos 97 isolados de pacientes fo- 
ram detectados em 5 dias) (Bannatyne, 1997). No caso do BacT Alert 
System (BioMérieux, Inc., Hazelwood, MO), subculturas terminais 
forneceram maior rendimento aos 7 dias de incubação. A técnica da 
lise-centrifugação mostrou-se menos sensível que os sistemas à base de 
caldo utilizados para amostras pediátricas. Diante da escassez de da- 
dos publicados sobre a utilização do sistema ESP (TREK Diagnostics, 
Westlake, OH), ainda desconhece-se sua eficiência na recuperação de 
Brucella. Para tecidos, recomenda-se inocular placas de ágar-sangue 
(SBA), ágar-chocolate e ágar MacConkey ou ágar EMB (ver Tab. 64.8), 
incubando-as em seguida a 35°C, por até 7 dias, em câmara úmida e 
atmosfera com 5 a 10% de CO,. A umidade pode ser mantida colo- 
cando-se um recipiente cheio de água embaixo da câmara de incuba- 
ção ou enrolando as placas com uma fita adesiva permeável a gases. 
Brucella é a responsável por numerosos casos de infecção adquirida no 
laboratório (Sewell, 1995; Fiori, 2000). Havendo suspeita de Brucella 
ou se a coloração de Gram revelar a presença de pequenos cocobacilos 
Gram-negativos, recomenda-se evitar a exposição a aerossóis e realizar 
subculturas dentro de uma cabine de biossegurança (Schreckenberger, 
1999). As placas devem ser vedadas com fita adesiva, e todos os testes 
adicionais devem ser realizados somente no interior da cabine de bios- 
segurança, utilizando práticas de BSL-3. As bactérias desse gênero são 
pequenos cocobacilos (0,4 um x 0,8 um) Gram-negativos, que podem 
ser vistos diretamente em frascos de culturas de sangue positivas ou 
por meio da coloração de Gram de colônias oriundas de meios primá- 
rios. Quando se suspeitar de culturas de sangue, elas devem ser subcul- 
tivadas em SBA, ágar-chocolate e ágar MacConkey (ou ágar EMB). As 
placas devem ser incubadas a 35°C, em câmara úmida, sob atmosfera 
com 5 a 10% de CO,. Todas as reações para oxidase, catalase e ureia 
são positivas para as espécies de Brucella (Fig. 64.3). 

Alerta: a identificação de espécies de Brucella não deve ser realizada 
utilizando sistemas de identificação comerciais (Shapiro, 1999). Caso 
contrário, é possível confundir Haemophilus com Brucella. Entretan- 
to, Haemophilus não cresce em SBA. Em caso de dúvida, esses dois 
gêneros devem ser diferenciados por meio de um teste-satélite. Para 
tanto, inocula-se uma placa de ágar-sangue e, em seguida, adiciona-se 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 de forma que fique espalhado em 
estrias transversais ou pontos. Após 24 a 48 horas de incubação sob 
atmosfera com 5% de CO,, o Haemophilus apresenta crescimento- 
-satélite em torno de S. aureus, enquanto o crescimento de Brucella 
não se limita apenas à área em torno dos estafilococos. 

Outros organismos que também podem ser confundidos com as es- 
pécies de Brucella por serem urease-positivos são Oligella ureolytica (co- 
mumente encontrada apenas na urina), Psychrobacter phenylpyruvicus, 
Psychrobacter immobilis e Bordetella bronchieseptica (móvel) (Tab. 64.9). 
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Tabela 64.6 Escolha da amostra: antraz (Bacillus anthracis) 


Plaqueamento e processamento 


Transporte e da amostra 


Doença Escolha da amostra armazenamento SBA CA MAC Coloração Outros 
Possível exposição Swab anterior das narinas: coletar apenas <24h TA Não Não Não Nenhuma Seguir as orientações da 
ao B. anthracis mediante recomendação por autoridades saúde pública, que indica a 
de paciente locais de saúde pública realização de swab anterior 
assintomático de narinas SOMENTE quan- 
do a coleta for recomendada 
Antrax cutâneo Estágio vesicular: coletar líquido oriundo de <24 h; TA X X X Coloração 
vesículas intactas com auxílio de swab estéril. de Gram 
O organismo é mais bem demonstrado nesse 
estágio. Estágio de escara: sem remover a escara, <24 h; TA X X X Coloração 
inserir o swab umedecido em salina estéril sob de Gram 
sua borda, girá-lo e coletar material da lesão 
Estágios vesicular e de escara: coletar 2 Uma biópsia obtida por Não Não Não Realizada  Providenciar transporte 
biópsias por punção. Colocar uma das biópsias punção em formalina a 10%; no CDC parao CDC 
em formalina a 10% para ser enviada ao CDC uma vez tratada com 
para estudos de histopatologia, coloração formalina, a biópsia pode 
imuno-histoquímica e PCR ser armazenada até o 
transporte ao CDC 
Submeter a outra biópsia dentro de um frasco A segunda biópsia obtida X X X Coloração 
de transporte anaeróbio para cultura por punção em frasco de de Gram 
transporte anaeróbio; 
< 24 horas, TA 
Culturas de sangue: coletar 2 baterias Transportar à TA; incubar Frascos de cultura Positivas em alguns casos 
(uma das baterias consiste em 2 frascos) a 35-37ºC de acordo com de sangue durante os estágios tardios 
conforme o procedimento institucional de o protocolo de cultura da doença 
rotina para culturas sanguíneas sanguínea 
Tubos de tampa lilás (EDTA): apenas para <2 h, TA Não Nao Não Coloração 
pacientes internos, coletar para coloração de Gram 
de Gram direta 
Tubos de tampa vermelha ou azul para < 24h, 4°C Não Não Não Não Providenciar transporte 
sorologia; tubos de tampa branca para PCR para o CDC 
Antrax Fezes: coletar 5-10 g em frasco limpo, < 24h, 4°C Inocular meio de plaqueamento Recuperação mínima 


gastrintestinal 


estéril e à prova de vazamentos 


Culturas de sangue: coletar 2 baterias (uma 
das baterias consiste em 2 frascos) conforme 
o procedimento institucional de rotina para 


Transportar à TA; incubar a 
35 a 37°C conforme o 
protocolo de cultura 


de fezes de rotina adicionado de 


CNA ou PEA 


Frascos de cultura de sangue 


Positivas durante os estágios 
tardios da doença 








culturas sanguíneas sanguínea 
Tubos de tampa lilás (EDTA): apenas para <2h, TA Não Nao Não Coloração 
pacientes internos, coletar para coloração de Gram 
de Gram direta 
Tubos de tampa vermelha ou azul para < 24 h, 4°C Não Não Não Nao 
sorologia; tubos de tampa branca para PCR 
Antrax Escarro: coletar amostra de expectoração em < 24h, 4°C X X X Coloração Recuperação mínima 
inalatório frasco estéril à prova de vazamento de Gram 
Líquido pleural: coletar amostra em frasco < 24h, 4°C X X X Coloração Guardar o excesso 
estéril à prova de vazamento de Gram (se houver) para PCR 
Culturas de sangue: coletar 2 baterias (uma Transportar à TA; incubara Frascos de cultura Positivas durante os estágios 
das baterias consiste em 2 frascos) 35 a 37°C conforme o de sangue tardios da doença 
conforme o procedimento institucional de protocolo de cultura 
rotina para culturas sanguíneas sanguínea 
Tubos de tampa lilás (EDTA): apenas para <2 h, TA Não Não Não Coloração 
pacientes internos, coletar para coloração de Gram 
de Gram direta | 
Tubos de tampa vermelha ou azul para < 24 h, 4°C Não Não Não Não VI | 
sorologia; tubos de tampa branca para PCR 
Meningite Cultura de líquido cerebrospinal (LCE): <24h, TA X X Coloração Pode ser observada nos 
coletar LCE de modo asséptico conforme o de Gram estágios tardios da doença: 


procedimento institucional 


Culturas de sangue: coletar duas baterias (uma 
das baterias consiste em dois frascos) conforme 


o procedimento institucional de rotina para 
culturas sanguíneas 


Transportar à TA; incubar a 
35-37°C conforme o 
protocolo de cultura 
sanguinea 


Frascos de cultura de sangue 


considerar a adição de meios 


à base de caldo, tais como 
infusão cérebro-coração 
Positivas durante os estágios 
tardios da doença 


CA = ágar-chocolate; CDC = Centers for Disease Control and Prevention; CNA = ágar colistina-ácido nalidíxico; EDTA = ácido etilenodiaminotetracético; MAC = ágar MacConkey; 
PEA = ágar-sangue feniletil álcool; TA = temperatura ambiente; PCR = reação em cadeia da polimerase; SBA: ágar-sangue de carneiro. 
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Tabela 64.7 Prováveis identificações do Bacillus anthracis 


Característica Método 
Nível do Tipo de da provável 


laboratório amostra identificação 
1. Bastonetes 


A (sentinela) Amostra Coloração de Gram 


clínica Gram-positivos E 
2. Cápsulas Coloração com nanquim 
A (sentinela) Isolado 1. Formador de esporos Coloração de Gram 

E 

2. Morfologia da colônia Observação em SBA 

E 

3. Não hemolítico Observação em SBA 

E 


4. Sem motilidade Motilidade em meio ou pre- 


paração a fresco 


SBA = ágar-sangue de carneiro. 


As espécies de Brucella crescerão na subcultura após 48 horas de in- 
cubação, sob atmosfera com 5 a 10% de CQ), em ágar-chocolate e SBA. 
Esses organismos não crescem em MAC, e essa característica permitirá 
diferenciá-los de alguns cocobacilos Gram-negativos. As colônias tipi- 


camente apresentam crescimento “semelhante ao pó” após a incubação 
de um dia a outro, sendo necessário um período de incubação mínimo 
de 48 horas para obtenção de crescimento suficiente para realizar outras 
identificações. As colônias são lisas, convexas e em relevo, e apresentam 
bordas inteiras (1. e., não exibem características distintivas). 

É necessário comunicar de imediato o diretor (ou funcionário de- 
signado) do laboratório de saúde pública e um oficial epidemiolo- 
gista/de saúde do departamento estadual de saúde pública caso não 
seja possível excluir Brucella e haja suspeita de um evento de bioter- 
rorismo. O médico/responsável pelo controle de infecções deve ser 
prontamente notificado, conforme as políticas internas, caso não seja 
possível excluir Brucella. 


Burkholderia mallei e Burkholderia pseudomallei 


Burkholderia mallei é um cocobacilo sem motilidade, aeróbio e Gram- 
-negativo, que pode ou não ser oxidase-positivo ou crescer em ágar 
MacConkey. Burkholderia pseudomallei é um bacilo oxidase-positivo, 
aeróbio e Gram-negativo, cujo formato é reto ou levemente curvado. O 
organismo cresce na maioria dos meios padrão, como SBA, ágar-choco- 
late e ágar MacConkey, e produz um característico odor de mofo. 


Manifestações clínicas 


O mormo (doença causada por B. malei) pode se manifestar como 
doença cutânea ou sistêmica. O período de incubação típico é de 1 a 


Tabela 64.8 Seleção da amostra: brucelose (Brucella melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis) 


Transporte e 


Doenca Escolha da amostra armazenamento 


Soro: coletar 10 a 12 mL de amostra 
de fase aguda o mais rápido possível, 
logo após o início da doença. O 
seguimento deve ser feito com 
amostra obtida em fase de 
convalescência, após 21 dias 


Brucelose aguda, 
subaguda ou 
crônica 


Armazenar a -20 °C 


Sangue: coletar 2 baterias (uma 
das baterias consiste em 2 frascos) 
conforme o procedimento 
institucional de rotina para culturas 
sanguíneas 


a 35-37°C 


Medula óssea, baço ou fígado: <24h, TA 
coletar conforme o procedimento 


cirúrgico/patológico da instituição 


Cultura de líquido cerebrospinal <24 h, TA 
(LCE): coletar LCE de modo asséptico 
conforme o procedimento 


institucional 


Meningite 


LCE para teste de anticorpos —20°C 


Transportar em <2 h, TA. 


Transportar a TA. Incubar 


Plaqueamento e processamento 
da amostra 
SBA CA MAC Coloração Outros 


A amostra deve ser armazenada 
e despachada sob congelamento 
a -20°C para o laboratório 
estadual ou outro laboratório de 
referência (níveis B/C) da LRN 


Diagnóstico sorológico: 

1. Título único: > 1:160 

2. Elevação equivalente a 4 vezes 

3. IgM. 

NOTA: B. canis não apresenta reação 
cruzada com reagentes sorológicos 
padrão 

As taxas de isolamento em culturas 
sanguíneas variam de 15 a 70%, 
dependendo dos métodos e da duração 
da manipulação na cabine de 
biossegurança. O equipamento de 
proteção pessoal inclui luvas, jaleco, 
máscara e barreira protetora facial. 
Todas as culturas devem ser vedadas 
durante a incubação. 

Coloração As culturas devem ser manipuladas em 
de Gram cabine de biossegurança. O 
equipamento de proteção pessoal inclui 
luvas, jaleco, máscara e barreira 
protetora facial, Todas as culturas devem 
ser vedadas durante a incubação. 


Coloração As culturas devem ser manipuladas em 


Frascos de cultura de sangue: 
subcultivar por 5 d e manter 
por 21d 


X X 
Manter as culturas por 
no mínimo 7 dias 


X X 


Manter as culturas por de Gram cabine de biossegurança. O equipamento 

no mínimo 7 dias de proteção pessoal inclui luvas, jaleco, 
máscara e barreira protetora facial. Todas 
as culturas devem ser vedadas durante 
a incubação. 

A amostra deve ser Nenhuma 


armazenada e 
despachada sob 
congelamento a -20°C 
para o laboratório 
estadual ou outro 
laboratório de 
referência (níveis 

B/C) da LRN 


CA = ágar-chocolate; MAC = ágar MacConkey; TA = temperatura ambiente; SBA = ágar-sangue de carneiro. 


Morfologia: bastonetes grandes, aeróbios e 
Gram-positivos (1—1,5 x 3-5 um) 
Esfregaços/sangue/LCE: cadeias curtas constituídas por 

; 2 a 3 células que aparecem encapsuladas 
Agar-sangue de carneiro (atmosfera ambiente): esporos ovais e 
centrais a subterminais que não causam tumefação 
celular significativa; com frequência, formam cadeias longas 






Crescimento em ágar-sangue de carneiro: colônias com 2 a 5 mm, 
resistentes e não hemolíticas após 15 a 24 h (achatadas/convexas | 
discretamente, bordas irregulares/onduladas e aspecto de vidro fosco 





Healizar todo trabalho adicional em cabine de biossegurança 


Hemólise: negativa 
Catalase: positiva 
Motilidade: ausente 


Não | Sim 
(aspectos ausentes) (aspectos presentes) 





Reportar: espécies de Bacillus 
— enviar para laboratório 


Reportar: espécies de Bacillus, 
DIFERENTES de Bacillus 
anthracis; continuar a 
identificação para 





de referência para 
exclusão de B. anthracis 





procedimentos laboratoriais 


Figura 64.2 Bacillus anthracis: fluxograma de um laboratório-sentinela. 


14 dias (Centers for Disease Control and Prevention, 2000b). Pacien- 
tes que desenvolvem infecção cutânea apresentam nódulos acompa- 
nhados de linfadenite localizada. A doença sistêmica usualmente se 
manifesta como broncopneumonia ou pneumonia lobar. Também 
pode haver bacteremia, com consequente aparecimento de lesões no 
fígado e no baço. A infecção humana por B. mallei com frequência é 
fatal na ausência de tratamento antimicrobiano. A melioidose, uma 
doença mormo-símile que afeta seres humanos e é produzida por B. 
pseudomallei, pode se manifestar com um processo assintomático, 
agudo, subagudo ou crônico (Currie, 2000). A apresentação típica da 
infecção aguda é a pneumonia. O período de incubação dessa infecção 
é de 2 a 5 dias. O indivíduo doente apresenta febre, dispneia e dor 
torácica pleurítica. As infecções subagudas podem mimetizar aque- 
las produzidas por Mycobacterium tuberculosis. Os pacientes podem 
apresentar febre baixa, mal-estar, anorexia e perda de peso no decor- 
rer de alguns meses. 

A infecção crônica é semelhante à tuberculose miliar, na qual a infec- 
ção é disseminada, podendo ser observadas lesões granulomatosas em 
uma variedade de tecidos. Os pacientes podem apresentar sintomas mí- 
nimos; no entanto, a maioria exibe sintomas parecidos com aqueles ob- 
servados na tuberculose miliar, incluindo febre, tosse e perda de peso. 


Seleção e teste da amostra 

São amostras apropriadas: sangue, medula óssea, escarro, mate- 
rial oriundo de abscesso e swabs de ferida. B. mallei é um cocobacilo 
pequeno e Gram-negativo (Tab. 64.10), enquanto B. pseudomallei 
é um bastonete pequeno e Gram-negativo. É possível observar os 
organismos diretamente em amostras respiratórias ou de material 
de abscesso/ferida coradas por Gram (Gilligan, 2003). Esses orga- 
nismos também são visíveis em esfregaços produzidos com material 
oriundo de frascos de cultura de sangue positivas. Devem ser utili- 
zados meios de isolamento de rotina (SBA, ágar MacConkey etc.). 
Para melhorar o isolamento, um disco de colistina ou polimixina 
B pode ser colocado na área de inoculação inicial no SBA, caso haja 
solicitação específica para detecção de Burkholderia spp. No SBA, B. 
mallei forma colônias lisas, cinzas e translúcidas em 2 dias, sem pig- 
mentação nem odor típico. B. malei crescerá sem inibição ao redor 
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+ SEGURANÇA: tão logo se suspeitede — 


C Brucella, realizar TODOS os trabalhos adicionais > 
dentro da cabine de biossegurança (BSL-3) — 
Ca DE Uy 


Principais características das espécies de Brucella 
Morfologia: pequenos cocobacilos (0,4 um x 0,8 um) 
Gram-negativos 
Visíveis à coloração de Gram de caldo de culturas 
sanguíneas positivas 


CONSIDERAR BRUCELLA 


Crescimento: subcultivo de frasco de cultura 
sanguínea aeróbia positiva em: 


Agar-sangue de carneiro (BAP) 
Agar-chocolate (CHOC) 
incubação em 5 a 10% de CO, a 35°C 


semear no BAP pontos de Staphylococcus aureus ATCC 25923 
para o teste de satélite 


Observar o fraco crescimento das colônias após 24 h 
de incubação em BAP e CHOC 
Incubar as placas durante pelo menos mais 2 dias 
caso não haja crescimento em 24 h 
Os organismos não crescem em agar MacConkey 
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Figura 64.3 Brucella: fluxograma de um laboratório-sentinela. 


do disco de colistina ou polimixina B. Também no SBA, B. pseu- 
domallei muitas vezes forma colônias pequenas, lisas e de aspecto 
cremoso em 1 a 2 dias. Dentro de pouco dias, essas colônias vão mu- 
dando de maneira gradual ficando ressecadas e enrugadas, parecidas 
com as colônias produzidas por Pseudomonas stutzeri. As colônias 
de B. pseudomallei não apresentam pigmentação amarela nem viole- 
ta, e esse organismo cresce sem inibição ao redor do disco de colis- 
tina ou polimixina B. “Aspirar” placas que contêm B. pseudomallei é 
uma prática perigosa que deve ser evitada. Todavia, o odor é eviden- 
te e dispensa a necessidade de cheirar a placa. O leitor deve seguir os 
esquemas de isolamento ilustrados nas Figuras 64.4 e 64.5 para fins 
de triagem e confirmação. 

Investigações epidemiológicas adicionais são necessárias sempre 
que uma identificação provável de B. mallei ou B. pseudomallei for fei- 
ta. No cenário hospitalar, o serviço de doenças infecciosas e/ou o de- 
partamento de controle de infecções devem ser notificados para que 
possam ser conduzidas investigações adicionais acerca da história do 
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Morfologia: cocobacilos Gram-negativos ou pequenos bastonetes 
Crescimento: crescimento fraco em 24 h; melhor crescimento de 
colônias acinzentadas e translúcidas em 48 h, em SBA; pode ou não 
haver crescimento em MAC; sem odor distintivo 


Reações: oxidase-variável; crescimento variável em ágar 
MacConkey; indol-negativo; catalase-positivo 





Nao se trata de 
Burkholderia mallei 
nem B. pseudomallei 















Polimixina B ~ 
ou colistina: sem zona — 
‘nem crescimento em agars 
seletivos para 


B. cepacia | 
SIM 


Considerar Acinetobacter 
| ou Brucella 







| Não se trata de B. mallei 
Pode se tratar de 
B. pseudomallei 





SIM 










Submeter ao laboratório 
de referência da LRN ou 
realizar teste adicional 









SIM 





“Junta de 
KIA ou TSI: vermelho 
(sem alteração) 
Inclinação KIA ou TSI: 
vermelho 7 


Considerar fermentadores 
e Gram-positivos que se 






coram fracamente 






SIM 


Ps qAr “CM 
Me Reportar: possível caso de Burkholderia mallei submetido. 
£ ao laboratório de referência da LRN N 


f z 4 


Teste de triagem adicional: B. mallei é arginina-positivo, ) 
: 


\ diferindo de muitas espécies de Burkholderia (o teste pode se 
\ feito com kit de sistemas de identificação). É nitrato-positivo / 
~~ sem gás e não cresce a 42ºC em 48 h E” 


D podo Ono 


Figura 64.4 Burkholderia mallei: fluxograma de um laboratório-sentinela. KIA = ágar 
Kliger ferro; TSI = triplo-açúcar-ferro. 


paciente e, assim, excluídas infecções de ocorrência natural. É neces- 
sário comunicar ao diretor (ou funcionário responsável) do laborató- 
rio estadual a identificação provável de B. malei ou B. pseudomallei. O 
diretor do laboratório estadual de saúde pública irá coordenar a no- 
tificação do CDC e das agências estaduais/federais responsáveis pelo 
cumprimento da lei. 


Coxiella burnetii 


Coxiella burnetii é um cocobacilo pleiomórfico Gram-negativo e in- 
tracelular obrigatório que mede 0,3 a 0,7 um de comprimento. Existe 
uma forma similar a esporo — a variante de célula pequena — que é 
notavelmente estável em ambientes extracelulares. Há também a va- 
riante de célula grande, que constitui a forma vegetativa e metabo- 
licamente ativa. Misturas de ambas as formas são encontradas nos 
fagolisossomos. Observa-se a existência de uma variação de fase, se- 





Morfologia: bastonete Gram-negativo, pequeno, reto ou 
ligeiramente curvo, pode demonstrar morfologia bipolar em 24 h 

e coloração periférica, como endosporos, quando as culturas 

são mais velhas 

Crescimento: crescimento pobre em 24 h; bom crescimento de 
colônias brancas em 48 h em SBA, pode desenvolver colônias 
enrugadas com o tempo, sem pigmento. Muitas vezes demonstram 
fortes características de mofo, odor terroso 

Reações: Oxidase positiva de crescimento em ágar MacConkey 
em 48 h, temperamento negativo 


Excluir outros agentes, 
como Burkholderia 
mallei, Brucella, 

e Francisella 












* positivo e indol- Não é Burkholderia 


negativo 






— Polimixina B ou 
fc louna: nenhuma zona ner 













Resultados consistentes 
com Vibrio spp. indol-negativo, 
Chromobacterium violaceum sem pigmentação 
ou Burkholderia spp. Submeter ao 
laboratório de nível B (referência) 
ou realizar testes 
adicionais | 

















Junta de KIA ou TSI: 
vermelho (sem alteração) 
Sims KIA ou TSI: 





Considerar C. violaceum 
ou Vibrio spp. 
indol-negativo 


Reporte: possível caso de Burkholderia pasudlomalie? 
submetido ao laboratório de referência da LAN 

Teste de triagem adicional: B. pseudomallei e B. mallei são 
arginina-positivos, diferindo de muitas espécies de 
Burkholderia (o teste pode ser feito com kit de sistemas de 
identificação). Ambos são nitrato-positivos, mas apenas 
B. pseudomallei produz gás. Diferente de B. mallei, 
B. pseudomallei cresce a 42°C em 48 h, além de 
apresentar motilidade 












Figura 64.5 Burkholderia pseudomallei: fluxograma de um laboratório-sentinela. KIA 
= ágar Kliger ferro; SBA = ágar-sangue de carneiro; TSI = triplo-açúcar-ferro. 


melhante a que ocorre em Salmonella, na qual o lipopolissacarídeo 
(LPS) varia quimicamente e pode se apresentar como LPS “liso” de 
fase I (virulento) ou LPS “rugoso” de fase II (associado à espécie avi- 
rulenta C. burnetii). C. burnetii esta filogeneticamente relacionado a 
Pseudomonas, Francisella e Legionella, no grupo Legionella da subdi- 
visão de y-proteobactérias. Trata-se de uma espécie relacionada à Ri- 
ckettsia, porém mais distante (Heinzen, 1997). 


Tabela 64.9 Diferenciação de Brucella dos demais cocobacilos ureia-positivos, oxidase-positivos e Gram-negativos 


Brucella EO-2, EO-4 Psychrobacter Oligella 
Psychrobacter phenylpyruvicus ureolytica 
immobilis 


Actinobacillus Bordetella Bordetella Haemophilus 
spp. bronchiseptica hinaii spp.' 
Ralstonia 
paucula 
(IV c2) 





Morfologia pela Ccb Pequenos ccb, Ceb 


Ccb minúsculos 


Ccb, bastonetes Ceb, bastonetes Ceb, bastonetes Ceb 


coloração de minúsculos, bastonetes E0-2 
Gram fracamente em maços 

corados 
Catalase + + + + v + + v 
Oxidase + + + + + + + 
Ureia* + v + + + + 14% pos. V 
Motilidade — — — +, retardada — + + — 
PDA — - + + y = = 
Nitrato + V 68% + - V - NA 
Nitrito - V - + — - - NA 
TSI Alcalino Alcalino Alcalino Alcalino Ácido/ácido Alcalino Alcalino Sem crescimento 
MAC — 48h — fraco — fraco — fraco - fraco — fraco + + = 


O. ureolytica é principalmente um uropatógeno. Actinobacillus actinomycetemcomitans é ureia-negativo e raramente oxidase-positivo. Actinobacilos ureia-positivos são oriundos de fontes 


animais. 


* Usar teste rápido de ureia para aumentar a sensibilidade. ' Cresce apenas em ágar-chocolate ou em ágar-sangue associado a uma colônia de Staphylococcus. 


NA = não se aplica; v = variável; ccb = cocobacilos; PDA = fenilalanina deaminase; TSI = ágar triplo-açúcar-ferro; MAC = ágar MacConkey. 


Tabela 64.10 Escolha da amostra: melioidose e mormo (Burkholderia pseudomallei e B. mallei) 


Plaqueamento e processamento 


Doença Escolha da amostra Transporte e da amostra 

armazenamento SBA CA MAC PC Coloração 
Possível exposição a Sem indicação para culturas Seguir as orientações da saúde 
B. pseudomallei ou nem sorologia pública se a coleta de amostras 
B. mallei em pacientes for recomendada 
assintomáticos 
Doença clínica Medula óssea Transportar em £ 2 h, TA. X Colora- B. pseudomallei é um pequeno 


Armazenar < 24 h, 4°C 


Culturas de sangue: coletar 2 baterias 
(uma das baterias consiste em 2 
frascos) conforme o procedimento 
institucional de rotina para culturas 
sanguíneas; OU coletar culturas 
sanguíneas por lise-centrifugação 

(p. ex., isolador) 


sanguínea 


Transportar à TA. Incubar a 
35-37ºC conforme o 
protocolo de cultura 


ção de 
Gram 


bacilo Gram-negativo que pode 
apresentar morfologia bipolar 
quando corado 
B. mallei é um pequeno cocobacilo 
Gram-negativo. A incubação deve 
ser feita a 35-37ºC, sob atmosfera 
ambiente; a incubação em 
atmosfera com CO, é aceitável 
As culturas devem ser manipuladas 
em cabine de biossegurança. O 
equipamento de proteção pessoal 
inclui luvas, jaleco, máscara e 
(p. ex., isolador), e barreira protetora facial. Todas as 
plaqueamento em CA culturas devem ser vedadas com 

X fita adesiva durante a incubação. A 
incubação deve ser feita a 
35-37°C, sob atmosfera ambiente; 
a incubação em atmosfera com 
CO, é aceitável 


Frascos de cultura de sangue 
OU coleta de culturas 
sanguíneas por 
lise-centrifugação 


CA = ágar-chocolate; MAC = ágar-MacConkey; PC = meio de cultura seletivo para Burkholderia cepacia; TA = temperatura ambiente; SBA = ágar-sangue de carneiro. 


Manifestações clínicas 


Os sintomas da febre Q em geral são inespecíficos. Existem múl- 
tiplas apresentações, entre as quais as mais comuns são pneumonia 
(47 a 63%), hepatite (60%) ou apenas febre (14%) (Raoult, 2001). 
Estima-se que a doença febril autolimitada possa, de fato, ser a forma 
mais comum da doença. O período de incubação é de 2 a 3 semanas. 
Os organismos proliferam nos pulmões após a inalação de aerossóis 
contaminados e, então, invadem a circulação sanguínea. A febre Q 
aguda caracteriza-se pelo início repentino de uma febre alta, dor de 


cabeça, mialgias, artralgias, tosse e, menos frequentemente, erupções 
cutâneas ou síndrome meningea. Além das manifestações radiográfi- 
cas de pneumonia, os pacientes muitas vezes apresentam níveis ele- 
vados de enzimas hepáticas, taxas de sedimentação eritrocitária altas 
e trombocitopenia. O desenvolvimento da febre Q crônica constitui 
uma doença mais séria, que pode se manifestar em até 20 anos após 
a infecção inicial. A principal complicação da febre Q crônica é a en- 
docardite. De modo geral, a taxa de mortalidade associada à febre Q 
é baixa, em torno de 2,4% (Tissot-Dupont, 1992), mas pode chegar a 
65% entre aqueles com febre Q crônica (Raoult, 2001). 
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O diagnóstico laboratorial da febre Q baseia-se sobretudo no teste 
sorológico (Fournier, 1998). Pacientes com febre Q aguda comumente 
produzem resposta de anticorpos principalmente ao antígeno de fase 
II de C. burnetii, enquanto as infecções crônicas por C. burnetii costu- 
mam desencadear resposta de anticorpos mais forte contra o antígeno 
de fase I. O diagnóstico pode ser confirmado (1) pela demonstração 
de alterações equivalentes a 4 vezes ou mais nos títulos de anticorpos 
quantificados em amostras de soro pareadas de fase aguda e de fase 
convalescente, utilizando teste de imunofluorescência de anticorpos; 
(2) pela detecção de C. burnetii por reação em cadeia da polimerase 
(PCR) ou coloração imuno-histoquímica de material de biópsia de ór- 
gãos afetados; ou (3) por culturas realizadas com esse material. Dada 
a natureza altamente infecciosa desse organismo (BSL-3), amostras 
provenientes de casos com manifestação de febre Q devem ser ime- 
diatamente enviadas ao departamento de saúde local ou estadual, para 
isolamento e identificação. Como C. burnetii é extremamente infeccio- 
so, os laboratórios de nível A (sentinelas) não devem tentar cultivar 
esse organismo e precisam estar cientes do potencial isolamento inad- 
vertido dessa espécie em sistemas de cultura celular projetados para 
isolamento de vírus. C. burnetii pode ser isolado por acaso em culturas 
celulares convencionais de ampla variedade de linhagens celulares, en- 
tre as quais estão incluídas todas as linhagens de fibroblastos. Após um 
período de incubação de 5 a 15 dias, as células infectadas por C. burne- 
tii são detectadas como inclusões citoplasmáticas. 

O soro deve ser coletado (em tubos com tampa vermelha ou em tubos 
separadores de soro [TSS]) o quanto antes, após o início da manifesta- 
ção dos sintomas (fase aguda). Decorridos 14 dias (fase convalescente), 
deve ser coletada uma amostra de soro para seguimento com teste so- 
rológico (Tab. 64.11). O sangue deve ser coletado em um tubo que con- 
tenha ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (tampa lilás) ou citrato 
de sódio (tampa azul) e mantido a 4°C durante o armazenamento e a 
expedição para ser analisado por PCR ou culturas especiais. Se possível, 
as amostras devem ser coletadas antes do início da terapia antimicro- 
biana. Tecidos, líquidos corporais e outros materiais, incluindo cultura 
de células e sobrenadantes celulares, podem ser mantidos entre 2 e 8°C, 
quando transportados dentro de 24 horas. Essas amostras devem ser ar- 
mazenadas sob congelamento a —70ºC ou em gelo seco. 

Os laboratórios de nível A (sentinelas) devem consultar o diretor do 
laboratório de saúde pública estadual (ou funcionário responsável), 
antes dos testes ou durante a sua realização, quando o médico que 
estiver cuidando do caso suspeitar de C. burnetii. A sorologia é dispo- 
nibilizada tanto em laboratórios comerciais de referência quanto em 
laboratórios de saúde pública. Resultados positivos devem ser comu- 
nicados ao médico do paciente e aos oficiais de controle de infecção 
hospitalar e de saúde pública. 


Francisella tularensis 


Francisella tularensis é um cocobacilo minúsculo (0,2-0,5 um x 
0,7-1 um), pleiomórfico, desprovido de motilidade, Gram-negativo 
e intracelular facultativo. É um organismo fastidioso e pode requerer 
suplementação de cisteína para crescer bem nos meios de cultura la- 
boratoriais em geral (Wong, 1999). 


Manifestações clínicas 

Os sintomas da tularemia não são exclusivos. O período de incuba- 
ção é de 2 a 10 dias. Existem múltiplas apresentações, dentre as quais 
a mais comum é a doença ulcerativa glandular (45-80%). As bactérias 
se replicam na pele, no sítio de penetração localizado, no qual é co- 
mum haver formação de úlcera. A partir do(s) sítio(s) de penetração, 
as bactérias são transportadas pelo sistema linfático para os nódulos 
regionais e, então, disseminam-se para o sangue e outros sítios. O 
início é repentino: em geral, o paciente apresenta uma temperatura 
de 38 a 40°C, que é acompanhada de calafrios, dor de cabeça, dores 
generalizadas pelo corpo (por vezes proeminentes nas costas), coriza, 
faringite, tosse e dor torácica ou rigidez. Sem tratamento, os sinto- 
mas inespecíficos usualmente persistem durante várias semanas, € o 
paciente apresenta sudorese, calafrios, enfraquecimento progressivo e 
perda de peso característicos da doença. Outras formas de tularemia 
podem ser agravadas pela disseminação bacterêmica, com subsequen- 


Tabela 64.11 Escolha da amostra: febre Q (Coxiella burnetii) 


Escolha da amostra Transporte e Plaqueamento e 
armazenamento processamento da 
amostra 


Transportar dentro de =6 h, Não tentar o isolamento 
a 4ºC. Armazenar a uma a partir da cultura de 
temperatura entre tecidos. Isso poderia 

-20 e -70 °C resultar em uma situação 
bastante perigosa, 
envolvendo significativa 
quantidade de 
organismos infecciosos. 
Os laboratórios-sentinela 
devem consultar o diretor 
do laboratório estadual 
de saúde pública (ou 
funcionário responsável) 
antes ou durante a 
realização de testes para 
identificação, se houver 
suspeita de C. burnetii 
por parte do médico 
atendente. A sorologia é 
disponibilizada em 
laboratórios de referência 
comerciais e nos 
laboratórios de saúde 
pública 


Soro: coletar 10 mL de 
soro (tubos de tampa 
vermelha, tigrada ou 
dourada) o quanto antes, 
logo após o início dos 
sintomas (fase aguda). 
Coletar uma amostra para 
seguimento (fase 
convalescente) a partir do 
14º dia e analisar por 
sorologia. 

Sangue: coletar sangue 

em EDTA (tubos com 
tampa lilás) ou citrato de 
sódio (tubos com tampa 
azul) e manter as amostras 
a 4°C durante o 
armazenamento e a 
expedição para realização 
de testes de PCR ou 
culturas especiais. Se 
possível, coletar as 
amostras antes do início da 
terapia antimicrobiana. 
Tecidos, líquidos corporais Transportar em menos de 
e outros materiais, 24 ha 2-8ºC. Armazenar 
incluindo culturas e a -70°C ou em gelo seco 
sobrenadantes celulares: 

as amostras podem ser 

mantidas a 2-8°C se 

forem transportadas 

dentro de 24 h. Para fins 

de armazenamento, as 

amostras devem ser 

congeladas a -70°C ou 

em gelo seco. 


Transportar dentro de 
=6 h a 4°C. Armazenar 
a —4 °C 


EDTA = ácido etilenodiaminotetracético. 


te desenvolvimento variável de pneumonia, sepse e meningite (rara) 
tularêmicas (Overholt, 1961). 


Seleção e teste da amostra 

São amostras aceitáveis: sangue, amostras de tecidos obtidas por 
biópsia, raspado ou aspirado de úlcera e amostras de tecido afeta- 
do (Tab. 64.12). Deve ser realizado um procedimento de coloração 
Gram/controle de qualidade por meio do protocolo laboratorial pa- 
drão. A coloração de F. tularensis por vezes revela a presença de minús- 
culos cocobacilos (0,2-0,5 um x 0,7-1 um) pleiomórficos fracamente 
corados e Gram-negativos, vistos sobretudo como células isoladas. A 
interpretação dos resultados da coloração de Gram pode ser difícil, 
pois as células são mínima e fracamente coradas. As células de F. tu- 
larensis são menores que as de Haemophilus influenzae. A coloração 
bipolar não constitui um aspecto distintivo das células de F. tularen- 
sis. Esse organismo cresce em meios de cultura de sangue comerciais e 
requer suplementação de cisteína. Portanto, F. tularensis pode crescer 
primeiramente em SBA; contudo, após passagens subsequentes, deixa- 
rá de crescer em meio SBA padrão. Em placas de ágar suplementadas 
com cisteína, esses organismos formam colônias opacas de cor cinza 
esbranquiçada que costumam ser pequenas demais para visualização 
em 24 horas nos meios de cultura mais genéricos, como ágar-chocola- 
te, Thayer-Martin e ágar com extrato de levedura-carvão tamponado. 
Após um período de incubação mínimo de 48 horas, as colônias apre- 
sentarão as seguintes características: diâmetro de 1 a 2 mm, aspecto 
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Tabela 64.12 Escolha da amostra: tularemia (Francisella tularensis) 


Plaqueamento e processamento 








Transporte e da amostra 
Doença Escolha da amostra armazenamento SBA CA MAC Coloração Outros 
Possível Sem indicação para culturas Seguir as orientações da saúde pública 
exposição a nem sorologia se a coleta de amostras for recomendada 
F. tularensis em 
paciente 
assintomático 
Tularemia Raspado conjuntival < 24h, 4°C X Xo X Coloração de Adicionar uma placa de BCYE e proceder 
oculoglandular Gram; preparar ao plaqueamento seletivo de Neisseria 
esfregaços para gonorrhoeae (p. ex., Thayer-Martin 
encaminhar modificado). Manipular as culturas em 
para TAFD cabine de biossegurança. O 
Aspirado de linfonodo: pode ser Transportar à TA ou, se X X X Coloração de equipamento de proteção pessoal inclui 
necessário aplicar um jato de 1 mL houver atraso, a 4°C Gram; preparar luvas, jaleco, máscara e barreira 
de salina estéril para obter o material Armazenar < 24 h, 4°C esfregaços para protetora facial. Todas as culturas devem 
encaminhar ser vedadas durante a incubação. 
para TAFD 
Culturas de sangue: coletar 2 Transportar à TA ou, se Frascos de cultura de As culturas devem ser manipuladas em 
baterias (uma das baterias consiste houver atraso, a 4°C sangue; fazer cabine de biossegurança. O 
em 2 frascos) conforme o Armazenar < 24 h, 4°C subcultura do caldo equipamento de proteção pessoal inclui 
procedimento institucional de para placas de BCYE e luvas, jaleco, máscara e barreira 
rotina para culturas sanguíneas. incubar sob condições protetora facial. Todas as culturas devem 
O crescimento é mais provável aeróbias ser vedadas durante a incubação. 
a partir do frasco aeróbio 
Tularemia Culturas de sangue: coletar 2 Transportar à TA. Incubar Frascos de cultura de sangue; fazer As culturas devem ser manipuladas em 
ulcerativa baterias (uma das baterias consiste a 35-37°C conforme o subcultura do caldo para placas de cabine de biossegurança. O 
glandular em 2 frascos) conforme o protocolo de cultura BCYE e incubar sob condições equipamento de proteção pessoal inclui 
procedimento institucional de rotina sanguínea aeróbias luvas, jaleco, máscara e barreira 
para culturas sanguíneas. O protetora facial. Todas as culturas devem 
crescimento é mais provável a partir ser vedadas durante a incubação. 
do frasco aeróbio 
Úlcera ou tecido: coletar biópsia < 24h, 4°C X X X Coloração Adicionar uma placa de BCYE e proceder 
(melhor amostra), raspado ou swab. de Gram ao plaqueamento seletivo de Neisseria 
Aspirado de linfonodo: pode ser Transportar à TA ou, se X X X Coloração gonorrhoeae (p. ex., Thayer-Martin 
necessário aplicar um jato de 1 mL houver atraso, a 4°C de Gram modificado). Preparar esfregaços para ` 
de salina estéril para obter o material Armazenar < 24 h, 4°C encaminhar para TAFD. As culturas | 
devem ser manipuladas em cabine de 
biossegurança. O equipamento de 
proteção pessoal inclui luvas, jaleco, 
máscara e barreira protetora facial. Todas 
as culturas devem ser vedadas durante a 
incubação. 
Tularemia Escarro/garganta: coletar amostra <24h,4C X X X Coloração de Adicionar uma placa de BCYE e proceder 
pneumônica de expectoração em frasco estéril Gram; preparar ao plaqueamento seletivo de Neisseria 
e à prova de vazamento esfregaços para gonorrhoeae (p. ex., Thayer-Martin 
encaminhar modificado). Preparar esfregaços para 
para TAFD encaminhar para TAFD. As culturas 
Lavado bronquial/traqueal: coletar < 24h, 4°C X X X Coloração devem ser manipuladas em cabine de 
amostra conforme o procedimento da de Gram biossegurança. O equipamento de 
instituição, em uma área destinada à proteção pessoal inclui luvas, jaleco, 
coleta de amostras respiratórias sob máscara e barreira protetora facial. Todas 
condições de isolamento/contenção as culturas devem ser vedadas durante a 
(i. e., camara/"bolha” de isolamento) incubação. 
Culturas de sangue: coletar 2 Transportar à TA. Incubar Frascos de cultura de sangue; fazer As culturas devem ser manipuladas em 
baterias (uma das baterias consiste em a 35-37ºC conforme o subcultura do caldo para placas de cabine de biossegurança. O | VI | 
2 frascos) conforme o procedimento protocolo de cultura BCYE e incubar sob condições equipamento de proteção pessoal inclui 
institucional de rotina para sanguínea aeróbias luvas, jaleco, máscara e barreira 
culturas sanguíneas. O crescimento protetora facial. Todas as culturas devem 
é mais provável a partir ser vedadas durante a incubação. 
do frasco aeróbio 
2 tubos de tampa vermelha ou <2 h, TA; < 24h, 4°C Nao O resultado positivo do teste sorológico 
dourada: para PCR e sorologia (soro atenderia aos critérios prováveis. A 
de fase aguda e, quando necessário confirmação requer identificação de 
para fins diagnósticos, soro de fase cultura ou aumento de título equivalente 
convalescente de 14 d) a 4 vezes. 


BCYE = ágar extrato de levedura-carvão tamponado; CA = ágar-chocolate; TAFD = teste do anticorpo fluorescente direto; MAC = ágar MacConkey; TA = temperatura ambiente; SBA = 
ápar-sangue de carneiro. 
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lado, bordas inteiras, aspecto liso e superficie reluzente. F. tularensis 
não cresce em placas que contenham ágar MacConkey ou EMB. Co- 
mo ilustrado na Figura 64.6, F. tularensis também é oxidase-negativo, 
fracamente catalase-positivo, B-lactamase-positivo, negativo para o 
teste-satélite ou teste-XV e negativo para o teste de urease. 

É necessário comunicar de imediato o diretor (ou funcionário de- 
signado) do laboratório de saúde pública e um oficial epidemiolo- 
gista/de saúde do departamento estadual de saúde pública caso não 
seja possível excluir F. tularensis e se suspeite de um evento de bio- 
terrorismo. O médico/responsável pelo controle de infecções deve ser 
prontamente notificado, conforme as políticas internas, caso não seja 
possível excluir F. tularensis. 

O caso mais comum de identificação errônea de F. tularensis é sua 
identificação como H. influenzae (satélite ou XV-positivo) e como espé- 
cie de Actinobacillus (B-lactamase-negativo). A identificação de isolados 
pelo emprego de sistemas de identificação comerciais não é recomenda- 
da, em razão da alta probabilidade de erro. O perfil Vitek NHI pode for- 
necer níveis de confiança de até 99% para a identificação de Actinoba- 
cillus actinomycetemcomitans em amostras que contenham F. tularensis. 


Vírus desconhecidos 


Os vírus descritos como potenciais agentes de bioterrorismo estão 
listados nas Tabelas 64.13 e 64.14. Esses vírus são possíveis candidatos 
à recepção como vírus desconhecidos pelos laboratórios, em casos de 
surto (Henderson, 1999; Centers for Disease Control and Prevention, 
2001). Diante da suspeita de infecção por vírus da varíola, filovírus, 
arenavírus, alfavírus ou vírus da febre hemorrágica da Crimeia-Con- 
go, é necessário contatar os oficiais de saúde pública antes de coletar 
amostras. Não se deve coletar amostras e utilizar meios de transporte 
de vírus, a não ser diante de uma solicitação específica por parte dos 
oficiais de saúde pública. Amostras de origem animal ou ambiental 
devem ser recusadas e enviadas diretamente ao laboratório estadual 
de saúde. Nesse caso, os oficiais de saúde pública devem ser alerta- 
dos. As amostras destinadas à exclusão de um potencial agente viral 
de bioterrorismo não devem ser inoculadas em culturas celulares. Em 
tais circunstâncias, é necessário informar de imediato a equipe de fun- 
cionários devidamente designada pelo protocolo hospitalar de pron- 
tidão para casos de bioterrorismo. A equipe médica deve iniciar uma 
comunicação direta com o departamento de saúde local ou estadual. 
Padrões não reconhecíveis de efeito citopático (ECP) podem ser pro- 
duzidos por um potencial agente de bioterrorismo. Consulte o mé- 
dico para verificar se a apresentação clínica do paciente é consistente 
com um caso de varíola ou de infecção viral hemorrágica. Se a história 
e/ou doença apresentada pelo paciente forem consistentes, o depar- 
tamento de saúde pública deve ser notificado sobre o caso, e devem 
ser seguidas as instruções referentes ao envio de cultura e amostras 
remanescentes para o laboratório apropriado. 


Variola 


A transmissão do virus da varíola ocorre por meio da inalação dire- 
ta de aerossóis infecciosos ou pelo contato direto com materiais con- 
taminados (Ropp, 1999). A disseminação viral pode ocorrer com o 
início da febre (fase pródromo), no entanto é mais intensa no início 
do aparecimento das erupções cutâneas. A infectividade diminui com 
o início da formação das crostas das feridas, entretanto o indivíduo 
ainda é capaz de contagiar outras pessoas até a erradicação de todas 
as crostas. Os sintomas se desenvolvem em cerca de 12 a 14 dias após 


Tabela 64.13 Potenciais agentes virais de bioterrorismo 


Poxviridae Arenaviridae Bunyaviridae 


Vírus da febre de Lassa 

Vírus Junin (FH argentina) 

Vírus Machupo (FH boliviana) 
Virus Guanarito (FH venezuelana) 


Virus da varíola 


Hantavirus (FH) 


FH = febre hemorrágica. 


Vírus da febre de Rift Valley 
Vírus da FH da Crimeia-Congo 


Morfologia: cocobacilos aeróbios, pleomórficos e minúsculos (0,2—0,5 um 
x 0,7 a 1 um), que coram-se fracamente e são Gram-negativos 


Crescimento: escasso ou ausente em SBA após > 48 h 
Produz colônias (1-2 mm) cinzas a branco acinzentadas 
em ágar-chocolate após > 48 h 


Oxidase: negativo 

Catalase: fracamente positivo 
B-lactamase: positivo 
Satélite: negativo 

Urease: negativo 
















Alerta: sistemas de identificação automatizados 
(p. ex., Haemophilus influenzae e Actinobacillus spp.) podem ter 
comandos de exclusao que reconhecem como nao F. tularensis 


sim 
(aspectos presentes) 


Nao 





(aspectos ausentes) 


Reportar: F. tularensis esta 
excluída; continuar a 
identificação seguindo os 
procedimentos do laboratório 


‘Reportar: suspeita, impossibilidade 
| de exclusão; encaminhar ao 
laboratório de saúde pública 
estadual para confirmação 





Figura 64.6 Francisella tularensis: fluxograma de um laboratório-sentinela. SBA = 
ágar-sangue de carneiro. 


a exposição primária. Pode se passar um período aproximado de 2 
semanas até que os sintomas visíveis sejam detectados e o diagnóstico 
seja confirmado. Os sintomas são comuns a diversas infecções virais 
e incluem febre e mialgias severas (Tab. 64.15). O surgimento inicial 
das vesículas ocorre na orofaringe, dentro de 72 horas após a manifes- 
tação dos primeiros sintomas. Em seguida, há disseminação de lesões 
primeiramente na face e, então, nos braços, nas mãos e nos pés, no 
decorrer dos 7 a 14 dias seguintes. As vesículas são mais abundantes 
na face, nos antebraços e na parte inferior das pernas, sendo mais es- 
cassas no tronco. As erupções da varíola inicialmente apresentam-se 
como pápulas eritematosas, que evoluem e originam vesículas, pús- 
tulas e, por fim, crostas de feridas. Uma infecção de progressão rápida 
pode levar o paciente à morte em 5 a 7 dias. À forma mais clássica da 
infecção pode causar morte em 10 a 14 dias. 

A doença mais confundida com a varíola é a catapora. Durante os 
2 a 3 primeiros dias de doença, o aspecto das erupções cutâneas da 
varíola é indistinguível daquele exibido pelas erupções cutâneas da 
catapora. Todavia, existem várias diferenças notáveis que auxiliam a 
identificar de maneira correta a síndrome viral: (1) as lesões da varíola 
se desenvolvem de maneira simultânea, amadurecem com uniformi- 
dade e se dispersam em iguais concentrações pelos sítios corporais in- 
fectados. Durante a catapora, em contraste, diferentes estágios de de- 
senvolvimento das lesões (coleções) ocorrem ao mesmo tempo; (2) as 


Flaviviridae Filoviridae Alfavírus 
Vírus da doença de Vírus Ebola Vírus da encefalite equina oriental 
Floresta de Kyasanur Virus Marburg Vírus da encefalite equina ocidental 


Virus da FH Omsk 
Virus da FH da dengue 
Virus da febre amarela 


Virus da encefalite equina 
venezuelana 


Tabela 64.14 Epidemiologia dos agentes virais de bioterrorismo 


Família do vírus Doença Localização geográfica Transmissão Prevenção 
Poxviridae Varíola Desconhecida* Pessoa a pessoa Vacina 
Arenaviridae Febre de Lassa África Ocidental Roedores Ribavirina 
Febres hemorrágicas América do Sul Roedores Vacina/plasma! 
sul-americanas 
Bunyaviridae Febre hemorrágica da Ásia, África Central Carrapato 
Crimeia-Congo 
Febre de Rift Valley África Mosquito; sangue de animais 
infectados (p. ex., carneiro) 
Hantavírus Febre hemorrágica Sudeste asiático Roedores 
Flaviviridae Febre amarela América do Sul, África Mosquito Vacina 
Febre hemorrágica da dengue Ásia, África, Austrália, Américas Mosquito Repelentes de inseto (DEET) 
Doença de Kysanur Forest Índia Carrapato Vacina 
Febre hemorrágica de Omsk Rússia Carrapato 
Rato-almiscarado 
Filoviridae Febres hemorrágicas Ebola África Contato direto” 
e Marburg 
Alfavírus Encefalite equina oriental Do Canadá até a América do Sul, Caribe Mosquito Não há vacina humana 
Encefalite equina ocidental Do Canadá até a América do Sul Mosquito Não há vacina humana 
Encefalite equina venezuelana América do Sul Mosquito Não há vacina humana 


* A varíola foi considerada erradicada no mundo inteiro em 1980. Vacina disponível apenas para o virus Junin. A terapia à base de plasma da fase convalescente é útil em certos casos de 
febre hemorrágica sul-americana. * O contato direto com líquidos corporais infectados (incluindo vômito, urina e fezes) promove a transmissão dos arenavirus ou filovírus. A transmissão 


pela via aérea também representa uma possibilidade, ainda que remota. 


Tabela 64.15 Doenças com sintomas compatíveis aos da varíola ou de 
outras infecções por agentes virais de bioterrorismo 


Pré-exantema Exantema inicial Exantema tardio 
Influenza Sarampo, rubéola Catapora 
Sepse Varicela-zoster Eritema multiforme 


Infecção do sistema Exantema viral misto” Sindrome de Stevens-Johnson 


nervoso central Erupções cutâneas Escabiose 
farmacológicas 
Apendicite Sífilis Impetigo 
Pneumonia Eritema multiforme Erupções cutâneas farma- 
cológicas 
Leucemia Picadas de insetos Pênfigo 


Febre entérica Meningococcemia' Exantema viral misto* 


Meningococcemia’ 


* Um exantema viral misto (erupção cutânea) incluiria as infecções causadas pelo vírus do herpes 
simples, virus varicela-zoster, enterovírus ou outros poxvírus, tais como os agentes causadores da 
vacínia, molusco contagioso ou ainda outros poxvirus que sejam transmissíveis de animais para seres 
humanos, como o vírus da varíola do macaco. ' A meningococcemia poderia ser confundida com 
varíola hemorrágica. 


vesículas da varíola são mais abundantes na face, nos antebraços e na 
parte inferior das pernas, sendo mais escassas no tronco. Na catapora, 
as lesões com frequência localizam-se no tronco e na cabeça. 

Alguns indivíduos desenvolvem complicações após serem imuni- 
zados com a vacina contra varíola. As síndromes atualmente descri- 
tas são: (1) vacínia generalizada — infecção inofensiva tipificada pelo 
aparecimento de numerosas lesões no corpo; (2) vacínia progressiva 
(vaccinia necrosum), caracterizada pela necrose progressiva do sítio 
de vacinação; (3) eczema vaccinatum — infecção por vezes grave, que 
ocorre em indivíduos com eczema; (4) eritema multiforme — erupção 
cutânea eritematosa possivelmente associada a uma reação alérgica; e 
(5) encefalite pós-vacinal — infecção rara do sistema nervoso central 
que ocorre nas vacinações primárias. 


Alfavirus 


Mais notavelmente reconhecidos como agentes da encefalite equina, 
os alfavirus são capazes de produzir a doença humana epidémica (Be- 


aty, 1995; Centers for Disease Control and Prevention, 2001). Em 
seres humanos, assim como nos cavalos, os vírus tendem a infectar 
o sistema nervoso central. Sintomas generalizados (p. ex., febre, mal- 
-estar e dor de cabeça) precedem o início da encefalite. Dependendo 
do agente etiológico, os sintomas podem evoluir para manifestações 
neurológicas mais sérias. Considerando as 3 síndromes virais, a ence- 
falte equina venezuelana (EEV) está associada à menor taxa de mor- 
bimortalidade. Sintomas semelhantes aos de uma síndrome de gripe 
usualmente se manifestam após um período de incubação de menos 
de 1 semana. Apenas um pequeno percentual dos casos progride para 
o envolvimento neurológico, e as expectativas de recuperação ultra- 
passam aquelas associadas às infecções pelo vírus da encefalite equina 
oriental (EEOR) ou pelo vírus da encefalite equina ocidental (EEOC). 
Tanto a EEOR quanto a EEOC produzem efeitos mais graves que, com 
frequência, progridem para coma. À incidência de fatalidades é maior 
na EEOR, e a infecção muitas vezes deixa sequelas. Assim como para 
todos os arbovírus, um vetor (mosquito ou roedor) dissemina os alfa- 
vírus na natureza. A transmissão humana via aerossóis infecciosos faz 
desse vírus um potencial agente de bioterrorismo. 


Vírus causadores de febres hemorrágicas 

Os sintomas clínicos são variáveis, dependendo do vírus e da respos- 
ta do paciente (Borio, 2002). Após diferentes períodos de incubação, 
que podem ser de 2 dias a 3 semanas, o paciente apresenta sintomas 
gerais de febre, dor de cabeça, sintomas diversos associados ao siste- 
ma nervoso central, mal-estar, dores musculares e articulares, náusea, 
diarreia e tosse. O vírus da febre hemorrágica sul-americana (SAHF, 
South America hemorrhagic fever) produz petéquias sobre as regiões 
do palato e axilar. Os filovírus produzem erupções cutâneas maculo- 
papulares no tronco. À medida que a infecção progride, há desenvol- 
vimento de petéquias e hemorragias nas membranas mucosas, assim 
como presença de sangue em urina e vômito. Coagulopatia, dano mi- 
crovascular, choque circulatório e insuficiência de múltiplos órgãos 
caracterizam os estágios tardios da infecção. Os vírus causadores da 
febre de Lassa e da febre de Rift Valley produzem manifestações he- 
morrágicas menos severas que aquelas observadas na SAHF, na febre 
hemorrágica da Crimeia-Congo e nas infecções pelos vírus Ebola e 
Marburg. A necrose hepática severa e a renite são manifestações ex- 
clusivas da febre de Rift Valley. Dependendo do patógeno, as taxas de 
mortalidade variam de baixas a muito altas (vírus Ebola). O modo de 
transmissão dos vírus Ebola e Marburg envolvem o contato íntimo 
com líquidos e tecidos infectados. 
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O reconhecimento dos sinais iniciais de uma epidemia viral em uma 
população é variável e depende de certos fatores, tais como modo de 
transmissão, período de incubação e apresentação clínica. A liberação 
dos vírus usualmente ocorre antes do início dos sintomas e continua 
ao longo de todo o curso da doença. À coleta de amostras durante a 
fase inicial da infecção aumenta a capacidade do laboratório de recu- 
perar ou detectar os vírus. A transmissão pode ocorrer por contato 
direto com um indivíduo (ou animal) infectado, exposição a fômites 
contaminados ou por meio da picada de um inseto-vetor. Uma epide- 
mia propagada por contato entre pessoas dissemina-se mais lentamen- 
te na população. A exposição viral por uma fonte compartilhada (p. 
ex., alimentos e água contaminados, produtos aerossolizados) resulta 
em doença concomitante que afeta um número maior de indivíduos. 
O laboratório deve estar alerta quanto à possível presença de um vírus 
desconhecido em amostras de diversos tipos. Algumas infecções virais 
se disseminam a partir de um sítio de infecção primário para uma lo- 
calização secundária, no hospedeiro. O vírus da varíola, por exemplo, 
é liberado a partir da mucosa do trato respiratório superior durante os 
estágios bem iniciais da infecção, contudo é encontrado em concen- 
trações maiores nas características lesões cutâneas que se desenvolvem 
posteriormente. A diferenciação de um vírus desconhecido em relação 
a outros patógenos é importante tanto para o controle quanto para a 
rápida detecção de uma infecção. 


Escolha e teste da amostra 

Diante da suspeita de infecção por vírus da varíola, filovírus, are- 
navírus, alfavírus ou vírus da febre hemorrágica da Crimeia-Congo, 
os oficiais de saúde pública devem ser alertados antes da coleta de 
amostras para teste diagnóstico. As amostras destinadas à exclusão de 
um potencial agente viral de bioterrorismo não devem ser inoculadas 
em culturas celulares. Em tais circunstâncias, é necessário informar de 
imediato a equipe de funcionários devidamente designada pelo pro- 
tocolo hospitalar de prontidão para casos de bioterrorismo. A equipe 
médica deve iniciar uma comunicação direta com o departamento 
de saúde local ou estadual. Laboratórios-sentinela não devem aceitar 
amostras de origem animal ou ambiental, as quais devem ser enviadas 
diretamente para o laboratório de saúde estadual. As amostras apro- 
priadas para detecção do vírus da varíola incluem lesões cutâneas, 
líquido vesicular, raspagens e crostas (Tab. 64.16). As amostras para 
detecção de alfavírus incluem secreções respiratórias, sangue e líquido 
cerebrospinal (Tab. 64.16). As amostras consideradas adequadas para 
a identificação dos vírus causadores de febres hemorrágicas são soro, 
plasma heparinizado (sem EDTA, citrato nem oxalato), sangue total, 
lavados de garganta, tecidos e urina (Tab. 64.16). As amostras apro- 
priadas para a identificação de vírus desconhecidos incluem qualquer 
tipo de amostra viral ou bacteriana obtida a partir de um caso sem 
identificação clínica (Tab. 64.16). 

Padrões não identificáveis de ECP poderiam ser causados por um 
potencial agente de bioterrorismo (Fig. 64.7). Consulte o médico para 
averiguar se a apresentação clínica do paciente é consistente com um 
caso de varíola ou de infecção por vírus hemorrágico. Se a história e/ 
ou doença apresentada pelo paciente forem consistentes, não devem 
ser realizadas manipulações adicionais de culturas celulares. Notifique 
o departamento de saúde pública e siga as instruções para envio de 
culturas e amostras remanescentes ao laboratório apropriado. 

Varíola: o agente causador da varíola (vírus da varíola) cresce nas li- 
nhagens celulares utilizadas para herpesvírus. O ECP é descrito como 
arredondamento hipertrófico das células da monocamada. Alfavírus: 
as linhagens celulares que permitem o crescimento dos alfavírus são 
MCR-5, A-549, Vero, LLCMK e rim de hamster. O ECP pode ocor- 
rer somente após as passagens. Vírus da febre hemorrágica: filovírus, 
arenavírus e vírus da SAHF são cultiváveis em linhagens de células de 
primatas não humanos e de células humanas, tais como Vero e MRC- 
5. A hemadsorção de tipos específicos de eritrócitos humanos ou 
animais sobre a monocamada celular determina a presença de vírus 
produtor de hemaglutinina. Nenhum dos agentes virais de bioterro- 
rismo identificados até o presente seria capaz de produzir hemadsor- 
ção sobre monocamadas. Se o vírus não for identificável por meio dos 
métodos padrão, é necessário entrar em contato com o médico do pa- 
ciente para confirmar se a história clínica é consistente com um caso 


O agente causador da varíola crescerá e produzirá ECP nas 
linhagens celulares utilizadas para os herpesvírus 
Os vírus causadores de febre hemorrágica viral (FHV), como o Ebola, 


crescerão em linhagens celulares de primatas não humanos e em 
linhagens celulares humanas 
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Não destruir nem parar de trabalhar com a cultura. 
Contatar o CDC ([404] 639-1510 ou -1511) 
e solicitar consulta. 


Figura 64.7 Vírus desconhecidos: fluxograma do laboratório-sentinela. ECP = efeito 
citopático. 


de infecção promovida por agente viral de bioterrorismo. Se a história 
e/ou doença apresentada pelo paciente forem consistentes com a ex- 
posição a um agente viral de bioterrorismo, as amostras ou culturas 
não devem ser destruídas. Nesse caso, é necessário contatar os oficiais 
de saúde pública para obter instruções. Todavia, se a história e/ou do- 
ença apresentada pelo paciente não forem consistentes com o envolvi- 
mento de agente viral de bioterrorismo, deve-se seguir o protocolo de 
rotina do laboratório. 


Yersinia pestis 


Yersinia pestis é um organismo facultativo desprovido de motilidade 
que apresenta crescimento lento. É classificado como pertencente à 
família Enterobacteriaceae. Esses organismos são vistos como cocoba- 
cilos roliços e Gram-negativos, principalmente como células isoladas 
ou pares de células, e podem exibir coloração bipolar a partir de uma 
amostra direta. 

O homem pode adquirir a peste pela picada de pulgas infectadas, 
pelo contato direto com tecido contaminado ou por via inalatória 
(Perry, 1997). Clinicamente, a peste pode ocorrer sob 3 formas distin- 
tas: bubônica, septicêmica e pneumônica (Perry, 1997). A peste bubô- 
nica é caracterizada por sepse, que é acompanhada por início súbito 
de febre, calafrios, fraqueza, dor de cabeça e formação de bubões (in- 
chaço dos linfonodos regionais da virilha, axila ou pescoço). A peste 
septicêmica é similar à peste bubônica, porém não envolve inchaço 
dos linfonodos. A peste pneumônica, que constitui a forma mais le- 
tal e rapidamente transmissível da doença, apresenta-se como febre e 
linfadenopatia acompanhadas de tosse, dor torácica e, com frequên- 
cia, hemoptise. O paciente pode desenvolver pneumonia secundária à 
disseminação hematógena do organismo (peste pneumônica secun- 
daria). Às vezes, O organismo também pode ser transmitido de uma 
pessoa a outra pelo contato próximo, como ocorre na peste pneumô- 
nica primária (Campbell, 1998). Provavelmente, a peste pneumônica 
primária seria a forma observada se Y. pestis fosse utilizada em um 
evento de bioterrorismo. 

As amostras oriundas do trato respiratório inferior (pneumônicas) 
incluem lavado bronquial ou aspirado transtraqueal (Tab. 64.17). Pa- 
ra amostras de sangue (septicêmicas), devem ser coletados o volume 
de sangue apropriado e o número de conjuntos determinado pelo 


Tabela 64.16 Escolha da amostra: doenças virais 1385 


Doença/ Transporte e 

agente Escolha da amostra armazenamento Plaqueamento e processamento da amostra 
Varíola Consulte o documento do CDC Specimen Collection and Transport Guidelines para obter instruções detalhadas: hitp://www.bt.cdc.gov/agent/ 
(vírus da varíola) smallpox/response-plan/index.asp#guidec (clicar em “Guide D”). 


NOTA: apenas recentemente, uma equipe de indivíduos vacinados com sucesso (dentro de um período de 3 anos) e utilizando barreiras de pro- 
teção adequadas (luvas, jaleco e protetores de sapatos) passou a ser considerada como capacitada a se envolver na coleta de amostras de casos com 
quadro de varíola. A proteção respiratória é desnecessária àqueles que foram recém-vacinados de forma bem-sucedida. Máscaras e óculos ou bar- 
reiras de proteção facial devem ser utilizados para prevenção contra possíveis espirros de amostra. 

Caso seja necessário enviar pessoal não vacinado para coletar amostras, somente aqueles que não apresentam contraindicações à vacinação devem 
ser selecionados para a tarefa, pois esses indivíduos deverão ser vacinados imediatamente caso venham a apresentar confirmação de um diagnóstico 
de varíola. Máscaras N95 testadas e ajustadas devem ser utilizadas por indivíduos não vacinados que estejam prestando assistência a pacientes com 
o quadro da doença. 


Erupções cutâneas Amostras obtidas por biópsia Consulte o documento do CDC 1. Um caso com quadro de varíola deve ser reportado 
Crostas de feridas Specimen Collection and imediatamente aos respectivos departamentos de saúde 
Líquido vesicular Transport Guidelines para local e estadual para revisão. 

Swab de tecido tonsilar Swab obter instruções detalhadas NOTA: é preciso obter consentimento antes de enviar 

posterior (Guide D). ao CDC amostras clínicas oriundas de um potencial 

Sangue Usar tubos de plástico paciente com varíola. 

Autópsia Porções da pele que 2. Nesse momento, devem ser revistos os requisitos para 
contenham lesões, fígado, embalamento/remessa exigidos pelo CDC, e também 
baço, pilmões, linfonodos deve ser solicitada assistência na coordenação de um car 
e/ou rim regador para transporte/remessa. 


A. Manusear/carregar todas as amostras e não enviar 
amostras via sistema de tubos pneumáticos. 

B. Não tentar realizar culturas virais: esse vírus é um 
agente de biossegurança de nível 4 e qualquer tentativa 
de cultura geraria uma situação bastante perigosa, envol 
vendo grande quantidade de vírus infecciosos. 





Febres hemorrágicas Soro para teste de anticorpos: coletar sangue em tubos Transportar dentro de =2 h, Condições específicas de manipulação estão sendo 

(incluindo diversos de tampa vermelha ou dourada. Obter soro de fase a TA. Armazenar entre desenvolvidas atualmente. É necessário entrar em contato 

vírus: Ebola, convalescente, no mínimo 14 dias após a obtenção -20 e -70ºC. com o CDC para discutir formas adequadas de coleta e 

Marburg, Lassa, da amostra de fase aguda. Utilizar tubo Vacutainer ou manuseio. 

Machupo, outro tipo de tubo vedado, estéril e seco para coleta 1. Colocar a amostra em embalagens duplas. 

Junin, Guanarito, de sangue. 2. Limpar a parte externa da embalagem com desinfetante 

Sabia, febre Cultura viral, sangue: coletar soro, plasma heparinizado Transportar à TA. Armazenar a antes de remové-la do quarto do paciente. 

hemorrágica da (tubo de tampa verde) ou sangue total durante a fase 4°C ou sob congelamento em 3. Não utilizar tubos de vidro. 

Crimeia-Congo, aguda da doença febril. gelo seco ou nitrogênio líquido. 4. Manipular e carregar todas as amostras, e não enviá-las 

febre de Rift Valley, Amostras de lavado da garganta: misturar com igual Transportar no gelo (molhado). pelo sistema de tubos pneumáticos. 

febre hemorrágica volume de meio de transporte viral. Armazenar a -40ºC ou a NOTA: equipamentos descartáveis e pontiagudos devem 

Osmk, doença de Urina: misturar com igual volume de meio de temperaturas mais baixas. ser descartados dentro de recipientes rígidos que 

Kyasanur Forest, transporte viral. Transportar no gelo (molhado). contenham desinfetante e, em seguida, autoclavados ou 

entre outros) Líquido cerebrospinal, tecidos, outras amostras. Armazenar a -40ºC ou a incinerados. O lixo deve ser transferido para sacos 
temperaturas mais baixas. duplos. O lado externo do saco deve ser tratado com 


Conforme discutido com CDC. desinfetante e, então, autoclavado ou incinerado. 
Não tentar fazer isolamento a partir de culturas 
teciduais. Essa prática somente deve ser feita em 
instalações de nível 4 de biossegurança. 
No laboratório: 
1, Devem ser adotadas barreiras preventivas rigorosas. O 
equipamento de proteção pessoal inclui luvas, jaleco, 
máscara, protetores de sapatos e barreira protetora facial. 
2. Sempre que possível, manusear as amostras dentro de 


uma cabine de segurança biológica. | 
3. Considerar o uso de uma máscara respiratória com | VI | 
filtro HEPA. | | 
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Tabela 64.16 Escolha da amostra: doenças virais (continuação) 





Doença/ Transporte e 
agente Escolha da amostra armazenamento Plaqueamento e processamento da amostra 
Culturas de sangue: quando houver garantias fornecidas Transportar à TA. Incubar a 4. As amostras devem ser centrifugadas a baixa rotação. 
pela história clínica e pelo histórico de viagens, coletar 35 a 37°C conforme o Bacteremia com coagulação intravascular disseminada e 
2 baterias (uma bateria equivale a 2 frascos) de protocolo de cultura malária causada por Plasmodium falciparum constituem 
culturas de sangue conforme o procedimento sanguínea. 2 entidades clínicas prejudiciais à vida e tratáveis, que 
institucional para culturas sanguíneas de rotina. podem apresentar achados clínicos proeminentes de 
Estregaco de sangue periférico para detecção de Tubo com tampa lilás à TA. hemorragia e febre em um paciente com histórico de 
malária: quando houver garantias fornecidas pela viagem para áreas onde há febre hemorrágica viral. 
história clínica e pelo histórico de viagens. Manusear as amostras com cuidado, conforme já 
mencionado. Continuar a adotar as mesmas precauções 
anteriormente descritas. 
Alfavirus (inclui Soro: coletar 10 mL de soro (tubos de tampa vermelha, Transportar dentro de =6 h, a Não tentar fazer isolamento a partir de culturas 
os vírus causadores tigrada ou dourada) o quanto antes, logo após o inicio 4°C. Armazenar entre teciduais, pois isso geraria uma situação bastante 
de encefalite dos sintomas (fase aguda). Coletar uma amostra para -20 e-70°C. perigosa, envolvendo grande quantidade de vírus 
equina oriental, seguimento (fase convalescente) a partir do 14º dia e infecciosos. 
encefalite equina analisar por sorologia. 
ocidental e Sangue: coletar sangue em EDTA (tubos com tampa Transportar dentro de =6 h, 
encefalite equina lilás) ou citrato de sódio (tubos com tampa azul) e a 4°C. Armazenar a —4°C. 
venezuelana, manter as amostras a 4°C durante o armazenamento e 
5 entre outros) expedição para realização de testes de PCR ou estudos 
Bo especiais. 
5 Líquido cerebrospinal: as amostras (com mais de 1 mL) Transportar em gelo (molhado). 
5 podem ser mantidas a 2-8°C se forem transportadas Se já estiverem congeladas, 
= dentro de 24 h. Se estiverem congeladas, armazenara armazenar a -70°C e 
= -70°C e transportar em gelo seco. transportar em gelo seco. 
= Tecidos, líquidos corporais e outros materiais, 
= incluindo culturas e sobrenadantes celulares: as 
D amostras podem ser mantidas a 2-8ºC se forem 
le transportadas dentro de 24 h. Para fins de 
= armazenamento, as amostras devem ser congeladas 
o a -70°C e transportadas em gelo seco. 


fee 
o it 


K 
A 


CDC = Centers for Disease Control and Prevention; EDTA = ácido etilenodiaminotetracético; TA = temperatura ambiente. 


protocolo laboratorial previamente estabelecido. Nos casos em que se | | | 
suspeitar de peste, uma cultura adicional de sangue ou de caldo (caldo Morfologia: bastonetes facultativos, bipolares 
nutritivo de uso geral) deve ser incubada à temperatura ambiente (22 casi so q Re pa TO comb m pontos 
a 28ºC), na qual o crescimento de Y. pestis é mais rápido. As amostras localizadas (1-2 mm) e de coloração cinza esbranquiçada 
de aspirado de tecidos afetados (bubônicos) incluem amostras hepáti- a opaca em SBA, após 24 h 

cas, esplênicas, de medula óssea e pulmonares. Seguindo o protocolo Não fermentam lactose e crescem +/- em 
laboratorial padrão, deve ser realizado um procedimento coloração | ágar MacConkey/EMB, em 24 h 

de Gram/controle de qualidade. O exame microscópico direto das E o 
amostras e a coloração das culturas pelo método de Gram fornecem Oxidase: negativo 
uma rápida identificação provável. Amostras coradas que contêm Y. Catalase: positivo 
pestis muitas vezes revelam a presença de bastonetes roliços Gram-ne- Ureia: negativo 
gativos, que medem 1-2 um x 0,5 um e usualmente são vistos como Indol: negativo 
células isoladas ou pares de células, bem como cadeias curtas em meio 
líquido. A presença de células bipolares nesses esfregaços deve levan- 
tar a suspeita de peste. A coloração de Wright com frequência revela 
as características de coloração bipolar de Y. pestis, que nem sempre 
são demonstradas pela coloração de Gram. A coloração de Wayson 
— outra coloração policromática — pode ser utilizada em substituição 
à coloração de Wright-Giemsa. Y. pestis cresce em colônias branco 
acinzentadas e translúcidas, que costumam ser pequenas demais pa- 
ra serem visualizadas como colônias individuais em 24 horas. Após 
um período de incubação de 48 horas, essas colônias apresentam 1 a 
2 mm de diâmetro, aspecto opaco e coloração cinza esbranquiçada a 
levemente amarela. Há pouca ou nenhuma hemólise de hemácias de 






Alerta: sistemas de identificação automatizados (p. ex., Shigella, 
| Salmonella H2S-negativos, Acinetobacter e Y. pseudotuberculosis) 
com frequência possuem comandos de exclusão 

que reconhecem como não Y pestis 


Não Sim 


(aspectos presentes) 





(aspectos ausentes) 


carneiro. Y. pestis cresce em pequenas colônias não fermentadoras de Reportar: Y. pestis está _ Reportar: suspeita, _ 
lactose em ágar MacConkey ou EMB. excluida; continuar a impossibilidade de exclusao; 
identificação seguindo encaminhar ao laboratório 


Os laboratórios-sentinela ( nível A) devem consultar o diretor do la- os procedimentos de saúde pública 
boratório estadual de saúde pública antes ou durante os testes, caso do laboratório | estadual para confirmação 
o médico esteja suspeitando de Y. pestis. O médico/responsável pelo | 
controle de infecções deve ser notificado de imediato, de acordo com 
as políticas internas, caso não seja possível excluir Y. pestis. 








Figura 64.8 Yersinia pestis: fluxograma do laboratório-sentinela. 
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Tabela 64.17 Escolha da amostra: peste (Yersinia pestis) 


Plaqueamento e processamento 


Transporte e da amostra 


Doença Escolha da amostra armazenamento SBA CA MAC Coloração Outros 

Possível Sem indicação para culturas Seguir as orientações da saúde pública 
exposição a nem sorologia se a coleta de amostras for 

Y. pestis em recomendada 

paciente 


assintomático 


Peste bubônica Culturas de sangue: coletar 2 Transportar à TA. Incubar Frascos de Coloração Sea suspeita de peste for alta, obter uma 
baterias (uma bateria equivale a 2 a 35-37ºC conforme o cultura de de Gram bateria adicional para incubação à TA 
frascos) de culturas de sangue conforme protocolo de cultura sangue de culturas (22-28ºC) sem agitação 
o procedimento institucional para sanguínea positivas 
culturas sanguíneas de rotina 
Tubos de tampa tigrada, vermelha ou <24h, 4°C Nao Nao Pacientes que apresentam culturas 
dourada: para sorologia (soro de fase negativas e um único título > 1:10 
aguda e, quando necessário para fins específicos para o antígeno F1 por 
diagnósticos, soro de fase aglutinação em geral atendem a alguns 
convalescente de 14 d) critérios presuntivos 
Tubo de tampa verde (heparina): 
para PCR 
Aspirado de linfonodo: pode ser Transportar à TA ou, se X X X Coloração Contatar o laboratório de referência da 
necessário aplicar um jato de 1 mL de houver atraso, a 4°C de Gram, LRN ou laboratório superior para 
salina estéril para obter o material Armazenar < 24 h, 4°C coloração preparar os esfregaços para TAFD 

de Giemsa, 

coloração 

de Wright 
Tecido: coletar em frasco estéril com Transportar à TA ou, se X X X Coloração Contatar o laboratório de referência da 
1 a2 gotas de salina estéril, não houver atraso, a 4°C de Gram, LRN ou laboratório superior para 
bacteriostática Armazenar < 24 h, 4°C coloração preparar os esfregaços para TAFD 

de Giemsa, 

coloração 

de Wright 
Garganta: coletar cultura de garganta <24 h, 4°C X X X Coloração Contatar o laboratório de referência da 
de rotina com auxilio de um swab de Gram LRN ou laboratório superior para 
coletado dentro de frasco estéril e preparar os esfregaços para TAFD 
à prova de vazamento 

Peste Escarro/garganta: coletar cultura de <24 h, 4°C X X X Coloração Contatar o laboratório de referência da 

pneumônica garganta de rotina com auxílio de um de Gram LRN ou laboratório superior para 
swab ou utilizando amostra de preparar os esfregaços para TAFD 
expectoração em frasco estéril à prova 
de vazamento 
Lavado bronquial/traqueal: coletar <24h, 4°C X X X Coloração Contatar o laboratório de referência da 
amostra conforme o procedimento da de Gram LRN ou laboratório superior para 
instituição, em uma área destinada à preparar os esfregaços para TAFD 
coleta de amostras respiratórias sob 
condições de isolamento/contenção 
(i. e., câmara/“bolha” de isolamento) 

Culturas de sangue: coletar 2 baterias Transportar à TA. Incubara Frascos de cultura Coloração Se a suspeita de peste for alta, obter uma 
(uma bateria equivale a 2 frascos) de 35-37°C conforme o de sangue de Gram bateria adicional para incubação à TA 
culturas de sangue conforme o protocolo de cultura de culturas (22-28°C) sem agitação 

procedimento institucional para culturas sanguínea positivas 

sanguíneas de rotina 

Tubos de tampa tigrada, vermelha ou <24h, 4°C Não Não Pacientes que apresentam culturas 


dourada: para sorologia (soro de fase 
aguda e, quando necessário para fins 


diagnósticos, soro de fase convalescente 


de 14d) 
Tubo de tampa verde (heparina): 
para PCR 


negativas e um único título 2 1:10 
específicos para o antígeno F1 por 
aglutinação em geral atendem a alguns 
critérios presuntivos 


CA = ágar-chocolate; TAFD = teste do anticorpo fluorescente direto; LRN = Laboratory Response Network; MAC = ágar MacConkey; TA = temperatura ambiente; SBA = ágar sangue de 


carneiro. 








VII 


Alguns dos sistemas de identificação automatizados não identificam 
Y. pestis de forma adequada (Fig. 64.8). Esse organismo já foi falsa- 
mente identificado como Yersinia pseudotuberculosis, Shigella, Salmo- 
nella H,S-negativa ou Acinetobacter (Chu, 2000). Y. pestis constitui 


uma inclinação alcalina/junta ácida em ágar triplo-açúcar-ferro. Nos 
sistemas de identificação bioquímicos ou comerciais mais convencio- 
nais, O organismo mostra-se relativamente inerte, sendo de pouca va- 
lia realizar outros testes bioquímicos. 
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doença 


TO PONTOS-CHAVE 
| e A revolução ocorrida na biologia molecular exerceu 


um profundo impacto no campo da patologia clínica 
(medicina diagnóstica). 
e Técnicas novas, incluindo a reação em cadeia da polimerase 
(PCR) e outros métodos de amplificação e hibridização, são capazes 
de detectar ínfimas quantidades de DNA em tecidos e líquidos 
corporais. 


e Como consequência, torna-se possível detectar certos estados 
doentios, entre os quais o câncer. 

e O projeto genoma humano criou novos métodos de alto 
throughput e alta sensibilidade genética (como os microarranjos), 
que não só detectam genes anormais presentes nas amostras de 
paciente, mas também estabelecem padrões de expressão genética 
característicos de doenças específicas. 

e Os modernos métodos proteômicos de detecção de expressão 
proteica em amostras de soro oriundas de pacientes permitem 
diagnosticar diferentes tipos de cânceres. 

e As novas metodologias de arranjo genético e proteômica requerem 
sofisticados métodos matemáticos de reconhecimento de padrão, 
que permitem detectar a doença. 


A revolução na biologia molecular 
e seu impacto na prática da patologia 


A patologia molecular se refere à análise de ácidos nucleicos e prote- 
inas com o objetivo de diagnosticar a doença, predizer sua ocorrência, 
determinar o prognóstico de uma doença diagnosticada e orientar a 
terapia. Avanços recentes na biologia molecular revolucionaram a prá- 
tica da medicina, sobretudo na medicina diagnóstica. Essas alterações 
revolucionárias resultam das novas habilidades de clonar os genes cau- 
sadores de doença, bem como as proteínas codificadas por eles; detectar 
a presença desses genes, que são encontrados em quantidades mínimas 
nos líquidos corporais e/ou tecidos, por meio do uso de métodos de 
amplificação baseados na PCR e nos modernos métodos de hibridiza- 
ção de DNA altamente sensíveis; e usar métodos novos e de alta sensi- 
bilidade, baseados em técnicas como a espectroscopia de massa, para 
identificar proteínas implicadas na promoção da doença (Pincus, 
2003). Muitas dessas técnicas foram desenvolvidas até o estágio de utili- 
zação nos processos de “alto throughput”, nos quais amostras únicas de 
pacientes são analisadas quanto a múltiplos genes ou proteínas. Alguns 
desses processos já foram totalmente automatizados. 

Uma consequência significativa da revolução ocorrida na biolo- 
gia molecular foi o mapeamento do genoma humano pelo Projeto 
Genoma Humano (Venter, 2001), bem como dos genomas de nume- 
rosas espécies. Esses projetos identificaram numerosos genes novos, 
cujas funções desconhecidas agora podem ser determinadas e cujas 


expressões podem ser monitoradas em diversos estados doentios. 
Além disso, as técnicas empregadas nesses projetos mostraram-se 
excepcionalmente úteis para o estudo dos padrões de expressão gené- 
tica em diferentes estados patológicos. 


Discussão da patologia molecular diagnóstica 


Esses métodos novos serão, então, descritos nas Partes VIII e IX 
deste livro. Na Parte VIII, primeiramente serão discutidos os princi- 
pios subjacentes às principais abordagens diagnósticas utilizadas na 
biologia molecular clínica. O Capítulo 66 descreve os princípios bási- 
cos da hibridização genética, incluindo o uso de Southern e Northern 
blots, bem como a clonagem de genes. O Capítulo 67 discute a meto- 
dologia da amplificação, englobando a PCR, que permite a identifica- 
ção e quantificação da expressão genética. No capítulo subsequente, 
será analisado como a expressão de múltiplos genes — na verdade, de 
genomas inteiros — pode ser analisada nos microarranjos. 

Uma das motivações para detectar anormalidades genéticas em 
doenças específicas, em especial nos cânceres hematopoéticos (p. ex., 
leucemia mielógena crônica), é a descoberta da existência de anorma- 
lidades cromossômicas reproduzíveis e bem definidas em um número 
significativo desses estados doentios. De fato, números crescentes des- 
sas doenças podem ser identificados por meio da análise de cromosso- 
mos, utilizando a técnica recém-desenvolvida da hibridização in situ 
com fluorescência (FISH, Fluorescent in situ hybridization). Essa téc- 
nica permite detectar rearranjos e deleções de genes em certo núme- 
ro de doenças, sobretudo nos cânceres. Dessa forma, no Capítulo 69, 
será analisada a citogenética das doenças humanas e será mostrado 
como a tecnologia FISH proporcionou avanços importantes no diag- 
nóstico de doenças. Todas essas abordagens diagnósticas constituem 
a biologia molecular diagnóstica/clínica ou o diagnóstico molecular. 
No Capítulo 70, portanto, será apresentado como o laboratório de 
diagnóstico molecular é estabelecido. Nos dois capítulos seguintes, 
então, será demonstrado como as técnicas de biologia molecular são 
utilizadas para diagnosticar doenças específicas: primeiramente no 
Capítulo 71, para doenças hematopoéticas, em especial as leucemias e 
os linfomas, e no Capítulo 72, para vários estados patológicos. 

Uma das consequências da revolução genética foi o desenvolvimen- 
to da habilidade de identificar mutações de um único gene no DNA 
do paciente, as quais podem tanto resultar em doença quanto serem 
apenas polimorfismos. Nesse último caso, há a vantagem da possi- 
bilidade de estabelecer o grau de parentesco de crianças e de inves- 
tigar crimes. Em consequência, houve um drástico aumento no uso 
do laboratório de diagnóstico molecular com finalidade forense. No 
Capítulo 73, então, será descrito como os polimorfismos de nucleoti- 
deo único são utilizados para estabelecer parentescos, identidades de 
vítimas e criminosos. 
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Outra consequência momentânea da revolução ocorrida na biologia 
molecular foi a descoberta de que quase todos os cânceres humanos 
são causados por oncogenes. Estes, por sua vez, são formas mutantes 
de genes que ocorrem com frequência (proto-oncogenes), sendo pro- 
duzidas por eventos de mutação associados, por exemplo, a carcinó- 
genos e vírus oncogênicos. Esses genes codificam proteínas funcional- 
mente anormais, que são mutantes e/ou superexpressadas. São essas 
proteínas mutantes que promovem a transformação celular. Muitas 
proteínas oncogênicas são componentes críticos das conhecidas vias 
de transdução de sinal, nas quais os ligantes (p. ex., fatores de cres- 
cimento) se unem aos receptores de membrana celular desencade- 
ando uma cadeia de cascatas de ativação proteica. Essas cascatas são 
transmitidas ao núcleo, com consequente aumento da transcrição e 
níveis finais elevados de expressão de proteínas pró-mitóticas, como 
as ciclinas. Se houver mutação de uma ou mais proteínas integrantes 
das vias mitogênicas de transdução de sinal, as células que as expres- 
sam transformam-se em células cancerosas. Uma vez transformadas, 
as células cancerosas expressam certo número de proteínas, além das 
oncoproteínas mutantes ou superexpressadas, que não são expressas 
pelas células normais nem mesmo durante a fase de crescimento. 

Esses achados foram traduzidos em novos métodos diagnósticos 
úteis para encontrar proteínas anormais na detecção precoce do câncer 
em pacientes. A Parte IX deste livro, assim, é voltada ao modo como 
essas proteínas são empregadas na detecção precoce de tumores e no 
seguimento da eficácia do tratamento do câncer. Uma das principais 
descobertas nessa área foi que a triagem do câncer é mais efetiva quan- 
do múltiplas oncoproteínas são analisadas. Uma etapa pioneira nessa 
área de ensaios de múltiplas proteínas foi o desenvolvimento de novas 
técnicas de espectroscopia de massa, que permitem detectar padrões de 
expressão proteica sérica exclusivos de cânceres específicos — trata-se do 
campo conhecido como proteômica, que se mostrou bastante promis- 
sor na triagem de vários cânceres humanos importantes. 

Um impacto significativo do Projeto Genoma Humano foi a possibili- 
dade de estudar a expressão de múltiplos genes, sobretudo pelo uso dos 
microarranjos, em indivíduos normais e em certos estados patológicos 
específicos. O câncer é uma das principais áreas em que a expressão dife- 
rencial de genes específicos caracteriza determinados tumores em par- 
ticular. A combinação da expressão genética com a proteômica agora 
permite o diagnóstico e a triagem de diferentes tipos de tumores, uni- 
ficando as abordagens genética e proteômica. Sendo assim, no Capítulo 
76 da Parte IX, tais abordagens são discutidas. Também serão discutidas 
as metodologias empregadas no mapeamento do genoma, uma vez que 
essas abordagens estão envolvidas na triagem de diversas doenças. Como 
consequência do conhecimento de um maior número de genes, tem se 
tornado cada vez mais viável realizar triagens de genomas de pacientes 
para detecção de anomalias genéticas, em especial daquelas que causam 
ou predispõem os pacientes ao desenvolvimento de câncer. Os laborató- 
rios clínicos cada vez mais serão solicitados a realizar esse tipo de análise. 


Implicações do diagnóstico molecular 
sobre a prática da patologia e medicina 


Redefinição da doença 


A disponibilização da sequência do genoma humano e a identifica- 
ção de todos os genes humanos mudam imediatamente nossa compre- 
ensão acerca de doença, saúde, suscetibilidade e precursores de doen- 
ças (Pandey, 2000). A capacidade de identificar o padrão de expressão 
genética que torna uma entidade patológica única permite ao patolo- 
gista delinear o perfil de doenças clinicamente singulares, cuja distinção 
seria difícil ou mesmo impossível com base apenas na morfologia ou 
em outros dados laboratoriais (Heller, 1997; Golub, 1999). Um exem- 
plo comovente é o fenômeno do diagnóstico das leucemias e linfomas. 
Em termos de morfologia e imunofenotipagem, talvez seja comprova- 
damente difícil distinguir os tipos de cada doença. Entretanto, arran- 
jos de genes específicos e padrões de expressão genética agora tornam 
possível essa diferenciação. Além disso, as relações existentes entre as 
doenças também podem ser definidas de forma mais nítida e, às vezes, 
sofrer modificações radicais mediante a comparação entre os padrões 
de expressão genética das doenças (Anbazhagan, 1999). 


Por outro lado, o sequenciamento dos genes determinantes de doen- 
ças e o teste para detecção de mutações demonstram que as doenças 
apresentam amplo espectro de manifestações. Estas podem ser desde 
sintomas brandos — que não são reconhecidos como parte da doença 
e podem incluir complexos não identificados previamente em isolados 
como formas da doença — até a manifestação integral da doença. Um 
exemplo convincente dessa expansão marcante das síndromes com- 
preendidas pela doença é a fibrose cística (Friedman, 1999). Além das 
disfunções pulmonares e pancreáticas de grau severo e mais brandas 
há muito aceitas como fibrose cística, exemplos isolados da ausência 
bilateral congênita dos vasos deferentes, pancreatite crônica e queixas 
sinopulmonares foram associados à ocorrência de mutações no gene 
da fibrose cística (CFTR). Essas mutações frequentemente não estão 
associadas à clássica forma severa da doença. O reconhecimento de 
sintomas complexos que ampliam a definição das doenças com base 
nas mutações genéticas tanto enfocará a supervisão correta do pacien- 
te nas formas branda ou atípica da doença quanto também definirá a 
patobiologia, não só de genes integrais mas também de éxons e íntrons 
específicos afetados. 


Uso da biologia molecular 
no tratamento da doença 


Conforme mencionado no Capítulo 73, genes e regiões não codi- 
ficadoras de genomas apresentam polimorfismos que muitas vezes 
não possuem importância clínica, embora sejam bastante importantes 
para estabelecer parentescos ou identidade de indivíduos. O mape- 
amento do genoma humano revelou que esses polimorfismos ocor- 
rem em 1 a cada 1.000 pares de bases (pbs). Entretanto, descobriu- 
-se que alguns desses polimorfismos ocorrem em genes cujas funções 
são importantes para a resposta de pacientes à terapia (Evans, 1999). 
Genes codificadores de enzimas metabolizadoras de fármacos, tanto 
ativadoras quanto inativadoras, bem como genes codificadores de 
ligantes e receptores, podem apresentar polimorfismos que aumen- 
tam ou diminuem a efetividade terapêutica ou a toxicidade de fárma- 
cos já em ampla utilização, contribuindo para algumas das respostas 
idiossincráticas anteriormente desconhecidas ou imprevisíveis. 
medida que mais polimorfismos vão sendo identificados e correla- 
cionados com as respostas individuais dos pacientes ao tratamento, 
o patologista será convocado a representar o perfil de polimorfismos 
comuns apresentados por pacientes que estejam iniciando terapias 
para doenças comuns, como diabetes, hipertensão, câncer e infecções. 
A definição laboratorial do genótipo/fenótipo de um paciente indivi- 
dual determinará os fármacos específicos e as doses convenientes para 
ele. Esse avanço situa o patologista em uma posição mais definitiva 
na determinação de terapias adequadas, em comparação à tradicional 
previsão do comportamento da doença com base na morfologia das 
lesões ou características de cultura de organismos infecciosos. 

Além da fenotipagem de pacientes, o patologista passou a ser soli- 
citado a realizar a genotipagem de agentes infecciosos, tais como o 
vírus da imunodeficiência humana (HIV). Cepas diferentes apresen- 
tam suscetibilidades farmacológicas acentuadamente distintas. Dessa 
forma, a determinação dos genótipos de agentes infecciosos tem 
implicações terapêuticas significativas. 

As abordagens de proteômica para detecção de câncer igualmente 
resultaram no desenvolvimento de novas terapias. Muitos cânceres 
de mama, por exemplo, expressam um receptor para fator de cres- 
cimento, o neu/HER2, cuja presença pode ser detectada no soro por 
imunoensaio. Conforme descrito no Capítulo 74, constatou-se que a 
Herceptina, um anticorpo citotóxico dirigido contra esse receptor e 
isento de reação cruzada com anticorpos diagnósticos, destrói as célu- 
las do câncer de mama. Esse anticorpo passou a ser efetivamente utili- 
zado no tratamento do câncer de mama positivo para neu/HER2. 


Análise de dados 


Para capitalizar totalmente o poder da patologia molecular, estão 
sendo desenvolvidas novas abordagens de análise de dados e de 
dados relacionados à supervisão da doença. A investigação pato- 
lógica da doença e da biologia básica tradicionalmente analisava e 
correlacionava apenas um dentre poucos marcadores, como antíge- 


nos, enzimas, proteínas estruturais e similares. Hoje em dia, as téc- 
nicas moleculares produzem dados sobre muitos milhares de genes, 
incluindo sua expressão e sequência. Digerir toda essa informação, 
organizá-la em perfis de doenças ou de pacientes e correlacioná-la 
a diferentes perfis são tarefas que demandam novas abordagens de 
bioinformática. Como referido no Capítulo 76, isso envolve o uso 
de algoritmos matemáticos que seguem padrões de reconhecimen- 
to, tais como a teoria de rede neural (Khan, 2001). Sendo assim, o 
patologista deve trabalhar de perto com os matemáticos, bem como 
aprender abordagens analíticas mais sofisticadas para fins diagnós- 
ticos (Bitner, 1999). 


Garantia da qualidade 


Como para todos os métodos laboratoriais, é necessário instituir 
excelentes programas de garantia da qualidade que assegurem a acu- 
rácia e utilidade dos resultados de patologia molecular. Conforme dis- 
cutido no Capítulo 70, dois componentes essenciais dos programas de 
garantia de qualidade são a padronização dos métodos e a comparação 
interlaboratorial dos resultados. Métodos padronizados para o bom 
desempenho dos testes de patologia molecular clínica mais comuns 
são publicados pelo National Committee for Clinical Laboratory 
Standards (NCCLS), atualmente conhecido como Clinical and 
Laboratory Standards Institute. O uso dessas diretrizes garante que os 
dados gerados pelos laboratórios de patologia molecular sejam pro- 
duzidos por métodos considerados padrões da prática de excelência. 
A comparação interlaboratorial do desempenho dos testes é realizada 
pelo College of American Pathologists (CAP) (www.cap.org). As pes- 
quisas de comparação interlaboratorial conduzidas pelo CAP incluem 
aplicações de microbiologia molecular, de genética, de hematologia, de 
parentesco e herança e de forenses gerais. 

Ao aplicar os padrões de garantia de qualidade estabelecidos e uti- 
lizar as técnicas de patologia molecular conhecendo por completo 
seus pontos fortes e deficiências, conforme descrito nos capítulos 
subsequentes, o patologista continuará a capitalizar as oportunidades 


oferecidas por essas técnicas com o intuito de melhorar a assistência 
prestada ao paciente e a compreensão da patobiologia básica. 


Algumas advertências 


Conforme o leitor poderá observar ao longo das Partes VIII e IX, 
as técnicas de diagnóstico molecular fornecem novas hipóteses acer- 
ca das doenças, que no passado jamais seriam cogitadas. Entretanto, 
essas técnicas não devem ser utilizadas de modo isolado, e sim coor- 
denadas aos testes laboratoriais tradicionais. No work-up diagnóstico 
das leucemias, por exemplo, os testes morfológicos e imunoquimi- 
cos devem ser sempre realizados. A análise genética torna-se crítica 
se houver dúvidas quanto ao tipo de leucemia ou na caracterização 
dos tipos de rearranjo gênico ocorridos. Quando se trata de patologia 
tecidual, as habilidades morfológicas envolvidas na histo e citopato- 
logia devem ser empregadas para garantir que as células e os tecidos 
apropriados sejam analisados no âmbito molecular. Caso contrário, 
mesmo com o uso de métodos técnicos de alta qualidade interpreta- 
dos de modo habilidoso e experiente, a análise de outras células/teci- 
dos diferentes das células/tecidos-alvo podem conduzir a resultados 
errôneos e com frequência perigosamente enganosos. 

Por outro lado, o rápido progresso no desenvolvimento de técni- 
cas proteômicas e de biologia molecular altamente sensíveis tem pro- 
piciado algumas capacidades “isoladas” de diagnóstico molecular. 
Exemplificando, o uso da FISH para detecção do câncer de bexiga por 
meio da análise da urina é hoje considerado um modo excelente de 
diagnosticar essa condição. Outros aprimoramentos similares na área 
da biologia molecular mostram-se promissores na triagem de doenças 
específicas. 

Resumindo, a patologia molecular está penetrando e permeando 
por completo o laboratório clínico, assim como fez a imunopatolo- 
gia ao longo de duas décadas atrás. Os limites e barreiras continua- 
rão a serem quebrados e dissolvidos no processo de transformação da 
medicina laboratorial, graças ao impacto da nova biologia da medici- 
na — a “biologia celular e molecular”. 
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Análises de ácidos nucleicos 
Separação eletroforética 


CO PONTOS-CHAVE 
E * æ É necessário estar familiarizado com os conceitos 


básicos de biologia e bioquímica de ácidos nucleicos 
para compreender o teste diagnóstico molecular. 
e A estabilidade química das fitas duplas de DNA contrasta com a 
labilidade do RNA. 
e O pareamento das bases de ácidos nucleicos é ditado pelo 
alcance de um estado energeticamente favorável e constitui a base 
da replicação do DNA celular, transcrição do RNA e ensaios de 
hibridização. 
e A similaridade química das moléculas de ácido nucleico, 
independentemente de sua fonte, indica que os métodos de 
extração, armazenamento e manuseio são semelhantes. 
e As enzimas que sintetizam e modificam ácidos nucleicos 
(polimerases, transcriptases, nucleases, ligases etc.) podem 
ser aproveitadas como ferramentas de biologia e diagnóstico 
moleculares. 
e As análises de ácidos nucleicos incluem eletroforese, ensaios de 
hibridização, técnicas de amplificação e análises de polimorfismo. 
Ensaios completos ou testes diagnósticos muitas vezes incluem 
várias dessas técnicas, tais como amplificação, eletroforese e 
hibridização. 
e O diagnóstico molecular agora integra a corrente principal do 
diagnóstico laboratorial. 


Os ácidos nucleicos são as moléculas essenciais da vida. O ácido 
desoxirribonucleico (DNA) reside no núcleo das células eucarióticas 
e preserva toda a informação necessária à manutenção do organismo, 
bem como as informações transferidas para gerações sucessivas. O 
ácido ribonucleico (RNA) carrega a informação contida no DNA até 
o citoplasma celular e direciona a síntese das proteínas necessárias ao 
funcionamento do organismo. O estado normal de saúde depende da 
estabilidade do DNA, bem como da acurada duplicação e translação 
desse DNA em proteína. A moderna biologia celular busca determi- 
nar os mecanismos básicos da estrutura e função celular, de modo que 
seus estudos enfocam cada vez mais o nível dos genes — as unidades 
codificadoras de DNA. Como consequência, os métodos diagnósticos 
também estão sendo direcionados para a avaliação dos ácidos nuclei- 
cos. O objetivo do presente capítulo é fornecer o arcabouço conceitual 
para as aplicações diagnósticas da análise de ácidos nucleicos. 
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Bioquímica e biologia de ácidos nucleicos 


A bioquímica de ácidos nucleicos é central à biologia celular moder- 
na e dita numerosos aspectos das aplicações diagnósticas. Uma parte 
significativa das enzimas associadas à síntese, degradação e reparo 
de ácidos nucleicos in vivo foi transformada em ferramenta básica 
de uso laboratorial para manipulação e análise de DNA e RNA. Os 
mecanismos celulares que operam para dirigir e controlar a repli- 
cação, transcrição e translação de DNA envolvem a biologia celular 
básica na saúde e na doença. O diagnóstico, terapia e pesquisa estão 
cada vez mais direcionados ao nível molecular da função celular. A 
primeira seção revisa os aspectos relacionados à bioquímica e biologia 
de ácidos nucleicos necessários à compreensão das atuais aplicações 
diagnósticas da biologia molecular. Uma abordagem mais detalhada é 
encontrada em livros-texto sobre biologia celular (Alberts, 2002). 


Composição e estrutura molecular 


O DNA de fita dupla (dsDNA, double-strand DNA) é uma longa 
molécula polimérica que existe predominantemente na forma de 
dupla hélice voltada para a direita. Cada molécula de DNA de fita 
única (ssDNA, single-strand DNA) é composta de um pequeno núme- 
ro de blocos constituintes. O esqueleto do polímero de ssDNA é o açú- 
car desoxirribose conectado por grupos fosfato (Fig. 66.14). As liga- 
ções fosfodiéster existentes entre o carbono 3’ de um anel de açúcar e o 
carbono 5 do próximo conferem ao esqueleto sua estrutura invariável, 
bem como a orientação no sentido 5 para 3. O carbono 1º de cada 
açúcar está ligado a uma dentre quatro bases possíveis: timina (T) e 
citosina (C) (pirimidinas); adenina (A) e guanina (G) (purinas). As 
bases podem ocorrer em qualquer ordem sequencial e, assim, formar 
a porção variável do ssDNA. Os blocos constituintes do polímero de 
fita única são os quatro trifosfatos de desoxirribonucleotideos (dTTP, 
dCTP, dATP, dGTP), e cada um consiste em uma molécula de açúcar, 
um grupo trifosfato e uma base. Durante a síntese de DNA, os nucle- 
otídeos primeiro perdem dois grupos fosfato e, em seguida, são enzi- 
maticamente unidos por ligações fosfodiéster para formar uma cadeia. 

O DNA é uma molécula extraordinariamente estável, perdendo 
sua estrutura conformacional normal apenas sob condições extremas 
de calor e pH ou em presença de agentes desestabilizadores. A hélice 
de fita dupla é o estado mais energeticamente favorável do DNA, e 
o exame dos componentes dessa molécula explica esse fato. Os gru- 
pos açúcar e fosfato são hidrofílicos e formam pontes de hidrogênio 
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Figura 66.1 Esqueleto de DNA repetitivo e pares de bases complementares. A, cadeia de DNA de fita única. Unidades de nucleotídeos repetitivos são unidas por ligações 
fosfodiéster que juntam o carbono 5’ terminal de um açúcar ao carbono 3’ terminal do açúcar seguinte. (*No RNA, esse açúcar é a ribose, que possui um grupo 2'-hidroxila 
adicionado à desoxirribose.) B, bases de purinas e pirimidinas, e formação de pares de bases complementares. As barras sombreadas indicam os locais de formação de pontes 
de hidrogênio. (No RNA, a timidina é substituída pela uracila, que difere da timina apenas quanto à ausência do grupo metil.) (Adaptado com permissão de Piper MA, Unger 


ER: Nucleic Acid Probes: A Primer for Pathologists. Chicago, IL, EUA ASCP Press, 1989.) 


com moléculas de água adjacentes em solução. As bases, contudo, 
são hidrofóbicas e, portanto, insolúveis na água em pH normal. Uma 
molécula de DNA estável precisa garantir que as bases não entrem 
em contato com a água. Isso se torna possível quando dois polímeros 
ssDNA antiparalelos (um orientado no sentido 3’ para 5’, e o outro, 
no sentido 5’ para 3°) se entrelaçam em torno do mesmo eixo. Esse 
arranjo permite a formação de ligações de hidrogênio planares entre 
a adenina e a timina, bem como entre a guanina e a citosina (Fig. 
66.1B). Como as duas cadeias possuem sequências de bases em ordem 
complementar, as fitas da hélice apresentam estrutura em forma de 
escada com anéis (pares de bases [bp]) de tamanhos consistentes. A 
flexibilidade das ligações de carbono-oxigênio na ligação fosfodiéster 
permite que a escada gire e forme uma hélice regular, de modo que os 
pares de bases planares fiquem empilhados uns sobre os outros, sem 
deixar espaço para moléculas de água entre eles. As séries poliméri- 
cas de pontes de hidrogênio de pares de bases mantêm as cadeias de 
ssDNA firmemente unidas, enquanto a conformação em hélice pro- 
tege os pares de bases contra a água, expondo apenas os esqueletos 
hidrofílicos. 

O dsDNA helicoidal é estável em uma faixa de pH aproximada de 
4 a 9. Soluções cujo pH esteja fora desses limites conseguem romper 
as ligações entre os pares de bases e causar desnaturação da hélice de 
DNA ou fazê-la separar-se em duas espirais ao acaso. O calor extremo 
e os agentes que quebram pontes de hidrogênio (p. ex., formamida) 
também exercem o mesmo efeito. Essa transição hélice-espiral pode ser 
espectrofotometricamente observada a A-s (Fig. 66.2). As bases absor- 
vem ao máximo a luz ultravioleta (UV) nesse comprimento de onda, 
porém o dsDNA apresenta uma menor absorvidade molar. A absorvi- 
dade aumenta em 20 a 30% quando o dsDNA é convertido em ssDNA. 
Como a temperatura com frequência é empregada para efetivar essa 
transição, o processo é referido como desnaturação. A temperatura 
em que 50% do dsDNA é convertido a ssDNA é denominada ponto de 
desnaturação ou t; do DNA. O t, das moléculas de DNA depende do 
conteúdo relativo de pares de bases G-C versus A-T, uma vez que três 
pontes de hidrogênio de pares de bases G-C requerem mais energia 
para serem rompidas do que a quantidade de energia necessária para 
quebrar duas pontes de hidrogênio de pares de bases A-T. O processo 
de desnaturação pode ser revertido com a redução da temperatura, e 
as duas fitas complementares podem reconstituir a hélice original se os 
pares de bases forem reformados em uma conformação linear correta. 


O comprimento de uma molécula de DNA eucariótica estendida por 
completo seria de aproximadamente 3 m por genoma. Esse comprimen- 
to é bem mais longo do que a própria célula. O DNA purificado subesti- 
mado dá origem a uma solução viscosa e pegajosa, refletindo o compri- 
mento extremo do DNA genômico (Fig. 66.3). Por outro lado, in vivo, 
o DNA encontra-se organizado em unidades regulares altamente com- 
pactadas denominadas cromossomos. Um cromossomo é composto 
de sua fita de DNA enrolada em torno de proteínas associadas ao DNA 
(cromatina) de forma altamente estruturada. A estrutura do cromosso- 


Dupla hélice : ço aleatória 
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50% 


Aogo OU % de hélice 


Ta 
Temperatura (ºC) 
Figura 66.2 Curva de desnaturação/anelamento do ácido nucleico helicoidal de 
dupla hélice. (Adaptado com permissão de Piper MA, Unger ER: Nucleic Acid 
Probes: A Primer for Pathologists. Chicago, IL, EUA ASCP Press, 1989.) 


1395 





1396 


ui 
CU 
LY 
un 
as] 
-© 
u 
as 
LY 
= 
a 
gp 
[ab] 
un 
O 
e 
% — 
Ú 
E 
"i 
(o 
i. 
Er 
5 
Q 
g 
Q 
= 
O 
— 
tn 
‘© 
= 
fi 
O 





ar 


Figura 66.3 Fotografia de um DNA purificado mostrando a natureza pegajosa e 
viscosa do DNA genômico minimamente compartilhado. 


mo envolve vários níveis hierárquicos de empacotamento da cromatina, 
desde um nucleossomo em arranjo semelhante ao das “contas de um 
colar” (146 pares de nucleotídeos enrolados em torno de um núcleo de 
histona) a alças altamente condensadas que contêm, cada uma, cerca de 
100 mil bps de DNA. Cada núcleo de célula humana contém cerca de 23 
cromossomos de comprimento característico e uma sequência única de 
pares de bases. Juntos, esses cromossomos constituem o genoma huma- 
no. Os esforços do Projeto Genoma Humano resultaram na conclusão 
do sequenciamento completo dos 3 bilhões de pares de bases bioquími- 
cas que constituem o genoma dos seres humanos. 

O RNA difere do DNA quanto à composição bioquímica, estrutura e 
função (Tab. 66.1). No RNA, o açúcar é a ribose, que contém um grupo 
hidroxila na posição 2’, além da substituição da timidina pela uracila 
metilada (U). O RNA existe predominantemente como uma molécula 
de fita única e em comprimentos bem mais curtos do que o DNA. A 
estrutura do RNA é mais irregular em razão da natureza de fita única da 
molécula, no entanto, pode conter algumas partes helicoidais. Moléculas 
de RNA que possuem a mesma sequência de bases, contudo, formarão 
a mesma estrutura tridimensional em consequência da adoção de uma 
conformação mais energeticamente favorável. O RNA é bem menos 
estável do que o DNA, não só por causa da estrutura em fita única mais 
aleatória, mas também por causa de sua suscetibilidade à hidrólise alca- 
lina via grupo 2'-hidroxila da ribose. O RNA também é degradado de 
maneira rápida por enzimas RNA-específicas, que são ubíquas. 


Enzimas associadas a ácidos nucleicos 


O DNA deve ser duplicado antes da divisão celular, de modo que as 
células-filhas retenham uma cópia exata da informação genética conti- 
da nos cromossomos parentais. O RNA deve ser sintetizado por todas 
as células funcionais, a fim de dirigir a síntese das proteínas necessárias. 
O DNA precisa ser degradado durante o reparo de segmentos danifica- 
dos, enquanto o RNA é degradado e ressintetizado de modo contínuo. 
As enzimas que operam diretamente em ácidos nucleicos afetam estas 
e outras funções. A Tabela 66.2 lista as principais categorias de enzimas 
ácido nucleico-específicas e suas respectivas funções in vivo. In vitro, as 
enzimas purificadas se transformam em ferramentas de uso laborato- 
rial para o biólogo molecular, possibilitando a engenharia genética e 
facilitando diversos ensaios baseados em ácidos nucleicos. 





Tabela 66.1 Comparação de parâmetros-chave entre DNA e RNA 


DNA 
i Desoxirribose 
Timina-adenina 
Citosina-guanina 


RNA 

Ribose 
Uracila-adenina 
Citosina-guanina 


Parâmetro 


Açúcar 
Pares de bases 


Estrutura Fita dupla Fita única 
Alfa-hélice Aleatória (consultar o texto) 
Estabilidade Estável Sujeito à hidrólise das bases 
Degradado pela DNAse Degradado pela RNAse 
Função Mantém a informação genética Transporta a informação 


dentro do núcleo genética para o citoplasma 


Tabela 66.2 Enzimas de ácido nucleico e funções correlatas 


Enzima Função in vivo 





Polimerases 
DNA polimerases 
RNA polimerases 


As polimerases unem os nucleotídeos de DNA ou RNA, 
formando uma molécula-filha de fita única tendo como 
molde uma extensão de molécula parental de fita única. 
Essas enzimas realizam a síntese de acordo com os papéis 
dos pares de bases, prosseguindo na direção 5'-3'. 

Sendo na maioria das vezes de origem viral, a 
transcriptase reversa catalisa a síntese de DNA a partir de 
um molde de RNA ou de DNA. 


Transcriptase reversa 


DNA ligases Enzimas que juntam fragmentos de DNA formados pela 
síntese descontínua durante a replicação ou nas vias de 
reparo do DNA. 

Nucleases As nucleases “digerem” moléculas de ácido nucleico 

DNAses, RNAses quebrando as ligações fosfodiéster. 


Endonucleases 
Exonucleases 


As endonucleases digerem ácidos nucleicos a partir da 
metade da molécula, enquanto as exonucleases atuam 
inicialmente em uma das terminações livres, podendo 
requerer a presença de uma terminação 3’ ou 5’. As 
nucleases podem apresentar especificidade para fita 
única, fita dupla, DNA ou RNA. Algumas polimerases 
também possuem atividade de nuclease. 
Endonucleases bacterianas que reconhecem sequências 
curtas de pares de bases de DNA específicas e clivam a 
molécula de DNA somente no sítio de reconhecimento. 


Endonucleases 
de restrição 


As enzimas específicas para ácidos nucleicos são as polimerases, que 
catalisam a formação de ligações fosfodiéster durante a síntese, e as 
nucleases, que hidrolisam essas ligações. As nucleases RNA-específicas 
(RNAses) estão presentes em quase todos os lugares. Por esse motivo, 
na prática laboratorial, o trabalho in vitro com RNA requer muito 
mais atenção do que quando se trabalha com DNA. As endonucleases 
de restrição constituem uma categoria específica de nucleases encon- 
tradas apenas em bactérias, onde atuam destruindo DNAs estranhos. 
Os sítios de reconhecimento para as enzimas de restrição localizados 
nas moléculas de DNA são sequência-específicos e podem apresentar 
comprimento variável de 4 a 12 bps. Próximo à sequência de reconhe- 
cimento ou nela, as endonucleases de restrição produzem cortes ter- 
minais específicos assimétricos ou cegos nas moléculas de DNA (Fig. 
66.4). Mais de 3.000 endonucleases de restrição foram descobertas e 
classificadas de acordo com a estrutura de seus sítios de reconheci- 
mento de sequência correspondentes (Pingoud, 2001). A função in 
vivo e a utilidade in vitro de várias dessas enzimas ácido nucleico-espe- 
cíficas são discutidas nas próximas seções. 


Replicação do DNA 


O processo de duplicação do DNA, conhecido como replicação 
semiconservativa, emprega cada fita da molécula parental para dirigir 
a síntese de uma fita-filha (Virshup, 1990). Como a sequência de bases 
da fita parental determina a sequência da fita-filha, a replicação é fiel, e 
seus produtos consistem em duas moléculas de dsDNA, cada uma das 
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Figura 66.4 Exemplos de enzimas de restrição de DNA e suas respectivas 
especificidades. As enzimas são nomeadas com o nome da bactéria a partir da 
qual foram isoladas (*em que N é qualquer base e N’ é a base correspondente de 
pareamento). 


quais composta por uma fita parental e uma fita-filha com exatamen- 
te a mesma sequência de pares de bases. Embora isso seja simples em 
termos conceituais, o processo é complicado e envolve certo número 
de proteínas e enzimas acessórias. Em primeiro lugar, para que a sínte- 
se comece, deve ser produzida uma pequena região de fita única. Isso 
é energeticamente desfavorável e deve ser feito utilizando proteínas 
que desenrolam e separam as fitas da hélice. Em seguida, um pequeno 
RNA iniciador é sintetizado de modo complementar à sequência de 
fita única. A DNA polimerase III continua a síntese de DNA e, poste- 
riormente, o RNA iniciador é excisado e substituído por DNA por ação 
da DNA polimerase I. O DNA cromossômico contém diversos sítios 
de iniciação para replicação, e esse processo ocorre de forma simulta- 
nea pelo cromossomo. De modo notável, a DNA polimerase III é uma 
enzima direcional e pode sintetizar DNA apenas no sentido 5’ para 3’, 
pois precisa da terminação 3'OH. Isso significa que apenas uma fita- 
-filha, denominada fita condutora, pode ser sintetizada de forma con- 
tínua. À fita oposta, denominada fita de retardo, é preparada pela RNA 
primase que dispensa uma terminação 3°OH. Essa fita é sintetizada de 
forma interrompida, em fragmentos curtos (fragmentos de Okazaki), 
conforme a forquilha de replicação é aberta. Esses fragmentos, então, 
são unidos por ação da DNA ligase. A DNA polimerase III é igualmen- 
te única, no que se refere à sua atividade de revisão e endonuclease. 
Um nucleotídeo adicionado de maneira incorreta à cadeia crescente é 
detectado e excisado pela porção endonuclease da enzima e, em segui- 
da, o nucleotídeo correto é adicionado. Isso ajuda a explicar a extraor- 
dinária fidelidade do processo de replicação do DNA. Mecanismos de 
reparo pós-síntese também contribuem para a acurácia da replicação 
(ver adiante em “Mecanismos de reparo do DNA”). 


Transcrição do DNA em RNA 


As seções de DNA que especificam as sequências de aminoácidos 
das proteínas são denominadas genes. Um gene contém o código da 
sequência de aminoácidos de uma proteína, bem como as sequências 
de DNA necessárias à regulação da produção dessa proteína. Nos 6 
bilhões de nucleotídeos do genoma humano, existem cerca de 30.000 
a 40.000 genes codificadores de proteínas. Embora essas sequências 
codificadoras sejam fundamentalmente importantes para a célula e 
para a função do organismo como um todo, na verdade representam 
menos de 5% dos nucleotídeos. A vasta maioria do genoma huma- 
no é composta de regiões de DNA não codificadoras, cujas funções 
estão começando a ser descobertas. Essas sequências por vezes eram 
denominadas DNA-sucata (junk DNA), contudo, parece que uma boa 
parte desse material pode ter alguma finalidade, como exercer papéis 
regulatórios secundários na expressão genética. 

A síntese proteica tem início com a ativação do gene adequado. Uma 
cópia do gene é produzida a partir do DNA, em forma de RNA. Como 


a cópia de RNA carrega o código do DNA que está no núcleo celu- 
lar para o citoplasma, onde ocorre a síntese de aminoácidos, esse tipo 
de RNA é denominado RNA mensageiro (mRNA, messenger RNA). O 
mRNA é sintetizado a partir de uma única fita de gene do DNA, de 
modo que a fita de DNA complementar não é utilizada. Essa sínte- 
se se dá por meio de um processo denominado transcrição. A síntese 
de mRNA ocorre em boa parte do mesmo modo como a replicação 
de DNA, com a sequência do ssDNA que determina a sequência do 
mRNA utilizando as mesmas regras de complementariedade de pares 
de bases (a base uracila pareia com a base adenina). Quando a extre- 
midade do gene é alcançada, termina a síntese de mRNA. Alguns genes 
são sempre expressos, enquanto outros permanecem ativos apenas em 
certas situações fisiológicas. A taxa de transcrição também varia em 
diferentes células (ver a seção “Controle Transcricional”). 


Modificação pós-transcricional 


Antes de ser transportada para o citoplasma, a molécula de mRNA 
é modificada de várias formas (Rosenthal, 1994). O mRNA contém 
sequências de aminoácidos codificadoras (éxons) e não codificadoras 
(introns). Os introns são excisados a partir da molécula de mRNA, 
antes da síntese proteica. Um complexo molecular denominado 
spliceossoma (Sharp, 1988), que é composto por RNA de baixo peso 
molecular e proteínas, reconhece sequências de mRNA identificado- 
ras dos limites de um intron, se une aos éxons flanqueadores e libera o 
intron. O splicing precisa ser exato, pois a adição ou subtração de um 
único nucleotídeo na junção do splice mudaria o quadro de leitura de 
três nucleotídeos das sequências subsequentes. 

Outras modificações da molécula de mRNA incluem a adição de 
resíduos de 7-metilguanosina à terminação 5° em uma única ligação 
5-5 fosfodiéster. A estrutura formada é denominada cap (capuz) e 
auxilia na ligação do ribossomo à molécula de mRNA para iniciação 
da síntese proteica. Uma cauda de poli-A, que pode ser necessária para 
estabilização e transporte até o citoplasma, é adicionada à terminação 
3’. O locus de poliadenilação é especificado, em parte, pela sequén- 
cia AAUAAA usualmente encontrada na região 3’ não traduzida do 
transcrito de RNA. A essa altura, a molécula de mRNA está pronta 
para dirigir a síntese de sua proteína correspondente. 


Tradução do RNA em proteína 


A síntese proteica requer a tradução a partir da linguagem dos nucle- 
otídeos para a linguagem dos aminoácidos. Assim, 21 aminoácidos dife- 
rentes são utilizados na síntese proteica. Cada aminoácido é especificado 
por uma ou mais trincas de nucleotídeos de mRNA denominadas códons. 
Como um aminoácido pode ser codificado por mais de um códon, 
o código é referido como código degenerado. Exemplificando, AAG é o 
códon para lisina, e UCG é a trinca para serina. Assim, uma sequência de 
aminoácidos codificadora é lida em grupos de três nucleotídeos no senti- 
do 5’ para 3’. Trata-se do quadro de leitura de uma sequência codificadora 
de proteína. Três códons específicos (códons de parada) não codificam 
aminoácidos e, em vez disso, sinalizam o término de um gene. 

A tradução ou translação a partir do código do nucleotídeo do mRNA 
em proteína é mediada por ribossomos localizados no citoplasma da 
célula. Um ribossomo se liga à terminação 5’ das moléculas de mRNA 
e proporciona um ambiente bioquímico estável para todas as moléculas 
envolvidas na síntese proteica. Os aminoácidos são ligados à sequência 
correta por ação de pequenas moléculas de RNA adaptadoras denomi- 
nadas RNAs de transferência ou RNAs transportadores (tRNAs, transfer 
RNAs). Cada molécula de tRNA contém uma região que é complemen- 
tar a um códon de mRNA em particular: o anticódon. Ligado a uma ter- 
minação do tRNA, existe um aminoácido que corresponde ao códon 
de mRNA complementar do tRNA. Um tRNA com anticódon comple- 
mentar correto se liga ao primeiro códon da sequência de mRNA, que é 
sempre AUG. Quando outro tRNA específico se liga ao próximo códon, 
enzimas ribossomais catalisam a formação de uma ligação peptídica 
entre os dois aminoácidos ligados aos tRNAs, removendo a ligação exis- 
tente entre o primeiro aminoácido e sua molécula de tRNA. O primeiro 
tRNA é ejetado a partir do ribossomo, e um novo tRNA se liga ao pró- 
ximo códon. Conforme esse processo continua, o ribossomo se move ao 
longo da molécula de mRNA, completando a síntese da cadeia de ami- 
noácidos. Quando o códon de parada (UAG, UGA ou UAA) é alcan- 
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çado, o ribossomo se solta do mRNA. Na realidade, vários ribossomos 
podem se mover ao longo da mesma molécula de mRNA, cada um deles 
traduzindo o código do mRNA em uma nova molécula de proteína. 


Controle transcricional 


Para possibilitar a diferenciação celular e a resposta aos estímulos 
ambientais, devem existir mecanismos que controlam o repertório da 
transcrição genética e da tradução proteica. Alguns desses mecanis- 
mos operam no nível do DNA e controlam a transcrição do mRNA 
(Rosenthal, 1994). Um exemplo são os promotores, que consistem 
em sequências de DNA importantes para a iniciação da transcrição do 
mRNA. Os promotores são encontrados em contracorrente (na dire- 
ção da terminação 5’), a uma distância relativamente invariável do 
início da sequência codificadora de proteína. Existem vários tipos de 
sequências de consenso promotoras (sequências de nucleotídeos que 
são encontradas em muitos exemplos). Os promotores mais comuns 
são ricos em adenina e timina, tendo sido denominados caixas TATA. 
Como as ligações dos pares de bases A-T são mais fracas que as liga- 
ções dos pares de bases C-G, o DNA se desenrola mais facilmente nas 
sequências A-T. Outras sequências promotoras reconhecidas são a 
caixa GC e o motif CAA. Após a ativação transcricional, uma região de 
ssDNA local é produzida e estabilizada pela montagem de um com- 
plexo constituído por RNA polimerase e fatores de transcrição gerais. 
O mRNA é sintetizado a partir da região de ssDNA local, sendo ejeta- 
do de modo rápido à medida que o DNA retorna ao seu estado mais 
energeticamente favorável de fita dupla helicoidal. 

Os intensificadores são sequências de DNA que podem aumentar a 
transcrição do mRNA, sendo encontrados em diferentes locais em relação 
ao gene-alvo de sua ação. Os fatores de transcrição gene-específicos são 
proteínas que se ligam aos intensificadores e promotores, estimulando 
ou inibindo de maneira seletiva a transcrição do mRNA (Papavassiliou, 
1995). Nos eucariontes, os intensificadores em geral contêm múltiplos 
sítios de ligação para diversos fatores de transcrição, de modo que é o 
efeito líquido da ligação desses fatores aos elementos do DNA que deter- 
mina a ativação e a taxa de expressão (Fig. 66.5). A disponibilidade dos 
fatores de transcrição, por sua vez, é controlada por eventos celulares (p. 
ex. fosforilação) ou por outras proteínas (p. ex., hormônios e fatores de 
crescimento). Uma rede de comunicação química intra e extracelular 
pode, assim, selecionar e controlar a síntese das proteínas requeridas. 

Por ser bem menos estável do que o DNA, o mRNA apresenta meia- 
vida significativamente curta. Novas moléculas de mRNA são transcritas 
de modo contínuo a partir do DNA. Conforme a célula responde às alte- 
rações de sinais transcricionais, os genes transcritos em mRNA podem 
ser modificados de forma rápida e, como resultado, novas proteínas são 
sintetizadas de imediato. Dessa maneira, a célula é capaz de ajustar de 
modo rápido seu débito proteico em resposta ao ambiente que a cerca. 

Recentemente, constatou-se que um novo método de supressão pós- 
transcricional mediada por pequenos segmentos de RNA — denomina- 
dos RNAs de interferência ou RNAis — atua na maioria dos eucariontes. 
Descoberto primeiramente no nematódeo Caenorhabditis elegans (Fire, 
1998), o RNAi resulta da presença de um dsRNA que desencadeia uma 
via celular constituída por duas fases principais (Fig. 66.6). Na primeira 
fase, o dsRNA é reconhecido por uma endonuclease específica deno- 
minada DICER. Essa enzima cliva a molécula de dsRNA em duplexes 
de nucleotídeos menores que contêm 21-24 bps. Na segunda fase, esses 
pequenos RNAis (siRNAs) são incorporados em outro complexo enzi- 
mático— o complexo silenciador induzido por RNA (RISC, RNA-induced 
silencing complex). Nesse nível, as duas fitas curtas de siRNA são separa- 
das e alvejam mRNAs com sequências complementares. O RISC ativo 
degrada de maneira subsequente as moléculas de mRNA-alvo com um 
grau de especificidade bastante elevado. Acredita-se que esse mecanismo 
seja dirigido contra vírus e outros nucleotídeos patogênicos. Entretanto, 
o RNAi é efetivo contra ácidos nucleicos tanto exogénos quanto endóge- 
nos, podendo ser artificialmente induzido a inibir a expressão de quais- 
quer genes de interesse, incluindo aqueles envolvidos em doenças como 
câncer, diabetes ou infecções patogênicas (Dykxhoorn, 2005). 


Mecanismos de reparo de DNA 


Os erros de replicação e danos ao DNA que ocorrem ao longo da 
vida celular normal devem ser minimizados para preservar a saúde do 
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Figura 66.5 Montagem do complexo de iniciação da transcrição da polimerase 

Il. (1) O complexo TFIID basal é montado como proteína de ligação do TATA-box 
(TBP, TATA-box binding protein) e fatores associados (TAFs) no TATA-box da região 
promotora. (2) Fatores de transcrição adicionais (TFIIA e TFIIB) são recrutados para 
propiciar a ligação da enzima polimerase || (Pol Il) ao TFIIB. (3) O complexo é 
estabilizado com TFIIE, TFIIH e TFII). Tipicamente, a ligação de fatores adicionais a 
sítios intensificadores em sentido oposto, como CCAAT ou GGGCGG, é necessária 
para que a transcrição do RNA seja efetiva. 
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Figura 66.6 Diagrama da via do RNAi: o dsRNA é reconhecido pelo complexo 
DICER e processado em moléculas menores de siRNA, com 21-24 nucleotídeos. O 
complexo proteico RISC é montado com siRNAs e desenrola a fita dupla. O RISC 
ativo se liga ao MRNA-alvo com sequência complementar e o cliva, resultando na 
montagem de uma mensagem não funcional e de um gene silencioso. 


organismo como um todo. Diversos mecanismos operam na manu- 
tenção da sequência de DNA normal. Primeiramente, existem meca- 
nismos de prevenção contra erros que atuam durante a replicação 
do DNA. A DNA polimerase que sintetiza novos polímeros de DNA 
seleciona cada monômero de nucleotídeo sucessivo com base na sua 
complementaridade ao nucleotídeo seguinte da fita-molde. Nesse 
nível, a fidelidade é alta, e a maioria dos erros de síntese é evitada 
nesse momento. Mesmo assim, uma base ocasional pode ser adiciona- 
da de forma incorreta à fita em crescimento. Para consertar essa falha, 
a atividade de revisão exercida pela polimerase é capaz de reconhecer 
o erro, remover a base incorreta e refazer a síntese. Juntos, os meca- 
nismos de prevenção a erros reduzem as incompatibilidades de pares 
de bases para aproximadamente 1 em 10 milhões (Radman, 1988). 
Isso representa um aumento equivalente a 100 mil vezes na eficiência, 
em comparação à taxa de erros de 1 para cada 100 bases associada à 
síntese de oligonucleotídeos em fase sólida in vitro. 

Apesar da notável prevenção de erros de replicação do DNA, erros 
ocasionais de fato ocorrem. Além disso, o DNA pode ser danificado 
pela ação de reações bioquímicas normais e por agentes não fisiológicos, 
como luz UV e carcinógenos ambientais. Existem vários mecanismos de 
reparo adicionais que consertam danos de DNA (Yu, 1999) (Tab. 66.3). 

Os mecanismos de reparo direto consertam as lesões em uma reação 
de etapa única. Exemplificando, a O°-metilguanina DNA metiltrans- 
ferase repara lesões decorrentes de alquilação pela transferência do 
grupo alquil da lesão para o sítio ativo da enzima. Outros mecanismos 
de reparo direto caracterizados na Escherichia coli podem igualmente 
existir nas células humanas (Yu, 1999). 

O reparo de incompatibilidades (RI) atua imediatamente após a 
replicação do DNA, substituindo as bases incompatíveis pelas bases 
corretas (Modrich, 1994). Diversas proteínas de RI reconhecem o erro 
na fita recém-sintetizada e extirpam a região de incompatibilidade. A 
DNA polimerase III e a ligase restauram a sequência correta e integri- 
dade da fita-filha. A importância desse mecanismo para a estabilização 
do genoma é evidenciada por estudos recentes, que associam o câncer 
colorretal hereditário não ligado à polipose à existência de defeitos em 
proteínas reparadoras de incompatibilidade. 

O reparo por extirpação de bases tem como alvo pequenos adutos 
não deformadores de hélice, como aqueles produzidos por metilação, 
oxidação, redução ou fragmentação de bases por radiação ionizante. A 
extirpação de bases cria hiatos de 3 a 4 nucleotídeos que, então, são pre- 
enchidos com os nucleotídeos corretos. Os entalhes são vedados pela 
enzima ligase. Dímeros ou adutos maiores e volumosos que deformam 
a hélice de DNA podem ser produzidos por radiação UV, carcinógenos 
e fármacos terapêuticos, entre outros agentes. Esse tipo de dano é elimi- 
nado pela via de reparo por extirpação de nucleotídeo (NER, nucleotide 
excision repair), que utiliza um sistema enzimático composto de muitas 
proteínas para extirpar um oligonucleotídeo de fita única que contém 
a lesão (Sancar, 1994). O hiato, então, é preenchido pela DNA polime- 
rase e religado. Existem duas vias de NER: em uma delas, as lesões que 
bloqueiam a transcrição são rapidamente eliminadas (reparo acoplado 
à transcrição; Hanawalt, 1994); a outra via é uma via global que repara 


Tabela 66.3 Vias de reparo de DNA 


Reparo de certos tipos de dano ao DNA, em uma reação de 
etapa única. 

Reparo de Checagem de erros produzidos quando o DNA é replicado. 
incompatibilidade Quaisquer bases incompatíveis presentes na fita-filha são 
removidas e substituídas pelas bases corretas compatíveis. 
Reparo de pequenos adutos deformadores de hélice, como 
aqueles produzidos pela melatonina, oxidação, redução ou 
fragmentação de bases por radiação ionizante. 

Remoção de adutos de DNA volumosos, como dímeros de 
timina e certos fotoprodutos, entre os quais adutos químicos e 
ligações cruzadas. 


Reparo direto 


Reparo por 
excisão de base 


Reparo por 
excisão de 
nucleotideo 


Reparo de Reparo de quebras na fita dupla, que resultam de processos 
quebras de fisiológicos ou da exposição à energia ionizante e a insultos 
fita dupla oxidativos. 


DNA em massa, incluindo a fita não transcrita de genes ativos. Algumas 
das possíveis consequências da perda de atividade de NER são exempli- 
ficadas pela doença denominada xeroderma pigmentoso, que é causada 
por mutações em NER. O xeroderma pigmentoso resulta em extrema 
sensibilidade à luz solar, e os indivíduos afetados desenvolvem câncer 
de pele ainda jovens (Weeda, 1998). 

Quebras na fita dupla que ocorram raramente ou sejam produzidas 
por radiação ionizante e dano oxidativo causam problemas de reparo 
significativos. Quando esses problemas não são resolvidos, a replica- 
ção e transcrição das sequências envolvidas ficam bloqueadas. Para 
manter a integridade genômica local e geral, as quebras na fita dupla 
são consertadas por meio de mecanismos de reparo de recombinação 
alélica ou não homóloga. 

Hoje, está esclarecido que o reparo do DNA exerce papel central na 
vida da célula. Evidências recentes também indicam que várias pro- 
teínas primariamente reparadoras também atuam na transcrição e 
regulação do ciclo celular. Assim, os processos que envolvem o DNA 
parecem ser altamente integrados e vêm sendo cada vez mais estuda- 
dos como um todo, bem como em relação à doença humana. 


Mutações no DNA 


Apesar dos extensivos mecanismos de reparo existentes, ainda ocor- 
rem alterações na sequência de bases do DNA (mutações) que, até 
certo ponto, são necessárias à continuidade do processo de evolução. 
Mesmo assim, para um organismo individual comum, algumas muta- 
ções são claramente prejudiciais e podem estar associadas ao câncer e 
às doenças genéticas hereditárias. Estudos sobre essas doenças permi- 
tiram a caracterização dos diversos tipos de mutação que ocorrem no 
genoma humano (Weatheall, 1987). Os tipos de mutações podem ser 
agrupados de modo conceitual em algumas categorias principais (Tab. 
66.4). Uma mutação em ponto é encontrada no gene da B-globina em 
indivíduos com anemia falciforme (Kan, 1992). Uma base de timina 
substitui uma base de adenina, provocando uma alteração crítica na 
estrutura da hemoglobina. Como descrito no Capítulo 72, a distro- 
fia muscular é causada por deleções no gene codificador da proteína 
muscular distrofina. Na forma de Becker da doença, as deleções não 
quebram o quadro de leitura, porém o alteram na maioria dos casos da 
forma de Duchenne mais severa, em que a função da proteína é aboli- 
da de forma efetiva (Liechti-Gallati, 1989). 


Tabela 66.4 Tipos de mutação de DNA e exemplos de doenças 


associadas 
Mutação Descrição Doença 
Pontual Substituição de um único Anemia falciforme 


par de bases 
Subtração/adição de códons 
de aminoácidos em múltiplos 
de 3. O quadro de leitura 

é preservado. 
Subtração/adição de códons 
de aminoácidos que não são 
múltiplos de 3. Resulta em 
deslocamento do quadro de 
leitura e em uma sequência 
codificadora de aminoácido 
completamente diferente a 
partir da mutação. 


Deleção/inserção Distrofia muscular de Becker 


Distrofia muscular de 
Duchenne 


Deleção/inserção 
com frameshift 


Aumento do número de 
sequências repetidas em um 
DNA microssatélite. Resulta 
na interrupção da expressão 
do gene. 


Amplificação/ 
repetição de 
trinucleotídeo 


Síndrome do X frágil 


Troca intercromossômica de 
amplos fragmentos 
cromossomais. Resulta na 
produção de uma proteína 
nova, com função distinta. 


Translocação Leucemia mielógena crônica 
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O DNA humano contém muitas sequências de nucleotídeos peque- 
nas (DNA-microssatélite) que às vezes estão agrupadas em arranjos 
em tandem e se repetem várias vezes em todo o genoma humano. O 
número de repetições em tandem em determinados locais em parti- 
cular constitui um caráter hereditário. Foi demonstrado que algumas 
repetições de trinucleotídeos aumentam em número de maneira asso- 
ciada à doença (Sutherland, 1994). Na síndrome do X frágil (Cap. 72), 
a expressão da doença está associada à amplificação além de um certo 
limite numérico de sequências de repetição de trinucleotídeos intra- 
gênicos. À expansão das repetições de trinucleotídeos além do núme- 
ro crítico interrompe a expressão do gene. 

As translocações nem sempre são detectáveis pela análise de cariótipo 
cromossômico. No nível do gene, uma translocação pode criar um gene 
de fusão, que é a combinação de dois genes diferentes anormalmente 
unidos no sítio de translocação. Como consequência, não só é produzi- 
do um transcrito genético alterado mas também o produto de um gene 
passa a estar submetido ao controle transcricional do outro gene. Como 
discutido no Capítulo 71, o cromossomo Philadelphia, que é encontra- 
do na maioria dos casos de leucemia mielógena crônica, resulta de uma 
translocação recíproca entre o gene c-abl, localizado no cromossomo 9, 
e a região do grupo do ponto de ruptura (ber, breakpoint cluster region), 
no cromossomo 22. O gene de fusão produzido por esse rearranjo cro- 
mossômico, que consiste sobretudo em um gene c-abl e em um ber 
truncado, codifica a proteína c-Abl. Essa proteína, por sua vez, é maior 
do que o produto normal, possui atividade enzimática intensificada e 
provavelmente interfere nas vias de transdução de sinal envolvidas no 
controle da morte e proliferação celulares normal. 

Tanto o tipo quanto o local em que a mutação ocorre em relação 
ao gene determinam o efeito final sobre o produto proteico. Algumas 
mutações podem não produzir nenhum efeito sobre a expressão ou 
atividade funcional proteicas. Existem numerosas proteínas humanas 
em variantes detectáveis que não possuem nenhuma associação com 
doenças. É provável que as mutações que ocorrem nas regiões de íntron 
não apresentem efeito algum. Mesmo as pequenas mutações, todavia, 
que ocorrem em regiões codificadoras de domínios funcionais-chave 
(éxons) podem alterar de maneira drástica ou até eliminar uma fun- 
ção. As mutações nonsense (mutações sem sentido), que transformam 
um códon de aminoácido em códon de parada ou vice-versa, resultam 
na formação de produtos proteicos anormalmente curtos ou longos, 
respectivamente. As mutações missense (mutações de sentido incor- 
reto), que mudam o código de um aminoácido para outro, podem 
ou não alterar a função da proteína, dependendo da modificação e da 
função do aminoácido. De maneira similar, mutações em sequências 
que denotam sítios de splice íntron-éxon poderiam eliminar éxons ou 
introduzir íntrons no mRNA transcrito. Também ocorrem mutações 
em sequências regulatórias, tais como promotoras ou intensificadoras, 
que produzem efeitos drásticos sobre os níveis de transcrição. 


Análises de ácidos nucleicos 


As propriedades bioquímicas exclusivas dos ácidos nucleicos foram 
exploradas na busca por informações acerca da biologia ou bioquímica 
de um sistema. Enquanto alguns dos ensaios (p. ex., eletroforese) são 
aplicáveis aos outros blocos de construção bioquímicos, como prote- 
inas e lipídeos, a maioria se destina em particular aos ácidos nuclei- 
cos. As próximas seções descrevem de maneira breve os princípios 
das categorias básicas de análises empregadas para caracterizar DNA 
e RNA: separações eletroforéticas, ensaios de hibridização, técnicas de 
amplificação e polimorfismos de comprimento de fragmentos de res- 
trição. Na prática, as categorias com frequência são combinadas para 
produzir novas variações do mesmo assunto. Um ensaio completo, 
por exemplo, pode envolver amplificação, eletroforese e hibridização. 


Separação eletroforética 


O esqueleto constituído de repetições de açúcar-fosfato dos ácidos 
nucleicos gera uma carga negativa líquida distribuída de modo unifor- 
me sobre essas moléculas lineares. Por isso, a movimentação do DNA ou 
RNA em resposta a um campo elétrico será proporcional ao peso mole- 
cular ou comprimento dessas moléculas. Essa propriedade é utilizada 
para caracterizar o tamanho dos fragmentos de ácido nucleico na sepa- 
ração eletroforética. O formato é análogo àquele utilizado na separação 


proteica de acordo com o tamanho. Amostras múltiplas são aplicadas 
em poços separados em uma das extremidades de um meio de separação 
sólido e poroso. Quando a voltagem é aplicada, as amostras se movem 
linearmente na direção do eletrodo positivo, com cada poço de amos- 
tra formando uma tira de migração bem definida. O meio eletroforético 
sólido e o arranjo em poços de amostras é conhecido como gel. Padrões 
de tamanho, denominados padrões em escada de DNA ou de RNA, são 
misturas de fragmentos de ácidos nucleicos de comprimentos conheci- 
dos, que são analisadas em uma ou mais tiras do gel. É possível determi- 
nar o tamanho das moléculas de interesse comparando a distância da 
migração de uma amostra desconhecida com o padrão em escada, seja 
macroscopicamente ou por medição assistida por computador. 

A composição e concentração do meio de separação determina o 
tamanho dos fragmentos, que podem ser separados em bandas distin- 
tas. Outras variáveis que influenciam a resolução são a espessura do 
gel, o comprimento do caminho de migração eletroforética, a duração 
da eletroforese e a voltagem aplicada. Na prática, esses fatores são ajus- 
tados empiricamente e controlados da maneira mais cuidadosa pos- 
sivel, a fim de garantir a reprodutibilidade de um dia para outro. A 
agarose é o meio de separação utilizado com mais frequência, em geral 
associado ao leito eletroforético horizontal, em que o gel permanece 
imerso em tampão (gel submarino). As amostras ganham peso com a 
adição de sucrose ou Ficoll e, em seguida, são transferidas no tampão 
para os poços criados no gel (Fig. 66.7). Um poder de resolução maior, 
que permite a diferenciação de um único par de bases em termos de 
comprimento, é proporcionado pelo uso da acrilamida usualmente em 
disposição vertical, embora os formatos em capilares estejam sendo 
cada vez mais adotados, possibilitando a redução do tempo consumi- 
do na separação e da quantidade de amostra necessária. A abordagem 
mais simples para a visualização das bandas separadas por eletroforese 
consiste na coloração com corantes de intercalação (p. ex., brometo de 
etídio), que se inserem entre as bases empilhadas, seguida da observa- 
ção por transiluminação UV. A visualização direta requer que a banda 
atinja um grau significativo de concentração. Em algumas aplicações, 
os fragmentos de ácido nucleico podem ser detectados com o auxílio 
de uma marcação radioativa ou fluorescente, cuja sensibilidade pode 
ser aumentada. 

As moléculas contidas no DNA genômico são reduzidas a fragmentos 
que podem ser resolvidos por eletroforese, por meio da digestão com 
enzimas de restrição. Enzimas de restrição com sequências de reco- 
nhecimento relativamente simples produzem fragmentos que medem 
menos de 50 quilopares de bases (kb) de comprimento. Fragmentos de 
DNA extremamente amplos, medidos em megapares de bases (Mbp), 
são produzidos a partir da digestão por enzimas que possuem sequên- 
cias de reconhecimento complexas e devem ser separados em sistemas 
eletroforéticos especiais empregando campo elétrico pulsado. A maio- 
ria das aplicações da eletroforese de DNA emprega condições não des- 
naturantes (i. e., os fragmentos resolvidos nas bandas são de fita dupla). 
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Figura 66.7 Fotografia da aplicação de amostra e corante com tampão em poços de 
um gel de agarose, no aparelho de eletroforese em gel submarino. 


Em contraste, a maior parte das separações de RNA emprega condições 
desnaturantes (formamida ou glioxal) para eliminar a estrutura secun- 
dária das moléculas de fita única. As moléculas de RNA, sendo transcri- 
tos de DNA, são “pré-dimensionadas” e relativamente pequenas, dis- 
pensando a necessidade de digestão antes da eletroforese. 


Hibridização de ácido nucleico 


A hibridização é um conceito fundamental na bioquímica de áci- 
dos nucleicos. É definida como a interação entre moléculas de ácido 
nucleico de fita única para formação de uma molécula duplex (fita 
dupla) baseada no pareamento de bases complementares de suas 
respectivas sequências. A hibridização é uma consequência direta 
da estrutura estável de fita dupla do DNA em condições fisiológicas. 
Como discutido anteriormente, a hélice é formada por duas fitas de 
DNA antiparalelas que são unidas pela força combinada de numero- 
sas pontes de hidrogênio específicas existentes entre os pares de bases 
complementares, bem como pela blindagem hidrofóbica das bases 
contra um ambiente aquoso. Um aspecto central à reação de hibridiza- 
ção é a natureza reversível e base-sequéncia-especifica da ligação exis- 
tente entre as moléculas complementares separadas (fitas). 

Quando nenhuma das fitas de DNA é marcada, o processo de refor- 
mação da estrutura de fita dupla estável é referido como anelamento. 
Havendo marcação de uma das fitas (i. e., associada a um marcador 
passível de detecção por meio de algum mecanismo), a fita marcada 
é referida como sonda e o processo é denominado hibridização, pois 
ocorre formação de uma molécula híbrida entre a fita marcada e a fita 
sem marcação. Moléculas de RNA também podem participar do pro- 
cesso de hibridização. O pareamento de bases pode ocorrer entre fitas 
complementares de DNA, entre DNA e RNA e entre fitas complemen- 
tares de RNA, com consequente formação de estruturas em duplex de 
DNA-DNA, DNA-RNA ou RNA-RNA. Moléculas de duplexes com 
complementariedade exata em termos de sequência de bases formam 
estruturas mais estáveis, contudo pode haver formação de estruturas 
com graus variáveis de incompatibilidade de pares de bases, depen- 
dendo das condições. A relativa instabilidade desses duplexes incom- 
patíveis será refletida na menor temperatura de dissociação deles (T, 
mais baixa; ver Fig. 66.2). 

As condições ambientais podem ser manipuladas para controlar o 
grau de incompatibilidade de pares de bases que será tolerado em uma 
estrutura em duplex (i, e., o rigor da compatibilidade da sequência; 
Fig. 66.8). Pouco rigor diz respeito a condições como alto teor de sal, 
baixa temperatura e ausência de formamida, que favorecem a blinda- 
gem das bases hidrofóbicas contra o ambiente aquoso mesmo na falta 
de um alinhamento perfeito. A compatibilidade não necessariamente 
deve ser perfeita. As condições altamente rigorosas — temperatura ele- 
vada (próxima de T,), baixo teor de sal e alta concentração de forma- 
mida — permitirão que somente as estruturas de duplex mais perfeita- 
mente compatíveis mantenham a conformação helicoidal estável. 


Ensaios de hibridização: componentes básicos 


Quando a reação de hibridização é utilizada para analisar o conteúdo 
de ácido nucleico de uma amostra desconhecida, o processo é referido 
como ensaio de hibridização. A propriedade do pareamento de bases 
complementares permite que fragmentos de composição conhecida (a 
sonda) investiguem um fragmento desconhecido quanto à presença de 
sequências compatíveis (complementares). Todos os ensaios de hibri- 
dização, portanto, requerem vários elementos básicos: uma sonda, 
uma amostra, condições controladas permissivas de pareamento de 
bases complementares e um método de detecção específica de híbridos 
sonda-amostra. Cada um desses elementos será brevemente discutido 
adiante, bem como os formatos variáveis desenvolvidos para possibili- 
tar a execução e interpretação dos ensaios de hibridização. 


Sonda 

A especificidade da reação de hibridização é determinada pela sonda. 
Assim, a sonda é tão importante em um ensaio de hibridização quanto 
o anticorpo primário em um imunoensaio. Uma sonda consiste em 
um fragmento bem caracterizado de ácido nucleico, seja de DNA ou 
RNA. Na maioria dos formatos do ensaio, é a sonda que transporta 
para a reação o grupo reporter de detecção de moléculas hibridizadas, 
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Figura 66.8 Ilustração do rigor. Como o rigor da solução de hibridização é maior, 
um número menor de incompatibilidades é tolerado em um duplex híbrido. Quando 


o nível de rigor é muito alto, até mesmo uma incompatibilidade envolvendo um 
único par de bases vai desfazer o duplex. 


embora existam algumas variações. Os grupos reporter podem ser ou 
não radioativos (i. e., marcação por afinidade). 

Numerosas sondas são produzidas pela tecnologia de ácidos nucleicos 
recombinantes, conforme ilustra a Figura 66.9. Os plasmídeos — peque- 
nos segmentos de DNA de fita dupla circulares — são utilizados como 
vetores para propagar a sequência de interesse em bactérias. O segmen- 
to de interesse é introduzido no plasmídeo por meio de digestão e liga- 
ção mediadas por enzima de restrição, resultando na formação de uma 
nova molécula “recombinada” que conserva a habilidade de se propa- 
gar em bactérias e contém a sequência de DNA de interesse. Bactérias 
que contêm plasmídeo recombinante podem ser cultivadas em cultura, 
e os pequenos plasmídeos circulares podem ser facilmente isolados a 
partir do genoma bacteriano, com base no tamanho. São obtidas mui- 
tas cópias idênticas e, por esse motivo, o DNA com frequência é referi- 
do como clonado. Plasmídeos purificados podem ser utilizados como 
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Figure 66.9 Produção de DNA ou RNA clonados. Um fragmento de DNA ou RNA 
previamente convertido em cDNA pode ser inserido em um vetor de clonagem. 

O plasmídeo recombinante é transformado em hospedeiro bacteriano, no qual 
rapidamente se propaga em milhões de cópias. O fragmento de DNA multiplicado 
pode ser isolado por excisão por meio de enzimas de restrição, que reconhecem as 
sequências localizadas nas bordas do fragmento inserido (A). Alternativamente, esse 
fragmento de DNA pode ser utilizado para iniciar a transcrição do RNA in vitro com 
uma sequência promotora no plasmídeo (B). Esses sistemas também são utilizados 
para produzir RNA de fita dupla por clonagem de duas sequências complementares 
nas direções sense e antisense, tipicamente com auxílio de um espaçador que forma 
uma alça estabilizadora no fragmento de dsRNA (C). 
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ficidade da reação. Em diversas aplicações, a sequência de DNA inserida 
é separada da sequência do vetor por meio da digestão do plasmídeo 
isolado utilizando a mesma enzima de restrição originalmente empre- 
gada na construção da molécula recombinante. A sonda resultante de 
qualquer uma dessas abordagens consiste em uma molécula de DNA de 
fita dupla. Sondas de fita dupla precisam ser desnaturadas antes do uso, 
e o reanelamento da sonda limita a extensão da hibridização da sonda 
com o alvo. Um vetor plasmidial sem conteúdo de DNA clonado é em 
geral utilizado como controle negativo para esse tipo de sonda. 

Vetores plasmidiais têm sido construídos para incluir regiões de 
RNA promotor adjacentes à sequência de DNA inserida. Esses plas- 
mídeos recombinantes são utilizados para produzir transcritos de 
RNA do DNA inserido. Como resultado, obtém-se uma sonda de 
RNA de fita única que não sofre auto-hibridização. Controlar a orien- 
tação do DNA inserido em relação ao RNA promotor permite que 
os transcritos sejam produzidos na direção sense (igual ao mRNA) 
ou antisense (complementar ao mRNA). Em diversas aplicações, os 
transcritos sense formam sondas-controle negativo ideais para as rea- 
ções de hibridização com sondas antisense. A sonda de RNA ligada 
de modo inespecífico (i. e., RNA que não se encontra na estrutura de 
fita única estável) pode ser removida com o auxílio de uma RNAse 
específica para RNA de fita única. A labilidade do RNA exige que as 
sondas sejam manipuladas com extremo cuidado, a fim de evitar a 
degradação (técnica estéril; água e vidraria tratadas). 

As sondas recombinantes, tanto de DNA quanto de RNA, são geneti- 
camente complexas. Isso significa que essas sondas podem conter muitos 
quilobases de informação genética. Em contraste, as sondas produzidas 
por métodos sintéticos são segmentos de DNA relativamente curtos. As 
sondas de oligonucleotídeos produzidas por meio de reações químicas 
automatizadas usualmente medem de 15 a 45 bases de comprimento, 
sendo sintetizadas para produzir uma sequência de bases específica. 
Sondas hibridizadas com alto grau de especificidade podem ser proje- 
tadas com base nas informações de sequências disponibilizadas em ban- 
cos de dados. Essas sondas podem ser produzidas na direção sense ou 
antisense, a um custo relativamente baixo. Essas sondas curtas são fitas 
únicas, difundem-se no alvo e hibridizam de modo rápido em função do 
pequeno tamanho, além de serem bastante sensíveis a incompatibilida- 
des de até mesmo um único par de bases. A sensibilidade final alcançada 
pelas sondas de oligonucleotídeos é menor do que aquela apresentada 
pelas sondas recombinantes, por causa da limitada complexidade gené- 
tica. Múltiplas sondas de oligonucleotídeos dirigidas contra diferentes 
áreas de um mesmo alvo às vezes são utilizadas para melhorar a sensi- 
bilidade por meio da ampliação da representação da sequência-alvo na 
mistura de sondas. Essa abordagem é análoga ao uso de uma combina- 
ção de anticorpos monoclonais que reagem contra diferentes epitopos 
do mesmo complexo antigênico. 

Sondas mais longas do que aquelas obtidas por síntese química 
direta podem ser geradas por reação em cadeia da polimerase (PCR) 
ou outras tecnologias de amplificação. Essas sondas podem ser fitas 
únicas ou duplas, dependendo das condições adotadas, bem como 
podem ser tão longas quanto o produto da reação de amplificação. Na 
maioria dos casos, medem de 100 bps a 1 kb de comprimento. 


Amostra 


Se por uma lado a escolha e preparação da sonda são essenciais para 
a determinação da sensibilidade e especificidade do ensaio de hibridi- 
zação, por outro a contribuição do preparo da amostra para o suces- 
so do ensaio não pode ser negligenciada. Nas aplicações clínicas, as 
amostras de interesse podem ser bastante diferentes. Um laboratório 
de microbiologia, por exemplo, poderia prever o teste de amostras 
de sangue, urina, fezes e escarro. Pode ser difícil preservar a integri- 
dade dos RNA-alvos nessas condições, e até mesmo o DNA pode ser 
degradado pela manipulação inadequada. O objetivo da preparação 
da amostra é manter a integridade do ácido nucleico e disponibilizar a 
informação genética de interesse para interagir com a sonda. No caso 
de algumas aplicações, os requisitos de integridade do alvo determi- 
narão a opção pelo congelamento instantâneo ou adição de tampão 
de lise que contenha poderosos inibidores de RNAse e DNAse. Em 
outras aplicações, mais métodos de rotina de coleta de amostras per- 
mitirão que o alvo seja preservado de forma adequada. 


As similaridades físicas e químicas apresentadas pelos ácidos nuclei- 
cos, independentemente da fonte, permitem a utilização de métodos 
de extração e purificação uniformes. Para diversos ensaios, é preferí- 
vel realizar uma extensa purificação de DNA ou RNA para remover 
os inibidores das enzimas a serem adicionadas ao ensaio (como uma 
enzima de restrição ou polimerase) e maximizar a acessibilidade do 
alvo à sonda. Entretanto, os esquemas de purificação completa são 
demorados e requerem uma quantidade relativamente considerável de 
amostra inicial. Em numerosas aplicações, é possível empregar técni- 
cas simplificadas de purificação de amostra. As purificações em geral 
empregam lise celular (mecânica, química ou ambas), tratamento com 
protease e extração orgânica ou inorgânica. Hoje, existem métodos 
automatizados para padronizar e simplificar a extração de amostras. 


Condições controladas e permissivas de pareamento 
de bases complementares 

A sensibilidade e especificidade da reação de hibridização são em 
grande parte influenciadas pelo ambiente fisico-quimico durante a rea- 
ção e subsequente detecção/coleta de moléculas híbridas. Na prática, o 
coquetel de hibridização é o meio empregado no controle do ambiente 
da reação de hibridização. Sendo empiricamente projetado, esse coque- 
tel de hibridização consiste em uma mistura de reagentes selecionados 
para favorecer a interação dos ácidos nucleicos pelas pontes de hidro- 
gênio sequência-específicas, e não por meio da carga. Os componen- 
tes variam amplamente, no entanto, incluem tampões, sais, agentes 
desnaturantes (p. ex., formamida), polímeros de alto peso molecular, 
DNA ou RNA transportadores e diversos componentes adicionados 
para reduzir a interferência de fundo (p. ex., detergentes, albumina 
bovina sérica, Ficoll). Uma mistura complexa desse tipo é convenien- 
temente referida como coquetel. A força iônica tanto do coquetel de 
hibridização quanto das lavagens subsequentes é modulada com mais 
frequência pela concentração de um tampão de citrato de sódio em 
salina (SSC, saline sodium citrate), composto por cloreto de sódio (0,15 
mol/L) e citrato de trissódio (0,015 mol/L), pH 7. A notação abreviada 
para tais condições diz respeito à força do SSC (ou seja, 2 x SSC; 0,1 
x SSC). O grau de rigor final da reação de hibridização é controlado 
pela concentração de formamida e sal do coquetel de hibridização, pela 
temperatura em que ocorre a reação de hibridização e pela temperatu- 
ra e concentração de sal nas etapas de lavagem. 


Detecção dos híbridos 

Uma ampla variedade de técnicas tem sido aplicada na coleta e análise 
de híbridos específicos, os quais serão brevemente discutidos na pró- 
xima seção. Uma vez que os híbridos específicos tenham sido coleta- 
dos, os métodos de detecção obviamente estarão ligados aos métodos 
de marcação. Numerosas aplicações científicas e as primeiras aplicações 
clínicas dos ensaios de hibridização utilizavam marcações radioativas, 
como fósforo 32 (*P), iodo 125 ('*°I), enxofre 35 (°°S), carbono 14 
(**C) e trítio (CH), que eram detectadas por meio de autorradiografia ou 
contagem de cintilação. A atividade específica da marcação influencia- 
va diretamente a sensibilidade da detecção. Para as aplicações clínicas, 
buscaram-se alternativas à marcação radioisotópica. As sondas radio- 
ativas apresentam meia-vida relativamente curta, e isso torna instáveis 
os principais reagentes do ensaio de hibridização. Além disso, o risco 
imposto aos funcionários do laboratório e o custo do descarte de resi- 
duos radioativos contribuem para a necessidade de encontrar métodos 
não radioativos. As sondas com marcação não isotópica são reagentes 
estáveis, facilitando bastante a produção não comercial e padronização 
essenciais à reprodutibilidade do ensaio. 

A marcação não isotópica e os métodos de detecção de ácidos 
nucleicos apresentam muitas similaridades com os ensaios imunoqui- 
micos desenvolvidos para a detecção não isotópica de proteínas. Em 
algumas aplicações, os ácidos nucleicos estão diretamente ligados a 
um composto gerador de sinal, em geral um fluorocromo ou, às vezes, 
uma enzima. Essa situação é análoga aos imunoensaios, em que o anti- 
corpo primário é marcado. Os ácidos nucleicos são com frequência 
detectados de forma indireta, em ensaios que envolvem etapas múlti- 
plas e, em termos de conceito, assemelham-se a uma reação com anti- 
corpo indireto. A biotina, comumente utilizada como marcação por 
afinidade em imunoensaios, foi o primeiro marcador por afinidade a 
ser empregado para ácidos nucleicos (Langer, 1981). A própria bioti- 


na em si não gera nenhum sinal, contudo, é detectada por uma inte- 
ração de alta afinidade com moléculas de avidina ou estreptomicina 
que, por sua vez, são complexadas ou conjugadas a uma enzima gera- 
dora de sinal, fluorocromo ou partículas metálicas detectadas por dis- 
persão luminosa (Yguerabide, 2001). Numerosos grupos funcionais 
distintos foram desenvolvidos como marcadores não isotópicos, entre 
os quais a bromodeoxiuridina, digoxigenina e sulfona. Nesses casos, 
a detecção é feita com anticorpos de alta afinidade dirigidos contra o 
grupo funcional. Esses anticorpos usualmente estão associados a uma 
enzima ou fluorocromo gerador de sinal, que atuam como anticorpo 
secundário marcado em uma reação imuno-histoquímica. A biotina 
também pode ser detectada utilizando anticorpos antibiotina, em vez 
de uma molécula de avidina ou estreptavidina. 

Como as marcações por afinidade são detectadas com proteínas 
grandes e volumosas, como a avidina, ou um anticorpo, a disponibili- 
dade da marcação para detecção do reagente é um fator crucial para a 
determinação da sensibilidade. Aumentando o número de marcações 
por afinidade, torna-se desnecessário aumentar o número de molé- 
culas de detecção que serão ligadas ao ácido nucleico. Além disso, 
como as próprias marcações por afinidade são volumosas, o excesso 
de incorporação à molécula de ácido nucleico pode criar um obstá- 
culo estérico da reação de hibridização. Por esses motivos, a atividade 
específica da marcação por afinidade não controla diretamente a sen- 
sibilidade da detecção. 

Uma vantagem proporcionada pela detecção indireta das marcações 
por afinidade é a possibilidade de utilizar diversos métodos de detec- 
ção para a mesma marcação (Fig. 66.10). A biotina, por exemplo, 
pode ser detectada pela avidina ligada a uma enzima e subsequente 
detecção de formação de cor ou quimioluminescência, ou pela avi- 
dina com marcação fluorescente. Para todos os métodos não radio- 
ativos, a parte do ensaio que corresponde à detecção é crucial para 
a obtenção de uma sensibilidade ótima. Uma reação de hibridização 
efetiva pode ser arruinada por reagentes de detecção com interferên- 
cia de fundo ruim e geração de sinal precária. A escolha das enzimas 
de marcação (peroxidase versus fosfatase alcalina), de substrato enzi- 
mático (colorimétrico versus quimioluminescente) e até mesmo da 
fonte de reagentes é crítica para a obtenção de resultados ótimos. 


Formatos de ensaio de hibridização 


Foi desenvolvida uma ampla variedade de formatos de ensaio de 
hibridização, cada um dos quais projetado para solucionar os proble- 
mas metodológicos apresentados por esse ensaio: condições que per- 
mitem o pareamento de bases complementares específico, um método 
para detecção de híbridos e a interpretação do resultado. Cada método 
possui pontos fortes e pontos fracos, de modo que a escolha do forma- 
to seja determinada pelo cenário clínico e pela pergunta diagnóstica 
em particular. Não existe nenhum ensaio perfeito. Vários dos forma- 








Enzima (A) Avidna () Biotina Digoxigenina 


(MP) Marcação fluorescente L Antidigoxigenina 


Substrato (colorimétrico ou quimioluminescente) 


Figura 66.10 Exemplos de sistemas de detecção com sondas marcadas por 
afinidade. Os círculos azul-escuros representam o produto da reação catalisada 
pela enzima. (Adaptado com permissão de Unger ER, Piper MA: Nucleic acid 
biochemistry and diagnostic applications. In Burtis CA, Ashwood ER (eds): Tietz 
Textbook of Clinical Chemistry, 2nd ed. Philadelphia, PA, EUA, WB Saunders, 
1994.) 


tos básicos serão brevemente descritos, bem como seus pontos fortes e 
pontos fracos particulares. 

Cada ensaio de hibridização requer controles positivo e negati- 
vo para fins de validação. Um controle de amostra positivo é aquele 
que sabidamente contém sequências complementares à sonda. Isso é 
feito para estabelecer que a amostra seja devidamente preparada para 
liberar o alvo para o ensaio de hibridização, bem como para garantir 
que a sonda hibridize com o alvo específico nas condições do ensaio. 
Também pode ser utilizado um controle de amostra para monitorar a 
sensibilidade do ensaio, caso o controle positivo seja escolhido próxi- 
mo dos limites inferiores de detecção. Um controle de amostra nega- 
tivo (i. e., que sabidamente não contém sequências complementares a 
sonda) é utilizado para monitorar a especificidade das interações son- 
da-alvo. Os controles da sonda incluem sequências de vetor ou sondas 
não relacionadas marcadas, hibridizadas e detectadas sob condições 
de ensaio idênticas. Essas últimas condições permitem o monitora- 
mento do sinal de fundo gerado pela localização da sonda por meio 
de interações não hibridizadas, como a carga ou captura. Na prática 
clínica, controles adicionais podem ser empregados para monitorar 
cada etapa do ensaio de hibridização. 


Hibridização em fase líquida ou solução 

Nos ensaios de hibridização em fase líquida, tanto a amostra quanto 
a sonda interagem em uma solução que maximiza a cinética da reação. 
As amostras de ácidos nucleicos em geral são purificadas para elimi- 
nação de proteínas e lipídeos contaminantes que poderiam interferir 
na coleta dos híbridos ao final do ensaio. O ensaio tolera certo grau 
de degradação da amostra. A amostra é desnaturada e aleatoriamente 
compartilhada antes da adição de uma sonda de fita única desprovida 
da capacidade de auto-hibridização. 

A hibridização pode ser detectada pela ligação específica dos híbri- 
dos a uma matriz sólida, como a hidroxiapatita, que se liga apenas 
a estruturas em duplex. Uma vez que os híbridos estejam ligados, a 
sonda não hibridizada pode ser removida de modo eficiente por 
lavagem. A detecção da marcação na sonda ligada permite quantifi- 
car a reação de hibridização. Em uma variante dessa abordagem, um 
ensaio comercial (Hybrid-Capture) utiliza um anticorpo específico 
para híbridos de RNA-DNA para ligar especificamente estruturas em 
duplex constituídas pelo DNA-alvo e pela sonda de RNA. Uma análise 
alternativa envolve a digestão da mistura da reação de hibridização 
com a nucleasse SI — uma enzima que atua apenas em ácidos nuclei- 
cos de fita única. Estruturas em duplex resistentes à digestão podem, 
assim, ser precipitadas pelo tratamento com ácido tricloroacético. No 
ensaio de proteção de hibridização, a marcação da sonda fica protegi- 
da da degradação química apenas quando a sonda está envolvida em 
uma estrutura em duplex. 

Atualmente, estão em uso numerosas variações do ensaio de hibridi- 
zação em fase sólida. À cinética ideal, a tolerância às etapas simplificadas 
de purificação e certo grau de degradação da amostra tornam o ensaio 
adaptável para fins de aplicação clínica. É possível quantificar o produto 
da reação dependendo do sistema de detecção. O formato em fase de 
solução não permite identificar o tamanho do produto de hibridização. 
Reações com baixa positividade são de difícil interpretação, pois os bai- 
xos níveis de alvo específico e os níveis elevados de alvo com fraca reati- 
vidade cruzada produzirão resultados similares. A hibridização em fase 
de solução é adaptável ao formato em placa de 96 poços, com leitura 
do tipo ensaio imunossorvente ligado à enzima (ELISA), sendo possível 
prever um grau de automação cada vez maior para esse ensaio. 


Hibridização em fase sólida 

As variações dos ensaios de hibridização em fase sólida incluem 
a hibridização em ponto (dot) ou em mancha (blot), hibridização 
Southern, hibridização Northern, hibridizações por microarrays (DNA 
chips) e hibridização in situ. Nesses ensaios, a hibridização ocorre em 
ambiente bifásico, envolvendo uma fase sólida (em geral a amostra) 
e uma fase líquida (usualmente a sonda). A cinética da hibridização 
a um ácido nucleico ligado a um suporte sólido é bastante retardada, 
e a extensão da reação de hibridização é limitada. Essas desvantagens 
muitas vezes são superadas pela conveniência de contar com um meio 
sólido no qual ocorrem as múltiplas etapas do ensaio. 
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Nesse formato de ensaio, múltiplas amostras são imobilizadas em 
arranjo geométrico em uma membrana de nitrocelulose ou nylon. O 
nome do ensaio advém do formato de cada amostra na membrana. 
Quando as amostras são aplicadas manualmente, esse formato é mais 
aleatório (blot). Empregando tubos de distribuição comercializados 
no mercado, as amostras usualmente são aplicadas por meio de suc- 
ção e, nesse caso, apresentam formato bastante irregular na membra- 
na — arredondado (dot) ou alongado (slot). A matriz sólida permite 
que múltiplas amostras sejam processadas de modo simultâneo ao 
longo de todas as etapas do ensaio. Como todas as amostras e contro- 
les são expostos exatamente aos mesmos reagentes e condições, o grau 
de padronização do ensaio é maior. 

A extensão do preparo da amostra varia desde a purificação com- 
pleta dos ácidos nucleicos, antes da aplicação no filtro, até a aplica- 
ção direta da amostra não purificada. O ensaio tolera certo grau de 
degradação da amostra. Ácidos nucleicos purificados proporcionam a 
vantagem da maior disponibilidade para interação com a sonda, além 
de apresentarem menos problemas de interferência de fundo. A puri- 
ficação de amostras individuais, contudo, é um processo demorado e 
trabalhoso. As aplicações que utilizam a transferência direta da amos- 
tra não purificada consomem todo o arranjo em um procedimento 
simplificado de purificação, que usualmente envolve lise e desnatura- 
ção, digestão proteica e lavagem com detergente. Essa abordagem tem 
como vantagem a aplicabilidade a pequenas quantidades de amostra 
da amostra. Entretanto, a sensibilidade final da reação é menor, e a 
interferência de fundo por parte das interações inespecíficas da sonda 
pode tornar o ensaio pouco confiável. 

A interpretação dos resultados do ensaio de hibridização dot/blot é 
relativamente simples. Quando a hibridização é efetivada, é gerado um 
sinal no ponto especificado. Dependendo da marcação utilizada para 
geração de sinal, é possível quantificar os resultados. Todavia, usual- 
mente é fornecida apenas uma interpretação de sim/não (i. e., a amos- 
tra apresenta mais ou menos sinal do que as amostras adjacentes, bem 
como controles positivos e negativos). Os sinais fracos, que podem 
resultar de uma quantidade bastante pequena de alvo específico ou de 
uma grande quantidade de alvo apresentando reação-cruzada, podem 
causar problemas de interpretação. Não é disponibilizada nenhuma 
informação sobre o tamanho dos fragmentos de hibridização. 

Uma interessante variação do ensaio dot/blot é conhecida como 
ensaio dot/line blot reverso. Nesse formato, aplicado em situações 
nas quais a amostra deve ser testada com muitas sondas diferentes e a 
amostra precisa ser limitada, a marcação é trazida para o ensaio pela 
amostra. As sondas não marcadas, ou alvos, são fixadas ao suporte 
sólido em arranjo linear ou matricial. As áreas de formação híbrida 
específica são identificadas e interpretadas como no ensaio dot/blot 
padrão. Esse formato de ensaio é uma forma conveniente de identi- 
ficar o produto de um ensaio de amplificação (ver a seção seguinte 
e o Capítulo 67), como na tipagem do HLA (Bugawan, 1994) ou do 
papilomavírus humano (Gravitt, 1998). 


Hibridizações Southern e Northern 

Ambas as hibridizações, Southern e Northern, combinam a separa- 
ção eletroforética do ácido nucleico de teste à transferência para um 
suporte sólido e subsequente hibridização. Esses ensaios, portanto, 
não só fornecem informação sobre a ocorrência de hibridização, mas 
também possibilitam a determinação do peso molecular das espécies 
de hibridização. 

O procedimento original foi denominado hibridização por 
Southern blot ou Southern blotting em homenagem a seu inventor, 
E. M. Southern (Southern, 1975). Nesse ensaio, a amostra utilizada é 
o DNA. O northern blotting foi assim denominado em analogia aque- 
la técnica utilizando amostras de RNA. (Estendendo a analogia ainda 
mais, o western blot é um procedimento similar em que as proteínas 
são submetidas à eletroforese e transferência. Foi descrita uma técnica 
de southern-western blot, que consiste na separação e blotting de DNA, 
seguidos de incubação com soluções proteicas para possibilitar a ava- 
liação de proteínas de ligação ao DNA específicas.) 

A preparação da amostra é demorada e trabalhosa para ambas as 
técnicas. Os ensaios não toleram a degradação da amostra de ácido 


nucleico, além de requererem uma quantidade relativamente signifi- 
cativa de material inicial. Para as hibridizações Southern, o DNA deve 
ser purificado com o mínimo de cisalhamento possível, uma vez que o 
dimensionamento dos fragmentos de DNA é feito por meio da diges- 
tão com uma ou mais enzimas de restrição. O cisalhamento e a degra- 
dação introduzem quebras aleatórias na amostra, reduzindo a quan- 
tidade disponível para ser cortada de forma específica nas sequências 
de reconhecimento apropriadas. As impurezas presentes na amostra 
podem interferir na atividade e especificidade da sequência da enzima 
de restrição. Amostras parcial ou inadequadamente digeridas podem 
produzir tamanhos de bandas falsos ou resultar em uma concentração 
de banda específica tão reduzida que deixa de ser detectada durante a 
hibridização. No caso da hibridização Northern, o material inicial é 
o RNA, e é necessário tomar extremo cuidado para evitar sua degra- 
dação durante a coleta e o preparo da amostra, em razão da natureza 
ubiqua das RNAses. O RNA é constituído de fragmentos cujos tama- 
nhos são determinados pela transcrição e processamento de RNA 
mensageiro e ribossomal. Esse RNA não é digerido antes da eletrofo- 
rese, contudo, é separado sob condições desnaturantes para remoção 
da estrutura secundária. 

Os fragmentos são separados por tamanho no gel de agarose e, então, 
transferidos para um filtro de nylon ou nitrocelulose. Conforme o pro- 
jeto original, a transferência se dá de forma passiva, por ação capilar. A 
maioria das aplicações atualmente utiliza vácuo ou pressão para acele- 
rar a transferência. Após a transferência, os ácidos nucleicos são imobi- 
lizados por meio de ligação cruzada por ultravioleta ou cozimento, e a 
membrana é totalmente hibridizada com a sonda marcada. 

A hibridização é seguida da detecção autorradiográfica, colorimétri- 
ca ou quimioluminescente das bandas com sequências complemen- 
tares à sonda. À interpretação envolve tanto a detecção das espécies 
hibridizantes quanto a determinação do peso molecular da molécula. 
Esses ensaios tecnicamente exigentes requerem vários dias para serem 
realizados, mesmo assim pode ser necessário utilizá-los em aplicações 
clínicas nas quais outros formatos não são capazes de fornecer infor- 
mação. A presença de bandas de pesos moleculares diferentes daque- 
les das amostras normais ou da linhagem germinativa (inalteradas 
em termos de desenvolvimento) pode indicar que o material genético 
sofreu alguma alteração. 


Hibridização por microarray 
(“tecnologia do chip de DNA”) 

As hibridizações por microarray (microarranjo) podem ser conside- 
radas uma variação do formato dot/blot, em que o material pontilha- 
do é disposto em um padrão regular similar a uma grade, com cada 
característica reduzida a um tamanho bem pequeno. Dessa forma, de 
centenas a milhares de características podem ser colocadas sobre uma 
superfície sólida que, atualmente, é na maioria das vezes uma lâmina 
de vidro de microscopia. Por convenção, nessas aplicações, a amostra 
é marcada, e as características dispostas em arranjo são referidas como 
sondas. Os microarrays possibilitam traçar um amplo perfil transcri- 
cional ou determinar a sequência do genoma em um único experi- 
mento. À técnica e as aplicações são detalhadas no Capítulo 69. 


Hibridização in situ 

A hibridização in situ consiste na simples detecção de informação 
genética em um contexto morfológico. Esse tipo especializado de 
ensaio de fase sólida envolve a obtenção de amostras morfologicamen- 
te intactas de tecidos, células ou cromossomos fixadas em uma lâmina 
de vidro de microscopia por meio de um processo de hibridização. 
Para a detecção, têm sido empregados métodos autorradiográficos, 
colorimétricos e fluorescentes. A avaliação do produto final é bastante 
análoga à avaliação imuno-histoquímica e requer experiência em his- 
topatologia. O ponto forte do método consiste em associar a avaliação 
morfológica microscópica à detecção de hibridização. 

O método, discutido no Capítulo 69, também possui aplicações 
na análise citogenética da dispersão de cromossomos metafásicos ou 
núcleos interfásicos. Nesse contexto, a detecção usualmente é fluores- 
cente e a técnica é referida como hibridização in situ com fluorescén- 
cia (FISH). É possível detectar de maneira rápida aberrações numé- 
ricas ou translocações cromossômicas utilizando sondas para alvos 
específicos. À FISH elimina algumas das dificuldades da citogenética 


convencional e pode apresentar maior sensibilidade para certos alvos. 
Embora a FISH não substitua completamente a cariotipagem, pode 
complementar e reduzir a necessidade de uma análise citogenética 
frequente. Variações mais modernas da FISH (Luke, 1998) exploram 
as possibilidades de automatização (FISH-rápida) e têm expandido a 
informação que pode ser obtida em um único ensaio. A imunofenoti- 
pagem e citogenética de interfase por fluorescência como ferramenta 
de investigação de neoplasmas (FICTION, fluorescence immunopheno- 
typing and interfase cytogenetics as a tool for investigation of neoplasms) 
combina a imunofenotipagem à FISH. A FISH em fibra torna possí- 
vel detectar e mapear de modo simultâneo os pontos de quebra cro- 
mossômicos. A FISH é considerada em maiores detalhes no Capítulo 
69. A hibridização in situ pode ser uma técnica bastante trabalhosa e 
entediante. Aprimoramentos recentes, que resultaram na automatiza- 
ção do processamento das lâminas por meio do ensaio, representam 
bem mais significativamente uma promessa para a adoção mais ampla 
dessa técnica no futuro. 


Métodos de amplificação 


É quase impossível ler qualquer periódico médico sem se deparar com 
no mínimo uma aplicação da tecnologia da PCR. A PCR mudou para 
sempre o escopo das questões científicas a ser abordado para realmente 
eliminar o problema da limitação do tamanho da amostra. O reconhe- 
cimento da importância e elegância do conceito deu-se pela concessão 
do Prêmio Nobel de Química ao seu inventor, Kary Mullis, em menos 
de 10 anos após a publicação das primeiras aplicações práticas da PCR 
(Saiki, 1985). Atualmente, existem outras metodologias que resultam 
na multiplicação do alvo, sonda ou sinal. Tais metodologias podem ser 
agrupadas como tecnologias de amplificação, descritas no Capítulo 67. 


Ensaios baseados em polimorfismos 


Embora mais de 99% do genoma humano seja idêntico em todos os 
seres humanos, ainda existem milhões de regiões de DNA variáveis. 
Enquanto a maioria dos polimorfismos não produz consequências 
funcionais conhecidas, alterações nas regiões promotora ou intensifi- 
cadora podem resultar em alterações na regulação da transcrição, cau- 
sar variação de produtos de splice de mRNA (caso ocorra nas junções 
intron-éxon), ou produzir sequências de aminoácidos alteradas (se um 
éxon for afetado). O gene codificador do transportador da serotonina 
(5-HTTLPR), por exemplo, pode ser encontrado sob a forma de duas 
variantes alélicas alternativas caracterizadas por um polimorfismo de 
inserção/deleção envolvendo 44 pares de bases na região promotora. 
Esse polimorfismo foi associado à ocorrência de distúrbios depressi- 
vos significativos, sendo possível distinguir as duas versões alélicas 
por meio da amplificação por PCR da região de DNA relevante, com 
consequente formação de dois produtos de tamanhos distintos (Fig. 
66.11). A maioria das variações ocorre como alteração de uma base 
individual, conhecida como polimorfismo de nucleotídeo único (SNP, 
single nucleotide polymorphism). Um exemplo seria a alteração do frag- 
mento de DNA ACGT para ACTT, pela substituição da terceira base 
de guanina por timina. Dois indivíduos sem parentesco apresentarão 
cerca de três milhões de SNPs que são diferentes entre ambos. 

As características do reconhecimento enzimático sequéncia-especi- 
fico têm sido utilizadas desde a década de 1970, para detecção dessas 
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variações de sequências. Nesses ensaios, denominados polimorfismo 
de comprimento de fragmento de restrição (RFLP, “riflip”), o DNA é 
digerido por uma enzima de restrição e os fragmentos resultantes são 
analisados por eletroforese em gel, seguida da visualização das bandas 
ou análise de Southern blot utilizando sonda sitio-especifica. Alterações 
na sequência de DNA podem resultar na alteração da sequência de 
reconhecimento da enzima. Uma alteração SNP pode introduzir sítios 
de enzima de restrição adicionais, remover sítios de restrição ou inse- 
rir/deletar sequências entre os sítios de restrição. Essas alterações serão 
refletidas na mudança do tamanho da banda visualizada em um gel ou 
da hibridização à sonda sítio-específica. Embora a abordagem tenha 
sido empregada com sucesso considerável em estudos familiais, a RFLP 
é um método relativamente imperfeito. O polimorfismo de sequências 
somente pode ser detectado se a distância entre dois sítios de restrição 
for diretamente afetada e a maioria dos SNPs não for detectada. 

Em razão do tremendo potencial dos ensaios de polimorfismo para 
prever a herança de alelos alterados, esforços consideráveis foram 
empreendidos nos últimos anos a fim de melhorar a velocidade, pre- 
cisão e efetividade de custo desses métodos. A conclusão do Projeto 
Genoma Humano, em 2001, disponibilizou uma referência para com- 
paração de todos os demais dados de sequenciamento. Os pesquisado- 
res também estão fazendo a triagem sistemática do genoma em busca de 
novos SNPs. Foram desenvolvidos métodos de análise de SNPs de alto 
throughput, que fazem a varredura simultânea de milhares de SNPs em 
milhares de amostras. O mapeamento abrangente do padrão de SNPs 
de um indivíduo é igualmente denominado genotipagem. A genotipa- 
gem é algo mais simples, uma vez que é possível comparar uma forma 
de uma dada sequência genética conhecida (alelo) a uma forma alterna- 
tiva em um sítio predeterminado específico. Atualmente, utiliza-se uma 
ampla variedade de abordagens para discriminação alélica, sendo típi- 
co empregar uma combinação de técnicas moleculares. O leitor pode 
obter mais informações na referência de Chen & Sullivan (2002). 


Correlação com a avaliação laboratorial da 
doença 


Os próximos capítulos descrevem as atuais aplicações do diagnós- 
tico molecular. É evidente que essa nova tecnologia causou impacto 
em todas as áreas do diagnóstico laboratorial. Os métodos molecula- 
res também têm o potencial de redefinir a avaliação laboratorial das 
doenças para incluir aspectos que vão além de seu diagnóstico. 


Diagnóstico molecular 


As vantagens proporcionadas pela abordagem de diagnóstico mole- 
cular serão detalhadas para cada aspecto da aplicação atual. A crescen- 
te automação e os métodos comercialmente projetados reduziram os 
custos e o nível de conhecimentos técnicos necessários para a execu- 
ção dos testes. Cada vez mais, a tecnologia molecular está sendo inte- 
grada à corrente principal de testes laboratoriais. 

Detectar mutações e associá-las à doença constitui o objetivo cen- 
tral da atual explosão da informação na ciência médica, bem como de 
muitas aplicações no diagnóstico molecular. Uma das consequências 
mais importantes da revolução ocorrida na genética molecular foi o 
desenvolvimento da habilidade de localizar um gene responsável por 
uma dada doença sem conhecer o produto proteico correspondente. 


Figura 66.11 Exemplo de análise de polimorfismo 
por eletroforese em gel (tipagem alélica do gene 
codificador do transportador da serotonina 
[5-HTTLPR]). Foi sugerido que um polimorfismo de 
inserção/deleção envolvendo 44 pares de bases na 
região regulatória 5’ terminal está associado a um 
distúrbio depressivo significativo. A presença de 

dois alelos diferentes pode ser detectada por triagem 
utilizando iniciadores da reação em cadeia da 
polimerase em contracorrente e a jusante em relação 
ao sítio produtor de fragmentos de comprimentos 
distintos. Os amplicons, então, são separados por 
eletroforese em gel e corados com brometo de etídio. 
Um indivíduo pode ser homozigoto para a versão 
longa (alelo L = banda superior), heterozigoto com 
ambos os alelos (duas bandas) ou homozigoto para a 
versão curta (alelo C = banda inferior). 
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Denominado clonagem posicional, esse processo utiliza análises de 
ligação de RFLP de famílias que são portadoras e expressam a doença, 
a fim de localizar marcadores polimórficos cada vez mais próximos 
do gene determinante da doença até que este seja finalmente locali- 
zado. Marcadores polimórficos intimamente ligados e que tendem a 
segregar com a doença podem ser úteis em testes diagnósticos clíni- 
cos, mesmo antes de o gene ser totalmente caracterizado e da com- 
pleta identificação do produto proteico. Nesse cenário, os testes de 
diagnóstico molecular são desenvolvidos e utilizados primeiro, para 
depois serem substituídos por métodos mais simples e custo-efetivos 
direcionados ao nível do produto genético, quando as consequências 
da mutação são inteiramente conhecidas. 


Além do diagnóstico 


As análises moleculares têm o potencial de ampliar de maneira sig- 
nificativao papel do laboratório nas áreas que envolvem aspectos além 


do diagnóstico das doenças. A análise molecular das mutações somá- 
ticas no câncer tem o potencial de fornecer informações prognósticas, 
orientar a escolha de uma terapia ideal e monitorar a resposta à terapia. 
Esse assunto será discutido nos Capítulos 71 e 76. As implicações do 
uso de marcadores moleculares para detecção de células neoplásicas na 
ausência de evidências clínicas ou morfológicas de doença, conhecida 
como doença residual mínima, atualmente estão sendo exploradas em 
uma variedade de tipos de malignidades (ver Cap. 71). Também é pos- 
sível prever que essa abordagem do uso dos marcadores moleculares 
para detecção de doenças venha a causar impacto sobre os métodos 
secundários de prevenção ao câncer (triagem) e na avaliação da ade- 
quação da ressecção cirúrgica (avaliação das margens). A terapia gené- 
tica para doenças de herança genética, bem como para o câncer, vem 
sendo introduzida com base em conhecimentos detalhados acerca da 
doença subjacente. O monitoramento desses pacientes quanto à pre- 
sença e atividade dos genes terapeuticamente introduzidos acrescenta- 
rá outro aspecto na avaliação laboratorial da doença. 
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PONTOS-CHAVE 
e A tecnologia de amplificação de ácidos nucleicos 


criou novas oportunidades para que o laboratório clínico 


exercesse impacto na assistência prestada ao paciente. 


e Embora a PCR seja o método de amplificação de ácidos nucleicos 
mais desenvolvido e amplamente utilizado, existem outros métodos 
com aplicação diagnóstica. 

e As aplicações clínicas da tecnologia encurtam o caminho das 
disciplinas tradicionais na medicina laboratorial. 

e É importante que todos os envolvidos na prática da patologia 
clínica conheçam os princípios básicos, os pontos fortes e as 
limitações dos métodos de amplificação de ácidos nucleicos. 





O desenvolvimento da reação em cadeia da polimerase (PCR, poly- 
merase chain reaction), por Mullis et al. (Saiki, 1988), foi um marco 
na biotecnologia, que anunciou o nascimento do diagnóstico mole- 
cular. Embora a PCR seja o método de amplificação do DNA mais 
amplamente utilizado, foram desenvolvidas outras abordagens, entre 
as quais várias apresentam propriedades e vantagens exclusivas. Esses 
métodos baseiam-se na amplificação do alvo, da sonda ou de um sinal. 
Exemplos de cada categoria serão discutidos nas seções deste capítulo. 
Essas técnicas apresentam uma sensibilidade analítica sem preceden- 
tes na medicina laboratorial, criando novas oportunidades para que o 
laboratório clínico exerça impacto na assistência prestada ao paciente. 


Métodos de amplificação de alvo 


PCR, amplificação baseada em transcrição e amplificação por deslo- 
camento de fita são exemplos de métodos de amplificação-alvo. Todos 
eles compartilham algumas características fundamentais. Tratam-se de 
processos mediados por enzimas, nos quais uma ou múltiplas enzimas 
sintetizam cópias do ácido nucleico-alvo. Os produtos de amplificação 
de todas as técnicas são definidos por 2 oligonucleotídeos iniciadores, 
que se ligam a sequências complementares em fitas opostas de alvos 
constituídos por fitas duplas. Todos os processos resultam na produção 
de milhões a bilhões de cópias da sequência-alvo em questão de horas, 
sendo que, em cada caso, os produtos de amplificação podem servir de 
moldes para rodadas de amplificação subsequentes. Por causa disso, 
todas as técnicas são sensíveis à contaminação com moléculas de produ- 
tos oriundas de amplificações anteriores, o que pode acarretar a geração 
de resultados falso-positivos. Entretanto, foram desenvolvidos projetos, 
práticas e um fluxo de trabalho laboratorial especial destinados a reduzir 
a níveis aceitáveis a possibilidade de ocorrer reações falso-positivas. 


Reação em cadeia da polimerase 


A PCR é uma reação química in vitro simples, que permite a síntese 
de quantidades essencialmente ilimitadas de uma sequência de ácido 
nucleico-alvo. Para tanto, é necessário que uma DNA polimerase 
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copie uma fita de DNA, mediante condições adequadas. Em sua defi- 
nição mais simples, a PCR consiste em DNA-alvo, 2 oligonucleotídeos 
iniciadores em excesso molar, uma DNA polimerase estável ao aque- 
cimento, mistura equimolar de trifosfatos de desoxirribonucleotídeo 
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), MgCL, KCl e um tampão Tris-HCl. Os 
2 iniciadores, que flanqueiam a sequência a ser amplificada, medem 
tipicamente menos de 100 bases e são complementares às fitas opostas 
do alvo. 

A PCR é iniciada aquecendo-se a mistura da reação para que as 2 
fitas de DNA-alvo se separem (desnaturação). Em seguida, o conjunto 
é resfriado para permitir que os iniciadores se anelem ao DNA-alvo 
de forma sequéncia-especifica (anelamento) (Fig. 67.1). A DNA poli- 
merase, então, começa a estender cada iniciador em sua terminação 3' 
(extensão). Os produtos da extensão do iniciador são dissociados do 
DNA-alvo por aquecimento. Cada produto de extensão, bem como 
o alvo original, pode servir de molde para rodadas subsequentes de 
anelamento e extensão de iniciador. 

Um ciclo de PCR consiste em 3 etapas: desnaturação, anelamento e 
extensão. Ao final de cada ciclo, os produtos da PCR devem, teorica- 
mente, ter sido duplicados. Assim, após n ciclos de PCR, a sequência- 
alvo pode ser amplificada 2” vezes. Todo o procedimento é condu- 
zido em um termociclador programável, que controla precisamente 
a temperatura em que as etapas ocorrem, bem como a duração de 
cada reação a diferentes temperaturas e o número de ciclos. De modo 
ideal, uma amplificação equivalente a 1 milhão de vezes é obtida após 
20 ciclos de PCR e, após 30 ciclos, a amplificação conseguida é de 1 
bilhão de vezes. Na prática, a amplificação talvez não seja totalmente 
eficiente, em razão da falha em otimizar as condições da reação ou da 
presença de inibidores da DNA polimerase. Nesses casos, a amplifica- 
ção total é melhor descrita pela expressão: (1 + e)”, em que e é a efici- 
ência da amplificação (0 = e= 1) en é o número total de ciclos. 


Reação em cadeia da polimerase 
com transcriptase reversa (RT-PCR) 

A PCR foi originalmente descrita como uma técnica de amplificação 
de DNA. A PCR utilizando transcriptase reversa (RT-PCR) foi desen- 
volvida para amplificar alvos de RNA. Nesse processo, o DNA com- 
plementar (CDNA, complementary DNA) é produzido primeiramente 
a partir de RNAs-alvo por transcrição reversa e, em seguida, amplifi- 
cado por PCR. Como descrito originalmente, a RT-PCR empregava 2 
enzimas: uma transcriptase reversa sensível ao calor (p. ex., transcrip- 
tase reversa do virus da mieloblastose aviária |AMV-RT]|) e uma DNA 
polimerase termoestável. Em razão dos requerimentos de temperatura 
da enzima termossensível, era necessário que a síntese de cDNA ocorres- 
se a temperaturas mais baixas. Isso era problemático, tanto em termos de 
anelamento de iniciador inespecífico quanto em extensão de iniciador 
ineficiente em decorrência da formação de estruturas de RNA secun- 
dárias. Uma parte significativa desses problemas foi solucionada com 
o desenvolvimento de uma DNA polimerase termoestável derivada de 
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Figura 67.1 Reação em cadeia da polimerase. (Redesenhado de Wolk, 2001.) 


Thermus thermophilus. Essa enzima, sob condições apropriadas, é capaz 
de atuar de modo eficiente como transcriptase e como DNA polimerase 
(Myers, 1991). As RT-PCRs realizadas com essa enzima são mais espe- 
cíficas e eficientes, se comparadas aos protocolos anteriores, que utili- 
zavam transcriptase reversa termossensível convencional. Existem kits 
comerciais (AMPLICOR, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) com 
RT-PCR de enzima única disponíveis para detecção de RNA do vírus 
da hepatite C (HCV), bem como para quantificação de RNA do vírus 
da imunodeficiência humana (HIV)-1 e do HCV em amostras clínicas. 

Embora a RT-PCR de enzima única apresente melhor sensibilida- 
de e eficiência para detecção de alvos problemáticos, ainda existem 
muitas aplicações que empregam sistemas de 2 enzimas. Atualmente, 
são comercializadas transcriptases reversas termossensíveis modifica- 
das e misturas de transcriptases reversas otimizadas, que apresentam 
especificidade e eficiência aprimoradas. A realização de uma reação de 
transcrição reversa utilizando iniciadores de sequência aleatórios per- 
mite realizar análises de PCR de múltiplos alvos a partir de uma única 
reação de transcrição reversa. Essa reação pode ser realizada utilizan- 
do iniciadores de oligo-dT, fornecendo cDNA apenas para mRNAs. 
Esse esquema também permite que a PCR seja realizada para múlti- 
plos alvos a partir de uma única reação de transcrição reversa. 
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Reação em cadeia da polimerase aninhada 
(nested-PCR) 

A PCR aninhada (nested-PCR) foi desenvolvida para aumentar 
a sensibilidade e a especificidade da PCR (Haqqi, 1988). A técnica 
emprega 2 pares de iniciadores de amplificação e envolve 2 rodadas 
de PCR. Tipicamente, um par de iniciador é utilizado na primeira 
rodada (15 a 30 ciclos). Os produtos dessa rodada de amplificação, 
então, são submetidos a uma segunda rodada, empregando o segun- 
do conjunto de iniciadores, que se anelam a uma sequência interna 
da sequência amplificada pelo primeiro conjunto. A sensibilidade 
aumentada é obtida a partir do número total de ciclos, enquanto a 
maior especificidade está associada ao anelamento do segundo con- 
junto de iniciadores às sequências encontradas apenas nos produ- 
tos da primeira rodada, verificando, assim, a identidade do produto 
gerado nessa rodada. A principal desvantagem da nested-PCR é a 
elevada taxa de contaminação que pode ocorrer durante a transfe- 
rência dos produtos da primeira rodada para o segundo tubo, para 
prosseguimento da segunda rodada de amplificação. Essa conta- 
minação pode ser evitada pela separação física das misturas da pri- 
meira e da segunda rodadas de amplificação com o auxílio de uma 
camada de cera ou óleo, ou por meio do planejamento de protocolos 


de amplificação utilizando apenas um tubo. Na prática, a maior sen- 
sibilidade proporcionada pelos protocolos de nested-PCR raramente 
se faz necessária em aplicações diagnósticas, sendo que a identidade 
de um produto de amplificação em geral é confirmada por meio da 
hibridização a uma sonda de ácido nucleico. 


Reação em cadeia da polimerase multiplex 

Na multiplex-PCR, 2 ou mais conjuntos de iniciadores, projetados 
para a amplificação de diferentes alvos, são incluídos na mesma mis- 
tura reativa (Chamberlain, 1988). Com essa técnica, é possível coam- 
plificar em um único tubo mais de uma sequência-alvo de uma amos- 
tra clínica. Os iniciadores utilizados nas reações complexas devem ser 
escolhidos com cuidado, de modo que as temperaturas de anelamento 
sejam semelhantes, e não devem ser complementares entre si, para 
evitar a formação de dímeros de iniciadores e, consequentemente, 
reações ineficazes. As multiplex-PCRs são mais complicadas e, muitas 
vezes, menos sensíveis que as reações de PCR com conjunto único de 
iniciadores. No entanto, a multiplex-PCR permite detectar múltiplos 
alvos a partir de uma única amostra em apenas uma reação. 


Reação em cadeia da polimerase 
quantitativa de ponto final 

Deve haver uma relação linear entre a quantidade fornecida de 
moldes e a quantidade de produtos de amplificação. Entretanto, 
como a quantidade final de produto de PCR depende da amplifica- 
ção exponencial da quantidade inicial de moldes, diferenças mínimas 
em termos de eficiência de amplificação podem acarretar disparida- 
des imprevisíveis bastante significativas no rendimento do produto 
final (Clementi, 1993). As diferenças existentes entre um tubo e outro 
podem depender da preparação da amostra, dos procedimentos de 
purificação do ácido nucleico, da presença de inibidores e do desem- 
penho do termociclador. Por esses motivos, a simples quantificação 
dos produtos acumulados ao final da reação e o uso de curvas-padrão 
não são suficientes para determinar com segurança a quantidade de 
moldes inicialmente presente na amostra. 

Foram desenvolvidas várias estratégias baseadas em PCR para quan- 
tificar com acurácia alvos de DNA e RNA em amostras clínicas. A 
abordagem por PCR competitiva (cPCR, competitive PCR) mostrou- 
se uma técnica confiável e robusta para aplicações clínicas (Gilliland, 
1990; Piatak, 1993). O conceito básico por trás da cPCR é a coampli- 
ficação em um único tubo de reação de 2 moldes diferentes, que pos- 
suem comprimentos iguais ou semelhantes e as mesmas sequências 
de ligação de iniciador. Como ambas as sequências são amplificadas 
com o mesmo par de iniciadores, é possível garantir termodinâmi- 
cas idênticas e uma amplificação eficiente. É preciso saber a quanti- 
dade de um dos moldes e, após a amplificação, os produtos de ambos 
moldes devem ser distinguíveis. Diferentes tipos de competidores 
têm sido utilizados na cPCR, contudo aqueles mais efetivos geral- 
mente são similares em termos de tamanho e composição de bases. 
Competidores a RNA devem ser utilizados em RT-PCRs, para resol- 
ver o problema da eficiência variável da transcrição reversa. 

O rendimento da PCR em termos de produto é descrito pela equa- 
ção: Y = I(1 + e)”, em que Y é a quantidade de produtos de PCR, I é a 
quantidade de molde presente no início da reação, e é a eficiência da 
reação e n é o número de ciclos. Na cPCR, essa equação vale para ambos 
os moldes, sendo escrita da seguinte forma: competidor, Y, = I(1 + e) 
"; alvo, Y, = I,(1 + e)”. Como e e n são os mesmos para competidor e 
alvo, a proporção relativa de produtos Y/Y, depende diretamente da 
proporção de suas concentrações iniciais I/I, sendo que a função Y,/ 
Y, = IJI, é linear. 

Em teoria, uma única concentração de competidor é suficiente para 
quantificar uma quantidade desconhecida de alvo sem utilizar uma 
curva-padrão. Entretanto, como a análise de 2 espécies de moldes 
presentes em uma amostra em quantidades bastante diferentes pode 
ser uma tarefa difícil e imprecisa na prática, a cPCR geralmente era 
feita empregando várias concentrações de competidor dentro da faixa 
de concentração esperada do alvo. Todavia, essa abordagem não for- 
neceu resultados mais acurados que aqueles obtidos com o uso de 
uma única concentração de competidor em um estudo sobre diver- 
sas abordagens para padronização da cPCR (Haberhausen, 1998). Os 
ensaios de PCR quantitativa de ponto final comerciais, para detec- 


ção de HIV-1 e HCV (Amplicor Monitor Tests, Roche Diagnostics, 
Indianapolis, IN), empregam uma única concentração de competidor 
para determinar a concentração inicial de alvo. 

A próxima geração de ensaios de PCR quantitativa para laboratórios 
clínicos empregará métodos homogêneos cinéticos (em tempo real) 
de detecção de produtos (Barbeau, 2004) (ver próxima seção). Esses 
métodos proporcionam medidas mais precisas das concentrações ini- 
ciais de moldes, pois a análise é realizada no início da fase log de acú- 
mulo de produtos e, como resultado, os métodos são menos propen- 
sos aos erros decorrentes das diferenças de eficiência de amplificação 
de uma amostra em relação a outra. 


Reação em cadeia da polimerase em tempo real 
(homogênea, cinética) 

A PCR em tempo real consiste em um método no qual as etapas 
de amplificação e detecção do alvo ocorrem de modo simultâneo, no 
mesmo tubo (homogênea). Esse tipo de método requer termocicla- 
dores especiais, dotados de óptica de precisão que permita monitorar 
a emissão de fluorescência a partir dos poços contendo amostra. Um 
software dá suporte ao termociclador no monitoramento dos dados 
durante cada ciclo da PCR (cinética), além de gerar um gráfico de 
amplificação para cada reação. A Figura 67.2 ilustra um gráfico de 
amplificação típico. Esse gráfico mostra o sinal de fluorescência nor- 
malizado emitido pelo reporter (R,,) a cada número de ciclo. Nos ciclos 
iniciais, ocorrem poucas alterações na quantidade de fluorescência. 
Isso define o nível basal representado pelo gráfico. Um aumento supe- 
rior ao nível basal aponta a detecção de produtos de PCR acumulados. 
Para identificar as amostras positivas, é possível estabelecer um limiar 
fixo de fluorescência acima do nível basal. O ciclo de PCR em que a 
fluorescência da amostra ultrapassa esse limiar é definido como limiar 
do ciclo (C,). Existe uma relação linear inversa entre o logaritmo da 
concentração inicial do alvo e o C,. Alternativamente, o número do 
ciclo correspondente à alteração máxima da taxa de fluorescência, a 
segunda derivada máxima, apresenta uma relação similar com a con- 
centração de alvo inicial. 

No formato mais simples, o produto da PCR é detectado à medida 
que vai sendo produzido, com auxílio de corantes fluorescentes que 
se ligam preferencialmente ao DNA de fita dupla. O SYBR Green I é 
um dos corantes que têm sido empregados nesse tipo de amplifica- 
ção (Morrison, 1998). No estado livre, a fluorescência emitida é rela- 
tivamente baixa. Contudo, quando o corante se liga ao DNA de fita 
dupla, a emissão de fluorescência é consideravelmente intensificada. 
O corante com afinidade pelo DNA se ligará a qualquer DNA de fita 
dupla e, portanto, se ligará da mesma forma aos produtos específicos 
e inespecíficos da PCR. A especificidade da detecção pode ser apri- 
morada por meio da análise da curva de desnaturação. Conforme a 
temperatura é lentamente aumentada, as 2 fitas do amplicon sofrem 
desnaturação e se separam, ao mesmo tempo que a intensidade da 
fluorescência diminui. Os dados são transformados e analisados por 
meio da representação gráfica da primeira derivada da emissão de flu- 
orescência no eixo y e da temperatura no eixo x. O produto específico 
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Figura 67.2 Gráfico da amplificação por PCR em tempo real. (Redesenhado de 
Applied Biosystems.) 
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tada por meio da adição de sondas de hibridização à mistura das rea- ndo 

= ções. Essas sondas são marcadas com corantes fluorescentes ou com os 
combinações de um corante fluorescente a um corante de extinção. 3 5 
No ensaio de PCR com 5’ nucleasse (Taqman), a atividade 5'-3º exo- e E 3. 
nuclease da Taq DNA polimerase é utilizada para clivar uma sonda de Iniciador de 
hibridização não extensível durante a fase de extensão do iniciador da retrocesso 
PCR (Holland, 1991). Essa abordagem emprega sondas de hibridiza- Desi to de fit 
ção fluorogénicas duplamente marcadas. Um dos corantes fluorescen- PE 
tes atua como reporter, e seu espectro de emissão é extinto pelo outro a E 


corante fluorescente. A degradação da sonda de hibridização por ação 
da nuclease libera o corante reporter, acarretando um aumento de seu 
pico de emissão de fluorescência (Fig. 67.3). O aumento da emissão 
de fluorescência indica que um produto de PCR específico foi gerado, 
sendo que a intensidade da fluorescência está relacionada à quantida- 
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que o sinal é gerado apenas quando o iniciador e a sonda estão ligados o > ; 
a mesma fita-molde. A 4 


As sondas de transferência de energia de ressonância de fluorescên- 
cia (FRET, fluorescence resonance energy transfer) também podem ser 
utilizadas para detectar o produto de PCR à medida que ele é gerado 
(Lay, 1997). Esse método requer 2 sondas oligonucleotídicas sequên- 
cia-específicas especialmente projetadas. Essas sondas de hibridização 
são projetadas para hibridizarem próximas entre si, junto à molécula 
do produto. Conforme ilustra a Figura 67.4, a terminação 3° de uma 
das sondas é marcada com um corante doador, enquanto a termina- 
ção 5° da outra sonda é marcada com um corante receptor. O corante 
doador é excitado por uma fonte luminosa externa e, em vez de emitir 
luz, transfere sua energia ao corante receptor por meio de um processo 
denominado FRET. O corante receptor excitado emite luz a um com- 
primento de onda maior que aquele em que se dá a emissão do corante 
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Figura 67.3 Mecanismo de geração de sinal em ensaios de PCR 5’ nuclease. 
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doador livre. A intensidade da emissão luminosa do corante receptor é 
proporcional à quantidade de produto de PCR existente. | 

A detecção e a quantificação em tempo real do produto de PCR tam- 
bém podem ser feitas utilizando-se guias moleculares (Tyagi, 1998). 
Os guias moleculares são sondas oligonucleotídicas com formato de 
grampo de cabelo, contendo um fluoróforo internamente extinto. A 
fluorescência desse fluoróforo é restaurada quando a sonda se liga ao 
ácido nucleico-alvo (Fig. 67.5). Essas sondas-guia são projetadas de 
tal modo que a porção da alça de sua molécula seja complementar à 
sequência-alvo. O tronco é formado pelo anelamento das sequências 
do braço complementar nas terminações da sonda. Um corante fluo- 
rescente é fixado a uma das terminações de um dos braços da sonda, 
e uma molécula de extinção (quencher) é fixada na terminação do 
braço oposto. O tronco mantém o fluorocromo e a molécula de extin- 
ção próximos entre si, de modo a evitar a emissão de luz. A sonda, 
ao encontrar uma molécula-alvo, forma um híbrido mais comprido e 
estável que o tronco e sofre alterações conformacionais que forçam o 
tronco a se separar. Com isso, o fluoróforo e a molécula de extinção se 
afastam um do outro e, assim, a fluorescência é restaurada. 

Não é absolutamente necessário ter uma estrutura de tronco-alça 
para utilizar sondas não hidrolisáveis em aplicações de PCR em tempo 
real. As sondas de extinção escuras contêm um fluoróforo na termina- 
ção 5 e uma molécula de extinção não fluorescente na terminação 3° 
(Afonina, 2002). A fluorescência é extinta quando a sonda apresenta 
uma configuração aleatória em espiral, e é emitida quando a sonda se 
anela à sequência-alvo. Similarmente às sondas-guia moleculares ou 
sondas FRET, a DNA polimerase não degrada essas sondas durante a 
amplificação do alvo. Como não é fluorescente, a molécula de extinção 
escura não contribui para o sinal de fundo. Isso proporciona a vanta- 
gem de uma melhor proporção sinal/ruído no sistema de detecção, 
o que pode intensificar a sensibilidade. Essas sondas também incor- 
poram um composto estabilizador de hibridização, conhecido como 
ligador de sulco menor (MGB, minor groove binder). Trata-se de uma 
molécula pequena, em forma de crescente, que se liga covalentemente 
à terminação 3º da sonda. Esta, por sua vez, estende-se por cerca de 3 
a 4 nucleotídeos e se ajusta ao menor sulco do DNA, no qual forma 
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Figura 67.4 Sondas de transferência de energia de ressonância com fluorescência. 
(Redesenhado de Wolk, 2001.) 


pontes de hidrogênio com o molde. O ligador de sulco menor permite 
a utilização de sondas mais curtas e possibilita um melhor nivelamen- 
to da T; com consequente melhora da especificidade da reação de 
detecção (Kutyavin, 2000). 











Figura 67.5 Sondas-guia moleculares. (Redesenhado de Wolk, 2001.) 


Os métodos de PCR em tempo real reduzem o tempo necessário para 
realizar os ensaios de detecção de ácido nucleico, porque dispensam as 
etapas de processamento pós-PCR. Do mesmo modo, como a ampli- 
ficação e a detecção ocorrem no mesmo tubo fechado, esses métodos 
eliminam as manipulações de pós-amplificação que podem causar con- 
taminação laboratorial com amplicon. Além disso, os métodos de PCR 
em tempo real são bastante úteis para aplicações quantitativas, pois a 
análise é realizada ainda no início da fase logarítmica de acúmulo do 
produto e, em consequência, é menos propensa aos erros que podem 
resultar das diferenças de eficácia da amplificação entre as amostras. 


Reação em cadeia da polimerase de ciclo rápido 

Enquanto os métodos de PCR em tempo real exerceram impacto 
significativo no tempo de ensaio, sua redução para os diversos for- 
matos de PCR continua sendo alvo de considerável atenção. A PCR 
de ciclo rápido não difere quimicamente dos outros formatos de PCR 
padrão (Wittwer, 1991). As polimerases empregadas na PCR são 
capazes de incorporar de 35 a 100 nucleotídeos/segundo. É evidente 
que a maior parte do tempo consumido na execução da PCR se des- 
tina a equilibrar a temperatura para a solução, a fim de possibilitar 
um anelamento e uma extensão eficientes. Igualmente, gasta-se um 
tempo significativo na mudança de temperatura. Reduzindo o perfil 
térmico da solução, com a utilização de tubos ou capilares de parede 
delgada que forcem a solução reativa a entrar em colunas ou lâminas 
de líquidos, é possível melhorar as taxas de transferência térmica e as 
taxas de equilíbrio, de modo a reduzir significativamente o tempo de 
termociclagem. Em sistemas altamente otimizados, é possível aproxi- 
mar-se da taxa de processabilidade ideal da polimerase, sendo possível 
realizar 40 ciclos de PCR em 30 minutos ou menos utilizando quimi- 
cas de PCR padrão ou de PCR em tempo real. 


Amplificação baseada em transcrição 

A amplificação baseada em transcrição engloba a amplificação 
mediada por transcrição (TMA, transcription-mediated amplification) 
e a amplificação baseada na sequência de ácido nucleico (NASBA, 
nucleic acid sequence-based amplification). Ambas, TMA e NASBA, 
são técnicas isotérmicas de amplificação de ácido nucleico que, ape- 
sar de discretamente distintas na prática, são idênticas em termos de 
conceito e serão descritas juntas (Kwoh, 1989; Compton, 1991). TMA 
e NASBA são propriedades intelectuais do Gen-Probe (San Diego, 
CA) e do BioMérieux (Durham, NC), respectivamente. Essas técnicas 
essencialmente recapitulam a replicação retroviral in vitro, converten- 
do o RNA em DNA e, em seguida, utilizando o DNA como molde 
para transcrição de múltiplas cópias de RNA. 

O processo começa com um RNA-alvo que, na maioria dos casos, 
existe como entidade de fita única, eliminando a necessidade de des- 
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naturação térmica do molde antes da realização da amplificação (Fig. 
67.6). Um DNA iniciador sequência-específico se liga ao RNA-alvo. A 
transcriptase reversa, então, estende o iniciador e cria um heteroduplex 
DNA-RNA. A terminação 5° do iniciador sequência-específico contém 
o promotor para uma polimerase do bacteriófago T7. A presença desse 
promotor T7 na terminação 5’ do iniciador resulta na síntese de uma fita 
de DNA complementar ao RNA-alvo inicial, que contém o promotor T7 
em sua terminação 5’. No caso do TMA, a própria enzima transcripta- 
se reversa degrada o molde de RNA inicial enquanto sintetiza seu DNA 
complementar. Na NASBA, uma enzima à parte (RNAse H) degrada 
o molde de RNA inicial. A RNAse H cliva seletivamente o RNA que é 
heteroduplicado em DNA, e não em RNA isolado. Em ambos os casos, 
a fita única de DNA complementar resultante contendo a sequência 
promotora de T7 se liga a um segundo iniciador por meio da termina- 
ção 3°. A DNA polimerase inicia o alongamento a partir desse segundo 
iniciador, resultando na síntese de uma molécula de DNA de fita dupla 
que contém um promotor T7 intacto. Essa molécula de DNA, então, 
pode servir de molde para a polimerase T7 — uma enzima de bacterió- 
fago que reconhece especificamente o promotor T7 e sintetiza múltiplas 
cópias de RNA. Cada uma das moléculas de RNA recém-sintetizadas 
está em antissentido (antisense) em relação ao alvo inicial, por isso elas 
conseguem se hibridizar ao segundo iniciador. A transcriptase reversa, O 
segundo iniciador, a RNAse H e a DNA polimerase, então, utilizam essa 
molécula de RNA antisense como molde para sintetizar novos moldes de 
DNA de fita dupla, que, por sua vez, produzem mais moldes de RNA. 
Utilizando esses métodos, é possível amplificar o RNA-alvo 10º vezes em 
até 2 horas. 

TMA e NASBA proporcionam diversas vantagens em relação às téc- 
nicas de amplificação de RNA. Talvez a vantagem mais significativa 
seja a eliminação da necessidade da desnaturação inicial para que ocor- 
ra a amplificação. Com isso, as sequências de DNA não são desnatura- 
das e, assim, tornam-se incapazes de se ligar aos iniciadores durante a 
reação. A contaminação do DNA pode ser particularmente problemá- 
tica quando técnicas como a PCR são utilizadas em ensaios de detecção 
de transcritos de RNA retroviral ou genes eucariônticos sem introns. 
NASBA e TMA eliminam o problema de contaminação do DNA que 
fornece determinações de RNA falsamente elevadas. Uma segunda 
vantagem reside no fato de essa tecnologia utilizar processos isotér- 
micos que evidenciam a necessidade de termocicladores sofisticados. 
A combinação dessa tecnologia ao uso de guias moleculares ou outras 
sondas sequência-específicas, que podem ser adicionadas diretamente 
à mistura de amplificação, cria um sistema de tubo fechado útil na pre- 
venção da contaminação cruzada do amplicon em laboratório. 

NASBA e TMA são empregadas com sucesso em uma varieda- 
de de aplicações. Essas técnicas têm sido utilizadas na detecção de 
alguns patógenos, incluindo vírus, como HIV, HCV, varicela-zóster, 
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citomegalovírus (CMV), rinovírus, enterovírus, sarampo e papilo- 
ma vírus humano, e bactérias, como Mycobacterium tuberculosis, 
Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma pneumo- 
niae e Campylobacter jejuni. Além disso, foram desenvolvidos testes 
quantitativos para HIV e HCV utilizando essa tecnologia. Também 
foram descritas aplicações genéticas humanas, como a tipagem HLA e 
a detecção da mutação do fator de Leiden V. 

Em resumo, TMA e NASBA são técnicas de amplificação de RNA iso- 
térmicas, de aplicabilidade disseminada e que proporcionam diversas 
vantagens exclusivas, distintas das oferecidas por outros métodos de 
amplificação, especialmente em termos de eliminação dos problemas de 
contaminação do DNA, sobretudo aqueles associados aos genes retrovi- 
rais e sem introns. A combinação dessas técnicas ao uso de sondas fluo- 
rescentes possibilita a amplificação em tempo real, tubo fechado e etapa 
única, dispensando a necessidade de ciclagem térmica. 


Amplificação por deslocamento de fita 


A amplificação por deslocamento de fita (SDA, strand-displacement 
amplification) é uma técnica de amplificação de molde isotérmica que 
pode ser utilizada para detecção de quantidades mínimas de DNA ou 
RNA de uma determinada sequência em particular. A SDA foi des- 
crita pela primeira vez como um processo de amplificação direto que 
apresenta algumas limitações técnicas (Walker, 1992a, 1992b). Desde 







Duplex RNA-DNA 


a sua descrição inicial, contudo, a técnica evoluiu e se transformou 
em uma ferramenta altamente versátil e de execução simples, embora 
conceitualmente complexa. 

No atual processo de iteração, a SDA é realizada em 2 fases distin- 
tas: geração de alvo e amplificação exponencial do alvo (Little, 1999). 
Apenas a fase de amplificação do alvo é ilustrada na Figura 67.7. Na 
fase de geração de alvo, uma fita dupla de DNA-alvo é desnaturada e 
hibridizada em 2 pares de iniciadores distintos, chamados de iniciador 
amortecedor (bumper) e iniciador de amplificação. Os iniciadores de 
amplificação incluem a sequência da endonuclease de restrição de fita 
única para BsoB1, localizada na terminação 5' da sequência de ligação- 
-alvo. Os bumpers são mais curtos e se anelam ao DNA-alvo em sentido 
oposto à região a ser amplificada. Na presença de BsoB1, DNA polime- 
rase livre de exonuclease e de uma mistura dNTP consistindo de dUTP, 
dATP, dGTP e dCTP tiolada (C,), são gerados produtos de extensão 
simultânea de ambos os iniciadores (bumper e de amplificação). Esse 
processo desloca os produtos dos iniciadores de amplificação, que estão 
disponíveis para hibridização com os produtos da fita oposta com ini- 
ciadores bumper e de amplificação da fita oposta. 

A extensão simultânea dos iniciadores da fita oposta produz fitas com- 
plementares aos produtos formados pela extensão do primeiro iniciador 
de amplificação com C, incorporado ao sítio de clivagem de BsoB1. Esse 
produto entra na fase de amplificação exponencial do alvo da reação. 
A enzima BsoB1 reconhece o sítio de fita dupla, porém, como uma das 
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Figura 67.7 Amplificação por deslocamento de fita. (Redesenhado de Wolk, 2001.) 


fitas contém Cs, esse sítio sofre apenas um entalhe, em vez de ser clivado 
pela enzima. A DNA polimerase, em seguida, liga-se ao entalhe e começa 
a sintetizar uma nova fita, ao mesmo tempo em que desloca a fita no 
mesmo sentido. Essa etapa recria as espécies de fita dupla com sequência 
de reconhecimento da endonuclease de restrição hemimodificada, bem 
como as repetições de entalhes iterativos e processos de deslocamento. 
As fitas deslocadas são capazes de se ligar aos iniciadores da fita oposta, 
que promovem a amplificação exponencial das sequências-alvo. 

Esses produtos de fita única também se ligam às sondas de detecção 
utilizadas na detecção por PCR em tempo real. As sondas detectoras 
são moléculas de DNA de fita única marcadas com fluoresceina e roda- 
mina. À região localizada entre essas marcações engloba uma estrutura 
de tronco-alça. A alça contém o sítio de reconhecimento da enzima 
BsoBl. As sequências-alvo específicas estão situadas em posição 3' 
em relação à marcação da rodamina. Na ausência do alvo específico, 
a estrutura de tronco-alça é mantida com as marcações de fluoresce- 
ina e rodamina em íntima proximidade. O efeito líquido é a detecção 
de uma emissão muito baixa de fluoresceína após a excitação. Após a 
SDA, a sonda é convertida em uma espécie de fita dupla, que é cliva- 
da pela BsoB1. A clivagem promove a separação física das marcações 
de fluoresceína e rodamina, com consequente aumento da emissão da 
fluoresceína. 

As aplicações diagnósticas da SDA incluem a detecção direta de M. 
tuberculosis, C. trachomatis e N. gonorrhoeae em amostras clínicas. Há 
relatos de que a sensibilidade da SDA é alta o suficiente para detectar 
de 10 a 50 cópias de uma molécula-alvo (Walker, 1992a). Utilizando- 
se o conjunto de iniciadores projetado para amplificar uma sequên- 
cia repetitiva com 10 cópias no genoma de M. tuberculosis, o ensaio 
torna-se sensível o bastante para detectar de 1 a 5 cópias de geno- 
ma da bactéria. Recentemente, a SDA foi adaptada para quantificar 
RNA, adicionando-se uma etapa mediada pela transcriptase reversa 





(RT-SDA). Nesse caso, um iniciador é hibridizado ao RNA-alvo, e 
uma transcriptase reversa sintetiza cDNA. Esse cDNA, então, pode 
servir de molde para a incorporação do iniciador e o deslocamento 
da fita. Os produtos desse deslocamento de fita alimentam o esquema 
de amplificação descrito anteriormente. A RT-SDA foi utilizada para 
determinar a carga viral do HIV (Nycz, 1998). 

A principal vantagem da SDA é ser um processo isotérmico que, 
diferente da PCR, pode ser realizado a uma única temperatura após a 
desnaturação inicial do alvo. Isso elimina a necessidade de usar termo- 
cicladores caros. Além disso, as amostras podem ser submetidas à SDA 
em um único tubo de ensaio, com tempos de amplificação que variam 
de 30 minutos a 2 horas. A principal desvantagem da SDA reside no 
fato de que a temperatura relativamente baixa (52,5ºC) em que essa 
técnica é realizada, diferentemente da PCR, pode resultar na hibridi- 
zação inespecífica do iniciador a sequências encontradas em misturas 
complexas, como o DNA genômico. Por isso, quando a quantidade 
de alvo é pouco abundante se comparada ao DNA de fundo, produ- 
tos da amplificação inespecífica podem inundar o sistema, diminuin- 
do a sensibilidade da técnica. Entretanto, esse problema foi bastante 
amenizado com o uso de solventes orgânicos para aumentar o rigor a 
baixas temperaturas e a recente introdução de polimerases mais ter- 
moestáveis, capazes de deslocar a fita. 


Métodos de amplificação com sonda 


Os métodos que empregam sondas de amplificação diferem da 
amplificação de alvos no sentido de que os produtos de amplificação 
contêm uma sequência encontrada apenas nas sondas iniciais. A rea- 
ção de amplificação da ligase e a tecnologia cleavase/invader exempli- 
ficam os métodos de amplificação com sonda que têm sido utilizados 
em aplicações diagnósticas. 
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Em uma reação padrão de amplificação da ligase (LAR, ligase ampli- 
fication reaction), 2 sondas oligonucleotídicas são hibridizadas adja- 
centes uma à outra em cada uma das fitas de DNA-alvo desnaturadas, 
de modo a formar um “entalhe”. Em seguida, uma DNA ligase ter- 
moestável veda o entalhe unindo-se à terminação 3’ de uma sonda 
e à terminação 5 da outra. Cada produto ligado, bem como o alvo 
original, pode servir de molde em ciclos subsequentes de desnatura- 
ção, anelamento e ligação, com consequente acúmulo exponencial de 
produtos (Wu, 1989; Barany, 1991). 

Uma modificação dessa técnica, denominada reação da cadeia da 
ligase fenestrada (G-LCR, gapped ligase chain reaction), difere da LAR 
padrão, em que há formação de um pequeno hiato após o anelamento 
das sondas ao modelo (Fig. 67.8). O hiato é preenchido por uma DNA 
polimerase termoestável e o entalhe resultante é, então, ligado pela 
DNA ligase (Birkenmeyer, 1991). Uma combinação de kit de G-LCR 
para detecção de C. trachomatis e N. gonorrhoeae em amostras clíni- 
cas chegou a ser comercializada (Abbott), mas acabou sendo retirada 
do mercado americano. No entanto, esse kit ainda é vendido fora dos 
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Estados Unidos. Nesse teste, os produtos de amplificação são captu- 
rados por micropartículas recobertas com anticorpos anti-hapteno, 
que se ligam ao hapteno capturado presente em uma das sondas. O 
anticorpo de detecção é dirigido contra um segundo hapteno presen- 
te na outra sonda e está conjugado à fosfatase alcalina. O anticorpo 
de detecção se liga apenas ao produto da amplificação capturado pela 
micropartícula. O produto ligado é detectado por meio da adição de 
um substrato fluorogênico, que é desfosforilado para gerar uma molé- 
cula fluorescente (Fig. 67.8). 


Tecnologia cleavase/invader 


A tecnologia cleavase/invader consiste em um método à base de 
sonda de amplificação, no qual determinadas estruturas de DNA são 
reconhecidas e clivadas de modo específico por membros da famí- 
lia FEN-1 de DNA polimerases (Lyamichev, 1999). Essas polimera- 
ses clivam a borda 5’ da fita única de um duplex ramificado de bases 
pareadas, sendo denominadas cleavases. Essa atividade enzimática 
provavelmente exerce papel essencial na eliminação das estruturas 
complexas de ácidos nucleicos que surgem durante a replicação e o 
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reparo do DNA in vivo. Como tais estruturas podem ocorrer em qual- 
quer local do genoma em processo de replicação, a enzima reconhece 
a estrutura molecular do substrato independentemente da sequência 
de ácidos nucleicos que forma o complexo de DNA (Lieber, 1996). 
Foi demonstrado que essa atividade enzimática é uma ferramenta bas- 
tante útil para a análise de DNA, constituindo a base dessa tecnologia. 

Nos ensaios cleavase/invader, 2 iniciadores são projetados para 
hibridizar a sequência-alvo por sobreposição (Fig. 67.9). Sob condi- 
ções de anelamento apropriadas, as sondas de sinal e invader se ligam 
à sequência-alvo de tal modo que a hibridização do invader ocorra no 
sentido oposto ao da sonda de sinal, com uma região de sobreposição 
entre a terminação 3' do invader e a terminação 5’ da sonda de sinal. 
Mediante condições adequadas, a sobreposição dos sítios de ligação 
dos iniciadores resulta no deslocamento do equilíbrio existente entre 
os iniciadores. A cleavase somente cliva bordas 5º e, com isso, a ter- 
minação 5º da sonda de sinal é liberada. A sequência-alvo atua como 
uma armação sobre a qual pode ser formada a estrutura de DNA cor- 
reta. Como a estrutura de DNA que serve de substrato para a cleavase 
ocorre somente em presença da sequência-alvo, a geração de produtos 
da cleavase indica a presença do alvo. O produto clivado é detectado 
por se ligar a uma sonda FRET e funcionar como sonda invader para 
ela. A terminação 5° da sonda FRET é cortada por uma cleavase, com 
consequente liberação de molécula reporter, do mesmo modo como 
libera a terminação 5’ da sonda de sinal. 

O uso de uma enzima cleavase termoestável permite que as reações 
ocorram a temperaturas altas o suficiente para haver equilíbrio de 
troca de iniciador. Isso faz que sejam formados múltiplos produtos da 
cleavase a partir de uma única molécula-alvo. Dessa forma, o ensaio 
invader pode ser executado sob condições isotérmicas, eliminando 
a necessidade de ciclagem térmica. Essa tecnologia foi utilizada para 
detecção, quantificação e caracterização de uma variedade de ácidos 
nucleicos-alvo microbianos e humanos (Rosetti, 1997; Ryan, 1999). 

A tecnologia cleavase/invader conta com diversas vantagens ineren- 
tes em relação às demais estratégias de amplificação. Como apenas é 
necessário que a sobreposição existente na sonda invader envolva um 


par de bases, essa tecnologia pode ser facilmente adaptada para detec- 
tar mutações pontuais de interesse, projetando a região de sobreposi- 
ção para abranger a mutação a ser detectada. Ademais, diferentemente 
das técnicas de amplificação de alvo, em que a própria sequência-alvo 
é amplificada, o ensaio invader não aumenta a quantidade de sequên- 
cias-alvo. Assim, ele é menos propenso a apresentar resultados falso- 
positivos decorrentes da contaminação cruzada do amplicon. 

Além do ensaio invader, a cleavase também pode ser utilizada para 
gerar polimorfismos de comprimento de fragmento (de modo aná- 
logo ao polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição). 
Por meio da desnaturação do DNA genômico seguida de um rápido 
resfriamento, há formação no DNA de estruturas secundárias em 
forma de alça de grampo de cabelo altamente reproduzíveis, que ser- 
vem de substrato para a cleavase. A digestão do DNA resulta em um 
padrão distinto que tem sido empregado com sucesso na triagem da 
hepatite C resistente ao interferon-ot (Sreevatsan, 1998) e na detecção 
de mutações específicas em genes humanos (Rosetti, 1997). Como as 
alças em forma de grampo de cabelo apresentam maior diversidade 
que a maioria dos sítios de reconhecimento de enzimas de restrição, 
é possível realizar uma análise versátil dos padrões de fragmentação. 

Assim, as endonucleases estrutura-específicas podem ser utilizadas 
para detectar ácidos nucleicos-alvo de uma sequência em particular, 
empregadas em um ensaio de detecção de mutações pontuais e utili- 
zadas para gerar diversos padrões de fragmentação capazes de distin- 
guir genótipos complexos. Essas enzimas são ferramentas poderosas 
para a análise de ácidos nucleicos. 


Métodos de amplificação de sinal 


Nos métodos de amplificação de sinal, a concentração de sonda ou 
alvo não aumenta. A maior sensibilidade analítica advém do aumen- 
to da concentração das moléculas de marcação que são fixadas ao 
ácido nucleico-alvo. Múltiplas enzimas, sondas e camadas de sondas, 
além da redução do ruído de fundo, são as estratégias utilizadas para 
intensificar a detecção de alvos (Kricka, 1999). Os sistemas de ampli- 
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os métodos de amplificação de sinal, contudo, os avanços tecnológi- 
cos ocorridos, sobretudo nos ensaios de detecção de DNA ramifica- 
do, reduziram os limites de detecção a valores potencialmente equi- 
paráveis aos dos ensaios de amplificação de alvo em certas aplicações 
(Kern, 1996). 

Os ensaios de amplificação de sinal apresentam diversas vanta- 
gens em relação aos ensaios de amplificação de alvo. Nos sistemas 
de amplificação de sinal, o número de moléculas-alvo não é altera- 
do e, como resultado, o sinal é diretamente proporcional à quanti- 
dade de sequência-alvo presente na amostra clínica. Isso reduz as 
preocupações com relação aos resultados falso-positivos produzidos 
pela contaminação cruzada, além de simplificar o desenvolvimento 
de ensaios quantitativos. Como os sistemas de amplificação de sinal 
não dependem de processos enzimáticos para amplificar sequências- 
alvo, eles não são afetados pela presença de inibidores enzimáticos nas 
amostras clínicas. Consequentemente, é possível utilizar métodos de 
extração de ácido nucleico menos trabalhosos. Em geral, os sistemas 
de amplificação de sinal empregam sondas maiores ou um número 
maior de sondas que os sistemas de amplificação de alvo e, assim, são 
menos propensos a erros resultantes da heterogeneidade sequencial 
dos alvos. Por fim, o RNA pode ser quantificado diretamente, dispen- 
sando a síntese de cDNA intermediário. O DNA ramificado e o ensaio 
de captura híbrida são exemplos de sistemas de amplificação de sinal 
que se desenvolveram em testes diagnósticos. 


DNA ramificado 


O DNA ramificado (bDNA, branched-DNA) é um ensaio de hibridi- 
zação sanduíche em fase sólida, que incorpora múltiplos conjuntos de 
sondas oligonucleotídicas sintéticas (Nolte, 1998). A chave dessa tec- 
nologia é a molécula amplificadora — uma molécula de DNA contendo 
15 ramificações idênticas, cada qual capaz de ligar 3 sondas marcadas. 

Sondas específicas para múltiplos alvos são utilizadas para capturar 
o ácido nucleico-alvo na superfície de um microtitulador (Fig. 67.10). 
Um segundo conjunto de sondas alvo-específicas também se liga ao 
alvo. Moléculas pré-amplificadoras ligam-se ao segundo conjunto de 
sondas-alvo e a até 8 DDNA amplificadores. Três sondas marcadas 
com fosfatase alcalina hibridizam-se a cada ramo do amplificador. A 
detecção das sondas marcadas ligadas é feita por meio da incubação 
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do complexo com um substrato enzima-desencadeável (dioxetano), 
seguida da medida da emissão de luz com auxílio de um luminôme- 
tro. O sinal resultante é diretamente proporcional à quantidade de 
alvo existente na amostra. A quantidade de alvo contida na amostra é 
determinada a partir de uma curva-padrão externa. 

A hibridização inespecifica de quaisquer sondas de amplificação e 
ácidos nucleicos que não os alvos conduz à amplificação do sinal de 
fundo. Para reduzir o potencial de hibridização para todos os compo- 
nentes que não sejam alvos, as bases artificiais isocitidina (isoC) e iso- 
guanosina (isoG) foram incorporadas às sondas de amplificação dos 
ensaios de bDNA de terceira geração (Collins, 1995). As bases isoC 
e isoG formam pares entre si, mas não pareiam com nenhuma das 
demais bases de ocorrência natural (Piccirilli, 1990). O uso das sondas 
isoC e isoG nos ensaios de bDNA intensifica a amplificação alvo-es- 
pecífica sem concomitantemente aumentar a interferência de fundo, 
melhorando bastante os limites de detecção. O limite de detecção do 
ensaio de bDNA de terceira geração para detecção de RNA de HIV-1 
é de 50 cópias/mL (Kern, 1996). Os ensaios de bDNA para quantifica- 
ção de DNA de HBV, RNA de HCV e RNA de HIV-1 estão disponíveis 
comercialmente (Bayer Diagnostics). Uma plataforma instrumental 
para os ensaios de bDNA automatiza a incubação, a lavagem, a leitura 
e o processamento de dados. 


Ensaios de captura híbrida 


O sistema de captura híbrida é um ensaio de anticorpos de captura em 
solução de hibridização que emprega a detecção por quimioluminescên- 
cia. O DNA-alvo contido na amostra é desnaturado e hibridizado com 
uma sonda de RNA específica (Fig. 67.11). Os híbridos DNA-RNA são 
capturados pelos anticorpos específicos para esses híbridos, que reves- 
tem as paredes de um tubo de ensaio. Anticorpos anti-híbrido conjuga- 
dos à fosfatase alcalina ligam-se aos híbridos imobilizados. O conjugado 
enzima-anticorpo ligado é detectado com auxílio de um substrato qui- 
mioluminescente, enquanto a luz emitida é medida por um luminôme- 
tro. A amplificação de sinal resulta do número significativo de sítios de 
ligação de anticorpo, bem como da eficiência da reação enzima-substra- 
to. A intensidade da luz emitida é proporcional à quantidade de DNA- 
alvo presente na amostra. Os ensaios de captura híbrida para detecção 
de HPV (Cope, 1997) e CMV (Mazzulli, 1999) em amostras clínicas são 
atualmente comercializados (Digene, Gaithersburg, MD). 


Figura 67.10 Amplificação de DNA 
ramificado. (Redesenhado de Wolk, 
2001.) 
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Resumo 


No presente capítulo, forneceu-se a base necessária à compreensão 
dos princípios subjacentes aos diversos métodos de amplificação de 
ácido nucleico, bem como de seus respectivos pontos fortes e limita- 
ções. À tecnologia já exerce um enorme impacto sobre o diagnóstico 
das doenças infecciosas e distúrbios genéticos e promete revolucionar 
o diagnóstico e a supervisão dos pacientes com câncer. O verdadeiro 
poder da tecnologia reside em sua habilidade de transpor as disciplinas 
tradicionais da medicina laboratorial. Em consequência, é importante 
que todos os envolvidos na prática da medicina laboratorial tenham 
uma compreensão abrangente dos princípios básicos da tecnologia da 
amplificação de ácidos nucleicos. 
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Figura 67.11 Amplificação de captura híbrida. (Redesenhado de Wolk, 2001.) 
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PONTOS-CHAVE 


e A tecnologia de arranjos permite uma abordagem 


única e pape ant varrer uma dada amostra em 


busca de dúzias ou milhares de genes. 





e Existem numerosas plataformas de arranjo de hibridização. 
Contudo, os microarranjos (microarrays) à base de vidro atualmente 
em uso são preferidos para aplicações de alta densidade. 

e Sinais positivos são gerados quando uma porção-alvo do ácido 
nucleico hibridiza com sua sonda complementar localizada em um 
suporte sólido (i. e., chip). 

e E importante ter cuidado ao realizar e interpretar experimentos de 
microarranjo, pois numerosos fatores devem ser considerados na 
análise. 

e Nos últimos anos, foram propostas diversas aplicações da 
tecnologia de arranjos, as quais variam do estadiamento molecular 
de tumores à identificação e à caracterização de agentes 
microbianos. 


Em apenas alguns anos, a tecnologia dos arranjos de hibridização, que 
permite realizar milhares de reações de hibridização simultâneas sobre 
um único substrato sólido durante um único procedimento analítico, 
passou do projeto teórico para a realidade prática. Essas determina- 
ções paralelas em massa proporcionam oportunidades até então jamais 
imaginadas para fins de aplicação diagnóstica, desde o sequenciamen- 
to de genes e a determinação de polimorfismos genéticos até a medida 
dos padrões de expressão genética em células cancerosas. Os sistemas 
baseados em microarranjo oferecem uma plataforma para quantificar a 
expressão de milhares de genes ao mesmo tempo. Dessa forma, a van- 
tagem sem precedentes conferida por essa tecnologia permite analisar 
cassetes genéticos inteiros ou padrões de expressão de genes, em vez de 
apenas 1 a 3 genes ao mesmo tempo. O esquema geral de processamen- 
to do microarranjo envolve a geração de ácido nucleico (i. e., DNA) 
complementar aos genes de interesse que, por sua vez, estão micros- 
copicamente depositados sobre as superfícies sólidas em posições defi- 
nidas (as sondas). O ácido nucleico (DNA) das amostras é adicionado 
sobre a superfície, de modo que há ligação do DNA complementar e 
a presença de DNA ligado é detectada pela observação da fluorescên- 
cia emitida após a excitação produzida por um laser (uma revisão geral 
sobre o assunto pode ser encontrada em Friend & Stoughton [2002]). 

É evidente que a tecnologia de arranjos de hibridização revolucionou 
o modo como o estudo das doenças é abordado. A abordagem de um 
gene ou uma proteína, uma função deixou de ser a base principal do 
projeto científico. A tecnologia de arranjos introduziu uma imagem- 
-reflexo complicada dessa abordagem, ou seja, múltiplas funções, 
múltiplas proteínas, múltiplos genes. O poder dessa tecnologia resi- 
de na capacidade de “varredura que ela proporciona. Sob condições 
experimentais definidas, tornou-se possível determinar a ocorrência de 


alterações em padrões genéticos por meio da identificação de múltiplos 
genes atuando em conjunto. Tais padrões, então, podem ser “explo- 
rados” utilizando-se diversos algoritmos de computador, agrupando 
os genes em categorias funcionais (1. e., genes associados à respiração, 
genes inflamatórios etc.) e utilizando-os para criar assinaturas diag- 
nósticas da doença ou gerar novas hipóteses acerca da patogênese e da 
função celular. A relação desses genes entre si (aumento vs diminuição 
da expressão) é determinada e geneticamente expressa como intensi- 
dade da alteração. Os achados de microarranjo de expressão genética 
diferencial devem ser confirmados utilizando-se outras técnicas, como 
a reação em cadeia da polimerase quantitativa com transcriptase rever- 
sa (RT-PCR), ou estudos adicionais de microarranjos independentes. 

Uma vez identificados os genes ou grupos de genes candidatos, as 
abordagens clássicas de determinação da função genética (i. e., gene 
knockout ou gene knockdown) podem ser empregadas para elucidar ou 
validar a função do(s) gene(s). Mais significativamente, a tecnologia 
de arranjos de hibridização, com subsequente extração dos dados, 
permite considerar genes inesperados, que não estavam associados à 
doença em estudo, gerando novos paradigmas a serem investigados 
no futuro. Plataformas similares podem ser utilizadas para sequen- 
ciar genes grandes e varrer o genoma em busca de polimorfismos de 
nucleotídeos únicos, bem como de sítios de metilação. O propósito 
deste capítulo é revisar as bases teóricas das diversas matrizes de pla- 
taformas de hibridização e fornecer uma perspectiva — atual e futura 
— de sua aplicação clínica. 


Tecnologias de arranjos 


Um arranjo de hibridização é o equivalente molecular de uma plani- 
lha, em que cada célula ou localização revela um fragmento específico 
de informações, usualmente inferido a partir da união de um ligante ao 
seu alvo específico. Os primeiros métodos baseados em arranjo foram 
explorados em imunoensaios (Ekins, 1987, 1999). Além disso, também 
foi proposto o uso de arranjos para estudos paralelos de alvos diver- 
sos, tais como proteínas, lipídeos, carboidratos e pequenas moléculas 
(Fodor, 1991; Pirrung, 1992; Southern, 1996a; Guschin, 1997; Schena, 
1998). De modo similar às interações antígeno-anticorpo emprega- 
das nos imunoensaios, o princípio fundamental dos arranjos de ácido 
nucleico é a detecção de eventos de hibridização específica entre fitas 
complementares. Os princípios da hibridização de ácidos nucleicos 
e uma revisão sobre as diversas plataformas existentes são abordados 
no Capítulo 66. À efetividade dos formatos de hibridização em suporte 
sólido foi pioneira, utilizando membranas de nitrocelulose (Gillespie, 
1965) para realização de dot blots (Kafatos, 1979), sondas em linha e 
Southern blots (Southern, 1975). A mudança da entidade marcada, em 
que a amostra passou a ser utilizada no lugar da sonda, foi inicialmente 
referida como hibridização em line-blot (ou dot blot) reversa e conduziu 
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potencial. A mudança de dúzias para milhares de alvos aconteceu de 
modo rápido ao longo dos últimos anos, impulsionada em parte pela 
convergência única das tecnologias de produção em escala microscó- 
pica, robótica e bioinformática, bem como pela demanda das análises 
genéticas de alto throughput resultantes do Projeto Genoma Humano. 

Esse campo possui um potencial enorme, para o qual muitos inves- 
tigadores preveem aplicações diagnósticas e prognósticas em classi- 
ficação tumoral, responsividade terapêutica, detecção de patógenos, 
monitoramento da resistência antibiótica e caracterização de respos- 
tas inflamatórias. A tecnologia de arranjos pode concretizar o sonho 
da medicina molecular personalizada, em que os genes de um paciente 
individual podem ser avaliados para a determinação de fatores risco, 
suscetibilidade a doenças e previsão da resposta à terapia. Um estudo 
desse tipo emprega o perfil de expressão genética para prever quais 
pacientes afetados por traumatismo ou queimaduras irão desenvolver 
sepse e falência múltipla dos órgãos (www.gluegrant.org). Entretanto, 
ainda é preciso enfrentar desafios associados à reprodutibilidade e ao 
controle de qualidade laboratorial para, então, poder usufruir de todo 
esse potencial. 


Macroarranjos 


O termo macroarranjo (macroarray) tem sido aplicado aos forma- 
tos cujas áreas de localização de sonda, frequentemente denomina- 
das características, são amplas o bastante para serem visualizadas sem 
necessidade de ampliação. Elas são confeccionadas em membranas de 
nylon ou nitrocelulose ou em tiras plásticas contendo arranjos lineares 
de alvos ligados. Em razão do tamanho das características, a densida- 
de dos macroarranjos é bem menor que a dos microarranjos, podendo 
variar de algumas dúzias a centenas ou milhares de sondas. Usualmente, 
eles são depositados sobre a membrana por impressão (printing) ou dot 
blotting e, em seguida, secos e armazenados para uso futuro. 

Nylon, plástico e vidro (chapa de silício) constituem os suportes- 
padrão para a fabricação dos macroarranjos. O nylon apresenta diver- 
sos defeitos quando comparado ao silicone, que atualmente está se 
transformando na matriz preferida para os arranjos de hibridização. 
Além de sua natureza porosa, o nylon exibe intensa autofluorescência, 
limitando a sensibilidade da detecção baseada na fluorescência por 
causa da elevada interferência de fundo. Esse último aspecto também 
impossibilita o desenvolvimento de ensaios medidores de relações ( 2 
cores’). Essa abordagem emprega 2 alvos, cada um dos quais mar- 
cado com um fluoróforo diferente. Na maioria das vezes, um deles é 
um controle de referência constante utilizado para comparação com a 
amostra desconhecida, com resultados expressos como uma propor- 
ção da emissão de 2 sinais fluorescentes (Duggan, 1999). 

Os macroarranjos atualmente são utilizados para aplicações que 
empregam alvos. Exemplificando, alguns ensaios de arranjo comerciais 
estabelecem como alvo todos os genes codificadores de citocinas conhe- 
cidos, ou genes envolvidos nas vias de transdução de sinal específicas 
que são ativadas durante processos infecciosos e inflamatórios. Outros 
arranjos, que têm como alvos genes alterados durante a oncogênese, têm 
sido utilizados na pesquisa sobre o câncer (p. ex., Atlas Human Arrays, 
Clontech, Palo Alto, CA, ou GeneFilters, Research Genetics, Huntsville, 
AL). Outras aplicações comerciais, usualmente em formato de kit, são 
empregadas na detecção e na tipagem de produtos de PCR específicos, 
tais como a triagem para detecção da mutação determinante de fibrose 
cística, a tipagem do antígeno leucocitário humano (HLA) ou a tipagem 
do papilomavírus humano (HPV). Entre as vantagens proporcionadas 
pelos macroarranjos estão a capacidade de utilizar aparato de hibridiza- 
ção padrão, triagem ou leitura simplificada, e a acessibilidade. 

Alguns grupos obtiveram sucesso na produção personalizada de 
arranjos de nylon de alta densidade para uso na descoberta de genes 
(Gress, 1992; Takahashi, 1995; Granjeaud, 1996; Pietu, 1996; Clark, 
1999). Mesmo na configuração de alta densidade, o tamanho dos 
arranjos de nylon exige um volume de líquido de hibridização relati- 
vamente significativo — uma limitação prática em termos de geração 
de sonda a partir de pequenas quantidades de material diagnóstico. 
Uma vez que os microarranjos (e não os macroarranjos) constituem a 
plataforma de escolha de alta densidade e elevado throughput, a maior 
parte do presente capítulo enfoca as aplicações dos microarranjos. 


Microarranjos 


A miniaturização dos ensaios, além de poupar tempo, reduz os 
custos das pesquisas e aplicações diagnósticas biomédicas. Trabalhar 
com volumes menores diminui o consumo de reagentes, aumenta a 
concentração das amostras e melhora a cinética da reação. Esses apri- 
moramentos permitem ao investigador obter centenas ou milhares 
de resultados no mesmo intervalo de tempo em que anteriormente 
se realizava um único experimento. Os microarranjos atualmente são 
comercializados por diversos fornecedores, bem como os equipamen- 
tos de leitura e fabricação sob encomenda de arranjos utilizados em 
pesquisas específicas ou aplicações diagnósticas. 


Substratos de microarranjo 


Uma distinção importante entre microarranjos e macroarranjos con- 
siste na escolha de um suporte sólido não poroso. Como evitam a difu- 
são dos alvos de ácido nucleico, as superfícies não porosas (substratos 
de plástico, vidro ou silicone) proporcionam uma cinética de hibridi- 
zação mais veloz e etapas de lavagem mais simples. Para possibilitar a 
discriminação espacial das numerosas reações que ocorrem simultane- 
amente, as sondas moleculares são ligadas a uma superfície sólida em 
arranjos definidos. A deposição das sondas sobre um substrato sólido 
também é mais suscetível à automação e aceita o uso de maiores densi- 
dades de arranjo, com uma excelente definição de imagens. Essas carac- 
terísticas se aplicam a qualquer tipo de microarranjo, desde oligonucle- 
otídeos sintéticos até cDNA clonados ou produtos de PCR (Southern, 
1999). Hoje, a maioria dos microarranjos é desenvolvida no vidro. Ao 
contrário dos derivados do plástico, a transparência do vidro, aliada à 
falta de autofluorescência, proporciona uma detecção de fluorescên- 
cia com baixa interferência de fundo. Entretanto, conforme aumenta 
o envolvimento da ciência de materiais nas tecnologias de arranjos, é 
possível que substratos alternativos venham a ser disponibilizados. 


Fabricação de microarranjo 


A funcionalização (i. e., modificação química) da terminação 3º dos 
ácidos nucleicos — oligonucleotídeos, produtos de PCR, cDNA ou oli- 
gômeros peptídicos de ácido nucleico — é necessária para obter imo- 
bilização covalente em superfícies de vidro ou polipropileno (Matson, 
1995; Beier, 1999). O tratamento de lâminas de vidro com silano, 
por exemplo, permite que o vidro recoberto com grupos amino ligue 
sondas ligadas a grupos amino, por meio do emprego de moléculas 
bifuncionais, como dialdeído ou di-isotiocianato (Case-Green, 1994; 
Guo, 1994). Alternativamente, a cobertura do vidro com um poli- 
cátion (p. ex., polilisina) permite a ligação carga-associada de son- 
das de DNA polianiônicas (Maskos, 1993a), enquanto uma etapa de 
fotoligação cruzada por radiação UV acrescenta ligações covalentes à 
interação iônica. A ligação covalente é essencial para que seja possível 
realizar lavagens vigorosas e, portanto, discriminar com acurácia as 
espécies hibridizadas. Foram publicados diversos protocolos para tra- 
tar da questão da ativação da superfície (Maskos, 1992; Beattie, 1995; 
Matson, 1995; Beier, 1999). Uma alternativa interessante consiste 
na deposição de pequenos fragmentos de poliacrilamina ativada aos 
quais são fixados oligonucleotídeos pré-sintetizados por microinjeção 
(Khrapko, 1991; Yershov, 1996; Guschin, 1997). 

A densidade de empacotamento das sondas fixadas às superfícies 
sólidas influenciará bastante o desempenho das matrizes de hibridiza- 
ção. Uma baixa eficiência de pareamento, que por vezes ocorre quando 
são utilizadas matrizes de vidro, pode resultar em baixas densidades 
de sondas e proporções sinal/ruído. Por outro lado, uma densidade 
de empacotamento excessiva de oligonucleotídeos em uma superfície 
sólida cria obstáculos espaciais. Esse problema pode ser ainda mais 
notável no caso de biomoléculas mais longas, como os cDNAs. Os 
rendimentos da hibridização podem ser aumentados em até 2 ordens 
de magnitude com a introdução de espaçadores entre a superfície e os 
oligonucleotídeos (Southern, 1999). Quanto mais longo for o espaça- 
dor, melhor será a hibridização. Contudo, curiosamente, existe um 
comprimento ideal de espaçador além do qual há diminuição do ren- 
dimento da hibridização (Shchepinov, 1997; Duggan, 1999). Assim, 
foi relatado que um espaçador constituído por um átomo de carbono 
40, por exemplo, intensifica a hibridização em 150 vezes (Shchepinov, 


1997). A densidade de oligonucleotídeos é de aproximadamente 0,1 
pmol/mm? em uma superfície de vidro — 2 ordens de magnitude a 
menos que a densidade do polipropileno aminado. Portanto, uma 
potencial vantagem proporcionada pelas matrizes de vidro em relação 
às matrizes de plástico atualmente é uma densidade de oligonucleotí- 
deos ótima associada a uma menor formação de obstáculos espaciais 
(Southern, 1999). Químicas de superfície aprimoradas poderão, algum 
dia, possibilitar a produção de arranjos em folhas ou películas de plás- 
tico, o que poderá reduzir drasticamente os custos de produção. 

A composição terminal (extremidade 5”) dos oligonucleotídeos 
influencia o rendimento de duplexes, conforme determinado pela 
intensidade relativa. Como previsto, extremidades 5’ ricas em G:C 
proporcionam melhor rendimento que seus homólogos (mesma com- 
posição, porém, sequências diferentes) (Maskos, 1993b). Dessa forma, 
podem ser consideradas abordagens para modificar a terminação 5’ 
dos oligonucleotídeos (p. ex., adição covalente de um ligador degene- 
rado) com o intuito de minimizar tal contribuição. Alternativamente, 
a constatação de que as incompatibilidades existentes nas terminações 
são menos desestabilizadoras e, portanto, mais difíceis de discriminar 
por hibridização (Southern, 1999) conduziu à introdução de melho- 
rias inteligentes para detecção dos eventos de hibridização. Como as 
polimerases e ligases são mais sensíveis às incompatibilidades termi- 
nais (ao contrário das internas), foram desenvolvidos métodos enzi- 
máticos para melhorar a detecção do rigor (minissequenciamento 
em fase sólida [Pastinen, 1997, 1998; Syvanen, 1999], a análise de bit 
genético [Nikiforov, 1994] ou os ensaios de ligação [Landegren, 1988; 
Nickerson, 1990]). 

Arranjos comercializados foram previamente revistos por Marshall 
(1998). A fabricação de microarranjos cai em 2 categorias amplas: a) 
por distribuição direta das sondas sobre a superfície sólida, e b) por 
síntese in situ. Um terceiro método, desenvolvido pela Nanogen (San 
Diego, CA), consiste na utilização de oligonucleotídeos pré-fabricados 
capturados em pontos eletroativos em chapas de silicone (Edman, 1997; 
Sosnowski, 1997; Cheng, 1998; Heller, 1998). A modificação do campo 
elétrico por meio do emprego de eletrodos independentes e espacial- 
mente endereçáveis pode acelerar a hibridização e, quando a polaridade 
é revertida, possibilitar uma lavagem vigorosa (Edman, 1997). 


Técnicas de distribuição 

A deposição de biomoléculas pré-sintetizadas foi iniciada por Pat 
Brown et al. (2000) (Schena, 1995; Shalon, 1996). Substâncias bio- 
químicas (p. ex., proteínas, peptídeos, oligonucleotídeos, cDNAs) são 
preparadas, purificadas e armazenadas em placas de microtitulação. 
Pequenas quantidades de moléculas são mecanicamente derivadas em 
locais definidos com precisão, sobre uma superfície sólida, com auxílio 
de diferentes sistemas robotizados de precisão. Esse método é bastante 
flexível em termos de composição química, topologia de microarran- 
jo (p. ex., tamanho e densidade dos pontos, pontos em duplicata para 
cada molécula) e facilidade de prototipagem, permitindo alterar o pro- 
jeto para uso em diversas aplicações. Os métodos mecânicos permitem 
a síntese de microarranjos de densidade moderada a alta (até cerca de 
16.000 sondas/cm? [Graves, 1999]). É o método de escolha quando há 
a necessidade de número significativo de microarranjos apresentando 
a mesma composição, bem como para sequências longas empregando 
produtos de PCR. Atualmente, existem várias companhias que fabri- 
cam e vendem arranjos pré-fabricados (p. ex., MicroMax, NEN Life 
Science, Boston, MA) ou arranjadores por deposição (Cheung, 1999) 
como alternativa à construção de um arranjador (Brown, 2000). 

Os procedimentos de distribuição consistem em diferentes siste- 
mas de microimpressão. A maioria dos arranjadores emprega pontei- 
ras de micropipetagem similares a canetas-tinteiro (p. ex., Cartesian 
Technologies, Irvine, CA), contudo, foram desenvolvidos alguns siste- 
mas originais (p. ex., técnica do alfinete-e-anel; Genetic MicroSystems, 
Woburn, MA). De uma forma geral, por conta da tensão superficial, da 
estática e de outros efeitos, a reprodutibilidade dos arranjos impressos é 
menor que a síntese in situ e precisa ser corrigida por experimentos iso- 
lados (repetições), pontos em replicata (na mesma lâmina), detecção de 
fluorescência multicolorida e/ou outro algoritmo de detecção específico 
(Chen, 1997). Por causa de sua flexibilidade e disponibilidade, é prová- 
vel que a tecnologia de arranjos impressos exerça maior impacto sobre a 
pesquisa e os laboratórios clínicos no decorrer dos próximos anos. 


Síntese in situ 

A síntese in situ permite obter maiores rendimentos, menor variação 
entre os chips e densidades de sonda maiores. Esses métodos também 
permitem a fabricação de arranjos de “acesso aleatório” verdadeiros, 
o que significa que cada oligonucleotídeo em qualquer posição pode 
ter qualquer sequência escolhida (Southern, 1999). As estratégias com- 
binatoriais dizem respeito aos métodos desenvolvidos para produzir 
microarranjos contendo todas as sequências de um determinado com- 
primento (também referidos como “arranjos genéticos”). Os arranjos 
combinatoriais foram promovidos sobretudo para estudar o com- 
portamento da hibridização em larga escala (Southern, 1994) ou para 
sequenciamento de ácido nucleico em estado sólido (Drmanac, 1993a, 
1993b, 1999, 1998; Lipshutz, 1993; Macevicz, 1991; Strezoska, 1991). 

As técnicas de manufaturamento incluem o uso de máscaras fotolito- 
gráficas para controlar a ativação química por meio de etapas de foto- 
desproteção (Fodor, 1991), deposição de jato de tinta (Stimpson, 1998), 
bem como barreiras físicas para saturação sequencial de precursores 
(Maskos, 1993c). A Affymetrix acoplou a desproteção fotossequencial 
à síntese de DNA em fase sólida adaptando técnicas oriundas da indús- 
tria de semicondutores (Pease, 1994; Lockhart, 1996; Lipshutz, 1999). 
Ligadores sintéticos modificados com grupos protetores fotoquimi- 
camente removíveis são fixados a chapas de silicone. Quando o brilho 
da luz UV incide pela máscara fotolitográfica, há fotodesproteção, e os 
blocos de construção química específicos (desoxinucleosídeos hidroxil- 
-protegidos) podem, então, reagir com os grupos desprotegidos (Fodor, 
1991) (Fig. 68.1). Ciclos alternados de fotodesproteção e incubação com 
diferentes blocos de construção permitem que ocorra a síntese de poli- 
desoxinucleotídeos dirigida pela luz (Fig. 68.2). Os oligonucleotídeos 
sintetizados apresentam um comprimento prático máximo, em razão da 
limitada eficiência da fotodesproteção (80 a 95% a cada ciclo) (Forman, 
1999). Por isso, a proporção de 20-méros que exibem a sequência pre- 
definida varia entre 1 e 36% (0,8E20-0,95E20) (Fodor, 1991). 

As máscaras ou barreiras mecânicas permitem confinar áreas de 
superfície antes da saturação com precursores definidos. Máscaras 
físicas de diversos formatos (circulares, em forma de diamante) per- 
mitem a ocorrência da síntese in situ de um dado precursor em locais 
conhecidos. O deslocamento sequencial das máscaras seguido da 
saturação de outro precursor permite que ocorra a síntese de amplos 
arranjos combinatoriais de desoxinucleotídeo (Southern, 1992, 
1996b; Maskos, 1993c). Até o momento, a Affymetrix consegue sin- 
tetizar até 400.000 polidesoxinucleotídeos diferentes em uma área de 
1,6 cm? (Fodor, 1991). Um fator essencial para essa etapa é o alinha- 
mento preciso da máscara com a chapa antes de cada etapa de síntese. 
Para garantir que essa etapa crucial seja concluída de forma acurada, 
as marcas de cromo existentes na chapa e na máscara devem estar per- 
feitamente alinhadas. Embora esse processo seja altamente eficiente, 
algumas moléculas ativadas falham em fixar o novo nucleotídeo. Para 
evitar que esses outliers se tornem sondas em que faltam nucleotíde- 
os, é realizada uma etapa de capeamento para truncá-los. Além disso, 
as cadeias laterais dos nucleotídeos são protegidas a fim de evitar a 
formação de oligonucleotídeos ramificados (www.affymetrix.com). 
Apesar do alto custo, esse é o método de escolha para a realização de 
estudos de expressão genética em larga escala, em razão da sensibili- 
dade, da reprodutibilidade e da redundância da informação. 

As tecnologias de jato de tinta se desenvolveram graças à indústria 
de impressoras. Atualmente, essas tecnologias estão sendo desen- 
volvidas por várias companhias, tais como Incyte Pharmaceuticals 
(Palo Alto, CA), Protogene (Palo Alto, CA) e Rosetta Inpharmatics 
(Kirkland, WA) (Blanchard, 1996), sendo também comercializada 
(jato de tinta, Packard Instruments, Meriden, CT; bomba piezoelé- 
trica, GeSiM, Grosserkmannsdorf, Alemanha). Uma abordagem desse 
tipo proporciona versatilidade para as biomoléculas que estão sendo 
distribuídas, além de eliminar a necessidade de contato físico com a 
superfície do arranjo. Essa última propriedade pode ser relevante 
para o desenvolvimento de arranjos cobertos com camadas metáli- 
cas delgadas e que utilizem diferentes métodos de detecção (Heyse, 
1998; Schmid, 1998). A dispersão da luz a partir das micropartícu- 
las dirigidas contra as sequências-alvo pode ser detectada como onda 
evanescente imediatamente acima da superfície de vidro. Esse método 
permite realizar medidas da afinidade em tempo real, com um nível 
mínimo de interferência de fundo (Stimpson, 1996). 
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Figura 68.1 Síntese fotolitográfica. A luz ultravioleta é transmitida através de uma 
máscara fotolitográfica, permitindo a fotodesproteção localizada de blocos de 
construção químicos específicos. (Cortesia da Affymetrix.) 


Microarranjos de oligonucleotídeos 


A termodinâmica, a cinética da hibridização e os aspectos quantita- 
tivos da hibridização de oligonucleotídeos foram amplamente estu- 
dados (revisados por Wetmur, 1991; Hoheisel, 1996). Os arranjos de 
oligonucleotídeos apresentam menor sensibilidade que os arranjos de 
cDNA para a detecção de mensagens raras ou alvos de hibridização, 
bem como baixa previsibilidade das características da hibridização, 
porque o potencial de hibridização e, por conseguinte, a intensidade 
de sinal esperada não apresentam boa correlação com o conteúdo de 
G:C nem com a temperatura de desnaturação (Graves, 1999; Lockhart, 
1996). Por outro lado, é mais fácil construir os arranjos de oligonucle- 
otídeos por meio da deposição do produto sintetizado ou da síntese in 
situ, já descrita. Além disso, as condições de hibridização podem ser 
mais homogêneas que no caso do arranjo de cDNA, uma vez que o 
arranjo é projetado com oligonucleotídeos de tamanhos equivalentes. 

Os arranjos de oligonucleotídeos possuem aplicações na determi- 
nação do perfil de expressão genética e no sequenciamento do DNA. 
Para uso no sequenciamento, esses arranjos podem ser divididos em 2 
categorias: arranjos genéticos (representando uma matriz de oligonu- 
cleotídeos aleatória) ou arranjos específicos (para variantes molecu- 
lares de um alvo predeterminado). Os arranjos genéticos foram pro- 
postos como alternativas econômicas ao sequenciamento. O emprego 
de todas as possíveis combinações de um n-mêro permite “cami- 
nhar” em cada posição ao longo de uma sequência nucleotídica. Esse 
tipo de arranjo é o único capaz de detectar sequências faltantes em 
amplas bibliotecas eletrônicas. A Hyseq (Sunnyvale, CA) afirma ser a 
líder no campo do sequenciamento por hibridização. Veja como essa 
abordagem é descrita de modo mais completo mais adiante, na seção 
“Arranjos de sequenciamento”. Em contraste, os arranjos dedicados 
são utilizados para sequenciamento repetitivo (ressequenciamento) 
do mesmo alvo na detecção de polimorfismos de nucleotídeos ou 
mutações funcionais. Isso implica conhecer os alvos e suas variantes 
mais frequentes, de modo a incorporar conjuntos predeterminados 
de oligonucleotídeos ao arranjo diagnóstico. Essa abordagem tem 
sido empregada para detecção de polimorfismos genéticos associa- 
dos à resistência farmacológica do vírus da imunodeficiência humana 
(HIV), bem como de outros polimorfismos. Os arranjos de oligonu- 
cleotídeos também podem ser empregados para definir polimorfismos 
de nucleotídeos únicos (Guo, 1994), até mesmo por comparação de 2 
amostras utilizando fluorescência multicolorida (Chee, 1996). Outros 
exemplos dessas aplicações são descritos a seguir. 

A busca por oligômeros de maior afinidade abriu caminho para as 
modificações químicas de moldes e sondas oligonucleotídicas, com 
o objetivo de melhorar a cinética e a termodinâmica da ligação. As 
sondas de peptídeos de ácido nucleico (PNAs) permitem que a hibri- 
dização ocorra com um nível de rigor mais alto, por causa dos duple- 
xes PNA-DNA de alta estabilidade (Corey, 1997). As sondas de RNA 
metilado (Corey, 1998) exibem afinidades relativamente parecidas. 
Entretanto, PNAs exibem condições de hibridização mais rápidas 
que seus respectivos ácidos nucleicos, principalmente em razão da 
sua estrutura em coluna de sustentação neutra (Freeman, 1999). Em 
geral, é possível dizer que, embora a redução do tempo de hibridiza- 
ção de horas para minutos represente uma vantagem nítida, o proble- 
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Figura 68.2 Diagrama representativo da fabricação do arranjo GeneChip utilizando 


uma combinação única de fotolitografia e química combinatorial. (Cortesia da 
Affymetrix.) 


ma da imprevisibilidade dos pontos de desnaturação desses oligô- 
meros de alta afinidade precisa ser resolvido antes da implementação 
nos microarranjos (Weiler, 1997). Além das sondas, os alvos podem 
ser quimicamente modificados para intensificar os sinais localmente. 
Regiões-alvo ricas em pirimidina podem gerar um sinal de hibridiza- 
ção mais intenso por meio da incorporação de 5-metiluridina durante 
a transcrição in vitro (Woski, 1998). 


Microarranjos de cDNA 


Os microarranjos de sequências de DNA permitem o monitoramen- 
to com base na hibridização da expressão de genes cognatos. Assim, 
essa estratégia implica ter acesso aos clones ou a possibilidade de gerar 
produtos de PCR. Até agora, as melhores estratégias utilizam a detec- 
ção de 2 cores de fluorescência para discriminar uma amostra de seu 
controle, bem como para checar níveis de expressão diferenciais. Esse 
método foi introduzido e validado por Pat Brown et al. (2000), na 
Universidade de Stanford (Schena, 1995, 1996; Shalon, 1996). As van- 
tagens dessa abordagem consistem em cálculo de uma proporção para 
cada sonda, controle da qualidade da sonda, propriedades de hibridi- 
zação específicas de cada par alvo/sonda, e eficácia da marcação. Para 
essa aplicação, a Synteni (uma subsidiária da Incyte, Palo Alto, CA) 
desenvolveu o Gene Expression Micro-arrays (GEMs) (Schena, 1998). 
A NEN Life Science atualmente vende lâminas de vidro pré-marcadas 
contendo 2.400 genes humanos conhecidos (MicroMax). 

Embora aparentem ser inerentemente menos reproduziveis, os 
microarranjos de cDNA são os que oferecem maior versatilidade em 
termos de deposição de sonda e acessibilidade da tecnologia. Diversas 
empresas atualmente oferecem equipamentos para fabricação de 
arranjos e leitura de matrizes hibridizadas. É provável que os arranjos 
de cDNA e os arranjos de oligonucleotídeos de alta densidade venham 
a exercer papéis complementares em laboratórios de pesquisa nos pró- 
ximos anos. Os arranjos de alta densidade serão utilizados primaria- 
mente para descoberta de loci com relevância diagnóstica. Os arranjos 
dedicados serão cada vez mais utilizados em análises de média e baixa 
densidade de loci com relevância diagnóstica descobertos nas análises 
com arranjos de alta densidade. 


Arranjos de sequenciamento 


Os dados contidos na sequência de ácido nucleico são fundamen- 
tais para a biologia molecular moderna. Os métodos convencionais 
(Maxam, 1977; Sanger, 1977) são demorados, trabalhosos e caros. 
Métodos de sequenciamento alternativos, utilizando hibridização 
em fase sólida, foram propostos em uma base teórica (Bains, 1988; 
Khrapko, 1989) 15 anos após a sua descoberta (Southern, 1975). 


Pouco tempo depois da publicação dos artigos teóricos, foram obti- 
dos dados que confirmaram os princípios do sequenciamento basea- 
do em arranjos para moldes artificiais curtos (Southern, 1992; Pease, 
1994; Parinov, 1996). Uma revisão bem escrita sobre os métodos de 
sequenciamento por microarranjo foi publicada em 1999 (Hacia, 
1999). O leitor poderia notar, contudo, que uma parte significativa 
dos trabalhos publicados e citados nessa área é fornecida por pesqui- 
sadores com algum interesse financeiro em um ou mais dispositivos 
proprietários avaliados em tais publicações. Em vez de endossar um 
dispositivo ou método em particular, o presente capítulo familiariza o 
leitor com os princípios básicos envolvidos no ensaio. 

Qualquer sequência de ácido nucleico pode, em teoria, ser quebrada 
em subgrupos de comprimento igual n. Todos os possíveis oligonu- 
cleotídeos de comprimento n (n-mêros) podem, então, ser posicio- 
nados em locais fixos sobre uma superfície sólida. O ácido nucleico a 
ser sequenciado (o molde) é amplificado quando necessário, marca- 
do com um marcador direto (fluorescente, luminescente, radioativo) 
ou indireto (afinidade) e submetido à hibridização com a coleção de 
n-méros. A detecção da marcação permite ao sequenciador verificar 
uma compatibilidade com um n-méro em um dado locus em parti- 
cular sobre a superfície sólida. A intensidade do sinal no locus deve 
ser diretamente proporcional ao número de domínios existentes no 
molde correspondente ao n-mêro naquele locus. Os métodos destina- 
dos à execução de todas essas etapas são destacados nas seções ante- 
riores do presente capítulo. 

Para as aplicações de sequenciamento, os n-mêros compatíveis com 
o molde são, então, montados segundo uma ordem definida por meio 
da análise dos n-mêros com uma sequência de sobreposição, de modo 
semelhante, em princípio, ao arranjo de contigs por programas de 
sequenciamento em larga escala. Considerando um molde nonanu- 
cleotídico que, sob condições rigorosas, se liga apenas aos loci conten- 
do 4 tetrâmeros listados a seguir em um arranjo contendo todos os 
256 tetrâmeros possíveis: 


Tetrâmero Intensidade 
5’ACTG 2 
5’CTGA 2 
5’TGAC 1 
5’GACT 1 


É trivial concluir, a partir das áreas de sobreposição, que o molde 
de nonanucleotídeo era 5 ACTGACTGA. Uma análise computacional 
desse tipo é simples. Desde o advento da computação, tornou-se pos- 
sível automatizar a varredura do arranjos para detecção do marcador 
(da própria marcação em si) e, até certo ponto, também a extração e a 
amplificação do DNA. É muito bom visionar a “caixa preta” que reali- 
za tudo isso em uma única tarde. Considere, todavia, um nonanucleo- 
tídeo que se liga aos loci contendo os seguintes tetrâmeros: 


Tetrâmero Intensidade 


5’TCTA | 
5ºCTAC | 
5ºTACT 1 
5'ACTT 1 
STIG 1 
5'TTCT 1 

Isso poderia representar 5 TCTACTTCT ou 5°TTCTACTTC; não 
há meios computacionais capazes de resolver essa questão. Quando 
n equivale a menos da metade do comprimento do molde, repeti- 
ções com mesmo comprimento de n/2 tornam os dados ambíguos. 
A computação vai sendo dificultada de forma crescente à medida que 
o molde se torna um múltiplo cada vez maior de n. Assim, para o 
sequenciamento de domínios desconhecidos, é desejável contar com 
um n que seja tão longo quanto possível. Entretanto, o comprimento 
prático de n continua sendo limitado pela tecnologia, uma vez que 4” 
(o número de loci requerido para representação universal) ultrapassa 
um milhão para n = 10. Isso está próximo dos atuais limites do núme- 
ro distinto de oligonucleotídeos que podem ser diferenciados em um 
chip fotolitográfico (Lipshutz, 1999). 


Hibridização, detecção e análise de imagem 


Um componente fundamental dos ensaios de microarranjo é a qua- 
lidade e a marcação da sonda. Como a amostra carrega a marcação, é 
possível prever certo grau de variação interamostras no preparo e na 
marcação das sondas. Quando os microarranjos são utilizados para 
determinação do perfil de expressão genética, essa etapa se torna ainda 
mais crítica por causa das dificuldades para a obtenção de mRNA de 
alta qualidade. Amostras de RNA insuficientes, degradadas ou de baixa 
qualidade podem fornecer resultados errôneos que, após a extração 
dos dados, levam a conclusões inadequadas (Russo, 2003). Embora 
existam muitos protocolos disponíveis que proporcionam alto rendi- 
mento de RNA, um rendimento final mínimo de poucas microgramas 
a cada experimento é desejável para a maioria das aplicações. Mesmo 
assim, os protocolos têm utilizado quantidades menores de RNA, com 
subsequente amplificação empregando intermediários de cDNA, que 
incorporam um RNA promotor e permitem a amplificação mediada 
pela RNA polimerase. As abordagens iniciais (Auffray, 1980) conver- 
tiam o mRNA em uma sonda de cDNA fluorescente com incorporação 
direta de nucleotídeos fluorescentes. Atualmente, a maioria das abor- 
dagens emprega RNA total, sendo que existem numerosas variações da 
incorporação da marcação às sondas de cDNA ou RNA, entre as quais 
as marcações indiretas por afinidade (p. ex., biotina com detecção auxi- 
liada por anticorpo/avidina/estreptavidina marcada com fluorescência 
ou partículas de ouro dispersoras de luz) (Figs. 68.3 e 68.4). Cada etapa 
do preparo da sonda, desde a extração até a marcação, deve ser cuida- 
dosamente controlada para garantir a reprodutibilidade dos resultados. 

A habitual consideração de tempo, temperatura, rigor e concentra- 
ção da sonda determina as condições em que ocorre a hibridização do 
microarranjo. Os arranjos com frequência incluem sondas-controle 
negativas para determinação de um nível ótimo de rigor. Em razão da 
complexidade extremamente alta da sonda empregada na determina- 
ção do perfil de expressão genética, os tempos de hibridização em geral 
são estendidos para permitir a hibridização das mensagens de baixa 
abundância. As lavagens são planejadas de modo a remover a sonda 
ligada de maneira inespecífica e a reduzir a interferência de fundo. 
Todas as etapas precisam ser otimizadas e padronizadas. Após uma 
hibridização bem-sucedida, o ácido nucleico marcado se liga às sequ- 
ências complementares que estão presas ao arranjo (Fig. 68.5). Algum 
tipo de análise de imagem é empregada para capturar o sinal. Na maio- 
ria das abordagens, a lâmina inteira passa por uma varredura (fluores- 
cência, autorradiografia ou dispersão da luz) e um algoritmo é utilizado 


para ligar as características às intensidades e listas de genes. O software 


associado ao escaneador pode gerar uma “máscara” para alinhar a ima- 


Fragmentos de RNA com marcações 
fluorescentes da amostra a ser testada 






O fragmento de RNA 
se hibridiza ao DNA no 
arranjo GeneChip 


Figura 68.3 Ilustração representando a hibridização de sondas marcadas ao 
microarranjo GeneChip da Affymetrix. (Cortesia da Affymetrix.) 
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Figura 68.4 Ensaio padrão de determinação da expressão genética eucariôntica. 
Os alvos de CDNA ou cRNA derivados do mRNA de uma amostra experimental 
hibridizam-se às sondas de ácido nucleico presas no suporte sólido. Monitorando 
a quantidade de marcação associada a cada local no DNA, é possível inferir a 
abundância de cada espécie de mRNA representada. (Cortesia da Affymetrix.) 


gem com a grade utilizada na construção do arranjo. À aquisição dos 
dados gera amplos conjuntos de dados (uma imagem costuma utilizar 
de 10 a 50 MB) que precisam ser armazenados em formatos-padrão 
(.bmp, .gif, jpg). O software de processamento de imagens se tornará 
cada vez mais automatizado para garantir um ajuste de grade adequa- 
do, detectar artefatos e identificar características para extrair informa- 
ção significativa. Existem vários algoritmos disponíveis que determi- 
nam a intensidade do sinal e corrigem a interferência de fundo. Depois 
que as intensidades são atribuídas a cada característica, os dados estão 
prontos para serem analisados (ver seção “Bioinformática” ). 


Bioinformática 


O aspecto mais desafiador dos microarranjos se apresenta quando 
amplos conjuntos de dados — já montados e purificados para remoção 
de artefatos — aguardam a análise (Draghici, 2003; Parmigiana, 2003). 
A abordagem depende da natureza da pergunta e do planejamento do 
experimento. O conjunto de dados é submetido a uma exploração ini- 
cial para avaliação da qualidade, o que usualmente envolve a avaliação 
da interferência de fundo e a intensidade média das características no 
arranjo. Para facilitar as comparações estatísticas entre os arranjos, as 
intensidades comumente são transformadas em logaritmo, e os arran- 
jos são “normalizados” entre si. 

Uma abordagem popular para normalização da expressão genética 
baseia-se na suposição de que as condições, se comparadas (i. e., normal 
versus tumoral; infectado versus não infectado), afetariam a expressão 
genética de um número relativamente pequeno de genes, sem afetar a 
maioria deles. Na ausência de uma distorção sistemática, a intensidade 
mediana de todas as características contidas no arranjo deveria perma- 
necer inalterada. Assim, um método de normalização comum consiste 
em dividir cada medida de intensidade contida no arranjo pela intensi- 
dade mediana do arranjo (Kano, 2003). Essas considerações são razo- 
áveis quando o arranjo contém um número significativo de genes que 
representam uma ampla gama de funções biológicas. 

Uma advertência com relação aos métodos de normalização da inten- 
sidade total advém da consideração implícita de que a variação sistemá- 
tica é constante ao longo de toda a gama de intensidades de expressão 
do arranjo. Entretanto, como mostram os dados oriundos de arran- 
jos técnicos repetidos, a variação sistemática muitas vezes depende da 
intensidade, ou seja, não é linear. Em outras palavras, a variação sis- 
temática observada a baixas intensidades de expressão difere da varia- 
ção sistemática observada a intensidades de expressão medianas e altas 





A incidência da luz do laser sobre o arranjo GeneChip faz 
os fragmentos de DNA marcados hibridizados brilharem 






DNA não hibridizado 


DNA hibridizado 


Figura 68.5 Ilustração representando a triagem de sondas com e sem marcação no 
microarranjo GeneChip da Affymetrix. (Cortesia da Affymetrix.) 


(Simon, 2005). Assim, para alguns genes, seria inapropriado realizar 
ajustes lineares, como dividir cada medida de um arranjo pela intensi- 
dade média desse arranjo. Para talvez 80% dos arranjos, a variação siste- 
mática seja próxima o bastante da linearidade e, por isso, os métodos de 
normalização da intensidade total sejam suficientes. Contudo, os 20% 
restantes requerem a utilização de métodos de normalização não linea- 
res (Genomics and Bioinformatics Group, 2005). 

A normalização de quantil não é um método de normalização não 
linear realizado com frequência em microarranjos. Além de conside- 
rar que a expressão da maioria dos genes permanece inalterada sob 
condições experimentais, a normalização de quantil também assume 
a forte pretensão de que a distribuição das intensidades de expressão 
genética também deva ser invariável ao longo dos arranjos (Irizarry, 
2003). Assim, tanto a intensidade média para cada arranjo quanto a 
intensidade em cada quantil do arranjo devem ser as mesmas. Por 
causa disso, a normalização de quantil escolhe todos os valores de 
intensidade no arranjo aumentando a intensidade dos valores e ajus- 
tando as intensidades de modo que o menor valor de intensidade seja 
idêntico em cada arranjo, que os segundos menores valores também o 
sejam e assim por diante. Note que o gene que apresenta menor valor 
de intensidade em cada arranjo pode ser diferente daquele com menor 
valor de intensidade em outro arranjo. 

As variações sistemáticas dependentes de intensidade também são 
reveladas pelos arranjos de tecnologia bicolor. As distorções de colo- 
ração intensidade-dependentes foram identificadas pela primeira vez 
no laboratório de Terry Speed, onde observou-se que os genes de 
baixa abundância parecem ser positivamente regulados no canal Cy5, 
enquanto os genes de expressão moderada parecem sofrer regulação 
positiva no canal Cy3 (Yang, 2002). Esse artefato sistemático pode 
ser efetivamente corrigido por meio da realização de uma regressão 
linear ponderada localizada (lowess) (Fig. 68.6). A validade dos genes 
de manutenção (housekeeping) para a normalização foi questionada 
nos últimos anos. Nesse método, considera-se que os níveis de expres- 
são dos genes de manutenção são constantes nas condições em que 
o experimento é realizado. Assim, as medidas da intensidade de um 
arranjo podem ser normalizadas para as intensidades médias desses 
genes. Entretanto, foi demonstrado que os níveis de expressão de 
alguns genes de manutenção variam consideravelmente sob determi- 
nadas condições experimentais (Thellin, 1999). 

Uma vez normalizados os dados, o controle de qualidade é realiza- 
do tanto no nível da amostra quanto no nível genético. O controle de 
qualidade da amostra avalia globalmente os dados referentes a ela com 
o intuito de identificar outliers ou, nos casos em que a reprodutibilida- 
de das replicações é comumente observada, uma ou algumas amostras 
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Figura 68.6 A normalização dos lowess intensidade-dependente é utilizada para dados bicoloridos. Trata-se de um tipo de esquema de normalização junto à lâmina que ajusta 
a variação intensidade-dependente decorrentes das propriedades do corante. As distorções associadas ao corante são causadas por inconsistências relativas à intensidade 

de fluorescência entre Cy5 e Cy3. Tais inconsistências muitas vezes resultam em uma relação não linear entre os 2 corantes, de modo que a curva seguirá um gráfico de 
dispersão. A, dados antes da normalização. B, aplicando a normalização de lowess, uma regressão localmente ponderada é ajustada aos dados para ajustar o valor do controle 
para cada medida. Em consequência, o gráfico do sinal versus valor de controle se tornará linear. (Cortesia da Agilent Technologies.) 


que possam representar outliers. Os potenciais outliers podem ser iden- 
tificados como aqueles que não formam grupos com amostras replica- 
das ou não apresentam correlação significativa com elas. Agrupamento 
hierárquico, análise do componente principal, algoritmos de predição 
de classe e métricas similares são utilizados com frequência para reali- 
zar controles de qualidade ao nível da amostra (Grewal, 2003). 

O controle de qualidade ao nível genético filtra os genes para os 
quais uma elevada proporção de medidas se encontra dentro da faixa 
de ruído, a fim de criar um conjunto restrito de genes para realização 
de novas análises. Os genes removidos correspondem àqueles que não 
são expressos no(s) tecido(s) de interesse, ou cujos níveis de expressão 
são tão baixos que a tecnologia disponível é insuficientemente sensível 
para detectar diferenças de expressão. A remoção desses genes em geral 
reduz o ruído, a probabilidade de resultados falso-positivos em filtros 
de expressão diferencial subsequentes e o grau de severidade das múlti- 
plas correções de teste exigidas nas análises estatísticas subsequentes. 

Após a conclusão da normalização e do controle de qualidade dos 
dados importados, podem ser realizadas as análises para isolar os genes 
de interesse. Em um experimento de microarranjo, um objetivo bási- 
co consiste em identificar genes que possam ser expressos de maneira 
diferencial entre condições experimentais diversas. Os pesquisadores 
contam com numerosas variantes de testes estatísticos comuns para 
identificar genes que apresentam expressão diferencial. Em relação 
ao uso de testes estatísticos para identificação de genes expressos de 
modo diferencial, é preciso alertar que o número de resultados falso- 
positivos gerados pela análise estatística é proporcional ao número 
de testes realizados. Como geralmente centenas ou milhares de genes 
são testados ao mesmo tempo, o número de resultados falso-positivos 
gerados pela análise tem o potencial de dominar a lista de genes can- 
didatos considerados possíveis genes de expressão diferencial. Assim, 
é importante limitar o número de resultados falso-positivos em uma 
análise estatística por meio da correção de múltiplos testes. Duas cate- 
gorias de correção de múltiplos testes são aquelas que determinam: a) 
FWER (famuly-wise error rate); e b) FDR (false discovery rate). Os testes 
FWER controlam a probabilidade geral de que no maximo um gene 
seja identificado por engano como sendo diferencialmente expresso 
após a análise estatística e a realização de múltiplas correções de teste 
(Grewal, 2003). Exemplos de testes FWER são Bonferroni, Holms- 
Bonferroni step-down e permuta de Westfall e Young. Os testes FDR 
controlam a probabilidade de os resultados falso-positivos serem 
proporcionais ao número de genes que passaram no teste estatístico, 
e não ao número total de genes testados pela análise estatística. Um 
exemplo de teste FDR é o teste de Benjamini-Hochberg para taxa de 


falsas descobertas (Benjamini, 1995). Existem diversos pacotes estatís- 
ticos excelentes disponibilizados on-line, tais como BRB Tools, SAM, 
Focus, D Chip, R Bioconductor Library, PAM etc. 

A análise de agrupamentos (Fig. 68.7) é conveniente para genes 
de agrupamento que se comportam de modo semelhante sob diver- 
sas condições durante um dado experimento. O agrupamento pos- 
sui numerosas aplicações na análise de dados referentes à expressão. 
É possível inferir a função previamente ignorada de um gene a partir 
das funções dos demais integrantes do grupamento. Essa inferência se 
baseia no pressuposto de que os genes compartilhadores de funções 
similares compartilham também comportamentos de expressão pare- 
cidos sob condições experimentais. O agrupamento também pode ser 
útil para encontrar genes que possam estar corregulados. Chegou-se 
a essa conclusão com base na suposição de que os genes corregulados 
compartilham perfis de expressão similares. Assim, para encontrar ele- 
mentos regulatórios comuns, pode ser útil analisar as regiões promoto- 
ras dos genes que se unem para formar agrupamentos (Grewal, 2003). 

Os genes de interesse gerados podem, então, ser integrados com a 
biologia conhecida. Alguns programas (p. ex., GeneSpring) contam 
com a habilidade de criar referências cruzadas de listas de genes a par- 
tir da análise de expressão diferencial e/ou da análise de agrupamento 
contra a ontologia genética ou outras listas de função de genes, com o 
fim de descobrir a importância da sobreposição. Além disso, os genes 
podem ser relacionados a vias biológicas conhecidas e/ou bancos de 
dados (GenBank, LocusLink, UniGene, SAGE) públicos (NCBI). 

Assim, em razão da necessidade intensiva de um padrão de reco- 
nhecimento, interpretação de dados multidimensionais e compara- 
ção de plataformas cruzadas, a tecnologia de microarranjo gozará de 
uma estreita relação com a bioinformática, sendo que a coevolução do 
hardware e do software parece ser inevitável (ver Cap. 76). 


Aspectos da propriedade intelectual 


A tecnologia do microarranjo constitui uma área que tem se movi- 
do rapidamente em função da concorrência feroz. Dessa forma, é 
necessário enfatizar que numerosas patentes foram registradas, algu- 
mas das quais com relevância direta para o diagnóstico clínico. A 
Affymetrix (Santa Clara, CA), por exemplo, possui amplos direitos 
de patente sobre os arranjos de oligonucleotídeos de alta densidade 
(Chee, 1998; Holmes, 1998), independentemente do modo pelo qual 
eles são produzidos. Considerando-se que um laboratório decida 
desenvolver internamente (in-house) arranjos de densidade mode- 
rada para testes de detecção de tumor, e venha a cobrar pela presta- 
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Figura 68.7 Dendograma de agrupamento hierárquico de genes duodenais oriundos 
de biópsias de diferentes tipos de doença celíaca (barra alaranjada) e de biópsias- 
controle (azul). O agrupamento de 109 genes ao longo das 22 amostras agrupa as 7 
amostras-controle (barra azul) à parte das amostras obtidas a partir de 15 pacientes 
com doença celíaca (barra alaranjada). Cada coluna representa uma doença 
celíaca ou uma amostra-controle. Cada linha representa um gene individual. Para 
cada gene, um sinal verde representa subexpressão, sinais negros denotam genes 
similarmente expressos, um sinal vermelho representa genes superexpressos e um 
sinal cinza denota dados faltantes. (Adaptado com permissão de BM) Publishing 
Group, de Diosdado, B; Wapenaar, MC; Franke, L et al.: A microarray screen for 
novel candidate genes in coeliac disease pathogenesis. Gut 2004; 53:944.) 


ção desse serviço, o arranjo produzido pode infringir as patentes da 
Affymetrix se exceder 400 características/cm”, independentemente do 
método de síntese utilizado (Fodor, 1998). As tecnologias de arranjos 
que empregam micromatrizes de blocos de gel de poliacrilamida (ele- 
mentos de gel tridimensional) representam uma nova abordagem que 
pode não infringir os direitos da Affymetrix (Khrapko, 1991; Yershov, 
1996; Guschin, 1997). Espera-se que, assim como aconteceu com as 
tecnologias de amplificação de ácido nucleico, a competição entre os 
fabricantes abaixe os custos dos arranjos de alta e média densidade e 
siga rumo à democratização dessa poderosa tecnologia. 


Aplicações clínicas da tecnologia de arranjos 


Numerosas aplicações da tecnologia de microarranjos foram pro- 
postas ao longo dos últimos anos, variando desde o estadiamento 
molecular de tumores até a identificação e a caracterização de agentes 
microbianos. Isso resultou em muita especulação sobre a tecnologia 
de arranjos representar a próxima onda” de avanços tecnológicos a 
exercer impacto prático sobre o diagnóstico da doença humana, atrás 
apenas da PCR como tecnologia central no laboratório clínico de 
diagnóstico molecular. À presente seção se concentra nas aplicações 
atuais e futuras da tecnologia de arranjos. 


Tecnologia de arranjos no laboratório clínico 


A utilidade da tecnologia de arranjos para o laboratório clínico, 
embora ainda não esteja disseminada, já desponta no horizonte. 
Recentemente, Roth et al. (2004) empregaram a análise de arranjos 
para detectar patógenos respiratórios comuns e compararam esse 
método com a cultura convencional, realizada com amostras oriun- 
das do líquido da orelha média. Em comparação à cultura, as sensibi- 
lidades do ensaio de arranjo para detecção de Haemophilus influenzae, 
Moraxella catarrhalis, Streptococcus pyogenes e Streptococcus pneumo- 
niae foram de 96% (93% para a cultura), 73% (93% para a cultura), 
93% (80% para a cultura) e 100% (78% para a cultura), respecti- 
vamente. Além disso, o microarranjo à base de tecidos foi utilizado 
como ferramenta para controle de qualidade interno no aprimora- 
mento da interpretação da coloração imuno-histoquímica (Packeisen, 
2002; Gulmann, 2004). Também foram descritos aparelhos de arranjo 
microfluídico em pequena escala e automatizados que são capazes de 
detectar espécies de RNA a uma frequência de 1:100.000, com curto 
tempo de resposta e baixo coeficiente de variação (0,09 a 0,11) (Baum, 
2003), o que ajuda a caracterizar tecnicamente essa tecnologia, no que 
se refere a faixa dinâmica, poder de discriminação e reprodutibilidade. 
Por outro lado, é provável que consistência metodológica, controle 
de qualidade e aplicação doença-específica tenham de ser dominados 
antes de sua implementação como teste de rotina no laboratório clí- 
nico. Além disso, o FDA recentemente concedeu à Roche Molecular 
Systems a liberação da comercialização de 501(k) unidades do teste 
AmpliChip CP450 Genotyping para serem utilizados no sistema de 
instrumentação da Affymetrix (Malone, 2005). Isso permitirá a deter- 
minação dos genótipos 2D6 e 2C19 do citocromo P450 do paciente, 
genes codificadores de enzimas hepáticas importantes para o metabo- 
lismo farmacológico, além de permitir ao médico clínico otimizar a 
dosagem de fármacos e minimizar os potenciais efeitos colaterais com 
base no genótipo individual. Esta é a primeira vez que foi concedida a 
liberação da comercialização de um chip de microarranjo como dis- 
positivo diagnóstico para uso em laboratório clínico, anunciando a 
potencial nova era da medicina personalizada. 


Tecnologia de arranjos na doença clínica 


A tecnologia do microarranjo proporcionou a habilidade de triar 
genes que apresentam regulação diferencial em doenças clínicas e expe- 
rimentalmente induzidas, além do estabelecimento de outras correla- 
ções entre genes seletos e suas respectivas funções. Ji et al. (2003), por 
exemplo, empregaram a tecnologia do microarranjo na triagem de genes 
que se encontravam positivamente regulados no estágio inicial da pan- 
creatite aguda, utilizando 2 modelos experimentais diferentes da doença. 
Constatou-se que muitos genes estavam positivamente regulados em 
ambos os sistemas experimentais, sugerindo sua importância na condi- 
ção humana estudada. Contudo, um gene em particular (EGRI) tam- 
bém foi analisado utilizando abordagens clássicas (knockout do gene), e 
descobriu-se que ele se tratava de um regulador-chave na doença que 
poderia ser importante no desenvolvimento da pancreatite aguda em 
estágio inicial. Outros pesquisadores (Iacobuzio-Donahue, 2003) reali- 
zaram uma avaliação abrangente e compararam os perfis de expressão 
genética de 39 amostras de câncer de pâncreas. Em tais estudos, foram 
identificados algo entre 6 e 40 genes que apresentavam intensa expres- 
são ao exame por múltiplas metodologias (arranjos de oligonucleotíde- 
os, arranjos de cDNA ou análise seriada da expressão genética [SAGE]), 
sendo isso eventualmente traduzido em alvos clinicamente úteis. 

A análise de microarranjo de células e tecidos como forma de identi- 
ficar candidatos terapêuticos-chave continua a evoluir. As malignida- 
des ou os respectivos componentes teciduais que têm sido analisados 
na busca da identificação de alvos-chave, indicadores diagnósticos ou 
prognósticos e novas vias são melanoma (Nambiar, 2004), leucemias 
(Moos, 2002; Jaakson, 2003), linfomas (Hedvat, 2002; Kobayashi, 
2003), síndromes mielodisplásicas (Pellagatti, 2004) e carcinomas 
de próstata (Pettus, 2004), de bexiga (Dyrskjot, 2003), renal (Moch, 
1999), colorretal (Frederiksen, 2003), de mama (Jeffrey, 2002; Wilson, 
2004), ovariano (Rosen, 2004) e endometrial (Saidi, 2004). 

Outras aplicações clínicas que utilizam a capacidade de triagem gené- 
tica da tecnologia de microarranjo são estudo do efeito da radiação 


ionizante (Amundson, 1999), detecção do vírus da hepatite D (Sun, 
2004), identificação de patógenos do sistema nervoso central (Hanson, 
2004), cariotipagem de DNA livre de células no líquido amniótico 
(Larrabee, 2004), diagnóstico viral (Striebel, 2003), fornecimento de 
marcadores moleculares para alergia (Jahn-Schmid, 2003) e para dis- 
túrbios inflamatórios (Bennett, 2003), doença de Alzheimer (Pasinetti, 
2001), esclerose múltipla (Whitney, 1999), diabetes (Sreekumar, 2002; 
Mootha, 2003), rejeição de transplante (Flechner, 2004) e hipertensão 
pulmonar (Geraci, 2001). Também foi descrita a habilidade de prever a 
ocorrência de reações farmacológicas adversas (Guzey, 2002), a respos- 
ta à terapia (Sotiriou, 2002), a sensibilidade a fármacos (Stein, 2004) 
e os perfis de toxicidade (Waring, 2001), entre outros (Cox, 2001). 
Graças ao potencial para rapidez e automação, o sequenciamento de 
microarranjo é uma alternativa atraente aos métodos de fenotipagem 
clássicos, notavelmente na triagem de resistência farmacológica. 
Limitações 

Apesar da excitação e do maior potencial para aplicação clínica da 
tecnologia de microarranjo, é preciso ter cautela com sua interpretação. 
A aplicação clínica irá requerer procedimentos para controle e garantia 
da qualidade. A abordagem para garantir a reprodutibilidade dos dados 
de alta densidade apresentados nos microarranjos não tem precedentes 
no laboratório clínico. Cada uma das numerosas etapas de extração da 
amostra, marcação, hibridização, análise de imagem e análise de dados 
contribui para as dificuldades de reprodutibilidade dos dados, podendo 
diferir nos sistemas comercialmente disponíveis (Kothapalli, 2002). Até 
mesmo alterações relativamente pequenas, como a variação do método 
empregado para isolamento do ácido nucleico (Feezor, 2004), podem 
afetar os resultados do perfil de expressão genética. 

As abordagens existentes para evitar tais inconsistências são: veri- 
ficação de cada sequência clonal antes da impressão do microarran- 
jo, realização de experimentos em duplicata ou triplicata sempre 
que possível e verificação de genes candidatos utilizando métodos 
clássicos (PCR, Northern blotting, ensaio de proteção de RNAse etc). 
Alguns investigadores (Rajeevan, 2001) demonstraram que a maio- 
ria dos resultados do arranjo foi qualitativamente acurada nos expe- 
rimentos de validação cruzada utilizando RT-PCR em tempo real. 
Entretanto, para os genes que apresentaram uma diferença inferior 
a 4 vezes nos arranjos, não foi obtida uma validação cruzada consis- 


tente com RT-PCR em tempo real. Também é bastante importante 
determinar se a diferença na expressão do mRNA se traduz em uma 
diferença nos níveis de expressão dos produtos proteicos correspon- 
dentes. Atualmente, ainda é preciso esclarecer com que frequência a 
diferença ao nível do mRNA é traduzida em uma diferença ao nível de 
expressão proteica. 

Recomenda-se, também, cautela na interpretação dos genes que 
apresentam regulação diferencial durante a progressão tumoral 
(microarranjo de estadiamento). Qualquer fonte de ácido nucleico 
derivada de tecido de biópsia é constituída por numerosas populações 
celulares distintas, e somente pode representar um tecido homogêneo 
depois que a massa tumoral atinge um tamanho suficientemente gran- 
de (i. e., estágio tardio). Embora existam alguns métodos disponíveis 
para isolar células específicas de interesse em tumores menores (p. ex., 
microdissecção de captura a laser), tais metodologias são demoradas e 
não estão universalmente disponíveis. 

Assim como todas as estratégias de sequenciamento, os microarranjos 
apresentam sensibilidade limitada para alelos minoritários. O exemplo 
da identificação baseada na sequência da resistência farmacológica no 
HIV será particularmente instrutivo. O sequenciamento por microar- 
ranjo de isolados clínicos pode prever de maneira correta alguns casos 
de resistência farmacológica com base em mutações específicas (Race, 
1998), além de já estar evoluindo em direção à prática-padrão (Perez- 
Olmeda, 1999). Mesmo fazendo-se a consideração otimista de que o 
sequenciamento é capaz de detectar um alelo de resistência que esteja 
representado em 1% ou mais da população viral, ainda há motivos para 
duvidar do valor preditivo de um teste negativo para resistência. Poucos 
virologistas argumentariam que uma prevalência de 0,5% de resistén- 
cia farmacológica é pouco relevante para um vírus que gera cerca de 
um bilhão de cópias por dia. Sendo assim, deveria ser entendido que o 
poder dessa tecnologia atualmente reside em sua habilidade na triagem 
da regulação de genes em parâmetros definidos (Russo, 2003). 

Espera-se que, em um futuro próximo, novos avanços no diagnós- 
tico, na classificação e no prognóstico sejam descobertos por métodos 
baseados em microarranjo. Conforme enfatizado anteriormente, não 
são meros aperfeiçoamentos na aparelhagem que tornam isso possi- 
vel, e sim estratégias analíticas mais sofisticadas, que evoluem para 
acompanhar os dados mais complexos gerados por esses dispositivos 
(Bassett, 1999). 
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CO PONTOS-CHAVE 
| e A identificação de anormalidades cromossômicas 


eralmente tem correlação com doenças e 
anibrivisiidades fenotípicas que ajudam no diagnóstico clínico e no 
tratamento. 

e A morfologia padrão e um padrão de bandeamento específico 
foram estabelecidos para todos os cromossomos humanos. Uma 
variedade de tecnologias de coloração é usada unicamente para 
identificar cromossomos e determinar se há anomalias. 


e A hibridização in situ com fluorescência (FISH), um recurso 
diagnóstico único, que combina tecnologias tanto da citogenética 
quanto da genética molecular, pode fornecer informações 
importantes sobre as condições dos genes. 

e As duas categorias básicas de anormalidade citogenética são 
numéricas e estruturais. 

e As anormalidades citogenéticas podem ser do tipo de novo ou 
herdadas. A detecção pode ocorrer em qualquer fase da vida de uma 
pessoa, desde o período pré-natal até a idade adulta. 

e A identificação de um clone citogeneticamente anormal em um 
câncer pode fornecer informações sobre o diagnóstico, prognóstico, 
tratamento e a progressão da doença. 

e Muitas síndromes foram ligadas de forma específica a anomalias 
cromossômicas particulares; por exemplo, a trissomia do 21 na 
síndrome de Down; 45,X na síndrome de Turner; e a deleção do 
22q11.2 na síndrome velocardiofacial. 

e O diagnóstico de síndromes de microdeleção poe requerer uma 
combinação de análise do cariótipo, FISH e avaliação clínica. 

e Pode-se usar a análise citogenética em quase toda E e 
médica, sendo um elemento importante na medicina clínica 
laboratorial. 


Introdução 


A genética é definida, de forma ampla, como o estudo científico da 
hereditariedade. No entanto, na medicina clínica laboratorial, o foco 
de interesse recai em duas especialidades desse campo: (1) a genética 
humana, que é o estudo da hereditariedade no ser humano, e (2) a 
genética médica, ou seja, o estudo da variação genética de importân- 
cia clínica. A genética médica pode ser subdividida ainda em cinco 
grupos, sendo dois campos primordialmente clínicos (genética clínica 
e aconselhamento genético) e três sendo ciências laboratoriais (cito- 
genética, genética molecular e genética bioquímica). 

Descobertas fundamentais no campo da medicina podem ser atri- 
buídas à genética. A pesquisa, incluindo a informação obtida com o 
Projeto Genoma Humano (conforme descrito no Cap. 76), continua 
a identificar novos genes e mutações diretamente relacionadas com 


doenças. O conhecimento da causa subjacente de uma doença dá 
novas oportunidades de diagnóstico e abre a possibilidade da tera- 
pia gênica e a probabilidade de curar algumas doenças genéticas no 
futuro. Atualmente, há uma demanda crescente por meios de usar tal 
informação em benefício dos pacientes, o que levou ao surgimento 
de novas técnicas laboratoriais na genética molecular e na citogené- 
tica, que estão aprimorando os métodos de diagnóstico e tratamento. 
Neste capítulo, enfatiza-se principalmente a citogenética, enquanto a 
discussão da genética molecular pode ser encontrada no Capítulo 72. 


Definições 


Como em todas as áreas da medicina, a genética baseia-se no uso 
apropriado de termos específicos para a comunicação. As seguintes 
definições fornecem um vocabulário básico desse campo. 

Gene: uma sequência de nucleotídeos que representa uma unidade 
funcional de hereditariedade; uma região do DNA que codifica um 
produto, seja RNA ou proteína. 

Cromossomo: uma estrutura altamente ordenada, composta por 
DNA e proteínas que carregam a informação genética. Os seres huma- 
nos possuem 46 cromossomos ordenados em pares. 

Autossomo: todos os cromossomos exceto X e Y, designados cromos- 
somos sexuais. 

Cromossomos homólogos: cromossomos irmãos, os membros de um 
par de cromossomos em que um é herdado da mãe e outro, do pai. 

Locus: a posição de um gene em um cromossomo. 

Alelo: uma forma alternativa de um gene ocupar o mesmo locus. Um 
alelo pode ser o resultado de uma mutação. Há um máximo de dois 
alelos por complemento diploide de cromossomo (um alelo por cro- 
mossomo), mas pode haver múltiplos alelos em uma população. 

Mutação: uma alteração permanente herdada na sequência do DNA 
genômico, que pode manifestar-se tanto no nível genético quanto 
molecular. Nem todas as mutações são eventos negativos; muitas são 
benignas (p. ex., a cor azul dos olhos) e algumas têm efeitos positivos 
(p. ex., o traço falciforme em países onde o risco de malária é alto). 
Os indivíduos com uma mutação constitutiva (i. e., uma mutação pre- 
sente em cada célula do corpo) podem transmiti-la para sua progênie 
mediante a transmissão da linhagem germinativa. Em alguns casos, 
notavelmente no câncer, pode surgir uma mutação adquirida em uma 
única célula somática, que então divide-se por mitose e dá origem a 
um novo clone de células. A mutação será limitada a esse clone e não 
será transmitida para a progênie do indivíduo. Em raras circunstân- 
cias de mosaicismo gonadal, uma mutação adquirida de novo pode sur- 
gir nas gônadas, resultando em uma população mista de gametas nor- 
mais e mutantes. A progênie que recebe a nova mutação pode exibir 
um fenótipo que não está presente em qualquer um dos pais. 


Cariótipo: a constituição do cromossomo de um indivíduo. 

Cariograma: esquema que mostra os pares de cromossomos de uma 
célula dispostos em uma sequência padrão. 

Diploide: a presença de duas cópias de cada cromossomo único por 
célula. Nos seres humanos, os cromossomos ocorrem em pares e O 
número diploide (2N) é 46. 

Haploide: uma cópia de cada cromossomo único. Nos seres huma- 
nos os gametas são haploides (N = 23). 

Homozigose: quando ambos os alelos em um locus são os mesmos. 
(No sistema ABO, um complemento AA representa homozigosida- 
de.) 

Heterozigoto: quando os dois alelos em um locus são diferentes. (No 
sistema ABO, um complemento AO representa heterozigosidade.) 

Hemizigoto: a presença de apenas um cromossomo ou segmento 
de cromossomo, em vez dos dois habituais; aplica-se a indivíduos do 
sexo masculino com um único cromossomo X. 

Genótipo: a constituição genética de um indivíduo ou organismo 
(i. e. quais alelos estão presentes). (No sistema ABO, AA, AO, BB, 
BO, AB e OO são genótipos.) 

Fenótipo: o aspecto de um indivíduo que resulta da interação do 
ambiente com o genótipo. (No sistema ABO, os tipos sanguíneos A, 
B e O representam a expressão fenotípica dos alelos de determinado 
indivíduo.) 

Alelo dominante: aquele que se expressa quando presente em apenas 
uma única dose (i. e., ele “domina” o outro alelo presente). (No sis- 
tema ABO, A é dominante sobre O, de maneira que um genótipo AO 
resulta em um fenótipo do tipo sanguíneo A. Da mesma forma, a pre- 
sença de pigmento [T] é dominante quanto à ausência de pigmento 
[t] [i. e., albinismo], de modo que Tt resulta em pigmentação.) 

Alelo recessivo: em um organismo diploide, um alelo que só se 
expressa quando em homozigose. (No sistema ABO, o grupo sangui- 
neo O só é visto com um genótipo OO; O é recessivo com relação a À 
e B. Similarmente, o albinismo [t] é recessivo com relação à pigmen- 
tação [T] e um fenótipo albino só ocorre com um genótipo tt.) 

Alelos codominantes: em um organismo diploide, alelos que não exi- 
bem dominância ou recessividade em relação um com o outro, porém, 
quando presentes juntos, ambos expressam-se completamente. (No 
sistema ABO, A e B são codominantes, de modo que um genótipo AB 
expressa tanto o antígeno A como o antígeno B.) 

Distribuição independente: a distribuição aleatória de cromossomos 
(paternos e maternos) nos gametas; a chance de 50:50 de herdar deter- 
minado cromossomo de um dos pais. 

Ligação (linkage): a presença de dois ou mais genes no mesmo cro- 
mossomo que tendem a ser herdados juntos. 

Crossing over: a troca física de material genético entre cromossomos 
homólogos. 

Recombinação: a geração de novas combinações alélicas nos cromos- 
somos, em geral por crossing over. 

Mitose: divisão celular somática em que o DNA se replica e distri- 
bui-se uniformemente para duas células-filhas iguais. 

Meiose: divisão celular nas gônadas que produz os gametas. Uma única 
replicação do DNA é seguida por duas divisões celulares que reduzem o 
conteúdo total do DNA de uma célula de 2N para N. Ocorre recombi- 
nação para aumentar a diversidade genética em uma população. 

Não disjunção: falha na separação de cromossomos ou cromátides 
para polos opostos na divisão celular. Em geral, resulta em muitos ou 
poucos cromossomos em uma célula. 


Citogenética 


Define-se citogenética como a ciência que combina os métodos 
e achados da citologia e da genética para permitir a investigação da 
hereditariedade no nível celular — que abrange a avaliação cuidadosa 
dos cromossomos, estruturas compostas de uma fita dupla de DNA 
em complexo com proteínas histonas e não histonas. Os cromosso- 
mos foram observados pela primeira vez em células tumorais por 
Walther Fleming, em 1882, apenas 16 anos após Mendel ter estabe- 
lecido a genética como um novo campo científico, tornando a cito- 
genética um dos campos mais antigos da genética. Logo após a virada 
do século, a importância dos cromossomos sexuais foi estabelecida 
e, em 1959, estudos citogenéticos foram utilizados pela primeira vez 


no laboratório clínico. A capacidade de detectar alterações na estru- 
tura de um cromossomo e correlacioná-las diretamente a doenças e 
anomalias fenotípicas nos indivíduos provou ser um grande avanço 
no diagnóstico clínico. Com os anos, o número e os tipos de estu- 
do aumentaram, com muitos dos testes realizados tendo se tornado 
o padrão do diagnóstico. No mundo atual, com um número cada 
vez maior de genes causadores de doenças sendo clonados, há uma 
ênfase crescente no desenvolvimento de análises diretas de mutação 
molecular (ver Cap. 72). Esses estudos funcionam bem quando se tem 
um diagnóstico ou uma suspeita dele, mas, na ausência de um dis- 
túrbio conhecido, a citogenética ainda mantém sua posição como o 
único teste de laboratório capaz de pesquisar a constituição genética 
de um indivíduo mediante um único ensaio. Consequentemente, as 
aplicações clínicas da análise citogenética podem ser encontradas em 
todos os grupos etários e variam do diagnóstico pré-natal à avaliação 
de câncer. 


Cromossomos 


Para reconhecer anormalidades, primeiro é importante entender o 
que compreende um conjunto “normal” de cromossomos. O comple- 
mento cromossômico humano inclui 46 cromossomos ordenados em 
23 pares (Fig. 69.1). Um membro de cada par é herdado da mãe e outro, 
do pai do indivíduo; 22 pares são conhecidos como autossomos e pare- 
cem homólogos entre si (1. e., são indistinguiveis um do outro). O 23° 
par inclui os cromossomos sexuais, homólogos no sexo feminino (que 
tem dois cromossomos X), e não homólogos (estruturalmente diferen- 
tes) no masculino (que tem um cromossomo X e um Y) (Fig. 69.1). Os 
genes estão codificados no DNA e dispostos ao longo do comprimento 
dos cromossomos. Durante o ciclo celular, o comprimento absoluto 
dos cromossomos varia, porém, a forma mais condensada é alcançada 
na metáfase, momento em que os cromossomos podem ser observados 
com maior facilidade. Por esse motivo, os cromossomos em metáfase 
são a base da maioria dos estudos citogenéticos. 


Estrutura dos cromossomos 


Um cromossomo em metáfase é composto por duas hélices duplas de 
DNA, cada uma delas denominada cromátide, e as duas sendo mantidas 
juntas por uma região ainda não replicada do DNA, conhecida como 
centrômero ou constrição primária. Além de sua função na divisão 
celular, o centrômero age como uma demarcação e divide o cromos- 
somo em duas regiões distintas, conhecidas como braços (Fig. 69.24). 
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Figura 69.1 Cariótipo do complemento cromossômico masculino humano; o 
total de 46 cromossomos é ordenado em pares. Notar o par não homólogo de 
cromossomos sexuais, com um cromossomo X e um Y (embaixo, à direita). 
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Figura 69.2 Estrutura do cromossomo. A, esquema da anatomia do 
cromossomo em metafase, mostrando os principais marcos. Cada 
cromossomo é composto por duas cromátides mantidas unidas pelo 
centrômero. O telômero é a estrutura terminal do cromossomo. Uma 
forma metacêntrica típica é contrastada com uma acrocêntrica que 
tem na estrutura um braço curto modificado, composto de hastes e 
satélites. Em todos os casos, o braço mais curto, ou p, está orientado 
para cima e o mais longo, ou q, para baixo. B, a posição relativa do 
centrômero pode variar, resultando em cromossomos metacêntricos 
(centrômero perto do meio), submetacêntricos (mais perto de uma 
extremidade) e acrocêntricos (braço curto modificado). 
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METACÊNTRICO ACROCÊNTRICO 


O braço mais curto é designado p e o mais longo é conhecido como q. 
Quando o centrômero está aproximadamente equidistante de ambas as 
extremidades, diz-se que o cromossomo é metacêntrico, mas, se estiver 
mais próximo de uma extremidade que de outra, o cromossomo então 
é submetacêntrico (Fig. 69.2B). Cinco pares de cromossomos acro- 
cêntricos têm braços curtos modificados, com hastes contendo apenas 
múltiplas cópias de RNAr gênico encobertas por um telômero modifi- 
cado denominado satélite (Fig. 69.24). 

A extremidade de um cromossomo é o telômero. Sabe-se que tais 
regiões são compostas por DNA repetido em série (fileiras) com a 
sequência (TTAGGG)n, cuja função é estabilizar os cromossomos. 
A mecânica da replicação do DNA é tal que nem todo o DNA do 
telômero pode ser replicado em cada divisão, de maneira que há um 
encurtamento dos telômeros com o tempo. Foi levantada a hipóte- 
se de que a perda total dos telômeros leva a um aumento nas aber- 
rações cromossômicas, o que pode, em parte, ser responsável pelo 
processo de envelhecimento humano (Harley, 1990; Wright, 1992; 
de Lange, 1998). 


Cultura celular 


Para a obtenção de células em metáfase para análise cromossômica, 
é preciso cultivar células do paciente in vitro. A célula humana média 
divide-se uma vez a cada 24 horas, de modo que apenas 1% da popu- 
lação celular está em divisão em qualquer momento determinado. No 
entanto, algumas células, como os linfócitos em um indivíduo normal 
saudável, não se dividem totalmente. Por isso, foram desenvolvidas 
técnicas especiais para estimular as células a se dividirem e aumentar a 
produção de células em metáfase. 


Amostras 

Praticamente qualquer amostra de células nucleadas viáveis pode 
ser usada para análise citogenética. Entretanto, é mais fácil obter e cul- 
tivar certos tipos de células, razão pela qual são preferíveis para prepa- 
rações cromossômicas. Para estudos citogenéticos rotineiros, de adul- 
tos e crianças, sangue periférico heparinizado é a amostra preferida. 
A obtenção de uma amostra por meio de flebotomia padrão em geral 
é fácil e relativamente indolor para o paciente. No caso de distúrbios 
hematológicos, são obtidos os melhores resultados com amostras da 
medula óssea, pois esse é o local de origem da doença. Culturas de 
fibroblastos de biópsias ou punções cutâneas são uma fonte adequada 
de células em metáfase. Tecidos como o fígado, rins, pulmões e mús- 
culos não são usados rotineiramente por causa da natureza invasiva 
da obtenção de tais amostras. No entanto, esses tecidos com frequ- 
ência constituem uma fonte excelente, desde que as amostras sejam 
obtidas logo após a morte, durante necropsia, ou de um feto aborta- 
do. Amostras de produto da concepção podem conter uma mistura de 


tecido materno e fetal, requerendo, assim, cuidado extra ao se estabe- 
lecer uma cultura (De Martinville, 1984). 

A amostra mais comum para análise pré-natal é o líquido amniótico 
colhido por amniocentese. O procedimento é realizado sob orientação 
de ultrassonografia, para que o feto não seja atingido à medida que o 
médico passa uma agulha através do abdome e do útero da mãe até 
o saco amniótico. Isso é feito tipicamente entre 16 e 18 semanas de 
gestação, momento em que é possível retirar de 20 a 30 mL de liqui- 
do amniótico (urina fetal) sem prejudicar o feto. As células presentes 
na amostra são derivadas do feto e representam uma fonte de material 
para citogenética, genética molecular e ensaios bioquímicos. O próprio 
líquido contém o-fetoproteina (AFP), bem como outras proteínas e 
enzimas, e forma o substrato para outros ensaios pré-natais. O risco de 
perda fetal devida à amniocentese é de aproximadamente 0,5%. 

Outro procedimento pré-natal é a obtenção de amostras de vilo- 
sidades coriônicas, que fornecem tecido da placenta em desenvolvi- 
mento (Blakemore, 1988; Rhoads, 1989). O procedimento é feito por 
via transabdominal ou transvaginal, com 10 a 14 semanas de gestação 
e risco de perda fetal aproximado de 1%. Como não é colhido líquido 
amniótico, não pode ser feito qualquer teste para AFP ou relacionado, 
embora sejam possíveis análises citogenéticas, bioquímicas e molecu- 
lares consideradas padrão. 

A cordocentese ou obtenção percutânea de sangue umbilical resulta 
em uma amostra de sangue fetal que pode ser usada para estudos rápi- 
dos de cariotipagem ou moleculares. Esse procedimento é feito em 
idades gestacionais mais tardias (> 20 semanas) e implica alto risco de 
perda fetal (2-5%). 

Todas as amostras clínicas para análise citogenética precisam ser 
colhidas da maneira mais estéril possível. A presença de bactérias ou 
fungos compromete seriamente o estudo, pois células procarióticas 
em geral competem com quaisquer células humanas presentes e se 
proliferam. Para maximizar o número de células viáveis, as amostras 
devem ser levadas para o laboratório o mais cedo possível após a cole- 
ta. Sangue, medula óssea, líquido amniótico e vilosidades coriônicas 
devem ser mantidos à temperatura ambiente, enquanto tecido sólido 
é transportado em gelo úmido. A diferença na temperatura de trans- 
porte deve-se às condições nativas da amostra. Células do sangue, da 
medula óssea e do líquido amniótico ocorrem como células indivi- 
duais em um substrato líquido, e a integridade da amostra não será 
comprometida se mantida à temperatura próxima daquela do corpo. 
Contudo, a coleta de tecido requer a retirada de células do corpo por 
excisão, deixando células rompidas e mortas na periferia da amostra. 
A liberação de enzimas lisossômicas facilita a degradação das células 
mortas e leva ao ataque às células vivas adjacentes nas condições ade- 
quadas. Se a temperatura cair para perto de 4ºC, a atividade enzimáti- 
ca será inibida e a viabilidade da amostra será mantida. 


Técnica de cultura celular 

Dependendo do tipo de célula, pode-se empregar uma técnica de 
cultura em suspensão (flutuante) ou monocamada (fixa a uma super- 
fície). Células do sangue e da medula óssea crescem em suspensão, 
sendo fácil obter alíquotas para inoculação nos meios de cultura 
apropriados. A medula óssea é cultivada por 24 a 48 horas, enquanto 
linfócitos requerem 3 a 4 dias em cultura para produtividade máxi- 
ma. Além disso, como os linfócitos normalmente não se dividem em 
cultura, sua divisão precisa ser induzida usando-se um mitógeno, em 
geral fito-hemaglutinina, e então as células resultantes em metáfase 
podem ser colhidas mediante o emprego de um inibidor mitótico 
como a colcemida. As células do líquido amniótico, das vilosidades 
coriônicas e de tecidos sólidos crescem como uma monocamada in 
situ. Tecido e vilosidades coriônicas são primeiramente desagregados 
mediante tratamento leve com colagenase, e então as células indivi- 
duais são semeadas em lamínulas de vidro e cobertas com meio de 
cultura. Em uma amostra de líquido amniótico, as células têm de ser 
separadas do líquido por centrifugação antes de serem colocadas em 
placas, deixando-se que formem colônias in situ. O tempo típico para 
cultura é de 5 a 10 dias no caso de vilosidades coriônicas e amniócitos, 
e até 2 semanas para cultura de tecido sólido. 

Assim que o crescimento máximo tiver sido alcançado, todos os 
tipos celulares são coletados com técnicas semelhantes. As células 
são intumescidas hipotonicamente (ao ponto de a membrana celu- 
lar esticar sem romper-se) e então fixadas. Um leve sopro sobre a 
lamínula que contém células de culturas in situ fixadas é suficiente 
para que ocorra ruptura das membranas celulares e haja dissemina- 
ção dos cromossomos em metáfase. Embora a maioria dos labora- 
tórios ainda realize essas etapas manualmente, foi desenvolvido um 
coletor robótico automático que pode processar grande número de 
culturas com bastante eficiência. No caso de culturas em suspensão, 
as células fixadas precisam ser gotejadas em uma lâmina de micros- 
copia limpa, o que rompe mecanicamente as membranas e deixa 
os cromossomos levemente separados, mas em uma região distin- 
ta ocupada por uma única célula (Fig. 69.3). Depois de secarem ao 
ar, as lâminas estão prontas para serem coradas. Em alguns casos, 
o envelhecimento artificial das células a 65°C por 30 a 60 minutos 
melhora a qualidade da coloração. 


Coloração 

A coloração de rotina para cromossomos é feita por coloração de 
Giemsa ou de Wright, cujas cargas positivas se ligam às moléculas 
de DNA com carga negativa. A tripsinização leve dos cromossomos 
antes da coloração aparentemente enfraquece as interações entre 
DNA e proteína, resultando em um padrão definido de regiões cla- 
ras e escuras alternadas após a aplicação do corante. Isso é denomi- 
nado padrão de bandeamento (bandeamento G ou padrão de bandas 
determinado por coloração de Giemsa) (Yunis, 1973; Burkholder, 
1977; Holmquist, 1982). Cada par de cromossomo tem um padrão 
de bandeamento único, representado de forma esquemática como um 
ideograma (ISCN, 2005) (Fig. 69.4), que é usado para identificar cada 
cromossomo e sub-regiões cromossômicas. 

Embora o bandeamento G seja adequado para a maioria das situa- 
ções, é possível obter informação adicional com outras técnicas espe- 
ciais de coloração. Os corantes especiais mais comuns incluem os 
bandeamentos Q, Ce R. O bandeamento Q, ou fluorescência da quina- 
crina, foi usado originalmente para cariotipagem de rotina (Comings, 
1975). No entanto, como a fluorescência é transitória, foi agora subs- 
tituída pelo bandeamento G, que fornece uma preparação que fica 
corada permanentemente (Sumner, 1973). A principal aplicação atual 
do bandeamento Q é para a identificação rápida do cromossomo Y. 
A extremidade distal do braço longo do cromossomo Y é composta 
de heterocromatina e é a região mais brilhantemente fluorescente na 
metáfase humana (Fig. 69.5A). Nos casos de genitália ambígua, uma 
preparação rápida para bandeamento Q, em geral, pode levantar a 
questão da presença ou ausência de um cromossomo Y no paciente. 
O bandeamento C, bandeamento constitutivo ou do centrômero, é 
usado para avaliar-se a heterocromatina constitutiva ou determinar se 
um cromossomo tem dois centrômeros (é dicêntrico). Normalmente, 
um centrômero aparece como um único ponto escuro em um cromos- 
somo todo corado de forma pálida (Holmquist, 1979). No caso de um 





Figura 69.3 Cromossomo espalhado em metáfase. Cromossomos de uma única 
célula, conforme vistos em uma lâmina de microscopia. 


cromossomo dicêntrico, a presença de duas regiões escuras identifica 
com clareza os dois centrômeros (Fig. 69.5B). O bandeamento R, ou 
bandeamento reverso, resulta em cromossomos com o mesmo padrão 
de bandeamento observado no G, mas as bandas clara e escura estão 
invertidas, daí a denominação. Como os telômeros dos cromossomos 
tendem a ser bandas pequenas coradas em claro, pode não ser fácil 
detectar uma deleção com o bandeamento G padrão. Contudo, no 
bandeamento R, os telômeros devem aparecer como bandas escuras e, 
assim, sua ausência como resultado de uma deleção é mais óbvia. 


Análise do cariótipo 

Para se fazer uma análise citogenética (cariótipo), é essencial ser 
capaz de identificar rapidamente e com acurácia cada cromossomo 
e determinar quando há anormalidades cromossômicas. A primei- 
ra etapa é contar o número de cromossomos presentes na célula que 
está sendo avaliada. O número de centrômeros ativos define o número 
total de cromossomos e irá totalizar 46 em uma célula humana diploi- 
de normal. A presença de muitos ou poucos cromossomos indica uma 
anormalidade numérica potencial. A cultura in vitro pode resultar em 
artefatos, de modo que nenhuma célula é usada para definir o com- 
plemento cromossômico de um paciente. Portanto, um estudo clínico 
típico requer a análise de 15 a 20 células. Nos casos de mosaicismo ou 
outras situações especiais, podem ser avaliadas mais 10 a 30 células. 

Cromossomos individuais são identificados com base no tamanho 
global de cada um deles, na posição de seu centrômero e no padrão de 
bandeamento. Qualquer variação na estrutura do cromossomo deve 
ser detectada nesse momento. Na maioria das circunstâncias, o ban- 
deamento G rotineiro de cromossomos em metáfase é suficiente para 
propósitos de diagnóstico clínico. Entretanto, alguns distúrbios estão 
associados a deleções muito pequenas de material cromossômico, que 
podem não ser resolvidas nesse nível, daí o emprego da análise em alta 
resolução. São empregadas condições de cultura especiais, e as células 
são colhidas em um estágio um pouco mais precoce da divisão celular, 
a pró-metáfase. Nesse ponto do ciclo celular, os cromossomos estão 
menos condensados e são fisicamente maiores, o que facilita a detec- 
ção de pequenas anormalidades. 

A análise é feita por um técnico que examina as células ao micros- 
cópio e, uma vez completado esse exame, determina se o comple- 
mento cromossômico é “normal” ou “anormal”. Para documenta- 
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Figura 69.4 Exemplos de ideogramas 
para os cromossomos 1, 7, 14 e 

Y mostrando o padrão esperado 

de alternância de bandas claras e 


escuras. 





Figura 69.5 A, metáfase na banda Q mostrando fluorescência brilhante do cromossomo Y (seta). B, cromossomos na banda C mostrando os centrômeros corados em escuro. 


Um cromossomo dicêntrico foi detectado com duas bandas escuras (duas setas). 


ção, são capturadas células em metáfase representativas e preparados 
cariogramas (ilustrações dos cromossomos de uma célula, Fig. 69.1). 
Tradicionalmente, essa captura tem sido feita por meio de fotografias 
com uma câmera de 35 mm montada no microscópio. O filme é então 
revelado e são feitas cópias fotográficas. Os cromossomos podem ser 
recortados e colados em uma folha de papel. Os pares homólogos são 
dispostos do maior para o menor, colocando-se o par de cromosso- 
mos sexuais em separado. Por convenção, o braço mais curto (p) é 
orientado para cima e o mais longo (q), para baixo. 





Imagem assistida por computador 

Atualmente, a maioria dos laboratórios de citogenética passou a usar 
a imagem computadorizada. Embora a imagem nas fotos impressas 
seja de alta resolução, a técnica requer muito tempo e esforço. Agora 
é possível montar uma câmera de vídeo acoplada a um dispositivo 
de carga (CCD, charge-coupled device) no microscópio, no lugar da 
câmera de 35 mm. Com o software especialmente designado, con- 
segue-se capturar uma imagem digitalizada da célula em metáfase e 
exibi-la no monitor do computador. Nesse ponto, o software permite 


que se modifique a imagem, clareando-a, escurecendo-a ou mudan- 
do o contraste, sendo possível uma variedade de manipulações dos 
cromossomos, inclusive esticá-los e importar cromossomos de outros 
campos. Então, pode ser gerado um cariograma usando-se um padrão 
de reconhecimento sub-rotineiro que identificará automaticamente 
os cromossomos e os colocará nos seus locais adequados, na forma de 
um cariograma. Dependendo do software e da qualidade da imagem, a 
acurácia desse processo pode variar de 10 a 85%. Depois de melhorar 
ao máximo a imagem com o computador, o técnico em citogenética 
bem treinado consegue fazer as correções necessárias. Assim que os 
cromossomos tiverem sido colocados nas posições adequadas, é pos- 
sível fazer aprimoramentos estéticos para eliminar bordas rasgadas 
ou defeitos de fundo. Imprime-se, então, a versão final do cariogra- 
ma, usando-se uma impressora de alta resolução. Embora a qualida- 
de geral não seja tão boa quanto a fotográfica, economiza-se muito 
tempo com o sistema computadorizado. Um cariograma de rotina, 
desde a captura da imagem, deve ser feito por um técnico treinado em 
15 a 20 minutos em média. Outra grande vantagem desse sistema é na 
aplicação à microscopia de fluorescência. 
Hibridiza dCc 20 in situ com fluorescéncia 

A coloração clássica para citogenética discutida anteriormente resul- 
ta dos corantes que se fixam ao DNA ou à proteina de um cromosso- 
mo e permitem a visualização à microscopia óptica. A hibridização 
in situ, uma combinação de tecnologias moleculares e citogenéticas, 
abriu outra porta que permitiu investigar mais as anomalias cromos- 
sômicas. Com ela, em vez de um corante, é uma sonda molecular (i. 





e., um fragmento de DNA) que se liga ao cromossomo. Nos primeiros 
estudos, a sonda era marcada com um composto radioativo (em geral 
trício), de maneira que, após 5 a 10 dias de exposição a um filme de 
raio X, um padrão de grãos de prata poderia ser detectado, identifi- 
cando a localização cromossômica daquela sonda. Tal técnica facilitou 
o mapeamento de genes e a identificação de seus loci (Trask, 1991). 

A autorradiografia foi útil, mas só se podia usar uma sonda de cada 
vez, O que acarretava muito tempo de exposição, e ainda havia um grau 
de dispersão dos grãos de prata que exigia a análise estatística dos dados 
obtidos. Em meados da década de 1980, foi desenvolvida uma variação 
da técnica que se mostrou extremamente útil para aplicações clínicas. 
A nova tecnologia, hibridização in situ com fluorescência (FISH), é 
mais rápida, mais específica e permite o uso de múltiplas sondas em 
um único procedimento de hibridização. Além disso, em vez de sondas 
com marcação radioativa, usa-se um corante fluorescente que é visua- 
lizado à microscopia de fluorescência (Ledbetter, 1989). 

Nas aplicações clínicas da FISH, o objetivo mais comum é deter- 
minar se um gene, uma mutação específica ou um rearranjo cro- 
mossômico em particular está presente, de modo que a(s) sonda(s) 
molecular(es) precisa(m) ser bem caracterizada(s) e específica(s) para 
o locus em questão. Existem três tipos básicos de sondas. As sondas 
para pintura de cromossomo, na verdade, são um coquetel de muitos 
fragmentos únicos de DNA ao longo do comprimento de um cro- 
mossomo, de modo que, após a hibridização, todo o cromossomo 
fluoresce (Fig. 69.64). Sondas de sequência repetida são isoladas das 
regiões do centrômero. As sondas de centrômero, em geral, são usa- 
das na enumeração de cromossomos (i. e., para detectar o ganho ou a 


Figura 69.6 Hibridização in situ por fluorescência (FISH). 4, a sonda de todo o cromossomo pintado ressaltando os dois cromossomos X em uma célula feminina. 8, 
cromossomos mostrando hibridização com sondas subteloméricas. O braço p ou curto subtelomérico está indicado pelos sinais verdes e o braço q ou longo subtelomérico esta 
indicado pelos sinais vermelhos. Os sinais pareados vermelho e verde são vistos no núcleo em interfase à esquerda. Ce D, sequência repetida da sonda de centrômero para 

o cromossomo 21. €, trissomia do 21 vista à esquerda em um núcleo em interfase e à direita em um núcleo na metáfase (setas). D, complemento normal de duas cópias do 
cromossomo 21 (setas), vistas na interfase (à esquerda e à direita) e na metáfase (no centro). 
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1436 perda de cromossomos específicos) (Fig. 69.6C e D) (Lichter, 1990). 


Aplicações da citogenética na patologia moderna 





Uma sonda verdadeira de telômero reconhece as seis bases repetidas 
presentes nas extremidades de todos os cromossomos e confirmará a 
presença ou ausência das regiões teloméricas. Uma sonda de sequên- 
cia única, em geral, é isolada do DNA clonado de um gene causador 
de doença ou de um fragmento de DNA de localização conhecida 
associada a um gene particular. Usa-se esse tipo de sonda para identi- 
ficar a presença ou ausência do gene, da região gênica ou um rearran- 
jo cromossômico de interesse (Cherif, 1989; Lindsay, 1993). Sondas 
subteloméricas são um subconjunto dessa categoria. A pesquisa reve- 
lou que há sequências únicas proximais ao telômero de cada braço 
do cromossomo, que podem ser usadas para a identificação específica 
de cada braço. As sondas subteloméricas criadas tornaram-se muito 
valiosas para caracterizar rearranjos crípticos, ao determinarem se 
todos os subtelômeros estão presentes e localizados nos braços corretos 
do cromossomo e, se não, se ocorreu um rearranjo (Fig. 69.6B). Além 
disso, mostrou-se que 3 a 5% dos pacientes com retardamento mental 
inexplicado tinham uma deleção terminal não detectável citogeneti- 
camente de um cromossomo (Flint, 1995, 2003; Rosenberg, 2001). A 
FISH subtelomérica agora permite a identificação de tais deleções e sua 
localização no cromossomo afetado (National Institutes of Health and 
Institute of Molecular Medicine Collaboration, 1996; Irons, 2003). 


Técnica 
A FISH pode ser realizada em células na metáfase ou na interfase. 
Para a FISH na metáfase, as células são cultivadas e colhidas como 


para a análise rotineira do cariótipo, mas não é necessária cultura 
para a FISH na interfase. Células fixadas são colhidas, preparando- 


Hibridizar 


Sonda 
marcada 





-se lâminas como descrito anteriormente para cariotipagem. O DNA 
nas lâminas é então desnaturado e deixa-se uma sonda molecular de 
fita única marcada com um corante fluorescente hibridizar o DNA 
cromossômico sob uma temperatura amena, que favoreça a hibridi- 
zação de regiões homólogas do DNA (Fig. 69.7A). Após um período 
apropriado de hibridização, o excesso da sonda é lavado e o DNA não 
hibridizado é corado com um contracorante que contenha outro fluo- 
rocromo, para permitir a visualização de todo o complemento do cro- 
mossomo. Um microscópio de fluorescência com lâmpada de mercú- 
rio de 100 W, em combinação com conjuntos apropriados de filtros 
excitadores, permite avaliar as células. Devido às limitações ópticas 
dos filtros de vidro, um máximo de três cores pode ser visualizado em 
um microscópio típico de fluorescência. Para documentação, pode-se 
usar uma câmera de 35 mm adaptada ao microscópio, embora sejam 
obtidos resultados superiores com um sistema computadorizado para 
adquirir imagens fluorescentes. Um software apropriado também 
melhora sinais fracos e a nitidez da imagem. 

Um dos elementos mais críticos na FISH é a seleção de uma ou 
mais sondas específicas que ajudem a esclarecer o problema clínico. 
Por exemplo, uma das aplicações mais úteis da FISH é a detecção 
de microdeleções pequenas demais para serem vistas quando se usa 
a citogenética clássica (Fig. 69.7B a D). O gene precisa ser conheci- 
do e a sonda usada tem de ser homóloga da região crítica do gene 
que em geral é deletada. A hibridização com a sonda deve resultar 
em um sinal fluorescente apenas no locus alvo. Se um sinal estiver 
presente, o DNA complementar da sonda estará presente, de modo 
que não há deleção (Fig. 69.7B). No entanto, a ausência de sinal 
indica que há deleção (i. e., não há sequência de DNA presente no 


Figura 69.7 A, esquema da tecnologia FISH. O DNA derivado de um gene conhecido fica com fita Única, marcada com um sinal fluorescente, e então é hibridizado de 

volta para os cromossomos de uma célula em metáfase. B a D, uma célula em metáfase com 46 cromossomos que foi processada pela tecnologia FISH. As sondas marcadas 
hibridizaram os alvos indicados pelas setas. B, sinais duplos indicando hibridização de ambos os alelos do gene alvo. C, gene alvo indicado pelo sinal vermelho e uma sonda 
de controle indicada em verde. Hibridização completa em todos os alelos. D, hibridização de ambos os controles (verde), mas presença de apenas um único gene alvo 


indicando deleção de um alelo. 





cromossomo que é complementar à sonda, de modo que não pode As sondas de FISH são mais informativas quando avaliadas em células 1437 
ocorrer hibridização) (Fig. 69.7D). Em geral, usa-se uma sonda de na metáfase, em que é possível identificar o cromossomo específico que 
controle para uma região diferente do cromossomo que está sendo a sonda hibridiza. Todavia, em algumas preparações celulares, podem 
testado como um controle de hibridização (Fig. 69.7C). Um indi- estar presentes muito poucas células em metáfase e, nesses casos, é pos- 
víduo não acometido deve ter dois sinais por célula para cada gene sível obter informação com sondas de sequência única ou repetida nos 
autossômico, um sinal para cada cromossomo do par (Fig. 69.84). núcleos na interfase. Aí, os problemas técnicos aumentam por causa da 
Um indivíduo acometido com uma deleção deve ter um único sinal perda aleatória do sinal, de sinais extras e da sobreposição de sinais nas 
por célula, mostrando um cromossomo normal e um deletado (Fig. células, daí a necessidade de contar mais células (um total de 50—200) 
69.8B). A sonda de controle deve mostrar dois sinais por célula em para obter-se um resultado que tenha significado estatístico. 
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PE a suras adicionais de vidro. As propriedades ópticas do vidro e da luz limi- 
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controle (Pig: 697 C) Ascada ceni dária sae eee an ee tam o número total de cores visíveis a três. Entretanto, com um sistema 
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com o mesmo fluorocromo que o locus de deleção da sonda, mas des- : lea 
cobriu-se que a interpretação dos resultados da hibridização é mais sutis nas sombras melhor do que o olho humano. Em um exame relati- 
e a : | | vamente simples, dois fluorocromos são usados e misturados em pro- 
fácil se o sítio da sonda de controle for marcado com um fluorocromo E ipa d N REM 
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ça | | | 24 cromossomos diferentes seguidos por uma única cor assinalada pelo 
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Figura 69.8 Detecção pela FISH de uma microdeleção do cromossomo 22 associada à síndrome velocardiofacial. A, indivíduo sem deleção, mostrando a presença de um 
sinal vermelho (locus do gene) e um verde (locus de controle) de cada cromossomo 22. B, paciente com uma deleção vista como um cromossomo com um único sinal verde 
(de controle). O cromossomo 22 homólogo é “normal”, com um sinal vermelho e um verde. 
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Figura 69.9 FISH multicolorida. A, diagrama do padrão de coloração para a combinação de cinco sondas (cromossomos 13, 18, 21, X e Y) em uma célula na interfase. A 
tabela à esquerda mostra as proporções relativas dos fluorocromos vermelho e amarelo usados para cada sonda. B, a mesma célula mostrada em A, agora com os sinais 
artificiais de cores determinados pelo computador (ver quais no quadro à esquerda). Essa célula agora pode ser interpretada como tendo duas cópias dos cromossomos 13, 21 


e X, três cópias do cromossomo 18 e uma cópia do cromossomo Y. 


Anormalidades cromossômicas 


O teste citogenético clínico é parte integrante da medicina clínica. O 
achado de uma anomalia cromossômica particular pode explicar um 
problema físico ou uma anormalidade fenotípica no paciente e estar 
diretamente associado ao diagnóstico de uma doença. Portanto, é indis- 
pensável determinar se um indivíduo acometido tem um complemen- 
to cromossômico que difere do padrão de 23 pares de cromossomos 
com morfologia conhecida. Existem duas categorias básicas de variação 
detectável citogeneticamente: (1) alteração numérica e (2) estrutural. 


Anormalidades numéricas 

Em humanos e outros mamíferos, os cromossomos ocorrem em 
pares, de modo que, dos 46 cromossomos humanos, há apenas 23 
exclusivamente diferentes. Um conjunto de 23 compreende o número 
haploide (N) de cromossomos, que é o número de cromossomos em 
um gameta. Quando ocorre a fertilização, dois complementos haploi- 
des unem-se para formar um zigoto com 46 cromossomos, o comple- 
mento diploide (2N). Erros na divisão podem originar complemen- 
tos cromossômicos que tenham mais ou menos de 46 cromossomos. 
Múltiplos exatos do conjunto haploide de cromossomos são denomi- 
nados euploidia. O ganho ou a perda de um ou alguns cromossomos é 
conhecido como aneuploidia. 


Euploidia 

A diploidia, o estado normal das células humanas, é uma forma de 
euploidia. Euploidias anormais incluem a triploidia (3N = 69 cromos- 
somos) e a tetraploidia (4N = 92 cromossomos), que não são com- 
patíveis com a vida e são detectadas primariamente em tecidos de 
abortos espontâneos. A triploidia (Fig. 69.10A) pode ser devida a falha 
na gametogênese de uma das divisões meióticas, dando origem a um 
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gameta 2N que, quando fertilizado por um gameta haploide do outro 
genitor, produz um zigoto triploide. Um complemento 3N também 
pode ser derivado de dispermia, a fertilização de um ovo haploide por 
dois espermatozoides, e isso em geral resulta em uma mola hidatifor- 
me parcial. Já a tetraploidia costuma ser um evento pós-meiótico e 
apresentar-se como uma duplicação de um complemento diploide 
(XXXX ou XXYY), mais provavelmente por conta de falha de uma 
divisão mitótica da clivagem precoce no zigoto. 


Aneuploidia 

Mais comuns são os erros de não disjunção que resultam em 
aneuploidia. Em tais casos, um único par de cromossomos falha em 
desunir-se apropriadamente na divisão, originando um cromossomo 
extra ou perdido por célula. Ocasionalmente, mais de um par de cro- 
mossomos pode estar envolvido, mas esses casos são extremamente 
raros. Podem ocorrer erros de não disjunção na meiose ou na mitose. 
A não disjunção mitótica precoce em um zigoto pode resultar em um 
indivíduo com o complemento cromossômico aberrante em todas as 
células do corpo, mas um erro na divisão tardia em geral produz um 
mosaico, um indivíduo com duas linhagens celulares que diferem ape- 
nas por um único cromossomo. 

Na meiose normal, uma replicação do DNA é seguida por duas divi- 
sões celulares que resultam em quatro gametas haploides (N) (uma 
cópia de cada cromossomo) (Fig. 69.11A). A primeira divisão meió- 
tica é de redução, em que o número total de cromossomos por célu- 
las está reduzido pela metade. A segunda divisão meiótica é um tipo 
de divisão mitótica simples, com uma separação dos centrômeros e 
distribuição dos cromossomos para células-filhas. Erros meióticos 
podem resultar em gametas com um cromossomo extra ou um perdi- 
do (Angell, 1994). Um erro de não disjunção na primeira divisão mei- 





Figura 69.10 Anormalidades cromossômicas numéricas. A, complemento cromossômico triploide (3n), com três cópias de cada cromossomo (69,XXY). B, trissomia do 21 


(47,4X%,+21) com um cromossomo 21 extra (seta). 
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Figura 69.11 Erros de não disjunção na meiose e meióticos resultando em gametas aneuploides. A, meiose normal gerando quatro gametas com um conjunto haploide de 
cromossomos. B, não disjunção na meiose |, originando uma cópia extra do cromossomo “A” (heterodissomia) em dois gametas (extrema esquerda), mas ausência de qualquer 
cromossomo “A” (nulissomia) nos dois gametas restantes (à direita). C, a não disjunção na meiose II resulta em dois gametas com um complemento cromossômico normal 

(à direita), um gameta que perdeu um cromossomo “A” (no centro à esquerda) e um gameta com um cromossomo duplicado extra (duas cópias de “A1”, resultando em 


isodissomia para o cromossomo “A1” (à esquerda). 


ótica (Fig. 69.11B) leva à formação de dois gametas que são dissômi- 
cos para um cromossomo e dois gametas que estão perdidos daquele 
cromossomo (nulissômico). Quando fertilizado, o primeiro gameta 
irá resultar em uma concepção trissômica do cromossomo que não 
sofreu disjunção (p. ex., a trissomia do 21 na Fig. 69.10B) e o último 
resultará em uma monossomia. Similarmente, a Figura 69.11C mos- 
tra um erro na primeira divisão meiótica, resultando em dois gametas 
haploides normais, um gameta dissômico e um gameta nulissômico. 
Pode ocorrer trissomia ou monossomia com qualquer cromossomo, 
porém, a maioria desses eventos é incompatível com a vida e termi- 
na espontaneamente. A trissomia do 16, por exemplo, é a trissomia 
detectada mais comumente em tecido de abortos espontâneos, mas 
não é relatada em nascidos vivos. As trissomias autossômicas de nasci- 
dos vivos incluem as dos cromossomos 13, 18 e 21. Pacientes com um 
complemento cromossômico mosaico para as trissomias do 8, 9 e 22 
são identificados com pouca frequência. Trissomias de cromossomos 
sexuais são viáveis e bem documentadas (ver adiante). A única monos- 
somia viável é a do cromossomo X (45,X). Exemplos de aneuploidias 
clinicamente significativas serão discutidos adiante neste capítulo. 
Como as trissomias e monossomias são em grande parte incompatí- 
veis com a vida, partiu-se do princípio de que sua presença resultaria 
em perda fetal. Contudo, análises moleculares mostraram que uma 
pequena fração dessas concepções aneuploides é “resgatada” e segue 
adiante resultando no nascimento de crianças vivas. No caso de uma 
monossomia, o resgate é conseguido pela duplicação do único cro- 
mossomo existente, resultando em um complemento cromossômico 
com isodissomia uniparental para aquele cromossomo (duas cópias 
do mesmo cromossomo herdado de um dos genitores) (Fig. 69.12, à 
direita) (Ledbetter, 1995). Isso é exemplificado por vários casos rela- 
tados na literatura em que uma criança acometida com fibrose cística 
(FC) mostrou ser homozigota para a mutação AF508, embora testes 
moleculares em ambos os pais tenham revelado que apenas um era 
portador dessa mutação (Spence, 1988; Voss, 1989). Concluiu-se que 
a concepção era uma monossomia do 7 inviável resgatada pela dupli- 


cação do cromossomo 7 existente que, por acaso, tinha a mutação para 
fibrose cística. Uma situação semelhante é possível no caso de uma 
trissomia. A maioria das trissomias também não é compatível com a 
vida, mas, se um dos três cromossomos for perdido, volta a haver uma 
dissomia para aquele par de cromossomos (Fig. 69.12, à esquerda). 
Em um conjunto de três cromossomos, a perda de um único cromos- 
somo resulta em um complemento com um cromossomo materno e 
outro paterno (heterodissomia biparental) em dois a cada três eventos. 
Em 1/3 dos casos, os dois cromossomos restantes são de um único 
genitor (i. e., dissomia uniparental). Em tal situação, faz diferença em 
que divisão meiótica o erro ocorreu. Uma não disjunção na primei- 
ra divisão resultará em heterodissomia, que corresponde a dois cro- 
mossomos homólogos mas heterozigotos (um proveniente de um dos 
avós maternos e outro, de um dos avós paternos); todavia, um erro na 
segunda divisão resultará em cópias duplicadas de um único cromos- 
somo, isodissomia (Fig. 69.11B e C e 69.13). Embora se pudesse pen- 
sar que 2 cromossomos por par seriam suficientes, os dados indicam 
fortemente que, em alguns casos, é essencial que os pares tenham um 
cromossomo materno e um paterno. Essa questão, incluindo os pro- 
blemas de dissomia uniparental vs. biparental e isodissomia vs. hete- 
rodissomia, é de importância primordial para se entender questões 
de imprinting, tópico discutido em detalhes no Capítulo 72 (Nicholls, 
1998; Hall, 1990; Cassidy, 1992; Petersen, 1992). 


Anormalidades cromossômicas estruturais 


Os cromossomos não são estruturas estáticas, sofrendo recombina- 
ção tanto na meiose quanto na mitose. Esse é um processo natural 
e fundamental para gerar variação nas espécies, por isso, um sistema 
regulador altamente desenvolvido atua para evitar que ocorram erros. 
Apesar disso, eles acabam ocorrendo, e às vezes resultam em rearranjos 
cromossômicos que modificam a estrutura de um ou mais cromos- 
somos. Tais anormalidades são bastante variadas e, em geral, especí- 
ficas do paciente. Os rearranjos podem ser (1) equilibrados (balance- 
ados), se todo o material cromossômico estiver presente e funcional, 
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Figura 69.12 Geração de dissomia uniparental a partir de erros de 

não disjunção. À esquerda do diagrama, está ilustrada heterodissomia 
resultante da redução de uma trissomia para uma dissomia. À direita, 
vê-se isodissomia como resultado de resgate de monossomia (duplicação 
de um único cromossomo existente). 
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Figura 69.13 Isodissomia vs. heterodissomia. A conformação esperada de uma 
célula é heterodissômica biparental (à direita), i. e., com um cromossomo de 
cada genitor. Erros de divisão podem resultar em uma distribuição aberrante dos 
cromossomos parentais, de tal forma que ocorram duas cópias de um cromossomo 


de cada genitor (isodissomia uniparental) (à esquerda) ou dois cromossomos 
diferentes do mesmo genitor (heterodissomia uniparental) (no centro). 


mas simplesmente disposto em uma conformação diferente; ou (2) 
desequilibrados (não balanceados), se houver perda e/ou duplicação 
de algum material cromossômico. Rearranjos equilibrados costumam 
ser clinicamente benignos e tendem a ser transmitidos de forma está- 
vel, mas podem aumentar o risco de erros na meiose, resultando em 
desequilíbrios cromossômicos em fetos ou crianças nascidas vivas. 
Complementos cromossômicos desequilibrados costumam estar asso- 
ciados a um fenótipo clínico anormal que geralmente inclui atraso do 
desenvolvimento e retardamento mental. 

Uma deleção é a perda de uma parte de um cromossomo e acar- 
reta monossomia parcial do cromossomo envolvido (Fig. 69.14B). 
O tamanho das deleções varia de muito grande a muito pequeno 
e pode ser terminal (à esquerda), quando há perda de uma porção 
do cromossomo que inclui o telômero, ou intersticial (à direita), 
quando há perda de um pedaço interno do cromossomo. A que- 
bra de um cromossomo, diferente do crossing over, ou erros de não 
disjunção envolvendo rearranjos cromossômicos podem resultar 
em deleção. Em geral, deleções maiores resultam em anormalida- 
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des clínicas mais graves, por causa do número maior de loci gêni- 
cos que estão perdidos. 

Uma duplicação é a presença de uma cópia adicional de um segmen- 
to cromossômico que leva à trissomia parcial daquele cromossomo 
(Fig. 69.14C). Tal anomalia também pode ser terminal ou intersticial. 
Duplicações verdadeiras parecem ser bastante raras e em geral são 
esporádicas. As duplicações são geradas pelos mesmos mecanismos 
das deleções e podem ser o resultado recíproco daqueles processos. 
Como é válido para as deleções, quanto maior o pedaço de cromosso- 
mo duplicado, mais graves tendem a ser as anormalidades. 

Uma inversão é o oposto de um segmento cromossômico quanto 
ao arranjo normal do gene e requer um mínimo de duas quebras em 
um cromossomo (Fig. 69.14D). As inversões são classificadas como 
(1) paracêntricas, em que as duas quebras ocorrem no mesmo lado do 
centrômero (i. e., no mesmo braço), ou (2) pericêntricas, em que as 
quebras ocorrem nos lados opostos do centrômero e a inversão envol- 
ve ambos os braços (Fig. 69.15A). A maioria das inversões é equili- 
brada (balanceada), porém, se o cromossomo quebrar dentro de um 
gene e interromper a produção normal do produto gênico necessário, 
anormalidades clínicas podem ser detectadas. Há um risco maior de 
erro meiótico, e os portadores de inversão frequentemente exibem 
infertilidade ou perda fetal espontânea precoce devida a produtos cro- 
mossômicos desequilibrados. 

Em um portador de inversão, a meiose começa normal, com o 
pareamento de cromossomos homólogos. O processo é um pouco 
mais complexo para um cromossomo invertido, que precisa formar 
uma estrutura conhecida como uma alça de inversão (Fig. 69.15B) 
para os loci homólogos do par (i. e., A para a, B para b, C para c etc). 
Se não ocorrer recombinação enquanto a alça está presente e os cro- 
mossomos separarem-se normalmente, os gametas não sofrem qual- 
quer impacto negativo. Todavia, o crossing over dentro da alça de 
inversão pode resultar em desequilíbrio de produtos meióticos. Em 
uma inversão paracêntrica, os resultados da recombinação em geral 
são cromossomos acêntricos e dicêntricos não viáveis, de modo que 
há uma aparente supressão da recombinação (i. e., os únicos game- 
tas viáveis produzidos são de cromossomos não recombinados) (Fig. 
69.15B). Nas inversões pericêntricas, é possível que derivem gametas 
com duplicação cromossômica e/ou deleção. Geralmente, inversões 
pericêntricas maiores resultam em duplicações/deficiências menores 
e maior probabilidade de nascer uma criança viva com um desequi- 
líbrio cromossômico e, provavelmente, anormalidades fenotípicas. 
Ao se identificar um portador de inversão, pode-se usar o diagnósti- 
co pré-natal para avaliar os cromossomos de cada concepção. 














NORMAL: Figura 69.14 Representações esquemáticas de diferentes anomalias 
A cromossômicas estruturais descritas no texto, associadas a exemplos 
de cada anomalia. A, a configuração normal generalizada de um 
B cromossomo, onde A a E representam diferentes loci gênicos e o 
centrômero é representado por um pontilhado localizado entre 
os loci Be C. B, deleção: deleção cromossômica mostrando a 
C configuração terminal (perda do locus E) e a intersticial (perda do 
5 pP P 
locus D). Exemplos: deleção terminal do braço longo do cromossomo 
D 4 (del[4][q33]) e uma deleção intersticial do braço longo do 
cromossomo 11 (del[11][914.2923.3]). C, duplicação: duplicação 
cromossômica mostrando a configuração terminal (ganho de E”) 
A. E e a intersticial (ganho de D’). Exemplo: duplicação terminal do 
braço curto do cromossomo 5 (as setas duplas indicam a banda 
| s duplicada). D, inversão: inversão do cromossomo mostrando as 
DELEÇÃO: formas pericêntrica e paracêntrica. Exemplo: inversão pericêntrica do 
Terminal Intersticial cromossomo 9 (as setas indicam os centrômeros). 
| A 
À 
C 
B. ; E del (11)(q14.2923.3) 
del (4)(q33) 
DUPLICAÇÃO: 
Terminal Intersticial 
A 
B 
C 
D 
D' «— 
C. E dup (5)(p13p15.3) 
INVERSAO: 
Pericéntrica Paracéntrica 
A 
- £ 
D B a 
a 
— 
B C b 
D —> a 
E E 


9 inv (9)(p12q13) 


Translocações são rearranjos que envolvem dois ou mais cromosso- 
mos homólogos. Cada cromossomo quebra-se uma vez e os pedaços 
mudam de lugar, estabelecendo dois (ou mais) cromossomos deriva- 
dos (Fig. 69.14E). Como nas inversões, a maioria das translocações é 
equilibrada e só quando um gene estrutural importante se rompe a 
translocação tem ramificações clínicas. 

O principal perigo de uma translocação equilibrada é que os porta- 
dores correm maior risco de ter uma criança nascida viva cromosso- 
micamente anormal. Na primeira divisão meiótica, os cromossomos 
translocados adquirem uma estrutura em forma de cruz, para que 
todos os alelos possam parear-se apropriadamente (Fig. 69.16). Na 
anáfase, os cromossomos alternados precisam segregar-se juntos para 
gerar gametas equilibrados. Em até 1/3 dos casos, os cromossomos não 
serão segregados dessa maneira e os gametas resultantes serão desequi- 
librados. Os erros mais comuns denominam-se segregação adjacente-1 
e adjacente-2. Embora ambos os padrões resultem em duplicação/defi- 


ciência de material cromossômico nos gametas, a adjacente-2 é mais 
deletéria, pois caracteriza-se pela ocorrência não natural de centrô- 
meros homólogos em uma única célula. A viabilidade de um feto que 
recebe um gameta desequilibrado depende dos cromossomos e genes 
envolvidos na translocação e do tamanho da duplicação/deleção. Os 
cromossomos também podem seguir um padrão de segregação 3:1, em 
que 3 cromossomos separam-se em uma célula com o cromossomo res- 
tante na segunda célula. Isso resulta em desequilíbrios macroscópicos 
de material cromossômico e geralmente é letal in utero. Ao se identificar 
um portador de translocação, é possível fazer o diagnóstico pré-natal. 
Translocações robertsonianas são uma variação da translocação clás- 
sica. Elas ocorrem apenas entre 2 cromossomos acrocêntricos e pare- 
cem ser uma fusão dos braços longos no centrômero, com a perda 
resultante de ambos os braços curtos (Fig. 69.14E). A perda dos bra- 
ços curtos acrocêntricos não é deletéria, pois múltiplas cópias do RNA 
dos genes estão localizadas em todos os cromossomos acrocéntricos. 
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1442 TRANSLOC AÇ ÃO: Figura 69.14 (continuação) E, translocação: translocação recíproca 
onde os loci E e Z trocam de lugares. A, translocação robertsoniana 
Recíproca — mostrada pela fusão de dois cromossomos acrocêntricos no 









A A centrômero. Exemplo: cromossomos 14 e 21 seguidos pela 
X translocação robertsoniana 14;21. F, isocromossomo: resultado de 
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Figura 69.15 Inversão cromossômica. A, diagrama de uma inversão pericéntrica 

9 Inv (9) do cromossomo 9 usando ideogramas para ilustrar o mecanismo de inversão. 
Cromossomos bandeados demonstrando essa inversão são mostrados à direita. 

B, alça de inversão mostrando o pareamento de homólogos na meiose de um 
cromossomo normal (verde-escuro) e um com uma inversão paracêntrica (verde- 
claro). Ocorrendo recombinação no ponto indicado pelo X na alça, são gerados 
cromossomos recombinantes, conforme mostrado embaixo. No caso de uma 
inversão paracêntrica, os cromossomos recombinados produzidos seriam dicêntricos 
ou acêntricos. 
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Figura 69.16 Translocação cromossômica. Diagrama da geração de gametas de uma translocação hipotética na meiose. O par de cromossomos em uma configuração em 
forma de cruz na meiose |. À segregação alternada irá resultar em gametas equilibrados. A segregação adjacente 1, adjacente 2 ou 3:1 irá produzir gametas não equilibrados, 
que podem dar origem uma criança anormal nascida viva. (Só é mostrada uma das várias segregações 3:1 possíveis.) 


Um indivíduo portador de uma translocação robertsoniana tem uma 
contagem de cromossomos de 45, pois 2 cromossomos tornaram-se 
um funcionalmente e compartilham um centrômero. Tais indivíduos 
correm maior risco de erros de não disjunção meiótica que resultam 
em crianças trissômicas para um dos cromossomos rearranjados. O 
exemplo mais comum disso é um indivíduo com uma translocação 
robertsoniana que envolve os cromossomos 13 e 14, gerando uma 
criança nascida viva com trissomia do 13 (Fig. 69.17). A criança aco- 
metida terá 46 cromossomos, incluindo duas cópias livres de cromos- 
somos 13 e a translocação robertsoniana. Outro rearranjo comum é 
uma translocação robertsoniana 14;21 (Fig. 69.14E), que iria originar 
uma progênie com trissomia do 21. 

Embora as translocações robertsonianas mais comuns ocorram 
entre cromossomos acrocêntricos não homólogos, é possível ter tal 
rearranjo entre cromossomos homólogos. Por exemplo, um indivíduo 
com uma translocação robertsoniana 21;21 teria um total de 45 cro- 
mossomos, incluindo a translocação em que os dois 21s estão unidos 
no centrômero. Esse tipo de rearranjo é quase sempre do tipo de novo, 
pois é improvável que os portadores da anormalidade tenham uma 
progênie normal. Os gametas possíveis incluem: (1) uma célula com 
translocação robertsoniana (duas cópias do cromossomo 21) que, se 
fertilizada, dará origem a uma criança com síndrome de Down; ou (2) 
uma célula sem cópias do cromossomo 21 que, se fertilizada, resultará 
em uma monossomia do 21, que é incompatível com a vida. 

Um cromossomo resultante da divisão errônea do centrômero 
durante a divisão celular, resultando em duas cópias de um braço 
do cromossomo mas perdendo o outro braço, é um tsocromossomo 
(Fig. 69.14F). Esse mecanismo pode resultar em dois cromosso- 
mos derivados — um com uma duplicação invertida do braço curto 
e um com uma duplicação invertida do braço longo. Se ambos os 
cromossomos derivados ficassem retidos na célula, ela seria trissô- 
mica para aquele cromossomo, condição geralmente letal. Em um 
indivíduo vivo, portanto, é mais comum que um dos cromossomos 
derivados seja perdido, resultando em um portador que é trissômi- 
co para apenas um braço duplicado e monossômico para o outro 
braço. O melhor exemplo conhecido é o isocromossomo do braço 
longo do X. Uma paciente com síndrome de Turner (ver adiante em 
“Aneuploidias dos cromossomos sexuais”) pode ter um cromosso- 
mo X intacto e um isocromossomo Xq (trissomia do braço longo, 
mas uma monossomia do braço curto do X). Como são necessárias 
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Figura 69.17 Heredograma e cromossomos bandeados mostrando a herança de 
uma translocação robertsoniana dos cromossomos 13 e 14. A mãe é portadora da 
translocação (t(13;14)) em uma forma equilibrada, mas um erro meiótico resulta 

na transmissão tanto do cromossomo com translocação robertsoniana como do 
cromossomo 13 da mãe para a criança, que tem trissomia do 13 (P = cromossomos 
13 e 14 paternos; M = cromossomo 13 materno e translocação robertsoniana). Nota: 
a segunda cópia do cromossomo 14 não foi perdida, estando presente como parte 
do rearranjo robertsoniano. 


duas cópias funcionais do braço curto do X para o desenvolvimen- 
to feminino normal, esse arranjo cromossômico resulta em desen- 
volvimento anormal. Cromossomos acrocêntricos também podem 
formar isocromossomos (duplicação invertida do braço longo), 
mas a homozigosidade resultante de todos os loci presentes poderia 
levar à expressão de distúrbios recessivos que de outra forma não 
seriam evidentes. 
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Ocorre um cromossomo em anel quando ambos os telômeros de um 
cromossomo são perdidos e a porção restante do cromossomo fica cir- 
cular para restabelecer a estabilidade do cromossomo (Fig. 69.14G). 
Infelizmente, esses construtos em geral são instáveis porque a replica- 
ção pode resultar em círculos interligados que levam à quebra e à perda 
do cromossomo quando os homólogos tentam separar-se na anáfase. 
Contudo, em certas circunstâncias, os anéis podem ser transmitidos de 
forma estável em linhagens celulares, o que em geral ocorre quando o 
anel contém material genético essencial para a função celular normal. 

Um cromossomo marcador é aquele com um centrômero que é 
transmitido de forma estável para células-filhas, porém, não pode 
ser identificado com clareza por ser muito pequeno ou o padrão de 
bandeamento ser muito ambíguo. A FISH multicolorida é um recurso 
útil para determinar a origem dos marcadores. Ao “pintar” a metáfa- 
se inteira e gerar uma imagem com uma cor única para cada par de 
cromossomo, deve ser possível identificar a origem do cromossomo 
marcador, pois sua cor deve misturar-se com a de um dos outros cro- 
mossomos conhecidos do conjunto. 


Conclusões 

As anormalidades cromossômicas, sejam numéricas ou estruturais, 
que resultam em um complemento cromossômico desequilibrado, 
em geral, estão associadas a algum tipo de achado clínico anormal, e 
o tamanho do desequilíbrio tende a ser proporcional à gravidade do 
problema. A maioria dos indivíduos diagnosticados com uma anor- 
malidade cromossômica constitucional tem apenas um único defeito 
cromossômico. No entanto, há casos raros em que uma pessoa pode 
ter dois ou mais erros cromossômicos. As anormalidades cromossô- 
micas adquiridas (vistas em células cancerosas) podem ser mais com- 
plexas e haver múltiplas alterações numéricas e estruturais em uma 
única linhagem celular. 


Nomenclatura 

Ante essa ampla gama de variação cromossômica, foi necessário 
desenvolver um sistema de classificação que permitisse descrever, de 
forma sucinta, cada complemento cromossômico de um indivíduo e 
que isso fosse entendido em todo o mundo. A primeira nomenclatu- 
ra genética foi um arcabouço e a “linguagem” evoluiu desde então. 
Atualmente, o padrão reconhecido é o da International System of 
Cytogenetic Nomenclature (ISCN). 

A nomenclatura que descreve um complemento cromossômico pode 
ser dividida em três partes básicas: (1) o número total de cromossomos, 
(2) o complemento do cromossomo sexual e (3) quaisquer anormalida- 
des cromossômicas. Tais unidades são listadas em ordem, separadas por 
vírgulas. Assim, uma mulher aparentemente normal seria codificada 
como 46,XX e um homem seria 46,XY. Se houver duas ou mais linha- 
gens celulares, elas são listadas em sequência, separadas por uma barra, 
com um clone diploide normal, se presente, sempre listado por último 
(45,X/46,XX). Outros clones são ordenados pelo tamanho, começan- 
do-se pelo maior deles. O número de células em cada clone é indicado 
por um número entre colchetes (45,X[15]/47,XXX[3]/46,XX[12]). No 
caso de anomalias numéricas, o número total de cromossomos esta- 
ria aumentado ou diminuído, para indicar a alteração geral, e o cro- 
mossomo específico ganho ou perdido ficaria no final. Por exemplo, a 
trissomia do 13 em uma pessoa do sexo feminino seria escrita como 
47,XX,+13 e a monossomia do 8 em um indivíduo do sexo masculino 
seria escrita como 45,XY,-8. Entretanto, no caso de uma variação cro- 
mossômica conhecida ser constitucional, não é necessário usar um sinal 
+ ou —, pois a alteração no complemento cromossômico pode ser nota- 
da diretamente. A monossomia do X torna-se 45,X e o ganho de um 
cromossomo sexual seria 47,XXY, 47,XXX ou 47,XYY. Por outro lado, 
se a mudança do cromossomo sexual for adquirida, como em algumas 
linhagens celulares de câncer, seria necessário um sinal + ou — indican- 
do isso (p. ex., 45,X,-Y em um indivíduo do sexo masculino cujo cro- 
mossomo Y foi perdido por causa da doença). 

Alterações estruturais nos cromossomos não afetam o número total 
de cromossomos presentes, mas devem constar no final da nomencla- 
tura, para esclarecer a condição do(s) cromossomo(s) rearranjado(s). 
Para agilizar a nomenclatura, criou-se uma série de abreviaturas para 
as anomalias estruturais comuns, encurtando a grafia (Tab. 69.1). 
Uma anormalidade estrutural é indicada pela abreviatura da anorma- 


Tabela 69.1 Abreviaturas comuns das anormalidades cromossômicas 


Abreviatura Significado 
cen Centrômero 

del Deleção 

dup Duplicação 

Ins Inserção 

inv Inversao 
Isocromossomo 
mar Marcador 

r Anel 

rob Translocação robertsoniana 
t Translocação 


lidade, seguida pelo cromossomo envolvido e seu(s) ponto(s) de rup- 
tura. No caso de rearranjos em que dois cromossomos estão envolvi- 
dos, um primeiro conjunto de parênteses indica os cromossomos (em 
primeiro lugar, o de número mais baixo ou o cromossomo sexual), 
seguindo-se os pontos de ruptura do rearranjo na mesma ordem rela- 
tiva, ou seja, t(4;9)(q21.2;p22) é uma translocação entre os cromosso- 
mos 4 e 9, com pontos de ruptura em 4q21.2 e 9p22. 
Os exemplos incluem o seguinte: 


Deleção: 46,XX,del(4)(p15) Deleção terminal do braço curto de 4 na 
banda 15 

Duplicação: 46,XX,dup(11)(q13923) Duplicação intersticial do braço longo 
de 11 


Translocação: 46,XY,t(4;9)(q21.2;p22) 
46,XY,inv(9)(p11q21.1) 


Translocação entre 4q e 9p 


Inversão pericéntrica em 9 entre as ban- 
das p11 e g21.1 


Inversão: 


Clínica 
Aplicações clínicas 


As anormalidades citogenéticas podem ser encontradas em indivi- 
duos aparentemente “normais”, bem como em pacientes com ano- 
malias fenotípicas ou um distúrbio genético diagnosticado. O diag- 
nóstico pode ser feito em qualquer época da vida. Quando se observa 
o mesmo conjunto de aspectos em vários indivíduos sem parentesco, 
é possível estabelecer uma síndrome. Presume-se que as caracteris- 
ticas associadas a uma síndrome tenham uma base comum, que em 
geral pode ser demonstrada como uma anormalidade cromossômica 
específica. Entretanto, embora se defina uma síndrome por certo con- 
junto de características, há variabilidade nos indivíduos acometidos e 
nem todos vão exibir um fenótipo idêntico. 


Citogenética pré-natal 

Estudos mostraram que 1 a cada 13 conceptos tem uma anormali- 
dade cromossômica, porém, desses, apenas 6 em 1.000 nascem vivos, 
indicando que a maioria dos erros é reconhecida e eliminada biologi- 
camente. Por exemplo, de todas as concepções 45,X, 95% são perdidas 
espontaneamente. São registradas frequências similares de perda nos 
casos de trissomia de nascidos vivos (90% das concepções com trisso- 
mia do 13, 80% das concepções com trissomia do 18 e 65% das con- 
cepções com trissomia do 21 não vingam). Em média, 15% de todas 
as gestações reconhecidas terminam em perda fetal espontânea, com 
80% ocorrendo no primeiro trimestre. De todos os abortos esponta- 
neos, 60% são cromossomicamente anormais (Tab. 69.2) e, desses, 
52% são trissomias autossômicas. A trissomia mais comum observada 
em material de aborto é a do 16, porém, a classe mais frequente de 
erro cromossômico em perdas espontâneas é a de 45,X. 

Uma das estatísticas mais importantes é a correlação direta entre 
idade materna avançada e nascimentos com anormalidades cromossô- 
micas. Embora a razão exata do fenômeno seja incerta, estudos popula- 
cionais mostraram que mulheres com mais de 35 anos de idade correm 
maior risco de uma concepção cromossomicamente anormal (Hassold, 
1985), com a anormalidade cromossômica mais comum sendo a sín- 
drome de Down (trissomia do 21) (Fig. 69.10B e 69.18). Isso passa a ter 


Tabela 69.2 Anormalidades cromossômicas nas perdas fetais 
espontâneas e em lactentes nascidos vivos 


Incidência em 
nascidos vivos 


Cromossomo Perdas fetais 
espontâneas (%) 


Anormalidade 


45,X 18,0 1/4.000 
Triploidia 17,0 1/60 .000 
Tetraploidia 6,0 0 
Trissomia 16 16,4 0 

22 ae 0 

21 47 1/830 

15 4,2 0 

14 3,7 0 

18 3,0 1/7.500 

13 2,0 1/5.000 

Outro 12,3 1/10 .000 
Rearranjo 3,0 1/2.000 
desequilibrado 
Rearranjo 4,0 3/1.000 
equilibrado 


Fonte: dados de Hook, 1977; Jacobs, 1992; Nussbaum, 2004; Turnpenny, 2005. 


mais importância em uma sociedade em que as mulheres adiam cada 
vez mais o momento de ter filhos, de modo que o diagnóstico pré-natal 
tornou-se uma área primordial do estudo clínico citogenético. Além da 
triagem para risco relacionado com a idade, outras razões comuns para 
encaminhamento incluem uma história familiar de filho com alguma 
anormalidade cromossômica, níveis anormais de AFP em um teste de 
triagem e uma anormalidade detectada ao ultrassom. 

As anormalidades cromossômicas mais comuns detectadas em exa- 
mes pré-natais são trissomias em nascidos vivos e aneuploidias de cro- 
mossomos sexuais. Como em geral resultam de erro de não disjunção 
meiótica, o risco de recorrência é muito baixo. Ocasionalmente, será 
identificada uma criança com uma anormalidade cromossômica estru- 
tural equilibrada ou não equilibrada. Em tais circunstâncias, usa-se a 
análise do cariótipo de ambos os genitores biológicos para diferenciar 
entre um rearranjo hereditário e uma anomalia na criança que já tenha 
ocorrido na família. Por exemplo, uma criança com uma translocação 
hereditária equilibrada corre um risco inferior a 1% de que o rearranjo 
cromossômico venha a causar algum problema, Todavia, se a trans- 
locação aparentemente equilibrada observada no feto não for detec- 
tada em qualquer genitor biológico, sem dúvida ressurgiu na família 
ao ocorrer na criança, havendo um risco de 5 a 10% de comprome- 
timento relacionado com o lactente. Infelizmente, o achado de uma 
translocação não equilibrada em um feto, qualquer que seja o estado 
de portador dos pais, é uma situação séria e quase sempre resulta em 
algum tipo de defeito genético na criança. O acompanhamento para 
determinar se um dos pais é um portador da translocação equilibrada 
informa sobre a recorrência do risco em gestações futuras. 
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Pós-natal 

Aproximadamente 0,6% dos recém-nascidos tem uma anormali- 
dade cromossômica. Se um lactente apresentar sinais ou sintomas de 
uma síndrome definida, a análise do cariótipo pode confirmar o diag- 
nóstico. Se o recém-nascido tiver anomalias clínicas não relacionadas 
com um distúrbio específico, a análise do cariótipo pode informar 
sobre uma anormalidade cromossômica relacionada com os achados 
clínicos. A genitália ambígua pode estar relacionada com um comple- 
mento cromossômico sexual anormal, mas, caso se demonstre que os 
cromossomos são normais, o médico sabe que tem de procurar outra 
causa para a anormalidade do paciente. Se a criança morrer logo após 
o nascimento, a análise citogenética pode fornecer dados essenciais 
para o entendimento do problema, que deverão ser correlacionados 
com os resultados da necropsia para consubstanciar um diagnóstico. 


Infância e idade adulta 


Uma concepção errônea comum sobre os distúrbios genéticos é a de 
que, por serem hereditários, o diagnóstico será óbvio ao nascimento. 
Na verdade, a apresentação clínica completa de muitos distúrbios leva 
tempo e pode não se expressar totalmente até uma fase tardia da vida. 
Em consequência disso, ocorrem alguns dos problemas diagnósticos 
mais difíceis em crianças e adultos. Além de considerar toda a gama 
de possibilidades genéticas, as opções moleculares e bioquímicas tam- 
bém têm de ser consideradas. 


Genética do câncer 


Outra área da medicina em que a citogenética é cada vez mais 
importante é a oncologia. Embora a grande variabilidade dos achados 
cariotípicos da maioria dos tumores sólidos dificulte as decisões tera- 
pêuticas, existem dados clínicos excelentes para leucemias e linfomas, 
inclusive rearranjos cromossômicos específicos diretamente associa- 
dos à tumorigênese (Tab. 69.3; ver Cap. 71; Block, 1998). Os achados 
do cariótipo foram usados primariamente como confirmação de um 
diagnóstico clínico, mas o papel da genética no tratamento do pacien- 
te mudou extremamente em 2001, quando a Organização Mundial de 
Saúde (OMS) publicou uma classificação revista para leucemias e lin- 
fomas (Jaffe, 2001). A nova metodologia baseia-se nos dados colhidos 
por grupos de estudos clínicos que mostraram uma correlação direta 
entre a presença de várias anormalidades cromossômicas e a respos- 
ta do paciente à terapia. Portanto, no sistema de classificação revisto, 
os achados genéticos, sejam citogenéticos ou moleculares, passaram a 
ser uma exigência para o diagnóstico definitivo da maioria dos distúr- 
bios hematológicos. Isso serviu para impulsionar a citogenética para a 
linha de frente dos exames em pacientes oncológicos. 

Além do diagnóstico, a análise do cariótipo pode dar outra informa- 
ção valiosa sobre a doença de um paciente com câncer. Assim que a 
anormalidade cromossômica é detectada, a progressão da doença pode 
ser monitorada. Se o tratamento for bem-sucedido, a maioria das anor- 
malidades cromossômicas não será mais evidente na medula óssea e, 
à medida que o cariótipo parecer “normal”, diz-se que o paciente está 
em remissão oncológica. No entanto, se o tratamento não eliminar 
completamente a linhagem celular aberrante, a remissão pode ser um 


Figura 69.18 Maior risco de concepção de uma criança com síndrome 

de Down conforme a idade materna avançada. O número de nascidos 
vivos com essa síndrome é menor em razão da intervenção do diagnóstico 
pré-natal seguido pela interrupção de gestações anormais em mulheres de 
idade avançada. 
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Tabela 69.3 Rearranjos citogenéticos comuns na leucemia e no linfoma 


Distúrbio 


Doenças mieloproliferativas crônicas 


Rearranjo(s) cromossômico(s) 


Genes envolvidos Classificação FAB (se diferente) 


Leucemia mielógena crônica (crônica) 1(9;22)(q34.1;q11.2) ABL; BCR 
Leucemia mielógena crônica (fase acelerada ou de blasto) +8, (179), +19, + Ph’ 
Policitemia vera +8, +9, del(20q), del(13q) 
Mielofibrose idiopática crônica +8, —7, del(7q), del(11q), del(13q), del(20q) 
Trombocitemia essencial +8, del(13q) 
Sindromes mielodisplasicas 
Sindrome mielodisplasica com del(5q) isolada del(5)(q13q33), del(5)(q22q33) síndrome 5q- 
Leucemia mielomonocitica crônica —7, del(7q),+8, anormalidades de 12p 
Anemia refratária, anemia refratária com sideroblastos —5, del(5q), —7, del(7q), +8, del(20q) 
em anel, anemia refrataria com excesso de blastos 
Leucemia mieloide aguda (LMA) com anormalidades citogenéticas recorrentes 
LMA com t(8;21) t(8;21)(q22;q22) LMA1; ETO LMA-M2 
LMA com inversão ou translocação 16 inv(16)(p12922), t(16;16)(p13;922) CBFB; MYHT1 LMA-M4Eo 
Leucemia pró-mielocítica aguda t(15;17)(q22;q12) PML; RARO LMA-M3 
LMA com anormalidades de 11923 (MLL) t(9:11)(p21;923), t(11;19)(q23;p13.1), AF9; LLM LMA-M5 
t(11;19)(q23;p13.3), LLM; ENL 
LMA com displasia de múltiplas linhagens —5, del(5q), —7, del(7q), +8, del(11q), AML-M1, AML-M6 
del(20q), +21, translocações 
envolvendo 3q21 e 3q26, 
t(9;22)(q34.1;q11.2) 
Linfoma/leucemia linfoblastica de precursor B ALL-L1/L2 
t(1;19)(q23;p13.3) PBX; E2A 
t(9;22)(q34;q11.2) ABL; BCR 
11q23 rearranjos, incluindo: MLL 
t(1;11)(p32;q23) AFIP; MLL 
t(4;11)(q21;923) AF4; MLL 
(11;19)(q23;p13) MLL; ENL 
t(12;21)(p13q22) TEL; AML 
Hiperdiploidia (número modal 50-56) 
Linfoma/leucemia linfoblastica de precursor T ALL-L1/L2 
Rearranjos em 14q11.2, 7q35, ede Loci receptores de 
7p14-15 célula T 
del(9p) CDKN2A 
translocações em 1p32 TALI 


Neoplasias de célula B madura 

Leucemia linfocítica crônica/leucemia linfocitica pequena 
Linfoma linfoplasmocítico/macroglobulinemia 

de Waldenstrôm 

Mieloma plasmacítico 

Linfoma de célula B da zona marginal (MALT) 

Linfoma folicular 


(9;14)(p13;q32) 


t(11;14)(q13;q32) 
+3, t(11;18)(q21;q21) 
t(14;18)(q32;q21), t(18;22)(q21;q11.2), 


+12, del13q, dell 1923-24, 14q+, del17p13 


PAX5; IGH 


CCNDI; BCLI 


IGH; BCL2 BCL2; IGL 


+7, +18, del(6q), del/t(3)(q27) 


Linfoma de células de revestimento 
Linfoma de Burkitt t(8;14)(q24;q32) 


t(2;8) (p12;q24) 


t(8;22)(q24;q1 1.2) 


mero interlúdio em que as células causadoras da doença são suprimidas 
a níveis tão baixos que deixam de ser detectáveis em análises rotineiras 
do cariótipo. Ao ocorrer recidiva, as mesmas anomalias cromossômicas 
reaparecem e podem ser acompanhadas por outras anormalidades e/ou 
linhagens celulares mais complexas, achados consistentes com progres- 
são da doença. Um aumento na complexidade com o tempo é conheci- 
do como evolução cariotípica. Em geral, um prognóstico desfavorável e 
gravidade da doença estão diretamente relacionados com o número e 
o tipo de anormalidades cromossômicas vistas. 

A FISH tornou-se um recurso valioso nos estudos de oncologia clí- 
nica, com muitas sondas comercialmente disponíveis (Cremer, 1988; 
Anastasi, 1991). Podem ser feitos estudos com células na interfase 
ou na metáfase, e a escolha baseia-se no tipo de dados desejados. Em 
geral, é preferível usar células na interfase, porque proporcionam uma 
amostra muito maior e que pode ser avaliada rapidamente, dando 
resultados com maior nível de significado estatístico (Werner, 1997). 


(11;14)(q13;q32) 


CCNDI; BCLI 
MYC: IGH 
IGK; MYC 
MYC; IGL 


No caso de translocações, foi desenvolvida uma combinação de son- 
das para FISH que hibridizam lados opostos dos pontos de ruptura da 
translocação. Há duas estratégias comuns empregadas para detectar 
uma translocação. Pode ocorrer desdobramento dos sinais se a translo- 
cação separar duas sondas, gerando dois sinais de cores diferentes, em 
vez do sinal original de uma única cor. Também pode ocorrer fusão 
se a translocação resultar na relocalização das sondas, aproximando 
duas sondas diferentes e gerando a fusão de duas cores que cria uma 
nova cor. Por exemplo, a tecnologia de FISH por fusão foi usada para 
identificar a translocação 9;22 na leucemia. Esse rearranjo caracteriza-se 
por uma translocação entre o proto-oncogene ABL no cromossomo 9 
(9q34.1) e o gene BCR no cromossomo 22 (22q11.2) (Fig. 69.19A), que 
produz um gene quimérico associado à doença no cromossomo 22 deri- 
vado, também conhecido como cromossomo Philadelphia (Ph’) (ver 
também Cap. 71). A translocação é vista na leucemia mieloide crônica 
(LMC), na leucemia mieloide aguda (LMA) e na leucemia linfoblástica 


t(9:22)(q34.1:411.2) 


tr 


9 der(9) 


22 der(22) 


ú Ph 


aguda (LLA) (Tab. 69.3) e, em termos citogenéticos, parece ser a mesma 
em todas as doenças. Entretanto, em nível molecular, a translocação 
pode ser separada em duas classes: (1) o rearranjo do ponto de que- 
bra maior (M-bcr), que resulta em uma proteína quimérica de 210 kD 
(mais comum na LMC), e (2) o rearranjo do ponto de quebra menor 
(m-bcr), que resulta em uma proteína quimérica de 190 kD (encontra- 
da em alguns adultos e em cerca de 50% das crianças com LLA). Foi 
elaborado um ensaio de FISH para detectar ambos os rearranjos (Vysis, 
Inc.). Usa-se um par de sondas: (1) vermelha — localizada no locus ABL 
(cromossomo 9), e (2) verde — localizada no locus BCR (cromossomo 
22), abrangendo o ponto de quebra m-bcr mais proximal ao ponto de 
quebra M-bcr. Quando não há translocação, dois sinais verdes (detec- 
tando cada alelo ABL) e dois sinais vermelhos (detectando cada alelo 
BCR) devem estar presentes em cada célula (Fig. 69.19B e C). Quando 
ocorre o rearranjo M-bcr, a translocação quebra o cromossomo 22 dis- 
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9 der(9) 22 der(22) 
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Figura 69.19 Detecção pela FISH da translocação 9;22 na LMC. A, cromossomos 
bandeados mostrando a translocação 9;22. O cromossomo 22 derivado é conhecido 
como Ph’ ou cromossomo Philadelphia. B, diagrama mostrando a detecção pela 
FISH de uma célula normal sem translocação (à esquerda) e rearranjos dos pontos 
de quebra maior (M-bcr) e menor (m-bcr). Na parte superior à direita, vê-se o sinal 
padrão da translocação M-ber: cr. 9 — sinal vermelho, der(9) — sinal vermelho 
parcial com material do cromossomo 22 abaixo (amarelo) (seta tracejada), cr. 22 

— sinal verde e der(22), o cromossomo Ph’ com um sinal de fusão verde-vermelho 
BCR-ABL e material do cromossomo 9 abaixo. A seta inferior mostra o sinal padrão 
m-ber: cr. 9 — sinal vermelho, der(9) — sinal de fusão vermelho-verde e material do 
cromossomo 22 abaixo, cr. 22 — sinal verde e der(22) — sinal de fusão com material 
do cromossomo 9 abaixo. C a D, imagens reais da FISH. C, nenhuma translocação 
está presente, como se pode observar pelas duas cópias de sondas do cromossomo 
9 (em vermelho) e do cromossomo 22 (em verde), ambas em células na interfase 

(à esquerda) e na metáfase (à direita). D, células com uma translocação M-bcr 
detectada pelo único sinal de fusão amarelo (seta) mais um verde, um vermelho 
grande e um vermelho pequeno (metáfase à esquerda e interfase à direita). E, células 
com uma translocação m-bcr detectada pelos dois sinais de fusão amarelos (setas) 
mais um verde e um vermelho (metáfase à direita e interfase à esquerda). 


tal ao sítio de reconhecimento da sonda, de modo que todo o sinal 
verde permanece no cromossomo 22. No cromossomo 9, a trans- 
locação desdobra o sinal vermelho ABL, de modo que um pequeno 
sinal vermelho é deixado no cromossomo 9 derivado e o restante do 
sinal vermelho move-se para o cromossomo 22. Isso faz com que 
um sinal verde e um vermelho se tornem adjacentes no cromossomo 
22 derivado (Ph’) e, com a resolução do microscópio óptico, os dois 
sinais se misturam resultando em um único sinal de fusão amare- 
lo. Portanto, uma célula com uma translocação M-bcr terá quatro 
sinais: um verde (cromossomo 22), um vermelho grande (cromos- 
somo 9), um vermelho pequeno (cromossomo 9 rearranjado) e um 
sinal de fusão amarelo que detecta o cromossomo Ph' (Fig. 69.19B 
e D). O rearranjo m-bcr é um pouco diferente. O cromossomo 22 
é quebrado no sítio de reconhecimento da sonda verde, de manei- 
ra que uma parte do sinal verde ficará no cromossomo 22, mas a 


1447 


1448 


q 
E 
L 
Q 
T 
© 
= 
de 
aTe) 
© 
o 
eq 
EL 
ga 
= 
m 
we 
hee! 
kiah 
D 
uo 
2 
= 
eq 
-5 
uw 
ab 
1© 
CÚ 
YL 
2 


i= 





segunda parte irá mover-se para o cromossomo 9 derivado. O sitio da 
sonda vermelha no cromossomo 9 é fendido conforme ja foi descrito, 
com uma parte permanecendo no cromossomo 9 e uma segunda parte 
movendo-se para o cromossomo 22. Assim, essa translocação recíproca 
resulta em dois sinais de fusão amarelos (o 9 derivado é vermelho está 
fundido ao verde; o 22 derivado é verde e está fundido ao vermelho). 
O resultado final do ensaio FISH com m-bcr é o surgimento de qua- 
tro sinais: um verde (cromossomo 22), um vermelho (cromossomo 
9) e dois sinais de fusão amarelos detectando a translocação 9;22 (Fig. 
69.19B e E). Determinar qual dos dois rearranjos está presente na amos- 
tra de um paciente simplifica o diagnóstico e leva à metodologia de tra- 
tamento mais apropriada para o indivíduo. Outros ensaios de detecção 
com FISH usando outras sondas de genes específicos de doença podem 
ser designados para avaliar a ampla variedade de cânceres diferentes 
relacionados com rearranjos cromossômicos. 

Além disso, pode ser fácil detectar aneuploidias cromossômicas em 
células cancerosas. Por exemplo, (1) o uso de uma sonda de centrômero 
específica do cromossomo 12 na triagem de uma população de células 
na interfase para detectar trissomia do 12 com células indicativas de LLC, 
(2) o uso de uma sonda do cromossomo 7 para detectar monossomia 
do 7 na síndrome mielodisplásica e LMA, e (3) o uso de uma sonda do 
cromossomo 8 para identificar trissomia do 8 em distúrbios crônicos e 
agudos. O uso de sondas de X e Y de cores diferentes para avaliar o suces- 
so de um transplante de medula óssea quando o doador e o receptor são 
de sexos opostos também foi muito bem-sucedido. Após o transplan- 
te, um homem que recebeu células de uma mulher doadora apresentou 
um complemento XX. A falha na implantação pode ser assinalada pela 
presença de uma alta frequência de células XY. Pode-se repetir a FISH a 
intervalos regulares para monitorar o progresso e saber logo se a popula- 
ção de células leucêmicas do paciente começou a proliferar. 

No início, os clínicos estavam preocupados com os resultados apa- 
rentemente discrepantes da análise do cariótipo e da FISH na mesma 
amostra do paciente. Pelo cariótipo, um paciente com LMC pode 
mostrar todas as células com t(9;22), mas apenas 30% das células 
serão positivas para a translocação pela FISH na interfase. Esses dados 
são realmente consistentes. O cariótipo só pode ser feito com células 
em divisão e, como as células cancerosas tendem a dividir-se frequen- 
temente, é típico a análise do cariótipo mostrar 100% de células leu- 
cêmicas. Já a FISH detecta todas as células nucleadas, mas nem todas 
as células em uma amostra da medula óssea são do clone doente. Um 
indivíduo acometido também terá uma população de células normais. 
A FISH na interfase pode quantificar os números relativos de células 
normais e doentes, fornecendo, assim, uma estimativa mais acura- 
da do acometimento pela doença na população total. Isso pode ser 
usado com vantagem para monitorar a resposta de um paciente ao 
tratamento. Com o tempo, exames com amostras sequenciais podem 
mostrar uma redução na população de células doentes, e a recidiva 
irá refletir-se em um aumento na população de células leucêmicas. 
Assim, é importante fazer tanto a análise do cariótipo como a FISH 
com uma amostra diagnóstica. O cariótipo define as anormalidades 
cromossômicas presentes e a FISH estabelece a frequência basal do(s) 
clone(s) leucêmico(s). Tais dados podem ser usados como ponto de 
referência para todo exame futuro do paciente. 

A FISH multicolorida também tem sido usada para avaliar linha- 
gens de células leucêmicas. Os dados obtidos sugerem que as células 
cancerosas, na verdade, sofrem um grau significativamente maior de 
rearranjo cromossômico do que se pensava. Espera-se que a detecção 
de algum dos novos rearranjos forneça indícios de novos genes rela- 
cionados ao câncer (Veldman, 1997). 


Distúrbios citogenéticos 


Síndromes de aneuploidia cromossômica 
Aneuploidias autossômicas 

A causa mais comum de retardamento mental é a trissomia do 21 
ou a síndrome de Down, distúrbio com incidência de 1 em 700 nas- 
cimentos e que se caracteriza por hipotonia, fácies plana, fissuras pal- 
pebrais inclinadas, orelhas pequenas, língua protrusa, crista palmar 
transversal, defeitos cardíacos e hipogonadismo. Cerca de 92,5% de 
todos os indivíduos com sindrome de Down têm 47 cromossomos, 


incluindo 3 cópias do cromossomo 21, o que resulta de um erro de 
não disjunção na meiose parental. Apenas menos de 3% dos pacientes 
tendem a expressar um fenótipo mais discreto, tendo-se demonstrado 
que eram mosaicos com duas linhagens celulares (47,XX,+21/46,XX 
ou 47,XY,+21/46,XY) e cerca de 5% dos pacientes com síndrome de 
Down têm apenas 46 cromossomos, pois o 21 extra é parte de uma 
translocação robertsoniana ou outra. Uma criança com uma translo- 
cação, em geral, é indicativa de que um dos pais é portador da translo- 
cação, de maneira que, em tais casos, a análise do cariótipo de ambos 
os pais é apropriada para determinar se o casal corre o risco de ter 
outros filhos com síndrome de Down no futuro. Embora seja mais 
comum um paciente com síndrome de Down ter três cópias comple- 
tas do cromossomo 21, estudos moleculares feitos com indivíduos 
que tinham rearranjos no cromossomo 21 mostraram claramente que 
só é necessário ter três cópias da região do cromossomo 21 abrangen- 
do as bandas 21q22.12—21q22.3, a região crítica para a síndrome de 
Down (Fig. 69.20) (Korenberg, 1990; Delabar, 1993). 

As outras duas trissomias de nascidos vivos são a do 13 e a do 18. A 
trissomia do 13, síndrome de Patau, com incidência de 1 em 4.000 a 1 
em 10.000 nascimentos caracteriza-se por cabeça pequena, fenda labial 
e/ou palatina, ciclopia, crista palmar transversa, polidactilia nas mãos 
ou pés, calcanhar proeminente, defeito do septo ventricular e escalpo 
afundado. À trissomia do 18, ou síndrome de Edwards (Fig. 69.21A), é 
vista em aproximadamente 1 de 8.000 recém-nascidos, com as caracte- 
rísticas incluindo baixo peso ao nascimento, boca e mandíbula peque- 
nas, hipoplasia dos músculos, occipício proeminente, orelhas mal for- 
madas e de baixa implantação, pés chatos e dedos cruzados. 

Apesar de suas consequências clínicas frequentemente graves, a 
síndrome de Down em geral é bastante tratável e os pacientes vivem 
até a segunda ou terceira década de vida. A trissomia do 13 ea do 18 
são consideravelmente menos compatíveis com a vida e os pacientes 
em geral morrem no primeiro mês de vida. Quando um indivíduo 
sobrevive ao primeiro ano, o quadro é desalentador, pois os pacientes 
não aprendem a falar, a andar nem a cuidar de si mesmos. Por isso, o 
aconselhamento dos casos diagnosticados no pré-natal de trissomias 
do 13 e do 18 inclui a interrupção da gestação. 


Aneuploidias de cromossomos sexuais 

As aneuploidias de cromossomos sexuais são relativamente comuns 
(frequência geral de 1 em 500 nascimentos) e fenotipicamente mais 
brandas que as aneuploidias autossômicas, por causa do efeito da ina- 
tivação do X e do número limitado de genes presentes no cromossomo 
Y. Quatro distúrbios, incluindo três trissomias e uma monossomia, 
são responsáveis pela maioria dos casos. Todos resultam de erros de 
não disjunção na meiose e, exceto no caso do XYY que é exclusiva- 
mente paterno, os outros distúrbios podem resultar de erro materno 
ou paterno. 

Os cariótipos aberrantes de indivíduos com três cromossomos X 
(mulheres 47,XXX) ou com um cromossomo X e dois cromossomos 
Y (homens 47,XYY) em geral não serão detectados por toda a vida. A 
incidência é relativamente alta, de 1 em 1.000 nascimentos, mas, além 
de serem mais altos que a média, não há aspectos marcantes indica- 
tivos de uma anormalidade cromossômica. Alguns indivíduos têm 
dificuldades generalizadas de aprendizado e, assim, podem ser iden- 
tificados em programas escolares de seleção. Mulheres XXX e homens 
XYY também são detectados nas clínicas de infertilidade, embora a 
anormalidade citogenética não esteja relacionada com a razão do 
encaminhamento, daí avaliações abrangentes terem mostrado que 
esses indivíduos são completamente férteis e, em geral, têm filhos 
cromossomicamente normais. Homens XYY correm maior risco de 
problemas comportamentais, com os primeiros estudos tendo sugeri- 
do que também tenham tendências criminais, pois há uma incidência 
maior do que a esperada de XYY naqueles encontrados em institui- 
ções penais (Jacobs, 1968; Price, 1970). Todavia, trabalho subsequen- 
te demonstrou que: (1) as conclusões do estudo original tiveram vie- 
ses por causa de um erro de amostragem, (2) é mais provável que a 
criminalidade se deva a uma combinação de múltiplas causas e (3) os 
homens XYY não são mais propensos a um comportamento criminal 
que os demais (Witkin, 1976; Pitcher, 1982; Theilgaard, 1984). 

Homens com a síndrome de Klinefelter (47,XXY) tendem a ser 
magros de alta estatura, terem as pernas relativamente longas, embora 
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Figura 69.20 Mapa do cromossomo 21 mostrando a região 
crítica da síndrome de Down e posições relativas dos /oci 
associados a vários aspectos clínicos à direita. À esquerda, 
são mostrados outros loci mapeados. ALS1 = esclerose 


Retardamento lateral amiotrófica; APP = proteína amiloide B-precursora 
| ee Po (associada a doenca de Alzheimer); COL6A1/COL6A2/ 

mame "o COL18A1 = genes de colágeno; DFNB8 = surdez 8; ETS2 

a modera = oncogene ETS-2; HPE1 = holoprosencefalia alobar-1; 
SOD1 = superóxido dismutase-1; USH1E = síndrome de 
Usher. (Fonte: dados de Korenberg, 1990; Delabar, 1993; 
OMIM, 1999.) 
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Figura 69.21 Cariótipos das síndromes cromossômicas numéricas. A, síndrome de Edwards (trissomia do 18): 47,XX,+18. B, síndrome de Turner (monossomia do X): 45,X. 





no início da vida tais achados raramente os segreguem dos demais. 
Alguns são identificados na escola, por conta de suas dificuldades de 
aprendizado, porém, a razão mais comum para encaminhamento é 
o hipogonadismo pós-puberal, o desenvolvimento de mamas seme- 
lhantes às femininas e infertilidade por causa de testículos peque- 
nos, túbulos testiculares hialinizados e azoospermia. Uma forma de 
síndrome de Klinefelter mais branda, com o potencial de fertilidade 
devido ao desenvolvimento normal dos testículos, é vista em indiví- 
duos com um complemento de cromossomo em mosaico que inclui 
uma linhagem celular 46,XY (47,XXY/46,XY). A proporção relativa 
de células XY e XXY durante a determinação do sexo no zigoto ini- 
cial e nos testículos é a chave para a fertilidade. Um excesso de células 
XXY leva o indivíduo na direção da Klinefelter verdadeira, enquanto 
números maiores de células XY devem moderar o fenótipo e aumen- 
tar a probabilidade de fertilidade. 

A aneuploidia de cromossomo sexual mais comumente reconhecida 
com um fenótipo feminino é 45,X: síndrome de Turner (Fig. 69.21B). 
Na determinação do sexo, o desenvolvimento feminino normal depen- 
de da presença de dois cromossomos X ativos. A região crítica para a 
diferenciação feminina foi limitada à região do braço curto do X, pro- 
ximal ao centrômero. Se tal região for perdida ou inativa, o resultado 
é uma pessoa com síndrome de Turner. Cerca de metade de todas as 
pacientes com essa síndrome têm o clássico complemento cromossô- 
mico 45,X, que representa a única monossomia viável em um nascido 
vivo. O único cromossomo X em geral é de origem materna, indicando 
que a fonte mais comum de erro é uma não disjunção meiótica pater- 
na. Além do 45,X, também são possíveis cariótipos mais complexos 
(Tab. 69.4) (Palmer, 1976). A maior preocupação é com indivíduos 


Tabela 69.4 Distribuição dos diferentes complementos cromossômicos 
que originam a síndrome de Turner 





Ocorrência (%) Anomalia cromossômica 

50 45,X 

20 46,X,i(Xq) 

15 Deleções do cromossomo X ou anéis, ou a presença 
de um cromossomo Y 


10 Mosaicos: 45,X/46,XX; 45,X/46,XY 








que possuem um cromossomo Y completo ou parcial em pelo menos 
uma linhagem celular, que correm maior risco de gonadoblastoma. 

O fenótipo da síndrome de Turner é altamente variável. É comum as 
pessoas acometidas terem baixa estatura (< 150 cm), disgenesia goná- 
dica e dificuldades de aprendizado. Outros aspectos comuns incluem 
pescoço alado, resultante de higroma cístico in utero, linha de implan- 
tação posterior dos cabelos baixa, anomalias cardíacas e renais, cúbito 
valgo (maior angulação do cotovelo) e tórax em escudo. Ao nascimen- 
to, os pacientes podem ter edema das mãos e dos pés. Pacientes com 
síndrome de Turner geralmente têm inteligência normal, embora isso 
possa variar e algumas tenham problemas mentais importantes. Além 
disso, embora a infertilidade seja um padrão na síndrome de Turner, 
sabe-se agora que alguns pacientes, em geral aqueles com cariótipo 
mosaico, podem se reproduzir. Com o uso de tecnologias de doação de 
óvulos, uma paciente com síndrome de Turner pode levar uma gesta- 
ção a termo e ter um filho normal. Portanto, em razão da grande diver- 
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sidade de apresentação, o aconselhamento pré-natal a um casal com 
um feto identificado como tendo síndrome de Turner é extremamente 
difícil. Entretando, geralmente, a maioria dos nascidos com síndrome 
de Turner pode ter uma vida produtiva, e aqueles com acometimento 
discreto podem não saber que têm a doença até a puberdade. 


Outras anormalidades dos cromossomos sexuais 


A determinação do sexo em humanos resulta de uma via bioquímica 
complexa que envolve a interação de proteínas produzidas por genes 
presentes nos autossomos e os cromossomos X e Y. O sexo padrão em 
humanos é o feminino, de modo que, na ausência de quaisquer estí- 
mulos determinantes masculinos, desenvolve-se um indivíduo femi- 
nino. O desencadeador primário do desenvolvimento masculino é um 
gene localizado no braço curto do cromossomo Y, designado TDF, o 
fator determinante de testículos, que está situado na região determi- 
nante do sexo do cromossomo Y (SRY) (Fig. 69.22). 

A proteína produzida pelo TDF inicia a via do desenvolvimen- 
to masculino. Foram identificados vários distúrbios associados a 
mutações em genes diferentes dentro dessa via, podendo resultar em 
genitália ambígua ou incompatibilidade do genótipo com o fenótipo 
(homem fenotípico com um complemento cromossômico sexual XX 
ou mulher fenotípica com um complemento XY). 

Um homem XX em geral pode ser atribuído a uma de duas causas, a 
mais comum sendo a virilização de um feto feminino em decorrência 
do distúrbio autossômico recessivo hiperplasia suprarrenal congêni- 
ta (HSC). O defeito na HSC é a falta da enzima 21-hidroxilase. Sem 
essa enzima, a via biossintética normal é bloqueada e os andrógenos 
se acumulam no corpo. Níveis excessivos de hormônios masculinos 
na circulação feminina podem resultar em um lactente com aspecto 
masculino, apesar do complemento cromossômico feminino. Além 
disso, como os androgênios são capazes de atravesar a placenta, um 
feto feminino normal pode desenvolver genitália ambígua em razão 
da exposição ao excesso de hormônios da mãe com HSC. 

Um homem fenotípico com complemento cromossômico sexual 
XX também pode resultar de uma translocação críptica entre os cro- 
mossomos X e Y. As extremidades distais dos braços curtos dos 
cromossomos X e Y são homólogas e compreendem o que se con- 
vencionou denominar regiões pseudoautossômicas (Fig. 69.22), que 
são o sítio primário de pareamento do X com o Y durante a meiose, 
podendo ocorrer recombinação entre alelos X e Y. Raramente ocor- 
re um evento de recombinação fora dos limites da região pseudoau- 
tossômica, resultando na transferência de loci únicos do Y, incluindo 
SRY, na ponta do cromossomo X. A quantidade de material cromos- 
sômico envolvida nessa alteração é extremamente pequena e não pode 
ser detectada pelos meios citogenéticos. Contudo, se esse indivíduo 
masculino transmitir esse cromossomo X rearranjado para uma prole 
que tenha recebido um X da mãe, a criança resultante terá um aparen- 
te complemento cromossômico XX, mas será um indivíduo masculi- 
no em termos fenotípicos, com Klinefelter devida à presença do gene 
TDF que dispara a via de desenvolvimento masculino. 

A recíproca da translocação descrita anteriomente pode resultar em 
um indivíduo do sexo feminino com síndrome de Turner e um com- 
plemento XY aparente. A via de desenvolvimento masculino não será 
iniciada em um indivíduo com um cromossomo Y que não tenha TDF/ 
SRY, e a determinação do sexo feminino irá falhar. Todavia, a ausência 
de duas cópias intactas do braço proximal do X impedirá o desenvolvi- 
mento feminino “normal”, resultando em um indivíduo com síndro- 
me de Turner. Tal situação é bastante rara. O achado mais comum, no 
caso de um indivíduo feminino XY, é insensibilidade ao androgênio, 
também conhecida como “feminização testicular”. Em tais individu- 
os, o cromossomo Y está intacto e o TDF está presente e funcional. O 
problema é uma mutação do gene receptor de androgênio localizado 
no braço longo do cromossomo X (Xq21.3), que faz com que não se 
produza proteína receptora de androgênio. O TDF inicia o desenvol- 
vimento masculino, mas a via será bloqueada no ponto onde a pro- 
teina receptora de androgénio é necessária para formar um complexo 
entre a testosterona e a di-hidrotestosterona. Sem essa etapa essencial, 
a diferenciação masculina adicional não é possível, e o fenótipo volta- 
rá a ser feminino. No entanto, esses indivíduos são inférteis por causa 
da ausência de qualquer genitália funcional e comumente apresentam 
uma vagina cega e testículos no abdome ou no canal inguinal. 





Região 


pseudoautossômica Ema 





Figura 69.22 Diagrama das localizações relativas de TDF, SRY e as regiões 
pseudoautossômicas dos cromossomos X e Y. 


Anomalias estruturais dos cromossomos 

Foi descrito um número razoável de síndromes diretamente rela- 
cionadas com uma anormalidade cromossômica estrutural. A maioria 
delas é bastante rara. Segue-se uma discussão de algumas das síndro- 
mes mais comuns (ver também Jones, 2006). 

A síndrome de Wolf-Hirschhorn, também conhecida como sindro- 
me do 4p-, deve-se a uma deleção terminal do braço curto do cro- 
mossomo 4, del(4)(p16). Os achados clínicos incluem microcefalia, 
micrognatia hipotonia, pregas epicânticas e atraso do desenvolvi- 
mento. O aspecto facial característico lembra um capacete de guer- 
reiro grego, por causa das sobrancelhas arqueadas e do nariz longo. 
Indivíduos com esse distúrbio precisam de educação especial e cor- 
rem alto risco de ter convulsões. 

A síndrome cri-du-chat ou do 5p-, del(5)(p15), caracteriza-se por 
um choro alto distinto, semelhante ao miado de gato, na fase de lacten- 
te. Outros aspectos incluem baixo peso no nascimento e crescimento 
subsequente lento, hipotonia, microcefalia, hipertelorismo, pregas epi- 
cânticas, anomalias cardíacas e retardamento mental. As crianças aco- 
metidas apresentam atraso do desenvolvimento e só conseguem alcan- 
çar o nível cognitivo e social de uma criança de 5 ou 6 anos de idade. 


Síndromes de microdeleção e síndromes 
de genes contíguos 

Por definição, uma microdeleção é uma deleção muito peque- 
na, em geral apenas uma fração de uma única banda cromossômica. 
Microdeleções podem ser confundidas com deleções moleculares, daí 
a importância de reconhecer que, embora pequenas, são significativa- 
mente maiores (> 500 kb) do que a deleção molecular típica (um par 
de bases [bp] a várias centenas de bp), o que só pode ser resolvido pela 
tecnologia molecular (ver Cap. 72). O tamanho real de uma microde- 
leção pode variar de um paciente para outro, algumas sendo grandes o 
bastante para serem identificadas pela análise do cariótipo, embora a 
maioria requeira FISH. Ainda que originalmente se pensasse que eram 
deleções em genes únicos, já se demonstrou que certas síndromes na 
verdade devem-se a deleções que abrangem partes de vários genes adja- 
centes não relacionados. Portanto, a apresentação clínica pode ser uma 
combinação de aspectos decorrentes da ausência de diferentes produtos 
gênicos. O tamanho da deleção e o número de genes afetados podem 
variar, de modo que o fenótipo expresso pode diferir significativamen- 
te entre os indivíduos. Tomadas em conjunto, estas são denominadas 
síndromes de genes contíguos. Inclusas nesse grupo estão muitas das sín- 


Tabela 69.5 Microdeleção e síndromes de genes contíguos 


Distúrbio Localização Genes 
Síndrome de Angelman 15q11.2 UBE3A 
Sindrome de DiGeorge 22q11.2, 10p, 4q, 6a ¢GCSL 
+ outros? 
Ictiose Xp22.32 STS 
Sindrome de Kallmann Xp22.3 KALI 
Sindrome de Langer-Giedion 8q24.11-q24.13 TRPSI 
TRPSII 
EXT 
Lissencefalia 17p13.3 LIS] 
Síndrome de Miller-Dieker 17p13.3 LIST 
toutro(s) 
Sindrome de Prader-Willi 15q11.2 SNRPN 
Retinoblastoma 13q14.1-q14.2 Rb1 
Sindrome de Rubinstein-Taybi 16p13.3 CBP 
Síndrome de Smith-Magenis 17p11.2 
Sindrome velocardiofacial 22q11.2 ?GCSL 
WAGR 11p13.3 WTI 
AN2 
? outros 
Síndrome de Williams 7q11.2 ELN 


RM = retardamento mental. 


dromes de microdeleção (Tab. 69.5) e também as síndromes de deleção 
clássica (maior), como a de Wolf-Hirshhorn e a de cri-du-chat. 

A síndrome de Miller-Dieker ilustra com clareza a sobreposição entre 
síndromes de microdeleção e de genes contíguos. Tal distúrbio foi asso- 
ciado a uma microdeleção do braço curto distal do cromossomo 17 
(17p13.3) e as características clínicas cardinais são lissencefalia (cérebro 
pequeno) e anomalias craniofaciais. À lissencefalia isolada também foi 
reconhecida como uma entidade independente, de modo que a síndro- 
me de Miller-Dieker é uma apresentação mais complexa, que acopla o 
defeito cerebral com os aspectos faciais característicos. A análise mole- 
cular mostrou que há pelo menos dois genes envolvidos na síndrome 
de Miller-Dieker, daí ser uma verdadeira síndrome de genes contíguos, 
decorrente de uma microdeleção. Uma deleção menor apenas do gene 
LIS1 resultaria em lissencefalia isolada (Ledbetter, 1992). 

A síndrome de Prader-Willi e a síndrome de Angelman são as sín- 
dromes de microdeleção mais bem conhecidas. Ambas compartilham 
a mesma deleção intersticial do braço longo proximal do cromossomo 
15, del(15)(q11.2q11.2), mas as apresentações clínicas são significati- 
vamente diferentes. Os pacientes com a síndrome de Prader-Willi são 
pequenos e hipotônicos ao nascimento, mas mudam no primeiro ano 
de vida e começam a ganhar peso rapidamente. Se não forem colocados 
sob uma dieta controlada, podem ficar bastante obesos por comerem 
demais. Outras características incluem mãos e pés pequenos, hipogona- 
dismo e um temperamento ruim. Embora apresentem desenvolvimento 
retardado, a maioria apresenta bom desempenho nas aulas de educação 
especial. Por causa de seu comportamento e da dificuldade de contro- 
lar sua alimentação, podem ser colocados em instituições para grupos 
especiais que lhes proporcionem o ambiente adequado. Já os pacientes 
com a síndrome de Angelman apresentam retardamento mental grave. 
Embora sejam amigáveis, em geral não costumam manter uma con- 
versação normal e o discurso frequentemente é pontuado por crises de 


Achados clínicos 


RM grave, atraso do desenvolvimento, boca grande, prognatia, ataxia, 
convulsões 

Fácies característica, fenda palatina, defeito cardíaco, hipoplasia do timo 
e das paratireoides, hipocalcemia grave, convulsões 

Descamação cutânea, baixa estatura, hipogonadismo, RM 
Hipogonadismo, anosmia 

Dismorfismo craniofacial, anormalidades esqueléticas, retardamento 
mental discreto a grave 


Cérebro liso, retardamento profundo, convulsões 

Lissencefalia, microcefalia, fronte alta, nariz pequeno, micrognatia, 
implantação baixa das orelhas 

Hipotonia ao nascimento, olhos amendoados, RM moderado a grave, 
ausência de saciedade, levando a exacerbação do apetite, mãos e pés 
pequenos, hipogonadismo 

Tumores dos retinoblastos do olho 

Nariz adunco, columela proeminente, maxila hipoplásica, fissuras palpebrais 
inclinadas para baixo, polegares e primeiros artelhos largos, RM, atraso na fala 
Braquicefalia, hipoplasia do meio da face, ponte nasal larga, mandíbula 
proeminente, mãos curtas e largas, hiperatividade, atraso da fala, comportamento 
autodestrutivo, RM 

Defeitos palatais, narinas hipoplásicas com nariz longo, deficiência auditiva, 
cardiopatia congênita 

Tumor de Wilms, anirídia, defeitos geniturinários e retardamento mental 


QI baixo, hipersensibilidade a sons, olhos azuis com padrão estrelado na iris, 
lábios proeminentes, voz rouca, estenose aórtica supravalvular ou outro defeito 
cardíaco, hipercalcemia, envelhecimento prematuro da pele 


riso impróprias. O distúrbio também se caracteriza por hiperatividade, 
baixa estatura, microcefalia, convulsões e ataxia. 

Pela análise citogenética rotineira ou de alta resolução, a deleção 
15q pode ser detectada em cerca de 60% dos indivíduos com a sin- 
drome de Prader-Willi, mas apenas em 10 a 20% daqueles com a 
síndrome de Angelman. A FISH passou a ser um recurso diagnóstico 
melhor e, no caso de ambas as síndromes, as deleções agora podem 
ser estabelecidas em 80 a 85% dos casos. Embora fosse aceito que 
nem todas as deleções seriam visíveis no nível citogenético, conside- 
rava-se que a FISH não era capaz de detectar uma deleção em 100% 
dos casos. Isso, além do fato de que as síndromes de Prader-Willi 
e de Angelman parecem compartilhar a mesma deleção mas seus 
fenótipos são totalmente diferentes, sugeriu que poderia haver outra 
causa para tais distúrbios. Sabe-se agora que ambas são exemplos 
de imprinting genético e que os processos mutacionais que resultam 
nessas doenças são muito mais complexos que uma simples deleção 
do DNA (Nicholls, 1989; Robinson, 1991) (ver no Cap. 72 uma dis- 
cussão sobre imprinting e detecção molecular de genes imprinted). 

A síndrome de Williams foi associada a uma deleção do gene da 
elastina (ELN) no braço longo proximal do cromossomo 7 (7q11.23). 
O distúrbio caracteriza-se por anormalidades cardíacas, hipertensão, 
voz rouca, envelhecimento prematuro da pele e anomalias compor- 
tamentais. Como se sabe que a elastina é uma proteína importante 
para dar elasticidade a tecidos como o coração, os vasos sanguíneos, 
a pele e as cordas vocais, sua ausência explica muitas das anomalias 
físicas associadas a essa síndrome. Contudo, os problemas de com- 
portamento não poderiam ser atribuídos à falta de elastina, de modo 
que atualmente acredita-se que a síndrome de Williams, na verdade, 
seja uma síndrome de genes contíguos e que a variabilidade do fenóti- 
po esteja relacionada com o número de genes adjacentes deletados em 
combinação com o ELN. 
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Uma síndrome de genes contíguos muito bem caracterizada está 
localizada no braço curto do cromossomo 11 (11p13), sendo conhe- 
cida como WAGR (tumor de Wilms, aniridia, defeitos geniturinários 
e retardamento mental). Exceto pelos defeitos geniturinários, que 
parecem decorrentes de uma mutação variante no locus do tumor de 
Wilms, cada uma das três anomalias foi associada a um gene particular 
disposto em sequência no braço curto do cromossomo 11 (Fig. 69.23). 
O fenótipo de um indivíduo acometido varia de acordo com o tama- 
nho da deleção. Em termos estatísticos, cerca de 1 a cada 3 crianças 
diagnosticadas com aniridia também desenvolverá tumor de Wilms. 
Em contrapartida, apenas 1 em 50 pacientes com tumor de Wilms tem 
aniridia. Nas deleções maiores, também se observam retardamento 
mental e defeitos geniturinários. 

É possível que a síndrome velocardiofacial seja a microdeleção mais 
comum em humanos, porém, geralmente não é reconhecida por 
causa de seu quadro clínico de amplo espectro e sua apresentação, 
que pode ser bastante branda. Em geral, o distúrbio é diagnosticado 
no recém-nascido em razão de dificuldades de alimentação, defei- 
tos cardíacos e dismorfologias faciais características. Dificuldades de 
aprendizado, baixa estatura e perda auditiva condutiva são observadas 
conforme a idade do indivíduo avança. É interessante o fato de que 10 
a 15% dos pacientes têm um dos pais com a mesma deleção, porém, 
com acometimento bem mais discreto. Acredita-se que a deleção de 
3 Mb no braço longo proximal do cromossomo 22 (22q11.2q11.2) 
deva-se à recombinação entre repetições diretas que flanqueiam a 
região comum de deleção. Tal recombinação intracromossômica 
geraria uma estrutura em alça que seria detectada como um defeito 
cromossômico pelas enzimas celulares de manutenção. As enzimas de 
reparo celular então excisariam o DNA na alça e voltariam a vedar a 
parte linear do cromossomo, resultando na deleção cromossômica e 
na perda de genes associados, o que acarretaria a doença (McDermid, 
2002). Também foi relatado um mecanismo similar que resulta na 
deleção clássica da síndrome de Williams (Bayes, 2003), sugerindo a 
possibilidade de que essa é uma nova estratégia de mutação que expli- 
caria a ocorrência de deleção em uma variedade de outras doenças. 


Outros fenômenos citogenéticos 


Síndrome do X frágil 

A síndrome do X frágil é a segunda principal causa de retardamen- 
to mental e a principal causa de retardamento mental hereditário. O 
distúrbio foi descrito pela primeira vez por Herbert Lubs em 1969, 
quando ele observou a correlação entre retardamento e um “mar- 
cador” X em membros acometidos de uma família (Lubs, 1969). 
Subsequentemente, o marcador X ficou conhecido como X frágil, 
uma quebra ou hiato na estrutura do cromossomo X que pode ser 
detectada por meios citogenéticos (Fig. 69.24), cultivando-se células 
no meio de indução apropriado. Infelizmente, nem todos os indivídu- 
os acometidos expressam o X frágil citogeneticamente, de modo que 
o teste clínico é falho. Apesar disso, foi o único ensaio disponível por 
anos e deu a confirmação necessária do diagnóstico em muitos indi- 
víduos. Em 1991, o gene associado à síndrome do X frágil foi clonado, 
e a mutação, identificada como uma amplificação de uma sequência 
repetida de trinucleotídeos, algo que nunca havia sido visto antes ou 
associado a um mecanismo causador de doença. Felizmente, essa 
mutação é detectável em nível molecular, tendo sido desenvolvido um 
teste clínico altamente eficiente para permitir a detecção da mutação 
direta da síndrome do X frágil (Rousseau, 1991; Verkerk, 1991) (ver 
Cap. 72), de maneira que o teste citogenético não é mais usado. 


Síndromes de quebra 

As síndromes de quebra cromossômica (Tab. 69.6) são um conjunto 
de distúrbios autossômicos recessivos, originalmente agrupados por 
causa do achado comum de instabilidade ou fragilidade cromossômica 
(Arlett, 1978). Por isso, o teste citogenético foi possível como auxílio 
para o diagnóstico. Estudos moleculares mostraram mais um aspecto 
comum entre os distúrbios em que a mutação primária em cada um é 
um defeito no gene de reparo do DNA. Isso ajudou a explicar os outros 
aspectos das síndromes, pois a impossibilidade de reparo do DNA 
pode levar (1) a uma quebra ou recombinação maior que pode carac- 
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Figura 69.23 Diagrama da sindrome de genes contiguos WAGR, mostrando 
posições relativas dos genes diferentes no braço curto do cromossomo 11. 





Figura 69.24 X frágil. Ideograma do X frágil (à esquerda) e um par representativo dos 
cromossomos da banda G mostrando o X frágil à direita. 


terizar-se por instabilidade cromossômica e (2) à disseminação da 
mutação e do defeito nas sequências de DNA que pode levar ao câncer. 


Resumo 


A citogenética é uma ciência laboratorial trabalhosa relativamente 
antiga e, na prática, ainda atua da mesma forma de sempre, embora 
o advento do sistema de cariotipagem computadorizado e da coleta 
robotizada tenha acrescentado um elemento de tecnologia avançada 
ao laboratório. Embora se tenha previsto que o diagnóstico mole- 
cular eliminaria a necessidade da citogenética, isso não aconteceu, e 
ela ainda é o único ensaio clínico que proporciona uma rápida visão 
geral de todo o genoma humano. A análise do cariótipo continua a 
ser importante para avaliar anomalias cromossômicas numéricas e 
estruturais, além de ser o padrão para o diagnóstico de muitos distúr- 
bios. Atualmente, a determinação da lesão citogenética é necessária 
para o diagnóstico de muitos cânceres. Para enfrentar novos desafios, 
a citogenética acrescentou novos testes e novas tecnologias. O uso da 
FISH ocupou o espaço entre a citogenética e o diagnóstico molecular, 
de modo que as duas áreas fornecem informação complementar em 
muitos casos. Assim, no momento, a citogenética continua a ter um 
lugar importante na medicina clínica laboratorial. 
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Tabela 69.6 Síndromes de quebra cromossômica 


Distúrbio Aspectos clínicos Locus gênico Manifestação Tipo de câncer Defeito de Diversos 
citogenética reparo do DNA 
Anemia de Pancitopenia, retardo do 1. Grupo A: 16924.3 Aumento das quebras Maior risco de Terapia atual: 
Fanconi crescimento pré ou pós-natal 2. Grupo C-9922.3 | cromossômicas detectado LMA e Transplante de 
polegares hipoplásticos 3. Grupo D -3p22-p26 por tratamento com insuficiência medula óssea 
ou ausentes 4. Grupo E — 6p21-p22  mitomicina C medular 
possível deformação do 5. Grupos B, F, H e diepoxibutano progressiva 
braço, pigmentação escura não mapeados 
da pele 
Síndrome Atraso do crescimento, 15q26.1 Aumento da troca de Atividade anormal Alta frequência 
de Bloom exantema facial em cromátides-irmãs, da DNA ligase | na população 
forma de borboleta, em resposta à luz UV de judeus 
possível malignidade ou incorporação de BrdU asquenazis: 
Ataxia Ataxia com degeneração 11922.3 Aumento da quebra Várias leucemias 1/110 
telangiectasia do sistema nervoso espontanea de anéis e tumores sólidos frequência de 
central, telangiectasia na trirradiais e translocações, portador 


face, deficiência na 
imunidade celular, 
degenerativa, atraso do 
crescimento 


particularmente com 7 e 14, 
induzido com bleomicina 
ou radiação ionizante 


Xeroderma Sensibilidade ao sol, Incidência: 1 em Aumento no SCE e Aumento da 1. Falta de excisão 
pigmentoso anormalidades 250.000 rearranjo cromossômico incidência de de dímeros de 
neurológicas, ataxia 1. A: 9q22.3 em resposta a luz UV cancer de pele timina 


Sindrome de 


e espasticidade 


Nanismo, 


2. G: 653p25 

3. D: 19q13.2-q13.3 
4. E: 11p11-p12 

5. F: 16p13.1-13.2, 
16p13.13-p13.3 

6. G: 13q33 

Cr. 5 


Sensibilidade à 


Aumento da 


2. Defeito de reparo 
pós-replicação 


Possível deficiência de 


envelhecimento 
prematuro, microcefalia, 
déficit neurológico, 
degeneração pigmentar, 
surdez, sensibilidade à 
luz solar, RM 


Cockayne 


radiação UV 


LMA = leucemia mieloide aguda; RM = retardamento mental; UV = ultravioleta. 
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PONTOS-CHAVE 
z Lm . Os testes diagnósticos moleculares devem ser feitos 


em instalações separadas para eliminar ou controlar 
a contaminação, sobretudo no caso das técnicas de amplificação 
de ácido nucleico. Essas técnicas apresentam sensibilidade e 
especificidade extraordinárias, contudo são suscetíveis a sinais falso- 
positivos gerados por quantidades ínfimas de produtos amplificados, 
remanescentes de diferentes amostras ou outras fontes ambientais. A 
aparelhagem essencial é exclusiva e usualmente não é encontrada 
em laboratórios clínicos típicos. A equipe de funcionários deve 
receber treinamento sobre os procedimentos e precauções referentes 
às técnicas de diagnóstico molecular. Atualmente, existem 
organizações profissionais que emitem certificados específicos para 
esses treinamentos. 


e O formato tradicional do teste diagnóstico molecular tem 

sido o de ensaios “produzidos no laboratório”, que requerem 
extensiva validação para serem executados pelo laboratório. Em 
um número crescente de ensaios comercializados, os fabricantes 
de kits fornecem reagentes (incluindo amostras para controle 

de qualidade) para todas as etapas do teste. Alternativamente, 

o laboratória pode combinar reagentes de diferentes kits para 
determinados usos clínicos em particular. Vários estágios dos 
testes foram automatizados — desde a extração de ácido nucleico 
até o desempenho analítico com ensaios homogêneos que estão 
emergindo para uso como sistemas fechados. 


e Os fatores que influenciam a escolha do teste no laboratório 

de diagnóstico molecular incluem a necessidade clínica de um 
tempo de resposta rápido para os resultados, custo-efetividade 

(em comparação aos métodos alternativos, como cultura 
microbiológica), nível de reembolso determinado a partir dos planos 
de seguro-saúde e viabilidade de licenciamento dos processos 
patenteados. 


e Para estabelecer e ofertar um teste diagnóstico molecular, é 
necessária a otimização de cada etapa da processo analítico, 
seguida de um processo de validação que vincula a padronização 
(quando possível) com materiais de referência (p. ex., oriundos de 
uma organização nacional ou internacional), bem como a definição 
de características analíticas (sensibilidade, acurácia, imprecisão, 
linearidade, efeitos de variáveis pré-analíticas/interferências) e 
clínicas (sensibilidade, eficácia e interpretação). Quando reagentes 
analito-específicos (RAEs) são utilizados, o relatório de resultados 
deve conter uma declaração confirmando que o laboratório 
determinou as características de desempenho do ensaio utilizado. 
Os relatórios de testes genéticos também devem ser acompanhados 
de declarações que ci ia a sensibilidade ou valor preditivo 
do resultado fornecido. 


e Cada etapa do processo de teste, no diagnóstico molecular, exige 
a realização de um controle de qualidade para monitoramento 

do preparo de reagentes, coleta da amostra, preparo e obtenção 

de alíquotas das amostras, e desempenho do ensaio. Os ensaios 
desenvolvidos no próprio aboratório apresentam uma necessidade 
crítica de controle de qualidade para estabelecer a força, o grau de 
pureza e o desempenho da cada reagente utilizado. Equipamentos 
como os termocicladores requerem checagens de temperatura, 
enquanto as pipetas necessitam de controle de qualidade e 
manutenção. Os programas de garantia da qualidade monitoram a 
adesão aos padrões de treinamento, competência, equipamento e 
segurança, entre outros aspectos laboratoriais, além de avaliarem os 
resultados gerais dos serviços de teste de pacientes. A acreditação 
laboratorial baseia-se nessas práticas, bem como em testes de 
proficiência bem-sucedidos e listas de checagem projetadas para 
patologia molecular. 


Ao longo da última década, adquiriu-se um vasto conhecimento 
sobre os genes e seu papel nas doenças humanas. Esse conhecimento 
permitiu compreender melhor diversos processos patológicos. Como 
consequência, as doenças passaram a ser cada vez mais definidas em 
termos de patogênese molecular. Isso levou ao desenvolvimento de 
novos ensaios moleculares clínicos para uso no diagnóstico, prog- 
nóstico, seleção de modalidades terapêuticas e monitoramento de 
doenças. Os ensaios moleculares clínicos representam uma coleção 
de técnicas e reagentes, cujo principal analito é o ácido nucleico. O 
ácido nucleico pode ser DNA ou RNA. Existem numerosas aplicações 
dessa tecnologia nas diferentes áreas do laboratório clínico. Uma das 
principais vantagens do uso de ácidos nucleicos como analito é que 
este constitui o marcador natural mais específico de todos os organis- 
mos vivos (i. e., a ordem dos nucleotídeos que compõem o genoma 
do organismo). Certo número de arranjos distintos dos quatro nucle- 
otídeos — que podem estar presentes em uma molécula de DNA tão 
grande quanto o menor dos vírus conhecidos — é muitas vezes maior 
do que o número total de diferentes tipos de organismos vivos exis- 
tentes em nosso planeta. Como resultado disso, a sequência de DNA 
de cada ser vivo pode conter informações únicas que podem ser úteis 
para identificar seu dono. Além da identificação de organismos espe- 
cíficos, modificações individuais nas sequências de DNA causam 
doenças genéticas e malignas e, portanto, fornecem informações diag- 
nósticas e prognósticas significativas. Até o desenvolvimento de méto- 
dos simples e robustos para detecção das diferenças apresentadas pelas 
sequências de ácidos nucleicos, a análise no nível de sequência desses 
analitos era impraticável no laboratório clínico. Os avanços recentes 
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zação, suplantaram uma parte considerável dessas limitações. 


As instalações do laboratório 


O poder dos diagnósticos moleculares deriva da extraordinária 
sensibilidade e especificidade conferida pelo uso do ácido nucleico 
como analito. A alta sensibilidade deriva da amplificação in vitro de 
sequências-alvo de ácido nucleico específicas presentes na amostra de 
um paciente. A amplificação in vitro cria milhões ou bilhões de cópias 
da sequência-alvo e, assim, possibilita a detecção de até mesmo uma 
única molécula-alvo presente na amostra do paciente. Ao mesmo 
tempo, porém, a alta sensibilidade impõe desafios consideráveis ao 
uso dessa tecnologia. Diante disso, uma das principais vantagens pro- 
porcionadas por essa tecnologia é também uma de suas principais 
limitações. A abertura/fechamento dos tubos de microcentrífuga que 
contêm produto amplificado pode gerar aerossóis de microgotículas 
que carregam 10 a 100 cópias da sequência-alvo amplificada. Essas 
microgotículas subsequentemente podem se depositar sobre as ban- 
cadas, instrumentos, mobiliário, assoalho, poeira, cabelo, pele expos- 
ta, enfim, sobre quase todas e quaisquer superfícies. Outra fonte de 
contaminação importante pode ser o próprio ácido nucleico-alvo. Os 
procedimentos de manipulação da amostra devem sempre proteger as 
amostras de pacientes contra a contaminação. Uma fonte de contami- 
nação por ácido nucleico eventualmente negligenciada é consequente 
ao processamento das amostras de paciente realizado em um ambien- 
te em que foi feita a amplificação biológica de ácidos nucleicos-alvo, 
seja por clonagem ou por cultura de células ou microrganismos. 
Assim, é necessário que as instalações do laboratório de diagnóstico 
molecular sejam planejadas com cuidado, a fim de garantir espaço 
suficiente e adequado para comportar funcionários e equipamentos, 
minimizando ainda o potencial problema da contaminação de amos- 
tras com ácido nucleico natural ou molde e/ou ácido nucleico oriun- 
do da amplificação in vitro (amplicon). 


Planejamento laboratorial 


O espaço do laboratório deve ser projetado para minimizar o risco 
de contaminação e maximizar o fluxo de trabalho. É bastante dese- 
jável que sejam criadas barreiras de contenção por meio do uso de 
áreas de trabalho fisicamente isoladas para preparo de reagentes, ava- 
liação de amostras, extração de ácido nucleico e análise de material 
amplificado. Um laboratório ideal é constituído por três recintos ou 
áreas completamente independentes. Dois desses recintos são con- 
siderados salas limpas, uma vez que todas as tarefas e serviços ante- 
cedentes à amplificação in vitro são realizadas nesses laboratórios. 
Esses recintos são denominados salas de pré-amplificação. A terceira 
área é considerada a sala suja, pois é dedicada à amplificação in vitro 
e à análise do material amplificado. Essa área é denominada sala de 
pós-amplificação. Os sistemas de tratamento de ar devem ser total- 
mente independentes entre si. Caso isso não seja possível, é bastante 
recomendável que os laboratórios de pré-amplificação sejam os mais 
próximos da fonte de ar em relação a ambos os tipos de laboratório. 
Os laboratórios de pré-amplificação devem permanecer sob pressão 
de ar positiva. Isso impedirá a entrada de qualquer contaminante 
transmissível pelo ar no laboratório de pré-amplificação, quando a 
porta estiver aberta. Além disso, o laboratório de pós-amplificação 
deve permanecer sob pressão de ar negativa, a fim de impedir a saída 
de qualquer partícula capaz de contaminar o ambiente circundante. 
A construção de uma antessala em cada laboratório representa uma 
forma econômica de criar pressões diferenciais para o laboratório. 
Uma antessala positivamente pressurizada destinada a um laboratório 
de pré-amplificação pode ser criada instalando-se um ventilador de 
teto, que tora o ar de dentro do laboratório e o conduz para dentro 
da antessala. Essa antessala positivamente pressurizada é tão eficiente 
quanto manter o laboratório inteiro sob pressão positiva. De modo 
semelhante, uma antessala para a sala de pós-amplificação pode ser 
facilmente transformada em uma área de pressão de negativa pela ins- 
talação de um ventilador, que retire o ar da antessala e o sopre para 
dentro do laboratório. Deve haver uma vedação em torno da porta 
situada entre a antessala e o laboratório, a fim de evitar que o ar con- 
tido no laboratório volte para a antessala. É importante enfatizar que 


a porta de comunicação do exterior com o interior da antessala e a 
porta de comunicação com o interior do laboratório jamais devem ser 
abertas ao mesmo tempo. Uma medida de segurança adicional consis- 
te em colocar tapetes aderentes na entrada de cada antessala ou labo- 
ratório. O tamanho da antessala é determinado pelas atividades que 
nela serão realizadas. Além disso, se for instituído o uso de aventais de 
laboratório descartáveis, bem como de tocas e sapatilhas, deverá haver 
um espaço destinado ao armazenamento desses itens. 

Diferentes atividades são realizadas em cada um desses três recintos/ 
áreas. A amplificação in vitro jamais é executada nos dois laboratórios 
de pré-amplificação. Uma dessas áreas é dedicada ao preparo de rea- 
gentes, enquanto a outra se destina ao acesso e preparação da amostra, 
bem como à montagem da reação. Havendo limitação de espaço, as 
duas salas de pré-amplificação podem ser combinadas em um único 
laboratório. É fortemente recomendável utilizar capelas para preparar 
reagentes e montar reações. Essa medida torna-se mais crítica quan- 
do ambas as salas precisam ser combinadas em um único laboratório. 
O uso de capelas propicia um ambiente bastante controlado, em que 
tanto os reagentes quanto a reação podem ser preparados. É impor- 
tante tentar localizar essa área em uma seção do laboratório que apre- 
sente baixa movimentação de tráfego. Nenhum RNA, DNA genômico 
ou plasmidial nem amostra de paciente devem ser introduzidos na 
capela onde os reagentes são preparados. Essa capela deve contar com 
um sistema de luz ultravioleta (UV) conectado a um temporizador. 
As áreas de superfície das capelas devem ser expostas à luz UV, limpas 
com uma solução de hipoclorito de sódio a 10% recém-preparada e, 
então, com uma solução de etanol a 75% antes e após as realizações 
dos trabalhos nesse local. Considerando os motivos já menciona- 
dos, essas áreas devem conter equipamentos e instrumentos de uso 
exclusivo, cujo uso não seja compartilhado com nenhuma outra área. 
Alguns desses instrumentos exclusivos são: pipetas, agitador, pontei- 
ras, tubos etc. É recomendável que os funcionários vistam aventais e 
calcem luvas de uso exclusivamente laboratorial antes de começar a 
trabalhar nesse ambiente. 

A segunda sala ou área limpa no laboratório de pré-amplificação 
é o local onde a amostra é acessada e processada, e o ácido nuclei- 
co é transferido para o devido tubo de reação. Essa área deve con- 
tar com pelo menos uma cabine de biossegurança ambiental, para 
processamento de amostras e extração de ácidos nucleicos, além de 
equipamentos laboratoriais que sejam destinados exclusivamente a 
essa finalidade. Uma outra cabine de biossegurança ambiental deve 
ser disponibilizada, caso seja realizado qualquer tipo de cultura de 
tecidos nesse laboratório. Do mesmo modo, equipamentos labo- 
ratoriais devem ser exclusivamente destinados ao uso nas culturas. 
Ainda, quando são realizadas extrações de ácido nucleico orgânicas 
no laboratório, é necessário disponibilizar uma cabine de segurança 
química, onde deverão ser executadas as etapas do procedimento de 
extração que envolvem o uso de fenol e clorofórmio. Se forem reali- 
zadas extrações tanto de DNA quanto RNA no mesmo laboratório de 
pré-amplificação, tais procedimentos devem ser executados em áreas 
separadas do laboratório, utilizando equipamentos, pipetas e pontei- 
ras com filtro exclusivos para cada procedimento. Nas circunstâncias 
em que o espaço constitui um aspecto importante e é impossível criar 
duas áreas totalmente isoladas destinadas, os procedimentos de extra- 
ção de DNA e RNA devem ser realizados em ocasiões distintas ou em 
dias diferentes, após a limpeza completa das áreas antes de iniciar os 
trabalhos. Conforme já mencionado, todas as áreas de trabalho devem 
ser limpas com uma solução de hipoclorito de sódio a 10% preparado 
de forma diária e, em seguida, com uma solução de etanol a 75%. 

O laboratório de pós-amplificação é o local onde são realizadas a 
amplificação in vitro e análise de ácidos nucleicos. Os instrumen- 
tos utilizados nesse laboratório não devem ser compartilhados com 
outras áreas de pré-amplificação. Caso sejam utilizados termociclado- 
res para a amplificação de ácido nucleico in vitro, recomenda-se que 
eles permaneçam nesse laboratório. Se os termocicladores forem colo- 
cados no laboratório de pré-amplificação, sob nenhuma circunstância 
os tubos de reação podem ser abertos nesse local após a amplifica- 
ção. Além disso, os termocicladores devem estar conectados a linhas 
de energia elétrica exclusivas, com seus próprios disjuntores, a fim de 
evitar flutuações de eletricidade que possam afetar seu desempenho. 
Normalmente, esse tipo de laboratório requer mais espaço do que os 


laboratórios de pré-amplificação, pois a instrumentação de análise de 
produtos amplificados tende a ocupar um espaço maior do que aque- 
le necessário ao preparo de reagentes e extração de ácidos nucleicos. 
A eletroforese em gel, por exemplo, com frequência toma um signi- 
ficativo espaço aberto da bancada. É bastante recomendável montar 
uma sala escura, contendo um processador de filmes automático e um 
freezer. No entanto, é preferível que a sala escura esteja situada fora do 
laboratório de pós-amplificação, de tal modo que o acesso a ela seja 
feito sem necessidade de entrar nesse laboratório. 

A tecnologia em tempo real já foi introduzida no laboratório clínico, 
de forma consideravelmente bem-sucedida. Um dos maiores benefícios 
proporcionados por essa instrumentação reside na detecção simultânea 
do produto amplificado à medida que ocorre a amplificação im vitro. 
Isso permite detectar e quantificar sequências de ácido nucleico espe- 
cíficas, dispensando manipulações ou aberturas dos tubos de ensaio 
adicionais e reduzindo dramaticamente o risco de contaminação do 
amplicon. Para ensaios desenvolvidos e realizados utilizando esses tipos 
de instrumento, os riscos de contaminação do amplicon são reduzidos 
de forma significativa. Entretanto, em tal conjuntura, os laboratórios 
de diagnóstico molecular devem continuar utilizando as plataformas 
“abertas” padrão para diversos testes, em particular aqueles desenvol- 
vidos no laboratório que empregam reagentes analito-específicos. Para 
esses ensaios, o risco de contaminação do amplicon ainda constitui um 
aspecto significativo, que precisa ser abordado por meio do planeja- 
mento laboratorial e de práticas voltadas para a minimização dos riscos. 


Práticas auxiliares no controle da contaminação 


A introdução de práticas simples na rotina diária pode ajudar no 
controle da contaminação de amplicons e alvos. O fluxo de trabalho 
unidirecional deve ser seguido à risca. Os funcionários, obedecendo 
a esse fluxo unidirecional, realizam suas tarefas primeiramente nas 
salas limpas e, somente após a conclusão delas, entram na sala de pós- 
“amplificação. Nenhum membro da equipe que tenha trabalhado no 
laboratório de pós-amplificação deve retornar à área de pré-amplifi- 
cação sem antes tomar banho e trocar o vestuário. É recomendável o 
uso de aventais, sapatilhas e tocas de laboratório descartáveis. Quando 
os funcionários utilizam aventais de laboratório, torna-se necessário 
manter aventais de uso exclusivo em cada laboratório, os quais devem 
permanecer nos laboratórios e não serem utilizados nas áreas de escri- 
tório. Utilizar aventais de cores diferentes para cada área é uma forma 
de chamar a atenção dos funcionários para o fluxo de trabalho estrito. 

Outro fator muito importante relacionado ao fluxo de trabalho é a 
manutenção. O controle do fluxo de trabalho da equipe de manuten- 
ção é igualmente importante. A abordagem mais segura, nesse caso, 
consiste em determinar que a equipe de funcionários execute algumas 
tarefas de manutenção, como ensacar o lixo gerado por cada laborató- 
rio e colocá-lo do lado externo para ser pego pelo pessoal da limpeza. Se 
isso não for feito, os funcionários da manutenção devem ser instruídos 
a remover primeiramente o lixo da sala de pré-amplificação, depois o 
lixo dos escritórios e, por último, o lixo da sala de pós-amplificação. 

A proteção das bancadas com papel revestido de plástico absorvente, 
quando não trocada com frequência, pode acarretar acúmulo de poei- 
ra e do material amplificado presente nela. Ao usar esse tipo de papel, 
é necessários descartá-lo imediatamente após cada uso. A utilização de 
um alvejante (hipoclorito), de uma forma geral, parece ser o método 
mais aceito de descontaminação de superfícies. A descontaminação de 
bancadas, equipamentos de laboratório e mobiliários deve ser realizada 
com uma solução de alvejante a 10% recém-preparada e, em seguida, 
uma solução de etanol a 75% (ou mesmo água) para diluir o alvejan- 
te, pois este pode corroer as superfícies. Todas as ponteiras de pipetas 
devem possuir filtro hidrofóbico, a fim de evitar que a extremidade da 
pipeta seja contaminada com moldes ou material amplificado. A ava- 
liação da efetividade da barreira hidrofóbica pode ser feita ajustando- 
se a pipeta para puxar um volume de líquido superior ao volume máxi- 
mo da ponteira e, em seguida, pipetando uma solução colorida com a 
ponteira que contém o filtro hidrofóbico. Se a extremidade da pipeta 
for colorida pelo líquido, significa que a barreira de filtro é inadequada 
para uso. Após a utilização, as ponteiras descartáveis devem ser dis- 
pensadas em sacos com feixe de zip, tomando-se o cuidado de assegu- 
rar que todos os sacos estejam completamente selados para, só então, 


descartá-los. As luvas devem ser trocadas periodicamente ou quando 
se suspeitar de qualquer tipo de contaminação. 

Outra abordagem adotada para prevenir a contaminação do amplicon 
consiste em submetê-lo a um tratamento químico, de modo que impos- 
sibilite sua amplificação mesmo que venha a ser acidentalmente adicio- 
nado a outra amostra. O amplicon pode ser destruído de diversas for- 
mas. O método de destruição mais utilizado é a exposição à radiação UV. 
O tratamento do DNA com radiação UV induz a formação de ligações 
cruzadas entre as duas fitas da molécula, pela formação de dímeros de 
timidina. Esse DNA em ligação cruzada perde a efetividade como molde. 
Uma das desvantagens do tratamento à base de UV é a maior efetividade 
para sequências com comprimento acima de 700 nucleotídeos. Na maio- 
ria dos ensaios clínicos, o comprimento do amplicon é inferior a 700 bp. 

Um método químico de inativação ou esterilização do amplicon é 
a incorporação de trifosfato de desoxiuridina (em vez de trifosfato de 
desoxitimidina) ao amplicon durante o procedimento de amplificação. 
Depois disso, se o amplicon com uracila contaminar acidentalmente 
outra amostra, é possível destruí-lo antes de iniciar a amplificação, 
por meio do tratamento da amostra com uracil-N-glicosilado (UNG). 
O amplicon com uracil atua como substrato para UNG, ao contrário 
do molde com timidina. O mecanismo por trás dessa reação quími- 
ca consiste na remoção pelo UNG dos resíduos de uracil presentes no 
amplicon, cujo esqueleto de fosfodiéster intacto é preservado. Durante 
a primeira etapa de desnaturação do procedimento de amplificação, 
as ligações fosfodiéster são quebradas nos sítios onde estão localizados 
os resíduos de uracil. O amplicon fragmentado perde a capacidade de 
servir de molde. Foi demonstrado que o uso de trifosfato de desoxiuri- 
dina e UNG é efetivo no controle da contaminação, desde que a ampli- 
ficação do amplicon com uracil não ultrapasse 10°a 10’ cópias/reação. 

Outro método de esterilização emprega tratamento fotoquímico de 
compostos do isopsoraleno. Esses compostos são adicionados à mis- 
tura da reação antes de iniciar a amplificação. Após a reação em cadeia 
da polimerase (PCR), contudo antes da abertura do tubo de ensaio, o 
frasco é exposto à luz UV (300 a 400 nm), e esta ativa os isopsoralenos 
para formar adutores entre as pirimidinas nos amplicons. Por conta 
desses adutores, a Taq polimerase para de realizar o processamento ao 
longo dos amplicons e, assim, impede a reamplificação subsequente 
de qualquer um desses amplicons contaminantes. 

Também é preocupante a transferência de papéis entre os laborató- 
rios e o escritório, como no caso dos procedimentos escritos ou das 
observações referentes a amostras específicas. Essa transferência deve- 
ria ser reduzida o máximo possível, em especial a papelada utilizada 
no laboratório de pós-amplificação. É altamente recomendável que 
seja instalada uma rede de computadores no laboratório, com deter- 
minado número de terminais de computador nos diversos laborató- 
rios e áreas de escritório, a fim de reduzir ou eliminar a movimentação 
de papéis que passam por todo o laboratório e voltam para os escri- 
tórios. É importante fazer o backup do servidor da rede diariamente. 


Equipamento 


O equipamento de laboratório necessário à realização bem-sucedida 
dos modernos testes diagnósticos moleculares pode incluir uma ins- 
trumentação em geral pouco encontrada em laboratórios clínicos típi- 
cos. Mesmo quando há sobreposição em relação aos tipos de equipa- 
mento que estão sendo utilizados, é importante que o laboratório de 
diagnóstico molecular conte com seu próprio equipamento para fins 
de controle de contaminação. A Tabela 70.1 fornece uma lista abran- 
gente de equipamentos de laboratório. Alguns equipamentos espe- 
cializados adicionais que não foram incluídos na lista e poderiam ser 
úteis, dependendo do escopo das opções de testes disponíveis, incluem 
o sequenciador de DNA automático, termocicladores em tempo real, 
instrumental de eletroforese capilar e, até mesmo, cromatografia líqui- 
da de alto desempenho. Entre esses aparelhos especializados, muitos 
são caríssimos, e isso pode dificultar a implementação dos testes que 
requerem tais aparelhos. Mais recentemente, um novo método de 
aquisição de equipamentos foi viabilizado pelo estabelecimento de 
acordos de aluguel de reagentes com fabricantes de testes diagnósticos 
in vitro e de reagentes analito-específicos. Esse mecanismo de financia- 
mento tem sido adotado há vários anos em outras áreas do laboratório 
clínico, contudo, é novo na área de diagnóstico molecular. 
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Tabela 70.1 Requerimentos de equipamentos essenciais 


Descrição Quantidade 


Termociclador(es) de DNA 

Capelas ambientais de fluxo laminar 
Freezer/retrigerador 

Freezer (-20ºC) com descongelamento manual 
Freezer (—70°C) 

Microcentrifuga angular, 14.000 rpm 
Microcentrifuga horizontal, 14.000 rom 
Balança eletrônica 

pHmeiro 

Placa de aquecimento/agitador 

Banho-maria 

Fontes de alimentação para eletroforese 
Aparelho para mini-PAGE 

Sistema de fotodocumentação 

Aparelho de eletroforese em gel de agarose 
Processador automático de chapa de raios X 
Cassetes de autorradiografia (43,2 x 35,6 cm) 
Cassetes de autorradiografia (20,3 x 25,4 cm) 
Micropipetas padrão (três tamanhos) 
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Capela 

Instrumental de tecnologia de tempo real 
Vórtices agitadores 

Pipetador pneumático 

Medidor de radiação de bancada 
Espectrofotometro-UV 

Contador Geiger 

Banho seco 

Microcentrifuga refrigerada 

Forno de hibridização 

Centrífuga refrigerada de bancada 
Incubadora 


Equipe 


Os laboratórios que realizam testes de diagnóstico molecular são 
classificados como laboratórios de testes de alta complexidade pela 
Clinical Laboratory Improvement Amendment de 1988 (CLIA 88) 
(Bachner, 1988). Essa classificação impõe exigências específicas de 
instrução e treinamento para funcionários que trabalhem nesses labo- 
ratórios. Além disso, é importante se lembrar de que esses testes são 
mais complexos do que os testes laboratoriais padrão e alguns foram 
desenvolvidos no próprio laboratório. Além disso, em consequência 
da introdução da nova tecnologia, tais ensaios são constantemente 
modificados com o intuito de aprimorar a especificidade, sensibilida- 
de, tempo de resposta, fluxo de trabalho etc. 


Diretor do laboratório 

De acordo com a CLIA'88, diretores de laboratórios de testes de alta 
complexidade devem: (1) ser MD ou DO, com treinamento em pato- 
logia clínica ou anatômica; (2) ser MD ou DO, com experiência de 2 
anos na direção ou supervisão de laboratório de testes de alta comple- 
xidade; ou (3) estar cursando doutorado em uma das áreas das ciên- 
cias biológicas e ter experiência de 2 anos na supervisão de laboratório 
de testes de alta complexidade. 

As responsabilidades do diretor do laboratório consistem em sele- 
cionar testes, implementá-los e solucionar as dificuldades técnicas. O 
diretor do laboratório também é responsável pelo desenvolvimento 
de programas laboratoriais de validação clínica e analítica de novos 
testes moleculares, bem como pelo desenvolvimento de diretrizes e 
práticas de supervisão que assegurem o desempenho confiável dos 
testes clínicos. Ademais, ao diretor do laboratório também cabe a res- 
ponsabilidade de desenvolver, implementar e revisar os programas de 
garantia e controle de qualidade. 


Supervisor técnico 

Segundo a CLIA’88, para fins de qualificação para a posição de 
supervisor técnico, é preciso atender aos seguintes critérios: (1) pos- 
suir título de MD ou DO e ter 1 ano de experiência profissional em 
laboratório de testes de alta complexidade; (2) ter mestrado e mais 
2 anos de experiência profissional; ou (3) ser bacharel e ter 4 anos de 
experiência profissional. 


Tecnólogos médicos e técnicos em biologia molecular 


Os tecnólogos médicos e técnicos em biologia molecular são res- 
ponsáveis pela realização de tarefas e serviços necessários ao anda- 
mento das operações diárias da agenda do laboratório de testes. Esses 
indivíduos são responsáveis pela obtenção e processamento das amos- 
tras, realização dos testes diários e manutenção dos devidos registros 
de testes e controle de qualidade, bem como adesão aos procedimen- 
tos escritos e políticas de controle de qualidade, identificação de pro- 
blemas e documentação da manutenção dos equipamentos. Manter o 
registro dos procedimentos laboratoriais é uma tarefa complicada, em 
razão do fato de os ensaios desenvolvidos no laboratório serem cons- 
tantemente modificados em prol do aperfeiçoamento do processo 
de teste. Além disso, existem alguns equipamentos laboratoriais que 
são utilizados apenas em testes de diagnóstico molecular, mas se tem 
pouca experiência na utilização deles em laboratórios clínicos. Por 
causa desses fatores, é importante que a equipe técnica — em particular 
a equipe de técnicos seniores — possua um elevado senso de compro- 
metimento profissional e mostre interesse e esforços constantes a fim 
de melhorar seu nível de instrução e treinamento. Também é impor- 
tante que esses profissionais adquiram o máximo de habilidades labo- 
ratoriais avançadas possível, bem como realizem treinamentos cru- 
zados na maioria dos (ou em todos os) diversos testes realizados no 
laboratório. É fundamental que a equipe técnica domine totalmente 
as bases científicas da metodologia, bem como as aplicações e implica- 
ções clínicas dos diferentes testes moleculares. 


Residentes, bolsistas e estudantes de graduação 


O envolvimento de residentes, bolsistas e estudantes de graduação 
pode contribuir significativamente para o sucesso de um laboratório 
de diagnóstico molecular. O valor desses indivíduos está associado 
ao elevado nível de comprometimento profissional e de suas teorias 
sobre a utilidade clínica de testes individuais. Quando esses indivídu- 
os têm tempo suficiente para trabalhar no laboratório de diagnóstico 
molecular, com frequência conseguem desenvolver e validar rapida- 
mente novos ensaios moleculares. Como resultado, esses indivíduos 
adquirem conhecimento na área de medicina laboratorial, que vem 
crescendo rapidamente, e isso lhes confere uma vantagem na busca 
por um futuro emprego. Como parte do treinamento em diagnóstico 
molecular, é importante para residentes, bolsistas e estudantes de gra- 
duação ganhar experiência em cada uma das diversas áreas de teste, 
incluindo doenças infecciosas, doenças genéticas e câncer. O treina- 
mento deve incluir os princípios básicos da biologia molecular; expe- 
riência prática na otimização, validação e execução de testes diagnós- 
ticos moleculares; interpretação de resultados de testes; e preparo de 
relatórios para revisão. Além disso, recomenda-se que os diretores de 
laboratório propiciem aos estagiários a familiarização com os diversos 
aspectos envolvidos na supervisão laboratorial. 


Certificação de funcionários em diagnóstico molecular 

A certificação de funcionários com formação de nível de doutorado, 
que trabalham em laboratórios de diagnóstico molecular, pode seguir 
três caminhos, dependendo do tipo de diploma de doutorado, bem 
como de outras experiências de treinamento. Um desses caminhos é 
aberto pelo American Board of Medical Genetics (ABMG) aos indi- 
víduos com MD ou PhD, sendo destinado a profissionais que pres- 
tam serviço em genética médica. O ABMG é membro do American 
Board of Medical Specialties, que representa a organização parental 
dos conselhos fornecedores de certificação em patologia, pediatria, 
medicina interna, cirurgia e outras especialidades médicas. A certifi- 
cação consiste em um exame geral, seguido de um exame de subes- 
pecialidade em genética clínica, genética médica, citogenética clínica, 
genética bioquímica clínica ou genética molecular clínica. Para ser 
elegível para a certificação da ABMG, um indivíduo deve atender aos 


critérios da área em que pretende obter a certificação. Os requisitos 
para obtenção da certificação em genética molecular clínica serão dis- 
cutidos na presente seção. Além do doutorado em área apropriada, 
o candidato à certificação do conselho em genética molecular clínica 
deve concluir um período de treinamento de 2 anos em um programa 
totalmente credenciado. O candidato deve apresentar um caderno de 
registros com 150 casos de clínica molecular, ter concluído um teste 
de genética molecular clínica e apresentar uma lista de competências 
metodológicas assinada pelo diretor do laboratório, com metade do 
tempo de treinamento dedicado à bancada. O exame é oferecido a 
cada 3 anos. 

Recentemente, o American Board of Medical Specialties aprovou 
o pedido do American Board of Pathology e do ABMG para cria- 
ção de uma certificação de subespecialidade conjunta em patologia 
genética molecular. Os candidatos a essa certificação devem ter for- 
mação em nível de MD ou DO, serem certificados por seus respec- 
tivos conselhos, possuir uma licença ilimitada válida para exercer a 
prática de medicina ou osteopatia nos Estados Unidos e ter concluído 
um período de treinamento de 1 ano em um programa credenciado. 
Atualmente, existem 11 programas credenciados pelo ABMG e 12 
programas que receberam acreditação provisória ou estão em proces- 
so de obtenção de acreditação. As organizações envolvidas na certifi- 
cação estão empenhadas na definição dos padrões de treinamento em 
diagnóstico molecular. O candidato deve apresentar um caderno de 
registros com 150 casos de clínica molecular. O exame para certifica- 
ção é oferecido a cada 2 anos. 

Além disso, o American Board of Clinical Chemistry (ABCC) apro- 
vou um programa de certificação em diagnóstico molecular que foi 
oferecido pela primeira vez em junho de 2000. O ABCC é uma corpo- 
ração independente sem fins lucrativos, que confere a profissionais de 
nível de doutorado certificação em química clínica e química toxico- 
lógica. Os papéis e as regulamentações da ABCC para certificação em 
diagnóstico molecular foram estabelecidos recentemente. Antes da 
admissão aos exames, o aplicante deve obter uma certificação de qual- 
quer um dos seguintes conselhos: ABCC, American Board of Medical 
Microbiology, American Board of Pathology, American Board of 
Medical Laboratory Immunology, American Board of Bioanalysis ou 
American Board of Histocompatibility and Immunogenetics. Os apli- 
cantes devem atender às exigências de formação e experiência profis- 
sional, além de apresentarem três cartas de recomendação que ates- 
tem a familiaridade do aplicante com os conhecimentos profissionais, 
seu tempo de experiência na área etc. O exame é oferecido uma vez 
por ano. 

A certificação de subespecialidade em diagnóstico molecular é ofe- 
recida a profissionais que não possuem formação em nível de dou- 
torado, como tecnólogos médicos e técnicos em biologia molecular, 
pela National Credentialing Agency for Laboratory Personnel, Inc. 
(NCA). A NCA é uma organização não governamental sem fins lucra- 
tivos que fornece certificação para funcionários de laboratório. Os 
tecnólogos médicos e técnicos em biologia molecular são certificados 
como especialistas de laboratório em biologia molecular (LSp[MB)]). 
Para tanto, existem sete tipos de elegibilidade: 

1. concluir com sucesso um programa de bacharelado ou pós- 
-bacharelado credenciado pela National Accrediting Agency for 
Clinical Laboratory Sciences, nas áreas de diagnóstico molecular 
ou biotecnologia molecular; 

2. concluir com sucesso um programa de bacharelado ou pós- 
-bacharelado de um programa de biologia molecular patrocinado 
por uma faculdade ou universidade credenciada, que inclua o 
equivalente a 6 meses de experiência profissional em laboratório 
de biologia molecular de atendimento integral; 

3. concluir com sucesso um programa educacional de nível de 
bacharelado em ciências laboratoriais clínicas (ciências labo- 
ratoriais clínicas, tecnologia médica, citogenética) credenciado 
ou aprovado pela NAACLS e cumprir o equivalente a 6 meses 
de experiência em tempo integral obtida no último ano, em um 
laboratório de biologia molecular de atendimento integral; 

4. ser certificado como cientista em laboratório clínico ou equiva- 
lente, especialista em laboratório clínico na área de citogenética 
ou tecnólogo registrado de nível avançado (Canadian Society for 


Medical Laboratory Science) e cumprir o equivalente a 6 meses 
de experiência em tempo integral obtida no último ano, em um 
laboratório de biologia molecular de atendimento integral; 

5. possuir diploma de bacharel em ciências biológicas, químicas e/ 
ou médicas emitido por faculdade ou universidade credenciada 
e concluir o equivalente a 1 ano de experiência profissional em 
tempo integral nos 2 últimos anos, em laboratório de biologia 
molecular de atendimento integral; 

6. possuir diploma de bacharel emitido por faculdade ou univer- 
sidade credenciada e concluir 36 horas semestrais de curso em 
ciências biológicas, químicas e/ou médicas (em adição ao curso 
de bacharelado ou como parte dele) e concluir o equivalente a 1 
ano de experiência profissional em tempo integral nos 2 últimos 
anos, em laboratório de biologia molecular de atendimento 
integral; 

7. possuir certificado de tecnólogo registrado pela Canadian Society 
for Medical Laboratory Science e concluir o equivalente a 2 anos 
de experiência profissional em tempo integral nos 4 últimos anos, 
em laboratório de biologia molecular de atendimento integral. 

Um laboratório de biologia molecular de atendimento integral é 
definido como aquele capaz de fornecer conhecimento e experiência 
prática em todos os aspectos da análise molecular, incluindo (sem se 
limitar a) tecnologias de DNA recombinante, reação em cadeia da 
polimerase e técnicas de hibridização. 

Diversas universidades e faculdades começaram a oferecer progra- 
mas de bacharelado e mestrado na área molecular. Nem todos os pro- 
gramas conferem elegibilidade para o exame da NCA após terem sido 
concluídos. Uma lista de diversos programas para obtenção de gra- 
duação e elegibilidade para o exame da NCA é disponibilizada no site 
www.amp.org. Esse exame é oferecido duas vezes por ano em mais 
de 80 centros de aplicação de testes espalhados pelos Estados Unidos, 
bem como em alguns centros localizados em outros países. 

Mais recentemente, a American Society for Clinical Pathologists 
(ASCP; www.ascp.org) introduziu uma nova certificação para tec- 
nólogos, com ênfase no diagnóstico molecular. Essa certificação em 
diagnóstico molecular possibilita que o pessoal técnico atuante na área 
obtenha reconhecimento profissional. Para ser elegível nessa categoria 
de exame, o aplicante deve satisfazer os requisitos de ao menos uma 
das seguintes alternativas: 

1. certificação de tecnólogo ou especialista emitida pela ASCP e 
diploma de bacharelado concedido por faculdade/universidade 
regionalmente credenciada; 

2. diploma de bacharelado concedido por faculdade/universidade 
regionalmente credenciada, incluindo cursos de ciências bio- 
lógicas, química e matemática e ter concluído com sucesso um 
programa de bacharelado em diagnóstico molecular ou biotecno- 
logia molecular aprovado pela NAACLS; 

3. diploma de bacharelado em ciências biológicas ou químicas con- 
cedido por faculdade/universidade regionalmente credenciada e 
experiência aceitável de 12 meses em diagnóstico molecular em 
um laboratório clínico regulamentado pela CLIA e credenciado 
nos últimos 5 anos; 

4. diploma de graduação (doutorado ou mestrado) em ciências 
naturais ou ciências laboratoriais médicas concedido por facul- 
dade/universidade regionalmente credenciada e 6 meses de 
experiência em diagnóstico molecular em um laboratório clínico 
regulamentado pela CLIA e credenciado nos últimos 5 anos. 


Formas de testes clínicos 


Basicamente, existem dois formatos de teste em uso na maioria dos 
laboratórios que realizam testes de diagnóstico molecular. Cada um 
desses formatos consiste em um teste desenvolvido internamente no 
respectivo laboratório, sendo também conhecidos como ensaios de 
fabricação interna (home-brew assays). Os reagentes são fornecidos 
em kits comercializados por fabricantes de dispositivos médicos. 


Testes desenvolvidos no laboratório 


Os testes desenvolvidos internamente, no laboratório, são ensaios 
submetidos a um processo completo de desenvolvimento e validação 
efetuado pelo próprio laboratório que os realiza. Também são conheci- 
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gam uma combinação de reagentes que são adquiridos separadamente 
de diversos fabricantes. Cada laboratório determina as características 
de desempenho do ensaio para uma determinada condição clínica em 
uma população de pacientes em particular. A validação analítica e clíni- 
ca de todo o processo de testes é responsabilidade de cada laboratório. 


Métodos manuais à base de kits 


Existem duas categorias gerais de métodos manuais à base de kit que 
são utilizados para fins de diagnóstico molecular. Na primeira catego- 
ria, O fabricante do kit fornece reagentes (previamente submetidos ao 
controle de qualidade) para cada uma das etapas necessárias à realiza- 
ção integral do teste molecular. Um exemplo desse tipo de kit seria o 
conjunto de reagentes fornecido pela Roche Molecular Systems para 
quantificação do virus da imunodeficiência humana (HIV)-1 no plas- 
ma de pacientes diagnosticados com a síndrome da imunodeficiên- 
cia adquirida (AIDS). Esses kits incluem os reagentes necessários ao 
isolamento, amplificação e detecção de ácidos nucleicos. Além disso, 
contêm informação sobre sensibilidade, especificidade e limites de 
tolerância para a condição clínica em particular. Os fabricantes desses 
kits podem identificá-los com uma marcação de produto aprovado 
pela US Food and Drug Administration (FDA), produto liberado pelo 
FDA, produto apenas para uso em pesquisa ou produto apenas para 
uso investigativo. A validação analítica e clínica desses kits varia dras- 
ticamente dependendo da marcação. Os procedimentos de validação 
serão discutidos adiante. 

A segunda categoria de métodos manuais à base de kits engloba os kits 
desenvolvidos por um fabricante para fornecimento de reagentes (pre- 
viamente submetidos ao controle de qualidade) a serem utilizados na 
execução de determinadas etapas do teste molecular. Exemplificando, 
existem kits comerciais para extração de ácido nucleico, kits que con- 
têm reagentes amplificadores que incluem controles, sistemas de detec- 
ção de ácido nucleico amplificado in vitro etc. Com esses produtos, um 
laboratório consegue desenvolver um determinado teste molecular, 
combinando um ou mais kits do mesmo fabricante ou de fabricantes 
variados, para investigação de uma condição clínica em particular em 
uma dada população de pacientes. As validações analítica e clínica de 
cada etapa e o procedimento completo serão discutidos adiante. 


Plataformas automatizadas 
para testes moleculares 


Nos últimos anos, o desenvolvimento e a introdução de platafor- 
mas automatizadas para testes diagnósticos moleculares tornou- 
-se mais comum (Epsy, 2001; Germer, 2003; Cook, 2004; Dalesio, 
2004). Dispositivos automatizados menos demorados, que lidam com 
menores volumes e (em teoria) proporcionam maior precisão, têm 
substituído diversos testes diagnósticos moleculares historicamente 
realizados como séries de etapas de pipetagem manual. Um núme- 
ro considerável dessas plataformas foi desenvolvido por fabricantes 
de reagentes, com o intuito de automatizar uma ou várias etapas do 
processo de teste. A evolução da automação do diagnóstico molecular 
tem ocorrido em estágios. Para os propósitos dessa discussão, esses 
dispositivos serão agrupados com base no critério da função. 

Os instrumentos automatizados de função única já são utilizados no 
laboratório de diagnóstico molecular há algum tempo. O típico apare- 
lho automatizado de função única é o termociclador, que proporcio- 
na a amplificação automática de ácidos nucleicos ao realizar todas as 
etapas necessárias à amplificação deles. Os extratores de ácido nucleico 
constituem outro exemplo de dispositivo de função única, que converte 
um procedimento de seis etapas em um procedimento de etapa única. 
Esses extratores de ácido nucleico baseavam-se na extração em fenol/ 
clorofórmio e mimetizavam o método correspondente realizado manu- 
almente, empregando quase os mesmos reagentes e protocolos. Esses e 
outros instrumentos automatizados de etapa única — incluindo robôs 
preparadores e aliquotadores de reagentes, sequenciadores de DNA 
etc. — foram incorporados aos laboratórios de diagnóstico molecular. 
O desenvolvimento de novos procedimentos para extração de ácidos 
nucleicos revolucionou por completo o projeto dos extratores auto- 
máticos de ácido nucleico. O uso de pérolas magnéticas mudou dras- 
ticamente o modo como os laboratórios processam e isolam as amos- 


tras de ácido nucleico a partir de amostras de pacientes. A Tabela 70.2 
fornece uma lista representativa dos extratores automáticos de última 
geração. Os laboratórios de diagnóstico molecular estão rapidamente 
adotando esses extratores de ácido nucleico automáticos, uma vez que 
essa etapa específica do processo de teste é uma das mais trabalhosas de 
todo o processo. Os dispositivos proporcionam capacidades maiores de 
throughput, maior precisão e economia em termos de funcionários. 

Instrumentos mais recentemente automatizados, que realizam mais 
de uma função, foram desenvolvidos e introduzidos nos laboratórios 
de diagnóstico molecular. O analisador COBAS Amplicor, da Roche 
Molecular Systems, exemplifica esse tipo de plataforma automatizada. 
Trata-se de um aparelho equipado com: termociclador para amplifi- 
cação de ácidos nucleicos; um braço cartesiano tridimensional com 
garra; blocos de aquecimento; estação de lavagem; e até mesmo um 
leitor colorimétrico. Com o desenvolvimento das sondas marcadas 
com fluorescência, que somente são detectáveis quando se ligam à 
sequência-alvo, os termocicladores de PCR evoluíram e se transfor- 
maram em aparelhos multifuncionais. Essas sondas incorporam dois 
corantes fluorescentes, em geral um em cada extremidade, em vez de 
apenas um único corante fluorescente. Esses corantes são compatibi- 
lizados em termos de requisitos de excitação e emissão, de tal modo 
que o corante excitado por uma fonte externa de fluorescência emite a 
um comprimento de onda que é absorvido pelo segundo corante. Esse 
processo é referido como transferência de energia fluorescente e fun- 
ciona desde que ambos os corantes estejam relativamente próximos 
entre si. Essa técnica foi descrita no Capítulo 67. Durante o proces- 
so da PCR, uma das sondas sofre degradação e, como consequência, 
ambos os corantes se afastam. Outra possibilidade é a sonda sofrer 
alterações estruturais que resultam em aumento da distância entre os 
corantes. Em ambas as situações, o resultado final é a intensificação 
do sinal fluorescente de maneira proporcional à quantidade de pro- 
duto gerada na reação de PCR. Esse processo é referido como PCR em 
tempo real. Para detectar o aumento da quantidade de produtos de 
PCR, foi feita a incorporação da óptica ao termociclador. Isso permi- 
tiu fazer a aquisição de sinal concomitantemente à realização da PCR. 

Alguns fabricantes desenvolveram e comercializaram alguns tipos 
de aparelhos com a tecnologia de detecção em tempo real (da Roche: 
Lightcycler, Taq96 e Taq48; da BioRad: iCycler; da ABI: TaqMan). O 
maior beneficio proporcionado por esses equipamentos é a capacidade 
de realizar a reação de PCR e fazer a aquisição de sinal simultanea- 
mente, possibilitando realizar as análises qualitativa e quantitativa da 
reação de PCR em andamento, bem como eliminando a necessidade 
do processamento de pós-amplificação para detecção e quantificação 
da sequência-alvo. Essa característica proporciona uma redução dra- 
mática do tempo de resposta dos testes de diagnóstico molecular (de 
dias para horas). Com um throughput significativamente maior, esses 
aparelhos são hoje em dia utilizados na rotina para testes diagnósticos. 

Está previsto, para um futuro próximo, a disponibilização de ins- 
trumentos totalmente automatizados que sejam capazes de executar 
processos analíticos completos (extração, amplificação, detecção e 
quantificação do ácido nucleico) em uma operação autolimitada e 
simples. Dois exemplos desse tipo de plataforma automatizada são 
o Ampliprep-TaqMan (Roche Molecular Systems) e TIGRIS (Gen- 
Probe). Esses instrumentos automatizados integrados são projeta- 
dos para serem utilizados em sistemas homogêneos que permitam 
a amplificação e detecção em um mesmo tubo, evitando a neces- 
sidade de abrir os tubos de reação para todo tipo de manipulação 
pós-amplificação. 

A crescente disponibilização comercial desses aparelhos propor- 
ciona várias oportunidades para os laboratórios clínicos adotarem a 
automatização. Um aspecto central dessa decisão é a economia que 
será obtida. Se por um lado a realização manual de testes molecula- 
res envolve gastos substanciais, o custo da aquisição de instrumen- 
tos automatizados para realização das mesmas etapas/testes também 
pode ser significativo. Os laboratórios devem avaliar amplamente a 
relação custo/benefício desses dispositivos automatizados em relação 
à previsão de lucros, contabilizados a implementação e o custo dos 
instrumentos. Mais recentemente, alguns fabricantes começaram a 
oferecer programas de aluguel de reagentes para várias dessas plata- 
formas. É necessário comparar de maneira cuidadosa o custo da exe- 
cução manual versus o custo da execução automatizada desses testes. 


Tabela 70.2 Extratores de ácido nucleico automáticos 


Fabricante Tecnologia Instrumentos Tipo de amostra Amostra/corrida Duração da Duração da 
corrida prática 
Qiagen Partículas BioRobot 9604 Sangue, tampão leucocitário, tecido, 96 <2,5h 20 min 
magnéticas/extração swab bucal, cortes de tecido 
em sílica parafinizados, urina, líquido 
cerebrospinal, sangue seco, plasma, 
soro 
BioRobot 48 Sangue, tampão leucocitário, tecido, 48 (múltiplos de 6) 20 min/6 amostras 35 min/24 
swab bucal, cortes de tecido 2,5 h/48 amostras amostras 
parafinizados, urina, líquido 
cerebrospinal, sangue seco, 
plasma, soro 
BioRobot EZ1 Sangue, tampão leucocitário, tecido, 1-6 20 min 
swab bucal, cortes de tecido 
parafinizados, urina, líquido 
cerebrospinal, sangue seco, plasma, 
soro 
Roche Partículas magnéticas! MagNA Pure LC Sangue, tampão leucocitário, células, 32 (múltiplos de 8) 2 h/24 amostras 35 min/24 
Diagnostics sondas de captura fungos, bactérias, líquido amostras 
de oligonucleotídeo cerebrospinal, urina, cortes de 
tecido parafinizados, swab bucal, 
plasma, soro 
MagNA Pure Sangue, tampão leucocitário, células, 1-8 30 min/24 
Compact fungos, bactérias, líquido amostras 
cerebrospinal, urina, cortes de 
tecido parafinizados, swab bucal, 
plasma, soro 
Extração à base Ampliprep Plasma, soro 72 2,5h 
de filtro/silica 
BioMérieux Partículas Nuclisens extractor 10 45 min 20min 
magnéticas/extração 
em sílica 
Nuclisens EasyMag 24 1h < 20min 
(em desenvolvimento) 
Gentra Systems Método modificado AutoPure LS Sangue total, tampão leucocitário, 96 (múltiplos de 8) 8 h/96 amostras 
de salting out células concentradas, lisados para 4 h/48 amostras 35 min 


amostras comprometidas, swab 
bucal, células em cultura 


Seleção do teste 


Como para qualquer laboratório clínico, a meta principal do labora- 
tório de diagnóstico molecular é fornecer testes confiáveis e, em tempo 
hábil, que produzam resultados para analitos considerados importantes 
para o tratamento do paciente pela comunidade médica. A escolha do 
teste é crítica para o sucesso do laboratório de diagnóstico molecular e 
envolve diversas considerações importantes (Association for Molecular 
Pathology, 1999). Qualquer teste novo deve representar uma possibi- 
lidade mais econômica ou mais efetiva de diagnóstico e/ou supervisão 
do paciente. É igualmente importante não só tomar decisões acerca da 
escolha do teste com base nos custos da execução mas também deter- 
minar como o novo teste poderia causar impacto na assistência global 
e na supervisão do paciente. Em algumas circunstâncias, pode parecer 
que o teste molecular aumenta o custo da supervisão do paciente por 
representar a adição de mais um teste à bateria já existente utilizada 
para uma determinada condição clínica. Entretanto, com a introdução 
de um novo teste, a supervisão do paciente pode se tornar mais efeti- 
va. Um exemplo seria o uso do teste de determinação da carga viral do 
HIV-1 para monitoramento da progressão da doença e da efetividade 
da terapia farmacológica em indivíduos infectados. Muitos pacien- 
tes infectados pelo HIV-1 atualmente estão sob tratamento com uma 
combinação (ou coquetel) de vários fármacos, incluindo inibidores de 
protease e não nucleosídeos/nucleosídeos inibidores de transcriptase 
reversa. Ainda que sejam caros, e o vírus adquira resistência contra eles, 
esses fármacos se mostram bastante efetivos na redução da morbidade 
e da mortalidade em uma população considerável de pacientes infecta- 
dos pelo HIV-1. Assim, mesmo que sua adição tenha representado um 


aumento do custo da supervisão dos pacientes infectados pelo HIV, o 
teste proporciona uma forma rápida e acurada de determinar a efetivi- 
dade dos regimes de tratamento à base de fármacos caros. 

Outra consideração poderia ser a introdução de um teste molecu- 
lar que substituísse um teste laboratorial já existente, sendo o teste 
molecular mais custo/efetivo. Mesmo se o custo real do teste mole- 
cular fosse maior do que o custo do teste a ser substituído, os ganhos 
em termos de aumento de sensibilidade, aumento de especificidade 
ou redução do tempo de resposta poderiam resultar em economias 
significativas na supervisão dos pacientes. Essa situação poderia ser 
exemplificada pela supervisão de pacientes com diagnóstico presu- 


mível de infecção por Mycobacterium tuberculosis. Enquanto essa 


hipótese diagnóstica não puder ser excluída, os pacientes são tratados 
com fármacos potencialmente hepatotóxicos ou submetidos ao isola- 
mento. O teste laboratorial padrão, que consiste na observação dire- 
ta do escarro do paciente tratado com corante acidorresistente para 
detecção da presença de M. tuberculosis, apresenta baixa sensibilidade, 
porém é extremamente rápido. Por outro lado, a cultura é bastante 
sensível, mas pode demorar até 6 semanas para fornecer algum resul- 
tado. Nessa situação, um teste molecular capaz de fornecer um diag- 
nóstico mais rápido, com maior grau de sensibilidade e especificida- 
de, possibilitaria a rápida interrupção da terapia farmacológica ou do 
isolamento no caso de pacientes que de fato não estivessem doentes. 
No centro médico, a identificação de testes moleculares potencial- 
mente úteis é responsabilidade dos diretores médicos e técnicos. As 
vezes, essa tarefa pode ser auxiliada pela revisão da lista de testes envia- 
dos do centro médico. Clínicos e patologistas podem ser uma fonte 
valiosa na identificação das necessidades do centro médico em termos 
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1462 de testes. É importante que, durante o processo de escolha de teste, as 


capacidades técnicas do laboratório sejam realisticamente comparadas 
com as necessidades clínicas concretas em termos de volume de testes, 
tempo de resposta requerido e gastos associados à execução do ensaio. 

Uma vez identificado um analito em particular a ser testado por 
métodos moleculares, é importante considerar as diversas alternati- 
vas de abordagem de teste disponíveis. No caso de alguns analitos, por 
exemplo, poderia ser utilizada a hibridização Southern, amplificação 
de ácido nucleico in vitro, citogenética ou FISH. Antes de selecionar 
uma determinada metodologia, é importante ter em mente a condi- 
ção clínica em questão, bem como as vantagens e desvantagens de cada 
uma das diversas metodologias existentes, para diagnosticar a referida 
condição. 

A introdução de um novo teste, associada ao período de triagem 
clínica, possibilita a avaliação da utilidade clínica do teste e pode pro- 
piciar uma oportunidade de marketing conveniente. Desde que pla- 
nejada com cuidado, essa abordagem permite ao laboratório trabalhar 
diretamente com o usuário final do teste, além de fornecer meios para 
que esses usuários compreendam a utilidade clínica do teste e suas 
limitações e eventualmente o utilizem de forma mais efetiva. É impor- 
tante definir com clareza a métrica que pode ser tanto avaliada ao final 
da triagem clínica quanto utilizada para justificar a implementação ou 
exclusão do teste em questão. 


Reembolso de testes diagnósticos moleculares 


O reembolso de testes laboratoriais é um processo complexo que 
pode ser dividido em três fases. Essas fases são: cobertura, codifica- 
ção e pagamento pelos serviços prestados pelo laboratório. As deci- 
sões relativas à cobertura usualmente são determinadas por cada um 
dos diversos planos de assistência de saúde existentes. Nos Estados 
Unidos, a cobertura do seguro-saúde fica a cargo de programas públi- 
cos, como o Medicare e o Medicaid, ou de planos de saúde particula- 
res que são adquiridos individualmente ou por meio de um empre- 
gador. Em geral, o escopo da cobertura fornecida por um plano de 
saúde é destacado em amplas categorias de benefícios. As decisões 
acerca de serviços específicos são tomadas individualmente, de acor- 
do com cada caso, durante o processamento das solicitações. Os pla- 
nos de saúde podem desenvolver políticas de cobertura formal que 
descrevem se um determinado serviço é coberto e em quais circuns- 
tâncias se dará a cobertura. Diretores médicos, os governos estadual e 
federal, comitês consultivos de política médica, empregadores e uni- 
ões estão entre algumas das entidades envolvidas na tomada de deci- 
sões referentes à cobertura. A necessidade médica é o principal crité- 
rio considerado pelos planos de saúde quando da tomada de decisões 
referentes à cobertura, embora a definição de necessidade médica 
esteja sujeita a diferentes interpretações. Um dos principais critérios 
também é o de que a tecnologia deve contar com a aprovação final do 
devido corpo regulamentador governamental. Além disso, as evidên- 
cias científicas devem ser capazes de permitir que se chegue a deter- 
minadas conclusões acerca do efeito da tecnologia sobre os resultados 
em termos de saúde. 

A cobrança dos testes de diagnóstico molecular seguem o mesmo 
procedimento utilizado na cobrança dos demais testes laboratoriais. 
De uma forma geral, a codificação da Current Procedural Terminology 
(CPT) e a codificação diagnóstica da International Classification of 
Disease (ICD-9,) simplificam o processo de cobrança ao informarem 
quais serviços ou procedimentos foram realizados e por quê. Além 
disso, o processo de reembolso usualmente é específico para cada ins- 
tituição e consiste em procedimentos de cobrança computadorizados 
e manuais executados localmente, em cada instituição. É importante 
determinar com antecedência que exigências devem ser atendidas, 
em termos de documentação e acesso por computador, para geração 
de uma ordem de cobrança. Até há pouco tempo, existiam poucos 
códigos da CPT específicos para o diagnóstico molecular (Tab. 70.3). 
Esses códigos procedimento-específicos da CPT eram utilizados para 
cobrança de extração de ácidos nucleicos, digestão enzimática, ampli- 
ficação in vitro e assim por diante. Mais recentemente, foram criados e 
adicionados muitos códigos novos à crescente lista de códigos da CPT, 
os quais são específicos para o diagnóstico molecular microbiológico. 
Esses novos códigos para agentes infecciosos são códigos globais que 


Tabela 70.3 Códigos da terminologia de procedimentos moleculares 
vigentes 


Códigos analito-específicos de diagnóstico molecular de doenças infecciosas 
Agente infeccioso por ácido nucleico (DNA ou RNA) (87470-87752) 
Técnica da sonda direta 
Técnica da sonda amplificada 
Quantificação 
Agente infeccioso não especificado (NE) (87797-87799) 
Técnica da sonda direta 
Técnica da sonda amplificada 
Quantificação 
Genotipagem de HIV RT+PR (87901) 
Genotipagem de HCV (87902) 
Códigos específicos de procedimentos de diagnóstico molecular 
83890 Isolamento ou extração molecular 
83891 Isolamento ou extração de ácido nucleico altamente purificado 
83892 Digestão enzimática 
83893 Produção de dot/s/ot blot 
83894 Separação por eletroforese em gel (p. ex., agarose, poliacrilamida) 
83896 Sonda de ácido nucleico, cada 
83897 Transferência de ácido nucleico (p. ex., Southern, Northern) 
83898 Amplificação de um único par de iniciadores de ácido nucleico de 
paciente (p. ex., PCR, LCR), cada par de iniciador 
83901 Amplificação de ácido nucleico de paciente, multiplex, cada reação 
83902 Transcrição reversa 
83903 Varredura para detecção de mutação, por propriedades físicas, 
heteroduplex, eletroforese em gel com gradiente de desnaturação (DGGE), RNAse 
A, segmento único, cada 
83904 Identificação de mutação por sequenciamento, segmento único, cada 
segmento 
83905 Identificação de mutação por transcrição de alelo específico, segmento 
único, cada segmento 
83912 Interpretação e relato 


abrangem o procedimento do teste, interpretação e relato. Mais de 60 
desses novos códigos são analito-específicos e utilizados para testes de 
microbiologia molecular. Em geral, existem três códigos distintos para 
cada analito: um para a técnica da sonda direta, outro para a técnica de 
amplificação in vitro e outro para a quantificação, independentemen- 
te da tecnologia utilizada. Para os organismos sem códigos da CPT, 
foram criados e introduzidos três códigos genéricos, denominados 
“sem especificação” (NOS, not otherwise specified). 

Para todos os demais testes moleculares sem codificação analito- 
-específica da CPT, pode ser utilizada uma combinação de códigos de 
procedimentos da CPT. Além dos códigos procedimento-específicos, 
existe um código específico para interpretação e relato que pode ser 
utilizado no nível técnico ou profissional, porém não pode ser uti- 
lizado em ambos os níveis. A Tabela 70.4 lista exemplos de cobran- 
ças associadas a códigos analito-específicos da CPT e a códigos 
procedimento-específicos da CPT. Em razão da natureza limitada e 
da descrição dos códigos de procedimento da CPT, há uma falta de 
consistência na interpretação do objetivo do código. Além disso, exis- 
te uma falta de representação das tecnologias mais modernas, como 
arranjo de pérolas (bead array), PCR em tempo real, microarranjo 
etc., que são amplamente utilizadas por numerosos laboratórios clí- 
nicos. Diante disso, os laboratórios talvez sejam forçados a subutilizar 
a codificação. 

Mais recentemente, um novo conjunto de modificadores alfanumé- 
ricos foi criado para os códigos procedimento-específicos da CPT. O 
propósito desse invento é ajudar os pagadores terceirizados a identi- 
ficar os serviços pelos quais estão pagando. O novo sistema empre- 
ga esses modificadores para identificar os seguintes casos: neoplasias 
(tumores sólidos), neoplasias (linfoides/hematopoéticas), hematolo- 
gia não neoplásica/coagulação, histocompatibilidade/tipagem san- 
guínea, neurológico não neoplásico, muscular não neoplásico, meta- 


Tabela 70.4 Códigos da terminologia de procedimentos vigente para 
pagamento de testes moleculares 


Nome do teste Código Número de Nome do procedimento 
vezes em ou teste 
que o código 
foi cobrado 
Fator V de Leiden por 83890 1 Isolamento de ácido 
tecnologia de tempo real nucleico 
83898 1 Amplificação 
83896 2 Cada sonda 
83912 1 Interpretação e relato 
T(9;22) por RT-PCR 83891 1 Isolamento de ácido 
em tempo real nucleico 
83902 2 Transcrição reversa 
83898 2 Amplificação 
83894 2 Cada sonda 
83912 1 Interpretação e relato 
Carga viral de HIV-1 87536 1 Ensaio quantitativo para HIV 
Carga viral de CMV 67497 1 Ensaio quantitativo para CMV 
Carga viral de HCV 87522 1 Ensaio quantitativo para HCV 


CMV = citomegalovirus; HCV = vírus da hepatite C; HIV = virus da imunodeficiência 
humana; RT-PCR = reação em cadeia da polimerase com transcriptase reversa. 


bólico, outros; transporte metabólico, metabólico-farmacogenética e 
dismorfologia. Por enquanto, esses modificadores alfanuméricos não 
são obrigatórios e, caso venham a ser requisitados, é possível prever 
que na verdade talvez possam reduzir o pagamento por testes que 
identificam um número significativo de mutações. 

Os níveis de reembolso para qualquer teste individual são estabele- 
cidos pelos pagadores terceirizados, podendo ter menor relação com o 
custo real da execução do teste. Alguns pagadores terceirizados fazem 
reembolsos de níveis bastante elevados, enquanto outros seguem 
o esquema de taxas cobradas pelos laboratórios estabelecido pelo 
Medicare e Medicaid para códigos da CPT específicos. A cobrança des- 
ses testes dispensa a aprovação da FDA, de modo que uma declaração 
de renúncia dos testes não liberados pela FDA deve ser adicionada ao 
relatório final em referência a esse aspecto. Essa questão voltará a ser 
discutida adiante. Alguns pagadores terceirizados se recusam a reem- 
bolsar testes que venham acompanhados dessas declarações de renún- 
cia, pois julgam que o custo de um teste desse tipo deve ser coberto por 
fundos destinados à pesquisa, ainda que as características de desempe- 
nho e utilidade clínica do teste sejam validadas pelo laboratório clínico. 


Aspectos relacionados à patente 


A vasta maioria dos procedimentos de amplificação in vitro trata- 
-se de processos patenteados, que requerem um acordo de licença 
para poderem ser utilizados. Caso contrário, o laboratório que utili- 
zar esses procedimentos sem adquirir a licença estará sujeito à ação 
judicial por violação da patente. Tradicionalmente, a licença para uso 
de um procedimento em particular é obtida pela compra de um con- 
junto de reagentes aprovados pela FDA por meio do fabricante que 
detém a patente do processo de amplificação. Considerando os testes 
de diagnóstico molecular, essa abordagem é bastante limitada, pois 
são poucos os testes aprovados pela FDA. Sendo assim, um labora- 
tório que faça uso clínico de um determinado processo patenteado 
deve primeiramente negociar um acordo de licença com o dono da 
patente. É muito importante notar que, dependendo da complexida- 
de da instituição interessada no acordo e da complexidade desse acor- 
do, pode demorar de 3 meses a 1 ano para a licença ser concedida e o 
procedimento, então, ser realizado e cobrado para fins de uso clínico. 

Considerações praticamente idênticas se aplicam ao uso das infor- 
mações de sequências necessárias ao planejamento de um ensaio. Às 
sequências de genes recém-descobertos (p. ex., genes humanos ou 
genomas virais) com frequência são patenteadas por seus descobrido- 
res. O uso das informações contidas nessas sequências sem a obtenção 
de acordo de licença implica os mesmos riscos de sujeição à ação judi- 


cial por violação de patente. Infelizmente, considerando o ambiente 
em que o ser humano vive hoje e a diversidade de fontes de informa- 
ção de sequências existente, nem sempre fica claro se uma determi- 
nada sequência já foi patenteada ou, se tiver sido, quem a patenteou. 
Por isso, antes de proceder ao desenvolvimento de qualquer teste que 
envolva sequências publicadas para o qual tenha sido planejado o 
comprometimento de recursos significativos, é recomendável consul- 
tar os pesquisadores que descreveram a sequência pela primeira vez, a 
fim de descobrir se existem questões sobre patente envolvidas. 


Validação analítica e clínica 
dos ensaios moleculares 


Como em qualquer área do laboratório clínico, a introdução de 
um novo teste requer a sua devida validação (Clinical and Laboratory 
Standards Institute, 1995, 2003; Niesters, 2001, 2002; Prence, 1999). A 
validação de um teste clínico é um processo complexo que pode ser 
dividido em duas fases: analítica e clínica. Diversas organizações esta- 
beleceram diretrizes e padrões para testes de diagnóstico molecular. 
Uma lista de diretrizes é apresentada na Tabela 70.5. Os parâmetros a 
serem avaliados durante a fase de validação analítica são: sensibilida- 
de, especificidade, acurácia, precisão e, no caso dos ensaios quantita- 
tivos, linearidade do ensaio. A sensibilidade se refere ao limite inferior 
de detecção para o analito a ser quantificado pelo teste, determinando 
ao final se esse teste será útil para a finalidade pretendida. A especifi- 
cidade fornece informação sobre reatividade cruzada com outros áci- 
dos nucleicos além da sequência-alvo de interesse. Esses parâmetros 
fornecem informações básicas sobre o desempenho analítico do teste. 
A outra fase da validação é a fase de validação clínica do teste. Nessa 
etapa, a utilidade clínica do teste é avaliada em relação ao uso preten- 
dido. Com base na aplicação de interesse do teste, devem ser estabele- 
cidos os ajustes analíticos apropriados que permitirão a estratificação 
dos pacientes em indivíduos com e sem doença e/ou em indivíduos 
cuja condição clínica esteja piorando ou melhorando. Esses ajustes são 
determinados primeiramente pela aplicação do teste a pacientes com e 
sem a doença específica e demografia para as quais o teste é dirigido. 

Existem diferenças importantes entre a implementação de um teste 
aprovado pela FDA e de um teste que não possua essa aprovação. A 
CLIA'88 fornece disposições específicas para a validação desses tipos 
de ensaio. Os laboratórios que estejam implementado testes apro- 
vados pela FDA devem verificar e documentar as características de 
desempenho do teste de interesse para as indicações e em populações 
similares aquelas para as quais o fabricante estabeleceu o desempe- 
nho. Por outro lado, a implementação de ensaios desenvolvidos inter- 
namente, no laboratório, requer um processo mais abrangente. Para 
tanto, é necessário realizar uma extensa documentação do desempe- 
nho do teste, além da adesão a programas de controle de qualidade 
que assegurem o desempenho diário do teste. 

Na introdução de um ensaio molecular produzido no laboratório, 
o primeiro passo consiste em otimizar cada etapa do processo analíti- 
co, que abrange a extração de ácido nucleico, amplificação, detecção, 
cálculo e interpretação de resultados. Quando a otimização é realiza- 
da separadamente para cada etapa, é importante notar que na maioria 
dos casos, quando todas as etapas são reunidas, torna-se necessária 
uma reotimização. Após a otimização do ensaio, é importante avaliar e 
documentar as variáveis pré-analíticas que poderiam exercer impacto 
sobre as características de desempenho do ensaio. Algumas das vari- 
áveis pré-analíticas mais comuns são o tipo de amostra, transporte, 
requisitos referentes ao manuseio para fins de armazenamento e subs- 
tâncias interferentes (p. ex., lipídeos, hemoglobina, bilirrubina etc.). 

Após a otimização, os laboratórios devem realizar e documentar a 
validação analítica para o uso pretendido para o ensaio. É importante 
destacar que a aplicação de programas de validação analítica tem sido 
um desafio, por causa da falta de material de referência padrão para um 
número significativo de analitos de ácido nucleico. Esse déficit compro- 
mete a habilidade do laboratório de determinar a sensibilidade e acu- 
rácia do ensaio. Algumas organizações nacionais e internacionais estão 
adotando medidas para desenvolver materiais de referência padrão. 
O National Institute of Standards and Technology (NIST) desenvol- 
veu o primeiro padrão de referência de ácidos nucleicos para o teste 
de identificação de seres humanos. Mais recentemente, a Organização 
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Tabela 70.5 Diretrizes e padrões para testes de diagnóstico molecular 


Organização Diretriz ou padrão Endereço 
Clinical and Laboratory | MM1-A Métodos de diagnóstico molecular para doenças genéticas Wayne, PA; www.nccls.org 
Standards Institute MM2-A Ensaios para detecção de rearranjo de gene de imunoglobulina e de receptor da célula T 


MM3-A Métodos de diagnóstico molecular para doenças infecciosas 

MM-5A Ensaios de amplificação de ácido nucleico para hematologia molecular 

MM-6A Diagnóstico molecular quantitativo para doenças infecciosas 

MM-7A Métodos de hibridização in situ com fluorescência para genética médica 

MM-9A Métodos de sequenciamento de ácido nucleico em medicina laboratorial diagnóstica 
MM-14P Teste de proficiência para métodos moleculares 

Existem outras diretrizes em desenvolvimento. As atualizações são disponibilizadas no site. 


American College of Padrões e diretrizes para laboratórios de genética clínica: declarações de política ABMG/ABGC/ACMG, 

Medical Genetics Hibridização in situ com fluorescência em interfase pré-natal Administrative office, 9650 
Declaração da posição da ACMG em relação à triagem de marcadores múltiplos em mulheres com Rockville Pike, Bethesda. MD 
35 anos ou mais 20814-3998, www.acmg.net 


Síndrome do X frágil: diagnóstico e teste de detecção de portador 

Diretrizes e padrões técnicos para a síndrome do X frágil: os primeiros em uma série de suplementos 
doença-específicos de padrões e diretrizes destinados a laboratórios de genética clínica da American 
College of Medical Genetics 

Instrução sobre armazenamento e uso de materiais genéticos 

Instrução sobre triagem de múltiplos marcadores em mulheres grávidas 

Instrução sobre o uso do teste de detecção de apolipoproteína E para doença de Alzheimer 

Teste diagnóstico para as síndromes de Prader-Willi e de Angelman 

Instrução sobre a triagem populacional para detecção da mutação BRCA-1 em judias ashkenazi 
Suscetibilidade genética aos cânceres de mama e de ovário: diretrizes para avaliação, aconselhamento e teste 
Princípios de triagem: relatório do subcomitê de triagem do American College of Medical Genetics 
Clinical Practice Committee 

Declaração da posição sobre o teste de detecção de portador da doença de Canavan 

Diretrizes e padrões laboratoriais para a triagem de fibrose cística destinadas à triagem de portadores de 
fibrose cística com base na população 

Teste genético para câncer de cólon: uma declaração conjunta da American College of Medical 
Genetics e da American Society of Human Genetics 

Declaração de consenso sobre o teste de detecção da mutação do Fator V de Leiden 

Avaliação técnica e clínica da hibridização in situ com fluorescência: uma declaração da posição do 
ACMG/ASHG 

Considerações técnicas 

Recomendações do ACMG para a interpretação padrão de variações de sequência 

Declaração do American College of Medical Genetics sobre o teste diagnóstico para detecção de dissomia 
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uniparental 
American Society for Padrões para teste molecular de histocompatibilidade e imunogenético ASHI, PO Box 15804, Lenexa, 
Histocompatibility and KS 66285-5804 
Immunogenetics 
National Institutes of Força-tarefa para teste genético e promoção de segurança e efetividade www. nhgri.nih.gov/ 
Health-Department of Policyandpublicaffairs/ 
Energy Elsi/tigentest 
Food and Drug Orientação para as indústrias na manufatura e avaliação clinica de testes de detecção in vitro de www fda.gov/cber/ 
Administration sequências de ácido nucleico de HIV-1 (esboço) gdIns/nashiv.pdf 
ww.{da.gov/cdrh/ode/1 353 pdf 
Orientação para indústrias e/ou equipe de revisores do FDA — Aprovação de aplicações pré-comerciais 
para ensaios pertinentes ao vírus da hepatite C (HCV), que são indicados para diagnóstico ou 
monitoramento da infecção por HCV ou doenças associadas (esboço de orientações) 
Association for Recomendações para desenvolvimento interno e operação de testes de diagnóstico molecular www.ampweb.org 
Molecular Pathology 
Technical Working Orientações para programas de garantia de qualidade para análise de DNA Crime Laboratory Digest 1991; 
Group on DNA 18:44-75 
Analysis Methods 


Mundial da Saúde (OMS) introduziu um padrão de referência paraa determinar a concentração de ácido nucleico-alvo. Como alternati- 
hepatite C destinado à validação dos testes de ácido nucleico utilizados va, o laboratório pode conduzir estudos para comparação com outro 
na triagem do sangue e de seus produtos. Painéis de referência calibra- | ensaio já estabelecido. Exemplificando, as amostras podem ser dividi- 
dos segundo o material de referência padrão da OMS atualmente são das para utilização em estudos comparativos em parceria com outro 
comercializados (Boston Biomedica Inc., Boston, MA). Além disso, a laboratório que realize um teste molecular semelhante. Essas amostras 
FDA e várias empresas comerciais têm empreendido esforços com o podem estar disponíveis internamente ou serem fornecidas por uma 
intuito de desenvolver reagentes de referência para HIV-1. fonte externa, como laboratório colaborador, governo (Centers for 

Na ausência de matérias de referência padrão, os laboratórios Disease Control and Prevention — CDC, FDA ou National Institutes 
podem desenvolver seu próprio material de referência para validação of Health), ou até mesmo um laboratório comercial. A sensibilida- 
analítica e, subsequentemente, para o monitoramento do desempe- de e linearidade analítica dos ensaios podem ser avaliadas por meio 
nho diário. A criação de material de referência no laboratório envol- do teste de diluições seriadas de amostras-alvo positivas que já foram 
ve o uso de um método estabelecido de forma independente para analisadas de modo quantitativo por outro ensaio ou pelo teste de 


amostras-alvo negativas às quais foram adicionados ácido nucleico- 
-alvo purificado, microrganismos ou células. A precisão do ensaio 
pode ser avaliada testando-se um determinado número de amostras 
de pacientes múltiplas vezes em uma única corrida e em corridas dife- 
rentes ao longo de vários dias. As amostras utilizadas nos estudos de 
precisão devem abranger a faixa dinâmica do teste. Assim como para a 
precisão, a validação da linearidade pode ser feita utilizando-se dilui- 
ções seriadas de amostra-alvo positiva em uma amostra-alvo negativa. 
A Tabela 70.6 fornece um exemplo de protocolo de estudos analítico e 
de correlação para avaliação de um ensaio quantitativo de carga viral. 

A avaliação das variáveis pré-analíticas anteriormente mencionadas 
pode ser feita injetando nas amostras-alvo negativas uma quantidade 
conhecida de alvo purificado, microrganismos ou células. A mesma 
abordagem também pode ser utilizada para avaliar o efeito de lipíde- 
os, hemoglobina, bilirrubina, fármacos terapêuticos e anticoagulantes 
de amostra sobre o desempenho. 

A validação da utilidade clínica de um ensaio também constitui um 
processo complexo que impõe muitos desafios. O primeiro passo na 
validação analítica consiste em formular uma pergunta clínica e identi- 
ficar a população-alvo em que o teste será aplicado. A validação clínica 
requer a avaliação da sensibilidade clínica do ensaio por meio do teste 
de um número adequado de amostras de pacientes previamente diag- 
nosticados com a doença. A especificidade clínica é determinada pela 
análise das amostras de pacientes diagnosticados com uma doença dife- 
rente, que possa ser confundida com a doença de interesse e apareça no 
diagnóstico diferencial. Além disso, as amostras provenientes de doado- 
res sadios podem ser adequadas para determinar a especificidade clínica 
do teste. Os demais parâmetros a serem determinados são os valores 
preditivos positivo e negativo pertinentes ao desempenho do teste ao 
longo do curso da doença ou terapia. É prática geral de um laboratório 
clínico determinar a sensibilidade e especificidade de um novo ensaio 
por meio da comparação com um método considerado o padrão-ouro 
ou com um método que esteja em uso no laboratório. Em alguns casos, 
os testes moleculares parecem ser mais sensíveis ou específicos do que 
os testes considerados padrão-ouro. Pode ser um desafio a tarefa de eli- 
minar as discrepâncias existentes entre os métodos novos e os métodos 
em uso ou considerados padrão-ouro. Há casos em que as discrepan- 
cias foram resolvidas utilizando-se um método molecular diferente. 


É imperativo que o laboratório documente e mantenha os resulta- 
dos das validações analítica e clínica para futuras consultas e inspe- 
ções. A Tabela 70.7 fornece uma lista de parâmetros diferentes a serem 
documentados. 


Reagentes analito-específicos 


Um novo termo foi introduzido no léxico do diagnóstico molecular. 
O termo “reagente analito-específico” (ASR) foi criado pela FDA para 
fazer referência aos reagentes utilizados em testes clínicos que conferem 
especificidade à detecção do analito-alvo (Medical Device Amendments, 
1976; Safe Medical Device Act, 1990; Food and Drug Administration 
Modernization Act, 1997; Medical Devices, 1997; Swanson, 1999; Kaul, 
2001). A FDA define os ASRs como “anticorpos mono e policlonais, 
receptores específicos, proteínas, ligantes, sequências de ácidos nuclei- 
cos e reagentes similares que, por meio de ligação específica ou reação 
química com substâncias presentes na amostra, destinam-se ao uso em 
aplicações diagnósticas para identificação e quantificação de uma subs- 
tância química ou ligante individual presente em uma amostra biológi- 
ca”. São considerados ASRs os iniciadores e sondas desenvolvidos espe- 
cificamente para detectar certo tipo de DNA ou RNA-alvo, que sejam 
utilizados em qualquer ensaio desenvolvido no laboratório. A partir de 
novembro de 1998, os laboratórios clínicos que utilizam ensaios desen- 
volvidos internamente com ASRs devem aderir à regulamentação defi- 
nitiva da FDA referente aos ASRs, publicada no registro federal. Como 
parte dessa regulamentação definitiva, os laboratórios são solicitados a 
incluir uma declaração de renúncia bastante específica em seus relató- 
rios, afirmando que “esse teste foi desenvolvido e suas caraterísticas de 
desempenho foram determinadas pelo (nome do laboratório). O teste 
em questão não foi liberado pela FDA”. Entretanto, ao mesmo tempo, 
a FDA permite aos laboratórios acrescentarem no relatório uma obser- 
vação afirmando que (1) os ASRs dispensam a aprovação da FDA, (2) o 
teste no qual um ASR em particular é utilizado pode se prestar a finali- 
dades clínicas e (3) o laboratório está sob a certificação da CLIA’88 para 
realizar testes de alta complexidade. 

Além da definição dos ASRs, a FDA propôs um conjunto de controles 
e restrições a serem aplicados ao uso deles com o intuito de garantir a 
qualidade e consistência, bem como esclarecer que os laboratórios que 


Tabela 70.6 Exemplo de estudos analítico e de correlação para avaliação de ensaio quantitativo viral 


Amostra Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4 Corrida 5 Corrida 6 Corrida 7 Corrida 8 
1 Controle dekit Normal Normal Normal Normal Normal Normal Indeterminado 20.000.000 
2 Controle de kit Alto Alto Alto Alto Alto Alto Indeterminado Normal 
3 Controle de kit Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Indeterminado 20.000.000 
4 Precisão Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Indeterminado Indeterminado Normal 
5 Precisão Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Indeterminado Indeterminado 20.000.000 
6 Precisão Médio Médio Médio Médio Médio Indeterminado Indeterminado Normal 
7 Precisão Médio Médio Médio Médio Médio Indeterminado Indeterminado 20.000.000 
8 Precisão Alto Alto Alto Alto Alto Indeterminado Indeterminado Normal 
9 Precisão Alto Alto Alto Alto Alto Indeterminado Indeterminado 20.000.000 

10 Sensibilidade 50 Ul/mL 50 Ul/mL 50 Ul/mL 50 Ul/mL Indeterminado Indeterminado Indeterminado Normal 

11 Sensibilidade 50 Ul/mL 50 Ul/mL 50 Ul/mL 50 Ul/mL Indeterminado Indeterminado Indeterminado 20.000.000 

12 Sensibilidade 25 Ul/mL 25 Ul/mL 25 Ul/mL 25 Ul/mL Indeterminado Indeterminado Indeterminado Normal 

13 Sensibilidade 25 Ul/mL 25 Ul/mL 25 Ul/mL 25 Ul/mL Indeterminado Indeterminado Indeterminado 20.000.000 

14 Sensibilidade 10 Ul/mL 10 Ul/mL 10 Ul/mL 10 Ul/mL Indeterminado Indeterminado Indeterminado Normal 

15 Sensibilidade 10 Ul/mL 10 Ul/mL 10 Ul/mL 10 Ul/mL Indeterminado Indeterminado Indeterminado 20.000.000 

16 Sensibilidade 5 Ul/mL 5 Ul/mL 5 Ul/mL 5 Ul/mL 0 O Indeterminado Normal 

17 Sensibilidade 5 Ul/mL 5 Ul/mL 5 Ul/ml 5 Ul/ml 2 2 Indeterminado 20.000.000 

18 Linearidade Indeterminado Indeterminado Indeterminado Indeterminado 20 20 Indeterminado Normal 

19 Linearidade Indeterminado Indeterminado Indeterminado Indeterminado 200 200 indeterminado 20.000.000 

20 Linearidade Indeterminado Indeterminado Indeterminado Indeterminado 2.000 2.000 Indeterminado Normal 

21 Linearidade Indeterminado Indeterminado Indeterminado Indeterminado 20.000 20.000 Indeterminado 20.000.000 

22 Linearidade Indeterminado Indeterminado Indeterminado Indeterminado 200.000 200.000 Indeterminado Normal 

23 Linearidade Indeterminado Indeterminado Indeterminado Indeterminado 2.000.000 2.000.000 Indeterminado 20.000.000 

24 Linearidade Indeterminado Indeterminado Indeterminado Indeterminado 20.000.000 20.000.000 Indeterminado Normal 
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Tabela 70.7 Lista de checagem da documentação para validação de ensaios 


Nome do teste 
e/ou doença/condição a ser testada. 


Uso pretendido 


Estabeleça o nome do teste, incluindo a tecnologia utilizada. Certifique-se de que o nome informado identifica o organismo em particular 


Informar o que o teste mede e qual a finalidade dessa medida. Identificar o microrganismo em particular e o(s) parâmetro(s) testado(s), bem 


como indicar o uso do teste (p. ex., diagnóstico, prognóstico, monitoramento da resposta ao tratamento, orientação de terapia etc.). 


Indicações de uso 
Categoria metodológica 
Procedimento do teste 


Identificar a metodologia empregada no teste. 


Forneça a(s) condição(ões) clínica(s). Utilize definições padrão de referência, conforme consta no OMIM. 


Fornecer informação referente aos tipos de amostra, manuseio e procedimentos de transporte da amostra, isolamento e armazenamento de 


ácido nucleico, descrição do procedimento do teste, relatórios de dados, resultados esperados, interpretação técnica dos resultados. Todos 
esses parâmetros devem ser incluídos nas políticas e nos procedimentos do teste em questão. 


Resultados do teste Fornecer exemplos de resultados. 
Verificação analítica 
Controle e garantia de 
qualidade 

Limitações do ensaio 
Dados clínicos 


aprovado pelo HHS. 


Verificação clínica 
Relato dos resultados do teste Interpretação clínica. 
Utilidade clínica Potencial benefício para o paciente. 


Sensibilidade analítica, especificidade, precisão, faixa dinâmica, reatividade cruzada, substâncias interferentes etc. 
Delinear o programa de controle e garantia de qualidade. Identificar programas informais de proficiência, caso não haja nenhum programa 


Explicar com clareza e/ou discutir as potenciais limitações do ensaio. 
Objetivo primário do estudo, condição clínica avaliada, população de pacientes, demografia, estimativa do tamanho da amostra. 
Sensibilidade clínica, especificidade, valores preditivos positivo e negativo. 


HHS = Department of Health and Human Services; OMIM = Online Mendelian Inheritance in Man (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/). 


estabelecem ensaios desenvolvidos internamente são responsáveis pelo 
desempenho dos testes. De modo interessante, esses controles se aplicam 
tanto aos laboratórios onde são desenvolvidos internamente os ensaios 
que utilizam ASRs quanto aos fabricantes desse tipo de reagente. É exi- 
gido dos laboratórios o cumprimento das exigências de certificação da 
CLIA 88 para testes de alta complexidade, bem como a determinação das 
características de desempenho dos ensaios desenvolvidos internamente, 
segundo as regulamentações da CLIA'88. Dos fabricantes de ASRs, exi- 
ge-se o registro na FDA, a observância às Good Manufacturing Practice 
e a restrição da venda desse tipo de reagente aos laboratórios certificados 
pela CLIA'88 para execução de testes de alta complexidade. Ademais, 
os fabricantes são responsáveis por comunicar à FDA quaisquer efeitos 
adversos decorrentes de falha no processo de manufaturação. 


Restrições especiais do teste genético 


Os testes genéticos são realizados para fins diagnósticos e/ou prog- 
nósticos, diagnóstico pré-natal, triagem de recém-nascidos, determi- 
nação do status de portador, diagnóstico, prognóstico, estado pré- 
-sintomático e teste preditivo. Existem algumas limitações a serem 
consideradas ao oferecer testes genéticos. A primeira delas é que o 
teste talvez não detecte todas as mutações possivelmente presentes 
em um determinado gene causador de doença. Um único gene pode 
apresentar uma gama de mutações. Um resultado negativo não é 
capaz de garantir completamente que o indivíduo testado de fato não 
seja portador de uma mutação em um determinado gene. Ao mesmo 
tempo, um resultado de teste positivo pode impor riscos diferentes 
para cada indivíduo. Além disso, outra limitação do teste genético está 
relacionada à complexidade do desenvolvimento de certas doenças 
genéticas. Isso cria desafios sobretudo à realização de testes genéticos 
com finalidade prognóstica. A penetrância pode ser inferior a 100% e/ 
ou a doença pode ser causada por uma alteração genética ainda desco- 
nhecida, além das mutações já identificadas no(s) gene(s) testado(s). 
Assim, o teste preditivo não fornece respostas absolutamente certas 
para cada indivíduo que possa apresentar risco de ter uma doença. 


Controle e garantia da qualidade 


Controle de qualidade do processo do teste 


O estabelecimento de testes de diagnóstico molecular, em parti- 
cular de ensaios de amplificação, requer o desenvolvimento de con- 
troles para cada etapa do processo, incluindo preparo de reagentes, 


coleta da amostra, aliquotagem da amostra e execução do ensaio 
em si (Neumaier, 1998; McGovern, 1999; Mulcahy, 1999; Schwartz, 
1999; Carter, 2001; Dequeker, 2001; Commission on Laboratory 
Accreditation, 2005). Existem algumas considerações relativas ao 
controle de qualidade que se aplicam a todos os ensaios moleculares e 
são importantes para garantir a obtenção de resultados confiáveis. A 
Tabela 70.8 fornece uma lista de diversos parâmetros que devem com- 
por o programa de garantia/controle da qualidade. Como para qual- 
quer teste laboratorial, um procedimento bem planejado e bem redi- 
gido é essencial para garantir o desempenho reproduzível do ensaio. 
Trata-se de uma das ferramentas auxiliares mais importantes durante 
o treinamento prático de novos funcionários, ou nos casos em que o 
procedimento é executado poucas vezes. O protocolo do procedimen- 
to deve ser redigido de acordo com as diretrizes específicas estabeleci- 
das pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards e des- 
crito nos manuais de procedimentos técnicos de laboratórios clínicos. 

Uma seleção cuidadosa dos reagentes-controle é vital para a correta 
interpretação dos resultados dos testes. Vários tipos de controles são 
utilizados no decorrer da execução de um ensaio, com o intuito de 
garantir um desempenho apropriado. O uso de controles positivos e 
negativos é exigido pelas regulamentações da CLIA 88, e esses contro- 
les devem ser processados em cada teste clínico realizado. A falha em 
obter um resultado correto para qualquer um dos controles invalida 
todo o teste e requer a repetição dele para todas as amostras. Quando 
possível, os reagentes-controle positivos e negativos devem se parecer 
ao máximo com a amostra do paciente. Ademais, um controle positivo 
deve representar um nível clinicamente relevante de sequência-alvo 
de ácido nucleico contra a interferência de fundo da sequência-alvo 
de ácido nucleico negativa. O controle negativo deve conter as sequ- 
ências de ácido nucleico “de fundo” que se espera encontrar na amos- 
tra do paciente. Além dos controles positivo e negativo, um controle 
blank (controle que contém todos os componentes da mistura reativa, 
exceto o ácido nucleico) deve ser incluído em cada ensaio. 

Além do uso desses controles, às vezes torna-se imperativo incluir 
um controle interno para verificar a presença de inibidores em amos- 
tras de pacientes individuais. Se esse controle interno não for utilizado, 
então, quando um resultado negativo for obtido, será impossível saber 
se a ausência do amplicon se deveu à ausência da sequência-alvo na 
amostra do paciente ou à presença de inibidores que inibiram a rea- 
ção de amplificação. Para evitar essa situação, recomenda-se amplificar 
uma sequência-controle positiva interna. O controle positivo interno 
pode ser uma sequência de ácido nucleico que não esteja relacionada 
à sequência-alvo do ensaio clínico, mas que esteja constitutivamente 


Tabela 70.8 Condução do processo de teste clínico 


3 Realizar controle de qualidade para cada novo lote de reagentes, antes da utilização no teste clínico. Para a avaliação da sensibilidade, 


Atividade Consideração 
Preparo do reagente 1 Execução do procedimento em ambiente de máxima limpeza. 
Armazenar as soluções-estoque de trabalho em alíquotas para serem utilizadas uma única vez. 
utilizar amostra que contenha poucas cópias. 
4 Preparar as misturas com mestria, a fim de reduzir a variabilidade e os erros. 
Coleta da amostra 1 


transporte, anticoagulante etc.). 


Processamento da amostra 


ho — LI bo 


Análise da amostra 
A. Procedimento de extração 1 


Estabelecer limites de tolerância aceitáveis para cada tipo de amostra a ser testada (temperatura de armazenamento, tempo de 


Distribuir protocolos a todos os potenciais usuários, para alertar quanto ao manuseio correto da amostra. 

Reter as informações clínicas e analíticas contidas na requisição. 

A amostra deve ser recebida e armazenada no laboratório de pré-amplificação (limpo). 

Desenvolver diretrizes para garantir que as amostras não sejam misturadas e para preservar a integridade da sequéncia-alvo. 


Avaliar os procedimentos de extração quanto à presença de inibidores e fatores que reduzem o rendimento do alvo. 


2 Adicionar controle interno à amostra no momento da extração, a fim de identificar falsos-negativos produzidos por inibidores ou 
determinar a taxa de falsos-negativos de outra forma. Se não for possível avaliar um controle interno para cada amostra de paciente, 
então a taxa de falsos-negativos deve ser informada no relatório sob a forma de declaração de renúncia, em caso de resultados 


negativos. 
B. Ajuste do ensaio, 1 


Otimizar a concentração dos iniciadores, MgCl, dNTPs; volume; condições de ciclo e sistema de detecção. 
Desenvolver diretrizes para minimizar a possibilidade de contaminação com moldes de ácido nucleico ou amplicons (ver as seções 


Desenvolver diretrizes para ajustar o ensaio, com o intuito de reduzir a contaminação cruzada de amostras e controles. 


amplificação e detecção 2 
sobre controle de qualidade). 
3 Os controles devem ser processados do mesmo modo que as amostras de pacientes. 
4 
Interpretação e relatório 1 Desenvolver diretrizes para interpretação e relatório. 
2 A interpretação deve ser realizada por pelo menos dois indivíduos, independentemente. 
3 Desenvolver diretrizes para distribuição de relatórios. 


presente na amostra. Como alternativa, esse controle pode representar 
uma sequência que tenha sido utilizada para “batizar” a amostra clínica 
durante alguma etapa do processo de teste. O controle positivo interno 
endógeno anterior em geral requer um conjunto à parte de iniciado- 
res e pode necessitar de uma reação separada. O controle batizado em 
geral é uma sequência projetada para ser amplificada pelos mesmos 
iniciadores utilizados para o alvo clínico, sendo usualmente amplifi- 
cada no mesmo tubo de reação em que está a amostra clínica. Como 
no caso do controle clínico positivo externo, o controle interno deve 
ser utilizado em uma concentração que seja relevante para o processo 
de teste clínico. Os controles positivos internos também são bastante 
valiosos para avaliar a presença de ácido nucleico amplificado e ausên- 
cia de inibidores, bem como para checar se as reações de amplificação e 
detecção foram realizadas de acordo com as especificações. 

O uso de uma série de controles positivos em diferentes concentra- 
ções de sequéncia-alvo pode ser bastante útil para monitorar o ensaio 
quanto à ocorrência de alterações na sensibilidade ao longo do tempo. 
Além disso, para a detecção de baixos níveis de amplicon, uma medi- 
da bastante útil pode ser a inclusão de um controle positivo em que a 
concentração de sequéncia-alvo esteja abaixo do limiar de detecção 
do ensaio. 

No caso dos ensaios desenvolvidos no próprio laboratório, é extre- 
mamente importante implementar um programa de controle de qua- 
lidade para validar a força, a pureza e o desempenho de cada reagente 
crítico no processo de teste. Cada reagente crítico deve ser testado antes 
de ser aprovado para uso no teste clínico. Limites de tolerância devem 
ser estabelecidos para cada reagente crítico. Quando possível, esses 
limites devem ser estabelecidos por meio de uma medida quantitativa, 
a fim de evitar avaliações subjetivas da qualidade do reagente crítico. 


Controle de qualidade do equipamento 


Para todo equipamento utilizado no laboratório de diagnóstico 
molecular, deve ser redigido um procedimento de controle de quali- 
dade que descreve os procedimentos de manutenção do equipamento 
e checagens de calibração. O procedimento de controle da qualida- 
de deve ser redigido de acordo com as diretrizes publicadas em 1992, 
sob o título de Clinical Laboratory Technical Procedure Manual, pelo 
National Committee for Clinical Laboratory Standards (atual Clinical 
and Laboratory Standards Institute). Assim como para qualquer equi- 


pamento utilizado no laboratório clínico, os limites de tolerância para 
um desempenho aceitável e as checagens de calibração para todos os 
equipamentos utilizados durante o processo de teste devem ser defi- 
nidos de forma clara e monitorados regularmente, a fim de assegurar 
uma produção contínua de resultados de teste acurados e confiáveis. 
Quando o desempenho ou as checagens de calibração ultrapassam os 
limites de tolerância definidos para qualquer instrumento em parti- 
cular, este deve ser imediatamente retirado de serviço e enviado para 
conserto. Após o reparo do equipamento, é necessário calibrá-lo antes 
de liberá-lo para uso novamente. Como parte do programa de contro- 
le de qualidade desenvolvido por cada laboratório, a documentação de 
toda a manutenção, checagens de desempenho e calibração ou reparo 
de cada peça de equipamento deve ser mantida e protegida conforme 
a política de retenção de documentos adotada pelo laboratório. 

Termocicladores são um item crucial para qualquer laboratório de 
diagnóstico molecular. Qualquer alteração no desempenho dos termo- 
cicladores exerce impacto direto na sensibilidade e precisão do ensaio 
realizado na parte afetada do equipamento. A manutenção, o controle 
de qualidade e a calibração do termociclador, assim como para qualquer 
instrumento, deve seguir as recomendações do fabricante. Resumindo, 
como parte do monitoramento do desempenho dos termocicladores, 
é necessário determinar e documentar o tempo de ciclo, verificar erros 
de ponto de ajuste e registrar quaisquer mensagens de erro. Os tem- 
pos de ciclo entre corridas distintas não diferem em mais de 2 minutos. 
Flutuações do tempo de ciclo constituem um sinal de alerta de que o 
termociclador está precisando de ajustes e restauração à sua condição 
original. Além disso, recomenda-se testar o resfriador, o aquecedor e a 
uniformidade de temperatura seguindo as instruções do fabricante. A 
checagem da uniformidade da temperatura de bloqueio pode ser feita 
utilizando-se um termopar acoplado a uma sonda de temperatura. 

Outro item de equipamento importante, utilizado diariamente no 
laboratório de diagnóstico molecular, é o pipetador. As pipetas são 
utilizadas em quase todas as etapas do procedimento de teste. Uma 
ênfase especial deve ser dada ao controle de qualidade e manutenção 
das pipetas, pois estas podem ser uma das principais fontes de erro. 
Os demais itens de equipamento devem passar pelo controle de quali- 
dade e manutenção, de acordo com as recomendações do fabricante. 
Quando possível, os equipamentos devem ser calibrados utilizando 
padrões ou materiais de referência certificados. 
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Cada laboratório de diagnóstico molecular deve elaborar por escrito 
um programa abrangente de garantia da qualidade. O objetivo desse 
programa é monitorar e avaliar, de forma objetiva e sistemática, a qua- 
lidade e o grau de adequação dos resultados fornecidos pelos testes. O 
programa de garantia da qualidade deve tratar de cada aspecto do pro- 
cesso de teste, desde a fase pré-analítica, passando pela fase analítica, 
até a fase pós-analítica. Esse programa deve incluir políticas redigidas 
por escrito, bem como a documentação para instrução e treinamento 
de funcionários, educação médica continuada, testes de proficiência, 
inspeções internas e externas, incluindo a documentação de ações cor- 
retivas para deficiências citadas e programas de controle de qualidade 
para testes clínicos, desempenho de equipamentos e segurança. 

O programa de garantia da qualidade monitora os aspectos do teste 
clínico que não sustentam diretamente a validade analítica do resul- 
tado do teste e, assim, em geral não integram o programa de controle 
de qualidade de testes clínicos. Alguns desses parâmetros são o tempo 
de resposta mensal, revisões mensais dos resultados normais e anor- 
mais, desenvolvimento de critérios para rejeição de amostras, revisão 
do registro de amostras rejeitadas e indicadores de qualidade de teste. 
Ademais, o laboratório deve participar de programas de pesquisa de 
proficiência. Existem testes para os quais foram desenvolvidos pro- 
gramas de proficiência por diferentes associações de profissionais. 
O College of American Pathologists (CAP) oferece uma variedade 
de programas independentes e combinados na área de diagnóstico 
molecular de doença infecciosas, oncologia e genética. Esse último é 
um programa oferecido em cooperação com a American College of 
Medical Genetics. Recentemente, o CDC disponibilizou um programa 
de avaliação de desempenho para M. tuberculosis e HIV-1. No caso 
dos testes para os quais nenhum programa de proficiência oficial é ofe- 
recido, é necessário estabelecer programas de proficiência informais 
pela troca de amostras entre laboratórios que oferecem os mesmos ser- 
viços ou por outros meios, conforme a disponibilidade do laboratório. 


Acreditação laboratorial 


Os laboratórios que realizam testes com amostras de origem huma- 
na para fins de diagnóstico, prevenção ou tratamento de doenças estão 
sujeitos à regulamentação federal imposta pela CLIA’88. Como já des- 
crito nos Capítulos 1 e 9, a CLIA'88 estabeleceu padrões projetados 
para melhorar a qualidade das práticas laboratoriais e também expan- 
diu a fiscalização federal para abranger quase todos os laboratórios 
clínicos existentes nos Estados Unidos. É importante salientar que os 
laboratórios de pesquisa não estão sujeitos à CLIA 88, a menos que a 
pesquisa laboratorial divulgue resultados específicos aos indivíduos 
testados, aos familiares e/ou aos médicos responsáveis pelo tratamento 
deles. Isso se aplica mesmo quando houver uma declaração de renún- 
cia no relatório final, afirmando que os resultados do teste devem ser 
utilizados somente para fins de pesquisa e/ou que os testes não foram 
cobrados. A CLIA'88 descreve padrões bastante específicos para todas 
as áreas do processo de teste, treinamento de pessoal, teste de profi- 
ciência, controle de qualidade e garantia de qualidade. A regulamen- 
tação federal estabelece um registro, sanções e procedimentos de exe- 
cução que garantem a manutenção dos padrões definidos por ela. As 
regulamentações que determinam a implementação da CLIA’88 foram 
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E ) PONTOS-CHAVE 

= J e O diagnóstico molecular é um componente 
estabelecido e cada vez mais integrante da classificação 
dos distúrbios hematolinfoides, que proporciona 
informação prognóstica e marcadores específicos para a 
monitoração de doença residual mínima (DRM) sensível. 


e Embora várias técnicas laboratoriais complementares sejam 
utilizadas para identificar anomalias genéticas tumorais específicas, 
elas apresentam sensibilidades variáveis e a escolha da metodologia 
depende da fase da doença (i. e., diagnóstico vs pós-tratamento), 
bem como do tipo de amostra obtida. Os métodos da reação 

em cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain reaction) são 
altamente sensíveis e específicos, mas necessitam de um controle de 
qualidade rigoroso. 


e As anormalidades genéticas características são altamente 
associadas ou indicativas de entidades patológicas específicas, entre 
elas leucemias e doenças mieloproliferativas; a presença dessas 
associações específicas classifica com mais acurácia essas doenças, 
mas também tem valor prognóstico e implicações terapêuticas. 


e Apesar das grandes e imprevisíveis regiões genômicas de quebra 

e fusão em leucemias individuais geradas por translocações 
cromossômicas recorrentes, a PCR com transcrição reversa (RT-PCR) 
pode ser utilizada com sucesso para detectar a fusão gênica 
quimérica, única resultante de espécies do mRNA. 


e As aberrações genéticas numéricas e estruturais são empregadas 
no esquema de estratificação do risco para o tratamento ideal das 
leucemias linfoblásticas agudas da infância. 


e As translocações cromossômicas específicas em pacientes 
pediátricos com leucemia podem ser traçadas de volta até o 
nascimento, implicando no fato de que as lesões genéticas iniciais 
que predispõem a muitas leucemias da infância podem originar-se 
in utero; contudo, o achado dessas translocações em amostras de 
sangue do cordão umbilical, obtidas no período neonatal, sugere 
que são necessários eventos genéticos secundários para que ocorra 
leucemia franca em um indivíduo suscetível. 


e Os rearranjos dos genes da imunoglobulina e do receptor de 
célula T servem como marcadores moleculares poderosos para 
demonstrar a presença ou ausência de clonalidade nas populações 
linfoides. A hibridização por Southern blot (SBH, southern blot 
hybridization) e a PCR são duas técnicas moleculares usadas para 
demonstrar os rearranjos clonotípicos desses loci genéticos. 
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e Embora a SBH represente um “padrão-ouro” para a detecção 

de clonalidade linfoide, ela é trabalhosa, tecnicamente exigente e 
demorada, o que favorece a PCR no contexto clínico; entretanto, a 
PCR tende a dar resultados falsos, tanto negativos quanto positivos, 
exigindo do patologista molecular que os interpreta um conhecimento 
abrangente dos aspectos técnicos e das limitações desses ensaios. 


e Os linfomas não Hodgkin também são associados frequentemente 
a aberrações genéticas recorrentes, em particular translocações 
cromossômicas. Além da classificação mais acurada dos linfomas 
em subtipos, esses marcadores também podem dar evidência de 
clonalidade linfoide nas situações em que o diagnóstico diferencial 
inclui um processo reativo atípico. 


e As translocações cromossômicas nos linfomas não Hodgkin 
resultam, em geral, na hiperexpressão de um gene particular (em 
contraste com a formação de um gene quimérico, do mRNA e de 
uma nova proteína de fusão, como em muitas leucemias). Portanto, 
os métodos de PCR baseados no DNA podem ter sensibilidade 
clínica subótima em amostras diagnósticas, em decorrência das 
regiões muito extensas do DNA genômico, que atravessa as regiões 
de quebra e fusão. A hibridização in situ por fluorescência é 

uma alternativa rápida para o diagnóstico inicial nesse contexto, 
apresentando altos índices de detecção. 


e A monitoração de DRM pós-terapia de neoplasias hematolinfoides 
torna-se cada vez mais refinada e reprodutível com a disseminação 
do uso de plataformas de PCR quantitativa, automatizada em “tempo 
real” (Q-PCR). 


e A avaliação do estado da DRM é importante para determinar a 
eficácia terapêutica, o risco de recidiva, mais a necessidade e o 
momento de intervenções terapêuticas adicionais. 


e No momento, os cenários clínicos mais informativos para 
avaliação de DRM pela Q-PCR nos cânceres hematopoéticos 
incluem a leucemia mieloide crônica, a leucemia pró-mielocítica 
aguda e a leucemia linfoblástica aguda da infância. 

e Embora o conhecimento dos marcadores genéticos característicos 
tenha revolucionado nossa definição e o entendimento dos tumores 
hematolinfoides, as análises genômicas globais e proteômicas 

estão trazendo mais progresso na elucidação da patogênese 

das doenças, na reali do prognóstico e na identicação de 

alvos terapêuticos potenciais. Um exemplo disso é a quantidade 
substancial de informação que surge da tecnologia de microarranjo 
da expressão gênica, conforme exemplificado pelo delineamento de 
subgrupos fenotípicos e clínicos distintos dentro de uma categoria 
histopatologicamente homogênea nos demais aspectos do linfoma 
difuso de célula B grande. 


Introdução: papel do diagnóstico molecular 
clínico nos cânceres hematológicos 


O diagnóstico das neoplasias hematolinfoides continua a passar por 
uma grande transformação com o advento e a aplicação de novas tec- 
nologias. Embora a avaliação morfológica tradicional (microscopia ópti- 
ca) com lâminas de microscopia ainda seja a peça central do diagnóstico 
patológico, a aplicação criteriosa de métodos auxiliares, como citoqui- 
mica especial, imuno-histoquímica, citometria de fluxo, citogenética 
(incluindo a hibridização in situ por fluorescência [FISH]) e a genética 
molecular, possibilitou o aprimoramento da reprodutibilidade diagnós- 
tica. A natureza do sistema hematolinfoide também facilita, relativamen- 
te, a monitoração do estado da doença após a terapia, o que representa 
outra faceta importante no tratamento de pacientes com essas doenças. 

Ante essa pletora de recursos diagnósticos, que papel tem a avaliação 
genética molecular ou o diagnóstico molecular? Talvez existam qua- 
tro cenários principais para os quais a análise diagnóstica molecular de 
uma proliferação hematolinfoide seja importante. Primeiro, a investi- 
gação molecular pode estabelecer um diagnóstico nas situações em que 
os detalhes morfológicos e resultados de outros exames laboratoriais 
sejam inconclusivos para malignidade. A presença de anormalidades 
genéticas específicas, ou a demonstração da “homogeneidade” genéti- 
ca tumoral de uma população celular (p. ex., por estudos do rearranjo 
do gene do receptor de antígeno), pode estabelecer a existência de um 
processo patológico clonal. Em segundo lugar, os métodos moleculares 
são utilizados para subclassificar as entidades mórbidas. Para essa fina- 
lidade, a classificação atual da Organização Mundial de Saúde (OMS) 
referente às neoplasias hematológicas inclui a caracterização molecular 
como um aspecto que define muitas leucemias e linfomas (Jaffe, 2001). 
A seguir, anomalias genéticas específicas nas malignidades hematolin- 
foides têm valor prognóstico importante, o que, por sua vez, influencia 
o tratamento inicial de certos tumores no sentido de um resultado clí- 
nico ideal. Por fim, tendo potencialmente alta sensibilidade, as técnicas 
moleculares podem ser usadas para avaliar os pacientes após o início 
da terapia, monitorando a presença e a extensão de doença residual 
mínima (DRM). Na Tabela 71.1 há um resumo de algumas das prin- 
cipais circunstâncias em que a avaliação diagnóstica molecular é vista 
na hematopatologia prática. Como a sinergia entre a informação bio- 
lógica básica em expansão e a tecnologia em rápido progresso continua 
firme, o futuro de muitas aplicações adicionais do diagnóstico mole- 
cular no laboratório de patologia mantém-se promissor, incluindo a 
predição da suscetibilidade a doenças, da gravidade ou da resposta ao 
tratamento com base em fatores poligênicos; o perfil farmacogenômi- 
co dos pacientes para determinar sua sensibilidade medicamentosa e 
os perfis de toxicidade; e a avaliação de respostas individuais a terapias 
cada vez mais “direcionadas”. 

Neste capítulo, focalizamos os fundamentos, a justificativa clínica e 
as considerações técnicas fundamentais da avaliação diagnóstica mole- 
cular e da monitoração de tumores hematológicos e linfoides. Como a 
maioria desses ensaios laboratoriais baseia-se na reação em cadeia da 
polimerase (PCR), a ênfase é, consequentemente, colocada nos méto- 
dos pertinentes às técnicas de PCR com DNA ou RNA (i. e., transcri- 
ção reversa). Vale notar que é evidente que a detecção de anormalida- 
des genéticas específicas de tumor pode ser obtida por diferentes meios 
analíticos, como a citogenética, a FISH ou a PCR. Embora à primeira 
vista esses vários métodos possam ser redundantes, as técnicas labo- 
ratoriais devem ser consideradas complementares, com a escolha da 
metodologia sendo determinada por um conjunto de fatores, como o 
conhecimento dos níveis de detecção e das limitações das diversas téc- 
nicas, a experiência e a capacidade de interpretação desses procedimen- 
tos, o tipo de amostra e a fase da doença em investigação. No último 
caso, questões de sensibilidade tornaram-se fundamentais, e é provável 
que ensaios baseados na PCR sejam necessários para identificar doença 
residual. A Tabela 71.2 indica as sensibilidades analíticas comparativas 
das principais modalidades usadas para detectar anormalidades gené- 
ticas relacionadas com tumores hematolinfoides. 

A necessidade cada vez mais onipresente da avaliação genética mole- 
cular de cânceres hematopoéticos levou a tentativas enérgicas de ela- 
borar e conseguir melhor padronização interlaboratorial, podendo-se 
esperar que tais esforços continuem a aprimorar o nível de sensibi- 
lidade e especificidade nesse campo. Apesar disso, na aplicação e na 


Tabela 71.1 Indicações para investigação diagnóstica molecular nas 
neoplasias hematológicas e linfoides 


Indicação Exemplos 


Diagnóstico Determinação de uma população de células B clonais em 
uma proliferação tecidual morfologicamente equívoca 

ou quando outras investigações auxiliares não são 
informativas 

Determinação da clonalidade de células T 

Biópsia tecidual pequena ou tipo de amostra que não serve 
para outra técnica investigativa 

Identificação de subtipos específicos de leucemia mieloide 
aguda e leucemia linfoide, p. ex., t(8;21)/AMLI-ETO na 
leucemia mieloide aguda com maturação 

Distinção entre linfomas não Hodgkin de linfócitos B 
pequenos com aspectos morfológicos sobrepostos, p. ex., 
linfoma de células de revestimento vs. linfoma linfocítico 
de pequenas células 

Identificação de subtipos de leucemia aguda com desfecho 
“favorável” e possibilidade de terapia específica, p. ex., 
t(15;17)/PML-RARo. na leucemia pró-mielocítica aguda e 
uso do ácido retinoico todo trans (atRA) com quimioterapia 
Identificação de subtipos de leucemia aguda com desfecho 
“desfavorável”, por ex., t(9;22)/BCR-ABLT na leucemia 
linfoblastica aguda Ph* 

Identificação de subconjuntos prognósticos nos tumores 

de células B, p. ex., estado de hipermutação somática na 
leucemia linfocítica crônica; t(11;18)/APIZ=-MALTT nos 
linfomas de células B da zona marginal extranodal que não 
respondem à antibioticoterapia 


Subclassificação 


Prognóstico 


Utilidade na monitoração da leucemia mieloide crônica, 
na leucemia pró-mielocítica e na leucemia linfoblástica 
aguda da infância após o início da terapia 

Avaliação das amostras do paciente antes do transplante 
autólogo para linfoma não Hodgkin 


Doença residual 
minima 


interpretação dos testes diagnósticos moleculares, um problema que 
não pode ser enfatizado o bastante é que os resultados dessas inves- 
tigações nunca devem ser considerados isoladamente, e sim em con- 
junto com os dados clínicos, morfológicos e adicionais importantes 
sobre o paciente em questão. Ainda que a especificidade e a sensibili- 
dade dos marcadores moleculares sejam notáveis, a complexidade evi- 
dente da neoplasia hematolinfoide torna obrigatória uma abordagem 
integrada para diminuir a possibilidade de erro diagnóstico. 


Diagnóstico molecular das leucemias 


Conceito de fusão gênica na leucemia e a base 
da análise da reação em cadeia da polimerase 
com transcriptase reversa 


As leucemias são cânceres hematológicos com patogênese e bio- 
patologia diversas. No entanto, uma proporção significativa desses 
tumores caracteriza-se por translocações cromossômicas não aleató- 
rias, em geral equilibradas, resultando na formação de genes de fusão, 
ou quiméricos. Embora duas dessas fusões sejam criadas nesse even- 
to anormal (i. e., uma em cada cromossomo recíproco translocado), 
tipicamente apenas um desses loci derivados originam um gene leuce- 
mogênico “híbrido”. No nível molecular, os sítios intrônicos de ponto 
de quebra e fusão nos genes envolvidos são altamente variáveis entre 
os pacientes com o mesmo tipo de leucemia, embora possa haver evi- 
dência de “pontos quentes” de quebra aglomerados em certos tipos 
de rearranjo de genes relacionados com a leucemia. Apesar da varia- 
bilidade nos sítios de ponto de quebra em ambos os genes envolvidos, 
um aspecto consistente da fusão de genes leucêmicos é a produção de 
uma molécula quimérica de mRNA. Esse transcrito anormal é ainda 
traduzido em uma proteína de fusão, presumivelmente operante na 
ruptura de muitas vias celulares envolvidas na regulação da capacidade 
proliferativa normal, da diferenciação e da sobrevivência na linhagem 
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Tabela 71.2 Sensibilidades relativas das principais técnicas usadas para 
detectar fusões gênicas por translocações associadas a leucemia ou 
linfoma 


Sensibilidade Notas 
analítica 
( %)* 


Método 


Citogenética 5 Avaliação genômica global 

Requer células frescas, estéreis 

Detecta aberrações cromossômicas numéricas 
e estruturais 


Difícil ou impossível detectar alterações sutis 


no DNA 
Hibridização 1-5 Avaliação direcionada de grandes 
com anormalidades genômicas 
fluorescência Tecnicamente direta e rápida; em geral pode 
in situ ser realizada em núcleos na interfase 


Aplicável a uma variedade de fontes teciduais 
Requer padrões de qualidade rigorosos para 
evitar resultados falso-positivos quando a 
anormalidade em questão está em um nível 
baixo 

Hibridização 5-10 Avaliação direcionada de anormalidades 

por estruturais no DNA genômico 


Southern blot Tecnicamente trabalhosa e demorada 
Requer amostras com DNA preservado de 
alto peso molecular (p. ex., células frescas ou 
congeladas) 

Reação em 107-10" Avaliação direcionada de anormalidades 

cadeia da genômicas pequenas ou do MRNA 

polimerase A detecção de espécies de fusão gênica 

(PCR) quimérica única do mRNA é altamente 


sensível 

Tecnicamente direta e rápida, mas pode 
requerer procedimentos de detecção pós-PCR 
Aplicável a uma ampla variedade de tipos, 
inclusive tecidos fixados em parafina 

Útil pela alta sensibilidade na monitoração de 
doença residual mínima 


* A sensibilidade analítica é definida como o número mínimo de células tumorais que pode 
ser detectado em um fundo de células não tumorais, expresso como porcentagem. Esses 
níveis dilucionais em geral são verificados pelos métodos moleculares indicados, embora 
vários fatores técnicos ou biológicos possam influenciar os limites inferiores de detecção. 


imatura (i. e., precursora) de células-tronco ou progenitoras. Embora 
saiba-se que a formação de uma fusão gênica por translocação seja 
necessária para que ocorra doença, os resultados obtidos em modelos 
animais sugeriram que, pelo menos em alguns tipos de leucemia, tal 
evento pode não ser suficiente, sendo necessárias também outras lesões 
genéticas secundárias, caracterizadas de forma incompleta. 

Um aspecto prático do conceito de gene quimérico é que, qualquer 
que seja a localização variável dos pontos de quebra genômicos (no 
nível do DNA) em determinada fusão gênica por translocação, a pre- 
sença de tal anormalidade pode ser confirmada detectando-se a espé- 
cie correspondente de mRNA quimérico não variante. No diagnóstico 
molecular laboratorial, podemos usar o método da transcrição reversa 
pela reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) para converter primei- 
ro a fusão do transcrito de mRNA em seu DNA complementar (CDNA, 
complementary DNA) e, então, amplificar essa molécula específica. A 
capacidade de realizar a análise de RT-PCR evidencia as dificuldades 
impostas pelas regiões de flanco do DNA intrônico, geralmente muito 
extensas, que circundam os loci genômicos de quebra e fusão, os quais 
normalmente não seriam passíveis de amplificação por abordagens 
padronizadas de PCR baseadas no DNA. Além disso, a presença de tal 
espécie aberrante de mRNA é altamente específica da doença, pois teo- 
ricamente não deve estar presente em células normais. A Tabela 71.3 
oferece uma lista das principais translocações associadas às leucemias, 
junto com sua fusão gênica resultante e produtos do mRNA. 


Dois conceitos relacionados são importantes para a melhor compre- 
ensão de genes quiméricos e transcritos. “Heterogeneidade de ponto 
de quebra refere-se à presença de dois (ou possivelmente mais) loci 
de pontos de quebra comuns em um gene particular, que pode ser 
alvejado pelo evento de translocação. Em alguns exemplos, sítios dife- 
rentes de ponto de quebra podem ser correlacionados com um fenó- 
tipo de doença ou aspectos clínicos particulares (p. ex., a fusão BCR- 
ABL1 na leucemia mieloide crônica [LMC] vs leucemia linfoblastica 
aguda [LLA |), mas nem sempre é esse o caso. Em segundo lugar, pode 
ocorrer emenda do éxon alternativo de um único transcrito quiméri- 
co, de modo que outros produtos relacionados do mRNA podem ser 
observados durante a amplificação adicional na PCR do alvo princi- 
pal (p. ex., a fusão TEL-AMLI na LLA pediátrica). Ensaios baseados 
na RT-PCR requerem aspirado fresco de medula óssea ou células san- 
guíneas, embora tecido criopreservado ou células também possam ser 
usados efetivamente para isolamento do RNA. A extração do RNA e a 
RT-PCR de amostras de tecido em blocos de parafina também foram 
descritas como bem-sucedidas; entretanto, material celular fixo em 
geral é degradado ou comprometido pela presença de inibidores da 
PCR, resultando em um índice maior de falha na detecção pela PCR. 
Por fim, dada a natureza altamente sensível da amplificação por PCR, 
esses ensaios laboratoriais precisam ser cuidadosamente controlados 
para evitar artefatos de comunicação falso-positivos. As seções seguin- 
tes descrevem a genética molecular e os aspectos diagnósticos das doen- 
ças leucêmicas mais comuns e importantes em termos de prognóstico. 


Leucemia mieloide crônica e leucemia linfoblás- 
tica aguda Ph*: anormalidade t(9;22)/BCR-ABL1 


A leucemia mieloide crônica, embora seja uma neoplasia hematoló- 
gica incomum, é um protótipo das doenças leucêmicas. A LMC é uma 
doença clonal de células-tronco da medula óssea, que resulta pre- 
dominantemente em hiperproliferação de células granulocíticas em 
todos os estágios de maturação. A evolução natural da LMC é tipifi- 
cada por uma “fase crônica protraida, em geral de varios anos, segui- 
da por uma transformação rápida em uma “crise blástica” mieloide 
aguda agressiva ou linfoide, com desfecho fatal. Décadas de inves- 
tigação e tratamento desse distúrbio levaram da associação de uma 
anormalidade cariotípica com a doença ao inalcançável de sua genéti- 
ca molecular e sua patogênese biológica e, atualmente, ao desenvolvi- 
mento e à introdução de uma nova terapia farmacológica direcionada, 
na forma do mesilato de imatinibe (Gleevec, Novartis Corporation) 
(Goldman, 2003). A LMC caracteriza-se pela presença da transloca- 
ção cromossômica t(9;22)(q34;ql1), inicialmente observada como 
uma anormalidade do 22q- denominada cromossomo Philadelphia 
(Ph) (Nowell, 1960; Rowley, 1973). Essa translocação leva à justa- 
posição do gene ABLI da tirosina quinase (9[q34]) com o gene BCR 
(22[q11]) no cromossomo 22q derivado, com a formação da fusão 
gênica BCR-ABL1 e do mRNA, e produção de uma proteína quimé- 
rica BCR-ABL (Melo, 1996; Deininger, 2000). É notável o fato de que 
a t(9;22)/BCR-ABLI é patognomônica não apenas da LMC, mas tam- 
bém ocorre em 20 a 25% dos adultos e em aproximadamente 3% dos 
casos pediátricos de LLA (1. e., Ph* LLA) que apresentam uma doença 
de comportamento altamente agressivo. Embora o papel funcional do 
produto gênico normal BCR não seja completamente entendido, essa 
fusão genética anormal impede a localização e a atividade regulada da 
tirosina quinase ABL, ocasionando efeitos complexos nas vias celula- 
res de transdução do sinal, proliferação, controle da apoptose e adesão 
celular (Deininger, 2000). É intrigante o fato de que estudos topográ- 
ficos in vivo dos genes BCR e ABL1 em células hematopoéticas proge- 
nitoras cíclicas normais, bem como a demonstração surpreendente de 
números muito baixos de transcritos BCR-ABL no sangue de muitos 
indivíduos saudáveis, sugerem que pode ocorrer t(9;22) com relativa 
frequência em células humanas normais da medula óssea (Biernaux, 
1995; Bose, 1998; Neves, 1999). A interação complexa da resposta 
do hospedeiro a esses rearranjos genéticos anormais e a aquisição de 
outras lesões genéticas, com potencial de levar ao desenvolvimento 
franco de LMC (ou Ph* LLA), ainda não foi determinada. O trata- 
mento definitivo para pacientes com LMC é conseguido por meio 
de transplante alogênico de medula óssea ou células-tronco, embora 


Tabela 71.3 Translocações comuns associadas a leucemia e fusões gênicas resultantes de espécies de mRNA 


Anormalidade genética Associações de doenças Patogênese molecular básica Detecção 
(9:22 /BCR-ABLI e Leucemia mieloide crônica (100%) Proteína quimérica de fusão com desregulação da tirosina RT-PCR; FISH 
e Leucemia linfoblástica aguda Ph” quinase do ABL; efeitos sobre a proliferação celular, 
de adultos (ALL) (20-25%) apoptose, adesão 
e Leucemia linfoblástica aguda Ph” 
pediátrica (3%) 
del 4q12/FIPILI-PDGFRA Sindrome hipereosinofílica/crônica Desregulação do receptor de tirosina quinase PDGFRa FISH > RT-PCR 
leucemia eosinofílica (subconjunto de casos) 
15;17)/PML-RARO Leucemia pró-mielocítica aguda (100%) Proteína quimérica de fusão; interferência na maturação RT-PCR; FISH 
e na diferenciação mieloides 
t(8;21/AMLI-ETO Leucemia mieloide aguda (LMA) (10%) Proteína quimérica de fusão que afeta o fator de ligação ao core RT-PCR; FISH 
inv(16) ou Leucemia mielomonocítica aguda com (CBF) via reguladora transcricional; efeitos aberrantes sobre a 
t(16;16)/CBFB-MYH11 eosinófilos anormais (AMML-Eo) proliferação e a diferenciação mieloides 
Mutações do FLT3 Leucemia mieloide aguda (20-30%) Duplicação interna tandem (ITD) ou mutação pontual resultando em DNA PCR 
atividade constitutiva da FLt3 tirosina quinase e proliferação celular 
Mutação JAK2 Distúrbios mieloproliferativos crônicos, Mutação pontual G>T isolada, produzindo substituição do DNA PCR 
excluindo LMC: P. vera (-90%), mielofibrose aminoácido V617F; resulta em perda da autoinibição e ativação 
crônica idiopática, trombocitose essencial constitutiva da Jak2 tirosina quinase 
(~50%); raramente na síndrome 
mielodisplásica ou MDS/MPD atípica 
t(12:2 1)/TEL-AMLI Leucemia linfoblástica aguda da infância Proteína de fusão quimérica; interrupção da via reguladora da RT-PCR; FISH 
com precursores de células B (20%) transcrição de CBF; efeitos anormais sobre a função de transcrição de Tel 
t(1;19)/E2A-PBX1 LLA pediatrica de células pré-B (3%) Proteína de fusão quimérica; interferência no desenvolvimento inicial RT-PCR 
normal da célula B 
Translocações e LLA pediátrica (principalmente em Proteínas de fusão quiméricas; alteração da regulação da FISH; RT-PCR 


11923/MLL lactentes) da linhagem B (5%) 

* LMA de novo em adultos, geralmente 
monocítica (subconjunto de casos) 

e Subconjunto de LMA secundária (após 
exposição da topoisomerase Il do DNA 
ao agente) 


hematopoiese mediada por MLL 


FISH = hibridização in situ por fluorescência; RT-PCR = reação em cadeia da polimerase com transcriptase reversa. 


o tratamento limítrofe da LMC tenha passado atualmente por uma 
modificação significativa, com o advento do inibidor da tirosina qui- 
nase, o mesilato de imatinibe (Druker, 2001; O'Brien, 2003). A LLA 
Ph* está associada a um prognóstico geral extremamente desfavorá- 
vel em resposta à quimioterapia convencional com altas doses, sendo 
necessário considerar o transplante de medula óssea ou de células- 
-tronco. O acréscimo de novos agentes, como o mesilato de imatinibe, 
também pode trazer benefícios para esses pacientes. 

No nível do DNA, a fusão gênica BCR-ABLI exibe aspectos de hete- 
rogeneidade do ponto de quebra, com três loci reconhecidos de ponto 
de quebra no gene BCR, bem como alguma variação alternativa do 
transcrito emendado (Fig. 71.1) (Deininger, 2000; Melo, 1996). Em 
praticamente todos os casos de LMC, os pontos de quebra do gene 
BCR estão situados na chamada região do ponto de quebra “maior”, 
ou M-BCR. Esses sítios de quebra ocorrem em uma região genômica 
relativamente pequena de 5,8kb, que atravessa os éxons bl-b5 do BCR 
(também conhecidos como éxons e12-e16), especificamente entre o b2 
e o b3, e o b3 e o b4. Em contraste, os pontos de quebra do gene ABLi 
estão distribuídos sobre uma região muito extensa do DNA intrônico 
5’ para o éxon a2. Portanto, na LMC, podem surgir dois tipos de trans- 
critos de mRNA pela fusão de BCR-ABLI, a partir do locus M-BCR de 
fusões de gene, ou seja, as formas b2-a2 ou b3-a2 (Fig. 71.1). Esses dois 
produtos codificam uma nova proteína de 210 kDa (p210). Embora 
a maioria dos casos de LMC tenha o tipo transcrito b2-a2 ou b3-a2, 
alguns tumores podem demonstrar união alternativa da última forma, 
gerando ambos os transcritos simultaneamente. Não parece haver sig- 
nificado clínico ou prognóstico para o tipo do locus M-BCR de fusão 
BCR-ABLI1 na LMC. Um segundo locus de ponto de quebra comum 
está presente no gene BCR, designado como a região do cluster de que- 
bra do cluster de quebra “menor”, ou m-BCR (Fig. 71.1). As translo- 
cações que envolvem esse locus resultam na formação de um transcri- 


to de fusão el-a2 BCR-ABLI, que codifica uma proteína de 190 kDa 
(p190). O tipo el-a2 BCR-ABLI] é altamente característico da LLA Ph”. 
No entanto, a subdivisão das fusões M-BCR e m-BCR como “asso- 
ciada à LMC” e “associada à LLA” não é muito correta, apesar dessas 
correlações gerais entre a localização do ponto de quebra e fusão BCR- 
ABLI e o fenótipo da doença. Embora a maioria dos casos pediátricos 
de LLA Ph” seja do tipo el-a2 (m-BCR), aproximadamente de 30 a 
40% dos pacientes adultos com LLA Ph* demonstram fusões b3-a2 
ou b2-a2 (M-BCR) BCR-ABL1. Na última situação, sabe-se bem que 
uma proporção significativa da LMC clássica com os tipos transcritos 
esperados b3-a2 ou b2-a2 também irá demonstrar abundância baixa 
concomitante de mRNA el-a2, pelo grau mínimo de junção alterna- 
tiva do transcrito maior derivado do M-BCR (Saglio, 1996; van Rhee, 
1996). Potencialmente mais confuso é o achado de leucemias crônicas 
Ph” raras com a fusão el-a2, que manifestam predominantemente um 
fenótipo monocítico (em vez da predominância típica de células mie- 
loides na LMC). Essas observações prévias subestimam a variabilidade 
biopatológica associada à expressão de BCR-ABL1 em células proge- 
nitoras mieloides e linfoides diferentes. A terceira região aglomerada 
para os genes de fusão BCR-ABL1 foi denominada u-BCR (Fig. 71.1) 
e resulta na formação de um transcrito e19-a2, que se presume resulte 
na translação de uma proteína de 230 kDa (p230) e, embora seja um 
tanto polêmico, esse tipo de evento BCR-ABLI foi associado a pelo 
menos alguns casos da doença mieloproliferativa rara, descrita como 
leucemia neutrofílica crônica (LNC). 

A Figura 71.1 também indica a colocação dos oligonucleotídeos ini- 
ciadores da PCR para amplificação específica dos transcritos de fusão 
M-BCR (b3-a2, b2-a2), m-BCR (el-a2) e -BCR (e19-a2), após trans- 
crição reversa do mRNA total. Embora a eletroforese em gel dos produ- 
tos da PCR seja nominalmente suficiente para distinguir essas variantes 
de BCR-ABLI (Fig. 71.1), muitos laboratórios diagnósticos fazem um 
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ensaio confirmatório após a PCR, como a hibridização por Southern 
blot usando uma sonda marcada com oligonucleotídeo, específica da 
junção, ou métodos correlatos. Têm sido encontrados casos raros de 
LMC e LLA Ph* que envolvem o uso de éxons adjacentes alternados 
BCR ou ABL, gerando formas transcritas b3-a3, b2-a3, el-a3 ou e6-a2 
(Melo, 1996; Deininger, 2000). Em geral, os ensaios de RT-PCR também 
podem ser modificados apropriadamente ou elaborados para detectar 
essas variantes infrequentes (Chasseriau, 2004). Também foram des- 
critos métodos genômicos do Southern blot para detectar rearranjos do 
locus genômico BCR, mas apresentam utilidade limitada com relação 
à rapidez, especificidade e simplicidade relativa das técnicas de FISH e 
RT-PCR. A análise pela FISH pode ter alguma utilidade adicional para 
identificar grandes deleções genômicas concomitantes que ocorrem nos 
cromossomos derivados 9q ou 22q, associadas a um desfecho desfavo- 
rável nesse subgrupo de pacientes com LMC (Sinclair, 2000). 

A detecção molecular desses transcritos BCR-ABL1 quiméricos 
anormais de mRNA é valiosa para o diagnóstico de LMC e LLA Ph”. 
Por exemplo, embora aproximadamente 98% dos casos de LMC sejam 
positivos para BCR-ABL, um pequeno número de imitadores mor- 
fológicos não terá essa anormalidade genética. Esses distúrbios leucê- 
micos enquadram-se em um subconjunto mal definido que inclui a 
LMC “atípica”, a leucemia mielomonocítica crônica (LMMC) e outros 
distúrbios crônicos mieloproliferativos ou mielodisplásicos. É evidente 
que as opções terapêuticas e o desfecho para tais pacientes serão dife- 
rentes daqueles para a LMC verdadeira. Já as apresentações mielopro- 
liferativas atípicas da LMC não são encontradas de forma infrequen- 
te, e a demonstração do BCR-ABL em tais situações é crítica para o 
diagnóstico e tratamento corretos. De forma semelhante, a detecção 
da anormalidade BCR-ABLI na LLA adulta e pediátrica identifica esses 
subconjuntos de pacientes sob alto risco de falha da quimioterapia con- 
vencional e que podem beneficiar-se de esquemas terapêuticos mais 
intensivos. A avaliação diagnóstica molecular para BCR-ABL também 
é importante para resolver apresentações citogenéticas complexas que 
mascaram a t(9;22) e delinear o tipo específico de fusão de BCR-ABLI 
no mRNA para a detecção molecular subsequente de doença residual 
após transplante alogênico ou modalidades mais conservadoras de tra- 
tamento, como a quimioterapia ou o uso de mesilato de imatinibe (ver 
adiante, em “Monitoração molecular de doença residual”). 


“Diagnóstico molecular de neoplasias hematopoéticas 











Figura 71.1 Anormalidade t(9;22)/BCR-ABL17 na leucemia mieloide crônica (LMC) e na leucemia linfoblástica aguda positiva para o cromossomo Philadelphia (LLA Ph+). A. Mapa 
do éxon dos genes translocados BCR e ABL] (não em escala). São reconhecidas 3 regiões principais de ponto de quebra no gene BCR: a região do cluster menor (m-BCR), a região 
do cluster maior (M-BCR) e a u-BCR. A M-BCR está envolvida em praticamente todos os casos de LMC e aproximadamente 1/3 dos de LLA Ph* de novo em adultos. Uma pequena 
porcentagem de casos de LLA Ph* pediátrica também pode ter pontos de quebra do BCR nesse sítio. A região m-BCR está tipicamente associada à maioria dos casos de LLA Ph* 
pediátrica e à maioria daqueles em adultos. Os pontos de quebra na região -BCR foram associados à leucemia neutrofílica crônica. No caso do gene ABLT, os pontos de quebra 
estão distribuídos por toda uma grande região 5’ of éxon 2 (a2), que compreende a região do primeiro éxon. B. Os principais transcritos quiméricos BCR-ABL1 que surgem desses 
vários pontos de quebra de fusão gênica por translocação. As fusões de éxon com éxon estão indicadas por esses transcritos e o tamanho da proteína quimérica correspondente é 
mostrado em quilodaltons (p. ex., e1—a2/p190). As setas alaranjadas indicam as posições relativas dos iniciadores usados na reação em cadeia da polimerase (PCR) para detectar 
essas formas nos ensaios com transcriptase reversa (RT-PCR). C. Resultados típicos da RT-PCR por eletroforese em gel para detecção dos transcritos m-BCR e M-BCR: M = tamanho 
do marcador molecular (100 bp); E1 = produto el—a2; B3 = produto b3—a2; B2 = produto b2—a2; N = sem molde de controle. 


Leucemias mieloides agudas 


As leucemias mieloides agudas (LMAs) podem ser classificadas 
como de prognóstico relativamente “favorável”, “intermediário” ou 
“ruim”, com base no grau de complexidade citogenética da natu- 
reza dos marcadores genéticos específicos. Por exemplo, anorma- 
lidades cariotípicas numéricas e estruturais extensas ou a presença 
de achados genéticos “de base mielodisplásica” (como as anorma- 
lidades dos cromossomos 5 ou 7) são indicativas de subtipos muito 
agressivos de LMA. Várias translocações cromossômicas recorren- 
tes caracterizam outro subconjunto significativo de LMA e podem 
ser detectadas pelas técnicas diagnósticas moleculares baseadas na 
PCR. Tais translocações em geral ocorrem sem achados citogenéti- 
cos adicionais, costumam ter correlações distintas entre o genótipo 
e o fenótipo, e muitas estão associadas a um desfecho relativamen- 
te favorável. Em particular, as translocações t(15;17), t(8;21) e a 
inv(16) ou a t(16;16) relacionadas, são responsáveis em conjunto 
por cerca de 25 a 30% das novas ocorrências de LMA, tanto em 
adultos quanto em crianças. Em contraste, sabe-se comparativa- 
mente pouco sobre a patogênese molecular de um grande subgrupo 
de LMA com cariótipo “diploide” (normal). Apesar disso, dados 
recentes mostraram que rearranjos estruturais internos ou muta- 
ções pontuais do gene FLT3 representam um dos achados molecu- 
lares mais frequentes na nova ocorrência de LMA com um carió- 
tipo diploide, e as anormalidades no FLT3 estão associadas a um 
prognóstico adverso. À importância desses marcadores tumorais 
genéticos reflete-se na classificação recente da OMS (Jaffe, 2001), 
em que as leucemias mieloides agudas são cada vez mais definidas 
por suas anormalidades genéticas características com relação aos 
aspectos fenotípicos, ao prognóstico e ao resultado clínico (Tab. 
71.3). A identificação de marcadores genéticos específicos pode, 
assim, estabelecer uma subclassificação definitiva para a LMA, dar 
informação prognóstica importante, orientar a intervenção tera- 
péutica e revelar dados sobre a biologia tumoral. Esta seção enfoca 
as anormalidades moleculares genéticas comuns relacionadas com 
a LMA, atualmente consideradas as de maior relevância clínica, por 
causa de sua frequência de ocorrência e do impacto sobre a terapia 
ou o prognóstico. 


Leucemia pró-mielocítica aguda: anormalidade 
t(15;17)/PML-RARo. 

A leucemia pró-mielocítica aguda (LPA), ou LMA-M3 (de acor- 
do com a classificação franco-americano-britânica [FAB] prévia da 
LMA), é responsável por 5 a 10% dos novos casos de LMA. De forma 
típica, os pacientes apresentam sintomas de citopenias sanguíneas 
periféricas e têm alta propensão a uma coagulopatia potencialmente 
fatal. Em termos morfológicos, a LPA consiste em uma proliferação 
de pró-mielócitos hipergranulares e mieloblastos, mas também não 
é raro encontrar uma variante “microgranular” (Brunning, 2001). A 
LPA é definida geneticamente pela presença da anormalidade t(15;17) 
(q22;q21) para formar um gene quimérico PML-RARa, resultando na 
fusão do gene do receptor a do ácido retinoico, RARa [17(q21)] com 
o gene PML [15(q22)] para formar um gene quimérico PML-RARO 
no cromossomo 15q derivado (Grignani, 1994). O produto gêni- 
co RARG é uma subunidade de um receptor nuclear heterodimérico 
para o ligante de ocorrência natural do ácido retinoico, ou vitamina 
A. Avia do receptor nuclear retinoide funciona em muitos aspectos da 
proliferação e da diferenciação celulares normais (Chambon, 1996). O 
PML codifica uma proteína zíncica ligada ao DNA e associa-se a várias 
outras proteínas em um complexo macromolecular, formando cor- 
púsculos nucleares discretos (Dyck, 1994; Weis, 1994). Essa proteína 
interessante parece ter múltiplas funções celulares possíveis, inclusive 
regulação da transcrição, apoptose e, possivelmente, vigilância imuno- 
lógica (Quignon, 1998; Wang, 1998; Grimwade, 1999; Zhong, 2000). 

A proteína híbrida PML-RARG está nitidamente envolvida na alte- 
ração de numerosos processos intracelulares, resultando primaria- 
mente em uma falha na diferenciação dos precursores mieloides neo- 
plasicos, além do estágio pró-mielocítico. O significado da LPA como 
um “paradigma terapêutico” para a leucemia reside na capacidade de 
doses farmacológicas do ácido todo-trans-retinoico (atRA) de indu- 
zir a diferenciação de células leucêmicas in vivo. Quando usado em 
combinação com a quimioterapia citotóxica, os efeitos sinérgicos do 
atRA induzem remissões clínicas duráveis na maioria dos pacientes 
(Tallman, 1997, 2002). Esse achado notável intensificou os esfor- 
ços para identificar outras formas de terapia “citodiferenciada” para 
a LMA. Embora o efeito do atRA pareça ter uma relação superficial 
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de interação com a metade RARG@ na proteína anormal PML-RARa, 
outras investigações não revelaram os mecanismos moleculares bási- 
cos que levam ao sucesso desse agente. O receptor normal do ácido 
retinoico, quando não ligado a seu ligante, associa-se à histona desa- 
cetilase (HDAC) em um complexo proteico nuclear correpressor 
(Guidez, 1998; Melnick, 1999). Tal interação serve para reduzir a aces- 
sibilidade da cromatina a fatores de transcrição (e, assim, atividade de 
transcrição específica do locus), ainda que seja reversível em células 
normais da medula óssea após exposição a concentrações fisiológicas 
de ácido retinoico. A oncoproteina PML-RARO estabiliza e acentua o 
estado de repressão transcricional por seu complexo de multiprote- 
ina, mas doses terapêuticas de atRA parecem superar essa condição 
anormal e aliviar o bloqueio da diferenciação celular (Melnick, 1999). 
A anatomia molecular da fusão gênica PML-RARO e dos produ- 
tos do mRNA na LPA está resumida de forma esquemática na Figura 
71.2. O gene PML exibe heterogeneidade do ponto de quebra em 
que um dos três sítios possíveis pode ser encontrado em um pacien- 
te, envolvendo o intron 3, o intron 6 ou ocorrendo dentro do éxon 6 
(Grignani, 1994; Gallagher, 1995). Em contraste, os pontos de quebra 
do RARO estão distribuídos de maneira uniforme no intron 2 do gene. 
Portanto, um dos três possíveis mRNAs quiméricos PML-RARa pode 
resultar dessa fusão genética: éxon 6 do PML, éxon 3 de RAR@ (forma 
longa [L], ou BCR1), éxon 3 do PML, éxon 3 de RARO (forma curta 
[S], ou BCR3) e éxon 6 A do PMLa éxon 3 de RARG (forma variável 
[V], ou BCR2). O transcrito em forma de V é único, pelo fato de que 
a quebra do PML ocorre dentro do éxon 6 e uma proporção variá- 
vel desse éxon fica retida, embora nucleotídeos adicionais possam ser 
acrescentados ou deletados (Gallagher, 1995). É notável a produção 
de uma fusão de mRNA em cada caso de LPA, subestimando a neces- 
sidade crítica da proteína PML-RARa na leucemogênese. As fusões de 
PMI-RARGa da forma L (BCR1) e da forma S (BCR3) são encontra- 
das mais comumente na LPA (=45-50% dos casos cada), enquanto a 
forma V (BCR2) só é encontrada raramente (5% da LPA). A estraté- 
gia para amplificação por RT-PCR desses transcritos de PML-RARO 
está ilustrada na Figura 71.2, bem como um ensaio representativo de 
PCR diagnóstica. É digno de nota que os tipos transcritos da forma L 
(BCR1) e da forma V (BCR2) mostram junção alternativa dos éxons 
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Figura 71.2 Anormalidade t(15;17)/PML-RARe: na meee pró-mielocítica aguda. A. Congurações esquemáticas parciais do éxon genômico para PML e RARa. As setas 
pretas verticais indicam os três sítios de pontos de quebra no gene PML (BCR1, BCR2, BCR3) e a região do ponto de quebra no intron 2 no gene RARa. Notar que o ponto 

de quebra BCR2 occore dentro do éxon 6 do gene PML. B. Representações do mRNA do transcrito PML-RARa derivado de cada um dos três pontos de quebra-eventos 

de fusão. Os três transcritos são denominados de forma alternativa de acordo com o comprimento da espécie quimérica: forma longa (L) para BCR1, forma curta (S) para 
BCR3 e forma variável (V) para BCR2. Nesse caso também a fusão BCR2/forma V contém apenas uma porção do éxon 6 do PML, embora nucleotídeos extras possam ser 
acrescentados ou deletados na junção para manter uma estrutura de leitura intacta PMl—RAR«a. As setas alaranjadas indicam as posições relativas dos iniciadores na reação 
em cadeia da polimerase (PCR) para detectar esses transcritos quiméricos pela técnica da transcriptase reversa (RT-PCR). O painel C ilustra os resultados representativos da 
RT-PCR, detectando a anormalidade t(15;17)/PML—RARa: M = tamanho do marcador molecular (100 bp); L = forma longa/BCR1; V = forma V/BCR2; S = forma S/BCR3; N = 
nenhum controle de molde; x = espaço vazio. As bandas do gel no lado esquerdo (acima do espaço vazio, x) indicam os produtos da PCR para a forma L/BCR1 e a forma V/ 
BCR2 detectados com iniciadores situados no éxon 6 do PML e no éxon 4 do RARa. Como o éxon 6 não esta presente no transcrito da forma S/BCR3, nenhum produto da 
PCR é gerado, conforme mostrado no vazio correspondente. As bandas de gel à direita do espaço vazio x mostram os resultados obtidos com um iniciador do éxon 3 do PML 
e o mesmo iniciador do RARa. Nesse caso, é visto um padrão de bandeamento mais complexo para os produtos da forma L/BCR1 e da forma V/BCR2, devido à desunião 
alternativa do éxon 5 do PML e dos éxons 5 e 6. A fusão forma S/BCR3 é detectada facilmente com esse conjunto de iniciadores. Notar que, para o tipo raro forma V/BCR2 de 
PML-RARa, os produtos da PCR são ligeiramente menores do que os da espécie forma L/BCR1, por causa da perda de parte do éxon 6 do PML. 
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empregado um éxon PML iniciador (Fig. 71.2). 

A relevância clínica de detectar a anormalidade de fusão PML-RARO 
em casos de suspeita de LPA é evidente a partir da eficácia de adminis- 
tração da terapia específica (i. e., quimioterapia + atRA) com alta pos- 
sibilidade de remissão e sobrevida a longo prazo. Com tal finalidade, 
apesar da estreita correlação entre a t(15;17)/PML-RARO e a morfo- 
logia da LPA, admite-se que ocorrem outras leucemias mieloides raras 
semelhantes à LPA. Essa morfologia simula translocações alternativas 
que envolvem o gene RARO. com genes de fusão parceiros além do 
PML. Exemplos dessas variantes incluem as leucemias mieloides agudas 
t(11;17)/PLZF-RARO, t(11;17)/NuMA-RARO e t(5;17)/NPM-RARO 
(Melnick, 1999; Grimwade, 2000; Sainty, 2000). As leucemias positivas 
para PLZF-RARG, em particular, não respondem aos efeitos de dife- 
renciação do atRA e estão associadas a um desfecho menos favorável. 
Outros subtipos morfológicos de LMA caracterizados por aumento de 
pró-mielócitos também não respondem ao atRA e precisam ser distin- 
guidos da verdadeira LPA positiva para PML-RARQ. 

Vários estudos avaliaram o possível significado clínico do tipo 
transcrito PML-RAR@ em pacientes com LPA. Tanto a forma S 
(BCR3) quanto a rara forma V (BCR2) das fusões PML-RARa foram 
associadas a aspectos adversos, como alta contagem de leucócitos à 
apresentação, resposta precária ao atRA e, possivelmente, remissão 
de menor duração (Vahdat, 1994; Gallagher, 1995, 1997; Jurcic, 
2001); entretanto, o valor prognóstico independente da subclassifi- 
cação em LPA ainda não foi estabelecido. O transcrito PML-RARG@ 
também serve como um marcador molecular válido para acompa- 
nhar a resposta terapêutica. Ante a variedade de opções terapêuticas 
adicionais para a LPA, inclusive uma intervenção de segunda linha 
com trióxido de arsênico (As,0;) ou transplante alogénico de medu- 
la óssea ou células-tronco, a avaliação molecular de doença residu- 
al é parte integrante do tratamento de pacientes com LPA. Embora 
isso seja discutido em mais detalhes em “Monitoração molecular de 
doença residual”, a investigação molecular inicial do indivíduo com 
LPA é crítica para definir o tipo de transcrito PML-RAR& para ava- 
liação subsequente do tratamento. 


Leucemia mieloide aguda relacionada com o fator de 
ligação ao core: anormalidades t(8;21)/AMLT-ETO e 
Inv(16) ou t(16;16)/CBFB-MYHTT 

As leucemias mieloides agudas com t(8;21)(q22;q22) e a inv(16) 
(p13q22), ou anormalidades citogenéticas t(16;16)(p13;q22) relacio- 
nadas, são responsáveis em conjunto por aproximadamente 20% dos 
novos casos (Brunning, 2001). Embora a t(8;21) em geral esteja asso- 
ciada à LMA mostrando maturação (FAB tipo LMA-M2), a inv(16) 
e t(16;16) têm alta correlação com leucemia mielomonocítica aguda 
com eosinófilos anormais (FAB do tipo LMA-M4Eo) (Brunning, 
2001). Clinicamente, esses subtipos de LMA definidos geneticamente 
respondem à quimioterapia (em especial a esquemas com altas doses 
de citarabina) e são considerados favoráveis em termos prognósticos, 
em comparação com a LMA em geral. 

Embora fenótipos respectivos diferentes derivem dessas translo- 
cações, um aspecto biopatológico notável e comum das leucemias 
t(8;21) e inv(16) ou t(16;16) é a anulação do fator de ligação do core 
(CBF) na via de transcrição reguladora (Fig. 71.3) (Speck, 1999). O 
CBF é um fator de transcrição heterodimérico que consiste em uma 
subunidade o (CBFa) e uma subunidade B (CBFB) que agem estabili- 
zando a CBFa nos sítios de interação do DNA. Em células normais, o 
CBF atua nas sequências facilitadoras do core em vários genes necessá- 
rios para a diferenciação ou maturação adequada de células mieloides 
e linfoides (Fig. 71.3). A ligação do CBF facilita o acesso de outros 
complexos de fator de transcrição para esses sítios de cromatina, em 
parte pelo aumento da acetilação das proteínas histonas ligadas ao 
DNA pelas acetiltransferases da histona (Lorsbach, 2001). Nas leuce- 
mias mieloides agudas humanas com a t(8;21), o gene AMLI (tam- 
bém designado RUNX1 ou CBFA2), que codifica uma isoforma de 
CBFa, une-se a um fator de transcrição hipotético, ETO (ou MTG8) 
para formar a fusão LMA1-ETO (Downing, 1999). No caso da inv(16) 
ou t(16;16), o gene que produz CBFB (i. e., CBFB) se justapõe a um 
gene MYH11 da cadeia leve de miosina muscular para formar o híbri- 


do CBFB-MYH11 (Liu, 1995). Qualquer que seja o caso, acredita-se 
que a alteração profunda do programa de diferenciação normal é fun- 
damental para causar leucemia aguda. A proeminência de alterações 
nas vias do CBF na leucemogênese também é enfatizada pelo achado 
de translocações do gene AMLI em vários outros tipos de leucemia e 
mielodisplasia, incluindo a anormalidade t(12;21)/TEL-AMLI (Fig. 
71.3), a anormalidade genética mais comum na LLA pediátrica. Do 
ponto de vista mecanicista, acredita-se que a proteína de fusão leu- 
cémica AML1-ETO atue de maneira negativa dominante para AMLI 
(i. e., CBF), ao recrutar ou estabilizar elementos de repressão trans- 
cricional, inclusive complexos desacetilase histonas, em sítios críticos 
do DNA (Lorsbach, 2001). Em contraste, a proteína quimérica CBFB- 
MYH11 sequestra a proteína CBFa normal no citosol, anulando 
assim a montagem heterodimérica no núcleo do CBF. Em cada caso, a 
inibição resultante da transcrição em genes importantes altera o pro- 
grama genético para a proliferação e a diferenciação normais nas célu- 
las-tronco ou progenitoras hematopoéticas. Contudo, ao se admitir 
que o conceito de que uma aberração genética individual provavel- 
mente não é suficiente, por si só, para induzir carcinogênese, dados 
recentes obtidos com camundongos tornados transgênicos por enge- 
nharia genética, para que expressassem um oncogene, mostraram que 
só se desenvolve um estado de leucemia mieloide aguda após exposi- 
ção a um mutágeno promotor (Lorsbach, 2001). Os últimos achados 
sugerem que é necessária maior investigação para que se entenda mais 
completamente a patogênese definitiva dessas leucemias. 

Os rearranjos moleculares subjacentes da fusão AMLI-ETO são tais 
que os sítios de ponto de quebra e fusão invariavelmente envolvem 
as mesmas regiões de íntron em ambos os genes, resultando em uma 
molécula de mRNA com AMLI-ETO consistente em cada paciente 
com esse tipo de LMA. Em contraste, a detecção padrão do transcrito 
quimérico CBFB—MYH11 pela RT-PCR é complicada pelo potencial 
de heterogeneidade acentuada do ponto de quebra, principalmente 
no gene MYH11, bem como pelos raros sítios de quebra alternativos 
descritos no CBFB. No geral, foram identificadas mais de oito for- 
mas de transcrito de fusão CBFB—MYH11, até o momento (Liu, 1995; 
Viswanatha, 1998; Kadkol, 2004). Apesar dessa complexidade, a fusão 
gênica CBFB—MYH11 pode ser prontamente detectada pela RT-PCR, 
pois quase 95% desses tumores abriga o chamado mRNA quimérico 
do “tipo A”, caracterizado pela fusão do nucleotídeo 495 do CBFB com 
o nucleotídeo 1921 do MYH11, para formar um transcrito de com- 
primento relativamente curto. Estratégias de PCR mais abrangentes 
também foram desenvolvidas para detectar a maioria dos outros tipos 
raros de fusão CBFB—MYH11, cada um deles responsável por menos 
de 5% dos casos de inv(16) ou t(16;16) na LMA (Kadkol, 2004). A 
análise da RT-PCR para a anormalidade CBFB-MYHI1I é potencial- 
mente vantajosa, pois a interpretação citogenética padrão pode não ser 
informativa em alguns casos (Merchant, 2004). Ante o desfecho clínico 
geralmente mais favorável de ambos os subtipos de LMA, o diagnósti- 
co molecular pode, assim, ter um papel significativo tanto na identifi- 
cação inicial como na monitoração da doença após o tratamento. 
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Figura 71.3 Alteração da via de transcrição do fator de ligação ao core na 
leucemogênese. O esquema ilustra o papel central da via de transcrição do 

fator de ligação ao core (CBF, core binding factor) na leucemogênese. Ambos 

os componentes do CBF heterodimérico são alvejados para alteração em uma 
variedade de leucemias agudas linfoblásticas e mieloblásticas. Dentre eles, a 
t(8;21)/AML1-ETO e a inv(16) ou t(16;16)/CBFB-MYH11 são responsáveis por 
quase 20% dos novos casos de leucemia mieloide aguda, enquanto a t(12;21)/ 
TEL-AMLI é encontrada em 20% das leucemias linfoblásticas agudas pediátricas. 
Nomenclatura alternativa dos genes: AML] = CBFA2; ETO = MTG8; TEL = ETV6. 
Ver mais detalhes no texto. 


Leucemia mieloide aguda com 
anormalidades no gene FLT3 

Há um número relativamente grande de casos de LMA com cariótipo 
diploide em que pouco se sabe sobre a patogênese fundamental. O com- 
portamento clínico da LMA diploide também é heterogêneo. A expres- 
são do gene FLT3 (tirosina quinase semelhante à FMS; também conheci- 
do como FLK2 e STK1) produz uma proteína de membrana transdutora 
de sinal da familia do receptor de tirosina quinase (RTK) do tipo III, 
cujos membros também incluem os genes de receptores do fator de cres- 
cimento derivado de plaquetas e o gene c-kit (Agnes, 1994). As interações 
do receptor de FLT3 com o ligante são importantes para a manutenção 
e a propagação de células progenitoras iniciais na hematopoese mieloide 
e linfoide normal. Não surpreende o fato de que o receptor selvagem da 
proteína também se expresse na maioria dos casos de LMA e da linha- 
gem B da LLA, enfatizando seu papel na sobrevida e na proliferação de 
células hematopoéticas imaturas (Gilliland, 2002; Stirewalt, 2003). As 
alterações genéticas do gene FLT3 na LMA foram descritas pela primeira 
vez na forma de duplicações sequenciais internas (ITD, internal tandem 
duplications) de parte da região codificadora para a porção justamem- 
branosa dessa tirosina quinase (Nakao, 1996b). Supõe-se que o defeito 
molecular resultante produza uma alteração constitutiva dominante do 
gene FLT3 anormal, observação confirmada pelo achado de que todas 
ITDs preservam uma estrutura intacta, apesar da introdução de nucle- 
otídeos adicionais no nivel do DNA e do mRNA. Desde então, tem-se 
mostrado que as mutações ITD do gene FLT3 ocorrem em 20 a 30% dos 
novos casos de LMA, com muitos pacientes sendo mais jovens (menos 
de 65 anos) e tendo um cariótipo tumoral diploide (Gilliland, 2002). A 
presença de ITD do FLT3 só é encontrada raramente na LLA. 

Um segundo tipo de lesão ativadora no gene FLT3, que compreende 
cerca de 5 a 10% dos casos de LMA, foi elucidado recentemente, sendo 
uma mutação pontual que afeta o sítio do aminoácido Asp835 na “alça 
de ativação” (Yamamoto, 2001). Também acredita-se que a mutação 
Asp835, em que o ácido aspártico nesse sítio é substituído por outro 
resíduo de aminoácido, cause desregulação da proteína FLT3 por efei- 
tos diretos sobre a atividade da porção quinase da molécula. Estima-se 
que essas mutações no gene FLT3 ocorram em pelo menos 30% dos 
casos de LMA em adultos (bem como em um número menor de casos 
pediátricos de LMA, LMA secundária e mielodisplasias), e parecem 
estar distribuídas entre todos os subtipos morfológicos; consequente- 
mente, o FLT3 é o achado genético recorrente anormal mais comum 
encontrado na LMA. A maioria dos casos de LMA com anormalidades 
do FLT3 envolve apenas um alelo do gene com preservação do locus 
restante do tipo selvagem; contudo, foram notadas mutações bialélicas 
ocasionais. Em contraste com a situação para a translocação de genes 
de fusão com transcritos de mRNA, é possível detectar ITDs do FLT3 
por amplificação pela PCR do DNA genômico. A amplificação dos 
éxons 14 e 15 do FLT3 (antes designados éxons 11 e 12) pode identifi- 
car a ITD, pois o tamanho de seus fragmentos é variavelmente maior 
do que o esperado nessa região do gene do tipo selvagem. A presença 
de uma ITD pode ser estabelecida pelo tamanho do produto da PCR, 
pela análise da conformação da fita única ou pelo sequenciamento 
do DNA. São usadas abordagens moleculares diferentes para detectar 
a mutação Asp835, incluindo a PCR do DNA seguida pela digestão 
amplicon com endonucleases de restrição informativas, sequenciamen- 
to direto ou outros métodos específicos da sequência. 

Embora a presença de mutações do gene FLT3 na LMA tenha sido 
associada a um prognóstico desfavorável, os dados são mais indicativos 
da ocorrência na população pediátrica (Zwaan, 2003; também revistos 
por Stirewalt, 2003). Entre adultos com LMA, a força de uma associa- 
ção independente entre mutações do FLT3 e desfechos adversos ainda 
não foi definida. É interessante que as mutações do FLT3 são com fre- 
quência observadas na LPA (FAB AML-M3), sugerindo um papel coo- 
perativo dessa aberração genética na fisiopatologia de um subconjunto 
desse tipo geralmente mais favorável de LMA (Kiyoi, 1997). Os pacien- 
tes com LPA e mutações do FLT3 não têm um prognóstico significa- 
tivamente diferente daqueles sem a doença, mas as anormalidades do 
gene FLT3 estão associadas a aspectos proliferativos, como leucocitose. 
No entanto, em muitos outros pacientes com LMA e mutação do FLT3, 
a doença tem um comportamento biológico agressivo e a sobrevida é 
curta; em algumas dessas leucemias, coexistem lesões genéticas desfa- 


voráveis, embora na maioria dos casos elas não estejam presentes. Um 
indício de efeitos aparentemente mais diversos da mutação do FLT3 na 
LMA com cariótipo normal foi constatado da observação de que uma 
alta “dosagem gênica” ou proporção de ITDs no FLT3, com relação ao 
alelo do tipo selvagem, pode estar correlacionada com um desfecho clí- 
nico desfavorável (Thiede, 2002). Proporções elevadas de ITD do tipo 
selvagem, nesses casos de LMA, surgiriam possivelmente da amplifica- 
ção gênica da ITD, ou da presença de um subclone mais prevalente de 
células leucêmicas com a ITD do FLT3 (Stirewalt, 2003). 

Qualquer que seja o mecanismo subjacente específico da ativação do 
FLT3, a alta expressão desse gene alterado parece estar associada a um 
prognóstico desfavorável em muitos casos de LMA. Portanto, os ensaios 
para avaliar a condição do gene FLT3, a quantidade relativa de mRNA 
ou os níveis de expressão de proteína vão contribuir com um aspecto 
adicional para diagnóstico, classificação e identificação do patógeno da 
LMA. Com um foco farmacológico crescente no desenvolvimento de 
inibidores do RTK específicos da classe como agentes anticancerosos, 
o produto gênico do FLT3 que sofreu mutação representa outro alvo 
terapêutico potencialmente importante e fornece ainda um marcador 
molecular específico do tumor para a detecção de doença mínima. 


Leucemias linfoblásticas agudas 


Ha diferenças biológicas e clínicas significativas entre a LLA que 
começa na idade adulta e a da infância. Sabe-se comparativamente 
pouco sobre a patogênese da LLA em adultos, em geral associada a um 
desfecho relativamente desfavorável. Como tal, as anomalias citogené- 
ticas e genética moleculares na LLA em adultos ainda não foram carac- 
terizadas completamente, com exceção do prognóstico muito desfavo- 
rável da t(9;22)/BCR-ABLI] (i. e., LLA Ph*). Além da detecção da fusão 
gênica BCR-ABLI, o diagnóstico molecular atualmente tem utilidade 
limitada no tratamento da LLA em adultos. Em acentuado contraste, 
a avaliação diagnóstica molecular da LLA pediátrica tem valor subs- 
tancial na estratificação de pacientes de acordo com estratégias de 
tratamento “adaptadas ao risco”. Nos últimos 20 anos, o aprimora- 
mento dos esquemas terapêuticos para essas crianças, associado a um 
entendimento mais profundo da biologia tumoral na LLA, resultou em 
taxas de cura em torno de 80% (Pui, 2004). Por sua vez, isso levou ao 
conceito da terapia adaptada para subconjuntos definidos de pacien- 
tes, com base em uma combinação dos aspectos clínicos e biológicos 
da apresentação, inclusive a resposta inicial ao tratamento e a genéti- 
ca tumoral. Assim, o objetivo na LLA pediátrica evoluiu, de modo a 
equilibrar a maior probabilidade de remissão a longo prazo, com riscos 
mais baixos de eventos adversos. Embora os aspectos clínicos (p. ex., 
idade, grau de leucocitose, acometimento do sistema nervoso central 
etc.) sejam inicialmente usados para separar os indivíduos de risco 
“padrão” daqueles de “alto” risco, a genética tumoral também é um 
componente integrante da avaliação inicial (i. e., antes do tratamento) 
de pacientes com LLA pediátrica. Em termos mais amplos, as anorma- 
lidades cromossômicas numéricas e estruturais são consideradas nesse 
processo (Tab. 71.4). Na primeira instância, “hiperdiploidia elevada”, 
ou aneuploidia tumoral com um número de cromossomos ultrapas- 
sando 52, foi associada a uma resposta ao tratamento e um desfecho 
mais favoráveis, em particular no caso da presença de certas trissomias 
cromossômicas (p. ex., +4, +10, +17) (Harris, 1992; Heerema, 2000; 
Moorman, 2003). Em contrapartida, a hipodiploidia tumoral, em 
especial inferior a 40 cromossomos, está associada a uma propensão 
muito alta a falha no tratamento (Heerema, 1999). Entre os rearranjos 
estruturais, quatro translocações cromossômicas são responsáveis por 
aproximadamente 1/3 dos casos de LLA pediátrica, todas com impor- 
tância prognóstica: t(9;22)/BCR-ABLI, t(1;19)/EZA-PBX1, t(12;21)/ 
TEL-AMLI e rearranjos envolvendo o locus 11(q23)/MLL (Bartolo, 
2000; Harrison, 2001; Pui, 2004). Em geral, as anormalidades numéri- 
cas e estruturais ocorrem de forma exclusiva, uma ou outra, em qual- 
quer caso de LLA na infância, mas ocasionalmente podem coexistir. 


Principais anormalidades de fusão 
de genes e translocações na leucemia 
linfoblástica aguda pediátrica 
A t(9;22)(q34;q11)/BCR-ABLI é encontrada em aproximadamente 3% 
dos casos de LLA pediátrica. Tipicamente, os pacientes apresentam-se 
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Tabela 71.4 Estraticação do risco genético na leucemia linfoblástica aguda pediátrica da linhagem B 


Tumores hiperdiploides com cromossomos trissômicos particulares (p. ex., +4, +10, +17) 
associados a desfecho muito favorável 


Desfecho muito favorável, mas incidência apreciável de recidivas tardias 

Anormalidade de prognóstico intermediário; a terapia intensiva resulta em bom prognóstico 
Risco muito alto de recidiva/doença refratária 

Risco muito alto de leucemia linfoblástica aguda da infância; também considerados fator de alto 


risco para crianças maiores 


Anormalidade Significado prognóstico Notas 
Hiperdiploidia elevada (mais de Favorável 

52 cromossomos) 

t(12;21)/TEL-AMLI Favoravel 

t(1;19)/E2A-PBX1 Desfavorável 

(9:22 /BCR-ABLI Desfavorável 

Rearranjos gênicos 11923/MLL Desfavorável 

Hipodiploidia (menos de Desfavorável 


40 cromossomos) 


Risco muito alto de recidiva/doença refratária 


Os aspectos da genética tumoral são considerados em conjunto com os achados clínicos e laboratoriais, inclusive a idade, a contagem de blastos, evidência de doença 
extramedular etc. Esses fatores de risco genéticos, portanto, modificam e refinam os parâmetros tradicionais. Outros preditores de risco, como o término da indução de 
blastos medulares, não foram incluídos (p. ex., medula “M3” com mais de 20% de blastos residuais como aspecto de muito alto risco de falha do tratamento primário). 


com contagens acentuadamente elevadas de linfoblastos e outros aspectos 
clínicos adversos. Os aspectos diagnósticos estruturais e moleculares da 
fusão gênica BCR-ABLI já foram discutidos neste texto, porém, na LLA 
pediátrica, nota-se que a região do cluster de quebra menor (m-BCR) ou 
mRNA quimérico do tipo el-a2 é detectada em aproximadamente 80 a 
90% dos casos. A presença de BCR-ABL1 na LLA pediátrica é um fator 
prognóstico desfavorável independente, que inclui esses pacientes entre 
os de risco muito maior de falha do tratamento e recidiva (Fletcher, 1991; 
Gaynon, 1997). A maioria dos pacientes com LLA positivos para BCR- 
ABLI é candidata a uma terapia mais agressiva, incluindo transplante alo- 
gênico precoce; todavia, pode ser que a introdução do mesilato de imati- 
nibe represente uma modalidade terapêutica adicional para essa doença. 
A análise molecular do transcrito BCR-ABL1 é crítica para a previsão do 
risco de LLA na infância, bem como para fornecer um marcador para a 
monitoração de doença residual. 

A LLA pediátrica caracterizada pela anormalidade t(1;19)(q23;p13) 
é incomum, sendo responsável por menos de 5% dos casos. Essa 
translocação está fortemente associada a aspectos imunofenotípicos 
“pré-B”, tipificados pela presença de produção citoplasmática de IgM 
nas células tumorais. Após seu reconhecimento inicial na LLA pediá- 
trica, a t(1;19) foi associada a um desfecho desfavorável. No entanto, 
ficou evidente que protocolos de tratamento mais intensivos elimina- 
ram em grande parte os efeitos adversos desse genótipo, resultando 
em remissões estáveis na maioria dos indivíduos. Portanto, o reconhe- 
cimento dessa translocação é necessário para o tratamento adequado. 
A t(1;19) quase sempre ocorre como uma forma não equilibrada de 
translocação (com perda resultante de algum material genético), e 
produz a fusão gênica quimérica E2A-PBX1 (Hunger, 1991). O gene 
E2A codifica uma série de fatores de transcrição básicos hélice-alça- 
hélice, que estão envolvidos no desenvolvimento de miócitos e linfó- 
citos B. O PBX1 é um fator de transcrição ligado ao DNA e que nor- 
malmente não se expressa em células linfoides. 

A proteína de fusão E2A-PBX1 substitui os motivos de ligação do 
DNA e dimerização de proteína do E2A com a região de ligação do DNA 
do PBX1, predispondo a célula B progenitora à proliferação neoplásica. 
A localização dos pontos de quebra genômicos dentro dos introns E2A 
e PBX] é consistente em praticamente todos os casos, resultando na 
formação de um único transcrito EZA-PBX1 (Hunger, 1991), com ape- 
nas poucas variantes relatadas. Esse mRNA de fusão é facilmente detec- 
tado pela RT-PCR e também pode servir como marcador específico da 
doença para a detecção sensível na medula óssea. É digno de nota que 
podem ocorrer casos raros de LLA detectáveis pela citogenética com 
uma t(1;19) equilibrada (balanceada), mas não têm EZA-PBXI1 e pare- 
cem estar associados a um desfecho inferior (Privitera, 1992). 

No geral, 20 a 25% dos casos de LLA pediátrica caracterizam-se pela 
presença da anormalidade t(12;21)(p13;q22), estabelecendo essa lesão 
como o achado genético recorrente mais comum nessa doença. De 
fato, a t(12;21) é citogeneticamente críptica em quase todos os casos, 
ao contrário do que geralmente é sugerido por uma deleção aparen- 
te do braço curto de um cromossomo 12. Embora os pacientes com 
LLA t(12;21) sejam encontrados distribuídos entre grupos diferentes 
de risco clínico, em geral esses indivíduos estão entre os 2 e 10 anos 


de idade e têm tumores com cariótipo diploide (Rubnitz, 1997b). A 
t(12;21) resulta na junção do locus 12p do gene TEL (também conhe- 
cido como ETV6) com o AMLI (ou RUNXI, CBFA2) no 21q para 
formar a fusão gênica quimérica TEL-AMLI no cromossomo 12 deri- 
vado (Romana, 1995). Pacientes pediátricos com LLA, positivos para 
TEL-AMLI, têm um prognóstico favorável, com remissões excelentes 
sem doença perto de 80 a 90% (similar ao supracitado grupo de alta 
hiperploidia com trissomias cromossômicas específicas) (Shurtleff, 
1995; Borkhardt, 1997; Rubnitz, 1997a, 1997b). Entretanto, relatos 
de uma taxa substancial de recidiva tardia entre alguns pacientes com 
LLA e TEL-AMLI trouxeram de volta a atenção para uma definição 
mais clara das características de risco desse grupo, mesmo que muitos 
desses pacientes com recidiva continuem a responder aos protocolos 
de “tratamento de salvação” (Harbott, 1997; Seeger, 1998; Ford, 2001). 
A patologia molecular da LLA com TEL-AMLI está relacionada com 
a interrupção da atividade do fator de ligação ao core (CBF), acentu- 
ando a repressão transcricional de muitos genes-alvo, como discuti- 
do similarmente para a anormalidade AMLI-ETO na LMA (Fig. 71.3) 
(Zelent, 2004). Em um grande número de casos de LLA com TEL1- 
AMLI, o alelo TEL remanescente é deletado parcial ou completamente 
de maneira subclonal, sugerindo que tal evento pode ser um evento 
secundário importante para a transformação leucemogênica, mediante 
a perda completa da função normal do TEL (Raynaud, 1996). No nível 
do DNA, os sítios de quebra do TEL e do AMLI na LLA em geral ocor- 
rem nas mesmas regiões genômicas do íntron 5 do TEL e do íntron 1 
do AMLI (Romana, 1995), com evidência de alguma propensão para a 
aglomeração de pontos de quebra. Também foi descrita uma segunda 
variante menor, com pontos de quebra situados no intron 2 do AMLI. 
O mRNA transcrito TEL-AMLI, assim, cerca uma nova região que 
une o éxon 5 do TEL ao éxon 2 do AMLI (na maioria dos casos), ou o 
éxon 5 do TEL ao éxon 3 do AMLI (menor número de casos) (Nakao, 
1996a). Há mais complexidade ainda nessa fusão gênica como resulta- 
do da união alternativa dos éxons 2 ou 3 do AMLI, com a possibilidade 
de serem detectadas quatro formas transcritas amplificadas de TEL- 
AMLI pela RT-PCR em certos casos (Fig. 71.4). A detecção molecular 
(RT-PCR) de TEL-AMLI é empregada frequentemente na LLA pediá- 
trica, por causa da impossibilidade de diagnosticar a t(12;21) pela cito- 
genética padrão. O mRNA quimérico representa ainda um marcador 
molecular altamente específico para a avaliação de doença residual. 

As translocações que envolvem o gene da “leucemia de linhagem 
mista” (LLM), localizado no cromossomo 11(q23), são observadas em 
aproximadamente 5% dos casos de LLA pediátrica e representadas de 
forma desproporcional em lactentes com menos de um ano de idade 
(Bartolo, 2000). A presença de translocações do gene da LLM (gene 
MLL) está associada a um prognóstico desfavorável, porque essas crian- 
ças ainda são muito pequenas, considerando-se, também, um achado 
adverso em crianças maiores, em particular no contexto de resposta pre- 
cária à prednisona (Pui, 2003). As leucemias em lactentes positivos para 
o MLL são da linhagem B, não têm positividade para CD10 e demons- 
tram expressão aberrante de alguns marcadores associados à linhagem 
mieloide (Chen, 1993). Em termos clínicos, esses pacientes têm conta- 
gens iniciais altas de leucócitos, organomegalia e uma tendência ao aco- 





metimento do sistema nervoso central. Também ocorrem translocações 
que envolvem 11(q23)/MLL em casos de LMA de novo e de LMA secun- 
dária (relacionada com a terapia) (Tab. 71.3), ambas caracterizadas por 
aspectos morfológicos monocíticos (i. e., tipos FAB AML-M4 ou M5). 

Na LMA de novo do adulto, rearranjos do gene MLL, especificamente 
a anormalidade t(9;11), podem não representar um genótipo tumoral 
de alto risco. Em contraste, a LMA secundária surge em subconjuntos 
de pacientes tanto pediátricos quanto adultos, que já tenham sido sub- 
metidos à quimioterapia prévia em doses intensivas com inibidores da 
topoisomerase II do DNA (p. ex., epipodofilotoxinas e antraciclinas); 
esses tumores ocorrem abruptamente, meses a anos após a exposição, 
e têm uma evolução muito agressiva, resistente ao tratamento (Super, 
1993; Smith, 1994). A biopatologia subjacente das translocações do 
gene MLL nesses tipos diferentes de leucemia aguda linfoide e mieloi- 
de de novo e secundária vem sendo cada vez mais bem entendida. A 
proteína MLL é uma grande proteína (=430 kDa) de ligação do DNA 
e caracteriza-se por vários domínios funcionais, o que indica seu papel 
como fator de transcrição multifuncional (Li, 2005), sabendo-se que 
regula vários genes HOX (homeoboxes) envolvidos na coordenação do 
desenvolvimento esquelético adequado durante a embriogênese em 
mamíferos (Yu, 1995). Vários genes HOX também parecem ser fun- 
damentais para o desenvolvimento e a manutenção das células proge- 
nitoras mieloides e linfoides, estabelecendo, assim, uma estreita ligação 
para o MLL também no controle genético da hematopoese normal 
(Ernst, 2004a, 2004b; Hess, 2004). As translocações do gene MLL pro- 
duzem uma forma funcional alterada da proteína; qualquer que seja 
a circunstância, o motivo de ligação do N terminal “gancho A-T” do 
DNA do MLL é retido na proteína quimérica, tipicamente com fusão 
com parte de outro fator de transcrição (Waring, 1997). Dados recen- 
tes indicam que a expressão anormal das proteínas de fusão do MLL 
pode desregular de forma constitutiva certos genes HOX, levando à 
imortalização da célula progenitora hematopoética e à predisposição 
para a leucemogênese (Armstrong, 2003; Hess, 2004). Apesar disso, os 
mecanismos moleculares básicos que levam à regulação anormal da 
programação genética nas células hematopoéticas pelas translocações 
do MLL são um foco de estudo promissor (Li, 2005). 

A partir da análise estrutural dos pontos de quebra do gene MLL 
em diferentes leucemias, foram feitas algumas outras descobertas bio- 
lógicas importantes. A maioria dos casos novos de LMA, com trans- 
locações do MLL, tem sítios de quebra na posição 5 na região do 
cluster de quebra do MLL, enquanto a preponderância dos casos de 
LLM secundária ocorre em um segmento mais distal (3°) desse locus 
(Stissel-Broeker, 1996). Os casos de LLA em lactentes também apre- 
sentam uma forte tendência para associar-se à região genômica 3’, 
sugerindo algo em comum na patogênese com a LMA secundária. Essa 


Figura 71.4 Anormalidade t(12;21)/TEL-AML1 na leucemia 
linfoblástica aguda pediátrica de células B. A. Congurações 
esquemáticas parciais do éxon genômico para TEL e AMLI. 

No caso do gene TEL, ocorrem pontos de quebra no intron 

5, enquanto os pontos de quebra do AMLI podem ocorrer 

no intron 1 ou, em um número menor de casos, no intron 2 
(mostrado pelas setas pretas verticais). O transcrito primário mais 
comum de mRNA resultante da fusão TEL-AML1 é, portanto, 
éxon 5 de TEL-éxon 2 de AML1, conforme ilustrado em B. No 
entanto, pode haver complexidade adicional em decorrência 
do desdobramento alternativo de éxon 2 relativamente curto de 
AML1, do éxon 3 ou de ambos, em alguns casos de leucemia 
linfoblástica aguda positiva para TEL-AMLI. Essas formas 
alternativas de transcrito também estão indicadas no painel B. 
Notar que, no contexto menos 

frequente de uma fusão éxon 5 de TEL-éxon 3 de AML1, 

apenas um transcrito alternativo adicional poderia ser esperado. 
C. Resultados da reação em cadeia da polimerase típica com 
transcriptase reversa, conforme revelados em um gel de 
agarose corado com brometo de etídio. M = marcador de 
tamanho molecular (100 bp); + = amostra de leucemia positiva 
para fusão TEL-AML1; — = amostra de leucemia negativa 

para fusão TEL-AML1; N = sem molde de controle. As quatro 
formas possíveis do transcrito TEL-AML1 que surgem da 

única fusão gênica nesse caso positivo indicado por 

asteriscos e as intensidades de bandas demonstram que o tipo de 
transcrito de comprimento total é tipicamente mais abundante. 


área “quente” 3º contém um sítio de ligação de forte consenso para a 
topoisomerase II do DNA, bem como uma “região de inserção estru- 
turada” altamente suscetível à clivagem por endonucleases. Embora 
a presença do sítio para a topoisomerase II seja uma explicação atra- 
ente para a base do desenvolvimento de LMA secundária (p. ex., via 
indução da quebra da fita dupla pelos inibidores da topoisomerase II 
e os subsequentes rearranjos da translocação do MLL), o sítio estru- 
turado 3º hipersensível do gene tem chamado mais a atenção, porque 
também parece particularmente propenso a quebras da fita dupla em 
modelos experimentais (Stissel-Broeker, 1996). O último locus do MLL 
é realmente alvejado durante diversos estímulos apoptogênicos (p. ex., 
após estresse celular ou dano ao DNA) (Betti, 2001, 2003; Sim, 2001; 
Greaves, 2003a). Essas investigações recentes implicam que a expo- 
sição a agentes capazes de induzir essa quebra do sítio específico do 
MLL estabelece potencialmente o estágio para fusões do gene MLL, 
desenvolvendo formas muito agressivas de leucemia observadas em 
lactentes e após certos tipos de quimioterapia. Por sua vez, já tendo 
sido identificada a etiologia da LMA secundária como translocações do 
MLL, os estudos atuais em lactentes procuram descobrir possíveis fato- 
res exógenos ou transplacentários de ocorrência natural que possam 
predispor ao desenvolvimento de células-tronco hematopoéticas fetais 
para a quebra do gene MLL e ilegitimar a recombinação. Na próxima 
seção, vamos abordar as implicações gerais desses e de outros estudos. 
O gene MLL está envolvido em eventos de translocação com mais de 
30 pares de genes conhecidos, mas a anormalidade t(4;11)/MLL-AF4 
é a mais frequentemente encontrada em lactentes com LLA (75% dos 
casos). Os pontos de quebra do locus do gene MLL estão distribuídos 
sobre uma região de 8,3 kb do DNA, que abrange os éxons 5 a 11. Essa 
heterogeneidade acentuada de pontos de quebra também pode ocorrer 
no gene translocado (p. ex., AF4), resultando na possibilidade de vários 
produtos gênicos híbridos do MLL, um dos quais se expressa tipicamen- 
te em certos pacientes com essa leucemia. Pode-se usar a RT-PCR para 
identificar o MRNA quimérico MLL-AF4, bem como outros transcritos 
de fusão gênica do MLL, porém, a combinação de múltiplos parceiros 
gênicos em rearranjo nessas leucemias e o potencial para variabilidade 
genômica substancial de pontos de quebra requerem abordagens labo- 
ratoriais abrangentes e tecnicamente desafiadoras, como ensaios múlti- 
plos de PCR (Pallisgaard, 1998; Andersson, 2001). Rearranjos no locus 
do gene MLL também foram identificados com sucesso pela análise 
Southern blot, embora a técnica FISH agora seja uma alternativa rápida, 
menos problemática e igualmente eficaz para tal finalidade (Cuthbert, 
2000). A RT-PCR, mesmo com as limitações descritas, continua a ocupar 
um lugar importante no diagnóstico e na monitoração dessas leucemias, 
pois o tipo específico de fusão gênica pode ser identificado com mais sen- 
sibilidade e especificidade, em contraste com outros métodos analíticos. 


1479 








1480 Origens pré-natais das leucemias na infância 


wn 
ge 
ad 
T 
Ö 
y 
w 
= 
ab) 
D a 
un 
AS 
a 
e 
O. 
© 
ab 
TE 
QU 
-© 
fa 
E 
ad 
(o) 
O 
Q 
= 
O 
= 
z 
~O 
ee 
è 





Foram feitos grandes avanços na compreensão da base molecular das 
leucemias pediátricas agudas. Tais esforços abrangeram a ciência básica, 
a pesquisa translacional e, cada vez mais, os métodos baseados na popu- 
lação. Estudos sobre a LLA concordante que ocorre em gêmeos mono- 
zigóticos demonstraram primeiro que as leucemias originárias em cada 
indivíduo acometido eram geneticamente idênticas, com base na análise 
molecular das sequências genômicas de pontos de quebra dos rearranjos 
envolvidos com o MLL, TEL-AML1 ou imunoglobulina clonotípica ou 
do gene de receptor de célula T (resumo em Graves, 2003b). É notável 
que as taxas de concordância são diferentes para os subtipos leucêmicos 
em gêmeos, aproximando-se de 100% no caso da translocação do MLL 
na LLA e de apenas 10% na LLA com TEL-AML1, sugerindo um poten- 
cial de transformação variável para essas fusões gênicas diferentes in vivo 
e levantando a questão da natureza e do momento das lesões genéticas 
secundárias. O impacto dessas investigações foi corroborado com o uso 
de técnicas experimentais semelhantes aos marcadores “rastreadores” do 
DNA específico da leucemia nas respectivas amostras de sangue neonatal 
arquivadas de cada criança (não gêmea) de diferentes idades com subti- 
pos definidos geneticamente de LLA e LMA (Cuthbert, 1997; Wiemels, 
1999, 2002a; Fasching, 2000; Yagi, 2000; Greaves, 2003a, 2003b). 

Juntos, esses dados sugerem fortemente que muitos casos de LLA 
pediátrica (e alguns de LMA) têm origem in utero; em outras pala- 
vras, a aquisição pré-natal de eventos de translocação potencialmen- 
te leucemogênicos ou outras anormalidades genéticas pode ocorrer 
durante o período de hematopoese fetal ativa, mas, na maioria dos 
casos, é necessário que ocorram outras alterações genéticas em indi- 
víduos suscetíveis para que haja leucemia franca. A evolução rápida 
da LLA associada ao LLM vs a latência mais prolongada (i. e., idade 
de início mais adiantada) da LLA com TEL-AMLI indica que tanto os 
efeitos biológicos da lesão genética primária (predisponente) quanto 
o momento e o tipo da(s) lesão(ões) causadora(s) são heterogêneos, 
embora, nos subtipos definidos de leucemia, agora seja possível eluci- 
dar melhor as vias moleculares que resultam na tumorigênese. 

Contudo, nem todos os tipos de LLA pediátrica podem ser rastrea- 
dos até a origem em um clone celular pré-natal. Os dados sanguíneos 
neonatais retrospectivos para o subgrupo de LLA com t(1;19)/E2A- 
-PBX1 confirma o conceito de que a maioria desses pacientes desen- 
volve essa aberração genética no período pós-natal (Wiemels, 2002b). 

A triagem prospectiva por RT-PCR e FISH em amostras sanguíneas 
de crianças recém-nascidas saudáveis revelou, subsequentemente, uma 
frequência de detecção de 1% da anormalidade TEL-AMLI e de 0,2% 
para o transcrito da fusão AMLI-ETO, acentuadamente maior do que 
a incidência de cada um desses subtipos de leucemia na infância (Mori, 
2002). Esses dados demonstram que a ocorrência de pelo menos algu- 
mas fusões gênicas por translocação cromossômica são eventos comuns 
in utero; entretanto, a presença de tal anormalidade evidentemente não 
é suficiente para causar leucemia franca na grande maioria dos indiví- 
duos. Embora as leucemias agudas do tipo de translocação se caracteri- 
zem cariotipicamente na maioria das circunstâncias por uma aparente 
“anomalia genética única”, está ficando cada vez mais evidente que esses 
tumores também se encaixam na hipótese de “duas causas” de Knudson, 
proposta para os cânceres de tecido sólido (Knudson, 1992), conforme 
discutido em mais detalhes no Capítulo 75. De acordo com esse concei- 
to, o evento de translocação desencadeante tem de ser estável o bastante 
em uma célula hematopoética progenitora de longa vida para conferir 
alguma vantagem em termos de sobrevivência ou proliferação; a aquisi- 
ção de um ou mais eventos genotóxicos subsequentes em um indivíduo 
suscetível, então, levaria à transformação maligna completa. 

O destino de tais células silenciosas “positivas para a translocação” 
é portanto um parâmetro importante, não apenas pelo entendimen- 
to da patogênese da doença, mas também em um contexto prático 
para a interpretação de ensaios diagnósticos moleculares no sentido 
de detectar doença residual mínima. Embora muita pesquisa conti- 
nue voltada para a base molecular e a biologia celular das leucemias 
agudas da infância, os métodos epidemiológicos moleculares terão 
um papel cada vez maior na identificação da interação entre fatores 
ambientais e polimorfismos genéticos do hospedeiro que determinam 
a predisposição a essa doença em alguns indivíduos. A possibilidade 
de desenvolver estratégias para diminuir o risco de leucemia infantil 
in utero é, portanto, uma meta desses esforços. 


Impacto contínuo da caracterização molecular dos 
tumores hematopoéticos: F/P7L1-PDGFRA e dis- 
túrbios de eosinofilia primária; mutação do gene 
JAK2 e distúrbios mieloproliferativos crônicos 


Como fica evidente a partir da descrição das mutações no gene FLT3 
na LMA, o paradigma de classificação da doença continua a mudar à 
medida que se expande o conhecimento sobre a biologia molecular da 
leucemia. Quanto a isso, a descoberta recente da anormalidade de fusão 
gênica FIPILI-PDGFRA em um subconjunto significativo de casos de 
síndrome hipereosinofílica idiopática/leucemia eosinofílica crônica 
(HES/CEL) é particularmente esclarecedora (Cools, 2003). Essa anoma- 
lia genética também pode estar altamente associada a apresentações que 
se caracterizam por mastocitose sistêmica com eosinofilia (SMCD-eos), 
embora a distinção da HES/CEL clássica possa não ser claramente defi- 
nida por critérios clínicos e patológicos, em muitos casos (Pardanani, 
2004; Bain, 2004). 

O gene quimérico FIPILI-PDGFRA forma-se no cromossomo 
4(q12). No nível molecular, esses genes ficam justapostos após uma 
deleção intersticial ou translocação do gene interveniente CHIC2. 
Embora a RT-PCR possa identificar um transcrito de fusão gênica em 
muitos casos, os métodos FISH visando à deleção de CHIC2 são mais 
informativos no sentido de revelar o FIPIL1I-PDGFRA. É notável o 
fato de que sua presença confere responsividade tumoral à terapia com 
mesilato de imatinibe (Gleevec), acrescentando uma nova opção tera- 
péutica para esse distúrbio neoplásico raro e intratável (Gotlib, 2004). 
Em contraste, a mastocitose sistêmica, que pode mostrar sobreposição 
de aspectos fenotípicos com doença de FIPILI-PDGFRA, caracteriza- 
-se por uma mutação pontual no gene cKIT (D816V) e não responde à 
administração de imatinibe (Pardanani, 2003). 

No início de 2005, quatro grupos de pesquisa descreveram, de forma 
independente, uma nova anormalidade isolada de mutação pontual 
no gene JAK2 (janus kinase 2), ocorrendo nos distúrbios crônicos mie- 
loproliferativos exclusivos da LMC, definidos classicamente (Baxter, 
2005; Levine, 2005; James, 2005; Kralovics, 2005). Acredita-se que essa 
mutação, que induz uma substituição V617F de aminoácido (fenilala- 
nina por valina), seja fundamental para a proliferação celular fisiopato- 
lógica nesses distúrbios por ativação constitutiva da JAK2 tirosina qui- 
nase. É notável que cada grupo de pesquisadores tenha chegado a esse 
achado por meio de abordagens experimentais muito diferentes. Nas 
análises dessas e de outras séries, as mutações JAK2 têm sido encon- 
tradas na maioria dos casos de policitemia vera, mas em proporções 
variáveis (p. ex., 1/3 a 1/2) de mielofibrose crônica idiopática (CIMF) e 
de trombocitose essencial (TE). A mutação também foi encontrada em 
um pequeno número de tumores mieloproliferativos/mielodisplásicos 
atípicos e em algumas mielodisplasias, mas está ausente nas leucemias 
linfoblásticas e nos tumores linfoides. É digno de nota o fato de que 
a maioria dos distúrbios mieloproliferativos com essa anormalidade 
mostra um padrão de mutação heterozigoto, embora uma minoria 
de casos (mais notavelmente na policitemia vera) tenha demonstrado 
mutações homozigotas nas células tumorais que surgem da duplicação 
do alelo JAK2 com mutação. 

Embora o significado clínico da mutação JAK2 nessa categoria de 
doenças mieloides ainda não esteja completamente entendido, essa 
descoberta refina a classificação diagnóstica de uma grande porcen- 
tagem de tais neoplasias, antes definidas principalmente por critérios 
morfológicos. A presença de mutações do gene JAK2 nos distúrbios 
mieloproliferativos crônicos pode ser detectada por uma variedade 
de métodos, inclusive a PCR específica do alelo, a PCR com análi- 
se da curva de derretimento, a hibridização com sonda fluorescente 
específica do alelo, digestão enzimática de restrição e sequenciamen- 
to direto. Os dois últimos métodos podem ter sensibilidade analítica 
limitada para detectar pequenas porcentagens de células JAK2 mutan- 
te em determinado caso, embora geralmente o sequenciamento seja 
realizado para a confirmação diagnóstica molecular de amostras de 
pacientes identificados como positivos por outros métodos. 

Essas associações de lesões genéticas precedentes, recentemente 
identificadas, são significativas em dois aspectos profundamente crí- 
ticos: primeiro, as terapias farmacológicas e clinicopatológicas (como 
imatinibe ou outros inibidores de pequenas moléculas) têm efeitos 
de maior espectro contra classes particulares de proteínas oncogê- 


nicas, oferecendo, assim, opções terapêuticas adicionais para certos 
pacientes; segundo, a elucidação contínua de anomalias genéticas 
como FIP1LI-PDGFRA e a mutação em JAK2 irá reclassificar tumores 
hematológicos historicamente descritos como HES/CEL e as doenças 
mieloproliferativas crônicas de uma nova maneira, definida em ter- 
mos moleculares. Como tais, esses avanços estão servindo para redi- 
mensionar nossos conceitos atuais sobre o esquema de classificação 
das doenças mieloproliferativas. 


Diagnóstico molecular do linfoma não Hodgkin 


Fundamento da análise genética molecular nos 
distúrbios linfoides 

Os linfomas não Hodgkin e as leucemias linfoides crônicas são 
malignidades relativamente comuns em adultos e sua incidência está 
aumentando (Ries, 1994; Chiu, 2003; Liu, 2003). Um paradigma cen- 
tral para o diagnóstico de linfoma é a demonstração de clonalidade, 
que tem alta correlação com o estado maligno. Muitas vezes, a clona- 
lidade pode ser sugerida ou estabelecida com a ajuda de estudos imu- 
nofenotípicos, ao demonstrar restrição de cadeia leve no caso de neo- 
plasias de células B, ou expressão aberrante de antígeno no contexto 
de proliferações de células T. No entanto, há várias circunstâncias em 
que análises precedentes podem ser insuficientes e a determinação da 
clonalidade linfoide continua sendo uma questão fundamental. Em 
tais situações, que incluem amostras com aspectos fenotípicos não 
informativos, biópsias teciduais pequenas, amostras parcialmente 
degradadas e tecidos em parafina, a avaliação molecular do rearran- 
jo do gene de receptor de antígeno clonal é extremamente valiosa. 
Os métodos padrões de detecção molecular de clonalidade também 
são empregados para chegar ao diagnóstico definitivo de neoplasias 
linfoides com aspectos potencialmente simuladores de hiperplasias 
benignas (p. ex., linfoma folicular ou linfoma de célula B da zona 
marginal extranodal), para determinar a linhagem celular em tumores 
hematopoéticos não diferenciados (i. e., de células B versus T) e para 
ajudar no diagnóstico de linfoproliferações atípicas de células T. 

Junto com os aspectos tumorais característicos à microscopia ópti- 
ca e o perfil fenotípico do marcador celular (p. ex., por citometria de 
fluxo e imunoperoxidase), a identificação de anormalidades genéti- 
cas tumorais recorrentes não aleatórias, mais comumente produzidas 
por eventos de translocação cromossômica, contribuiu para melhorar 
significativamente a precisão diagnóstica e a subclassificação dos lin- 
fomas não Hodgkin. Na verdade, os dados citogenéticos e genéticos 
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moleculares desse tipo de distúrbio são agora parte integrante da clas- 
sificação atual da OMS para os linfomas (Jaffe, 2001). As seções subse- 
quentes detalham as abordagens moleculares para a determinação da 
clonalidade de células B e T, bem como a detecção e o significado de 
translocações recorrentes, comuns no linfoma. 


Rearranjos genéticos do receptor de antígeno 
para determinação de clonalidade 


Mecanismo dos rearranjos genéticos 
do receptor de antígeno 

Os genes de receptores de antígeno são rearranjados no início do 
desenvolvimento dos linfócitos B e T na medula óssea e no timo, res- 
pectivamente. O processo de rearranjo do DNA, ou recombinação 
gênica, envolve essencialmente a quebra e a fusão de um dos nume- 
rosos segmentos gênicos variáveis (V) com a junção (J) de um éxon. 
Nos mesmos loci, notavelmente dos genes da cadeia pesada de imu- 
noglobulina e receptor B de célula T, um segmento de diversidade (D) 
interpõe-se entre os segmentos V e J. A seguir, o segmento montado 
V-J ou V-D- junta-se com a região constante (C) do gene de receptor 
de antígeno para produzir uma sequência codificadora intacta, capaz 
de traduzir uma proteína receptora funcional de antígeno (Fig. 71.5) 
(Macintyre, 1999; Bassing, 2002). Células imunes incapazes de produ- 
zir proteínas receptoras funcionais sofrem deleção por apoptose. No 
caso de células B imaturas, o gene da cadeia pesada de imunoglobulina 
no cromossomo 14(q32) é o primeiro a sofrer esse rearranjo segmen- 
tar, seguido, por sua vez, pelo gene K da cadeia leve no cromossomo 
2(p12). Se a última tentativa não for produtiva em ambos os alelos, 
o locus À no 22(q11) é selecionado para gerar a molécula tetramérica 
final de imunoglobulina. No caso das células T, o receptor ô de célula 
T (Tô) (14[q11]) e os loci y (Ty) (7[p15]) iniciam o processo no timo; 
todavia, muitos desses rearranjos génicos falham no sentido de pro- 
duzir uma apoproteina receptora heterodimérica funcional. Assim, 
o rearranjo continua quase simultaneamente nos loci receptores Q 
e B da célula T (Ta e TB), localizados nos cromossomos 14(ql1) e 
7(q34), respectivamente, gerando um receptor Ta na grande maioria 
(85-90%) das células T. Como um ponto importante relacionado com 
a análise molecular (discutido adiante), quase todas as células To 
maduras ainda mantêm um rearranjo génico no locus Ty. 

Há uma diversidade enorme entre os receptores de imunoglobulina e 
células T, derivada do potencial de recombinação genética entre nume- 
rosos segmentos V, (D) e J nesses loci. Além disso, a atividade da enzima 


Figura 71.5 Rearranjo de segmento gênico somático de imunoglobulina e genes 

de receptores de célula T. A. O processo básico de rearranjo somático do locus 

da cadeia pesada de imunoglobulina (/gH) no cromossomo 14932 que ocorre em 
células B em desenvolvimento. Seleção e rearranjo de diversidade IgH (D,,) e a 
junção de segmentos génicos (),;) que ocorre primeiro em uma grande região do 
DNA interveniente, seguidos pelo recrutamento de um éxon de uma região variável 
(V) para completar a codificação VD). É gerada diversidade substancial no nível 
do nucleotídeo, por causa da recombinação potencial de muitos segmentos V, D 
e]. Além disso, a atividade da enzima terminal desoxinucleotidil transferase (TdT), 
que insere um número aleatório de nucleotídeos “não moldados” (N) nas junções 
rearranjadas, aumenta essa diversidade. O segmento VD) rearranjado une-se, 
então, com a região constante (Cp) para completar a unidade de cadeia pesada 

que codifica o gene. Ocorrem eventos de recombinação genética similares nos 
genes da cadeia leve de imunoglobulina (x e À) em sequência ao processamento 
do gene /gH. Se os rearranjos genéticos não produzirem uma proteína que seja 
uma imunoglobulina funcional em um alelo, o mecanismo prossegue no segundo 
alelo. O gene do receptor y da célula T (Ty) mostrado em B compartilha aspectos 
estruturais e de rearranjo similares com o gene /gH. O gene Ty localizado no 
cromossomo 7p15 é menos complexo, tendo apenas 11 segmentos Vy capazes de 
rearranjos funcionais e sem segmentos D, embora haja dois loci do segmento J (Jp 

e Jy) e duas regiões constantes. A presença de homologia sequencial compartilhada 
entre muitos segmentos génicos V nos genes /gH e Ty, junto com a natureza 
altamente homóloga dos respectivos segmentos ) nesses loci, permite a detecção da 
maioria dos rearranjos que ocorrem nos linfócitos B ou T pelos métodos da reação 
em cadeia da polimerase empregando iniciadores oligonucleotídicos de “consenso” 
flanqueadores. Esse conceito está indicado pelas setas alaranjadas e é mais bem 
detalhado na Figura 71.6. 
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terminal desoxinucleotidil transferase (TdT) acrescenta bases de áci- 
dos nucleicos aleatórias não moldadas (“N”) nas junções dos segmen- 
tos gênicos rearranjados e células B e T imaturas, aumentando, assim, 
a diversidade de sequência (Fig. 71.5). Como resultado de todo esse 
processo, linfócitos individuais B e T abrigam sequências de rearran- 
jos gênicos específicos e expressam proteínas receptoras imunes únicas 
correspondentes de antígenos em suas superficies celulares. Em uma 
expansão linfoide policlonal, em geral há uma distribuição altamen- 
te variável de rearranjos gênicos de receptores de antígenos, enquan- 
to uma população monoclonal caracteriza-se por um único rearranjo 
gênico idêntico em cada célula. Tal conceito é explorado tanto na análi- 
se por hibridização por Southern blot (SBH) quanto na técnica da PCR, 
para distinguir proliferações policlonais (“benignas”) das monoclonais 


(“malignas”). 


Técnicas para detectar rearranjos genéticos 
de receptores de antígeno 
Hibridização por Southern blot 

A técnica da SBH genômica pode ser considerada uma abordagem 
molecular relativamente em “larga escala”, envolvendo a digestão de 
enzima endonuclease de restrição em uma amostra de DNA de alto 
peso molecular, seguida pela separação de fragmento, pela imobili- 
zação de uma membrana de náilon ou nitrocelulose e pela detecção 
com sonda marcada com radioisótopo específico (ou não radioisotó- 
pica) de um ou mais fragmentos de DNA-alvo relativamente grandes 
(Cossman, 1988; Beishuizen, 1993; Langerak, 1999; Macintyre, 1999; 
Medeiros, 1999; Arber, 2000). Na Figura 71.6, é mostrado um resumo 
esquemático e exemplo de SBH genômica conforme aplicada ao diag- 
nóstico de linfoma. Resumindo brevemente, no caso de uma região 
estruturalmente inalterada (sem rearranjo) do DNA-alvo, a análise 
por SBH irá revelar um certo padrão de tamanhos ou bandas de frag- 
mentos, estabelecendo configuração de “linhagem germinativa” com 
base na distribuição de sítios particulares de enzima de restrição, flan- 
queando ou dentro do locus em questão. Se essa região do DNA sofrer 
rearranjo, como no caso dos loci receptores de antígeno das células 
B e T, será produzido um padrão de bandeamento diferente (como 
resultado de desvios nas localizações dos sítios de enzima de restrição 
na linhagem germinativa) e essas alterações podem ser prontamente 
reconhecidas por hibridização com uma sonda específica. A sensibi- 
lidade da SBH é tal que pelo menos 5% de uma população de células 
precisa conter o mesmo rearranjo, não da linhagem germinativa, para 
serem detectadas (Tab. 71.2). Em uma população de linfócitos poli- 
clonais, células B ou T individuais carregam rearranjos únicos de seus 
genes codificadores de receptores de antígenos e, teoricamente, era 
de esperar que gerassem uma distribuição ampla ou “em escada” dos 
rearranjos quando analisados pela SBH com as sondas apropriadas. 
Entretanto, na prática, tal padrão de rearranjo não é visto em pro- 
liferações policlonais, pois mesmo grupos altamente selecionados e 
expandidos de células linfoides reativas não constituem tipicamente 
até 5% do total de células nessas situações. Em contraste, cada célu- 
la em uma população monoclonal contém um rearranjo do gene de 
receptor de antígeno idêntico e a SBH irá identificar bandas distintas 
rearranjadas (não da linhagem germinativa) (Fig. 71.6). 

A aplicação bem-sucedida da técnica de SBH para detectar clonalida- 
de linfoide depende de vários fatores. Primeiro, o locus interrogado pre- 
cisa ser estruturalmente favorável para o estudo por digestão enzimática 
e hibridização com sonda. Certos loci, como o do gene To, são muito 
grandes e difíceis de avaliar adequadamente com alta sensibilidade 
usando-se um número prático de enzimas de restrição para digestão e 
sondas. Já o locus Ty, como discutido adiante, é relativamente pequeno 
e tem diversidade limitada, resultando em baixa especificidade, o que 
em geral impede seu uso na SBH. Em segundo lugar, as sondas de hibri- 
dização precisam estar disponíveis para uso no laboratório clínico. As 
sondas podem ser produzidas a partir de DNA genômico clonado ou 
cDNA complementar da região de interesse, e são encontrados vários 
tipos no comércio. Por fim, o método de SBH requer o uso de DNA 
de alto peso molecular não degradado, obtido de fontes frescas ou teci- 
do congelado. Como uma quantidade consistente de DNA é usada por 
digestão enzimática (p. ex., 5ug), a proporção relativa de células clonais 
em determinada amostra pode ser estimada pela análise por SBH. 


Para a determinação de clonalidadae de células B pela SBH, têm sido 
usados tanto genes de cadeia pesada (IgH) de imunoglobulina quanto 
de cadeia leve. O gene IgH costuma ser avaliado com uma sonda da 
região J (Cossman, 1988; Beishuizen, 1993; Medeiros, 1999). A região 
J da IgH (Jy) é altamente informativa, pois esse locus é relativamente 
compacto, facilmente definido por digestão de enzima de restrição e 
sempre envolvido em eventos de recombinação nas células B (Fig. 
71.6). Com o uso de uma sonda JK, o gene da cadeia leve K também 
pode ser alvejado pela análise por SBH, embora uma minoria de casos 
de linfoma (principalmente aqueles com rearranjos na cadeia leve À) 
possa ser perdida por causa de deleções específicas dos loci rearran- 
jados abrangendo as regiões CK e algumas vezes Jk (Medeiros, 1999; 
Cossman, 1998). Os rearranjos do gene À de cadeia leve podem ser 
avaliados com uma sonda de região constante (CA), porém esse locus 
é altamente polimórfico e é mais difícil interpretar os resultados do uso 
de digestão por enzima de restrição e bandeamento (Saueracker, 1992). 

O locus B da célula T (TB) provou ser mais útil para a detecção de 
clonalidade de célula T pela SBH, e essa região compartilha aspectos 
estruturais com o gene IgH. A complexidade do locus TB é notavelmen- 
te maior pela presença de duas regiões DB, JB e CB disponíveis em cada 
alelo para recombinação com um grande repertório de segmentos da 
região VB. No entanto, como duas regiões CB têm sequências pratica- 
mente idênticas, os rearranjos do gene TB podem ser identificados pela 
SBH usando-se uma sonda genômica comum Cf e digestores de res- 
trição apropriados do DNA-alvo (Langerak, 1999; Medeiros, 1999). O 
uso de sondas específicas da região JB também foi descrito para detectar 
clonalidade do locus TB e pode oferecer algumas vantagens em conjun- 
to com sondas Ch (Langerak, 1999). Em contraste, o locus Ty em geral 
é menos favorável para a análise por SBH, por causa do número relati- 
vamente pequeno de rearranjo dos segmentos das regiões Vy e Jy. Essa 
capacidade limitada para recombinação segmentar cria um conjunto 
relativamente pequeno de rearranjos funcionais do gene Ty. Portanto, 
em uma população de células T policlonais, a SBH com uma sonda da 
região Jy pode potencialmente resolver várias bandas proeminentes, 
além dos fragmentos esperados da linhagem germinativa, em contraste 
com a análise por SBH no locus TB, em que os rearranjos dos subcon- 
juntos de linfócitos reativos benignos individuais não aumentam acima 
do limiar de sensibilidade de detecção (Cossman, 1988; Medeiros, 
1999). Essa situação leva à possibilidade de considerar erroneamente 
tais bandas “pseudoclonais” em processos reativos da célula T como 
rearranjos monoclonais verdadeiros ou, em contrapartida, pode obscu- 
recer a identificação de um rearranjo monoclonal verdadeiro do gene 
Ty na presença de células benignas coexistentes. 


Reação em cadeia da polimerase 

Os rearranjos dos genes de receptores de imunoglobulina e células 
T também podem ser identificados pelos métodos de PCR. Em con- 
traste com a SBH, que detecta alterações genômicas estruturais rela- 
tivamente grandes com base em alterações nos sítios da enzima de 
restrição, a PCR é designada por amplificar regiões curtas do DNA 
que abrangem a área imediata do segmento de fusão gênica nos genes 
de receptores de antígeno rearranjados. Nas condições padrões da 
PCR, uma configuração do gene do receptor de antígeno da linhagem 
germinativa é amplificada com baixa eficiência ou não é amplificada, 
por causa das áreas intervenientes muito grandes de DNA entre sítios 
iniciadores. Contudo, ao codificar os segmentos V, (D) e J justapostos 
em um gene rearranjado, a amplificação da região entre os iniciado- 
res, agora estreitamente apostos, é prontamente conseguida pela PCR. 
Os dois loct mais amplamente usados para a determinação de clonali- 
dade linfoide pela PCR são os genes IgH e Ty. 

A Figura 71.6 mostra uma representação esquemática da PCR dire- 
cionada no locus IgH. Foram descritas várias abordagens para a PCR 
do IgH. A técnica mais comumente aplicada envolve a amplificação 
através da terceira região determinante complementar (CDR III) 
do gene IgH rearranjado (Slack, 1993; Segal, 1994; Derksen, 1999; 
Medeiros, 1999; Macintyre, 1999). A CDR III abrange o sítio em que 
os éxons V, D e J unem-se no gene IgH rearranjado. A região do gene 
Vy compreende aproximadamente 100 segmentos discretos codifi- 
cadores ou funcionais que podem ser agrupados em seis famílias” 
com base nas similaridades de sequência. As regiões Dy e Jy contêm 
aproximadamente 15 a 20 e 6 segmentos gênicos, respectivamente. 
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Figura 71.6 Hibridização por Southern blot (SBH) e reação em cadeia da polimerase 
(PCR) para a detecção de populações linfoides clonotípicas. A. Esquema da região 
do locus ) do gene da cadeia pesada de imunoglobulina (IgH) no cromossomo 
14932. Os éxons |; são mostrados como retângulos. A região intacta, ou região 

Ją de linhagem germinativa, é flanqueada por sítios da endonuclease de restrição 
EcoRI, que, na digestão do DNA, produz um fragmento de =16kb de tamanho. Esse 
grande fragmento de DNA pode ser detectado pela SBH, utilizando-se uma sonda 
clonada marcada com radioisótopo pela PCR (nesse caso, usa-se um fragmento 
genômico de 2,2 kb como sonda). Em contraste, quando a região Jy é alterada 

pelo processo de rearranjo gênico somático em uma célula B, é introduzida uma 
alteração nos sítios da enzima de restrição, de maneira que a digestão produz 

um fragmento de DNA de tamanho alterado em relação ao tamanho esperado da 
linhagem germinativa. Na ilustração, isso é mostrado como um novo fragmento 

Ju de 12 kb. Em uma população de células B monoclonais, todas as células B irão 
abrigar o mesmo rearranjo, e isso pode ser detectado pela técnica da SBH como 
uma nova banda rearranjada. Tipicamente, são realizadas duas ou três digestões 
enzimáticas com endonucleases “informativas” para confirmar a presença de um 
rearranjo de locus. A sensibilidade da SBH é tal que a população clonal deve 
representar pelo menos 5 a 10% do DNA total para ser detectada; os numerosos 
rearranjos do IgH nos processos de células B policlonais não aumentam acima 
desse limiar e, portanto, não apresentam uma série de tamanhos de banda alterados 
pela SBH. A mesma abordagem conceitual aplica-se à detecção de rearranjos 

no gene do receptor B da célula T (TB) nas populações dessas células, embora as 
considerações quanto ao projeto da sonda e à enzima de restrição sejam diferentes. 
B. Resultados típicos da SBH na detecção de rearranjos genéticos do focus IgH. 

As faixas “P” e “T” indicam amostras de DNA de placenta e tonsila digeridas com 
EcoRI e analisadas pela SBH, indicando a presença apenas de bandas (16 kb) 

da linhagem germinativa. A faixa “NHL” é uma amostra de linfoma de célula B 
mostrando bandas rearranjadas clonalmente, cujo tamanho difere nitidamente da 
configuração da linhagem germinativa. A presença de duas bandas na amostra 
NHL é indicativa de rearranjos bialélicos do IgH. C. Aspectos do microlocus de um 
gene IgH rearranjado, mostrando a região codificadora VD) (ver detalhes na Fig. 
71.5 e no texto). O segmento V,, codifica muito do componente variável da cadeia 
pesada de imunoglobulina. São identificadas três regiões estruturais (FR I-III), bem 
como duas regiões determinantes complementares (CDR | e Il). A terceira e mais 


A recombinação desses segmentos potenciais de éxons cria, assim, 
uma diversidade significativa de IgH, aumentada de forma substan- 
cial pelo acréscimo de nucleotídeos juncionais não modelados (CN?) 
pela enzima TdT (Figs. 71.5 e 71.6). Enquanto a maioria das regiões 
determinantes de complementaridade 5 (CDR I e CDR II) também 
mostram uma variabilidade relativa de sequência entre células B, a 
CDR III é mais informativa a esse respeito, pois é produzida a partir 
da junção de diversos segmentos V, (D) e J, junto com a introdução 
aleatória de nucleotídeos N. Como resultado, a CDR III é única em 
qualquer célula B e pode ser usada como um marcador tipo “impres- 
são digital” de clonalidade na neoplasia de célula B. 

Embora a CDR III seja altamente variável entre os linfócitos B, os 
métodos de PCR que visam essa região são felizmente simplificados 
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variável região da sequência nucleotídica é formada pela junção entre os segmentos 
V, De], com inserções de nucleotídeo não moldado (N) pela enzima TdT; essa 
região é denominada CDR Ill e representa uma sequência nucleotídica altamente 
singular em cada célula B. Devido à homologia de sequência compartilhada entre 
os segmentos V, nas regiões estruturais e também entre os segmentos J,,, iniciadores 
de “consenso” da PCR podem ser projetados para amplificar os curtos estiramentos 
dos nucleotídeos que compreendem a CDR Ill. Mais comumente, isso é conseguido 
com iniciadores de consenso FR Ill e Ju, como ilustrado pelas respectivas setas 
alaranjadas. Outras abordagens de PCR incluem o uso de um iniciador de consenso 
FR Il, ou uma família de iniciadores específicos de FR II (essas alternativas também 
estão indicadas por setas alaranjadas). Notar que, à medida que o iniciador FR é 
movido mais 5’, o tamanho dos produtos da PCR gerados também aumenta. D, 
Resultados típicos da PCR para IgH usando iniciadores de consenso FR Ill e Ją. Em 
uma população de células B policlonais, há uma faixa de tamanhos de rearranjos 
VD), definidos pela natureza dos segmentos V, D e J usados e o número de 
nucleotídeos N inseridos. O fragmento desse tamanho é distribuído normalmente, 
como mostrado no painel do lado esquerdo. Em contraste, uma população 

de células B monoclonais caracteriza-se por um único rearranjo (ou duplo, se 
bialélico), conforme demonstrado no painel do lado direito. (Os dados da PCR 
foram gerados com um iniciador marcado por fluorescência e a análise foi realizada 
por eletroforese capilar; o eixo y representa a intensidade relativa da fluorescência 
dos produtos da PCR e o eixo x mostra o tamanho de um par de bases deduzido 
por software dos amplicons em relação aos marcadores de tamanho em vermelho). 
Abordagens técnicas e resultados semelhantes são obtidos com a PCR do gene 

do receptor de célula Ty (Ty) (não mostrado). A PCR com iniciador de consenso, 
embora rápida e extremamente útil para a detecção de clonalidade linfoide, peca 
por apresentar um índice de resultados falsos-negativos falsos devido a ocorrências 
ocasionais de homologia interna iniciador-molde ou hipermutação somática no 
sítio de ligação do iniciador. A última situação é encontrada principalmente nos 
linfomas de células B associados aos centros germinativos (p. ex., os tipos folicular 
e de células B grandes). A sensibilidade da PCR com iniciador de consenso (1-5%) 
é melhor do que a da SBH, mas pode ficar comprometida quando uma interferência 
de fundo produzida por linfócitos policlonais abundantes obscurece a população 
clonal. 


pelo uso de iniciadores de “consenso”. A extremidade 3º da região Vy 
flanqueadora, conhecida como região estrutural (FR, do inglês fra- 
mework region) III, exibe sequências de nucleotídeos altamente conser- 
vadas entre a maioria dos segmentos do gene Vy (Fig. 71.6). De forma 
similar, os éxons Ją contêm segmentos com uma sequência nucle- 
otídica idêntica. Os iniciadores complementares da PCR de FR III e 
Jy podem ser designados assim que flanqueiam e, portanto, podem 
amplificar a CDR III no DNA da maioria das células B. A identifica- 
ção de rearranjos amplificados é conseguida por eletroforese em gel 
(p. ex., agarose ou poliacrilamida) ou, mais comumente, por eletrofo- 
rese capilar após amplificação por PCR com iniciadores fluorescentes 
(Beaubier, 2000; Greiner, 2002). Em uma proliferação policlonal de 
células B, é possível esperar muitas centenas ou milhares de rearranjos 
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1484 individuais da CDR III. Como nenhuma dessas subpopulações reativas 
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de células B está tipicamente presente acima do limiar de sensibilidade 
da análise padrão por PCR (nominalmente 1 a 2%), um esfregaço ou 
padrão em escada de banda múltipla pálida é visualizado pela eletrofo- 
rese em gel ou como uma série de picos distribuídos normalmente por 
eletroforese capilar (Fig. 71.6). Em um processo monoclonal de célula 
B, todas as células abrigam um rearranjo CDR III idêntico, preferen- 
cialmente amplificado durante a PCR, produzindo uma banda clonal 
distinta ou perfil de pico durante a análise pós-PCR. Ocasionalmente, 
pode estar presente uma segunda banda amplificada ou pico, indicati- 
vos de rearranjos bialélicos de IgH. 

O locus Ty, embora não seja muito adequado para a SBH, tem sido 
utilizado com sucesso para a determinação de clonalidade de células T 
pela PCR (Slack, 1993; Beaubier, 2000; Greiner, 2002; Lawnicki, 2003). 
O rearranjo do gene Ty ocorre no início do desenvolvimento timico dos 
linfócitos T e esse evento genético é mantido, mesmo que a maioria das 
células T em desenvolvimento continue a rearranjar os loci Ta e TB e, 
por fim, desenvolva um fenótipo receptor To. Portanto, o locus Ty 
proporciona um marcador global para avaliar a clonalidade ante a sus- 
peita de neoplasia de células T. O locus Ty abrange 11 segmentos codifi- 
cadores da região Vy, agrupados em quatro famílias com base nas simi- 
laridades de sequência. Cinco segmentos da região Jy estão presentes, 
incluindo os éxons altamente conservados Jy1 e Jy2, bem como os éxons 
Jp, Jpl e Jp2 (Fig. 71.5) (Greiner, 2002). A PCR do Ty também confia 
na natureza única dos rearranjos juncionais em linfócitos T individuais; 
a técnica é muito informativa, apesar da diversidade segmentar limita- 
da desse locus, com alguns problemas em mente (discutidos na seção 
seguinte). Podem ser usados iniciadores de consenso complementares 
para sequências de homologia compartilhadas nos segmentos Vye Jy da 
célula T, de modo a simplificar o procedimento da PCR. De forma aná- 
loga ao caso da PCR para IgH, os produtos da amplificação de células T 
policlonais tendem a formar um padrão de esfregaço ou em formato de 
sino à eletroforese de produtos da PCR, enquanto a monoclonalidade 
é evidente como uma ou duas bandas ou um ou dois picos discretos. 


Vantagens e desvantagens da hibridização por 
Southern blot e reação em cadeia da polimerase 
para avaliação de clonalidade linfoide 

A decisão de usar a PCR ou a SBH requer o conhecimento de vários 
fatores, como a fonte tecidual, o tipo de distúrbio mieloproliferativo 
investigado, a sensibilidade dos respectivos ensaios e as taxas de resul- 
tados falsos, tanto positivos quanto negativos. As vantagens e desvanta- 
gens das respectivas técnicas estão resumidas na Tabela 71.5. Em geral, 
a PCR obteve mais popularidade para a determinação de clonalidade, 
principalmente por sua rapidez e pela relativa facilidade de realização. 
O método de SBH, em contraste, é muito trabalhoso, mais caro e leva 
cerca de uma a duas semanas para ser completado. Além disso, a SBH 
costuma ser feita com sondas com marcação radioativa. Outras desvan- 
tagens da SBH incluem a necessidade de tecido fresco ou congelado de 


boa qualidade (para DNA de alto peso molecular) e uma sensibilidade 
relativamente baixa, na faixa de 5 a 10%. A PCR é vantajosa porque fica 
pronta em questão de dias, é mais barata e requer menor quantidade de 
DNA iniciador (i. e., 0,5-1 ug) do que a SBH. A PCR tem uma sensibi- 
lidade nominal de 1 a 2%, embora um fundo policlonal proeminente 
de células B ou T possa piorar significativamente esse nível e reduzir a 
capacidade da técnica em detectar uma população monoclonal coexis- 
tente de linfócitos. A sensibilidade da PCR para o receptor de antígeno 
pode melhorar 0,1 a 0,01% em aplicações especialmente modificadas e 
otimizadas, como a detecção de linfoma ou leucemia residuais. Além 
disso, a PCR pode ser realizada com amostras de tecido fresco ou fixa- 
do em parafina, embora certos fixadores (p. ex., B5) ou substâncias de 
uso comum no processamento de linfonodos ou medula óssea possam 
inibir a PCR. 

Embora os métodos de PCR sejam mais “simplistas” em termos com- 
parativos, a técnica é muito sensível a alterações “micromoleculares” 
nas regiões alvejadas por iniciadores oligonucleotídicos. Assim, o uso de 
iniciadores de consenso não irá amplificar rearranjos incomuns de IgH 
ou Ty envolvendo segmentos gênicos sem os sítios conservados comple- 
mentares para essas sequências iniciadoras. Talvez seja mais significati- 
vo o fato de que mutações de base nucleotídica ou deleções no molde 
do DNA possam impedir a ligação eficiente das sequências iniciadores 
complementares, o que acarreta falha da PCR. Tais situações são mais 
comuns em certos tumores linfoides de células B que tenham sofrido 
hipermutações de nucleotídeos somáticos das regiões CDR e adjacen- 
tes. Os exemplos incluem linfomas foliculares, alguns linfomas grandes 
e difusos de células B e linfomas com diferenciação plasmacitoide, em 
que a detecção de clonalidade pode variar de apenas 35 a 60% quando 
se usa a PCR padrão para a CDR III do IgH (Segal, 1995; Lombardo, 
1996; Derksen, 1999). Em contraste, a taxa de detecção de clonalidade 
em tumores pequenos de linfócitos B, com associação presumível a um 
“centro pré-germinativo (p. ex., linfoma linfocítico pequeno, linfoma 
de células de revestimento) é de quase 100%. Ocasionalmente, as LLAs 
e linfomas de células B podem ter apenas um rearranjo clonal D-J, 
ou sofrer deleções e substituições na região gênica Vy, o que também 
impede o sucesso da PCR padrão para CDR III em uma minoria de 
casos (Beishuizen, 1994; Height, 1996; Szczepanski, 2002). 

Há problemas diferentes para a avaliação da clonalidade de Ty. 
Apesar da natureza juncional única de cada rearranjo do segmento 
V-J de Ty em células individuais, a diversidade mais limitada de éxons 
nesse locus pode resultar em amplicons da PCR com tamanho muito 
semelhante e até mesmo características de sequência. Às vezes, isso 
pode criar dificuldade para se detectar uma população de células T 
monoclonais quando há células T policlonais ao fundo, pois sequén- 
cias amplificadas de natureza similar, porém não homóloga, podem 
criar “heterodúplexes” com os amplicons-alvo durante a eletrofore- 
se em gel, mascarando, assim, a capacidade de detectar a população 
monoclonal. Já uma população limitada ou imprópria reativa de célu- 
las T pode demonstrar um padrão altamente selecionado de segmento 


Tabela 71.5 Hibridização por Southern blot vs. método da reação em cadeia da polimerase para análise da clonalidade linfoide 


Vantagens 


Southern blot Essencialmente nenhum resultado falso-negativo 


Pode detectar a natureza de rearranjos incomuns (p. ex., D- parcial) 
Pode detectar a presença de padrões oligoclonais de rearranjo génico 


Reação em cadeia Rápida (24-48 h), de baixo custo, tecnicamente fácil 


da polimerase 


Requer um mínimo de DNA (=0,5-1 Lg por reação) 
Sensível (nominalmente 1-5%, podendo aumentar) 


Pode combinar diferentes estratégias de PCR para aumentar a taxa 


de detecção de clonalidade 


Uso de DNA de muitas fontes, incluindo tecidos em parafina 


Desvantagens 


Oneroso, trabalhoso, tecnicamente dificil 

Demorado (requer 1-2 semanas) 

Uso de sondas marcadas com radionuclídeos 

Requer DNA de alto peso molecular 

Requer grande quantidade de DNA (5 ug por digestão enzimática) 
Sensibilidade analítica limitada (pode detectar 5-10% de uma 
população monoclonal em células de fundo) 

Risco de resultados falsos-positivos (contaminação) 

Risco de resultados falsos-negativos (a taxa de detecção não chega 
d 100%) 

Não pode detectar rearranjos incomuns (parciais) (a menos que 
sejam usados conjuntos de iniciadores especiais) 

Pode perder populações oligoclonais 

A sensibilidade analítica pode ser afetada adversamente por um 
fundo proeminente de linfócitos policlonais, quando se usam 
iniciadores de consenso 


génico TY para uso, produzindo um resultado de amplificação “pseu- 
doclonal” que lembra uma população clonotípica de células T. (As 
últimas complicações são, em geral, menos comuns com a PCR para 
IgH, pelo maior grau de recombinação potencial proporcionado pelo 
rearranjo mais numeroso dos segmentos V, D e J, e um fragmento de 
amplicon de tamanho correspondente mais estendido.) 

Por causa dessas desvantagens da PCR, a SBH ainda pode ser neces- 
sária para resolver a difícil questão da clonalidade em uma proliferação 
linfoide. Como a SBH avalia a estrutura de regiões genômicas maiores, 
não tende a apresentar as dificuldades encontradas com a PCR. A SBH 
é considerada o padrão-ouro” para determinação da clonalidade nesse 
contexto diagnóstico e, felizmente, como a PCR é um método muito 
rápido, é possível fazer a análise subsequente por SBH se os resulta- 
dos da PCR forem inconclusivos. Contudo, a exigência de quantidades 
adequadas de DNA de tecido fresco ou congelado nem sempre pode 
ser satisfeita e, assim, tal limitação com relação à amostra tem restrin- 
gido os aprimoramentos técnicos na PCR e na análise após a mesma. 
Por exemplo, têm sido usados conjuntos alternativos de iniciadores 
para superar a falha na amplificação devida a alterações nas regiões 
CDR HI ou FR III encontradas com certa frequência no locus IgH ao 
se fazer a PCR. Um iniciador estrutural de consenso em contracorren- 
te da região II (FR II) ou certo número de iniciadores Vy “específicos 
da família” FR I podem ser combinados com o iniciador de consenso 
Jy (Fig. 71.6) (Deane, 1991; Ramasamy, 1992; Aubin, 1995; Derksen, 
1999). Similarmente, rearranjos nos genes da cadeia leve de imunoglo- 
bulina podem ser analisados pelos métodos de PCR (Gong, 1999; Diss, 
2002; Pai, 2005). Tais manobras servem para aumentar o sucesso da 
detecção de clonalidade de aproximadamente 65% (com apenas a PCR 
padrão da região CDR III do IgH) para quase 90%, embora à custa de 
um pouco mais de trabalho e complexidade. 

O uso de conjuntos de iniciadores abrangentes na PCR tem sido 
enfatizado para maximizar a detecção de clonalidade no locus Ty 
(Lawnicki, 2003). Alterações na análise com gel também podem afe- 
tar significativamente a resolução e, portanto, a detecção de produtos 
clonais pela PCR. O uso da eletroforese em gel de poliacrilamida, em 
geral, é mais informativo que a análise em gel de agarose, e modifica- 
ções na composição do gel podem ter efeitos importantes. No caso 
da PCR para Ty, a resolução de populações monoclonais verdadei- 
ras pode aumentar de forma substancial pelo tratamento prévio com 
“heterodúplexes” dos produtos da PCR, antes da eletroforese em gel 
(não desnaturante); nesse procedimento, bandas monolonais homo- 
dúplexes em migração rápida podem ser distinguidas com clareza 
dos heterodúplexes de movimento lento no gel, permitindo a sepa- 
ração de amplicons potencialmente similares com base no tamanho 
e nas características da sequência (Bottaro, 1994; Chhanabhai, 1997; 
Langerak, 1997). O advento da instrumentação para eletroforese capi- 
lar de alta resolução e a melhor padronização dos critérios de inter- 
pretação associados representam outros aprimoramentos na avaliação 
dos produtos da PCR para populações clonais linfoides (Lee, 2000; 
Lawnicki, 2003). A eletroforese capilar, em contraste com as aborda- 
gens em gel consideradas como o padrão, identifica os produtos da 
PCR desnaturados de fita única marcados com substâncias fluores- 
centes, de acordo com o comprimento exato do amplicon (Fig. 71.6). 

Por último, como nota de rodapé, a demonstração de transloca- 
ções cromossômicas recorrentes em subconjuntos de linfomas não 
Hodgkin pela técnica da PCR fornece ainda outro marcador, se o 
rearranjo gênico inicial do receptor de antígeno não for informativo 
pela PCR, aspecto discutido na próxima seção. 

Em suma, a PCR e a SBH são técnicas fundamentais e complemen- 
tares para a determinação de clonalidade nos distúrbios linfoides de 
células B e T. Em geral, os métodos de PCR são considerados a linha 
de frente”, com a SBH sendo reservada para os casos com material ade- 
quado e em que um resultado negativo à PCR é considerado incon- 
sistente com outros achados clínicos e patológicos. Nesse contexto, é 
importante não esquecer os conceitos de “taxa de detecção” e “sen- 
sibilidade” relacionados à PCR. A taxa de detecção de IgH ou Ty pela 
PCR depende de inúmeros fatores já descritos, como o subtipo de 
doença linfoproliferativa, a metodologia da PCR (conjuntos de inicia- 
dor único vs. abrangentes) e o tipo de análise pós-PCR empregado. A 
PCR não detecta rearranjos clonais em todos os casos de tumores lin- 
foides malignos. Portanto, o conhecimento da taxa global de detecção 


de certa abordagem por PCR (i. e., a frequência esperada de resultados 
falso-negativos) ou aprimoramentos para melhorar tal abordagem, são 
valiosos para a interpretação dos resultados. Um exemplo é a detecção 
de linfoma folicular, tipicamente associado a uma taxa de detecção de 
40 a 60% de IgH clonal quando se usa apenas o método da PCR da 
CDR III de IgH (Segal, 1995; Derksen, 1999). Combinando-se a PCR 
de IgH com um ensaio de PCR para identificar rearranjos do gene 
BCL2, podem ser detectados até 80 a 85% dos casos (Segal, 1995). E 
possivel conseguir melhoras similares introduzindo-se iniciadores adi- 
cionais de IgH ou alvejando loci do gene de cadeia leve. 

Ja a capacidade de determinado ensaio por PCR resolver quantida- 
des diminutas de um alvo molecular, ou sua sensibilidade analitica, em 
geral é explorada em circunstâncias especializadas, como a monitora- 
ção de doença residual mínima (i. e., linfoma ou leucemia) durante ou 
após um esquema de tratamento. A sensibilidade, em geral, é medida 
de maneira dilucional e otimizada por sequenciamento da única região 
juncional de um gene clonal receptor de antígeno rearranjado e desig- 
nando iniciadores tumorais “específicos de alelos” ou sondas para uso 
na monitoração subsequente de amostras após a terapia de determina- 
do paciente. Apesar disso, para o diagnóstico clínico molecular rotinei- 
ro, a sensibilidade nominal de um ensaio PCR diagnóstico usando ini- 
ciadores de consenso (não otimizados) deve ser determinada em cada 
laboratório e os fatores que influenciam adversamente o nível básico 
de sensibilidade (p. ex., aumento de fundo de células linfoides poli- 
clonais) devem ser claramente entendidos. Como os ensaios molecula- 
res diagnósticos baseados na PCR diagnóstica são capazes de alcançar 
altos níveis de sensibilidade, é importante ter o máximo de cuidado 
para minimizar e eliminar a possibilidade de contaminação da amostra 
no laboratório. Mesmo uma quantidade diminuta de material estra- 
nho contaminando o molde pode converter um resultado policlonal 
verdadeiro da PCR em uma interpretação falso-positiva de monoclo- 
nalidade, com consequências clínicas igualmente sérias. 


Detecção molecular e significado 
das translocações cromossômicas 
comuns associadas ao linfoma 


A identificação de translocações cromossômicas recorrentes, asso- 
ciadas a certas neoplasias, contribuiu de forma substancial para nosso 
entendimento cada vez maior da biologia do linfoma não Hodgkin 
(Tab. 71.6) (Vega, 2003). A identificação dessas anormalidades gené- 
ticas não é útil apenas para o diagnóstico (estabelecimento de clonali- 
dade e classificação do linfoma), mas fornece informação prognóstica 
ou revela um marcador tumoral específico para a detecção de doença 
residual. Em geral, as translocações cromossômicas nos linfomas não 
Hodgkin resultam na fusão de dois loci genéticos, envolvendo mais 
comumente o locus de IgH no cromossomo 14(q32), nas neoplasias 
de células B. Como consequência, um proto-oncogene, em geral alta- 
mente regulado, torna-se ativado em termos constitutivos, levando à 
hiperexpressão acentuada de uma proteína oncogenética. Em outros 
casos, como por exemplo a t(2;5), no grande linfoma anaplásico de 
células T, uma fusão gênica quimérica é produzida e expressa-se como 
um híbrido de mRNA e proteína. Qualquer que seja o caso, acredita- 
-se que a interferência no crescimento normal das células linfoides, 
em sua homeostasia ou morte, tenha um papel central na linfoma- 
gênese. Acredita-se que os eventos de translocação associados ao lin- 
foma estejam ligados, em muitos tumores, a consequências aberran- 
tes dos sistemas ativos da enzima recombinase (RAG), de reparo da 
quebra do DNA durante o rearranjo do gene de receptor de antígeno 
normal. 

Os mecanismos exatos dessas translocações nas leucemias e nos 
linfomas ainda não estão completamente entendidos, mas pode ser 
que envolvam a proximidade espacial não aleatória de genes duran- 
te o ciclo celular, sítios frágeis como intermediários de fita única do 
DNA propensos à quebra e à recombinação, e outros (Neves, 1999; 
Roix, 2003; Raghavan, 2004). Conforme mencionado, é notável que 
muitas das translocações cromossômicas conhecidas, associadas a 
malignidades hematolinfoides, sejam detectáveis em baixos níveis nas 
células hematopoéticas ou linfoides de indivíduos sadios, indicando 
que esses eventos são relativamente comuns, porém, provavelmente 
insuficientes para causar doença franca, sem promover outras lesões 
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Tabela 71.6 Translocações comuns associadas a linfoma e fusões gênicas resultantes 


Anormalidade genética Doenças associadas 


t(14;18)/BCL2-IgH Linfoma folicular (90%) 


Linfoma difuso de células B grandes (20-30%) 


t(11;14)/BCLI-IgH Linfoma de células de revestimento (=100%) 


Patogénese molecular basica Deteccao* 
Hiperexpressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 FISH > PCR 
Hiperexpressão da proteína ciclina D1 da fase GI do FISH >> PCR 
ciclo celular 

Hiperexpressão de resposta inicial potente ao fator de FISH 


t(8;14)/translocações Leucemia/linfoma de Burkitt (100%) 
c-myc-lgH e 
c-myc variante 


t(11;18)/API2-MALT1 Linfomas da zona marginal extranodal 


H(14;18)/MALTI-IgH (=20-30%) 
t(2;5)/translocacdes Linfoma de células T grandes anaplasicas 
NPM-ALK e ALK variante (=80-90%) 


Suprarregulação da via de transdução do sinal NF-KB 


Ativação constitutiva e localização anormal de 
translocações variantes de ALk tirosina quinase 


transcrição mitogênico c-Myc 


FISH; RT-PCR (para atividade 
mRNA de APIZ=MALT1) 

FISH (todas as variantes); 

RT-PCR (para mRNA de NPM-ALK) 


* A detecção por técnicas moleculares está indicada; também é possível estabelecer o diagnóstico específico de alguns tumores detectando-se hiperexpressão da proteína específica (p. ex., 
ciclina D1 no linfoma de células de revestimento, Alk no linfoma de células T grandes anaplásicas). 


genéticas. Embora a maioria das translocações associadas à leucemia 
seja detectada pela presença de sua espécie de fusão do mRNA, muitas 
das anormalidades de fusão gênica nos linfomas podem ser detectadas 
pela PCR a partir do DNA genômico, pelo alto grau de aglomeração 
no sítio de quebra dentro dos genes rearranjados e regiões genômicas 
intervenientes relativamente curtas. Os últimos aspectos permitem o 
uso de sequências de iniciadores de consenso, flanqueando o sítio da 
fusão gênica para detecção dessas translocações associadas a linfomas, 
em ensaios de PCR padronizados. 

Apesar disso, a taxa de detecção global de translocações específicas 
do linfoma pela técnica da PCR é, em geral, limitada pela heterogenei- 
dade do ponto de quebra. Por isso, análises adicionais, como a FISH 
ou a imuno-histoquímica, desempenham papéis vitais no diagnóstico 
específico e na subclassificação dos linfomas não Hodgkin. 


Linfomas foliculares e difusos de células B grandes 
e a anormalidade t(14;18)/BCL2-IgH 


A anormalidade t(14;18) é a translocação mais comum encontra- 
da nos linfomas da linhagem B. No nível molecular, essa transloca- 
ção resulta na justaposição do gene BCL2 com a região J do locus de 
cadeia pesada da imunoglobulina (J4) (Bakhshi, 1985; Cleary, 1985; 
Tsujimoto, 1985; Weiss, 1987). Em consequência, acredita-se que o 
gene BCL2 é mantido sob o controle do elemento acentuador altamen- 
te ativo da IgH, levando à hiperexpressão acentuada da proteína BCL2. 
O produto gênico do BCL2 é uma molécula antiapoptótica que serve 
como protótipo e é capaz de eliminar o processo normal de morte 
celular programada, protegendo, assim, as células contra uma varie- 
dade de eventos genéticos ou citotóxicos letais (Hockenberry, 1990; 
Yang, 1996; Adams, 1998). Os rearranjos do gene BCL2 estão presentes 
em 85 a 90% dos linfomas foliculares, aproximadamente 25% dos lin- 
fomas difusos de células B grandes (LDCBGs) e, raramente, em outros 
distúrbios linfoproliferativos (Weiss, 1987; Horsman, 1995). A estru- 
tura genômica parcial do locus do gene BCL2 está ilustrada na Figura 
71.7. A maior proporção (60-65%) de sítios de quebra e fusão no gene 
BCL2 ocorre em uma área bem aglomerada de aproximadamente 150 
pares de bases (bps) no segmento 3' não codificador do éxon 3, conhe- 
cido como a região de quebra principal (MBR, main breakpoint region) 
(Cleary, 1985). Um número menor de pontos de quebra (15-20%) 
ocorre corrente abaixo em uma segunda área, denominada região de 
aglomeração menor (mcr) (Cleary, 1986; Ngan, 1989). Raramente, 
uma região 5’ do BCL2, descrita como “região do cluster variante” 
(VCR), está rearranjada nas leucemias linfocíticas crônicas; tipica- 
mente, o locus VCR está envolvido em translocações com os genes de 
cadeia leve da imunoglobulina (Adachi, 1990; Dyer, 1994). 

Os rearranjos do gene BCL2 podem ser detectados pela técnica da 
SBH, usando sondas de MBR clonada e do locus mcr do DNA, embo- 
ra esta seja uma abordagem trabalhosa (Horsman, 1995). A FISH 
provou ser altamente efetiva na identificação genética molecular da 
t(14;18) (Poetsch, 1996; Vega, 2003). No entanto, como resultado da 
aglomeração relativamente apertada dos pontos de quebra gênicos 
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Figura 71.7 As anormalidades genéticas t(14;18)BCL2-IgH e t(11;14)/BCLI- 

IgH no linfoma não Hodgkin. A. Consequências da anormalidade t(14;18) nos 
linfomas foliculares e difusos de células B grandes. A maioria dos pontos de quebra 
genômicos fica aglomerada de forma relativamente apertada no aspecto 3’ do éxon 
3 não codificador do gene BCL2, em uma região denominada região de quebra 
principal (MBR). Foram descritos dois clusters adicionais de ponto de quebra no 
BCL2: a região do cluster menor (mcr) e a região do cluster intermediário (icr). 

Para o gene IgH, ocorrem pontos de quebra dentro da região do segmento Jy. 
Devido à natureza aglomerada dos pontos de quebra e às distâncias intervenientes 
relativamente curtas entre BCL2 e Jy na configuração rearranjada, iniciadores 

de consenso de reação em cadeia da polimerase (PCR) para BCL2 e Jy (setas 
alaranjadas) podem ser usados para detectar a maioria das fusões gênicas BCL2-lgH 
originárias da t(14;18). Notar que ocorre uma variante de t(14;18) estreitamente 
relacionada nos linfomas de células B da zona marginal extranodal, resultando 

em uma fusão gênica MALTI-lgH. Embora idênticas em termos de cariótipo, 

são necessárias técnicas moleculares (p. ex., PCR ou hibridização in situ por 
fluorescência [FISH]) para distinguir essa entidade da anomalia BCL2-IgH. B. O 
resultado da translocação t(11;14) no linfoma de células de revestimento, causando 
um rearranjo genético entre o locus do BCL1 em 11913 e na região J do IgH. 
Conforme mostrado, o locus do BCL] está situado em 5’, à distância do gene da 
ciclina D1 (nomenclatura CCND7) que, não obstante, é o alvo da desregulação pelo 
intensificador do gene IgH. A maioria (50%) dos pontos de quebra do BCL] ocorre 
na região do cluster de translocação maior (MTC), localizada aproximadamente 120 
kb de CCND1. Foram ilustradas duas sondas genômicas (MTC e p94!5) que podem 
identificar 50 a 60% dos rearranjos do locus do BCL1 pela técnica do Southern blot; 
contudo, essa abordagem molecular hoje é raramente usada. Devido à aglomeração 
apertada na MTC (setas pretas pequenas, verticais), pode-se empregar a PCR com 
iniciadores de consenso para BCLI-MTC e Jp (setas alaranjadas), embora essa 
abordagem detecte apenas cerca de 40 a 50% de todos os rearranjos BCL1-IgH (e até 
uma fração menor, quando se usa tecidos em parafina como fonte). Devido ao maior 
grau de heterogeneidade dos pontos de quebra no locus do BCL1, a técnica FISH é 
um método altamente atraente para detectar a presença da t(11;14). 


nos loci MBR (em menor extensão) e mcr, os métodos rápidos de PCR 
também podem ser empregados para detectar a maioria das fusões do 
BCL2-IgH (Ladanyi, 1992; Liu, 1993; Horsman, 1995; Aster, 2002; Hsi, 
2002; Iqbal, 2004). Na maioria das situações, a região interveniente 
do DNA genômico entre iniciadores opostos é curta o suficiente para 
permitir a amplificação bem-sucedida. Essa estratégia é conseguida 
usando-se os iniciadores oligonucleotídicos MBR e mcr, colocados 


corrente acima das regiões aglomeradas de pontos de quebra, em 
combinação com um iniciador de consenso Jy (Fig. 71.7). Em termos 
gerais, uma técnica padrão de PCR como essa pode identificar apro- 
ximadamente 2/3 de todas as fusões gênicas BCL2-IgH que surgem 
da t(14;18) no linfoma não Hodgkin (Horsman, 1995). Em contraste 
com a SBH, a PCR pode ser realizada a partir de material tecidual fixo, 
arquivado, embora o DNA extraído de fontes embebidas em parafi- 
na possa estar comprometido em consequência de ligação cruzada e 
degradação. Como resultado, as taxas de detecção de BCL2-IgH para 
fusões, tanto do locus MBR quanto do mcr são, em geral, menores em 
amostras de tecido com parafina do que em amostras frescas ou con- 
geladas. A aplicação da técnica da PCR do DNA de “longa distância” 
(LD-PCR), para identificar e caracterizar melhor a anatomia molecu- 
lar das fusões BCL2-IgH, também foi recentemente descrita usando 
DNA de alto peso molecular (Akasaka, 1998a; Albinger-Hegyi, 2002). 
A análise de produtos da LD-PCR revelou sítios de quebra estendidos 
em toda a região 3 para o MBR e 5’ para o mcr, responsáveis em gran- 
de parte pelo restante das fusões de BCL2-IgH não identificadas pelas 
técnicas padrões de PCR. A evidência de um terceiro sítio de cluster, a 
região do cluster intermediário (icr), emergiu de algumas dessas inves- 
tigações (Fig. 71.7) (Albinger-Hegyi, 2002). 

A identificação dos rearranjos do gene BCL2 nas proliferações lin- 
foides neoplásicas é muito útil em vários contextos clínicos, incluindo 
diagnóstico e subclassificação da doença. Como previamente mencio- 
nado, é comum não serem detectados os rearranjos gênicos clonais 
de imunoglobulina pelas técnicas da PCR padrão para IgH, em mui- 
tos linfomas foliculares e em um subconjunto de linfomas difusos de 
células B grandes (Segal, 1995; Derksen, 1999). Contudo, a anormali- 
dade BCL2-IgH pode ser frequentemente determinada pela PCR nes- 
ses casos, oferecendo um marcador clonal alternativo para distinguir 
o linfoma folicular de uma hiperplasia folicular atípica ou florida, mas 
benigna, por exemplo. Além disso, a análise da fusão BCL2-IgH por 
PCR pode ser usada para diferenciar tipos de baixo grau de linfoma 
não Hodgkin com padrões morfológicos potencialmente superpostos, 
como linfoma folicular vs. linfomas de células de revestimento ou tipo 
zona marginal extranodal (LZMEN). Tal distinção pode ser bastante 
crítica no contexto do LZMEN, conforme descrito adiante, na seção 
sobre anormalidades do gene MALTI. Uma desvantagem do diag- 
nóstico molecular que não pode ser esquecida diz respeito à menor 
proporção de linfomas foliculares do que a ausência de t(14;18). Em 
geral, muitos desses linfomas foliculares negativos para BCL2-IgH são 
de alto grau (p. ex., OMS 2/3 ou 3/3) e costumam caracterizar-se por 
anomalias genéticas alternativas, como rearranjos do gene BCL6. 

Como indicado, a presença de rearranjos do gene BCL2 nos linfo- 
mas foliculares quase sempre tem correlação com a hiperexpressão 
da proteína BCL2. Em contrapartida, é importante notar que muitos 
linfomas de célula B e leucemias estão associados à expressão desre- 
gulada da proteína BCL2 na ausência de alterações estruturais do gene 
BCL2, presumivelmente via mecanismos genéticos diferentes ou pos- 
sivelmente epigenéticos. A esse respeito, a demonstração da expressão 
da proteína BCL2 em um tipo de linfoma não folicular de célula B não 
denota a presença de um rearranjo no gene BCL2. Entre os DLBCLs, a 
presença da t(14;18)/BCL2-IgH foi associada a um fenótipo de “centro 
germinativo”. Embora cada vez mais evidências confirmem o conceito 
de que o DLBCL do tipo centro germinativo tem um desfecho clíni- 
co relativamente favorável, o valor prognóstico da própria t(14;18) no 
DLBCL continua controvertido (Gascoyne, 1997; Barrans, 2003). 


Linfoma de células de revestimento 
e a anormalidade t(11;14)/BCL1-IgH 

A presença da t(11;14) é constante no linfoma de células de reves- 
timento (LCR), embora seja descrita ocasionalmente em casos de 
leucemia pró-linfocítica, linfoma esplênico da zona marginal (antes 
conhecido como linfoma esplênico com “linfócitos vilosos”, LELV 
ou SLVL, splenic lymphoma with villous lymphocytes) e leucemia lin- 
focitica crônica (LLC). No entanto, a reavaliação critica do espectro 
clínico e patológico do LCR levou à conclusão de que muitos, senão 
quase todos esses outros tumores de células B positivos para a t(11;14) 
são de fato apresentações atípicas do LCR. A t(11;14) põe o locus BCL1 
na proximidade da região J,, do gene IgH. O gene da ciclina D1, ou 
CCNDI, está localizado a uma grande distância telomérica da maio- 


ria dos sítios de quebra mas, apesar disso, é o alvo da desregulação 
transcricional pelo gene IgH nas fusões BCL1-IgH. A ciclina D1 é uma 
proteína inicial da fase celular G1, normalmente necessária para a ati- 
vidade das quinases dependentes de ciclina (cdk)4 e 6; esses complexos 
holoenzimáticos promovem a progressão através da transição da fase 
G1 para a S do ciclo celular nas células em proliferação, principalmente 
mediante a fosforilação da proteína do retinoblastoma (Sherr, 1999). 
Assim, acredita-se que a hiperexpressão oncogênica da ciclina tipo Dl 
desempenha um papel importante na patogênese do LCR. A estreita 
correlação entre anormalidades da ciclina D1 e o LCR foi habilmente 
demonstrada tanto pela análise do mRNA como da proteína (Rimokh, 
1993; Bosch, 1994; Oka, 1994; Yang, 1994; Alkan, 1995; de Boer, 1995, 
1997; Zukerberg, 1995; Soslow, 1997; Vasef, 1997). Em termos de diag- 
nóstico molecular, a detecção de rearranjos no locus do gene BCLI 
implica hiperexpressão da CCNDI (ciclina D1) e é diagnóstica de LCR. 

A identificação da t(11;14) ou de rearranjos no gene BCL] no LCR 
é variável, dependendo da metodologia empregada, e varia de menos 
de 50 a 100%. O locus do BCL1 abrange uma grande região na banda 
do cromossomo 11(ql3). Aproximadamente metade dos pontos de 
quebra do BCLI ocorre em uma área bem definida, conhecida como 
a região do cluster de translocação maior (MTC, major translocation 
cluster region) (Williams, 1991, 1993a; Chibbar, 1998), localizada a 
cerca de 120 quilobases (kb) centroméricas do gene CCNDI (Fig. 71.7). 
Outros pontos de quebra foram definidos pela SBH e são mais distais à 
MTC ou estão localizados na região 5’ imediata do gene da ciclina D1 
(Williams, 1991, 1993b). O método da SBH usando uma única sonda 
na região MTC, detecta quase todos os rearranjos do BCL1 nos sítios 
de quebra da MTC, responsáveis por 50% do total de casos (Williams, 
1993a). Com o uso de múltiplas sondas genômicas, também é possível 
identificar um número adicional de pontos de quebra não relaciona- 
dos com a MTC, o que aumenta a taxa de detecção da SBH para 70% 
(Williams, 1991). Entretanto, essa complexidade técnica, bem como a 
ausência de sondas genômicas comumente disponíveis para múltiplas 
regiões do BCL1, torna a SBH impraticável com fins diagnósticos roti- 
neiros. À técnica da PCR tem sido usada com sucesso para identificar 
um subconjunto de fusões BCL1-IgH, que ocorrem na região bastante 
aglomerada MTC, sendo responsável por uma taxa de detecção global 
de rearranjo no BCL1 de aproximadamente 40% (Fig. 71.7) (Pinyol, 
1996; Chibbar, 1998). 

Portanto, é evidente que a grande e amplamente distribuída região 
de ponto de quebra que abrange o locus do BCL] apresenta dificulda- 
des substanciais para essas abordagens diagnósticas moleculares. Por 
isso surgiram os ensaios FISH como métodos de escolha para resol- 
ver as fusões t(11;14)/BCL1-IgH no LCR (Coignet, 1996; Remstein, 
2000b; Belaud-Rotureau, 2002). Sondas FISH, disponiveis no comér- 
cio, detectam a t(11;14) em grandes regiões genômicas dos loci tanto 
do BCL1 quanto do IgH; portanto, em um laboratório experiente, 
essa técnica detecta praticamente 100% dos rearranjos do BCL1 no 
LCR. Alguns pesquisadores também descreveram o uso da avaliação 
por RT-PCR “em tempo real” dos níveis de mRNA da ciclina D1 para 
ajudar no diagnóstico do LCR (Elenitoba-Johnson, 2002; Thomazy, 
2002; Jones, 2004). Por fim, a hiperexpressão da apoproteina ciclina 
D1 pode ser detectada com facilidade pela técnica imuno-histoquimi- 
ca, outro método complementar rápido e de ampla aplicação no diag- 
nóstico do LCR (Yang, 1994; Alkan, 1995; de Boer, 1995; Zukerberg, 
1995; Soslow, 1997; Vasef, 1997; Belaud-Rotureau, 2002). É preciso 
notar que casos raros recentes de LCR clássico em termos morfoldgi- 
cos e fenotípicos não têm a t(11;14) nem a hiperexpressão da ciclina 
D1, mas foram associados à desregulação de outras ciclinas do tipo D1 
(Rosenwald, 2003). 

Em termos clínicos, o LCR é um linfoma agressivo de células B, ape- 
sar de ter a morfologia de um linfoma pequeno, “indolente”, de lin- 
fócitos B (Argatoff, 1997; Samaha, 1998; Weisenburger, 1999; Campo, 
1999). Ante a distribuição anatômica superposta e os aspectos mor- 
fológicos em comum com vários linfomas de células B de baixo grau, 
sem dúvida é indispensável distinguir o LCR para fins de diagnóstico 
e tratamento. Embora os mecanismos moleculares de transformação 
pela ciclina D1, desregulada, ainda não tenham sido completamen- 
te elucidados, a aplicação da tecnologia microestrutural da expressão 
gênica tem proporcionado uma nova visão da patogênese desse tipo 
de linfoma não Hodgkin (Rosenwald, 2003). 
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e anormalidades do gene MALTT 

Os linfomas de células B da zona marginal, também conhe- 
cidos como linfomas de tecido linfoide associados à mucosa 
(“MALTomas”), são tumores incomuns e especiais. Além do cresci- 
mento neoplásico em muitos tecidos extranodais diversos (estômago, 
pulmão, glândula salivar, tireoide etc.), em geral esses tumores carac- 
terizam-se pela presença de condições inflamatórias predisponen- 
tes e um componente linfoide reativo precedente ou coexistente. O 
LZMEN gástrico é o protótipo desses linfomas e um grande número 
de tumores gástricos está relacionado com a presença de infecção pelo 
Helicobacter pylori, que parece desempenhar um papel fundamental 
na patogênese inicial da doença (Zucca, 2000; Isaacson, 2004). 

Embora uma proporção desses linfomas, em todos os sítios, possa ter 
um cariótipo normal ou alterações cromossômicas numéricas corres- 
pondentes (p. ex., trissomias do 3 ou do 18), foram identificadas recen- 
temente anormalidades específicas de translocação entre subconjuntos 
de LZMEN, e a biopatologia das últimas lesões agora é melhor enten- 
dida. A anormalidade t(11;18)/APIZ-MALTI foi a primeira a ser des- 
crita e caracteriza-se pela fusão de um gene inibidor da apoptose (APLZ 
ou IAP2) com um gene que codifica uma proteína semelhante à para- 
caspase (Dierlamm, 1999; Rosenwald, 1999; Baens, 2000; Motegi, 2000; 
Remstein, 2000a; Yonezumi, 2001; Ye, 2003a, 2003b). Tumores positi- 
vos para APIZ-MALTI têm predileção por sítios gástricos e pulmonares, 
ocorrendo com pouca frequência em outros sítios. Um segundo evento 
de translocação que ocorre no LZMEN caracteriza-se pela fusão gênica 
MALTI-IgH (Murga Penas, 2003; Sanchez-Izquierdo, 2003; Streubel, 
2003, 2004; Remstein, 2004; Ye, 2005). O MALT] está situado ligeiramen- 
te centromérico ao locus do BCL2 no cromossomo 18q e, por isso, essas 
duas fusões gênicas associadas à t(14;18) são indistinguíveis pela citoge- 
nética padrão, sendo necessárias análises moleculares específicas (p. ex., 
FISH) para diferenciação. É intrigante o fato de que os linfomas positivos 
para MALTI-IgH distribuem-se em sítios orbitários, parotideos, pulmo- 
nares e cutâneos, sendo raramente encontrados no estômago. Uma ter- 
ceira translocação rara, descrita principalmente no LZMEN gástrico, é a 
anomalia t(1;14)/BCL10-IgH (Wotherspoon, 1990; Willis, 1999). 

Apesar da aparente complexidade dos genótipos de translocação e 
distribuição tecidual, uma patogênese fundamental liga esses even- 
tos no desenvolvimento do LZMEN. Mediante a hiperexpressão das 
proteínas MALT1 ou BCL1O, ou pela expressão de MALTI quiméri- 
ca anormalmente ativa (i. e., do rearranjo API2-MALT1), a ativação 
constitutiva da via de transdução do sinal NF-« é induzida, causando 
efeitos profundamente alterados sobre o crescimento celular, a imu- 
nidade e a regulação da apoptose (Isaacson, 2004). 

A detecção desses eventos de translocação, em geral, é conseguida 
com mais facilidade pelas técnicas FISH. A análise por RT-PCR do 
transcrito APIZ-MALTI foi descrita e representa um método alterna- 
tivo para avaliar a t(11;18); todavia, devido à heterogeneidade subs- 
tancial do ponto de quebra em ambos os genes, é preciso empregar 
iniciadores abrangentes (e RNA suficiente) para a detecção pela PCR. 
Observa-se a hiperexpressão nuclear da proteína BCL10 de maneira 
mais consistente e categórica com a anormalidade t(1;14), embo- 
ra também seja observada na maioria dos tumores positivos para 
t(11;18) (Ye, 2000; Liu, 2001a; Maes, 2002). Ainda que haja uma ten- 
dência à interpretação subjetiva, foi sugerido que padrões aberrantes 
de positividade para o BCL10, conforme determinados por imuno- 
-histoquimica, podem ser usados para indicar a presença de tais even- 
tos de translocação no LZMEN e da informação diagnóstica adicional 
para se diferenciar uma lesão maligna de uma proliferação linfoide 
benigna (Liu, 2001a; Ye, 2005). O significado clínico de reconhecer 
esses subconjuntos de LZMEN é exemplificado pela observação de 
que linfomas gástricos positivos para AP2-MALTI não respondem 
à erradicação do H. pylori com antibióticos de amplo espectro, uma 
opção terapêutica em geral bem-sucedida para indicar regressão 
tumoral em um subconjunto de LZMEN gástrico negativo para a 
translocação (Liu, 2001b, 2002). Além disso, ao se elucidar a patogê- 
nese molecular desses subtipos genéticos relacionados de LZMEN, é 
possível desenvolver terapias farmacológicas direcionadas. 

Para completar a discussão sobre o LZMEN em particular, o uso da 
PCR para IgH na avaliação da doença residual mínima, após a terapia, 


merece consideração. O significado de detectar células B clonais pela 
PCR em biópsias, após o tratamento de pacientes com LZMEN gástri- 
co, tem sido controvertido, com alguns relatos sugerindo persistência 
prolongada de monoclonalidade após a erradicação histológica do 
linfoma, enquanto outros paradoxalmente mostraram a presença de 
populações clonotípicas de células B em proliferações linfoides gástri- 
cas benignas (Bertoni, 2002; Wundisch, 2003). Embora muitos desses 
estudos tenham empregado técnicas de PCR com sensibilidades dife- 
rentes, parece que a queda na detecção de células B clonotípicas pela 
PCR em geral vai além da normalização histológica do tecido gástrico 
em pacientes tratados com sucesso. Esses achados sugerem cautela na 
interpretação das investigações moleculares de clonalidade e na corre- 
lação com os achados morfológicos nesse contexto clínico. 


Linfomas difusos de células B grandes 
e anormalidades do gene BCL6 


Há relativamente pouco tempo, foram caracterizadas aberrações 
citogenéticas do cromossomo 3(q27) e do gene BCL6 em um subcon- 
junto de linfomas não Hodgkin de células B. Em contraste com outras 
translocações associadas ao linfoma, as fusões do gene BCL6 podem 
envolver um grande número de genes participantes, muitos deles sem 
qualquer relação com os genes de receptores de antígeno (Ohno, 1997, 
2004; Ohshima, 1997; Chen, 1998). Inúmeros casos vão demonstrar a 
clássica anormalidade t(3;14)(q27;q32), juntando o gene BCL6 ao locus 
IgH, enquanto outros podem envolver os genes da cadeia leve de imu- 
noglobulina. A aparente “promiscuidade” das translocações do gene 
BCL6 levou ao conceito de substituição do promotor heterólogo como 
um mecanismo para a desregulação do BCL6 e a resultante superpro- 
dução da proteína BCL6 (Chen, 1998). Todavia, a expressão do BCL6 
está presente em linfócitos normais do centro germinativo, demons- 
trando-se que, no gene BCL6 de modelos murinos knockout, esse pro- 
duto gênico é vital para a formação da reação normal no centro germi- 
nativo e para as respostas de anticorpo dependentes da célula T (Dent, 
1997; Ye, 1997). Além disso, o BCL6 parece necessário para o controle 
das respostas inflamatórias induzidas pela citocina do tipo Th2, pela 
expressão normalmente infrarregulada de uma classe de molécu- 
las transdutoras de sinal, as proteínas STAT (Dent, 1997; Ye, 1997). 
O papel de repressão transcricional do BCL6 é mediado via recruta- 
mento de fatores correpressores (Polo, 2004). Recentemente mostrou- 
se que o BCL6 infrarregula a proteína tumoral p53, sugerindo que o 
BCL6 possa funcionar para proteger as células B do centro germinativo 
contra a sinalização apoptótica que surge da quebra fisiológica da fita 
dupla do DNA durante o processo de mutação somática (Phan, 2004). 
É importante lembrar que o BCL6 não se expressa em células B normais 
(“nativas”) do centro pré-germinativo e é rapidamente infrarregulado 
nas células B que saem do ambiente do centro germinativo. Assim, a 
presença da expressão da proteína BCL6 é observada na maioria dos 
linfomas de células B grandes, nos linfomas foliculares e no linfoma de 
Burkitt, tumores presumivelmente originários de centros germinati- 
vos relacionados, mas não em outros subtipos de linfomas (Cattoretti, 
1995; Onizuka, 1995; Pittaluga, 1996; Falini, 1997). 

Não surpreende que rearranjos aberrantes do gene BCL6 também 
sejam encontrados predominantemente em linfomas associados ao 
centro germinativo, principalmente os tipos difusos de células B gran- 
des (30-40%) ou foliculares (10-15%) (Otsuki, 1995; Ohno, 1997, 
2004; Ohshima, 1997; Chen, 1998). Além disso, uma proporção men- 
surável desses linfomas demonstra hipermutações somáticas da região 
5’ reguladora (não codificadora) do BCL6, que podem estar ou não 
associadas a anormalidades gênicas estruturais detectáveis (Migliazza, 
1995). O significado das alterações funcionais no BCL6, na ausência 
de rearranjo nesse gene, não está ainda completamente entendido, 
pois uma proporção de células normais do centro germinativo e B de 
memória (com alelos do BCL6 intactos) também exibe esse achado. 
Por sua vez, os últimos achados sugerem que as mutações do BCL6 
ocorrem em muitos linfócitos reativos durante o processo de ativação 
do centro germinativo normal, em conjunto com o processo fisiológi- 
co de mutação do gene somático de imunoglobulina (Shen, 1998). Há 
alguma evidência de que pelo menos um subconjunto de mutações 
do BCL6 na região 5’ nos linfomas de células B está distribuído de 
maneira diferencial com relação às mutações nas células B normais, 


implicando que, apesar de um mecanismo molecular comum para a 
indução dessas mutações, as regiões alvejadas resultam em efeitos bio- 
lógicos diferentes (Pasqualucci, 2003). 

Não obstante, a hiperexpressão da proteína BCL6 parece estar inte- 
gralmente relacionada com a patogênese dos linfomas difusos de células 
B grandes, situação que pode ser induzida pela translocação do BCL6, 
ou por outros mecanismos sem rearranjo do gene em si (Allman, 1996). 
Além disso, as alterações no gene BCL6 podem estar relacionadas com 
a patogênese de subtipos distintos de linfoma folicular, em particular 
aqueles que se caracterizam por alto grau citológico (p. ex., tumores 
de grau “3B”) e ausência da t(14;18)/BCL2-IgH (Katzenberger, 2004). 
Também foram descritas anormalidades do gene BCL6 entre linfomas 
de células B grandes após transplante e em alguns dos linfomas agres- 
sivos que surgem no contexto de infecção pelo vírus da imunodefici- 
éncia humana (HIV)/sindrome da imunodeficiência humana (AIDS). 
Embora os mecanismos moleculares exatos que predispõem ao desen- 
volvimento de um linfoma de células B grandes ainda precisem ser defi- 
nidos, é evidente que a desregulação do BCL6 “imortaliza” essas célu- 
las linfoides em um estado de centro germinativo, criando, assim, um 
ambiente que conduz a desarranjos genéticos linfomagénicos. 

A detecção de rearranjos do gene BCL6 originários de translocações 
pode ser conseguida por vários métodos. A análise por SBH tem sido 
utilizada, pois a maioria desses casos exibe aglomerados de pontos de 
quebra perto da região 5’, a primeira que não codifica o éxon e o intron 
1 do gene BCL6 (Offitt, 1994). Aplicações mais recentes incluem a 
PCR de longa distância do DNA especificamente para a anormalida- 
de t(3;14) e a técnica de FISH (Akasaka, 1996; Ueda, 1997; Sanchez- 
Izquierdo, 2001). No entanto, o significado clínico das anormalidades 
genéticas do BCL6 no linfoma continua entendido de maneira incom- 
pleta e controverso até o momento. Alguns estudos implicaram um 
prognóstico adverso para os linfomas de células B grandes com rear- 
ranjos no gene BCL6, talvez pertinente a tumores sem translocações 
no gene da imunoglobulina (Akasaka, 2000; Barrans, 2002), enquanto 
outros pesquisadores mostraram achados opostos ou nenhum efeito 
prognóstico convincente (Jerkeman, 2002). Como a proteína BCL6 
expressa-se em um grande número de linfomas de células B grandes, 
a presença desse marcador em si não foi associada de forma inde- 
pendente ao desfecho da doença. Apesar disso, o significado clínico 
da expressão do BCL6 nos linfomas difusos de células B grandes está 
emergindo em combinação com outros marcadores genéticos e pro- 
teicos que definem um fenótipo de “centro germinativo”. Os últimos 
estudos, realizados por análises microestruturais da expressão gênica 
ou por métodos quantitativos corroborativos de PCR e imuno-histo- 
químicos, estabeleceram uma relação entre essa expressão gênica que 
funciona como uma “assinatura” e a sobrevida favorável do paciente 
(assunto discutido adiante, na seção sobre o perfil da expressão gêni- 
ca). A esse respeito, a determinação do estado de expressão gênica nos 
linfomas de células B grandes, em conjunto com outros marcadores 
importantes de centros germinativos, parece agora ter valor prognós- 
tico, enquanto a patogênese molecular das alterações no gene BCL6 
nessas malignidades continua a ser estudada. 


Linfoma/leucemia de Burkitt e anormalidades 
do gene c-myc 

A alteração genética no locus do gene c-myc é classicamente associada 
ao linfoma/leucemia de Burkitt, porém, este gene também está implica- 
do na patogênese de outros tumores linfoides, inclusive as transforma- 
ções de alto grau (secundárias) de linfomas indolentes, linfomas asso- 
ciados a HIV/AIDS e distúrbios linfoproliferativos agressivos ocasionais 
pós-transplante. Mais comumente, o gene c-myc é translocado para o 
locus do IgH em decorrência da anormalidade t(8;14). Em outras cir- 
cunstâncias, o c-myc pode ser trazido para perto dos genes de cadeia 
leve Igx (2[p12]) ou IgA (22[q11]). Em cada caso, o c-myc fica sob forte 
influência transcricional do elemento acentuador de imunoglobulina, o 
que leva à sua hiperexpressão. Em geral, o gene c-myc é altamente regu- 
lado na resposta nuclear “inicial” a sinais citoplasmáticos indutores do 
crescimento. O produto do gene c-myc forma um complexo ligado ao 
DNA com uma proteína, a Max, para iniciar a transcrição subsequen- 
te de vários genes necessários para a entrada no ciclo e a proliferação 
celulares (Blackwood, 1991). A Max, por sua vez, é regulada pela dime- 


rização com outras proteínas, como a Mad, e esses complexos alter- 
nados agem reprimindo a atividade transcricional (Ayer, 1993; 1995; 
Zervos, 1993). Como resultado da translocação do c-myc no linfoma, a 
superprodução de c-Myc leva a um aumento dos dímeros c-Myc/Max 
e transativação potente de múltiplos genes-alvo cognatos, o que, por 
fim, resulta em proliferação celular descontrolada (Amati, 1993; Hecht, 
2000). Como um corolário, a doença de Burkitt está entre as neoplasias 
humanas de crescimento mais rápido e mais agressivo. 

A anatomia molecular dos pontos de quebra da região c-myc foi 
bem estudada no linfoma de Burkitt com a t(8;14) (Neri, 1988; Hecht, 
2000; Blum, 2004). No chamado linfoma de Burkitt endêmico, ocor- 
rem pontos de quebra no c-myc bem acima do gene, envolvendo pri- 
mariamente o locus Jy de IgH no 14(q32). Em contraste, os linfomas 
de Burkitt do tipo esporádico demonstram quebras do c-myc mais 
perto da região 5’ do gene e tipicamente estão associados à fusão com 
o isotipo da região da imunoglobulina. Tais dados indicam que os 
eventos de translocação envolvendo o c-myc nessas variantes do linfo- 
ma de Burkitt ocorrem em estágios ligeiramente diferentes de matu- 
ração em uma célula B em desenvolvimento. Entetanto, clinicamente, 
essas diferenças parecem ser insignificantes. É possível detectar rear- 
ranjos do locus do c-myc ou a presença da t(8;14) por SBH, FISH ou 
PCR do DNA de longa distância (Akasaka, 1998b; Siebert, 1998). A 
detecção das translocações do c-myc pela PCR padrão não é possível 
por causa da heterogeneidade dos pontos de quebra no c-myc e dos 
longos espaços intervenientes do DNA; assim, a FISH ou a análise do 
cariótipo atualmente continuam sendo as melhores opções para iden- 
tificar essas anormalidades. Na prática, em geral pode-se suspeitar do 
diagnóstico de linfoma/leucemia de Burkitt com alto grau de probabi- 
lidade usando-se uma combinação de estudos clínicos, morfológicos e 
imuno-histoquímicos (Braziel, 2001). 


Linfoma de células T anaplásicas grandes 
e alterações do gene ALK 

O linfoma de células anaplásicas grandes (LCAG) é um subtipo único 
de linfoma não Hodgkin de células T periféricas que pode estar presente 
como uma doença cutânea primária ou, mais comumente, como uma 
forma sistêmica que envolve linfonodos, órgãos viscerais e a pele. Uma 
característica fenotípica em quase todos os casos de LCAG é a forte 
expressão do antígeno CD30 (Ki-1), um marcador da ativação e mem- 
bro da família do fator de necrose tumoral (Smith, 1993). Embora os 
tumores clássicos de LCAG sejam conhecidos por terem uma linhagem 
de células T, alguns exemplos não expressam marcadores associados à 
linhagem de células T (tipo celular “nulo”), mas esses casos em geral 
podem ser confirmados como sendo de origem nas células T, com base 
em estudos da clonalidade do gene de receptor de célula T. O LCAG de 
células T caracteriza-se por translocações envolvendo o gene da quina- 
se do linfoma anaplásico (ALK), localizado no cromossomo 2(p23). O 
gene ALK codifica uma nova tirosina quinase que normalmente não 
se expressa em células linfoides (Morris, 1997). A anormalidade t(2;5) 
é a translocação mais comumente encontrada no LCAG e resulta na 
junção do gene ALK ao gene NPM no cromossomo 5(q35) (Kaneko, 
1989; Rimokh, 1989; Mason, 1990; Stein, 2000). Acredita-se que o 
produto normal do gene NPM, a nucleofosmina, uma fosfoproteína 
nucleolar que se expressa com onipresença, seja importante na mon- 
tagem do ribossomo. Como resultado da fusão antigênica NPM-ALK, 
a atividade de tirosina quinase do ALK fica desregulada, contribuindo 
para a linfomagénese pelo aumento da fosforilação da proteína-alvo e 
da tradução do sinal (Falini, 2001). A sublocalização celular dessa ativi- 
dade de quinase da fusão é mediada anormalmente pela porção NPM. 
Ao contrário das consequências mais típicas da hiperexpressão gênica 
da maioria das translocações associadas ao linfoma, a fusão NPM-ALK 
difere pela produção de um mRNA e uma proteína quiméricos, embo- 
ra a superprodução do gene ALK, normalmente silencioso em um 
linfócito T, pareça ser o mecanismo principal envolvido na transfor- 
mação maligna. Além de NPM-ALK, também são descritos rearranjos 
genéticos variantes menos comuns nesse linfoma, incluindo as anor- 
malidades t(1;2), t(2;3) e inv(2), todas causando desregulação do gene 
ALK (Stein, 2000; Delsol, 2001). 

Os pontos de quebra genômicos em casos de LCAG positivos para 
t(2;5) ficam consistentemente nas mesmas regiões intrônicas dos 


1489 








1490 genes NPM e ALK, resultando na geração de um único mRNA qui- 


Ww 
eg 
Į 
T 
le 
= 
w 
= 
ab) 
D a 
un 
AS 
a 
e 
O. 
© 
ab 
TE 
QU 
-© 
fa 
E 
ad 
(o) 
O 
Q 
= 
O 
= 
z 
~O 
ee 
è 





mérico. Como resultado, a técnica de RT-PCR pode ser empregada 
para detectar o transcrito da fusão com especificidade e sensibilidade 
altas (Ladanyi, 1994; Downing, 1995; Elmberger, 1995; Weiss, 1995; 
Wellmann, 1995; Lamant, 1996; Yee, 1996}. Além disso, a PCR de 
longa distância também tem sido empregada com sucesso para iden- 
tificar a anormalidade genômica NPM-ALK (Ladanyi, 1996; Sarris, 
1998). A última abordagem requer DNA de alto peso molecular, 
mas deixa óbvia a necessidade de isolamento do RNA e transcrição 
reversa. A metodologia FISH é uma alternativa atraente com relação 
a outras técnicas moleculares no contexto de um possível LCAG, pois 
os rearranjos do locus desse gene podem ser alvejados, qualquer que 
seja o outro gene participante envolvido. Como a citogenética clássi- 
ca é tecnicamente trabalhosa e feita com pouca frequência em bióp- 
sias de tecidos, esses métodos moleculares serviram para simplificar 
e aumentar a taxa de detecção dessa lesão genética. Por fim, como 
outros fenômenos de hiperexpressão gênica específicos nos linfomas 
não Hodgkin, o LCAG pode ser diagnosticado com facilidade pelos 
anticorpos monoclonais direcionados para a proteína ALK; a locali- 
zação imuno-histoquímica da ALK é um adjunto diagnóstico impor- 
tante e também se correlaciona até certo ponto com o tipo de evento 
de translocação que resulta na hiperexpressão do ALK (Falini, 1999a; 
Stein, 2000). 

Em termos clínicos, a identificação de positividade para ALK em um 
linfoma que se suspeita ser um LCAG é muito importante, pois esse 
subconjunto de neoplasias de células T tem um prognóstico muito 
melhor do que os linfomas de células T negativos para ALK com morfo- 
logia anaplásica, ou os linfomas periféricos de células T em geral (Falini, 
1999b; Gascoyne, 1999). Os primeiros relatos sugerem que casos raros 
de linfoma de Hodgkin poderiam ser positivos para ALK, mas o con- 
senso atual é de que tais casos provavelmente representem LCAGs 
verdadeiros, com aspectos morfológicos sobrepostos. Tais ocorrências 
servem para ressaltar as dificuldades em subclassificar os linfomas da 
chamada “zona cinzenta” na interface entre doença de Hodgkin e lin- 
foma não Hodgkin. A demonstração de evidência molecular ou imuno- 
histoquímica de desregulação do gene ALK representa, assim, um avan- 
ço significativo no diagnóstico acurado do LCAG e em sua distinção 
do linfoma de Hodgkin. De uma perspectiva diagnóstica, é importante 
lembrar que o LCAG pode apresentar-se com aspectos morfológicos 
variáveis ou, em casos esporádicos, não ter positividade uniforme para 
CD30, sendo necessário um limiar apropriado de suspeita para buscar a 
presença de anormalidades no gene ALK. Embora tenha havido alguma 
controvérsia quanto à presença de proteínas de fusão do ALK no LCAG 
cutâneo primário, a preponderância dos dados confirma a hipótese de 
que a positividade para ALK, em uma aparente lesão cutânea primá- 
ria, indica com maior probabilidade a presença de doença sistêmica que 
requer exame clínico e radiológico abrangente. Por fim, vários relatos 
recentes documentaram a presença de t(2;17)/CLTC-ALK ou fusões 
NPM-ALK em ocorrências muito raras de linfoma difuso de células 
B grandes com aspectos plasmablásticos (de Paepe, 2003; Gascoyne, 
2003). Os últimos tumores não estão associados ao prognóstico favorá- 
vel dos LCAGs de células T, mas servem para ressaltar o papel da altera- 
ção da função gênica do ALK em outros linfomas. 


Monitoramento molecular de doença residual 


Fundamentos e alertas na análise 
da doença residual mínima 


Tradicionalmente, e até o momento, a avaliação de doença hemato- 
linfoide residual, após o início da terapia, é feita pela análise morfológi- 
ca em nível microscópico de doença inferior a 5% na medula óssea. O 
advento de técnicas moleculares biológicas sensíveis, capazes de detec- 
tar marcadores tumorais específicos, trouxe novas oportunidades para 
quantificar e monitorar com maior precisão a carga de doença tumoral 
após o início da terapia. Embora se possa demonstrar doença residu- 
al mínima (DRM) em vários níveis, usando uma variedade de técnicas 
genéticas, a aplicabilidade da citogenética ou mesmo da FISH padrão é 
relativamente limitada para detecção altamente sensível. Ainda que os 
últimos métodos possam ser empregados para confirmar o estado de 


remissão com níveis de doença de aproximadamente 1 a 5%, a presen- 
ça e a alteração temporal na DRM de nível baixo parecem representar 
parâmetros importantes, associados ao prognóstico do paciente, em 
vários cânceres hematolinfoides. Com tal finalidade, as tecnologias 
reproduziveis baseadas na PCR assumiram o papel central na detecção 
da DRM e são um aspecto integrante do melhor tratamento clínico para 
pacientes com esses distúrbios (Paietta, 2002). É preciso notar que a 
DRM de nível baixo também pode ser identificada pela citometria de 
fluxo destinada a detectar os perfis de expressão de marcadores celulares 
aberrantes característicos de várias leucemias e dos diversos linfomas. 
Embora as abordagens imunofenotipicas (i. e., citometria de fluxo) 
também tenham um mérito substancial e muitas vezes equivalente na 
avaliação da DRM, tal discussão está fora do âmbito desta seção. 

Até recentemente, a quantificação de pequenas quantidades de 
doença residual era conseguida por ensaios de PCR competitivos 
trabalhosos e tecnicamente desafiadores. Tais experimentos foram 
valiosos para confirmar a relação entre a estimativa exata da DRM e 
seu efeito sobre o desfecho clínico. Mostrou-se que estimativas seria- 
das eram capazes de definir um “quadro de evolução de doença”, 
com a capacidade de prever o risco de recidiva em muitos pacientes. 
Contudo, os métodos competitivos de PCR baseiam-se na detecção 
do ponto final, ou seja, a quantidade de alvo específico amplificado 
é determinada após todos os ciclos da PCR terem sido completados. 
Tal aspecto é problemático porque os fatores que limitam a eficiên- 
cia da amplificação tardia na “fase de platô” da PCR (p. ex., exaustão 
de reagentes, reanelamento preferencial de tiras de produto da PCR, 
impedindo a ligação do iniciador etc.) podem gerar efeitos profun- 
dos sobre a quantificação acurada com relação à quantidade inicial de 
alvo específico. Esses problemas ficaram evidentes graças ao desenvol- 
vimento dos métodos de PCR quantitativa fluorescente “em tempo 
real” (citada aqui como Q-PCR). Duas plataformas comerciais simi- 
lares, a TaqMan (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, EUA) e 
a LightCycler (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA), modifica- 
ram extremamente a estimativa laboratorial da DRM pela PCR (Heid, 
1996; Wittwer, 1997; Gibson, 1999; van der Velden, 2003); essas técni- 
cas são discutidas em detalhes no Capítulo 67. É notável que a quanti- 
dade de dados pode ter alta correlação quando se usa o formato para 
determinado alvo de DRM (Eckert, 2003). O auge desses esforços, 
aplicados nas malignidades hematolinfoides, foi demonstrado com 
mais habilidade pelas publicações abrangentes recentes do consórcio 
Europe Against Cancer (EAC) sobre a monitoração da DRM nas leu- 
cemias (Beillard, 2003; Gabert, 2003). 

Além das antigas preocupações técnicas, a discussão geral da avaliação 
molecular de DRM não seria completa sem considerar a ampla gama 
de fatores clínicos e biológicos tumorais que influenciam o sucesso da 
PCR. O momento de colheita da amostra para análise de DRM é uma 
questão primordial. Em alguns tipos de leucemia, a positividade de um 
marcador tumoral específico, ao término da terapia de indução, pode 
não ter valor diagnóstico significativo, enquanto o oposto pode ser 
verdade em um tipo diferente de neoplasia. Com relação ao momen- 
to, está a escolha entre estimativas únicas (ou estáticas) de DRM no 
tempo versus avaliações seriadas durante a evolução. A última abor- 
dagem pode estar associada à morbidade adicional para o paciente (p. 
ex., amostras repetidas da medula óssea), mas fornece dados mais refi- 
nados sobre a carga tumoral e o comportamento biológico do tumor. 
Além disso, como os limiares” de DRM indicativos de cura da doença 
não foram estabelecidos de forma confiável para malignidades hema- 
tolinfoides, o grande valor da Q-PCR está em sua capacidade de moni- 
torar com sensibilidade as alterações no nível da doença com o tempo. 
Na maioria das situações, prefere-se medula óssea em vez de sangue 
para avaliação da DRM, pois a detecção em amostras de medula costu- 
ma ser bem mais fácil. Todavia, algumas leucemias derivadas de célula- 
tronco ou progenitora inicial mostram capacidade de diferenciação de 
múltiplas linhagens (p. ex., LMC), e a detecção de DRM em amostras 
de sangue é igualmente sensível. Uma consideração importante no 
desenvolvimento de ensaios para DRM é a interpretação de valores 
positivos com relação a ocorrências de “eventos raros” potencialmente 
confusos. Em alguns pacientes, mesmo assim, a detecção de transcri- 
tos quiméricos específicos de doença em níveis muito baixos pode ser 
compatível com um estado de remissão estável a longo prazo, confor- 
me casos de vários pacientes com leucemia mieloide aguda positivos 


para t(8;21)/AMLI-ETO, tratados com quimioterapia ou transplante 
(Kusec, 1994; Jurlander, 1996), situação observada em pacientes com 
outras leucemias tratados com sucesso. Tais achados sugerem que, pelo 
menos em alguns indivíduos (ou talvez muitos) aparentemente cura- 
dos de doença hematológica, a erradicação completa de DRM de nível 
muito baixo pode não ser possível com as terapias atualmente dispo- 
níveis. Populações menores de células tumorais remanescentes podem 
residir em um estado “latente” ou não proliferativo. Nesses casos, tam- 
bém a vantagem distinta da Q-PCR é a capacidade de ensaios sequen- 
ciais para determinar a “atividade” de células residuais para se avaliar o 
potencial biológico de recidiva da doença. 

Por fim, estudos recentes demonstraram a ocorrência de translo- 
cação com fusão de genes associada a leucemia ou linfoma, como a 
t(9;22)/BCR-ABLI e a t(14;18)/BCL2-IgH, no sangue ou em tecidos 
de indivíduos saudáveis, sugerindo que a recombinação genética 
aberrante pode ser um evento relativamente comum. Isso implica que 
eventos genéticos isolados provavelmente são insuficientes para resul- 
tar diretamente em uma malignidade hematolinfoide (Limpens, 1995; 
Biernaux, 1995; Dolken, 1996; Bose, 1998). No entanto, essas lesões 
genéticas foram detectadas em níveis muito baixos em indivíduos 
normais, requerendo ensaios de PCR altamente sensíveis. Embora 
a detecção de um evento raro em células “latentes inocentes” possa 
parecer ter implicações na monitoração de DRM em pacientes após 
terapia para leucemia ou linfoma, os limites reproduzíveis de sensibi- 
lidade das tecnologias atuais de Q-PCR, em geral, são elaborados para 
otimizar a detecção de DRM em uma faixa clinicamente relevante, 
sem risco significativo de identificar tais células anômalas. Para con- 
cluir, é evidente que a utilidade da PCR para monitoração de DRM 
depende de vários fatores, inclusive o tipo de doença hematopoética, 
o momento e a frequência da monitoração, os níveis de sensibilida- 
de dos ensaios em uso e o efeito de intervenções clínicas. É necessá- 
ria uma compreensão abrangente dessas inter-relações para solicitar 
ensaios apropriados que detectem DRM, e a aplicação de métodos 
fluorescentes de Q-PCR, avanço significativo para estabelecer padrões 
acurados e reproduzíveis para uso clínico. 


Aplicações clínicas da análise 
de doença residual mínima 


Os conceitos e a utilidade da avaliação de DRM são demonstrados 
efetivamente no tratamento atual de várias doenças hematolinfoides 
específicas. Com o surgimento contínuo de novos agentes terapêuti- 
cos, a detecção de DRM passou a ter um papel proeminente na avalia- 
ção da resposta ao tratamento, no momento de administrar terapias 
alternativas e na previsão do risco de recidiva. A aplicação mais com- 
pleta da tecnologia para DRM é no contexto pós-terapêutico da LMC. 
As respostas terapêuticas inicialmente são avaliadas por padrões clíni- 
cos (hematológicos) e citogenéticos. A avaliação molecular da DRM é 
pertinente em três situações na LMC: o transplante pós-alogênico de 
medula óssea ou de células-tronco (ABM/SCT, postallogenic marrow 
or stem cell transplant), a terapia com interferon (IFN)-a e a terapia 
com mesilato de imatinibe. A análise qualitativa de alta sensibilidade 
por RT-PCR terminal para o transcrito da fusão BCR-ABL1 mostrou- 
-se válida para prever o risco em pacientes com LMC após ABM/SCT. 
A positividade inicial à PCR (1. e., menos de seis meses após transplan- 
te) não é preditiva do risco de recidiva subsequente, provavelmente 
por causa do efeito do enxerto vs hospedeiro durante esse período. 
Entretanto, a conversão tardia do estado positivo à PCR (6 a 12 meses 
após transplante) ou a detecção persistente pela PCR de BCR-ABLI 
está associada a um risco estatístico apreciável de recidiva (Radich, 
1995). O risco diminui à medida que aumenta o intervalo desde o 
transplante, mas a positividade à PCR nos pontos terminais tardios 
permanece um fator de risco significativo de recidiva. Já os pacientes 
que continuam negativos à PCR por mais de um ano após o trans- 
plante têm um bom prognóstico. 

Em geral, esses dados confirmam o uso da avaliação por RT-PCR 
para BCR-ABLI no contexto pós-transplante, mas alguns pacientes 
com positividade à PCR no intervalo de monitoração mais prediti- 
vo mantêm a remissão da doença, e um pequeno número de sobrevi- 
ventes a longo prazo continua a demonstrar níveis baixos de mRNA 
do BCR-ABLI. Os estudos de Q-PCR refinaram com maior clareza 


a capacidade de identificar pacientes em mais alto risco de falha do 
tratamento. O nível quantitativo do transcrito BCR-ABL1 (expres- 
so como a proporção de BCR-ABL/ABL) no início do período pós- 
transplante foi fortemente correlacionado com o risco de recidiva 
(Olavarria, 2001; Faderl, 2004). Outros dados sugerem similarmente 
que a Q-PCR melhora a predição do desfecho em pacientes positivos 
à PCR, independentemente do transplante (Radich, 2001). A Q-PCR 
para BCR-ABL também provou ser válida para avaliar a resposta ao 
tratamento com IFN-q, apesar da observação de que remissões mole- 
culares com esse agente são muito incomuns. Nesse contexto, a redu- 
ção da proporção BCR-ABL/ABL abaixo de um certo limiar mostrou 
ter correlação com um índice baixo de recidiva, enquanto aqueles com 
níveis altos de BCR-ABL correm um risco acentuadamente elevado de 
falha do tratamento. 

Contudo, o maior impacto da monitoração de BCR-ABL na LMC 
pela Q-PCR veio com o uso mais disseminado da terapia direciona- 
da com imatinibe. Como agente único, o imatinibe é capaz de indu- 
zir remissões hematológicas e citogenéticas na maioria dos pacientes 
em 6 a 12 meses; uma minoria de pacientes também retém o estado 
de remissão molecular. Os dados derivados do grande ensaio clíni- 
co International Randomized Study of Interferon and STI-571 (IRIS) 
demonstraram que a cinética da redução de BCR-ABL com a terapia 
com imatinibe (antes conhecido como STI-571) está relacionada com 
progressão sem doença. Os “respondedores moleculares maiores” 
(definidos como os que conseguiram uma redução >3 log no BCR- 
ABL a partir do nível basal ao diagnóstico em um ano) tendiam a 
apresentar remissão clínica e citogenética contínua, enquanto a falha 
ao manifestar uma redução de mais de 2 log no nível do BCR-ABL 
por 6 meses se correlacionou com um risco elevado de progressão da 
doença (Hughes, 2003; Faderl, 2004). A Q-PCR também provou ter 
valor na triagem de pacientes com resistência à terapia com imatinibe: 
indivíduos com aumento de níveis seriados de BCR-ABL mostraram 
forte associação à presença de mutações no gene ABL translocado, que 
conferiu resistência ao fármaco, enquanto aqueles com níveis baixos 
estáveis de transcrito tiveram uma incidência excepcionalmente baixa 
de resistência ao imatinibe, devido a tais mutações (Branford, 2004). 
Embora as diretrizes universais para a monitoração pós-terapêutica 
do BCR-ABL na LMC ainda estejam sendo definidas, a metodologia 
da Q-PCR tornou-se um novo padrão para a avaliação de DRM em 
andamento nessa doença (Faderl, 2004). É digno de nota lembrar que, 
para avaliações seriadas de DRM por BCR-ABL em pacientes com 
LMC, o sangue periférico pode ser substituído por amostras de medu- 
la óssea com eficácia equivalente, reduzindo, assim, a morbidade para 
o paciente. 

Os pacientes com leucemia pró-mielocítica aguda (LPA) tratados 
com poliquimioterapia e atRA têm um prognóstico relativamen- 
te favorável, embora ocorram recidivas com frequência. O uso de 
métodos de RT-PCR qualitativos para detectar a fusão PML-RARO 
no mRNA (com sensibilidade típica de 10-10) foi estabelecido 
como um recurso extremamente poderoso para prever o risco de 
recidiva em pacientes individuais (Jurcic, 2001; Grimwade, 2002; Lo 
Coco, 2002). O momento, ou fase de tratamento da doença, é uma 
consideração importante nessa leucemia. Os pacientes avaliados para 
PML-RARO ao final da indução em geral são positivos, ou seja, O 
valor preditivo nesse momento não é significativo. Todavia, ao tér- 
mino da terapia de consolidação, a positividade à PCR é fortemente 
preditiva de recidiva em pacientes que aparentemente conseguiram 
remissão clínica completa, pois quase todos eles devem progredir 
para recidiva hematológica em questão de meses. O valor preditivo 
positivo para recidiva franca também é alto em pacientes repetida- 
mente positivos à PCR em ocasiões consecutivas. Portanto, um dos 
principais objetivos terapêuticos na LPA é conseguir um estado de 
“remissão molecular” (i. e., negativa à PCR). 

Apesar da contribuição indispensável da PCR qualitativa para a ava- 
liação de PML-RAR& após o início da terapia, sabe-se que um número 
significativo de pacientes com PCR negativa no final da terapia de con- 
solidação terá recidiva. Assim, avanços recentes nessa área enfocaram 
a maior precisão da detecção de PML-RARa, embora a sensibilidade 
do ensaio também tenha melhorado (Choppa, 2003). A monitoração 
molecular mais frequente (p. ex., após cada etapa da quimioterapia) e, 
por extensão, a estimativa da taxa de redução de PML-RARa. são metas 
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se rotineira pela Q-PCR. Com tal finalidade, varios grupos de estudo 
da LPA relataram resultados da monitoração seriada de PML-RARO 
usando técnicas de Q-PCR. Essa abordagem mostrou-se benéfica para 
detectar doença molecular de baixo grau e predizer a possibilidade de 
recidiva (Grimwade, 2002; Gallagher, 2003). 

Em conjunto com os aprimoramentos na monitoração molecu- 
lar na LPA, a atenção voltou-se também para o tratamento da DRM 
persistente ou “recidiva molecular” antes que se desenvolva recidiva 
hematológica. Ensaios preliminares sugeriram uma sobrevida global 
significativamente melhor em pacientes submetidos ao tratamento da 
DRM molecular apenas (Lo Coco, 2002). A disponibilidade de várias 
opções terapêuticas “de segunda linha” para combater a recidiva da 
LPA ou a LPA primária refratária ao tratamento (p. ex., trióxido de 
arsénico [As O;], transplante alogênico e, possivelmente, terapia com 
anticorpo anti-CD33 [Mylotarg, Wyeth Ayerst, Inc.]), sem dúvida 
representa um avanço nesses esforços intervencionistas. Embora ainda 
não tenham sido estabelecidas diretrizes definitivas para a monitora- 
ção de PML-RARa na LPA, os momentos mais comuns para obten- 
ção de amostras incluem o final da indução, o final da consolidação 
e, em seguida, a cada 2 ou 3 meses no primeiro ano após a terapia, 
pois é o período durante o qual ocorre a maioria das recidivas. É bom 
lembrar que a detecção de PML-RARa pela Q-PCR (ou por ensaios 
de RT-PCR qualitativos) deve ser feita com amostras de aspirados de 
medula óssea, pois a sensibilidade da detecção em sangue periférico 
após o início do tratamento é acentuadamente baixa. 

Conforme descrito com relação à LLA na infância, foram desenvolvi- 
das classificações clínicas e da genética tumoral sofisticadas para prever 
o prognóstico do paciente ao estabelecer-se o diagnóstico. Esses parâme- 
tros têm sido úteis para a estratificação precoce de pacientes candidatos 
à terapia otimizada, com uma minoria das crianças (20 a 30%) apresen- 
tando falha do tratamento e recidiva da leucemia. Na busca por melhores 
marcadores substitutos da resposta biológica e da eliminação da doença, 
a avaliação da DRM emergiu como um método muito poderoso de pre- 
dição pós-terapéutica, proporcionando uma abordagem mais “indi- 
vidualizada” para a avaliação do risco. Mostrou-se que níveis de DRM 
molecular tão altos como 10*-10* no término da terapia de indução 
podem ter uma correlação forte e independente com o risco de recidi- 
va; aparentemente, níveis inferiores de DRM também estão associados 
a algum risco, em comparação com o estado negativo para DRM (Cave, 
1998; van Dongen, 1998; Pui, 2000; Goulden, 2001; Nyvold, 2002). 

As anormalidades gênicas comuns de translocação e fusão associa- 
das à LLA pediátrica estão presentes em pouco menos de 1/3 dos casos 
novos de LLA da linhagem B, e anormalidades recorrentes de trans- 
locação na LLA de células T são ainda menos prevalentes. Assim, a 
atenção voltou-se para o desenvolvimento de ensaios de Q-PCR basea- 
dos no DNA altamente sensíveis e precisos, destinados a detectar rear- 
ranjos clonotípicos dos genes de receptores de antígeno, incluindo os 
genes das cadeias pesada e leve de imunoglobulina (IgH, Igx) e os loci 
receptores de célula T (Ty, TB e Tô) (resumido por van der Velden, 
2003). Esses rearranjos clonotípicos servem como assinaturas individu- 
ais e específicas ou “impressões digitais” dos tumores para a detecção de 
DRM. Notavelmente, na linhagem B da LLA, ocorrem rearranjos gêni- 
cos de linhagem cruzada frequentemente nos genes de receptores de 
célula T, de modo que a maioria dos tumores da LLA de células B tem 
pelo menos um e até dois ou três rearranjos gênicos únicos disponí- 
veis para a monitoração de DRM. Essas sequências de DNA altamente 
específicas, formadas pela recombinação dos segmentos V, (D) e J ao 
longo de inserções de nucleotídeos sem molde (N), podem ter a estru- 
tura e a síntese de iniciadores de PCR e sondas específicos do tumor do 
paciente acompanhadas para uso na Q-PCR. Isso pode ser conseguido 
empregando-se um iniciador de região de consenso e uma sonda fluo- 
rescente de consenso com um iniciador de oligonucleotídico “alelo-es- 
pecífico” (ASO, allelic-specific oligonucleotide) complementar à região 
de sequência clonotípica única no rearranjo do gene de interesse. 

As sensibilidades típicas da Q-PCR para receptor de antígeno estão 
na faixa de 102-10º, dependendo das características da sequência 
gênica alvo particular e do grau de competição inespecífica por ini- 
ciadores pelos rearranjos potencialmente homólogos nas células B ou 
T de fundo. De acordo com isso, podem ter de ser avaliados múlti- 
plos alvos gênicos receptores de antígeno e, possivelmente, múltiplas 


sequências de iniciadores/sondas terão de ser feitas e avaliadas para se 
obter a melhor sensibilidade dilucional em determinado caso de LLA. 
A quantificação de DRM na LLA pediátrica baseia-se em diluições 
seriadas do DNA diagnóstico da leucemia do paciente em uma fonte 
básica de DNA (p. ex., leucócitos de doadores diversos) e o valor da 
amostra de medula óssea para DRM é então determinado com base 
em uma curva padrão gerada a partir dessas diluições. O momento 
de avaliar DRM é crítico na LLA pediátrica. O término da terapia de 
indução é um aspecto significativo e altamente informativo, embora 
estimativas seriadas possam aumentar ainda mais o valor preditivo 
(van Dongen, 1998). A positividade para DRM no final da terapia (p. 
ex., após consolidação) também tem valor prognóstico na predição 
do risco de recidiva, porém, a sensibilidade da Q-PCR para o gene de 
receptor de antígeno com níveis baixos de DRM é menor nesses inter- 
valos, enfatizando a importância da avaliação precoce. 

O grupo europeu multi-institutional BIOMED-2 publicou descri- 
ções detalhadas de ensaios otimizados com iniciadores/sondas para 
a detecção inicial de marcadores clonotípicos do gene de receptor 
de antígeno para aplicação em protocolos subsequentes de alta sen- 
sibilidade molecular para DRM (van Dongen, 2003). Esse trabalho 
abrangente representa uma etapa importante no sentido de se criar 
uniformidade na coleta de dados de Q-PCR entre os centros de 
teste envolvidos nos ensaios de LLA pediátrica. Com esses progres- 
sos, alguns grupos cooperativos de estudo sobre a LLA começaram 
a incorporar os dados da DRM do início da terapia como um com- 
ponente rotineiro de avaliação de risco, tanto que pacientes de “alto 
risco positivos para DRM são rapidamente estratificados em proto- 
colos terapêuticos mais intensivos. 

Rearranjos gênicos clonotípicos de IgH e BCL2 também foram 
descritos para monitorar o estado de DRM em amostras de sangue 
ou medula óssea após terapias intensivas como a quimioterapia em 
altas doses e o resgate de células-tronco autólogas em linfomas não 
Hodgkin de células B (Bowman, 2004). Tipicamente, esses linfomas 
são neoplasias de “linfócitos B pequenos” (p. ex., LCR, LLC e linfo- 
ma reticular), com propensão a ampla disseminação, inclusive para 
a medula óssea. Em cada um desses contextos clínicos, a utilidade da 
avaliação de DRM nos linfomas na medula óssea deve ser interpretada 
no contexto de outros parâmetros de acompanhamento (em especial 
análises de imagem), para excluir os sítios extramedulares de recidi- 
va. Em outra aplicação, a deleção de células B clonais em coleções de 
células-tronco antes do transplante autólogo foi correlacionada com 
maior risco de recidiva da doença após o transplante, em comparação 
ao observado nos pacientes que receberam amostras negativas à PCR. 


Tecnologias emergentes: o papel do perfil de 
expressão gênica usando a tecnologia de micro- 
estrutura na neoplasia hematolinfoide 


Desde sua introdução, a análise da microestrutura da expressão 
gênica global tornou-se um recurso promissor para a pesquisa bio- 
médica. Embora a análise microestrutural ainda não faça parte da 
rotina no laboratório clínico, é uma tecnologia emergente pode- 
rosa que levou a várias observações de importância clínica (Levene, 
2003; Hubank, 2004). A microestrutura contém oligonucleotídeos 
ou cDNA alvos em uma superfície de chip (circuito integrado). Esses 
alvos representam um grande componente do genoma ou todo o 
genoma e são designados para determinar os níveis de expressão do 
mRNA de muitos genes em paralelo numa única amostra. Descrições 
detalhadas das várias opções para análises de expressão baseadas na 
estrutura, bem como as técnicas relacionadas com sua análise e inter- 
pretação, são discutidas em outra parte deste livro (Capítulos 68 e 76). 
Estudos recentes sobre neoplasias hematopoéticas deram ideia sobre a 
“predição de classe” (predição de um tipo tumoral com base nos per- 
fis gênicos de expressão específicos de genes informativos seleciona- 
dos), bem como sobre a “descoberta da classe” (descoberta de novas 
subentidades dentro dos grupos de tumores antigamente considera- 
dos uma entidade homogênea). A descoberta da classe não se limita 
apenas à identificação de novos subtipos de leucemia, por exemplo, 
mas inclui a definição de grupos diferentes em termos de prognóstico, 
o que se espera influencie as estratégias terapêuticas. Como resultado 


desses sucessos iniciais na descoberta e na predição de classes, parece 
uma meta realista que a resposta à terapia, o risco de recidiva e até 
mesmo o de desenvolver uma malignidade secundária possam ser 
previstos a partir da análise microestrutural. Aqui, vamos fazer apenas 
um comentário sucinto sobre as observações que levaram à classifi- 
cação, ao diagnóstico e ao prognóstico das leucemias e dos linfomas 
graças ao uso da análise microestrutural. 


Distinção entre leucemia mieloide aguda e 
leucemia linfoblástica aguda com base na 
expressão gênica 


A distinção entre a LMA e a LLA é muito importante na prática diá- 
ria rotineira e uma necessidade absoluta para decisões terapêuticas. 
Atualmente, tal distinção baseia-se na revisão da morfologia, na cito- 
química enzimática, na imunofenotipagem e no cariótipo do tumor. O 
trabalho de Golub e colaboradores foi fundamental para demonstrar 
a aplicabilidade de ensaios microestruturais às neoplasias hematopo- 
éticas (Golub, 1999). Tais esforços mostraram que a separação entre 
LMA e LLA só é possível com base na análise da microestrutura. Esses 
pesquisadores estudaram 38 casos de leucemia aguda (27 pacientes 
com LLA e 11 pacientes com LMA) e identificaram 50 genes discrimi- 
nadores que distinguem essas leucemias. Em 36 dos 38 casos de leuce- 
mia aguda, o diagnóstico do tipo de leucemia foi feito corretamente 
apenas de acordo com os dados microestruturais. Em um conjunto 
subsequente de 34 amostras desconhecidas que não tinham sido usa- 
das para fazer o modelo de predição, o conjunto de genes classificou 
corretamente 29 (85%) dos casos. Moos e colaboradores confirmaram 
que um conjunto de genes discriminatórios também poderia distin- 
guir a LMA da LLA em 51 casos pediátricos (Moos, 2002). Embora não 
seja superior à análise patológica abrangente atual, esses estudos repre- 
sentam uma etapa importante no diagnóstico molecular de leucemia. 


Leucemia linfoblástica aguda 

Quanto à LLA, a discriminação básica de amostras não selecionadas 
de LLA e LMA baseia-se na sua expressão gênica específica, inspirada 
em vários estudos de acompanhamento. Em um estudo importantis- 
simo, subtipos de LLA pediátrica foram correlacionados com perfis 
únicos de expressão gênica (Yeoh, 2002). Tal estudo propôs, ainda, 
subconjuntos de marcadores gênicos adequados para o diagnóstico 
inicial, bem como perfis gênicos candidatos como preditores do des- 
fecho clínico. Em termos mais específicos, 327 pacientes foram classi- 
ficados de acordo com sua natureza imunológica e genética tumoral: 
LLA de linhagem T e E2A-PBX1, BCR-ABL1, TEL-AMLI, MLL e tipos 
hiperdiploides de LLA da linhagem B. A expressão que serve de assi- 
natura de alguns casos não permitiu sua classificação em uma dessas 
categorias, tendo sido proposto um novo subgrupo de LLA. De parti- 
cular interesse, esses pesquisadores identificaram assinaturas gênicas 
específicas em blastos de LLA ao diagnóstico, que pareceram indicar 
maior propensão ao desenvolvimento de LMA induzida pela terapia 
após o tratamento bem-sucedido da LLA. Tais observações foram 
extrapoladas em um estudo de análise microestrutural em que se 
compararam casos de leucemia aguda, contendo aberrações do gene 
MLL, com outros casos de LLA e LMA, mostrando uma separação 
nítida de todos os três grupos (Armstrong, 2002). 


Leucemia mieloide aguda 

Foram realizados inúmeros estudos correlacionando os achados 
microestruturais com a classificação de LMA. Haferlach postulou se os 
subtipos franco-americano-britânicos (FAB) poderiam ser correlacio- 
nados com perfis de expressão gênica (Haferlach, 2002a, 2002b, 2002c). 
Esse grupo estudou 130 casos de LMA classificados pelo FAB de acordo 
com a morfologia, a citoquímica e a citogenética. Também foi feita a 
imunofenotipagem em todos os casos de LMA-MO. Com base em uma 
expressão gênica de assinatura limitada, os casos de LPA clássica (LMA- 
M3), LPA microgranular (LMA-M3v), leucemia mielomonocítica aguda 
com eosinófilos anormais (LMA-M4eo) e eritroleucemia aguda pude- 
ram ser distinguidos de todos os outros subtipos com 100% de acurácia. 
A comparação entre leucemia mieloide aguda com maturação (LMA - 
M2) e leucemia mielomonocítica aguda (LMA-M4) mostrou a menor 
acurácia (85%), achado muito semelhante à concordância obtida pela 


revisão morfológica (e compatível com o limiar arbitrário de mais de 
20% de positividade para a esterase inespecífica à citoquímica usada 
tradicionalmente na distinção entre essas leucemias). As comparações 
entre outras subcategorias de LMA variaram de 86 a 95% de acurácia. 
Além disso, a análise microestrutural separou 28 casos de leucemia 
mieloide aguda com maturação (LMA-M2) em três subgrupos cito- 
genéticos: t(8;21)/AMLI-ETO, cariótipo normal e cariótipo anormal 
complexo. No geral, esses resultados indicam que a LMA-M3, a LMA- 
M3v, a LMA-M4eo, a LMA-M6 e subtipos de LMA-M2 na verdade são 
entidades distintas quanto aos seus perfis de expressão gênica, enquanto 
outras subcategorias de LMA definidas ou descritas pelos aspectos da 
classificação FAB são mais heterogêneas. 

Os dados microestruturais também foram comparados diretamente 
com dados da citometria de fluxo e citogenéticos na LMA. Isso é críti- 
co porque, em muitos ensaios clínicos, demonstrou-se que o cariótipo 
de blastos leucêmicos é o parâmetro prognóstico independente mais 
importante com relação à resposta ao tratamento e à sobrevida na LMA. 
Schoch et al. demonstraram que subtipos de LMA definidos citogene- 
ticamente com t(8;21)/AMLI-ETO, LMA com t(15;17)/PML-RARG e 
LMA com inv(16)/CBFB-MYHII caracterizam-se por perfis de expres- 
são gênica diferentes; um conjunto mínimo de apenas 13 genes foi sufi- 
ciente para predizer com acurácia esses cariótipos (Schoch, 2002). Tais 
achados são consistentes com os estudos FAB comparativos supracita- 
dos, pois as anomalias t(8;21), t(15;17) e inv(16) apresentam forte corre- 
lação com os subtipos morfológicos LMA-M2, LMA-M3/M3v de LMA- 
M4eo, respectivamente. Foram feitos poucos estudos correlacionando as 
análises microestruturais com o desfecho clínico. Dois esforços recentes 
focados principalmente na LMA de adultos confirmaram as relações 
entre genótipo e expressão previamente identificadas, mas revelaram 
ainda novos aglomerados biológicos e a capacidade de construir con- 
juntos gênicos “preditores” que se correlacionam com o desfecho clínico 
(Bullinger, 2004; Valk, 2004). 


Linfomas não Hodgkin e leucemias crônicas 


A descoberta clássica e estudos de predição também foram realiza- 
dos com amostras de pacientes com linfomas. Os estudos dos perfis da 
expressão gênica de DLBCL mostraram que essa categoria diagnóstica 
abrange pelo menos duas doenças geneticamente distintas que dife- 
rem no mecanismo oncogênico e no desfecho clínico (Alizadeh, 2000; 
Rosenwald, 2002; Dybkaer, 2004). Um desses subgrupos de DLBCL foi 
denominado grupo do centro germinativo semelhante à célula B (GCB) 
e expressa uma alta frequência de marcadores gênicos associados ao cen- 
tro germinativo. O outro subgrupo é denominado grupo ativado seme- 
lhante à célula B (ABC) e expressa genes associados à ativação mitogêni- 
ca. Embora as diferenças entre os estudos microestruturais relacionadas 
com a reprodutibilidade de conjuntos gênicos similares continuem 
problemáticas, experimentos de validação, como aqueles descritos por 
Lossos et al., geralmente confirmaram a existência de tipos biológicos 
distintos de DLBCL (Lossos, 2004). É intrigante que a investigação 
adicional do tipo ABC de DLBCL revelou que a via de transdução do 
sinal NF-«B é ativada de forma constitutiva, tendo-se sugerido o NF-KB 
como o alvo terapêutico nesse subgrupo de DLBCL (Davis, 2002). 

Estudos microestruturais da expressão gênica da LLC levaram à 
identificação de dois subtipos que exibem desfechos clínicos diferen- 
tes e também segregam quanto à presença ou ausência de mutações 
somáticas do gene da cadeia pesada de imunoglobulina (IgH). É difícil 
analisar o estado mutacional do IgH no laboratório diagnóstico roti- 
neiro, mas os resultados das análises microestruturais não cobriram 
a expressão do gene ZAP-70 como um marcador substituto forte. 
Níveis altos de mRNA do ZAP-70 correlacionam-se com genes IgH 
sem mutação e, consequentemente, com prognóstico desfavorável 
(Rosenwald, 2001). Isso levou preliminarmente aos esforços para 
avaliar a proteína ZAP-70, na LLC, como um possível indicador de 
agressividade da doença. Estudos microestruturais na LMC também 
levaram a descobertas singulares sobre a “assinatura de proliferação” 
desses linfomas tipicamente refratários ao tratamento, gerando alvos 
terapêuticos potenciais para novos fármacos (Rosenwald, 2003). 

As doenças linfoproliferativas de células matadoras naturais (NK, 
natural killer) são entidades raras que se caracterizam por uma prolife- 
ração de linfócitos CD3-/CD56", podendo ser divididas em duas cate- 
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de células NK. Em um estudo de 19 desses casos, foram identificados 15 
genes que poderiam distinguir com clareza essas entidades, com quase 
80% de acurácia (Choi, 2004). Por fim, a capacidade do perfil da expres- 
são gênica de identificar o papel de células não neoplásicas dentro de um 
tumor foi enfatizada recentemente em um estudo de 191 biópsias obti- 
das de pacientes com linfoma folicular não tratado (Dave, 2004). Duas 
assinaturas de expressão multigênica permitiram separar os pacientes 
em quatro quartis com sobrevida mediana independente, diferindo de 
variáveis prognósticas clínicas. O mais intrigante é que a sobrevida entre 
esses pacientes com linfoma folicular tem correlação com o perfil mole- 
cular de células imunes não malignas que infiltram o tumor. 

Portanto, é evidente que a tecnologia microestrutural está come- 
çando a reformular muitos de nossos conceitos sobre a classificação 
dos tumores e, certamente, trará novas contribuições para o enten- 


dimento da biologia tumoral. A análise global da expressão gênica 
nas neoplasias hematolinfoides é promissora para orientar clínicos 
e pesquisadores a conseguir refinamentos no diagnóstico, classifica- 
ção e prognóstico, bem como na identificação de novos alvos tera- 
péuticos potenciais. Embora a metodologia microestrutural, em seu 
formato atual, não seja prontamente aplicável no laboratório clíni- 
co que trabalha com diagnóstico molecular, sem dúvida os aspectos 
fundamentais dessa abordagem terão impacto na forma de analisar 
múltiplos genes pela Q-PCR ou na imunofenotipagem de múltiplos 
antígenos. 
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CO PONTOS-CHAVE 
e Os testes moleculares para detectar distúrbios 


hereditários podem ser a área em crescimento mais 
rápido da patologia molecular, graças à pletora de doenças 
genéticas descobertas durante o Projeto Genoma Humano. 
e As mutações de distúrbios de um único gene, sejam dominantes 
ou recessivos, podem ser detectadas por uma variedade de técnicas 
diagnósticas moleculares, específicas da mutação, se esta for 
conhecida, ou por seguenciamento gênico abrangente, ou por 
abordagens de varredura da mutação em questão, se ela não for 
conhecida. 
e Em certos distúrbios, como a fibrose cística, a frequência de 
portadores com a mutação é tão alta que eles tornaram-se alvos de 
programas de triagem na população em larga escala. 
e Distúrbios dominantes de início tardio, como a doença de 
Huntington e os cânceres familiares, agora são alvos de testes 
pré-sintomáticos. 
e Cada uma dessas aplicações implica uma variedade de questões 
éticas envolvendo privacidade genética, consentimento pd 
interrupção da gravidez, estigmatização potencial e risco teórico de 
discriminação por parte das seguradoras. 


Provavelmente a área da patologia molecular de crescimento mais 
rápido, e talvez controvertida, o diagnóstico genético molecular pro- 
mete tornar-se o recurso diagnóstico e de triagem mais poderoso do 
século XXI. Ante o ritmo rapidamente acelerado da identificação de 
novos genes causadores de doença após ter-se completado o sequen- 
ciamento do genoma humano e o reconhecimento de que prati- 
camente todas as doenças, incluindo as neoplásicas e até mesmo as 
infecciosas, têm algum componente genético, a utilidade clínica dessa 
subespecialidade pode continuar a expandir-se. E mais, sua capaci- 
dade única de diagnosticar doenças tanto no período pré-natal como 
antes que manifestem sintomas, deve conferir-lhe um papel funda- 
mental na medicina preventiva, foco de urgência cada vez maior na 
era atual de contenção de custos na assistência médica. Além disso, 
o diagnóstico genético molecular naturalmente leva à terapêutica 
genética molecular, pois essencialmente as mesmas sequências gêni- 
cas normais usadas para detectar defeitos genéticos moleculares pela 
hibridização do DNA poderiam, em termos teóricos, ser usadas para 
corrigir tais defeitos pela terapia de reposição gênica. Como a última 


atividade aumenta o âmbito e a gama de usos, fica ainda mais ligada 
às atividades do laboratório de diagnóstico molecular, sobre o qual irá 
cair a responsabilidade de monitorar a inserção e a expressão apro- 
priadas da reposição gênica. 

Ainda assim, tal progresso tem obstáculos consideráveis. Ao lado da 
sofisticação técnica e da complexidade notáveis desses procedimen- 
tos, eles estão ligados de forma inexorável a inúmeros dilemas éticos 
sérios. Dissecar a constituição mais fundamental de um paciente e 
seus defeitos inatos levanta questões problemáticas sobre discrimina- 
ção genética, estigmatização, diferenças étnicas, privacidade, consen- 
timento informado e confidencialidade. Como no nível da genética 
molecular tudo se torna uma “condição preexistente”, pode ser pre- 
ciso rever a definição do que pode ser coberto pelas seguradoras de 
saúde, tendo sido relatadas circunstâncias de discriminação por parte 
delas e no trabalho, embora raras (Hall, 2000), em decorrência de tes- 
tes genéticos (Billings, 1992). Além disso, a descoberta de mutações 
hereditárias em um indivíduo tem implicações profundas não apenas 
para o próprio paciente submetido ao teste de DNA (o “probando”), 
mas estende-se para outras pessoas da sua família, sendo que nenhu- 
ma delas talvez concorde com a exploração ou revelação desse tipo 
de informação. Na verdade, com o poder quase ilimitado dos testes 
de DNA proporcionado pelas técnicas de amplificação, como a rea- 
ção em cadeia da polimerase (PCR), passou a ser bastante fácil fazer 
análise genética sem o consentimento ou mesmo o conhecimento 
do paciente, pois o teste pode ser realizado com porções diminutas 
de amostras de tecido ou líquido obtidas com outras finalidades não 
relacionadas. O diagnóstico pré-natal — e, por extensão, a triagem de 
casais portadores genéticos antes da concepção — tornou-se motivo de 
debates éticos e religiosos veementes sobre o aborto. E a terapia gêni- 
ca, apesar do consenso geral de que só deve ser direcionada para alvos 
celulares somáticos, não para as linhagens germinativas (ainda que 
essa noção esteja começando a mudar), aumenta a ameaça de eugenia 
entre os que não lembram de tempos idos, quando tais noções eram 
não só aceitas, como defendidas com veemência. 

Muito da genética molecular envolve a avaliação do risco de ocor- 
rência ou recorrência de um distúrbio em um indivíduo ou uma 
família. Por motivos que serão descritos mais completamente neste 
capítulo, os resultados dos testes obtidos em geral não são expressos 
em termos de uma concentração numérica ou uma resposta sim/não, 
mas como uma probabilidade, às vezes derivada de análise bayesia- 


na multifatorial (Ojino, 2004). A transmissão precisa e significativa 
de tais incertezas complexas para os pacientes e até mesmo para os 
médicos que os encaminharam, pode ser bastante difícil e demorada. 
Por essa razão, e pelas próprias implicações éticas sérias desses testes, 
conforme mencionamos antes, essa área da medicina laboratorial, tal- 
vez mais que a maioria das outras, requeira uma comunicação muito 
estreita entre o laboratório e o clínico que encaminhou o paciente ou 
o conselheiro genético. De fato, muitos desses testes só devem ser soli- 
citados por um geneticista clínico ou conselheiro genético, pois eles 
são os especialistas mais qualificados para avaliar a adequação do teste 
e explicar os resultados ao paciente. Alguns grandes laboratórios de 
referência especializados neste tipo de testes têm seus próprios conse- 
lheiros genéticos na equipe, como uma salvagauarda a mais para uso 
apropriado e comunicação com os médicos de cuidados primários, 
que podem não ser bem versados nessas questões. 


Seleção das técnicas 


Com tantos genes causadores de doenças, loci e mecanismos de 
mutações conhecidos, o diagnóstico genético molecular tem de ter 
vantagem sobre todo o espectro de técnicas biológicas molecula- 
res modernas disponíveis, que incluem a PCR, o Southern blotting, 
a hibridização com sonda específica do alelo, o sequenciamento do 
DNA, a PCR em tempo real, ensaios microestruturais de ácido nuclei- 
co, ensaio Invader, sistema de mutação por amplificação refratária 
(ARMS), ensaio de ligação de oligonucleotídeo (OLA), métodos de 
varredura de mutações como a eletroforese em gel com gradiente de 
desnaturação (DGGE) e o polimorfismo da configuração da fita única 
(SSCP), a espectrometria de massa e outras. A escolha da técnica a ser 
empregada em um caso particular depende, em grande parte, de dois 
fatores: (1) o conhecimento atual do(s) gene(s) associado(s) à doen- 
ça em questão e (2) seu grau de heterogeneidade molecular. O pri- 
meiro critério divide superficialmente todas as doenças genéticas em 
duas categorias: aquelas em que o gene causador foi isolado e aquelas 
em que ele ainda não foi isolado. Em geral, as da primeira categoria 
são passíveis de uma abordagem por análise direta do gene/muta- 
ção, enquanto as da segunda categoria só podem ser abordadas por 
análise da ligação usando-se marcadores polimórficos do DNA perto 
do mesmo cromossomo, desde que a doença tenha sido mapeada até 
aquele nível mais elementar. O segundo conceito, de heterogeneidade, 
refere-se ao número de genes diferentes, ou à variedade de mutações 
em um único gene, que podem causar a mesma doença. Quanto maior 
a heterogeneidade, mais difícil, trabalhoso e oneroso o teste de DNA 
(e mais complexos os resultados relatados). Na verdade, as mutações 
responsáveis por alguns distúrbios são tão numerosas e dissemina- 
das por genes tão grandes que a detecção de todas elas não é viável, 
devendo-se voltar à análise da ligação, ainda que o agente causador 
tenha sido identificado e clonado. Em outros distúrbios, uma ou mais 
mutações podem ter uma frequência tão alta em populações étnicas 
particulares que a triagem para aquelas poucas, embora ignorando- 
se as mutações muito raras relatadas, pode ser um teste produtivo o 
suficiente para justificar a abordagem direta. 

Para tornar tais testes práticos e seu custo razoável, foram desenvol- 
vidas várias estratégias multíplices para mutações simultâneas, confor- 
me descrito a seguir. O leitor deve lembrar ainda que todas envolvem 
algum compromisso com a sensibilidade total do teste. Na verdade, 
o campo do diagnóstico genético molecular tolera, por necessidade, 
alguns testes de triagem com sensibilidade clínica comprovada abaixo 
da que seria considerada aceitável em outras áreas da patologia clíni- 
ca laboratorial. A decisão sobre como baixar a sensibilidade aceitável 
final geralmente deve estar subordinada a questões de saúde pública. 
A maioria dos geneticistas argumenta que, pelo menos com relação 
aos testes de triagem, os benefícios potenciais para a saúde pública 
de oferecer um teste de sensibilidade subótima supera os argumen- 
tos contrários, desde que os pacientes recebam orientação e aconse- 
lhamento adequados para que entendam o risco residual inerente de 
um resultado negativo a algum teste. E importante não esquecer que 
estamos falando aqui sobre sensibilidade clínica, não sensibilidade 
analítica. Presume-se que o teste seja capaz de detectar determinada 
mutação se ela estiver presente, ficando evidente que mutações muito 
mais raras não serão reveladas pelo ensaio, de maneira que a mesma 


proporção de portadores será “perdida” — uma espécie de “negativo 
clínico falso” (Palomaki, 2004). 

Os testes de mutação direta foram extremamente simplificados com 
o advento da PCR. Mediante a escolha criteriosa de iniciadores, essa 
técnica permite que o laboratório se concentre na mutação exata de 
interesse, ou estabeleça um “ponto quente” dentro de um gene que 
contém vários locais possíveis de mutação, usando quantidades dimi- 
nutas de material inicial. Assim que a região contendo a mutação 
suspeita é amplificada, pode ser analisada por eletroforese em gel ou 
capilar, sequenciamento ou hibridização com sonda de DNA. Para 
uma deleção que se esperaria alterar o comprimento do amplicon, o 
tamanho molecular exato dos produtos da PCR por eletroforese será 
suficiente. Como alternativa, se a deleção ou mutação pontual alte- 
ra (ou cria) um local de clivagem da endonuclease de restrição, pode 
ser detectada por análise eletroforética de produtos da PCR digeridos 
com aquela enzima (Fig. 72.1). Outra opção é hibridizar os produtos 
da PCR com sondas de oligonucleotídeos específicos do alelo (ASO), 
fragmentos curtos de DNA que são precisamente complementares da 
sequência alvo normal ou mutante. Conforme discutido no Capítulo 
66, se a hibridização, em geral no formato de uma mancha correspon- 
dente a um ponto ou uma linha, for feita em condições estritas o sufi- 
ciente, o DNA alvo contendo a mutação irá hibridizar-se apenas com 
a sonda mutante, e vice-versa no caso de DNA alvo normal. Vários 
pontos quentes de mutação em um gene podem ser amplificados jun- 
tos pela PCR multiplex. Como uma variação nessa abordagem, qual- 
quer número de sondas alélicas pode disseminar-se em um suporte 
sólido para hibridização subsequente com uma amostra de DNA (ou 
amplicons) na forma de uma microestrutura ou em suspensão em 
microcontas. Por último, dispõe-se de inúmeros reagentes comerciais 
e instrumentos que detectam mutações pontuais por hibridização 
diferencial com sonda/quencher ou por eletroforese capilar e outras 
técnicas sofisticadas, como descrito nos Capítulos 68 e 76. 

Existem várias técnicas de triagem satisfatórias para pesquisar 
mutações desconhecidas em uma doença genética que possam estar 
em qualquer lugar dos genes. SSCP, DGGE, cromatografia líquida de 
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Figura 72.1 Exemplo esquemático de detecção de uma mutação de ponto por 
clivagem diferencial com uma enzima de restrição. Neste caso, a mutação 
falciforme, substituição de T por A no códon 6 do gene da globina B, destrói um 
local de clivagem Mstll, de modo que a digestão de um produto da reação em 
cadeia da polimerase da região irá gerar dois fragmentos de DNA em indivíduos 
normais, mas apenas um fragmento nos homozigotos HbS. A mutação do primeiro 
nucleotídeo nesse codon, encontrado na doença da hemoglobina C, não destrói o 
local Mstll (pois a enzima pode acomodar qualquer nucleotídeo nessa posição) e, 
portanto, não pode ser detectada por esse método. 
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mesmo princípio teoricamente podem detectar mutações pontuais 
em qualquer parte de um gene, por causa da topologia alterada que 
os nucleotídeos substituídos induzem no DNA de fita única ou dupla 
desalinhada. Essas abordagens evidenciam a necessidade de sondas de 
ASO separadas e específicas para possível mutação, embora só possam 
ser realizadas em partes limitadas do gene amplificadas pela PCR (em 
geral éxons únicos ou partes de éxons) de uma vez e não são 100% 
sensíveis. O teste da proteína truncada detecta mutações que causam 
término prematuro do produto polipeptídico do gene, requer uma 
abordagem de transcrição/translação in vitro envolvida e só capta 
mutações “de parada” (e algumas variantes estruturais de desvio e 
junção), sobrepujando substituições simples de nucleotídeos comuns 
(mutações de sentido errado, misense). A única técnica que deveria 
ser 100% sensível para detectar todas as mutações pontuais possíveis, 
pelo menos na teoria, é o sequenciamento completo do DNA gênico, 
embora mesmo ele perca mutações fora dos alvos habituais da região 
(p. ex., em íntrons, promotores ou regiões intensificadoras). 

Os distúrbios devidos à expansão gênica por uma mutação repeti- 
da de trinucleotídeo podem ser diagnosticados por Southern blot ou 
PCR, em qualquer caso observando-se um fragmento de DNA alvo 
maior do que o normal. Os distúrbios devidos a grandes deleções 
podem ser diagnosticados por Southern blot observando-se perda ou 
diminuição de tamanho de um fragmento, ou pela PCR, pela perda de 
um produto normalmente amplificado a partir daquele local ou pelo 
aparecimento de um novo fragmento “de junção”. 

No caso daqueles distúrbios com muitas mutações desconheci- 
das, ou um gene desconhecido, o diagnóstico preditivo pela análise 
de ligação é possível em certas famílias. Como a análise requer testes 
comparativos de outros irmãos e parentes acometidos e não acome- 
tidos, nem toda a família pode ser acessível ou informativa para essa 
abordagem. Também é necessário o conhecimento de marcadores 
polimórficos de DNA estreitamente ligados, de preferência flanque- 
ando ou mesmo intragênicos, que possam ser observados cossegre- 
gando de forma consistente com o fenótipo normal ou da doença na 
família. Tradicionalmente, os marcadores usados têm sido polimorfis- 
mos do comprimento do fragmento de restrição (RFLPs) detectados 
por Southern blot. Mais recentemente, polimorfismos microssatélites 
— sequências tandem de oligonucleotídeos de comprimento repetido 
variável — detectáveis pela PCR e por eletroforese em gel ou capilar 
tornaram-se preferíveis por sua abundância em todo o genoma, pela 
natureza multialélica de seus polimorfismos e pela relativa facilidade 
da metodologia do teste. Genes muito grandes, como aqueles da neu- 
rofibromatose e da distrofia muscular de Duchenne (DMD), em geral 
terão microssatélites intragênicos que podem ser acessados, minimi- 
zando as chances de recombinação entre mutação e o marcador. 

As técnicas de ligação são menos favorecidas do que a abordagem 
de detecção direta de mutação, pela necessidade de testar múltiplos 
familiares e porque a recombinação meiótica entre o gene e o mar- 
cador pode interromper a fase aparente de ligação entre os pais e a 
prole, levando à interpretação de resultados falsos, tanto positivos 
como negativos. Para cada centimorgan de distância no mapa entre 
os dois loci, pode-se esperar 1% de recombinação (1 cM = 1 milhão de 
pares de bases [bp|). Por exemplo, na Figura 72.2 prevê-se que o feto 
será acometido, tendo herdado o mesmo fragmento RFLP do irmão 
previamente acometido. Mas se o local polimórfico da endonuclea- 
se de restrição testado estiver afastado 5 cM do gene doente, pode-se 
concluir que o feto tem 95% de risco de ser acometido. 


Seleção das aplicações 


Até certo ponto, a escolha da técnica também vai depender da apli- 
cação ou da indicação clínica. Na genética médica, essas aplicações 
enquadram-se em cinco áreas principais: triagem de portador, tria- 
gem de recém-nascidos, testes diagnósticos, testes pré-sintomáticos 
de DNA e testes pré-natais. 

A triagem de portadores implica a detecção de mutações recessivas 
em indivíduos sadios para aconselhamento genético e planejamento 
familiar. Tal aplicação subdivide-se ainda na triagem dos indivíduos 
com histórico familiar do distúrbio e naquela baseada na população 
de grandes números de indivíduos com história familiar negativa, 





Figura 72.2 Exemplo de análise do comprimento do polimorfismo do fragmento 
de restrição para o diagnóstico pré-natal de um distúrbio autossômico dominante. 
Nesse Southern blot, a faixa superior do pai é a que cossegrega com o fenótipo da 
doença, como visto no filho acometido. Como o feto (?) também herdou essa faixa, 
prevê-se que será acometido. O risco exato depende da distância no mapa entre o 
gene da doença e o marcador do comprimento do polimorfismo do fragmento de 
restrição (RFLP). 


mas que podem estar em risco de ter o distúrbio por causa de sua 
prevalência no grupo étnico a que pertencem ou na população como 
um todo. Qualquer que seja o caso, a finalidade definitiva é identificar 
casais em risco (1. e., quando tanto o homem como a mulher são hete- 
rozigotos para mutações no gene), que então teriam uma chance de 
25% de ter um filho acometido a cada gravidez. Mas as estratégias de 
teste escolhidas para os dois grupos diferem. Obviamente, uma pessoa 
cujo irmão tenha o distúrbio corre risco muito maior de ser portadora 
do que alguém da população geral. Portanto, aquela pessoa pode pre- 
cisar de um teste mais agressivo (p. ex., triagem de um número maior 
de mutações ou possivelmente análise de ligação ou mesmo sequen- 
ciamento gênico completo) que seria efetivo com relação a alguém 
da população geral. Já o acesso ao DNA do irmão acometido pode 
permitir a identificação prévia da mutação, o que facilitaria bastante 
os testes subsequentes nos outros familiares. Em contraste, a triagem 
baseada na população em geral tenta manter o procedimento de teste 
o mais rápido e menos oneroso possível, focalizando talvez algumas 
das mutações mais prevalentes e sacrificando a sensibilidade clínica 
em nome da efetividade com relação ao custo e da conveniência do 
teste. E, naturalmente, com história familiar negativa, não existe a 
opção de membros acometidos para se fazer o teste de mutação em 
local único ou a análise de ligação. 

Da mesma forma que a triagem de portadores baseada na popula- 
ção, a triagem de recém-nascidos visa identificar defeitos hereditários 
relativamente prevalentes (como são as doenças genéticas) em indi- 
víduos assintomáticos nos demais aspectos. E, na verdade, as doenças 
que são alvos mais importantes, como a fenilcetonúria, a galactosemia, 
a anemia falciforme e a fibrose cística, provavelmente são distúrbios 
autossômicos recessivos. Entretanto, nesse caso, O objetivo é detectar 
os bebês acometidos no início da vida, de maneira que o tratamento 
(dietético ou farmacêutico) possa ser iniciado antes que ocorra dano 
irreversível. No momento em que escrevemos este texto, os métodos 
de genética molecular nesse contexto são empregados principalmen- 
te como um auxílio para confirmação de casos positivos confirmados 
por métodos bioquímicos ou enzimáticos menos dispendiosos e mais 
abrangentes, mas essa situação pode reverter no futuro, à medida que 
os métodos moleculares ficarem cada vez mais automatizados. 

Por definição, um teste genético diagnóstico é realizado em um indi- 
víduo sintomático. Como os testes de DNA para doenças genéticas 
são absolutamente específicos da doença, e as próprias doenças são 
bastante raras, esses procedimentos não são produtivos o suficiente 
para serem usados em diagnósticos diferenciais extensos; é preciso que 
os sintomas sejam suficientemente sugestivos do distúrbio em ques- 


tão para justificar a solicitação do teste. O teste de DNA também deve 
ser comparado com métodos mais tradicionais em termos de custo, 
conveniência e utilidade. Por exemplo, a eletroforese da hemoglobina 
pode ser mais conveniente e abrangente para classificar uma hemo- 
globinopatia suspeita do que o teste específico de DNA para a muta- 
ção da doença falciforme. No entanto, os testes moleculares podem 
ser mais vantajosos ante apresentações clínicas iniciais ou atípicas. Por 
exemplo, o teste molecular para as mutações da fibrose cística pode ser 
realizado no período perinatal, quando a análise tradicional de cloreto 
no suor não é conveniente nem confiável. Os testes de DNA também 
têm a vantagem de funcionar bem após a morte, quando analisados 
bioquímicos clássicos não podem mais ser acessados. 

O teste pré-sintomático de DNA é aplicado primariamente para dis- 
túrbios dominantes de início tardio, em que a prole de um genitor aco- 
metido está ciente de que corre 50% de risco de ter herdado o gene da 
doença e quer conhecer seu estado antes do início clínico, para tomar 
decisões informadas quanto a reprodução, emprego e estilo de vida ou 
iniciar a vigilância ou intervenções preventivas. Os distúrbios prototípi- 
cos desse grupo são a doença de Huntington e as síndromes de câncer 
hereditárias, embora doenças como a neurofibromatose, a síndrome 
de Marfan, a doença renal policística de adultos e a esclerose tubero- 
sa também sejam relevantes. Esse tipo de teste era o mais problemáti- 
co, tanto do ponto de vista psicossocial como ético, de qualquer outro 
diagnóstico genético molecular, com o risco de consequências adversas 
graves dos resultados relatados, inclusive suicídio. Por isso, os protoco- 
los estabelecidos incluem estipulações para consentimento informado, 
avaliação clínica concomitante, aconselhamento extenso antes e após 
o teste, bem como apoio psicossocial (Huntington's Disease Society of 
America, 1989; American College of Medical Genetics, 1999). 

Por fim, há a aplicação clínica mais distintiva da genética médica: o 
teste pré-natal, ou a detecção de doença no feto. Com poucas exceções 
(como a hidropsia fetal, a talassemia b homozigota, o nanismo tana- 
tofórico e a osteogênese imperfeita do tipo 1), a maioria dos distúr- 
bios mendelianos, especialmente erros inatos do metabolismo, não se 
expressa de forma sintomática ou bioquímica no feto, de modo que o 
diagnóstico preditivo só pode ser feito no nível do DNA. Mesmo no 
caso dos distúrbios que poderiam ser detectados bioquimicamente, 
o DNA em geral prova ser o substrato mais acessível, de um ponto 
de vista obstétrico, do que os produtos proteicos afetados ou substra- 
tos metabólicos. Embora a análise molecular possa ser realizada com 
quantidades diminutas de amostras de líquido amniótico ou vilosi- 
dade coriônica colhidas por métodos rotineiros, mesmo se obtidas 
com outros propósitos, a menos que o produto proteico se expresse 
nos fibroblastos (e portanto nos amniócitos), a análise bioquímica vai 
requerer biópsia invasiva de tecidos fetais profundos. Por exemplo, 
para o ensaio da atividade da hidroxilase da fenilalanina para diag- 
nosticar fenilcetonúria, seria necessária biópsia hepática fetal e, para 
a quantificação de distrofina para diagnosticar DMD, seria preciso 
biópsia muscular fetal. 

Não se pode esquecer que o objetivo primário no diagnóstico pré- 
-natal é a identificação de um feto acometido, em um momento em 
que a opção prática do término da gestação possa ser oferecida ao 
casal. Embora alguns argumentem que a obtenção do diagnóstico no 
período pré-natal seja uma vantagem, para que a terapia possa ser 
instituída logo ao nascimento, ou para tranquilização psicológica de 
um casal se o feto não estiver acometido, é difícil justificar o risco 
de aborto em decorrência da amniocentese e da obtenção de amos- 
tra de vilosidade coriônica (CVS) com tal finalidade. No caso de um 
feto acometido, a menos que se pretenda iniciar a terapia in utero, 
o tratamento provisório ao nascimento enquanto se aguarda o teste 
neonatal é perfeitamente aceitável. 

Embora o aconselhamento genético pré-natal deva ser sempre neutro, 
não tendencioso, respeitando objeções morais e/ou religiosas ao aborto, 
tanto o conselheiro genético como o laboratório que faz o teste de DNA 
têm um direito legítimo e, na verdade, a responsabilidade de questio- 
nar a conveniência de solicitar um teste pré-natal, com seu risco e custo 
inerentes, de um casal para o qual o término da gravidez não é uma 
opção (o mesmo se aplicaria a pedidos muito tardios para interromper 
a gravidez). É por causa desses problemas que o teste pré-natal invasivo 
não é oferecido como um recurso de triagem na população geral em 
mulheres sem história familiar do distúrbio em questão. A capa- 


cidade da PCR de possibilitar a análise genética de uma única célula 
recentemente abriu o caminho para o diagnóstico pré-implantação, em 
geral abordado pela realização da fertilização in vitro e da microdissec- 
ção de um único blastômero a partir do embrião inicial. Essa estratégia, 
inicialmente aplicada a casos selecionados sob risco de fibrose cística 
(Handsyde, 1992) e outros distúrbios, poderia ser oferecida a qualquer 
casal sob risco para o qual o aborto não é uma opção, ainda que ela em 
si não esteja isenta de suas próprias objeções éticas (e econômicas). 

Apesar desses dilemas médicos e morais, quando realizado nas cir- 
cunstâncias apropriadas, o teste diagnóstico genético molecular pré- 
natal pode oferecer a casais em risco, muitos deles já tendo sofrido 
o trauma suficiente de ter pelo menos um filho acometido, um dos 
serviços mais valiosos de toda a medicina clínica. 


Conceitos especiais exclusivos 
dos distúrbios genéticos moleculares 


Embora as técnicas de análise do DNA discutidas neste capítulo para 
o diagnóstico de doenças genéticas em geral sejam as mesmas usadas 
para o diagnóstico molecular de câncer ou doenças infecciosas, sua 
aplicação no primeiro caso revelou vários fenômenos incomuns que 
não devem ser esquecidos ao se deparar com qualquer distúrbio here- 
ditário. Alguns desses conceitos eram conhecidos desde os tempos de 
Mendel, mas agora podem ser entendidos de uma forma mecanicista 
no nível do DNA; outros surgiram muito mais recentemente, como 
subprodutos inesperados da dissecção molecular de doenças genéticas 
específicas. 


Heterogeneidade molecular 


Poucos distúrbios genéticos importantes estão associados a uma 
única mutação identificada de forma consistente em todos os casos 
acometidos (p. ex., a mutação de sentido errado no códon 6 do gene 
da globina B, causadora da doença falciforme). A grande maioria dos 
distúrbios genéticos pode ser causada por mais de uma mutação dife- 
rente — às vezes centenas — no gene da doença (p. ex., o gene CFTR da 
fibrose cística) e algumas vezes mesmo de mais de um gene (p. ex., 
os genes TSC] e TSC2 de esclerose tuberosa, ou os genes BRCAI e 
BRCA2 o câncer de mama/ovariano familiar). Obviamente, identifi- 
car as mutações causais em tais distúrbios é tecnicamente muito mais 
difícil ou às vezes impossível. Um corolário de tal heterogeneidade 
molecular é que nem todas as mutações irão causar doença igualmen- 
te grave: algumas podem causar apenas formas brandas ou mesmo 
síndromes relacionadas com pouca semelhança com o fenótipo clás- 
sico (p. ex., ausência isolada do ducto deferente, causada por certas 
mutações no gene CFTR, ou neoplasia endócrina múltipla ou doen- 
ça de Hirschsprung causada por mutações diferentes no gene RET). 
Toda essa variabialidade aumenta muito a complexidade do aconse- 
lhamento genético e dos testes genéticos. 


Penetrância e expressividade variável 


Penetrância refere-se à proporção de indivíduos que, tendo uma 
doença de gene mutante, exibe o verdadeiro fenótipo da doença. Em 
geral aplicada a distúrbios dominantes, pode produzir o aspecto mar- 
cante de “salto de geração” nos heredogramas da doença. Isso pode 
complicar tanto o diagnóstico molecular quanto o aconselhamento 
genético, pois pode não ficar claro se o probante herdou a doença de 
um dos pais ou, em vez disso, representa uma nova mutação na famí- 
lia. É um aspecto de tais distúrbios genéticos relativamente comuns 
como a síndrome de Marfan e a neurofibromatose, ambas com os res- 
pectivos genes já identificados, mas ainda não de fácil detecção direta 
rotineira direta a ponto de poder substituir a análise de ligação ou téc- 
nicas de varredura da mutação na maioria dos casos. 

Expressividade variável refere-se ao surgimento de sinais e sin- 
tomas diferentes de um distúrbio em indivíduos que herdaram a(s) 
mesma(s) mutação(ões). Como a penetrância, é provável que seja um 
reflexo de efeitos gênicos diferenciais dentro de fundos genéticos des- 
semelhantes (em outras palavras, a modulação da expressão fenotí- 
pica por outros genes não alélicos). Também é difícil de averiguar e 
aconselhar a respeito, além de levantar questões éticas sobre o aborto 
no caso de doenças de gravidade variável e imprevisível. 
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1504 Crossing over 


Esse fenômeno de recombinação meiótica entre cromossomos 
homólogos é, além de uma mutação aleatória, a principal força que 
vai além da diversidade genética e da evolução em organismos que se 
reproduzem de forma sexuada. Sua importância no diagnóstico gené- 
tico molecular baseia-se na ruptura de uma ligação entre um gene de 
doença e um marcador polimórfico próximo, gerando diagnósticos fal- 
sos tanto positivos quanto negativos nos distúrbios testados por análise 
de ligação. Como discutido antes, o risco pode ser minimizado esco- 
lhendo-se marcadores mais estreitamente ligados ao gene da doença ou 
internos a ele. Isso tornou-se muito mais viável à medida que o mapa 
do genoma humano ficou saturado com polimorfismos repetidos tan- 
dem que podem ser acessados facilmente com iniciadores de PCR. 


Dissomia uniparental 


Essa causa incomum de um distúrbio recessivo de um único gene foi 
descoberta pela primeira vez em um paciente com fibrose cística, que 
tinha apenas um dos pais como portador (Spence, 1988). Pela haplo- 
tipagem do DNA com marcadores polimórficos, mostrou-se que o 
paciente tinha duas cópias herdadas do cromossomo 7 do genitor por- 
tador, contendo o gene mutante da fibrose cística e nenhum cromos- 
somo 7 do outro genitor. Desde então, o fenômeno foi observado em 
outros casos de fibrose cística e doenças envolvendo outros cromos- 
somos também. Em algumas doenças, como as síndromes de Prader- 
Willi e Angelman (ver adiante), a incidência de dissomia uniparental 
aproxima-se daquela de mecanismos clássicos de mutação na patogêne- 
se molecular, justificando o teste rotineiro para esse fenômeno. 


Imprinting 


Refere-se à expressão diferencial de um gene em uma prole, depen- 
dendo se foi herdado da mãe ou do pai, ou às vezes sobre outras influ- 
ências genéticas (Hall, 1999). Alguns genes apenas se expressam ou 
então se desviam quando passam através da linhagem de oócitos, 
enquanto outros apenas quando passam através da linhagem de esper- 
matócitos. Se um indivíduo herda o alelo normal através da linhagem 
parental que não se expressa, ele não pode se contrapor a uma muta- 
ção recessiva herdada do outro genitor. Em pelo menos alguns casos, 
o mecanismo molecular parece ser a metilação diferencial de regiões 
cromossômicas e elementos reguladores. Essa é a base tanto dos casos 
de dissomia por deleção quanto uniparental das síndromes de Prader- 
Willi e Angelman (ver adiante). 


Antecipação 


Esse termo refere-se a um aumento progressivo na gravidade e/ou 
na idade de início de um distúrbio genético em gerações subsequentes 
de uma família, estando tipicamente associado a distúrbios de nucleo- 
tídeos repetidos, como a distrofia miotônica e a síndrome do X frágil, 
em que um aumento na gravidade pode ser correlacionado com maior 
expansão da região repetida. Na distrofia, especialmente em casos gra- 
ves que começam na infância ou ainda em lactentes, os recém-nascidos 
tinham mães afetadas, o que lembra a influência também do imprin- 
ting (Lopez, 1994). Observa-se o inverso na doença de Huntington, em 
que é mais provável ocorrer a expansão da repetição do triplet quando 
herdada do pai. É por essas razões que o tamanho molecular preciso 
do comprimento dos trinucleotídeos repetidos é tão importante para o 
diagnóstico e o aconselhamento genético nesses distúrbios. 


Influências epigenéticas e herança 
não mendeliana 


As alterações epigenéticas são hereditárias, mas potencialmente 
reversíveis na expressão gênica, de modo que não representam uma 
alteração na sequência do DNA genômico da célula. Os exemplos 
mais marcantes de herança epigenética são o imprinting genômico (já 
comentado) e a inativação do cromossomo X em mamíferos, ambos 
envolvendo o silenciamento transcricional de genes por metilação 
de citosinas nos nucleotídeos CpG. O estado de metilação do DNA 
é mantido após a replicação do DNA por metilases, que agem sobre 
a fita dupla hemimetilada do DNA, metilando também a nova tira de 


DNA sintetizada. O processo é perpetuado indefinidamente nas divi- 
sões celulares sucessivas. Evidência recente sugere que pode ocorrer 
metilação de novo de duplas de CpG nos promotores de alguns genes 
supressores tumorais, silenciando esses genes e, em essência, consti- 
tuindo um ou ambos os “hits” nesse gene supressor tumoral, que leva 
ao desenvolvimento do tumor (Jones, 1999). 

Outra categoria de herança epigenética entendida com menos clare- 
za envolve a propriedade de algumas proteínas de influenciar a confor- 
mação de proteínas recém-sintetizadas ou montadas, como uma forma 
de autoperpetuação. Os exemplos mais notáveis em mamíferos são as 
doenças priônicas, responsáveis pelo prurido lombar dos ovinos (scra- 
pie) e pela encefalopatia espongiforme bovina em animais e o kuru e a 
doença de Creutzfeldt-Jakob em humanos. A proteína priônica causa- 
dora de doença, que pode resultar de uma mutação na sequência do 
código em casos familiares, dobra-se em uma conformação anormal e 
exerce um efeito de príons recém-sintetizados, de maneira que perpe- 
tua e prolifera a anormalidade conformacional causadora de doença. 


Frequências alélicas e triagem 
populacional em massa 


Já fizemos referência à aplicação da triagem de portadores de muta- 
ções recessivas em uma população. Para justificar isso em termos de 
saúde pública, o esforço e o gasto necessários para realizar um teste de 
DNA em milhares ou milhões de pessoas, é preciso que a incidência 
da doença seja bastante alta, em toda a população ou no(s) grupo(s) 
étnico(s) particular(es) destinado(s) à triagem. No caso de qualquer 
doença autossômica recessiva de incidência apreciável, a lei do equi- 
líbrio de Hardy-Weinberg prevê que a frequência de portadores será 
bem maior do que a prevalência de indivíduos acometidos. Além disso, 
a doença candidata a alvo precisa ser grave o bastante e/ou passível de 
alguma intervenção clínica após sua identificação. Agora parece que 
vários distúrbios se enquadrariam nesses critérios. As mutações asso- 
ciadas à hemocromatose hereditária e à resistência à proteína C ativa- 
da (fator V de Leiden) são encontradas em 5 a 10% da população de 
origem caucasiana (branca), enquanto a frequência da mutação para a 
anemia falciforme aproxima-se de 10% da população afro-americana. 
Infelizmente, controvérsias sobre a penetrância das duas primeiras 
doenças e questões econômicas e sociais complexas da terceira limi- 
taram a aplicação da triagem desses genes (Grody, 2003a; Imperatore, 
2003). A triagem para talassemia nas populações mediterrâneas e asi- 
áticas, bem como um painel de distúrbios recessivos como a doença 
de Tay-Sachs e a de Gaucher em judeus asquenazes, também se justi- 
ficam por frequências alélicas no grupo alvo. As mutações da fibrose 
cística, embora de frequência mais baixa, potencialmente representam 
uma maioria de casais norte-americanos que foram escolhidos como 
primeiro alvo de triagem genética molecular na população geral nos 
Estados Unidos da América (ver adiante). Esse impulso dos testes 
genéticos moleculares, além do âmbito das doenças raras ou pouco 
conhecidas e no contexto de traços comuns, terá um efeito profundo 
sobre a medicina preventiva e a saúde pública, levando a novos avan- 
ços na automatização dos testes de DNA nos próximos anos. 


Exemplos específicos de doenças 


Fibrose cística 


Diante da alta frequência de portadores na América do Norte e no 
norte da Europa, sua natureza clínica séria, seu padrão de herança indis- 
cutivelmente mendeliano (autossômico recessivo) e seu gene bem estu- 
dado, embora bastante complexo, a fibrose cística tornou-se o paradig- 
ma de distúrbio para triagem genética molecular em larga escala. Nesse 
âmbito, é possível encontrar uma ampla gama de técnicas genéticas 
moleculares e todo o espectro de dilemas científicos e éticos, derivados 
da variabilidade clínica da doença, da heterogeneidade molecular extre- 
ma das mutações causais e do advento de novos tratamentos, inclusive 
a terapia de reposição genética. Com uma frequência de portadores tão 
alta como um em cada 29 caucasianos de ascendência norte-europeia 
(e progressivamente menos do sul da Europa, de hispânicos, afro-ame- 
ricanos e asiáticos), houve uma grande motivação para triar parentes 
de pacientes e até mesmo a população geral, para identificar casais sob 


risco de terem um filho acometido em cada quatro gestações. Mas como 
os portadores são assintomáticos e têm níveis normais de cloreto no 
suor, foi preciso esperar o isolamento do gene em 1989 (Kerem, 1989; 
Riordan, 1989). Embora o gene tenha sido mapeado no cromossomo 
7 alguns anos antes, permitindo o diagnóstico pré-natal pela análise de 
ligação em famílias informativas, a triagem e o teste em outras, especial- 
mente aquelas sem histórico familiar do distúrbio, só poderia ser consi- 
derado assim que fosse clonado, e as mutações fossem identificadas. 

No entanto, mesmo com o consentimento louvável, a história do 
teste de DNA para a fibrose cística teve problemas e controvérsias. O 
gene tem mais de 250.000 bps de comprimento e codifica uma gran- 
de proteína de canal iônico denominada reguladora da condutância 
transmembrana da fibrose cística (CFTR) (Collins, 1992). O mais 
notável é que o espectro de mutações observadas é acentuadamen- 
te heterogêneo. Embora uma deleção de três nucleotídeos do códon 
508 da fenilalanina (designado DF508) seja responsável por cerca 
de 70% das mutações em caucasianos não hispânicos (e significati- 
vamente menos em outros grupos étnicos), mais de 1.300 mutações 
adicionais também foram relatadas, a maioria delas tão rara que 
não é viável nem efetivo com relação ao custo incluí-las nos painéis 
de teste; apenas cerca de sete (além do DF508) são responsáveis por 
mais de 1% de cada mutação da fibrose cística na maioria das popu- 
lações de origem caucasiana (Tsui, 1992) (Tab. 72.1). A sensibilida- 
de da triagem de portadores com painéis de mutação entre seis e 25 
alelos varia de 97% em judeus asquenazes (Abeliovich, 1992) a 75 a 
90% nos norte-americanos caucasianos não asquenazes, cerca de 60% 
em hispano-americanos, 50% em afro-americanos e menos de 10% 
em asiáticos (Ober, 1992; Grebe, 1994; Macek, 1997). Tal sensibilida- 
de variável e subótima em uma população etnicamente heterogênea 
como a dos Estados Unidos e as dificuldades envolvidas no aconse- 
lhamento de pacientes quanto ao risco residual de serem portadores 
ante um teste negativo tornaram a triagem populacional de portado- 
res de mutações para a fibrose cística um assunto polêmico (Wilfond, 
1990; Grody, 1999). Após muito debate e vários estudos pilotos de 
triagem, uma conferência de consenso recomendou que a triagem seja 
oferecida a todos os casais com a mulher em gestação e às que este- 
jam planejando engravidar (NIH Consensus Statement Online, 1997). 
Um comitê representando o American College of Medical Genetics, 
o American College of Obstetricians and Gynecologists e o National 
Human Genome Research Institute decidiu criar um painel de tria- 
gem central com as 25 mutações mais prevalentes na população geral 
mista (Grody 2001a). O mesmo grupo elaborou materiais educativos 
acompanhantes, orientando os obstetras sobre como oferecer os testes 
de triagem, folhetos para orientação também dos pacientes e tabelas 
determinando o risco residual naqueles com testes negativos. 

Com o lançamento dessas diretrizes em 2001, a análise de mutação 
do CFTR tornou-se instantaneamente o teste genético molecular de 
maior peso e um dos principais no diagnóstico molecular. Diante de tal 
mercado, os fabricantes de reagentes e instrumentos criaram uma 
variedade de ensaios e plataformas, agora substituídos em ampla esca- 
la pelos métodos domésticos antes empregados pelos laboratórios. Os 
métodos comerciais, que incorporam pelo menos o painel central de 
25 mutações, e às vezes mais, incluem sondas de ASO em tiras de papel 
(Fig. 72.3), ARMS, OLA, ensaio Invader, microcontas e microestrutu- 
ras (Richards, 2004). Além disso, o sequenciamento gênico completo 
é oferecido em alguns laboratórios (Strom, 2003), embora seja muito 
caro para a triagem geral de portadores e usado principalmente para 
ajudar no diagnóstico de casos de fibrose cística atípica ou identificar 
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Tabela 72.1 Painel central de mutações recomendado para a triagem de 
portadores de fibrose cística na população geral 


AF508 AIS07 G542X G551D W1282X N1303K 

R553X 621+1G>T R117H 1717-1G>A  A455E R560T 

R1162X G85E R334W  R347P 71141G>T 1898+1G>A 

2184delA 1078delT* 3849+ 2789+5G>A 3659delC 1148T* 
10kbC>T 

3120+1G>A 


Painel recomendado pelo American College of Medical Genetics (Grody, 2001a). 


* Mutações subsequentemente removidas do painel (Watson, 2004). 


mutações parentais na prole acometida de modo a possibilitar o diag- 
nóstico pré-natal em gravidezes futuras. 

Mesmo anos após o lançamento, o programa de triagem de porta- 
dores de fibrose cística continua a ser um desafio tanto para os obste- 
tras quanto para os laboratórios que fazes testes genéticos. Continua a 
haver dúvidas sobre a captação, a comunicação dos resultados, a uti- 
lidade de oferecer painéis de mutação extensos (especialmente para 
casais com testes positivos e negativos à triagem inicial) e mesmo 
quais mutações incluir no painel central. O painel já foi modifica- 
do uma vez, após a data inicial da triagem nacional e indicou que 
uma das mutações (1078delT) era mais rara que se pensava, e outra 
(1148T) não era uma mutação em si, mas um polimorfismo benigno, 
de maneira que ambas tiveram de ser excluídas (Watson, 2004). 

Outro problema com o aconselhamento genético para a fibrose cística 
é a gravidade clínica variável do distúrbio e a inconsistência das relações 
entre o genótipo e o fenótipo. Além do achado de que os homozigotos 
DF508 tendem a ter insuficiência pancreática, pouco sobre a gravida- 
de da doença ou complicações dela pode ser previsto com confiança a 
partir do conhecimento de duas mutações em um indivíduo acometido 
(Cystic Fibrosis Genotype-Phenotype Consortium, 1993). Mesmo os 
homozigotos para DF508, considerada o protótipo da mutação “grave”, 
podem exibir uma grande variedade de comprometimento pulmonar 
(Burke, 1992). Em contrapartida, há mutações que causam doença pul- 
monar com níveis normais de cloreto no suor (Highsmith, 1994) e há 
outras e polimorfismos (como R117H e um traço intrônico politimidi- 
na) que não causam fibrose cística, mas sim infertilidade masculina em 
decorrência da ausência congênita do ducto deferente (Anguiano, 1992; 
Gervais, 1993). Ao considerarmos esses fatores junto com a sobrevida 
mediana dos pacientes com fibrose cística e o eventual advento de tera- 
pias gênicas de reposição efetivas, o aconselhamento genético e a toma- 
da de decisão dos pais em relação a esse distúrbio são bastante difíceis. 
Ante a heterogeneidade molecular e clínica da maioria dos distúrbios 
genéticos, é provável que esses problemas provem ser a regra, e não 
exceção, no diagnóstico genético molecular. 


Distrofia muscular de Duchenne 


Essa miopatia progressiva ligada ao X foi o primeiro distúrbio 
cujo agente causal foi isolado pelo processo de clonagem posicional 
(Rowland, 1988). Antes de tal descoberta, o únicos testes que podiam 
ser oferecidos a famílias em risco eram da detecção de algumas 
mulheres portadoras (mas nem todas) pelo achado de níveis séricos 
elevados de creatinofosfocinase, seguido pelo da determinação pré- 


Figura 72.3 Tiras de hibridização reversa (Roche 
Molecular Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) 
contendo sondas de oligonucleotídeos específicas do 
alelo para 25 mutações do CFTR, recomendadas pelo 
American College of Medical Genetics e sequências 
i normais correspondentes, mais os traços de alelos 

r j 1 intrônicos poliT 5T, 7T e 9T. Os genótipos são: A, 
tipo selvagem 7T/9T; B, heterozigoto composto 
| | r 6214+IG>T/3120+IG>A 7T/9T; C, heterozigoto 
| I deltal507 7T/7T. 
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-natal do sexo com a opção de abortar um feto masculino (mesmo 
que 50% dessas gestações fossem normais). O aconselhamento gené- 
tico tornou-se ainda mais problemático porque cerca de um terço dos 
casos de DMD surge de novas mutações. 

Mesmo após a descoberta, a aplicação clínica não foi fácil, porque 
o gene, também conhecido como da “distrofina”, provou ser ainda 
maior ao ser descoberto, com 2,4 milhões de bps e composto por 79 
éxons (Ahn, 1993). O uso de sondas de cDNA de comprimento total 
ou parcial para detectar a variedade de deleções responsáveis pelos 2/3 
dos casos foi trabalhoso e demorado (Darras, 1988; Prior, 1991). Só 
com o advento da PCR multiplex, descrita no Capítulo 67, o sistema 
foi desenvolvido para a identificação rápida e não onerosa de mais de 
98% das deleções da distrofina e sua localização nos éxons específicos 
do gene (Beggs, 1990; Multicenter Study Group, 1992). Nesse sistema, 
identifica-se uma deleção pela ausência de um ou mais dos amplicons 
esperados na eletroforese em gel de brometo de etidio ou com ins- 
trumentos de eletroforese capilar (pois uma deleção do gene visado 
irá abolir o(s) local(is) de hibridização de um ou mais iniciadores, 
causando falha da PCR) (Fig. 72.4). Tal mapeamento estrutural refi- 
nado, combinado com o sequenciamento, também revelou descober- 
tas importantes sobre a patogênese molecular da DMD e da variante 
alélica mais branda, a distrofia muscular de Becker (DMB). Embora 
ambas sejam causadas mais frequentemente por grandes deleções 
da distrofina, as da DMB tipicamente preservam a leitura correta da 
estrutura no transcrito processado resultante, enquanto as deleções na 
DMD resultam com maior frequência em mutações estruturais e um 
produto proteico mais truncado (Monaco, 1988). 

Em geral, no terço restante de pacientes com DMD e em 15% 
daqueles com DMB em que não há deleção, são detectadas mutações 
pontuais ou microdeleções/inserções. Como o gene é muito grande, 
não é fácil identificar essas lesões diretamente, embora se use a var- 
redura do gene pela análise conformacional (SSCP, DGGE) segui- 
da pelo sequenciamento (Prior 1995; Mendell, 2001). Se isso falhar, 
deve-se fazer a análise da ligação. Essa abordagem é possível apenas 
em famílias informativas, em que o DNA de indivíduos previamente 
acometidos esteja disponível para estudo. Os protocolos iniciais con- 
fiavam nos marcadores de RFLP flanqueando o gene da distrofina; 
mais recentemente, marcadores intragênicos microssatélites levaram 
à haplotipagem mais rápida e acurada do cromossomo, baseada na 
PCR (Darras, 1987), embora ainda haja um risco de resultados falsos 
por causa de eventos de crossing-over, devido ao grande tamanho do 
gene. Como alternativa, podem ser feitos estudos no nível de proteína 
observando-se diminuição ou ausência da distrofina na DMD, distro- 
fina de peso molecular anormal na DMB, por Western blot ou imuno- 
-histoquimica de tecido de biópsia muscular (Hoffman, 1988). Esse 
procedimento tem limitações para o diagnóstico pré-natal, em que 
seria necessária a biópsia de músculo fetal, mas pode ser empregado 
nesse contexto e para diagnóstico do probando. Portanto, o diagnós- 
tico molecular de DMD completou o círculo: da identificação do gene 
sem conhecimento do produto proteico (“genética reversa”) à identi- 
ficação e ao uso diagnóstico do produto proteico a partir do conheci- 
mento do gene. Pode-se esperar esse tipo de evolução no diagnóstico 
laboratorial de muitas doenças genéticas, pois os estudos funcionais 
de um produto gênico são por definição mais abrangentes que a ten- 
tativa de rastrear incontáveis mutações individuais no nível do DNA. 


Anemia falciforme e outras hemoglobinopatias 


Dada a longa história do estudo do produto proteico, o diagnósti- 
co de defeitos moleculares nos genes que codificam os polipeptídeos 
da globina não poderia ser feito por técnicas de “genética reversa”; 
em vez disso, esses genes foram clonados por métodos clássicos, usan- 
do anticorpos antiglobina para precipitação polissômica para isolar 
os ácidos nucleicos mensageiros relevantes (mRNAs). Como tais, as 
mutações da hemoglobina, e a que causa anemia falciforme em par- 
ticular, estão entre as primeiras a serem diagnosticadas no nível do 
DNA. Como acontece, a mutação pontual falciforme no códon 6 do 
gene da globina b fica dentro (e portanto destrói) de um local de cli- 
vagem da endonuclease de restrição (para MslI ou Ddell), proporcio- 
nando um método rápido de detecção por Southern blot ou digestão 
da enzima de restrição dos produtos da PCR da globina b (Hatcher, 
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Figura 72.4 Analise pela reagao em cadeia da polimerase (PCR) multiplex para 
deleções no gene da distrofina na distrofia muscular de Duchenne. Amostras de 
DNA de cinco pacientes foram amplificadas simultaneamente com cinco pares de 
iniciadores (metade esquerda do gel) e nove pares de iniciadores (metade direita 
do gel) e os produtos foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida. A 
ausência de uma faixa esperada de produto da PCR é indicativa de uma deleção. 
O paciente 2 não tem o alto da faixa no quinto plex e a segunda a partir do alto no 
nono, correspondendo a deleções nos éxons 50 e 48, respectivamente, no gene da 
distrofina. (A faixa 4 no nono plex é leve, mas está presente em todas as amostras.) 
(Cortesia da Dra. Kathryn E. Kronquist.) 


1992) (Fig. 72.1). Como alternativa, as sequências da hemoglobina 
S e da hemoglobina A podem ser distinguidas por uma mancha em 
forma de ponto usando-se sondas complementares de oligonucleo- 
tídeos específicas do alelo para cada sequência normal ou mutante 
(Conner, 1983). Essas técnicas baseadas no DNA podem ser empre- 
gadas para o diagnóstico, a triagem de portadores ou o diagnóstico 
pré-natal em amniócitos, no último caso evidenciando a necessida- 
de de obter-se uma amostra invasiva de sangue fetal e da eletroforese 
clássica da hemoglobina. Além disso, à medida que um número maior 
de estados norte-americanos inicia programas de triagem de recém- 
-nascidos para anemia falciforme, mesmo por métodos bioquímicos, 
o teste de DNA torna-se importante para confirmação de resultados 
de triagem positivos ambíguos, como nos estados compostos hetero- 
zigotos envolvendo HbS e uma mutação de talassemia. Vários estu- 
dos mostraram que esses testes de DNA podem ser feitos nas mesmas 
manchas de sangue em papel de filtro colhido para a triagem inicial 
do recém-nascido (McCabe, 2004). Uma mutação diferente no códon 
6, causando doença da hemoglobina C, não abole a sequência de reco- 
nhecimento da endonuclease de restrição (porque ela ocorre em uma 
posição flexível do nucleotídeo para a enzima) e, portanto, precisa ser 
distinguida por sondas de ASO (Maggio, 1993). 

As talassemias envolvem alterações qualitativas e quantitativas em 
uma ou mais cadeias da globina, e seu diagnóstico em nível molecular 
é correspondentemente mais complexo que o da anemia falciforme. A 
talassemia a é a mais marcante, pois em geral é causada pela deleção 
de um ou ambos os genes a contíguos em um ou outro ou ambos os 
cromossomos 16. Isso pode ser detectado por Southern blot ou PCR, 
permitindo a diferenciação do estado de portador silencioso (um gene 
a perdido) daquele da hidropsia fetal muito grave (perda de todos 
os 4 genes) e dos dois estados intermediários (Oron-Karni, 1998). O 
diagnóstico molecular de talassemia b é mais complicado por causa 
da ampla variedade de mutações documentadas no promotor, no tér- 
mino, deleção, no local de união e estruturais. Entretanto, em cada 
população de risco (mediterrânea, asiática, africana), um subconjun- 
to limitado de mutações (em geral 10 ou menos) é responsável pela 
maioria dos casos e de portadores. Portanto, o teste com um painel 
de sondas/iniciadores específicos de mutação, junto com linhas de 
triagem de fibrose cística, é razoável (Naja, 2004). Além disso, o gene 
da globina 3 não é grande, de modo que também se pode recorrer ao 
sequenciamento ou à varredura gênica. 


Trombofilias hereditárias 


A fibrose cística não é o único distúrbio com frequência de mutação 
alta o suficiente para se considerar a triagem da população por méto- 


dos moleculares. Várias outras doenças genéticas mostraram frequên- 
cias de portador de ordem de magnitude pelo menos maior do que a 
fibrose cística. Incluídos nesse grupo estão genes envolvidos no sistema 
anticoagulante que, conforme discutido no Capítulo 41, controla a cas- 
cata da coagulação. O mais notável de tal alelo é a mutação do fator 
V de Leiden, uma alteração em um único nucleotídeo que causa uma 
substituição de aminoácido (R506Q) na proteína da coagulação fator 
V, tornando-a resistente à clivagem pela proteína C ativada (Bertina, 
1994). O alelo está presente em 5 a 7% da população caucasiana e é 
responsável por mais de 90% da resistência clínica à proteína C ativa- 
da (APC), resultando em uma tendência a tromboembolismo venoso 
idiopático (Ridker, 1997a). Isso acarreta um risco relativo de trombose 
de cerca de sete vezes no estado heterozigoto e cerca de 80 vezes no 
estado homozigoto. Também está associado a complicações da gravi- 
dez, como aborto recorrente. O teste para a mutação é direto porque, 
como a mutação falciforme, destrói um local de endonuclease de restri- 
ção (Fig. 72.5), tendo sido desenvolvidos métodos automatizados para 
melhor processamento, como a PCR em tempo real (Louis, 2004) e o 
ensaio ‘Invader’, que se baseia na amplificação do sinal por transferên- 
cia de energia fluorescente por ressonância (FRET) e uma enzima de 
clivagem (Ryan, 1999), conforme descrito em detalhes no Capítulo 67. 

Contudo, como na fibrose cística, há controvérsias sobre a que 
pacientes oferecer-se a triagem. Apesar do aumento acentuado do 
risco relativo, o risco absoluto conferido por essa mutação é muito 
baixo, com uma penetrância ao longo da vida de sintomas trombó- 
ticos de cerca de 10%. Portanto, a maioria dos portadores não seria 
candidata à terapia anticoagulante, com seu risco de hemorragia e aci- 
dente vascular encefálico, e assim é incerto se a triagem alteraria o tra- 
tamento do paciente de forma significativa. Alguns propuseram triar 
indivíduos com fatores de risco ambientais conhecidos como atuantes 
sinergicamente com o risco do fator V de Leiden, como mulheres usu- 
árias de anticoncepcionais orais. Mesmo assim, é questionável se obri- 
gar uma mulher com um teste positivo a usar métodos de controle da 
natalidade menos efetivos causaria mais danos que benefícios, aumen- 





Figura 72.5 Exemplo de análise eletroforética pela reação em cadeia da polimerase 
(PCR) de mutação do fator V de Leiden. O fragmento amplificado pela PCR do gene 
do fator V no códon 506 irá conter dois locais de clivagem de restrição Mnll sites 
no DNA normal, mas apenas um se a mutação R506Q, que destrói um dos locais, 
estiver presente. Os padrões resultantes de digestão da restrição irão mostrar duas, 
três ou quatro bandas, respectivamente, dependendo se a mutação for homozigota 
(à direita), ausente (à esquerda) ou heterozigota (no meio). Quanto mais curto o 
fragmento, migrando perto do fundo da foto de gel, mais difícil vê-lo. 


tando a taxa de gravidez com suas próprias complicações inerentes — 
algumas, ironicamente, de natureza trombótica (Kupferminc, 1999). 
No momento, a maioria dos pedidos recebidos pelos laboratórios de 
genética molecular para testar o fator V de Leiden é de pacientes que 
já tiveram um evento tromboembólico inexplicado de outra manei- 
ra, e duas afirmações de consenso profissional, da American College 
of Medical Genetics (ACMG) e do College of American Pathologists, 
designaram isso como uma indicação inequívoca primária para teste 
(Grody 2001b; Press, 2002). 

Além do fator V de Leiden, há outras mutações hereditárias de alta 
frequência alélica que conferem risco trombótico, como também foi 
discutido no Capítulo 41. A variante da protrombina 20210A, uma 
alteração única em nucleotídeo na região 3 não traduzida do gene da 
protrombina, resulta em aumento dos níveis circulantes de protrom- 
bina e um fenótipo similar ao do fator V de Leiden, estando presente 
em 1 a 2% da população geral (Poort, 1996). A variante 677C—>T da 
metilenotetraidrofolato redutase, enzima envolvida no ciclo do fola- 
to do metabolismo da homocisteína, está presente em 30 a 40% da 
população geral e é associada a níveis plasmáticos elevados de homo- 
cisteína e risco de trombose vascular (inclusive de artéria coronária). 
As indicações para esse teste são um tanto obscuras, porque ninguém 
com a variante teve hiper-homocisteinemia nem todos os casos desse 
problema são causados por essa variante. Assim, a estimativa bioqui- 
mica dos níveis plasmáticos de homocisteína pode ser um método 
de triagem mais efetivo. Além disso, a suplementação dos alimentos 
com folato pode tornar o fator genético menos relevante, ao reduzir 
bastante os níveis de homocisteína na população. Ainda, as mutações 
para cada um desses fatores pode agir de forma sinérgica entre si, de 
modo que pacientes com dois ou mesmo três desses defeitos, incluin- 
do também as deficiências mais raras de proteínas Ce S, correm risco 
muito maior (Koeleman, 1994; Ridker, 1997b). Os testes de DNA 
para várias dessas mutações de trombofilia podem ser reunidos em 
um único ensaio (Louis, 2004). 


Distúrbios da expansão de 
trinucleotídeos repetidos 


Uma classe importante de mutações causadoras de doença foi reve- 
lada em 1991, com a descoberta de que a atrofia muscular espinal e 
bulbar ligada ao X (doença de Kennedy, AMEB) e a síndrome do X 
frágil (FRAXA) estão associadas à amplificação de sequências de repe- 
tição de trinucleotídeos instáveis nos genes receptores de androgênio 
(AR) e FMRI ( retardamento mental pelo X frágil”), respectivamen- 
te. Desde então, mutações semelhantes causadoras de doença têm 
sido associadas a vários outros distúrbios neurológicos e musculares 
(resumidos na Tab. 72.2), tendo sido elaborada uma classificação 
molecular das ataxias espinocerebelares. O gene afetado em cada um 
desses distúrbios normalmente contém uma sequência repetida de 3 
bps — por exemplo, (CGG), no gene FMRI —, em que n é variável, mas 
normalmente limitado nessa faixa. No entanto, em caso de doença, 
o tamanho do triplet repetido expande-se para fora da faixa normal, 
às vezes apenas ligeiramente e, em outras circunstâncias, de manei- 
ra acentuada. Os mecanismos pelos quais essas sequências repetidas 
expandidas causam doença são vários e incluem gene silencioso e 
ganho tóxico de função por proteínas mutantes. 


Síndromes do XA frágil e do XE frágil 


A FRAXA é o defeito mais comum de um único gene que causa retar- 
damento mental moderado a grave em indivíduos do sexo masculino. 
Os indivíduos acometidos com esse distúrbio ligado ao X tipicamente 
exibem aspectos dismórficos, inclusive orelhas grandes, face alonga- 
da, mandíbula proeminente e macro-orquidismo. Aproximadamente 
1 em 2.500 pessoas do sexo feminino são portadoras heterozigotas da 
mutação FRAXA, e um terço delas pode exibir evidência de compro- 
metimento mental ou dificuldade de aprendizado na ausência do dis- 
morfismo clássico visto nos indivíduos do sexo masculino acometidos. 

Conforme explicado no Capítulo 69, a característica citogenética da 
FRAXA é um “sítio frágil” no cromossomo X, em Xq27.3, resultante 
de uma falha de condensação da cromatina normal durante a mitose. 
Embora o padrão de herança da doença seja claramente ligado ao X, 
não corresponde nitidamente a um padrão recessivo ou dominante 
de expressão gênica. O aspecto mais confuso tem sido a existência de 
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Tabela 72.2 Distúrbios que se caracterizam por expansões instáveis de repetições de trinucleotídeos do DNA 





homens fenotipicamente normais (“transmissores”) que são porta- 
dores obrigatórios da anormalidade genética. Esses homens são filhos 
de portadores comprovados de FRAXA, passam o estado de portador 
para todas as suas filhas, que por sua vez transmitem a doença com- 
pletamente expressa para uma alta proporção de seus filhos. 

A descoberta, em 1991, da anormalidade genética que causa FRAXA 
imediatamente esclareceu seu padrão de herança incomum (Fu, 1991). 
A região 5° não traduzida do gene FMRI no cromossomo Xq27.3 
leva uma sequência triplet (CGG), repetida de tamanho variável. Em 
indivíduos normais, n varia até cerca de 50, mas em indivíduos com 
FRAXA clinicamente aparente, n é maior do que 200 (uma “mutação 
completa”). Tanto homens quanto mulheres com um cromossomo X 
em que n está entre 59 e 200 (uma “pré-mutação”) não exibem sinais 
da síndrome clássica do X frágil, mas correm o risco de transmitir um 
alelo de tamanho até maior para seus filhos, isso por causa da “instabi- 
lidade” dos alelos pré-mutação e de sua tendência a aumentar de tama- 
nho durante as divisões celulares meióticas que produzem os gametas 
masculino e feminino. Alelos de tamanho normal não são instáveis e 
são transmitidos inalterados. Portanto, parece que há um conjunto 
de alelos pequenos pré-mutação na população, possivelmente de ori- 
gem ancestral antiga, que corre o risco de sofrer expansão adicional 
a cada passagem através de outra geração. À medida que o alelo pré- 
mutação aumenta de tamanho, a probabilidade de que ele se expanda 
ainda mais na próxima geração aumenta, variando de uma probabili- 
dade muito baixa no caso de repetições da ordem de 60, a quase 100% 
no caso daquelas acima de 100 (Nolin, 2003). Alelos com cerca de 51 
a 58 repetições tendem a expandir-se na maior faixa de permutação, 
mas aparentemente não na faixa de mutação completa. É interessante 
que a expansão de uma mutação completa só ocorre na meiose femi- 
nina, nunca na masculina, o que corresponde à observação de que as 
filhas de homens normais transmissores são sempre fenotipicamente 
normais. A Figura 72.6B ilustra uma família com FRAXA: um alelo de 
pré-mutação é transmitido da primeira para a segunda geração e então 
expande-se até uma mutação completa na terceira geração. 


Distúrbio Localização do Alelos normais, Alelos Antecipação Transmissão Posição Produto 
cromossomo alelos expandidos vieses sexuais repetidos  gênico 
intermediários 
Local frágil/retardamento mental associado à expansão de CGG ou GCC (ligada ao X) 
Síndrome do X frágil (CGG), FRAXA Xq27 6-50 > 200 Sim Materna, mutação 5’-UTR FMR-1 
51-200 completa 
Sindrome do X fragil (GCC), FRAXE Xq28 6-25 > 200 5’-UTR FMR-2 
Doenças associadas à expansão repetida CAG (autossômica dominante, exceto na doença de Kennedy ligada ao X) 
Atrofia muscular espinobulbar (doença Xq11-12 11-33 36-62 Codifica Receptor de 
de Kennedy) androgênio 
Doença de Huntington 4p16 6-35 40-121 Acentuada nos Paterna, precoce Codifica Huntington 
36-39 casos de inicio 
juvenil 

E Atrofia dentatorrubral-palidoluisiana 12p13 3-35 49-85 Sim Paterna Codifica Atrofina 
E Ataxia espinocerebelar 1 6p23 6-44 40-81 Acentuada nos Paterna, precoce Codifica Ataxina 1 

5 casos de início 

BD juvenil 

5, Ataxia espinocerebelar 2 12924 16-31 36-64 Sim Paterna Codifica Ataxina 2 

- Ataxia espinocerebelar 3 (doenca de 14924-931 12-41 55-84 Sim Paterna Codifica Ataxina 3 
£ Machado-Joseph) 

U Ataxia espinocerebelar 6 19p13 6-17 21-30 Sim Paterna Codifica CACNATA 
= Ataxia espinocerebelar 7 3p21-pl2 4-35 37->200 Sim Paterna Codifica Ataxia-7 
— 28-3 

D Ataxia espinocerebelar 12 5q31-q33 7-28 66-78 Sim Paterna 5’-UTR PPP2R2B 
o Ataxia espinocerebelar 17 6p27 25-42 45-63 Sim Paterna Codifica TBP 

: Doenças associadas à expansão de CTG (autossômicas dominantes) 
= Distrofia miotônica 19q13 5-35 50->200 Sim Materna, forma = 3’-UTR Miotonina 
“8 congênita proteína quinase 
5 Ataxia espinocerebelar 8 13q21 16-92 110-130 Sim Materna Não codifica 
Doença associada à expansão de GAA (autossômica recessiva) 

a Ataxia de Friedreich 9913 6-36 200->900 Não intron Frataxina 


O mecanismo pelo qual a sequéncia triplet expandida repetida na 
região 5° não codificadora do gene FMRI produz o fenótipo FRAXA 
está sob investigação ativa. À medida que o tamanho da repetição 
se expande, há metilação progressiva da região reguladora do gene 
FMR] e menor expressão da proteína FMR-1. Essa proteína de ligação 
ao RNA expressa-se amplamente no cérebro em desenvolvimento e 
em outros tecidos. Presume-se que sua perda de expressão na FRAXA 
altera o desenvolvimento cerebral normal e acarreta retardamento 
mental. Raros pacientes com a síndrome típica do X frágil não têm a 
expansão triplet repetida ou o gene da hipermetilação, mas têm muta- 
ções pontuais inativadoras que levam à perda da expressão da pro- 
teína FMR1. Também foram descritos raros homens fenotipicamente 
normais ou de alto desempenho com expansões repetidas comple- 
tas do gene FMRI e locais frágeis visíveis à citogenética, mas sem o 
gene da hipermetilação e com expressão normal da proteína FMRI 
(Hagerman, 1994; Smeets, 1995). Todos esses achados confirmam a 
hipótese de que é a ausência de expressão da proteína FMRI, em geral 
causada pela infrarregulação da transcrição do gene relacionada com 
a hipermetilação, que é responsável pelo fenótipo da doença. 

Como a pré-mutação não é metilada e o fenômeno de homens trans- 
missores “normais” foi bastante observado, presumia-se que esses alelos 
não tinham efeito fenotípico direto. Portanto, foi uma grande surpresa 
quando estudos recentes mostraram casos documentados de insufici- 
ência ovariana prematura e uma síndrome incomum de tremor, ataxia 
e demência em portadores mulheres e homens pré-mutação, respec- 
tivamente. A penetrância parece ser de cerca de 20% para a primeira 
(Sherman, 2000) e de até 75% para a última (Jacquemont, 2004). O 
mecanismo molecular pode estar relacionado com níveis mais altos de 
mRNA no FMRI nos portadores de pré-mutação, traduzida em menos 
eficiência e/ou interferência na tradução do alelo normal ou de outros 
genes que interagem com ele. Obviamente, essas revelações complica- 
ram ainda mais o aconselhamento genético para a síndrome do X frágil, 
além de levantarem questões éticas adicionais a respeito dos objetivos 
de fazer a triagem de permutações do X frágil em uma população. 


Raras famílias com retardamento mental ligado ao X e um local 
frágil demonstrável à citogenética no cromossomo Xq27-28, mas não 
hipermetilação ou expansão da repetição (CGG),, no FMRI, levaram à 
descoberta de um segundo lugar frágil mais distal no Xq28 associado a 
hipermetilação e expansão da repetição (GCC), (FRAXE). A maioria 
dos homens acometidos mostrou apenas comprometimento mental 
leve, sem os aspectos dismórficos da FRAXA; isso, mais a extrema 
raridade da condição, levantou a questão das indicações do teste e da 
triagem (Brown, 1996). 


Distúrbios neurodegenerativos: doença de 
Huntington, atrofia muscular e espinobulbar 
ligada ao X, ataxias espinocerebelares e atrofia 
dentatorrubral-palidoluisiana 


A doença de Huntington, a atrofia muscular e espinobulbar ligada 
ao X (AMEB), as atrofias cerebelares (ACS) dos tipos 1, 2, 3, 6, 7 e 17, 
e a atrofia dentatorrubral-palidoluisiana (ADRPL) são doenças autos- 
sômicas dominantes ou ligadas ao X, que se caracterizam por degene- 
ração neuronal seletiva no sistema nervoso central (SNC). Em cada 
um desses distúrbios, há expansão de uma repetição de trinucleotídeos 
(CAG), na região codificadora de um novo gene que produz alonga- 
mento anormal de um traço poliglutamina (dois outros tipos de ACS, 
o 8 e o 12, exibem expansões repetidas triplets em regiões não tradu- 
zidas dos genes e presumivelmente agem por outros mecanismos). À 
proteína anormal resultante produz inclusões neuronais intranucle- 
ares. Postula-se que as sequências expandidas de poliglutamina em 
cada uma dessas proteínas leva a alterações em seu dobramento e 
nas características de ligação e um ganho na função que é tóxica para 
neurônios de maneira seletiva, causando apoptose (Everett, 2004). As 
inclusões neuronais intranucleares, produzidas por essas proteínas 
anormais, foram demonstradas em vários desses distúrbios. 

Em comum com outros distúrbios de repetição de triplets, as repe- 
tições expandidas nos distúrbios neurodegenerativos são instáveis e 
tendem a aumentar de tamanho nas gerações subsequentes. Há uma 
correlação positiva, mas não absoluta, entre o aumento de tamanho da 
repetição, o início cedo da doença e a gravidade clínica. Em contraste 
com o X frágil e a distrofia miotônica, em que ocorrem os aumentos 
mais acentuados no tamanho da repetição nas meioses maternas, a 
transmissão paterna produz as maiores expansões nos distúrbios neu- 
rodegenerativos de repetição exônica. Consequentemente, os casos de 
doença de Huntington de início juvenil, ADRPL e ACS em geral são 
transmitidos pelo pai. 

Distrofia miotônica 

É um distúrbio multissistêmico autossômico dominante, com uma 
ampla variação de expressão clínica. No final da infância ou no início 
da idade adulta, a maioria dos pacientes típicos desenvolve miotonia e 
fraqueza progressivas e atrofia dos músculos das extremidades distais 
e da face. Cataratas, defeitos da condução cardíaca e atrofia testicular 
também são comuns. No entanto, a doença pode ser tão leve a ponto 
de consistir exclusivamente em cataratas que se desenvolvem em uma 
idade avançada, ou tão grave a ponto de apresentar-se ao nascimento, 
com degeneração muscular acentuada e retardamento mental ante- 
cedendo a morte precoce. Às vezes, pode-se observar todo o espectro 
da doença na mesma família, ocorrendo em um padrão menciona- 
do pelos geneticistas como “antecipação”: a doença torna-se mais 
grave, com início em uma idade mais precoce, nas gerações sucessi- 
vas. À antecipação está presente em praticamente todos os distúrbios 
de repetição de trinucleotídeos, porém é mais acentuada na distrofia 
miotônica, em que o fenótipo clínico pode progredir de cataratas para 
doença congênita grave em três gerações. 

A distrofia miotônica é causada pela expansão de uma repetição 
(CTG), na região 3' não traduzida do gene da proteinocinase mioto- 
nina no cromossomo 19q13.3 (Fu, 1992; Mahadevan, 1992). Em indi- 
víduos normais, o tamanho dessa repetição varia de 5 a 35 e é geneti- 
camente estável. Repetições CTG maiores do que 50 são geneticamente 
instáveis e propensas a expansão à medida que passam para gerações 
subsequentes. Na faixa de 50 a 100, essas repetições em geral são assin- 
tomáticas ou acarretam sintomas mínimos. Quando estão presentes 
mais de 100 repetições, é provável o fenótipo típico da distrofia mio- 
tônica. Embora haja uma correlação geral entre o comprimento da 


repetição e a agressividade clínica, o tamanho da repetição não é um 
indicador confiável do prognóstico nos casos individuais. Expansões 
extremas de 1.000 a 2.000 repetições vistas na distrofia miotônica con- 
gênita só ocorrem quando há transmissão feminina da repetição instá- 
vel; assim, a distrofia miotônica é herdada sempre da mãe. 

O mecanismo pelo qual a repetição expandida de trinucleotídeos no 
gene da proteinocinase da miotonina produz o fenótipo da distrofia 
miotônica é desconhecido. Como a repetição não está localizada na 
região codificadora do gene, é possível que a expressão da proteína ou 
as interações reguladoras do mRNA estejam alteradas. 


Ataxia de Friedreich 

É a ataxia hereditária mais comum, com incidência de 2 por 100.000. 
Ao contrário dos outros distúrbios de repetição de trinucleotídeos, a 
ataxia de Friedreich é herdada como uma doença autossômica recessiva 
e não mostra evidência de antecipação. A repetição (GAA), expandida 
está localizada no primeiro intron do gene FRDA e reduz a expressão 
da frataxina, uma proteína mitocondrial, provavelmente por alguma 
interferência na transcrição ou no processamento do RNA. A frataxi- 
na está envolvida na respiração mitocondrial, no equilíbrio do ferro 
e na resposta ao estresse oxidativo. Cerca de 97% dos alelos da FRDA 
devem-se a expansões (GAA),; os alelos restantes devem-se a outras 
mutações inativadoras, inclusive mutações pontuais (Lodi, 1999). 


Testes laboratoriais para os distúrbios 
de repetição de trinucleotídeos 

Dependendo do comprimento do segmento repetido, as expan- 
sões de trinucleotídeos repetidos são prontamente demonstradas por 
Southern blot ou PCR. A PCR, seguida pela verificação do tamanho 
dos produtos da eletroforese em gel ou capilar, em geral é preferida 
para detectar a maioria desses distúrbios por sua velocidade, sua sim- 
plicidade e a capacidade de resolver alelos de tamanhos diferentes em 
uma única unidade repetida. Isso tem importância particular quando 
é necessário diferenciar alelos estáveis no limite superior de tamanho 
de alelos pequenos pré-mutação ou causadores de doença. Por exem- 
plo, é criticamente importante distinguir uma repetição de 40 de uma 
de 39 na doença de Huntington, por causa das implicações clínicas 
extremamente diferentes e do impacto psicossocial de um resultado 
positivo. A PCR também é o método de escolha para a estimativa pre- 
cisa do tamanho de alelos pré-mutação da FRAXA, o que é necessário 
para se graduar o risco ao aconselhar mulheres portadoras. No entan- 
to, onde as expansões triplets são muito grandes, como na FRAXA 
completamente expressa ou na distrofia miotônica, pode não ser 
possível amplificar o segmento de DNA muito expandido pela PCR; 
nesse caso, é preferível a técnica do Southern blot, útil também para 
determinar o estado de metilação das mutações completas da FRAXA, 
pelo uso de endonucleases de restrição sensíveis à metilação, e assegu- 
rar que um alelo grande da doença de Huntington ou da FRAXA não 
tenha sido perdido em um paciente que parece homozigoto “normal” 
à PCR. De maneira similar, a técnica do Southern blot será mais con- 
fiável para identificar homens mosaicos cujas células mostrem uma 
mistura de alelos pré-mutação e de mutação completa, achado que 
não é raro por causa da instabilidade mitótica da mutação completa. 
A Figura 72.6 ilustra o uso do Southern blot e da PCR para detectar 
alelos de mutações FRAXA completas e de pré-mutação. 


Síndromes de Prader-Willi e Angelman 


Esses dois distúrbios, cujos genes ficam aproximadamente no mesmo 
locus no cromossomo 15, são quase sempre discutidos juntos, embo- 
ra sejam causados por dois genes diferentes e quase nada tenham em 
comum em termos de fenótipo. A síndrome de Prader-Willi (SPW) 
caracteriza-se por obesidade, retardamento mental, genitália hipoplá- 
sica e aspectos dismórficos, enquanto a síndrome de Angelman exibe 
ataxia, fácies de boneca, retardamento mental, riso paroxístico e con- 
vulsões. O que compartilham de forma notável é um mecanismo de 
imprinting poderoso, que determina a expressão da doença. Ambos os 
distúrbios são quase sempre esporádicos. A síndrome de Prader-Willi, 
cujo gene ainda é desconhecido, é causada mais frequentemente por 
uma deleção no 15q12 apenas no cromossomo herdado do pai; isso é 
patológico porque apenas o gene paterno se expressa. Ocorre o opos- 
to na síndrome de Angelman, mais frequentemente causada pela dele- 
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Figura 72.6 Detecção na expansão repetida de (CGG), na síndrome do X frágil. A, Diagrama de alelos normais, com pré-mutação e mutação completa no locus FRAXA. 
Quando ocorre uma mutação completa na expansão repetida, o local da enzima de restrição Fag | fica metilado e não quebra a enzima. B, Família de um paciente (quadrado 
escuro) com a síndrome do X frágil. O Southern blot de cada indivíduo no heredograma foi examinado quanto à digestão do DNA por EcoR |/Eag | com uma sonda de DNA 
marcada que hibridiza 3’ para a repetição. Os três indivíduos à direita da figura são normais (quadrados e círculos vazados). Notar que os dois do sexo masculino têm uma 
única banda de 2,8 kb, enquanto o feminino tem ambas as bandas, uma de 2,8 e uma de 5,2 kb. Esse é o resultado esperado. A banda de 5,2 kb no indivíduo feminino é de 
um cromossomo X inativo normal (e, portanto, metilado) em cada uma de suas células. Como o DNA nesse cromossomo está metilado, não é cortado pela Eag |. Todavia, a 
banda de 2,8 kb é do cromossomo X ativo normal não metilado (Eag | corta o DNA nesse caso) tanto no indivíduo feminino como nos masculinos. O indivíduo masculino 
afetado tem uma banda bastante aumentada, em consequência da expansão acentuada da repetição do trinucleotídeo e da metilação do local da enzima de restrição Eag 1. 
Os três indivíduos assinalados por pontos negros são portadores de alelos com pré-mutação. Nos femininos, a distinção entre alelos normais e expandidos é vista com mais 
clareza no DNA dos seus cromossomos X ativos (não metilados), onde estão as bandas distintas de 2,8 e 3 kb. Mais alto no gel, a resolução não é tão boa, e os alelos de 5,2 

e 5,4 kb estão um pouco separados. Notar que, nessa amostra de sangue periférico da mãe do paciente afetado, a inativação do cromossomo X está enviesada com relação à 
expansão repetida: uma proporção maior de cromossomos X normais nessa população celular foi inativada aleatoriamente, em comparação com os cromossomos X contendo 
o alelo de pré-mutação. C, O tamanho das repetições de trinucleotídeos pela eletroforese em gel após amplificação do locus pela reação em cadeia da polimerase (PCR) 
(Levinson, 1994). Os trajetos 1 a 6 representam seis indivíduos diferentes; M contém um marcador de tamanho. Os produtos da PCR foram marcados por incorporação de 
2P_dCTP durante a reação de amplificação, e o gel seco foi exposto a um filme de raios X. Indivíduos femininos heterozigotos mostram dois alelos, enquanto os masculinos e 
femininos homozigotos mostram alelos únicos. As múltiplas bandas produzidas com cada alelo são decorrentes do “deslizamento” da polimerase do DNA durante a reação da 
PCR; a banda mais intensa é considerada representativa do tamanho real do alelo. (C, cortesia da Dra. Anne Maddalena, Genetics & IVF Institute, Fairfax, VA.) 


ção de um gene conhecido (UBE3A), herdado exclusivamente no cro- 
mossomo materno, sendo o único alelo que se expressa normalmente 
(Knoll, 1989; Matsuura, 1997). A síndrome de Prader-Willi também 
pode ser causada por dissomia uniparental do cromossomo materno 
15, que contém a única cópia que não se expressa do gene; da mesma 
forma, a síndrome de Angelman pode ser causada por dissomia unipa- 
rental do cromossomo 15 paterno. Tais fenômenos podem ser detec- 


tados por hibridização in situ com fluorescência (FISH), discutida no 
Capítulo 69, haplotipagem do cromossomo com marcadores microssa- 
télites ou a técnica de Southern blot com enzimas de restrição sensíveis 
à metilação, que pode distinguir a região crítica materna metilada da 
região crítica paterna não metilada. Mais recentemente, foi desenvolvi- 
do um esquema diferencial de PCR que amplifica o alelo metilado ou o 
não metilado na proximidade do gene SNRPN dentro da região crítica, 


com base na resistência de citosinas metiladas à modificação química 
causada pelo bissulfito de sódio (Kosaki, 1997) (Fig. 72.7). Entretanto, 
é importante lembrar que nem o Southern blot nem a PCR distinguem 
os mecanismos de deleção daqueles de unissomia parental, tampouco 
detectam casos (mais frequentes na síndrome de Angelman) devidos a 
mutações pontuais dentro do gene causador. Esses métodos também 
não distinguem casos raros de síndrome de Angelman ou de Prader- 
Willi devidos a defeitos primários de imprinting (que resultam de meti- 
lação aberrante causada por uma mutação no centro de imprinting do 
cromossomo 15) (Burger, 1997), que teriam um risco de recorrência 
muito maior. 


Cânceres familiares 


Todos os cânceres são distúrbios genéticos no nível celular, causados 
por mutações em genes que controlam a proliferação e a diferencia- 
ção celulares. Tais genes podem ser divididos de maneira geral em dois 
grupos, os que promovem a proliferação (proto-oncogenes ou, sim- 
plesmente, oncogenes) e os que impedem o crescimento celular (genes 
supressores tumorais). Ambos os tipos são discutidos no Capítulo 75. 
Mais frequentemente, as mutações nesses genes ocorrem em células 
somáticas, em geral sendo necessárias alterações em muitos ciclos celu- 
lares de vários oncogenes ou genes supressores tumorais antes que um 
câncer se desenvolva. Todavia, em alguns indivíduos, a mutação inicial 
nessa progressão pode ser uma lesão na linhagem germinativa, herdada 
de um dos pais e presente em cada célula do corpo daquele indivíduo. 

As mutações herdadas causadoras de câncer foram encontradas mais 
frequentemente nos genes supressores tumorais, inclusive em vários 
grupos de genes que codificam proteínas com funções de reparo do 
DNA, mas também foram encontradas em alguns oncogenes (Tab. 
72.3). A mutação herdada deve ser vista como o evento desencadean- 
te do desenvolvimento tumoral, não ela própria suficiente para causar 
câncer, mas simplesmente a primeira etapa em uma série de mutações 
que por fim levam ao crescimento celular descontrolado, análogo à 
primeira mutação somática que inicia o desenvolvimento do tumor em 
um câncer esporádico. É provável que a maioria das mutações herda- 
das que contribuem para o desenvolvimento de câncer não tenha sido 
identificada, pois em si elas não são altamente penetrantes e requerem a 
interação de outros fatores genéticos e ambientais para iniciar o desen- 
volvimento do tumor — uma situação complexa difícil de desvendar. 
Contudo, foi identificado um número de genes altamente penetrantes 
que são os principais iniciadores do desenvolvimento tumoral em sín- 
dromes cancerosas hereditárias reconhecíveis (Tab. 72.3). 

Em comparação com seus contrapartes esporádicos, os cânceres 
hereditários em geral desenvolvem-se em uma idade precoce, cos- 
tumam ser multifocais e surgem bilateralmente em órgãos pares. Ao 
observar esses aspectos distintos no retinoblastoma esporádico e no 
retinoblastoma familiar, Knudson postulou que são necessários pelo 
menos dois eventos de mutação para produzir um tumor (Knudson, 
1971). No caso de um tumor esporádico, são necessários dois eventos 
independentes de mutação na mesma célula para iniciar o desenvol- 
vimento do tumor, enquanto no caso de um tumor hereditário a pri- 
meira mutação já está presente ao nascimento em todas as células do 
corpo, o que aumenta a probabilidade de ocorrer um segundo even- 
to de mutação em uma idade mais precoce e geralmente em mais de 
uma célula. A hipótese de Knudson dos “dois eventos” é um conceito 
importante que tem orientado muitos estudos sobre a base genética do 
câncer. A elucidação das mutações herdadas nas síndromes cancerosas 
hereditárias foi extremamente informativa, não apenas quanto à com- 
preensão desses raros distúrbios, como também para o entendimento 
das alterações fundamentais responsáveis pelas malignidades comuns. 

Na discussão a seguir, vamos comentar alguns conceitos fundamen- 
tais das síndromes cancerosas hereditárias no contexto de um distúr- 
bio causado por um gene supressor tumoral, o retinoblastoma, e um 
distúrbio causado por um oncogene, a neoplasia endócrina múltipla 
do tipo 2. Seguem-se descrições do câncer de mama e ovariano e do 
câncer colorretal hereditários, as síndromes cancerosas hereditárias 
mais comuns, com mais de um milhão de pessoas em risco nos Estados 
Unidos. A Tabela 72.3 traz uma lista desses distúrbios e de outras sín- 
dromes cancerosas hereditárias. A seção termina com uma discussão 
sobre as abordagens atuais para testes genéticos desses distúrbios. Para 





Figura 72.7 Padrões da análise eletroforética baseada na reação em cadeia da 
polimerase nas síndromes de Prader-Willi (SPW), e Angelman, pelo método do 
bissulfito de sódio de Kosaki (1997). Na sindrome de Prader-Willi (SPW), apenas 

o alelo materno metilado (faixa superior) está presente, graças à deleção do alelo 
paterno ou da dissomia uniparental do alelo materno. Na síndrome de Angelman 
(SA), apenas o alelo paterno não metilado (faixa inferior) está presente, devido à 
deleção do alelo materno ou dissomia uniparental do alelo paterno. É possível fazer 
análise similar pelo Southern blot usando enzimas de restrição sensíveis à metilação. 


maiores informações, o leitor deve consultar duas revisões recentes 
sobre síndromes cancerosas hereditárias (Nagy, 2004; Garber, 2005). 


Genes supressores tumorais: o retinoblastoma 
como paradigma 

Embora as síndromes de câncer familiar devidas a mutações nos 
genes supressores tumorais sigam um padrão dominante de heran- 
ça, no nível celular as alterações em geral parecem recessivas, pois a 
tumorigênese é iniciada (na maioria dos casos) apenas quando ambas 
as cópias do gene supressor tumoral são inativadas. A perda do gene 
normal herdado do genitor não acometido pode ocorrer como resul- 
tado de uma segunda mutação patogênica nova, por deleção em 
ampla escala, substituição por uma cópia duplicada do gene mutante 
herdado do genitor acometido, por mecanismos genéticos como não 
disjunção cromossômica ou recombinação mitótica, ou ainda o silen- 
ciamento do gene devido a hipermetilação. Tais eventos ocorrem no 
retinoblastoma, um tumor da retina causado pela perda funcional de 
ambas as cópias do gene RBI, que codifica a proteína RB, envolvida 
no ciclo celular e na regulação da transcrição. Na maioria dos casos, 
ambos esses eventos de mutação ocorrem somaticamente, desenvol- 
vendo-se um tumor solitário esporádico. Mas, em aproximadamente 
um terço dos casos, a primeira mutação do RBI está presente na linha- 
gem germinativa da criança afetada, tendo sido herdada de um dos 
pais com o mesmo problema, ou ocorrendo como uma nova muta- 
ção durante a gametogênese. Quando é esse o caso, a probabilidade de 
que o gene RB] remanescente normal sofra mutação é maior do que 
90%. Conforme Knudson observou, na maioria dos pacientes com 
doença familiar, os tumores são bilaterais e multifocais (Knudson, 
1971), implicando que várias células tiveram mutações adicionais do 
RB1. Não se sabe se apenas as mutações do RBI são suficientes para a 
tumorigênese, mas certamente parecem ser o evento desencadeante. 

O retiniblastoma familiar serviu como modelo para pesquisas 
importantes do câncer, levando à descoberta de um grande número 
de genes supressores tumorais que são determinantes fundamentais 
da patogênese de várias síndromes cancerosas hereditárias, incluindo 
a do câncer de mama e ovariano e a do câncer colorretal. Esses genes 
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supressores tumorais também são críticos para o desenvolvimento de 
muitos cânceres esporádicos comuns. 


Oncogenes: neoplasia endócrina múltipla 
do tipo 2 como paradigma 


São poucas as síndromes de câncer familiar reconhecidamente 
causadas por uma mutação herdada em um oncogene (Tab. 72.3). 
Dessas, a neoplasia endócrina múltipla do tipo 2A (NEM 2A) e suas 
variantes, o carcinoma da tireoide medular familiar (CTME) e a 
neoplasia endócrina múltipla do tipo 2B (NEM 2B), são mais bem 
conhecidas. Mutações isoladas e ativadas em um alelo do proto-on- 


Tabela 72.3 Síndromes cancerosas hereditárias 


Distúrbio (entrada OMIM) Tumores associados 


Genes supressores tumorais (herança autossômica dominante) 
Síndrome do nevo basocelular (de Gorlin) (109400) 
Sindrome de Cowden (158350) 

Polipose adenomatosa familiar (175100) 

Sindrome de câncer de mama-ovariano hereditário 
(113705, 600185) 

Carcinoma gástrico difuso hereditário (137215) 
Leiomiomatose e carcinoma de célula renal hereditário 
(150800, 605839) 

Melanoma hereditário (600160, 606719) 


Carcinoma gástrico 


da papila renal 


Paraganglioma hereditário (602690, 185470, 602413) 


Síndrome da polipose juvenil (174900) Câncer gastrintestinal 
Genes supressores tumorais (herança autossômica dominante) 


Sindrome de Li-Fraumeni (151623) 
tumores cerebrais 


Neoplasia endócrina múltipla do tipo 1 (NEMT) (131100) 
hipófise, paratireoide 
Neurofibromatose do tipo 1 (162200) 
Neurofibromatose do tipo 2 (101000) 
Síndrome de Peutz-Jeghers (175200) 
Retinoblastoma hereditário (180200) 
Doença de von Hippel-Lindau (193300) 
feocromocitoma 
Oncogenes (herança autossômica dominante) 
Melanoma hereditário (123829) 
Neoplasia endócrina múltipla do tipo 2A e do tipo 
2B (171400, 162300) 


Melanoma 


Carcinoma basocelular, meduloblastoma 
Carcinoma de mama, tireoide 

Carcinoma colorretal, duodenal 

Carcinoma de mama, ovário, pancreático, próstata 


Leiomiomas cutâneos e uterinos, carcinoma de célula 


Melanoma, carcinoma pancreático 


Paraganglioma, feocromocitoma 


Sarcomas, carcinoma de mama, leucemia, 
Tumores pancreáticos de células das ilhotas, 


Neurofibroma/sarcoma, feocromocitoma 
Neuroma do acústico, meningioma 

Tumores gastrintestinais 

Retinoblastoma, osteossarcoma 
Hemangioblastoma, carcinoma de células renais, 


Carcinoma medular da tireoide, feocromocitoma, 
hiperplasia/adenoma da paratireoide; neuromas 


cogene RET são suficientes para iniciar a tumorigênese nesses dis- 
túrbios (Eng, 1999). 

Todas essas três síndromes caracterizam-se por hiperplasia das células 
C da tireoide e carcinoma medular da tireoide. Nas famílias com NEM 
2A, também estão presentes feocromocitomas e/ou adenomas paratire- 
óideos. A NEM 2B caracteriza-se ainda pela presença de múltiplos neu- 
romas da mucosa dos lábios, da boca e do trato gastrintestinal, aparência 
marfanoide, evolução clínica particularmente agressiva e alta proporção 
de indivíduos acometidos por causa de novas mutações no RET. 

O RET é uma molécula sinalizadora com domínios receptores de 
tirosinocinase extra e intracelulares. Com poucas exceções, as muta- 


múltiplos da mucosa hiperplasia/adenoma da 
paratireoide; neuromas múltiplos da mucosa (tipo 2B) 


Carcinoma papilar renal hereditário (605074) 
Genes de reparo do DNA (herança autossômica dominante) 
Câncer colorretal não poliposo hereditário (114500) 


Genes de reparo do DNA (herança autossômica recessiva) 
Ataxia-telangiectasia (208900) 
Sindrome de Bloom (210900) 


Anemia de Fanconi (607139, 300515, 227645, 
605724, 227646, 600901, 603467, 602956) 


Polipose associada a MYH (608456) 
Xeroderma pigmentoso (278700, 133510, 278720, 
278730, 278740, 133520, 133530, 603968) 


Linfomas, outros 
Vários 


Fonte: dados de várias fontes, incluindo Garber, 2005; GeneReviews, 2005. 


Carcinoma papilar renal 


Carcinoma colorretal, endometrial, ovariano 


Leucemia mielógena aguda, outros 


Carcinoma colorretal, polipose duodenal 
Carcinoma cutâneo basocelular e escamocelular 


Incidência na Gene Localização do 
população cromossomo 
1/40.000 PICH 9q22 
1/200.000 PTEN 10923 
110.000 APC 5q21 
1/300-1/500 BRCAT 17q21 
BRCA2 13q12 
Rara CDHI 16922 
Rara FH 1942 
Desconhecido CDKN2A  9p21 
(p16) 
Rara SDHD 11923 
SDHB 1p35-36 
SDHC 1q21 
1/100.000 SMAD4 18921 
BMPRIA 10922 
Rara p53 17p13 
1/100.000 MENT 11q13 
1/3.000 NFI 17q11 
1/40.000 NF2 22q12 
1/200.000 STK11 19p13 
1/20.000 RBI 13q14 
1/40.000 VHL 3p25 
Rara CDK4 12913 
1/30.000 REI 10912 
Rara MET 7931 
1/400-1/700 MSH2 2p16 
MLHT 3p21 
MSH6 2p16 
PMS2 / p22 
1/40.000-1/100.000 ATM 11922 
Rara BLM 15p26 
1/100.000 FANCA-G Várias 
110.000 MYH 1p34 
Rara XPA-G, Varias 
POLH 


ções conhecidas do CTMF e da NEM 2A são substituições de base 
única em um de cinco códons no domínio extracelular, em cada caso 
produzindo a substituição de uma cistina por outro aminoácido. Mais 
de 95% das mutações da NEM 2B são idênticas, consistindo em uma 
única substituição de base que produz uma mutação de sentido erra- 
do no domínio da tirosinocinase. Não foram encontradas mutações 
em cerca de 5% das famílias com um desses distúrbios (Eng, 1999). 


Câncer de mama e ovariano hereditário 


O câncer de mama e ovariano hereditário (CMOH) acomete mais 
indivíduos que qualquer outra síndrome cancerosa hereditária 
(Narod, 2004), sendo causado por mutações na linhagem germina- 
tiva no BRCAI e no BRCA2, genes supressores tumorais autossômi- 
cos com papéis no reparo do DNA, na regulação da transcrição e no 
controle do ciclo celular. A prevalência combinada de portadores de 
variantes anormais desses dois genes na população geral dos Estados 
Unidos costuma ser estimada de 1/500 a 1/300. Três mutações encon- 
tradas em judeus asquenazes são responsáveis pelo aumento de 10 
vezes (1/40) da prevalência nessa população. O CMOH é responsável 
por 5 a 10% dos casos de câncer de mama feminino e 12% dos casos 
de câncer ovariano. Embora o risco por toda a vida de uma mulher 
desenvolver câncer de mama ou ovariano na população geral seja de 
7 e 1%, respectivamente, o risco de portadoras da mutação é de 56 
a 87% no caso do câncer de mama (o risco de um segundo câncer 
contralateral chega a quase 60%) e de 23 a 54% no caso do câncer ova- 
riano. Outros cânceres, em especial o de mama em homens, o pancre- 
ático e o de próstata, também são mais prevalentes. É típico o tumor 
ocorrer em uma idade mais jovem que os cânceres esporádicos, com 
a média etária ao diagnóstico do câncer de mama sendo de 64 anos. O 
desenvolvimento de câncer de mama em uma idade mais jovem é um 
dos preditores mais fortes da presença de CMOH. 

O BRCAI e o BRCA2 são genes grandes, que codificam uma proteína 
de 1.863 aminoácidos e uma de 3.418 aminoácidos, respectivamente. 
As mutações causadoras de doença, principalmente mutações estrutu- 
rais ou sem sentido (nonsense) que causam truncamento de proteína, 
estão distribuídas amplamente em ambos esses genes. Até o momento, 
foram identificadas mais de 700 mutações deletérias isoladas do BRCAI 
e quase 800 do BRCA2. Embora a presença de mutações estabelecidas 
permita uma abordagem direcionada para a identificação da mutação 
em judeus asquenazes, é necessário o sequenciamento de todo o gene 
ou o uso de técnicas de varredura gênica para detectar a mutação na 
população geral heterogênea dos Estados Unidos. 

Os testes genéticos para mutações do BRCA1 e do BRCA2 em pacien- 
tes de alto risco e seus familiares passaram a fazer parte da prática clini- 
ca. As estratégias preventivas para a prevenção do câncer em portadores 
de mutações (maior vigilância, quimioprevenção, cirurgia profilática) 
reduziram bastante a incidência de câncer ovariano e dos cânceres pri- 
mários e secundários de mama (Narod, 2004). Indivíduos de alto risco 
podem ser identificados por sua história pessoal de câncer ovariano ou 
de mama de início em idade jovem em mulheres e/ou por uma histó- 
ria familiar desses cânceres nas linhagens paterna ou materna (National 
Comprehensive Cancer Network, 2005). Como o CMOH é um distúr- 
bio autossômico dominante, os parentes de primeiro grau de portado- 
res da mutação correm o risco de 50% de ter a mesma mutação. 


Síndromes hereditárias de câncer colorretal 


O câncer colorretal não polipoide hereditário (CCNPH, ou síndrome 
de Lynch), como o nome implica, é uma síndrome de câncer colorretal 
hereditária não associada a abundância de pólipos adenomatosos. Em 
contraste, a polipose adenomatosa familiar (PAF) e a polipose associa- 
daa MYH (PAM) são distúrbios hereditários em que podem estar pre- 
sentes números variáveis e às vezes grandes de pólipos adenomatosos. 
Essa distinção clínica útil, ainda que imperfeita, é importante para a 
avaliação de indivíduos sob risco de apresentar esses distúrbios. 


Câncer colorretal hereditário não ligado à polipoide 

O CCNPH é a segunda síndrome cancerosa hereditária mais 
comum, acometendo quase tantos indivíduos quanto o número 
acometido pelo câncer de mama e ovariano hereditário. No entan- 
to, como tem penetrância praticamente igual em ambos os sexos, seu 
impacto em termos de saúde pública é equivalente ao do CMOH. É 
digno de nota que, mesmo em geral não sendo conhecido, o câncer 


endometrial é parte proeminente da síndrome, com mais mulheres 
acometidas desenvolvendo câncer endometrial do que câncer color- 
retal. O CCNPH é responsável por 3 a 5% de todos os cânceres color- 
retais e 2 a 3% de todos os endometriais. A doença é causada por 
mutações na linhagem germinativa em um de cinco genes de reparo 
do DNA, MSH2, MLHI, MSH6, PMS2 e PMS1, cada um deles contri- 
buindo com mais ou menos 50%, 40%, 10% e menos de 1% os dois 
últimos, respectivamente, para a incidência geral do distúrbio. A pre- 
valência combinada de portadores de variantes anormais de MSH2 e 
MSHI, responsáveis por cerca de 90% dos casos de CCNPH, é estima- 
da entre 1/700 e 1/400. O câncer colorretal no CCNPH caracteriza-se 
por início em idade jovem (em média aos 44 anos, comparado com 
72 anos no caso do câncer colorretal esporádico), ocorre predomi- 
nantemente do lado direito do cólon e pode ocorrer como tumores 
primários múltiplos simultaneamente ou durante algum tempo. O 
risco durante a vida para homens e mulheres de desenvolver câncer 
colorretal é de aproximadamente 80% (em comparação com 2% na 
população geral), embora o risco de câncer endometrial durante a 
vida toda seja de 40 a 60% (em comparação com 1,5% na população 
geral). O risco de câncer gástrico no decorrer da vida é de 13% e o 
de câncer ovariano é de 12% (em comparação com 1% na população 
geral), portanto, também sendo maior. 

Foram descritas várias diretrizes para identificar indivíduos sob risco 
de CCNPH mediante uma combinação de história pessoal e fami- 
liar de câncer, como por exemplo Amsterdam Criteria and Bethesda 
Guidelines (Giardiello, 2001; GeneReviews, 2005). O câncer colorretal 
e/ou endometrial de início precoce são os preditores mais fortes do 
distúrbio, em particular quando vistos juntos em um indivíduo ou 
uma mesma família, acompanhados por outros tumores associados à 
doença e ocorrem em mais de uma geração da família. 

Outro preditor de CCNPH em um paciente é a presença de “instabi- 
lidade microssatélite” no DNA daquele câncer colorretal em particular. 
Tal expressão descreve uma alteração no comprimento das sequências 
repetidas de DNA (microssatélites) no tumor devido a erros de reparo 
do desemparelhamento durante a replicação do DNA. A instabilidade 
microssatélite é altamente sensível, mas tem baixa especificidade para 
detectar câncer colorretal devido a CCNPH, mas, quando combinada 
com a imuno-histoquímica para detectar a ausência de uma ou mais 
proteínas de reparo desemparelhadas, é um indicador útil de que o 
teste genético da linhagem germinativa para CCNPH está indicado 
(GeneReviews, 2005). 

Os genes de reparo do DNA desemparelhados são genes modera- 
damente grandes, com o MSH2 codificando uma proteína de 935 
aminoácidos e o MLHI codificando uma proteína de 757 aminoáci- 
dos. Embora haja poucas mutações com prevalência relativa alta em 
algumas populações devido a efeitos estabelecidos, a grande maio- 
ria está distribuída amplamente em ambos os genes. A maioria das 
mutações é estrutural ou sem sentido, causando perda da expressão 
gênica devido a instabilidade do RNA, instabilidade da proteína ou 
truncamento de proteína. Além disso, grandes deleções de éxons 
únicos ou múltiplos são responsáveis por aproximadamente um 
terço das mutações presentes no MSH2 e por uma fração menor das 
mutações no MLHI. 

O teste genético para MSH2 e MLH1 em pacientes de alto risco e 
seus familiares passou a fazer parte da prática clínica de maneira seme- 
lhante à observada com relação aos testes para BRCAI e BRCA2 para 
CMOH. No caso dos indivíduos identificados como portadores de 
mutações deletérias, a colonoscopia completa, iniciada em uma idade 
precoce e feita a intervalos regulares, é muito efetiva para identificar 
pólipos adenomatosos pré-malignos, enquanto a biópsia endome- 
trial e o ultrassom transvaginal podem identificar câncer endometrial 
no início. Se o câncer colorretal se desenvolver, pode-se considerar a 
colectomia subtotal como uma alternativa à ressecção segmentar, por 
causa da alta taxa de tumores sincrônicos e metacrônicos em pacien- 
tes com CCNPH. Pode-se considerar a histerectomia profilática com 
salpingo-ooforectomia bilateral em mulheres que não pretendam ter 
mais filhos. Como em todos os distúrbios autossômicos dominantes, 
os parentes de primeiro grau de portadores da mutação correm risco 
de 50% de também serem portadores. 

Duas revisões de CCNPH que discutem o teste genético são reco- 
mendadas (Giardiello, 2001; GeneReviews, 2005). 


1513 








1514 Polipose adenomatosa familiar e polipose 
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adenomatosa familiar atenuada 

A polipose adenomatosa familiar é uma síndrome cancerosa color- 
retal hereditária que pode manifestar-se com um fenótipo marcante 
no cólon — câncer colorretal multifocal em um fundo de milhares de 
pólipos adenomatosos. Sabe-se agora que o fenótipo da PAF é diverso 
e o número de pólipos colônicos pode variar acentuadamente. Assim 
sendo, a PAF clássica é agora diagnosticada quando um indivíduo 
desenvolve pelo menos 100 pólipos adenomatosos durante a vida, 
enquanto PAF atenuada (PAFA) é a designação usada quando a carga 
de pólipos durante a vida fica na faixa de 20-100 pólipos. A distinção é 
inteiramente clínica, pois ambos os distúrbios são causados por muta- 
ções na linhagem germinativa no gene APC (da polipose adenomato- 
sa do cólon), um gene supressor tumoral com várias funções celulares 
importantes e um provável iniciador também do desenvolvimento de 
câncer colorretal esporádico. As mutações APC da linhagem germina- 
tiva estão presentes em 1/10.000-1/5.000 indivíduos; a maioria dessas 
mutações terá sido herdada de um genitor com o mesmo problema, 
porém 20 a 30% são mutações de novo. De acordo com isso, não é 
possível excluir PAF ou PAFA ante a ausência de uma história familiar 
positiva, que é particularmente importante não esquecer ao avaliar 
um paciente com uma carga baixa de pólipos. 

O início do câncer colorretal em uma idade jovem (em média aos 39 
anos na PAF e > 50 anos na PAFA) requer diagnóstico precoce e moni- 
toração clínica estrita de indivíduos, determinada pelo risco de acordo 
com a história familiar e/ou o teste genético. As sigmoidoscopias de 
triagem devem começar aos 10 anos de idade e a colectomia profilática 
deve ser realizada quando os pólipos tiverem se desenvolvido. No caso 
de indivíduos de risco com PAFA menos florida, a triagem pode come- 
çar mais tarde na adolescência, mas a colonoscopia é aconselhada por- 
que os pólipos desenvolvem-se de preferência no lado direito do cólon. 
A colectomia é realizada quando a carga de pólipos não é mais passível 
de tratamento por polipectomia. A vigilância do trato gastrintestinal 
superior também está indicada, porque também se desenvolvem póli- 
pos gástricos e no intestino delgado. Isso é particularmente importante 
no duodeno, em especial na região periampular, onde o risco de pro- 
gressão do câncer durante a vida é de 5 a 12% na PAF. 

Os pacientes com PAF e PAFA também correm maior risco de 
outros cânceres (gástrico, pancreático, do trato biliar, da tireoide) e 
frequentemente têm outros achados clínicos: tumores desmoides, 
osteomas, anormalidades dentárias, cistos epidermoides e hipertro- 
fia congênita do epitélio pigmentado da retina (HCEPR). Desses, 
os tumores desmoides, que acometem aproximadamente 10% dos 
pacientes com PAF, são os mais importantes. Essas proliferações clo- 
nais de miofibroblastos formam-se na cavidade abdominal, onde são 
localmente invasivas, comprimem órgãos abdominais e podem causar 
morbidade séria e mortalidade. 

O APC é um gene grande, que codifica uma proteína de 2.843 ami- 
noácidos. A maioria das mutações que causam doença é estrutural ou 
sem sentido, ocasionando truncamento de proteína. Essas mutações 
estão distribuídas ao longo de todo o gene. Algumas correlações do 
genótipo com o fenótipo são possíveis: mutações que resultam em 
características extraintestinais tendem a ocupar regiões particulares 
do gene, enquanto aquelas associadas à PAFA aglomeram-se princi- 
palmente nas regiões 5’ e 3’ do gene. 

O teste genético para mutações do APC é apropriado nos familiares 
em que se sabe que esse distúrbio ocorre, bem como nos indivíduos 
sem uma história familiar significativa que tenha um grande núme- 
ro de pólipos adenomatosos, pois 20 a 30% dos pacientes com PAF/ 
PAFA têm mutações de novo. 

Duas revisões de PAF que discutem o teste genético são recomenda- 
das (Giardiello, 2001; GeneReviews, 2005). 


Polipose associada a MYH 

A polipose associada a MYH é uma síndrome cancerosa hereditá- 
ria autossômica recessiva reconhecida recentemente, causada por 
mutações no homólogo humano do gene bacteriano mutY, MYH 
(Al-Tassan, 2002; Wang, 2004). O fenótipo clínico é muito seme- 
lhante ao da PAFA ou das variantes menos floridas da PAF, ou seja, 
uma carga de pólipos na casa das dezenas a centenas, não de milhares. 
Como na PAF/PAFA, os pacientes correm risco de ter polipose duo- 


denal, havendo relatos de alguns com manifestações extraintestinais, 
HCEPR e osteomas também. Devido à natureza autossômica reces- 
siva desse distúrbio, as famílias com MAP tipicamente não mostram 
qualquer evidência de transmissão vertical da doença, como seria nos 
casos de PAF/PAFA autossômicos dominantes, mas poderiam incluir 
irmãos acometidos. Estima-se que a frequência aproximada de porta- 
dores de alelos mutantes MYH seja de 2%, o que implica uma frequ- 
ência de 1/10.000 de indivíduos bialélicos (acometidos). Isso é muito 
parecido com o número de pacientes que tenham PAF/PAFA. 

A estreita similaridade dos fenótipos da MAP e da PAF-PAFA, mais 
o fato de que até 30% dos indivíduos com PAF não têm evidência de 
transmissão vertical na família porque apresentam mutações APC de 
novo, podem dificultar o diagnóstico, especialmente quando a carga 
de pólipos não é muito grande. Em muitos casos, é necessário fazer 
análise da mutação tanto do APC como do MYH para chegar a um 
diagnóstico. 

O MYH é um de um grupo de genes de reparo da excisão de base 
que reconhece e repara a desincorporação de 8-oxoguanosina duran- 
te a replicação do DNA. Na ausência de reparo, ocorrem mutações 
G:C>5T:A. A inativação bialélica de MYH permite que essas mutações 
se acumulem e, no epitélio colônico, leva a mutações inativadoras bia- 
lélicas na APC. Isso inicia uma série de eventos de mutação que resul- 
tam em um fenótipo clínico muito semelhante ao da PAFA ou da PAF 
(Al-Tassan et al., 2002). 

O espectro de mutação no MYH começou a ser explorado há pouco 
tempo. Há duas mutações comuns nas populações europeias, Y165C e 
G382D, responsáveis pela maioria das mutações deletérias conhecidas 
naquela população. É digno de nota que, nos poucos indivíduos não 
europeus com síndromes de polipose em que foram detectadas muta- 
ções bialélicas, nenhuma dessas mutações estava presente. De acor- 
do com isso, ainda estão sendo desenvolvidas estratégias efetivas de 
detecção. O sequenciamento total do gene é uma abordagem. Outra, 
usada em indivíduos de ascendência europeia, é a triagem inicial de 
duas mutações comuns, seguida pelo sequenciamento gênico se for 
detectada uma das mutações comuns. 


Testes laboratoriais para mutações no câncer familiar 

A análise do DNA para detectar mutações herdadas que predis- 
põem ao câncer tem enorme potencial em termos da prevenção de 
doença e do tratamento precoce. Se uma proporção muito alta das 
mutações causadoras de câncer em um gene particular for conheci- 
da, e essas mutações ocorrerem em número relativamente pequeno, a 
análise direta dessas mutações pode ser simples e sem custo financei- 
ro. Felizmente, esse às vezes pode ser o caso com um oncogene, pois 
a ativação do gene só pode ser conseguida de poucas maneiras. Como 
supracitado, o espectro de mutações na RET responsáveis pela MEN 
2 é bastante pequeno, com poucas mutações bem definidas sendo res- 
ponsáveis por mais de 95% do total. 

Se, por outro lado, o gene for grande, e as mutações causadoras de 
câncer numerosas e muito dispersas (como costuma ser o caso dos 
genes supressores tumorais, que podem ser inativados de muitas for- 
mas diferentes), então a análise da mutação precisa ser considerada e 
capaz de triar grandes tiras de DNA. Em tais casos, o sequenciamento 
direto do DNA ou as técnicas de varredura antigênica como DHPLC, 
SSCP ou heterodúplex devem ser usadas. Além disso, deleções ou 
duplicações de todo o éxon, ou mesmo deleções de todo o gene que 
não são detectáveis por sequenciamento ou varredura gênica, podem 
constituir uma porcentagem significativa das mutações deletérias em 
um gene particular. Nesse caso, é preciso usar técnicas capazes de ava- 
liar a dosagem gênica, como Southern blotting, alguma variação da 
PCR quantitativa ou uma plataforma de hibridização que seja capaz 
de medir as dosagens de sequência de maneira comparativa. 

A Figura 72.8 ilustra a sequência em traços de dois exemplos de 
mutações deletérias no BRCAI. O lado esquerdo da figura demons- 
tra uma única substituição de base, GA em um alelo do BRCAI 
na posição do nucleotídeo 1.235, resultando na substituição de um 
códon de parada, TGA, para o triptofano, TGG, na posição do ami- 
noácido 372 no éxon 11. Essa mutação produz uma proteína não fun- 
cional truncada, ou pode resultar em um RNA instável que é degra- 
dado. O lado direito da figura demonstra uma inserção de dois pares 
de bases, GA, na posição 5.598 em um alelo do éxon 24 do BRCAI. 
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Essa inserção fora da estrutura produz um códon de parada de sete 
aminoácidos a jusante, que resulta mais uma vez em uma proteína 
não funcional truncada. A Figura 72.9 ilustra uma avaliação basea- 
da na avaliação pela PCR multiplex da dosagem da sequência relativa 
por todos os éxons do BRCAI e do BRCA2. Cada éxon é interrogado 
em pelo menos dois loci separados e os dados são combinados em um 
único ponto. Uma deleção completa do gene BRCAI é representada 
como uma dosagem correspondente à metade da normal ao longo de 
todo o comprimento do BRCAI, enquanto uma duplicação do éxon 
13 do BRCAI é representada por um único ponto de dados em uma 
dosagem equivalente a uma vez e meia a normal. Embora essas abor- 
dagens possam ser demoradas e onerosas, assim que uma mutação 
é identificada em um indivíduo acometido, o teste subsequente de 
outros membros da família é relativamente simples e sem custo, desde 
que possa ser direcionado especificamente para aquela anormalidade. 

Outra complicação da análise de mutação dos genes que predispõem 
ao câncer relaciona-se com o significado funcional de algumas muta- 
ções que possam ser encontradas. Embora as mutações de proteínas 
truncadas e locais de junção nos genes supressores tumorais em geral 
sejam significantes, mutações de senso errado que produzem uma 
substituição conservadora de aminoácido provavelmente são benig- 
nas. E mesmo isso pode não ser concluído com certeza, pois até muta- 
ções sinônimas (alterações de bases que não causam uma substitui- 
ção de aminoácido) podem afetar a junção do RNA, em particular se 
ocorrem perto do limite do éxon com o íntron. Assim, também é pre- 
ciso usar outras linhas de evidência, como a cossegregação da mutação 
com câncer em famílias, estudos de casos de controle, conservação de 
aminoácido através da espécie e análises funcionais. Como cada linha 
isolada de evidência em si pode não permitir a classificação precisa da 
mutação, é preciso tentar integrar esses dados em uma predição clíni- 
ca útil. Na prática do laboratório clínico, a classificação da mutação 
em geral é um desafio maior do que os métodos analíticos usados para 
a obtenção dos dados. 

Por fim, o teste genético para o risco de câncer é especialmente útil 
se os resultados puderem afetar de forma positiva o tratamento clínico. 
Felizmente, conforme comentado antes, podem ser tomadas medidas 
eficazes para prevenir ou minimizar o risco do desenvolvimento de 
câncer em muitas síndromes cancerosas hereditárias, inclusive aquelas 
que afetam mais frequência um grande número de indivíduos. 
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Figura 72.8 Detecção de mutações 
no BRCAT por sequenciamento 
gênico completo. Os dois 

traçados de sequência no alto 

de cada figura representam a 
sequência gênica de um paciente, 
determinada nas direções para a 
frente (linha 1) e reversa (linha 2). 

O traçado da sequência reversa 

é complementado com cor para 
ajudar na interpretação visual. As 
ondulações no fundo da figura são 
compostos, construídos a partir 

dos traçados de sequência de 20 
indivíduos normais nas direções 
para a frente (linha 5) e reversa 
(linha 6). Os traçados no meio da 
figura foram obtidos subtraindo- 

se as ondulações do composto 
normal dos traçados de seguência 
do paciente nas direções para a 
frente (linha 3) e reversa (linha 4). O 
painel da esquerda demonstra uma 
única substituição de base, GA, 
em um alelo do BRCA7 na posição 
1.235 do nucleotídeo no éxon 11, 
resultando na substituição de um 
códon de parada, TGA, por um de 
triptofano, TGG, na posição 372 

do aminoácido. O painel da direita 
demonstra uma inserção de dois 
pares de base, GA, na posição 5.598 
em um alelo do éxon 24 do BRCAT. 
Essa inserção fora da estrutura 
produz um códon de parada de sete 
aminoácidos à jusante. 
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Figura 72.9 Detecção de grandes deleções e duplicações no BRCAT e no BRCA2. 
Foram interrogadas 23 regiões genômicas no BRCAT e 26 no BRCA2, em pelo menos 
dois loci separados em uma série de reações em cadeia da polimerase multiplex 
designadas para avaliar a dosagem relativa. Os dados desses loci foram combinados 
em um único ponto. Cada reação multiplex consistiu em números aproximadamente 
iguais de alvos no BRCA7 e no BRCA2. O pontilhado ilustra a dosagem do gene 
através de todos os éxons do BRCA1 e do BRCA2 (5'-3' mostrada), e quatro loci de 
controle em amostras de 32 pacientes. O valor 1 indica um complemento normal de 
duas cópias genômicas. O valor 0,5 indica a presença de uma cópia genômica (uma 
deleção). O valor 1,5 indica a presença de três cópias genômicas (uma duplicação). 
Os dados de cada paciente estão representados por símbolos únicos. Nesta figura, 
um paciente é portador de uma deleção de todo o gene BRCA1, representada por 
símbolos (x azuis) de todos os 23 éxons aglomerados perto da linha de dosagem 
relativa 0,5. Um segundo paciente é portador de uma duplicação do éxon 13 do 
BRCA1, representada pelo símbolo (triângulo vermelho) na linha de dosagem relativa 
1,5. Os 12 pacientes restantes têm dosagem normal em cada locus. 


Hemocromatose 


Originalmente, acreditava-se que a hemocromatose hereditária, 
reconhecida pela primeira vez em sua expressão clínica plena como 
a tríade de cirrose, diabetes melito e bronzeamento da pele, era um 
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menos caucasianos. Contudo, quando estudos genéticos ligaram o 
gene causador de doença ao locus HLA no cromossomo 6 e foram 
utilizados testes bioquimicos para detectar sobrecarga de ferro 
(principalmente saturação da transferrina), reconheceu-se que a 
predisposição genética subjacente à sobrecarga de ferro era extrema- 
mente comum. Na verdade, a hemocromatose hereditária é agora 
reconhecida como um distúrbio autossômico recessivo com frequ- 
ência de portadores tão alta quanto de uma em oito pessoas descen- 
dentes de norte-europeus, o que a torna o distúrbio genético mais 
comum na população caucasiana dos Estados Unidos. A incidência 
de homozigotos em risco é de um em 250, mas apenas uma fração 
disso acumula excesso de ferro suficiente para causar lesão tecidual 
associada ao distúrbio clássico. 

Nosso entendimento da hemocromatose hereditária entrou em 
uma nova era com a identificação do gene HFE (de início denomina- 
do HLA-A) dentro do locus de histocompatibilidade principal no cro- 
mossomo 6 (Feder, 1996). A proteína HFE, embora seja uma molé- 
cula semelhante ao complexo de histocompatibilidade principal da 
classe I, não se liga e apresenta peptídeos endógenos, acreditando-se 
que não tenha uma função imunológica. Em vez disso, conforme dis- 
cutido no Capítulo 21, está se acumulando evidência de que a proteí- 
na HFE interage com o receptor de transferrina e modula a absorção 
entérica do ferro dietético (Waheed, 1999). Mutações no HFE pre- 
judicam essa proteína reguladora, levando à absorção do excesso de 
ferro e a seu armazenamento nos tecidos. 

Como notado no Capítulo 21, uma única mutação de sentido erra- 
do no HFE, C282Y, que resulta em uma substituição da tirosina por 
cistina no aminoácido 282 na proteína HFE, está presente no estado 
homozigoto em 80 a 90% dos caucasianos com hemocromatose. Um 
pequena porcentagem adicional de pacientes com hemocromatose é 
composta por heterozigotos, tendo um cromossomo com uma muta- 
ção C282Y e outro com uma mutação H63D. A H63D é um polimor- 
fismo comum, com frequência de portadores de aproximadamen- 
te 20%, e sua associação à sobrecarga de ferro é muito baixa (1 a 
2%) no estado composto heterozigoto e, provavelmente, menor no 
homozigoto (Gochee, 2002). Recentemente, a penetrancia do estado 
homozigoto C282Y também foi questionada, e pode ser apreciavel- 
mente inferior aos 80% antes pensados, talvez até de 10% ou mesmo 
1% (Beutler, 2002; Pietrangelo, 2004). Por essa razão, a triagem de 
indivíduos na população sem sinais clínicos ou bioquímicos de hemo- 
cromatose para detectar essas mutações não foi recomendada. Como 
para o fator V de Leiden, é melhor reservar o teste do DNA para o 
diagnóstico diferencial em pacientes que já estejam exibindo o distúr- 
bio clínico ou elevação da saturação de transferrina detectada à tria- 
gem bioquímica. 

As mutações C282Y e H63D são substituições de um único nucleo- 
tídeo e podem ser analisadas facilmente por uma variedade de méto- 
dos de PCR, PCR em tempo real, microestrutura, microplaca ou 
métodos de sequenciamento. 


Atrofia muscular espinal 


A atrofia muscular espinal é um distúrbio autossômico recessivo do 
neurônio motor, que se caracteriza por fraqueza e desgaste muscula- 
res proximais. A forma mais grave, tipo I (também conhecida como 
doença de Werdnig-Hoffmann), manifesta-se por hipotonia na fase 
de lactente e morte precoce na infância por insuficiência respirató- 
ria. Formas intermediárias e atípicas também são descritas. A doença 
é causada por mutações no gene SMNI no cromossomo 5q13. Com 
uma frequência de portador de um em 50, a atrofia muscular espi- 
nal é um dos distúrbios recessivos letais mais comuns, com incidência 
semelhante à da fibrose cística. 

A maioria (95%) dos pacientes acometidos exibe perda do gene 
SMN1, por deleção completa ou um evento de conversão gênica que 
envolve sequências no gene SMN2 adjacente, o qual difere por um 
único nucleotideo no éxon 7. Acredita-se que o gene SMN2 não seja 
essencial, pois ambos os alelos estão ausentes em 5 a 10% dos indi- 
víduos normais, embora ele seja parcialmente protetor, conforme 
demonstrado pelo achado de um número maior de cópias do SMN2 
em pacientes com formas menos graves da doença (Mailman, 2002). 


A presença desse gene estreitamente homólogo exigiu o desenvolvi- 
mento de ensaios de PCR/endonuclease de restrição para determinar 
deleção homozigota de SMNI na presença de SMN2. A identificação 
de portadores com base na análise da dosagem do gene SMNI é ainda 
mais desafiadora, exigindo o uso de métodos de PCR quantitativa ou 
em tempo real (Ojino, 2004b). A pequena porcentagem de pacientes 
que não apresenta perda ou conversão de ambos os genes SMN1 em 
geral tem uma mutação intragênica em um alelo, havendo relatos 
de grande número de pessoas assim, que podem ser detectadas pelo 
sequenciamento ou por ensaios de PCR multiplex específicos do alelo 
(Mailman, 2002). 


Distúrbios do DNA mitocondrial 


Além dos seis bilhões de pares de bases de DNA que compreendem 
o genoma humano nuclear diploide, informação genética vital tam- 
bém é codificada nas moléculas de DNA existentes nas mitocôndrias. 
Essas moléculas circulares de fita dupla de DNA com 16.500 pares de 
bases estão presentes em duas a 10 cópias em cada uma das várias cen- 
tenas de mitocôndrias da célula. O DNA mitocondrial codifica 13 das 
proteínas da cadeia respiratória e a sintase do trifosfato de adenosina 
(ATP), 22 RNAs de transferência necessários para a tradução e dois 
RNAs ribossômicos. O DNA mitocondrial é autorreplicante e trans- 
mitido estritamente por herança materna, pois as mitocôndrias de um 
esperamatozoide não se incorporam no zigoto quando ocorre a ferti- 
lização do óvulo. 

As anormalidades do DNA mitocondrial que causam doenças 
podem resultar de vários mecanismos diferentes (Servidei, 2002). 
Grandes deleções isoladas (e, raramente, duplicações) que aparente- 
mente ocorrem de forma esporádica na oogênese são típicas da sín- 
drome de Kearns-Sayre, uma miopatia que se caracteriza principal- 
mente por oftalmoplegia externa progressiva e retinopatia pigmentar. 
Uma ampla gama de distúrbios caracteriza-se por múltiplas deleções 
pequenas e exibe padrões de herança mendeliana típica autossômi- 
ca dominante ou autossômica recessiva, aparentemente porque são 
causados por defeitos indefinidos em genes nucleares importantes 
para a replicação do DNA mitocondrial. Mais distintos do aspecto 
genético são os distúrbios que seguem um padrão de herança mater- 
na estrita, nunca mostrando transmissão de um homem acometido e 
passando de mães acometidas igualmente para os filhos e filhas. Essas 
doenças mais frequentemente resultam de mutações pontuais em um 
dos genes que codificam um RNA de transferência (p. ex., epilepsia 
mioclônica com fibras vermelhas anfractuosas [MERRF, myoclonic 
epilepsy and ragged red fibers| onfractuosase miopatia mitocondrial, 
encefalopatia, acidose lactica e episódios semelhantes a acidente vas- 
cular cerebral [MELAS, mitochondrial myopathy, encephalopathy, lactic 
acidosis and stroke like episodes|) ou uma proteina mitocondrial (p. 
ex., neuropatia óptica hereditária de Leber [LHON, Leber's hereditary 
optic neurophathy]). Além das encefalomiopatias hereditárias, ha evi- 
dência crescente de que acúmulos de mutações mitocondriais somáti- 
cas específicas de tecido podem contribuir para o desenvolvimento de 
muitos distúrbios degenerativos comuns de início tardio, e talvez para 
o próprio envelhecimento. 

A confirmação laboratorial das grandes deleções do DNA mitocon- 
drial em geral presentes na síndrome de Kearns-Saye é conseguida 
com facilidade pela análise de Southern blot do DNA mitocondrial de 
tecidos afetados usando-se DNA mitocondrial total marcado como 
uma sonda. Mutações pontuais em outros distúrbios podem ser ana- 
lisadas por várias técnicas. A apresentação clínica costuma orientar a 
escolha do teste do painel de mutação em etapas, pois certas mutações 
estão associadas a síndromes importantes (p. ex., mutações de senti- 
do errado G11778A, T14484C, e G3460A com LHON). Se esses testes 
foram negativos, pode-se prosseguir para um segundo painel, para 
completar o sequenciamento do DNA mitocondrial. A situação tor- 
na-se complicada pelo achado de que algumas mutações são encon- 
tradas em mais de uma síndrome e pelo fenômeno de heteroplasmia 
— a ocorrência de proporções diferentes de mitocôndrias mutantes e 
normais em tecidos diferentes. Por essa última razão, o teste do DNA 
mitocondrial pode requerer biópsia do tecido envolvido (p. ex., mús- 
culo), pois a mutação pode não estar representada o suficiente em 
sangue para ser detectável. 


Outros alvos de testes genéticos 
moleculares e triagem 


Os exemplos de doenças específicas mencionados neste capítulo foram 
escolhidos porque estão entre os mais testados nos laboratórios de genéti- 
ca molecular, um mercado que se reflete por sua inclusão nos programas 
de teste de proficiência dos College of American Pathologists/ American 
College of Medical Genetics. Por sua vez, isso levou à busca da frequên- 
cia de portadores da mutação ou da prevalência da doença na população 
geral, bem como de sua gravidade clínica. Como já foi comentado, se a 
frequência de portadores de uma mutação recessiva for alta o suficiente 
na população alvo, a triagem geral pode estar justificada. No caso desses 
e de outros distúrbios, a aplicação do teste ao diagnóstico diferencial, ao 
diagnóstico pré-natal ou ao diagnóstico pré-sintomático também pode 
ser válida. Com mais de 10.000 doenças genéticas catalogadas, é evidente 
que há muitas outras a seren consideradas e, de fato, durante a elaboração 
deste livro, já se dispunha de mais de 1.000 testes genéticos moleculares 
para doenças, conforme listado no banco de dados online GeneClinics. 
org. Muitos deles são estranhos e oferecidos por apenas um ou poucos 
laboratórios. Os testes para doenças genéticas extremamente raras, ou 
“órfãs”, podem estar disponíveis apenas no laboratório de pesquisa que 
clonou o gene. Isso tem causado alguma dificuldade, pois tais laborató- 
rios, embora prestem um serviço vital a um pequeno número de famílias 
em risco, não estão credenciados pelo CLIA nos Estados Unidos e, por- 
tanto, não deveriam estar liberando resultados de testes com vistas a tra- 
tamento clínico. Várias soluções foram propostas, como modificar certas 
exigências do CLIA para tais casos, criar uma parceria entre o laboratório 
de pesquisa e o laboratório clínico na própria instituição, ou estabelecer 
uma rede de laboratórios dedicados a tais doenças. 

Alguns distúrbios, que são raros na população geral, são suficiente- 
mente prevalentes em um grupo étnico particular para justificar uma 
triagem populacional limitada. Por exemplo, vários laboratórios ofe- 
recem um painel de triagem para judeus asquenazes, que inclui qual- 
quer ou toda doença autossômica recessiva citadas a seguir, cuja fre- 
quência de portadores varie de 1/100 a 1/15: de Tay-Sachs, Gaucher, 
Canavan, fibrose cística, disautonomia familiar, doença de Niemann- 
Pick do tipo A, anemia de Fanconi do tipo C, síndrome de Bloom e 
perda auditiva relacionada com a conexina 26. A triagem das quatro 
primeiras gera resultados positivos em um de cada seis indivíduos 
dessa população (Eng 1997). 

Além de prestar serviço a uma população nativa particular de pacien- 
tes, a escolha do menu de testes genéticos moleculares a partir do uni- 
verso amplo e sempre em expansão dos genes causadores de doenças 
conhecidos vai depender tanto de fatores intelectuais quanto econômi- 
cos (Amos, 2004). O desenvolvimento de um teste molecular pode ser 
estimulado pelo interesse de um colega clínico em determinada doença 
e acrescido pelo de pacientes e parentes em risco. Um teste molecular 
pode ser necessário como confirmação de um teste bioquímico feito na 
mesma instituição, como no caso das hemoglobinopatias, da deficiência 
de o-1-antitripsina ou da hiperplasia suprarrenal congênita. É evidente 
que um forte motivador é a disponibilidade de plataformas comerciais 
consistentes distribuídas para a realização do teste (instrumentação, rea- 
gentes específicos para o analito [ASR] e/ou kits aprovados pelo FDA nos 
Estados Unidos), e isso, por sua vez, fará com que os fabricantes vejam 
um mercado potencial com relação à doença em questão. Naturalmente, 
os testes para a triagem de portadores serão sempre em maior volume 
do que os testes diagnósticos, o que explica a proliferação de sistemas 
comerciais ASR para detecção da mutação da fibrose cística que se seguiu 
às recomendações para a triagem dos ACMG/ACOG. Enquanto isso, 
um fator econômico que impulsiona na direção oposta, de disseminar 
menos os testes, é o espectro de patentes gênicas exclusivas. Dependendo 
das restrições e licenciamentos de quem mantém a patente, os labora- 
tórios clínicos podem não ter acesso a certos testes desejados, mesmo 
se feitos com métodos desenvolvidos por eles mesmos. Por último, vale 
lembrar que primeiro é preciso comprovar a utilidade clínica e a valida- 
de analítica de qualquer novo teste considerado. 


Perspectivas futuras 


Com os muitos exemplos apresentados neste capítulo, deve ter fica- 
do claro que os testes moleculares para doenças genéticas no momen- 


to estão em evidência e de fato constituem um marco na história 
da medicina. Como veremos no Capítulo 76, com a fase inicial do 
Projeto Genoma Humano recém-completada e a sequência completa 
de todos os genes conhecida, praticamente qualquer teste para uma 
mutação hereditária está dentro de nosso alcance. Além disso, avan- 
ços contínuos no sequenciamento do DNA de alta velocidade e na 
tecnologia de microestrutura podem fazer com que um dia a análise 
abrangente rotineira do genoma de um paciente seja economicamen- 
te viável. Mas, ainda que isso venha a ser praticável em termos analíti- 
cos, os laboratórios e clínicos serão capazes de lidar com o componen- 
te interpretativo? Como vamos distinguir as mutações patológicas dos 
milhares de polimorfismos benignos que existem por todo o genoma? 
Será a varredura de todo o genoma equivalente às atuais alardeadas 
TC de todo o corpo, com sombras de significado incerto? 

Inseparáveis da “invasividade” tecnológica dos testes genéticos 
são as questões éticas levantadas no começo deste capítulo: priva- 
cidade genética, discriminação, estigmatização, confidencialida- 
de, consentimento informado. Tudo isso foi discutido e publicado 
extensamente, inclusive no contexto da nova tecnologia (Grody, 
2003a). Por causa dessas questões, surgiu a crença disseminada de 
que os resultados dos testes genéticos moleculares são diferentes 
em um aspecto fundamental (principalmente devido a seu poder 
preditivo) em comparação com todas as demais informações médi- 
cas, tendo de ser submetidos a uma supervisão mais estrita. Outros 
acham que os resultados desses testes, embora de longo alcance, não 
precisam implicar uma carga emocional maior do que a de muitos 
outros exames clínicos realizados no laboratório clínico e de patolo- 
gia. Apesar disso, nos Estados Unidos, muitos estados e municípios 
estão em busca de soluções reguladoras para o potencial percebi- 
do de abuso, e uma variedade de iniciativas legislativas federais que 
visam salvaguardar a informação genética e a privacidade está pen- 
dente ou já foi aprovada. 

Ainda que a análise molecular venha a tornar-se mais invasiva, as 
técnicas de colheita de amostras para os testes genéticos estão ficando 
menos invasivas. Abordagens como escovados bucais podem subs- 
tituir a flebotomia e as biópsias para se detectar uma mutação em 
linhagem germinativa, e o desenvolvimento de técnicas mais sensí- 
veis e seletivas para a obtenção de amostras fetais pode tornar a ina- 
vasividade da ameniocentese e da retirada de amostras de vilosidades 
coriônicas menos necessária para o diagnóstico pré-natal. Isso inclui 
o isolamento de células fetais ou DNA do sangue materno (Dhallan, 
2004) ou conteúdos vaginais. Ao mesmo tempo, pode-se usar a PCR 
de uma única célula para biópsia de embrião precoce e diagnóstico 
genético pré-implantação, evitando a invasividade e o trauma emo- 
cional do diagnóstico pré-natal tardio e da interrupção da gravidez 
(Wells, 2001). Ao lado das questões sobre o acesso devido ao alto 
custo, o diagnóstico genético pré-implantação levanta a perspectiva 
de outro minicampo ético que antes era domínio da ficção científi- 
ca: a capacidade de selecionar uma prole sem traços de doença. De 
fato, isso já está acontecendo, com a tipagem de embriões para o HLA 
pela PCR de uma única célula, sendo usados para implantação seletiva 
com base na possibilidade prevista de a prole servir como doadora de 
medula óssea para irmãos existentes com distúrbios hematopoéticos 
(Verlinsky, 2004). 

As aplicações apresentadas neste capítulo foram todas de defeitos 
em um único gene, pois é o que abrange todo nosso conhecimen- 
to até o momento e a tecnologia atual pode manipular. No futuro, 
espera-se que os testes de genética molecular também sejam apli- 
cados à medicina das doenças crônicas mais comuns, todas poligê- 
nicas: aterosclerose, diabetes melito, hipertensão, esquizofrenia. É 
nessa direção que um grande esforço está sendo feito para identifi- 
car polimorfismos de um nucleotídeo único (SNPs) e outras varian- 
tes dentro de genes candidatos que possam produzir em conjunto 
efeitos quantitativos mínimos sobre a homeostasia, o tônus vascu- 
lar, o metabolismo de lipídios e assim por diante. Espera-se que a 
descoberta desses determinantes possibilite fazer programas de tria- 
gem do risco da população, seguidos pelas terapias direcionadas e 
intervenções preventivas. Dessa forma, os testes genéticos molecu- 
lares serão a modalidade central além e em maior proporção da prá- 
tica médica no século XXI, e praticamente todo paciente, sadio ou 
doente, irá sentir seu impacto. 
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Antecedentes históricos 
Vantagens do DNA 


Seleção de marcadores genéticos 
Polimorfismos 


As amostras e sua coleta 
Extração de DNA 


Métodos de teste e sistemas de marcadores 
Repetições curtas em tandem 
Marcadores de cromossomos X e Y 
Sequenciamento de DNA mitocondrial 
Outros sistemas 


Análise e uso dos dados do teste 
O DNA no laboratório de criminalística 
O DNA no laboratório de patologia 


CO PONTOS-CHAVE 
e Os marcadores de DNA praticamente substituíram os 


demais sistemas de teste de identidade. 


e Sistemas de marcadores padronizados, contendo polimorfismos 
alélicos conhecidos, são utilizados em painéis. Os alelos que 
contêm STR, constituem a base dos kits atualmente comercializados. 


e O teste forense requer a documentação de todas as etapas 
conduzidas durante a coleta, a extração e o teste, de modo que os 
resultados possam resistir aos desafios legais. 


e O DNA pode ser obtido a partir de qualquer amostra que 
contenha material celular. A estabilidade i DNA lhe confere 
resistência em meio a condições ambientais rigorosas, ou mesmo 
após longos períodos pós-morte. É preciso ter cuidado para excluir 
eventuais contaminações com DNA oriundo de outras fontes. 

e O DNA mitocondrial pode ser extraído de ossos e dentes datados 
de centenas de anos, pois é pequeno e está presente em centenas a 
milhares de cópias em cada célula. O DNA mitocondrial é herdado 
da mãe e pode ser útil para fins de identificação de restos mortais. 

e O DNA é utilizado para identificar restos mortais e também 

pode ser utilizado para associar um suspeito a um crime, absolver 
suspeitos acusados injustamente, reconhecer crimes em série, 
distinguir crimes de falsificação ou, ainda, auxiliar na reconstrução 
de acidentes (p. ex., ajudar a determinar quem era o motorista de um 
carro, por meio da análise de manchas de sangue encontradas no 
para-brisa do lado esquerdo do carro). 


e Os laboratórios de patologia podem empregar testes de DNA 

para descobrir a composição de misturas de amostras, como ocorre 
quando amostras são acidentalmente trocadas ou quando o material 
patológico flutua e migra por lâminas histológicas ou citológicas. 

e A American Association of Blood Banks (AABB) e o DNA Advisory 
Board do FBI desenvolveram padrões e diretrizes para garantia da 
qualidade destinadas a laboratórios de determinação de parentesco 
e forenses, respectivamente. 


Nas edições anteriores deste livro, os testes de paternidade (determi- 
nação de parentesco) e testes forenses (de criminalística) foram abor- 
dados como tópicos separados. Na década passada, o teste de DNA se 
transformou no principal método em ambas as áreas. Com exceção 
da análise dos resultados do teste e da fonte das amostras, as simila- 
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ridades são mais numerosas que as diferenças. No teste de paternida- 
de, amostras obtidas de múltiplos indivíduos são comparadas quanto 
às semelhanças herdadas, enquanto, no teste forense, na maioria dos 
casos, as amostras encontradas na cena do crime são avaliadas quanto 
à exata compatibilidade com o suspeito. 

Uma referência primordial frequentemente citada em casos de 
paternidade disputada está na Bíblia (1 Reis 3,16-27). Nessa passagem, 
Salomão toma uma decisão acerca da maternidade de uma criança 
disputada e ameaça fazer uso de sua espada para dar a cada uma das 
reclamantes uma parte da criança. Quando a paternidade está sendo 
disputada, o árbitro da verdade muitas vezes se depara com um dile- 
ma semelhante àquele enfrentado por Salomão: a falta de testemunhas 
do evento e a possibilidade de as partes envolvidas desconhecerem a 
verdade ou mentirem. Similarmente, diante da falta de testemunhas 
oculares ou de confissões, torna-se difícil identificar um indivíduo 
presente na cena do crime, enquanto a maioria das evidências fornece 
meras indicações de uma ligação suspeita. A disponibilidade de evi- 
dência biológica, como DNA, fornece informações que podem con- 
duzir a uma clara resolução dos fatos disputados. 


Antecedentes históricos 


A descoberta do sistema ABO de grupo sanguíneo por Landsteiner, 
em 1900 (Landsteiner, 1901), e o reconhecimento de que essas carac- 
terísticas mensuráveis seguem as regras genéticas descritas por Gregor 
Mendel (Mendel, 1866) forneceram evidência laboratorial objetiva que 
poderia ser utilizada pelos tribunais para ajudar a tomar decisões em 
casos de indivíduos falsamente acusados de paternidade. Nos Estados 
Unidos, as leis que tratam do uso de marcadores genéticos para exclu- 
são de paternidade foram promulgadas em 1935 (Schatkin, 1952). Nos 
anos subsequentes, o conhecimento sobre sistemas de marcadores 
genéticos aumentou dramaticamente. Em 1976, foram desenvolvidas 
diretrizes conjuntas por um comitê da American Medical Association- 
American Bar Association (AMA-ABA), que recomendavam 7 sis- 
temas para uso nas investigações de rotina de grupos sanguíneos em 
casos de disputa de paternidade (ABO, Rh, MNSs, Kell, Duffy, Kidd e 
HLA) (Miale, 1976). Outros sistemas genéticos, como o das proteínas 
séricas polimórficas e o das enzimas eritrocitárias, também tiveram sua 
utilidade reconhecida. Muitos desses mesmos marcadores genéticos 


também foram utilizados para correlacionar as evidências encontradas 
na cena do crime aos suspeitos ou vítimas. 

Em 1980, o polimorfismo de comprimento de fragmento de DNA de 
restrição (RELP) foi descrito por Botstein et al. (Botstein, 1980). Alec 
Jeffreys recebeu os créditos pelo primeiro relato da literatura científica 
a sugerir que a tipagem de DNA poderia ser útil para a identificação 
forense, cunhando o termo “DNA fingerprint” em seu artigo publica- 
do na Nature, em 1985 (Jeffreys, 1985a, 1985b). Em 1986, laboratórios 
comerciais iniciaram estudos de casos nas áreas de parentesco e cri- 
minalística, utilizando testes de DNA (Forensic Science Associates, em 
1986; Lifecodes, em 1986; Cellmark, em 1987), sendo seguidos pelos 
laboratórios de criminalística do governo em 1989 (FBI, em dezem- 
bro de 1989; Virginia, em março de 1989). No ano de 1990, quando 
foi publicada a primeira edição do Standards for Parentage Testing 
Laboratories (American Association of Blood Banks, 1990), foram 
incluídas exigências específicas para o teste de RFLP no rol de testes 
que hoje é referido como sistemas clássicos (antígenos de superfície 
de hemácias, antígenos leucocitários humanos, enzimas eritrocitárias 
e marcadores genéticos de proteínas séricas). O teste de DNA prati- 
camente está substituindo a sorologia tradicional. A comunidade de 
testes forenses de DNA tem tolerado muitas iterações de tecnologias 
e métodos baseados em DNA e está padronizando seus testes com um 
conjunto de 13 loci de repetições curtas de tandem (STR, short tan- 
dem repeat) centrais como principal ponto de apoio dos testes, a fim 
de construir seus próprios bancos de dados de criminosos internacio- 
nais. Esse conjunto de loci é complementado por outros testes de DNA, 
análises de gênero (amelogenina), marcadores de cromossomo Y e 
sequenciamento de DNA mitocondrial. A eletroforese capilar constitui 
a principal plataforma instrumental, e são poucos os laboratórios que 
ainda usam a eletroforese em gel. 


Vantagens do DNA 


O DNA permite a identificação direta de sua fonte individual, pois 
é pessoal e manifesta variação biológica. O DNA é útil como marca- 
dor de identidade, uma vez que: (1) está presente em todas as células 
do corpo (exceto nas hemácias maduras); (2) é o mesmo em todas as 
células do corpo (exceto nos gametas sexuais haploides); (3) perma- 
nece inalterado ao longo de toda a vida do indivíduo, desde a sua con- 
cepção (a não ser que um transplante de células-tronco progenitoras 
possa resultar na presença das características de seu doador, em vez 
do DNA herdado pelo receptor); e (4) é diferente para cada indivíduo 
(exceto em gêmeos idênticos). A evidência fornecida pelo DNA é con- 
siderada evidência de identificação positiva, em vez de mera evidência 
estatística de identificação. O FBI atualmente considera um resultado 
de perfil de DNA com poder discriminatório equivalente a 1:10 vezes 
a população dos EUA como evidência de que um determinado indiví- 
duo constitui a fonte de uma dada amostra de DNA. 

Os testes de DNA possuem sensibilidade significativamente supe- 
rior âquela dos marcadores sorológicos tradicionais. Os testes base- 
ados na reação em cadeia da polimerase (PCR) podem ser realizados 
com amostras mínimas e até mesmo com depósitos de traços de DNA 
invisíveis. O DNA é uma molécula robusta, que resiste a ácidos fortes, 
bases, detergentes e fatores ambientais (Kobilinsky, 1992). A informa- 
ção da tipagem a partir do DNA é encontrada na sequência de nucle- 
otídeos, que independe do formato da molécula. Em consequência, 
comparativamente aos marcadores tradicionais, os testes de DNA 
podem ser realizados com sucesso utilizando amostras mais antigas e 
que já foram expostas a insultos ambientais mais intensos. 

O grosso de todo o volume de estudos de casos recebido pelos labo- 
ratórios de criminalística nos Estados Unidos é de agressões sexuais. 
Nesses casos, swabs vaginais em geral contêm bactérias e células epi- 
teliais femininas, bem como esperma masculino. O DNA oriundo do 
esperma pode ser isolado do DNA não oriundo de esperma por meio de 
um procedimento de lise diferencial, graças à capa protetora existente 
nos espermatozoides (ver adiante a seção “Extração de DNA”). Isso per- 
mite individualizar a fonte de sêmen sem que haja confusão com dados 
associados a evidências não relacionadas ao sêmen. As sondas de DNA 
geralmente também são específicas para seres humanos e primatas, de 
modo que a presença de DNA bacteriano não gera consequências. 


Seleção de marcadores genéticos 


Polimorfismos 


O modelo de sistema genético para testes seria aquele em que o indi- 
víduo possuísse um único marcador. Na determinação das relações, 
esse marcador pode ser encontrado tanto na criança quanto no geni- 
tor putativo. Atualmente, com o déficit de sequenciamento de genes, 
nenhum dos sistemas de marcadores fornece achados tão específicos. 
Desse modo, múltiplos sistemas genéticos que atendem a determina- 
dos critérios são empregados para fins de teste de paternidade e iden- 
tidade. Em uma situação ideal, o sistema deveria contar com múlti- 
plos alelos distribuídos na população, de modo que apresentasse um 
alto poder de exclusão, e o fenótipo menos comum tivesse uma fre- 
quência que pudesse ser determinada de maneira confiável. Todos os 
marcadores presentes no sistema deveriam ser expressos (sem alelos 
nulos) em codominância, as taxas de mutação deveriam ser conheci- 
das e baixas, e os fenótipos deveriam ser estáveis sob as condições de 
armazenamento habituais. Os métodos disponíveis para detecção dos 
marcadores deveriam ser confiáveis, reproduzíveis e viáveis para um 
número considerável de laboratórios. Além de ser conhecida, a genéti- 
ca do sistema deve seguir padrões de herança estabelecidos (leis men- 
delianas). O sistema deveria ser independente dos demais marcadores 
testados na rotina. Se o sistema for utilizado com o intuito de calcular 
as estimativas de paternidade ou identidade, as frequências genéticas 
devem ser estabelecidas nas diversas populações (Budowle, 2001). 

O DNA de cada ser humano (com exceção de gêmeos idênticos) é 
único, em razão da existência de “polimorfismos”, que são diferenças 
encontradas no DNA de indivíduos. Entretanto, a vasta preponderân- 
cia da sequência de DNA é idêntica entre todas as pessoas. Em média, 
os indivíduos diferem apenas em 1 a cada 1.000 pares de nucleotídeos. 
Mesmo assim, isso significa que existem em média 3 milhões de pares 
diferentes entre 2 indivíduos, o que contribui para uma tremenda varia- 
ção genética na população. Embora a diversidade existente nas regiões 
codificadoras do DNA (genes) seja significativa, as regiões não codifi- 
cadoras do DNA também dão origem a uma considerável diversidade. 

Polimorfismos baseados em comprimento são encontrados em 
DNAs repetitivos. Mais de 90% do genoma humano é composto de 
DNA não codificante, ou refugo, e desse total cerca de 20 a 30% é 
constituído de regiões repetitivas. Muitas regiões repetitivas apresen- 
tam número variável de repetições centrais, ou seja, loci de repetições 
em tandem de número variável (VNTR, variable number of tandem 
repeat). Fragmentos de DNA com VNTRs apresentam comprimen- 
tos variáveis e, por isso, são úteis para fins analíticos. As repetições de 
dinucleotídeos são as mais comuns, contudo repetições centrais maio- 
res são mais úteis para fins de investigação forense. RFLPs, polimorfis- 
mos de comprimento de fragmento de DNA amplificado (AmpFLPs, 
amplified DNA fragment-length polymorfisms) e STRs são exemplos 
de técnicas analíticas baseadas no comprimento de fragmentos. Os 
polimorfismos de sequências ocorrem em sequências de fragmentos 
de DNA de tamanhos semelhantes. Os polimorfismos de sequência 
consistem em alterações diferenciais envolvendo uma ou mais bases 
da sequência de DNA, que ocorrem em uma determinada localiza- 
ção do genoma. As variações de sequência podem se manifestar como 
regiões de alelos alternativos ou de substituições, adições ou deleções 
de bases. A maioria dessas variações se constitui de meras mutações 
pontuais em regiões repetitivas e não repetitivas, sendo conhecidas 


como polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs, single nucleotide 


polymorfisms). SNPs, oligonucleotídeos sequéncia-especificos (p. ex., 
dot blots reversos) e testes de DNA mitocondrial são exemplos de tes- 
tes baseados em sequéncias. 


As amostras e sua coleta 


A amostra ideal é aquela coletada do individuo a ser testado. Para 
realizar o teste de paternidade e introduzir informações em bancos 
de dados de DNA, as amostras utilizadas com maior frequência são 
sangue total fresco, manchas de sangue coletadas em papel de filtro e/ 
ou swabs bucais. Os resultados dos testes muitas vezes são utilizados 
em procedimentos legais. Assim, todos os aspectos dos procedimen- 
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tos adotados devem ser bem documentados, pois podem estar sujeitos 
à contestação por uma das partes interessadas. É bastante importante 
garantir a documentação da identificação dos indivíduos submetidos 
aos testes, da coleta e da marcação das amostras. Embora uma parce- 
la significativa das disputas de paternidade sejam ações civis, algumas 
jurisdições exigem documentos que mostrem uma cadeia de custó- 
dia de amostras semelhante aquelas utilizadas em questões criminais. 
É solicitada aos laboratórios credenciados pela AABB a obtenção de 
uma história de qualquer tipo de transfusão realizada recentemente 
(nos últimos 3 meses) ou de transplante de células-tronco hemato- 
poéticas. Uma identificação fotográfica e o devido consentimento 
informado também devem acompanhar cada amostra. No caso de 
menores, o consentimento deve ser dado pelo indivíduo que possui os 
direitos legais de custódia da criança. 

A coleta adequada das amostras na cena do crime é um procedimen- 
to muito importante. A evidência deve ser reconhecida antes mesmo 
de poder ser devidamente coletada. Isso com frequência é feito com a 
ajuda de substâncias químicas e/ou fontes de luz alternada, que tor- 
nam as manchas de sangue visíveis. A análise do padrão de salpicos de 
sangue também é utilizada para ajudar o investigador a interpretar e 
coletar os exemplares de maneira inteligente, a partir de uma pletora 
de manchas de sangue. A documentação adequada da cadeia de custó- 
dia, o embalamento e a vedação, bem como a preservação da amostra, 
são fatores tão importantes quanto a coleta inicial. 

Líquidos biológicos derramados sobre itens que podem ser coletados 
(p. ex., sangue sobre um pedaço de roupa) devem ser apenas coleta- 
dos e acondicionados separadamente. Quando um líquido biológico é 
depositado sobre um superfície ou um item que não possa ser coleta- 
do, esse líquido deve ser coletado por swab. Nesse caso, swabs limpos 
e estéreis são umedecidos em água destilada estéril e passados sobre 
a mancha até que ela tenha sido totalmente coletada. Para marcas de 
mordida encontradas em corpos, foi descrita uma técnica (Sweet, 
1997) que envolve passar um swab úmido no local e, em seguida, um 
swab seco. Deve ser feita a coleta de um swab-controle a partir de uma 
área sem manchas, adjacente à mancha de líquido. Os swabs da man- 
cha e controle devem ser secos ao ar e embalados separadamente. 

O ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) e a mistura de citrato- 
fosfato-dextrose (CPD) continuam sendo os anticoagulantes de escolha 
para o teste de DNA. Sangue anticoagulado com heparina não é reco- 
mendado para uso no teste de DNA. Mesmo que as hemácias maduras 
sejam destituídas de DNA (nuclear e mitocondrial), há uma quantidade 
suficiente de DNA nos leucócitos circulantes para realização dos testes. 
Apesar da inibição da PCR pelo heme, o sangue é considerado uma boa 
fonte de DNA para testes à base de PCR, pois é possível eliminar facil- 
mente a atividade inibitória do heme por meio de diluições. 

Entretanto, existem outras fontes de DNA diferentes do sangue que 
são preferíveis em casos de coleta após a morte se houver um nível 
significativo de putrefação. Praticamente qualquer tecido pode ser 
utilizado com sucesso para fins de tipagem de DNA. Existem alguns 
tecidos que, embora possam ser intuitivamente considerados fontes 
mais satisfatórias de DNA por apresentarem maior densidade celular 
e, consequentemente, conterem concentrações maiores de DNA, são 
de fato menos adequados por apresentarem taxas mais altas de degra- 
dação pós-morte (Kobilinsky, 1992). Entre os tecidos moles, o DNA 
hepático parece ser degradado de modo rápido pela ação de enzimas 
autolíticas, enquanto o tecido cerebral constitui uma fonte de DNA 
relativamente satisfatória durante o período intermediário pós-morte. 
Ossos e dentes são fontes estáveis de DNA tecidual pós-morte. O DNA 
informativo é obtido de forma rotineira a partir de restos de esqueletos 
antigos, datados de décadas atrás. Em geral, quanto maiores forem o 
grau de decomposição do corpo e o período pós-morte, maior será a 
err om do DNA obtido a partir dos tecidos cadavéricos. 

preciso ter o cuidado de evitar a contaminação da amostra por 
outras fontes de DNA. Ao coletar as amostras, é necessário usar luvas 
e instrumentos livres de qualquer contaminação. Quando possível, a 
coleta deve ser feita a partir de tecidos não expostos, utilizando uma 
técnica de obtenção de biópsia incisional. As amostras devem ser 
mantidas sob refrigeração ou, de preferência, congeladas (ainda que 
o congelamento/descongelamento repetidas vezes cause a destruição 
de grandes fragmentos de DNA). A desidratação, ainda que seja rea- 
lizada apenas via secagem ao ar, pode ser um método adequado de 


armazenamento de algumas amostras de DNA (p. ex., manchas de 
sangue e osso). Tecidos em formalina não são fontes ideais, porém 
muitas vezes podem ser utilizados para testes de DNA à base de PCR. 
Nenhum tecido ou líquido biológico deve ser considerado inadequa- 
do e descartado antes de uma tentativa de utilizá-lo no teste de DNA. 

O DNA contido na maioria das amostras sofrerá fragmentação pro- 
gressiva e aleatória, ou degradação”. Dessa forma, o DNA de alto 
peso molecular se transformará em DNA de baixo peso molecular 
(Kobilinsky, 1992). Depois de alguns dias, geralmente não se obtém 
DNA de alto peso molecular a partir de um tecido. Por outro lado, 
o DNA de alto peso molecular pode permanecer retido em mate- 
riais desidratados ou congelados durante anos. Fragmentos de DNA 
residuais menores podem persistir em amostras consideravelmente 
degradadas. Em razão do elevado número de cópias (centenas a deze- 
nas de milhares de cópias/célula), o DNA mitocondrial com frequên- 
cia persiste mesmo quando nenhum DNA nuclear é recuperado. Em 
consequência, o teste de mtDNA é empregado de forma rotineira na 
identificação de restos de esqueletos antigos (Ivanov, 1996). 

O DNA pode ser rapidamente degradado ou danificado sob certas 
condições (Parsons, 1997). A hidrólise química do DNA em geral é bas- 
tante lenta. Testes demonstraram que o tipo de DNA não sofre alterações 
quando ele é misturado a detergentes, óleo, gasolina e outros adultera- 
dores. Entretanto, íons metálicos podem catalisar a hidrólise oxidativa. 
A radiação ultravioleta (UV) é bem conhecida por causar dimerização 
da timidina. A despurinização foi descrita para “DNAs antigos”. 


Extração de DNA 


A primeira etapa — e também a mais crítica — em qualquer teste 
de DNA é a extração dessa substância a partir de sangue ou man- 
chas produzidas por material biológico, entre outras fontes. O DNA 
obtido a partir de amostra de sangue, swab vaginal ou outra fonte 
deve ser isolado dos demais componentes celulares e contaminan- 
tes ambientais. A clássica extração em clorofórmio/fenol com pre- 
cipitação em etanol, ainda que trabalhosa, constitui um método efi- 
ciente e confiável que tem dado suporte ao teste com o passar dos 
anos. Os métodos modernos são mais simples e rápidos. No méto- 
do Chelex (Walsh, 1991), por exemplo, uma amostra é fervida para 
liberar os conteúdos celulares e, em seguida, a resina Chelex-100 é 
adicionada para a ligação dos ions metálicos, com consequente ina- 
tivação das nucleases e polimerases. Enquanto o extrato é relativa- 
mente bruto, o rendimento de DNA resultante é alto e apresenta grau 
de pureza suficiente para a realização da maioria dos testes à base de 
PCR. Os métodos de extração em coluna de fase sólida (p. ex., colu- 
nas Quiagen) estão sendo cada vez mais utilizados para a extração 
de DNA, em particular nas operações que envolvem grandes volu- 
mes, que podem necessitar de automação. Quando comparados ao 
método da extração com Chelex, os métodos de extração em coluna 
fornecem um DNA mais altamente purificado, todavia a um custo 
maior. Tais métodos permitem remover contaminantes, como aque- 
les encontrados em pontas de cigarro e certos corantes. As pérolas de 
silicone constituem outro método excelente de purificação de DNA, 
indicado para casos em que há necessidade de remover inibidores. 
Diversos laboratórios eliminam totalmente a etapa da extração, reali- 
zando uma PCR direta com material obtido por punção de um item 
manchado com sangue. Essa técnica é mais utilizada para manchas 
de sangue obtidas em FTA Cards (papéis de filtro especialmente tra- 
tados) a partir de amostras arquivadas em bancos de dados e padrões 
de referência de sangue. 

Como já mencionado, os swabs vaginais representam um caso espe- 
cial de extração, pois requerem que o DNA masculino contido no 
esperma seja separado do DNA feminino contido nas células epite- 
liais por um procedimento de lise diferencial (Crouse, 1993). A fra- 
ção feminina é facilmente produzida por procedimentos de extração 
padrão, a partir das frágeis células epiteliais presentes. A fração mas- 
culina é, então, recuperada por meio da quebra das pontes dissulfeto 
existentes na cápsula protetora dos espermatozoides, utilizando uma 
solução de ditiotreitol (DTT). Embora esse sistema funcione bem 
para a análise de RFLP, para a qual foi desenvolvido pela primeira vez, 
os sistemas baseados em PCR muitas vezes apresentam DNA de ori- 
gem feminina na fração masculina. 


Métodos de teste e sistemas de marcadores 


Repetições curtas em tandem 


Loci constituídos de unidades repetidas com 3 a 7 nucleotídeos 
são encontrados ao longo de todo o genoma (Weber, 1989). Os ale- 
los contidos nesses loci STR são definidos pelo número de unidades 
repetidas contidas no produto de amplificação da PCR. As técnicas 
básicas de PCR empregadas nesse teste são descritas no Capítulo 67. 
O DNA extraído da amostra é transferido para uma mistura reativa de 
PCR que contém Taq polimerase, iniciadores específicos de avanço e 
reverso para cada um dos loci testados, trifosfatos de desoxinucleoti- 
deo, cloreto de magnésio, Tris-HCl e albumina bovina sérica. A mis- 
tura é amplificada em termociclador, com o emprego de parâmetros 
cuidadosamente definidos para maximizar a detecção dos alelos. Em 
uma única amplificação, vários iniciadores com diferentes marcações 
fluorescentes podem ser adicionados à mistura para detecção de alelos 
contidos em diversos loci. Os produtos de PCR, que apresentam com- 
primento variável, são separados por eletroforese em gel de poliacri- 
lamida disposto em capilares ou placa. A detecção é realizada com o 
auxílio de um escaneador a laser, que detecta a marcação previamente 
incorporada ao iniciador (Figs. 73.1 e 73.2). O dimensionamento é 
feito com base na comparação com uma escada alélica de referência 
e/ou por meio da inclusão de um padrão de tamanho para cada locus, 
o qual deve ser marcado com um corante diferente daquele utilizado 
para a detecção dos marcadores presentes na amostra. 
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Conforme mostra a Tabela 73.1, os marcadores mais utilizados 
em laboratórios forenses e de investigação de paternidade são os 13 
loci STR (identificados pelo FBI para uso no Combined DNA Index 
System [CODIS, Sistema de Índice de DNA Combinado]), que foram 
padronizados para serem utilizados na obtenção de perfis genéticos 
de indivíduos condenados por vários crimes. A Tabela 73.1 mostra o 
aumento do porcentual de participantes das comunidades de inves- 
tigação de paternidade e forenses que reportam os 13 loci STR, bem 
como a diminuição do número de relatos de resultados de RFLP. Os 
sistemas de marcadores STR possuem alelos discretos e não são tão 
polimórficos quanto os sistemas de marcadores RFLP. Um locus STR 
pode ter 3 a 4 alelos comuns (frequências de 0,15 a 0,25) e vários ale- 
los raros (frequências < 0,01). Assim, para obter uma alta probabili- 
dade de exclusão cumulativa (PEC) e um elevado índice de paterni- 
dade combinado, usualmente é necessário testar ao menos 6 ou mais 
loci STR. Em uma série de 50 casos de investigação de paternidade 
testados em paralelo tanto por RFLP quanto por 9 loci STR, Alford et 
al. (1994) relataram que ambos os métodos excluiram os mesmos 13 
pais alegados (com base em 2 ou mais loci). Para os 37 homens que 
não foram excluídos com base nos sistemas STR, a probabilidade de 
paternidade foi superior a 99% em 36 casos. 


Marcadores de cromossomos X e Y 


A determinação do sexo agora é uma prática comumente realizada 
por meio do locus da amelogenina. O iniciador para esse locus amplifi- 
ca uma banda X-específica constituída por 212 bases (Xp22.1a 22.3) e 


-D5S818 


15 | o Ti 


Fis és EE es EED oe, eee Fae | 


t 





Figura 73.1 Os resultados de uma amostra processada em (A) FMBIO System, eletroforese em gel e PowerPlex 1.1 System; e (B) ABI PRISM 3100 Genetic Analyser com 
AmpFLSTR Identifiler PCR Amplification Kit. Os padrões em escada e os resultados acompanhantes para os 3 loci, D165539 (alelos 12, 13), D75820 (alelo 10) e D55818 
(alelos 11, 13) são visualizados nestas imagens. As imagens apresentam excelente resolução e resultados de genotipagem concordantes. 
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Figura 73.2 Controle positivo 9947A, incluído no Identifiler Kit, em seguida à análise com 3100 Genetic Analyser. 


uma banda Y-especifica composta por 218 bases. Esse sistema é coam- 
plificado e coanalisado com sistemas de STRs multiplex. A determi- 
nação do sexo marca o afastamento de todos os demais marcadores 
de identidade de rotina, uma vez que fornece informações fenotípicas 
específicas sobre o indivíduo-fonte. Essa determinação também pode 
ser importante na investigação de potenciais suspeitos, bem como na 
classificação de exemplares de amostras originários de uma vítima ou 
de um suspeito. 

Embora não sejam utilizados para determinação de gênero, os mar- 
cadores polimórficos de cromossomo Y de fato são promissores para 
a tipagem de swabs vaginais com fração feminina contaminando o 
DNA do esperma. Esses marcadores também podem ser utilizados 
para caracterizar a linhagem paterna, em grande parte do mesmo 
modo como o DNA mitocondrial pode ser utilizado para caracteri- 
zar a linhagem materna. A caracterização da linhagem da família de 
Thomas Jefferson foi alcançada utilizando marcadores de cromos- 
somo Y (Foster, 1998). Dados oriundos de extensas tipagens Y-STR 
revelaram que certos haplótipos são indicativos da origem étnica. 


Sequenciamento de DNA mitocondrial 


O sequenciamento do DNA mitocondrial (mtDNA) é aplicável 
a situações em que há quantidades mínimas de amostra de DNA ou 
quando o DNA está extremamente degradado (p. ex., fios de cabelo 
caídos — que em geral não contêm DNA nuclear — e restos de esque- 
leto) (Butler, 1998; Holland, 1999). Centenas a milhares de cópias de 
mtDNA estão presentes em uma única célula, enquanto há apenas 
uma única cópia de DNA nuclear. Dessa forma, é possível obter um 
tipo de mtDNA quando for impossível obter um tipo de DNA nuclear. 
Considerando que até mesmo um único parente distante da linhagem 
materna pode ser utilizado como referência, o mtDNA também é útil 
nos casos em que há limitação de amostras de referência, uma vez que o 
teste de DNA nuclear geralmente requer múltiplos parentes próximos. 

O mtDNA é composto de um fragmento circular de DNA que mede 
16.569 bp de comprimento. Como inexistem regiões significativas de 
DNA repetitivo no mtDNA, é feita a tipagem apenas dos polimorfis- 
mos de sequência. A região do mtDNA que é analisada para fins de 
identificação humana é a região não codificadora da “alça de desloca- 
mento” (alça-D), também conhecida como “região de controle”. Esse 
locus abrange 1.100 bp e contém 2 regiões hipervariáveis. O sequen- 
ciamento direto é o método mais eficiente de tipagem de mtDNA 
para obtenção de informação de sequências integrais, embora tam- 
bém existam sistemas de oligonucleotídeos sequência-específicos. 


Tabela 73.1 Sistemas utilizados pelos participantes das pesquisas de 
proficiência do CAP 


1999 (% de entrevistados) 2004 (% de entrevistados) 


Sistema Labs Labs. de Labs. Labs. de 
forenses paternidade forenses paternidade 

“CSFIPO 52 47 88 90 
D251338 11 43 
*D351358 43 41 89 89 
*D5S8818 52 53 89 91 
*D7S820 53 56 89 91 
*D8S1179 33 39 89 90 
*D138317 53 56 89 92 
*D165539 44 33 89 88 
*D18551 37 39 89 87 
D195433 11 42 
*D21511 37 41 89 90 
FES/FPS 14 27 16 
“FGA 43 6/ 89 91 
PENTA E 32 28 
*THO1 53 55 89 92 
*TPOX 51 51 89 85 
*“VWA3 T/A 56 67 89 97 
Amelogenina 52 43 89 90 
Y-STRs 6 31 
RFLPs 43 44 0 6 
* Loci CODIS. 


As mitocôndrias são herdadas da mãe e, por isso, o mtDNA não 
possui contribuição paterna. Diferente do DNA nuclear, que é encon- 
trado em pares de cromossomos, em geral existe uma única sequência 
de mtDNA presente em cada célula (“homoplásmica”) e, consequen- 
temente, não ocorre recombinação genética. Uma compatibilidade 
exata de sequência de mtDNA pode ser investigada ao longo de toda 
a linhagem materna de uma determinada família, em várias gerações. 
Entretanto, o sequenciamento do mtDNA apresenta poder discrimi- 
natório limitado — da ordem de uma a poucas centenas. Além disso, 


trata-se de um teste muito caro. Atualmente, são poucos os laborató- 
rios que executam esse tipo de teste. 


Outros sistemas 


Um número bastante restrito de laboratórios utiliza sistemas de teste 
clássicos, testes de RFLP e testes de dot blot. Embora não sejam empre- 
gados de forma rotineira em testes de paternidade ou em testes forenses 
de identidade, sistemas de teste que utilizam combinações de amplifica- 
ção de genes por PCR com iniciadores sequência-específicos, sondas de 
oligonucleotídeos sequência-específicos (SSOP, sequence-specific oligo- 
nucleotide probes) e sequenciamento direto foram descritos para estu- 
dos de genes localizados no locus do MHC (Allen, 1994; Bunce, 1995). 

Métodos capazes de detectar polimorfismos de nucleotídeos únicos, 
também conhecidos como SNPs, são empregados na determinação de 
alterações de bases únicas em sequências de localização específica. Em 
razão da limitada variabilidade observada nesses loci, é necessário tes- 
tar cerca de 70 SNPs para obter o mesmo nível de informação sobre 
grau de parentesco que aquele fornecido por um multiplex de vários 
loci de STRs. Esses marcadores têm sido utilizados na identificação de 
amostras altamente degradas, como aquelas obtidas no local do aten- 
tado terrorista ao World Trade Center. 


Análise e uso dos dados do teste 


O DNA no laboratório de criminalística 


O teste de -DNA foi incorporado à rotina do laboratório de cri- 
minalística (National Research Council, 1996), e a evidência forne- 
cida pelo DNA já é normalmente aceita pelos tribunais. Nos Estados 
Unidos, cerca de 3/4 dos testes de DNA criminais envolvem agressão 
sexual. Uma proporção significativa desses testes envolve casos de 
homicídio. Aproximadamente 1/3 dos testes de DNA inocentam pes- 
soas acusadas por engano (Fig. 73.3), um quarto dos testes são incon- 
clusivos, e menos da metade dos testes resulta no estabelecimento da 
correlação do suspeito ao crime. Entre os casos em que a evidência 
do DNA é testada, apenas uma fração de fato vai a litígio, enquanto 
a maioria dos casos resulta em barganha. No contexto criminalísti- 
co, o DNA pode ser utilizado para conectar um suspeito a um crime, 
inocentar suspeitos falsamente acusados, reconhecer crimes seriais e 
distinguir crimes de falsificação. Como alternativa, o DNA também 
pode ser utilizado para auxiliar a reconstrução de acidentes (p. ex.; 
ajudar a determinar quem dirigia um carro, por meio da identificação 
de manchas de sangue encontradas do lado esquerdo do para-brisa). 
Além do uso do DNA como evidência associativa em cenas de crimes, 
o DNA também pode ser utilizado na identificação dos restos mortais. 


O DNA no laboratório de patologia 


Os testes de DNA de determinação de identidade são empregados na 
resolução de amostras confusas (Weedn, 1993), em situações de troca 
acidental de amostras ou quando há mistura de material patológico 
que flutuou e migrou sobre uma lâmina histológica ou citológica, por 
exemplo. Casos de testes de detecção de drogas na urina que foram con- 
testados com base na alegação de troca de amostras podem ser resol- 
vidos por meio do teste de DNA. Esse teste pode ser empregado para 
confirmar ou refutar erros de identificação de amostras de biópsia. Um 
pequeno fragmento de tecido canceroso ( flutuante”) eventualmen- 
te depositado sobre uma lâmina de microscopia pode ser identificado 
como oriundo de outro indivíduo que não o paciente (Tab. 73.2). 

Os marcadores STRs também são utilizados para avaliar a pega de 
enxertos de medula após a transplantação. Nos casos em que o doador 
é parente do receptor, pode ser necessário testar múltiplos marcado- 
res para encontrar um locus informativo. 


Exclusão de paternidade 


Em casos de disputa de paternidade, a meta primária do teste de marca- 
dor genético consiste em identificar o pai biológico de uma determinada 
criança. Embora isso não possa ser feito com certeza absoluta, os testes de 
marcador genético podem fornecer evidências objetivas de ausência de 
paternidade. Pelo uso de múltiplos sistemas genéticos, é possível excluir a 
maioria (> 99%) dos indivíduos que não são pais da criança. 
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Figura 73.3 Exclusão de suspeito quando da comparação com a evidência da cena 
do crime. O perfil para a evidência nos loci 1, 2 e 3 é claramente distinto do perfil 
apresentado pelo suspeito. A evidência não poderia ter recebido contribuição do 
suspeito. 


Tabela 73.2 Identificação de possível “flutuador” 


Locus STR Flutuador Bloco de Amostra de Frequência do 
tecido paciente fenótipo do paciente 

CSFIPO 10, 12 10, 12 10, 12 0,191 

D351358 15,16 16,17 16, 17 0,099 

D55818 11 T1, 12 11,12 0,024 

D75820 9,11 11 11 0,0529 
D8S1179 13 12,14 12,14 0,0976 
D135317 11 11 1 0,0798 
D16$539 9,11 11, 12 1H, FZ 0,1 764 

D18551 14,15 14, 15 14,15 0,0477 

D21511 30 28, 31,2 28, 31,2 0,0341 


Os resultados sombreados indicam que o flutuador não é idêntico à amostra do paciente 
nem ao bloco de tecido. A probabilidade de que o bloco de tecido apresente os mesmos 
marcadores genéticos que a amostra do paciente, em comparação a um indivíduo 
caucasiano tomado ao acaso, é maior que 1,86 x 10°. 


Em sistemas que seguem as leis mendelianas da genética, as exclu- 
sões são identificadas pela detecção de exceções ao padrão de herança 
esperado. Quando a paternidade é questionada, a interpretação dos 
resultados do teste usualmente depende de assumir que a amostra 
definida como materna é proveniente da mãe biológica da criança. 
Os fenótipos da mãe e da criança devem ser comparados para deter- 
minar se os resultados são consistentes com os padrões de herança 
esperados. Um alelo presente na criança e ausente na mãe é referido 
como gene paterno obrigatório (GO). Se ambos os alelos presentes 
na criança e na mãe forem idênticos, então existem (2) possibilidades 
alternativas para o gene paterno. 

Se o indivíduo do sexo masculino testado não puder ter transmitido 
o GO e se o marcador do gene estiver ausente na suposta mãe, a exclu- 
são observada é denominada direta (Tab. 73.3). Esse tipo de exclusão 
em um dos sistemas clássicos usualmente é suficiente para conduzir 
à conclusão de que o homem testado não é o pai biológico da criança 
em questão. Nos sistemas de DNA, como a taxa de mutação é várias 
ordens de magnitude maior que aquela observada nos sistemas clássicos, 
uma exclusão em um único locus é considerada evidência insuficiente 
para estabelecer a ausência de paternidade (Standards for Relationship 
Testing Laboratories, 2005). Uma exclusão direta também ocorre quan- 
do a criança ou o homem testado é heterozigoto e os 2 marcadores estão 
ausentes no outro indivíduo. Esse tipo de exclusão direta às vezes é refe- 
rido como exclusão de 2 haplótipos. Nos casos em que apenas a criança 
e um dos pais alegados estão disponíveis para realizar o teste, se o indiví- 
duo testado ou a criança tiver 2 haplótipos, nenhum dos quais presente 
no outro, é possível estabelecer a ausência de paternidade. 

A ausência de um marcador genético que se espera encontrar na 
criança, quando o pai em questão parece ser homozigoto para o 
gene, é denominada exclusão indireta. Em alguns casos, essa exclu- 
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Tabela 73.3 Exclusão de paternidade: fenótipo (genótipo) 


Tipo de Criança Mãe Homem Gene(s) 
exclusao testado obrigatório(s) 
Direta AB (ab) A(aa,a?)  C(cc, c?) b 
AC (ac) AB (ab) AD (ad) C 
AB (ab) Clcc, c?) AC (ac) b (materno) 
2 haplótipos Alaa,a?) Alaa,a?) BC (bc) a ou? 
Alaa, a?) AB (aa, ab) BC (bc) a ou ? 
AB (ab) AB (ab) CD (cd) aoub 
AB (ab) Indispo- CD (cd) aoub 
nível 
Indireta” Alaa,a?) Alaa,a?)  B (bb, be) a ou ? 
B (bb, b?) AB (ab) A (aa, a?) b ou ? 
B (bb, b?)  C{cc,c?) AB (ab) b ou ? (materno) 
B (bb, b?)  Indispo- A (aa, a?) b ou ? 
nível 


* Mutação deve ser considerada. 


são é chamada homozigose reversa. Uma exclusão indireta constitui 
evidência insuficiente para concluir que o indivíduo testado não é o 
pai da criança. A interpretação da homozigose reversa como exclu- 
são indireta considera que os indivíduos testados possuem ambos os 
alelos idênticos no locus. No teste de PCR de STRs, essa ausência do 
alelo que se esperava encontrar pode ocorrer caso tenha havido muta- 
ção no sítio de ligação (Harrison, 2004) em um dos indivíduos testa- 
dos. Outra possibilidade é a criança e o pai em questão apresentarem, 
ambos, alelo nulo (ou outro alelo indetectável) ou mutação, ambos 
eventos raros. A descoberta de exclusões indiretas em pelo menos 2 
sistemas independentes com frequência constitui evidência suficiente 
para determinar a ausência de paternidade. 


Poder de exclusão 


Antes do teste, é possível fornecer uma estimativa da probabilidade 
média de o teste vir a comprovar a ausência de paternidade, se o acu- 
sado de fato não for o pai da criança. Essa estimativa é referida como 
poder de exclusão. Para cada sistema genético, um poder de exclusão 
médio (A) pode ser calculado com base nas frequências genéticas (p, 
q) dos alelos no sistema. A equação geral para sistemas de 2 alelos, A 
= pq (1 — pq), foi descrita por Wiener em 1930. Quando um sistema 
possui múltiplos alelos, é necessário utilizar fórmulas mais comple- 
xas (Walker, 1978). A equação geral também foi adaptada (Brenner, 
1990) para determinar A em sistemas que não possuem alelos discre- 
tos (p. ex., sistemas de DNA RFLP): 

A= h*(1-hAH’), 
em que H é o porcentual de homozigose e h é o porcentual de hete- 
rozigose, sendo ambos observados no locus. A Tabela 73.4 mostra os 
valores À para sistemas selecionados. Um sistema altamente polimór- 
fico apresenta maior poder de exclusão que um sistema com poucos 
alelos, ou no qual existam 1 a 2 alelos comuns e muitos alelos raros 


(Tab. 73.4). 
Probabilidade de exclusão cumulativa 


Quando o teste inclui vários sistemas genéticos independentes, é 
possível calcular uma probabilidade de exclusão cumulativa utilizan- 
do a seguinte fórmula: 

CPE =1 —(1ts}—P1) (1ts}—P2) (1ts}-P3) ... (1ts}— Pn), 
em que P é A para cada sistema utilizado. Conforme ilustra a Figura 
73.4, à medida que mais e mais sistemas vão sendo utilizados, um 
numero cada vez menor de individuos é excluido por cada teste adi- 
cional. Com uma bateria adequadamente selecionada de sistemas de 
marcadores de DNA, é fácil obter uma PEC > 0,995. 


Inclusão de paternidade 


Após o teste de múltiplos sistemas independentes, se o pai dispu- 
tado não tiver sido excluído (Fig. 73.5), torna-se necessário estimar a 


Tabela 73.4 Poder de exclusão (A): sistema de teste selecionado 


Sistema A 
Clássico 

ABO 0,166 
RH 0,283 
ACP 0,239 
Polimorfismo de comprimento de fragmento de restrição 

D2544 0,95 
D10528 0,96 
Repetições curtas de tandem 

D75820 0,523 
D135317 0,417 
vWA31/A 0,65 


Os valores variam em populações diferentes. 
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Figura 73.4 Poder de exclusao cumulativo (cada teste adicionado: A = 0,4). O 
porcentual da população excluído por cada teste adicional torna-se cada vez menor. 
A probabilidade de exclusão global dos 6 testes é igual a 95,3%. Se um sétimo teste 
com A = 0,5 fosse realizado, apenas um porcentual adicional de 2,4% da população 
seria excluído ([1-0,953] x 0,5 = 0,0235). 
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possibilidade de o indivíduo testado poder ser, de fato, o pai biológico 
da criança. 

Para o fornecimento de estimativas de inclusão de paternidade, 
devem ser utilizadas tabelas de frequência genética apropriadas. Em 
geral, isso significa que foi feita a fenotipagem de uma população de 
indivíduos da mesma raça tomados ao acaso, o tamanho da amostra 
é grande o suficiente para fornecer frequências genéticas com erros 
mínimos de estimativa para os alelos do sistema e tanto o indivíduo 
do sexo masculino quanto o pai biológico testados são originários da 
mesma população. Quando múltiplos sistemas são testados, as dife- 
renças observadas nas frequências genéticas em populações oriundas 
de várias localizações geográficas se tornam importantes para os cál- 
culos da probabilidade de paternidade (Hummel, 1981). Nos casos 
em que o homem testado possui antecedentes de mistura racial ou é 
originário de uma população para a qual existem tabelas de frequência 
inadequadas, talvez seja impossível fornecer uma estimativa precisa 
da paternidade. Entretanto, quando múltiplos sistemas com elevado 
poder de exclusão são utilizados e o índice de paternidade (IP) uti- 
lizando uma população de referência apresenta valor alto, são míni- 
mas as chances de que as frequências de uma população mais definida 
venham a exercer efeito significativo sobre a conclusão da paternida- 
de. Em situações como essa, também pode ser útil fazer comparações 
com frequências de vários grupos raciais definidos. 

Se o indivíduo do sexo masculino testado não for excluído, é sempre 
possível argumentar que a quantidade de testes realizados foi inade- 
quada, que serão encontradas evidências para exclusão mediante rea- 
lização de testes com outros sistemas genéticos ou que o verdadeiro 
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Figura 73.5 Exemplo de análise de uma família empregando teste de repetições curtas de tandem. Observe as correspondências alélicas entre a mãe (linha 1) e as três crianças 
(linhas 2, 3 e 4). A amostra proveniente do homem testado (linha 5) também apresenta correspondência com as crianças. As crianças das linhas 2 e 4 são do sexo feminino. 


pai é um parente próximo do homem testado. Essa linha de raciocínio 
poderia estar correta apenas se o homem testado tivesse sido falsa- 
mente acusado. Além do poder de exclusão médio já descrito, tam- 
bém é possível calcular a frequência de não exclusão de um homem 
tomado ao acaso (RMNE, random male not excluded), com base no 
par mãe-criança com os fenótipos observados (Salmon, 1983). Esse 
valor está relacionado ao verdadeiro poder de exclusão dos testes rea- 


lizados. 


Cálculo do índice de paternidade 


Nos casos que envolvem o teste de um trio, costuma ser utilizada 
uma abordagem geral referida como “método da comparação de 
esperma” (Walker, 1978). Esse cálculo compara as chances (x) de 
um esperma proveniente de um homem apresentando o fenótipo 
do homem testado poder ter fertilizado o óvulo da suposta mãe e as 
chances (y) de um esperma proveniente de um homem não testado 
originário de uma população aleatória poder ter produzido a crian- 
ça. As razões de probabilidade (x/y) são calculadas para cada siste- 
ma genético independente pela comparação do homem testado às 
frequências do GO ou à contribuição genética paterna alternada na 
população aleatória da mesma raça do homem testado. Esses valores, 
então, são multiplicados para derivar o IP, que reflete as probabilida- 
des genéticas favoráveis à paternidade, dados os fenótipos observados 
no trio. A Tabela 73.5 apresenta as fórmulas empregadas no cálcu- 
lo dos índices com diversas combinações fenotípicas. A Tabela 73.6 
exemplifica o uso dessas fórmulas para determinar o possível pai de 
um feto em um possível caso de estupro. Nesse exemplo, o homem 
testado 2 foi claramente excluído como pai biológico do feto. 


Tabela 73.5 Cálculo da proporção do sistema” (indice de paternidade) 


Mãe Criança Gene(s) Homem X Y Fórmula X/Y 
obriga- testado para a fre- 
tório(s) quência de Y 

A A a A 1 O25 p 4 

A A a AB 0,5- 0,25 p 2 

A AB b B 1 04 gq 2,5 

A AB b AB 05 04 q 1,25 

AB AB aou b A 1 0,65 p+q 1,54 

AB AB aou b B 1 0,65 p+g 1,54 

AB AB aou b AB 1 0,65 p+g 1,54 

AB AC C AC 03 Q3 r 1,67 

BC BC bouc BC 1 07 gtr 1,43 

AC AD d BD 0,5 005 s 


* Sistema hipotético com 4 alelos codominantes p, g, r es. 


Nos casos sem exclusão, os valores de IP podem ter valor numérico 
maior que zero tendendo ao infinito. Segundo os atuais padrões da 
AABB, para determinar a paternidade, é necessário que o teste resulte 
em um valor de IP mínimo igual a 100. Isso significa que as proba- 
bilidades (razão de probabilidade) de o homem testado ser o pai da 
criança são de 99 para 1. 


~ 
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Tabela 73.6 Determinação de paternidade a partir do tecido fetal Tabela 73.7 Fórmula para probabilidade de paternidade (W) 


Locus STR Tecido Mãe Homem Homem Indice de Índice de O Teorema de Bayes é utilizado para combinar o p ao IP 


” 


_ de paternidade e forenses 


tet 





fetal* eee edição Ee pomi p = probabilidade anterior de eventos não genéticos 
HT 1 HT? IP (índice de paternidade) = resumo dos resultados do teste 
CSFIPO 10 10 10 10, 12 3,74 1,87 = (pP) | 
A D3$1358 15,16 15 16 14 4,49 0 id oie i . 
2 D5S818 11,12,13 12,13 10,11 10 127 0 a 
£ D75820 8,9 89 89 10,11 3,31 0 
E D851179 11, 15 Pd R do Mad 2,60 2,19 
< D135317 io tm ia w 11,12 14,81 0 Tabela 73.8 Cálculo da proporção do sistema* (indice de paternidade) 
É D165539 9,13 13 9,12 9,14 4,65 465 quando apenas um dos pais é testado 
D18551 Ez: bY 12 EL IC dA 4,76 9,92 ; ne es i 
+ | | i Criança Pai/mãe Gene(s) Gene(s) Fórmula 
D21511 31 31 31 31 18,18 18,18 
T ! ' Testado(a) parental(is) obrigatório(s) para calcular 
= VWA3UA 16,17,18 16,8 14,17 14,18 2,0 0 na crianca no outro a proporção 
Z Amelogenina X X XY XY a pai/mãe do sistema 
z IPC 2,19x10° 0 A A a a 1/p 
= A AB a a 1/2p 
A * A amostra de tecido fetal está contaminada com tecido materno. A BC a Exclusão 
STR = short tandem repeat. AB B b aoub 1/29 
AB AB aoub aoub (p + q)/4pg 
AC AB a a ou C 1/4p 
ne l BC A b ouc Exclusão 
Probabilidade de paternidade AD BD d aoud 1/45 
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Outra estimativa útil — a probabilidade de paternidade — combina o 
teste genético com considerações acerca de eventos anteriores. Essen- 
Moller (1938) descreveu esse cálculo com base no Teorema de Bayes 
(Tab. 73.7). As estimativas empregam o IP (para resumir a informa- 
ção genética) e o P (um valor para a probabilidade anterior) para 
explicar as afirmações de que o homem testado: 

1. não era estéril; 

2. manter relações sexuais com a mulher durante o período fértil; 

3. não é um parente próximo (primeiro grau) do pai; 

4. e que outros possíveis pais da criança são originários de uma 

população com frequências genéticas similares. 

Se um P valendo 0,5 for adotado, serão atribuídas probabilidades 
anteriores iguais ao homem testado e a um outro homem não testa- 
do. Adotando esse valor, a probabilidade de paternidade (W) é igual 
a [IP/(IP + 1)/100. Outros valores de probabilidade anterior podem 
ser utilizados nesse cálculo, porém tais valores introduzirão uma ten- 
denciosidade contra o homem testado (se forem maiores que 0,5) ou 
contra a mãe (se forem inferiores a 0,5). 

Os valores matemáticos obtidos a partir dos cálculos de IP ou da proba- 
bilidade terão significado especial, pois em diversas jurisdições o valor rela- 
tado pode mudar a posição legal das partes envolvidas. Exemplificando, o 
Minnesota Statute Section 257.55 (Parentage Act, 2004) transfere o ônus 
da contestação de paternidade para o homem, caso o teste indique uma 


probabilidade acima de 99% de ele ser o pai da criança. 


Estimação de parentesco com pai ou mãe ausente 


Mesmo que um dos pais não possa ser submetido ao teste, ainda é 
possível fornecer uma estimativa da paternidade. Nesse caso, a situação 
mais comum é aquela em que há uma amostra disponível proveniente 
da criança e outra oriunda do pai alegado, mas não há nenhuma amos- 
tra fornecida pela mãe. Nessa situação, a criança deve compartilhar 
ao menos um gene em cada locus com o homem testado. As fórmulas 
(Tab. 73.8) empregadas para estimar o IP e a probabilidade de pater- 
nidade são parecidas com aquelas utilizadas em testes de trios (Tab. 
73.5), a não ser pelo fato de as estimativas terem de incluir um ajus- 
te para a frequência do alelo transmitido pela mãe ausente (Brenner, 
1993). O cálculo se torna mais complicado quando a mãe ausente e o 
homem não testado são de raças diferentes (Traver, 1996). Se a criança 
ou o homem testado possuírem 2 marcadores em um locus que não 
estejam presentes no outro indivíduo testado, então o homem testa- 
do é excluído. Em caso de haver homozigose reversa na criança e no 
homem testado, isso também sugere ausência de paternidade. 


* Locus hipotético com 4 alelos A, B, Ce D (frequência dos genesa=p,b=qg, c=red=s). 


Reconstrução de famílias 


Há diversas situações em que é importante estabelecer uma relação 
entre os indivíduos envolvidos. Isso ocorre quando certas pessoas ten- 
tam adquirir status de imigrante ou descobrir se compartilham um dos 
pais, ou ainda quando há questões relacionadas à herança. O teste de 
DNA pode ser informativo na identificação de pais a partir de material 
fetal encontrado em caçambas de lixo ou produtos de concepção, em 
casos de estupro. A reconstrução também é bastante valiosa quando se 
tenta identificar corpos ou partes de corpo após desastres em massa. 
Como apenas um dos pais e a criança compartilharão ao menos um 
marcador em cada locus, parentes podem ter sistemas nos quais não 
compartilham nenhum gene. Fórmulas que consideram o provável 
compartilhamento de marcadores por descendentes são empregadas 
para estimar o grau de proximidade da relação de parentesco existente 
entre 2 indivíduos (Wenk, 1986). Irmãos por parte de pai e de mãe 
apresentam uma probabilidade de 0,25 de não compartilharem um 
marcador em um sistema. Para meio-irmãos, tias ou tios, essa pro- 
babilidade é de 0,5. Nos casos em que um pai alegado é falecido, o seu 
fenótipo provável pode ser reconstruído se os pais dele forem testa- 
dos (Mayr, 1983). A criança e os avós putativos devem compartilhar 
o GO paterno em todos os sistemas. Um índice de paternidade pode 
ser calculado utilizando uma frequência para x que considere a pro- 
babilidade de o falecido poder ter transmitido o marcador (Fig. 73.6). 
Também é possível fazer reconstruções utilizando dados oriundos de 
múltiplos supostos parentes, como mostra a Figura 73.7. 


Padrões de garantia de qualidade 


Os laboratórios que realizam testes de DNA forense (investigação de 
paternidade e criminalística) devem seguir padrões apropriados, obter 
acreditação e participar de programas de teste de proficiência. Espera- 
se que seja possível realizar um exame judicial minucioso e significativo 
de cada etapa dos procedimentos e práticas adotadas, desde a coleta das 
amostras até o relato dos resultados. Não é raro surgirem desafios para 
validação dos métodos utilizados, da fonte de bases de dados utilizada 
nos relatórios estatísticos e da qualificação da equipe de funcionários. 
Há um consenso quanto aos procedimentos laboratoriais apropriados 


Fórmula 
para 
calcular 

o índice 
do sistema 


Sistema [Crian-[Mãe [GO | 
ça 
ICSFIPO |10, 1219,12 |10 |10, 13/10, 11 [10; 10,11; 
10, 13; 
11,13 
1D3S1358 [14,15/14,17/15 [15,16/16,17/15,16;  10,25/p 
15, 17; 
16, 17; 16 
1D7S820 |10, 11 |10, 11 nope p panes 0,5/p + q 
11 


|D168539 |9, 12 |9,13 |12 [10,12 10, 12; 12 |0,75/p 
TPOXx Jo fe“ je je Jo fo pp 
[vvwa31/Aji8 [18 [ie fis hs fis up 
Figura 73.6 Teste de família para estabelecer a paternidade. A interpretação 
considera que o falecido ?PA é filho dos indivíduos testados (?GP, ?GM) e que pe 

q são as frequências do(s) gene(s) obrigatório(s) paternal(is). Nesse caso, os supostos 
pais do pai alegado e já falecido foram testados para reconstrução de seu provável 
fenótipo. Em cada um dos sistemas testados, o gene obrigatório paterno (GO) 

está presente em um dos supostos avós da criança. Nota: para D75820, qualquer 
alelo presente na criança poderia ser materno. O índice de paternidade combinado 
e a probabilidade de paternidade são obtidos pela multiplicação dos valores para os 
sistemas individuais. 





que devem ser utilizados no teste de DNA, bem como em relação à 
notável uniformidade dos procedimentos adotados, embora os méto- 
dos de tipagem de DNA não sejam especificamente padronizados. 

O Technical Working Group on DNA Analysis Methods, do FBI, 
que passou a ser conhecido como Scientific Working Group on DNA 
Analysis Methods, promulgou as diretrizes iniciais para procedimen- 
tos analíticos de DNA, que se tornaram padrões de facto (Technical 
Working Group, 1989, 1995). Esses padrões foram modificados pelo 
DNA Advisory Board do FBI e adotados pelo diretor do FBI nos ter- 
mos do DNA Identification Act, um componente do Crime Bill votado 
e aceito em 1994 (Federal Bureau of Investigation, 1998). Esses padrões 
se aplicam a laboratórios de criminalística que submetem resultados 
de DNA ao National DNA Index System do FBI ou que aceitam cer- 
tos tipos de apoio financeiro federal. A American Society of Crime 
Laboratory Directors conta com um programa de acreditação de labo- 
ratórios de criminalística. O American Board of Criminalists certifica 
criminalistas e possui uma categoria de subespecialidade para analistas 
de DNA. Analistas que trabalham com amostras de estudos de casos 
devem cumprir créditos universitários (ou equivalente) em genética, 
bioquímica e biologia molecular, além de terem 1 ano de experiência 
em biologia forense. Cada um desses padrões exige que cada analista 
seja submetido a um teste de proficiência 2 vezes por ano. 

A American Association of Blood Banks, atualmente conhecida 
como AABB, começou a desenvolver padrões e a acreditar labora- 
tórios de teste de paternidade em 1984. A sétima edição, renomeada 
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Figura 73.7 Estudo de família — a suposta mãe (M) é falecida: as quatro crianças 
desse estudo familiar poderiam ter a mesma mãe. O provável marcador materno 
em cada sistema foi destacado em negrito e sublinhado. Nota: em alguns sistemas, 
qualquer marcador poderia ser materno em uma das crianças (D3$1358 na criança 
1). O pai alegado (PA) 1 compartilha um marcador com a criança 1 em todos os 
sistemas e foi excluído como possível pai das crianças 2, 3 e 4 em vários sistemas. 
O PA 2 foi excluído como pai da criança 1 em todos os sistemas, com exceção 

de D351358 e TPOX. PA 2 também foi excluído como pai da criança 3 em dois 
sistemas (D381358 e THO1). A descoberta de uma possível correspondência em 
nove dos 11 sistemas, incluindo dois Y-STRs, sugere que o pai verdadeiro da criança 
3 talvez seja parente do PA 2 ou que duas mutações tenham ocorrido. 
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como Standards for Relationship Testing Laboratories, foi publicada 
em 2005. Essa publicação aborda todos os aspectos do teste de pater- 
nidade, desde a organização do laboratório até o controle e o aper- 
feiçoamento do processo. Os standards incluem as exigências para 
documentação e registros, conteúdo de relatório e interpretação dos 
resultados. Aos laboratórios é solicitado participar de um teste de pro- 
ficiência nivelado. 


Conclusões 


Evidências científicas que ajudarão a solucionar casos de disputa 
de paternidade, questões de parentesco e identidade podem ser obti- 
das testando-se múltiplos sistemas de DNA. A atual tecnologia for- 
nece resultados de teste que excluem mais de 99,9% dos indivíduos 
falsamente acusados em casos de disputa de paternidade e em casos 
de crime. Os testes laboratoriais não possibilitam a comprovação da 
paternidade ou da culpa de um indivíduo. As estimativas matemáti- 
cas derivadas dos testes de marcadores genéticos, quando nenhuma 
exclusão é encontrada ou se houver correspondência entre a amostra 
e o suspeito, representam uma fonte significativa de dados que pode 
ser utilizada para estabelecer a paternidade ou a culpa de alguém. 
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Marcadores séricos como ferramenta eficaz para 
diagnóstico e monitorização do câncer 


Classificação funcional de marcadores tumorais 

Oncoproteínas como marcadores de proliferação 
celular | 
Diferenciação celular e supressores tumorais 
Moléculas de adesão e metástase 
Outros marcadores 
Marcadores tumorais definidos por anticorpos 
monoclonais 


Aplicações clínicas 
Triagem 
Diagnóstico 
Prognóstico: recorrência, metástase e sobrevida 
Monitorização da resposta terapêutica 
Recomendações para solicitação dos testes 
de marcadores tumorais 


Marcadores tumorais individuais 
o-Fetoproteína (AFP) 
Fatores angiogênicos 
B.-Microglobulina (B,-M) 
Antígeno carcinoembrionário (CEA) 
CA 15-3 e CA 27-29 


PONTOS-CHAVE 
DD e Este capítulo aborda o uso de proteínas, cujos níveis 


séricos estão frequentemente elevados em pacientes 
com processos malignos, no diagnóstico e tratamento de câncer. 


e Muitas dessas proteínas são chamadas antígenos oncofetais, ou 
seja, proteínas expressas no tecido fetal durante o desenvolvimento, 
mas normalmente não são encontradas nos tecidos de adultos. Essas 
proteínas incluem a a-fetoproteína (AFP) e o antígeno carcinoembri- 
onário (CEA), cujos níveis séricos se encontram muitas vezes eleva- 
dos em cânceres hepatocelulares e colônicos, respectivamente. 


e Outras proteínas, como CA 19-9, CA 125 e CA 15-3, são expres- 
sas nas células epiteliais e, com frequência, também estão presentes 
nos soros de pacientes com cânceres de pâncreas, ovário e mama, 
respectivamente. 


e Como esses “marcadores tumorais proteicos” não são tecido-espe- 
cíficos e também podem ser expressos em outras doenças que não o 
câncer, as sensibilidades e especificidades dessas proteínas não são 
suficientemente altas para poderem ser utilizadas como proteínas de 
triagem do câncer. Essas moléculas são usadas sobretudo nos paci- 
entes em tratamento contra processos malignos conhecidos. 


e À exceção a isso é representada pelo antígeno prostático-especí- 
fico (PSA), uma enzima tipo quimotripsina expressa quase exclusi- 
vamente no tecido prostático e elevada nos soros de grande parte 
dos pacientes com câncer de próstata. Os níveis séricos elevados de 
PSA, portanto, têm alta sensibilidade para o diagnóstico de câncer 
de próstata; como o PSA também se encontra aumentado em ou- 
tras doenças prostáticas, como hiperplasia prostática benigna, esse 
antígeno exibe especificidade mais baixa, mas mesmo assim ainda 
pode ser utilizado de forma muito eficaz para detectar a presença da 
doença na triagem de pacientes . 


e Novas descobertas no campo de detecção tumoral precoce com 
o uso de marcadores séricos também foram introduzidas neste capí- 
tulo. Tais descobertas englobam o emprego de proteínas mitogêni- 
cas, como HER-2/Neu, que sabidamente atuam como proteínas de 
transdução de sinal, cujos níveis estão elevados em muitos tipos de 
cânceres; a detecção de genes codificadores dessas proteínas em 
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líquidos corporais; e as abordagens proteômicas com envolvimento 
de padrões de expressão de múltiplas proteínas que tipificam cânce- 
res específicos. 


Apesar do avanço de modalidades terapêuticas multidisciplinares, a 
mortalidade causada por câncer não sofreu redução significativa nos 
últimos 50 anos, em contraste às quedas drásticas na mortalidade por 
doença cardiovascular e infecciosa. Estudos demonstraram que a detec- 
ção precoce de câncer pode induzir à sobrevida superior a longo prazo. 
Assim, há uma necessidade urgente pela busca de biomarcadores tu- 
morais com alta sensibilidade e especificidade para permitir a detecção 
precoce do câncer, o tratamento eficaz dessa doença e a diminuição da 
mortalidade. Por essa razão, muito esforço foi dedicado à descoberta, 
caracterização e aplicação clínica de marcadores tumorais para detectar 
a presença de câncer em um estágio precoce. Em consequência disso, 
foram identificados números crescentes de biomarcadores, empregados 
atualmente como marcadores com valor prognóstico, no tratamento 
clínico diário de pacientes com câncer. Esses marcadores podem ser 
utilizados não só para classificar os tipos de câncer mas também para 
monitorizar a resposta à terapia neoadjuvante. Por exemplo, receptor 
de estrogênio (ER), receptor de progesterona (PR) e oncogene HER2/ 
neu são usados no diagnóstico e tratamento de pacientes com câncer, 
utilizando amostras cirúrgicas. Foi demonstrado que o ER é um mar- 
cador prognóstico para câncer de mama e um marcador preditivo para 
tratamento hormonal (Jensen, 2003). Também foi demonstrada a asso- 
ciação dos eventos de amplificação e superexpressão do HER2/neu com 
mau prognóstico; além disso, constatou-se que esses eventos são indi- 
cadores da resposta terapêutica em câncer de mama (Wilmanns, 2004). 
No entanto, foi demonstrada a associação do PR com prognóstico bom 
em câncer de ovário (Munstedt, 2000; Lee, 2005). 

Entre esses marcadores, há uma série de marcadores tumorais pre- 
sentes nos líquidos corporais circulantes, inclusive no sangue. Em 
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termos gerais, os biomarcadores tumorais dos liquidos do corpo 
(principalmente soro e urina) são divididos em três categorias: pro- 
teínas associadas a tumores, como antígenos oncofetais, que pare- 
cem ser expressos em muitos cânceres (foi descoberto, no entanto, 
que essas proteínas também estão presentes em outros distúrbios 
não neoplásicos); oncoproteínas, que estão envolvidas na regulação 
do ciclo celular e sofrem superexpressão ou mutação quase exclusi- 
vamente em distúrbios neoplásicos; e padrões recém-descobertos de 
expressão proteica no soro, que parecem ser exclusivos para tipos 
específicos de câncer, ou seja, proteomas. Este capítulo enfatiza o 
uso das duas primeiras classes de marcador tumoral. O Capítulo 75 
aborda as oncoproteínas e o emprego de múltiplos perfis proteicos 
nos líquidos corporais, ou proteomas, como biomarcadores para 
detecção tumoral precoce. 


Marcadores séricos como ferramenta eficaz pa- 
ra diagnóstico e monitorização do câncer 


Idealmente, um marcador tumoral deve ficar elevado no soro ape- 
nas de pacientes com tumor maligno, mas não deve sofrer aumento 
no soro de indivíduos livres de doença ou daqueles com doenças não 
malignas, como processos inflamatórios ou infecciosos. Além disso, 
um marcador tumoral proteico deve estar elevado no soro de pacien- 
tes com câncer em uma fase inicial, possibilitando com isso a detecção 
precoce do tumor e o início de terapia adequada. Embora nenhum 
marcador tumoral atenda a todas essas características, há um progres- 
so contínuo rumo à descoberta de tais marcadores. 

De fato, estudos demonstraram que um ou mais biomarcadores 
cancerígenos, incluindo o DNA, a proteína ou as células tumorais, 
estão quase sempre presentes no soro de pacientes com câncer. Esses 
achados fornecem a base lógica para a detecção precoce de câncer, 
utilizando amostras séricas. Quaisquer produtos de células circulan- 
tes, incluindo DNA/RNA, proteínas (enzimas, proteínas séricas, me- 
tabólitos, receptores, proteínas carcinoembrionárias, oncoproteína e 
proteínas codificadas por genes supressores) e células tumorais podem 
ser utilizados como marcadores tumorais se associados com eventos 
relativos à formação e/ou ao crescimento de tumor (Fig. 74.1). Tais 
eventos, incluindo transformação, proliferação, desdiferenciação e 
metástase malignas, são específicos para essa finalidade. Os níveis san- 
guíneos de marcadores tumorais séricos são determinados por prolife- 
ração das células tumorais, volume do tumor, atividades proteolíticas 
na célula tumoral e liberação a partir das células tumorais necróticas. 
A melhoria recente de instrumentação, especialmente na consolidação 
de instrumentos de testes especializados como analisadores de imuno- 
ensaio para um analisador mais genérico de química, facilitou a análise 
de uma ampla gama de analitos com o mesmo grau de acurácia, espe- 
cificidade e precisão. A melhora da sensibilidade dos ensaios tornou os 
testes sorológicos bem superiores a outros exames clínicos, com base 
nos métodos físicos. Uma vantagem adicional do teste sérico sobre os 
métodos baseados em tecido é a natureza não invasiva, a quantificação 
mais precisa e a falta de diferença interobservador (ou seja, entre os 
observadores), exatamente o oposto dos métodos baseados em tecido. 
Em virtude desses benefícios, os marcadores séricos são com frequên- 
cia utilizados para triagem, diagnóstico e predição do comportamento 
de muitos cânceres. 

O valor clínico de qualquer marcador tumoral dependerá de sua 
especificidade e sensibilidade, bem como do uso clínico planejado. 
Por exemplo, o PSA pode ser usado na triagem de câncer de próstata, 
culminando no tratamento precoce. O oncogene HER2/neu sérico é 
empregado como marcador de prognóstico e monitorização terapêu- 
tica em casos de câncer de mama. A distinção na utilidade desses mar- 
cadores se deve à diferença na especificidade do tecido e sensibilidade 
do câncer: o PSA é específico ao órgão (mas não ao câncer), enquanto 
o HER2/neu está elevado em múltiplos cânceres. O uso de marcadores 
tumorais como fatores prognósticos e fatores de risco ganhou mais 
popularidade nos últimos anos. Foi constatado que a mensuração 
do nível dos fatores de risco seja valiosa na avaliação da agressivida- 
de tumoral e útil na seleção de estratégias terapêuticas. A utilidade de 
marcadores tumorais é adjuvante ao tratamento médico e cirúrgico 
de processos malignos, ajudando a detectar as recorrências e predizer 
o prognóstico. 


Figura 74.1 Diferentes tipos de marcador tumoral sérico são utilizados para detectar 
o câncer. O HER2 e o antígeno prostático-específico (PSA) refletem o aumento 

da proliferação celular. O antígeno carcinoembrionário representa o processo de 
desdiferenciação do câncer. À tecnologia atual de genoma e proteoma concentra-se 
em mudanças coletivas nas células malignas. 


Classificação funcional de marcadores tumorais 


Para aprender a identificar, selecionar e utilizar marcadores tumo- 
rais para o diagnóstico de câncer e o tratamento de pacientes acome- 
tidos por essa neoplasia, é essencial estar familiarizado com a função 
de cada marcador tumoral sérico ou de grupos deles. Esse capítulo 
enfatiza o papel desempenhado por três classes específicas de marca- 
dores tumorais, comumente utilizados no diagnóstico de processos 
malignos humanos: (1) antígenos oncofetais, como AFP e CEA, em 
geral expressos durante o desenvolvimento fetal, mas não nos tecidos 
ou soros de crianças e adultos; (2) ocorrência de proteínas nas células 
epiteliais, elevadas no tecido e soro em casos de adenocarcinomas e 
carcinomas de células escamosas, como proteínas CA 19-9, CA 125 e 
CA 15-3; e (3) hormônios polipeptídicos, como a cadeia beta da go- 
nadotrofina coriônica humana (B-hCG), e enzimas específicas, como 
a isoforma placentária da fosfatase alcalina, elevadas no soro de pa- 
cientes com tumores específicos. Com frequência, é constatada uma 
elevação desses dois últimos marcadores tumorais nos soros de pa- 
cientes com tumores de células germinativas. Além disso, proteínas 
semelhantes a hormônios são encontradas nos soros de pacientes com 
diferentes tipos de câncer, como proteína semelhante ao paratormô- 
nio, que induz à hipercalcemia, como parte da chamada síndrome pa- 
raneoplásica, em cânceres como carcinomas de células renais. 

A maioria dessas proteínas foi descoberta com base na observação 
dos soros de coortes de pacientes com tipos específicos de câncer. 
Contudo, muitas delas também são encontradas nos soros de pacien- 
tes com distúrbios não malignos, por exemplo, inflamatórios. Além 
disso, essas proteínas podem não ocorrer em uma quantidade signi- 
ficativa de pacientes diagnosticados com esses cânceres. Dessa forma, 
as sensibilidades e especificidades desses marcadores tumorais pro- 
teicos são frequentemente baixas, o que os torna inúteis para fins de 
triagem. Por outro lado, todas essas proteínas são muito úteis para 
monitorização de cânceres específicos. Por exemplo, o CEA com fre- 
quência encontra-se elevado nos soros de pacientes com câncer de có- 
lon. Assim, níveis séricos elevados de CEA em pacientes submetidos à 
ressecção de câncer de cólon indicam recorrência tumoral. Conforme 
discutido adiante, a única exceção é o PSA, uma enzima tipo quimo- 
tripsina que ocorre quase exclusivamente na glândula prostática e se 
mostrou muito útil na triagem de câncer de próstata e na monitoriza- 
ção de pacientes tratados para essa doença. 

Atualmente, os ensaios padrão para todas essas proteínas são bem 
desenvolvidos e receberam aprovação da US Food and Drug Admi- 
nistration (FDA) para uso na monitorização do tratamento de cânce- 
res conhecidos, mas não, exceto o PSA, para triagem de cânceres hu- 
manos. Em função das considerações mencionadas anteriormente, as 
pesquisas estão sendo concentradas na busca por proteínas expressas 
apenas em células cancerígenas. Os resultados dessas pesquisas estão 
descritos com detalhes nos dois capítulos a seguir. Aqui, serão resu- 


midas algumas das proteínas descobertas recentemente, quase sempre 
expressas em doenças cancerígenas, porém de maneira menos co- 
mum em doenças não cancerígenas, além de serem promissoras para 
a triagem quanto à ocorrência de câncer e monitorização da terapia. 


Oncoproteinas como marcadores 
de proliferação celular 


As oncoproteínas são proteínas que estão direta ou indiretamente 
envolvidas no controle da mitose e são alteradas a ponto de sinalizar 
a divisão contínua da célula. Essas proteínas ficam localizadas nas vias 
de transdução de sinal, sendo responsáveis pela condução de sinais 
mitogênicos dos fatores de crescimento na membrana celular para o 
núcleo ou, então, estão envolvidas na regulação da transcrição, ati- 
vando os genes indutores de crescimento e mitose das células (ver 
Cap. 75). Por exemplo, o HER2/neu é um receptor transmembrana 
com três domínios (extracelular, transmembrana e intracitoplasmáti- 
co) que contém tirosina-quinase. À ligação dos fatores de crescimen- 
to extracelulares, a quinase intracelular torna-se ativada, provocando 
dimerização do receptor e interação com alguma proteína adaptadora 
citosólica, a Grb-2, para retransmitir a mensagem próxima ao fator de 
troca do nucleotídeo guanina, SOS. O SOS, por sua vez, liga-se à prote- 
ina criticamente importante, a p21-ras (Barbacid, 1987). O promotor 
oncogênico c-Myc é exemplo de um tipo distinto de fator transcricio- 
nal de oncogene, que atua via ativação de seus genes-alvo, induzindo à 
síntese de proteínas mitogênicas. 

Com frequência, essas proteínas podem ser detectadas no soro de 
pacientes com crescimento celular anormal, ou seja, câncer ou estados 
pré-cancerosos. Testes extensos para detectar a presença de oncopro- 
teínas revelaram que muitas oncoproteínas são detectadas no soro e/ 
ou em outros líquidos corporais de pacientes com câncer. No Capí- 
tulo 75, o leitor pode encontrar uma discussão detalhada sobre cada 
oncoproteina. 


Diferenciação celular e supressores tumorais 


Isolado dos oncogenes, mas também muito importante, encontra-se 
um grupo de genes supressores de tumor. As proteínas codificadas por 
eles são responsáveis pela supressão do crescimento celular, causando 
interrupção desse crescimento no ciclo celular ou apoptose. Muitas ve- 
zes, esses genes supressores sofrem deleções ou mutações, resultando 
na produção de produtos gênicos inativos. Entre os genes supressores 
de tumor, a proteína p53 antioncogênica foi muito investigada e mais 
bem caracterizada por seu papel em vários cânceres. Essa proteína está 
envolvida nos processos de apoptose, parada do ciclo celular, envelhe- 
cimento celular e resposta de dano ao DNA. Deleções ou mutações do 
gene p53 predispõem as células a uma transformação maligna. Foram 
identificadas mutações desse gene em quase 50% dos processos malig- 
nos em seres humanos (Soussi, 2001). Há análises moleculares que de- 
tectam mutações no DNA sérico de genes supressores de tumor. Além 
disso, anticorpos contra as proteínas supressoras anormais de tumor 
podem ser utilizados como biomarcadores de câncer. 


Foram descritos métodos moleculares, como PCR-SSCP (polymerase 


chain reaction single strand conformation polymorfism, reação em cadeia 
da polimerase seguida de análise de polimorfismo de conformação de 
fita única) e DHPLC (denaturing high-performance liquid chromato- 
graphy, cromatografia líquida desnaturante de alto desempenho), para 
detectar mutações de p53 sérica em casos de câncer. De maior impor- 
tância, foram detectados anticorpos contra as proteínas p53 supresso- 
ras anormais de tumor no soro de pacientes com câncer (Soussi, 2000). 
É interessante notar que a presença de anticorpos anti-p53 está corre- 
lacionada com a mutação do gene p53 (Guinee, 1995; Hammel, 1999). 
No câncer de mama, vários estudos indicaram que a presença do anti- 
corpo anti—p53 no soro se correlacionava com o aumento do antígeno 
de proliferação celular (Ki-67) e a falta de expressão do ER, sinalizando 
que esse anticorpo pode servir como marcador prognóstico desse tipo 
de câncer (Schlichtholz, 1992; Sangrajrang, 2003). 

A descoberta de dois genes de suscetibilidade (ou genes supressores 
de tumor) para o câncer de mama, BRCA1 e BRCA2, gerou tremen- 
do interesse. Estudos sugerem que as mutações no BRCAI são res- 
ponsáveis por cerca da metade de todos os casos de câncer mamário 
hereditário (Easton, 1993; Miki, 1994; Wooster, 1994). Além disso, os 


portadores de mutações no BRCA1 também exibem risco elevado de 
câncer de ovário, cólon e próstata (Futreal, 1994). Acredita-se que o 
segundo gene de suscetibilidade, o BRCA2, para o câncer de mama, 
seja responsável por aproximadamente 70% dos casos de câncer ma- 
mário hereditário não atribuídos a mutações do gene BRCAI, além de 
estar associado com alto risco de câncer de mama em homens. 

Os genes supressores e seus produtos são potencialmente úteis co- 
mo marcadores tumorais para a triagem e a identificação de famílias 
ou indivíduos de alto risco. Os imunoensaios para mensurar as pro- 
teínas codificadas tanto pelo gene BRCA1 quanto pelo BRCA-2 estão 
sob desenvolvimento e podem ser de grande utilidade para a identifi- 
cação de indivíduos de alto risco e suas famílias. 


Moléculas de adesão e metástase 


As metástases tumorais envolvem várias etapas importantes (Liotta, 
1987). Em primeiro lugar, as células tumorais têm de penetrar em seus 
arredores adjacentes, período depois do qual elas invadem sistemas 
vasculares ou vasos linfáticos. As células tumorais, então, são condu- 
zidas para locais distantes, até que fiquem alojadas nos leitos venosos 
ou capilares de algum órgão distante. Nesse novo ambiente, essas cé- 
lulas tumorais novamente devem penetrar nas paredes vasculares para 
crescer em locais distantes. As moléculas de adesão celular, incluindo 
as integrinas, selectinas, caderinas e moléculas de adesão celular das 
famílias dos genes de imunoglobulina, regulam muitas etapas do pro- 
cesso metastático. As alterações nos níveis de expressão dessas molé- 
culas de adesão celular refletem o comportamento maligno do câncer. 
Por exemplo, observam-se níveis séricos elevados de E-selectina, bem 
como aumento das moléculas de adesão intercelular (ICAM, intra- 
cellular adhesion molecule) e celular vascular (VCAM, vascular cell 
adhesion molecule), em particular nos pacientes com câncer de mama 
em estágio terminal (O’Hanlon, 2002; Sheen-Chen, 2004). O nível sé- 
rico elevado de VCAM pode ser usado para predizer uma sobrevida 
mais curta. Outro estudo indicou que os níveis pós-quimioterápicos 
de E-selectina e ICAM séricas estão associados com a resposta ao tra- 
tamento de pacientes com doença de Hodgkin (Syrigos, 2004). Além 
disso, sugere-se que o aumento dos níveis de E-selectina, ICAM-1 e 
VCAM seja um fator prognóstico quanto à sobrevida em pacientes 
com câncer gástrico (Alexiou, 2003). Portanto, o aparecimento dessas 
moléculas de adesão celular na circulação sanguínea pode indicar ris- 
co ou ocorrência de metástases ou mau prognóstico. 


Outros marcadores 


Muitos hormônios (hCG), proteínas séricas, enzimas (lactato desi- 
drogenase [LDH], fosfatase alcalina [AP]) e seus metabólitos (ácido 
vanililmandélico [VMA], ácido homovanilico [HVA], ácido 5-hidro- 
xi-indolacético [5-HIAA]) podem ficar elevados em tumores por cau- 
sa da alta taxa de proliferação das células tumorais. Os níveis séricos 
desses marcadores sobem ainda mais quando algum tumor benigno 
se transforma em maligno e sofre metástase. As doenças benignas e 
não malignas também podem envolver níveis elevados de marcado- 
res; assim, esses marcadores não são adequados para fazer a triagem 
ou para formular o diagnóstico de câncer por conta do grande nú- 
mero de resultados falso-positivos que seria gerado. Esses marcadores 
são utilizados de forma mais apropriada para monitorização da res- 
posta do paciente durante o tratamento. 

Uma exceção a isso se relaciona à enzima fosfatase alcalina (ALP) 
abordada no Capítulo 21. Há muitas isozimas dessa enzima, das quais 
uma delas é representada pela fosfatase alcalina placentária (PLAP). 
Essa forma torna-se elevada no soro de pacientes com tumores de cé- 
lulas germinativas. Um uso específico da PLAP está no soro ou, de 
maneira mais eficiente, no líquido cerebrospinal (LCE) de pacientes 
acometidos por massa na região pineal com diagnóstico diferencial 
de tumor de células germinativas versus pinealoma. Se a PLAP estiver 
elevada no LCE de paciente com massa na área pineal, pode ser feito o 
diagnóstico de tumor de células germinativas. Com efeito, a radiote- 
rapia é curativa, dispensando a necessidade de cirurgia. 

As atividades enzimáticas de várias glicosiltransferases tecido- 
-específicas sofrem alteração nas células tumorais. Algumas das gli- 
cosiltransferases elevadas são usadas como marcadores tumorais. A 
sequência de açúcar e a composição da porção de carboidrato de mui- 
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1536 tas glicoproteinas séricas, incluindo substâncias do grupo sanguíneo 


e mucinas, como CA 19-9, são marcadores tumorais resultantes de 
atividade alterada da glicosiltransferase. A AFP isolada de pacientes 
com carcinoma hepatocelular primário possui uma fucose adicional 
em comparação à mesma enzima decorrente de hepatopatia benigna, 
um exemplo de fucosiltransferase alterada em células de carcinoma 
hepatocelular (Wu, 1990). 

Proteínas ectópicas são frequentemente expressas no câncer. Prote- 
inas carcinoembrionárias, detectáveis em tecidos tanto fetais quanto 
tumorais, mas não em tecidos normais de adultos, em geral carecem 
de qualquer função fisiológica conhecida e apresentam concentrações 
sanguíneas em nanograma por mililitro. Portanto, as mensurações 
das proteínas carcinoembrionárias na circulação devem contar com 
imunoensaios. Apesar de não serem de 100%, a especificidade e a sen- 
sibilidade associadas com essas proteínas são muito mais altas do que 
aquelas de enzimas e metabólitos usados como marcadores tumorais 
no passado. À concentração sérica dessas proteínas carcinoembrioná- 
rias não só se correlaciona bem com a atividade tumoral mas também 
pode ser usada para predizer o prognóstico. Contudo, as proteínas 
carcinoembrionárias em geral não são adequadas para triagem pelas 
seguintes razões: primeiro, os anticorpos policlonais direcionados 
contra essas proteínas frequentemente sofrem reação cruzada com 
outras proteínas normais; segundo, essas proteínas carcinoembrioná- 
rias não aparecem cedo o suficiente para serem detectadas no sangue 
de pacientes com câncer. No entanto, essas proteínas carcinoembrio- 
nárias são utilizadas como testes adjuvantes para diagnóstico de cân- 
cer, sendo de extrema utilidade para monitorização do sucesso tera- 
pêutico e detecção de recorrência. 


Marcadores tumorais definidos por 
anticorpos monoclonais 


O desenvolvimento da tecnologia de hibridoma provocou grande 
impacto na identificação de marcadores tumorais (Milstein, 1983). 
Em vez de trabalhar com uma molécula inteira de estrutura protei- 
ca conhecida, agora é possível focar em apenas uma pequena área de 
superfície, um epítopo ou determinante antigênico, utilizando anti- 
corpos monoclonais. Não é mais necessário purificar o antígeno pa- 
ra a preparação de anticorpos policlonais em animais. Também não 
há mais necessidade de caracterização e identificação completas da 
molécula portadora do epítopo. Um hibridoma pode ser preparado 
injetando-se uma fração enriquecida de membrana da célula tumoral 
ou dessa célula inteira em um camundongo. Os hibridomas que pro- 
duzem os anticorpos monoclonais de interesse são selecionados pelo 
procedimento subsequente de triagem, conforme descrito na Seção 
VI. Assim que um hibridoma for criado, haverá um aporte ilimitado e 
consistente de anticorpo monoclonal (AcM) para vários usos. 

Ao combinar os anticorpos monoclonais com o modelo de teste de 
sanduíche de fase sólida, foram desenvolvidos muitos ensaios, que 
eliminaram diversos problemas associados com ensaios policlonais, 
envolvendo baixa reprodutibilidade, variações entre os lotes, baixa es- 
pecificidade e reatividade cruzada inespecífica (Diamond, 1981). Isso 
também reduz as diferenças entre os kits e amplia a faixa de concen- 
tração linear para o ensaio. Sempre que um anticorpo monoclonal es- 
tiver disponível, seu uso será recomendado. Para obter a sensibilidade 
mais alta do teste, foi descoberto que a combinação de múltiplos an- 
ticorpos monoclonais melhora a afinidade entre múltiplos anticorpos 
monoclonais absorvidos de fase sólida e o antígeno solúvel. 

Foi demonstrado que os testes para a detecção de marcadores tu- 
morais definidos por anticorpos monoclonais (Tab. 74.1) possuem 
sensibilidade e especificidade mais altas que aqueles conduzidos com 
anticorpos policlonais. Por exemplo, os marcadores CA 19-9, CA 125 
e CA 15-3 são muito mais sensíveis e específicos que o CEA para carci- 
nomas pancreático, ovariano e mamário, respectivamente. Esses mar- 
cadores são recomendados para substituir o teste de CEA policlonal 
para o diagnóstico e tratamento de pacientes com os carcinomas men- 
cionados anteriormente. Vários marcadores tumorais derivados de di- 
ferentes tumores também compartilham muitos epítopos associados 
ao tumor. Por exemplo, os marcadores CA 19-9, CA 15-3 e CA 125 
são expressos por quase todos os carcinomas em graus variados. Além 
do compartilhamento de qualquer epítopo por mais de um carcinoma, 


Tabela 74.1 Marcadores tumorais definidos por anticorpos monoclonais 


Marcador tumoral Doença maligna principal 


CA125 Carcinoma ovariano 
CA19-9 Carcinoma pancreatico 
CA15-3 Carcinoma mamário 
CA72-4 Carcinoma gastrico 
HER2/neu Carcinoma mamario 


também é possivel que uma tinica molécula expresse mais do que um 
epitopo (Yu, 1991). Por exemplo, é provavel que os marcadores CA 
15-3 e CA 125 sejam expressos pela mesma molécula de mucina. 


Aplicações clínicas 


Atualmente, os marcadores tumorais séricos são utilizados para 
a triagem e o diagnóstico, bem como para a predição do prognósti- 
co e da resposta terapêutica. O uso de testes para triagem de doen- 
ça, mesmo aqueles com sensibilidade e especificidade elevadas, deve 
ficar restrito o máximo possível às populações sob risco da doença. 
Isso porque o valor preditivo positivo (VPP) depende da prevalên- 
cia da doença. Conforme apontado previamente, como a maioria dos 
marcadores tumorais descritos neste capítulo é expressa tanto em dis- 
túrbios neoplásicos quanto nos benignos, o uso desses marcadores é 
limitado à possível recorrência tumoral em pacientes tratados para 
tipos específicos de tumor. 


Triagem 


A recomendação de triagem para câncer de próstata pela mensuração 
do PSA sérico em combinação com o exame digital do reto (EDR) em 
homens acima de 50 anos de idade se deve à alta especificidade tecidual 
desse antígeno (Wu, 1994) e à alta prevalência desse tipo de câncer. 
A combinação do teste de PSA e do exame digital do reto constitui a 
abordagem mais barata para a detecção de câncer de próstata (Littrup, 
1993). A triagem com PSA é sobretudo recomendada para homens 
afro-americanos, porque a incidência de câncer de próstata nessa po- 
pulação é quase o dobro daquela da população geral e a taxa de óbito 
chega a ser até três vezes mais alta. À triagem permite o tratamento de 
câncer prostático potencialmente curável e confinado ao órgão, desco- 
berto em homens com expectativa de vida superior a 10 anos. 

Embora não aprovada para a triagem de carcinoma hepatocelular 
nos Estados Unidos, a AFP é usada para fazer a triagem de carcinoma 
hepatocelular primário na China por causa da alta incidência de cân- 
cer de fígado nesse país. O diagnóstico de câncer de ovário tradicional- 
mente conta com as técnicas de diagnóstico por imagem e a descoberta 
durante cirurgia, por exemplo, laparotomia exploratória. Contudo, 
em grande parte dos casos, no momento da detecção, o tumor avançou 
para um estágio em que a possibilidade de cura é baixa. A viabilidade 
da triagem de câncer de ovário em mulheres pela mensuração do CA 
125 sérico ainda está sendo pesquisada. 


Diagnóstico 


Recentemente, foram sugeridas várias abordagens para melhorar a 
recuperação diagnóstica (i. e., a proporção de resultados de testes que 
dão positivo) de muitos marcadores tumorais. O uso de múltiplos mar- 
cadores é uma abordagem que tem recebido ampla aceitação. Assim 
como mencionado no Capítulo 75, padrões específicos de múltiplos 
marcadores tumorais parece estar associado com doenças malignas in- 
dividuais. Outra abordagem para melhorar a especificidade e a sensibi- 
lidade de marcadores tumorais, como no caso do teste de PSA sérico, 
envolve a mensuração da velocidade (a taxa de aumento da concentra- 
ção do PSA com o passar do tempo) e da densidade (p. ex., mensura- 
da dividindo-se a concentração de PSA sérico pelo volume da glândula 
prostática, determinado por ultrassom transretal) (Benson, 1992). Esses 
esforços visam a melhorar a diferenciação entre dois cenários: nível de 
PSA sérico levemente elevado com glândula prostática pequena pode 
indicar câncer, enquanto o mesmo valor de PSA em paciente com glan- 
dula volumosa pode sinalizar hiperplasia prostática benigna. 


Prognóstico: recorrência, metástase e sobrevida 


A avaliação da agressividade tumoral e do prognóstico quanto ao 
desfecho de paciente com câncer tem recebido muita atenção nos 
últimos anos. O conhecimento da agressividade do tumor ajuda no 
desenvolvimento de terapia apropriada para o paciente. Por exemplo, 
a detecção de marcadores tumorais, altamente associados com pro- 
cessos malignos e metástases, sugerirá a instituição de um tratamento 
sistêmico mais rigoroso. A monitorização de marcadores tumorais 
para a detecção de recorrência após a remoção cirúrgica do tumor é 
a segunda aplicação mais útil desse tipo de marcadores. Sabe-se bem 
que o aparecimento de grande parte dos marcadores tumorais circu- 
lantes leva alguns meses (3 a 6 meses) antes do estágio em que mui- 
tos dos procedimentos físicos poderiam ser utilizados para a detecção 
do câncer. A especificidade de marcadores tumorais não representa 
um problema para essa aplicação. A facilidade de coleta do sangue e a 
sensibilidade dos testes de marcador tumoral tornam esse processo de 
monitorização não invasiva amplamente aceito. 

A maioria dos marcadores tumorais eleva-se de maneira progressiva 
quando o tumor sofre metástase. Infelizmente, pouquíssimos mar- 
cadores tumorais possuem um claro limite de corte entre os estágios 
benignos e malignos. As proteínas que refletem os fatores de risco as- 
sociados com o processo de metástases tumorais, como proteases e 
moléculas de adesão, costumam ser os melhores marcadores para pre- 
dição do prognóstico. Contudo, a maioria desses marcadores ainda 
é mensurada nos tecidos tumorais e citosois teciduais. O achado do 
domínio extracelular da proteína c-erbB-2 no soro (Fig. 74.2) e a cor- 
relação do domínio extracelular sérico com os níveis de outros marca- 
dores tumorais séricos são animadores. Em breve, espera-se que seja 
possível mensurar esses fatores prognósticos séricos no sangue. Outra 
área de estudo intensivo consiste na exploração do uso de marcador 
sérico substituto na predição da sobrevida de paciente com câncer. 


Monitorização da resposta terapêutica 


Uma das aplicações mais úteis de marcadores tumorais envolve a 
monitorização do curso da doença, em especial durante o tratamento. 
O nível sérico de marcadores tumorais reflete o sucesso da cirurgia 
ou a eficácia da quimioterapia. A detecção de níveis elevados de al- 
gum marcador tumoral no período pós-cirúrgico indicaria a remoção 
incompleta do tumor, recorrência do quadro ou presença de metás- 
tases. A mensuração de marcadores tumorais séricos durante a qui- 
mioterapia também indica a eficácia do medicamento anticanceríge- 
no utilizado e fornece orientação para a escolha do agente terapêutico 
mais eficaz para cada caso em particular. 


Recomendações para solicitação dos testes 
de marcadores tumorais 


Ao solicitar a mensuração de marcadores tumorais como teste diag- 
nóstico adjuvante para o tratamento de pacientes com câncer, as reco- 
mendações expostas a seguir devem estar em mente para evitar o erro 
de interpretação dos resultados. 

Jamais confiar no resultado de um único teste. Em virtude da baixa 
especificidade associada com a maioria dos marcadores tumorais, é 
difícil diferenciar as doenças malignas das benignas com base no resul- 
tado de um único teste. Grande parte das elevações de marcadores tu- 
morais encontradas em doenças não malignas pode ser transitória, en- 
quanto o nível desses marcadores frequentemente permanece elevado 
ou sobe de forma contínua em casos de câncer. A solicitação de testes 
seriados pode ajudar a detectar níveis falsamente elevados em função 
desse aumento transitório. Por exemplo, níveis séricos aumentados de 
AFP podem ser detectados em pacientes com carcinoma hepatocelu- 
lar primário ou hepatopatia benigna. No entanto, em um teste subse- 
quente realizado duas semanas depois, o nível sérico de AFP permane- 
cerá elevado em pacientes com câncer, mas pode retornar ao normal 
em condições benignas. 

Na solicitação de teste seriado, não se esquecer de solicitar cada tes- 
te do mesmo laboratório, utilizando o mesmo kit de análise. Cada 
kit comercial pode gerar resultados distintos, mesmo se designados 
para o mesmo marcador tumoral. A solicitação de exame do mesmo 
laboratório também garante um desempenho mais sólido. É impor- 
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Figura 74.2 Anticorpos monoclonais anti-HER2/neu são utilizados tanto para fins 
diagnósticos quanto terapêuticos no câncer de mama. O anticorpo monoclonal 
anti-HER2 humanizado trastuzumabe (Herceptin), demonstrado com uma região 
determinante de complementaridade azul-clara, reage com uma região específica 
do epítopo de HER2 (azul-clara), causa morte de células mamárias malignas e, com 
frequência, é eficaz no tratamento do câncer de mama. Por outro lado, diferentes 
anticorpos monoclonais, que não sofrem reação cruzada com o determinante do 
trastuzumabe, reconhecem o domínio extracelular (DEC) de HER2/neu no soro após 
clivagem desse receptor de fator de crescimento por metaloprotease. Como o trastu- 
zumabe e os anticorpos monoclonais diagnósticos reconhecem epítopos diferentes 
de HER2, não há interferência na detecção de níveis séricos de HER2 em pacientes 
tratados com o trastuzumabe. DEC = domínio extracelular; M = membrana celular; 
MP = metaloprotease; DTC = domínio tirosina-quinase. 


tante garantir que qualquer alteração observada durante o processo de 
monitorização se deve a uma mudança de volume do tumor ou outras 
atividades tumorais e não à variabilidade laboratorial. 

Ter certeza de que o marcador tumoral selecionado para monitori- 
zar recorrência estava elevado no paciente antes da cirurgia. Como 
nenhum dos marcadores tumorais é 100% sensível para a detecção de 
qualquer câncer específico, é importante se certificar de que o marca- 
dor tumoral solicitado para detectar recorrência esteja elevado antes 
do procedimento cirúrgico. Do contrário, múltiplos marcadores de- 
vem ser mensurados antes da cirurgia a fim de selecionar o marca- 
dor tumoral que demonstra a maior elevação como o marcador para 
monitorização da atividade patológica. Diversos marcadores podem 
ser utilizados para monitorizar os efeitos terapêuticos em termos de 
aumento da sensibilidade. 

Considerar a meia-vida do marcador tumoral ao interpretar o resul- 
tado do teste. Antes da cirurgia, estimar o tempo necessário para que o 
nível decline ao normal ou, no caso de PSA, para um nível não detectá- 
vel, com base na meia-vida conhecida do marcador tumoral. É impor- 
tante que o sucesso da remoção cirúrgica de algum tumor, conforme 
determinado pelas concentrações de marcador tumoral, não seja ava- 
liado antes de duas semanas do pós-operatório. Se possível, é preferível 
esperar um mês inteiro para permitir que o marcador tumoral preexis- 
tente no soro tenha tempo suficiente para declinar a níveis mais baixos. 
Por exemplo, a meia-vida do PSA sérico gira em torno de 3 a 4 dias. 
Portanto, levará um período de 30 dias para que o PSA sérico a 50 ng/ 
mL caia a um nível não detectável após uma cirurgia bem-sucedida. 
Considerar a forma de remoção ou de metabolização do marcador 
tumoral na circulação sanguínea. Níveis séricos elevados de marcado- 
res tumorais são frequentemente detectados em pacientes com nefro 
ou hepatopatia, dependendo se o marcador tumoral é removido pe- 
los rins ou metabolizado pelo fígado. Por exemplo, os níveis séricos de 
CEA com frequência se encontram elevados em pacientes hepatopatas, 
já que o fígado comprometido não consegue remover esse marcador da 
circulação sanguínea com eficiência, enquanto os níveis séricos de B,- 
microglobulina (BM) muitas vezes estão aumentados em pacientes com 
insuficiência renal, pois até mesmo a pequena molécula de B,M tem difi- 
culdade de atravessar a membrana glomerular de forma normal. 
Considerar a solicitação de múltiplos marcadores para melhorar 
a sensibilidade e a especificidade do diagnóstico. Os tumores são 
constituídos de tipos heterogêneos de células. Alguns ainda podem 
permanecer normais, enquanto outros podem ser compostos de cé- 
lulas tumorais heterogêneas como resultado de diferentes sequências 
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1538 de múltiplas mutações. Cada tipo de célula pode expressar um úni- 


co marcador ou uma série de marcadores tumorais característicos. O 
mesmo marcador também pode ser produzido por diferentes tipos de 
células. Algumas células talvez nunca produzam algum marcador ex- 
clusivo. Certos tipos de câncer são heterogêneos em sua composição 
celular. Em consequência, pode haver a necessidade de mais de um 
marcador tumoral para conferir alta sensibilidade de detecção. A he- 
terogeneidade na composição celular e na porcentagem da distribui- 
ção celular de cada tumor explica por que uma série de marcadores 
tumorais pode ser necessária para atingir alta sensibilidade (> 90%) 
de detecção e a razão pela qual a sensibilidade de cada marcador difere 
entre os pacientes com câncer. A Tabela 74.2 lista múltiplos marca- 
dores tumorais associados com doenças malignas individuais; o apa- 
recimento de marcadores tumorais individuais em vários processos 
malignos está listado na Tabela 74.3. Isso explica por que nenhum dos 
marcadores tumorais empregados atualmente é 100% sensível e espe- 
cífico, bem como por que o uso de inúmeros marcadores aumentará 
a sensibilidade de detecção. Contudo, pode ser identificado um único 
padrão de vários marcadores com tumores derivados dos mesmos te- 
cidos. Portanto, a solicitação de muitos marcadores tumorais também 
pode aumentar a especificidade do teste. Por exemplo, um padrão 
específico parece estar associado com carcinomas de cólon, mama, 
ovário e pâncreas quando os quatro marcadores tumorais definidos 
por anticorpos monoclonais (i. e., CEA, CA 19-9, CA 15-3 e CA 125) 
forem mensurados de forma simultânea. Considerando-se os parâme- 
tros clínicos, essas informações são importantes, pois mais de 60% dos 
cânceres humanos diagnosticados são carcinomas derivados de células 
epiteliais (Wu, 1989). Múltiplos marcadores foram utilizados para de- 
senvolver uma estratégia de triagem mais específica em caso de cân- 
cer de ovário. O uso de CA 15-3 e CA 72-4 em combinação com CA 
125 pode aumentar a especificidade aparente da análise deste último 
marcador para distinguir doença ovariana maligna de benigna (Bast, 
1991). Outro exemplo é a combinação de CEA, CA 19-9 e CA 72-4. 
O emprego dessa combinação melhora a precisão diagnóstica de cân- 
ceres gastrintestinais (Carpelan-Holmstrom, 2002). Durante a seleção 
de inúmeros marcadores tumorais, devem ser selecionados apenas os 
marcadores complementares entre si. Muitos marcadores tumorais, 
que correm paralelamente entre si quando correlacionados com ativi- 
dades tumorais, não devem ser selecionados para esse propósito. 
Estar ciente da presença de marcadores tumorais ectópicos. A expres- 
são de marcadores tumorais está sob regulação genética. Para tumores 
benignos, os marcadores produzidos pelo tumor costumam ser especifi- 
cos às células e estão relacionados a produtos celulares normais em uma 
concentração elevada (Fig. 74.1). Se algum tumor benigno se tornar ma- 
ligno, a síntese dos marcadores proteicos pode deixar de ocorrer. Além 
disso, as proteínas que com frequência são encontradas em um estágio 
fetal precoce e não sob mecanismos regulatórios celulares normais po- 
dem vir a ser constitutivamente expressas. Essa é a razão pela qual as 
proteínas carcinoembrionárias e os marcadores tumorais ectópicos cos- 
tumam ser expressos em doenças malignas avançadas. Em outras pala- 
vras, O aparecimento de marcadores tumorais ectópicos está associado 
com prognóstico mau ou metástases. Por exemplo, altas concentrações 
séricas de AFP podem ser detectadas em pacientes com cânceres do trato 
gastrintestinal que envolvem metástases, ainda que as provas de função 
hepática permaneçam normais. A Tabela 74.4 lista alguns dos marcado- 
res ectópicos conhecidos e suas doenças malignas associadas. 

E preciso ter consciência das diretrizes recentes sobre o uso de mar- 
cadores para câncer do trato gastrintestinal e de mama, publicadas pela 
American Society of Clinical Oncology (Smith, 1999). Os membros 
dessa sociedade recomendam o autoexame de mama mensalmente e a 
mamografia anual da mama preservada e da contralateral, bem como a 
obtenção de histórico detalhado e a realização de exame físico rigoroso 
a cada 3 a 6 meses por 3 anos, depois a cada 6 a 12 meses por 2 anos e, 
depois, anualmente. Não é recomendado o uso de marcadores tumo- 
rais (como CEA, CA 15-3 e CA 27-29) para triagem, assim como cinti- 
lografias ósseas de rotina, radiografias torácicas, contagens hematoló- 
gicas, ultrassonografias hepáticas ou tomografia computadorizada. À 
American College of Physicians também publicou diretrizes clínicas a 
respeito da detecção precoce de câncer de próstata. Os membros dessa 
faculdade enfatizam a importância da triagem com PSA e da realização 
do EDR para a detecção precoce desse tipo de câncer. Embora o EDR 


não seja tão sensível quanto a triagem com PSA, esse exame é capaz de 
detectar o câncer que, sob outras condições, passaria despercebido pela 
mensuração desse antígeno (Coley, 1997a, 1997b). 

Anticorpo heterófilo. O uso de anticorpos monoclonais em imuno- 
ensaios e a aplicação clínica crescente de anticorpos monoclonais de 
camundongos para obtenção de imagens direcionadas e imunotera- 
pia geram um novo problema. Os indivíduos tratados aparentemen- 
te produzem anticorpos heterófilos contra anticorpos murinos que 
interferem em muitos dos imunoensaios para marcadores tumorais 
(Nahm, 1990), embora isso não seja um achado comum. A interferên- 
cia causada pelos anticorpos heterófilos no soro de seres humanos po- 
de aumentar ou diminuir os resultados de algum imunoensaio. Esses 
anticorpos reagem de forma similar contra os antígenos em termos 
de ligação a anticorpos associados à fase sólida e sinalizadores. Esses 
anticorpos heterófilos podem se ligar a qualquer sítio, exceto o sítio 
de ligação do analito, unindo de forma cruzada o anticorpo sinaliza- 
dor com o anticorpo de captura. Com isso, podem gerar uma falsa 
resposta do ensaio. Sabe-se que o equivalente a 15 a 40% das pesso- 
as pode ter um ou mais anticorpos heterófilos. A abordagem padrão 
para reduzir a interferência do anticorpo heterófilo é adicionar soro 
de camundongo em excesso ou imunoglobulinas inespecíficas de ca- 
mundongo ao imunoensaio. 


Marcadores tumorais individuais 


o-Fetoproteína (AFP) 


A AFP é uma proteína sérica fetal importante e também uma das 
principais proteínas carcinoembrionárias. Ela assemelha-se à albumi- 
na em muitas propriedades físico-químicas. No feto, a AFP é sintetiza- 
da pelo saco vitelino e pelos hepatócitos e, em menor grau, pelo trato 
gastrintestinal e pelos rins. A elevação da AFP pode ser encontrada em 
pacientes com carcinoma hepatocelular primário e tumores de célu- 
las germinativas derivados do saco vitelino, sendo o marcador sérico 
mais útil para o diagnóstico e tratamento de carcinoma hepatocelular 
e tumores de células germinativas (Lamerz, 1997). Contudo, a AFP 
também se encontra transitoriamente elevada durante a gravidez e em 
muitas doenças hepáticas benignas. Em função da alta prevalência de 
câncer de fígado na China e em outros países no sudeste da Ásia, o 
teste de AFP é utilizado com sucesso na triagem de carcinoma hepato- 
celular nessa região do mundo. Os testes tanto de AFP quanto de hCG 
são úteis para reduzir os erros de estadiamento clínico em pacientes 
com alguns tumores testiculares e auxiliam no diagnóstico diferen- 
cial de vários tumores de células germinativas. Como um aumento de 
fucosilação da AFP (daí, a reatividade da lectina de lentilha da AFP 
sérica) foi encontrado em casos de carcinoma hepatocelular primá- 
rio, a determinação da reatividade da lectina de lentilha da AFP séri- 
ca se mostrou útil não só para diferenciar o carcinoma hepatocelular 
primário de doenças hepáticas benignas mas também para fornecer 
um sinal precoce indicativo de que o carcinoma hepatocelular pode 
começar a se desenvolver em pacientes hepatopatas. Embora a neces- 
sidade da triagem de rotina com AFP necessite de mais estudos, um 
único estudo indica que a triagem combinada com AFP e ultrassono- 
grafia resulta em aumento da sensibilidade de 75 para quase 100% na 
detecção de carcinoma hepatocelular de pacientes com hepatite Be € 
(Izzo, 1998; Gebo, 2002). Por fim, a AFP é oferecida atualmente para 
triagem pré-natal em busca de defeitos do tubo neural e, em conjunto 
com B-hCG livre e estriol não conjugado, para síndrome de Down 
(Cuckle, 2000; Yamamoto, 2001). 


Fatores angiogênicos 


Angiogénese consiste na formação de vasos sanguíneos in situ, en- 
volvendo os processos ordenados de migração, proliferação e diferen- 
ciação de células vasculares. A formação de vasos sanguíneos também 
é importante na patogênese de crescimento rápido e metástase de tu- 
mores maciços. Foram identificados vários fatores angiogênicos, tais 
como fator de crescimento ácido e básico de fibroblastos (bFGF), des- 
crito no Capítulo 75, angiogenina e fator de crescimento endotelial 
vascular (VEGF) (Folkman, 1992). No soro de pacientes com doença 
maligna, já foram encontrados fatores angiogênicos e antiangiogênicos 


Tabela 74.2 Marcadores tumorais sorológicos associados com doenças malignas 


Doença maligna 


Tumores neuronais 

Tumor cerebral 

Neuroblastoma 

Tumores da cabeça e do pescoço 

Carcinoma de células escamosas 

Sistema endócrino 

Tumores hipofisários 

Tumores hipofisários-adrenais 

Síndrome de Cushing 

Hipercalcemia da malignidade 

Tumores pancreáticos endócrinos: 
Gastrinoma 


Glucagonoma 
Insulinoma 


Carcinoma medular da tireoide 
Microadenomas (hipofisários) 
Neoplasias endócrinas múltiplas 
Câncer papilar e folicular da tireoide 
Tumores da paratireoide 

Síndrome de Zollinger-Ellison 
Feocromocitoma 

Tumores hipofisários 

Sistema ósseo e musculoesquelético 
Osteossarcomas 

Câncer de mama 

Câncer de mama 

Sistema pulmonar 

Carcinoma broncogênico 

Câncer de pulmão (NSC) 

Tumores carcinoides 

Câncer de células em grão de aveia 
Sistema gastrintestinal 

Câncer colorretal 

Carcinoma gástrico 

Carcinoma hepatocelular 
Carcinoma pancreático 

Vipoma (pâncreas) 

Sistema geniturinário 

Câncer de bexiga 

Tumor não seminomatoso do testículo 
Carcinoma prostático 

Carcinoma de células renais 
Câncer de testículo 

Tumores ginecológicos 

Câncer do colo uterino 

Carcinoma ovariano 
Coriocarcinoma 

Tumores placentários 

Câncer uterino 

Teratoblastoma 


Principal marcador 


Desmosterol 
VMA 


CYFRA 21-1 


Hormônio de crescimento 
Cortisol 
ACTH 
Peptídeo relacionado ao PTH 
Polipeptídeo pancreático: 
Gastrina 
Glucagon 
Insulina 
Calcitonina 
Prolactina 
Cromogranina À 
Tireoglobulina 
PTH-intacto 
Gastrina 
Metanefrina 
BhCG livre 


Fosfatase alcalina 
HER2/neu, CA 15-3 
Prolactina 


CYFRA 21-1, NSE 
Histamina, ADH, bradicinina 


ACTH, ADH, CEA, CK-BB, NSE, bombesina, calcitonina 


CEA 

CA 72-4 
AFP 

CA 19-9 
VIP 


Antigeno-T, inibidor da uroquinase, TPA, citoqueratinas 


AFP 
PSA 
Renina, eritropoetina, IL-4, PGA 
hCG 


SCC 
CA 125 
hCG 
hCG 
SCC 
AFP 


Processos malignos hematoldgicos e linfomas 
Leucemia linfocitica cronica de células-B TdT 


Processos malignos de células-B 
Mieloma múltiplo 

Leucemia mielógena crônica 
Leucemia de células pilosas 
Doença de Hodgkin 

Leucemia 


BM 

Proteína de Bence-Jones 
TdT 

Receptor de IL-2 
LASA-P, ferritina 

TdT 


Outros marcadores 


Poliaminas 
HVA, NSE, cistationina, ferritina, metanefrinas 


IGF-I 


Catecolaminas livres, DHEA, 17-cetosteroides, prolactina 


Endorfina, lipotropina 


Cromogranina AC-peptideo, proteína ligadora | do IGF-| 


NSE 


Cromogranina A, catecolaminas plasmaticas 
FSH, LH, prolactina, TSH 


CYFRA 21-1, CEA, calcitonina 


ACTH, CK-BB, calcitonina, CA 72-4, CEA, AFP, Ferritina, LASA-P, TPA 


CA 19-5, CA 19-9, CA 72-4, NSE 


CA 19-9, CA 50, CEA, ferritina, CK-BB, hCG, LASA-P, pepsinogénio I! 
CEA, ferritina, rGT, ALP, TPA, y-glutamiltransferase 
CA 19-5, CA 50, CA 72-4, CEA, CK-BB, ADH, ALP 


Glicosaminoglicanos, uroplaquinas 
hCG 
PAP, racemase 


PLAP, Oct3/4 


CA 125, CEA, TPA 


UGF, inibina, AFP, isozima amilase, CEA, CK-BB, hCG 


a-hCG livre, CA 15-3, PTH, NSE, prolactina 
hCG, ferritina 
B.M sérica, LASA-P 


BoM 


ALP, B5M, ferritina, LDH, proteína básica da mielina, adenosina desami- 


nase, PNP 
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Tabela 74.2 Marcadores tumorais sorológicos associados com doenças malignas (continuação) 


Doença maligna Principal marcador Outros marcadores 


Linfoma BM 
Mieloma múltiplo 
Doença de Waldenstrôm 





TdT, Ki-67, LASA-P 

Cadeia leve e pesada de imunoglobulina Proteína de Bence-Jones, BM, IgA 
Imunoglobulinas IgM BoM 

Melanoma 

Antigeno de melanoma 


LASA-P associado ao melanoma, L-dopa Proteina C-reativa 


Sistema endorreticular 


Tumores esplénicos Ferritina 
Outras 
Sarcoma BM 
9 B.M = B,-microglobulina; ACTH = hormônio adrenocorticotrófico; ADH = hormônio antidiurético; AFP = a-fetoproteina; ALP = fosfatase alcalina; CEA = antígeno carcinoembrionário; 
zm CK-BB = isozima BB da creatina quinase; DHEA = deidroepiandrosterona; FSH = hormônio foliculoestimulante; hCG = gonadotrofina coriônica humana; IGF = fator de crescimento 
© insulino-símile; IL = interleucina; LASA-P = ácido siálico associado a lipídeo no plasma; LDH = lactato desidrogenase; LH = hormônio luteinizante; NSC = células não pequenas do pul- 
E mão; NSE = enolase neurônio-específica; PAP = fosfatase ácida prostática; PGA = prostaglandina A; PLAP = fosfatase alcalina placentária; PNP = purina nucleosídeo fosforilase; 
is PTH = paratormônio; rGT = gama-glutamil transpeptidase; SCC = carcinoma de células escamosas; TPA = ativador do plasminogênio tecidual; TSH = hormônio tireoestimulante; 
Oo be VIP = polipeptideo intestinal vasoativo; UGF = fator de crescimento uterino; VMA = ácido vanililmandélico. 
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Marcador tumoral 





a-Fetoproteina 
B-hCG 
B,-Microglobulina 


B-Gonadotrofina coriônica humana 
Proteína de Bence-Jones 
Bombesina 

Proteina C-reativa 

CA 15-3 

CA 19-9 

CA 72-4 

CA 125 

CA 549 

CA M26 

Calcitonina 

Antígeno carcinoembrionário 
Oncoproteina c-erbB-2 
Cromogranina À 


CYFRA 21-1 

DHEA 

Ferritina 

Galactosiltransferase 

Isozima Il da galactosiltransferase 
Gastrina 

Her2/neu 

Gonadotrofina coriônica humana 


Ácido hialurônico 

Imunoglobulina A 

Fator de crescimento | insulino-símile 
Receptor de interleucina-2 
Imunoglobulinas 

Inibina 

17-cetosteroides 


Doença maligna associada 
Doença de maior importância 
Carcinoma hepatocelular primário 
Tumores hipofisários 

Neoplasias das células-B 


Coriocarcinoma 

Mieloma múltiplo 

Câncer de células em grão de aveia 
Melanoma 

Câncer de mama 

Carcinoma pancreático e gástrico 
Carcinoma gástrico 

Carcinoma ovariano 

Câncer de mama 

Câncer de mama 

Carcinoma medular 

Carcinoma colorretal 

Carcinoma mamário 
Feocromocitoma, neuroblastoma 


Carcinoma de células escamosas do pulmão 


Câncer suprarrenal/hipofisário 
Leucemia mielocítica aguda 
Câncer ovariano 

Câncer pancreático 
Gastrinoma 

Ver oncoproteina c-erbB-2 
Coriocarcinoma 


Mesotelioma 

Mieloma múltiplo 

Câncer hipofisário 

Leucemia 

Mieloma múltiplo 

Tumores de células da granulosa 
Câncer suprarrenal/hipofisário 


Doença de menor importância 


Teratoblastomas do ovário e dos testículos 


Mieloma múltiplo, linfoma de células-B, leucemia linfocítica crônica de células-B e 
sarcoma de células reticulares; macroglobulinemia de Waldenstrôm 
Cânceres (não seminomatosos) do testículo, tumores trofoblásticos 


Vários carcinomas 
Vários carcinomas 
Vários carcinomas 
Vários carcinomas 


Câncer da tireoide, câncer de fígado, câncer renal 

Vários carcinomas 

Vários carcinomas 

Neoplasias endócrinas múltiplas, câncer de células pequenas do pulmão, tumores 
carcinoides 


Linfoma de Hodgkin, neuroblastoma e vários carcinomas, teratoblastoma 
Síndrome de Zollinger-Ellison 
Carcinoma gástrico, ovariano e mamário; tumores de células germinativas ou 


trofoblásticas, câncer de testículo 


Insulinoma 


Linfoma do Mediterrâneo, macroglobulinemia de Waldenstrôm, linfoma maligno 


(Morelli, 1998). Os níveis séricos de bFGF e VEGF refletem a expres- 
são desses fatores em determinados tumores (Poon, 2003; Granato, 
2004). O significado de VEGF sérico elevado em pacientes com câncer 
foi avaliado em vários estudos, incluindo carcinomas mamário, ova- 


riano, hepatocelular, colorretal e renal, além de sarcoma de tecidos 
moles. Os altos valores séricos do VEGF em pacientes com câncer de 
ovário foram correlacionados com diferenciação e metástase do cân- 
cer e, de maneira mais significativa, com tempo médio de sobrevida 


Tabela 74.4 Marcadores tumorais ectópicos 


Marcador Tumor 


Carcinoma gastrintestinal, renal, vesical e ovariano 

Tumores endócrinos (células de ilhotas, carcinoide, me- 
dular da tireoide, feocromocitoma); carcinoma pulmonar, 
mamário e ovariano 

Tumores endócrinos (células de ilhotas, carcinoide, medular 
da tireoide, feocromocitoma); câncer de próstata 


a-Fetoproteina 
Calcitonina 


Cromogranina A 


a-hCG livre Carcinoma colorretal e tumores endócrinos pancreaticos 
hCG Carcinoma gastrico e pancreatico, hepatoma, carcinoma 

ovariano, tumor de células germinativas do testiculo 
Tireoglobulina Carcinoma diferenciado da tireoide 





hCG = gonadotrofina coriénica humana. 


mais curto (Alvarez Secord, 2004; Harlozinska, 2004; Li, 2004). Além 
disso, o alto nível sérico do VEGF foi associado com sobrevida mais 
curta em carcinoma de células renais (Ljungberg, 2003) e carcinoma 
de cólon (De Vita, 2004). 


B,-Microglobulina (B,-M) 


B;-M corresponde à cadeia leve constante do antígeno de histocom- 
patibilidade humano (HLA, human histocompatibility locus antigen, 
antígeno leucocitário humano), expresso na superfície de grande parte 
das células nucleadas. O peso molecular da B,-M é de apenas 11,8 kDa. 
A B,-M é eliminada no líquido extracelular e aumenta não só em tu- 
mores maciços mas também em doenças linfoproliferativas (incluindo 
leucemia linfocítica crônica de células-B, linfoma não Hodgkin e, sobre- 
tudo, mieloma múltiplo) (Wu, 1986). A concentração sérica de B,-M 
correlaciona-se com atividade linfocítica, tornando essa microglobulina 
um marcador satisfatório para processos malignos linfoides da linhagem 
das células-B. Esse marcador já foi usado como indicador de resposta 
do paciente ao tratamento (Haferlach, 1997). Os níveis de B,-M no LCE 
são úteis para detectar metástases no sistema nervoso central (SNC). Há 
relatos de que o nível sérico de B,-M se encontra elevado em 75% dos 
pacientes com mieloma múltiplo (Kyle, 2003), sendo um marcador útil 
para o acompanhamento da eficácia terapêutica dessa doença. 


Antígeno carcinoembrionário (CEA) 


A CEA é uma glicoproteína com peso molecular de aproximada- 
mente 200 kDa. É a primeira das chamadas proteínas carcinoembrio- 
nárias e foi descoberta por Gold e Freedman em 1965. O CEA ainda 
é o marcador tumoral mais utilizado para câncer gastrintestinal nos 
dias atuais, mas a maioria dos ensaios desse antígeno substituiu anti- 
corpos antiCEA policlonais por monoclonais. 

Originalmente se acreditava que o CEA fosse um marcador espe- 
cífico para câncer colorretal, mas se verificou que ele é um marcador 
inespecífico em outros estudos. Os níveis de CEA podem estar ele- 
vados em cânceres de mama, pulmão e fígado, entre outros. Estudos 
com esse antígeno demonstraram que os marcadores tumorais po- 
dem ser utilizados para acompanhar os pacientes durante a terapia e 
detectar a recorrência após uma cirurgia bem-sucedida. A associação 
entre concentração sérica altamente elevada de marcador tumoral, 
metástases e prognóstico mau também foi descoberta por meio de es- 
tudos com CEA. Níveis elevados desse marcador antes da ressecção 
de câncer de cólon podem ser sugestivos de prognóstico desfavorável. 
Níveis declinantes durante o tratamento sugerem resposta à terapia, 
enquanto níveis crescentes indicam evolução da doença. No entanto, 
as decisões clínicas a respeito do tratamento das doenças não podem 
ser tomadas com base apenas nos níveis de CEA (Mitchell, 1998). Co- 
mo o fígado é responsável pela metabolização do CEA, a ocorrência de 
dano hepático pode comprometer a depuração desse antígeno e levar 
ao aumento dos níveis na circulação sanguínea. Em alguns pacientes, 
observaram-se concentrações elevadas de CEA após quimiorradiote- 
rapia. Por essa razão, foi recomendado que esse marcador deva fazer 
parte do sistema de estadiamento do American Joint Committee on 


Cancer (AJCC) (Compton, 2000). O CEA pode ser usado como mar- 
cador para monitorização de câncer colorretal (Bast, 2001). Contudo, 
um valor preditivo positivo baixo para o diagnóstico em pacientes 
assintomáticos limita o uso disseminado desse marcador na triagem. 
Outros marcadores tumorais genéticos estão sendo utilizados com 
maior frequência. Por exemplo, o fator transformador do crescimento 
(TGF, transforming growth factor)-a, o fator de crescimento de fibro- 
blastos e a oncoproteina Ras estão sempre elevados em casos de câncer 
colorretal e sofrem declínio após ressecção cirúrgica. Mais recente- 
mente, foi demonstrado que mutações dos genes de reparo de DNA (p. 
ex., hMSH2, hMLHI e hMSH6) estejam associadas com câncer color- 
retal hereditário não polipoide. Estudos clínicos adicionais para cor- 
relacionar os níveis séricos de expressão e mutação nesses genes pode- 
riam gerar uma ferramenta diagnóstica e prognóstica mais satisfatória. 


CA 15-3 e CA 27-29 


Esses antígenos correspondem a sequências de mucinas chamadas 
mucinas epiteliais polimórficas (PEMs, polymorphic epitelial mucins) 
que, frequentemente, são superexpressas nas superfícies celulares de 
células glandulares malignas, como ocorre em câncer de mama, mas 
quantidades crescentes são liberadas na circulação onde podem ser 
detectadas, tornando-as úteis como marcadores tumorais. O núcleo 
polipeptídico da PEM contém um domínio citoplasmático composto 
por 69 aminoácidos e outro domínio extracelular muito maior consti- 
tuído por repetições em tandem de 20 aminoácidos, que variam entre 
os indivíduos; no entanto, diferentes alelos do gene MUC1 humano 
pode codificar entre 25 e 100 ou mais repetições em tandem. Uma 
grande parte da molécula é composta por carboidrato, e o grau de gli- 
cosilação é variável, tornando a PEM muito heterogênea em termos 
de estrutura (Klee, 2004). 

O determinante antigênico do CA 15-3 é identificado por dois anti- 
corpos monoclonais distintos. O ensaio utiliza um anticorpo mono- 
clonal (AcM) conjugado de fase sólida, o AcM 115D8, para capturar o 
antígeno MAM-6 no plasma humano, além de um AcM DF3 marcado 
como anticorpo de detecção. O AcM 115D8 foi preparado contra gló- 
bulo de gordura de leite desnatado humano, enquanto o preparo do 
AcM DF3 foi feito contra a linhagem celular de carcinoma mamário 
MCF-7. O antígeno CA 15-3 está presente em uma série de adenocar- 
cinomas, como de mama, cólon, pulmão, ovário e pâncreas. 

O CA 15-3 é um marcador mais sensível e específico para monitorizar 
a evolução clínica de pacientes com câncer de mama metastático (Cani- 
zares, 2001). Os níveis de CA 15-3 aumentam com os estágios mais ele- 
vados do câncer de mama (Bast, 2001). Além disso, o CA 15-3 pode ser 
utilizado para predizer desfechos adversos em pacientes com câncer de 
mama (Gion, 2002; Kumpulainen, 2002; Duffy, 2004). Contudo, a sen- 
sibilidade (23%) e a especificidade (69%) relativamente baixas (Chan, 
2001) para detectar a presença de câncer de mama têm limitado o uso 
desse marcador. O CA 15-3 também pode estar elevado em casos de 
hepatite crônica, cirrose hepática, sarcoidose, tuberculose e lúpus erite- 
matoso sistêmico, bem como em pacientes fumantes (Tondini, 1988). O 
CA 27-29, outro antígeno associado ao marcador de mucina MUCI, é 
um marcador levemente mais sensível para câncer de mama, em compa- 
ração ao CA 15-3. A FDA aprovou tanto o CA 15-3 quanto o CA 27-29 
para monitorizar a terapia de câncer de mama avançado ou recorrente. 


CA 19-9, CA 50 e CA 19-5 


CA 19-9 é o primeiro marcador tumoral de um grupo de novos epí- 
topos, incluindo CA 125, CA 15-3 e CEA, definidos por anticorpos 
monoclonais. Esses novos kits monoclonais detectam epítopos recém- 
-descobertos e foram planejados para substituir as mensurações de CEA 
policlonal para vários carcinomas. O ensaio em busca de CA 19-9 men- 
sura um determinante antigênico de carboidrato expresso em uma mu- 
cina de alto peso molecular. O CA 19-9 é um epítopo, definido como 
lacto-N-fucopentose II sialilada, identificada pelo AcM 1116NS-199. A 
molécula, portadora do epitopo CA 19-9, aparece sob a forma de muci- 
na nos soros de pacientes com cancer, mas sob a forma de gangliosideo 
nas células tumorais. O CA 19-9 também está relacionado a substâncias 
do grupo sanguíneo de Lewis. Apenas o antígeno sérico de pacientes 
com câncer pertencente ao grupo sanguíneo Le (a b*) ou Le (a*b”) será 
positivo para o CA 19-9. Além do CA 19-9, os marcadores CA 19-5 e 
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CA50 também são definidos por anticorpos monoclonais, um pouco 
diferentes do CA 19-9. O CA 19-9 pode estar elevado em pacientes com 
câncer colorretal, gástrico e pancreático. O epítopo relacionado ao CA 
50 é muito similar aquele do CA 19-9, mas carece do resíduo de fuco- 
se, o mesmo epítopo encontrado em indivíduos negativos para o grupo 
sanguíneo de Lewis (a b”). As concentrações séricas de CA 19-9 não só 
estão frequentemente muito elevadas em carcinomas gástricos e pan- 
creáticos mas também são úteis para monitorizar o êxito da terapia e 
para detectar a recorrência nesses pacientes com câncer. No entanto, 
relata-se que os marcadores CA 19-9 e CA 50 se complementam em 
carcinomas pancreáticos e outros carcinomas: o uso simultâneo desses 
marcadores aumentará a sensibilidade na detecção dessas doenças ma- 
lignas. O CA 19-5 é detectado pelo AcM CC3C-195 de camundongo e 
ainda reage com epítopos Le’ e sialil-Le*. O CC3C-195 liga-se com alta 
afinidade ao antígeno do grupo sanguíneo Le? sialilada, mas exibe uma 
afinidade mais baixa com a forma não sialilada. Altos níveis séricos de 
CA 50 e CA 19-5 também podem ser encontrados em pacientes com 
carcinomas colônicos, pancreáticos e hepatocelulares. Em pacientes 
com hepatopatia benigna, podem ocorrer resultados falso-positivos, 
possivelmente atribuídos à colestase nesses pacientes (Wu, 1992). 


CA 125 


CA 125 constitui outro determinante antigênico definido por algum 
AcM e também está associado com uma glicoproteína semelhante à 
mucina de alto peso molecular (> 200 KDa). O CA 125 é expresso por 
mais de 80% dos carcinomas ovarianos epiteliais não mucinosos, sen- 
do encontrado em grande parte dos carcinomas serosos, endometrio- 
ides e células claras do ovário (Jacobs, 1989). Entretanto, os pacientes 
submetidos à quimioterapia podem exibir um falso declínio do antí- 
geno CA 125, e um resultado negativo nem sempre descarta a recor- 
rência do tumor. O CA 125 também é usado clinicamente para acom- 
panhamento de tumores uterinos (> 60% estão elevados) e benignos, 
inclusive endometriose. Estudos recentes revelaram grande aumento 
da sensibilidade do CA 125 sérico em combinação com outros marca- 
dores, utilizando a tecnologia de proteoma, demonstrada por vários 
estudos (discutidos em detalhes nos próximos capítulos) (Jacobs, 2004; 
Lu, 2004; Zhang, 2004). Foram realizados estudos para a aplicação 
de CA 125 sérico em outras doenças cancerosas (p. ex., linfoma não 
Hodgkin, câncer de pulmão) e não malignas (p. ex., cirrose hepática) 
(Ando, 2003; Xiao, 2003; Zidan, 2004); tais estudos revelaram aumen- 
to dos níveis de CA 125 nos soros desses pacientes. 


CA 72-4 


O ensaio de CA 72-4 detecta um antígeno associado a adenocarci- 
noma humano semelhante à mucina, o TAG-72, que corresponde a 
uma molécula complexa semelhante à mucina de alto peso molecular 
(> 10º Da). Como a TAG-72 pode ser detectada tanto nos epitélios 
fetais quanto nos soros de pacientes com vários carcinomas, consi- 
dera-se que essa molécula também seja uma proteína carcinoembrio- 
nária. Contudo, apenas uma elevação sérica moderada de CA 72-4 é 
encontrada na maioria dos carcinomas. Atualmente, considera-se que 
o CA 72-4 seja um marcador útil para o tratamento de pacientes com 
carcinoma gástrico e colorretal. O CA 72-4 foi proposto como mar- 
cador específico para ocorrência tumoral de câncer gástrico ressecá- 
vel (Marrelli, 2001) e marcador prognóstico em termos de sobrevida 
(Gaspar, 2001). Há relatos de que o CA 72-4 seja um marcador prog- 
nóstico independente quanto à sobrevida em câncer colorretal (Lou- 
himo, 2002) em análise multivariada com B-hCG e CEA. 


Calcitonina 


Calcitonina é um dos hormônios peptídicos circulantes que pode fi- 
car elevado em pacientes com alta taxa de renovação (turnover) óssea 
associada com metástases esqueléticas. Esse hormônio pode sofrer au- 
mento ectópico em carcinomas broncogênicos e também pode estar 
elevado em carcinoma medular da tireoide. 


Cromogranina A 


Cromogranina À é a principal proteína solúvel dos grânulos de cro- 
mafins. À cromogranina A e as catecolaminas são liberadas da medula 


suprarrenal sob estimulação do nervo esplâncnico. Todavia, a cromo- 
granina À não está confinada às células cromafins da medula suprar- 
renal e dos neurônios simpáticos. Essa proteína também está presente 
em vários órgãos neuroendócrinos. Altos níveis séricos de cromogra- 
nina A podem ser detectados em feocromocitoma (Giovanella, 2002), 
carcinoma medular da tireoide e carcinoma de células pequenas do 
pulmão (Ma, 2003). É interessante notar que o aumento dos níveis 
séricos de cromogranina A é detectado em cânceres epiteliais com di- 
ferenciação neuroendócrina, como câncer de próstata, mama, ovário, 
pâncreas e cólon (Wu, 2000). 

O câncer de próstata com diferenciação neuroendócrina constitui 
uma área ativa de estudo. Níveis mais altos de cromogranina À sérica 
estão associados com câncer de próstata pouco diferenciado (Isshiki, 
2002). Essa proteína também sofre aumento após terapia de bloqueio 
androgênico e terapia sistêmica com radionuclídeos (Ferrero-Pous, 
2001) para câncer de próstata. Além disso, foi observada associação 
entre o aumento da cromogranina À e a metástase de câncer pros- 
tático (Tarle, 2002). A terapia de privação androgênica intermitente 
pode reduzir os níveis da cromogranina À e, como consequência, a 
diferenciação neuroendócrina do câncer de próstata (Sciarra, 2003). 


Fragmento da citoqueratina 19 


O fragmento da citoqueratina 19 (CYFRA 21-1) é um fragmento do 
filamento intermediário dessa citoqueratina encontrado no soro. Esse 
fragmento corresponde à subunidade de um filamento intermediário 
de citoqueratina expresso em epitélios simples e suas contrapartes 
malignas. Os estudos de CYFRA 21-1 sérico elevado concentraram-se 
no câncer de mama e no carcinoma de células escamosas do pulmão. 
Foi relatado que o CYFRA 21-1 tem sensibilidade de 60, 64,2 e 89% 
para a detecção do câncer de mama em estágio IV, recorrência e me- 
tástase, respectivamente. A probabilidade de sobrevida em pacientes 
com câncer primário, a recorrência após cirurgia e a resposta após 
quimioterapia foram correlacionadas com níveis séricos pré-opera- 
tórios elevados de CYFRA 21-1 em pacientes com câncer de mama 
(Nakata, 2000, 2004). Também foi demonstrado que o CYFRA 21-1 
reflete a massa tumoral em múltiplos estudos com correlação ao es- 
tágio do tumor, à sobrevida ao paciente, ao papel preditivo em tra- 
tamento cirúrgico para doença em estágio precoce e à quimioterapia 
para câncer de células não pequenas do pulmão em estágio avançado. 
Em um único estudo de carcinoma de células escamosas da cabeça 
e do pescoço, o aumento do CYFRA 21-1 pós-radioterapia ou qui- 
mioterapia foi explorado como um indicador precoce de metástase à 
distância (Kuropkat, 2002). O CYFRA 21-1 não se encontra elevado 
em pacientes com pneumopatia não neoplásica, incluindo pneumo- 
coniose e doença obstrutiva das vias aéreas (Schneider, 2003). 


Gonadotrofina coriônica humana 


Gonadotrofina coriônica humana, um membro da família dos hor- 
mônios glicoproteicos, é sintetizada e secretada por células trofoblás- 
ticas da placenta, além de ser um hormônio heterodimérico composto 
de subunidades q: e B unidas por uma ligação não covalente e ligadas 
internamente por pontes dissulfeto. Os ensaios atuais conduzidos 
com anticorpos monoclonais estão disponíveis para detectar hCG in- 
tacto, hCG “clivado” (um hCG parcialmente degradado, que carece 
de ligações peptídicas entre os aminoácidos nas posições 44 e 45 ou 47 
e 48), subunidade q do hCG, subunidade e núcleo § do hCG (B-hCG 
residual, resíduos 6 a 40 unidos por pontes dissulfeto a resíduos 55 a 
92 do B-hCG) (Berger, 2002, Birken, 2003). As células trofoblásticas 
tanto malignas quanto não malignas sintetizam e secretam não apenas 
o dímero Q, biologicamente ativo, mas também as subunidades q e B 
não combinadas (ou livres). Além do dímero intacto, uma subunida- 
de , livre do hCG foi detectada no soro de mulheres durante o início 
da gravidez e em pacientes com tumores malignos (descritos com de- 
talhes no Cap. 25). 

A mensuração da subunidade f livre é útil para a detecção de recor- 
rência ou metástase de coriocarcinoma nos momentos em que o hCG 
intacto puder permanecer normal. A análise das subunidades do hCG 
sérico é particularmente proveitosa para o tratamento de pacientes 
com tumores de células germinativas (von Eyben, 2003). Contudo, al- 
tos níveis de hCG podem ser encontrados em tumores trofoblásticos, 


coriocarcinoma e tumores testiculares. Mais de 60% dos pacientes 
com tumores não seminomatosos de células germinativas e 10 a 30% 
dos pacientes com seminomas apresentam B-hCG livre elevado. 

O câncer testicular seminomatoso contém hCG e B-hCG intactos 
ou subunidades O livres em quantidades iguais. Por essa razão, há ne- 
cessidade de apenas um único ensaio para monitorização desses pa- 
cientes. Por outro lado, somente o hCG ou as subunidades do hCG 
podem ser encontrados em pacientes com cânceres não seminomato- 
sos. À mensuração das subunidades livres e do hCG intacto aumen- 
tará a sensibilidade do teste para esses pacientes com cânceres não 
seminomatosos. 

Em cerca de 30% dos pacientes com outros tipos de câncer (in- 
clusive câncer urotelial), ocorre produção ectópica de B-hCG livre, 
mas apenas o B-hCG livre e seu respectivo produto de degradação, 
o nticleo-B, foram detectados nessas amostras clínicas. O a-hCG ec- 
tópico é um marcador de processo maligno em tumores endócrinos 
pancreáticos (Ma, 2003). Esforços recentes na preparação de um novo 
reagente de referência da Organização Mundial de Saúde para hCG 
(HCG, hCG-a e hCG-B) e suas moléculas relacionadas podem dimi- 
nuir a reação inespecífica e aumentar a precisão do exame clínico de 
hCG (Bristow, 2005). 


Oncoproteína HER2/neu (c-erbB-2) 


O oncogene HER2/neu (c-erbB-2) refere-se a uma proteína trans- 
membrana de 185 kDa da família de receptores da tirosina-quinase e 
será amplamente discutido no Capítulo 75. Esse oncogene exibe ho- 
mologia estrutural e funcional com o receptor do fator de crescimen- 
to epidérmico (EGFR), contendo domínios intracelular, transmem- 
brana e extracelular (Fig. 74.2). Foi descoberto que o HER/neu está 
elevado nos soros de pacientes com diversos tipos de câncer de células 
epiteliais, incluindo cânceres mamário, pulmonar, colorretal e ova- 
riano. O ensaio imunossorvente ligado à enzima (ELISA) mensura os 
níveis do c-erbB-2 circulante, denominado p105 ou HER2 sérico que, 
por sua vez, constitui o ectodomínio (Fig. 74.2). Aqui, será enfatizado 
que, em pacientes com câncer de mama, o HER2/neu sérico é mais 
importante como marcador prognóstico e preditivo. No momento do 
diagnóstico inicial, o HER2/neu sérico apresenta-se elevado em ape- 
nas 5 a 10% dos pacientes com câncer de mama. Foi demonstrada a 
associação de aumento do HER2/neu sérico antes da terapia adjuvan- 
te com ampliação do volume tumoral, grau do tumor e positividade 
dos linfonodos. Os níveis do HER2/neu pré e pós-quimioterapia po- 
dem servir como marcador prognóstico de sobrevida livre de doença e 
sobrevida global (Hayes, 2001; Saghatchian, 2004). Além disso, os ní- 
veis séricos do HER2/neu correlacionam-se com a resposta à quimio- 
terapia (que inclui agentes quimioterápicos, antagonistas hormonais 
e Herceptin [trastuzumabe], um anticorpo anti-HER2/neu); os níveis 
mais altos predizem resposta terapêutica mais curta, enquanto níveis 
baixos sugerem respostas terapêuticas mais prolongadas ou completas 
(Colomer, 2000; Harris, 2001; Lipton, 2002; Bethune-Volters, 2004; 
Luftner, 2004). Como o HER2/neu também sofre superexpressão e/ou 
ampliação em casos de câncer ovariano, prostático, gástrico e carcino- 
mas brônquicos, esse marcador pode ser utilizado como alvo terapéu- 
tico nesses tipos de cancer (Agus, 2000). 

Atualmente, há dois ensaios ELISA aprovados pela FDA para de- 
tecção de HER2 circulante sérico, utilizando anticorpos monoclonais, 
um por ensaio com placas de microtitulação (Oncogene Science) e 
outro por algum instrumento automatizado (Bayer Diagnostics). De 
maior importância, o teste de HER2/neu sérico não sofre interferência 
por anticorpos heterófilos e, sobretudo, pelo AcM terapêutico trastu- 
zumabe, porque diferentes epítopos antigênicos são o alvo (Fig. 74.2). 


p53 


O marcador p53 (descrito com detalhes no Cap. 75) é uma fosfo- 
proteína nuclear de 53 kDa e um regulador negativo de crescimento 
celular. Esse marcador atua como supressor tumoral, induzindo à ex- 
pressão de produtos gênicos responsáveis pela inibição ou interrupção 
dos processos de crescimento e proliferação celulares. A capacidade da 
proteína p53 de regular a transcrição de seus genes-alvo baseia-se em 
sua atividade ligante ao DNA específica à sequência desse nucleotídeo 
e na presença de algum domínio capaz de ativar a transcrição quando 


ligado ao domínio ligante de DNA da proteína-alvo p53. É o domínio 
ligante de DNA que parece ser sensível à ruptura por mutação, embora 
a maioria das lesões associadas com cânceres humanos ocorra dentro 
desse domínio. Foi descoberto que o gene responsável pela codificação 
da proteína p53 sofra mutação em cerca de metade de quase todos os 
tipos de cânceres que se originam de um amplo espectro de tecidos. 
Em virtude de sua meia-vida curta (20 minutos), a proteína p53 do 
tipo selvagem não é detectável na circulação sanguínea (Malkin, 1990; 
Harris, 1993). Contudo, as técnicas moleculares atuais, como PCR/ 
SSCP (descritas com detalhes na Seção VIII), são capazes de detectar 
mutações no gene p53. A presença de anticorpo anti-p53 no soro facili- 
tou a detecção de p53 sorologicamente anormal. De maior significado, 
a presença desse anticorpo no soro está associada com a expressão de 
mutações da proteína p53 e apresenta correlação positiva com o grau 
de malignidade do câncer (assunto abordado no Cap. 75). 


Peptídeo relacionado ao paratormônio 


As concentrações plasmáticas do peptídeo relacionado ao parator- 
mônio (PTH-RP, parathyroid hormone-related peptide) estão elevadas 
na maioria dos pacientes com hipercalcemia associada ao cancer. O 
PTH-RP é secretado por tumores associados com hipercalcemia. As 
formas circulantes do PTH-RP nesses pacientes incluem um peptí- 
deo aminoterminal grande e outro carboxiterminal com homologia 
estreita de sequência a paratirina (paratormônio [PTH)). O mecanis- 
mo pelo qual o PTH-RP induz à hipercalcemia envolve a ligação e a 
ativação de receptores que também se ligam ao PTH. A mensuração 
das concentrações dos PTH-RPs pode ser útil no diagnóstico dife- 
rencial de hipercalcemia relacionada à malignidade e associada com 
hiperparatireoidismo primário, sarcoidose, toxicidade da vitamina D 
ou vários processos malignos (incluindo carcinomas renais, vesicais e 
ovarianos, além daqueles de células escamosas). É preciso notar que 
pacientes com função renal comprometida, mas sem hipercalcemia 
ou câncer, podem apresentar concentrações plasmáticas elevadas do 
PTH-RP (Burtis, 1990). 


Antígeno prostático-específico 


O PSA (prostate-specific antigen), membro da família de genes das 
calicreínas (proteases de serinas), é sintetizado exclusivamente nas cé- 
lulas epiteliais da glândula prostática. A expressão do PSA nessas célu- 
las é regulada pelo receptor androgênico. Em virtude de seu alto grau 
de especificidade tecidual, o PSA talvez seja o marcador tumoral mais 
utilizado descoberto até então. A faixa normal de referência é de 0 a 
4 ng/mL. A sensibilidade do câncer e a especificidade tecidual do PSA 
tornam esse antígeno o marcador tumoral mais útil disponível para a 
triagem e o tratamento de câncer de próstata. A falta de especificidade 
do câncer, na distinção entre câncer de próstata e lesões não malignas 
dessa glândula, é o principal obstáculo do PSA. Condições benignas, 
como hiperplasia prostática benigna, prostatite aguda e infarto, tam- 
bém podem ser correlacionadas com níveis séricos elevados de PSA. 

O PSA serve como um excelente marcador tumoral na triagem, no 
diagnóstico, na predição do risco de câncer e na recorrência de câncer 
de próstata. Desde sua descoberta em 1980 no soro de pacientes com 
câncer de próstata (Papsidero, 1980), o PSA foi submetido a intensas 
pesquisas e uso clínico na triagem, detecção e monitorização desse tipo 
de câncer. O PSA e suas várias formas são utilizadas com o objetivo de 
orientar as decisões clínicas para futuras biópsias teciduais diagnósti- 
cas, resultando em aumento da detecção de câncer prostático, sobre- 
tudo em homens jovens. O uso do PSA para detectar câncer de prós- 
tata também culminou em uma redução no número de cânceres dessa 
glândula descobertos apenas em estágios tardios, ou seja, nos momen- 
tos em que já ocorreram metástases, de um valor em torno de 30% de 
todos os casos recém-diagnosticados até quase 10% de todos esses ca- 
sos (Cooperberg, 2004). A triagem anual com PSA é recomendada pela 
American Urological Association e pela American Cancer Society para 
todos os homens com mais de 50 anos de idade. Além disso, em virtu- 
de de sua especificidade tecidual, o ensaio do PSA é particularmente 
útil para monitorizar o sucesso de prostatectomia cirúrgica. A remo- 
ção completa da próstata deve resultar em níveis indetectáveis de PSA, 
enquanto a ressecção incompleta da glândula (sem doença persisten- 
te) pode culminar em níveis mensuráveis desse antígeno. No entanto, 
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prolongado. Qualquer aumento no PSA mensurável após prostatecto- 
mia radical bem-sucedida indicaria recorrência ou metástase de câncer 
de próstata. É preciso notar a possível ocorrência de aumento transitó- 
rio e modesto do PSA durante a realização de radioterapia, o que não 
deve ser erroneamente interpretado como evolução da doença. 

Inúmeros estudos sugerem que mais de 80% (em alguns estudos, 
> 90%, p. ex., DeSoto-LaPaix, 2003) de pacientes com cancer de prós- 
tata são diagnosticados com essa condição a partir de níveis séricos 
do PSA acima de 4 ng/mL. Como a hiperplasia prostática benigna e 
a prostatite aguda também induzem a níveis séricos elevados de PSA, 
foi constatado que cerca da metade dos pacientes com valores acima 
de 4 ng/mL desse antígeno não apresentam câncer de próstata à bióp- 
sia, mesmo com níveis significativamente altos (1. e., superiores a 10 ng/ 
mL). Esses estudos, portanto, sugerem que o PSA tem sensibilidade de, 
no mínimo, 80% e especificidade em torno de 50%. Contudo, também 
foi descoberto que por volta de 20% das biópsias a princípio negativas, 
quando repetidas em um período de 3 anos, ficam positivas (DeSoto- 
-LaPaix, 2003). Dessa forma, a especificidade do PSA pode ser mais alta, 
admitindo-se que as biópsias negligenciaram alguma lesão maligna e 
que um novo processo maligno não ocorreu no período de 3 anos. 

Por outro lado, o valor de corte de 4 ng/mL não distingue suficien- 
temente os pacientes com e sem câncer de próstata, inclusive os casos 
agressivos (Schroder, 2000; Horninger, 2002; Punglia, 2003; Thomp- 
son, 2004). Em um estudo recente (Thompson, 2004), foi verificado 
que, em um grande grupo de mais de 1.000 pacientes acompanhados 
anualmente com níveis séricos de PSA e biópsias de próstata, acima de 
25% tinham câncer de próstata, alguns deles com altos escores de Glea- 
son, e níveis séricos de PSA abaixo de 4 ng/mL, muitos deles com níveis 
de PSA inferiores a 2 ng/mL. Esse resultado sugere que o uso do valor de 
corte de 4 ng/mL para o PSA limita a sensibilidade desse antígeno para 
cerca de 75%, o que chega perto do valor de 80% obtido em outros es- 
tudos. Esse estudo não conseguiu revelar se os valores de PSA no grupo 
de 25% com câncer de próstata comprovado por biópsia, mas negativo 
para o nível sérico de PSA, subiriam e, em caso afirmativo, em que in- 
tervalo de tempo. Ironicamente, conforme discussão prévia, as primei- 
ras biópsias também falham na detecção do câncer de próstata em qua- 
se 20% das vezes. Na verdade, a repetição das biópsias é com frequência 
realizada em decorrência de valores elevados e crescentes de PSA. 

Uma solução para o dilema de detectar a presença de câncer de prós- 
tata em pacientes, cujos níveis séricos de PSA são menores que 4 ng/mL, 
é trocar o corte para valores mais baixos (Punglia, 2003) e, de fato, mui- 
tos kits comerciais de teste do PSA disponíveis atualmente são capazes 
de detectar níveis séricos desse antígeno abaixo de 0,1 ng/mL. Infeliz- 
mente, isso não induz ao declínio substancial da especificidade do PSA, 
diminuindo com isso o valor preditivo positivo desse antígeno e a pos- 
sibilidade de uso para a detecção dessa doença na triagem de pacientes. 

Diversas abordagens foram desenvolvidas para aumentar a sensibi- 
lidade e a especificidade do PSA na detecção do câncer de próstata. 
Primeiro, conforme mencionado previamente, o uso do PSA sérico 
em combinação com EDR ou ultrassom transretal da próstata resul- 
ta em aumentos na sensibilidade e na especificidade (Catalona, 1991; 
Brawer, 1992). Além disso, as frações de PSA, ou seja, livre e ligada, 
são utilizadas para aumentar a sensibilidade e a especificidade do nível 
sérico elevado desse antígeno no diagnóstico de câncer de próstata. 


PSA livre, PSA complexado e porcentagem 
de PSA livre 


O PSA é capaz de se unir sob a forma de complexos com vários 
inibidores das proteases endógenas, incluindo &,-antiquimotripsina 
(ACT) e 0,-macroglobulina (a qual se liga de forma covalente). Em 
consequência disso, o PSA sérico existe em grande escala (até 90% 
do PSA total) (Vessella, 1997) no soro, na forma de complexo, como 
PSA-ACT (PSA-q-antiquimotripsina) (Christensson, 1993). 

Foi constatado que, em câncer de próstata, em geral há um aumento 
na concentração sérica de PSA ligado e uma diminuição correspon- 
dente no PSA não ligado ou livre (Parsons, 2004). Assim, foram desen- 
volvidos imunoensaios que quantificam o PSA ligado ou livre. Com 
base nesses ensaios, foi descoberto que a mensuração do PSA comple- 
xado (unido com ACT) por via direta não só elimina muitos proble- 
mas técnicos associados com os ensaios do PSA mas também melhora 


a diferenciação entre hiperplasia prostática benigna e câncer de prós- 
tata (Wu 1994, 1998), aumentando com isso a especificidade do teste 
(Parsons, 2004). Por outro lado, a mensuração do PSA livre (PSAI) e o 
cálculo da porcentagem do PSAI (% do PSAI = [PSAI/PSA total] x100), 
que possui uma relação inversa com o risco de câncer de próstata (Po- 
lascik, 1999), é utilizada para ajudar a diferenciar a hiperplasia prostá- 
tica benigna do câncer de próstata, aumentando também a especifici- 
dade do teste e reduzindo as biópsias desnecessárias em pacientes com 
esse tipo de hiperplasia. De maior importância, a relação de PSA livre 
melhora a especificidade de detecção do câncer de próstata em homens 
com níveis de PSA entre 4 e 10 ng/mL, diminuindo também as bióp- 
sias desnecessárias. Ademais, o PSA livre pode ser útil como indicador 
de morbidade do câncer de próstata (Polascik, 1999; Ito, 2003). Alguns 
estudos também revelaram que a porcentagem do PSAI pode ser usada 
para predizer o câncer de próstata em pacientes com PSA abaixo de 
4 ng/mL (Djavan, 1999, Horninger, 2002). Uma advertência é que o 
PSA livre está sujeito à degradação rápida em temperaturas iguais ou 
superiores a 4°C. O intervalo de tempo recomendado desde a coleta 
da amostra até a realização do ensaio deve ser inferior a 3 horas e a 
amostra, armazenada e enviada a —70°C (Woodrum, 1996). De modo 
geral, o câncer de próstata está associado com altos níveis de PSA com- 
plexado e baixa porcentagem de PSAI (< 6%) (Catalona, 1995), mas 
relações mais altas de PSA livre (> 23%) costumam estar associadas 
com hiperplasia prostática benigna. 

Existem vários ensaios para mensurar o PSA livre e complexado, 
dos quais alguns deles estão resumidos na Figura 74.3. Quando o PSA 
está ligado, certos determinantes antigênicos ficam “incrustados” pela 
proteína a qual se liga (sobretudo ACT). Obviamente, esses determi- 
nantes antigênicos ficam expostos no PSA livre, de modo que os an- 
ticorpos contra os determinantes “incrustados” do PSA complexado 
detectarão apenas o PSA livre. Por outro lado, alguns determinantes 
são expostos tanto no PSA livre quanto na forma complexada e po- 
dem ser detectados por anticorpos contra esses determinantes, permi- 
tindo a determinação do PSA total. Por fim, alguns anticorpos agem 
contra o determinante incrustado do PSA, assim como bloqueiam o 
determinante exposto comum. Esses anticorpos reagem somente com 
o PSA livre por se ligar ao determinante incrustado, mas também blo- 
queiam o sítio comum exposto. Atualmente, na presença desse anti- 
corpo bloqueador, adiciona-se outro anticorpo que reage apenas com 
o determinante exposto comum. Os únicos determinantes expostos 
comuns encontram-se no PSA complexado. Assim, essa abordagem 
de anticorpos duplos, utilizando anticorpo de bloqueio e anticorpo de 
detecção, quantifica o nível de PSA complexado. 


Tempo de duplicação, velocidade e densidade do PSA 

O tempo requerido para que o valor de PSA dobre é conhecido co- 
mo tempo de duplicação do PSA. Foi demonstrado que esse tempo de 
duplicação do PSA é capaz de predizer a recorrência após prostatec- 
tomia radical em pacientes com câncer de próstata independente de 
androgênios (Lee, 2003; Loberg, 2003). 

A taxa de aumento do PSA com o passar do tempo, ou seja, a veloci- 
dade do PSA (Carter, 1992), corresponde à diferença do PSA dividida 
pelo número de anos. Foi comprovado que uma velocidade de PSA 
igual ou superior a 0,75 ng/ano é forte indicador de câncer com espe- 
cificidade de 95% (Carter, 1992). Mais recentemente, demonstrou-se 
que a velocidade do PSA pode ser de grande utilidade para predizer 
o risco de câncer de próstata quando os níveis desse antígeno se en- 
contram entre 2,0 e 4,0 ng/mL (Fang, 2002). Isso é em particular útil 
para predizer o risco de câncer e orientar a necessidade de biópsia da 
próstata em pacientes com valor de PSA baixo a normal (2,0 a 4,0 ng/ 
mL). Em um estudo recente, foi evidenciado que os pacientes com 
velocidade do PSA pré-operatório acima de 2,0 ng/mL podem apre- 
sentar um risco relativamente alto de morte por câncer de próstata 
(D’Amico, 2004). Isso é um achado notável, pois o câncer de próstata 
provoca mortalidade significativa, embora um grande número de pa- 
cientes com esse tipo de câncer morra por outras causas. Embora esses 
estudos demonstrem um método de identificação das formas agres- 
sivas do câncer de próstata, há necessidade de estudos randomizados 
de coorte de maior escala para validar essas observações. A velocida- 
de do PSA pré-operatório não é um bom parâmetro em termos de 
grau, estágio ou recorrência do câncer de próstata (Freedland, 2001). 
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Figura 74.3 Três ensaios para o antígeno prostático-específico (PSA). Em A, está demonstrado que o PSA existe nos estados livre (L) e complexado (C). Alguns de seus determi- 
nantes antigênicos (em azul na figura) estão incrustados no estado complexado. Esses determinantes estão expostos no estado livre. Por outro lado, conforme ilustrado em B, há 
determinantes comuns (de cor vermelha na figura) que ficam expostos tanto no PSA complexado quanto na forma livre. Anticorpos contra esses determinantes comuns detec- 
tarão o PSA total (formas livre + complexada). Como os determinantes de cor azul são expostos apenas no PSA livre, conforme demonstrado em C, os anticorpos contra esses 
determinantes detectarão apenas a forma livre desse antígeno. Por fim, conforme exibido em D1, foram desenvolvidos anticorpos contra o determinante de cor azul do PSA livre, 
que também bloqueiam o determinante de cor vermelha. Dessa forma, os anticorpos contra o determinante de cor vermelha, que é comum tanto para o PSA livre quanto para 
aquele complexado, reagirão apenas com o PSA complexado, conforme indicado em D2. Essa é a base do ensaio da Bayer para detecção de PSA complexado. 














A densidade do PSA é uma medida da relação do PSA total com o 
volume da glândula prostática, conforme mensurado pela ultrassono- 
grafia transuretral; densidades do PSA superiores a 0,15 indicam uma 
probabilidade elevada de câncer de próstata, exatamente o oposto à 
hiperplasia prostática benigna (Polascik, 1999). 

O PSA, portanto, é um biomarcador útil para câncer de próstata e 
pode se tornar ainda mais útil em termos diagnósticos, empregando-o 
em conjunto com outros métodos, como EDR, e quantificando suas 
frações (forma complexada e livre). 


Teste de sangue oculto e marcadores proteicos 
mutantes nas fezes 


Talvez o teste mais familiar para triagem de câncer em pacientes se- 
ja o de sangue oculto nas fezes, realizado no consultório médico em 
amostras fecais obtidas pelo exame digital do reto (EDR). Esse teste 
é efetuado com certa frequência como parte dos check-ups anuais na 
maioria dos pacientes. No ambiente ambulatorial hospitalar, é mais 
comum o paciente obter uma amostra fecal para execução do teste 
após evacuação. É lógico que a ideia é a de que, se o sangue for desco- 
berto nas fezes, pode ser que a presença de tumor colônico seja a causa 
e, nesse caso, a realização de mais exames, como colonoscopia, é forte- 
mente recomendada. O teste para pesquisa de sangue oculto nas fezes 
baseia-se na capacidade de a porção heme da hemoglobina catalisar 
a oxidação do ácido guaiacônico composto incolor (daí o nome, tes- 
te de guáiaco) na presença de H,O, em uma quinona azul altamente 
conjugada. Em geral, o ácido guaiacônico é impregnado em uma fita 
ou suporte sólido, e a amostra fecal, colocada sobre uma pequena par- 
te dessa fita. É evidente que esse método é um teste inespecífico, pois 
o sangue nas fezes pode ser provocado por uma série de causas não 
malignas, tais como hemorroidas, colite, diverticulite e traumatismo 
local à região perianal, diminuindo a especificidade desse teste. Resul- 
tados falso-positivos para esse teste também são causados por fatores 
exógenos, como fibras de carne provenientes da ingestão desse ingre- 
diente e bismuto presente nas preparações de antiácidos, como Pepto- 
-Bismol. Além disso, a capacidade desse método de detectar a presen- 
ça de câncer de cólon depende de alguns fatores, como a existência 
e o grau de hemorragia advinda do câncer, a localização do câncer 
(quanto mais próximo ao reto, maior a probabilidade de detecção) e o 
padrão de crescimento (p. ex., é mais provável que tumores exofíticos 
sejam detectados do que os não exofíticos). A sensibilidade do teste de 
sangue oculto nas fezes está entre 15 e 30%. Esse teste é muito menos 





eficaz que a colonoscopia, o método definitivo de detecção do câncer 
de cólon. Contudo, a pesquisa de sangue oculto nas fezes oferece a 
vantagem de não ser um método invasivo; porém, essa vantagem é 
reduzida com a “colonoscopia virtual” baseada na varredura do cólon 
por tomografia computadorizada (TC). 

Em consequência disso, há um esforço para criar testes não inva- 
sivos nas amostras fecais — testes estes que tenham maior sensibili- 
dade e especificidade do que a pesquisa de sangue oculto nas fezes. 
Conforme será discutido no capítulo seguinte, vários genes mutantes 
responsáveis pela codificação de proteínas envolvidas no controle do 
ciclo celular foram muito implicados como fatores causais vitalmente 
relevantes do câncer de cólon. Esses genes incluem o gene ras mutante 
(estrutura do Kirsten ou variedade-K), o gene p53 mutante, o gene 
da polipose adenomatosa do colo (APC) e o produto gênico BAT-26, 
associados com a instabilidade de microssatélites. Todos esses ge- 
nes mutantes são oncogenes no câncer de cólon. As técnicas padro- 
nizadas da reação em cadeia da polimerase via transcriptase reversa 
(RT-PCR), discutidas na Seção VIII, estão disponíveis para detectar 
mutações em qualquer uma ou em todas essas proteínas. Além dis- 
so, também foi constatado que o DNA “longo”, supostamente resul- 
tante de apoptose desordenada das células cancerígenas em câncer de 
cólon, ocorre em uma série de cânceres desse segmento intestinal. Se 
uma quantidade suficiente de células cancerígenas do câncer de cólon 
se desprender para o lúmen, um ou mais dos genes mutantes men- 
cionados anteriormente (e/ou o DNA longo) podem ser descobertos, 
possibilitando a detecção não invasiva desse tipo de câncer. 

Utilizando essa abordagem, um estudo cooperativo envolvendo o 
Colorectal Cancer Study Group foi recentemente concluído; nesse es- 
tudo, foram inscritos mais de 5.000 pacientes, porém mais de 2.000 
foram submetidos à avaliação completa quanto à presença de câncer 
de cólon, utilizando teste de sangue oculto nas fezes, pesquisa de múl- 
tiplos oncogenes nas fezes e colonoscopia (Imperiale, 2004). Todos 
os pacientes tinham 50 anos de idade ou mais (média 69,5 anos). Os 
resultados revelaram que a metodologia genética à base de RT-PCR 
resulta em taxas significativamente mais altas de detecção do que o 
teste de sangue oculto nas fezes. Em geral, a taxa de detecção de ade- 
nocarcinoma foi de 51,6% para a triagem genética e de 12,9% para 
a triagem por sangue oculto nas fezes. De modo interessante, foram 
detectados adenomas avançados em 15,1% dos casos na triagem ge- 
nética e 10,7% na triagem por sangue oculto nas fezes. Como essa 
condição pode ser considerada um precursor de malignidade franca, 
ambos os métodos parecem ter taxas similares de detecção precoce. 
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segundo o sistema de estadiamento TNM (Tumor-Node-Metastasis, 
tumor-linfonodo-metástase) por triagem genética foi de 53,3%, e de 
6,7% para triagem por sangue oculto nas fezes, sugerindo que o pri- 
meiro método é substancialmente mais eficaz na detecção de câncer 
colônico real em seus estágios precoces. De modo surpreendente, foi 
descoberto que ambos os testes possuem taxas de falsa positividade 
aparentes similares em condições de pólipos menores (7,6 vs. 4,8% 
para teste genético e teste de sangue oculto nas fezes, respectivamen- 
te) e a condição de ausência de pólipos à colonoscopia (5,6 vs. 4,8% 
para teste genético e teste de sangue oculto nas fezes, respectivamen- 
te). Embora esse estudo tenha certas desvatangens, como um núme- 
ro muito pequeno de pacientes com cânceres e adenomas avançados 
com displasia de alto grau, desvio da idade da população até 65 anos 
de idade ou mais e falta de informações a respeito dos intervalos 
apropriados de teste para a abordagem genética, esses resultados são 
animadores e justificam a realização de mais estudos sistemáticos uti- 
lizando essa abordagem. 


Considerações finais e perspectivas futuras 


Em suma, uma molécula, quase sempre uma proteína, pode ser 
utilizada como marcador tumoral, contanto que a alteração de sua 
concentração reflita atividade da célula tumoral. A avaliação da utili- 
dade clínica de cada marcador tumoral baseia-se em sua sensibilidade 
e especificidade. Há uma clara tendência para melhorar a especifici- 
dade e a sensibilidade do teste por meio da solicitação de múltiplos 
marcadores tumorais. Contudo, há controvérsias a respeito de qual e 
como muitos marcadores tumorais devem ser incluídos em um painel 
de doenças malignas. Vários marcadores tumorais novos, abordados 
nos capítulos subsequentes, estão surgindo no horizonte. Esses mar- 
cadores tumorais consistem em oncoproteínas, proteínas supressoras, 
moléculas de adesão, ciclinas e fatores angiogênicos. Tais marcadores 
diferem, sobretudo, dos marcadores tumorais utilizados atualmente 
em sua associação com vias metabólicas conhecidas específicas ou 
reações fisiológicas. A maioria dos marcadores tumorais emprega- 
dos hoje em dia para o tratamento de pacientes não é associada com 
qualquer reação biológica específica conhecida. Dentro do possível, 
a mensuração desses novos marcadores tumorais fornecerá informa- 
ções sobre defeitos mais específicos, que ajudarão no planejamento de 
terapias mais eficientes. O melhor exemplo é o uso bem-sucedido de 
Herceptin (um AcM humanizado contra o ectodomínio do receptor 
c-erbB-2) em pacientes com câncer de mama metastático. 


Genômica e proteômica sorológica como poten- 
ciais biomarcadores de câncer 
A tecnologia atual abriu novas diretrizes na busca de marcadores sé- 


ricos adequados para triagem, diagnóstico e prognóstico precoces do 
câncer, bem como para monitorização da resposta terapêutica. Esse 
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EK ) PONTOS-CHAVE 
D e Como resultado do vasto progresso obtido muito 
recentemente no sequenciamento de todo o genoma 
humano e no esclarecimento das vias envolvidas na tumorigênese, 
ficou claro que o mau funcionamento de proteínas mutantes é a 
principal causa de cânceres em seres humanos. 
e Essas proteínas — fatores de crescimento, receptores dos fatores de 
crescimento, proteínas G como p21'*, proteínas quinases ativadas 
por mitógenos (MAPKs) e proteínas nucleares como Myc, Fos, Jun 
e p53 — são críticas nas vias de transdução de sinal, cujos sinais de 
proliferação provenientes dos fatores de crescimento na membrana 
celular são transduzidos até o núcleo e estimulam a divisão celular. 





e As mutações nessas proteínas resultam em substituições ou 
deleções de aminoácidos, que as tornam permanentemente ativadas. 
As mutações nos domínios reguladores dos genes responsáveis pela 
codificação dessas proteínas podem resultar em superexpressão 
proteica, o que também pode culminar em sinalização mitogênica 
contínua. 

e Essas proteínas e os anticorpos que as combatem podem ser 
utilizados para se detectar a presença de cânceres em estágios 
precoces e até mesmo predizer a ocorrência futura dessa doença nos 
pacientes. 

e A detecção dessas proteínas mutadas podem ser prontamente 
alcançada por meio de ensaio imunossorvente ligado à enzima 
(ELISA), de Western blotting, e de espectroscopia de massa. 

e Isso tem dado origem a todo um novo campo da proteômica, 

isto é, na detecção dessas proteínas e do DNA que as codifica, no 
sangue e em outros fluidos corporais de pacientes. 


e Embora as proteínas mutadas de transdução de sinal estejam 
envolvidas em muitos cânceres humanos diferentes, parece haver 
padrões de expressão de proteínas mutadas que tipificam cânceres 
específicos. 
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Como resultado do vasto progresso obtido muito recentemente 
no sequenciamento de todo o genoma humano e no esclarecimento 
das vias envolvidas na tumorigênese, ficou claro que o mau funcio- 
namento de proteínas mutantes é a principal causa de cânceres em 
seres humanos. Isso deu origem a um novo campo da tecnologia 
proteômica, ou seja, a detecção dessas proteínas aberrantes no san- 
gue e em outros líquidos corporais dos pacientes. O presente capítulo 
explica essas novas abordagens e enfatiza que muitas dessas proteínas 
aberrantes estão, na verdade, envolvidas na transmissão de sinais de 
proliferação nas vias de transdução de sinal, das quais as mais pro- 
eminentes foram abordadas. Os principais objetivos deste capítulo 
são explicar nossa compreensão sobre as vias de transdução de sinal 
na proliferação celular; como diferentes proteínas mutantes nessas 
vias podem causar sinalização anormal de proliferação contínua, que 
levam à transformação celular; como essas proteínas e seus anticorpos 
podem ser utilizados para detectar a presença de cânceres e até mesmo 
predizer a ocorrência futura da doença nos pacientes; e refletir sobre 
como essas novas proteínas fortemente associadas a diferentes tipos 
de câncer foram descobertas e podem ser utilizadas para a detecção 
desses cânceres em estágios precoces. 


Biologia celular e mitogênese 


O controle do processo de divisão celular em células eucarióticas, 
especialmente nas formas superiores de vida, é vital para os proces- 
sos de proliferação e diferenciação celular. O delicado equilíbrio entre 
esses dois processos é regulado por inúmeras proteínas que interagem 
na célula para garantir sua manutenção. Praticamente todas essas pro- 
teínas, muitas das quais são críticas na regulação do ciclo celular, são 
codificadas por oncogenes. Mutações em oncogenes podem resultar na 
produção de proteínas que ficam permanentemente ativadas na esti- 
mulação dos processos de crescimento e proliferação celular (como a 
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1550 proteína p21 codificada pelo gene ras) ou ficam inativas na inibição 


da proliferação celular (como a proteína p53). Ambos os eventos dão 
origem às células tumorais malignas. O conhecimento não só da exis- 
tência desses oncogenes e de suas oncoproteinas codificadas mas tam- 
bém dos mecanismos pelos quais eles exercem seus efeitos resultou em 
uma nova série de ensaios altamente sensíveis para oncogenes mutados 
e suas proteínas mutantes codificadas. Os ensaios que utilizam méto- 
dos de amplificação, como reação em cadeia da polimerase (PCR) para 
oncogenes mutados são abordados na Seção VIII. Neste capítulo, dis- 
cutiremos como a detecção de proteínas oncogênicas, ou oncoproteí- 
nas, que ocorrem no soro de pacientes com tumores malignos possibi- 
lita a formulação do diagnóstico de processo maligno, muitas vezes em 
um estágio precoce de desenvolvimento do tumor. Como o encontro 
de níveis elevados de qualquer uma dessas oncoproteinas ou formas 
mutadas dessas proteínas no soro humano indica a provável presença 
de algum tumor maligno. Essas proteínas também são mencionadas 
neste capítulo como marcadores tumorais. 

A oncogénese, o processo pelo qual as células normais se tornam 
malignas, envolve múltiplas etapas que, em geral, podem ser classi- 
ficadas em iniciação e promoção do tumor. A mitogênese por si só 
é um processo de múltiplas etapas que começa na membrana celular 
como resultado da ativação de algum receptor de fator de crescimen- 
to; isso, então, ativa outras proteínas da membrana e do citosol, bem 
como moléculas de segundo mensageiro, que transduzem o “sinal” 
mitogênico até o núcleo. 


Vias de transdução de sinal 


Foram elucidadas diversas etapas das vias de transdução de sinal — 
etapas estas que são invocadas na transdução de sinal desencadeado por 
fator de crescimento até o núcleo; no entanto, muitas das etapas envol- 
vidas não são completamente compreendidas. A Figura 75.1 resume 
uma via bem-estabelecida para a via de sinalização mitogênica induzida 
pelo oncogene ras. Essa figura mostra que, ao ser ativado por seu fator 
de crescimento, o receptor do fator de crescimento ativa várias proteí- 
nas intermediárias (Grb-2 e SOS) que, por sua vez, ativam as proteínas 
G essenciais (i. e., proteínas ligadoras de trifosfato de guanosina [GTP]), 
conhecidas como p21™. Essa proteína de 21 kDa ligada à membrana, 
contendo 189 aminoácidos, é ativada quando a proteína SOS leva à liga- 
ção de GTP no lugar de GDP. Em seu estado ativado (ligado ao GTP), 
a p21™ ativa diretamente o gene raf (Moodie, 1993; Stokoe, 1994), o 
qual, por sua vez, induz uma cascata sequencial de proteínas-quinases, 
começando com a MEK quinase (conhecida antigamente como MAP 
quinase quinase) e a proteína quinase ativada por mitógeno (MAP) 
codificada pelo gene ERK, conforme ilustrado na Figura 75.1. 

A MAP quinase ativa diretamente os fatores de transcrição nucle- 
ar, sendo um deles o Fos. Essa importante proteína forma um com- 
plexo heterodimérico com outro fator de transcrição nuclear, o Jun, 
que é diretamente ativado pela Jun quinase (JNK). O complexo Fos- 
-Jun, também chamado de AP1, liga-se a regiões específicas do DNA 
genômico, levando à transcrição de proteínas mitogênicas, como as 
ciclinas. A transcrição dessas proteínas é bloqueada pela proteína p53 
antioncogênica (Fig. 75.1), que induz ainda mais a transcrição de pro- 
teínas antimitóticas, como Bax e Waf, indutoras de apoptose. 

Também ilustradas na Figura 75.1 estão várias outras proteínas nucle- 
ares importantes codificadas por oncogenes, como Myc, uma proteína 
de 75 kDa superexpressa no linfoma de Burkitt. Essa proteína oncogê- 
nica não está diretamente na via de transdução de sinal mediada pelo 
gene ras. É interessante observar que certas linhagens celulares, quando 
transfectadas com o oncogene ras ou com o oncogene myc, não sofrem 
transformação celular, mas apenas quando transfectadas por ambos os 
oncogenes ao mesmo tempo. Esses resultados indicam que os onco- 
genes ras e myc podem ser interdependentes e constituem excelente 
exemplo prototípico da natureza de múltiplas fases da oncogênese. 

Um aspecto central dos eventos de transdução de sinal resumidos 
na Figura 75.1 é que as cascatas de ativação são ordenadas e estão sob 
controle regulatório estrito. Assim, por exemplo, enquanto a SOS ativa 
a Ras-p21, a proteína ativadora da GTPase (GAP) provoca a hidrólise 
do GTP ligado à Ras-p21, causando sua inativação (Fig. 75.1). A MEK 
ativada promove regulação (modulação) negativa da SOS, diminuin- 
do a troca de GDP/GTP pela Ras-p21 (Holt, 1996). 
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Figura 75.1 Esquema de alguns dos componentes conhecidos da via de 
transdução de sinal ras, que começa (parte superior, à esquerda) quando um fator 
de crescimento se liga a seu receptor celular. A explicação dos demais eventos 

está no texto. DAG = diacilglicerol; GAP = proteína ativadora de GTPase, que 
promove hidrólise de GTP em GTP ligado a p21; grb-2 = a proteína adaptadora 
que concomitantemente une a proteína p21 e a proteína ou o fator de troca do 
nucleotídeo guanina, SOS; PI3K = fosfoinositol-3-hidroxiquinase, uma enzima que 
induz à síntese de IP3 e está envolvida em muitos aspectos da transdução de sinais 
mitogênicos; IP3 = trifosfato de inositol; MAP-2 quinase = proteína quinase ativada 
por mitógeno ou proteína quinase-2 associada a microtúbulos (MAP-2K na figura, 
também chamada de ERK); myc, fos e jun = oncogenes nucleares que codificam 
proteínas nucleares; NMP = proteínas da matriz nuclear; PKC = proteína quinase C; 
PLC = fosfolipase C; Raf-1 = proteína p74 codificada por oncogene, que atua como 
quinase responsável pela fosforilação de outra quinase de massa molecular de 43 
kDa, conhecida como MAP-2 quinase quinase, MEK (conforme ilustrada na figura, 
ou MAP-KK na figura); proteína p21-ras, p21'=, definidas no texto. 


Se uma ou mais proteínas nas vias, como aquela exibida na Figura 
75.1, sofrerem mutação a tal ponto de não serem inibidas, a sinali- 
zação mitogênica contínua torna-se possível, induzindo finalmente 
a ocorrência da neoplasia. Quanto mais mutações desse tipo ocorre- 
rem, maior será a probabilidade de que a célula sofra transformação 
maligna. Dessa forma, lesões progressivas na via mitogênica podem 
corresponder a múltiplas etapas na carcinogênese. 

A Tabela 75.1 resume os mecanismos pelos quais cada tipo de ele- 
mento de transdução de sinal leva à transformação celular, começan- 
do com os fatores de crescimento, evoluindo para os receptores dos 
fatores de crescimento, depois para as proteínas G e as cascatas de 
proteínas quinases e, por fim, para as proteínas nucleares. Esses meca- 
nismos são tratados com mais detalhes em cada seção deste capítulo, 
dedicado a essas diferentes proteínas de transdução de sinal. 


Oncoproteínas na detecção de tumor 


A detecção de proteínas mutadas das vias de transdução de sinal ou de 
altos níveis das proteínas do tipo selvagem no soro ou nos líquidos cor- 
porais é fortemente sugestiva de neoplasia. Portanto, muitos ensaios para 
diferentes oncoproteínas estão disponíveis atualmente na forma de kit, 
incluindo ensaio imunossorvente ligado à enzima (ELISA, enzime-linked 
immunoassays) para o fator transformador do crescimento (TGF, trans- 
forming growth factor)-a e o fator de crescimento de fibroblastos (FGF, 


Tabela 75.1 Mecanismos para indução de carcinogênese por 
elementos da via mitogênica 


Elemento da via Mecanismo de ação 


1. Fatores de 
crescimento 


pe 


Superprodução pela célula nos meios circundantes 
Interação de fatores de crescimento com receptores 
de alta afinidade 


Ss 


2. Receptores dos a. 
fatores de 
crescimento b. 


Superexpressão, que levam à alta concentração 

de dimeros 

Perda de domínio extracelular, resultando em 

dimerização permanente de receptores dos 

fatores de crescimento e sinalização contínua 

c. Substituições de aminoácidos no domínio 

transmembrana, induzindo à dimerização 
permanente 

3. Proteínas a. 

citosólicas 


Superexpressão de proteínas G e proteínas 

quinases normais 

b. Substituições de aminoácidos que 
permanentemente mudam de conformação para 
uma forma ativada 

c. Mutações que removem os domínios reguladores 

das quinases 

Superexpressão das proteínas de transcrição e 

replicação 

b. Mutações nas proteínas antioncogênicas que as 
inativam 

c. Mutações que removem os domínios reguladores 


4, QOncoproteinas a. 
nucleares 


fibroblast growth factor), as proteínas dos receptores de fator de cresci- 
mento EGFr e HER-2/Neu, a Ras-p21, bem como as proteínas nucleares 
p53, Myc e NMP22 das empresas Oncogene Science (Uniondale, NY, 
EUA), Triton Bioscience (Houston, TX, EUA) e Matritech (Newton, 
MA, EUA). Uma série de estudos também emprega a técnica de Western 
blotting ou immunoblotting, descrita em outra parte desta obra. 

Inúmeros estudos documentaram alterações na expressão de oncoge- 
ne, oncoproteína ou fator de crescimento em termos de RNA mensagei- 
ro (mRNA, messenger RNA) ou proteína no tecido tumoral, em compa- 
ração com tecido normal (Pimentel, 1989; Brandt-Rauf, 1998; Pincus, 
2003). Vários estudos avaliaram a expressão de oncoproteína ou fator de 
crescimento em líquidos biológicos, como urina ou efusões (derrames), 
e demonstraram a viabilidade do uso desses peptídeos e proteínas como 
marcadores quanto à presença de neoplasia (Niman, 1985; Yeh, 1989). 
Estudos subsequentes confirmaram esses achados iniciais, resultando no 
uso clínico desses marcadores para detecção da presença de neoplasia. 

Estudos recentes revelaram que os oncogenes por si só podem ser 
detectados nos líquidos corporais de pacientes com diferentes tipos de 
câncer. Com o advento das técnicas de microarray (microarranjos), 
tanto para a expressão de quanto para a detecção de proteínas, agora 
é possível analisar a presença de múltiplos oncogenes e oncoproteí- 
nas nos líquidos corporais de pacientes com câncer, especialmente no 
soro. Foi desenvolvida uma nova abordagem paralela para a triagem 
do câncer; nela, as amostras séricas são submetidas a espectroscopia de 
massa e análise de padrão que detecta a presença de proteínas expres- 
sas exclusivamente no sangue de pacientes com câncer. 

O foco deste capítulo, portanto, estará na identificação de diferentes 
oncoproteínas e fatores de crescimento, nos genes responsáveis pela 
codificação dessas proteínas e nos líquidos corporais (soro, plasma 
ou urina) em pacientes com câncer ou sob risco de desenvolvimento 
dessa doença. 

A Tabela 75.2 exibe um resumo de alguns dos muitos (> 50) onco- 
genes conhecidos e suas funções na célula. Aqueles para os quais há 
ensaios comerciais disponíveis estão indicados com um asterisco. 


Fatores de crescimento 


Como vários fatores de crescimento supostamente desempenham 
um papel para influenciar a proliferação celular durante o processo de 
tumorigênese e como os fatores de crescimento são ativamente secre- 
tados no ambiente extracelular, eles representam alvos potencialmen- 


te atrativos para a detecção no sangue durante o desenvolvimento de 
câncer. Diversos estudos conduzidos até o momento foram capazes 
de demonstrar as diferenças nos níveis sanguíneos dos fatores de cres- 
cimento em pacientes com câncer e nos controles livres dessa doença. 


Fatores transformadores do crescimento ae B 


O TGF-o, um polipeptídeo de 50 aminoácidos, liga-se ao receptor do 
fator de crescimento epidérmico (EGF, epidermic growth factor), que 
sofre dimerização ao se ligar ao EGF. O TGF-B é uma família de protei- 
nas marcadas de À, a Bs. O TGF-B, é um homodimero de duas subunida- 
des de 12 kDa unidas por pontes dissulfeto. Embora se tenha descoberto 
que o TGF-f é elaborado por muitos tipos diferentes de tumores malig- 
nos humanos, níveis séricos elevados desse fator de crescimento foram 
encontrados predominantemente em cânceres do fígado e da bexiga. 
Curiosamente, foi constatado que o TGF-f inibe a mitose em linhagens 
celulares específicas em cultura, tais como células epiteliais brônquicas 
de marta (animal também conhecido como visom). Dessa forma, o soro 
de pacientes com tumores produtores desse fator de crescimento pode 
ser analisado, mensurando-se o grau de inibição do crescimento celular. 

A atividade do TGF-B determinada com o uso dessa técnica mos- 
trou-se acentuadamente elevada em pacientes com carcinoma hepa- 
tocelular, mas não em controles de idade compatível (Shirai, 1992). 
Nos soros de pacientes submetidos à ressecção cirúrgica desses tumo- 
res, a atividade do TGF-B é pouco detectável, sugerindo que o tumor 
seja a fonte dos níveis elevados do fator de crescimento no soro. Em 
muitos pacientes com carcinoma hepatocelular, é interessante consta- 
tar a elevação do nível de TGF-P na urina (Tsai, 1997). 

O uso da técnica de ELISA com anticorpo monoclonal direciona- 
do contra o TGF-B, revelou que esse fator se encontra elevado em 
grande proporção de pacientes com câncer de bexiga invasivo, mas 
não naqueles com câncer não invasivo desse órgão ou em outros 
livres da doença (Klocker, 1994; Brandt-Rauf, 1998; Pincus, 2003). 
Recentemente, a proteína de matriz nuclear NMP22, detectada na 
urina, tem constituído um novo marcador tumoral para câncer de 
bexiga; esse marcador parece ser mais preciso no diagnóstico de cân- 
cer não invasivo e invasivo desse órgão, conforme discutido adiante. 

Portanto, os ensaios séricos para TGF- são altamente úteis no diag- 
nóstico e acompanhamento de carcinoma hepatocelular. No entan- 
to, eles têm menos utilidade no diagnóstico de carcinoma da bexiga, 
embora esse fator de crescimento tenha alta sensibilidade e especifici- 
dade para câncer de bexiga invasivo. 

Foi constatada a elevação do TGF-a em grande número de pacientes 
com tumores de células epiteliais (Katoh, 1990; Chakrabarty, 1994), 
predominantemente de mama (quase 100%), pulmão, estômago, 
cólon e fígado. Em contraste, indivíduos normais apresentam níveis 
séricos muito baixos desse fator de crescimento. Em relação ao fígado, 
foram verificados altos níveis de TGF-a nos soros de pacientes com 
carcinoma hepatocelular, mas não naqueles acometidos por cirrose. 
Os níveis elevados sofriam declínio em pacientes tratados para esse 
tipo de carcinoma (Tomiya, 1996). 

Estudos recentes confirmam que o TGF-q é um indicador eficaz da 
ocorrência de processos malignos em um estágio precoce. Por exem- 
plo, em 36 pacientes com histórico de asbestose e subsequente desen- 
volvimento de câncer, principalmente adenocarcinoma ou carcinoma 
de células escamosas do pulmão, mais de 1/3 deles eram soropositivos 
para o TGF-a. As amostras sanguíneas de todos esses pacientes foram 
coletadas, reservadas e, depois, aproveitadas no momento do diagnós- 
tico de asbestose e antes do diagnóstico de processo maligno. Todos os 
pacientes soropositivos, exceto 1, apresentavam níveis expressivamente 
elevados de TGF-q em seu sangue armazenado (Brandt-Rauf, 1998). 

Desse modo, o TGF-o parece ser um excelente marcador no que se 
refere à presença de malignidade. Ao contrário do TGF-B, suas ele- 
vações não são específicas para tumor. Apesar disso, está claro que o 
TGF-q é extremamente útil para a triagem de pacientes quanto à pre- 
sença de tumores malignos. 


Fator de crescimento derivado de plaquetas 


O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), uma pro- 
teína com massa molecular de 28 kDa, existe sob a forma de dímero 
de cadeias A e B, como as formas diméricas A-A, A-B ou B-B. Cada 
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Tabela 75.2 Resumo de alguns oncogenes importantes e seus produtos proteicos 


Oncogene Produto proteico Função 
1. erbB* Receptor do EGF 
2. erbB-2* Receptor do FC 
3. sis Cadeia-B de PDGF 
4. src Tirosina-quinase 
5. ras* Proteínas p21; formas H, K e N 


mensageiros 


Liga-se ao EGF; sofre dimerização; ativa as tirosinas quinases na transdução de sinal. Pode atuar através do ras 
Muito semelhante ao receptor do EGF, mas utiliza um FC diferente. Pode atuar através do ras 

Receptor de fator de crescimento. Pode atuar através do ras 

Promove transdução de sinal através do ras 

Proteínas G; ligam-se à membrana celular e efetuam a transdução de sinais através de segundos 


e raf, GAP(?), JNK, PKC e PLC 


6. rap-1A 
7. raf" 
8. erk-l e erk-2* 


Oncogene anti-ras; na família ras 
Proteína de 74 kDa 

Família MAP quinase 

Proteínas de 43 kDa 


Bloqueia a ação do ras nas células 
Fosforila a MAP quinase quinase que, então, fosforila a MAP quinase 
Envolvidos nos rearranjos citoesqueléticos e na sinalização nuclear 


Ativa os fatores de transcrição envolvidos no processo de replicação 


Forma complexo com jun. O complexo fos-jun ativa os fatores de transcrição 
Forma tetrâmeros e, então, liga-se a segmentos do DNA para bloquear os processos de transcrição 


9. myc* Proteína nuclear de 62/64 kDa 
10. jun Proteína nuclear Forma complexo com fos 
11. fos Proteína nuclear 
12. p53* Proteína antioncogênica nuclear 
de 53 kDa e replicação 
13. NMP22* Proteína da matriz nuclear de 236 kDa Envolvido na formação de fusos mitóticos 


Apenas alguns dos muitos oncogenes (mais de 50) estão listados nesta tabela. Eles codificam proteínas para as quais foram desenvolvidos ensaios ou estão intimamente 
relacionados a essas proteínas. Nenhum fator de crescimento, exceto o PDGF, está incluído nesta tabela. Foram utilizadas as seguintes abreviaturas: FC, fator de 
crescimento; EGF, fator de crescimento epidérmico; PKC, proteína quinase C; PLC, fosfolipase C; GAP, proteína ativadora de GTPase; MAP quinase, proteína quinase 
ativada por mitógeno; NMP22, proteína da matriz nuclear número 22. Os nomes dos oncogenes, comumente utilizados, relacionam-se aos locais onde eles foram 
originalmente descobertos. Por exemplo, ras é abreviatura de rat sarcoma viral oncogene, ou seja, oncogene viral de sarcoma de rato. 


* Proteinas codificadas por oncogenes, cujos ensaios foram realizados em soro humano. 


cadeia pode ser glicosilada, aumentando sua massa molecular para 30 
kDa. Esse fator de crescimento, originalmente isolado de plaquetas, 
liga-se a um receptor transmembrana de fator de crescimento. A cadeia 
B é codificada pelo oncogene sis. Foi descoberto que o PDGF é um 
potente mitógeno em linhagens celulares linfoides, mieloides e fibro- 
blásticas. Esse fator de crescimento também foi avaliado no sangue de 
pacientes com câncer. Em geral, verifica-se que o PDGF se encontra 
elevado em termos significativos em mais de 15% dos pacientes com 
carcinomas, sarcomas e linfomas, mas de modo algum em indivíduos 
normais. Em pacientes com câncer de mama, há uma excelente corre- 
lação entre o estágio do câncer e o nível sérico do fator de crescimento 
(Ariad, 1991). Níveis mais altos predizem sobrevidas mais curtas. Além 
disso, o PDGF-B (Sis) no tecido mamário parece correlacionar-se com 
a proliferação celular acentuada, à medida que a expressão desse fator 
aumenta com estados malignos ou não e diminui após a menopausa. 
Em caso de malignidade, o PDGF-B não se correlaciona com a expres- 
são de p53, o nível de estrogênio/progesterona ou o grau do tumor 
(Coltrera, 1995). O papel desempenhado pelo PDGF-B como marca- 
dor em câncer colorretal não é muito claro (Lindmark, 1993). 


Fator de crescimento de fibroblasto básico 


O fator de crescimento de fibroblasto básico (bFGF) é um proteína 
que contém 155 aminoácidos. Além de ser um fator de crescimento 
para células mesenquimais, também foram descobertas concentra- 
ções relativamente altas no sistema nervoso central (SNC). É interes- 
sante notar a presença de bFGF em altas concentrações nos soros de 
pacientes com tumores de células epiteliais. O carcinoma de células 
renais é proeminente entre esses tumores. Mais de 50% dos pacientes 
com essa doença apresentam níveis séricos acentuadamente elevados 
de bFGF (Fujimoto, 1991; li, 1993), conforme determinado pela téc- 
nica de ELISA ou por ensaios quimioluminescentes realçados. Esse 
fator de crescimento também se encontra aumentado nos soros de 
mais de 50% dos pacientes com tumores do SNC, 90% daqueles com 
cânceres de pulmão (Ii, 1993) e acima de 60% de outros com linfo- 
mas (Kurobe, 1993). Tal fator, entretanto, não está elevado nos soros 
de grandes populações de indivíduos normais (grupos-controle). 
Recentemente, verificou-se que o aumento dos níveis séricos de bFGF 
é um bom fator prognóstico em pacientes com carcinomas de células 
não pequenas do pulmão (Brattstrom, 1998). 


Dessa forma, os fatores TGF-a@ e TGF-B, PDGF e bFGF, sem exce- 
ção, parecem estar elevados nos soros de um número significativo de 
pacientes com tumores de células epiteliais, embora não sejam total- 
mente específicos para tumor. O TGF-a e o TGF-B possuem certa 
especificidade para câncer de mama e carcinoma hepatocelular, res- 
pectivamente. O bFGF sofre elevação em uma variedade de processos 
malignos, incluindo tumores de células não epiteliais, como linfomas 
e tumores do SNC. O PDGF exibe pouca especificidade para o tipo de 
tumor, embora altos níveis desse fator no soro indiquem a presença 


de malignidade. 


Fator de crescimento epidérmico e fator 
de crescimento de hepatócitos 


Foi descoberto que o fator de crescimento epidérmico se mos- 
tra elevado no soro de alguns pacientes com câncer de estômago 
(Pawlikowski, 1989) e da língua (Bhatavdekar, 1993), mas esse fator 
permanece inalterado ou diminuído em outros tipos de câncer 
(Nedvidkova, 1992). O aumento nos níveis séricos do fator de cresci- 
mento de hepatócitos foi relatado em casos de carcinoma hepatocelu- 
lar. Contudo, esse fator de crescimento parece ser singular, pois tam- 
bém ocorrem níveis elevados em hepatopatias não malignas (Hioki, 
1993), o que diminui sua utilidade como marcador tumoral. 


Receptores do fator de crescimento 


No nível dos receptores do fator de crescimento, há vários mecanis- 
mos pelos quais se pode dar início a um processo descontrolado de 
mitogênese. Esses mecanismos estão resumidos na Figura 75.2. Tanto 
para o receptor do EGF quanto para a proteína p185 do receptor de 
fator de crescimento codificada pelo oncogene HER-2/neu, fortemen- 
te associados com câncer de mama (Slamon, 1989; Brandt-Rauf, 1998; 
Pincus, 2003), o receptor dimeriza e ativa as tirosinas quinases envol- 
vidas na fosforilação de proteínas que transduzem o sinal mitogênico 
até o núcleo. Existem três mecanismos patológicos conhecidos capa- 
zes de resultar em dimerização anormalmente prolongada do recep- 
tor, culminando em sinalização mitogênica contínua. Tais mecanis- 
mos consistem em perda do domínio de ligação extracelular (DEC); 
mutações no domínio transmembrana que promovem a dimerização 
(Brandt-Rauf, 1990; Pincus, 2003); e superexpressão do receptor. 


Receptores não ativados 


1. Normal 


2. Superexpressão do receptor | 
Dimerização do receptor | 











3. Perda 
do DEC 


4. Mutação do 
domínio 
transmembrana 


























Os receptores transmembranas de fator de crescimento codificados 
pela família erbB de oncogenes (i. e., erbB, que codifica o receptor 
do EGF, também conhecido como EGFr, e o receptor HER-2/neu 
[erbB-2)) são alvos particularmente atrativos para detecção no san- 
gue durante o desenvolvimento de câncer, pois se constatou que, em 
cânceres humanos induzidos por esses receptores, o mecanismo pare- 
ce envolver proteólise do domínio de ligação extracelular do receptor 
(Fig. 75.2, terceira ilustração). Os domínios extracelulares liberados, 
denominados DEC, ingressam na circulação e podem ser facilmente 
detectados no soro pela utilização de técnicas convencionais de imu- 
noensaio (Brandt-Rauf, 1994a, 1994b, 1998; Pincus, 2003). 


Receptor do fator de crescimento epidérmico 


Elevações dos níveis circulantes do DEC desse receptor de fator de 
crescimento foram estudadas em pacientes com asbestose (Brandt- 
Rauf, 1992), o que sabidamente predispõe esses indivíduos a malig- 
nidades. Dentre esses pacientes, conforme se descobriu, aqueles com 
níveis séricos de DEC de 636 fmol/mL ou mais altos apresentam 
malignidade associada a asbestos (carcinoma do pulmão ou meso- 
telioma) ou subsequentemente desenvolvem esse tipo de processo 
maligno. Foi verificado que grande número de indivíduos normais 
têm níveis séricos muito mais baixos de DEC. Assim, o receptor do 
fator de crescimento epidérmico (EGFr) parece ser um excelente mar- 
cador para tumores induzidos por asbestos. Tais resultados também 





Figura 75.2 Mecanismos para sinalização mitogênica 
contínua por receptores de fator de crescimento. O 
esquema 1 mostra que esses receptores possuem 

três domínios: um domínio extracelular de ligação 

ao fator de crescimento (DEC), um transmembrana 
(DTM) e outro intracitoplasmático (DIC). Um fator de 
crescimento (FC) liga-se ao receptor, provocando sua 
dimerização e colocando em movimento uma cascata 
de eventos intracelulares transduzidos até o núcleo 
(N), conforme descrito na Figura 75.1. Existem três vias 
conhecidas em que pode ocorrer a sinalização celular 
contínua pelo receptor do fator de crescimento, 
resultando em transformação maligna das células. 

O esquema 2 retrata a primeira dessas vias, OU seja, 

a superexpressão do receptor, resultando em muitos 
processos de ativação e sinalização contínua até o 
núcleo. O esquema 3 ilustra o segundo mecanismo, 
no qual o DEC está ausente ou sofre clivagem por 
proteases intracelulares, induzindo à dimerização 
espontânea. O esquema 4 exibe o terceiro mecanismo, 
cuja mutação no gene do receptor do fator de 
crescimento resulta em substituição de aminoácido (X 
na figura) no domínio transmembrana, o que leva à 
formação de a-hélices que se associam (Brandt-Rauf, 
1990) e culmina em dimerização espontânea; essa 
dimerização, por sua vez, pode ocorrer na ausência 
ou presença do ligante. 














são de interesse, pois sugerem que o principal efeito de asbestos como 
carcinógeno é causar mutações no gene do EGFr (Brandt-Rauf, 1998). 


Receptor HER-2/neu 


Essa proteína foi abordada no capítulo anterior como marcador para 
câncer de mama. Aqui, consideramos seu potencial como marcador 
para diferentes estágios desse câncer e para outras neoplasias epiteliais 
humanas. Em virtude da forte associação documentada entre câncer 
de mama e mutações no gene HER-2/neu, muitos estudos avaliaram 
o DEC da proteína p185 codificada pelo gene erbB2 no sangue de 
pacientes com câncer, particularmente câncer de mama. Estudos pré- 
vios sobre superexpressão da proteína p185 induzida pelo oncogene 
neu (Slamon, 1989) constataram que o nível de expressão do oncogene 
neu em tecido obtido por biópsia de câncer de mama se correlacionava 
com a extensão do tumor e era o melhor indicador prognóstico das 
taxas de sobrevida, excedendo o grau de envolvimento de linfonodos 
como indicador prognóstico. 

Os resultados sobre a quantificação do DEC da p185 no soro de pacien- 
tes com câncer de mama correm paralelamente àqueles dos resultados 
genéticos prévios. Entre 25 e 50% dos pacientes com câncer de mama em 
estágio III ou IV verificaram-se níveis acentuadamente elevados do DEC 
da p185 em seus soros — 40 a 190 vezes mais do que nos soros de indiví- 
duos-controle normais (Mori, 1990; Carney, 1991; Kath, 1993). Para os 
pacientes com material de biópsia tumoral disponível, há uma excelente 
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correlação entre os níveis séricos de DEC e o nível tecidual de expressão 
(Breuer, 1993, 1994). Também há uma notável correlação entre os níveis 
de DEC sérico e a recorrência de doença (Brandt-Rauf, 1998). Também 
foi descoberto que os níveis de DEC no soro constituem um ótimo indi- 
cador prognóstico para câncer de mama (Molina, 1996). 

Como os níveis séricos do DEC da p185 se correlacionam com 
carga e o estágio do tumor, a detecção de câncer de mama incipiente 
por meio desses níveis séricos é menos eficaz para esses pacientes. Em 
geral, a taxa de detecção de câncer de mama em estágios I e II pelo 
uso dos níveis séricos de DEC, com base nas técnicas convencionais 
de ELISA, varia de 10 a 15%. No entanto, o emprego de um ensaio 
sensível de ELISA para detecção de DEC da p185 em pacientes com 
câncer de mama resultou na descoberta de carcinoma in situ em 43% 
dos indivíduos com essa doença (Breuer, 1993). Este último resultado 
indica que o uso de ensaios mais sensíveis para a detecção de DEC da 
p185 identifica um aumento significativo no número de pacientes com 
carcinoma in situ (i. e., em um estágio precoce de desenvolvimento). 


Neoplasias pulmonares 

O DEC da proteína p185 também está elevado em uma alta por- 
centagem de pacientes com cânceres de pulmão. Altos níveis séricos 
de EGFr na detecção precoce de tumor são empregados para fazer a 
triagem de pacientes com predisposição conhecida, como pneumoco- 
nioses, para o desenvolvimento desses cânceres. Em 70% dos pacien- 
tes com pneumoconioses, verificaram-se níveis séricos elevados de 
DEC da p185 antes do início de malignidade franca. Em quase 100% 
dos pacientes com esse fator predisponente e câncer de pulmão, os 
níveis séricos de DEC da p185 apresentam-se acentuadamente eleva- 
dos (Brandt-Rauf, 1994a). Fica claro que essa proteína é um marcador 
altamente sensível para cânceres pulmonares. Em contraste, não foi 
encontrado qualquer aumento de DEC da p185 nos soros de grande 
número de indivíduos normais (Brandt-Rauf, 1998; Pincus, 2003). 


Carcinomas hepatocelulares 

Conforme já mencionado, o TGF-B pode ser um bom marcador 
para carcinoma hepatocelular. Hoje em dia, há fortes indicações de 
que o DEC da p185 também seja um marcador sensível para essa 
doença. Foram constatados altos níveis séricos de DEC da p185 em 
quase 100% das pessoas do Leste Asiático, que sabidamente apresen- 
tam fatores de risco para o desenvolvimento dessa doença (Luo, 1993; 
Yu, 1994a, 1994b). No entanto, a expressão tecidual de c-erbB-2 em 
biópsias obtidas de pacientes com carcinoma hepatocelular e adeno- 
ma não revelou superexpressão nem amplificação pelo método de 
hibridização in situ por fluorescência (FISH) ou imuno-histoquímica 
(Vlasoff, 2002). Além disso, nenhuma dessas elevações foi observada 
em indivíduos normais de idade e raça semelhantes ou naqueles com 
exposição aos fatores de risco para essa doença, mas que subsequente- 
mente não desenvolveram câncer. 


DEC da proteína p185 codificada pelo gene 
erbB-2 em outros tumores 

Atualmente, verificou-se a ocorrência de níveis séricos elevados de 
DEC do gene erbB-2 em pacientes com câncer colorretal, pancreáti- 
co, prostático, hepático e ovariano (Wu, 1993) em frequências mais 
baixas de detecção (15-20%) e, ainda, níveis significativamente mais 
altos em pacientes com carcinoma nasofaríngeo (Yazici, 2001). Em 
muitos desses casos, foram constatadas excelentes correlações entre 
níveis séricos e teciduais. Há uma correlação direta entre os níveis 
séricos de DEC da proteína p185 e o volume do tumor para adenomas 
pré-malignos do cólon (Brandt-Rauf, 1994b). Como a neoplasia colô- 
nica geralmente evolui por etapas bem-definidas de adenoma para 
carcinoma com o potencial maligno de aumento de volume dos ade- 
nomas, os níveis séricos de DEC do gene erbB-2 podem ser úteis para 
monitorar essa evolução. A amplificação do gene e a superpexpressão 


proteica de c-erbB-2 também foram encontradas em adenocarcinoma 
derivado do esôfago de Barrett (Geddert, 2002). 


Proteínas G 


Como acontece com os receptores de fator de crescimento, as pro- 
teínas sinalizadoras que ocorrem à jusante dos receptores de fator de 


crescimento se tornam oncogênicas principalmente por superexpres- 
são e substituições de aminoácidos em posições críticas em suas cadeias 
polipeptídicas. Menos comumente, para algumas proteínas, como Raf 
(Fig. 75.1; Tab. 75.2), a perda de domínios reguladores também pode 
levar à oncogênese. As substituições de aminoácidos em proteínas 
transdutoras de sinal fazem com que essas proteínas sofram alterações 
conformacionais — alterações estas que resultam em ativação perma- 
nente para estimular a divisão celular (Pincus, 1992, 2000, 2004). 

Esse mecanismo foi bem documentado para a proteína p21 codifi- 
cada pelo oncogene ras, cujas substituições de grande parte dos ami- 
noácidos pela glicina-12 ou glutamina-61 resultam em uma proteína 
oncogênica. Muitas proteínas p21 com tais substituições foram clo- 
nadas e microinjetadas diretamente em células normais em cultura, 
como células NIH 3T3 (Barbacid, 1987). As células sofrem transfor- 
mação maligna que perdura até que a proteína mutante adicionada 
seja metabolizada e removida das células. As formas mutantes oncogê- 
nicas do gene ras e de sua proteína p21 codificada foram encontradas 
em aproximadamente 1 a cada 3 tumores epiteliais humanos comuns, 
em mais de 90% dos tumores pancreáticos e em 75% dos cânceres de 
cólon em seres humanos (Almoguera, 1988; Forester, 1987). 

Uma das consequências das substituições de aminoácidos na prote- 
ina p21 e presumivelmente em outras proteínas transdutoras de sinal 
é a ativação anormal de vias alternativas e desreguladas de transdução 
de sinal. Foi descoberto que a proteína oncogênica p21™ (p21 na Fig. 
75.1) se liga diretamente ao fator de transcrição nuclear, Jun, e à sua 
quinase ativadora, a Jun quinase (JNK). Tal processo de ligação resul- 
ta na ativação direta dessas proteínas indutoras de transcrição nuclear, 
desviando-se com isso dos controles celulares normais. A ilustração 
desse desvio ou dessa via de circuito curto está à direita na Figura 75.1 
para a proteína p21 (Adler, 1995; Amar, 1997). Além disso, a prote- 
ina oncogénica p21™ requer ativação da proteína quinase C como 
um evento à jusante em sua via de transdução de sinal (Pincus, 1992), 
conforme ilustrado na Figura 75.1. 

Conforme mencionado anteriormente, as proteínas p21 codificadas 
pelo oncogene ras são proteínas G de 21 kDa associadas à membrana e 
implicadas no processo de transdução de sinal do crescimento, desde a 
membrana celular até as quinases citoplasmáticas. Foram identificadas 
alterações qualitativas (i. e., mutações pontuais) e quantitativas (i. e., 
superexpressão) na proteína p21 como fatores que contribuem para a 
carcinogênese humana (Barbacid, 1987). Por mecanismos ainda não 
definidos, as proteínas p21 ganham acesso ao meio extracelular. Dessa 
forma, é possível detectar quantidades elevadas da p21 ou de formas 
mutantes pontuais dessa proteína pela técnica de immunoblot com 
anticorpos monoclonais no sobrenadante de células em cultura que 
sabidamente superexpressam a proteína p21 ou expressam sua forma 
mutante, respectivamente (Brandt-Rauf, 1991, 1998; Pincus, 2003). 

Do mesmo modo, a técnica de immunoblot possibilita a detecção 
de quantidades aumentadas da p21 ou de formas mutantes dessa pro- 
teína no soro de camundongos acometidos por tumores que superex- 
pressam a proteína p21 ou expressam sua forma mutante, respecti- 
vamente (Hamer, 1991). Esses resultados sugerem que a detecção de 
níveis elevados de p21 ou de sua forma mutante no sangue é possível 
em seres humanos. 

Em virtude de seu papel central na transdução de sinal mitogênico, 
a proteína p21 superexpressa e/ou mutada pode estar supostamen- 
te presente em uma ampla variedade de tumores humanos. De fato, 
foram identificados altos níveis séricos de p21 no soro de até 68% dos 
pacientes com muitos tipos diferentes de câncer, incluindo câncer de 
mama, próstata, cólon, pulmão e fígado. Entretanto, constatou-se que 
apenas uma pequena porcentagem de indivíduos normais tem níveis 
séricos detectáveis (Weissfeld, 1994). 

Uma incidência muito alta de ocorrência da forma oncogênica do 
gene K-ras foi encontrada em cânceres pancreáticos e colônicos huma- 
nos. Novos ensaios conduzidos com base na técnica de reação em 
cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) detectaram o 
oncogene ras nas fezes de alta porcentagem de pacientes com câncer de 
cólon (Pincus, 2004). Além disso, foram obtidos resultados igualmen- 
te animadores, utilizando o escarro de pacientes com câncer de pul- 
mão. Atualmente, também foram adquiridos resultados paralelos com 
o teste ELISA em busca da proteína p21, utilizando o soro de pacien- 
tes com carcinoma pulmonar e colônico. Foram encontrados altos 


níveis (5 vezes maior que os controles) da p21™ sérica em até 83% dos 
pacientes com câncer de pulmão, porém apenas baixos níveis nos soros 
de indivíduos normais (Brandt-Rauf, 1991, 1998). Em outros estudos, 
a técnica de PCR para detecção de genes mutantes K-ras com altera- 
ções de base nos códons 12 e 13 foi conduzida concomitantemente no 
tecido tumoral e no soro de pacientes com estágios diferentes de câncer 
colorretal (de Kok, 1997). Em mais de 90% dos pacientes com genes 
mutantes ras específicos, o mesmo gene ras mutado foi descoberto no 
soro desses indivíduos, independentemente do estágio do tumor. 

Na discussão prévia sobre a proteína p185 codificada pelo onco- 
gene HER-2/neu, foi mencionado o encontro de altos níveis séricos 
dessa proteína em pacientes com pneumoconioses que evoluiam 
para o desenvolvimento de malignidades francas. Um estudo parale- 
lo realizado em pacientes com pneumoconioses, em cujos ensaios foi 
detectada a proteína p21™ no soro. Para pacientes com essa condição 
predisponente verificou-se, pela técnica de immunoblotting (Western 
blotting), que 39% deles tinham níveis séricos elevados da proteína 
p21. Quase todos esses pacientes desenvolveram algum tumor pulmo- 
nar maligno subsequentemente às elevações observadas da proteína 
p21. Dessa forma, semelhante ao que se observou quanto ao DEC 
da proteína p185, a p21 sérica elevada é um biomarcador de doen- 
ça maligna precoce em pacientes com predisposição conhecida. Um 
estudo óbvio que ainda está para ser realizado consiste na análise dos 
soros desses pacientes quanto à presença de HER-2/neu e p21™ para 
aumentar a sensibilidade dos ensaios. 

Os estudos prévios ocupam-se da detecção de níveis séricos elevados 
da proteína p21 no soro como indicador de malignidade. Conforme 
se mencionou, um mecanismo importante para a oncogênese indu- 
zida pela proteína p21™ envolve substituições de aminoácidos em 
sua sequência, resultando em sua ativação permanente. Foi descri- 
ta a identificação de genes mutantes ras pela técnica de PCR e pelo 
sequenciamento direto de DNA isolado do soro ou plasma de três 
pacientes com câncer pancreático (Sorenson, 1994), mas até pouco 
tempo a detecção direta da proteína p21 mutante ainda não havia sido 
relatada no sangue humano (de Kok, 1997). Atualmente, no entanto, 
as substituições oncogênicas de aminoácidos na proteína p21 podem 
ser identificadas pelo uso de anticorpos monoclonais que reconhecem 
substituições oncogênicas específicas. 

No soro de pacientes com histórico conhecido de exposição ao car- 
cinógeno cloreto de vinila, detectou-se a proteína p21 mutada. Foi 
demonstrado que essa substância química predispõe os indivíduos 
ao desenvolvimento de angiossarcomas (Brandt-Rauf, 1998). Estudos 
teciduais desses angiossarcomas revelam que um gene ras mutante 
responsável pela codificação do ácido aspártico no lugar da glicina de 
ocorrência normal na posição 13 da cadeia polipeptídica está presente 
nas células tumorais. Foi obtido um anticorpo monoclonal que reco- 
nhece a forma Asp13 da proteína p21 (Oncogene Science). Essa prote- 
ina p21 mutante foi identificada nos soros de 80% dos pacientes com 
angiossarcoma hepático induzido pelo cloreto de vinila, mas não em 
indivíduos normais (DeVivo, 1994). Além disso, há uma correlação 
direta entre o grau de exposição dos pacientes ao cloreto de vinila e a 
probabilidade de descoberta da forma oncogênica da proteína no soro 
desses pacientes. 

Uma série de outros anticorpos monoclonais antiproteina p21 
mutante altamente específicos que reconhecem substituições específi- 
cas de aminoácidos nas posições 12, 13, 59 e 61 foi obtida. O uso desses 
anticorpos nos soros de pacientes com fatores de risco conhecidos para 
o câncer parece ser muito promissor para a detecção precoce de tumor. 


Quinases mitogênicas citosólicas: raf 


Como se observa na Figura 75.1 e na Tabela 75.2, a Raf (proteína de 
74 kDa) corresponde a um alvo crítico da p21'*. Essa proteína ativa 
diretamente a MEK, que, por sua vez, ativa a MAPK (ERK) (Fig. 75.1, 
Tab. 75.2). Ela está envolvida nos processos de crescimento, prolife- 
ração, apoptose e diferenciação celular. Há várias isoformas diferen- 
tes da proteína Raf, como Raf A e Raf B, as quais podem diferir em 
suas funções celulares exatas. Foram identificadas mais de 30 muta- 
ções do gene raf-B associadas com cânceres humanos (Wan, 2004). A 
análise de Western blot demonstrou que a Raf ativada se encontrava 
superexpressa em tecidos obtidos de pacientes com cirrose e carci- 


noma hepatocelular (91,2 e 100%, respectivamente) (Hwang, 2004). 
Mutações do raf-B também foram encontradas em casos de câncer de 
cólon, embora com menos frequência que o K-ras (Monstein, 2004). 
Contudo, a proteína Raf é detectada em níveis mínimos a ausen- 
tes nos tecidos de pacientes com carcinoma vesical ou endometrial 
(Mutch, 2004; Stoehr, 2004). O papel desempenhado pela Raf em 
casos de melanoma não é muito claro, já que essa proteína também 
é encontrada em grande parte dos nevos benignos (Wellbrock, 2004). 
Esses resultados sugerem que a proteína Raf pode ser um marcador 
útil e específico para carcinomas colônico e hepatocelular. 


Oncoproteínas nucleares 


Conforme observação prévia, duas proteínas nucleares importantes 
que parecem desempenhar papéis críticos na regulação do crescimento 
e da divisão celular consistem na proteína do gene supressor de tumor, 
a p53, e na proteína p62/75 codificada pelo oncogene c-myc para as 
quais foram desenvolvidos ensaios séricos. Além disso, as proteínas do 
esqueleto ou da matriz nuclear constituem os alvos das quinases trans- 
dutoras de sinal, como a MAP quinase, como indica a Figura 75.1. 


Proteínas p53 e c-myc 


A proteína p53 sabidamente atua como homotetrâmero e, nessa 
forma, liga-se a sequências específicas do DNA. O efeito consiste em 
reprimir o processo mitótico. Além disso, a ativação da p53 em célu- 
las transformadas resulta em apoptose via ativação de proteínas pró- 
-apoptóticas, como Bax, wafP*! e caspases. Assim, a p53 é uma prote- 
ina antioncogênica. Podem ocorrer mutações na p53 que a inativam. 
Essa inativação pode, por si só, ser oncogênica, pois o controle vital 
exercido por essa proteína sobre a mitogênese é removido. Entre as 
mutações inativadoras, estão as deleções de todo o gene, conforme foi 
encontrado em uma série de cânceres de cólon, e as mutações gêni- 
cas com consequentes substituições de aminoácidos na proteína p53 
codificada. Essas substituições provocam alterações conformacionais 
na proteína, incapacitando-a de realizar sua função antioncogênica na 
célula (Brandt-Rauf, 1996). 

Em tumores humanos, foram identificadas muitas mutações pon- 
tuais diferentes no gene p53 (Soussi, 1994). O efeito dessas mutações 
é causar uma perda da função inibitória da p53 sobre o crescimento 
normal e, ao mesmo tempo, algumas dessas mutações resultam em 
proteínas p53 com meias-vidas consideravelmente aumentadas; dessa 
forma, as proteínas mutantes acumulam-se nas células transformadas 
(Soussi, 1994). 

A oncoproteina c-myc é ativada até causar transformação celular por 
superexpressão e, portanto, também se acumula nas células transforma- 
das (Field, 1990). Dessa forma, tanto para a p53 quanto para a p62/75 
myc, podem ser detectados altos níveis das proteínas em células trans- 
formadas e tumores humanos (Field, 1990; Soussi, 1994). Essa superex- 
pressão aparentemente resulta em extravasamento das proteínas para o 
meio extracelular. Portanto, não só é possível detectar essas proteínas no 
soro e em outros líquidos corporais, mas também essas proteínas nor- 
malmente sequestradas são reconhecidas como estranhas, e, por conta 
disso, alguns pacientes com câncer desenvolvem anticorpos contra a 
p53 ou a p62/75 myc. Em consequência disso, concentrações elevadas 
de p53 ou p62/75 ou de anticorpos contra essas proteínas no sangue são 
excelentes marcadores para o estudo da carcinogênese humana. 


Detecção de malignidades por análise 
da proteína p53 


Carcinoma hepatocelular 

Foram encontrados altos níveis da proteína p53 mutante no soro 
pela técnica de ELISA (> 0,3ng/mL, limite superior de 100 resulta- 
dos normais) em 20% dos pacientes com carcinoma hepatocelular e 
30% de outros com cirrose, um grupo que sabidamente apresenta alto 
risco para o desenvolvimento desse tipo de carcinoma (Virji, 1992). 
Como os pacientes cirróticos exibem altos níveis da p53 em seus soros 
e algum fator de risco conhecido para o desenvolvimento de carci- 
noma hepatocelular, os níveis elevados dessa proteína podem ser um 
indicador precoce de tumorigênese. 
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Existem poucos estudos sobre a proteína p53 como marcador tumoral 
nos soros de pacientes com cånceres de mama e de pulmão. Há relatos 
de altos níveis séricos da p53 mutante detectados pelo método de ELISA 
em 8% dos pacientes com câncer de mama, com níveis decrescentes 
após ressecção cirúrgica dos tumores (Rosanelli, 1993); isso indicou que 
os tumores eram a fonte da p53 elevada. As elevações da proteína p53 
não foram observadas nos soros de quaisquer indivíduos normais. 

Em casos de câncer de pulmão, constataram-se níveis séricos eleva- 
dos da p53 mutante pelas técnicas de ELISA e immunoblotting em até 
34% dos pacientes com esse tipo de câncer, mas não em indivíduos 
normais (Fontanini, 1994). Para esses pacientes, a coloração imuno- 
histoquímica de tecido subsequentemente obtido por biópsia revelou 
níveis elevados da p53, correlacionando-se com os achados séricos. 


Câncer de cólon 

Um mecanismo importante que supostamente atua no desenvolvi- 
mento de carcinoma colônico é a deleção do gene p53 normal ou a 
mutação do gene indutor de proteína antioncogênica não funcional. 
Em cerca de 1 a cada 5 pacientes com carcinomas de cólon e em apro- 
ximadamente 1 a cada 10 pacientes com adenomas desse segmento 
intestinal foram econtrados altos níveis séricos da p53 mutante deter- 
minados pela técnica de ELISA. Foi possível constatar que indivídu- 
os normais são negativos para a proteína p53 sérica. Esses resultados 
demonstram a sensibilidade relativamente baixa desse marcador para 
o câncer de cólon, possivelmente porque a deleção do gene p53 ocor- 
reu em uma alta porcentagem dos tumores estudados. 


Câncer de bexiga 

Estudos conduzidos na urina de pacientes com câncer de bexiga, 
utilizando a técnica de PCR para detecção do gene p53 em células 
eliminadas nas amostras urinárias, descobriram que esse gene havia 
sofrido mutação em uma alta proporção desses pacientes (Sidransky, 
1991), apoiando o uso da p53 na triagem dessa doença de maneira 
totalmente não invasiva. Conforme se discute adiante, a p53, junta- 
mente com vários outros marcadores promissores, pode resultar em 
um conjunto de testes com alto valor preditivo positivo. 


Anticorpos anti-p53 circulantes 
na detecção de tumor 


Há relatos de que anticorpos séricos contra a proteína p53 sejam 
uma ocorrência frequente em pacientes com vários tipos de câncer. 
A produção de anticorpos contra essa proteína e outras oncoproteí- 
nas é atribuída a seu acúmulo em células necróticas e sua subsequente 
liberação na circulação, local onde são identificadas como estranhas 
(Pincus, 2003). Em relação à p53, há outra causa para o desenvolvi- 
mento de anticorpos contra a p53 oncogênica. De maneira semelhan- 
te à que ocorre com a p21™ oncogênica, as proteínas p53 mutantes 
contendo substituições de um único aminoácido em posições críti- 
cas na cadeia polipeptídica tornam-se, por si só, oncogênicas. Essas 
substituições de aminoácidos induzem a alterações importantes na 
conformação da proteína p53 (Brandt-Rauf, 1996; Adler, 1998). Entre 
essas alterações está a exposição de determinantes antigênicos especí- 
ficos que não são normalmente expostos (Pincus, 2003). Se a proteína 
se difundir para a circulação, com frequência ocorrerá o desenvolvi- 
mento de anticorpos contra esses determinantes. 

Em vários estudos importantes (incluindo um amplo estudo de 
1.392 pacientes com câncer) foram encontrados níveis séricos eleva- 
dos de anticorpos anti-p53 em indivíduos com cânceres de ovário e 
cólon (15%); cânceres de pulmão, inclusive tumores de células peque- 
nas (até 25%); e cânceres de mama, inclusive carcinoma intraductal 
(até 15%). Indivíduos normais não tinham níveis séricos elevados 
desses anticorpos (Angelopoulou, 1994). Em um número significati- 
vo de pacientes acompanhados quanto à presença de anticorpos anti- 
p53 em seus soros, constatou-se que o aparecimento desses anticorpos 
antecedia a ocorrência de tumores malignos. Também se verificou a 
ocorrência de anticorpos anti-p53 em mais de 20% dos pacientes com 
câncer de bexiga (sobretudo em estágios mais avançados), em uma 
alta proporção de pacientes com carcinomas pancreático e hepatoce- 
lular, bem como em linfomas infantis. 


Estudos contínuos de acompanhamento sobre anticorpos anti-p53 
em pacientes com diferentes tipos de câncer revelam que até metade 
dos pacientes com carcinoma hepatocelular, não importando o volu- 
me, apresenta níveis séricos acentuadamente elevados de anti-p53 
(Ryder, 1996). Esses níveis elevados correlacionam-se com o aumento 
conhecido de p53 nos soros de pacientes com esse tipo de câncer, con- 
forme discutido anteriormente. Além disso, foram encontrados anti- 
corpos anti-p53 no soro de pacientes com lesões orais e constatou- 
se que muitos desses pacientes possuem lesões pré-malignas (Kaur, 
1997), o que indica os anticorpos anti-p53 como marcadores para a 
detecção precoce de câncer oral. Também foram descobertos níveis 
elevados de anti-p53 em mais de 50% dos pacientes com carcinoma 
esofágico de células escamosas (Shimada, 1998). 

Em um estudo prospectivo de pacientes com carcinoma do pulmão, 
verificaram-se níveis séricos de anticorpos anti-p53 em 100% dos 
pacientes com carcinoma de células grandes, 28% com adenocarcino- 
mas, 55% com carcinomas de células escamosas e 71% com carcino- 
mas de células pequenas (Segawa, 1998). Esses resultados demonstram 
que os elevados níveis de anticorpos são do tipo tumoral-específicos 
para para carcinoma pulmonar, o que revela altas taxas de positividade 
para carcinomas pulmonares de células grandes e pequenas. 

Foi conduzido um estudo retrospectivo recente (Li, 2004) de 103 
pacientes com exposição prolongada conhecida a asbesto (amianto), cujo 
soro foi armazenado entre os anos 1980 e 1988. Todos esses pacientes, 
sem exceção, foram acompanhados até o final de 2001. As análises para 
detecção de anticorpos anti-p53 foram realizadas nos soros armazenados. 
Descobriu-se que, de 49 pacientes que desenvolveram câncer, 13 (26,5%) 
tinham níveis significativamente elevados de anticorpos anti-p53 em seus 
soros, enquanto 4 de 54 (7,4%) indivíduos que não desenvolveram cân- 
cer possuíam esses anticorpos. Em todos os 4 casos, constatou-se que os 
níveis de anticorpos estavam marginalmente acima do valor de corte em 
termos de positividade e, em todos esses casos, as amostras séricas arma- 
zenadas subsequentes eram negativas quanto à presença de anticorpos. 
Em contraste, em todos os 13 pacientes acometidos por câncer com múl- 
tiplas amostras disponíveis, todas as amostras eram positivas para esses 
anticorpos. A análise estatística desses resultados revela que a presença de 
anticorpos anti-p53 é um indicador independente da ocorrência de cân- 
cer e que a sobrevida em pacientes livres de anticorpos anti-p53 é signifi- 
cativamente maior que naqueles positivos para esse anticorpo. 


Proteína codificada pelo oncogene myc 
na detecção de tumor 


O gene myc codifica uma proteína de massa molecular de 75 kDa 
que atua como fator de transcrição. Quando ativada, essa proteína 
deprime a expressão de outros genes que codificam proteínas envol- 
vidas no processo de replicação. Esse oncogene sofre superexpressão 
em uma série de tumores, incluindo linfoma de Burkitt, em que o gene 
myc no cromossomo 8 é translocado para uma região semelhante à 
repetição terminal longa de uma região do cromossomo 14 responsá- 
vel pela codificação de imunoglobulina. As regiões de repetição termi- 
nal longa permitem a expressão constitutiva de genes adjacentes a elas. 

Proteínas relacionadas ao gene c-myc e anticorpos contra a proteína 
c-myc, assim como a proteína p53 e os anticorpos contra ela, foram 
identificados no soro de pacientes com câncer. À detecção dessa pro- 
teína de 62/75 kDa é dificultada por sua meia-vida curta no soro. 
Contudo, é possível detectar uma proteína p40 relacionada ao c-myc 
específica no soro desses pacientes, utilizando-se a técnica de immu- 
noblotting. Foram constatadas as mais altas frequências de ocorrência 
da proteína myc no soro humano em casos de câncer de mama (cerca 
de 20%) e de cólon. O tratamento de ambos os tipos de câncer resulta 
em diminuição acentuada nos níveis séricos dessa proteína. As recor- 
rências culminam em níveis elevados; a proteína c-myc, portanto, é 
útil no acompanhamento da evolução de tumores malignos. Essa pro- 
teína não foi detectada nos soros de indivíduos normais. 


Anticorpos séricos antiproteína c-myc 
na detecção de tumor 


Altos níveis séricos de anticorpos anti-c-myc foram encontrados nos 
soros de pacientes com câncer colorretal (55-65%) e daqueles com 


leucemias mieloides e linfoma de Burkitt. Há relatos de ocorrências 
mais baixas de anticorpos elevados em pacientes com câncer de mama 
(em torno de 10%) e cânceres de ovário (10%). Esses anticorpos anti- 
-c-myc não foram constatados nos soros de indivíduos normais. 


Proteínas da matriz nuclear — detecção 
de câncer de bexiga 


Conforme ilustrado na Figura 75.1, proteínas da matriz nuclear 
(NMPs), também denominadas proteínas do esqueleto nuclear, e 
proteínas do aparato mitótico nuclear são importantes alvos de prote- 
inas codificadas por oncogenes. Essas proteínas de 236 kDa são vitais 
para a formação correta de fuso mitótico. Tais proteínas contêm cabe- 
ça globular e cauda separadas por domínio de core a-helicoidal seme- 
lhante a um bastão central, consistindo em sequências repetidas de 7 
aminoácidos (conhecida como heptad repeat). Essas proteínas variam 
por tipo de célula, estágio de diferenciação e fase do ciclo celular. De 
forma crítica, foi identificada uma série de NMPs asssociadas a tumor; 
cada uma delas é específica para 1 de 5 tipos de tumor (bexiga, prós- 
tata, mama, cólon e osso). À proteína mais bem estudada é uma for- 
temente associada com carcinoma de células de transição da bexiga, 
a NMP22, que atua como uma proteína do aparato mitótico nuclear, 
envolvida na separação dos cromossomos durante a mitose (Hughes, 
1999). A quantidade dessa proteína em células epiteliais de transição 
malignas é de 10 a 20 vezes maior que nas células normais. 

Foram desenvolvidos anticorpos específicos contra essa NMP que, 
atualmente, são utilizados em um teste ELISA comercial na urina 
(Matritech, Newton, MA, EUA). Essa análise baseia-se no esfacelamen- 
to de células uroteliais malignas na urina e na especificidade dessa NMP 
para células de câncer da bexiga, pois a elevação dessa proteína na urina 
pode ser detectada em pacientes com esse tipo de câncer. Múltiplos 
estudos de pacientes com cânceres de bexiga em diferentes estágios 
revelam que a sensibilidade chega perto de 90% em casos de câncer 
maligno invasivo e de 75% em carcinoma in situ. O último resultado é 
bastante animador, já que esse estágio é o mais precocemente detectá- 
vel. Para carcinoma papilar maligno não invasivo, a sensibilidade é de 
62%. A especificidade global desse marcador está acima de 90%. 

A comparação da sensibilidade entre o teste ELISA para detecção 
da proteína NMP22 e a citologia para detecção de tumores uroteliais 
revela que os dois métodos possuem sensibilidade em torno de 83% 
para carcinoma invasivo; nos casos de carcinoma de células de tran- 
sição de grau I, no entanto, a sensibilidade da NMP é de 61%, e da 
citologia, apenas de 17% (Landman, 1998). Para cânceres de grau II 
e III, o teste ELISA para detecção de NMP22 é mais sensível em 78 e 
93% dos casos, em comparação com as sensibilidades citológicas, de 
50 e 87%, respectivamente (Landman, 1998). 

Esse método foi aprovado pela Food and Drug Administration 
(FDA), tanto para a triagem referente à presença de câncer de bexiga 
quanto para o acompanhamento desse tipo de câncer em pacientes 
tratados para essa doença. Em relação ao uso mais recente desse méto- 
do, foram realizados estudos clínicos em que se usou o teste ELISA 
para detecção da NMP22 na urina de pacientes tratados para carcino- 
ma de células de transição, 20 a 60 dias após o tratamento; na sequên- 
cia, os pacientes foram submetidos a cistoscopia 2 a 6 meses após a 
terapia. Utilizando-se um valor de corte de 10 U/mL, foi constatado 
que 86% dos pacientes com valores negativos para a proteína NMP22 
(< 10 U/mL) exibem resultados cistoscópicos negativos e 71% daque- 
les com valores superiores a 10 U/mL apresentam achados cistoscópi- 
cos positivos. Esses resultados, combinados com os de outros estudos, 
sugerem que essa metodologia pode dispensar a necessidade de rea- 
lização da cistoscopia em muitos pacientes que estão sendo acompa- 
nhados em termos de recorrência de tumor (Miyanaga, 1997). 

A NMP22 pode ser utilizada para monitorar a recorrência de câncer de 
bexiga após ressecção cirúrgica. Entretanto, como os tumores recorren- 
tes são menores que os iniciais, os valores de corte devem ser modifica- 
dos nesses casos, pois a sensibilidade desse teste aumenta de 19 para 49% 
quando o valor de corte é reduzido para 5 U/mL (Miyanaga, 2003). 


Antígeno de tumor de bexiga 


Vários outros biomarcadores para câncer de bexiga também estão 
sendo usados para auxiliar no diagnóstico e acompanhamento dessa 


doença. Entre esses biomarcadores, destaca-se o assim chamado 
antígeno de tumor de bexiga, que mensura uma proteína relaciona- 
da ao fator de complemento humano H, produzida pelas células epi- 
teliais de transição malignas, mas não pelas normais. Esse marcador 
tem sensibilidade um pouco mais baixa que à da proteína NMP-22; 
também possui especificidade mais baixa em virtude dos resulta- 
dos falso-positivos gerados por traumatismo ao trato urotelial. No 
entanto, o uso da NMP-22, juntamente com o antígeno de tumor 
de bexiga e uma série de outros marcadores, incluindo ativador de 
plasminogênio tipo uroquinase, pode melhorar a sensibilidade glo- 
bal de detecção do câncer de bexiga (Shariat, 2003). Deve-se notar, 
ainda, que outros testes de urina, como aqueles para detecção de p53 
mutante ou ausente, conforme já discutido, e para pesquisa de dele- 
ção homozigota do cromossomo 9p21, abordado adiante, também 
têm alta recuperação diagnóstica (i. e., proporção de resultados de 
testes que dão positivo). Como esses testes são relativamente sim- 
ples de se realizar, é concebível que eles possam ser inseridos em 
um chip, como será discutido adiante, o qual permitirá avaliações 
simultâneas. Um resultado positivo em um ou mais testes seria diag- 
nóstico de câncer de bexiga. 


Uso de múltiplos marcadores oncoproteicos 
no diagnóstico de câncer 


Em vista do sucesso na detecção da presença de câncer por meio 
do uso de marcadores oncoproteicos isolados, é surpreendente que 
existam poucos estudos sobre o uso de múltiplos marcadores onco- 
proteicos para este fim. Quando tais estudos são realizados, o índice 
de recuperação diagnóstica aumenta. 


Análise de múltiplas oncoproteínas em 
pacientes sob risco de desenvolvimento tumoral 


Em um estudo prospectivo, 46 pacientes com histórico de exposi- 
ção a carcinógenos e com pneumoconiose concomitante participaram 
de um estudo em que os soros foram analisados quanto à presença 
de níveis elevados de 5 oncoproteinas: p21™, Fes, Myb, PDGF e Int- 
1. Foi descoberto que 18 desses pacientes tinham câncer, incluindo 
13 com câncer de pulmão ou mesotelioma, no momento em que as 
análises foram realizadas. Desses 18 pacientes, 13 apresentavam níveis 
acentuadamente elevados de, no mínimo, 1 das 5 oncoproteínas ana- 
lisadas. Oito desses pacientes exibiam aumentos de, pelo menos, 2 
dessas proteínas. Outros 7 pacientes tinham elevações de, ao menos, 
2 dessas oncoproteínas, apesar de não terem câncer. Embora alguns 
desses últimos pacientes houvessem perdido o acompanhado, acom- 
panhamentos a longo prazo revelam o subsequente desenvolvimen- 
to de câncer em todos os pacientes remanescentes. A descoberta de 
maior relevância indicou que vários dos pacientes com apenas um 
marcador elevado possuíam aumentos de diferentes marcadores 
tumorais em seu soro, o que enfatiza a importância de se analisar a 
maior quantidade possível de oncoproteínas diferentes (Qin, 2002). 


Arranjos de oncoproteinas como ferramentas 
promissoras na detecção de anticorpos 
antioncoproteinas no soro de pacientes 


Com base nos achados abordados anteriormente de que muitos 
pacientes com cânceres possuem anticorpos contra uma série de 
oncoproteínas (como p53 e Myc), foram conduzidos estudos para 
detecção de um ou mais desses anticorpos nos soros de pacientes. Em 
um único estudo desse tipo, foi preparado um miniarranjo de até 7 
oncoproteínas recombinantes de extensão completa, que incluiu 
oncoproteínas como Myc e p53. 

Esse arranjo de oncoproteínas foi empregado para se detectar anti- 
corpos em 527 soros de pacientes com 6 tipos diferentes de câncer 
(Zhang, 2003). A frequência de anticorpo contra qualquer oncoprote- 
ina era da ordem de 15 a 20%, mas a inclusão de todas as 7 oncoprote- 
inas resultou em detecção de até 68%. Além disso, foram encontrados 
padrões distintos de expressão de anticorpos em pacientes com câncer 
de mama, pulmão e próstata, mas nenhum padrão diferenciado em 
pacientes com carcinomas gástrico, colorretal e hepatocelular. 
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Esses resultados animadores podem ser facilmente potencializados 
pela inclusão de mais oncoproteínas. Considerando-se os resultados 
previamente discutidos sobre os resultados na detecção de oncopro- 
teínas isoladas, pareceria ainda mais eficaz elaborar arranjos de anti- 
corpos contra o grande número de oncoproteínas conhecidas encon- 
tradas em pacientes com câncer, para analisar a presença de níveis 
elevados dessas proteínas e/ou de formas mutadas. 


Abordagens proteômicas para detecção 
precoce de câncer no soro 


As abordagens antes mencionadas para detecção de tumor baseiam- 
-se no uso de oncoproteínas conhecidas expressas em proliferação 
celular descontrolada. Como alternativa, outras abordagens, sobre- 
tudo a assim chamada protéomica, descrita de forma ampla no pró- 
ximo capítulo, foram desenvolvidas nos últimos anos para pesquisar 
pela manifestação de múltiplas proteínas (daí o termo “proteômica”), 
que ocorrem exclusivamente em cânceres humanos e não em células 
normais ou não malignas. Tais proteínas, então, são utilizadas para 
se detectar a presença de tumores em um estágio precoce. Essas téc- 
nicas envolvem eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida 
em extratos proteicos, obtidos de amostras de tecido e soro, que são 
marcados primeiramente com diferentes fluorocromos (Wulfkuhle, 
2003). Os géis resultantes de pacientes com câncer são comparados 
com aqueles de indivíduos normais para se detectar as diferenças na 
marcação fluorescente. As bandas que se diferem são submetidas a 
eluição e espectrometria de massa para se determinar o peso molecu- 
lar e os padrões de fragmentação. 

Por fim, a espectroscopia de massa, cujos princípios estão descritos 
nos Capítulos 4 e 23, pode ser utilizada para se obter informações de 
sequências sobre essas proteínas. Pelo uso dessa técnica, a proteína RS/ 
DI-1 que regula as interações proteina-RNA foi identificada como uma 
proteína circulante nos soros de pacientes com câncer de mama, mas 
não em indivíduos normais. Do mesmo modo, foi constatada a ocor- 
rência da proteína PGP9.5 nos soros de pacientes com câncer de pul- 
mão (Wulfkuhle et al., 2003). 

Essa abordagem, portanto, tem-se mostrado promissora na identi- 
ficação de marcadores exclusivos para diferentes tipos de câncer. No 
entanto, ela requer altas concentrações de proteínas para possibilitar 
a detecção nos géis bidimensionais, além de ser muito demorada. 
Apesar disso, é um método poderoso para a descoberta de proteínas 
exclusivas para tipos específicos de tumor. 

Nos últimos 2 anos, foi traçada outra abordagem mais direta e mais 
sensível, capaz de detectar a presença de câncer no soro de pacien- 
tes afetados. Por esse método, os soros de pacientes são diretamentes 
aplicados a um chip, o que permite a separação parcial das proteínas 
na amostra. O chip, então, é submetido à espectrometria de massa 
por tempo de voo com ionização por dessorção a laser realçada por 
superfície (SELDI-TOF), conforme descrição no Capítulo 4. Isso pro- 
duz um padrão complexo de fragmentos proteicos e iônicos proteicos 
com diferentes relações massa-carga (Wulfkuhle et al., 2003). 

Os padrões dos soros de pacientes com câncer são compara- 
dos com aqueles de indivíduos normais, utilizando-se algoritmos 
computadorizados de reconhecimento de padrões (alguns deles se 
baseiam na teoria de redes neurais), capazes de distinguir padrões 
de câncer dos normais. De maior importância, os soros normais for- 
necem um “conjunto de amostras” de padrões que define o padrão 
normal, enquanto um segundo grupo de soros obtidos de pacien- 
tes com câncer conhecido define o conjunto de amostras do cân- 
cer (Wulfkuhle et al., 2003). O conceito de definição do perfil de 
pacientes com tipos diferentes de tumor é compatível com a discus- 
são exposta anteriormente, pois foi observado que certos padrões de 
ocorrência de anticorpos antioncoproteicos no soro parecem carac- 
terizar cânceres específicos. 

A abordagem proteômica de reconhecimento de padrões foi aplica- 
da a 25 pacientes com cânceres de ovário em todos os estágios e a um 
grupo de indivíduos não acometidos. Os soros foram analisados em 
um estudo cego. O método resultou na detecção de 100% das pacien- 
tes com câncer de ovário, inclusive 18 delas acometidas pela doen- 
ça em estágio I (precoce). Todos os soros obtidos das pacientes não 


afetadas foram identificados como negativos para o câncer de ovário 
(Wulfkuhle et al., 2003). Os soros de pacientes com outros tipos de 
câncer, por sua vez, não podiam ser classificados pelo algoritmo, suge- 
rindo que o câncer de ovário possuía um “perfil” proteico exclusivo. 

Atualmente, foram obtidos resultados similares em pacientes com 
cânceres de mama e próstata. Em um único estudo, conduzido com 
o uso de algoritmo que incorporava um sistema de classificação por 
árvore de decisão, o método teve sensibilidade de 83% e especificidade 
de 97% na distinção entre soros de pacientes com câncer de próstata e 
soros daqueles com distúrbios não cancerosos como hipertrofia pros- 
tática benigna ou livres de doença. A sensibilidade podia ser aumen- 
tada para 100% pela incorporação de algum algoritmo mais robusto 
(Wulfkuhle et al., 2003). 

Conforme foi mencionado no Capítulo 74, o antígeno prostatico- 
-específico (PSA) é o marcador utilizado no diagnóstico de câncer de 
próstata; considera-se que o limite superior de normalidade do PSA 
seja de 4 ng/mL, mas a faixa de 4 a 10 ng/mL abrange muitos resulta- 
dos falso-positivos. Dessa forma, esse método foi aplicado a pacientes 
com níveis séricos de PSA de 4 a 10 ng/mL. Foi constatado que tal 
método conseguia predizer com exatidão a ocorrência de câncer em 
95% dos pacientes com valores de PSA nessa faixa e ainda detectar 
70% (107 de 153 pacientes) daqueles acometidos por doença benigna, 
mas com níveis de PSA acima de 4 ng/mL (faixa superior de referên- 
cia) (Wulfkuhle et al., 2003). 

A abordagem proteômica parece, assim, ser altamente promissora. 
Os inconvenientes incluem a ausência de identidade de muitas das 
proteínas nos conjuntos de amostras. No caso de detecção do câncer 
de próstata, diferentes grupos que analisaram os soros de pacientes 
com esse tipo de câncer e de indivíduos não acometidos obtiveram 
padrões diagnósticos distintos de proteínas, mas em nenhum deles 
o PSA foi identificado (Diamandis, 2003). Entretanto, sabe-se que o 
PSA se encontra elevado em mais de 90% dos pacientes com câncer 
de próstata. Com isso, outras questões foram levantadas quanto à pre- 
sença de moléculas proteicas importantes, como o PSA, em concen- 
tração suficientemente alta em uma amostra sérica para serem detec- 
tadas pelo método e se os padrões existentes realmente caracterizam o 
tecido prostático. Com a identificação das proteínas nos conjuntos de 
amostras, essas dúvidas deverão ser sanadas. 


Detecção de oncogenes no soro 
e em outros líquidos corporais 


Teste de ácido nucleico livre 
de células no câncer 


Os marcadores tumorais proteicos e o estadiamento histopatoló- 
gico constituem as bases do diagnóstico e prognóstico de processos 
malignos. Na última década, a descoberta de ácidos nucleicos livres de 
célula no soro, no plasma, na urina ou em outros líquidos corporais 
promoveu a investigação de oncogenes responsáveis pela codifica- 
ção de oncoproteinas como meio de detectar a presença de maligni- 
dade em diversos cânceres com sensibilidade potencialmente maior 
(Schmidt, 2004), incluindo melanoma (Kopreski, 1999), câncer de 
pulmão (Fleishhacker, 2001; Schmidt, 2004), câncer de cólon (Silva, 
2002), câncer de mama (Chen, 2000; Gal, 2001), câncer de próstata 
(Goessl, 2001, 2002), câncer de ovário (Hickey, 1999), linfomas posi- 
tivos para o vírus Epstein-Barr (Lechowicz, 2002; Lei, 2002), neopla- 
sias intracranianas (Rhodes, 1994) e câncer de bexiga (Goessl, 2001, 
2002; Utting, 2002). 

O conceito básico envolve a possibilidade de detecção de ácido 
nucleico derivado do tumor em fontes isentas de células, como soro, 
plasma, urina, líquido de lavado etc., utilizando-se métodos de ampli- 
ficação, como RT-PCR. Normalmente, o DNA é isolado do tecido por 
meio de procedimentos-padrão, pela extração com fenol-clorofórmio 
seguida de precipitação com etanol. No entanto, o DNA também 
pode ser obtido diretamente do soro, do plasma ou de outros líqui- 
dos corporais por centrifugação, sendo assim separado das células e 
plaquetas. A metodologia de detecção do ácido nucleico livre da célula 
inclui a detecção de mutações gênicas, alterações de microssatélites e 
hipermetilação de promotores gênicos. 


Mutações de genes 

Essas mutações costumam envolver o sequenciamento de ácido 
nucleico e são capazes de detectar alterações de bases isoladas no DNA 
genômico ou mitocondrial (gDNA e mtDNA, respectivamente). O 
mtDNA pode ter de 20 a 200 cópias de DNA, em comparação com 2 
cópias do gDNA. Foi detectada a presença de mtDNA mutado em 3 de 
3 pacientes (100%) com câncer de próstata (Jeronimo, 2001), enquan- 
to outros relataram uma taxa de detecção mais baixa de mtDNA em 
pacientes com câncer colorretal (Anker, 1997; Hibi, 2001). O DNA do 
tumor e aquele do plasma de 25 pacientes com câncer de mama ou cân- 
cer de células pequenas do pulmão foram analisados quanto à presença 
de mutações do gene p53. Seis pacientes exibiram mutações detectáveis 
em seu tecido, mas 3 desses 6 (50%) tiveram mutações detectadas em 
seu plasma (Silva, 1999). Além disso, apesar da detecção de mutações 
gênicas no tecido obtido de pacientes com processos malignos e outros 
saudáveis, isso não é verdadeiro para o plasma. As mutações detectadas 
no plasma são muito específicas para malignidade (Johnson, 2002). 


Alterações de microssatélites 

Os microssatélites são sequências repetitivas polimórficas de ácidos 
nucleicos, que variam de 2 a 6 pares de bases e formam estiramentos 
variáveis de DNA; tais estiramentos aparecem sob a forma de perda 
de heterozigosidade e são detectáveis por análise de microssatélites, 
utilizando-se a técnica de PCR. Um painel de 4 a 6 marcadores apro- 
priados para detectar esses microssatélites pode ser utilizado para defi- 
nição do perfil de tumores. A perda de heterozigosidade requer, no 
mínimo, 20% do DNA tumoral incorporado ao DNA normal. A insta- 
bilidade de microssatélites refere-se à detecção de produtos adicionais 
de PCR, o que exige uma relação de DNA tumoral:normal superior 
a 0,5% (Goessl, 2001, 2002). As análises de alterações de microssaté- 
lites conduzidas em amostras de lavado brônquico livre de células e 
obtidas de pacientes com câncer de pulmão revelaram a presença de 
genes associados ao tumor em 47% dos casos se o DNA fosse utiliza- 
do como o material de origem (n = 30) e em 100% se o RNA fosse 
usado como esse tipo de material (n = 25) (Schmidt, 2004). Além 
disso, foram detectados 4 loci de microssatélites nos soros de 17 den- 
tre 34 pacientes com câncer de mama; a perda de heterozigosidade em 
vários locos foi observada em 16 pacientes, enquanto a instabilidade 
de microssatélites foi detectada em 1 paciente (Schwarzenbach, 2004). 
Contudo, não se constatou nenhuma correlação entre o DNA tumoral 
circulante e o nível do marcador proteico CA 15-3 associado ao tumor 
(Schwarzenbach, 2004) (ver capítulo sobre marcadores tumorais). 
Como a perda de heterozigosidade no plasma também foi encontrada 
em pacientes com câncer de bexiga recorrente, esse evento parece ser 
um marcador confiável nesse tipo de tumor (Dominguez, 2002). 


Hipermetilação de promotores gênicos 

A metilação de ilhas CpG, localizadas na região promotora de muitos 
genes, está associada com a inativação transcricional desses genes. Dessa 
forma, a hipermetilação aberrante de genes supressores tumorais essen- 
ciais pode permitir a expressão de oncogenes normalmente quiescentes. 
A técnica de PCR específica para metilação (MSP) é capaz de detectar 
a hipermetilação de promotores gênicos, enquanto a imuno-histoquí- 
mica consegue determinar a expressão reduzida de proteína. A MSP 
requer uma relação de DNA tumoral:normal de 0,1 a 0,001% (Goessl, 
2001, 2002; Bearzatto, 2002). A metilação aberrante de, no mínimo, 1 
de 4 genes supressores de tumor foi detectada em biópsias teciduais de 
15 dentre 22 (68%) pacientes com câncer de células não pequenas de 
pulmão. Dos 15 pacientes com câncer positivo de células não pequenas 
de pulmão, 11 (73%) também tinham DNA metilado anormal em suas 
amostras séricas (Esteller, 1999). Além disso, 17 de 27 (63%) pacien- 
tes com câncer de bexiga exibiram alterações nos genes supressores de 
tumor em DNA derivado de célula e do soro (Dominguez, 2002). 

E preciso ter cuidado na interpretação dos resultados obtidos 
de teste livre de células, pois podem variar dependendo do método 
de detecção (hipermetilação de promotores gênicos, rearranjos de 
genes, alterações de microssatélites, PCR, RT-PCR), da amostra tes- 
tada (Lee, 2001) e da fonte de ácido nucleico utilizada (RNA, DNA) 
(Fleishhacker, 2001; Garcia, 2001; Johnson, 2002; Schmidt, 2004). 
Todavia, isso continua sendo uma nova e promissora modalidade 
para detecção precoce de câncer (Chan, 2002; Lechowicz, 2002). 


Arranjos genéticos utilizados na detecção de 
anormalidades de oncoproteínas 


Tem sido notada a facilidade de detecção do DNA circulante de 
oncogenes mutados no soro de pacientes com câncer (Sorenson et al., 
1994; de Kok, 1997) e a identificação bem-sucedida de p21™ nas fezes 
de pacientes com câncer colorretal, da proteína p53 alterada na urina 
de pacientes com câncer de bexiga (Sidransky, 1991), bem como das 
moléculas ras, neu/HER2 e PDGF na bile de pacientes com câncer do 
trato biliar (Su et al., 2001), pelo método de PCR. Considerando-se a 
existência atual de microchips contendo genomas inteiros capazes de 
sofrer hibridização com o RNA total das células para detectar diferen- 
tes níveis de expressão gênica, estudos conduzidos com o uso de chips 
dotados de diferentes oncogenes podem ser eficazes para detectar a 
expressão de oncogenes específicos presentes nos líquidos corporais 
de pacientes com diferentes tipos de câncer. 

Em um estudo recente feito no tecido de 20 carcinomas de células 
escamosas do esôfago (Arai, 2003), foi demonstrado que tais estudos 
são possíveis e praticáveis. Um total de 57 oncogenes estava presente 
no arranjo e incluiu muitos dos oncogenes discutidos aqui, tais como 
FGF, erb-B2 (neu/HER2) e myc. Em 9 das 20 amostras, a expressão 
de 8 oncogenes, incluindo erb-B2 e myc, era 2 a 4 vezes maior que no 
tecido-controle normal. A comparação desses resultados com aqueles 
obtidos com a utilização dos métodos convencionais de hibridização 
revelou que, com frequência, essa amplificação do gene não era atribu- 
ida a um aumento no número de cópias. Conforme mencionado ante- 
riormente, o gene p53 muitas vezes sofre superexpressão e/ou mutação 
em carcinomas de células escamosas do esôfago, bem como em carci- 
nomas de células escamosas da cabeça e do pescoço. Infelizmente, o 
p53 não foi adicionado a esse arranjo de genes. Além disso, esse estudo 
não incluiu os ensaios de hibridização para genes mutantes. 

Apesar disso, esses estudos ilustram que os oncogenes frequente- 
mente se encontram superexpressos em cânceres humanos e podem 
ser detectados em arranjos de genes. Os estudos mais precoces de 
PCR em líquidos corporais ilustram que os processos de amplifica- 
ção e mutação gênica também podem ser facilmente detectados nes- 
ses líquidos corporais. Portanto, o arranjo genético contendo gran- 
de número de diferentes oncogenes, que possibilitem a realização de 
ensaios rápidos, parece ser bastante promissor na detecção de tumor 
em líquidos corporais. 


Teste de DNA celular para câncer utilizando 
hibridização in situ por fluorescência 


Essa técnica está descrita no Capítulo 69, sobre Citogenética. Em 
suma, as sondas de oligonucleotídeos de DNA contendo sequências 
que sabidamente ocorrem em cromossosmos específicos são incuba- 
das com células concentradas a partir dos líquidos corporais, como 
sangue e urina. Essas sondas são assim elaboradas para que sofram 
hibridização com sequências específicas de DNA de ocorrência nor- 
mal (natural) em cromossomos específicos ou com sequências conhe- 
cidas de junções cromossômicas de ocorrência anormal (geralmente, 
o resultado de translocações). As últimas costumam produzir prote- 
inas mitogênicas superexpressas ou proteínas mitogênicas mutadas 
constitutivamente ativadas. 

Um exemplo da aplicação dessa técnica está no diagnóstico de 
câncer de bexiga, para o qual um novo teste, o sistema de detecção 
Urovision (Vysis-Abbott Laboratories), foi desenvolvido e recém- 


aprovado pela FDA. Uma lesão cromossômica crítica e comum nessa 


doença consiste na deleção homozigota em 9p21 — talvez o achado 
genético mais constante em câncer de bexiga. Isso resulta em deleção 
de gene supressor de tumor, responsável pela codificação da proteína 
antioncogênica p16, culminando novamente em perda de controle da 
taxa mitótica (Halling, 2002, 2003). 

Uma sonda de oligonucleotídeo, marcada com corante fluorescente 
dourado, foi desenvolvida para uma sequência de 9p21. Além disso, 
foram preparadas diversas outras sondas de oligonucleotídeos, liga- 
das a outros corantes fluorescentes coloridos, que sofrem hibridização 
com sequências específicas nos centrômeros de outros “cromosso- 
mos-controle”. Uma mistura dessas sondas é incubada com células 
obtidas dos sedimentos urinários de pacientes e submetida à micros- 
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copia por fluorescência. Se as células estiverem normais, aparecerão 
manchas coloridas duplicadas decorrentes de cromossomos normais 
diploides. 

Contudo, a ausência de uma ou de ambas as manchas amarelas para 
o cromossomo 9p21, mas a presença de manchas fluorescentes dupli- 
cadas para as sondas-controle, é uma forte indicação de deleção em 
9p21 e da existência de câncer urotelial (mais provavelmente, bexiga). 
Deve-se notar que esse procedimento de hibridização também é capaz 
de detectar células epiteliais aneuploides malignas da bexiga (com 
múltiplas cópias de cromossomos) diretamente. 

Esse método tem sensibilidade de 36, 76 e quase 100%, respectiva- 
mente, para cânceres de grau I, II e III, além de especificidade global de 
97% (Halling, 2002, 2003). Tal método, portanto, tem grande potencial 
na detecção de câncer de bexiga, sobretudo se combinado com sondas 
para outras lesões genéticas que sabidamente ocorrem nessa doença, 
conforme discutido mais acima, no capítulo, sobre marcadores para 
câncer de bexiga. Ademais, foram preparadas múltiplas sondas para 
lesões cromossômicas conhecidas em diversos linfomas e leucemias; 
elas são promissoras para a detecção dessas doenças em líquidos cor- 
porais e tecido. 


Avaliação e considerações finais 


Existem vias bem definidas para transdução de sinal mitogênico 
entre a membrana e o núcleo das células. Essas vias consistem princi- 
palmente em proteínas, cujas mutações ou superexpressão podem dar 
origem à sinalização mitogênica descontrolada e ao câncer. 


Eficácia diagnóstica de oncoproteínas séricas 


Os resultados dos ensaios para as diferentes oncoproteínas, ante- 
riormente mencionadas, no soro e na urina (NMP-22) estão resu- 
midos na Figura 75.3, para diferentes tipos de tumor. A figura exibe 
gráficos tridimensionais do tipo de tumor (eixo y), do marcador 
tumoral (eixo x) e da porcentagem de casos de cada tipo de tumor 
detectado de forma bem-sucedida por cada marcador. Os resultados 
para cada marcador são fornecidos sob a forma de um gráfico de bar- 
ras tridimensional especificamente colorido. A partir da Figura 75.3, 
fica claro, acerca das proteínas estudadas até o momento, que altas 
taxas de positividade ocorrem em certos cânceres, enquanto os gru- 
pos-controle, fornecidos ao lado de cada tipo de tumor com um “N” 
entre parênteses, demonstram taxas de positividade muito baixas. É 
interessante observar que, embora as oncoproteínas estudadas sejam 
provenientes das vias de transdução de sinal envolvidas em muitos 
tipos diferentes de célula, parece haver certa especificidade de expres- 
são de oncoproteínas específicas para certos tipos de câncer. 

Por exemplo, o fator de crescimento TGF-q encontra-se elevado em 
grande parcela de cânceres colorretal, cerebral e ovariano, enquanto 
o TGF-B se apresenta aumentado em cânceres hepatocelular, pulmo- 
nar e vesical. O DEC da proteína p185 (induzida pelo oncogene neu) 
exibe aumento nos soros de muitos pacientes com carcinomas mamá- 
rios (em estágios mais avançados) (Fig. 75.3). A proteína p21™ está 
elevada em carcinomas colorretal e hepatocelular, angiossarcomas do 
fígado e cânceres de pulmão, ao passo que a proteína p53 está aumen- 
tada em cânceres colorretal e pulmonar, mas exclusivamente em cân- 
ceres orofaríngeos. Além disso, a elevação da p53 também é observada 
em alta proporção de linfomas. Ocorre aumento do anticorpo anti- 
-myc em muitos cânceres de cólon e, vale ressaltar, em alta proporção 
de cânceres de próstata. Este último achado sugere a necessidade de 
investigação mais detalhada. Por exemplo, níveis séricos elevados de 
anti-myc podem auxiliar no diagnóstico definitivo de câncer de prós- 
tata em pacientes com PSA sérico aumentado. 

É importante notar que, para essas proteínas, a sensibilidade de 
detecção de doença é alta e excede a de qualquer um dos antígenos 
oncofetais. Ademais, em todo estudo realizado até o momento, em 
alguns milhares de pacientes, a frequência de ocorrência desses fato- 
res de crescimento e das oncoproteínas é muito baixa nos soros de 
indivíduos não acometidos por câncer. Portanto, a especificidade de 
uso dos fatores de crescimento e das oncoproteínas como marcado- 
res tumorais também é relativamente alta. Essa conclusão não impli- 
ca que a ausência de determinada oncoproteína no soro de algum 
paciente signifique a ausência de malignidade. Em virtude da natureza 


da carcinogênese em múltiplas etapas, existem muitas oncoproteínas 
potenciais que podem se tornar anormais. Por essa razão, qualquer 
uma das oncoproteínas ou grupo de outras oncoproteínas podem 
estar presentes no soro do paciente. 

De fato, a Figura 75.3 também indica que a frequência de detecção 
de certas oncoproteínas nos soros de pacientes com determinado 
tipo de tumor pode ser relativamente baixa. Por exemplo, a partir da 
Figura 75.34, foi constatada a elevação de c-Myc nos soros de cerca 
de 8% dos pacientes com câncer de mama. As baixas taxas de detec- 
ção dessa oncoproteína nesse tipo de tumor originam-se do grande 
número de possíveis etapas nas vias onde as proteínas ou os fatores de 
crescimento aberrantes podem ser produzidos. Assim, os tumores que 
ocorrem em determinado tecido podem ter múltiplas causas diferen- 
tes, que levam à produção de proteínas aberrantes distintas na cadeia. 

O próximo passo, portanto, para utilizar esses marcadores oncopro- 
teicos no diagnóstico precoce de câncer consiste em analisar múlti- 
plos marcadores no soro de determinado paciente, já que a descoberta 
de, no mínimo, um componente aberrante da via de transdução de 
sinal se torna muito mais provável. Caso se encontre, pelo menos, um 
resultado positivo, o paciente poderá ser acompanhado em busca de 
sinais de desenvolvimento de tumor. 

Conforme o que já foi discutido, houve grande progresso nessa 
área. Foram elaborados arranjos de genes e proteínas para múlti- 
plos oncogenes e oncoproteínas, que têm conseguido aumentar a 
taxa de diagnósticos positivos de câncer nos pacientes. Além disso, 
o advento da abordagem proteômica/reconhecimento de padrões 
para detecção de câncer está se mostrando bem-sucedido em estu- 
dos nos quais tal abordagem foi testada até o momento, como no 
diagnóstico de cânceres de ovário, próstata e mama. À combinação 
desses dois métodos resultaria em altas recuperações diagnósticas; o 
uso de ambos seria possível e praticável, pois cada um deles pode ser 
realizado com rapidez. 


Origens de processos malignos 


A Figura 75.3 indica que a descoberta de nível elevado de alguma 
oncoproteina no soro do paciente geralmente não fornece informa- 
ções conclusivas sobre a origem do processo maligno. Por exemplo, 
embora a p21™ esteja elevada, com certa especificidade, em cânceres 
de cólon e pulmão, bem como em angiossarcomas do fígado, e apesar 
de o DEC da p185 codificada pelo oncogene neu/HER-2 (c-erbB-2) 
também estar aumentado em cânceres de cólon, pulmão e mama, 
a elevação de uma dessas oncoproteínas no soro de algum paciente 
não permite a identificação exata do tecido de origem da malignida- 
de. Como as vias de transdução de sinal em grande parte das células 
são notavelmente similares entre si, a elevação de qualquer oncopro- 
teína pode significar a presença de processo maligno em uma série de 
tipos celulares diferentes. Por outro lado, com a utilização da abor- 
dagem proteômica, os padrões de proteínas séricas na espectrometria 
de massa SELDI-TOF são exclusivamente característicos de tumores 
específicos; dessa forma, essa abordagem é capaz de identificar o teci- 
do de origem do tumor. 

Além disso, muitos estudos sobre as correlações entre a presença 
de tumores e os níveis séricos de oncoproteinas ainda precisam ser 
realizados. Por exemplo, não há dados publicados sobre a ocorrência 
de formas detectáveis da proteína p21™ mutante no soro de pacien- 
tes com carcinoma pancreático em comparação a grupos-controle 
compostos por indivíduos de sexo e idade compatíveis e grupos de 
pacientes com pancreatite, mas sem tumores. Este é um estudo essen- 
cial, porque mais de 90% dos cânceres pancreáticos expressam a p21™ 
oncogênica (Almoguerra, 1988). 

Uma maneira de utilização das oncoproteinas séricas para se detectar 
a presença de tumores específicos em um estágio precoce na evolução 
tumoral é nas populações que sabidamente estão sob risco de desen- 
volvimento de cânceres específicos a partir do histórico de exposição a 
carcinógenos ou mutágenos, como em caso de exposição ocupacional, 
ou a partir de condições médicas preexistentes, como no caso de expo- 
sição a cloreto de vinila associada com angiossarcoma do fígado e pneu- 
moconioses associadas com câncer de pulmão. Ambas as condições são 
relacionadas com altos níveis séricos da proteína p21'"*; a última tam- 
bém está vinculada com altos níveis séricos da p185"™. 


MARCADORES TUMORAIS 
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Tamanho do tumor e níveis de oncoproteínas 


Atualmente, há pouca informação sobre o volume tumoral mini- 
mo que dá origem a elevações séricas de oncoproteínas. Contudo, 
há indícios de que pequenas lesões possam produzir níveis signifi- 
cativos de certas oncoproteínas. Em primeiro lugar, em um núme- 
ro significativo de pacientes com riscos conhecidos de câncer, as 
oncoproteínas eram descobertas nos soros desses indivíduos antes 
do desenvolvimento de câncer detectável. Assim, em pacientes com 


PDGF 
” TGF(B) 


Figura 75.3 Resumo dos resultados de ensaios séricos 
para diferentes componentes das vias de sinalização 
mitogênica. Nesta figura estão representados gráficos 
tridimensionais com o tipo de tumor no eixo das abscissas 
(X) e o componente da via no eixo das ordenadas (Y), 
bem como a porcentagem detectada ou a frequência de 
encontro de cada um dos componentes da via, elevado 
no soro de pacientes com cada tipo tumoral no eixo 
perpendicular (2). Próximos aos resultados para cada 
tipo de tumor, os resultados para os grupos-controle 
estão indicados como “N” para “normais”, ou seja, 
dee vê controles de idade e sexo compatíveis, que estavam 


” myc livres de tumor. Os controles de pacientes com cada 
anti-p53 


tipo de tumor estão abreviados por uma única letra (com 
poa “N” entre parênteses) para cada tipo tumoral, como “C” 
nmp22 , ape 
para cérebro no gráfico A. TGF, = fator transformador 
do crescimento-a; TGF, = fator transformador 
Marcador do crescimento-B; FGF = fator de crescimento de 
tumoral fibroblastos; PDGF = fator de crescimento derivado de 


plaquetas; EGF = fator de crescimento epidérmico; erbB 
= receptor do fator de crescimento epidérmico (EGF); neu 
= a proteína p185 que é similar à proteína erbB e também 
é conhecida como erbB-2 e HER-2; ras = a proteína p21; 
NMP-22 = proteína da matriz nuclear número 22; p53 = 
uma proteína antioncogênica; anti-p53 = anticorpo anti- 
p53; myc = um oncogene nuclear que codifica a proteína 
Myc; anti-Myc = anticorpo antiproteina Myc. 
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asbestose, o DEC da proteína p185% ficava elevado antes do diag- 
nóstico de tumores de pulmão. A superexpressão do DEC da p185 
ocorria em diversos pacientes antes do diagnóstico de câncer de 
mama. Os pacientes do Leste Asiático que tinham altos níveis séricos 
de DEC da p185 passavam a desenvolver carcinoma hepatocelular. 
Foi constatado que os pacientes com pneumoconioses apresenta- 
vam níveis elevados da proteína p21 e/ou de DEC da p185 e, sub- 
sequentemente, desenvolviam carcinomas de pulmão. A proteína 
p21 mutante (Asp 13-) foi descoberta no soro de uma porcentagem 
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mente, desenvolveram angiossarcoma. Foram encontrados anti- 
corpos anti-p53 nos soros de indivíduos com subsequente desen- 
volvimento de angiossarcomas ou cânceres de pulmão. Todos esses 
estudos sugerem que lesões malignas indetectáveis por técnicas con- 
vencionais podem ser percebidas pela mensuração dos níveis séricos 
de oncoproteinas ou anticorpos contra oncoproteinas, sobretudo 
em pacientes com exposições ou fatores de risco conhecidos para o 
câncer. 

Em segundo lugar, parece haver uma boa correlação em alguns 
pacientes entre os níveis séricos de marcadores oncoproteicos e o 
volume do tumor e/ou o nível de expressão do marcador no tecido 
tumoral em si. Nesse sentido, foi descoberto que alguns adenomas 
pequenos (< 1 cm) dão origem a níveis elevados de p21™ ou de DEC 
da p185 nos soros desses pacientes. Tanto para a proteína p21™ 
quanto para o DEC da proteína p185"? há uma excelente correla- 
ção entre o nível sérico desses marcadores e o estado clínico pré e 


pós-terapêutico do paciente. Apesar disso, um número consideravel- 
mente maior de estudos sobre a correlação entre o volume do tumor 
e o nível sérico de oncoproteínas ainda precisa ser realizado. Pode 
ser conflitante, contudo, o fato de um pequeno tumor ser capaz de 
produzir grandes quantidades de marcador, enquanto tumores mais 
volumosos geram quantidades menores do marcador. Sobre esse 
aspecto, destaca-se que as oncoproteínas sofrem aumento em uma 
grande proporção de carcinomas in situ, conforme evidenciado por 
altos níveis séricos da proteína p185"“ em câncer de mama incipien- 
te e da NMP22 em carcinoma in situ da bexiga. 

Apesar das advertências prévias nas interpretações de aumentos 
dos níveis séricos de oncoproteínas ou da detecção de formas anor- 
mais dessas proteínas no soro e da necessidade de mais estudos sobre 
correlação, as análises quanto à presença de oncoproteínas no soro 
mostram-se excepcionalmente promissoras em termos de detecção de 
tumores malignos em um estágio precoce, bem como para o monito- 
ramento de sua evolução, resposta à terapia, remissão e recorrência. 
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humanos em um único gene. A convergência desses avanços tecnoló- 


PONTOS-CHAVE | 
gicos e científicos suscita a promessa da rápida identificação de genes 


e A recente conclusão do projeto genoma humano 


forneceu aos cientistas um mapeamento detalhado 


do genoma humano e as regiões de codificação previstas, que 
ap o surgimento de tecnologias genômicas e proteômicas de 
alto desempenho. 

e Existe uma série de plataformas desenvolvidas para a definição 
do perfil de expressão gênica no tecido humano, incluindo a 
análise seriada da expressão gênica (SAGE, serial analysis of gene 
expression), os microarranjos de DNA e a reação em cadeia da 
polimerase competitiva real. 

e As tecnologias proteômicas emergentes, abrangendo a 
espectrometria de massa e os arranjos de proteínas, começaram a 
explorar a composição proteica complexa e dinâmica de tecido 
humano saudável e enfermo. 

e As tecnologias de microarranjo de DNA e SAGE identificaram 

as assinaturas diagnósticas de expressão gênica para uma série de 
processos malignos, hematológicos e maciços que, frequentemente, 
são de difícil distinção com o uso de análise histológica tradicional. 
e Os perfis prognósticos de expressão gênica e proteica foram 
identificados em um grande número de quadros de câncer, como 
linfoma, câncer de pulmão, câncer de mama e leucemia mieloide 
aguda. 

e São necessárias a validação dos métodos em grandes ensaios 
clínicos, a padronização das técnicas e dos controles, bem como 

a inclusão de padrões analíticos, antes da implementação clínica 
disseminada dessas tecnologias. 


Introdução 


Com a recente elucidação da sequência completa do genoma 
humano e de outros genomas, testemunhou-se uma explosão de 
informações e ferramentas de alto desempenho, que estão alterando 
profundamente as pesquisas biomédicas e a cultura científica. Essa 
revolução, que começou em meados dos anos 1980, surgiu a partir 
do desenvolvimento de três áreas: biologia molecular, em especial os 
avanços no rápido sequenciamento do DNA; tecnologia da informa- 
ção, em particular a capacidade de armazenar e analisar a quantidade 
de dados sem precedentes; e — de maior importância — progresso na 
genética humana, sobretudo a identificação de milhares de distúrbios 


relacionados a doenças, levando à melhoria nos testes diagnósticos e 
ao surgimento de terapias mais eficazes. 

Mapeamentos detalhados do genoma humano e de outros geno- 
mas fornecem as informações necessárias para traçar um caminho 
rumo à compreensão e ao tratamento de muitas doenças. Esse cami- 
nho, no entanto, continua sendo longo e difícil. Embora o progresso 
surja com maior facilidade para os distúrbios que seguem os padrões 
de herança mendeliana, até esses distúrbios apresentam dificuldades 
expressivas. Por exemplo, embora a biologia e a genética de anemia 
falciforme sejam, de forma razoável, bem-compreendidas por mais de 
meio século — um único aminoácido valina substitui o ácido glutami- 
co na posição 6 na cadeia beta da hemoglobina —, o desenvolvimento 
de terapia eficaz ainda está lento. A penetrância de doenças genéticas 
que, supostamente, são atribuídas a mutações isoladas, conta muitas 
vezes com interações mais complexas entre a mutação e uma varieda- 
de de polimorfismos genéticos concomitantes, como aqueles obser- 
vados nos genes codificadores de proteínas de superfície nas células 
endoteliais de vênulas pós-capilares que, em parte, são responsáveis 
pela gravidade da anemia falciforme. 

Muitas doenças comuns, em particular as doenças cardiovasculares, 
os distúrbios mentais e quase todos os cânceres, originam-se de cau- 
sas multigênicas. Além disso, essas doenças invariavelmente possuem 
fortes componentes ambientais, representando um desafio conside- 
rável para o desenvolvimento de testes diagnósticos e prognósticos 
eficazes e econômicos. Mesmo na ausência de influência ambiental de 
confusão, relacionar o fenótipo quantificável de alguma doença a um 
conjunto de alelos distintos é uma tarefa complexa. Para complicar 
ainda mais a situação, muitos distúrbios não têm fenótipos quantifi- 
cáveis bem definidos. 

Em um capítulo repleto de tecnologias promissoras, fizeram-se essas 
observações decepcionantes para enfatizar que uma maior compre- 
ensão nunca garante a descoberta de curas ou o desenvolvimento de 
terapias. Contudo, a maior compreensão auxilia o desenvolvimento 
de estratégias racionais para detectar e controlar as doenças. O geno- 
ma de referência permite a caracterização rápida de polimorfismos em 
toda a população humana, mas também possibilita o desenvolvimento 
de tecnologias moleculares de fingerprinting, que permitem a identifi- 
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patológicas na expressão gênica e proteica. Os autores deste capítulo 
estão confiantes e convencidos de que o potencial de tecnologias genô- 
micas vai muito além de qualquer tecnologia antes disponível e que, 
durante as próximas décadas, elas tornarão possível o desenvolvimento 
de novas estratégias diagnósticas e terapêuticas para o câncer e outras 
doenças comuns, alterando bastante a prática médica. 

O presente capítulo concentra-se em uma série de tecnologias genô- 
micas e proteômicas de alto desempenho, com o potencial de exercer 
impacto sobre a classificação e o prognóstico de doenças (Fig. 76.1). 
Essas ferramentas moleculares têm afetado praticamente todas as for- 
mas de doença humana. No entanto, considerando as implicações à 
saúde pública e a predominância de publicações recentes na área, 
concentrou-se nas aplicações diagnósticas e prognósticas relaciona- 
das ao câncer. Após uma breve revisão do Projeto Genoma Humano 
e das consequentes tecnologias de alto desempenho, foram discutidos 
exemplos de aplicações em diversos processos malignos hematológicos 
e maciços. O objetivo do capítulo ficou restrito às tecnologias de alto 
desempenho e, portanto, não representa um panorama abrangente de 
todas as tecnologias que estão sendo utilizadas em estudos genômicos e 
proteômicos clínicos. Além disso, dentro das tecnologias apresentadas, 
algumas receberam maior destaque por conta de seu uso disseminado. 
À medida que maior quantidade de dados for coletada com o uso das 
tecnologias, estratégias que combinem o conjunto de dados podem vir 
a ser poderosas abordagens para o desenvolvimento de ferramentas clí- 
nicas precisas. Além de medir os níveis de expressão gênica e proteica, 
a compreensão da variação genética humana no DNA será importante 
para elucidar os marcadores e mecanismos das doenças. Entretanto, 
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uma discussão das tecnologias de genotipagem de alto desempenho 
para analisar polimorfismos de nucleotídeo único vai além do escopo 
deste capítulo (para uma revisão, ver Syvanen, 2001). 


O Projeto Genoma Humano 


Esforço público de sequenciamento (sequen- 
ciamento hierárquico por fragmentos aleatórios 
[shotgun]) 


O sequenciamento do genoma humano foi um projeto de 15 anos, 
que custou 3 bilhões de dólares e teve inicio em 1990 como um esforço 
conjunto entre o US Department of Energy e os National Institutes of 
Health (Collins, 2003). Desde a concepção do projeto até 1995, foram 
elaborados mapas físicos e genéticos dos genomas do ser humano e do 
camundongo e sequenciados os genomas de leveduras e vermes. Esses 
projetos iniciais, aliados com avanços na tecnologia de sequenciamento 
e análise de dados de sequência, traçaram estratégias e técnicas altamen- 
te eficazes em termos de custo, ao mesmo tempo em que demonstraram 
a praticabilidade e a viabilidade de sequenciar o genoma humano. Em 
março de 1999, o esforço para sequenciar o genoma humano começou 
de forma intensa e ficou determinado que ele fosse concluído em duas 
fases — a primeira fase envolveria a conclusão de uma sequência de esbo- 
ço, enquanto a segunda seria uma fase de finalização para solucionar as 
regiões mal-agrupadas e preencher as lacunas da sequência. Por volta de 
junho de 2000, os centros envolvidos no projeto estavam produzindo 
dados brutos da sequência em uma taxa de cerca de 1.000 nucleotídeos 
por segundo, 24 horas por dia, 7 dias por semana (Lander, 2001). 
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Figura 76.1 As plataformas de alto desempenho e o dogma central da biologia. As três principais tecnologias responsáveis pela rápida análise dos sistemas biológicos incluem 
espectrometria de massa, sequenciamento e microarranjos. Foram listados exemplos de cada tecnologia, conforme sua aplicação em cada estágio das informações biológicas — 
DNA, RNA e proteína. MS = espectroscopia de massa; SELDI-TOF = ionização por dessorção a laser realçada por superfície, espectroscopia de massa por tempo de voo; ICAT 
= tags de afinidade isótopo-codificada. (Adaptada com a permissão de Kufe DW, Holland JF: Cancer Medicine, 6.ed. Hamilton, Ontario, BC Decker, 2003; Wilson J, Hunt T: 
Molecular biology of the cell, 4.ed. New York, NY, EUA, Garland Science, 2003; Brown TA: Genomes, 2.ed. New York, John Wiley & Sons, 2002.) 


A primeira fase do Projeto Genoma Humano, uma colaboração 
empreendedora de 20 grupos em seis países, foi concluída e publica- 
da em fevereiro de 2001 no periódico Nature (Genome International 
Sequencing Consortium, 2001; Lander, 2001). A sequência de esboço 
abrangeu cerca de 96% da porção eucromática (rica em genes) do geno- 
ma humano e 94% de todo o genoma, com uma média de cobertura de 
4 vezes (ou seja, cada base foi sequenciada em uma média de 4 vezes). 
O International Human Genome Sequencing Consortium empregou 
uma estratégia de sequenciamento referida como sequenciamento 
hierárquico por fragmentos aleatórios (shotgun) (também conhecido 
como sequenciamento à base do mapa gênico, à base de cromossomo 
artificial bacteriano ou clone por clone) (Olson, 2001). O DNA gené- 
mico obtido de voluntários de diversas raças e etnias foi parcialmente 
digerido por endonucleases de restrição. Os fragmentos de 1 a 2 Mb 
de comprimento foram clonados em cromossomos artificiais bacteria- 
nos (BACs, bacterial artificial chromosomes). Oito bibliotecas de DNA 
contendo clones de inserção sobrepostos foram criados, representando 
uma cobertura do genoma de 65 vezes (cada base é representada em 
uma média de 65 vezes se todas as oito bibliotecas forem examinadas). 

Os BAC contendo fragmentos do genoma humano são inseridos em 
bactérias e replicados à medida que esses microrganismos crescem e 
se dividem. Cada clone de BAC é completamente digerido por algu- 
ma enzima de restrição até produzir um padrão único de fragmentos 
de DNA, conhecidos como fingerprints. Os fingerprints de diferentes 
clones de BAC podem ser comparados para selecionar um conjun- 
to de clones de BAC sobrepostos que cobrem uma parte do genoma 
(uma grande região do genoma coberta por clones sobrepostos recebe 
o nome de contig). Os contigs podem ser posicionados ao longo do 
cromossomo, utilizando marcadores conhecidos obtidos de mapas 
físicos e genéticos pré-elaborados do genoma humano. Os clones de 
BAC selecionados são divididos em fragmentos sobrepostos meno- 
res, subclonados e sequenciados. A subclonagem é necessária porque 
cada reação de sequenciamento é capaz de ler apenas ~500 pares de 
base (bp, base pairs) de forma confiável. A sequência do clone de BAC 
pode ser reconstruída a partir do conjunto de sequências obtidas dos 
subclones, enquanto os fingerprints de BAC orientam o agrupamento 
de vários clones de BAC em contigs. 

As sequências de esboço foram requeridas para obter uma média 
de cobertura de 4 vezes e uma acurácia de 99%, conforme determi- 
nado pelo software (ou seja, PHRED e PHRAP), que atribui escores 
de qualidade às bases e agrupa as sequências de acordo com os esco- 
res. Ao longo de todo o projeto, exigiu-se que as sequências com 
mais de 2 kb de comprimento fossem depositadas em banco de dados 
públicos em até 24 horas (os dados estão disponíveis na University of 
California, no Navegador do Genoma de Santa Cruz [Santa Cruz's 
Genome Browser], www.genome.ucsc.edu, no GenBank do National 
Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nih.gov, bem como 
no European Bioinformatics Institute Ensemble e no Sanger Centre 
Ensemble, www.ensembl.org). O agrupamento da sequéncia de esboco 
foi um processo composto de trés partes, que envolveu a filtragem dos 
dados de sequéncia para eliminar as sequéncias bacterianas e mitocon- 
driais, a elaboração de um layout dos clones ao longo do genoma e a 
fusão dos clones sobrepostos para produzir uma sequência de esboço. 

A abordagem do sequenciamento hierárquico por fragmentos alea- 
tórios (shotgun) foi escolhida pelo consórcio público por várias razões. 
A distribuição do trabalho entre os centros de sequenciamento foi sim- 
ples com o uso dos clones. Além disso, o agrupamento de clones para 
produzir uma sequência de esboço provavelmente seria mais preciso, 
pois cerca de 46% do genoma humano consiste em sequências repe- 
tidas e contém ampla variação de sequências individuais. Ademais, a 
abordagem também pode lidar com tendências de clonagem e, nesse 
caso, sequências subrepresentadas podem ser alvo de sequenciamento. 


Esforço privado de sequenciamento (sequencia- 
mento de todo o genoma por fragmentos alea- 
tórios [shotgun]) 

Em 1998, uma empresa privada, a Celera Genomics, chefiada por 
Craig Venter, anunciou sua intenção de sequenciar o genoma huma- 


no em 3 anos, utilizando uma abordagem diferente conhecida como 
sequenciamento de todo o genoma por fragmentos aleatórios (shot- 


gun). À sequência do genoma humano esboçada por essa empresa foi 
relatada na edição de fevereiro de 2001 da revista Science (Venter, 2001). 
A empresa Celera gerou 14,8 bilhões bps da sequência do DNA em 9 
meses, produzindo uma sequência de consenso de 2,91 milhões de bps 
da porção eucromática do genoma humano, com média de cobertura 
de 5 vezes. A empresa utilizou o DNA genômico obtido de 3 mulheres e 
2 homens dos seguintes grupos etnogeográficos: afro-americanos, asiá- 
ticos-chineses, hispano-mexicanos e caucasianos. Foram elaboradas 16 
bibliotecas diferentes de DNA com três tamanhos distintos de inserção: 
2kb, 10kb e 50kb. Ambas as extremidades da inserção de clones esco- 
lhidos de forma aleatória foram sequenciadas para produzir leituras de 
sequenciamento de “pares casados”. A distância média entre pares casa- 
dos foi conhecida, porque a faixa de tamanhos de inserção para clone 
obtido de biblioteca específica pôde ser caracterizada, calculando-se a 
distância entre pares casados em estiramentos previamente sequencia- 
dos do genoma. A empresa gerou um conjunto de 27,26 milhões de lei- 
turas com comprimento médio de 543 bps. 

Além disso, a empresa Celera combinou seus dados de sequência 
com todos os dados obtidos do esforço genômico financiado publica- 
mente disponíveis até setembro de 2000 no banco de dados GenBank 
e adotou duas estratégias distintas de agrupamento. A estratégia 
de agrupamento de todo o genoma envolveu o “retalhamento” das 
sequências publicamente financiadas em pequenos fragmentos, com- 
binando esses fragmentos com as leituras da Celera, identificando as 
sequências sobrepostas e unindo-as para produzir longas sequências 
contínuas de consenso. Esses contigs foram ordenados e as lacunas 
entre os contigs foram quantificadas, utilizando as informações obti- 
das das leituras de pares casados. Uma variante do processo mencio- 
nado antes, conhecida como agrupamento por fragmentos aleatórios 
compartimentalizados, produziu resultados um pouco melhores, pois 
as sequências eram agrupadas em primeiro lugar, com base nas infor- 
mações de mapeamento, em uma região do cromossomo antes de rea- 
lizar o processo descrito previamente. 

As análises das sequências de esboço efetuadas pelos dois grupos 
geraram resultados similares. Alguns genes eram derivados de bacté- 
rias ou elementos de transposição, mas grandes duplicações segmen- 
tares também eram evidentes ao longo de todo o genoma. Foi desco- 
berto que a distribuição de genes, ilhas CpG, sítios de recombinação 
e repetições é muito variável em todo o genoma. Como a variação 
genética disseminada era evidente, foram descobertos cerca de 2,1 
milhões de polimorfismos de nucleotídeo único, um para cada 1.250 
bps. Um dos resultados mais surpreendentes revelado pela conclusão 
da sequência de esboço foi estimar que o genoma continha cerca de 
30.000 genes codificadores de proteína, consideravelmente menos do 
que 100.000 ou mais do que se havia postulado. O número é apenas 
um terço maior do que o da minhoca; no entanto, é provável que, haja 
um número muito maior de proteínas diferentes por conta de junção 
alternativa (Claverie, 2001). Os cientistas utilizaram muitos métodos 
de predição gênica para chegar à estimativa de 30.000 genes. Os algo- 
ritmos de predição gênica predizem a localização de genes desconhe- 
cidos no genoma com o uso de características de sequência extraídas 
de genes conhecidos, incluindo composição de códons e nucleotídeos 
dentro das regiões codificadoras e sequências conservadas nos limites 
entre éxons/íntrons e dentro das regiões promotoras. A sequência do 
genoma humano tem uma baixa relação de sinal:ruído, visto que as 
regiões codificadoras representam apenas cerca de 3% do genoma e, 
portanto, os algoritmos produzem um grande número de falso-posi- 
tivos. A maioria dos algoritmos, no entanto, utiliza duas outras fontes 
de informações importantes — similaridade com proteínas e transcri- 
tos expressos humanos conhecidos, além de homologia a proteínas e 
sequências caracterizadas em outros organismos (para uma revisão 
sobre algoritmos de predição gênica, ver Mathe, 2002). 


Finalização da sequência do genoma humano 


Recentemente, em outubro de 2004, no periódico Nature, o 
International Human Genome Sequencing Consortium publicou um 
artigo intitulado “Finishing the euchromatic sequence of the human 
genome’ (“Finalização da sequência eucromática do genoma huma- 
no”) (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004). 
O artigo relatou que a sequência de esboço carecia cerca de 10% da 
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1568 porção eucromática do genoma (ou seja, estava incompleta), continha 


em torno de 150.000 lacunas e tinha muitos segmentos de sequência 
sem atribuição de ordem ou orientação. A sequência atual contém 2,35 
bilhões de nucleotídeos, abrange cerca de 99% do genoma e possui 
apenas 341 lacunas (com um erro a cada 100.000 bases). A revisão da 
sequência prediz entre 20.000 e 25.000 genes codificadores de proteína 
e a discrepância dos números deve-se às diferenças nos algoritmos de 
predição gênica. A sequência recém-publicada revela que as duplica- 
ções segmentares abrangem por volta de 5,3% da porção eucromática, 
fornecendo informações sobre a evolução do genoma humano e auxi- 
liando o estudo de doenças causadas por deleções e rearranjos dessas 
regiões (p. ex., síndrome de DiGeorge) (Stankiewicz, 2002). A sequén- 
cia recém-publicada também torna possível rastrear o nascimento e a 
morte dos genes — genes “recém-nascidos” como resultado de duplica- 
ção gênica e genes “perdidos” em consequência de mutação. 

O sequenciamento do genoma humano é uma enorme conquista e 
reúne informações “preciosas sobre o desenvolvimento, a fisiologia, a 
medicina e a evolução da espécie humana” (Lander, 2001). O genoma 
humano tem fornecido infraestrutura não só para o sequenciamento 
dos outros genomas, mas também para a compreensão da estrutura e 
da complexidade da variação genética humana. Esse mapa detalhado 
do genoma humano e das regiões codificadoras preditas tem facili- 
tado o surgimento de uma série de tecnologias de alto desempenho 
por meio das quais os cientistas começaram a explorar o conjunto 
completo de expressão gênica e proteica em tecido humano saudável e 
enfermo. Essas tecnologias prometem revolucionar a classificação das 
doenças humanas e anunciar o início de uma nova era da medicina 


molecular individualizada. 


Tecnologias de alto desempenho 
Tecnologia genômica 


Uma compreensão profunda dos mecanismos celulares representa a 
primeira etapa para desvendar a complexidade das doenças humanas. 
Conclusões importantes a respeito da função de algum gene podem ser 
deduzidas, determinando-se o tipo celular e as condições sob as quais 
um gene se expressa e quantificando-se o nível de mensagem transcri- 
ta. Uma técnica comumente utilizada para avaliar o nível de expressão 
de um único gene (representado por mRNA) em algumas condições 
distintas é chamada Northern blot. Essa abordagem “gene por gene” 
começou a mudar no início dos anos 1990 como resultado do sucesso 
do Projeto Genoma Humano e dos vários avanços tecnológicos que 
possibilitaram o desenvolvimento de análises de alto desempenho da 
expressão gênica, em que vários genes puderam ser analisados simul- 
taneamente. Serão abordadas três tecnologias genômicas distintas de 
alto desempenho. Tanto a análise seriada da expressão gênica (SAGE) 
(Velculescu, 1995) quanto os microarranjos de DNA (Schena, 1995, 
Lockhart, 1996) foram desenvolvidos nos anos 1990 e, na atualidade, 
a utilização dessas técnicas está bem difundida, enquanto a reação 
em cadeia da polimerase (PCR) competitiva real com o uso da espec- 
troscopia de massa com ionização por dessorção a laser assistida por 
matriz-tempo de voo (MALDI-TOF-MS, matrix assisted laser desorp- 
tion tonization time of flight mass spectroscopy) foi publicada pela pri- 
meira vez em 2003 (Ding, 2003). Os princípios básicos subjacentes aos 
microarranjos de DNA são discutidos no Capítulo 68, ao passo que 
aqueles sobre PCR competitiva real são abordados no Capítulo 67. 

Dependendo do modelo experimental, coletam-se as amostras de 
culturas celulares ou tecidos cirúrgicos e isola-se o RNA total. As téc- 
nicas como microdissecção por captura a laser (Emmert-Buck, 1996) 
são frequentemente utilizadas antes do isolamento do RNA para obter 
uma população homogênea de células de amostras teciduais. Após a 
obtenção de RNA total ou mRNA e sua transcrição reversa em cDNA, 
cada tecnologia utiliza um protocolo diferente para medir com rapi- 
dez os níveis transcritos dos genes em cada amostra. Os princípios de 
cada método, bem como as vantagens e as desvantagens correspon- 
dentes serão descritas adiante. 


Análise seriada da expressão gênica 
A SAGE mede o nível de expressão dos genes em uma amostra, pelo 
isolamento e pelo sequenciamento de milhares de tags (marcadores) 


curtos de 10 a 14 bps isolados de cDNA. Duas informações impor- 
tantes podem ser deduzidas do resultado: as sequências dos tags geral- 
mente permitem a identificação de seus genes correspondentes e o 
número de vezes em que um tag específico é sequenciado equivale a 
uma medida da abundância de transcritos. A capacidade de identificar 
um transcrito com exclusividade, utilizando uma sequência tão curta 
quanto 9 bps, reside na probabilidade de definir essa sequência a par- 
tir de outras. Tal sequência é capaz de distinguir 262.144 transcritos 
(4), o que é superior às estimativas atuais do número de transcritos 
no genoma humano (Velculescu, 1995; Pennisi, 2000). 

O protocolo da SAGE envolve o isolamento do RNA de uma amos- 
tra de interesse. O RNA é convertido em cDNA de fita dupla, utilizan- 
do um iniciador oligo (dT) biotinilado para síntese da primeira fita. A 
SAGE, então, usa dois tipos de enzimas de restrição. A primeira, cha- 
mada enzima de ancoragem, reconhece uma sequência específica de 
4 bps (p. ex., Nlalll). Quaisquer enzimas de reconhecimento de 4 bps 
podem ser utilizadas já que, em média, elas promovem a clivagem a 
cada 256 bps (4º). A enzima de ancoragem deixa um curto fragmento 
saliente de fita única do DNA na extremidade 5° do local de clivagem. 
O fragmento biotinilado, que representa a extremidade 3’ do gene, é, 
então, ligado a conjugados de estreptavidina, capturando apenas os 
fragmentos de cDNA digeridos que contêm uma porção da cauda 
poli(A”). Os fragmentos capturados são purificados e aleatoriamente 
divididos em dois pools iguais. 

A segunda enzima, chamada enzima de marcação, comporta-se de 
forma diferente, promovendo a clivagem de 14 a 15 bps do DNA de 
imediato após a região 3’ de sua sequência de reconhecimento (p. ex., 
BsmFI). A sequência de reconhecimento para a enzima de marcação é 
transformada na sequência dos ligantes descritos adiante. 

Após a divisão dos fragmentos purificados em dois pools, dois liga- 
dores diferentes de oligonucleotídeos, cada um deles contendo uma 
sequência diferente de iniciadores para PCR (para fins de análise, os 
ligadores serão assinalados com as letras A e B), a sequência de reco- 
nhecimento da enzima de marcação e uma saliência da fita simples 
do DNA, que faz parte da sequência de reconhecimento da enzima de 
ancoragem, são desenhadas e sintetizadas. O ligador A é ligado às extre- 
midades 5’ dos fragmentos de cDNA em um pool, enquanto o ligador 
B, às extremidades 5 dos fragmentos de cDNA no outro pool. A ligação 
ocorre por meio do pareamento de bases entre as extremidades salientes 
de fita simples complementar do DNA tanto nos fragmentos de cDNA 
quanto nos ligadores, criando uma sequência intacta de reconhecimen- 
to da enzima de ancoragem. Os fragmentos de cDNA em cada pool são, 
então, cortados com a enzima de marcação, resultando em um novo 
fragmento que contém o ligador acrescido de uma curta região de 10 
bps do cDNA, conhecida como tag ou marcador (o fragmento remanes- 
cente de cDNA e a porção da cauda poli(A+) são removidos). Os dois 
pools de fragmentos de cDNA são unidos, criando ditags ou marcadores 
duplos (as novas sequências são as seguintes: ligador A-tag-tag-ligador 
B). Os ditags são amplificados por PCR, utilizando iniciadores desenha- 
dos com base nas sequências dos ligadores A e B. 

A criação dos ditags é importante por várias razões. Em primeiro 
lugar, os ditags podem ser amplificados por PCR para etapas subsequen- 
tes de clonagem. Em segundo lugar, cada tag dentro de um ditag é liga- 
do cauda-a-cauda e flanqueado por sequências de reconhecimento da 
enzima de ancoragem, fornecendo informações importantes de orienta- 
ção utilizadas para identificar os genes correspondentes a cada tag. Por 
fim, mesmo se os tags estiverem em alta abundância, a probabilidade de 
criar-se ditags idênticas é extremamente baixa. Em consequência disso, 
a ocorrência de ditags idênticos indica tendências da PCR, mas esses 
ditags são excluídos da análise final para garantir a quantificação precisa 
da abundância de transcritos (Velculescu, 1995; Yamamoto, 2001). 

Após a amplificação, a enzima de ancoragem é utilizada para pro- 
mover a clivagem dos ligadores dos ditags. Ditags formados por dife- 
rentes reações são unidos até formar cadeias de 10 a 50 tags. As cadeias 
concatenadas de ditags são clonadas em plasmídeos e sequenciadas. 
Tipicamente, cerca de 50.000 tags são sequenciados para cada amostra 
de interesse, utilizando sequenciador de alto desempenho (para mais 
detalhes sobre a metodologia, ver a revisão feita por Madden, 2000). Os 
níveis absolutos de expressão dos genes na amostra são quantificados 
pela contagem do número de tags sequenciados que correspondem a 
cada gene. A Figura 76.2 fornece um esquema visual do procedimento. 
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Figura 76.2 A análise seriada da expressão 
gênica (SAGE) é uma técnica que mede os 

níveis de expressão de genes em uma amostra 
de interesse. O RNA é isolado da amostra, o 
cDNA é sintetizado, e as milhares de tags curtos 
de pares de bases (bps) são isolados. A SAGE 
utiliza dois tipos de enzima de restrição: uma, 
chamada enzima de ancoragem (ou seja, Nlalll), 
reconhece uma seguência específica de 4 bps 

e promove a clivagem do DNA a cada 256 

bps, imediatamente após a região 5’ da tag de 
sequência. A segunda enzima, chamada enzima 
de marcação (ou seja, BsmFl), comporta-se de 
forma diferente, promovendo a clivagem de 14 ou 
15 bps do DNA de imediato após a região 3’ de 
sua sequência de reconhecimento. Em primeiro 
lugar, os fragmentos de cDNA são clivados com 
a enzima de ancoragem, capturados com o uso 
de cromatografia de afinidade da biotina por 
estreptavidina, purificados e divididos em dois 
pools, A e B. Em segundo lugar, dois ligadores 
diferentes (A e B) são ligados às extremidades 5' 
dos fragmentos de cDNA em seus respectivos 
pools. Os fragmentos de cDNA em cada pool! 
são, então, clivados com a enzima de marcação, 
resultando em um novo fragmento que contém o 
ligador acrescido de uma região curta de 10 bps 
do cDNA, conhecida como tag. Os dois pools de 
fragmentos de cDNA são ligados, criando ditags. 
Os ditags são amplificados por PCR, utilizando 
iniciadores desenhados com base nas sequências 
dos ligadores A e B. Após a amplificação, a 
enzima de ancoragem é utilizada para promover 
a clivagem dos ligantes das extremidades dos 
ditags. Ditags formados por diferentes reações 
são unidas até formar cadeias de 10 a 50 tags. 
As cadeias concatenadas de ditags são clonadas 
em plasmídeos e sequenciadas. As sequências 
dos tags são usadas para identificar os genes 
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correspondentes e representam uma medida 

da abundancia de transcritos (Adaptada com a 
permissao de Yamamoto M, Wakatsuki T, Hada 
A, Ryo A: Use of serial analysis of gene expression 
(SAGE) technology. } Immunol Methods 
2001;250:45-66). 
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O Cancer Genome Anatomy Project, do National Cancer Institute, 
optou pela tecnologia da SAGE para sequenciar mais de 5 milhões de 
tags em mais de 100 tipos de células humanas diferentes. Os dados 
ficam armazenados em um banco de dados públicos conhecido como 
SAGEmap (Lal, 1999; Lash, 2000), além de existirem várias ferramen- 
tas, como SAGE Genie (Boon, 2002), disponíveis para atribuir tags 
aos genes com segurança, bem como para análise e visualização dos 
dados. Informações e detalhes adicionais podem ser obtidos nos sites 
http://cgap.nci.nih.gov/SAGE ou http://www.sagenet.org. 


Microarranjos de DNA 

Os microarranjos de DNA constituem arranjos ordenados de pontos 
ou spots, cada um deles composto do DNA representativo de um único 
gene, imobilizado em um suporte sólido, como uma lâmina de vidro, 
conforme descrito no Capítulo 68. Os microarranjos de DNA têm a 
vantagem do pareamento de bases Watson-Crick e, portanto, apenas as 
fitas de DNA que são complementares sofrerão hibridização e produzi- 
rão um sinal passível de ser utilizado como medida da expressão gêni- 
ca. À produção e o uso de microarranjos passam por diversas etapas, 
incluindo a criação de sondas, a fabricação de arranjos, a hibridização de 
alvos, a varredura por fluorescência e o processamento de imagens para 
produzir uma leitura numérica da expressão gênica. Ao longo de todo o 
capítulo, uma sonda será referida como uma sequência de ácido nuclei- 
co ligada a algum suporte sólido, e o alvo corresponderá a uma sequên- 
cia livre complementar de ácidos nucleicos que está sendo mensurada 
quanto à abundância utilizando microarranjos (Phimister, 1999). Uma 
descrição detalhada a respeito da fabricação de arranjos de cDNA e oli- 
gonucleotídeos, juntamente com a forma de preparo e hibridização do 
RNA nessas plataformas, pode ser encontrada no Capítulo 68. 


Os experimentos de microarranjos de DNA podem produzir 
milhões de dados pontuais, que necessitam de uma série de etapas de 
processamento de dados para selecionar os genes relevantes. Embora 
não exista um protocolo padrão, as etapas descritas a seguir costu- 
mam estar presentes nas análises de um experimento de microarran- 
jos de DNA (Fig. 76.3). Os arquivos das imagens são convertidos em 
valores numéricos, que são normalizados e resumidos com o uso de 
um software (existem programas comerciais e gratuitos disponíveis 
[Affymetrix, 2001; Li, 2001; Irizarry, 2003]). A seguir, os arranjos 
de má qualidade são removidos da análise. Os genes não detectados 
com precisão pelos arranjos ou aqueles que demonstram pouca varia- 
ção nas amostras são filtrados. Então, diversas análises computacio- 
nais e estatísticas são realizadas. As análises exploratórias dos dados, 
incluindo a classificação e a identificação de genes diferencialmente 
expressos, podem ser divididas em duas categorias — métodos com 
e sem supervisão. Os métodos supervisionados, como algoritmos de 
predição de classe, utilizam grupos predefinidos de amostras (deno- 
minados como conjunto de treinamento) para identificar os genes 
capazes de distinguir entre os grupos a fim de classificar as amostras 
desconhecidas (denominadas como conjunto de teste) com precisão. 
Um grande número de algoritmos de predição de classe supervisio- 
nados foi aplicado a dados de microarranjos, incluindo análise discri- 
minante linear ou quadrática (Dudoit, 2002), método dos k-vizinhos 
mais próximos (Simon, 2004), votação ponderada (Golub, 1999), 
redes neurais artificiais (Khan, 2001), máquinas de vetores de suporte 
(Brown, 2000) e centroides encolhidos (Tibshirani, 2002). Os algorit- 
mos supervisionados como análise da significância de microarranjos 
(SAM, significance analysis of microarrays) (Tusher, 2001), bem como 
os testes estatísticos paramétricos e não paramétricos entre os grupos 
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Figura 76.3 Análise de dados de microarranjos de DNA. O diagrama esquemático esboça as várias etapas requeridas na análise de dados de microarranjos de DNA. Os 
arquivos de imagens são convertidos em valores numéricos e normalizados. Na sequência, os arranjos de má qualidade são retirados da análise. Por fim, os genes não 
detectados com precisão pelo arranjo ou aqueles com pouca variação nas amostras são filtrados. A análise computacional e estatística a jusante dos dados pode ser dividida 
em duas categorias — métodos com e sem supervisão. Os métodos supervisionados, como os algoritmos de predição de classes, utilizam grupos predefinidos de amostras para 
identificar os genes capazes de diferenciar entre os grupos e classificam com exatidão as amostras desconhecidas. Os métodos não supervisionados, também conhecidos como 
métodos de descoberta de classes, tentam encontrar as classes previamente desconhecidas, como novos subtipos de câncer, dentro de um conjunto de dados. 


de amostras podem ser utilizados para identificar os genes diferencial- 
mente expressos. Os métodos não supervisionados, também conheci- 
dos como métodos de descoberta de classe, tentam descobrir as clas- 
ses antes desconhecidas, como os novos subtipos de câncer, dentro 
de um conjunto de dados. Várias técnicas de agrupamento, como 
agrupamento hierárquico (Eisen, 1998) e mapas auto-organizáveis, 
são, em geral, utilizadas como algoritmos de descoberta de classe (ver 
Kaminski, 2002, para uma revisão geral sobre o assunto; ver Leung, 
2003, para uma revisão da análise de arranjos de cDNA; e ver Tumor 
Analysis Best Practices Working Group, 2004, para uma revisão da 
análise de arranjos de oligonucleotídeos). 

O banco de dados Gene Expression Omnibus (GEO; disponível em 
http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo) é um depósito central de dados 
de expressão gênica de alto desempenho. Além disso, uma ampla 


variedade de dados de microarranjos provenientes de experimentos 
divulgados está publicamente disponível. Todos os dados de micro- 
arranjos depositados no GEO aderem-se às diretrizes das Minimum 
Information About a Microarray Experiment (MIAME), estabeleci- 
das para fornecer informações básicas sobre modelos experimentais, 
amostras e tipo de tecnologia utilizada. Além do GEO, existem diver- 
sas ferramentas de bioinformática para análises de dados de micro- 
arranjos (para uma revisão, ver Quackenbush, 2001). Não existem 
padrões estabelecidos para analisar os dados de microarranjos e, com 
frequência, várias metodologias podem produzir diferentes resulta- 
dos (em busca de uma discussão a respeito, ver Tumor Analysis Best 
Practices Working Group, 2004). Os estudos de validação, com tama- 
nhos maiores de amostras ou uso de tecnologia diferente, costumam 
ser necessários para confirmar achados significativos. 


Reação em cadeia da polimerase competitiva real 

A PCR competitiva real combina técnicas convencionais de PCR 
competitiva com extensão de base única e MALDI-TOF MS para 
medir níveis de expressão gênica. Os princípios da espectroscopia de 
massa foram abordados nos Capítulos 4 e 23, enquanto o emprego da 
espectroscopia de massa em tecnologias proteômicas na detecção de 
câncer foi discutido no Capítulo 75. O uso de MALDI-TOF MS em 
estudos genômicos de alto desempenho é uma inovação recente, que 
é capaz de realizar a quantificação absoluta de genes com sensibilida- 
de extremamente alta e produz resultados compatíveis com PCR em 
tempo real e microarranjos de DNA. Os princípios básicos subjacen- 
tes à técnica de PCR em tempo real foram tratados no Capítulo 67. 

Análogo ao método de PCR em tempo real, o uso dessa técnica 
requer o conhecimento prévio das sequências dos genes de interes- 
se. Nessa abordagem (Figs. 76.4 e 76.5), o RNA total de uma amostra 
passa por transcrição reversa, utilizando hexâmeros aleatórios ou ini- 
ciadores gene-específicos. Uma região de 80 a 100 bps é selecionada 
a partir do gene de interessse, e os iniciadores são desenhados para 
amplificar essa região em uma reação de PCR. Uma concentração 
conhecida de um oligonucleotídeo de DNA de 80 a 100 bps do mesmo 
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comprimento e da mesma sequência, exceto por uma única mutação 
pontual (conhecida como o competidor), também é adicionada à rea- 
ção de PCR para amplificação com o gene de interesse. O competidor 
e o gene de interesse serão amplificados com a mesma cinética, pois 
suas sequências são quase idênticas e, em consequência disso, a con- 
centração do gene de interesse pode ser calculada com base na quan- 
tidade de competidor presente na reação de PCR. Diversas reações de 
PCR são realizadas com diferentes concentrações do oligonucleotídeo 
competidor, com o objetivo de titular a concentração final do gene 
candidato com precisão. Em seguida, cada reação de PCR fica sujeita 
a uma reação de extensão de base. Um iniciador curto de extensão 
de base (aproximadamente 23 nucleotídeos de comprimento) é dese- 
nhado para se anelar a ambos os produtos de PCR amplificados de 
80 bps adjacentes ao local da única mutação pontual. Uma reação de 
extensão de base, então, é realizada com 3 ddNTPs e um único dNTP 
até gerar dois produtos de extensão que diferem em seus nucleotídeos 
terminais. Como resultado dessa diferença de um único nucleotídeo, 
a MALDI-TOF MS é capaz de identificar e quantificar os dois produ- 
tos com base em seus pesos moleculares diferentes. O rendimento da 
análise pode ser ampliado por uma técnica conhecida como multiple- 


Figura 76.4 A reação em cadeia da polimerase 
(PCR) competitiva real associada com a 
espectroscopia de massa MALDI-TOF é uma técnica 
utilizada para medir a abundância de transcritos 
de um gene em alguma amostra de interesse. O 
RNA é isolado, o cDNA é sintetizado a partir de 
uma amostra, e uma região (~80 bps) do gene de 
interesse é selecionada para amplificação por PCR. 
Uma concentração conhecida de oligonucleotídeo 
competidor do mesmo comprimento e da mesma 
sequência, exceto por uma única mutação pontual, 
também é adicionada à reação de PCR para 
amplificação. Um iniciador curto de extensão de 
base (- 23 bps) é desenhado para se anelar a ambos 
os produtos amplificados adjacentes ao local da 
única mutação pontual. Uma reação de extensão 
de base é, então, realizada com 3 ddNTPs e um 
único dNTPs até gerar dois produtos de extensão 
que diferem em seu comprimento por uma única 
base. Como resultado dessa diferença de um único 
nucleotídeo, a técnica MALDI-TOF MS é capaz de 
identificar e quantificar os dois produtos com base 
em seus pesos moleculares diferentes. (Adaptada 
com a permissão de Ding C, Cantor CR: A high- 
throughput gene expression analysis technique 
using competitive PCR and matrix-assisted laser 
desorption ionization time-of-flight MS. Proc Nat! 
Acad Sci U S A 2003; 100:3059-3064.) 
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Figura 76.5 Espectrometria de massa MALDI-TOF. Um pulso de laser fornece energia 
para a solução matriz promover a ionização de peptídeos e oligonucleotídeos, que se 
propagam a jusante até o analisador de massa. (Reproduzida de Kintner M, Sherman, 
NE: Protein sequencing and identification using tandem mass spectrometry. New 
York, John Wiley & Sons, Inc., 2000.) 


xação, em que diversos genes são quantificados em uma única reação 
de PCR e de extensão de iniciador, utilizando iniciadores exclusivos, 
competidores e oligonucleotídeos de extensão para cada gene. 

O sistema, desenvolvido inicialmente para genotipagem de alto 
desempenho, foi adaptado para a análise de expressão gênica em 
2003 (Ding, 2003) e, agora, está sendo comercializado por uma 
empresa com sede na Califórnia, a Sequenom, Inc. e, por essa razão, 
dados públicos e recursos da análise ainda não foram desenvolvidos. 
Aplicações recentes da técnica incluem a medida não só dos níveis de 
expressão para três genes em RNA isolado de células da mucosa bucal 
obtidas de fumantes versus não fumantes (Spira, 2004), mas também 
de expressão aleloespecífica de ABCD1, um gene envolvido na adre- 
noleucodistrofia ligada ao cromossomo X (Ding, 2004). 


Comparação das tecnologias 

As três tecnologias genômicas de alto desempenho destacadas ante- 
riormente utilizam técnicas muito diferentes para medir a abundância 
de transcritos de genes, cada uma delas com um conjunto exclusivo 
de vantangens e desvantagens. Uma breve revisão comparando as três 
plataformas diferentes pode ser encontrada na Tabela 76.1. A princi- 


Tabela 76.1 Comparação de tecnologias genômicas de alto desempenho 


SAGE 


Microarranjos de DNA 


pal limitação da SAGE está em sua necessidade de reações de PCR e 
sequenciamento muito trabalhosas por amostra e, por essa razão, essa 
técnica é de alto desempenho em termos de genes, não para amostras. 
Outra desvantagem da SAGE é a necessidade de grande quantidade 
de RNA de partida; no entanto, foram feitas várias modificações no 
protocolo, e uma nova técnica, conhecida como microSAGE, requer 
apenas entre 1 e 5 ng de RNA poli(A*) (Datson, 1999). Uma vantagem 
da tecnologia está no fato de não ser baseada em informações pré- 
vias de sequência, além de ser capaz de descobrir novos transcritos. A 
SAGE produz dados de sequência que permitem a identificação direta 
de transcritos, utilizando banco de dados públicos de sequência. 

Os microarranjos de DNA, por outro lado, possuem capacidade 
superior à SAGE em termos de genes e amostras. Tais microarranjos 
são mais práticos para estudos de avaliação de amostras clínicas, em 
que se exige alta produção (rendimento) de amostras e se consegue 
obter apenas pequenas quantidades de RNA de partida. Os níveis de 
expressão gênica obtidos de microarranjos de DNA são apenas níveis 
relativos de transcritos (em contraste a níveis absolutos com SAGE), 
que dependem da seleção da sonda, dificultando, consequentemente, 
as comparações de plataformas cruzadas. 

Por fim, com o uso da PCR competitiva real, fica difícil avaliar 
milhares de genes, porque cada gene requer o desenho de iniciadores 
específicos para as reações de PCR e de extensão de base. Assim que a 
análise for concebida, a técnica poderá ter, entretanto, alto rendimento 
em termos de amostras. Como resultado, é provável que a PCR com- 
petitiva real não seja utilizada como uma plataforma de descoberta 
como SAGE e microarranjos de DNA, mas, sim, como uma ferramen- 
ta de validação e potencial clínico para avaliar números relativamente 
pequenos de genes em grande número de amostras individuais. 


Tecnologia proteômica 


A tecnologia proteômica atual oferece uma variedade de abordagens 
promissoras de alto desempenho à investigação na área de biologia 
celular. À medida que se passa do genoma relativamente estático, em 
lento processo de mudança, para a transcrição de RNA e, por fim, 
para a tradução de proteína e mais modificações pós-tradução, as 
informações tornam-se cada vez mais dinâmicas. No genoma huma- 
no, estima-se uma quantidade de 30.000 genes (Lander, 2001), que 
são traduzidos em mais de um milhão de proteínas (Anderson, 2002) 
— a complexidade do sistema contradiz uma análise global simples 
(Oh, 2004). A impossibilidade de amplificação de proteínas necessita, 
com frequência, do trabalho com pequenas quantidades de amostras 
biológicas. Além disso, a faixa de concentração proteica, que ocupa 
várias unidades de log, pode obscurecer os sinais de utilidade clínica. 
Espectrometria de massa 

A espectrometria de massa (MS, mass spectrometry) representa a 
principal ferramenta utilizada para investigar a composição proteica 
de amostras biológicas complexas. Os princípios da espectroscopia de 
massa foram abordados nos Capítulos 4 e 23, mas o uso da MS para 
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Equipamentos necessários Sequenciador 


Arranjador (apenas de cDNA), varredor 


Nanodispensador, MALDI-TOF MS 


Rendimento (scanner) de arranjo 
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detecção de proteínas relacionadas ao câncer foi tratado no Capítulo 75. 
Antes das descobertas que tornaram possível a análise de proteínas por 
MS, a identificação dessas moléculas dependia de técnicas mais trabalho- 
sas e intensivas, como sequenciamento de Edman ou análises à base de 
anticorpos. O principal obstáculo à análise proteica de alto desempenho 
pelo uso da MS está na dificuldade técnica de proteínas ionizantes. As 
inovações de John Fenn, que trabalhou com ionização por electrospray, e 
de Koichi Tanaka, que desenvolveu ionização por dessorção a laser, abri- 
ram caminho para a área da tecnologia proteômica. Por suas contribui- 
ções à área, ambos os cientistas dividiram metade do Prêmio Nobel de 
2002 em Química. A ionização por electrospray cria pequenas gotículas 
carregadas de proteína em solução. Conforme as gotículas deslocam-se 
para uma câmara de vácuo, o líquido evapora, deixando para trás uma 
fração de proteína carregada. Na dessorção a laser, coloca-se a proteína 
em uma solução química (chamada matriz) que, quando energizada por 
uma explosão de energia, transmite íons a essa proteína. Uma vez ioni- 
zada, a relação peso-carga (m/z) pode ser determinada pela resposta da 
proteína a variações em um campo eletromagnético. 

Outros problemas analíticos surgem da estrutura elaborada de pro- 
teínas, bem como da mera abundância observada em grande parte das 
amostras biológicas. Com sua estrutura secundária, terciária e quartená- 
ria, bem como as modificações pós-tradução, a estrutura das proteínas 
é muito mais complexa e menos previsível que a do DNA ou do RNA. 
Avanços na análise proteica possibilitaram uma identificação mais rápi- 
da. No entanto, muitos desses métodos estão sujeitos a variações em vir- 
tude do contexto em que a proteína é encontrada, em particular seu for- 
mato, e do ambiente em que ela é analisada. A separação continua sendo 
uma importante etapa para reduzir amostras biológicas complexas em 
amostras mais manejaveis. A maior parte dos experimentos proteômicos 
conta com a separação de constituintes proteicos em um gel bidimensio- 
nal, um método demorado e trabalhoso que retarda o processo de des- 
coberta e requer quantidades relativamente grandes da amostra de parti- 
da. Outras técnicas para melhorar a resolução dos dados incluem análise 
proteômica de lisado celular total, em geral separado por cromatografia 
líquida de alta pressão, ou cromatografia líquida multidimensional. 

Embora a quantidade de peptídeo em uma amostra possa aumen- 
tar a amplitude do pico m/z observado na MS, outros fatores como 
a tendência de ionização dos peptídeos ou os íons circunjacentes no 
momento da medição também afetam a amplitude, tornando difícil a 
quantificação comparativa de amostras similares obtidas de condições 
experimentais distintas. O uso de tags de afinidade isótopo-codificada 
(ICAT, isotope-coded affinity tags) permite a comparação quantitativa 
de amostras. À tag consiste em um marcador de biotina e um elo, que 
contém oito hidrogênios ou oito deutérios. Para comparar a quantida- 
de de uma única proteína de duas amostras diferentes, pode-se marcar 
uma amostra com o marcador leve e a outra com um pesado. Isso é 
feito antes da análise da MS, o que então mostraria uma série de picos 
pareados para cada fragmento peptídico, com as amostras de tag pesa- 
da tendo 8 unidades de m/z a mais do que a amostra com a tag leve. 
Com isso, é possível comparar a amplitude relativa das duas amostras. 

A tecnologia multidimensional para identificação de proteínas 
(MudPIT, multidimensional protein identification technology) permite 
a identificação dessas moléculas em uma amostra digerida. Os frag- 
mentos proteicos são introduzidos pela cromatografia líquida de alta 
pressão em um espectrômetro de massa em tandem. A relação m/z 
para cada peptídeo é mensurada na primeira câmara de MS, período 
depois do qual o peptídeo é fragmentado. Comparando-se os pesos 
relativos desses fragmentos, pode-se determinar o aminoácido res- 
ponsável pela alteração, na verdade no sequenciamento do peptídeo. 
Essas sequências peptídicas mensuradas são emparelhadas e com- 
paradas com fragmentos preditos de proteínas conhecidas, gerando 
a identidade de um grande número de proteínas obtidas de alguma 
amostra biológica complexa. 


Arranjos de proteínas 

Os microarranjos teciduais produzem um arranjo compacto de 
cortes de tecido congelado ou embebido em parafina, combinando 
as amostras em uma única plataforma. Antes dos avanços de amos- 
tragem descritos por Kononen, o número de cortes que podia ser 
disposto em paralelo limitava a investigação simultânea de múltiplos 
cortes teciduais. Atualmente, um microarranjo de tecido pode susten- 


tar milhares de amostras, que podem ser identificadas e marcadas por 
hibridização in situ ou ensaios imuno-histoquimicos (Kononen, 1998; 
Russo, 2003). O potencial dessa investigação paralela de grande esca- 
la proporciona um meio mais rápido de responder às questões sobre 
os mecanismos biológicos envolvidos na evolução do tecido normal 
para a neoplasia (Kononen, 1998) ou as vias relacionadas ao prognós- 
tico variável entre os tumores de histologia semelhante (Bubendorf, 
1999), bem como representa um método fácil de validar os resultados 
de outros experimentos genômicos ou proteômicos (Chen, 2003). 

Paweletz et al. foram pioneiros no desenvolvimento de microarran- 
jos de proteína de fase reversa. Em vez de pontos em pequenos cortes 
de tecido, essas lâminas contêm arranjos de lisado celular total prove- 
niente de uma porção celular específica de tecido (Paweletz, 2001). Sob 
o microscópio, os cientistas podem “apanhar manualmente” aquelas 
células de interesse, capturando-as com um pequeno laser focado que 
liga as células a uma membrana de transferência sobrejacente. 

Em contraste aos arranjos com algum tecido ou células de interesse 
em seu conteúdo, os arranjos também podem conter material desti- 
nado a se ligar a proteínas de uma amostra aplicada à superfície do 
arranjo. Anticorpos, DNA, RNA e ribossomos — qualquer substância 
com afinidade por alguma proteína — podem ser utilizados como uma 
sonda na superfície do arranjo. A fabricação dessas lâminas emprega 
tecnologia de spotting semelhante àquela descrita para arranjos de oli- 
gonucleotídeos (ver anteriormente). 


Marcadores moleculares para o diagnóstico 
de neoplasia humana 


Marcadores genômicos 


Uma aplicação clinicamente relevante de tecnologias genômicas de 
alto desempenho é a identificação de marcadores moleculares diag- 
nósticos para doenças humanas, como câncer. A análise histológica 
complementada por imuno-histoquímica, microscopia eletrônica e 
análise molecular de anormalidades cromossômicas é utilizada com 
frequência para classificação de cânceres. Muitas vezes, pode ser difícil 
determinar os diagnósticos definitivos; tais diagnósticos, no entanto, 
são importantes, pois, com frequência, influenciam o tratamento, a 
resposta e o prognóstico do paciente. O primeiro trabalho sobre o uso 
de microarranjos de DNA em amostras clínicas, com o objetivo de 
desenvolver perfis de expressão gênica para classificação de câncer, foi 
publicado em 1999 por Todd Golub (Golub, 1999). Desde essa época, 
os microarranjos de DNA vêm sendo extensivamente utilizados em 
uma ampla variedade de amostras de tecidos malignos e normais na 
tentativa de desenvolver testes diagnósticos e prognósticos. 


Leucemia mieloide aguda/leucemia linfoblástica 
aguda: um novo paradigma 


Conforme mencionado no Capítulo 71, um estudo pioneiro foi rea- 
lizado com o uso de microarranjos de DNA para diferenciar entre leu- 
cemia mieloide aguda (LMA) e leucemia linfoblástica aguda (LLA). 
Nesse estudo, chips de genes (Affymetrix GeneChips) contendo apro- 
ximadamente 6.800 genes humanos foram empregados para medir a 
expressão gênica de células mononucleares da medula óssea obtidas 
de pacientes com uma dessas doenças (Golub, 1999). A escolha de 
leucemias agudas, um processo maligno hematológico, neste estudo 
foi importante por várias razões. Experimentos prévios de microar- 
ranjos de DNA haviam produzido resultados reprodutíveis em linha- 
gens celulares; entretanto, amostras clínicas introduzem ruídos adi- 
cionais que podem obscurecer diferenças. As células mononucleares 
diminuem esses ruídos, pois constituem uma população de células 
cancerígenas relativamente homogênea, em contraste com as biópsias 
de tumores maciços com quantidades variadas de células estromais 
circunjacentes. Além disso, a distinção entre os subtipos de leucemia 
aguda não é uma tarefa fácil com o uso das técnicas existentes, mas a 
descoberta de marcadores moleculares adicionais aumentaria a pre- 
cisão do diagnóstico e, por fim, exerceria impacto sobre a escolha do 
esquema terapêutico. 

A fim de analisar a possibilidade de detecção de diferenças na 
expressão gênica entre as 27 amostras de LLA e as 11 amostras de 
LMA nesse estudo, empregou-se um método chamado “análise de 
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nos pacientes são altamente correlacionados com a classe da amos- 
tra (LLA ou LMA). Um gene expresso em altos níveis em todos os 
pacientes com LLA, porém em baixos níveis naqueles com LMA, por 
exemplo, será classificado de forma alta. O significado, ou qual a pro- 
babilidade de a correlação ser por acaso, é avaliado pela atribuição 
aleatória de rótulos de classe a cada uma das amostras e pela repetição 
da análise. Cerca de 1.100 genes foram significativamente correlacio- 
nados com os rótulos de classe e, em seguida, os 50 genes do topo da 
lista foram utilizados em um algoritmo de predição de classes do tipo 
votação ponderada, que prediz a classe de amostras desconhecidas. 
Cada um dos 50 genes emite um voto que indica a classe da nova 
amostra. O “voto” de cada gene, quer para LMA ou LLA, é deter- 
minado, calculando-se se o valor de expressão para o gene na amos- 
tra desconhecida está mais perto do valor médio de expressão para o 
gene em todos os pacientes com LLA ou em todos aqueles com LMA. 
Os votos, então, são ponderados, de acordo com a força da correlação 
entre os níveis da expressão gênica e o vetor da classe. Os votos para 
cada classe são somados, sendo atribuída a amostra desconhecida 
à classe com o maior voto total. Uma métrica adicional, conhecida 
como a força de predição, pode ser calculada para determinar a mar- 
gem de vitória (para mais detalhes, ver http://www.broad.mit.edu/ 
cancer/software/genecluster2/gc2.html e Reich, 2004). A acurácia do 
método de predição foi avaliada por validação cruzada “deixando 
uma amostra de fora” (leave one out), em que se retira uma das 38 
amostras, repete-se a análise e prediz-se a classe da amostra deixada 
de fora. Utilizando essa abordagem, esse estudo descobriu que 36 das 
38 amostras foram classificadas de modo correto e duas delas, como 
incertas na validação cruzada. O preditor também foi testado em um 
conjunto independente de 34 amostras adicionais e corretamente 
classificado em 29 das 34 amostras. O grupo de 50 genes continha 
marcadores conhecidos de linhagem de células linfoides versus mie- 
loides, bem como genes relacionados à carcinogênese. 

Além de identificar os marcadores capazes de distinguir entre LMA 
e LLA, Golub et al. utilizaram um método de agrupamento sem super- 
visão, conhecido como mapas auto-organizáveis (SOM, self-organt- 
zing maps), para avaliar se os dois subtipos de leucemia podiam ser 
encontrados dentro dos dados de expressão gênica sem o conheci- 
mento prévio das duas classes de leucemia. As amostras do grupo de 
SOM em um número de agrupamentos definido pelo usuário basea- 
vam-se nas similaridades dos padrões de expressão gênica. SOM de 
dois agrupamentos produziam um agrupamento contendo 24 das 25 
amostras de LLA e outro agrupamento com 10 das 13 amostras de 
LMA. Um SOM de 4 agrupamentos também era capaz de distinguir 
entre LLA de linhagem T, LLA de linhagem B e LMA. O sucesso desse 
experimento inicial e de suas implicações animadoras, bem como os 
avanços na tecnologia, na análise e na viabilidade dos microarranjos 
de DNA, têm resultado em um aumento exponencial de estudos clíni- 
cos com o uso de microarranjos. Os resultados de alguns desses estu- 
dos recentes serão apresentados a seguir. 


Tumores de pequenas células redondas 
e azuis da infância: mudança do paradigma 
para tumores maciços 

Outro câncer de difícil diagnóstico com o uso de diversas análises 
moleculares especializadas e histológicas é representado pelos tumo- 
res de pequenas células redondas e azuis (SRBT, small round blue cell 
tumors) da infância, que incluem o neuroblastoma, o rabdomiossar- 
coma, o linfoma não Hodgkin e a família de tumores de Ewing (EWS, 
Ewing family of tumors). Khan et al. estão entre os primeiros pesqui- 
sadores a identificar marcadores moleculares preditivos dos subtipos 
de SRBT (Khan, 2001). Foram selecionados genes preditivos com o 
uso de redes neurais artificiais (ANN, artificial neural networks), que 
representam programas computadorizados de reconhecimento de 
padrões modelados a partir da estrutura e do comportamento neu- 
rais do cérebro humano. Semelhantemente ao cérebro humano, as 
ANN são capazes de aprender com a experiência. Um neurônio pode 
aceitar muitos aportes neurais (ou seja, impulsos), mas possui apenas 
uma única saída e, de maneira análoga, os neurônios artificiais emi- 
tem um sinal com base nos vários aportes neurais. As ANN consis- 
tem em vários neurônios artificiais conectados, capazes de reconhecer 


padrões nos dados de treinamento por meio da otimização de vários 
parâmetros (os pesos atribuídos às ligações entre os neurônios) para 
predizer o tipo de tumor de amostras desconhecidas com precisão. 

Khan et al. utilizaram microarranjos de cDNA contendo 6.567 genes 
para medir a expressão gênica de 63 amostras, que incluíam tanto 
biópsias tumorais (13 EWS e 10 rabdomiossarcomas) quanto linhagens 
celulares (10 EWS, 10 rabdomiossarcomas, 12 neuroblastomas e 8 lin- 
fomas de Burkitt, um subgrupo de linfoma não-Hodgkin). Utilizando 
um conjunto filtrado de 2.308 genes, as 63 amostras representativas de 
quatro categoriais diagnosticadas de SRBT foram usadas para prepa- 
rar modelos lineares de ANN. Noventa e seis sondas correspondentes 
a 93 genes foram selecionadas com base nos modelos de ANN, pois 
minimizavam a taxa de erro de classificação para 0%. O algoritmo foi 
validado em um conjunto de teste de 25 amostras que correspondiam 
a uma mistura de linhagens celulares, biópsias tumorais e cinco tumo- 
res não SRBTs. Dezessete amostras de teste de SRBT foram classifica- 
das de modo correto e as três amostras remanescentes de SRBTs, junto 
com as cinco amostras de não SRBTs, não puderam ser subtipadas. 
Interessantemente, ainda que apenas os dados de linhagens celulares 
de neuroblastoma tenham sido utilizados no conjunto de treinamen- 
to, o modelo predisse com precisão as amostras de biópsia tumoral de 
neuroblastoma nesse conjunto de teste. Os resultados sugerem que o 
uso de linhagens celulares pode ser benéfico na redução do ruído cria- 
do por contaminação estromal das amostras tumorais. 

Muitos dos 96 genes preditivos relatados no estudo mencionado 
antes estavam expressos em altos níveis em uma, duas ou três das qua- 
tro categoriais diagnósticas. Um único marcador, MIC2, é utilizado na 
atualidade para diagnóstico de EWS. Contudo, o MIC2 era altamente 
expresso em EWS e em alguns rabdomiossarcomas, sugerindo que o 
marcador possa carecer de especificidade se utilizado de modo isola- 
do. Outro marcador molecular, FGFR4, um receptor tirosina quinase 
relacionado à miogênese e suprarregulado (ou seja, regulado de forma 
positiva) apenas em amostras de rabdomiossarcoma, foi investigado 
por imunocoloração em uma variedade de tecidos. Foi descoberto 
que o FGFR4 esteja suprarregulado em alguns outros cânceres e teci- 
dos normais, fornecendo indícios quanto à sua potencial importância 
biológica, ao mesmo tempo em que se diminui seu potencial como 
marcador molecular específico. A descoberta ilustra que uma coleção 
de genes, em vez de um único marcador molecular, pode aumentar 
a sensibilidade e a especificidade diagnósticas. Isso complementa as 
conclusões do Capítulo 76 sobre oncoproteinas no diagnóstico de 
tumores: os arranjos de oncoproteínas são mais eficazes na detecção 
precoce de tumor do que oncoproteínas individuais isoladas. 


Aplicações diagnósticas adicionais no câncer 

Além desses estudos, vários outros experimentos de microarranjos 
de DNA e SAGE foram conduzidos para o desenvolvimento de testes 
diagnósticos em cânceres humanos de difícil classificação por méto- 
dos histológicos convencionais (ver também Cap. 68). O esôfago de 
Barrett, em que o revestimento do esôfago é substituído por células 
colunares metaplásicas, é um distúrbio associado com doença do 
refluxo gastresofágico, que pode levar ao desenvolvimento de carci- 
noma ou adenocarcinoma de células escamosas. Além de ser de difícil 
detecção em um estágio precoce, o câncer esofágico possui alta taxa de 
mortalidade. Os agrupamentos hierárquicos e as ANN foram utiliza- 
das para descobrir os perfis de expressão gênica medidos por micro- 
arranjos de cDNA, que podem distinguir entre amostras de câncer de 
esôfago e metaplasia de Barrett (Selaru, 2002; Xu, 2002). Os níveis de 
expressão de um pequeno subgrupo de genes preditores foram quan- 
tificados com ensaio de PCR por transcriptase reversa quantitativa de 
Taqman (AppliedBiosystems, Inc.) em 39 pacientes com metaplasia 
de Barrett ou câncer de esôfago para avaliar a utilidade clínica desses 
níveis de expressão (Brabender, 2004). 

Também há necessidade de novos marcadores moleculares diag- 
nósticos para distinguir entre lesões de padrão folicular da tireoide. O 
carcinoma papilar da tireoide costuma ser diagnosticado com aspira- 
do por agulha fina após a detecção de algum nódulo nessa glândula; 
no entanto, esse teste não é capaz de diferenciar entre adenoma foli- 
cular da tireoide (FTA, follicular thyroid adenoma) e carcinoma folicu- 
lar da tireoide (FTC, follicular thyroid carcinoma), sendo comumente 
justificável a realização de biópsia cirúrgica mais invasiva. Cerutti et 


al. tentaram desenvolver um teste diagnóstico pré-operatório, elabo- 
rando e analisando três bibliotecas de SAGE com o uso de amostra 
de FTA, FTC e tireoide normal (Cerutti, 2004). Mais de 360.000 tags 
foram sequenciadas entre as três bibliotecas, mas 305 genes estavam 
significativa e diferencialmente expressos entre os três grupos. Um 
subgrupo desses genes foi selecionado para validação com PCR-RT 
em amostras independentes que incluíam 10 FTA, 13 FTC e tecidos 
normais da tireoide de 8 pacientes compatíveis. A técnica de PCR-RT 
foi realizada em um subgrupo dos 305 genes: 12 dos genes mais alta- 
mente expressos em FTC e 5 dos genes mais altamente expressos em 
FTA/tireoide normal foram escolhidos para validação com PCR-RT. 
Quatro genes (DDIT3, ARG2, ITMI e Clorf24) validaram os resulta- 
dos da SAGE e foram capazes de predizer de modo correto 19 das 23 
amostras em uma validação cruzada deixando uma amostra de fora. 
Além disso, a imuno-histoquimica foi realizada em 32 tecidos de FTA 
e 27 tecidos de FTC embebidos em parafina, utilizando anticorpos 
contra dois dos quatro genes, DDIT3 e ARG2. Esses genes exibiram 
coloração positiva para FTC, mas coloração negativa para ARG2 em 
grande parte das amostras, sugerindo que esses marcadores possam 
melhorar o diagnóstico pré-operatório de nódulos da tireoide. 
Também pode ser difícil a identificação histológica do local do tumor 
primário nos pacientes que apresentam adenocarcinoma metastático. 
O conjunto de dados da SAGE sugeriu que os adenocarcinomas pri- 
mários e metastáticos agrupados de acordo com seu local de origem, 
e uma variedade de métodos de quantificação do RNA, incluindo 
microarranjos de DNA e SAGE, bem como a literatura especializada 
foram utilizados para selecionar marcadores moleculares tumor- e 
local-específicos (Dennis, 2002). Buckhaults et al. analisaram um con- 
junto de 11 bibliotecas de SAGE de adenocarcinomas de ovário, mama, 
pâncreas e cólon, até selecionar cinco genes que eram capazes de dife- 
renciar esses carcinomas de diferentes origens teciduais (Buckhaults, 
2003). Um algoritmo de predição de classes, conhecido como mapa 
bidimensional de classificação com base na expressão gênica, foi capaz 
de classificar corretamente a origem do tecido em 81% das 62 amos- 
tras independentes de carcinomas de ovário, mama, pâncreas e região 
colorretal com base em dados de PCR-RT dos 5 genes. Um estudo 
relacionado, que tinha por objetivo a identificação de marcadores 
moleculares de metástase em tumores primários, comparou os perfis 
de expressão gênica de adenocarcinomas primários e nódulos metas- 
táticos não pareados de diferentes indivíduos em um amplo espectro 
de tipos de tumores. Foram identificados 128 genes, cujos padrões de 
expressão possibilitavam a distinção entre adenocarcinoma primário 
e metastático (Ramaswamy, 2003). Ramaswamy et al. demonstraram 
que um subgrupo dos 128 genes estava associado com metástase em 
um conjunto de dados independentes de adenocarcinomas primários 
de pulmão, mama e próstata, bem como de meduloblastomas e lin- 
fomas de células B grandes. Esses achados desafiam a hipótese de que 
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o potencial metastático surge em algumas células no tumor primário, 
mas sugere que a capacidade de sofrer metástase preexiste no tumor 
primário. Se isso for correto, os padrões de expressão gênica em tumo- 
res primários podem predizer o risco futuro de metástase a distância. 

Tecnologias genômicas de alto desempenho também já foram uti- 
lizadas em diversas outras doenças, incluindo carcinoma de bexiga 
(Dyrskjot, 2003), tumores embrionários do sistema nervoso central 
(Pomeroy, 2002), câncer de ovário (Sawiris, 2002), câncer de mama 
(Perou, 2000, Porter, 2001, 2003a), câncer pancreático (Iacobuzio- 
Donahue, 2002), câncer de pulmão (Bhattacharjee, 2001) e câncer 
colorretal (Buckhaults, 2001) para ajudar no diagnóstico da doença 
e na identificação de novos subtipos patológicos. O uso de tecnolo- 
gias genômicas de alto desempenho para o desenvolvimento de testes 
diagnósticos de doenças é um problema inerentemente difícil, pois 
os genes preditivos identificados por um conjunto de treinamento 
baseiam-se em diagnósticos histopatológicos. Os métodos histológi- 
cos para classificação de certos cânceres, no entanto, podem não ser 
perfeitos, dificultando a avaliação da real acurácia dos marcadores 
moleculares. Além disso, é difícil verificar a existência de novos sub- 
tipos patológicos encontrados em experimentos de microarranjos de 
DNA se nenhuma prova histológica complementar estiver disponível. 
No futuro, é provável que os patologistas façam uso da tecnologia 
genômica de alto desempenho para facilitar o diagnóstico preciso em 
casos difíceis. Portanto, a maioria dos estudos conduzidos com o uso 
de tecnologias genômicas de alto desempenho decidiu focar a iden- 
tificação dos perfis de expressão gênica preditivos do prognóstico da 
doença, dado o número limitado de indicadores histológicos ou clíni- 
cos para predizer o desfecho da mesma (ver adiante). 


Tecnologia proteômica 


No Capítulo 75, uma nova abordagem para a detecção precoce de 
vários tipos diferentes de câncer com base nos padrões de expressão 
proteica, chamada tecnologia proteômica, foi discutida como uma 
tecnologia de grande potencial. Essa abordagem não busca por pro- 
teínas específicas conhecidas, mas, sim, por diferenças nos padrões de 
expressão proteica (a identidade de muitas dessas proteínas é desco- 
nhecida), com base no uso da MS. Aqui, discutiremos essa abordagem 
com mais detalhes para ilustrar o potencial de métodos pós-genômi- 
cos de alto desempenho na detecção de câncer. Conforme menciona- 
do, essa abordagem não identifica as proteínas envolvidas, mas, em vez 
disso, repousa nas amplitudes variadas de várias relações m/z distintas 
presentes nas amostras (Fig. 76.6). Dado o prognóstico mais favorável 
observado em casos de malignidades diagnosticadas em estágios mais 
precoces, há um grande interesse no uso de ferramentas proteômi- 
cas para buscar por marcadores diagnósticos em amostras biológicas 
facilmente disponíveis, como sangue, urina ou saliva (Capítulo 75). 


Figura 76.6 Uso do padrão proteômico para 
diagnóstico. A análise do padrão identifica as relações 
m/z com a combinação “mais adequada” de proteínas 
para distinguir os estados clínicos de interesse. 
(Reproduzida de Petricoin EF et al. Nature Reviews 
Drug Discovery 1, 683-695 (2002).) 
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As pacientes com câncer de ovário com frequência apresentam um 
prognóstico pior do que aquelas com outras malignidades, em parte 
por causa do estágio avançado da doença no momento do diagnósti- 
co. Na tentativa de desenvolver um teste de triagem para mulheres de 
alto risco, Liotta et al. utilizaram uma plataforma à base de MS para 
analisar amostras séricas de pacientes com câncer de ovário compara- 
das com controles e descobriram que seu modelo era capaz de distin- 
guir entre o soro de mulheres com e sem esse tipo de câncer com grau 
de precisão notavelmente alto (Petricoin, 2002). 

O método de Liotta et al. utiliza a técnica de SELDI-TOF MS: ioniza- 
ção por dessorção a laser realçada por superfície (SELDI, surface-enhan- 
ced laser desorption tonization) aliada com espectrômetro de massa que 
mede o tempo de voo (TOF, time of flight) das proteínas ionizadas, do 
laser para o detector. As amostras séricas são colocadas em um chip com 
cátions fracos embebidos, que conferem o “realce da superfície” da téc- 
nica de SELDI. O excesso de soro é removido, mas as proteínas ligadas 
aos cátions fracos permanecem no chip, no qual se combinam com uma 
solução matriz e ionizam-se quando expostas a um laser. 

Cada amostra de soro resulta em valores de aproximadamente 15.000 
m/z de amplitude variada. As ferramentas de bioinformática utilizadas 
para análise, como um complexo conjunto de dados, contam com a pre- 
dição de classe, utilizando um algoritmo genético. A predição de classe 
envolve um conjunto de “treinamento” de amostras cancerígenas e não 
cancerígenas conhecidas. O algoritmo genético seleciona um painel de 
valores m/z e testa sua capacidade de diferenciar entre câncer e controle. 
A “genética” de um algoritmo genético representa uma analogia bioló- 
gica que descreve a mistura e a compatibilidade repetidas dos valores de 
m/z mais bem-sucedidos, permitindo a “sobrevivência dos valores mais 
fortes” (ou seja, a “lei do mais forte”) em gerações sucessivas de teste e, 
produzindo, por fim, os painéis mais discriminatórios, que são testados 
em um grupo mascarado de pacientes e controles. 

Embora o painel utilizado nesse estudo tenha resultado em um teste 
com sensibilidade de 100% e especificidade de 95%, a validação em um 
quadro clínico mais realista ainda tem de ser feita. A ideia de estudar 
um grupo de marcadores em paralelo parecia adequada, dada a com- 
plexidade da biologia tumoral e de sua interação com o hospedeiro. À 
ausência de identificação proteica com essa técnica restringe o teste. 
Não está claro se os valores incluídos representam os componentes da 
biologia tumoral liberados na corrente sanguínea ou os marcadores 
inespecíficos de inflamação. Com 15.000 dados pontuais para escolher 
de cada amostra sérica, há um risco significativo de overfitting de qual- 
quer modelo, o que teria pouca utilidade clínica na prática. 


Outros cânceres 

O trabalho de Liotta representa uma das primeiras tentativas mais 
significativas em atrelar e aproveitar a MS na busca por um biomarca- 
dor clinicamente útil e foi adotado por inúmeros estudos semelhantes 
em pacientes com câncer de mama (Kuerer, 2002), próstata (Ornstein, 
2004b) e pulmão (Chen, 2003). Aplicando-se essas técnicas de detec- 
ção e análise ao câncer de próstata, dados preliminares de homens 
com elevação indeterminada do antígeno prostático-específico (PSA, 
prostate specific antigen) sugerem a existência de uma “assinatura iôni- 
ca’ que distingue entre homens com câncer de próstata e aqueles com 
hipertrofia prostática benigna com sensibilidade de 100% e especifici- 
dade de 67% (Ornstein, 2004a). 

Como o soro representa uma amostra em particular complexa para 
análise proteômica à base de eletroforese bidimensional em gel de 
poliacrilamida (2D-PAGE, two-dimensional polyacrylamide gel elec- 
trophoresis), outras amostras próximas ao tecido em questão podem 
estar mais prontamente disponíveis e ser mais simples de trabalhar. 
O líquido aspirado do mamilo é obtido de modo fácil e, no caso de 
doença unilateral, permite a aquisição de amostra pareada simples da 
mama não afetada. Kuerer et al. utilizaram a 2D-PAGE em um estu- 
do descritivo inicial, comparando a expressão proteica no aspirado do 
mamilo de ambas as mamas em pacientes com câncer de mama uni- 
lateral e uma voluntária saudável (Kuerer, 2002). Os resultados desses 
pesquisadores demonstraram padrões muito concordantes de eletro- 
forese proteica quando se comparou o líquido aspirado do mamilo de 
cada mama no indivíduo controle, exatamente o oposto às amostras 


obtidas de pacientes com câncer de mama, que exibiam uma quanti- 
dade maior de proteínas peculiares à mama afetada em comparação à 
mama não afetada na mesma paciente. O achado sugere que a malig- 
nidade mamária localizada altera, de modo significativo, a expressão 
proteica no líquido aspirado do mamilo, levantando a possibilidade 
de um marcador diagnóstico. 


Marcadores moleculares prognósticos de doença 


Genômica 


Os pacientes diagnosticados com o mesmo tipo de câncer e tratados 
com a utilização de protocolos semelhantes frequentemente respon- 
dem de forma muito distinta e apresentam taxas de sobrevida variadas. 
Diversas variáveis clínicas e histológicas, como idade, níveis séricos de 
proteína e estágio ou grau de tumor, podem ser utilizadas para avaliar 
o prognóstico de um paciente com precisão variável. Muitos estudos 
empregaram tecnologias genômicas de alto desempenho, em especial 
microarranjos de DNA, conforme descrito em detalhes no Capítulo 
68, para identificar as assinaturas de expressão gênica que predizem as 
taxas de sobrevida ou recidiva do paciente. Em vez de comparar dois 
estados patológicos diferentes, conforme detalhado anteriormente na 
seção sobre diagnóstico, o modelo experimental para o desenvolvi- 
mento de indicadores prognósticos moleculares, em geral, tenta estra- 
tificar um câncer específico em subtipos de acordo com o desfecho, 
utilizando abordagens computacionais com ou sem supervisão (Fig. 
76.3). O marcador associado com prognóstico mau pode fornecer indi- 
cios sobre os mecanismos biológicos subjacentes à resistência aos qui- 
mioterápicos e ajudar na identificação de novos alvos medicamentosos. 


Linfoma de grandes células B difuso 


A identificação de marcadores moleculares que predizem a sobrevi- 
da do paciente envolve a distinção de diferenças sutis entre as amos- 
tras e, conforme exposto anteriormente na seção de diagnóstico, 
foram conduzidos muitos estudos sobre malignidades hematológicas 
em que uma população homogênea de células pode ser isolada de 
modo fácil. O linfoma de grandes células B difuso (DLBCL, diffuse 
large B-cell lymphoma) é a neoplasia linfoide mais comum em adultos 
e compreende entre 30 e 40% de todos os linfomas não Hodgkin. A 
resposta à quimioterapia é altamente variável e menos da metade dos 
pacientes tratados alcança a remissão a longo prazo. Na atualidade, o 
Índice Prognóstico Internacional (IPI, International Prognostic Index) 
é utilizado para aproximar o desfecho dos pacientes diagnosticados 
com DLBCL com base nos vários fatores clínicos, como o nível da lac- 
tato desidrogenase sérica e o estágio do tumor. Alizadeh et al. cons- 
truíram um microarranjo de cDNA especializado, conhecido como 
Linfochip, com 17.856 sondas selecionadas a partir de bibliotecas de 
cDNA de células B do centro germinativo, de DLBCL e de outro tipo 
de linfoma (Alizadeh, 2000). Foram utilizados 128 Linfochips para 
analisar 96 amostras normais e malignas de linhagens celulares de 
leucemia e linfoma, bem como de pacientes com DLBCL, linfoma 
folicular e leucemia linfocítica crônica. O agrupamento hierárquico 
dos microarranjos revelou três subgrupos de amostras de DLBCL 
com base nos genes relacionados à proliferação, às células T, à bio- 
logia do linfonodo e às células B do centro germinativo. Acredita-se 
que os DLBCL se originem em diferentes estágios de diferenciação 
das células B, mas o agrupamento hierárquico apenas das amostras 
de DLBCL nos genes relacionados às células B do centro germinativo 
separou a amostra em dois agrupamentos distintos — DLBCL do tipo 
células B do centro germinativo e DLBCL do tipo células B ativadas. 
Foi demonstrado que os dois subtipos apresentam sobrevida global 
diferente em termos estatísticos (72% dos indivíduos com DLBCL do 
tipo células B do centro germinativo permaneceram vivos após 5 anos 
em comparação a 16% daqueles com DLBCL do tipo células B ativa- 
das) e essas duas classes podiam ser utilizadas para estratificar ainda 
mais os pacientes identificados sob baixo risco pelo IPI. Esse estudo 
foi um dos primeiros a relacionar os subtipos de tumor identificados 
pelo perfil de expressão gênica global ao desfecho do paciente. O uso 
de microarranjos de DNA no diagnóstico desse distúrbio e na subse- 
quente subtipagem em linfoma do tipo células B do centro germinati- 
vo e do tipo células B ativadas foi abordado no Capítulo 71. 


Um estudo de acompanhamento conduzido por Shipp et al. testou se 
um perfil de expressão gênica poderia ser identificado sem a descoberta 
prévia dos subtipos que previam a sobrevida em pacientes com DLBCL 
(Shipp, 2002). Os microarranjos Affymetrix HuGeneFL contendo 
aproximadamente 6.800 sondas foram utilizados para medir os perfis 
de expressão gênica global em 58 pacientes com DLBCL (32 pacientes 
com doença curada, 26 pacientes com doença refratária/fatal). O algo- 
ritmo de predição de classes do tipo votação ponderada com validação 
cruzada foi usado para identificar uma assinatura de expressão gênica 
de 13 genes capazes de distinguir entre os pacientes com doença cura- 
da (ou seja, livres de doença) e doença fatal. O modelo de predição 
também era capaz de estratificar os pacientes em grupos de prognósti- 
co bom e mau dentro das categorias definidas pelo IPI. Como valida- 
ção adicional, o estudo atual foi comparado com os achados prévios 
relatados pelo grupo de Alizadeh. Os estudos utilizaram plataformas 
de microarranjos que pesquisaram dois grupos diferentes, porém 
sobrejacentes, de genes. Os genes que foram utilizados para distinguir 
os dois subtipos de DLBCL no estudo de Alizadeh e que também esta- 
vam presentes no microarranjo HuGeneFL separaram os 58 DLBCL 
em dois grupos, mas os grupos não se correlacionaram com as taxas de 
sobrevida global. Contudo, 3 dos 13 genes preditivos identificados por 
Shipp et al. estavam presentes no Linfochip e correlacionavam-se com a 
sobrevida dos pacientes no estudo de Alizadeh. 

Em um estudo relacionado, Rosenwald et al. utilizaram o Linfochip 
para estudar 240 pacientes que tinham DLBCL não tratado e, sub- 
sequentemente, receberam quimioterapia à base de antraciclina 
(Rosenwald, 2002). Com o uso de um conjunto de treinamento de 
160 amostras, os níveis de expressão gênica foram correlacionados 
com os tempos de sobrevida, utilizando o modelo de riscos pro- 
porcionais de Cox. Seiscentos e setenta genes exibiam padrões de 
expressão que estavam correlacionados, de modo significativo, com 
o prognóstico, mas esses genes foram agrupados para identificar gru- 
pos de genes com padrões de expressão similares. Os genes altamente 
correlacionados estavam envolvidos em processos biológicos seme- 
lhantes, mas quatro grupos de genes correlacionados referidos à pro- 
liferação, à classe II do complexo principal de histocompatibilidade 
(MHC, major histocompatibility complex), à biologia do linfonodo e 
às células B do centro germinativo foram usados para desenvolver um 
modelo de predição de classes. A média dos níveis de expressão gênica 
dos genes dentro de cada grupo foi calculada e tais valores compostos 
foram utilizados para construir um modelo de predição multivariado. 
O modelo era capaz de atribuir a cada amostra no conjunto de teste 
um escore relacionado ao risco de sucumbir à doença. Os escores atri- 
buídos pelo modelo a todo o conjunto de amostras foram estratifica- 
dos em quartis, com sobrevida de 73% em um período de 5 anos no 
primeiro grupo comparado a 15% no quarto grupo. 


Linfoma folicular 


Um modelo de predição de sobrevida semelhante foi utilizado para 
predizer o prognóstico de pacientes com linfoma folicular, um câncer 
que, de forma semelhante, se origina das células B do centro germi- 
nativo (Dave, 2004). Os tratamentos podem envolver quimioterapia, 
terapia imunológica ou transplante de células-tronco hematopoéticas; 
no entanto, não há um consenso sobre qual esquema terapêutico é 
superior. Além disso, o resultado é muito variável. As biópsias tumo- 
rais de 191 pacientes com linfoma folicular foram divididas em um 
conjunto de treinamento e outro de teste. Utilizando o modelo de ris- 
cos proporcionais de Cox para correlacionar os genes com a sobrevi- 
da, dois grupos de genes altamente correlacionados foram escolhidos 
para construir um modelo preditivo multivariado. O grupo associado 
com prognóstico favorável continha genes altamente expressos em 
células T e macrófagos, enquanto aquele associado com prognóstico 
mau continha genes expressos em macrófagos e células dendríticas. 
Em outros experimentos em amostras de biópsia separadas em fra- 
ções malignas e não malignas, os dois grupos de genes encontravam- 
-se altamente expressos apenas nas frações não malignas. Os resul- 
tados sugerem que o microambiente do tumor influencia, de modo 
significativo, o prognóstico. 

Os estudos mencionados anteriormente sobre linfoma demonstram 
que os microarranjos podem ser bem-sucedidos na predição do prog- 
nóstico do paciente com precisão e podem complementar os métodos 


utilizados na atualidade, como o IPI. Os resultados implicam que as 
biópsias obtidas no momento do diagnóstico podem ser usadas para 
predizer o prognóstico, podendo influenciar as decisões terapêuticas. 
Conforme observado antes, entretanto, há uma divergência entre os 
estudos em consequência de diversos fatores, incluindo a plataforma 
de microarranjos de DNA utilizada, a população de pacientes, as dife- 
renças nos esquemas terapêuticos, o tamanho da amostra, a qualidade 
variável de dados de acompanhamento a longo prazo e a escolha da 
metodologia de predição (ver seção sobre “Armadilhas”, adiante). O 
estudo sobre linfoma folicular também demonstra a importância do 
microambiente do tumor, algo que não é tipicamente explorado em 
estudos de microarranjos de DNA. 


Leucemia mieloide aguda 

Apesar dos problemas potenciais, muitos outros estudos foram con- 
duzidos em uma ampla variedade de tipos de tumor. Em 2004, dois 
estudos publicados no New England Journal of Medicine identificaram 
os perfis de expressão gênica que podem ser utilizados como indica- 
dores prognósticos em casos de LMA (Bullinger, 2004; Valk, 2004). 
O grupo de Bullinger utilizou microarranjos de cDNA (~39.000 son- 
das) para obter os perfis de expressão gênica global em 116 pacientes 
com LMA, enquanto o grupo de Valf empregou microarranjos U133A 
Affymetrix humanos (~22.000 sondas) para analisar 285 pacientes com 
LMA. O agrupamento hierárquico não supervisionado em ambos os 
estudos revelou agrupamentos que se correlacionavam com anormali- 
dades citogenéticas e moleculares presentes nos tumores. Utilizando o 
modelo de riscos proporcionais de Cox implementado no software de 
análise de significância de microarranjos (SAM, Significance Analysis 
of Microarray) (Tusher, 2001), Bullinger et al. identificaram os padrões 
de expressão gênica que se correlacionavam com a sobrevida. O agru- 
pamento por k-médias foi utilizado para dividir as amostras de trei- 
namento em dois grupos, representando os desfechos bons e maus, 
com base nos genes selecionados pela SAM. O algoritmo da análise de 
predição de microarranjos (PAM, Prediction Analysis of Microarrays) 
foi empregado para desenvolver um preditor de desfecho, utilizando 
133 genes com base nos dois grupos identificados no conjunto de trei- 
namento. O algoritmo de predição foi aplicado às amostras de teste e 
era capaz de separá-las em dois grupos que se diferenciavam de modo 
significativo em relação aos tempos de sobrevida. O grupo de Valk 
usou métodos semelhantes para identificar os genes que poderiam 
classificar as amostras em subgrupos patológicos previamente identi- 
ficados pela análise de agrupamento. Os subgrupos foram associados 
com as anormalidades citogenéticas e moleculares, bem como com o 
prognóstico do paciente. Ambos os estudos demonstram a utilidade 
da análise de expressão gênica global em dissecar a heterogeneidade 
existente dentro dos tumores do mesmo tipo. O alto grau de sobrepo- 
sição dos resultados entre esses dois estudos demonstra o potencial da 
tecnologia de microarranjos para distinguir entre subtipos tumorais 
sutis e acrescentar informações prognósticas à prática clínica atual. 


Câncer de mama 


Embora estudos semelhantes sobre biomarcadores prognósticos 
tenham sido efetuados em casos de câncer de próstata (Dhanasekaran, 
2001), adenocarcinoma de pulmão (Beer, 2002) e mieloma múltiplo 
(Tian, 2003b), a identificação desse tipo de biomarcadores em câncer 
de mama, no entanto, melhor demonstra como estudos genômicos 
de alto desempenho bem-sucedidos podem se traduzir em ferramen- 
tas clínicas importantes. Marcadores moleculares prognósticos foram 
identificados a partir de estudos de expressão gênica, utilizando bióp- 
sias de câncer de mama primário de pacientes com menos de 55 anos 
de idade e doença esporádica com nodo negativo, que desenvolveram 
e não desenvolveram metástases dentro de um período de 5 anos. 
O potencial preditivo desses marcadores moleculares foi considera- 
do superior ao de outros fatores clínicos e histológicos, como grau e 
tamanho do tumor, angioinvasão ou estado de receptores estrogêni- 
cos (van't Veer, 2002). Estudos semelhantes sobre câncer de mama 
foram subsequentemente conduzidos (van de Vijver, 2002; Huang, 
2003, Sotiriou, 2003) e um trabalho recente descreve o desenvolvi- 
mento de um modelo preditivo que utiliza a expressão gênica, bem 
como dados clínicos e histológicos, para estimar o prognóstico com 
maior precisão (Pittman, 2004). 
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Um obstáculo para a realização de estudos de microarranjos de DNA 
está na escassez de tecidos congelados de forma instantânea, obtidos 
de pacientes com acompanhamento a longo prazo. O tecido congela- 
do de forma instantânea preserva a integridade do RNA, sendo ideal 
para experimentos de microarranjos de DNA; no entanto, a maioria 
dos bancos de tecido ou ensaios clínicos coleta tecido embebido em 
parafina. Esse tipo de tecido embebido em parafina contém RNA par- 
cialmente degradado, que costuma ser insuficiente para a obtenção 
de resultados de microarranjos de DNA de alta qualidade (embora os 
avanços nessa área estejam em andamento). Tecnologias, como PCR 
competitiva real e PCR em tempo real, estão sendo utilizadas para 
medir os níveis de expressão gênica nesses tecidos, mas a quantidade 
de RNA obtida de blocos de tecido com frequência limita os ensaios 
a algumas centenas de genes. Utilizando a técnica de PCR-RT, Paik 
et al. estudaram 21 genes (16 genes relacionados ao câncer e 5 genes 
de referência para normalização) selecionados a partir dos estudos de 
microarranjos de DNA de câncer de mama esboçados anteriormen- 
te. As amostras incluíam 675 blocos de tecidos embebidos em para- 
fina obtidos de pacientes inscritas nos ensaios do National Surgical 
Adjuvant Breast and Bowel Project B-14 (Paik, 2004). Todos os blocos 
de tecido foram obtidos de pacientes que foram tratadas com tamoxi- 
feno e tinham câncer de mama primário negativo para nodos e posi- 
tivo para receptores estrogênicos. Os níveis de expressão dos 16 genes 
relacionados ao câncer foram utilizados para calcular um escore repre- 
sentativo do risco de recorrência do câncer em um local a distância. 
As pacientes foram estratificadas em grupos de risco baixo, intermedi- 
ário e alto, com base no escore de recorrência. O escore de recorrência 
forneceu informações preditivas significativas, além do grau, da idade 
e do tamanho do tumor. O ensaio de 21 genes simplificado pode ser 
mais facilmente traduzido em um teste prognóstico clínico destina- 
do a ajudar os médicos na decisão de quais pacientes com câncer de 
mama tratadas com tamoxifeno, negativas para nodos e positivas para 
receptores estrogênicos devem receber a quimioterapia. 

Também foram identificados marcadores moleculares prognósticos 
para câncer de mama, utilizando a tecnologia SAGE. Ao contrário dos 
microarranjos de DNA, a SAGE não pode ser utilizada para analisar 
centenas de amostras clínicas; entretanto, ela não fica restrita a genes 
conhecidos nem limitada pela seleção de sondas em um microarranjo. 
A SAGE é capaz de identificar novos transcritos sem descrição prévia, 
possivelmente por causa de sua expressão tecido-específica (uma van- 
tagem na terapêutica em desenvolvimento). Dois estudos realizados 
com o uso de bibliotecas de SAGE obtidas de tecido normal, carcino- 
ma ductal in situ (DCIS, ductal carcinoma in situ), tumores de mama 
invasivos e metastáticos foram utilizados para identificar os trans- 
critos que sofriam alterações entre cada um dos estados patológicos 
(Porter, 2001, 2003a). Vários genes de DCIS ou genes “específicos” 
invasivos/metastáticos foram analisados por hibridização do mRNA 
in situ, utilizando 18 amostras congeladas de DCIS e câncer de mama 
invasivo, e por imuno-histoquímica, utilizando 769 amostras de 
DCIS e tumor de mama invasivo/metastático. O S100A7, um mem- 
bro da família S100 de proteínas ligantes de cálcio, estava preferen- 
cialmente expresso em DCIS (com níveis mais altos restritos ao DCIS 
tipo comedo de alto grau) versus tecido normal ou tumores invasivos/ 
metastáticos. Embora o gene da proteína ligante de cálcio S100A7 seja 
expresso com menor intensidade em tumores invasivos, os níveis são 
mais altos em tumores negativos para receptores estrogênicos, pouco 
diferenciados e positivos para linfonodos, sugerindo que sua expres- 
são em DCIS possa ser um indicador prognóstico útil. Em um estudo 
de acompanhamento, Porter et al. ainda caracterizaram a dermocidi- 
na, identificada nos estudos anteriores como um gene preferencial- 
mente expresso em tumores invasivos e metastáticos. A dermocidina 
é um gene recém-caracterizado expresso nas glândulas sudoríferas e 
na ponte cerebral (Porter, 2003b). O marcador era expresso em um 
subgrupo de tumores invasivos por imuno-histoquímica e sua expres- 
são correlacionava-se com o tamanho maior do tumor e a presen- 
ça de linfonodos metastáticos. Em um subgrupo de casos, os níveis 
mais altos de expressão eram atribuídos à amplificação do gene no 
locus gênico do cromossomo 12. Foi demonstrado que a dermocidi- 
na aumenta o crescimento e a sobrevida das células, podendo ser um 
indicador prognóstico promissor de sobrevida global e sobrevida livre 
de metástase a distância. 


Integração de tecnologias genômicas e proteômi- 
cas: o câncer pulmonar como o novo paradigma 


O desenvolvimento de tecnologia de alto desempenho possibili- 
ta não só a pesquisa de como inúmeros genes ou proteínas podem 
predizer um aspecto clínico de interesse, mas também o estudo da 
sobreposição de atividade transcricional e tradução proteica. Beer et 
al. pesquisaram a capacidade do perfil genético e da tradução protei- 
ca em predizer a sobrevida do paciente em casos de adenocarcinoma 
de pulmão (Chen, 2003). Depois de filtrar os genes de baixa abun- 
dância, esses pesquisadores descobriram cerca de 5.000 genes consis- 
tentemente expressos em uma coorte de 86 amostras de adenocarci- 
noma e 10 amostras de tecido normal. O agrupamento hierárquico 
e a validação cruzada “deixando uma amostra de fora” geraram uma 
lista dos 50 genes mais eficazes na divisão de pacientes em grupos de 
alto e baixo risco em termos de mortalidade durante vários anos de 
acompanhamento. Era de particular interesse a observação de que 
os pacientes em estágio I, aqueles que mais provavelmente exibiriam 
uma cura cirúrgica de sua doença, também podiam ser divididos em 
grupos de alto e baixo risco, identificando um novo grupo em poten- 
cial que se beneficiaria com a quimioterapia adjuvante. 

Ao todo, 76 amostras de tumor foram submetidas à análise de 
microarranjos e de proteomas. Nos exemplos de genes encontrados 
junto com seu produto proteico correspondente, a correlação atingiu 
o pico em 0,39. Embora significativo do ponto de vista estatístico, o 
baixo grau de correlação reforça a questão de que o modelo supersim- 
plificado de transcrição e tradução é, na realidade, um sistema muito 
mais elaborado de regulação traducional, glicosilação, fosforilação e 
mais modificações a jusante. Conforme conclusão tirada pelos auto- 
res, muitos dos transcritos provavelmente não se correlacionam bem 
como suas contrapartes proteicas em consequência desse desenvolvi- 
mento pós-tradução contínuo. 

A extensão dessa pesquisa, incluindo as tecnologias genômicas e 
proteômicas, desvendou uma coorte significativa de genes e proteí- 
nas envolvidas na via glicolítica e reguladas de forma positiva entre os 
pacientes com alto risco de mortalidade, sugerindo que essa integra- 
ção de genomas e proteomas tem um valor especial no esclarecimento 
sobre a patogênese molecular de estados patológicos. 


Armadilhas de marcadores moleculares em ter- 
mos de prognóstico e diagnóstico 


Discordância entre conjuntos de dados relacio- 
nados de microarranjos de DNA 


Os estudos sobre linfoma difuso de grandes células B conduzi- 
dos por Alizadeh e Shipp identificaram subgrupos de genes que 
especificaram dois subtipos de pacientes com DLBCL; tais pacien- 
tes diferiam em termos de sobrevida. Shipp et al. também identi- 
ficaram dois subtipos de pacientes com DLBCL; no entanto, esses 
pesquisadores não os correlacionaram com a sobrevida. O exemplo 
supramencionado ilustra um dos muitos estudos de microarranjos 
de DNA, em que há pouca ou nenhuma sobreposição dos resul- 
tados. Existem várias causas potenciais no modelo experimental e 
nas análises dos resultados de microarranjos de DNA que podem 
ser responsáveis pelas discrepâncias generalizadas (Simon, 2003). 
Dois estudos diferentes realizados com o uso de amostras tecidu- 
ais semelhantes podem ter tamanhos de amostras e populações de 
pacientes levemente distintos. A heterogeneidade do tecido tam- 
bém é um problema — as biópsias obtidas de diferentes locais con- 
têm uma quantidade variada de células normais que contaminam 
as amostras de tumores. Além disso, não existe um “padrão” para 
o pré-processamento e a análise dos dados de microarranjos. Novas 
abordagens computacionais estão surgindo continuamente e dois 
grupos que analisam o mesmo conjunto de dados com frequência 
produzirão listas diferentes de genes. Por fim, estão sendo desen- 
volvidas, na atualidade, metodologias para comparar o conjunto de 
dados gerados com o uso de diferentes plataformas de microarran- 
jos de DNA, mas estudos semelhantes com resultados sem sobrepo- 
sição podem ter empregado métodos inadequados de comparação 
(ver também Cap. 68). 


Overfitting do preditor 


De modo tradicional, os estudos clínicos visam associar um 
“punhado” de variáveis em algumas centenas de pacientes, enquanto 
os estudos de microarranjos de DNA contêm milhares de variáveis 
(níveis de expressão gênica) em um número relativamente peque- 
no de pacientes (em geral, entre 20 e 200 indivíduos). Muitos algo- 
ritmos de predição de classes produzem resultados precisos para as 
amostras no estudo de origem, mas, quando aplicados a uma amos- 
tra independente de pacientes, o desempenho cai significativamen- 
te — um fenômeno conhecido como overfitting (Ransohoff, 2004). 
Portanto, os resultados dos estudos de microarranjos de DNA são 
mais sólidos quando os dados são divididos em um conjunto de trei- 
namento e um conjunto de teste ou validação (Ntzani, 2003). Além 
da necessidade de validação em amostras independentes, também 
é importante validar os níveis de expressão gênica com o uso de 
tecnologia diferente. Para cumprir a real promessa dessas tecnolo- 
gias, torna-se crítico o desenvolvimento de métodos que combinem 
vários estudos de expressão gênica a fim de identificar os marcado- 
res consistentemente correlacionados com a classe ou o desfecho da 
doença e, depois, validar esses marcadores com o uso de tecnologia 
diferente e coorte de pacientes. 


O efeito bystander 


Miklos et al. compararam estudos de microarranjos de DNA, que 
medem a expressão dos genes do córtex pré-frontal em pacientes aco- 
metidos ou não por esquizofrenia, com estudos não relacionados a 
microarranjos, que incluíam medidas de genes, RNA e proteínas por 
meio de diversas abordagens (Miklos, 2004). Foi constatada pouca 
sobreposição entre os experimentos de microarranjos de DNA e aque- 
les não vinculados a microarranjos. Uma razão para isso pode ser o 
fato de que os genes identificados com estudos de microarranjos de 
DNA sejam bystander (circunstantes), ou seja, não estejam envolvi- 
dos na patogênese do estado patológico. Os genes identificados por 
estudos de ligação (linkage) genética costumam ter relação causal 
com alguma doença; no entanto, os níveis de expressão desses genes 
podem permanecer constantes, já que a alteração genética afeta ape- 
nas a junção do mRNA ou a regulação pós-transcricional. Além disso, 
as tecnologias de microarranjos de DNA podem não ser sensíveis o 
suficiente a ponto de medir com precisão as alterações na expressão 
gênica em genes expressos em baixos níveis. 

Apesar das advertências expostas anteriormente, os estudos de 
microarranjos de DNA na literatura especializada recente começaram 
a explorar o significado biológico e o potencial terapêutico de genes 
promissores com maior profundidade, utilizando modelos in vitro e 
in vivo. Por exemplo, pelo uso de microarranjos de DNA, Tian et al. 
identificaram um gene, DKK], que era diferencialmente expresso em 
pacientes acometidos por mieloma múltiplo com e sem lesões ósse- 
as focais (Tian, 2003a). Os pacientes com lesões ósseas expressavam 
níveis mais altos de RNA e proteína codificados pelo gene DKKI. O 
gene DKK] está envolvido na formação óssea por meio da via de sina- 
lização Wnt; além disso, foi demonstrado que o plasma da medula 
óssea obtido de pacientes com lesões ósseas bloqueia a diferencia- 
ção de osteoblastos in vitro, indicando um papel causal na evolução 
da doença e um possível alvo terapêutico. Outro estudo, conduzido 
com o uso de microarranjos de cDNA para avaliar amostras de fígado 
de pacientes com carcinomas hepatocelulares positivos para hepatite 
B, com e sem metástases intra-hepáticas, descobriu que tumores pri- 
mários e metastáticos pareados exibiam padrões de expressão gêni- 
ca similares (Ye, 2003). Muitos genes diferencialmente expressos, no 
entanto, foram identificados entre carcinomas primários que sofre- 
ram e não sofreram metástase. A osteopontina, uma fosfoproteina 
glicosilada que atua como citocina, encontrava-se superexpressa em 
tumores primários com metástase. Outros estudos experimentais 
revelaram que a invasividade celular era reduzida em linhagens celu- 
lares derivadas de hepatoma tratadas com anticorpo neutralizante de 
osteopontina. Além disso, camundongos glabros submetidos à inje- 
ção com células de carcinoma hepatocelular apresentavam incidência 
reduzida de metástase se fossem tratados com anticorpo osteoponti- 
na-específico. 


Limitações das técnicas proteômicas 


Os estudos proteômicos sofrem dos mesmos problemas que aque- 
les esboçados anteriormente para microarranjos de DNA, incluin- 
do heterogeneidade do tecido, overfitting dos modelos preditivos e 
identificação de proteínas patológicas causais. A crítica específica do 
uso de técnicas proteômicas para o diagnóstico de câncer concentra- 
-se basicamente na técnica SELDI-TOF MS. Diamandis foi o crítico 
mais publicado dessa abordagem e apontou várias falhas da tecnolo- 
gia (Diamandis, 2004a, 2004b). Embora diversos trabalhos tenham 
publicado resultados diagnósticos notáveis com o uso de painel de 
espectros de massa, ou “assinaturas iônicas”, havia poucas identifica- 
ções positivas de proteínas responsáveis por aqueles picos. Algumas 
dessas proteínas identificadas foram antes estudadas como marcado- 
res tumorais, mas rejeitadas como reagentes de fase aguda. A ausén- 
cia de identificação proteica mais positiva limita a interpretação dos 
resultados publicados, que potencialmente registram diferenças atri- 
buídas a algum processo além do câncer subjacente, como inflamação 
generalizada. 

A faixa estreita de detecção dinâmica da tecnologia de espectros- 
copia de massa também limita os estudos proteômicos. No caso de 
amostras séricas, em geral, há um pré-processamento mínimo antes 
da análise de MS, envolvendo realce da superfície por meio de incu- 
bação em um chip de proteína fracamente catiônica — um processo 
inespecifico que, de modo provável, se ligaria apenas às proteínas 
mais abundantes na amostra, falhando na detecção de proteínas de 
baixa abundância potencialmente informativas. É provável que não se 
esperasse que as proteínas disseminadas por uma malignidade, como 
câncer de próstata, fossem a proteína mais abundante em um amostra 
sérica. Segundo algumas estimativas, a SELDI-TOF MS não consegue 
detectar proteínas abaixo de 1 mg/dL, uma concentração muitas vezes 
mais alta do que aquela dos marcadores tumorais mais conhecidos 
(Diamandis, 2003). 


Considerações finais e desafios futuros 


A recente conclusão do projeto genoma humano e os avanços na 
área de biotecnologia oferecem oportunidades sem precedentes (ou 
seja, únicas) para identificação de biomarcadores associados com cân- 
cer e outras doenças. Os dados da sequência do genoma combinados 
com a descoberta de biomarcadores de alto rendimento facilitarão a 
correlação de variação genética com o diagnóstico da doença e as con- 
sequências biológicas. Os campos emergentes das tecnologias genô- 
micas e proteômicas funcionais oferecem a oportunidade de traduzir 
esses avanços em uma plena compreensão da fisiopatologia do câncer 
e de outras doenças multigênicas complexas. 

As tecnologias genômicas e proteômicas de alto desempenho têm 
o potencial de transformar a prática clínica e, provavelmente, podem 
levar à complementação ou à substituição de biomarcadores diagnós- 
ticos e prognósticos tradicionais. Muitos dos estudos detalhados neste 
capítulo demonstraram a utilidade dos perfis de expressão gênica para 
a classificação de tumores em subtipos distintos clinicamente rele- 
vantes e a predição dos desfechos clínicos. Além disso, as plataformas 
proteômicas emergentes só começaram a acrescentar outra camada de 
informações moleculares ao estudo das doenças humanas. Essas tec- 
nologias devem conduzir a uma nova era de medicina molecular indi- 
vidualizada, por meio do qual todo paciente será tratado com base nas 
alterações genéticas em seu tumor e sua própria constituição genética, 
resultando na aplicação de terapia mais eficaz e menos tóxica. 

Embora essas plataformas de alto desempenho ofereçam a pro- 
messa de impactar a prática da medicina, ainda existe uma série de 
obstáculos à implementação clínica disseminada dessas tecnologias. 
Os biomarcadores genômicos e proteômicos constituem uma classe 
emergente de testes laboratoriais que apresentam desafios peculia- 
res de implementação para o laboratório clínico, incluindo questões 
analíticas e bioéticas, além de problemas relacionados à bioinfor- 
mática. São necessários esforços consideráveis para fornecer a infra- 
estrutura laboratorial clínica necessária para os analisadores-padrão 
de alto desempenho capazes de detectar alterações genômicas e pro- 
teômicas em uma variedade de amostras biológicas, computação de 
alto desempenho e recursos avançados de gerenciamento de dados. 
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Também há necessidade de melhorias significativas nas ferramentas 
analíticas, bem como esforços para padronizar as técnicas, os con- 
troles e os padrões de referência. A aplicação dessas informações ao 
diagnóstico e ao tratamento médico exigirá mudanças substanciais 
na formação de médicos. A necessidade mais urgente, no entanto, é a 


extensiva validação independente dos perfis descritos nas seções ante- 
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Soluções fisiológicas, tampões, indicadores 


acidobásicos, materiais de referência padrão, e 
conversões de temperatura 


Soluções fisiológicas 


Uma solução fisiológica é aquela que contém vários sais em concen- 
trações estreitamente próximas à composição dos líquidos do corpo 
humano. A mais simples delas é o soro fisiológico, que possui a mesma 
pressão osmótica que o sangue. Existem soluções mais elaboradas — por 
exemplo, para manter os tecidos em um estado metabolicamente ativo 
por períodos de tempo mais longos. A Tabela Al.1 fornece as fórmulas 
de algumas soluções isotônicas em relação ao sangue. 


Tampoes* 


Os tampões têm a capacidade de resistir a alterações do pH. Em 
geral, eles consistem em um ácido fraco e seu sal ou uma base fraca 
e seu sal. A equação de Henderson-Hasselbalch, a seguir, é útil para 
calcular a relação ácido (ou base):sal necessária para estabelecer um 
pH desejado do sistema tampão. 

pH = pK + log [sal]/[ácido] (1) 

1º exemplo: 

Se o pH de um tampão acetato 0,1 M for sabidamente de 4,9, calcu- 
lar a concentração de ácido acético e acetato de sódio no tampão (pK 
para o ácido acético = 4,76) 

Substituindo os valores de pH e pK na Equação 1: 

loglacetato]/[ácido acético] = 4,90 — 4,76 = 0,14 

[acetato]/[ácido acético] = 1,38 

[acetato] = 1,38/ácido acético | 

Como a concentração total do tampão/L é de 0,1 M, 

[acetato] + [ácido acético] = 0,1 M (2) 

Substituindo o valor do acetato na Equação 2: 

1,38[ácido acético] + [ácido acético) = 0,1 M 








Logo [ácido acético] = 0,042 M 
[ácido acético] = 2,52 g/L 
[acetato] = 0,058 M 
= 4,76 g/L 
Tabela A1.1 Soluções fisiológicas 
Soro Solução Solução Solução 
fisiológico de Locke de Ringer de Tyrode 
(salina) 
Cloreto de sódio 0,85g 0,9g 0,7g 0,8g 
Cloreto de cálcio 0,024g 0,0026g  0,02g 
Cloreto de potássio 0,042 g 0,035 g 0,02 g 
Bicarbonato de sódio 0,01-0,03 g 0,1g 
D-Glicose 0,01-0,25 g 0,1g 
Cloreto de magnésio 0,01 g 
Fosfato monossódico 0,005 g 
Água destilada 100mL = 100 mL 100 mL 100 mL 


* Em busca de uma discussão abrangente, inclusive sobre o preparo das soluções 
tampões de força iônica definida, consultar Bates RG: Determination of pH — 
Theory and Practice, 2.ed. New York, John Wiley & Sons, 1973. 


2º exemplo: 

Se 648 mL de ácido dietilbarbitúrico 0,025 M e 10 mL de dietilbarbi- 
turato de sódio 0,5 M forem misturados e diluídos em 1 L, calcular o 
pH do sódio (pK para o ácido dietilbarbitúrico = 7,98 e concentração 
molar = moles/litro). 

Existe a seguinte relação entre a molaridade e o volume de uma 
solução: 

M1V1 = M2V2 (3) 
onde: 

M1 = molaridade da solução inicial 

V1 = volume da solução inicial 

M2 = molaridade da solução final 

V2 = volume da solução final 

Utilizar a Equação 3 para calcular as mudanças nas concentrações 
de sale após diluição em 1L: 

[Dietilbarbiturato de sódio] = 0,025 x 0,648 = 0,0162 mol/L 

[Ácido dietilbarbitúrico]= 0,5 x 0,01 

= 0,005 mol/L 

Calcular o pH da solução, utilizando a Equação 1: 

pH = 7,98 — log(0,0162/0,005) 
= 7,98 — log 3,24 
= 7,98 — 0,51 
= 7,47 

A capacidade máxima de tamponamento está no valor de pK do 
ácido fraco ou da base fraca. Por exemplo, para o ácido acético com 
valor de pH de 4,76, há necessidade de maior quantidade de ácido 
para alterar o pH de um tampão acetato de 4,76 para 4,66 do que de 
4,20 para 4,10. A eficiência da capacidade de tamponamento cobre 
uma faixa de pH de cerca de 1 unidade para cada lado do valor de pK 
do ácido fraco ou da base fraca. Para o ácido acético, essa faixa de pH 
seria em torno de 3,8 a 5,8. 


Tampões de fosfato de Sorensen 


Essas soluções tampões costumam ser úteis, pois a faixa de pH das 
misturas é de 5-8. 


Solução de Na,HPO, (mL) Solução de KH,PO, (mL) pH 


0,25 9.73 5,288 
0,5 99 5,989 
1,0 9,0 5,906 
2,0 8,0 6,239 
3,0 /,0 6,468 
4,0 6,0 6,643 
5,0 5,0 6,813 
6,0 4,0 6,979 
7,0 3,0 7,168 
8,0 2,0 7,381 
9,0 1,0 7,731 
9,9 0,5 8,043 


Tabela A1.3 Tampão tris(hidroximetil)aminometano 


mL adicionado de pH resultante pH resultante 


HCI 0,1 N a 23°C a 37°C 
5,0 9,10 8,95 
7,5 8,92 8,78 

10,0 8,74 8,60 

12,5 8,62 8,48 

15,0 8,50 8,37 

17,5 8,40 8,27 

20,0 8,32 8,18 

22,5 8,23 8,10 

25,0 8,14 8,00 

27,5 8,05 7,90 

30,0 7,96 7,82 

32,5 7,87 7,73 

35,0 7,77 7,63 

37,5 7,66 7,52 

40,0 7,54 7,40 

42,5 7,36 7,22 

45,0 7,20 7,05 


Preparar soluções de 0,1M de fosfato de potássio monobásico 
(13,6 g/L) e fosfato de sódio dibásico (14,2 g/L). Misturar as soluções 
na relação indicada na Tabela Al.2 para obter o tampão de pH dese- 
jado. 


Tampao tris(hidroximetil)aminometano* 


O tampão tris(hidroximetil)aminometano pode ser utilizado 
para uma faixa de pH entre 7,0 e 9,0, mas sua melhor capacidade de 
tamponamento está entre 7,5 e 8,5. É praticamente ineficaz em pH 
abaixo de 7,0 e acima de 9,0. Uma vantagem desse tampão está em 
sua excelente estabilidade. O tampão pode ser preparado, pesando-se 
a quantidade desejada do tris(hidroximetil)aminometano, dissolven- 
do-o em água e ajustando-se o pH ao valor desejado com HCI. Por 
exemplo, caso se desejem 100 mL de tampão 0,05 M, colocar 0,6057 g 
de tris(hidroximetil)aminometano em um frasco volumétrico de 100 
mL. Isso é dissolvido em aproximadamente 50 mL de água destilada. 
Adicionar HCl 0,1 N, conforme indicado na Tabela Al.3, e preencher 
até a marca com água destilada. A tabela exibe os valores de pH obti- 
dos quando 0,6057 g de tris(hidroximetil)aminometano dissolvido 
em água são misturados com as quantidades indicadas de HCl 0,1 Ne 
diluídos em 100 mL. 


Tabela A1.5 Ácidos e álcalis comumente utilizados* 


Solução Peso molecular Densidade' g/L’ 

HCI concentrado 36,46 1,19 440 
H,SO, concentrado 98,08 1,84 1.730 
HNO, concentrado 63,02 1,42 990 
Ácido láctico concentrado 90,08 1,2) 1.030 
Ácido acético glacial 60,08 1,06 1.060 
NH,OH concentrado 35,05 0,90 250 


* Disponíveis no mercado. 


"Os valores podem variar um pouco, de acordo com o lote do fabricante. 


* Caso se desejem tampões de molaridade mais alta, o HCI 0,1N talvez tenha de ser 
substituído por HCL 1,0N. 


Tabela A1.4 Indicadores acidobásicos 


Indicador Faixa Quantidade de Cor 

de pH indicador por 10 mL ão Alekna 
Azul de timol 1,2-2,8 1-2 gotas de solução a 0,1% Vermelho Amarelo 
(AJ em água 
Laranja de metila! 3,1-4,4 1 gota de solução a 0,1% Vermelho Laranja 
(B) em água 
Azul de 3,0-4,6 1 gota de solução a 0,1% Amarelo Azul- 
bromofenol (A) em água violeta 
Verde de 4,0-5,6 1 gota de soluçãoa 0,1% Amarelo Azul 
bromocresol (A) em água 
Vermelho de 4,4-6,2 1 gota de solução a 0,1% Vermelho Amarelo 
metila (A)' em água 
Púrpura de 5,2-6,8 1 gota de solução a 0,1% Amarelo Púrpura 
bromocresol (A)' em água 
Azul de 6,2-7,6 1 gota de solução a 0,1% Amarelo Azul 
bromotimol (A)' em água 
Vermelho de 6,4-8,0 1 gota de solução a 0,1% Amarelo Vermelho 
fenol (A) em água 
Vermelho 6,8-8,0 1 gota de solução a 0,1% Vermelho Amarelo 
neutro (B) em solução alcalina a 70% 
Azul de timol 8,0-9,6 1-5 gotas de solução a 0,1% Amarelo Azul 
(A) em água 
Fenolftaleina 8,0-10,0 1-5 gotas de solução a 0,1% Incolor Vermelho 
(A) em solução alcalina a 70% 
Timolftaleina 9,4-10,6 1 gota de solução a 0,1%  Incolor Azul 
(A) em solucao alcalina a 90% 


As letras A ou B depois do nome do indicador significam, respectivamente, que o composto 
é ácido ou básico. 


* Para a faixa ácida. 
" Sal de sódio. 


* Para a faixa alcalina. 


! N. de T.: Também conhecido como alaranjado de metila, alaranjado de metilo, laranja de 
metilo, heliantina ou ainda metilorange. 


Indicadores acidobásicos** 


Um indicador acidobásico corresponde a um ácido fraco ou uma 
base fraca, cuja forma não dissociada tem cor e constituição diferentes 
da forma iogênica. A mudança de cor ocorre em certa faixa estreita de 
concentrações de íons de hidrogênio. Essa faixa recebe o nome de inter- 
valo de mudança de cor, sendo expressa em termos de pH (o logaritmo 


Molaridade' Normalidade' Número aproximado de 
mL requerido para fazer 
1.000 mL de solução 1N 

12 12 83 

18 36 28 

16 16 64 

11 11 87 

17,5 17,5 57 

15 15 67 


** Com base em Dean JA (ed.): Handbook of Chemistry, 13.ed. revisada. New 
York, McGraw-Hill, 1985. 
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Tabela A1.6 Materiais de referência padrão (MRP) para mensurações clínicas 


Número do MRP Tipo de MRP Fração da massa de pureza 
estequiométrica em % 

40h Oxalato de sódio 99,972 
83d Trióxido de arsênico 99,9926 
84k Hidrogênio ftalato de potássio 99,9911 
136e Dicromato de potássio 99,984 
350a Ácido benzoico 99,9958 
723C Tris(hidroximetiljaminometano 99,901 
911b Colesterol 99,8 
912a Ureia 99,9 
913 Ácido úrico 99,7 
914a Creatinina 99,7 
915a Carbonato de cálcio 99,9 
916a Bilirrubina 98,3 
917a D-glicose (dextrose) 99,7 
918a Cloreto de potássio 99,9817 
919a Cloreto de sódio 99,89 
930e Filtros de vidro, transmitância 
9311 Filtros de líquidos, absorbância 
934 Termômetros de laboratório clínico 

(0, 25, 30, 37) 
937 Metal ferro 99,90 
955b Chumbo no sangue 


negativo da concentração de ions de hidrogênio). Um grande número 
de substâncias possui propriedades de indicador, embora relativamente 
poucas delas sejam praticamente aplicadas para reações de neutraliza- 
ção e determinações de pH. A Tabela Al.4 exibe alguns indicadores 
acidobásicos comumente utilizados. Em geral, os ácidos fracos devem 
ser titulados na presença de indicadores que mudam em soluções leve- 
mente alcalinas. As bases fracas devem ser tituladas na presença de 
indicadores que mudam em soluções levemente ácidas. A Tabela Al.5 
lista alguns ácidos e álcalis utilizados com maior frequência. 

A disponibilidade dos medidores de pH de precisão permite a titu- 
lação até um ponto final selecionado (pH) e pode substituir o uso de 
indicadores para várias aplicações. 


Dean JA (ed): Handbook of Chemistry, 13th ed. New York, McGraw-Hill, 1985. 

Fasman GD (ed): Handbook of Biochemistry and Molecular Biology, 3rd ed. Cleveland, 
CRC Press, 1976. 

Meinke WW: Standard Reference Materials for Clinical Measurements. Anal Chem 1971; 
43:28A, 

The Merck Index: An Encyclopedia of Chemicals and Drugs. 12th ed. Whitehouse Station, 
NJ, Merck and Co., 1996. 


Uso certificado 


Padrão reduciométrico 

Padrão reduciométrico 

Padrão acidimétrico 

Padrão oximétrico 

Padrão acidimétrico 

Padrão acidimétrico 
Identidade e pureza 

Identidade e pureza 

Identidade e pureza 

Identidade e pureza 

Identidade e pureza 

Identidade e pureza 

Identidade e pureza 

Identidade e pureza 

Identidade e pureza 

Faixa de comprimento de onda 
(440-635 nm) 

Faixa de comprimento de onda 
(302-678 nm) 

Temperatura 


Tabela A1.7 Conversões de temperatura 


Centígrado 
110º 
100 

95 

90 

85 

80 

75 


Fahrenheit Centigrado 
230° 38° 
212 37,5 
203 37 
194 36,5 
185 36 
176 33,9 
167 35 
158 34 
149 33 
140 32 
131 31 
122 30 
113 29 
(11,2 20 
109,4 15 
107,6 10 
105,8 +5 
104,9 0 
104 -5 
103,1 ~10 
102,2 -15 
101,3 —20 
PF ==17,2°C 
1°C = 33,8°F 


Tamanho da 
unidade (em g) 


60 
60 
60 
60 
30 
50 
2,0 
25 
10 
10 
20 
0,1 
25 
30 
30 
3 filtros 


Ampolas 
Cada um 


50 


Conjunto de 


4 ampolas 


Fahrenheit 


100,4° 
99,3 
98,6 
o PAR 
96,8 
95,9 
95 
93,2 
91,4 
89,6 
87,8 
86 
if 
66 
59 
50 
41 
32 


Para converter Fahrenheit em centigrado, subtrair 32 e multiplicar por 0,555. 


Para converter centígrado em Fahrenheit, multiplicar por 1,8 e somar 32. 





Tabela A2.1 Comparação | das tabelas de peso em relação à altura provenientes de dados atuariais: recomendações da Metropolitan Life Insurance 


Company, com valores não corrigidos por idade, e do Gerontology Research 


Altura (em m) 


1,45 
1,48 
1,50 
1,53 
1,55 
1,58 
1,60 
1,63 
1,65 
1,68 
1,70 
1,73 
1,75 
1,78 
1,80 
1,83 
1,85 
1,88 
1,90 


* Os valores dessa tabela são para altura sem sapatos e peso sem roupas. A Metropolitan Life Insurance Company (1983 Metropolitan Height and Weight Tables. Stat Bull Metropol Life Ins 





Homens 


55,35 - 65,25 
56,25 - 66,60 
57,15 - 67,95 
58,05 - 69,75 
58,95 - 71,55 
59,85 - 73,35 
60,75 - 75,15 
61,65 - 76,95 
62,55 - 78,75 
63,45 - 80,55 
64,80 - 82,35 
66,15 - 84,15 
67,50 - 86,40 
68,85 - 88,65 
70,65 - 90,90 


Valores de peso da Metropolitan 
do ano de 1983* (25-59 anos) 


Mulheres 


45,00 - 58,95 
45,45 - 60,30 
46,35 - 61,65 
47,25 - 63,00 
48,60 - 64,80 
49,95 - 66,60 
51,30 - 68,40 
52,65 - 70,20 
54,00 - 72,00 
55,35 - 73,80 
56,70 - 75,15 
58,05 - 76,50 
59,40 - 77,85 
60,75 - 79,20 


20-29 anos 


37,80 - 49,95 
39,15 - 51,75 
40,05 - 53,55 
41,85 - 55,35 
43,20 - 57,15 
44,55 - 58,95 
45,90 - 60,75 
47,70 - 63,00 
49,05 - 64,80 
50,40 - 66,60 
52,20 - 68,85 
53,55 - 70,65 
54,90 - 72,90 
56,70 - 75,15 
58,05 - 76,95 
59,85 - 79,20 
61,65 - 81,45 
63,45 - 83,70 
64,80 - 85,95 








30-39 anos 


41,40 - 53,55 
42,75 - 55,35 
44,10-57,15 
45,45 - 58,95 
47,25 - 61,20 
48,60 - 63,00 
50,40 - 65,25 
51,75 - 67,05 
53,55 - 69,30 
54,90 - 71,55 
56,70 - 73,35 
58,50 - 75,60 
60,30 - 77,85 
61,65 - 80,10 
63,45 - 82,35 
65,25 - 84,60 
67,05 - 87,30 
68,85 - 87,75 
70,65 - 92,25 


40-49 anos 


44,55 - 57,15 
46,35 - 58,95 
47,70 - 60,75 
49,50 - 63,00 
50,85 - 64,80 
52,65 - 67,05 
54,45 - 69,30 
56,25 - 71,55 
58,05 - 73,80 
59,85 - 76,05 
61,65 - 78,30 
63,45 - 80,55 
65,25 - 82,80 
67,05 - 85,50 
68,85 - 87,75 
70,65 - 90,00 
72,90 - 92,70 
74,70 - 95,40 
76,95 - 98,10 


Pesos, area de superficie corporal e indice 
de massa corporal (IMC) desejaveis 


Center, com valores de idade específicos 


50-59 anos 


48,15 - 60,75 
49,95 - 62,55 
51,30 - 64,35 
53,10 - 66,60 
54,90 - 68,85 
56,70 - 71,10 
58,50 - 73,35 
60,30 - 75,60 
62,10 - 78,30 
64,35 - 80,55 
66,15 - 82,80 
67,95 - 85,50 
70,20 - 87,75 
72,00 - 90,45 
74,25 - 93,15 
76,05 - 95,85 
78,30 - 98,55 


80,55 - 101,25 
82,80 - 103,95 


Gerontology Research Center* (faixa de peso por idade-especifica para homens e mulheres) 


60-79 anos 


51,75 - 63,90 
53,55 - 66,15 
55,35 - 68,40 
57,15 - 70,65 
58,95 - 73,35 
60,75 - 75,60 
63,00 - 77,85 
64,80 - 80,55 
66,60 - 82,80 
68,85 - 85,50 
71,10 - 88,20 
72,90 - 90,45 
75,15 - 93,15 
77,40 - 95,85 
79,65 - 98,55 
81,90 - 101,25 
84,15 - 104,40 
86,40 - 107,10 
88,65 - 109,80 

















Co, 1983; 64[Jan-Jun]:2) apresentou uma tabela para alturas e pesos sem roupa (Tabela 4), bem como uma tabela para alturas e pesos com roupa (Tabela 1). 
De Andres R: Mortality and obesity: The rationale for age-specific height-weight tables. In Hazzard WR, Bierman El, Blass JP, Ettinger WH Jr, Halter JB (eds.): Principles of Geriatric 


Medicine and Gerontology, 3.ed. New York, McGraw-Hill, 1994, p. 847, com permissão. 
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Tabela A2.2 Tabela de índice de massa corporal (IMC) 


Para usar esta tabela, encontre a altura apropriada na coluna da esquerda e percorra a linha até um determinado peso. 


O número localizado no topo da coluna é o IMC para a altura e o peso em questão. Os valores expressos em kg (quilograma) foram arredondados. 


IMC 


Altura 


metros (m) 


IMC 


Altura 


metros (m) 


19 


1,47 
1,50 
1,52 
1,55 
1,57 
1,60 
1,63 
1,65 
1,68 
1,70 
1,73 
1,75 
1,78 
1,80 
1,83 
1,85 
1,88 
1,91 
1,93 


36 


1,47 
1,50 
1,52 
1,55 
1,57 
1,60 
1,63 
1,65 
1,68 
1,70 
1,73 
1,75 
1,78 
1,80 
1,83 
1,85 
1,88 
1,91 
1,93 


20 


103,50 
106,20 
109,35 
112,50 
115,65 
119,25 
122,40 
126,00 
129,15 
132,75 


21 22 


45,00 
46,80 
48,15 
4,95 

e Bee 
53,10 
34,90 
50,70 
58,50 
60,30 
62,10 
63,90 
65,70 
67,50 
69,30 
F153 
73,35 
75,00 
71,40 


39 


81,45 
84,60 
87,30 
90,45 
93,15 
96,30 
99,45 
102,60 
103,05 105,75 
106,20 108,90 
109,35 112,05 
112,50 115,65 
115,65 118,80 
119,25 122,40 
122,40 125,55 
126,00 129,60 
129,15 132,75 
132,75 136,35 
136,80 140,40 


23 


47,25 
49,05 
50,40 
52,20 
54,00 
55,80 
57,60 
59,40 
61,20 
63,00 
64,80 
67,05 
68,85 
70,65 
72,90 
74,70 
76,95 
79,20 
81,00 


40 


83,70 
86,85 

89,55 

92,70 

95,85 

99,00 

102,15 
105,30 
108,45 
112,05 
115,20 
118,35 
121,95 
125,55 
129,15 
132,75 
136,35 
139,95 
144,00 


24 


49,50 
51,30 
53,10 
54,90 
50,70 
58,50 
60,30 
62,1 
63,90 
65,70 
67,95 
69,75 
72,00 
74,25 
76,05 
78,30 
80,55 
82,80 
85,05 


41 


85,95 

89,10 

91,80 

94,95 

98,10 

101,25 
104,40 
108,00 
111,15 
114,75 
117,90 
121,50 
125,10 
128,70 
132,30 
135,90 
139,95 
143,55 
147,60 


Fonte: http://www.nhlbi.nih.gov/guidelines/obesity/bmi tbl.htm. 


25 


51,75 
53,55 
55,35 
57,15 
58,95 
60,75 
63,00 
64,80 
66,60 
68,85 
71,10 
72,90 
75,15 
77,40 
79,65 
81,90 
83,70 
86,40 
88,65 


42 


88,20 

91,35 

94,05 

97,65 

100,80 
103,95 
107,10 
110,70 
113,85 
117,45 
121,05 
120,15 
128,25 
131,85 
135,90 
139,50 
143,55 
147,15 
149,85 


26 


2/ 


28 


Peso Corporal (kg) 


93,35 
55,80 
57,00 
59,40 
61,20 
63,45 
65,25 
67,50 
69,75 
71,55 
73,80 
70,05 
78,30 
80,55 
82,80 
85,05 
87,30 
90,00 
92,25 


43 


55,80 
57,60 
59,85 
61,65 
63,90 
65,70 
67,95 
70,20 
72,45 
74,70 
76,95 
79,20 
81,45 
83,70 
85,95 
88,65 
90,90 
93,60 
95,85 


ad 


28,05 
59,85 
62,10 
64,35 
66,15 
68,40 
/0,65 
72,90 
75,15 
77,40 
79,605 
81,90 
84,60 
86,85 
89,55 
91,80 
94,50 
97,20 
99,45 


45 


Peso Corporal (kg) 


135,45 
139,05 
143,10 
146,70 
150,75 
154,80 


102,15 
105,75 
108,90 
112,50 
116,10 
119,70 


| 123,30 


126,90 
130,95 
134,55 
138,60 
142,20 
146,25 
150,30 
154,35 
158,85 


94,50 

97,65 

101,25 
104,40 
108,00 
111,60 
115,20 
118,80 
122,40 
126,00 
130,05 
133,65 
137,70 
141,75 
145,80 
149,85 
153,90 
157,95 
162,45 


29 


60,30 
62,10 
64,35 
66,60 
68,85 
71,10 
73,35 
75,60 
77,85 
80,10 
82,80 
85,05 
87,75 
90,00 
92,70 
95,40 
98,10 
100,80 
103,50 


46 


96,75 
99,90 

103,50 
107,10 
110,70 
114,30 
117,90 
121,50 
125,10 
129,15 
132,75 
136,80 
140,85 
144,90 
148,95 
153,00 
157,50 
161,55 
166,05 


30 


62,10 
64,35 
66,60 
68,85 
71,10 
73,35 
76,05 
78,30 
80,55 
83,25 
85,50 
88,20 
90,90 
93,60 
95,85 
98,55 
101,25 
104,40 
107,10 


4/ 


99,00 

102,15 
105,75 
109,35 
112,95 
116,55 
120,15 
124,20 
127,80 
131,85 
135,90 
139,95 
144,00 
148,05 
152,10 
156,60 
161,10 
165,15 
169,65 


31 


64,35 
66,60 
68,85 
71,10 
73,80 
76,05 
78,30 
81,00 
83,70 
85,95 
88,65 
91,35 
94,05 
96,75 
99,45 
102,15 
104,85 
108,00 
110,70 


48 


100,80 
104,40 
108,00 
111,60 
115,20 
119,25 
122,85 
126,90 
130,95 
134,55 
138,60 
143,10 
147,15 
152,10 
155,70 
159,75 
164,25 
168,75 
173,25 


32 


66,60 
68,85 
71,10 
73,80 
76,05 
78,75 
81,00 
83,70 
86,40 
89,10 
91,35 
94,05 
97,20 
99,90 
102,60 
105,75 
108,45 
111,60 
114,30 
49 


103,05 
106,65 
110,25 
114,30 
117,90 
121,50 
125,55 
129,60 
133,65 
137,70 
141,75 
145,80 
150,30 
154,35 
158,85 
163,35 
167,85 
172,35 
177,30 


33 


68,85 
71,10 
73,35 
76,05 
78,75 
81,00 
83,70 
86,40 
89,10 
91,80 
94,50 
97,20 
99,90 
103,05 
105,75 
108,90 
112,05 
115,20 
118,35 


50 


105,30 
108,90 
112,50 
116,55 
120,15 
125,10 
128,25 
132,30 
136,35 
140,40 
144,90 
148,95 
153,45 
157,95 
162,45 
166,95 
171,45 
175,95 
180,90 


34 


71,10 
73,35 
75,60 
78,30 
81,00 
83,70 
86,40 
89,10 
91,80 
94,95 
97,20 
100,35 
103,05 
106,20 
108,90 
112,50 
115,20 
118,80 
121,95 


51 


107,55 
111,15 
114,75 
118,80 
122,85 
126,90 
130,95 
135,00 
139,05 
143,55 
147,60 
152,10 
156,60 
161,10 
165,60 
170,10 
175,05 
179,55 
184,50 


35 


72,90 
75,60 
78,30 
81,00 
83,70 
85,95 
88,65 
91,80 
94,50 97,20 
97,65 100,35 
100,35 103,50 
103,50 106,20 
106,20 109,35 
109,35 112,50 
112,50 116,10 
115,65 119,25 
118,80 122,40 
122,40 125,55 
125,55 129,15 


75,15 
117,89 
80,55 
83,25 
85,95 
86,65 
91,80 
94,50 


32 


109,80 111,60 
113,40 115,65 
117,45 119,70 
121,05 123,75 
125,10 127,80 
129,15 131,85 
133,20 135,90 
137,70 140,40 
141,75 144,90 
146,25 148,95 
150,75 153,45 
155,25 157,95 
159,75 162,90 
164,25 167,40 
168,75 172,35 
173,70 176,85 
178,20 181,80 
183,15 186,75 
188,10 191,70 


ALTURA EM PES(’) E POLEGADAS (”) 


0,85 


— 1,45 
— 1,40 


ÁREA DE SUPERFÍCIE CORPORAL EM METROS QUADRADOS 


3,00 
2,90 
2,80 
2.70 
2,60 


2,50 


2,40 
2,30 
2,20 
2,10 


2,00 
1,95 


— 1,90 


1,85 
1,80 
1,75 
1,70 
1,65 
1,60 
1,55 
1,50 


1,35 
1,30 
1,25 
1,20 


LIS 


1,10 
1,05 


— 1,00 


0,95 
0,90 
0,85 
0,80 
0,75 


0,70 


0,65 


0,60 


0,55 


0,50 


PESO EM LIBRAS 





150-2 
140-= o 
130-= 90 
— 
= 
120-3 98 
= 
110 —=— 50 
100-5 45 
90 —= 
comme i) 
a9 —= 
— 35 
70 — 
— 30 
60 — 
= 25 
50 — 
— 20 
40 — 


| 


PESO EM QUILOGRAMAS 


Figura A2.1 Normograma para a determinação da área de superfície corporal 
de crianças e adultos. (De Boothby WM, Sandiford RB: Boston Med Surg J 1921; 
185:337, com permissão.) 
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1588 Altura Área de superfície corporal Peso Figura A2.2 Normograma para a determinação da área de superfície 





Pés ()e polegadas (”) Centímetros em metros quadrados Libras Quilogramas corporal de crianças. (De DuBois EF: Basal Metabolism in Health and 
95 0,8 65 = 30 Disease. Philadelphia, Lea & Febiger, 1936). 
ds 90 60= 
g" 80 50 = A 
| 0,6 3 
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Ao estimar o volume sanguíneo total (VST) de um paciente, a aproximação 
comumente utilizada é a de 70 mL de VST por quilograma de peso corporal. 
Apesar de útil em muitos pacientes, em outros, particularmente adultos acima 
do peso ideal ou magros e crianças, esse valor oferece apenas uma aproximação 
insatisfatória do VST real. Nesses pacientes, existem outros métodos mais ade- 
quados de estimativa do VST. 


Adultos 


O COBE Spectra utiliza a fórmula de Nadler e Allen para calcular o VST 
aproximado em pacientes humanos (COBE Spectra Apheresis System Operator 
Manual [Manual de Operação do Sistema de Aférese COBE Spectra], 1997). 
Essa fórmula emprega a altura, o peso e o sexo do paciente para calcular o VST. 
Especificamente, a fórmula é a seguinte: 

Homens: VST(mL) = 604 + [367 x altura’ (m)] + [32,2 x peso (kg)] 

Mulheres: VST(mL) = 183 + [356 x altura” (m)] + [33,1 x peso (kg)] 

O VST também pode ser aproximado, utilizando a área de superfície corporal 
calculada do paciente (Shoemaker, 1989): 

Homens: VST = 2.740 mL/m* 

Mulheres: VST = 2.370 ml/mº 

Outra aproximação relativamente simples usa a assim chamada “regra dos 
cinco” de Gilcher, reproduzida abaixo, como estimativa do volume sanguíneo, 
mais adaptada a cada paciente do que a regra de 70 mL/kg (Gilcher, 1996). 

Obeso(a) Magro(a) Normal Musculoso(a) 
Homens 60 65 70 79 
Mulheres 55 60 65 70 


Aproximações do volume 
sanguíneo total (VST) 





Crianças 


O cálculo de Nadler e Allen pode ser particularmente impreciso em crian- 
ças, sobretudo meninos pré-púberes; por essa razão, é recomendável que o sexo 
feminino seja inserido para melhorar a estimativa (Kim, 2000). Podem ser uti- 
lizados os seguintes valores para o VST por quilograma de peso corporal (Oski, 
1993): 


Bebês prematuros 89-105mL/kg 
Recém-nascidos a termo 82-86mL/kg 
Bebês e crianças em idade pré-escolar 73-82mL/kg 


COBE Spectra Apheresis System Operator's Manual: Lakewood, CO, Gambro BCT, 1997, p 
1. 

Gilcher RO: Apheresis: Principles and practices. In Rossi EC, Simon TL, Moss GS, Gould 
SA (eds): Principles of Transfusion Medicine, 2nd ed. Baltimore, Williams & Wilkins, 
1996, p 542. 

Kim HC: Therapeutic pediatric apheresis. J Clin Apheresis 2000; 15:129-157. 

Oski FA: The erythrocyte and its disorders. In Nathan DG, Oski FA (eds): Hematology of 
Infancy and Childhood, 4th ed. Philadelphia, WB Saunders Company, 1993, p 28. 

Shoemaker WC: Fluids and electrolytes in the acutely ill adult. In Shoemaker WC, Ayres 
5, Grenvik A, et al. (eds): Textbook of Critical Care, 2nd ed. Philadelphia, WB Saunders 
Company, 1989, p 1130. 








Tabela A4.1 Tabela periódica dos elementos químicos 





13 14 15 16 17 18 

IIB IVB VB VIB VIIB 

WIA IVA VA VIA VIIA VIHA [Camada 
2 0 


He 
4,0020602 
K 


18,9984032 


1 2 <————— Novo sistema de registro 
Forma anterior da IUPAC 
IIA Versao da CAS 
















LEGENDA 
Número atômico — | 50 +2 


Simbolo > | Sn +4 
Peso atômico de 1989 > 













< Estado de oxidação 


+ Configuração do elétron 


9,012182 
2-2 


17 


Na | Mg Al i Sip Bis $ia 


3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
22,989768 | 24,3050 ITA es IVA 3 VA VIA VIIA rA, VILA 
261 [282 | AMB IVB VIB VIII 
23 24 +2 125 +2 |: : 2 28 +2 


+3 +3 +3 » +3 
V +4/Cr +6 | Mn 4 e 0 Ni 
r + 







26,981539 
2-8-3 














44,955910 50,9415 51,9961 54,93085 58,93320 54,6934 Fait #4,92159 
-8-9-2 -8-11-2 -B-13-1 -B-15-2 -B-16-2 -18- -8-18-5 


51 +3 
Rh | ; Cd | “Isb 3 


85,4678 92,90638 | 102,90550 107,8682 | 112411 | 114,818 | 118,710 | 121,757 126,90447 
-18-8-1 | -18-10-2 18-13. 18-16-1 18-181 | 18182 | 18483 | -18-18-4 -18-18- -18-18-7 


Cs Ba Ta 


132,90543 | 137,327 139,9055 180,9479 186,207 196,96654 204,3833 208, 98037 
-1 8-8-1 -18-8-2 -18-9-2 ~32-T1-2 =32-13-2 -32-18-1 -32-18-3 


Ra 


226,025 
-18-8-2 


Pr | mo E Tb Ho Tm 


*Latanideos 


140,115 | 140,90765 ! 5 5 158,92534 164,93032 168,93421 174,967 
| -19-9-2 -21-B-2 -22-8- -24-8- -25-9-; -27-8-2 -29-8-2 -32-8-2 ~32-9-2 


97 +3 |98 +3 |99 +3. 











Th 
** Actinídeos 


2320381 231,03588 | 238,0289 
-18-10-2 ~20-9-2 -21-9-2 


O novo formato da IUPAC numera os grupos de 1 a 18. O sistema de numeração prévio da IUPAC e o sistema utilizado pelo Chemical Abstracts Service (CAS) também estão ilustrados. 
Para os elementos radioativos que não ocorrem na natureza, o número de massa do isótopo mais estável está entre parênteses. 

De Lide DR, Frederikse HPR: CRC Handbook of Chemistry and Physics, 74. ed. 1993-1994, Boca Raton, FL, CRC Press, 1993. 

Leigh GJ (ed): Nomenclature of Inorganic Chemistry, Oxford, Blackwell Scientific Publications, 1990. 

Chemical and Engineering News, 1985, 63:27. 


Unidades do Sistema Internacional (Sl) 





H. Peter Lehmann PhD, John Bernard Henry MD 


O sistema internacional (SI) consiste em sete unidades de base 
dimensionalmente independentes, que se encontram listadas na Tabela 
A5.1, juntamente com os símbolos utilizados para indicar tais unida- 
des. A Tabela A5.2 lista uma série de unidades derivadas do SI, usa- 
das no laboratório clínico. Existem dois tipos de unidades derivadas: 
as coerentes, derivadas diretamente das unidades de base sem o uso de 
fatores de conversão; e as não coerentes, elaboradas a partir das uni- 
dades de base e com fator numérico em seu conteúdo a fim de tornar 
mais conveniente o uso dos números. A Tabela A5.3 fornece os prefi- 
xos indicativos de frações ou múltiplos de base, bem como as unidades 
derivadas do SI. Uma descrição completa do SI e de sua aplicação em 
medicina pode ser encontrada em The SI for the Health Professions (O 
SI para Profissionais de Saúde) publicado pela Organização Mundial 
de Saúde (1977). Uma lista abrangente de quantidades e de suas unida- 
des (SI) internacionalmente recomendadas é fornecida em Tietz, 1995. 

Para fazer a conversão às unidades (SI) recomendadas (Tabs. A5.4 a 
A5.13), foram adotadas as seguintes diretrizes: 

1. todos os intervalos de referência foram convertidos em unidades 

do SI, exceto nos casos em que as medidas não são quantitativas; 

2. os nomes químicos não foram alterados; por exemplo, o nome 
ureia foi mantido no lugar de carbamida; 

3. os fatores são aqueles publicados pelo American National Metric 
Council [Conselho Métrico Norte-americano] (Lundberg, 1986; 
Beeler, 1987; Young, 1987), com base nos fatores da Metric 
Commission of Canada [Comissão Métrica do Canadá| (1981); 

4. os fatores são calculados em relação à unidade de base para o 
volume de 1 L; 

5.a ordem de magnitude dos fatores é calculada para transformar 
os valores em números convenientes das unidades de medidas do 
SI — ou seja, com prefixos, um número não superior a 1.000 ou 
inferior a 0,001; 

6. o número das unidades (SI) recomendadas equivale ao número 
em unidades convencionais vezes o fator; 

7. para os compostos, cujas massas moleculares relativas não são 
definitivamente conhecidas (p. ex., proteínas), os intervalos de 
referência são convertidos em quantidades de massa por litro; 

8. para misturas de composição indeterminada (p. ex., fosfolipíde- 
os), os intervalos de referência são convertidos em quantidades de 
massa por litro ou baseados em um determinado padrão — por 
exemplo, DHEA para 17-cetosteroides; 

9. as quantidades de natureza relativa que costumam ser expressas 
em porcentagens — por exemplo, frações de isozimas de LDH — 
são fornecidas sob a forma de frações; 


Tabela A5.1 Unidades de base do SI 


Quantidade Nome Símbolo 
Comprimento metro m 
Massa quilograma kg 
Tempo segundo 5 
Corrente elétrica ampère A 
Temperatura termodinamica kelvin K 
Intensidade luminosa candela cd 


Quantidade de substancia mol mol 


10. as unidades enzimáticas são fornecidas como a Unidade Interna- 
cional por litro (U/L). Embora a unidade SI coerente de ativida- 
de catalítica (inclusive das enzimas), a katal, tenha sido definida 
como o número de moles de substrato convertido por segundo 
sob condições definidas, sua adoção é limitada; 


Tabela A5.2 Unidades derivadas do S| 


Quantidade Nome da unidade Símbolo da unidade 
Área metro quadrado” m? 
Volume metro cúbico* m’ 
litro* L=dm* 

Concentração 

Massa quilograma/litro' kg/L 

Substância mol/litro' mol/L 
Molalidade mol/quilograma mol/kg 
Densidade quilograma/litro' kg/L 
Fração de massa quilograma/quilograma kg/kg 
Fração de mol mol/mol mol/mol 
Concentração numérica  número/litro ia 
Temperatura graus celsius* CE ="K-273,15 
Pressão pascal” Pa = kg/m? 
Frequência hertz* Hz = 1 ciclo/s 
Depuração litro/segundo” L/s 
Potencial elétrico volt” V=kgmísA 
Energia joule* ] = kg m/s 


* Unidade derivada coerente. ' Unidade derivada não coerente. * Tanto “L” como “T” são 
símbolos para o litro. 


Tabela A5.3 Prefixos 

Prefixo Símbolo do prefixo Fator 
exa E 103 
peta P 10 
tera T 10" 
giga G 10º 
mega M 10º 
quilo k 10º 
hecto h 10º 
deca da 10! 
deci d EO 
centi C 10 
mili m TO 
micro m 10 
nano n 10% 
pico p io 
fento f 107° 
ato a EE é 





13. as porcentagens são expressas em frações no SI, em que uma fra- 
ção corresponde a uma quantidade adimensional fornecida pelo 

12. no presente momento, é recomendável que a unidade de milíme- número de partículas definidas constitutivas de componente 
tros de mercúrio (mmHg) seja mantida para as pressões (PCO,, especificado dividido pelo número total de partículas definidas no 
PO,): sistema. 


1592 1l. a escala de pH é mantida para mensuração das concentrações dos 
íons hidrogênio; 


Refe rê nc i as bibl iog r áfic as Metric Commission of Canada: The SI Manual in Health 
Care. Ottawa, Sector 9.10 Health and Welfare, Metric 
Beeler MF: SI units and the AJCP. Am J Clin Pathol 1987; Commission of Canada, 1981. 
87:140. Tietz NW (ed): Clinical Guide to Laboratory Tests, 3rd ed. 
Lundberg GD, Iverson C, Radulescu G: Now read this: the Philadelphia, PA, WB Saunders, 1995. 
SI units are here. JAMA 1986; 255:2329. 


World Health Organization: The SI for the Health 
Professions. Geneva, WHO, 1977. 

Young DS: Implementation of SI units for clinical labora- 
tory data: style specifications and conversion tables. Ann 
Intern Med 1987, 106:114. 


Tabela A5.4 Bioquímica do sangue total, soro e plasma 








Componente Sistema Intervalos de referência tipicos 
Unidades convencionais Fator* Unidades do SI recomendadas“ 
Ácido acetoacético 
qualitativo Soro Negativo - Negativo 
quantitativo Soro 0,2-1,0 mg/dL 97,95 20-100 pmol/L 
Acetona 
qualitativo Soro Negativo - Negativo 
quantitativo Soro 0,3-2,0 mg/dL 172,95 20-340 umol/L 
Albumina 
qualitativa Soro 3,2-4,5 g/dL (fracionamento do sal) 10 32-45 g/L 
3,2-5,6 g/dL (eletroforese) 32-56 g/L 
3,8-5,0 g/dL (interação proteina-corante) 38-50 g/L 
Álcool, etílico Soro ou sangue total Negativo - mas apresentado como mmol/L 0,2171 Negativo - mas apresentado como mmol/L 
Aldolase Soro 
adultos 3-8 Sibley-Lehninger U/dL a 37°C 7,4 22-59 mU/L a 37°C 
criancas Aproximadamente 2x os niveis de adultos - Aproximadamente 2x os níveis de adultos 
recém-nascidos Aproximadamente 4x os níveis de adultos - Aproximadamente 4x os níveis de adultos 
Nitrogênio do o-aminoácido Soro 3,6-7,0 mg/dL 0,7139 2,6-5,0 mmol/L 
Ácido 8-aminolevulínico Soro 0,01-0,03 mg/dL 76,26 0,8-2,3 mol/L 
Amonia Plasma 20-120 ug/dl (difusão) 0,5872 12-70 umol/L 
40-80 g/dL (método enzimático) 23-47 umol/L 
12-48 g/dL (método com resina) 7-28 umol/L 
Amilase Soro 16-120 unidades Somogyi/dL 1,85 30-220 U/L 
Argininosuccinato liase Soro 0-4 U/dL 10 0-40 U/L 
Arsênico” Sangue total <7 ug/dL 0,05055 <0,4 umol/L 
Ácido ascórbico (vitamina C) Plasma 0,6-1,6 mg/dL 56,78 34-91 umol/L 
Sangue total 0,7-2,0 mg/dL 40-114 umol/L 
Barbituratos Soro, plasma, ou sangue Negativo - Negativo 
total 
Excesso de base Sangue total 
homens -3,3 a +1,2 mg/L 1 —3,3 a +1,2 mmol/L 
mulheres -2,4 a +2,3 mEg/L -2,4 a +2,3 mmol/L 
Base, total Soro 145-160 mEg/L 1 145-160 mmol/L 
Bicarbonato Plasma 21-28 mmol/L 1 21-28 mmol/L 
Ácidos biliares Soro 0,3-3,0 mg/dL 10 3,0-30,0 mg/L 
Bilirrubina 
direta (conjugada) Soro <0,3 mg/dL 17,10 <5 pmol/L 
indireta (não conjugada) Soro 0,1-1,0 mg/dL 2-17 umol/L 
total Soro 0,1-1,2 mg/dL 2-21 umol/L 
total dos recém-nascidos Soro 1,0-12,0 mg/dL 17-205 uol/L 
Gases sanguíneos (ver Cap. 15) 
pH Sangue total 7,38-7,44 (arterial) 1 7,38-7,44 
7,36-7,41 (venoso) 7,36-7,41 
Pco; Sangue total 35-40 mm Hg (arterial) 0,1333 4,7-5,3 kPa 
40-45 mm Hg (venoso) 5,3-6,0 kPa 
Po; Sangue total 95-100 mm Hg (arterial) 0,1333 12,7-13,3 kPa 
Brometo Soro <5 mg/dL 0,125 <0,63 mmol/L 
Cálcio 4,0-4,8 mg/dL 0,2500 1,00-1,20 mmol/L 
ionizado Soro 2,0-2,4 mEq/L 0,5000 
30-58% do total 0,01 0,30-1,58 do total 
total Soro 9,2-11,0 mg/dL 0,2500 2,30-2,74 mmol/L 
4,6-5,5 mEq/L 0,5000 
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Tabela A5.4 Bioquímica do sangue total, soro e plasma (continuação) 


Componente Sistema Intervalos de referência típicos 
Unidades convencionais Fator” Unidades do $I recomendadas' 

Dióxido de carbono Sangue total (arterial) 19-24 mmol/L 1 19-24 mmol/L 
(teor de CO.) Plasma ou soro (arterial) 21-28 mmol/L 21-28 mmol/L 
Dióxido de carbono Sangue total (venoso) 22-26 mmol/L 1 22-26 mmol/L 

Plasma ou soro (venoso) 24-30 mmol/L 24-30 mmol/L 
Pó combinado com CO, Plasma ou soro (venoso) 24-30 mmol/L 1 24-30 mmol/L 
Pressão parcial de CO, (Pco,) Sangue total (arterial) 35-40 mm Hg 0,1333 4,7-5,3 kPa 

Sangue total (venoso) 40-45 mm Hg 5,3-6,0 kPa 
Ácido carbônico (H,CO,) Sangue total (arterial) 1,05-1,45 mmol/L 1 1,05-1,45 mmol/L 


Sangue total (venoso) 1,15-1,50 mmol/L 1,15-1,50 mmol/L 


Plasma (venoso) 


1,02-1,38 mmol/L 


1,02-1,38 mmol/L 


Carboxiemoglobina Sangue total periférico saturação <1,5% de hemoglobina 0,01 Fração de hemoglobina saturada: <0,015 
(hemoglobina do monóxido não fumantes 
de carbono) fumantes saturação de 1,5-5,0% 0,015-0,050 
fumantes inveterados saturação de 5,0-9,0% 0,050-0,090 
Caroteno, beta Soro 40-200 ug/dL 0,01863 0,7-3,7 pmol/L 
Ceruloplasmina Soro 23-50 mg/dL 10 230-500 mg/L 
Cloreto Soro 95-103 mEq/L 1 95-103 mmol/L 
Colesterol 
total (ver Cap. 17) Soro 150-250 mg/dL (varia c/ dieta, sexo e idade) 0,02586 3,88—6,47 mmol/L 
ésteres Soro 65-75% do colesterol total 0,01 Fração de colesterol total: 0,65-0,75 
Colinesterase Eritrócitos pH de 0,65-1,3 unidades 1 0,65-1,3 unidades® 
(pseudocolinesterase) Plasma pH de 0,5-1,3 unidades 1 0,5-1,3 unidades 
8-18 U/L a 37°C 
Citrato Soro ou plasma 1,7-3,0 mg/dL 52,05 88-156 umol/L 
Cobre Soro, plasma 
homens 70-140 g/dL 0,1574 11-22 mol/L 
mulheres 80-155 ug/dl 13-24 umol/L 
Cortisol Plasma 
8-10 h 5-23 ug/dL 27,59 138-635 nmol/L 
16-18h 3-13 ug/dL 83-359 nmol/L 
Creatina Soro ou plasma 
homens 0,1-0,4 mg/dL 76,25 8-31 pmol/L 
mulheres 0,2-0,7 mg/dL 15-53 umol/L 
Creatina quinase (CK) Soro 
homens 55-170 U/L a 37°C 1 55-170 U/L a 37°C 
mulheres 30-135 U/L a 37°C 1 30-135 U/L a 37°C 
Creatinina (ver Cap. 15) Soro ou plasma 0,6-1,2 mg/dL (adulto) 88,40 53-106 umol/L 
0,3-0,6 mg/dL (crianças com <2 anos) 27-53 umol/L 
Depuração da creatinina Soro ou plasma e urina 
(endógena) (ver Cap. 14) homens 107-139 mL/min 0,01667 1,78-2,32 mL/s 
mulheres 87-107 mL/min 1,45-1,78 mL/s 
Crioglobulinas Soro Negativo - Negativo 
Eletroforese, proteica Soro 
albumina 52-65% da proteína total 0,01 Fração da proteína total: 0,52-0,65 
0-1 2,5-5,0% da proteína total 0,01 0,025-0,05 
0-2 7,0-13,0% da proteína total 0,01 0,07-0,13 
B 8,0-14,0% da proteína total 0,1 0,08-0,14 
Y 12,0-22,0% da proteína total 0,01 0,12-0,22 
Soro Concentração 
albumina 3,2-5,6 g/dL 10 32-56 g/L 
&-1 0,1-0,4 g/dL 1—4 g/L 
o-2 0,4-1,2 g/dL 4-12 g/L 
B 0,5-1,1 g/dL 5-11 g/L 
y 0,5-1,6 g/dL 5-16 g/L 
Gorduras, neutras (ver Triglicerídeos) 
Ácidos graxos 
totais (livres e esterificados) Soro 9-15 mmol/L 1 9-15 mmol/L 
livres (não esterificados) Plasma 300-480 uEg/L 1 300-480 umol/L 
Ferritina Soro 
homens 15-200 ng/mL 1 15-200 ug/L 
mulheres 12-150 ng/mL 1 15-150 ug/L 
Fibrinogénio Plasma 200-400 mg/dL 0,01 2,00—4,00 g/L 
Fluoreto Sangue total <0,05 mg/dL 0,5263 <0,027 mmol/L 
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Tabela A5.4 Bioquímica do sangue total, soro e plasma (continuação) 


Componente 


Folato 


Galactose 


Gamaglobulina 
Globulinas, totais 
Glicose, jejum 


Tolerância à glicose 
oral 


intravenosa 


Glicose-6-fosfato 
desidrogenase (G6PD) 
hemácias 
y-Glutamiltransferase 
Glutationa 

Hormônio de crescimento 
Guanase 

Haptoglobina 
Hemoglobina 


a-Hidroxibutirato 
desidrogenase 
17-Hidroxicorticosteroides 


Imunoglobulinas: 
IgG 
IgA 
IgM 
IgD 
IgE 
Insulina 
Tolerância à insulina 


(0,1 unit/kg) 


Ferro, total 
Capac. de ligação do ferro 
Saturação de ferro 


Desidrogenase isocítrica 


Corpos cetônicos 
17-Cetosteroides 


Sistema 


Soro 
Eritrócitos 


Sangue total 
adultos 
crianças 
Soro 
Soro 
Soro ou plasma 
Sangue total 
Soro ou plasma 
jejum 
30 min 
60 min 
120 min 
180 min 
Soro ou plasma 
jejum 
5 min 

60 min 
120 min 
180 min 
Eritrócitos 


Soro 
Sangue total 
Soro 

Soro 

Soro 

Soro ou plasma 
qualitativa 
quantitativa 
Sangue total 
mulheres 
homens 
Soro 


Plasma 

homens 

mulheres 

após 24 unidades (USP) de 


ACTH por via intramuscular 


Soro 


Bioensaio do plasma 
radioimunoensaio 
Soro 
Jejum 
30 min 
90 min 
Soro 
Soro 
Soro 


Soro 


Soro 
Plasma 


Intervalos de referência típicos 


Unidades convencionais Fator” 
23,5 ng/mL (radioensaio) 2,266 
166-640 ng/mL (bioensaio) 
>140 ng/mL (radioensaio) 
Nenhum - 
<20 mg/dL 0,05551 
0,5-1,6 g/dL 10 
2,3-3,5 g/dL 10 
70-110 mg/dL 0,05551 
60-100 mg/dL 
70-110 mg/dL 0,05551 
30-60 mg/dL acima do valor em jejum 
20-50 mg/dL acima do valor em jejum 
5-15 mg/dL acima do valor em jejum 
Nível em jejum ou abaixo - 
70-110 mg/dL 0,05551 
Maximo de 250 mg/dL 
Declinio significativo - 
Abaixo de 120 mg/dL 0,05551 
Nível em jejum = 
250-5.000 unidades/10º células 1 


1.200-2.000 mU/mL de concent. de hemácias 1 


5—40 U/L | 
24-37 mg/dL 0,03254 
<10 ng/mL 1 
<3 nmol/mL/min 1 
60-270 mg/dL 0,01 
Negativo - 
0,5-5,0 mg/dL 10 
12,0-16,0 g/dL 10 
13,5-18,0 g/dL 
140-350 U/mL 1 
7-19 ug/dL 25,59% 
9-21 g/dL 
35-55 ug/dL 
800-1801 mg/dL 0,01 
113-563 mg/dL 
54-222 mg/dL 
0,5-3,0 mg/dL 10 
0,01-0,04 mg/dL 
11-240 pU/mL 7,175! 
4-24 uU/mL 
Glicose de 70-110 mg/dL 0,05551 
Queda para 50% do nível em jejum 0,01 
Nível em jejum - 
60-150 ug/dL 0,1791 
250-400 ug/dL 0,1791 
20-55% 0,01 
50-240 U/mL a 25°C (unidades 0,0166 
Wolfson-Williams-Ashman) 
Negativo - 
25-125 ug/dL 34,67** 


Unidades do SI recomendadas‘ 


11-57 nmol/L 
>5 nmol/L 
376-1450 nmol/L 
>317 nmol/L 


Nenhum 
<1,11 mmol/L 
5-16 g/L 
23-35 g/L 
3,9-6,1 mmol/L 
3,3-5,6 mmol/L 


3,9-6,1 mmol/L 

1,7-3,3 mmol/L acima do valor em jejum 
1,1-2,8 mmol/L acima do valor em jejum 
0,3-0,8 mmol/L acima do valor em jejum 
Nível em jejum ou abaixo 


3,9-6,1 mmol/L 
Máximo de 13,9 mmol/L 
Declínio significativo 
Abaixo de 6,7 mmol/L 
Nível em jejum 
250-5.000 gunidades/célula 
1.200-2.000 U/L de concent. de 


5-40 U/L a 37°C 
0,78-1,20 mmol/L 
<10 ug/L 
<3 U/L a 37°C 
0,6-2,7 g/L 


Negativo 
5-50 mg/L 


120-160 g/L 
135-180 g/L 
140-350 kU/L 


193-524 mmol/L 
248-579 mmol/L 
966-1517 nmol/L 


8,0-18,0 g/L 
1,1-5,6 g/L 
0,5-2,2 g/L 
5,0-30,0 mg/L 
0,1-0,4 mg/L 
79-1722 pmol/L 
29-172 pmol/L 


Glicose de 3,9—6,1 mmol/L 
Queda para 0,5 do nível em jejum 
Nível em jejum 
10,7-26,9 pmol/L 
44,8-71,6 umol/L 
Fração da capac. total de ligação do ferro: 
0,20-0,55 
0,83—4,18 U/L a 25°C 


Negativo 
866—4334 nmol/L 


Tabela A5.4 Bioquímica do sangue total, soro e plasma (continuação) 


Componente 


Sistema 


Ácido láctico (como lactato) Sangue total 


Lactato desidrogenase (LDH) 


Isozimas de lactato 
desidrogenase 
LD, (ânodo) 
LD, 


LD; (cátodo) 
Lactato desidrogenase 
(estável ao calor) 
Tolerância à lactose 


Chumbo 
Leucina aminopeptidase 
(LAP) 


Lipase 


Lipídeos, totais 


colesterol (ver Cap. 17) 
triglicerídeos (ver Cap. 17) 


fosfolipideos 

acidos graxos (livres) 

fósforo fosfolipídico 
Lítio 

intervalo terapêutico 


Hormônio tireoestimulante 
de ação prolongada (LATS, 


long-acting thyroid- 
stimulating hormone 


Hormônio luteinizante (LH) 


Macroglobulinas, totais 
Magnésio 


Metemoglobina 


Mucoproteina 
Muramidase 
Mioglobina 
Nitrogênio não proteico 
(NNP) 
5'-Nucleotidase 
Ornitina carbamil 
transferase 
Osmolalidade 
Oxigênio (ver Cap. 14) 

pressão (Po,) 

teor 

saturação 

pH 


Fenilalanina 


venoso 
arterial 
Soro 


Soro 


Soro 
Soro 


Sangue total 
Soro 
homens 
mulheres 
Soro 


Soro 


Soro 


Soro 


Soro 
homens 
mulheres 


Soro 
Soro 


Sangue total 


Soro 

Soro 

Soro 

Soro ou plasma 
Sangue total 
Soro 

Soro 


Soro 


Sangue total (arterial 
Sangue total (arterial 
Sangue total (arterial 
Sangue total (arterial 
Sangue total (venoso) 
Soro ou plasma (venoso) 
Soro 

adultos 


) 
) 
) 
) 


recém-nascidos (a termo) 


Intervalos de referência tipicos 


Unidades convencionais 


5-20 mg/dL 
3-7 mg/dL 


(lactato — piruvato) 80-120 unidades a 30°C 


Fator” 


0,1110 


0,48 


(piruvato — lactato) 185-640 unidades a 30°C 0,48 


(lactato + piruvato) 100-190 U/L a 37°C 


17-27% 
27-37% 
18-25% 

3-8% 

0-5% 
30-60% of total 


Alterações glicêmicas semelhantes ao 
teste de tolerância à glicose 
<50 ug/dL 


80-200 U/mL (Goldbarg-Rutenberg) 
75-185 U/mL (Goldbarg-Rutenberg) 
0-1,5 U/mL (Cherry-Crandall) 
14-280 mU/mL 
400-800 mg/dL 
150-250 mg/dL 
10-90 mg/dL 
150-380 mg/dL 
9,0-15,0 mmol/L 
8,0-11,0 mg/dL 
Negativo 
0,5-1,4 mEq/L 
Não detectado 


6-30 mU/mL 
Pico na metade do ciclo: 3x o valor basal 
Pré-menopausa <30 mU/mL 
Pós-menopausa >35 mU/mL 
70-430 mg/dL 
1,3-2,1 mEq/L 
1,8-3,0 mg/dL 
<0,24 g/dL 
<1% da hemoglobina total 
80-200 mg/dL 
4-13 mg/L 
<90 ug/L 
20-35 mg/dL 
25-50 mg/dL 
0-1,6 unidades a 37°C 
8-20 mU/mL a 37°C 


280-295 mOsm/kg 


95-100 mmHg 

15-23 volume 

94-100% 
7,38-7,44 
7,36-7,41 
7,33-7,45 


<3,0 mg/dL 
1,2-3,5 mg/dL 


| 


0,01 


0,24 


278 
1 
0,01 
0,02586 


0,01129” 


0,01 
1 
0,3229 


1 


0,7139 


60,54 


Unidades do $I recomendadas' 


0,6-2,2 mmol/L 
0,3-0,8 mmol/L 
38-62 U/L a 30°C 
90-310 U/L a 30°C 
100-190 U/L a 37°C 
Fração de LDH total 


0,17-0,27 
0,27-0,37 
0,18-0,25 
0,03-0,08 
0,00-0,05 
Fração de LDH total: 0,30-0,60 


Alterações glicêmicas semelhantes 
ao teste de tolerância à glicose 
<2,41 umol/L 


19,2-48,0 U/L 
18,0-44,4 U/L 
0-417 U/L 
14-280 U/L 
4,00-8,00 g/L 
3,88-6,47 mmol/L 
0,11-2,15 mmol/L 
1,50-3,80 g/L 
9,0-15,0 mmol/L 
2,58-3,55 mmol/L 
Negativo 
0,5-1,4 mmol/L 
Nao detectado 


6-30 U/L 
Pico na metade do ciclo: 3x o valor basal 
Pré-menopausa <30 U/L 
Pós-menopausa >35 U/L 
0,7-4,3 g/L 
0,65-1,05 mmol/L 
0,74-1,23 mmol/L 
<2,4 g/L 
Fração da hemoglobina total <0,01 
0,8-2,0 g/L 
4-13 mg/L 
<90 ug/L 
14,3-25,0 mmol/L 
17,8-35,7 mmol/L 
0-1,6 unidades a 37°C 
8-20 U/L a 37°C 


280-295 mmol/kg 


12,7-13,3 kPa 
Fração de volume: 0,15-0,23 
Fração saturada: 0,94-1,00 
7,30-7,44 
7,36-7,41 
7,35-7,45 


<182 umol/L 
73-212 umol/L 
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Tabela A5.4 Bioquímica do sangue total, soro e plasma (continuação) 


Componente 


Fosfatase 
fosfatase acida 


fosfatase alcalina 


Fósforo fosfolipidico 

(ver Lipideos, totais) 
Fosfolipídeos (ver Lipideos, 
totais) 

Fósforo, inorgânico 


Potássio 
Prolactina 


Proteínas (ver Cap. 19) 
totais 
albumina 
globulina 
Fracionamento proteico, ver 
Eletroforese 
Protoporfirina 
Piruvato 
Salicilatos 
intervalo terapêutico 
Sódio 
Sulfato, inorgânico 


Sulfemoglobina 
Sulfonamidas 
Testosterona 


Tiocianato 

Testes dos hormônios 

Tireoidianos (ver Cap. 24) 
tiroxina, total (T,) 
tiroxina, livre (FT,) 
captação de T, em resina 
globulina ligadora de 
tiroxina (TBG) 
tirotrofina (TSH) 
tri-iodotironina (T;) 

Transferases 


Sistema 


Soro 


Soro 


Soro 
adultos 
crianças 
Plasma 
Soro 
mulheres 
homens 
Soro 


Eritrócitos 
Sangue total 
Soro 


Plasma 
Serum 


Sangue total 

Soro ou sangue total 
Soro ou plasma 
homens 

mulheres 

Soro 

Soro 


Soro 


Soro 


aspartato aminotransferase Soro 


(AST ou TGO) 
alanina aminotransferase 
(ALT ou TGP) 


y glutamiltransferase (GGT) 


Triglicerídeos (ver Cap. 17) 

Troponina | 

Nitrogenio ureico 

Depuração da ureia 
depuração máxima 


depuração padrão 


Ácido úrico 


Vitamina À 


Soro 


Soro 
Soro 


Soro 
Soro e urina 


Soro 
homens 
mulheres 
Soro 


Intervalos de referência típicos 


Unidades convencionais 


0,13-0,63 U/L a 37°C 
(p-nitrofenilfosfato) 


20-130 U/L a 37°C (p-(p-nitrofenilfosfato 


em tampão AMP) 


2,3-4,7 mg/dL 
4,0-7,0 mg/dL 
3,8-5,0 mEq/L 


1-25 ng/mL 
1-20 ng/mL 


6,0-7,8 g/dL 
3,2-4,5 g/dL 
2,3-3,5 g/dL 


15-50 mg/dL 
0,3-0,9 mg/dL 
Negativo 
15-30 mg/dL 
136-142 mEq/L 
0,2-1,3 mEq/L 
0,9—6,0 in mg/dL como SO; 
Negativo 
Negativo 


300-1200 ng/dL 
30-95 ng/dL 
Negativo 


5,5-12,5 ug/dL 

0,9-2,3 ng/dL 
captação relativa de 25-38 
10-26 ug/dL 


0,5-5 uU/mL 
80-200 mg/dL 


8-33 U/L a 37°C 
4-36 U/L a 37°C 
5-40 U/L a 37°C 
10-190 mg/dL 
<2,0 mg/mL 
8-23 mg/dL 
64-99 mL/min 
41-65 mL/min, ou mais de 75% da 
depuração normal 
4,0-8,5 mg/dL 


2,7-7,3 mg/dL 
15-60 ug/dL 


Fator” 


16,67 


1 


0,3229 


0,0154 


0,01129" 


0,357 


0,01667 


0,05948 


0,03491 


Unidades do $I recomendadas‘ 


2,2-10,5 U/L a 37°C 


20-130 U/L a 37°C 


0,74-1,52 mmol/L 
1,29-2,26 mmol/L 
3,8-5,0 mmol/L 


1-25 ug/L 
1-20 ug/L 


60-78 g/L 
32-45 g/L 
23-35 g/L 


0,27—0,89 umol/L 

34-102 pmol/L 

Negativo 

1,08-2,17 mmol/L 

136-142 mmol/L 

0,10-0,65 mmol/L 

0,09-0,63 mmol/L como SO, 
Negativo 

Negativo 


10,4-41,6 nmol/L 
1,0-3,3 mmol/L 
Negativo 


71-161 nmol/L 

12-30 pmol/L 

Fração de captação relativa: 0,25-0,38 
100-260 ug/L 


0,5-5 uU/L 
1,23-3 de nmol/L 


8-33 U/L a 37°C 
4-36 U/L a 37°C 


5-40 U/L a 37°C 
0,11-2,15 mmol/L 
0-0,6 ug/L 

0-0,1 ug/L 
2,9-8,2 mmol/L 


1,07-1,65 L/s 
0,68-1,08 L/s ou mais de 0,75 da 
depuração normal 


0,24-0,51 mmol/L 
0,16-0,43 mmol/L 
0,52-2,09 umol/L 


1597 


Tabela A5.4 Bioquímica do sangue total, soro e plasma (continuação) 


Componente Sistema Intervalos de referência típicos 
Unidades convencionais Fator” Unidades do SI recomendadas' 
Tolerância à vitamina À Soro 15-60 ug/dL 0,03491 0,52-2,09 umol/L 
jejum de 3 ou 6 h após 200-600 ug/dL 0,03491 6,98-20,95 pmol/L 


5.000 unidades de vitamina 


A/ 
24 Ai Valores em jejum ou um pouco maior - Valores em jejum ou um pouco maior 
Vitamina B;, Soro 160-950 pg/mL 0,7378 118-701 pmol/L 
Capacidade não saturada de Soro 1.000-2.000 pg/mL 0,7378 738-1475 pmol/L 
ligação da vitamina B,, 
Vitamina C Plasma 0,6-1,6 mg/dL 56,78 34-91 mol/L 
Absorção de xilose Soro, normal 25-40 mg/dL 1-2 h 0,06661 1,67-2,66 mmol/L 1-2 h 


em má-absorção Maximo =10 mg/dL Maximo =0,67 mmol/L 
Dose: adultos 25 g de D-xilose 
crianças 0,5 g de D-xilose/kg 


Zinco Soro 50-150 ug/dl 0,1530 7,7-23,0 umol/L 

* Fator = fator numérico (notar que as unidades não estão exibidas). Valor em unidades do SI = valor em unidades convencionais x fator. * Geralmente não mensurados no sangue (a 
amostra de preferência é a urina, o cabelo ou as unhas, exceto em casos agudos, quando se utiliza conteúdo gástrico). * Unidade com base na concentração de íons hidrogênio. "Como 
cortisol. | 1 Unidade Internacional de insulina corresponde a 0,04167 mg do 4º Padrão Internacional (uma mistura de insulina bovina a 52% e insulina suína a 48%). ** Como DHEA 


(desidroepiandrosterona). ' Como trioleina. 





Tabela A5.5 Urina 
Componente Tipo de sistema urinário Intervalos de referência típicos 
Unidades convencionais Fator“ Unidades do SI recomendadas' 
Ácido acetoacético Amostra aleatória Negativo -= Negativo 
Acetona Amostra aleatória Negativo - Negativo 
Contagem de Addis Urina de 12h Leucócitos e células epiteliais: 
(avaliação quantitativa de 1.800.000/12 h 1 1,8x 10°12 h 
elementos do sedimento Hemácias 500.000/12 h 1 0,5x10º12 h 
urinário) Cilindros hialinos: < 5.000/12 h 1 <5,0x 1012 h 
Albumina 
qualitativa Amostra aleatória Negativo - Negativo 
quantitativa 24h 15-150 mg/d 0,001 0,015-0,150 g/d 
Aldosterona 24h 2-26 g/d 2,774 6-72 nmol/d 
Corpos alcaptonúricos Amostra aleatória Negativo - Negativo 
Nitrogênio do a-aminoacido 24h 100-290 mg/d 0,07139 7,1-20,7 mmol/d 
Acido d-aminolevulínico Amostra aleatória 
adultos 0,1-0,6 mg/dL 76,26 8-46 pmol/L 
crianças <0,5 mg/dL <38 umol/L 
24h 1,5-7,5 mg/d 7,626 11-57 umol/d 
Nitrogênio da amônia 24h 20-70 mEg/d 1 20-70 mmol/d 
500-1200 mg/d 0,07139 35,6-85,7 mmol/d 
Amilase 2h 35-260 unidades Somogyi/h 0,1850 6,5-48,1 U/h 
Arsênico 24h <50 ug/L 0,01335 <0,67 umol/L 
Ácido ascórbico Amostra aleatória 1-7 mg/dL 56,78 57-397 pmol/L 
24h >50 mg/d 5,678 >284 umol/d 
Proteina de Bence Jones Amostra aleatória Negativo - Negativo 
Berilio 24h <0,05 ug/d 111,0 <5,55 nmol/d 
Bilirrubina, qualitativa Amostra aleatória Negativo - Negativo 
Sangue, oculto Amostra aleatória Negativo - Negativo 
Borato 24h <2 mg/L 16,44 <32 pmol/L 
Cálcio 
qualitativo (Sulkowitch) Amostra aleatória turbidez 1 + 1 turbidez 1 + 
quantitativo 24h 
dieta média 100-240 mg/d 0,02495 2,5-6,0 mmol/d 
dieta pobre em cálcio <150 mg/d <3,7 mmol/d 
dieta rica em cálcio 240-300 mg/d 6,0-7,5 mmol/d 
Catecolaminas Amostra aleatória <14 ug'dL 59,11* <828 nmol/L 
24h <100 ug/d (varia com a atividade) 5,911* <591 nmol/d 
adrenalina <10 ng/d 5,458 <55 nmol/d 
noradrenalina <100 ng/d 5,911 <591 nmol/d 
catecolaminas livres totais 4-126 ug/d 5,9t1* 24-745 nmol/d 
metanefrinas totais 0,1-1,6 mg/d 5,458" 0,5-8,7 umol/d 








Componente 


Cloreto 
Teste de concentração 
(Fishberg) 
densidade 
osmolalidade 
Cobre 
Coproporfirina 


Creatina 


Creatinina 


Cistina, qualitativa 
Cistina e cisteína 
Desidroepiandrosterona 


Ácido diacético 
Adrenalina 


Estrogênios, totais 


Estrogênios, fracionados 
estrona (E,) 
estradiol (E,) 
estriol (E;) 


Etiocolanolona 


Gordura, qualitativa 


FIGLU (acido 
N-formiminoglutamico) 


Fluoreto 


Hormônio 
foliculoestimulante (FSH) 


Frutose 
Glicose, qualitativa 


Glicose, quantitativa 


Tipo de sistema urinário 


24h 


Amostra aleatória — após 
restrição hídrica 


24h 

Amostra aleatória 
adultos 

24h 

adultos 

crianças 

24h 

homens 
mulheres 


24h 
homens 


mulheres 


Amostra aleatória 
24h 


24h 

homens 

mulheres 

Amostra aleatória 

24h 

24h 

homens 

mulheres 
ovulação 
pico luteal 
na menstruação 
gravidez 
pós-menopausa 


Intervalos de referência típicos 


24h, não gestante, no meio do ciclo 


24h 

homens 
mulheres 
Amostra aleatória 


24h 
após 15 g de L-histidina 


24h 


24h 

adultos | 

fase pré-púbere 
pós-menopausa 
meio do ciclo 
24h 

Amostra aleatória 


24h 


substâncias redutoras de cobre 


açúcares totais 
glicose 


Gonadotrofinas, hipofisárias 24h 


(FSH e LH) 


11-Hidroxiandrosterona 


24h 
homens 
mulheres 


Unidades convencionais Fator” Unidades do SI recomendadas" 
140-250 mEq/d 1 140-250 nmol/d 
>1,025 1 >1,025 
>850 mOsm/kg 1 >850 mmol/kg 
<50 ug/d 0,01574 <0,8 umol/d 
3-20 ug/dL 19,27 46-305 nmol/L 
50-160 ug/d 1,527 76-244 nmol/d 
<80 ug/d <122 nmol/d 
<40 mg/d 7,625 <305 umol/d 
<100 mg/d <763 umol/d 
Mais alta em crianças e durante a gestação — Mais alta em crianças e durante a gestação 
20-26 mg/kg/d 8,840 177-230 umol/kg/d 
1,0-2,0g/d 8,840 8,8-17,7 mmol/d 
14-22 mg/kg/d 8,840 124-195 umol/kg/d 
0,8-1,8 g/d 8,840 7,1-15,9 mmol/d 
Negativo - Negativo 
10-100 mg/d 4,161 42-41 6 umol/d 
0,2-2,0 mg/d 3,467 0,7-6,9 umol/d 
0,2-1,8 mg/d 0,7-6,2 umol/d 
Negativo - Negativo 
<20 ug/d 5,458 <109 nmol/d 
5-18 g/d 3,468" 17-62 nmol/d 
28-100 ug/d 3,468 97-347 nmol/d 
22-80 ug/d 76-364 nmol/d 
4-25 ug/d 14-87 nmol/d 
Até 45.000 ug/d 0,003468 Até 156 umol/d 
Até 10 ug/d 3,468 Até 35 nmol/d 
2-25 ug/d 3,699 7-93 nmol/d 
<10ug/d 3,671 <37 nmol/d 
2-30 g/d 3,468 7-104 nmol/d 
1,4-5,0 mg/d 3,443 4,8-17,2 umol/d 
0,8—4,0 mg/d 2,8-13,8 umol/d 
Negativo - Negativo 
<3 mg/d 5,740 <7,2 umol/d 
4 mg/8h 23,0 umol/8 h 
<1 mg/d 52,63 <53 umol/d 
4-25 U/L | 4-25 U/L 
4-30 U/L 1 4-30 U/L 
40-50 U/L 1 40-50 U/L 
2 xo valor basal 1 2 xo valor basal 
30-65 mg/d 0,005551 0,17-0,36 mmol/d 
Negativo - Negativo 
0,5-1,5 g/d 1 0,5-1,5 g/d 
Média de 250 mg/d 1 Média de 250 mg/d 
Média de 130 mg/d 0,005551 Média de 0,72 mmol/d 
10-50 U/L I 10-50 U/d 
0,1-0,8 mg/d 3,263 0,3-2,6 umol/d 
<0,5 mg/d <1,6 umol/d 


Tabela A5.5 Urina (continuação) 


Componente 


11-Hidroxietiocolanolona 


11-Cetoandrosterona 


11-Cetoetiocolanolona 


Lactose 

Chumbo 

Magnésio 

Melanina, qualitativa 
Mucina 

Muramidase (lisozima) 


Mioglobina 
qualitativa 
quantitativa 


Osmolalidade 
Pentoses 
pH 


Fenolsulfonaftaleina (PSP) 


Acido fenilpirúvico, 
qualitativo 
Fósforo 
Porfobilinogênio 
qualitativo 
quantitativo 
Potássio 


Testes de gravidez 


Pregnanedio! 


Pregnanetriol 


Proteína, qualitativa 
Substâncias redutoras, totais 
Sódio 

Sólidos, totais 


Densidade 


Açúcares (excluindo glicose) 


Acidez titulável 


Tipo de sistema urinário 


24h 
homens 
mulheres 


24 h 
homens 
mulheres 


24h 

homens 
mulheres 

24h 

24h 

24h 

Amostra aleatória 
24h 

24h 

Amostra aleatória 
24h 

Amostra aleatória 
24h 


Amostra aleatória 


Teste de toda urina produzida 


Intervalos de referência típicos 


Unidades convencionais 


0,2-0,6 mg/d 
0,1-1,1 mg/d 


0,2-1,0 mg/d 
0,2-0,8 mg/d 


0,2-1,0 mg/d 
0,2-0,8 mg/d 


14-40 mg/d 
<100 ug/d 
6,0-8,5 mEq/d 
Negativo 
100-150 mg/d 
1,3-36 mg/d 


Negativo 
<4 mg/L 


500-800 mOsm/kg de agua 
2-5 mg/kg/d 
4,6-8,0 


pelo corpo após 6 mg de PSP IV 


15 min 
30 min 
60 min 
120 min 


Amostra aleatória 
Amostra aleatória 


Amostra aleatória 
24h 


24h 


Amostra concentrada 
da manhã 


24h 
homens 
mulheres 
pico 
gravidez 
crianças 
24h 
homens 
mulheres 
crianças 
Amostra aleatória 
24h 
24h 
24h 
24h 


Amostra aleatória 


Amostra aleatória 
24h 


20-50% de corante excretado 
16-24% de corante excretado 
9-17% de corante excretado 
3-10% de corante excretado 


Negativo 
0,9-1,3 g/d 


Negativo 
<1,0 mg/d 
40-80 mEg/d 
Positivo em gestações normais ou com 


tumores produtores de gonadotrofina 
coriônica 


<1,5 mg/d 
1-8 mg/d 
1 semana pós-ovulação 
<50 mg/d 
Negativo 


0,4-2,4 mg/d 
0,5-2,0 mg/d 
Até 1 mg/d 
Negativo 
40-150 mg/d 
0,5-1,5 mg/d 
75-200 mEq/d 
55-70 g/d 
O nível diminui com a idade para 30 g/d 


1,016-1,022 (ingestão hídrica normal) 
1,001-1,035 (faixa) 
Negativo 
20-50 mEg/d 


Fator* 


3,26 


3,274 


3,274 


2,291 
0,004826 
0,5000 

1 

1 


0,01 


O a ë 


Unidades do Sl recomendadas' 


0,7-2,0 umol/d 
0,3-3,63 umol/d 


0,7-3,3 umol/d 
0,7-2,6 umol/d 


0,7-3,3 umol/d 
0,7-2,6 umol/d 


41-117 umol/d 
<0,48 umol/d 
3,0-4,3 mmol/d 
Negativo 
100-150 mg/d 
1,3-36 mg/d 


Negativo 
<4 mg/L 
500-800 mmol/kg 
2-5 mg/kg/d 
4,6-8,0 


Fração de corante excretado: 


0,20-0,50 
0,16-0,24 
0,09-0,17 
0,03-0,10 


Negativo 
29-42 mmol/d 


Negativo 
<4,4 umol/d 


40-80 mmol/d 


Positivo em gestações normais ou com 
tumores produtores de gonadotrofina 
coriônica 


<4,7 umol/d 
3-25 umol/d 
1 semana pós-ovulação 
<156 umol/d 
Negativo 


1,2-7,0 umol/d 
1,5-5,9 umol/d 
Até 3 umol/d 
Negativo 
40-150 mg/d 
0,5-1,5 mg/d 
75-200 mmol/d 
55-70 g/d 
O nível diminui com a idade para 30 g/d 
Dens. relativa (U a 20ºC/água a 20°C): 
1,016-1,022 (ingest. hidrica normal) 
1,001-1,035 (faixa) 
Negativo 
20-50 mmol/d 
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Componente Tipo de sistema urinário Intervalos de referência típicos 


Unidades convencionais Fator* Unidades do Sl recomendadas' 
Nitrogênio ureico 24h 6-17 g/d 35,70 214-607 mmol/d 
Acido úrico 24h 250-750 mg/d 0,005948 1,5-4,5 mmol/d 
Urobilinogénio 2h 0,3-1,0 unidades Ehrlich 1 0,3-1,0 U 
24h 0,05-2,5 mg/d ou 1,693 0,1-4,2 umol/d 
0,5-4,0 unidades Ehrlich/d 1 0,5-4,0 U/d 
Uropepsina Amostra aleatória 15-45 unidades/h (Anson) Lak 111-332 Uh 
24h 1.500-5.000 unidades/d (Anson) 11-37 kUh 
Uroporfirinas 
qualitativas Amostra aleatória Negativo - Negativo 
quantitativas 24h 10-30 ug/d 1,204 12-36 nmol/d 
Ácido vanililmandélico 24h 1,5-7,5 mg/d 5,046 7,6-37,9 umol/d 
(VMA) 
Volume, total 24h 600-1600 mL/d 0,001 0,6-1,6 L/d 
Zinco 24h 0,15-1,2 mg/d 15,30 2,3-18,4 umol/d 


* Como noradrenalina. Como normetanefrina. Com base na cistina. ° Com base no estriol. 











Componente Intervalos de referência típicos 
Unidades convencionais Fator Unidades do SI recomendadas 
Diferença de glicose no soro e no líquido sinovial <10 mg/dL 0,05551 <0,56 mmol/L 
Contagem diferencial Granulócitos < 25% das células nucleadas 0,01 Fração numérica de granulócitos: < 0,25 das células 
nucleadas 
Coágulo de fibrina Ausente - Ausente 
Coágulo de mucina Abundante ~ Abundante 
Contagem de células nucleadas <200 células/uL 108 <200x 10º células/L 
Viscosidade Elevada - Elevada 
Volume <3,5 mL 0,001 <0,0035 L 


























Componente Intervalos de referência típicos 
Unidades convencionais Fator Unidades do SI recomendadas 
Liquefação Em até 20 min Em até 20 min 
Morfologia dos espermatozoides >70% normal, espermatozoides maduros 0,01 Fração numérica: >0,70 normal, espermatozoides maduros 
Motilidade dos espermatozoides >60% 0,01 Fração numérica: >0,60 
pH >7,0 (média de 7,7) 1 >7,0 (média de 7,7) 
Contagem de espermatozoides 60-150 x 10°/mL 10° 60-150 x 10°/L 


Volume 1,5-5,0 mL 0,001 0,0015-0,005 L 





Componente Intervalos de referência típicos 
Unidades convencionais Fator Unidades do SI recomendadas 
Volume residual em jejum 20-100 mL 0,001 0,02-0,10L 
pH <2,0 1 <2,0 
Produção ácida basal (PAB)* 0-6 mEg/h 1 0-6 mmol/h 
Produção ácida máxima (PAM) (após 5—40 mEg/h 1 5-40 mmol/h 
estimulação com histamina) 
Relação de PAB/PAM <0,4 1 <0,4 


* Varia entre os sexos e as idades. 


Tabela A5.9 Hematologia 


Componente 


Volume eritrocitário 
homens 
mulheres 


Volume plasmático 
homens 
mulheres 

Testes de coagulação e testes hemostáticos 
tempo de sangramento 


Tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT) 


Antitrombina lll 
imunológica 
funcional 
Tempo de lise do coágulo 
fator de euglobulina 
sangue total 
Retração do coágulo 
Fatores de coagulação 
Fator XIII (teste de triagem) 
Fibrinogênio 


Unidades convencionais 


20-36 mL/kg de peso corporal 
19-32 mL/kg de peso corporal 


25-43 mL/kg de peso corporal 
28-45 mL/kg de peso corporal 


Intervalos de referência típicos 


Fator 


0,001 


0,001 


Depende do local e da orientação do corte, 
bem como do dispositivo em particular, 


tipicamente 2-8 min 


Depende dos reagentes ativadores e 
fosfolipídicos utilizados, tipicamente 25-35 s 


Produtos de degradação da fibrina ou do fibrinogênio (FDP) 


FDP séricos 
D-dímeros plasmáticos 

Plasminogênio 
imunológico 
funcional 

Proteína C 

Proteína $ (total) 

Tempo de protrombina 


Tempo de trombina 


Fator de von Willebrand 
imunológico 
atividade do cofator de ristocetina 
Hemograma completo 
Hematócrito 
homens 
mulheres 
Hemoglobina 
homens 
mulheres 
Eritrograma 
homens 
mulheres 
Leucograma 
Índices eritrocitários 
Volume corpuscular médio (VCM) 
Hemoglobina corpuscular média (HCM) 


Concentração de hemoglobina corpuscular média 


(CHCM) 
Leucograma diferencial (adultos) 
Faixa de contagem absoluta 
neutrófilos segmentados 
bastonetes 
eosinófilos 
basófilos 
linfócitos 
monócitos 
Hemoglobina A, 
Hemoglobina F 


20-30 mg/dL 10 
80-120 U/dL 10 
11/⁄2—4 h a 37°C 
Nenhum em 24h a 37°C 
Completo em 4h a 37°C 
0,50-1,50 w/mL 1.000 
Coágulo insolúvel em 5 mol/L de ureia em 24h 
200-400 mg/dL 0,01 
<10 pg/mL 1 
<200 ng/mL 1 
10-20 mg/dL 10 
80-120 U/dL 10 
0,7-1,4 w/mL 10 
0,7-1,4 u'mL 10 
Depende do reagente de tromboplastina 
utilizado, tipicamente 10-13 5 
Depende da concentração do reagente de 
trombina utilizado, tipicamente 17-25 s 
50-150 U/dL 10 
50-150 U/dL 
41,5-50,4% 0,01 
35,9-44,6% 
14,0-17,5 g/dL 10 
12,3-15,3 g/dL 
4,5-5,9 x 10º%/uL 10° 
4,5,-5,1 x 10%uL 
4,4-11,0 x 10*/uL 10° 
80-96 um” 1 
27,5-33,2 pg 1 
33,4-35,5% 0,01 


% Média 


26 


1,5-3,5% da hemoglobina total 
<2% 


Faixa de contagem absoluta 


1.800-7.800/uL 10° 


0-700/uL 
0-450/uL 
0-200/uL 
1.000-4.800/uL 
0-800/uL 
0,01 
0,01 


Unidades do Sl recomendadas 


0,020-0,036 L/kg de peso corporal 
0,019-0,032 L/kg de peso corporal 


0,025-0,043 L/kg de peso corporal 
0,028-0,045 L/kg de peso corporal 


200-300 mg/L 
800-1.200 U/L 


500-1.500 U/L 
2,0-4,0 g/L 


<10 mg/L 


<200 ug/L 


100-200 mg/L 
800-1.200 U/L 
700-1.400 U/L 
700-1.400 U/L 


500-1 .500 U/L 
500-1.500 U/L 


Fração do volume: 


0,415-0,504 
0,359-0,446 


140-175 g/L 
123-153 g/L 


4,5-5,9x 102/L 
4,1-5,1x 1021 
4,4-11,3 x 10% 


80-96 fL 
27,3-33,2 pg 


Fração da concentração: 0,334-0,355 


Fração numérica média” 


0,56 1,8-7,8x 10% 
0,03  0-0,70x 10% 


0,027 0-0,45x10°/L 
0,003 0-0,20x 10% 
034 1,0-4,8x 10º 
0,04  0-0,80x 10% 


Fração de massa: 0,015-0,035 da hemoglobina total 
Fração de massa: <0,02 


1601 





1602 





Componente 


Fragilidade osmótica 


Contagem de plaquetas 
Contagem de reticulócitos 





Taxa de sedimentação (Westergren) 
homens abaixo de 50 anos 
homens de 50-85 anos 
homens acima de 85 anos 
mulheres abaixo de 50 anos 
mulheres de 50-85 anos 
mulheres acima de 85 anos 

Viscosidade 

Taxa de sedimentação Zeta 


Tabela A5.10 Líquido amniótico 


Componente 





Aspecto 
início da gestação 
a termo 
Albumina 
início da gestação 
a termo 
Bilirrubina 
início da gestação 
a termo 
Cloreto 
início da gestação 
a termo 


Creatinina 
início da gestação 
a termo 
Estriol 
início da gestação 
a termo 
Lecitina:esfingomielina 
início da gestação (imaturo) 
a termo (maturo) 
Osmolalidade 
início da gestação 


a termo 


la A5.9 Hematologia (continuação) 


Intervalos de referência típicos 


Unidades do Sl recomendadas 


Fração Lisada 


Unidades convencionais Fator 
Lise em % 0,01 
% (wiv) 24ha NaCl em % — 171 
NaCl Sangue 37°C Lise em % — 0,01 
fresco 
0,2 - 
0,3 97-100 95-100 
0,35 90-99 85-100 
0,4 50-95 75-100 
0,45 5-45 65-100 
0,5 0,6 55-95 
0,55 z 40-85 
0,6 — 15-70 
0,65 — 0-40 
0,7 - 0-10 
0,75 - 0-5 
150.000-450.000/uL 10° 
0,5-1,5% 0,01 
25.000-75.000 células/eeL 10° 
<15mm/h 
<20 mm/h 
<30 mm/h 
<20mm/h 
<30 mm/h 
<42 mm/h 
1,4-1,8 vezes a agua 1 
41-54% 0,01 


“Todas as porcentagens são multiplicadas por 0,01 para gerar a fração. 


NaCl 24ha 
mmol/L Sangue IL 
fresco 
34,2 a 0,95-1,00 
51,3 0,97-1,00 0,85-1,00 
59,8 0,90-0,99 0,75-1,00 
68,4 0,50-0,95 0,65-1,00 
77,0 0,05-0,45 0,55-0,95 
85,5 0-0,06 0,40-0,85 
94,1 0 0,15-0,70 
102,6 E 0-0,40 
FEI - 0-0,10 
119,7 = 0-0,05 
128,3 - 0 
150-450 x 10°/L 


Fração numérica: 0,005-0,015 
25-75 x 10º 


1,4-1,8 vezes a água 
fração: 0,41-0,54 


Intervalos de referência típicos 


Unidades convencionais 


Claro 
Claro ou levemente opalescente 


0,39 g/dL 
0,19 g/dL 


<0,075 mg/dL 
<0,025 mg/dL 


Aproximadamente igual ao cloreto sérico 
Geralmente 1-3} mEq/L mais baixo que 
o cloreto sérico 


0,8-1,1 mg/dL 
1,8-4,0 mg/dL (geralmente >2 mg/dL) 


<10 ug'dL 
<60 ug/dL 


<1:1 
2°] 


Aproximadamente igual a 
osmolalidade sérica 
230-270 mOsm/kg 


Fator 


17,10 


Unidades do SI recomendadas 


Claro 
Claro ou levemente opalescente 


3,9 g/L 
1,9 g/L 


<1,3 umol/L 
<0,41 mol/L 


Aproximadamente igual ao cloreto sérico 
Geralmente 1-3 mmol/L mais baixo que o cloreto sérico 


71-97 umol/L 
159-354 umol/L (geralmente >177 mol/L) 


<347 nmol/L 
>2081 nmol/L 


eli 

>2:1 
início da gestação Aproximadamente igual à 
osmolalidade sérica 
230-270 mmol/kg 


Tabela A5.10 Líquido amniótico (continuação) 


Componente 


Pco; 
inicio da gestação 
a termo 


pH 
início da gestação 
a termo 


Proteína, total 
início da gestação 
a termo 

Sódio 
início da gestação 
a termo 


Corante, citológico 


Corante vermelho “Oil Red O” 


início da gestação 
a termo 
Sulfato azul de Nilo 
início da gestação 
a termo 
Ureia 
inicio da gestação 
a termo 
Ácido úrico 
início da gestação 
a termo 
Volume 
início da gestação 
a termo 


Tabela A5.11 Líquido cerebrospinal 


Componente 


Albumina 
Contagem de células 
Glicose 


Lactato desidrogenase (LDH) 


sérico 
Proteínas 
Eletroforese proteica 
pré-albumina 
albumina 
a-1 globulina 
o.-2 globulina 
B globulina 
Y globulina 
Xantocromia 


Intervalos de referência típicos 


Unidades convencionais 


33-55 mm Hg 
42-55 mm Hg (aumenta perto do final 
da gestação) 


7,12-7,38 
6,91-7,43 (diminui perto do final 
da gestação) 


0,60+0,24 g/dL 
0,26+0,19 g/dL 


Aproximadamente igual ao sddio sérico 


7-10 mEq/L mais baixo que o 
sódio sérico 


Fração corada: <10% 
Fração corada: >50% 


Fração corada: O 
Fração corada: >20% 


18,0+5,9 mg/dL 
30,3+11,4 mg/dL 


3,72+0,96 mg/dL 
9,90 + 2,23 mg/dL 


450-1.200 mL 
500-1.400 mL (aumenta perto do final 
da gestação) 


Fator 


0,1333 


0,1665 


59,48 


0,001 


Unidades do Sl recomendadas 


4,4-7,3 kPa 
5,6-7,3 kPa (aumenta perto do final da gestação) 


7,12-7,38 
6,91-7,43 


60+2,4 g/L 
2,641,9p/L 


Aproximadamente igual ao sódio sérico 
7-10 mmol/L mais baixo que o 
sódio sérico 


Fração corada: <0,1 
>0,5 


Fração corada: <0,0 
>0,2 


3,00 + 0,98 mmol/L 
5,04 + 1,90 mmol/L 


221+57 umol/L 
589 + 133 umol/L 


0,45-1,2 L 
0,5-1,4 L (aumenta perto do final da gestação) 


Intervalos de referência tipicos 


Unidades convencionais 


<10-30 mg/dL 
<5 células/uL 
40-80 mg/dL 
Aproximadamente 10% do nível sérico 


12-60 mg/dL 


2-7%o 
56-76% 

2-7% 
4-12% 
8-18% 
3-12% 
Negativo 


Fator 

10 

10° 
0,05551 


10 


0,01 


Unidades do $I recomendadas 


100-300 mg/L 
<5 x 10% 
2,8-4,4 mmol/L 
Fração de atividade: aproximadamente 0,1 do nível 


120-600 mg/L 

Fração: 
0,2-0,07 
0,56-0,76 
0,02-0,07 
0,04-0,12 
0,08-0,18 
0,03-0,12 

Negativo 
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Tabela A5.12 Diversos 


Componente 


Bile, qualitativa 


Cloreto 
Depuração 

creatinina, endógena 

Diodrast 

inulina 

ácido para-amino-hipúrico (PAH) 
Diagnex blue (análise gástrica sem sonda) 
Gordura 

gordura total 


gordura neutra 

ácidos graxos livres 

ácidos graxos combinados 
Nitrogênio, total 


Sódio 
Atividade da tripsina 
Captação de iodo-131 pela tireoide 
Urobilinogênio 
qualitativo 
quantitativo 


Intervalos de referência típicos 


Amostra 


Amostra aleatória de fezes 


Suor 
Soro e urina (toda) 


Urina 
Fezes, 72h 


Fezes, 24h 


Suor 
Amostra aleatória fresca 
de fezes 


Amostra aleatória de fezes 
Fezes, 24h 


Tabela A5.13 Valores de referência pediátricos selecionados 


Parâmetro 


S-Fosfatase ácida 
recém-nascido 
2-13 anos 
S-Aldolase 
recém-nascido 
criança 
S-Fosfatase alcalina 
recém-nascido 
criança 
S-o-fetoproteína 
recém-nascido 
2 semanas 
S-Amilase 
recém-nascido 
1 ano 
S-Aspartato aminotransferase 
recém-nascido 
1-3 anos 
S-Bilirrubina, recém-nascido 
24h 
48h 
3-50 
S-Cálcio 
pré-termo, primeira semana 
a termo, primeira semana 
1-2 anos 
2-16 anos 
U-Catecolaminas 
1 ano 
1-5 anos 
6-15 anos 
>15 anos 


Valor 


7,4-19,4 U/L 
6,4-15,2 U/L 


Unidades convencionais 


Negativo em adultos 
Positivo em crianças 
4-60 mEq/L 


115+20 mL/min 
600-720 mL/min 
100-150 mL/min 
600-750 mL/min 


Presença de ácido livre 


<5 g/24h 

10-25% da matéria seca 
1-5% da matéria seca 
5-13% da matéria seca 
5-15% da matéria seca 

10% da ingestão 
1-2 g/24 h 

10-80 mEq/L 

Positivo (2+ a 4+) 

7,5-25% in 6h 


Positivo 
40-200 mg/24 h 


80-280 unidades Ehrlich/24 h 


até 4x o valor de adultos 
até 2x o valor de adultos 


40-300 U/ 
60-270 U/L 


Até 100 mg/L 
Indetectável 


Atividade pequena, se alguma, da amilase 


Valores de adultos 


16-74 U/L 
6-30 U/L 
Pré-termo 


17-103 pmol/L (10-60 mg/L) 
17-103 pmol/L (10-60 mg/L) 
171-257 umol/L (100-150 mg/L) 


1,50-2,50 mmol/L 
1,75-3,00 mmol/L 
2,50-3,00 mmol/L 
2,25-2,87 mmol/L 
Noradrenalina 
30-90 nmol/d (5,4-15,9 ug/d) 
50-180 nmol/d (8,1-30,8 ugd) 
110-420 nmol/d (19,0-71,1 ug/d) 
200-510 nmol/d (34,4-87,0 ug/d) 


60-100 mg/L) 
70-120 mg/L) 
100-120 mg/L) 
90-115 mg/L) 


n p qe os, 


Fator Unidades do Sl recomendadas 
~ Negativo em adultos 
~ Positivo em crianças 
1 4-60 mmol/L 
0,01667 1,92+0,33 mL/s 
10,00-12,00 mL/s 
1,67-2,50 mL/s 
10,00-12,50 mL/s 
- Presença de ácido livre 
1 <5 g/d 
0,01 Fração de massa: 0,1-0,25 da matéria seca 
0,01-0,05 da matéria seca 
0,05-0,13 da matéria seca 
0,05-0,15 da matéria seca 
Fração de massa: 0,1 da ingestão 
71,39 71-143 mmol/d 
1 10-80 mmol/L 
~ Positivo (2+ a 44) 
0,01 Fração de captação: 0,075-0,25 em 6h 
~ Positivo 
1,693 68-339 umol/d 
A termo 
34-103 umol/L (20-60 mg/L) 


103-120 umol/L (60-70 mg/L) 
68-205 umol/L (40-120 mg/L) 


Adrenalina 

1-23 nmol/d (0,1-4,3 ug/d) 
4-50 nmol/d (0,8-9,1 ug/d) 
7-339 nmol/d (1,3-10,5 ug/d) 
19-72 nmol/d (3,5-13,2 ug/d) 


Tabeja A5.13 Valores de referência pediátricos selecionados (continuação) 


Parâmetro 


U-Cloreto (varia com a ingestão de cloreto) 


bebê 
criança 
S-Colesterol 
sangue do cordão umbilical 
1-2 anos 
2-16 anos 
U-Cortisol (livre) 
4 meses—10 anos 
11-20 anos 
S-Creatina quinase 
recém-nascido 
3 semanas—3 meses 
>1 ano 
S-Creatinina 
até 5 anos 
até 6 anos 
até 7 anos 
até 8 anos 
até 9 anos 
até 10 anos 
>10 anos 
S-Estradiol 
0-2 anos 
2—4 anos 
4—6 anos 
6-8 anos 
8-10 anos 
10-12 anos 
12-14 anos 
14-16 anos 
16-26 anos 
Gordura fecal 
recém-nascido pré-termo 
recém-nascido a termo 
3 meses-1 ano 
1 ano 
P-Ácidos graxos não esterificados 
recém-nascido 
4 meses-1 0 anos 
S-Glicose 
recém-nascido pré-termo 
recém-nascido a termo 
criança 
S-y-Glutamiltransferase 
recém-nascido prematuro 
recém-nascido-3 semanas 
3 semanas-3 meses 
1-5 anos 
6-15 anos 
16 anos-adulto 
S-Haptoglobina 
recém-nascido 
21 ano 
S-Imunoglobulina IgG 
0-5 semanas 
b meses 
1 ano 
5 anos 
10 anos 
S-Imunoglobulina IgA 
0-5 semanas 
6 meses 
1 ano 
5 anos 
10 anos 


Valor 


1,7-8,5 mmol/d 
17-34 mmol/d 


1,2-2,5 mmol/L (460-980 mg/L) 
1,8-4,9 mmol/L (700-1.900 mg/L) 
3,5-6,5 mmol/L (1.350-2.500 mg/L) 


6-74 nmol/d (2-27 g/d) 
2-152 nmol/d (0,7-55 g/d) 


3x os valores de adultos 
1,5x os valores de adultos 
Valores de adultos 

Valor superior de referência: 
44 umol/L (5,0 mg/L) 

53 umol/L (6,0 mg/L) 

62 umol/L (7,0 mg/L) 

71 umol/L (8,0 mg/L) 

80 umol/L (9,0 mg/L) 

88 umol/L (10,0 mg/L) 
106 umol/L (12,0 mg/L) 


0-26 pmol/L (0-7 pg/mL) 

0-26 pmol/L (0-7 pg/mL) 

0-51 pmol/L (0-14 pg/mL) 
0-37 pmol/L (0-10 pg/mL) 
0-367 pmol/L (0-100 pg/mL) 
0-367 pmol/L (0-100 pg/mL) 
0-367 pmol/L (0-100 pg/mL) 
26-385 pmol/L (7-105 pg/mL) 
26-1.175 pmol/L (7-320 pg/mL) 


Excreção de até 0,40 
Excreção de até 0,20 
Excreção de até 0,15 
Excreção de até 0,085 


0-1.845 mmol/L 
300-1.100 mmol/L 


1,1-3,6 mmol/L (200-656 mg/L) 


1,1-6,1 mmol/L (200-1.100 mg/L) 
3,3-5,8 mmol/L (600-1.050 mg/L) 


56-233 U/L 
10-103 U/L 
4-111 U/L 
2-23 U/L 
2-23 U/L 
2-35 U/L 


Haptoglobina detectável em apenas 0,1-0,2 


Valores de adultos 


7.500-15.000 mg/L 
1.500-7.000 mg/L 

1.400-10.300 mg/L 
3.700-15.000 mg/L 
4.400-15.500 mg/L 


Nenhuma 
200-1.300 mg/L 
200-1.300 mg/L 
300-2.000 mg/L 
500-2.300 mg/L 
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Tabe;a 5.13 Valores de referência pediátricos selecionados (continuação) 


Parâmetro Valor 


S - Imunoglobulina IgM 








0-5 semanas <200 mg/L 
6 meses 300-600 mg/L 
1 ano 300-1 .600 mg/L 
5 anos 200-2.200 mg/L 
10 anos 300-1.700 mg/L 
Depuração de inulina 
<1 mês 29-88 mL/min por 1,73 m* da superfície corporal 
1—6 meses 40-112 mL/min por 1,73 mí da superfície corporal 
6-12 meses 62-121 mL/min por 1,73 mí da superfície corporal 
>1 ano 78-164 mL/min por 1,73 m* da superfície corporal 
U-17-Cetosteroides* 
0-3 dias 0-0,2 umol/d (0-0,5 mg/d) 
1-3 anos <7,0 umol/d (<2,0 mg/d) 
3-6 anos 2-10 umol/d (0,5-3,0 mg/d) 
6-9 anos 3-14 umol/d (0,8-4,0 mg/d) 
Homens Mulheres 
10-12 anos 2-21 umol/d (0,7-6,0 mg/d) 2-17 umol/d(0,7-5,0 mg/d) 
Adolescente 10-52 umol/d (3-15 mg/d) 10-42 umol/d (3-12 mg/d) 
S-Lactato desidrogenase 
1-3 dias Até 2x os valores de temperatura letal superior 
S-Fósforo (inorgânico) 
Pré-termo A termo 
recém-nascido 1,81-2,58 mmol/L (56,0-80,0 mg/L) 1,61-2,52 mmol/L (50,0-78,0 mg/L) 
6-10 dias 1,97-3,78 mmol/L (61-117 mg/l) 1,58-2,87 mmol/L (49-89 mg/L) 
4 meses 1,55-2,62 mmol/L (48-81 mg/L) 
1 ano 1,26-1,94 mmol/L (39-60 mg/L) 
2-16 anos 0,84-1,61 mmol/L (26-50 mg/L) 
S-Potássio 
recém-nascido pré-termo 4,5-7,2 mmol/L 
recém-nascido a termo 5,0-7,7 mmol/L 
2 dias-2 semanas 4,0-6,4 mmol/L 
2 semanas-3 meses 4,0-6,2 mmol/L 
3 meses-1 ano 3,7-5,6 mmol/L 
1-16 anos 3,6-5,2 mmol/L 
S-Testosterona Homens Mulheres 
0-2 anos 0,14-1,28 nmol/L (0-0,4 ng/mL) 0,24-0,62 nmol/L (0,1-0,2 ng/mL) 
2-4 anos 0,17-5,55 nmol/L (0-1,6 ng/mL) 0,24-0,69 nmol/L (0,1-0,2 ng/mL) 
4-6 anos 0,28-1,39 nmol/L (0,1-0,4 ng/mL) 0,35-0,69 nmol/L (0,1-0,2 ng/mL) 
6-B anos 0,21-9,72 nmol/L (0,1-2,8 ng/mL) 0,52-1,04 nmol/L (0,1-0,3 ng/mL) 
8-10 anos 0,31-1,74 nmol/L (0,1-0,5 ng/mL) 0,69-1,39 nmol/L (0,2-0,4 ng/mL) 
10-12 anos 0,29-10,06 nmol/L (0,1-2,9 ng/mL) 0,69-1,74 nmol/L (0,2-0,5 ng/mL) 
12-14 anos 0,17-26,37 nmol/L (0-7,6 ng/mL) 1,04-2,43 nmol/L (0,3-0,7 ng/mL) 
14-16 anos 3,12-19,43 nmol/L (0,9-5,6 ng/mL) 1,21-3,30 nmol/L (0,3-1,0 ng/mL) 
16-18 anos 9,02-25,33 nmol/L (2,6-7,3 ng/mL) 1,39-3,30 nmol/L (0,4-1,0 ng/mL) 
18-20 anos 13,88-24,98 nmol/L (4,0-7,2 ng/mL) 1,39-3,30 nmol/L (0,4-1,0 ng/mL) 
20-25 anos 11,80-38,86 nmol/L (3,4-11,2 ng/mL) 1,39-3,30 nmol/L (0,4-1,0 ng/mL) 
S-Tiroxina 
1-3 dias 142-296 nmol/L (11,0-23,0 ug/dL) 
1 semana-l més 116-232 nmol/L (9,0-18,0 g/dL) 
1-4 meses 97-212 nmol/L (7,5-16,5 ug/dL) 
4-12 meses 71-187 nmol/L (5,5-14,5 ug/dL) 
1-6 anos 71-174 nmol/L (5,5-13,5 g/dL) 
6-10 anos 64-161 nmol/L (5,0-12,5 ug/dL) 


Informações obtidas com base em Meites S (ed): Pediatric Clinical Chemistry. Washington, DC, American Association for Clinical Chemistry, 1977. 


* Como DHEA (desidroepiandrosterona). 
P = plasma; $ = soro; U = urina. 






Naif Z. Abraham Jr MD PhD 


As Tabelas A6.1 e A6.2 fornecem exemplos bem conhecidos de transloca- 
ções recorrentes comuns identificadas em uma série de malignidades. A Tabe- 
la A6.1 correlaciona a translocação específica e os genes envolvidos com a res- 
pectiva malignidade. Por exemplo, em casos de leucemia mielógena crônica 
(LMC), a translocação cromossômica típica presente é a t(9;22)(q34q11), em 
que tipicamente os braços longos dos cromossomos 22 e 9 estão envolvidos 
em uma translocação recíproca ou fusão genética. O gene ber está localiza- 
do no cromossomo 22q11, enquanto o oncogene abl reside no cromossomo 
9q34. Essa translocação produz uma fusão gênica bcr/abl anormal. Esse gene, 
por sua vez, é transcrito em um mRNA da fusão gênica bcr/abl anormal, que, 
por sua vez, é traduzido na molécula proteica bcr/abl produtora de leucemia. 
Essa proteína de fusão possui uma atividade tirosina quinase anormalmen- 


Genes quiméricos comuns identificados 
em malignidades humanas 





te acentuada, envolvida na transformação maligna de células hematopoéticas 
para produção da LMC. 

A Tabela A6.2 indica os genes e suas localizações cromossômicas, seu supos- 
to produto proteico, bem como a abreviatura ou nomenclatura utilizada nas 
pesquisas e na literatura médica para identificá-los. Por exemplo, na trans- 
formação em LMC, os genes-chave envolvidos são ber e abl. A nomenclatura 
“ber” significa, em inglês, breakpoint cluster region (região de reagrupamento 
do ponto de ruptura), enquanto “abl”, do inglés Abelson murine leukemia, se 
refere ao homólogo humano do oncogene do vírus da leucemia murina de 
Abelson ou v-abl. Espera-se que essas tabelas com “explicações” da nomen- 
clatura dos genes sejam úteis para esclarecer para o estudante de patologia 
molecular e clínica, assuntos como a função e/ou o histórico de pesquisas des- 


Tabela A6.1 Alterações cromossômicas recorrentes comuns com genes quiméricos comuns e fusões proteicas identificadas em malignidades 


Malignidade 


Malignidades hematopoéticas 
Leucemia mielógena crônica 
Leucemia mieloide aguda 
Leucemia promielocítica aguda 
LMA com eosinófilos anormais 
Linfoma de Burkitt 


Leucemia/linfoma linfoblástico agudo 
de precursores de células B 


Linfoma de células de revestimento 

Linfoma folicular 

Linfoma do tecido linfoide associado à mucosa 
Linfoma anaplásico de células grandes 
Leucemia prolinfocítica de células T 


Malignidades mesenquimais 

Sarcoma alveolar de partes moles 

Rabdomiossarcoma alveolar 

Fibrossarcoma congênito 

Dermatofibrossarcoma protuberante 

Tumor desmoplásico de pequenas células redondas 

Sarcoma de Ewing/tumor neuroectodérmico primitivo periférico 
Condrossarcoma mixoide extraesquelético 

Melanoma maligno de partes moles/sarcoma de células claras 
Lipossarcoma mixoide/lipossarcoma de células redondas 
Sarcoma sinovial 

Carcinomas 

Carcinoma de células renais, tipo papilar 


Translocação, genes/proteinas envolvidos 


t(9;22)(q34q11), BCR/ABL 

t(8;21)(q22;q22), AMLI/ETO 

t(15;17)(q22;q12), PML/RAR alpha 

t(16;16)(p13;q22) ou inv(16)(p13q22), CBFb/MYH11 
t(8;14)(q24;q32), c-MYC/locus da cadeia pesada de lg 
t(9;22)(q34;q11.2), BCR/ABL 

(4; eet ), AF4/MLL 

t(1;19)(q23;p13.3), PBX/E2A 

t(12;21)(p13;q22), TEL/AML1 


( 

t(11;14)(q13;q32), locus da cadeia pesada de lg /BCL1 
t(14;18)(q32;q21), BCL2 rearranjado 
t(11;18)(q21;q21), API2/MLT 

t(2:5)(p23;935), ALK/NPM 

t(14;14)(q11;932), TCR o/TCL1 

inv14q(q11;q32), TCR o/TCL1 


t(X;17)(p11;q25), ASPL/TFE3 
i(2;13)(q35;q14), PAX3/FKHR 
t(12;15)(p13;q25), ETV6/NTRK3 
i(17;22)(q22;q13), COLIA1/PDGFB 
i(11;22)(p13q;12), EWS/WT1 
(11;22)(q24;q12), EWS/FLIT 
t(9;22)(q22;q12), EWS/TEC 
t(12;22)(q13;q12), EWS/ATF1 
(12;16)(q13;p11), TLS/CHOP 
t(X;18)(p11.23;q11), SYT/SSX1 


t(X;1)(p11;q21), TFE3/PRCC 
t(X;1)(p11;p34), TFE3/PSF 





Carcinoma papilar da tireoide 


2 proto-oncogenes identificados em alguns cânceres: RET e NTRKT fundidos 


a extremidade aminoterminal de diferentes produtos génicos 


Fontes: Alberti, 2003; Barone, 1994; Beckmann, 1990; Bernard, 1996; Bongarzone, 2003; Bursen, 2004; Cooper, 2002; Deng, 1993; DiMartino, 1999; Ernst, 2002; Hart, 2002; Hisaoka, 2004; 
Jaffe, 2001; Kundu, 2002; Labelle, 1995; Lasota, 2003; Lerman, 1983; Mathur, 2003; Oikawa, 2003; Patton, 1993; Pekarsky, 2001a,b; Pierotti, 1995, 2001; Ponder, 2002; Pulford, 1997; Ro, 1991; 
Rosenwald, 2004; Santoro, 1995, 2004; Schaefer, 2004; Sidhar, 1996; Soulez, 1999; Takahashi, 1985, 1987; Thayer, 1983; Thompson, 2004; Tong, 1986; Whitman, 2001; Yonezumi, 2001. 
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Tabela A6.2 Genes e proteínas envolvidos em malignidades 


Malignidades hematopoéticas 


BCR 
ABL 
AML 


ETO 
PML 


RAR q 
CBF f 

MYH11 
c-MYC 


Locus da cadeia 


Do inglés breakpoint cluster region (gene da região de reagrupamento do ponto de ruptura) — codifica a proteína putativa serina/treonina quinase. 
Gene mapeado no cromossomo 22q11. 


Homólogo humano do oncogene do v-abl (do inglés Abelson murine leukemia virus [vírus da leucemia murina de Abelson]) — codifica a proteína 
tirosina quinase não receptora. Gene mapeado no cromossomo 9q34. 

Do inglés acute myelogenous leukemia-1 (gene da leucemia mielógena aguda-1) — codifica um fator de transcrição; gene mapeado no cromossomo 
21922; também conhecido como fator «2 ou CBF-a de ligação nuclear, RUNX1, PEBP2 aB. 

Do inglês eight-twenty-one (gene oito-vinte-um) — codifica um fator de transcrição. Gene mapeado no cromossomo 21 q22. 

Do inglês promyelocytic leukemia (gene da leucemia promielocítica) - codifica um fator nuclear, que pode influenciar a transcrição. Gene 
mapeado no cromossomo 15922. 

Do inglês retinoic acid receptor alpha (gene do receptor alfa do ácido retinoico) - codifica um receptor nuclear dependente de ligante do ácido 
retinoico com atividade de fator de transcrição. Gene mapeado no cromossomo 17921. 

Do inglês core binding factor beta (subunidade beta do fator de ligação nuclear) - codifica um fator de transcrição; gene mapeado no cromossomo 
16922; também conhecido como PEBP2B (do inglês polyoma enhancer binding protein [proteína de ligação ao intensificador de polioma)). 

Do inglés myosin heavy chain 11 (gene da cadeia pesada da miosina 11) — codifica a cadeia pesada de miosina da musculatura lisa. Gene 
mapeado no cromossomo 16p13. 

Do inglês cellular homologue of the v-myc (homólogo celular do oncogene v-myc) do retrovirus da mielocitomatose aviária — codifica um fator de 
transcrição. Gene mapeado no cromossomo 8924. 

Codifica o principal constituinte (ou seja, a cadeia pesada ou H, do inglês heavy) da molécula de imunoglobulina e determina a classe (IgA, IgD, 


pesada de lg IgE, IgG, IgM) da molécula. Gene mapeado no cromossomo 14932. 

AF4 Do inglês ALL-1 fused gene on chromosome 4 (gene ALL-1 fundido no cromossomo 4) — codifica um fator de transcrição putativo. Gene mapeado 
no cromossomo 4q21; também conhecido como FEL. 

MLL Do inglés mixed lineage leukemia ou myeloid/lymphoid leukemia (gene da leucemia de linhagem mista ou da leucemia mieloide/linfoide) - 
codifica um regulador de transcrição. Gene mapeado no cromossomo 11923; também conhecido como HRX e ALL-1. 

PBX1 Do inglés pre-B cell leukemic homeobox 1 (gene homeobox-1 leucêmico de células pré-B) — codifica um ativador de transcrição. Gene mapeado 
no cromossomo 1923. 

E2A Do inglés enhancer binding A (gene A de ligação a intensificador), responsável pela codificação de duas proteínas que se ligam ao sítio x E2 na 
região intensificadora do gene da cadeia leve x. Além disso, esse gene codifica um fator de transcrição necessário para o desenvolvimento das 
células B. Gene mapeado no cromossomo 19p13.3. 

TEL Do inglés translocated ETS [E26-transformation specific] leukemia (gene translocado da familia E26 transformação-específica da leucemia) - 
codifica um fator de transcrição. Gene mapeado no cromossomo 12p13; também conhecido como ETV6. 

BCL1 Do inglês B cell leukemia/lymphoma 1 (gene de leucemia/linfoma de células B-1) - codifica uma proteína sensora do fator de crescimento envolvida 
na regulação da divisão do ciclo celular. Gene mapeado no cromossomo 11q13; também conhecido como PRDA1/CCND1 ou ciclina D1. 

BCL2 Do inglês B cell leukemia/lymphoma 2 (gene de leucemia/linfoma de células B-2) — codifica a proteína BCL-2, que inibe a apoptose (morte celular 
programada). Gene mapeado no cromossomo 18q21.3. 

API2 Do inglês apoptosis inhibitor 2 (gene inibidor da apoptose-2) — codifica um inibidor da apoptose. Gene mapeado no cromossomo 11921; também 
conhecido como c-lAP2, HIAP1, MIHC. 

MLT Do inglês MALT [mucosa-associated lymphoid tissue] lymphoma-associated translocation (gene de translocação associado a linfoma do tecido 
linfoide associado à mucosa) — codifica uma proteína de função desconhecida. Gene mapeado no cromossomo 18921. 

ALK Do inglês anaplastic lymphoma kinase (gene quinase de linfoma anaplásico) — codifica um receptor tirosina quinase (expresso no tecido neural). 
Gene mapeado no cromossomo 2p23. 

NPM Do inglês nucleophosmin (nucleofosmina), uma fosfoproteína nucleolar não ribossomal envolvida no transporte de componentes ribossomais entre 
o núcleo e o citoplasma para montagem dos ribossomos, codificada pelo gene NPM. Gene mapeado no cromossomo 5935. 

TCR Do inglês T cell antigen receptor (receptor antigênico de células T), um receptor de membrana/superfície das células T para antígeno, composto de 
cadeias polipeptídicas provenientes dos conjuntos de genes o/A (cromossomo 14911), B (cromossomo 7934) e/ou Y (cromossomo 7p). 

TCL1 Do inglês T cell leukemia/lymphoma 1 (gene de leucemia/linfoma de células T-1) - codifica uma proteína de função desconhecida, mas pode estar 
envolvido na proliferação e/ou sobrevida de células linfoides. Gene mapeado no cromossomo 14932.1. 

Malignidades mesenquimais 

ASPL Do inglês alveolar soft part sarcoma locus (locus do sarcoma alveolar de partes moles), com função desconhecida. Gene mapeado no cromossomo 
17925. 

TFE3 Do inglés transcription factor E3 (gene responsável pela codificação do fator de transcrição que se liga à região muE3 intensificadora intrônica IgH 
do DNA). Gene mapeado no cromossomo Xp11.2 

PAX3 Do inglês paired box transcription factor 3 (gene do fator de transcrição box pareado-3) — codifica um fator de transcrição. Gene mapeado no 
cromossomo 2935. 

FKHR Do inglês forkhead-related (gene relacionado à família de genes forkhead ["cabeça bifurcada ou de forquilha”]) - codifica um fator de transcrição. 
Gene mapeado no cromossomo 13q14; também conhecido como FOXOTA. 

ETV6 Do inglês Ets variant 6 (gene variante do Ets-6) — codifica um fator de transcrição. Gene mapeado no cromossomo 12p13; também conhecido 
como TEL. 

NTRK3 Do inglés neurotrophin transmembrane receptor tyrosine kinase 3 gene (gene do receptor tirosina quinase transmembrana de neurotrofina-3) — 
codifica um receptor que induz à liberação de neurotrofinas. Gene mapeado no cromossomo 15q25; também conhecido como TRKC (do inglês 
transmembrane receptor tyrosine kinase C [receptor tirosina quinase C transmembranal). 

COL1A1 Do inglés collagen type 1 alfa 1 chain (gene da cadeia alfa 1 do colágeno tipo 1) - codifica uma proteína da matriz extracelular. Gene mapeado no 
cromossomo 17922. 

PDGFB Do inglês platelet-derived growth factor beta chain (gene da cadeia beta do fator de crescimento derivado de plaquetas) — codifica um fator de 


crescimento ou mitógeno. Gene mapeado no cromossomo 22913; um homólogo humano do oncogene v-sis (do in glês simian sarcoma virus [vírus 
do sarcoma dos simios]). 
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Tabela A6.2 Genes e proteínas envolvidos em malignidades (continuação) 


EWS Do inglês Ewing sarcoma (gene do sarcoma de Ewing), uma proteína putativa de ligação ao RNA nuclear. Gene mapeado no cromossomo 22912. 

WT1 Do inglés Wilms’ tumor protein 1 (gene da proteína relacionada ao tumor de Wilms-1) — codifica um fator de transcrição. Gene mapeado no 
cromossomo 11p13. 

FLIT Do inglés Freund's leukemia integration site 1 (gene do sítio de integração da leucemia de Freund-1) e um gene da família do ETS — codifica uma 
proteína reguladora da transcrição. Gene mapeado no cromossomo 119. 

TEC Do inglês translocated in extraskeletal chondrosarcoma (gene translocado em condrossarcoma extraesquelético) — codifica um receptor/fator de 
transcrição nuclear esteroide que, supostamente, está envolvido no controle de proliferação e apoptose celular. Gene mapeado no cromossomo 
9q22; também conhecido como CHN (do inglês chondrosarcoma [condrossarcoma]), NOR1 (do inglês neuron derived orphan receptor 1 [receptor 
órfão derivado de neurônio-1]). Um receptor recebe o nome de órfão quando seu ligante não foi isolado. 


ATF Do inglés activating transcription factor 1 (gene do fator de transcrição ativador-1) — codifica um fator de transcrição. Gene mapeado no 
cromossomo 12913. 

TLS Do inglês translocated in liposarcoma (translocado no gene do lipossarcoma), uma proteína putativa de ligação ao RNA nuclear. Gene mapeado 
no cromossomo 16p11; também conhecido como FUS (do inglês fusion [fusão!). 

CHOP Do inglês C/EBP homologous protein (proteína homóloga C/EBP) — em que C/EBP (do inglês CCAAT/enhancer-binding protein) se refere à proteína 


intensificadora de ligação a CCAAT — codifica um fator de transcrição. Gene mapeado no cromossomo 12913; também conhecido como 
GADD153, DDIT3. 

SYT Do inglés synovial sarcoma translocation (gene de translocação do sarcoma sinovial), um ativador de transcrição putativo. Gene mapeado no 
cromossomo 18q11. 


SSX1 Do inglés synovial sarcoma X chromosome breakpoint gene 1 (gene do ponto de ruptura do cromossomo X do sarcoma sinovial-1), um fator de 
ligação ao DNA/repressor de transcrição putativo. Gene mapeado no cromossomo Xp11. 

Carcinomas 

TFE3 Do inglês transcription factor E3 (gene responsável pela codificação do fator de transcrição que se liga à região muE3 intensificadora intrônica IgH 
do DNA). Gene mapeado no cromossomo Xp11.2. 

PRCC Do inglês papillary renal cell carcinoma (gene do carcinoma de células renais papilar), uma proteína nuclear expressa de forma ubíqua. Gene 
mapeado no cromossomo 1q21.1. 

PSF Do inglês PTB-associated splicing factor (gene do fator de emenda associado à PTB, do inglês polypyrimidine tract-binding protein, proteína de 
ligação no trato das polimiridinas) — codifica uma proteína nuclear putativa multifuncional, expressa de forma ubíqua, possivelmente envolvida na 
transcrição. Gene mapeado no cromossomo 1p34. 

RET Do inglês rearranged during transfection (gene rearranjado durante transfecção) - codifica um receptor tirosina quinase. Gene mapeado no 
cromossomo 10911. 

NTRKI Do inglés neurotrophin transmembrane receptor tyrosine kinase 1 (gene do receptor tirosina quinase transmembrana de neurotrofina-1) — codifica 


um receptor tirosina quinase para o fator de crescimento neurotrófico. Gene mapeado no cromossomo 1q21-22; também conhecido como TRKA 
(do inglês transmembrane receptor tyrosine kinase A, receptor tirosina quinase A transmembrana). 


Fontes: Alberti, 2003; Barone, 1994; Beckmann, 1990; Bernard, 1996; Bongarzone, 2003; Bursen, 2004; Cooper, 2002; Deng, 1993; DiMartino, 1999; Ernst, 2002; Hart, 2002; Hisaoka, 2004; 
Jaffe, 2001; Kundu, 2002; Labelle, 1995; Lasota, 2003; Lerman, 1983; Mathur, 2003; Oikawa, 2003; Patton, 1993; Pekarsky, 2001a,b; Pierotti, 1995, 2001; Ponder, 2002; Pulford, 1997; Ro, 
1991; Rosenwald, 2004; Santoro, 1995, 2004; Schaefer, 2004; Sidhar, 1996; Soulez, 1999; Takahashi, 1985, 1987; Thayer, 1983; Thompson, 2004; Tong, 1986; Whitman, 2001; Yonezumi, 2001. 
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testes diretos para f-lactamase, 1195 
relatórios de suscetibilidade antimicrobiana 
cumulativos, 1202 
seleção dos agentes, 1199-1202 
seleção para o relatório, 1202 
sistemas instrumentais automatizados comerciais, 
1197-1198 
testes bactericidas, 1202-1204 
concentração bactericida ou letal mínima, 1203 
estudos sobre taxa de destruição, 1203-1204 
teste bactericida sorológico, 1204 


Agentes biológicos/doenças, 157-165 


antraz, 157-159 

brucelose, 160-161 

encefalite equina venezuelana, 163-164 

febre da Crimeia-Congo e febres hemorrágicas, 164- 
165 

peste, 159-160 

toxina botulínica, 162 

tularemia, 161-162 

varíola, 162-163 


Agitação, 63, 69 
Agitadores 


de tubo único, 63 
de tubos múltiplos, 63 


Aglutinação 


de partículas de gelatina, 917 
do látex, 917 








aquisição de capital, 153-154 
avaliação de projetos orçamentários, 151-153 


Aglutininas frias, 980-981 
Agranulocitose genética infantil, 641 


definição e identificação de custos, 143-144 Água, 59 


diagnó o, 527 desempenho e monitoramento financeiro, 149-151 corporal total, 172 
cgi manequada, 32 pagadores e reembolso, 145-147 monitoramento da pureza, 59 
| utilização inadequada, 597 receita, 144-145 perda insensível a partir da pele, 176 
an e aor sistemas de codificação de reembolso, 147-149 perda pelo trato gastrintestinal, 176 
A i se valor financeiro/conclusões, 154 purificação, 59 
apes F visão geral da indústria, 142-143 respiratória, 176 
variabilidade biológica, 80 operacional, 4 retenção, 187 
Arenio 405 qualidade total, 4 tipos de pureza da água, 59 
D recursos humanos, 6 Alanina aminotransferase, 27 
e E O gag responsabilidades, 4 critérios para aceitação, 122-123 


separação eletroforética, 1400-1401 


bioquímica e biologia, 1394-1400 AS RIA A A 


diferenças entre os sexos, 298 


; Aerococcus spp., 1164-1165 ensaios para, 315 
composição e estrutura molecular, 1394-1396 Aeromonas spp., 1179 mecanismos de liberação, 314-315 
controle senecricioney 1578 Afibrinogenemia, 855 meia-vida, 315 
enzimas associadas a ácidos nucleicos, 1396 see aoa! nb 
A Agam | | tit da, 329-330 
mecanismos de reparo de DNA, 1398-1399 a a des dade biológica, a 
modificação pós-transcricional, 1397 ligada do x, 641 Albumina, 274-275, 333 


mutações no DNA, 1399-1400 


ac is itérios para aceitação, 122-123 
replicação do DNA, 1396-1397 Agências governamentais, 131 critérios para aceitação 


Agentes LCE, 506 
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modificada por isquemia, 259 
síntese, 312 
variabilidade biológica, 80 
Alça de Henle, 185 
Álcalis, 64 
Alcalose metabólica, 192 
causas e patogênese, 192 
compensação, 192 
respiratória, 193 
Alcaptonúria, 496 
Álcool isopropílico, 378 
Aldosterona 174-176, 417-418, 428 
concentração plasmática, 181-182 
deficiência, 96 
efeitos fisiológicos, 406 
hiperaldosteronismo, 97 
causas, 421 
primário, 420 
secundário, 183 
quantificação, 421 
Alelo, 1002 
Alemtuzamab, 706, 712 
Alfavirus, 1383-1384 
Aloanticorpos para grupo sanguíneo, 719 
Alterações microssatélite, 1559 
Aluminio, 450 
Ameba, 1294-1298 
de vida livre oportunistas, 1292-1293 
não patogênica, 1296-1297 
núcleos da, 1297 
Amenorreia, 434-435 
American Association of Blood Banks (AABB), 10 
American Society of Clinical Pathology (ASCP), 10 
Amilase, 327, 330, 337 
critérios para aceitação, 122-123 
interpretação, 337 
líquido peritoneal, 525 
líquido pleural, 520 
Amilopectinose, 228 
Aminas, LCE, 509-510 
Aminoácidos, LCE, 509-510 
Aminoacidúrias, 495-497 
Amiodarona, 365 
Amitriptilina, 374 
Amônia, 310-311 
ensaios, 311 
LCE, 509-510 
Amostras 
coleta, 26-27, 1350-1351, 1521-1522 
doenças causadas por fungos, 1242 
erros na, 25 


infecções herpéticas mucocutâneas, 1117-1119 


infecções virais, 1117 
líquido cerebrospinal, 33, 499-500, 1354 
líquido pericárdico, 34, 523 
líquido peritoneal, 34, 524 
líquido pleural, 34, 517 
líquido sinovial, 33-34, 513 
momento da, 26 
solicitação do exame, 26 
urina, 32-33 
variáveis associadas à coleta, 26-27 
vírus do trato respiratório, 1120-1121 
cultura, 1230-1232 
da nasofaringe, 1357 
de broncoscopia, 1359-1360 
de escarro, 1278, 1358-1359 
de tecido, 1356 
diretrizes para retenção, 10 
inaceitável, 1350-1351 
momento da coleta, 1351 
número de, 1351-1352 
processamento, 34-35, 1157-1158 
coloração de Gram, 1157-1158 
seleção do meio, 1159 
técnicas de cultura, 1157-1158 
rejeição, 27 
transporte, 34, 1350 
urogenitais, 1278 
volume, 1350-1351 
Amperometria, 51 
Amplificação 
baseada em transcrição, 1411-1412 
de ácido nucleico, 1142-1143, 1333-1340, 1405, 
1407-1418 


detecção de fungos, 1337-1338 
detecção de parasitas, 1338 
detecção de patógenos bacterianos, 1336-1337 
detecção de resistência antimicrobiana, 1338- 
1340 
diagnóstico de infecção viral, 1334-1336 
identificação de culturas, 1338 
transcrição, 1411-1412 
de alvo, 1407-1413 
baseada em transcrição, 1411-1412 
por deslocamento de fita, 1412-1413 
reação em cadeia da polimerase, 1407-1411 
de sinal, 1415-1416 
DNA ramificado, 1416 
ensaios de captura híbrida, 1416 
de sonda, 1413-1415 
reação de amplificação da ligase, 1414 
tecnologia cleavase/invader, 1414-1415 
por deslocamento de fita, 1412-1413 
Amplitude da distribuição das células sanguíneas, 
90-91 
Anaerobiospirillum succiniciproducens, 1218 
Anafilatoxinas, 975 
Anafilaxia 
e hemaférese, 821 
reações transfusionais, 785-787 
Analgésicos, 370-372 
Análise(s) 
custos dos testes, 144-145 
de covariância (ANCOVA), 1113 
de fagócitos 1041-1042 
de heteroduplex, 1011 
de sêmen, 431 
análise de imagens, 433 
avaliação microscópica, 432 
coleta da amostra, 431-432 
exame macroscópico, 432 
glândulas acessórias, 433 
testes imunológicos, 432-433 
de variância, 150 
de variância (ANOVA), 113 
em tubo, 16 
SWOT, 4 
Análise de identidade, 1520-1530 
amostras e coleta, 1521-1522 
análise e uso dos dados do teste 
exclusão de paternidade, 1525-1526 
laboratório de criminalistica, 1525 
laboratório de patologia, 1525 
poder de exclusão, 1526 
probabilidade de exclusão cumulativa, 1526 
extração do DNA, 1522 
garantia da qualidade, 1528-1529 
história, 1520-1521 
inclusão de paternidade, 1526-1528 
ausência de genitor, 1528 
cálculo do índice de paternidade, 1527 
probabilidade de paternidade, 1528 
reconstrução de famílias, 1528 
métodos de teste e sistemas de marcação 
marcadores de cromossomos X e Y, 1523-1524 
repetições curtas em tandem, 1523 
sequenciamento de DNA mitocondrial, 1524-1525 
seleção dos marcadores genéticos, 1521 
vantagens do DNA, 1521 
Anaplasma spp. ver Infecções por riquétsias 
Anaplasmose granulocitotrópica humana, 1145, 1148 
ANCA, 317, 1067-1069 
Ancilostomídeos, 1305-1306 
Ancylostoma braziliense, 646 
Andrógenos, 427-429 
efeitos fisiológicos, 406 
Androstenediol, 428 
Androstenediona, 427-428 
Anéis 
de Cabot, 553 
de Kayser-Fleischer, 278, 453 
Anemia(s), 90-93, 589-607 
aplasia eritrocitária pura, 601-602 
aplásica, 92-94, 97, 599-601 
características clínicas, 599 
doença imunológica, 601 
etiologia, 599 
gravidez, 601 
hemoglobinuria paroxística noturna, 601 


hereditária, 601 
hipersensível, 600-601 
Idiopática, 600 
Infecção, 601 
patogénese, 599-600 
prognóstico, 600 
radiação ionizante, 600 
supervisão, 600 
timoma, 601 
tóxica, 600 
da insuficiéncia renal, 598 
de Cooley, 618-619 
de Diamond-Blackfan, 602 
de doenga crénica, 90-91, 598 
de Fanconi, 467, 601, 640-641, 1453, 1512 
diagnóstico laboratorial, 630-632 
anemia macrocítica, 630-631 
anemia microcítica e hipocrômica, 631 
anemia normocitica e normocrômica, 631-632 
diseritropoética congênita, 603 
falciforme, 614-617, 782 
diagnóstico molecular, 1506 
eritroférese, 807-808 
hemolitica, 603-605 
macroangiopatica, 626 
hemoliticas imunes, 627-628 
anemia hemolítica autoimune, 627-628 
doença por aglutinina fria, 629 
hemoglobinuria paroxística fria, 628-630 
hipoplástica congênita, 602 
macrocítica, 93 
megaloblástica, 592-594 
aguda, 597 
terapia, 597 
microangiopática, 92 
microcítica, 90-91 
muelotísica, 599 
na endocrinopatia, 599 
na hepatopatia, 598-599 
normocitica, 91-93 
hipoproliferativa, 92-93 
perniciosa, 594-596, 1091 
absorção defeituosa de cobalamina, 595 
achados gástricos, 594 
anomalias imunológicas, 594 
anormalidades imunológicas, 594 
características clínicas, 594 
causa da deficiência de cobalamina, 595-596 
defeito na absorção de cobalamina, 595 
diagnóstico da deficiência de cobalamina, 595 
em crianças, 595 
gastrectomia, 595 
por deficiência de ferro (ferropriva), 90-91, 282, 
589-592 
características clínicas, 591 
características laboratoriais, 591-592 
diagnóstico diferencial, 592 
supervisão, 592 
por perda de sangue, 603 
pós-hemorrágica, 603 
refratária, 603, 660, 1446 
com excesso de blastos, 660-661, 1446 
com sideroblastos em anel, 660, 1446 
sideroblástica, 602-603 
valores de referência, 590 
Anemia hemolítica autoimune, 627-628 
Investigação da, 768-769 
anemia hemolítica autoimune fria, 769 


testes diretos positivos da antiglobulina e anemia 


hemolítica medicamentosa, 770 

quente, 768 
Aneuploidias de cromossomos sexuais, 1448-1450 
Anfetamina, 359 

estrutura, 357 
Angiite primária do sistema nervoso central, 1075 
Angina pectoris, 255 
Angiomatose bacilar, 1145, 1150 
Angiostrongylus cantonensis, 1315 
Angiostrongylus costaricensis, 1315 
Ângulo crítico, 48 
Anidrase carbônica III, 258 
Anisakis spp., 1316 
Anisocitose, 551 
Anomalia 

de Alder-Reilly, 643 


de May-Hegglin, 642 
de Pelger-Hiiet, 643 


Anormalidades 


da glicoproteina la, 873 

da glicoproteina lia, 873 

da glicoproteina VI, 873 

leucocitarias, 93-94 
contagem leucocitária baixa, 94 
Infecção, 93-94 
leucemia linfocítica crônica, 94 
leucemia mielógena crônica, 94 
leucocitose, 94 
reação leucemoide, 94 

na gasometria do sangue, 98-100 
hiato aniônico, 98-99 
oxigenação, 99-100 


Anormalidades cromossômicas, 1438-1444 


estrutural, 1439-1444, 1450 

nomenclatura, 1444 

numérica, 1438-1444 
aneuploidia, 1438-1439 
euploidia, 1438 

sexuais, 1450 


Anormalidades eletrolíticas, 95-98 


hemaférese, 819-821 
hipercalemia, 97 

causas e patogénese, 183-184 

diagnóstico diferencial, 184 
hipernatremia, 96-97 

causas e patogênese, 187-188 
hipocalemia, 97 

causas e patogénese, 182-183 

diagnóstico diferencial, 183 
hiponatremia, 95-96 

causas e patogênese, 186-187 

classificação, 187 
pseudo-hiponatremia, 96 
Antagonistas de vitamina K, 895-897 


Antiasmáticos, monitoramento de fármacos 


terapêuticos, 368-370 
Anticoagulantes 

lúpico, 890 

monitoramento por teste rápido, 900 
ver também Terapia antitrombótica 


Anticonvulsivos, monitoramento de fármacos 


terapêuticos, 365-368 
Anticorpo 
antigliadina, 333, 335 
anti-HLA específico, 1015 
antimitocôndria, 316-317 
antineutrofílico citoplasmático, 317, 1067 
endomísio, 333 
Anticorpos, 912 
ABO, 724 
anti-histona, 1050-1051 
anti-K,, 1049 
anti-K,, 1049 
anti-p53, 1556 
anti-RA33, 1054 
anticromatina, 1050-1051 
antipeptídeos citrulinados, 1053-1054 
antiplaqueta, 880 
antiproteina c-myc, 1556-1557 
antiproteina ribossômica P, 1050 
antiproteina Sm, 1049 
antiqueratina, 1053 
antirregião organizadora nucleolar, 1052 
antirribonucleoproteina nuclear, 1049 
antivaricela, variabilidade biológica, 80 
bases genéticas da diversidade, 958-960 
contra-antígenos centroméricos, 1052 
contra RNA polimerases, 1052 
DNA, 1048-1049 
eritrócito, 721-751 

Colton, 746 

Cromer, 748 

Diego, 743 

Dombrock, 744-745 

Duffy, 740 

Gerbich, 747-748 

grupo sanguineo P, /29 

JMH, 750 

Kell, 737 

Kidd, 741 

Lewis, 739 


Lutheran, 734-735 
MNSs, 727 
Rh, 733-734 
Scianna, 744 
IgE, 1101-1107 
IgG de Donath-Landsteiner, 981 
ligação de fármacos a, 350 
monoclonal, 912 
no escleroderma, 1051-1052 
para grupo sanguíneo, 718-719 
imunoglobulinas e ligação ao antígeno, 718 
para Scl-70, 1052 
policlonal, 912 
propriedades estruturais, 956-958 
proteina Sm, 1049 
proteinas ribossémicas, P 1050 
55-A/Ro, 1049 
SS-B/La, 1049 
Antidepressivos triciclicos, 373-375 
Antigeno(s), 911-912 
carcinoembrionário, 1541 
LCE, 510 
de grupo sanguíneo, 717-718 
de histocompatibilidade, 909-910 
de tumor da bexiga, 1557 
características químicas, 718 
densidade antigênica, 718 
imunogenicidade, 718 
eritrocitários e anticorpos, 721-751 
sistema de grupo sanguíneo ABO, 721-724 
sistema de grupo sanguíneo Cartwright, 743-744 
sistema de grupo sanguíneo Chido/Rodgers, 746- 
747 
sistema de grupo sanguíneo Colton, 745-746 
sistema de grupo sanguíneo Cromer, 748-749 
sistema de grupo sanguíneo Diego, 741-743 
sistema de grupo sanguíneo Dombrock, 744-745 
sistema de grupo sanguíneo Duffy, 739-741 
sistema de grupo sanguíneo Gerbich, 747-748 
sistema de grupo sanguíneo GIL, 751 
sistema de grupo sanguíneo I, 750-751 
sistema de grupo sanguíneo Indian, 749-750 
sistema de grupo sanguíneo JMH, 750 
sistema de grupo sanguíneo Kell e Kx, 735-738 
sistema de grupo sanguíneo Kidd, 741 
sistema de grupo sanguíneo Knops, 749 
sistema de grupo sanguíneo Lewis, 738-739 
sistema de grupo sanguíneo Lutheran, 734-735 
sistema de grupo sanguíneo LW, 746 
sistema de grupo sanguíneo MNSs, 724-727 
sistema de grupo sanguíneo OK, 750 
sistema de grupo sanguíneo P, 727-729 
sistema de grupo sanguíneo RAPH, 750 
sistema de grupo sanguíneo Rh, 729-734 
sistema de grupo sanguíneo Scianna, 744 
sistema de grupo sanguíneo Xg, 744 
eritrócito, 721-751 
leucocitário humano ver HLA 
prostático esp ecífico, 1543-1544 
Antimônio, 450 
Antitrombina, 847-848, 888 
Antraz, 157-159, 1371 
características clínicas, 158-159 
cutâneo, 158, 1373, 1375 
gastrintestinal, 159, 1373, 1375 
história e fundamento, 157-158 
inalatória, 158, 1373, 1375 
ver também Bacillus anthracis 
Aplasia eritrocitária pura, 601-602 
adquirida, 602 
congênita, 602 
eritroblastopenia transitória da infância, 602 
retardo transitório da eritropoese, 601-602 
Apo B ver Apolipoproteina B 
Apolipoproteina(s), 236-237, 246 
A, variabilidade biológica, 80 
A-I 
deficiéncia, 252-253 
variantes, 253 
análise, 246 
B 
defeito familial, 249-251 
variabilidade biológica, 80 
variação fisiológica, 239-240 
Apoptose, 638 


Aprimoramento da qualidade contínuo, 4-5 
Aquaporinas, 184-185, 388 
Aquisição de capital, 153-154 
Aquisições estratégicas, 22 
Aracnídeos, 1321-1322 

ácaros, 1322 

aranhas, 1321-1322 

carrapatos, 1322 

escorpiões, 1321 
Aranhas, 1321-1322 
Arcanobacterium spp., 1165-1166 
Area de superficie corporal, 1587-1588 
Argatroban, 900 


Arginina vasopressina ver Hormônio antidiurético 


Armas 
nucleares, 142-143 
quimicas, 167 
Arranjos de genes, 1559 
Arranjos de proteinas, 1573 
Arranjos de sequenciamento, 1422-1423 
Arrendamento operacional, 153 
Arsénico, 167, 378, 450 
Arterite 
da célula gigante (temporal), 1065, 1074 
de Takayasu, 1065, 1074-1075 
reumatoide, 1029, 1053-1054 
anti-RA33, 1054 
anticorpo antiqueratina, 1053 
antipeptideos citrulinados, 1053-1054 
fator antiperinuclear, 1053 
fator reumatoide, 1053 
Artrocentese, 513 
Artrópodes, 1317-1323 
aracnideos, 1321-1322 
características biológicas, 1318 
identificação laboratorial, 1319 
insetos, 1319-1321 
mecanismos de lesão, 1318-1319 
envenenamento, 1318 
invasão tecidual direta, 1318 
manifestações psicológicas, 1318-1319 
perda sanguínea, 1318 
reações de hipersensibilidade, 1318 


transmissão de agentes infecciosos, 1318 


vesicação, 1318 
milípedes, 1322-1323 
ASCA, 327 
Ascaris lumbricoides, 646, 1304-1305 
Ascorbato ver Vitamina C 
Asfixia fetal, 442 
Aspartato aminotransferase, 27 
critérios para aceitação, 122-123 
diferenças entre os sexos, 298 
ensaios para, 315 
mecanismo de liberação, 314-315 
meia-vida, 314-315 
pancreatite aguda, 329-330 
variabilidade biológica, 80 
Aspergillus spp., 1262-1264 
Aspirados, 1278, 1358-1359 
traqueais, 1278, 1358-1359 
Aspirina, 370-371, 901-902 
Ataxia 


de Friedreich, diagnóstico molecular, 1509 
espinocerebelar, diagnóstico molecular,1509 


telangiectasia, 1453, 1512 
Aterosclerose, 233, 256 
em crianças, 247-248 
fatores de risco, 247 
Atividade de renina plasmática, 181-182 
Atividade enzimática, 294-295 
concentração de sal e proteína, 296 
determinação da atividade, 295-296 
técnicas à base de anticorpos, 296-297 
fatores que afetam a, 295-297 
inibidores e interferências, 296 
pH, 296 
temperatura, 296 
Atorvastatina, 248 
ATP-binding cassete protein A-I, 238 
Atrofia 


dentatorubral-palidoluisiana, diagnóstico molecular, 


1509 


muscular espinal, diagnóstico molecular, 1516 
muscular espinobulbar, diagnóstico molecular, 1509 
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1614 Auditoria, 15, 17 


instrumentos, 15-17 

Autoanticorpos, 719, 1016 
anticélula de ilhota, 1091 
antidescarboxilase do ácido glutâmico, 1091 
antifibrilarina antigênica nucleolar, 1052 
antigangliosídeo neuronal, 1093 
anti-insulina, 1091 
antimiocárdico, 1093 
antimitocondrial, 1084 
antimúsculo esquelético, 1094 
antimúsculo liso, 1085 
antinuclear, 1084 
antiproteina neuronal, 1093 


antirreceptor do hormônio estimulador da tireoide, 


1089 

antirrecombinante, 912 

antitireoide, 398, 1087-1089 

antitireoperoxidase, 1088 

doença reumática sistêmica, 1065 

farmacodependente, 771 

lúpus eritematoso sistêmico, 1048 

microssomal hepático-renal, 1085 

para grupo sanguíneo, 719 
Autoantígenos, no escleroderma, 1052 
Autoesplenectomia, 614 
Automação, 65-73 

análise automatizada, 66 


configuração(ões) de sistemas totalmente integrados 


de módulos automatizados, 71-73 
células de trabalho, 71-72 
conectores de instrumento, 73 
consolidação da estação de trabalho, 71 
middleware, 73 
sistemas totalmente integrados, 72-73 
estagio analitico, 67-70 
agitação, 69 
detecção, 70 
incubação, 69-70 
introdução da amostra, 67-69 
reagentes, 69 
estágio pós-analítico, 70-71 
estágio pré-analítico, 66-67 
processamento da amostra, 67 
fatores direcionadores, 66 
laboratorial total, 71 
perspectivas futuras, 63 
sistemas automatizados, 71 
Avaliação de tendência, 111-113 
Avaliação por grupo de pares, 127 
Azatioprina, 1013 
Azoospermia, 433 
Azul brilhante de Coomassie, 507 


B 


Babesiose, 627, 790, 1289, 1323-1324 
Bacillus anthracis, 1332, 1373-1374 
fluxograma do laboratório sentinela, 1377 
identificação provável, 1376 
manifestações clínicas, 1373 
seleção e teste da amostra, 1374 
ver também Antraz 
Bacillus spp., 1167-1168 
Bactéria anaeróbica, 1188-1190 
definições e características, 1188 
diagnóstico laboratorial, 1189-1190 
patogênese e fatores de virulência, 1188-1189 
suscetibilidade antimicrobiana, 1190 
Bactérias Gram-negativas, 1173-1176 
bacilos, 1173-1176 
Enterobacteriaceas, 1173-1175 
Plesiomonas, 1175-1176 
bacilos não fermentadores, 1176-1182 
Acinetobacter, 1177 
Aeromonas, 1179 
Burkholderia spp., 1177 
Campylobacter, 1179-1180 
Haemophilus, 1180-1181 
Helicobacter, 1180 
Pseudomonas, 1176-1177 
Stenotrophomonas maltophilia, 1178 
Vibrio, 1178-1179 
bactérias HACEK, 1182-1183 


Actinobacillus, 1182-1183 
Cardiobacterium hominis, 1183 
Eikenella, 1183 
Haemophilus spp., 1182 
Kingella spp., 1183 
Bordetella, 1184-1185 
Brucella, 1185 
Calymmatobacterium, 1187 
Capnocytophaga, 1187 
cocos, 1170-1173 
Moraxella catarrhalis, 1172-1173 
Neisseria, 1170-1172 
Francisella, 1186 
Gardnerella, 1186-1187 
Legionella, 1183-1184 
Pasteurella, 1185-1186 
Streptobacillus, 1187-1188 
Bacteriologia médica, 1157-1192 
bactérias anaeróbicas, 1188-1190 
bastonetes Gram-positivos, 1165-1170 
Bacillus, 1167-1168 
Corynebacterium e Arcanobacterium, 1165-1166 
Erystpelothrix, 1167 
Listeria, 1166-1167 
Nocardia, 1168-1169 
cocos Gram-positivos, 1158-1165 
estafilococos, 1158-1161 
estreptococos e enterococos, 1161-1164 
Gemella e Aerococcus spp., 1164-1165 
processamento da amostra, 1157-1158 
coloração de Gram, 1157-1158 
técnicas de cultura, 1158 
Balamuthia mandrillaris, 1293 
Balança(s), 59-60 
calibração, 60 
com prato superior, 59-60 
de restauração de força magnética, 59 
(de substituição) de braços desiguais, 59 
eletrônicas, 60 
Balancete, 150 
Balantidium coli,1294, 1299 
Banco de sangue, 137, 719-721 
Banco de tecidos, 829-839 
atividades relacionadas ao, 830-831 
criopreservação, 831 
triagem de doador, 830-831 
células progenitoras hematopoéticas, 833-888 
de córnea, 832 
fontes de tecido, 829-830 
pele, 831 
tecidos musculoesqueléticos, 831-832 
válvulas cardíacas, 832 
Bandas oligoclonais, 282 
Banhos de água, 62-63 
Baratas, 1318-1320 
Barbeiros, 1320 
Barbitúricos, 360 
estrutura, 356 
Barreira hematoencefálica, 499 
Bartonella spp., ver Infecções por riquétsias 
Basofilia, 646 
Basófilos, 556, 580-581, 909 
distribuição e cinética, 580 
função, 580-581 
medula óssea, 562 
morfologia, 580 


Beckman Coulter SYNCHRON LX 1725 Clinical System, 70 


Benchmarking, 151 
Benzodiazepinicos, 359-360 
Benzoilecgonina, 357-358 
Beribéri, 447 
Besouros, 1320 
Bicarbonato 
sistema tampão, 188 
variabilidade biológica, 80 
Bilirrubina, 307-311 
conjugada, níveis séricos elevados 
obstrução biliar, 310 
sindrome de Dubin-Johnson, 309-310 
cristais, 487 
critérios para aceitação, 122-123 
LCE, 508-509 
líquido peritoneal, 525 
metabolismo normal, 307-309 


não conjugada, níveis séricos elevados 
hemólise, 309 
síndrome de Crigler-Najjar, 309 
síndrome de Gilbert, 309 
testes laboratoriais, 310 
variabilidade biológica, 80 
Bilirrubinúria, 474-475 
Biocompatibilidade, 981 
Biodefesa, 1369 
Bioinformática, 1424-1425 
Biologia celular, 1549-1550 
Biópsias, 1278 
de cólon, 333 
intestinal, 333 
Bioterrorismo, 155-166, 1368-1388 
agentes biológicos/doenças, 157-165 
antraz, 157-159 
brucelose, 160-161 
da categoria A, 1371 
da categoria B, 1372 
encefalite equina venezuelana, 163-164 
febre da Crimeia-Congo e febres hemorrágicas, 
164-165 
peste, 159-160 
toxina botulínica, 162 
tularemia, 161-162 
varíola, 162-163 
agentes infecciosos, 1368-1370 
armas biológicas, 1370-1372 
exemplos de, 1369 
Laboratory Response Network, 1372-1387 
Burkholderia mallei e Burkhlderia pseudomallei, 
1376-1378 
classificação, 1372-1373 
Coxtella burnetti, 1378-1380 
diretrizes para a expedição e manuseio de 
materiais infecciosos, 1373 
Francisella tularensis, 1380-1382 
responsabilidade do laboratório clínico, 1373 
virus desconhecidos, 1382-1384 
Yersinia pestis, 1384-1387 
papel do laboratório de nível A, 156 
designações laboratoriais, 153 
questões legais, 156-157 
questões envolvendo segurança, 156 
potenciais agentes, 1370 
riquétsias como agentes, 1146-1147 
tipos de ataque, 1370 
Biotina, 288, 445-447, 449 
avaliação laboratorial, 446 
fontes alimentares, 446 
RDA, 446 
Bismuto, 450 
Blastocystis hominis, 1298 
Blastomyces dermatitidis, 1331 
Blastomyces spp., 1254-1255 
Blastoschizomyces capitatus, 1252 
Blocos de aquecimento, 63 
Bolhas, 1365 
Borboletas, 1320 
Bordetella coqueluche, 1332 
Bordetella spp., 1184-1185 
Boro, 450 
Borrelia spp., 1212-1218 
doença de Lyme, 1212-1217 
febre recidivante, 1217-1218 
Botulismo, 1371 
Bromo, 450 
Brucella spp., 1185, 1374-1376 
fluxograma do laboratório sentinela, 1377 
manifestações clínicas, 1374 
seleção e teste da amostra, 1374-1376 
Brucelose, 157-158, 160-161 
Brugia malayi, 1313 
BUN, 97 
critérios para aceitação, 122-123 
Bunyaviridae, 1383 
Burkholderia 
mallet, 1376-1378 
manifestações clínicas, 1376-1377 
seleção e teste da amostra, 1377-1378 
pseudomallei, 1376-1378 
manifestações clínicas, 1376-1377 
seleção e teste da amostra, 1377-1378 


Burkholderia spp., 1177 imunologia celular, 944-945 enxertos hematopoéticos não mieloablativos, 836 1615 
Busulfan, 376 metodologia, 945-946 ependimárias, LCE, 502 

metodologia do teste, 941-944 epiteliais, na urina, 482-483 
€ controle e garantia da qualidade, 952 fontes de, 834-836 

estudos imunoanalíticos, 942-944 células progenitoras do sangue periférico, 835-836 

CA 125, 1542 fase de confirmação, 942 medula óssea, 834-835 
CA 15-3, 1541 fase de triagem, 941-942 sangue do cordão umbilical, 836 
CA 19-5, 1541-1542 oncoproteínas na detecção tumoral, 1549-1564 fotovoltaica, 43 
CA 19-9, 1541-1542 origens do, 1560 linfócitos 
CA 27-29, 1541 genômica, 1576-1578 B, 583-587, 908 


CA 50, 1541-1542 

CA 72-4, 1542 

Cádmio, 450 

Cálcio, 27, 97-98, 197-199 


T, 585, 907-908 
linfoides, 907-909 
mesoteliais, liquido pleural, 519 


pulmonar, 1578 
Candida albicans, 1331 
Candida spp., 1248-1250 


| candidíase mobilização de células progenitoras, 802-803 
critérios para aceitação, 122-123 gastrintestinal, 1249 natural killer, 586, 909 
fisiologia, 197-199 invasiva, 1249 neoplasias, 680-685 
hipercalcemia, 98, 204-206 oral, 1249 nulas ver Célula natural killer 
associada à malignidade, 206 vaginal, 1249 progenitoras hematopoéticas, 567 
causas, 205 | diagnóstico laboratorial, 1249 banco, 833-838 
hipocalcemia, 98, 207 doença cutânea, 1249 coleta, 794, 801-804 


homeostasia, 198-199 
ingestão dietética, 198 
intervalo de referência, 199 
ionizado, 199 


fatores de risco, 1248 
infecção do trato urinário, 1249 
patologia, 1249 


aspectos associados ao doador, 804 
benefícios da, 801 
dose de células progenitoras, 801-802 





i Cannabis, 361 procedimento de coleta, 803 
sérico, 333 — Capacidade de ligação ao ferro, 91 purga, 836-838 
técnicas analíticas, 199 sérico, 591 depleção de células T, 837-838 
total, 199 variabilidade biológica, 80 reinfusão, 838 
variabilidade biológica, 80 Capillaria rompidas, 557 
Calcitonina, 203, 401, 1542 hepática, 1315-1316 sinoviais, 514 
sérica, 333 philippinensis, 1304 tumorais, 490 
Cálculos urinários, 492-494 Capital orçamentário, 149-150 Células-alvo, 552 
cálculos de cistina, 494 „Jen Capnocytophaga spp., 1187 Células-tronco ver Células progenitoras 
hipercalcinúria e cálculos de cálcio, 493 Captação e descarboxilação de precursor de amina hematopoéticas 
hiperoxalúria, 494 (APUD), 401 | Centers for 
hiperuricúria, 494 Carbamatos, 380 Disease Control, 11,75 
testes laboratoriais, 495 Carbamazepina, 367-368 Medicare e da Medicaid Services (CMS), 9 
análise do cálculo, 495 Carboidratos, 215-232 Centopeias, 1322-1323 
bioquímica do soro, 495 erros inatos do metabolismo, 227-330 Centros de custos, 145 
exame radiológico, 495 deficiência de galactoquinase, 227 Cenurose, 1317 
exames de urina, 495 frutose, 227 Ceratite por Acanthamoeba, 1293 
Calibração, 115, 123-125 galactosemia, 227 Certificado 
balanças, 59-60 função pancreática, 216-218 de acreditação, 75 
pipetas, 61 glucagon, 217-218 de aderência, 75 


Calymmatobacterium spp., 1187 


| | incretinas, 218 de dispensa, 75 
Canais de Havers, 205 somatostatina, 218 para Procedimentos de Microscopia Realizados pelo 
Cancer, 941 | à glicose ver Glicose Prestador (PPMP), 75-76 
citometria de fluxo e de imagem, 946-949 Carboxiemoglobina, 536-537 Ceruloplasmina, 278 
colorretal hereditário não ligado a polipose, 1513 Carcinógenos ambientais, 376 síntese, 313 


da bexiga, deterioração do, 1557 
de cólon, detecção do, 1556 
de mama 
de mama-ovário hereditário, 1513 
de pulmão, detecção do, 1556 
decisão de realizar o teste, 939 
desnutrição e resposta imune, 940-94] 
imunodeficiência primária versus secundária, 940 


Carcinoma gástrico difuso hereditário, 1512 

Carcinoma hepatocelular, detecção do, 1554-1555 

Carcinoma papilar renal hereditário, 1512 

Cardiobacterium hominis, 1183 

Cardiotrópicos, monitoramento de fármacos 
terapêuticos, 363-365 

Cariorrexe, 571, 593 


Cestódeos, 1307-1309 
cenurose, 1317 
cisticercose, 1316 
Diphyllobothrium spp., 1309 
Dipylidium caninum, 1309 
esparganose, 1317 
hidatidose, 1317 





significado dos resultados dos testes, 939-940 
de ovário, 1576 
detecção do, 1556 
familiar, 1511-1515 
função do granulócito, 946 
gatting e análise, 949-952 
análise do DNA, 950 
imunofenotipagem, 949-950 
medidas da intensidade da fluorescência, 951- 
952 
genes quiméricos, 1607-1610 
genética, 1445-1448 
imunidade celular, 939-941 
marcadores moleculares, 1573-1576 
genômica, 1576-1578 
prognósticos, 1576-1578 
proteômica, 1575-1576 
marcadores tumorais séricos, 1533-1548 
aplicações clínicas, 1536-1537 
classificação funcional, 1534-1536 
marcadores individuais, 1538-1545 
perspectivas futuras, 1546 
recomendações para solicitação dos testes, 1537- 
1538 
teste de sangue oculto nas fezes, 1545-1546 
método da proliferação de linfócitos, 944-946 


Cariótipo, 1433-1434 
Caroteno 
sérico, 333 
variabilidade biológica, 80 
Carrapatos, 1322 
Carve outs (serviços não inclusos), 146 
Cascata de coagulação, 843 
Caspases, 638 
Catecolaminas 
ver também Glândula suprarrenal 
vias biossintéticas, 402 
CD59 (protectina), 976 
Cegueira noturna, 449 
Célula 
apresentadoras de antigeno, 908-909 
com inclusão viral, 490 
contraídas, 558 
crenadas, 552 
criopreservação, 838 
de Kupffer, 307 
de Reiter, 514 
de Sertoli, 429 
de trabalho, 71-72 
do lúpus eritematoso, líquido sinovial, 514 
em cesta, 557-558 
endoteliais, 558 
ensaios, 1041 


Hymenolepis 
diminuta, 1309 
nana, 1308-1309 

Taenia 
saginata, 1308 
solium, 1308 


Cetoacidose, 189-191 
Cetonúria, 471 


acidose lática, 471 
diabética, 471 
não diabética, 471 


Checagem delta, 125 
Chilomastix mesnili, 1294, 1299-1300 
Chlamydia trachomatis, 1140-1141, 1331-1332 


diagnóstico laboratorial, 1142-1143 


Chlamydophila 


pneumoniae, 1141 

diagnóstico laboratorial, 1143 
psittaci, 1141 

diagnóstico laboratorial, 1143 


Chopper, 45 

Chumbo, 379-380, 450 
Cianeto, 376-377 
Ciclosporiase, 1324 
Ciclosporina, 373, 1013 
Ciliados, 1299-1302 
Cilindros 


1616 








celular, 484-485 
céreos, 484 
epitelial tubular renal, 484-485 
eritrócito, 484 
leucócito, 484 
misto, 485 
classificação dos, 484 
de bilirrubina, 486 
de células epiteliais tubulares renais, 484-485 
de cristal, 485 
de eritrócito, 484 
de gordura, 485 
de leucócito, 484 
de mioglobina, 486 
granulares, 485 
hialinos, 480, 484 
inclusão, 485 
pigmentado, 485-486 
urinários, 483-486 
Cininas, 984 
Cintilação líquida, 57 
Cirrose, 100, 282, 310-311, 321 
biliar, 323 
primária, 316-317, 323, 1086-1087 
secundaria, 323 
de Laennec, 321 
macronodular, 321 
Cistatina C, 179 
Cisticercose, 1316 
Cistinúria, 496-497 
Cistite, 492 
Citaférese, 794-795 
Citaférese de doação, 796-804 
aférese de doação de componentes múltiplos, 801 


coleta de células progenitoras hematopoéticas, 801-804 


aspectos associados ao doador, 804 
benefícios da, 801 
dose de células progenitoras, 801-802 
mobilização de células progenitoras, 802-803 
procedimento de coleta, 803 
eritroférese, 800-801 
aspectos associados ao doador, 800-801 
benefícios da, 800 
indicações para, 807 
requisitos para o produto, 800 
seleção do doador, 800 
leucatérese, 797-800 
aspectos associados ao doador, 799-800 
estimulação do doador, 798-799 
indicações para, 807 
procedimento de coleta, 799 
requisitos para o produto, 798 
seleção do doador, 798 
transfusões de granulócito, 797-798 
plaquetaférese, 796-797 
aspectos associados ao doador, 797 
benefícios da, 796 
indicações para, 806-807 
requisitos para o produto, 796 
seleção do doador, 796-797 
Citocinas, 909, 984-992, 1042 
ver também citocinas e interleucinas individuais 
Citocromo P450, 311-312 
Citogenética, 1430-1454 
anormalidades cromossômicas, 1438-1444 
estrutural, 1439-1444 
nomenclatura, 1444 
numérica, 1438-1444 
aplicações clínicas, 1444-1448 
citogenética pré-natal, 1444-1445 
na infância e no adulto, 1445 
pós-natal, 1445 
cromossomos, 1431-1438 
cariótipo, 1433-1434 
coloração, 1433 
cultura de células, 1432-1433 
estrutura, 1431-1432 
hibridização in situ por fluorescência, 1435-1436 
imagem assistida por computador, 1434-1435 
definições, 1430-1431 
distúrbios citogenéticos 
anomalias em cromossomos estruturais, 1450 
anomalias em cromossomos sexuais, 1448-1450 
síndromes de aneuploidia cromossômica, 1448- 
1450 


síndromes de genes contíguos e de microdeleções, 


1450-1452 
sindromes de quebra, 1452 
genética do câncer, 1445-1448 
pré-natal, 1444-1445 
sensibilidade, 1472 
Citomegalovírus, 650, 790, 1125-1126, 1330, 1332 
Citometria de fluxo, 49-50, 349-350 
ensaio de proliferação de linfócitos, 945-946 
neoplasia hematopoética, 698-716 
aquisição de dados, 702 
equipamento, 698-699 
expressão antigênica, 703 
interpretação, 702-714 
manuseio e preparo das amostras, 702 
planejamento do painel, 700-702 
reagentes, 699-700 
quantitativa, 951-952 
Citometria de fluxo e de imagem, 946-949 
célula de fluxo, 947-948 
fluorocromos, 948-949 
fonte luminosa e processamento do sinal, 847 
Citopenia refrataria com displasia de multiplas 
linhagens, 660 
Citoquimica, 547 
Citotoxicidade celular dependente de anticorpos, 961 
Citotoxicidade dependente de complemento, 1015- 
1016 
Citrato, efeito sobre testes sanguineos, 29 
CK ver Creatina quinase 
Classificação 
de despesas, 143 
de Fredrickson, 249 
FAB, 664 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),10 
Clinical Context Object Workgroup (CCOW), 140-141 
padrão, 140-141 
Clinical Laboratories Improvement Act, 8, 74-75 
Clonorchis sinensts, 1311 
Cloreto 
critérios para aceitação, 122-123 
no suor, 333, 341 
variabilidade biológica, 80 
Clorose, 653 
Clostridium difficile, 333-334 
Clusterina, 976 
CMS National Coverage Determinations, 8 
Coagulação intravascular disseminada, 857-858 
Cobalamina 
absorção defertuosa, 595 
deficiência, 594 
causas, 995-596 
diagnóstico, 595 
ensaio, 595 
metabolismo, 593-594 
ver também Vitamina B}, 
Cobalto, 450 
deficiência, 451 
função, 451 
propriedades, 452 
toxicidade, 451 
Cobre, 450-453 
deficiência, 451 
função, 451 
propriedades, 452 
toxicidade, 451 
Cocaina, 355, 357-358 
estrutura, 357 
metabolismo, 358 
Coccidioides immitis, 1331 
Coccidioides spp., 1255-1256 
Coccídios, 1299-1302 
Cryptosporidium spp., 1300-1301 
Cyclospora cayetanensis, 1301-1302 
Isospora belli, 1294, 1300 
Sarcocystis spp., 1300 
Cocos, 1170-1173 
Moraxella catarrhalis, 1172-1173 
Neisseria, 1170-1172 
Cocos Gram-positivos, 1158-1165 
estafilococos, 1158-1161 
estreptococos e enterococos, 1161-1164 
Gemella e Aerococcus spp., 1164-1165 
Codeina, 358-359 
estrutura, 356 


Codominância, 1002 
Coeficiente de variação, 80-107 
Coenzima(s) 
A, 288 
Q, 288 
da flavina, 288 
de cobalamina (B,;), 288 
de nicotinamida, 288 
do acido félico, 288 
Cofator da heparina II, 890 
Cofatores, 287-288 
COLA, 10 
Colangite/colangiopatia autoimune, 1087 
Colangite esclerosante primaria, 271, 952-953 
Colecalciferol ver Vitamina D 
Colesevelam, 248 
Colestase, 311 
Colesterol, 311, 428 
alto, 248-251 
com triglicérides elevados, 251-252 
cristais, 487, 516 
critérios para aceitação, 122-123 
liquido 
peritoneal, 526 
pleural, 521 
metas, 246-247 
quantificação, 241 
diretrizes do NCEP para erros aceitáveis, 246-248 
variabilidade biológica, 80 
Colesterol HDL 
classificação ATPIII, 247 
determinação do, 243-244 
diretrizes NCEP para erro de quantificação, 246 
variabilidade biológica, 80 
Colesterol LDL, 234 
classificação ATPIII, 247 
em crianças, 248 
metas, 247 
nível elevado, com nível de colesterol elevado, 248- 
251 
quantificação, 243-245 
diretrizes do NCEP para erros aceitáveis, 246-248 
Colesterol total 
baixa concentração isolada, 252 
classificação ATPIII, 247 
em crianças, 248 
Colestipol, 248 
Colestiramina, 248 
Coleta à recepção, 21 
Coleta da amostra, 15, 134-135 
Coleta de dados, 14-18 
análise em estação de trabalho, 16-17 
análise em tubo, 16 
entrevistas, 17-18 
mapeamento da amostra e do exame, 14-15 
mapeamento de tarefa, 18 
Coleta de sangue, 26-30, 776-777 
anticoagulantes e aditivos, 28-29 
armazenamento e preservação, 29-30 
cor dos tubos, 27 
dispositivos de coleta, 29 
políticas e procedimentos, 30 
técnicas, 30-32 
acesso venoso central, 31-32 
punção arterial, 30-31 
punção cutânea, 31 
ver também Transfusões sanguíneas 
Colinesterase, 300-301 
Colite ulcerativa, 1092 
College of American Pathologists (CAP), 10 
Coloração de Gram, 1129, 1157-1158 
Coloração de Wright, 549-550 
Coloração por hematoxilina férrica, 1277 
Coloração tricrômica de Wheatley, 1277 
Colorações 
acidorresistentes (acid-fast), 1277 
modificadas, 1276 
calcofluor White, 1244 
de Gram, 1129, 1157-1158 
de Romanowsky, 560, 653 
de Wright, 549-550, 1242 
Giemsa, 1242 
hematoxilina férrica, 1277 
histoquímicos, 1244 
para microsporídios, 1277 


permanente, 1277 
sangue, 549-550 
tricrômica de Wheatley, 1277 
Compatibilidade ABO, 779-781 
Compensação renal, 192-193 
Complexo de ataque à membrana, 975 
Complexo de protrombinase, 846 
Complexo enzima-substrato, 286 
modelo da “chave e fechadura”, 286 
modelo de ajuste induzido, 286 
Complexo multiproteico do antígeno nuclear da célula 
proliferante, 1050 
Complexo Mycobacterium avium, 1225-1226, 1331 
prevenção, 1233-1234 
Complexo Mycobacterium tuberculosis, 1331 
Complexo Principal de Histocompatibilidade ver 
MHC 
Complexo tenase, 846 
Componente secretor, 962 
Componentes do sangue 
componentes leucocitários, 778 
concentrados de plaqueta, 778 
especial, 778-779 
fator anti-hemofilico crioprecipitado, 778 
hemácias, 777 
plasma, 777-778 
redução de patógenos, 779 
terapia com, 782-784 
Componentes leucocitários, 778 
Compra exagerada, 20 
Concentração bactericida mínima, 1203 
Concentração de proteína, e atividade enzimática, 296 
Concentração de sal, e atividade enzimática, 296 
Concentração letal mínima, 1203 
Concentração média de hemoglobina celular, 539, 573 
Concentrações de eletrólitos 
líquido extracelular, 172-173 
líquido intracelular, 172-173 
Concentrados de plaquetas, 778 
Condições associadas a retrovírus, 648 
Condutância, 51 
Condutividade por radiofrequência, 547 
Conectores de instrumento, 73 
Congestão passiva crônica, 321 
Conjugação química, 913 
Consolidação, 21-22 
Constante de Michaelis, 289 
Contabilidade financeira, 149-151 
Contador de cintilação, 56-57 
Contagem 
de células sanguíneas, manual, 539-543 
eritrócitos, 539-540 
de colônias bacterianas, 333 
de eritrócito, 739-740 
de leucócitos, 540-541 
diferencial 
automatizada, 559 
fontes de erro, 558-559 
de plaquetas, 541-542 
reticuladas, 542-543 
de reticulócitos, 574 
automatizada, 548 
manual, 540 
Contratos de capitação, 146 
Contribuintes do governo, 146-147 
Controle 
da contaminação, 1457 
da infecção, 137 
glicêmico, 223-224 
Controle de processo, 113-116 
implantação do, 116-123 
ação corretiva, 121 
frequência do ensaio de CQ de materiais, 117 
mudança de lote de calibrador de método, 123 
mudança de lote de reagentes, 121-123 
regras para a avaliação dos resultados de CQ, 119- 
121 
seleção dos materiais de CQ, 116-117 
valor-alvo de CQ, 118-119 
Controle de qualidade, 115-129, 952 
calibração, 123-125 
controle do processo estatístico, 115-116 
implantação do, 116-123 
de equipamento, 1467 
diagnóstico molecular, 1466-1468 


teste de proficiência, 126-129 
uso de dados do paciente,125-126 
variabilidade analítica e calibração, 115 
Controles 
da prática de trabalho, 10 
de engenharia, 10 
Convenção sobre a proibição de armas biológicas e 
químicas, 166 
Coproporfiria hereditária, 576-577 
Coqueluche, 648 
Coração, doença autoimune, 1093 
Coronavirus da SARS, 1332 
Corpo lúteo, 429-430 
Corpúsculos 
de Auer, 662 
de Déhle, 641-642 
de Heinz, 624 
de Howel-Jolly, 553, 571 
lipidicos, 514 
riciformes, 514 
Corticosteroides, cristalinos, 516 
Corticotrofos, 383-384 
tumores de, 385 
Cortisol, 428 
efeitos fisiológicos, 406 
hipercortisolismo ver Síndrome de Cushing 
salivar, 413 
sérico, 413 
urinário, 413-414 
Corynebacterium spp., 1165-1166 
Coulometria, 51 
Coxilella burnetii, 1149-1150, 1378-1380 
CQ ver Controle de qualidade 
Creatinina, 97 
critérios para aceitação, 122-123 
líquido peritoneal, 526 
proporção ureia/creatinina, 179 
quantificação, 177-178 
variabilidade biológica, 80 
Creatina quinase, 80, 303-304 
critérios para aceitação, 122-123 
isoformas, 259 
LCE, 509 
Crianças 
anemia perniciosa, 594-595 
aterosclerose, 247 
colesterol 
LDL, 248-249 
total, 248-249 
leucemia linfoblástica aguda, 1477-1480 
transfusão sanguinea, 784-785 
Crioglobulinas, 965 
teste para, 966-967 
Crioglobulinemia, 817 
Criptosporidiose, 1324 
Cristais 
de ácido hipúrico, 487 
de ácido úrico, 487-488 
de ampicilina, 487, 489 
de biurato de amônio, 487-489 
de carbonato de cálcio, 487-488 
de cistina, 487-489 
de hematina, 487 
de leucina, 489 
de sulfonamida, 487, 489 
de tirosina, 487, 489 
de xantina, 487 
lipídicos, 515 
Cristais urinários, 486-491 
células anormais, 490 
contaminantes e artefatos, 490-491 
urina 
ácida, 486-488 
alcalina, 488 
anormal, 488-489 
Cromatografia, 52-55, 350-355 
de partição, 54 
de troca catiônica, 272 
de troca iônica, 54, 271-272 
em camada delgada, 350-352 
gasosa, 53-54 
gasosa-espectroscopia de massa, 354 
líquida, 54-55 
líquida de alto desempenho, 352-354 
líquida-espectroscopia de massa, 354-355 


por adsorção, 54 
por afinidade, 54, 272 
Cromo, 450 
deficiência, 451 
função, 451 
propriedades, 452 
toxicidade, 451 
Cromoblastomicose, 1260-1261 
Cromossomos, 1002, 1431-1438 
A, 403, 1542 
cariótipo, 1433-1434 
coloração, 1433 
cultura de células, 1432-1433 
em anel, 1444 
estrutura, 1431-1432 
hibridização in situ por fluorescência, 1435-1436 
homólogos, 1002 
imagem assistida por computador, 1434-1435 
marcador, 1444 
Crupe, 1120 
Crustáceos, 1323 
Cryptococcus spp., 1250-1251 
diagnóstico laboratorial, 1250-1251 
doença clínica, 1250 
fatores de risco, 1250 
patologia, 1250 
Cryptosporidium spp., 1300-1301 
Cultura, 1157-1158, 1230-1232 
de células, 1432-1433 
de parasitas, 1279 
herpes simples, 1117-1119 
micobactéria, 1230-1232 
nematódeos, 1278 
parasitas, 1277-1278 
Curva característica de operação do receptor (ROC), 
79, 84-85 
Curvas de dissociação do oxigênio, 571 
Custo total de propriedade, 144 
Cutoff do teste, 79 
Cyclospora cayetanensis, 1301-1302 


D 


11-desoxicorticosterona, 428 
11-desoxicortisol, 428 
Da recepção ao resultado, 21 
Da solicitação ao resultado, 21 
Dade Behring Dimension Xpand Plus integrated 
chemistry system, 70 
Dade Behring StreamLab Analytical Workcell, 72 
Dados do paciente em procedimentos de CQ, 125-126 
DAF (CD55), 976 
Declaração de renda, 150 
Defeito da ApoB familiar, 249-251 
Defeitos 
da síntese de nucleoproteína, 597-598 
no tubo neural, 437-438 
por milhão de oportunidades, 5-6 
Defeitos de proteínas de coagulação 
adquiridos, 857-859 
coagulação intravascular disseminada, 857-858 
deficiência de vitamina K, 858 
doença hepática, 858 
inibidores de proteínas de coagulação adquiridos, 
858 
transfusão em massa, 743 
hereditária, 852-857 
deficiência de cininogênio de alto peso molecular, 
855 
deficiência de pré-calicreína, 855 
deficiência do fator II, 856 
deficiência do fator V, 856 
deficiência do fator VII, 856-857 
deficiência do fator VIII, 856 
deficiência do fator IX, 852-854 
deficiência do fator X, 856 
deficiência do fator XI, 854-855 
deficiência do fator XII, 855 
deficiência do fator XIII, 857 
deficiência dos fatores V e VIII, 856 
distúrbios do fibrinogénio, 855-856 
fatores de coagulação da deficiência combinada de 
vitamina K, 856 
Deficiência 
de adesão leucocitária, 644-645 
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de aldosterona sintase, 406, 410 
de apolipoproteína 
C-l, 251 
C-II, 251 
de dissacaridase, 336 
de fosfoglicerato 
mutase, 229 
quinase, 229 
de fosforilase quinase muscular, 229 
de frutose-1,6-bifosfato, 227 
de galactoquinase, 227 
de glicose-6-fosfato desidrogenase, 623-624 
de grânulos densos, 865, 874-875 
de 3B-hidroxiesteroide, 406, 409-410 
de 11B-hidroxilase, 406, 408-409, 411 
de 17-hidroxilase 406, 409-411 
de 21-hidroxilase, 406-408 
de lactato desidrogenase, 229 
de pirimidina-5’-nucleotidase, 625 
de piruvato quinase, 229, 625 
de pré-calicreina, 855 
de uridina difosfato galactose-4-epimerase, 227 
hormonais, 225-226 
Deficit Reduction Act, 8 
Definição 
de Arrhenius para ácidos e bases, 188 
de Bronsted-Lowry para ácidos e bases, 188 
de Lewis para ácidos e bases, 188 
De-hidroepiandrosterona, 427-428 
Demonstrativo de fluxo de caixa, 150 
Densitometria, 51-52 
Departamento de transporte (DOT), 9 
Depósito de dados da empresa, 131 
Depreciação, 144 
Depuração 
da creatinina 
estimação da, 178 
intensificada pela cimetidina, 178 
de água livre, 180 
negativa, 180 
renal, 176 
cálculo da, 176 
Derivados do ácido fibrico, 247 
Dermatite herpetiforme, 1083 
Dermatofitoses, 1257-1259 
diagnóstico laboratorial, 1257-1259 
doenças clínicas, 1257 
fatores de risco, 1257 
Dermatomiosite, 1054 
Dermatose linear por IgA, 1083-1084 
Des-y-carboxiprotrombina, 313-314 
Desempenho, 14-25 
otimização, 21-23 
Desequilibrio da ligação genética, 1002, 1007 
Desipramina, 374 
Desoxipiridinolina, 210 
Despesa 
de incrementação, 144 
diretas, 143 
fixas, 143 
operacionais, 143-144 
por resultado comunicável, 144 
salariais, 143 
total acumulada, 144 
variáveis, 143 
Destruição de eritrócito, 573-574 
Desvio de Rapoport-Luebering, 623 
Detecção, 70 
de antógeno, 1279-1280 
Detecção de anticorpo, 758-764 
eritrócitos reativos, 759 
identificação do anticorpo, 759-762 
protocolos de detecção de anticorpo, 759 
tecnologias de aglutinação em coluna, 759-760 
teste de aderência em fase sólida, 760 
testes em tubo de ensaio, 759 
prova cruzada (crossmatching), 762-764 
antiglobulina, 763 
eletrônico, 762-763 
protocolos pré-operatórios, 763-764 
sorológico de centrifugação imediata, 762 
Detecção de fármaco, 349-356 
cromatografia em camada delgada, 350-352 
cromatografia gasosa-espectroscopia de massa, 354 


cromatografia líquida de alto desempenho, 352-354 
cromatografia liquida-espectroscopia de massa, 354- 
355 
drogas ilicitas, 355-356 
métodos imunoquimicos, 349-350 
ligação de fármacos a anticorpos, 350 
técnicas cromatográficas, 350-355 
Diabetes 
causas, 391 
classificação, 221 
controle glicêmico, 223-224 
diagnóstico, 220 
gestacional, 220, 440 
insipido, 389-390, 462-463 
juvenil, 221 
melito, 219-224, 468-469, 1090-1091 
metas glicêmicas, 223 
nefrogênico, 391 
teste de cetonas, 224 
tipo 1, 221-222, 1028 
tipo 2, 222-223 
Diagnóstico molecular, 1394-1406 
ácidos nucleicos 
análises, 1400-1405 
bioquímica e biologia, 1394-400 
armadilhas, 1578-1579 
avaliação laboratorial da doença, 1405-1406 
doença residual, 1490-1492 
doenças genéticas, 1500-1519 
anemia falciforme, 1506 
atrofia muscular espinal, 1503-1504 
cânceres familiares, 1511-1515 
conceitos especiais, 1503-1504 
distrofia muscular de Duchenne, 1505-1506 
distúrbios de expansão de repetições de 
nucleotídeos, 1507-1509 
distúrbios do DNA mitocondrial, 1516 
fibrose cística, 1504-1505 
hemocromatose, 1515-1516 
leucemias, 1471-1481 
linfoma não Hodgkin, 1481-1490 
neoplasmas hematopoéticos, 1470-1499 
perfil de expressão gênica, 1492-1494 
perspectivas futuras, 1517 
seleção das aplicações, 1502-1503 
seleção das técnicas, 1501-1502 


síndromes de Prader-Willi e Angelman, 1509-1511 


trombofilias hereditárias, 1506-1507 
Diagnóstico pré-natal 
distúrbios de imunodeficiência, 1043 
distúrbios genéticos, 1503-1504 
Diálise peritoneal, 524 
Diarreia, 327 
associada ao HIV, 332 
crônica, 331-332 
diagnóstico diferencial, 333 
nosocomial 332-334 
osmótica, 333-334 
secretória, 333 
Diazepam, estrutura, 356 
Dientamoeba fragilis, 1294-1295, 1297-1298 
Dieta, 24-25 
Dietilamida do ácido lisérgico, 361 
estrutura, 357 
Diferenciação eritroide, 704 
Digital Image Communications in Medicine (DICOM), 
141 
Digitoxina, 364 
Digoxina, 364 
Di-hidrotestosterona, 428 
Dilantina ver Fenitoina 
Diluições, 64 
Dióxido de carbono 
critérios para aceitação, 122-123 
teste respiratório, 333 
sistema tampão, 188 
Dioxinas, 142 
Diphyllobothrium spp., 1309 
Dipylidium caninum, 1309 
Diretoria do laboratório, 76-77, 1458 
ver também Equipe 
Diretrizes do NCEP, 246-248 
confiabilidade das quantificações, 246 
teste e tratamento, 246-248 


Disbetalipoproteinemia, 252 
Diseritropoese, 658 
Disfibrinogenemia, 856, 890 
Disgranulopoese, 658 
Dislipidemia 
diabética, 251 
secundária, 249 
Dismegacariocitopoese, 658 
Dispersão, 108-109 
de luz, 547 
de Raman, 39 
de Rayleigh, 39 
Dispositivos portáteis de coleta, 134 
Disproteinemias, 879 
Disqueratose congênita de Williams, 939 
Distribuição Gaussiana (normal), 108 
Distrofia 
miotônica, diagnóstico molecular, 1509 
muscular de Duchenne, diagnóstico molecular, 
1505-1506 
Distúrbio(s) 
acidobásicos, 188-193 
acidose metabólica, 189-192 
acidose respiratória, 192-193 
alcalose metabólica, 192 
alcalose respiratória, 193 
definição de ácido e base, 188 
equilíbrio acidobásico corporal, 188-189 
hemaférese, 819-821 
misto, 193 
sistema tampão HCO';/CO,, 188 
de afoiçamento 
anemia falciforme, 614-617 
traço falciforme, 614 
variantes estruturais da hemoglobina, 612-613 
de coagulação, 94-95 
abordagem clínica para pacientes, 851-852 
testes de triagem para, 849 
ver também Hemostasia 


de expansão da repetição de nucleotídeos, 1507-1509 


de imunodeficiência, 1035-1045 
avaliação do sistema imune, 1037 
sinais e sintomas clínicos, 1036 

de plaquetas de Quebec, 874-875 

gástricos, 327-328 

intestinais, 331-337 
deficiência de dissacaridase, 336 
diarreia associada ao HIV, 332 
diarreia crônica, 331-332 
diarreia nosocomial, 332-334 
Doença de Whipple, 336 
enteropatia inflamatória, 336 
espru celíaco, 335-336 
síndromes de má absorção, 334-335 
tumores neuroendócrinos, 336-337 

linfoproliferativo de células T CD30* cutâneo 

primário, 684 
linfoproliferativo ligado ao X, 939 
Distúrbios da hemoglobina, 607-618 

função e estabilidade, 617-618 
alta afinidade pelo oxigênio e policitemia, 617 
baixa afinidade pelo oxigênio, 617 
hemoglobinas instáveis, 617-618 
pseudocianose, 617 

Investigações laboratoriais, 609-612 

hemoglobinas normais, 607-609 
agrupamentos genéticos da globina, 608-609 
embrionárias, 608 
glicosiladas, 609 

síndromes de hemoglobina anormal, 612-614 

triagem e diagnóstico pré-natal, 622 

Distúrbios do potássio, 155-158 

anormalidades metabólicas, 156 

hipercalemia, 97 
causas e patogénese, 183-184 
diagnóstico diferencial, 184 

hipocalemia, 97 
causas e patogênese, 182-183 
diagnóstico diferencial, 183 

Distúrbios eritrocitários, 589-636 
anemia ver Anemia 

distúrbios de hemoglobina, 607-618 
afoiçamento, 614-616 
função e estabilidade, 617-618 


hemoglobinas normais, 607-609 
investigações laboratoriais, 609-612 
síndromes de hemoglobina anormal, 612-614 
triagem e diagnóstico pré-natal, 622 
variantes estruturais da hemoglobina 612-613 
distúrbios de membrana, 605-607 
distúrbios metabólicos, 622-625 
hemólise, 605-607 
adquirida, 625-630 
destruição de hemoglobina, 604-605 
policitemia, 617, 632-633 
Distúrbios leucocitários, 637-697 
não neoplásicos, 639-653 
distúrbios linfocíticos e plasmacíticos, 647-652 
granulócitos, distúrbios de, 639-647 
reações leucemoides, 652-653 
neoplásicos, 653-691 
distúrbios linfoproliferativos associados à 
imunodeficiência, 688 
distúrbios mieloproliferativos crônicos, 653-657 
doença de mastócitos, 690 
doenças mielodisplásicas e mielodisplásicas/ 
mieloproliferativas, 657-661 
leucemias mieloides agudas, 661-667 
linfoma de Hodgkin, 686-688 
neoplasias de células B maduras, 669-680 
neoplasias de células natural killer e de células T, 
680-685 
neoplasias de precursores de células Be T 
(linfoblásticas), 667-669 
neoplasmas histiocíticos e de células dendríticas, 
688-690 
Distúrbios linfocíticos e plasmacíticos, 647-652 
linfocitopenia, 651-652 
linfócitos 
distúrbios funcionais, 652 
normal, 647 
linfocitose, 647-651 
plasmacitose, 652 
Distúrbios linfoproliferativos associados à 
imunodeficiência, 688 
Distúrbios linfoproliferativos pós-transplante, 688 
Distúrbios mieloproliferativos, 879 
Distúrbios pancreáticos, 328-329 
autoimune, 1090-1091 
fibrose cística, 330-331 
macroamilasemia, 328-329 
pancreatite 
aguda, 329-330 
crônica, 330 
Diurese, 184-185 
hídrica, 186 
causas da, 160 
osmotica, 186 
Diuréticos, 96 
DNA 
amplificação, 1010 
análise, 950-951 
anticorpos, 1048-1049 
extração, 1522 
mecanismos de reparo, 1398-1399 
mutações, 1399 
ramificado, 1416 
replicação, 1396-1397 
transcrição, 1397 
mitocondrial 
distúrbios, 1516 
ver também distúrbios individuais 
sequenciamento, 1524-1525 
Doença(s) 
ácido péptica, 327-328 
cardiovascular, complemento na, 981 
da arranhadura de gato, 1145, 1150 
da cadeia pesada y, 672-673 
da floresta de Kyasanur, 1382, 1385 
da Hb SC, 615 
da Hb SD, 615 
da HbC, 616 
da HbE, 616 
da retenção de quilomicrons, 252 
da tireoide, 400 
da tireoide, autoimune, 1087-1088 
da urina em xarope de bordo, 462, 496 
de Addison 183, 417, 421, 1090 


de Andersen, 228 
de Brill-Zinsser, 1145 
de Chagas, 1290, 1324 
de Cori, 228 
de Creutzfeldt-Jakob, 508 
de Crohn, 1092 
de Forbes, 228 
de Gaucher, 641-642 
de Graves, 395, 1087 
de Hers, 228 
de Huntington, diagnóstico molecular, 1509 
de Kawasaki, 1065, 1075-1076 
de Lyme, 1212-1217 
de mastócitos, 690 
de McArdle, 229 
de Paget, 213 
de Pompe, 227, 229 
de Tangier, 253 
de Tarui, 229 
de von Gierke, 228 
de von Hippel-Lindau, 1512 
de von Willebrand, 876-878 
adquirida, 878 
subtipos, 876-878 
de Whipple, 336 
de Willebrand, 868 
de Wilson, 278, 313, 321, 323, 453 
dermatológica, complemento na, 980 
do anticorpo antimembrana basal, 817 
do anticorpo antimembrana basal glomerular, 1089- 
1090 
do compartimento de armazenamento adquirida, 
880 
do enxerto versus hospedeiro, 788-789 
fotoférese, 808-810 
do parénquima renal, 463 
gastrintestinal, marcadores genéticos, 346-347 
granulomatosa, 208 
hematológica, complemento na, 981 
hemolítica aloimune do recém-nascido, 629 
mielodisplásicas mieloproliferativas, 657-661 
citometria de fluxo, 713-714 
maturação celular anormal, 658 
não classificáveis, 660 
mieloproliferativa crônica, 653-657 
leucemia eosinofilica crônica e síndrome 
hipereosinofilica, 655 
leucemia mielógena crônica, 653-655 
leucemia neutrofilica crônica, 655 
mielofibrose idiopática crônica, 656-657 
não classificável, 657 
policitemia vera, 633-665 
trombocitemia essencial, 657 
mista do tecido conjuntivo, 1054 
não tireoidiana, 399 
neurológica, complemento na, 981 
óssea metabólica, 211-213 
doença de Paget, 213 
osteodistrofia renal, 212-213 
osteomalacia, 205-206, 208, 212 
osteoporose, 211-212 
raquitismo, 207-208, 212 
por aglutinina fria, 628 
por hemaglutinina fria, 769-770 
renal, 463 
complemento na, 980 
residual minima, 1490-1492 
reumática, complemento na, 979-980 
transmitida por transfusão, 789-791 
babesiose, 790 
citomegalovírus, 790 
encefalopatia espongiforme transmissível, 791 
hepatite, 790 
malária, 790 
parvovirus B-19, 790 
Trypanosoma cruzi, 790-791 
virus da imunodeficiência humana, 790 
virus linfotrópicos de células T humanas, 790 
vírus West Nile, 790 
Doença autoimune órgão-específica, 1078-1095 
coração, 1093 
figado, 1085-1087 
autoanticorpos, 1084-1085 
doenças hepáticas, 1085-1087 


glândulasuprarrenal, 1090 
métodos de detecção, 1078-1081 
músculo, 1094 
pâncreas, 1090-1091 
pele, 1080-1084 
dermatite herpetiforme, 1083 
dermatose linear por IgA, 1083 
epidermólise bolhosa acquisita, 1082-1083 
lupus eritematoso, 1083-1084 
lúpus eritematoso bolhoso, 1082-1083 
pénfigo, 1080-1081 
penfigoide, 1081-1082 
vasculite, 1084 
rim, 1089-1090 
sistema nervoso, 1092-1093 
tireoide, 1087-1089 
autoanticorpos, 1088-1089 
doenças da tireoide, 1087-1088 
trato gastrintestinal, 1091-1092 
Doenga cardiaca coronariana, 233, 255-256 
fatores de risco, 247, 256 
marcadores de risco, 261-263 
homocisteina, 262-263 
proteina C reativa, 261-262 
ver também Apolipoproteinas; Lipoproteinas 
Doenga hepatica 
autoanticorpos, 1085 
autoimune, 1085-1087 
defeitos de coagulação, 858 
diagnóstico, 320-324 
cirrose, 321 
congestão passiva crônica, 321 
hepatite, 320-321 
insuficiência hepática fulminante, 323-324 
lesões que ocupam espaço, 323 
obstrução biliar pós-hepática, 323 
Doença infecciosa 
complemento na, 980 
manipulação da amostra, 1350-1367 
amostras inaceitáveis, 1350-1351 
coleta da amostra, 1350 
encaminhamento para testes, 1351 
fezes, 1363-1365 
lesões cutâneas e subcutâneas, 1365-1366 
líquidos corporais, 1354-1356 
momento da, 1350 
olho, 1356-1357 
precauções universais, 1351 
sangue, 1351-1354 
tecidos, 1356 
transporte da amostra, 1350 
trato genital, 1361-1363 
trato respiratório, 1357-1360 
trato urinário, 1360-1361 
volume de amostra, 1350 
patologia molecular, 1329-1349 
amplificação de ácido nucleico, 1333-1340 
detecção de organismos patogênicos, 1330-1332 
epidemiologia molecular, 1340-1343 
métodos moleculares em microbiologia clínica, 
1330 
padronização, controle de qualidade e testes de 
proficiência, 1343-1344 
sondas de ácido nucleico, 1332-1333 
Doenças alérgicas, 1096-1108 
hipersensibilidade imediata, 1096-1100 
células e mediadores, 1099-1100 
fenótipo alérgico, 1097 
IgE, 1098-1099 
regulação da síntese de IgE, 1097-1098 
testes laboratoriais, 1100-1107 
anticorpos IgE, 1101-1107 
fundamento do, 1100 
mediadores da hipersensibilidade imediata, 1107 
quantificação de IgE, 1101-1102 
testes cutâneos e testes de provocação de órgão- 
alvo, 1100-1101 
Doenças genéticas, diagnóstico molecular, 1500-1519 
anemia falciforme, 1506 
atrofia muscular espinal, 1516 
cânceres familiares, 1511-1515 
câncer de mama-ovário hereditário, 1513 
neoplasia endócrina múltipla, 1512 
retinoblastoma, 1511-1512 
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Endocardite, 1145 

Endolimax nana, 1294, 1296, 1300-1301 
Endométrio, 429-430 

Endosmose, 270 

Endotélio, 844-845 

Energia livre de ativação, 286 


Dracunculus medinensis, 1314 

Drogas ilícitas, 356-361 
anfetaminas, 359 
barbitúricos, 360 
benzodiazepínicos, 359-360 
cocaína, 355, 357-358 


1620 síndromes do câncer colorretal hereditário, 1513 
testes laboratoriais, 1514-1515 
conceitos especiais, 1503-1504 
antecipação, 1504 
crossing over, 1504 
dissomia uniparental, 1504 


frequências alélicas e triagem populacional em dietilamina do ácido lisérgico, 361 Ensaio(s) 
massa, 1504 fenciclidina, 360 com ácido metilmalônico, 595 
heterogeneidade molecular, 1503 maconha, 361 de captura híbrida, 1416 


de CK-MB massa, 257 
de fluorescência por polarização, 928 


imprinting, 1504 
influências epigenéticas e herança não mendeliana, 


mecanismos de ação, 356-358 
metadona, 359 


1504 opiáceos, 358-359 de incorporação de timidina tritiada, 946 
| penetrância e expressividade variável, 1503-1504 propoxifeno, 360 de killing polimorfonuclear, 1040-1041 
distrofia muscular de Duchenne, 1505-1506 triagem para, 355-356 de microcitotoxicidade de linfócitos, 1012 


do lisado de Limulus, 511 
imunofluorimétrico de partição radial, 928 
imunossorvente ligado à enzima ver ELISA 


distúrbios de expansão da repetição de nucleotídeos, 
1507-1509 E 
ataxia de Friedreich, 1509 








distrofia miotônica, 1509 
distúrbios neurodegenerativos, 1509 
síndromes do XA frágil e do XE frágil, 1507-1509 
testes laboratoriais, 1509 
distúrbios do DNA mitocondrial, 1516 
fibrose cistica, 1504-1505 
hemocromatose, 1515-1516 
perspectivas futuras, 1517 
seleção das aplicações, 1502-1503 
seleção das técnicas, 1501-1502 
síndromes de Prader-Willi e Angelman, 1509-1511 
trombofilias hereditárias, 1506-1507 
Doenças micóticas, 1236-1271 
Candida spp., 1248-1250 
Cryptococcus spp., 1250-1251 
dermatofitose, 1258-1259 
fungos dermatiáceos, 1259-1261 
cromoblastomicose, 1260-1261 
feoifomicose, 1261 
micetoma, 1260 
fungos dimórficos 
Blastomyces spp., 1254-1255 
Coccidioides spp., 1255-1256 
Histoplasma spp., 1252-1254 
Sporothrix spp., 1256-1257 
fungos hialinos 
Aspergillus spp., 1262-1264 
Fusarium spp., 1264-1265 
Scedosporium spp., 1265 
Malassezia spp., 1251 
nomenclatura, taxonomia e fungos 
colônia fúngica, 1237-1238 
dimorfismo, 1241-1242 
estrutura de leveduras e hifas, 1238 
estruturas reprodutivas, 1239-1241 
morfologia, 1237-1238 
pigmento das hifas, 1239 
pneumonia por Pneumocystis, 1265-1266 
prototecose, 1266-1267 
técnicas diagnósticas 
coleta e transporte de amostras, 1242 
exame direto, 1242-1244 
identificação bioquímica, 1246-1247 
identificação molecular, 1247-1248 
identificação morfológica, 1245-1246 
identificação sorológica, 1247 
isolamento em cultura, 1244-1245 
segurança, no laboratório, 1242 
taxa de crescimento, 1245 
temperatura de crescimento, 1245 
testes de suscetibilidade, 1248 
zigomicose, 1261-1262 
Doenças reumáticas sistêmicas, 1046-1063 
artrite reumatoide, 1053-1054 
biologia molecular, 1054-1055 
classificação, 1046 
dermatomiosite, 1054 
detecção de autoanticorpo, 1055-1060 
ELISA, 1056-1060 
imunoblotting, 1060-1061 
escleroderma, 1051-1052 
lúpus eritematoso sistêmico, 1046-1051 
perfis de autoanticorpo, 1055 
polimiosite, 1054 
síndrome de Sjögren, 1051 
sindromes de sobreposição, 1054 
work up diagnóstico, 1055 
Doxepina, 374 


E-teste, 1194-1195 
Eclâmpsia, 627 
EDTA, efeito sobre testes sanguíneos, 28-29 
Efeito 
bystander, 1579 
de Tyndall, 39, 501 
Prozona, 958 
Efusões 
hemorrágicas, 513 
inflamatórias, 513 
não inflamatórias, 512 
purulentas, 513 
quilosas, 519 
Ehrlichia ewingii, 1145, 1148 
Ehrlichia spp. ver Infecções por riquétsias 
Eikenella spp., 1183 
Eixo 
hipotálamo-hipófise-suprarrenal, 411 
hipotálamo-hipófise-hormônio do crescimento, 386 
Eixo hipotálamo-hipófise-tireoide, 394-401 
autoanticorpos antitireoide, 398 
calcitonina, 401 
doença da tireoide, 400 
doença não tireoidiana, 399 
globulina ligadora de tiroxina, 398 
hormônio estimulador da tireoide, 395-396 
hormônio liberador de tireotrofina, 394-395 
L-tiroxina, 400-401 
medicamentos e teste de função da tireoide, 399-400 
quantificação de iodo urinário, 398 
tireoglobulina, 397-398 
tiroxina, 396 
tiroxina livre, 396-397 
triagem 
doença da tireoide, 400 
hipotireoidismo neonatal, 398-399 
tri-iodotironina, 397 
tri-iodotironina reversa, 397 
variáveis fisiológicas, 399 
Eixo renina-aldosterona, 417-421 
quantificações de aldosterona, 421 
quantificações de renina, 421 
renina e hipertensão, 418-421 
Elastase fecal, 345-346 
Eletrocardiograma, 255 
Eletroforese, 51-52, 269-271, 506-508 
hemoglobinas, 609-611 
capilar, 57-58, 272 
em gel de agarose de alta resolução, 506 
em gel de poliacrilamida, 507 
Eletroquímica, 50-51 
amperometria, 51 
coulometria, 51 
potenciometria, 50-51 
voltametria, 51 
Eletrosmose, 270 
Eliptócitos, 552 
Eliptocitose hereditária, 606 
ELISA, 328, 346, 1056-1060 
Embolo de ar, 822 
EMIT, 350 
Encaminhamento para teste, 1351 
Encefalite, 1127-1128 
amébica granulomatosa, 1324 
equina venezuelana, 158, 163-164, 1382 
viral, 500 
Encefalopatia espongiforme transmissível, 790 
Encephalitozoon intestinalis, 1302 


MicroSpot, 934-935 
turbidimétrico com látex, 917 
Entamoeba 
coli, 1294, 1296-1297 
hartmanni, 1294, 1296-1298, 1301 
histolytica, 333,1294-1298, 1301 
polecki, 1294 
Enterobacteriaceae, 1173-1175, 1331 
Enterobius 
técnica da fita de celulose, 1277 
vermicularis 1303-1304 
Enterococos, 1161-1164 
caracteristicas, 1161-1162 
diagnóstico laboratorial, 1163-1164 


manifestações clínicas e patogênese, 1162-1163 


suscetibilidade antimicrobiana, 1164 
Enterocytozoon bieneusi, 1302 
Enteromonas hominis, 1294, 1299 
Enteropatia 

com perda proteica, 271, 280-281 

de sensibilidade ao glúten, 1028, 1092 

inflamatória, 336 
Enterovirus, 1126-1127, 1332 
Entrevistas, 17-18 
Envenenamento, 1318 


Environmental Protection Agency (EPA), 9 


Enzima(s) 
cinética, 289-290 
cofatores, 287-288 


conversora de angiotensina (ACE), 287, 299-300 


bioquímica e fisiologia, 299-300 
intervalos de referência, 300 
quantificação, 300 
resultados anormais, 300 
variação pré-analítica, 300 
defeitos, 293 
distribuição nos órgãos, 297 
eficiência catalítica, 290-291 
energia livre de ativação, 286 
ensaio, 293-294 
fatores que afetam a atividade, 288 
inibição, 291-293 
lipoliticas, 237 
localização celular, 314 
mecanismos de liberação, 314-315 
nomenclatura, 286-287 
propriedades, 285-286 
ver também enzimas individuais 
Enzimologia clínica, 285-306 
eficiência catalítica, 290-291 
ver também Enzimas 
Eosinofilia, 645-646 
causas, 645 
pulmonar tropical, 646 
Eosinófilos, 555-556, 579-580, 909 
distribuição e cinética, 580 
função, 580 
LCE, 502-503 
líquido peritoneal, 525 
medula óssea, 562 
morfologia dos precursores, 579-580 
urina, 482 
Eosinopenia, 556 
Epidemiologia molecular, 1340-1343 
Epidermólise bolhosa, 939 
adquirida, 980, 1082-1083 
Epratuzamab, 705 


Equação de Henderson-Hasselbalch, 188 


Equal Employment Opportunity Commission (EEOC), 9 
Equilíbrio 
acidobásico, 188-189 
de carga, 17 
eletrolítico 
excreção líquida de ácidos, 189 
hídrico, controle não renal, 176 
produção líquida de ácidos, 188-189 
controle não renal, 176 
controle renal, 174-176 
Equinócitos, 552-553 
Equipamento, 1457, 1461 
controle de qualidade, 1467 
de proteção pessoal, 10 
de segurança pessoal, 10 
Equipe, 1458-1460 
certificação, 1458-1460 
diretor do laboratório, 1458 
laboratórios de teste rápido, 77 
residentes, bolsistas e estudantes de graduação, 
1458 
supervisor técnico, 1458 
tecnólogos médicos e técnicos de biologia molecular, 
1458 
Equivalente de tempo integral, 6 
Ergonomic Safe and Health Program Management 
Guidelines, 8 
Eritroblastopenia transitória da infância, 602 
Eritroblastos definitivos, 569 
Eritroblastose fetal, 439-440 
Eritrocinética, 574-575 
destruição total de eritrócitos e hemoglobina, 574 
produção efetiva de eritrócitos, 574-575 
produção total de eritrócitos e hemoglobina, 491 
sobrevida efetiva de eritrócitos no sangue, 575 
Enitrécitos, 550-554 
cor, 950-551 
conteúdo de hemoglobina, 550 
policromatofilia, 551 
dismóríicos, 481 
estrutura, 553-554 
anéis de Cabot, 553 
corpúsculos de Howell-Jolly, 553 
formação rouleaux, 554 
pontilhado basofilico, 553 
pontilhado malárico, 553 
formato, 551-553 
hemácias nucleadas, 554 
líquido sinovial, 514 
na urina, 481 
produção efetiva, 574-575 
sobrevida efetiva, 575 
transfusão, 777, 779-780, 782-783 
variação fisiológica, 543-544 
Eritroférese, 794, 800-801 
aspectos associados ao doador, 797 
beneficios da, 800 
indicações para, 807-808 
requisitos para o produto, 800 
seleção do doador, 796-797 
Eritroleucemia, 665-666 
Eritropoese, retardo transiente da, 601-602 
Eritropoetina, 568 
produção inadequada, 632-633 
Erliquiose monocitotrópica humana, 1145, 1148 
Erro de tipo I, 107 
Erro de tipo II, 107 
Erro padrão da média, 109 
Erysipelothrix spp., 1167 
Escabiose, 1324 
Escala 
intervalar, 107 
nominal, 107 
ordinal, 107 
Escleroderma, 1051-1052 
Esclerose 
múltipla, 500, 1028, 1093 
nodular, 687 
Escorbuto, 449 
Escorpiões, 1321 
Esferócitos, 551-552 
Esferocitose hereditária, 605-606 
Esfregaços de sangue, 548-560 
confecção e coloração, 548-550 


coloração de lâminas automatizada, 550 
coloração de Wright, 549-550 
colorações para sangue, 549-550 
método da centrifugação, 549 
método da laminula, 549 
método em cunha, 548-549 
eritrócitos, 550-554 
cor, 550-551] 
estrutura, 553-554 
formato, 551-553 
hemácias nucleadas, 549-554 
tamanho, 551 
infecções parasitárias, 1274-1275 
coloração, 1274-1275 
esfregaços delgados e espessos, 1274 
exame dos esfregaços, 1275 
preparo da lâmina, 1274 
técnicas de concentração, 1275 
preparações a fresco, 548 
Esparganose, 1317 
Especificidade, 81-83 
Especificidade analítica, 114 
Espectrofotometria, 37-45 
dispersão da radiação, 39 
energia de RME, 38-39 
garantia da qualidade, 45 
lei de Beer-Lambert, 39-40 
velocidade de propagação, 38 
Espectrofotômetro, 44-45 
filtros, 41-43 
fontes de energia radiante, 40-41 
fotodetectores, 43-44 
processadores de sinal e leitura, 44 
recipientes para amostra (cubetas), 43 
seletores de comprimento de onda, 41 
Espectrometria 
de luminescência molecular, 46-47 
de massa, 55-57, 1572-1573 
detector de íons, 56 
ionização por dessorção a laser assistida por matriz 
(MALDI), 55 
ionização por dessorção a laser de superficie 
melhorada, 55 
pesos atômicos, 55 
relação massa/carga, 55 
unidade analisadora, 55-56 
unidade de fonte iônica, 55 
de ressonância magnética nuclear, 58 
Espermatozoides, 432-433 
Espondilite anquilosante, 1028 
Espru celíaco, 335-336 
Esquistócitos, 552 
Estação de trabalho 
análise, 16-17 
consolidação, 71 
Estado hiperosmolar diabético, 96 
Estados hipercoaguláveis, adquiridos, 890-892 
anticoagulante lúpico, 890-892 
hiper-homocisteinemia, 892 
sindrome antifosfolipídio, 890-892 
Estafilococos, 1158-1161 
características, 1158-1160 
diagnóstico laboratorial, 1161-1162 
manifestações clínicas e patogênese, 1160 
suscetibilidade antimicrobiana, 1161 
Estanho, 450 
Estatinas, 212 
Estatística 
comparativa, 109-111 
de correlação, 111-113 
descritiva, 108-109 
laboratorial, 106-114 
análise de dados discretos, 111 
avaliação de tendência e estatística de correlação, 
111-113 
comparativa, 109-111 
definições, 106-107 
descritiva, 108-109 
preparo para análise de dados, 107-108 
validação de método e controle de processo, 113- 
114 
paramétrica, 107 
Esteatorreia, testes para, 342 
Esterase leucocitária, teste para, 477 


Esteroides 
efeitos fisiológicos, 406 
sexuais, 427-429 

Estimativa orçamentária, 149-150 

Estomatocitose hereditária, 606-607 

Estradiol, 428 

Estreptococos, 1161-1164 
características, 1161-1162 
diagnóstico laboratorial, 1163-1164 
manifestações clínicas e patogênese, 1162-1163 
suscetibilidade antimicrobiana, 1164 

Estresse, 25 

Estrias gordurosas, 256 

Estriol, 428 

Estrógenos, 427-431 

Estrona, 428 

Estrôncio, 450 

Estrongiloidiase, 1324 

Estudos 
de pares de irmãos, 1030 
populacionais, 1030 
sobre taxa de destruição 1203-1204 

Etanol, 377 

Etilenoglicol, 377-378 

Etossuximida, 367 

Evacuação ver Fezes 

Exame a fresco direto, 1276 

Exclusão alélica, 960 

Excreção fracionada, 180 

Exercício, 24-25 

Extratores de ácido nucleico, 1459 

Extravasamento de leucócitos, 993 


F 


o.-fetoproteina, 316, 1538 
Familia 
de proteínas antiapoptóticas Bcl-2, 638 
de proteínas pró-apoptóticas Bcl-2, 638 
Farmacocinética 361-363 
Fármacos 
anti-inflamatórios, 370-372 
hipoglicêmicos, 224-225 
neurolépticos, 375 
para hiperlipidemia, 248 
Fas/CD95 ligante, 638 
Fasciola hepática, 1311 
Fasciolopsis buski, 1310 
Fator(es) 
angiogênicos, 1538-1541 
anti-hemofilico crioprecipitado, 778 
antiperinuclear, 1053 
de coagulação da vitamina K, deficiência combinada, 
856 
de coagulação ver Defeitos de proteínas de 
coagulação; Sistema de proteínas de 
coagulação 
de crescimento, 1551-1552 
derivado de plaqueta, 1551-1552 
do fibroblasto básico, 1552 
do hepatócito, 1552 
epidérmico, 1552 
fatores de transformação do crescimento & e P ,1551 
hematopoéticos, 568-569 
de necrose tumoral, 992 
de restrição homólogo, 976 
de von Willebrand, 313, 322, 778, 844, 876-878 
biologia, 876 
testes laboratoriais, 878 
estimulador de colônias de granulócitos/macrófagos 
(GM-CSF), 586 
estimulador de colônias de monócitos/macrófagos 
(M-CSF), 568 
H, 976 
humorais, 909 
J, 976 
nuclear-KB, 639 
reumatoide, 517, 1053 
transformador 
do crescimento ot, 1551 
do crescimento À, 991-992, 1551 
VLeiden» 889 
Faturamento, 137 
Febre(s) 
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africana transmitida pela mordida do carrapato, 
1144-1145 
amarela, 164, 1383 
americana transmitida pela mordida do carrapato, 1145 
argentina, 165 
boliviana, 164-165 
botonosa, 1144-1446 
da dengue hemorrágica, 164-165, 1383 
das trincheiras, 1145, 1150-1151 
de Lassa, 164, 1382-1383, 1385 
de Oroya, 1145, 1151 
do Vale de Rift, 164-165, 1383, 1385 
hemorragica da Crimeia-Congo, 164-165, 1382- 
1383, 1385 
hemorrágica de Omsk, 1383, 1385 
hemorrágica viral, 165, 1371, 1384 
hemorrágicas, 157, 164-165 
maculosa da Ilha de Flinders, 1145 
maculosa das Montanhas Rochosas, 1144-1145 
maculosa japonesa, 1145 
maculosa por R. Felis, 1145-1146 
Q, 1145, 1149-1150 
ver também Coxiella burnetii 
mordedura de rato, 1218 
recidivante, 1217-1218 
Felbamato, 368 
Fenciclidina, 360 
estrutura, 357 
Fenilcetonúria, 462, 495-496 
Fenitoina, 366-367 
Fenobarbital, 365-367 
Fenótipo, 1002 
alérgico, 1097 
Feocromocitoma, 218, 402-404 
algoritmo de avaliação, 405 
efeito de medicamentos sobre o teste, 403 
níveis hormonais, 403 
teste de estimulação com glucagon, 403 
teste de supressão com clonidina, 403, 405 
triagem, 402 
Feoifomicose, 1261 
Ferramentas de gerenciamento, 137 
Ferritina, níveis séricos, 90-91, 592 
Ferro, 450 
critérios para aceitação, 122-123 
deficiência, 451 
envenenamento, 379 
função, 451 
metabolismo, 589-590 
níveis séricos, 90-91 
propriedades, 452 
toxicidade, 451 
variabilidade biológica, 80 
Feto, hematopoese, 569 
Fezes, 1363-1365 
açúcares redutores, 333 
alcalinização, 333 
antígeno de Giardia, 333 
coleta, 343 
cultura de bactérias, 333 
cultura especial, 333 
exame 
macroscópico, 343-344 
microscópico, 344 
infecções bacterianas, 1363-1364 
infecções parasíticas, 1275-1278, 1364-1365 
coleta da amostra, manipulação e preservação, 
1275-1276 
coloração por hematoxilina férrica, 1277 
coloração tricrômica de Wheatley, 1277 
colorações acidorresistentes modificadas, 1277 
colorações para microsporídios, 1277 
colorações permanentes, 1277 
cultura e recuperação de nematódeos, 1278 
estudo de ovos, 1277-1278 
exame a fresco direto, 1276 
exame macroscópico, 1276 
exame microscópico, 1276 
objetos semelhantes a parasitas entéricos, 1278 
técnica da fita de celulose para Enterobius, 1277 
técnicas de concentração, 1276-1277 
infecções virais, 1363 
micobactéria, 333 


ovos e parasitas, 333 
protozoários, 333 
triagem de rotavírus, 333 
Fibras de carne, fecal, 344 
Fibrina, 846 
Fibrinogênio, 277-278 
distúrbios, 855-856 
variabilidade biológica, 80 
Fibrinólise, 846 
distúrbios hemorrágicos hereditários da, 857 
Fibronectina 
LCE, 507-508 
líquido peritoneal, 526 
Fibrose cística, 327, 330-331 
diagnóstico molecular, 1504-1505 
Filária, 1313 
Filaríase zoonótica, 1314 
Filoviridae, 1383 
Filtros, 41-43 
FISH ver Hibridização in situ por fluorescência 
Fitomenadiona ver Vitamina K 
FK506, 1013 
Flagelados, 1298-1299 
Chilomatix mesnili, 1298 
Dientamoeba fragilis, 1294-1295, 1297-1298 
Giardia lamblia, 1298-1300 
Pentatrichomonas hominis, 1298 
Trichomonas vaginalis, 1298-1299 
Flaviviridae, 1383 
Flúor, 450 
deficiência, 451 
função, 451 
toxicidade, 451 
Fluorescência, 47 
Fluoretos, efeito sobre testes sanguíneos, 29 
Fluorocromos, 699-700, 948-949 
Fluoroimunoensaio de resolução temporal, 928 
Fluorometria, 46-47 
Fluvastatina, 248 
Fluxo 
de informação, 130-135 
coleta e identificação da amostra, 134-135 
realização de exames e liberação de resultados, 134- 
135 
registro/identificação do paciente, 131-133 
relatório, 135 
solicitação de exames, 133-134 
de trabalho, 14-23 
análise, 18-19 
coleta de dados, 14-18 
compreensão, 19-21 
formulação, 19 
métrica, 21 
plasmático renal, 179-180 
Focagem isoelétrica, 52, 270-271 
hemoglobinas, 609-610, 613-614 
Fondaparinux, 900-901 
Fontes de energia radiante, 40-41 
Food and Drug Administration (FDA), 9 
Formação de coágulo, 846 
Formação rouleaux, 554 
Formigas, 1320 
Fórmula de Friedewald, 233, 244 
Fornos, 63 
Fosfatase 
ácida, 287, 297-298 
bioquímica e fisiologia, 297 
intervalos de referência, 297-298 
quantificação, 298 
resultados anormais, 298 
variação pré-analítica, 297-298 
alcalina, 210, 287, 298 
bioquímica e fisiologia, 298 
critérios para aceitação, 122-123 
diferenças entre os sexos, 298 
intervalos de referência, 299 
líquido peritoneal, 525 
mecanismo de liberação, 315-316 
neutrofílica, 654 
quantificação, 299 
resultados anormais, 299 
variabilidade biológica, 80 
variação pré-analítica, 299 


Fosfato(s) 97-98 
amorfos, 488 
de cálcio básico, 514-515 
de piridoxal, 288 
hiperfosfatemia, 208 
hipofosfatemia, 208 
inorgânico, 27 
Fosfenitoína, 367 
Fosfolipideos, quantificações, 242-243 
Fosfoquinase 303-304 
Fésforo 199-200 
critérios para aceitação, 122-123 
fisiologia, 199-200 
homeostasia, 200 
intervalo de referência, 200 
técnicas analíticas, 199 
variabilidade biológica, 80 
Fosgênio, 167 
Fotodetectores, 43-44 
Fotoférese, 808-810 
Fototubos a vácuo, 43-44 
Fração 
de ejeção ventricular esquerda, 256 
de filtração, 179-180 
Fragmento(s) 
de citoqueratina 19, 1542 
Fab, 957-958 
Framboesia, 1208 
Francisella spp., 1186 
Francisella tularensis, 1380-1382 
manifestação clinica, 1380 
seleção da amostra, 1380-1382 
ver também Tularemia 
Frascos volumétricos, 62 
Frequências 
fenotípicas, 1029-1030 
genéticas, 1029-1030 
Frutosamina, 274 
Frutose-1,6-bifosfato aldolase, 227, 229 
Frutosúria, 227, 469 
Função 
endócrina, 383-426 
eixo hipotálamo-hipófise-tireoide, 394-401 
eixo renina-aldosterona, 417-421 
glândula suprarrenal, 401-417 
glândula tireoide, 391-401 
hipófise, 383-391 
pancreática, 216-218 
glucagon, 217-218 
incretinas, 218 
insulina, 216-217 
somatostatina, 218 
testes de, 102 
Função hepática, 307-326 
metabólica 
amônia, 310 
bilirrubina, 307-309 
lipídeos, 311 
metabolismo de fármacos, 311-312 
normal, 307-309 
síntese proteica, 312-314 
sistema hepatobiliar, 307 
sistema hepatocítico bioquímico, 307 
sistema reticuloendotelial, 307 
Função renal, 176-180 
depuração, 176 
cálculo da, 176 
depuração de água livre, 180 
negativa, 180 
excreção fracionada, 180 
fluxo plasmático renal, 179-80 
fração de filtração, 179-180 
indice de insuficiência renal, 180 
reabsorção fracionada, 180 
taxa de filtração glomerular, 179-180 
creatinina, 177-178 
cistatina C, 179 
depuração de ureia e proporção ureia/creatinina, 
179 
quantificação com substâncias endógenas, 177 
quantificação com substâncias exógenas, 177 
urela, 178-179 
Função reprodutora, 427-443 


avaliação laboratorial, 431-436 
homem, 431-434 
mulher, 434-435 
tecnologia reprodutiva assistida, 435-436 

fisiologia normal, 427-431 
esteroides sexuais, 427-429 
gravidez, 430-431 
reprodução feminina, 429-430 
reprodução masculina, 429 

Fungos, 490 

dermatiáceos, 1259-1261 
cromoblastomicose, 1260-1261 
feoifomicose, 1261 
micetoma, 1260 

dimórficos, 1241-1242 
Blastomyces spp., 1254-1255 
Coccidioides spp., 1255-1256 
Histoplasma spp., 1104-1105 
Sporothrix spp., 1104-1105 

hialinos 
Aspergillus spp., 1262-1264 
Fusarium spp., 1264-1265 
Scedosporium spp., 1265 

Fusarium spp., 1264-1265 


G 


o,-glicoproteina ácida, 279 

y-glutamil transferase 
critérios para aceitação, 122-123 
diferencas entre os sexos, 298 
mecanismos de liberação, 314-315 
variabilidade biológica, 80 

G-CSF, 638 

Gabapentina, 368 

Galactosemia, 227 

Galactosúria, 469 

Gamopatia monoclonal, 281-282 
de importância indeterminada, 674, 965 

Garantia da qualidade, 952, 1393 
análise de identidade, 1529 
diagnóstico molecular, 1468 

Gardnerella spp., 1186-1187 

Gás cloro, 167 

Gastrina, 328, 339 
sérica, 333 

Gastrinoma, 336 

Gastroenterite, viral, 1131 

Gc-globulina, 278-279 

GCH ver Lipoproteína de alta densidade 

Gel filtração, 271 

Gemella spp., 1164-1165 

Gemfibrozil, 248 

Gemtuzumab ozogamicina, 705 

Gene(s), 1002 
BF, 1023-1025 
C2, 1023-1024 
C4, 1023-1024 
da linfotoxina, 1023 
da proteina do choque térmico 70, 1023 
do fator de necrose tumoral, 1023 
NOTCH-4, 1022 
quiméricos, 1607-1610 

Genética, 1002 
Complexo Principal de Histocompatibilidade, 1002 
disturbios de imunodeficiéncia, 1043 
sistema complemento, 977-978 
transplante de tecido/órgão, 1013 

Genômica, 1546, 1568-1572 
análise seriada da expressão genética, 1569 
comparação de tecnologias, 1572 
marcadores moleculares, 1576-1578 
microarranjos de DNA, 1569-1570 
reação em cadeia da polimerase competitiva real, 

1571-1572 

Genótipo, 1002 

Geração 
eletrônica de solicitação de exames, 133-134 
manual de solicitação (em papel), 134 

Germanio, 450 

Giardia lamblia, 1298-1300 

Giardiase, 1324 

Gigantismo, 387 


Ginecomastia, 3 
Glândula suprarrenal, 401-417 
doença autoimune, 1090 
hiperplasia suprarrenal congênita, 406 
hormônios corticais, 404-417 
cortisol e glicocorticoides, 410-417 
distúrbios congênitos das deficiências, 404-410 
eixo mineralocorticoide, 404 
vias esteroldogénicas, 407 
hormônios medulares, 401-404 
feocromocitoma, 402-404 
neuroblastoma, 404 
Glandula tireoide, 391-401 
hipertireoidismo, 393-394 
hipotireoidismo, 91, 393-394 
sintese e metabolismo de hormônio, 394 
Glico-hemoglobina, variabilidade biológica, 80 
Glicocorticoides, 410-417, 1013 
estrutura, 428 
Glicogênio fosforilase, 258 
Glicogenoses 
hepática, 228-229 
muscular, 229 
Glicoproteína associada à mielina, 965 
Glicoquinase, 226 
Glicose, 27, 218-219 
anormalidades, 100 
considerações sobre a amostra, 218 
critérios para aceitação, 122-123 
intersticial, 219 
LCE, 508-509 
líquido 
pericárdico, 522-523 
peritoneal, 525 
pleural, 520 
quantificação, 218-219 
sangue total, 219 
variabilidade biológica, 80 
Glicosídeos digitálicos, 364 
Glicosúria, 468-469 
testes, 402 
Gligogenoses musculares, 229 
Globina, sintese, 572 
Globulina ligadora 
de hormônio sexual, 427 
de tiroxina, 398 
Glomerulonefrite, 1089 
aguda, 492 
crônica, 492 
plasmaférese, 816-819 
Glucagon, 217-218 
Glucagonoma, 217, 336 
Gonadotrofina(s), 384 
coriônica humana, 430, 1542-1543 
e gravidez precoce, 436-437 
Gordura 
fecal, 344 
má absorção, 334-335 
Gota, 514-516 
Gradiente de albumina soro-ascite, 523-524 
Gráfico de Shewhart, 116, 122, 124 
Granulócitos 
distúrbios dos, 639-647 
basofilia, 646 
eosinofilia, 645-646 
neutrofilia, 555, 639-640 
neutropenia, 555, 640-642 
neutrófilos 
na imunidade mediada por células, 946 
alterações morfológicas, 642-644 
distúrbios funcionais, 644-645 
Granulomatose 
de Wegener, 1065 
linfomatoide, 680, 1072 
Granulômero, 559 
Grânulos 
densos (olho de boi), 861 
neutrofílicos, 555-556 
Gravidade específica, 174, 272 
Gravidez, 430-431 
anemia aplásica na, 601 
avaliação laboratorial, 436-442 
asfixia fetal, 442 


defeitos do tubo neural, 437-438 
diabetes gestacional, 440 
eritroblastose fetal, 439-440 
GCH e gravidez precoce, 436-437 
maturidade pulmonar fetal, 440-441 
rompimento de membranas prematuro, 441-442 
sindrome de Down, 438-439 
toxemia da gravidez (pré-eclampsia), 441 
infecção na, 442 
Guerra biológica, 1368-1369 


H 
17œ-Hidroxipregnenolona, 428 
18-Hidroxicorticosterona, 428 
Haemophilus influenza, 1331 
Haemophilus spp., 1180-1182 
Hantavirus, 164, 1382-1383 
Haplótipo, 1002 
Haptoglobina, 276 
Hazardous Materials Regulations, 8 
HAZMAT, 166 
Hb 
Chesapeake, 617 
Constant Spring, 622 
Kansas, 617 
Kenya, 621 
Lepore, 620 
HbA, 608 
HbA., 608 
HbC/B'-talassemia, 616 
HbC/B°-talassemia, 616 
HbD Los Angeles (Punjab), 616 
HDE, 616 
HbE/B-talassemia, 616 
HbF, 608 
persistência hereditária da, 620-621 
HbG Philadelphia, 616 
HbH, 621 
HbS/Asy-talassemia, 614-615 
HbS/O Arab, 615-616 
HbSS/a-talassemia, 615 
Health 
Alert Network, 156 
Insurance Portability and Accountability Act (HIPA), 8 
Level, 7, 139-140 
Maintenance Organization Act, 145-146 
Helicobacter pylori, 327-328 
Helicobacter spp., 1180 
Helmintos 
intestinal, 1302-1303 
cestódeos, 1307-1309 
nematódeos, 1303-1309 
trematódeos, 1309-1313 
tissulares, 1313-1316 
cestódeos, 1316-1317 
nematódeos, 1313-1316 
trematódeos, 1317 
Hemaférese, 794-828 
citaférese de doação, 796-804 
aférese de doação de componentes múltiplos, 801 
coleta de células progenitoras hematopoéticas, 
801-804 
eritroférese, 800-801 
leucaférese, 797-800 
plaquetaférese, 796-797 
complicações doador/paciente, 818-822 
distúrbios eletroliticos e ácido-básico, 819-821 
êmbolos de ar, 822 
hidroxietilamido e coagulopatia, 822 
hipovolemia e reações vasovagais, 822 
inibidores de ACE, 821-822 
reações alérgicas, anafilactoides e anafiláticas, 821 
definições, 794 
indicações para, 804-818 
plasmaférese, 804 
princípios básicos, 795-796 
Hemaglutinação, 751-753, 915-917 
fatores que afetam a, 751-752 
gradação das reações, 752-753 
Hematócrito, 330, 538-539 
exame macroscópico, 538 
quantificação pelo micrométodo, 538-539 
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Hematogônias, 562 
Hematologia, resultados anormais, 90-95 
anemias, 90-93 
anomalias quantitativas de leucócitos, 93-94 
distúrbios de coagulação, 94-95 
Hematoma subdural, 500 
Hematopoese, 566-588 
após o nascimento, 569 
basófilos ver Basófilos 
células-tronco, 566-569 
e células progenitoras hematopoéticas, 567 
fatores de crescimento hematopoéticos, 568-569 
moléculas de adesão, 569 
destruição de eritrócitos, 573-574 
destruição total de eritrócitos ou hemoglobina, 574 
embrionária e fetal, 569 
eosinófilos ver Eosinófilos 
eritrocinética, 574-575 
porírias, 575-577 
coproporfiria hereditária, 576-577 
porfiria cutanea tardia, 576-577 
porfiria eritropoética congênita, 576-577 
porfiria intermitente aguda, 576-577 
porfiria variegada, 576-577 
produção de eritrócitos, 569-573 
efetiva, 574-575 
estrutura e função da hemoglobina, 572-573 
maturação megaloblástica, 571 
maturação normoblástica, 569-571 
regulação da, 571 
síntese de hemoglobina, 571-572 
produção total de eritrócitos ou hemoglobina, 574 
sobrevida efetiva de eritrócitos no sangue, 575 
Hematúria, 472-473 
causas, 473 
Heme, sintese, 571-572 
Hemocitômetro, 540-541 
Hemocromatose, 1027-1028 
diagnóstico genético, 1515-1516 
Hemofilia, 852-854 
avaliação de portadores, 853 
classificação, 853 
complicações do tratamento, 853-854 
tratamento, 853 
Hemoflagelados, 1289-1291 
leishmania, 1291 
tripanossoma, 1290-1291 
Hemoglobina(s), 535-538 
celular média, 539 
cilindros, 485-486 
degradação, 573-574 
derivados 
carboxiemoglobina, 536-537 
metemoglobina, 535-536 
sulfemoglobina, 536 
destruição, 573-574, 604-605 
determinação espectrofotométrica, 538 
estrutura e função, 572-573 
fetal ver HDF 
glicosilada, 223, 609 
hemoglobinometria, erros na, 538 
Lepore, 620 
método da ciano-hemoglobina, 537 
sintese, 571-574 
ver também Hb 
Hemoglobinopatia de alta afinidade pelo oxigênio, 617, 
632 
Hemoglobinúria, 472-473 
da marcha, 626 
paroxistica fria, 628-630, 770, 981 
paroxística noturna, 601, 607, 981 
citometria de fluxo, 714 
Hemólise, 309, 603-605 
adquirida, 625-630 
agentes fisicos, 626 
agentes infecciosos, 627 
agentes quimicos, 625-626 
anemias hemoliticas imunes, 627-628 
deficiéncia de piruvato quinase, 625 
destruição de hemoglobina, 604-605 
distúrbios de membrana 
eliptocitose hereditária, 606 
esferocitose hereditária, 605-606 
estomatocitose hereditária, 606-607 
hemoglobinúria paroxística noturna, 607 


distúrbios metabólicos, 622-625 
deficiência de glicose-6-fosfato desidrogenase, 
623-624 
metabolismo eritrocitário, 622-623 
extravascular, 720 
intravascular, 720 
não imune, 789 
pirimidina-5'-nucleotidase, 625 
sobrevida de eritrócitos, 604 
traumática, 626 
Hemopexina, 279 
Hemorragia 
intracraniana, 500 
subaracnóidea, 500 
Hemossiderina 
cilindros, 486 
cristais, 485 
na urina, 472 
Hemostasia, 843-852 
distúrbios, 849 
ensaios, 849-851 
fisiológica versus ensaios clínicos, 848-849 
iniciação da, 848 
interpretação dos testes de triagem, 851 
laboratório clínico, 848 
papel das plaquetas na, 844-845 
agregação e secreção, 866-868 
ativação plaquetária, 862-864 
coagulação, 868-869 
função, 864-866 
vias de sinalização intracelular, 869 
papel do endotélio na, 844-845 
sistema(s) 
de proteínas de anticoagulação, 846-848 
de proteínas de coagulação, 845-846 
fibrinolitico, 846 
Heparina, 94-95, 897-900 
de baixo peso molecular, 898 
efeitos sobre testes sanguíneos, 29 


trombocitopenia induzida por heparina, 871, 898-900 


Hepatite, 319-320, 790, 1131-1134 
A, 317 
alcoólica, 321 
autoimune, 1085-1086 
marcadores séricos, 317 
B, 11,317-319, 1127, 1331-1332 
C, 319-320, 1331-1332 
crônica, 321 
D, 320 
E, 320 
G, 320 
marcadores virais, 317-320 
Herança, 1002 
Heroina, 358-359 
estrutura, 356 
Herpes simples, 1125-1127, 1331-1332 
detecção direta, 1119 
isolamento em cultura de células, 1117-1119 
Heterophyes hetrophyes, 1310 
Heterozigoto, 1002 
Hialômero, 559 
Hiato aniônico, 98-99 
Hibridização 


de oligonucleotídeos sequência-específicos, 1010-1011 


in situ por fluorescência, 1435-1436 
multicolorida, 1404-1405 
sensibilidade, 1404-1405 
técnica, 1401-1405 
teste de DNA celular para câncer, 1559-1560 
por Southern blot, 1472 
rearranjos genéticos de receptor de antígeno, 
1481-1485 
Hibridização de ácido nucleico, 1401-1405 
amostra, 1402 
detecção dos híbridos, 1402-1403 
formatos, 1403-1045 
fase líquida ou solução, 1403 
fase sólida, 1403 
hibridização dot/blot, 1404 
hibridização in situ, 1404-1405 
hibridizações Southern e Northern, 1404 
microarrays, 1404 
pares de bases complementares, 1402 
sonda, 1401-1402 
Hidatidose, 1317 


Hidrolases, 287 
Hidropsia fetal da Hb de Bart, 621 
Hidroxiapatita de cálcio, 515 
Hidroxicobalamina ver Vitamina B,, 
Hill-Burton Act, 145 
Hiperaldosteronismo, 97 
causas, 420-421 
primário, 420 
secundário, 182-183 
Hiperamilasemia, 328-329 
Hiperbilirrubinemia, 322-323 
Hipercalcemia, 98, 204-206 
associada à malignidade, 206 
causas, 205 
Hipercalciúria, 493-494 
Hipercalemia, 97 
causas e patogênese, 183-184 
diagnóstico diferencial, 184 
Hipercarbia, 99 
Hipercolesterolemia 
familiar, 249 
poligênica (não familiar ), 249 
Hipercortisolismo, 103 
Hipercrômico, 550 
Hiperfosfatemia, 208 
Hipergamaglobulinemia policlonal, 963 
Hiperglicemia 
e hiponatremia, 186 
efeito sobre o sódio sérico, 174 
Hiper-hidratação, 95-96 
Hiper-homocisteinemia, 892 
Hiperimunoglobulinemia, 963-964 
monoclonal, 963 
policlonal, 964 
Hiperinsulinismo, endógeno, 226 
Hiperleucocitose, 807 
Hiperlipidemia combinada familiar, 25 
Hiperlipoproteinemia de tipo 1, 251 
Hipermagnesemia, 208 
Hipermetilação de promotor, 1559 
Hipernatremia, 96-97 
causas e patogênese, 187-188 
Hiperoxalúria, 494 
Hiperparatireoidismo 
primário, 205, 208 
secundário, 205-206, 208 
terciário, 206, 208 
Hiperplasia 
suprarrenal 
congênita, 406, 1028 
lipoide congênita, 410, 412 
lipoide, 406 
Hiperprolactinemia, 385, 434 
Hiperquilomicronemia, 251 
Hipersensibilidade imediata, 1096-1100 
células e mediadores, 1099-1100 
fenótipo alérgico, 1096-1100 
IgE, 1098-1099 
regulação da síntese de IgE, 1097-1098 
testes para, 1107 
Hipertensão, induzida pela renina, 418-420 
Hipertireoxinemia eutireóidea, 396 
Hipertônico, 175-176 
Hipertrigliceridemia, 247 
familiar, 251 
Hiperuricúria, 494 
Hipoaldosteronismo 
hiporrenina, 421 
hiporreninêmico, 184 
Hipoalfalipoproteinemia familiar, 252 
Hipobetalipoproteinemia, 252 
Hipocalcemia, 98, 207 
Hipocalemia, 97 
causas e patogênese, 182-183 
diagnóstico diferencial, 183 
Hipocrômico, 550 
Hipofibrinólise, 890 
Hipófise, 383-391 
hormônios, 384 
deficiência, 384 
hormônio antidiurético, 388-391 
hormônio de crescimento, 386-388 
ocitocina, 388 
prolactina, 385-3866 
tumores, 383-84, 385 


Hipofosfatemia, 208 
Hipogamaglobulinemia, 281-282 
Hipoglicemia, 100, 217, 224 
alimentar, 226-227 
autoimune, 226 
hiperinsulinêmica persistente da infância, 226 
Hipogonadismo masculino, 433 
Hipomagnesemia, 209 
Hiponatremia, 95-96 
avaliação, 392 
causas e patogênese, 186-187 
classificação, 187 
Hipoparatireoidismo, 207 
Hipoproteinemia, 280-281 
Hipotireoidismo, 91, 393-394 
Hipotônico, 174 
Hipovolemia, induzida por hemaférese, 822 
Hirudina, 900 
Histiócitos, LCE, 502 
Histiocitose de Langerhans, 689-690 
Histoplasma capsulatum, 1331 
Histoplasma spp., 1252-1254 
diagnóstico laboratorial, 1253-1254 
doenças clínicas, 1252-1253 
fatores de risco, 1252 
patologia, 1253 
HIV, 511-512, 789, 1029, 1126-1127, 1331-1332 
HLA 
compatibilidade, 1012-1015 
detecção de polimorfismo, 1010-1012 
detecção celular de moléculas de classe II, 1012 
detecção sorológica de moléculas de classes I e II, 
1012 
tipagem dos alelos de classes I e II baseada no 
DNA, 1010-1012 
nomenclatura, 1009-1010 
designações de alelos baseadas no DNA, 1009-1010 
especificidades sorológicas e celulares, 1009 
reação cruzada para transplante de células 
progenitoras, 1017 
ver também Complexo Principal de 
Histocompatibilidade 
HLA-A, 1003-1006 
HLA-B, 1003-1006 
HLA-C, 1003-1006 
HLA-DP, 1006-1008 
HLA-DQ, 1006-1008 
HLA-DR, 1006-1008 
HLA-E, 1006 
HLA-F, 1006 
HLA-G, 1005-1006 
Homeostasia hídrica, 390 
Homocisteina, 262-263 
ensaio, 595 
variabilidade biológica, 80 
Homocistinária, 497 
Homozigoto, 1002 
Hormônio 
estimulador da tireoide, 384, 395-396 
folículo-estimulante, 384, 429-430 
liberador 
de corticotropina, 413 
de gonadotrofina, 429 
luteinizante, 384, 429 
Hormônio antidiurético, 174, 383, 388-391 
diabetes insipido, 389-390 
regulação da liberação, 184 
sindrome da secreção inadequada de ADH, 96, 187, 
390-391 
Hormônio do crescimento, 384, 386-388 
deficiência, 387 
excesso, 387-388 
HPLC de troca catiônica, 609 
Hymenolepis 
diminuta, 1309 
nana, 1308-1309 


Icterícia 
achados na urina, 475 
achados nas fezes, 475 
Ictiose, 1451 
Idade, 25-26 
e resposta imune, 940 


Idaparinux, 900-901 
Identificação da amostra, 134-135 
Identificação de paciente positivo, 131-133 
Ilhas eritroblásticas, 571 
Ilhotas de Langerhans, 216 
Imagem assistida por computador, 1434-1435 
Imipramina, 374 
Immunoblotting, 1060-1061 
Impedancia, 51 
elétrica, 546-547 
Implementação, 137-138 
Imunidade adquirida 
papel do complemento, 978 
Imunidade celular, 938-955 
critérios clínicos para avaliação, 939-941 
efeito da idade sobre a resposta imune, 940 
Imunidade humoral, 956-970 
anticorpos ver Anticorpos 
diagnóstico da doença, 965-970 
bandas de imunoglobulinas oligoclonais no LCE, 
968-969 
imunoeletroforese, 966 
imunofixação, 966 
prevenção da doença e terapia, 969-970 
teste de crioglobulina, 966-967 
imunoglobulinas ver Imunoglobulinas 
Imuno-hematologia, 717-774 
anticorpos para grupo sanguíneo, 718-719 
aloanticorpos e autoanticorpos para grupo 
sanguíneo, 719 
imunoglobulinas e ligação ao antígeno, 718 
antígenos de grupo sanguíneo, 717-718 
características químicas, 718 
densidade antigênica, 718 
imunogenicidade, 718 
antígenos eritrocitários e anticorpos, 721-751 
sistema de grupo sanguíneo ABO, 721-724 
sistema de grupo sanguíneo Cartwright, 743-744 
sistema de grupo sanguíneo Chido/Rodgers, 746- 
747 
sistema de grupo sanguineo Colton, 745-746 
sistema de grupo sanguineo Cromer, 748-749 
sistema de grupo sanguineo Diego, 741-743 
sistema de grupo sanguineo Dombrock, 744-745 
sistema de grupo sanguineo Duffy, 739-741 
sistema de grupo sanguineo Gerbich, 747-748 
sistema de grupo sanguineo GIL, 751 
sistema de grupo sanguineo I, 750-751 
sistema de grupo sanguineo Indian, 749-750 
sistema de grupo sanguineo JMH, 750 
sistema de grupo sanguineo Kell e Kx, 735-738 
sistema de grupo sanguineo Kidd, 741 
sistema de grupo sanguineo Knops, 749 
sistema de grupo sanguineo Lewis, 738-739 
sistema de grupo sanguineo Lutheran, 734-735 
sistema de grupo sanguineo LW, 746 
sistema de grupo sanguineo MNSs, 724-727 
sistema de grupo sanguineo OK, 750 
sistema de grupo sanguineo P, 727-729 
sistema de grupo sanguineo RAPH, 750 
sistema de grupo sanguineo Rh, 729-734 
sistema de grupo sanguineo Scianna, 744 
sistema de grupo sanguineo Xg, 744 
sistema complemento e banco de sangue, 719-721 
testes e procedimentos, 751-771 
anemia hemolitica autoimune, 768-771 
detecção de anticorpos, 758-764 
hemaglutinação, 751-753 
técnicas de identificação de anticorpos, 764-768 
teste de antiglobulina humana, 753-755 
teste de compatibilidade, 755-758 
Imunodeficiência, 939-940 
Imunoeletroforese, 966 
Imunoensaio(s) 
automação instrumental, 930-932 
amostragem e distribuição de líquidos, 931 
considerações sobre o fluxo prático, 930-931 
cubeta de reação, 931 
separação de moléculas ligadas/fixas e sistemas de 
lavagem, 931 
sistemas de ensaio heterogêneo, 930 
sistemas modulares, 932 
transporte, 931 
caracteristicas da fase sólida, 914 
classes de, 912-913 


colorimétrico, 923 
com doador de enzima clonado, 926 
com microarranjos para analitos múltiplos, 934 
com precipitina, 915-919 
conjugação química, 913 
de aglutinação de partículas, 914 
de contagem de partículas, 919 
de precipitação, 913 
de proteção de fluorescência, 929 
de quimioluminescência, 913, 923-924, 929-930 
de reativação com apoenzima, 925 
de transferência de fluorescéncia por excitação, 928- 
929 
eletroquimioluminescente, 930 
enzimático homogêneo inibitório (EIHIA), 925-926 
fluorescente, 913, 923, 925-929 
com substrato marcado, 925 
ensaio de fluorescência por polarização, 349-351, 
928 
ensaio imunofluorimétrico de partição radial, 928 
ensaio imunofluorimétrico de resolução temporal, 928 
fluoroimunométrico, 928 
fundamento e classificação, 925 
heterogêneo, 928 
homogêneo, 928 
imunoensaio de proteção de fluorescência, 929 
imunoensaio de transferência de fluorescência por 
excitação, 928-929 
homogêneo, 349-351 
imunoensalo enzimático, 921-927 
fundamento e classificação, 921-922 
heterogêneo, 922-924 
homogêneo, 924-927 
imunoquimica, 911-912 
múltiplos simultâneos, 934-935 
ensaio de microcanais com disco compacto, 935 
ensaio MicroSpot, 934-935 
fundamento, 934 
imunoensaio com microarranjos para analitos 
múltiplos, 935 
imunoensaio por citometria de fluxo, 935 
nefelométricos, 915 
partícula, 913-919 
aglutinação de partículas de gelatina, 917 
aglutinação do látex, 917 
ensaio turbidimétrico com látex, 917 
hemaglutinação, 915-917 
imunoensaio de contagem de partículas, 919 
por citometria de fluxo, 935 
precipitina e nefelométrico, 915-919 
quimioluminescente, 930 
ésteres de acridina como indicadores, 930 
fundamento, 929 
imunoensaio eletroquimioluminescente, 930 
radioimunoensaio, 919-920 
teste rapido, 932-934 
dispositivos de ensaio de fluxo continuo, 932 
dispositivos imunocromatograficos, 932-933 
tira reagente, 932 
Imunoensaio enzimatico, 913, 921-927, 1142-1143 
fundamento e classificação, 921-922 
heterogêneo, 922-924 
colorimétrico, 923 
fluorescente, 923 
quimioluminescente, 923-924 
homogêneo, 924-927 
imunoensaio com doador de enzima clonado, 926 
imunoensaio de reativação com apoenzima, 925 
imunoensaio enzimático homogêneo inibitório 
(ETHIA), 925-926 
imunoensaio fluorescente com substrato marcado, 
925 
técnica de imunoensaio multiplicado por enzima 
(EMIT), 924-925 
Imunofenotipagem, 949-950 
Imunofixação, 507, 966 
Imunofluorescência indireta, 1057-1059 
padrões citoplasmáticos, 1056 
Imunoglobulina A, 962-963 
Imunoglobulina D, 963 
Imunoglobulina E, 963, 1097-1099 
anticorpos, 1102-1107 
estrutura, 1098-1099 
intervalos de referência séricos, 1101 
propriedades físico-químicas, 1098 
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quantificação, 1101-1103 
aplicações clínicas, 1103-1107 

regulação da síntese, 1097-1098 

Imunoglobulina G, 961 

LCE, 506 

subclasses, 1039 

Imunoglobulina M, 960-961 

cadeia J, 960 

Imunoglobulina(s), 718, 909, 960-963, 1038-1039 

humana, 960 

monoclonal, 964-965 

policlonal, 964 

propriedades físicas, 960 

quantificação, 333 

significado clínico, 963-965 
crioglobulinas, 965 
hiperimunoglobulinemia, 963-964 
imunoglobulinas monoclonais, 964-965 

variantes, 960 

ver também imunoglobulinas individuais 

Imunoquímica, 911-912 

anticorpos ver Anticorpos 

antigenos, 911-912 

reação antigeno-anticorpo, 911 


Anaerobiospirillum succiniciproducens, 1218 
Borrelia spp., 1212-1218 

doença de Lyme, 1212-1217 

febre recidivante, 1217-1218 
espiroquetose intestinal, 1218-1219 
febre por mordedura de rato, 1218 
Leptospira spp., 1211-1212 

clinica, 1212 

descrição, 1211 

diagnóstico laboratorial, 1212 

epidemiologia, 1211 

patologia e patogênese, 1211-1212 

tratamento, 1212 
sífilis endêmica, 1208 

tratamento, 1211, 1126-1127 
Treponema spp., 1207-1211 

diagnóstico laboratorial, 1209-1210 

framboesia, 1208 

pinta, 1208-1209 

sífilis, 1207-1208 


Infecções virais, 1111-1138 


coleta da amostra, 1120-1121 
coleta e manipulação da amostra, 1117 
coleta e transporte da amostra, 1116 


Inibidores 
da coagulação, 848 
de ACE, e hemaférese, 821-822 
de protease, 279-280 
de serina-protease do tipo Kunitz, 848 
de trombina diretos, 900 
Inibina, 429-430 
Insensibilidade parcial a andrógenos, 431 
Insetos, 1319-1321 
abelhas, vespas e formigas, 1320 
baratas, 1318-1320 
besouros, 1320 
mariposas e borboletas, 1320 
moscas e mosquitos, 1320-1321 
percevejos e barbeiros, 1320 
piolhos, 1319 
pulgas, 1319 
Instrumentação, 37-64 
citometria de fluxo, 49-50 
condutância, 51 
contador de cintilação, 56-57 
cromatografia, 52-55 
eletroforese capilar, 57-58 
eletroforese e densitometria, 51-52 


congênita e perinatal, 1124-1127 
citomegalovirus, 1125-1126 
enterovirus, 1126-1127 
herpes simples, 1125-1127 
HIV, 1126-1127 
parvovirus, 1126-1127 


eletroquimica, 50-51 

espectrofotometria, 37-45 

espectrometria de massa, 55-56 

espectroscopia de luminescéncia molecular, 46-47 
espectroscopia de ressonância magnética nuclear, 58 
focagem isoelétrica, 52 


Imunossupressores, monitoramento de fármacos 
terapêuticos, 372-373 

Incretinas, 218 

Incubação, 69-70 

Incubadoras a seco, 63 

Indicadores acidobásicos, 1583-1584 





Índice(s) rubéola, 1125-1126 impedância, 51 
de desvio-padrão, 107 vírus da hepatite B, 1126-1127 nefelometria e turbidimetria, 47-48 
de massa corporal, 1586 crupe, 1120 osmometria, 48-49 
de refração, 272 cultura viral, 1112-1114 reflectometria, 45-46 
eritrocitários, 539 detecção refratometria, 48 
relativo, 257 de antígeno viral, 1114-1115 Instrumentos para contagem celular, 546-548 
Infarto do miocárdio, diagnóstico, 101-102 direta do herpes simples, 1119 citoquímica, 547 
Infecção molecular, 1114-1115 condutividade por radiofrequência, 547 
anormalidades leucocitárias, 93-94 diagnóstico sorológico, 1119 contagem de reticulócitos automatizada, 548 
na gravidez, 442 equipamento e suprimentos, 1117 descrição/sinalização, 547-548 
risco de, 12 ensaio de antígeno viral, 1121-1122 dispersão da luz, 547 
Infecções gastroenterite viral, 1131 impedância elétrica, 546-547 
de ferida, 1366 hepatite viral e infecção retroviral, 1131-1134 Insuficiência 


herpéticas mucocutâneas, 1117-1119 
coleta e manipulação da amostra, 1117 
detecção direta do herpes simples, 1119 
diagnóstico sorológico, 1119 
isolamento em cultura de células herpes simples, 

1117-1119 

por clamídias, 1139-1143 
diagnóstico laboratorial, 1142-1143 
estrutura, 1139-1140 
replicação, 1140 
tratamento, 1143 
ver também organismos individuais 

por micoplasma, 1151-1153 
diagnóstico laboratorial, 1152-1153 
micoplasmas genitais, 1152-1153 
Mycoplasma pneumoniae, 1151-1152 
tratamento, 1153 

por riquétsias, 1143-1151 
Anaplasma, 1147-1149 
Bartonella, 1150-1151 
como agentes de bioterrorismo, 1146 
Coxiella burnetii, 1149-1150 
diagnóstico laboratorial, 1146-1147 
Ehrlichia, 1148 
febre africana transmitida pela mordida do 

carrapato, 1144-1145 
febre botonosa, 1144-1146 


febre maculosa das Montanhas Rochosas, 1144-1145 


febre maculosa por R. felis, 1145 
riquetsiose variceliforme, 1145 
tifo, 1146 
tifo rural, 1147 
tratamento, 1147 
virais congénita e perinatal, 1124-1127 
citomegalovirus, 1125-1126 
enterovirus, 1126-1127 
herpes simples, 1125, 1127 
HIV, 1126-1127 
parvovirus, 1126-1127 
rubéola, 1125-1126 
virus da hepatite B, 1127 
Infecções por espiroqueta, 1206-1222 


hospedeiros imunocomprometidos, 1134-1135 
infecções 
cutâneas e exantemas virais, 1128-1131 
herpéticas mucocutâneas, 1117-1119 
virais do trato respiratório, 1119-1122 
influenza, 1119-1120 
isolamento 
de vírus, 1122 
em cultura de células do herpes simples, 1117- 
1119 
meningite e encefalite viral, 1127-1128 
metapneumovírus, 112 
mononucleose infecciosa e Infecções relacionadas, 
1122-1124 
diagnóstico sorológico, 1123-1124 
mononucleose infecciosa heterófila negativa, 
1124 
sindrome(s) 
da fadiga crénica, 1124 
infecciosas virais clinicas, 1117 
sorologia viral, 1115-1116 
variação sazonal, 1112 
vírus sincicial respiratório, 1120 


Informática, 130-141 


coleta e identificação da amostra, 134-135 

fluxo de informação, 130-135 

padrões de comunicação, 138-141 

realização de exames e liberação de resultados, 134- 
135 

registro/identificação do paciente, 131-133 

relatório, 135 

sistema de informação laboratorial, 136-138 

solicitação de exames, 133-134 


Ingestão 


adequada, 444 
dietética de referência, 444-445 


Inibição 


competitiva, 291 
mista, 291 
não competitiva, 291-292 


Inibidor de Cl, 976 


ensaio, 984 


suprarrenal, 416-417 
cardíaca, 256-257 
cardíaca congestiva, 102 
marcadores, 263-264 
hepática aguda fulminante, 101, 323-324 
hepática fulminante, 323-324 
renal, 462-463 
anemia da, 91, 93 
níveis de minerais na, 208 
tubular seminifera, 431-432 
Insulina, 216-217 
variabilidade biológica, 80 
Insulinoma, 336 
Integração, 21-22 
Integrinas, 992-993 
Interação antigeno-anticorpo, 958 
Interferon-y, 992 
líquido pericárdico, 523 
líquido pleural, 518, 520 
Interleucina-1, 985 
Interleucina-2, 985-986 
Interleucina-3, 568, 986 
Interleucina-4, 986 
Interleucina-5, 568, 986 
Interleucina-6, 568, 986-987 
Interleucina-7, 987 
Interleucina-8, 987-988 
liquido peritoneal, 526 
Interleucina-9, 568, 988 
Interleucina-10, 988 
Interleucina-11, 568, 988-989 
Interleucina-12, 989 
Interleucina-13, 989 
Interleucina-14, 989 
Interleucina- 15, 989-990 
Interleucina-16, 990 
Interleucina-17, 990 
Interleucina-18, 990 
Interleucina-19, 990 
Interleucina-20, 990 
Interleucina-21, 991 
Interleucina-22, 991 


Interleucina-23, 991 
Interleucina-25, 991 
Interleucina-26, 991 
Interleucina-27, 991 
Internal Revenue Service, 150 
International Union for Pure and Applied Chemistry 
(IUPAC), 58 
Intervalo(s) 
de confiança, 107 
de referência, 79-81, 113-114 
osmótico fecal, 333 
Intolerância 
à frutose, hereditária, 227 
à lactose, 327 
Intoxicação por 25(0H)D, 208 
investigações de primeiro nível, história clínica, exame 
físico e contagem sanguínea inicial, 1037-1038 
funções pulmonares, 1039 
imagem radiológica, 1039 
imunoglobulinas, 1038-1039 
investigações de segundo nivel 
avaliação do complemento, 1041 
avaliação funcional da célula T, 1040 
Imunidade mediada por células T, 1039-1040 
produção de anticorpos, 1039 
subclasses de Ig, 1039 
investigações de terceiro nível 
análises da fagocitose, 1042 
citocinas e receptores de citocinas, 1042 
ensaios para células natural killer, 1041 
genética molecular e diagnóstico pré-natal, 1043 
marcadores de superficie celular, 1042-1043 
produção de anticorpo, 1043 
quantificação de enzimas, 1041 
Iodamoeba bütschlii, 1294, 1296-1298, 1301 
Iodo, 394, 450 
deficiéncia, 451 
função, 451 
propriedades, 452 
toxicidade, 451 
urinário, quantificação, 398 
Ionização por dessorção a laser de superfície 
melhorada, 55 
Isoamilase, 338-339 
Isocromossomos, 1443-1444 
Isomerases, 287 
Isoprostanas F2, LCE, 509 
Isospora belli, 1294, 1300 
Isosporiase, 1324 
Isotônico, 176 
Isozimas, 287 


Jejum, quantificação de lipídeos, 240 
Joint Commission on Accreditation of Healthcare 
Organizations (JCAHO), 10 


Kingella spp., 1183 
Klebsiella pneumoniae, 1331 
Ki» 293 


L 


B-lipoproteína, 276 
Laboratório(s) 
aberto, 7 
centrais, 7 
de consultório médico, 74-78 
de criminalística, teste de DNA em, 1525 
de referência, 7, 131 
testes por, 21 
de teste rápido, 7, 74-78 
contratação de funcionários, 76 
protocolo recomendado, 77 
fechados, 7 
regionais, 7 
sem mercúrio, 62 
sentinela, 156 
stat, 6-7 
Laboratório de diagnóstico molecular, 1455-1469 
acreditação laboratorial, 1468 
garantia da qualidade, 1468 
controle de contaminação, 1457 


controle de qualidade, 1466-1468 
do equipamento, 1467 
equipamento, 1457, 1461 
equipe, 1458-1460 
certificação, 1458-1460 
diretor do laboratório, 1458 
residentes, bolsistas e estudantes de graduação, 1458 
supervisor técnico, 1458 
tecnólogos médicos e técnicos de biologia 
molecular, 1458 
formas de teste clínico, 1460-1461 
métodos manuais à base de kit, 1460 
plataformas automatizadas para testes 
moleculares, 1460-1461 
testes desenvolvidos no laboratório, 1460 
planejamento, 1456-1457 
seleção do teste, 1461-1462 
aspectos relacionados a patentes, 1463 
reembolso, 1462-1463 
validação analítica e clínica dos testes, 1463-1466 
reagentes analito-específicos, 1465-1466 
teste genético, 1466 
Laboratório de nível A 
papel no terrorismo biológico, 156 
designações laboratoriais, 156 
questões envolvendo segurança, 156 
questões legais, 156-157 
papel no terrorismo nuclear, 168 
papel no terrorismo químico, 166-167 
Laboratory Response Network, 1372-1387 
Burkholderia mallei e Burkholderia pseudomallei, 
1376-1378 
classificação, 1376-1378 
Coxiella burnetii, 1378-1380 
diretrizes para a expedição e manuseio de materiais 
infecciosos, 1373 
Francisella tularensis, 1380-1382 
responsabilidade do laboratório clínico, 1373 
vírus desconhecidos, 1382-1384 
Lactato 
critérios para aceitação, 122-123 
desidrogenase, 27, 287-288, 301-303, 516 
bioquímica e fisiologia, 301-302 
critérios para aceitação, 122-123 
intervalos de referência, 301 
líquido peritoneal, 525-526 
mecanismo de liberação, 314-315 
quantificação, 302 
resultados anormais, 302-303 
variabilidade biológica, 80 
variação pré-analítica, 301 
LCE, 508-509 
liquido 
peritoneal, 526 
pleural, 520 
Lactógeno placental humano, 430 
Lactosúria, 469 
Lactotrofos, 383-384 
tumores de, 385 
Lacunas de Howship, 205 
Lamotrigina, 368 
Larva migrans, 1315 
Lavagens peritoneais, 524 
Laxantes, 331 
LCE ver Líquido cerebrospinal 
LDL, 234-236 
Lecitina: colesterol aciltransferase, 236, 238, 253 
Lectinas, 767 
Leflunamida, 373 
Legionella spp., 1183-1184 
Legislação, 7-8 
Lei 
de Beer-Lambert, 39-40 
de Michaelis-Menten, 289, 292-293 
Leiomiomatose hereditária e carcinoma de células 
renais, 1512 
Leishmaniose, 1291, 1324 
cutânea, 1291 
diagnóstico, 1291 
mucocutânea, 1291 
visceral, 1291 
Leptospira spp., 1211-1212 
clinica, 1212 
descrição, 1211 
diagnóstico laboratorial, 1212 


epidemiologia, 1211 
patologia e patogênese, 1211-1212 
tratamento, 1212 
Lesão cardíaca, 255-267 
Lesão hepática, 314-320 
a-fetoproteina, 316 
induzida por alcool, 311 
marcadores autoimunes, 316-317 
marcadores de infecção pelo virus da hepatite, 317- 
320 
hepatite A, 317 
hepatite B, 317-319 
hepatite C, 319-320 
hepatite D, 320 
hepatite E, 320 
hepatite G, 320 
niveis de enzimas plasmaticas, 314-316 
lesão canalicular, 315-316 
liberação de enzimas, 314-315 
localização celular das enzimas, 314 
Lesão miocárdica, marcadores da, 257-261 
albumina modificada por isquemia, 259 
anidrase carbônica III, 258 
diagnóstico da síndrome coronariana aguda, 260 
ensaio de CK-MB massa, 257 
evolução histórica, 257 
glicogênio fosforilase, 258 
isoformas de creatina quinase, 259 
mioglobina, 258 
miosina, 259 
procedimentos do ensaio, 259-260 
proteína ligadora de ácidos graxos cardíaca, 259 
troponina cardíaca, 257-258 
Lesão musculoesquelética, 303-304 
Lesão pulmonar aguda associada à transfusão (TRALI), 
787-788 
Lesões 
hepáticas que ocupam espaço, 323 
por picada de agulha, 11 
Leucaférese, 794, 797-800 
aspectos associados ao doador, 799-800 
estimulação do doador, 798-799 
indicações para, 807 
procedimento de coleta, 799 
requisitos para o, 798 
seleção do doador, 798 
transfusões de granulócito, 797-798 
Leucemia 
basofílica aguda, 666 
bifenotípica, 667 
bilinear aguda, 667 
de células killer, 681 
de células pilosas, 671 
citometria de fluxo, 711 
de linfócitos grandes granulares, 681 
de plasmócitos, 674 
diagnóstico molecular, 1471-1481 
eosinofílica crônica, 655 
indiferenciada, 667 
linfoblástica de precursor de células B, 667-668 
linfoblástica de precursor de células T, 668-669 
megacarioblástica aguda, 666 
mieloblástica aguda, 504 
mielógena crônica, 94, 653-655 
mieloide crônica, atípica, 659 
mielomonocitica aguda, 709 
mielomonocitica crônica, 658-659 
mielomonocitica juvenil, 659 
neutrofilica crônica, 655 
pró-linfocítica de células B, 669-671 
pró-linfocítica de células T, 680 
reação em cadeia da polimerase com transcriptase 
reversa, 1471-1472 
translocações na, 1473 
ver também tipos individuais de leucemia 
Leucemia aguda, 879 
bilinear, 867 
citometria de fluxo, 703-706 
alvos terapêuticos, 705-706 
diagnóstico e classificação, 703-705 
fatores prognósticos, 705 
monitoramento da doença residual, 706 
indiferenciada, 667 
Leucemia linfoblástica aguda, 504 
diagnóstico molecular, 1472-1474, 1477-1480 
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pediátrica, 1477-1479 
perfil de expressão gênica, 1492-1494 
Leucemia linfocítica 
crônica, 94, 520, 1446 
citometria de fluxo, 710 
perfil de expressão gênica, 1493-1494 
crônica/linfoma linfocítico pequeno, 669 
pequena, 1446 
Leucemia mieloide aguda, 661-667, 1446 
anormalidades genéticas recorrentes, 662-663 
aspectos clínicos e laboratoriais, 661 
associada a agente alquilante, 664 
características principais, 662 
citometria de fluxo, 707 
com displasia de múltiplas linhagens, 664 
relacionadas à terapia, 664 
diagnóstico molecular, 1474-1477 
linhagem ambígua, 677 
marcadores prognósticos, 1577 
não classificada, 664-667 
perfil de expressão gênica, 1492-1494 
Leucemia mieloide crônica, diagnóstico molecular, 
1471-1474 
Leucemia pró-mielocítica aguda, 663 
citometria de fluxo, 708 
diagnóstico molecular, 1475-1476 
Leucemia/linfoma de células T do adulto, 682 
Leucócitos, 554-559, 637-639 
alterações degenerativas, 557-558 
artefatos, 559 
células contraídas, 558 
células endoteliais, 558 
células rompidas, 577 
fecais, 333, 344 
na urina, 481-482 
normalmente presentes, 555-557 
pseudofagocitose, 558 
segmentação nuclear radial, 558 
vacuolização, 558 
variação fisiológica, 544-545 
ver também tipos individuais 
Leucocitose, 93-94 
fisiológica, 639 
patológica, 639-640 
Leveduras, 490 
morfologia, 1246 
ver também Doenças micóticas 
Liases, 287 
Liderança, 3-6 
características, 4 
Lidocaína, 364-365 
Ligação do antígeno, 718 
Ligações dissulfeto, 269 
Ligante 
de kit, 486 
Flt-3, 568 
Ligases, 287 
Linfadenopatia transmitida pelo carrapato, 1145 
Linfocitopenia, 651-652 
Linfócitos, 556-557, 583-587 
ativação e proliferação, 945-946 
células B ver Linfócitos B 
células natural killer, 586 
células T ver Linfócitos T 
urina, 482 
distúrbios funcionais, 652 
função e fisiologia, 586-587 
imunofenotipagem, 943 
LCE, 502-503 
líquido pleural, 519 
medula óssea, 562 
normal, 647 
tecido linfoide 
primário, 583-586 
secundário, 586 
Linfócitos B, 583-587, 908 
anticorpos, 1015-1016 
diferenciação, 703 
Linfócitos T, 585, 907-908 
ativação e proliferação, 945-946 
avaliação funcional, 1040 
diferenciação, 703 
imunidade, 1039-1040 
Linfocitose, 647-651 


citomegalovírus, 650 

coqueluche, 648 

crônica, 648 

doenças e condições associadas a retrovírus, 648 
infecciosa aguda, 647-648 

mononucleose infecciosa e vírus Eipstein-Barr, 648-650 
toxoplasmose, 651 


Linfoma 


alvos terapêuticos, 712 
angioimunoblástico de células T, 684 
associado à infecção pelo HIV, 688 
blástico de células NK, 683 
Burkitt, 679, 1446, 1489 
atípico, 679 
células anaplásicas grandes, 685 
células B, 1486-1487 
células de revestimento, 677, 1487 
citometria de fluxo, 710 
células T anaplásicas grandes, 1489-1490 
células T hepatoesplênico, 683 
células T/NK periféricas, 684-685 
células T tipo paniculite subcutânea, 683 
centro folicular difuso, 677 
citometria de fluxo, 706-713 
de células B da zona marginal (MALT), 674-675, 1446 
de células B da zona marginal extranodal do tecido 
linfoide associado à mucosa, 674-675 
de células T do tipo enteropático, 682-683 
de células T tipo paniculite, 683 
de células T/NK extranodal, tipo nasal, 682 
de grandes células B intravascular, 678 
de grandes células B mediastínicas (tímicas), 678 
de grandes células B rico em células T/histiócitos, 
678 
detecção de doença residual mínima, 712-713 
diagnóstico e classificação, 706-712 
diagnóstico molecular, 1481-1490 
difuso, 1488-1489 
e arranjos genéticos de receptor de antígeno, 1481- 
1485 
efusão primária, 678-679 
fatores prognósticos, 712 
folicular, 676-677, 1446 
citometria de fluxo, 711 
marcadores prognósticos, 1577 
fundamento da análise genética molecular, 1481 
grandes células B difuso, 677-678 
marcadores prognósticos, 1576-1577 
grandes células B intravascular, 678 
grandes células B mediastínicas (tímicas), 678 
grandes células B rico em células T/histiócitos, 678 
Hodgkin, 686-688 
celularidade mista, 687 
depleção de linfócitos, 687-688 
esclerose nodular, 687 
nodular com predominância linfocítica, 686-687 
linfoblástico, 667-669 
linfocítico pequeno, 669 
linfoplasmocítico, 672 
marcadores prognósticos, 1577 
translocações cromossômicas, 1485-1490 
zona marginal 
esplênico, 675 
extranodal, 674-675,1488 
nodal, 675 


Linfoma não Hodgkin, 504, 520 


diagnóstico molecular, 1481-1490 
fundamento da análise genética molecular, 1481 
rearranjos genéticos de receptor de antígeno, 1481-1485 
translocações cromossômicas, 1485-1490 
linfoma de Burkitt, 679, 1446, 1489 
atípico, 679-80 
linfomas de células B, 1486-1487 
difuso, 1488-1489 
zona marginal extranodal, 1488 
linfoma de células de revestimento, 677, 1487 
linfoma de células T anaplásicas grandes, 1489-1490 
perfil de expressão gênica, 1493-1494 


Linfoma/leucemia linfoblástica de precursores de 


células B, 667-668, 1446 
citometria de fluxo, 706 


Linfoma/leucemia linfoblástica de precursores de 


células T, 668-669, 1446 


Lipase, 329-330, 337-338 


endotelial, 237-238 
hepática, 238 
deficiência, 252 
Lipídeos, 311 
classificação de Fredrickson, 249 
e doença, 248-253 
líquido 
pericárdico, 523 
pleural, 521 
sinovial, 517 
quantificação, 239-246 
transporte, 237-239 
Lipidúria, 462 
Lipoproteína (a), 236 
detecção de, 245-246 
Lipoproteína(s), 233-237 
“B flutuante”, 236 
de alta densidade, 234, 236 
alta concentração isolada, 253 
baixa concentração isolada, 252-253 
de baixa densidade ver LDL 
de densidade 
Intermediária, 234-236 
muito baixa ver VLDL 
e doença, 248-253 
lipase, 237-238 
deficiência, 251 
Lipoproteína (X), 236 
classificação de Fredrickson, 249 
metabolismo, 235-239 
quantificação, 243-245 
coleta e armazenamento de sangue, 239-241 
métodos de precipitação com poliânions, 243 
métodos de ultracentrifugação, 243 
métodos eletroforéticos, 243 
variação fisiológica, 240 
Líquido cerebrospinal, 33, 499-512, 1354-1355 
análise bioquímica, 504-510 
coleta da amostra, 1354 
e pressão de abertura, 499-500 
cor do sobrenadante, 501 
exame 
macroscópico, 500-501 
microbiológico, 510-512 
exame microscópico, 501-504 
contagem celular diferencial, 502-504 
contagem celular total, 501-502 
Indicações e testes recomendados, 500 
plasmacitose, 503 
pleocitose eosinofilica, 503 
processamento da amostra, 1354-1356 
transporte da amostra, 1354 
valores de referéncia, 505 
Liquido extracelular, 288-289 
concentrações de eletrólitos, 173 
volume, 174-176 
Liquido intracelular, 288-289 
concentrações de eletrólitos, 173 
Líquido pericárdico, 34, 522-523 
análise bioquímica, 522-23 
coleta da amostra, 522 
estudos imunológicos, 523 
exame 
macroscópico, 522 
microbiológico, 523 
microscópico, 522 
exsudatos e transudatos, 522 
Líquido peritoneal, 34, 523-527 
análise bioquímica, 525-526 
coleta da amostra, 525 
exame 
macroscópico, 525 
microbiológico, 526-527 
microscópico, 525 
testes recomendados, 524 
transudatos e exsudatos, 523-524 
Líquido pleural, 34, 517-22 
análise bioquímica, 520-521 
coleta da amostra, 517 
estudos imunológicos, 521 
exame 
macroscópico, 518-519 
microbiológico, 521-522 
microscópico, 519-520 


testes recomendados, 518 
transudatos e exsudatos, 517 
Líquido sinovial, 33-34, 512-517 
análise bioquímica, 516-517 
coleta da amostra, 513 
estudos imunológicos, 517 
exame 
macroscópico, 513-514 
microbiológico, 517 
exame microscópico, 514-516 
contagem de células total, 514 
contagem de leucócitos diferencial, 514 
exame de cristais, 514-516 
intervalos de referência, 516 
testes recomendados, 513 
Líquidos corporais, 171-173 
composição, 172-173 
extracelular, 172 
intracelular, 172-173 
obtenção da amostra para detecção de patógenos, 
1354-1356 
volume, 171-172 
extracelular, 174-176 
Lisossomos, 861 
Lisozima, LCE, 509 
Lissencefalia, 1451 
Listeria monocytogenes, 1331 
Listerta spp., 1166-1167 
Litio, 318, 450 
LMA associada a agente alquilante, 664 
LMA relacionada ao inibidor de topoisomerase II, 
664 
LMA ver Leucemia mieloide aguda 
Loa loa, 1313 
Locus, 1002 
Lod score, 1030-1031 
Logical Observation Identifier Names and Codes 
(LOINC), 140 
Lovastatina, 248 
Lupus 
bolhoso, 1082-1083 
eritematoso, 1083-1084 
sistêmico, 1046-1051 
autoanticorpos no, 1048 
critérios para o diagnóstico, 1047 
etiologia, 1047 
induzido por fármacos, 1050-1051 
lúpus discoide crônico, 1050 


M 


o,-macroglobulina, 276 
LCE, 507 
B;-microglobulina, 1540-1541 
LCE, 507 
Má absorção 
de metionina, 462 
entérica, 334-335 
gordura, 334-335 
testes para, 342-343 
Má digestão hepática, 334-335 
Maconha, 361 
Macroamilasemia, 328-329 
Macroarranjos, 1420 
Macrócitos, 551 
Macrocitose, 592 
Macrófagos, 581-582 
distribuição e cinética, 582 
função, 582 
líquido sinovial, 514 
morfologia, 581-582 
Macroglobulinemia de Waldenstrôm, 672, 1446 
plasmaférese, 815-817 
Macrotrombocitopenia, 865 
Magnésio, 200-201 
critérios para aceitação, 122-123 
fisiologia, 200-201 
hipermagnesemia, 208 
hipomagnesemia, 209 
homeostasia, 200 
intervalo de referência, 201 
ionizado, 201 
técnicas analíticas, 200 
total, 201 


Malária, 790, 1282-1289 
ciclo de vida, 1282-1283 
diagnóstico, 1286-1289 
doença clínica, 1284-1286 
epidemiologia, 1283-1284 
Malassezia spp., 1251 
diagnóstico laboratorial, 1251-1252 
fatores de risco, 1251 
infecção sistêmica, 1251 
patologia, 1251 
pitiríase versicolor, 1251 
Malignidades ver Câncer 
Manganês, 450 
deficiência, 451 
função, 451 
propriedades, 452 
toxicidade, 451 
Mansonella spp., 1313 
Mapeamento da amostra, 12-13 
Mapeamento de tarefa, 18 
Mapeamento do exame, 14-15 
Marcadores 
autoimunes, 316-317 
de cromossomo X, 1523-1524 
de cromossomo Y, 1523-1524 
de formação óssea, 210 
de reabsorção óssea, 209-210 
genéticos 
análise de identidade, 1521 
doença gastrintestinal, 346-347 
inflamatórios, 102 
Marcadores moleculares diagnósticos 
câncer de pulmão, 1578 
genômicos, 1576-1578 
câncer de mama, 1577-1578 
leucemia mieloide aguda, 1577 
linfoma de grandes células B difuso, 1576-1577 
linfoma folicular, 1577 
Marcadores tumorais 
definidos por anticorpos monoclonais, 1536 
LCE, 510 
liquido 
peritoneal, 526 
pleural, 521 
Marcadores tumorais séricos, 1533-1548 
aplicações clínicas, 1536-1537 
classificação funcional, 1534-1536 
marcadores tumorais definidos por anticorpos 
monoclonais, 1536 
moléculas de adesão e metástase, 1535 
oncoproteinas, 1535 
marcadores individuais, 1538-1545 
o.-fetoproteína, 1538 
B;-microglobulina, 1540-, 1541 
antígeno carcinoembrionário, 1541 
antígeno prostático específico, 1543-1544 
CA 15-3 e CA 27-29, 1541 
CA 19-9, CA 50 e CA 19-5, 1541-1542 
CA 72-4, 1542 
CA 125, 1542 
calcitonina, 1542 
cromogranina À, 1542 
fatores angiogênicos, 1538-1541 
fragmento de citoqueratina 19, 1542 
gonadotrofina coriônica humana, 1542-1543 
oncoproteina HER2/neu (c-erB-2), 1543 
p53, 1543 
peptídeo relacionado ao paratormônio, 1543 
perspectivas futuras, 1546 
recomendações para solicitação dos testes, 1537-1538 
teste de sangue oculto nas fezes, 1545-1546 
Margem de contribuição, 145 
Mariposas, 1320-1321 
Massa, quantificação da, 59-60 
Mastócitos, 909 
distribuição e cinética, 580 
função, 580 
morfologia, 580 
teciduais, 563 
Materiais plásticos, 60-61 
Material volumétrico de uso laboratorial, 61-62 
Maturação da afinidade, 958 
Maturidade pulmonar fetal, 440-441 
MCP (CD46), 976 


Média, 107 
Mediadores inflamatórios 
citocinas, 984-992 
extravasamento de leucócitos, 991-992 
moléculas de adesão celular, 992-993 
sistema complemento, 971-984 
Mediana, 108-109 
Medicaid, 147 
Medicare, 146 
reembolso, 147-149 
Medicina baseada em evidência, 79, 87 
Medidas 
de produtividade, 151 
não paramétricas, 109 
Medula óssea 
células progenitoras hematopoéticas, 833-836 
exame, 560-564 
anemia ferropriva, 590-592 
anemia megaloblástica, 592-593 
avaliação de amostra de biópsia, 563-564 
celularidade, 561 
coloração de preparações, 560-561 
contagens celulares diferenciais, 562 
cortes histológicos, 560 
distribuição das células, 561-562 
esfregaços de medula, 560 
esfregaços diretos, 560 
imprints, 560 
indicações para, 564 
interpretação, 564 
maturação, 563 
preparações por compressão, 560 
sangue periférico, 561 
tipos celulares raros e células anormais, 563 
hipoplasia, 92-93 
Megacariócitos, 582-583 
distribuição e cinética, 583 
função, 582 
medula óssea, 562 
morfologia, 582 
no sangue, 582-583 
Megaloblastos, 554 
maturação, 571 
Meia-vida, 242-244 
Meio radiográfico, cristais urinários, 487, 489 
Meio, seleção do, 1159, 1244-1245 
Melagatran, 900 
Melanina, 478 
Melanoma hereditário, 1512 
Meningite, 500, 1375-1376 
bacteriana, 510-511 
espiroqueta, 511 
fúngica, 512 
tuberculosa, 512 
viral, 511, 1127-1128 
Meningoencefalite amébica primária, 512 
Menopausa, 431 
Mercúrio, 322, 450 
Metabolismo 
da frutose, defeitos no, 227 
de fármacos, 311-312, 363 
Metabolismo mineral, 197-204 
distúrbios do 
associada à malignidade, 205-206 
hipercalcemia, 98, 204-206 
hiperfosfatemia, 208 
hipermagnesemia, 208 
hipocalcemia, 98, 207 
hipofosfatemia, 208 
hipomagnesemia, 209 
regulação hormonal, 201-204 
calcitonina, 203 
paratormônio, 201-203 
peptídeo relacionado ao paratormônio, 203 
vitamina D, 203-204 
ver também minerais individuais 
Metabolismo ósseo, 197-204 
distúrbios do, ver Doença óssea metabólica 
Metadona, 359 
estrutura, 356 
Metagonimus yokogawai, 1310 
Metanfetamina, 357 
Metanol, 377 
Metapneumovirus, 1120 
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1630 Metaqualona, 357 


Metemoglobina, 535-536 
LCE, 508 
Metilfenidato, 357 
Método da proliferação de linfócitos, 944-946 
imunologia celular, 944-945 
ativação induzida por antígeno, 944 
ativação e proliferação de linfócitos, 944 
metodologia, 945-946 
ativação e proliferação de células T, 945 
citometria de fluxo, 946 
ensaio de incorporação de timidina tritiada, 946 
resposta da célula T, 945 
transdução de sinal após estimulação antigênica, 
944-945 
Método(s) 
analíticos, 58-64 
agitação, 63 
água, 59 
banhos de água, 62-63 
blocos de aquecimento, incubadoras a seco e 
fornos, 63 
material volumétrico de uso laboratorial, 61-62 
quantificação de massa, 59-60 
solução aquosa, 63-64 
substâncias químicas, 58 
termometria, 62 
vidraria e plásticos, 60-61 
do gotejamento, 464 
Metotrexato, 375-376 
MHC, 1000-1034 
classe I, 1003-1006, 1042-1043 
estrutura das moléculas de classe I, 1003 
fragmentos antigénicos ligados por, 1008 
função, 1004-1005 
organização dos genes de classe I, 1003 
regulação da expressão dos genes de classe I, 1004 
classe II, 1006-1008, 1042-1043 
desequilíbrio da ligação genética, 1007 
estrutura das moléculas de classe II, 1006 
fragmentos antigênicos ligados pelo, 1008 
função das moléculas de classe II, 1008-1009 
organização dos genes de classe II, 1006-1007 
regulação da expressão do gene de classe II, 1007 
complexo de genes MHC, 1002 
detecção da ligação genética da doença, 1029-1031 
análise de pares de irmãos, 1030 
estudos populacionais, 1030 
força de associação, 1030 
frequências genéticas e fenotípicas, 1029-1030 
Lod score, 1030 
polimorfismo genético, 1029-1030 
doenças associadas, 1027-1028 
artrite reumatoide, 1029 
diabetes de tipo 1, 1028-1029 
hemocromatose, 1027-1028 
hiperplasia suprarrenal congênita, 1028 
infecção pelo HIV e progressão da AIDS, 1029 
tuberculose, 1029 
genes na região não HLA ou região de classe III, 
1022-1025 
complótipos, 1025 
doenças associadas aos genes C2, C4 e BF, 1024- 
1025 


fator de necrose tumoral e linfotoxinas ce B,1023 


genes da proteína do choque térmico, 70, 1023 
genética, 1002 
composição do MHC, 1002 
desequilíbrio da ligação genética, 1002 
herança, 1002 
localização dos genes do MHC, 1002 
variação étnica, 1002 
haplótipos estendidos, 1025-1027 
moléculas de histocompatibilidade menor, 1008- 
1009 
reconhecimento de moléculas de MHC estranhas, 
1008 
sequência de DNA, 1022 
ver também Antígeno leucocitário humano 
Miastenia grave, 1092-1093 
Micetoma, 1260 
Micobactéria, 1223-1235 
classificação, 1224 
crescimento rápido, 1227 


diagnóstico laboratorial 
amostras, 1228-1229 
colorações microbianas, 1229-1230 
métodos de cultura, 1230-1232 
teste de suscetibilidade, 1232-1233 
testes de identificação, 1232 
prevenção, 1233-1234 
teste cutâneo, 1228 
tratamento, 1233 
Micofenolato mofetil, 1013 
Micose fungoide, 683-684 
Microalbumináúria, 467-468 
Microangiopatia trombótica, 626 
Microarranjos, 1569-1570 
cDNA, 1422 
discordância entre conjuntos de dados, 1578 
fabricação, 1420-1421 
perfil de expressão gênica, 1492-1494 
oligonucleotídeos, 1422 
substratos, 1420 
Microbiologia, 136-137 
Micrócitos, 551 
Microcusteio, 144 
Micronutrientes ver Oligoelementos; Vitaminas 
Micropipetas, 61 
Microscopia 
de campo escuro, 1209 
de fluorescência, 1209 
de imuno-histoquímica, 1209 
Microsporídios, 1302 
colorações para, 1277 
Microsporidiose, 1324 
Middleware, 73 
Mieloblastos, 577-578 
Mielocatexia 641, 644 
Mielofibrose 
idiopática crônica, 656-657, 1446 
primária autoimune, 641 
Mieloma 
indolente, 674 
latente, 674 
múltiplo, 673-674 
plasmacítico, 1446 
Mieloperoxidase, 644, 661-662 
Mielose eritrêmica, 665 
Milípedes, 1322-1323 
Mineralocorticoides, 404 
estrutura, 428 
Mioglobina, 258 
Mioglobinúria, 473 
Miosina, 259 
Mitogênese, 1549-1550 
Modelos de serviço, 6-7 
Modo de processamento, 17 
Molalidade, 63-64 
Molaridade, 63 
Moléculas de adesão, 569, 1535 
celular, 992-993 
integrinas, 992-993 
selectinas, 993 
Moléculas de histocompatibilidade menor, 1008- 
1009 
Molibdénio, 450 
deficiência, 451 
função, 451 
propriedades, 452 
toxicidade, 451 
Monitoramento de fármacos terapêuticos, 361-376 
agentes quimioterápicos, 375-376 
antiasmáticos, 368-370 
anticonvulsivos, 365-368 
cardiotrópicos, 363-365 
farmacocinética, 361-363 
fármacos anti-inflamatórios e analgésicos, 370-372 
fármacos neurolépticos, 375 
imunossupressores, 372-373 
litio e antidepressivos triciclicos, 373-375 
Monócitos, 556 
diferenciação, 704 
distribuição e cinética, 582 
distúrbios de, 646-647 
monocitopenia, 647 
monocitose, 646-647 
função, 582 


LCE, 502 
líquido sinovial, 514 
medula óssea, 562 
morfologia, 581-582 
urina, 482 
Monocitose, 646-647 
Mononucleose infecciosa, 648-650 
heterofila negativa, 1124 
Monóxido de carbono, 377 
Moraxella catarrhalis, 1172-1173 
Morfina, 358-359 
estrutura, 356 
Moscas, 1320-1321 
Mosquito, 1320-1321 
Muco, fecal, 343-344 
Músculo 
cardíaco, 256-257 
doença autoimune, 1094 
Mycobacterium 
africanum, 1225 
bovis, 1225 
canettii, 1225 
não tuberculoso, 1225-1227 
gordonae, 1331 
haemophilum, 1226 
kansasii, 1226, 1331 
leprae, 1227-1228 
marinum, 1226 
simiae, 1226 
tuberculosis, 1223-1224, 1331 
prevenção, 1233-1234 
ulcerans, 1226-1227 
xenopi, 1226 


N 
5'-nucleotidase, 287, 303 
bioquímica e fisiologia, 303 
intervalos de referência, 303 
quantificação, 303 
resultados anormais, 303 
variação pré-analítica, 303 
Naegleria fowleri, 1292-1293 
Naloxona, estrutura, 356 
Nanophyetus salmincola, 1310-1311 
Narcolepsia, 1028 
Nateglinida, 224-225 
National 
Archives and Records Administration (NARA), 9 
Cholesterol Education Program ver Diretrizes do 
NCEP 
Institute 
of Health (NIH), 9 
of Occupational Safety and Health (NIOSH), 9 
of Standards and Technology (NIST), 9 
on Drug Abuse (NIDA), 9 
Necessidade médica ambulatorial, 131 
Necrose tubular aguda, 492 
Nefelometria, 47-48 
Nefrite com perda de sal, 183 
Negativos verdadeiros, 81 
Neisseria gonorrhoeae, 1331-1332 
Neisseria spp., 1170-1172 
Nematódeos, 1303-1309, 1313 
ancilostomideos, 1305-1306 
Angiostrongylus cantonesis, 1315 
Angiostrongylus costaricensis, 1315 
Anisakis spp., 1316 
Ascaris lumbricoides, 646, 1304-1305 
Brugia malayi, 1313 
Capillaria hepdtica, 1315-1316 
Capillaria philippinensis, 1304 
cultura e recuperação, 1278 
Dracunculus medinensis, 1314 
Enterobius vermicularis, 1303-1304 
Eustrongylides spp., 1316 
filária, 1313 
filárias zoonóticas, 1314 
larva migrans, 1315 
Loa loa, 1313 
Mansonella spp., 1313 
Onchocerca volvulus, 1313-1314 
Pseudoterranova spp., 1316 
Strongyloides stercoralis, 1306-1307 


Trichinella spiralis, 1315 
Trichostrongylus spp., 1305 
Trichuris trichiuria, 1304 
Wuchereria bancrofti, 462, 1313 


Neonato 


doença de Grave, 395 
hipotireoidismo, 398-399 
transfusão sanguínea, 784-785 
Neoplasia(s) 
de células B maduras, 669-680 
doença da cadeia pesada, 673 
doença da cadeia pesada «x, 673 
doença da cadeia pesada y, 672-673 
gamopatia monoclonal de importância 
indeterminada, 674 
granulomatose linfomatoide, 680 
leucemia de células pilosas, 671 
leucemia de plasmócitos, 674 
leucemia linfocítica crônica/linfoma linfocítico 
pequeno, 669 
leucemia pró-linfocítica de células B, 669-771 


macroglobulinemia de Waldenstrém, 672 
mieloma indolente, 674 
mieloma latente, 674 
mieloma múltiplo, 673-674 
variantes da célula pilosa, 671-672 
de células T, 680-685 


de precursores de células B e T (linfoblásticas), 667-669 


endócrina múltipla, 205 
tipo 1, 1512 
tipo 2, 1512 
hematopoética ver Leucemia; Linfoma: Síndromes 
mielodisplásicas 
Neoplasma(s) 
de células dendríticas, 688-690 
de células histiocíticas, 688-690 
de plasmócitos, 713 
Neorickettsia spp. ver Infecções por riquétsias 
Neuroblastoma, 404 
Neurofibromatose 
tipo 1, 1512 
tipo 2, 1512 
Neuro-hipófise, 383-384 
Neuropatias, 1093 
Neutrofilia, 555, 639-640 
determinantes, 640 
mecanismos, 639 
Neutrófilos, 555, 577-579, 909 
alterações morfológicas, 642-644 
bastonete, 555-556, 577-578 
diferenciação, 704 
distribuição e cinética, 578-579 
distúrbios funcionais, 644-645 
função, 579 
LCE, 502-503 
líquido 
pleural, 519 
sinovial, 514 
medula óssea, 562 
morfologia dos precursores, 577-578 
segmentado, 555, 578 
urina, 481 
Neutropenia, 555, 640-642 
causas, 640 
Niacina, 248, 445, 448 
avaliação laboratorial, 446 
fontes alimentares, 446 
RDA, 446 
Níquel, 450 
Nitrito, testes para, 476-477 
Nitrogênio ureico 


sanguíneo ver BUN 
variabilidade biológica, 80 


Nível 


de biossegurança, 156 
de ingestão máxima tolerada, 444 
de significância, 107 
Nocardia spp., 1168-1169 
Normalidade, 63 
Normoblastos 
basofílicos, 570, 571 
maturação, 569-571 
ortocromático, 570-571 
policromatofílico, 570-571 


Nortriptilina, 374 
Notificação prévia do beneficiário, 149 
Nuclear Regulatory Commission (NRC), 9 


O 


Obstrução 
biliar, 100-101, 310 
pós-hepática, 323 
Occupational 
Exposure 
to Blood Borne Pathogens, 8 
to Hazardous Chemicals in Laboratories, 8 
Safety and Health Administration (OSHA), 9 
Ocitocina, 388, 431 
Octreotida, 328 
Office of the Inspector General (OIG), 9 
OIG Compliance Guidelines, 8 
Olho, 1356-1357 
amostras 
de conjuntiva, 1356 
de cérnea, 1357 
Oligoelementos, 444, 450-458 
classificação, 450 
ver também oligoelementos individuais 
Oligoespemia, 433-434 
Oligomenorreia, 434 
Oligúria, 462-463 
Olympus OLA2500 Lab Automation System, 68 
Onchocerca volvulus, 1313-1314 
Oncogenes, detecção de, 1558-1560 
arranjos genéticos, 1559 
FISH, 1376 


teste de ácido nucleico livre de célula, 1558-1559 


Oncoproteína(s), 1535 
e tamanho do tumor, 1561-1562 
eficácia diagnóstica, 1560 
HER-2/neu (c-erb-2), 1543 
múltiplos marcadores, 1557-1558 
na detecção de tumores, 1549-1564 
nuclear, 1555-1557 
detecção de malignidades, 1555-1556 
proteínas p-53 e c-myc, 1555 
Opiáceos, 358-359 
Opisthorchis viverrini, 1311 
Organofosfatos, 380 
Orientia spp. ver Infecções por riquétsias 
Osmolaridade, 171-174 
e gravidade especifica, 174 
urina, 186 
Osmometria, 48-49 
Osmômetro de ponto de congelamento, 48-49 
Osso 
cortical (compacto), 197-198 
trabecular (esponjoso), 197-198 
Osteite fibrosa cística, 205-206 
Osteoblastos, 563 
Osteocalcina, 210 
Osteodistrofia 
hereditária de Albright, 207 
renal, 212-213 
Osteogênese imperfeita, 211 
Osteomalácia, 206, 208, 212 
Osteopenia, 211 
Osteoporose, 211-212 
pós-menopáusica, 208 
senil, 208 
Ovalocitose do Sudeste Asiático, 606 
Overfitting, 1579 
Ovulação, 429-430 
Oxalato 
de cálcio, 487-488, 515 
cristais, 487-488 
di-hidratado, 515 
efeito sobre testes sanguíneos, 29 
Oxazerpam, estrutura, 356 
Oxidorredutases, 287 
Oxigenação, 99-100 


P 


170-progesterona, 428 
Pacientes idosos, proteinúria em, 466 
Padrão de resposta 

imediata, 281-282 

tardia, 271-272 


Padrões 
citoplasmáticos, 1056 
de comunicação, 138-14] 
Health Level, 7, 139-140 
LOINC, 140 
Padronização, 22 
Pagadores e reembolso, 145-147 
P-ANCA, 327 
Pan-hipopituitarismo, 431 
Pancreatite 
aguda, 329-330 
crônica, 330 


Panmielose aguda com mielofibrose, 666 


Papaína, 957 

Papilomavírus humano, 1331-1332 
Paracentese, 524 

Paraganglioma hereditário, 1512 
Paragonimus spp., 1311 
Paraproteína, 277, 281 

Parasitas, 490 

Parasitologia médica, 1272-1328 


artrópodes, 1317-1323 
aracnídeos, 1321-1322 
características biológicas, 1318 
identificação laboratorial, 1319 
insetos, 1319-1321 
mecanismos de lesão, 1318-1319 
milípedes, 1322-1323 

helmintos intestinais, 1302-1303 
cestódeos, 1307-1309 
nematódeos, 1303-1309 
trematódeos, 1309-1313 

hospedeiro imunocomprometido, 1323-1324 

métodos laboratoriais, 1273-1282 
amostras de fezes, 1275-1278 
cestódeos, 1316-1317 


controle de qualidade, melhoria da qualidade e 


segurança, 1281-1282 
helmintos tissulares, 1313-1316 
métodos diagnósticos moleculares, 1281 
métodos imunodiagnósticos, 1279-1281 
nematódeos, 1313-1316 
prevalência de parasitas, 1274 
sangue, 1274-1275 
técnicas de cultura de parasitas, 1279 
trematódeos, 1317 


urogenital, escarro, aspirados e biópsias, 1278 
protozoários do sangue e dos tecidos, 1282-1293 


amebas de vida livre oportunistas, 1292-1293 
babesiose, 627, 790, 1289 

hemoflagelados, 1289-1291 

malária, 790, 1282-1289 

Toxoplasma gondii, 1291-1292 


protozoários intestinais e urogenitais, 1293-1302 


ameba e Blastocystis hominis, 1294-1298 
ciliados, 1299-1302 

coccídios, 1299-1302 

flagelados, 1298-1299 

microsporídios, 1302 


Paratormônio, 201-203 


biointacto, 202 

fisiologia, 201-202 

função, 201 
heterogeneidade, 202 
intervalo de referência, 201 
intraoperatório, 202 
secreção, 201 

sintese, 201 

técnicas analíticas, 201-202 


Parto, 431 
Parvovírus, 1126-1127 


Parvovírus B-19, 790 
Pasteurella spp., 1185-1186 
Patentes, 1463 

Paternidade 


auséncia de genitor, 1528 

cálculo do indice de paternidade, 1527 
exclusão de, 1525-1526 

inclusão de, 1526-1528 

probabilidade de paternidade, 1528 
reconstrução de famílias, 1528 


Patógenos hematogênicos, 1351-1354 


coleta da amostra, 1351 
culturas positivas, 1383 


1631 








1632 








momento da coleta da amostra, 1351 
número de amostras, 1351-1353 
organismos raros, 1353 
recuperação de microrganismos, 1352 
sistemas de hemocultura, 1353 
volume de amostra, 1351 
Patologia molecular, 1391-1393 
diagnóstica, 1391-1392 
implicações da, 1392-1393 
Payback, 152 
Pelagra, 448 
Pele, 1365-1366 
banco, 831 
doença autoimune, 1080-1084 
dermatite herpetiforme, 1083 
dermatose linear por IgA, 1083 
epidermólise bolhosa adquirida, 1082-1083 
lúpus eritematoso, 1083-1084 
lúpus eritematoso bolhoso, 1082-1083 
pénfigo, 1080-1081 
penfigoide, 1081-1082 
vasculite, 1084 
Peliose bacilar, 1145, 1150 
Pênfigo 
foliáceo, 1081 
paraneoplásico, 1081 
vulgar, 1028, 1080-1081 
Penfigoide 
benigno de membrana mucosa, 1082 
bolhoso, 980, 1081 
cicatricial, 1028 
gestacional, 1082 
vulgar, 980 
Pentamidina, 225 
Pentastomídeos, 1323 
Pentatrichomonas hominis, 1298, 1300 
Pentosúria, 469 
Pepsina, 339-340, 957 
Pepsinogênio, 339-340 
Peptídeo(s) 
análogo do glucagon 1, 218 
ativador de tripsinogênio, 330 
C, 216-217, 224-226 
variabilidade biológica, 80 
insulinotrópico dependente de glicose, 218 
intestinal vasoativo, 340-341 
natriuréticos cardiacos, 263-264 
relacionado ao paratormônio, 203, 1543 
Percevejos, 1320 
Perfil de expressão gênica, 1492-1494 
Permuta (crossing over), 878 
Peroxidase eosinofilica, 644 
Peroxissomos, 861 
Pesos corporais, 1585 
Peste, 157-160, 1371, 1384-1387 
bubônica, 159-160, 1384, 1386-1387 
pneumônica, 159-160, 1384, 1386-1387 
pH 64 
da urina, 464-465 
e atividade enzimatica, 296 
liquido pericardico, 522-523 
liquido peritoneal, 526 
liquido pleural, 520-521 
Physician Self-referral Ban, 8 
Pielonefrite 
aguda, 492 
crônica, 492 
Pinta, 1208-1209 
Piolho, 1319 
Pipetas, 61 
calibração, 61 
designação de classe À, 61 
micropipetas, 61 
tipos de, 61 
Piridinolina, 210 
Piridoxina ver Vitamina B, 
Pirofosfato 
de cálcio di-hidratado, 515 
de tiamina, 288 
Piropoiquilocitose hereditária, 606 
Piúria, 481-482 
Planejamento 
estratégico, 4-5 
laboratorial, 6-7, 1456-1457 


Plaquetaférese, 778, 796-797 
aspectos associados ao doador, 797 
benefícios da, 796 
indicações para, 806-807 
requisitos para o, 796 
seleção do doador, 796-797 
Plaquetas, 490, 559-560, 780, 844-845 
avaliação de pacientes, 881 
defeitos congênitos, tratamento, 881 
destruição, 870 
distúrbios de função adquiridos, 978-981 
anticorpos antiplaqueta, 880 
disproteinemias, 879 
distúrbios mieloproliferativos, 879 
doença do compartimento de armazenamento 
adquirida, 880 
fármacos inibidores da função plaquetária, 880- 
881 
leucemias agudas e síndromes mielodisplásicas, 
879 
uremia, 879-880 
distúrbios de função hereditários, 872-876 
defeitos na montagem do citoesqueleto, 875 
distúrbios da atividade pró-coagulante 
plaquetária, 875-876 
distúrbios de adesão plaquetária, 873 
distúrbios de agregação plaquetária, 873-874 
distúrbios de transdução de sinal e secreção, 874- 
875 
ver também Doença de von Willebrand 
distúrbios quantitativos 
trombocitopenia, 869-872 
trombocitose, 872 
estrutura, 861 
transfusão, 783 
glicoproteina de membrana, 861-882 
papel na hemostasia 
agregação e secreção, 866-868 
ativação plaquetária, 862-864 
coagulação, 868-869 
função, 864-866 
vias de sinalização intracelular, 869 
reticulada, 542-543, 864 
variação fisiológica, 545 
Plasma, 777-778 
osmolaridade, 171-174 
transfusão, 783-784 
Plasmacitose, 652 
Plasmaférese, 794, 804 
aspectos associados ao paciente, 811-812 
colunas com proteína estafilocócica A, 812-813 
eficácia da remoção, 810-811 
indicações para, 814-818 
distúrbios hematológicos, 815-816 
distúrbios nefrológicos, 817 
distúrbios neurológicos, 814-815 
rim do mieloma, 816-817 
terapia de condicionamento para transplante 
renal, 817-818 
líquidos de reposição, 811 
remoção seletiva de componentes do plasma, 812 
remoção seletiva de lipoproteínas de baixa 
densidade, 813-814 
Plasmócitos, 586-887 
LCE, 503 
líquido pleural, 519 
medula óssea, 562 
Plasmodium 
falciparum, 1286, 1288 
malariae, 1285, 1288 
ovale, 1287-1288 
vivax, 1284, 1288 
Plestomonas spp., 1175-1176 
Plotagem de Levey-Jennings, 116, 122, 124 
Pneumonia por Pneumocystis, 1265-1266 
Poliangiite microscópica, 1065, 1070-1071 
Poliarterite nodosa, 1065-1066, 1069-1070 
Policitemia, 617, 632-633 
absoluta, 632-633 
de Chuvash, 571 
relativa, 632 
vera, 1446 
Policromatofilia, 551 
Polidipsia, 186, 389-390 


Polimiosite, 1054 
Polimorfismo(s), 1002-1003, 1521 
conformacional sequéncia-especifico, 1011 
de nucleotideo unico, 1008 
genético, 1029-1030 
HLA, 1009-1012 
detecção celular de moléculas de classe II, 1012 
detecção sorológica de moléculas de classes I e II, 
1012 
tipagem de alelos de classes I e II com base no 
DNA, 1010-1012 
Polineurite infecciosa, 500 
Polineuropatia desmielinizante inflamatória crônica, 
814-815 
Polipose 
adenomatosa familiar, 1512, 1514 
associada ao MYH, 1512-1513 
Politiria, 186 
diurese hidrica, 186 
diurese osmótica, 186 
Pontilhado 
basofílico, 553 
malárico, 553 
Ponto(s) 
de equilíbrio, 152 
fortes, deficiências, oportunidades e ameaças ver 
Análise SWOT 
isoelétrico, 269 
Porfirias, 575-577 
coproporfiria hereditária, 576-577 
fisiologia, 575 
portfiria 
cutânea tardia, 576-577 
eritropoética congênita, 576-577 
intermitente aguda, 576-577 
variegada, 576-577 
técnicas analíticas, 575-576 
Porfirinas, 478-480 
eritrocitárias, 592 
Porfobilinogênio, 476 
Positivos verdadeiros, 81 
Postura, 25 
quantificação de lipídeos, 240 
Potássio, 27 
controle do fluxo transcelular, 180-181 
critérios para aceitação, 122-123 
excreção renal de, 155-156 
hipercalemia, 97 
causas e patogênese, 183-184 
diagnóstico diferencial, 184 
hipocalemia, 97 
causas e patogênese, 182-183 
diagnóstico diferencial, 183 
hiponatremia, classificação, 187 
variabilidade biológica, 80 
Potencial zeta (Č), 752 
Potenciometria, 50-51 
Poxviridae, 1383 
Prata, 450 
Pravastatina, 248 
Pré-albumina, 273-274 
Pré-análise, 24-36 
automatizada, 66 
coleta da amostra, 26-27 
líquido cerebroespinal, 33 
líquido pericárdico, 34 
líquido peritoneal, 34 
líquido pleural, 34 
líquido sinovial, 33-24 
urina, 32-33 
coleta de sangue, 26-30 
técnicas, 30-32 
processamento da amostra, 34-35 
transporte da amostra, 34 
variáveis pré-coleta, 24-26 
Pré-eclâmpsia, 441, 627 
Precipitação, 271 
Precisão, 114 
Pregnenolona, 428 
Prevalência, 83 
Prevenção de riscos, 10 
Primidona, 367 
Priming sequência-específico, 1010 
Princípios de contabilidade geralmente aceitos, 150 


Pró-glucagon, 217-218 
Pró-insulina, 216-217 
Pró-opiomelanocortina, 383-384 
Probabilidade pré-teste, 83 
Procainamida, 364-365 
Procedimentos operacionais padrão, 116 
Processadores de sinal, 44 
Processamento da amostra, 15 
Produção de eritrócitos, 569-573 
hemoglobina 
estrutura e função, 572-573 
sintese, 571-572 
maturação 
megaloblástica, 571 
normoblástica, 569-571 
regulação da, 571 
Produzir versus comprar, 22, 144 
Progesterona, 428 
Programas de marketing, 5 
Projeto Genoma Humano, 1566-1568 
esforços de sequenciamento 
privados, 1567 
públicos, 1566-1567 
finalização do, 1567-1568 
Projetos orçamentários, 151-153 
interpretação dos cálculos financeiros, 153 
payback, 153 
ponto de equilíbrio, 152 
retorno do investimento, 152 
taxa de retorno interna, 153 
valor atual líquido, 152-153 
Prolactina, 384-386, 430 
deficiência, 385 
hiperprolactinemia, 385 
valor de referência, 385 
Prolactinoma, 385 
Promonócitos, 661 
Prontuários médicos eletrônicos, 131 
Proporção 
CD4*/CD8”, 939-940 
lipase/amilase, 330 
ureia/creatinina, 154 
VLDL-C/triglicerideos plasmáticos, 246 
Propoxifeno, 360 
estrutura, 356 
Propranolol, 365 
Prospective Payment System, 8 
Proteina 
14-3-3, 508 
B-amiloide, 42, 507-508 
básica da mielina, 507 
C, 888-889 
C3,973 
C ativada, 846-847 
resistência, 889 
c-myc, 1555 
anticorpos, 1556-1557 
codificada pelo oncogene myc, 1556 
CRI, 976-977 
C reativa, 261-262, 279, 330 
LCE, 507 
liquido pleural, 507 
de membrana externa principal, 1139 
de transteréncia de éster de colesterol, 238 
defeitos genéticos, 253 
de transferéncia de fosfolipideos, 238 
do lobo intermediário corticotrofina-simile (CLIP), 
410 
ligadora de ácidos graxos do coração, 259 
ligadora de C4, 976 
p53 
anticorpos, 1556 
ensaio na detecção de malignidade, 1555-1556 
S, 889, 976 
T, 508 
Proteinas, 268-284 
critérios para aceitação, 122-123 
da matriz nuclear, 1557 
de anticoagulação, 846-848 
detecção e quantificação, 272-273 
estrutura, 268-269 
G, 1554-1555 
LCE, 504 
líquido 


pericárdico, 522-523 
peritoneal, 525 
pleural, 520 
padrões de anomalias, 280-282 
proteinas plasmáticas 
Q,-antitripsina, 275-276 
O;-glicoproteína ácida, 279 
0,-macroglobulina, 276 
B-lipoproteína, 276 
albumina, 274-275 
ceruloplasmina, 278 
complemento, 277 
fibrinogênio, 277-278 
Gc-globulina, 278-279 
haptoglobina, 276 
hemopexina, 279 
inibidores de protease, 279-280 
pré-albumina, 273-274 
proteina C reativa, 279 
reagentes de fase aguda, 280 
transferrina, 276-277 
regulatórias associadas à célula, 976 
sintese, 312-314 
soro, 333 
trombofílicas, 887-90 
antitrombina, 888 
disfibrinogenemia, 890 
fator V de Leiden, 889 
hipofibrinólise, 890 
níveis elevados de fatores de coagulação, 889-890 
proteína C, 889 
proteina S, 889 
protrombina-20, 210, 889 
resistência da proteína C ativada, 889 
variabilidade biológica, 80 
Proteinúria, 465-468 
Bence Jones, 467 
categorias qualitativas, 466-467 
em pacientes idosos, 466 
extravasamento, 467 
glomerular, 466-467 
intensa, 466 
métodos, 467-468 
microalbuminuria, 467 
mínima, 466 
moderada, 466 
padrão tubular, 466-67 
postural, 466 
quantificação da, 466 
Proteólise, 269 
Proteômica, 1546, 1572-1573 
arranjos de proteínas, 1573 
espectrometria de massa, 1572-1573 
limitações da, 1579 
marcadores moleculares, 1575-1576 
na detecção do câncer, 1558 
Protocolo de Genebra, 165-166 
Protoporfirina, 572 
Prototecose, 1266-1267 
Protozoários 
intestinais e urogenitais, 1293-1302 
amebas e Blastocystis hominis, 1294-1298 
ciliados, 1299-1302 
coccidios, 1299-1302 
flagelados, 1298-1299 
microsporidios, 1302 
sangue e tecidos, 1282-1293 
amebas de vida livre oportunistas, 1292-1293 
babesiose, 627, 790, 1289 
hemoflagelados, 1289-1291 
malaria, 790, 1282-1289 
Toxoplasma gondii, 1291-1292 
Protrombina-20, 210, 889 
Prova de reação cruzada, 755-758 
documentação e manutenção de registros, 757 
exigências quanto à amostra, 754-757 
grupo ABO, 757-758 
tipagem Rh, 758 
P-selectina, 861-863, 993 
Pseudocianose, 617 
Pseudocolinesterase, 287 
Pseudofagocitose, 558 
Pseudogota, 514-515 
Pseudo-hipercalemia, 184 


Pseudo-hipoaldosteronismo, 184 
Pseudo-hiponatremia, 96, 186 
Pseudo-hipoparatireoidismo, 207 
Pseudomonas aeruginosa, 1331 
Pseudomonas spp., 1176-1177 
Pseudoneutropenia, 642 
Pseudoterranova spp., 1316 
Psitacose, 1141 
Puberdade precoce, 431 
Pulgas, 1319 
Punção lombar, 33 
Púrpura 
de Henoch-Schônlein, 1065, 1072-1074 
trombocitopênica imune, 783, 869-870 
características clínicas, 870 
trombocitopénica trombótica, 626-627, 871-872 
plasmaférese, 815-816 
Pus, fecal, 343-344 
Pustulas, 1365 


Quantificações de enzima, 1041 
Quilomicrons, 233, 235-236 

Quilúria, 461-462 

Quimiocinas, 569, 638, 987-988 
Quimioluminescéncia, 47 

Quinases mitogênicas citosólicas, 1555 
Quinidina, 365 


Rabdomiólise, 473 
Radioimunoensaio, 913, 919-920 
fundamento, 919-920 
princípios e métodos de ensaio, 920 
raf, 1555 
RANKL, 199 
Rapamicina, 373, 1013 
Raquitismo, 207-208, 212 
Razão de probabilidade, 79, 85-86 
Reabsorção fracionada, 180 
Reação 
antigeno-anticorpo, 911 
cinética, 912 
cruzada, 762-764, 1015-1016 
antiglobulina, 763 
eletrônica, 762-763 
protocolos pré-operatórios, 763-764 
sorológica de centrifugação imediata, 762 
transplante de células progenitoras, 1017 
de amplificação da ligase, 1414 
em cadeia da polimerase, 1407-1411 
ciclo rápido, 1411 
competitiva real, 1571-1572 
em tempo real, 1409-1411 
líquido pericárdico, 523 
multiplex, 1409 
nested, 1408-1409 
quantitativa de ponto final, 1409 
rearranjos genéticos de receptor de antigeno, 1482- 
1484 
sensibilidade, 1472 
transcriptase reversa, 1407-1408 
leucemoide, 94, 555, 652-653 
leucoeritroblastótica, 554 
Reações 
alérgicas 
hemaférese, 821 
transfusão sanguinea, 785-786 
ao hidroxietilamido, 822 
de hipersensibilidade, 1318 
leucemoides eosinofilicas, 652 
leucemoides linfociticas, 653 
leucemoides neutrofilicas, 652 
transfusionais, 785-791 
alérgica, 785-786 
anafilática, 786 
contaminação bacteriana de componentes do 
sangue, 787 
doença do enxerto versus hospedeiro, 788-789 
doença transmitida por transfusão, 789-791 
hemólise não imune, 789 
hemolítica aguda, 786-787 
hemolítica tardia, 787 
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lesão pulmonar aguda associada à transfusão 
(TRALI), 787-788 
não hemolítica febril, 785 
reações hipotensivas, 789 
sobrecarga circulatória associada à transfusão, 789 
Reagente(s) 
analito-específicos, 1465-1466 
de fase aguda negativo, 275 
de fase aguda, 261, 280 
sistemas automatizados, 69 
Rearranjos gênicos de receptor de antígeno, 1481- 
1485 
detecção de, 1482-1484 
hibridização por Southern blot, 1482, 1484-1485 
reação em cadeia da polimerase, 1482-1484 
mecanismo dos, 1481-1482 
Reatividade cruzada, 1012 
Receita, 144-145 
bruta advinda de pacientes, 144 
líquida advinda de pacientes, 145 
Recepção da amostra, 15 
Receptor(es) 
acoplados à proteína G, 645 
de citocina, 1042 
de fator de crescimento, 1552-1554 
receptor do fator de crescimento epidérmico, 1553 
receptor de HER-2/neu, 1553-1554 
de lectina tipo C, 1005 
de morte celular, 638-639 
do complemento, 720, 976-977 
do fator de crescimento epidérmico, 1553 
do tipo imunoglobulina da célula killer, 1005 
HER-2/neu, 1553-1554 
Recipientes para amostra (cubetas), 43 
Reconhecimento da acreditação, 7-9 
Recrutamento de funcionários ver Equipe 
Recuperação de desastre, 138 
Reembolso, 145-147 
para testes, 1462-1463 
sistemas de codificação, 147-149 
Reflectometria, 45-46 
Reflexo de ejeção do leite, 431 
Refractometria, 463 
Refratividade, 48 
Regionalização, 7 
Registro(s) 
de pacientes da empresa, 131 
diretrizes para retenção, 10 
Registro/identificação do paciente, 131-133 
Regressão linear, 107, 111-112 
Reguladores de fase líquida, 976 
Regulamentação(ões), 7-8 
de Stark, 78 
do laboratório, 74-76 
Clinical Laboratories Improvement Act, 74-75 
requisitos para certificação e licenciamento, 75-76 
Rejeição aguda a aloenxerto renal, 492 
Relatório, 15, 135 
Remarcação de preços rápida, 22 
Remodelamento ósseo, marcadores bioquímicos do, 
209 
Renina, 418-421 
quantificações, 421 
Repaglinida, 225 
Repetições curtas em tandem, 1008, 1523 
Repositório de dados da empresa, 131 
Reprodução 
feminina, 429-430 
avaliação laboratorial, 434-435 
masculina, 429 
avaliação laboratorial, 431-434 
Requerimento médio estimado, 444 
Resinas de ácido biliar, 248 
Resposta imune 
adaptativa, 1004 
desenvolvimento da, 943-944 
efeito da idade sobre a, 940 
imunidade humoral ver Imunidade humoral 
inata, 1004 
ver também Imunidade celular; Imunidade humoral 
Restrição pelo MHC, 1004 
Reticulócitos, 570-571 
conteúdo de hemoglobina, 592 


Retinoblastoma, 1451, 1511-1512 
Retinol ver Vitamina A 
Retorno do investimento, 152 
Retortamonas intestinalis, 1294, 1299 
Retrovirus, 1132-1134 
Riboflavina, 445, 448 

avaliação laboratorial, 446 

fontes alimentares, 446 

RDA, 446 
Ribonuclease, 287 
Rim 

do mieloma, 816-817 

doença autoimune, 1089-1090 
Riquetsiose 

sennetsu, 1145 

variceliforme, 1145 
Riscos 

biológicos, 11 

ergonômicos, 12 

químicos, 11-12 

plano de informação, 11 

Rituxamab, 712 
RNA 

tradução em proteína, 1397-1398 

transcrição do DNA, 1397 
Roche MODULAR ANALYTICS, 73 


Roche MODULAR PRE-ANALYTICS, 68 


Rogue testing, 77 


Rompimento de membranas prematuro, 441-442 


Rubéola, 1125-1126 


S 


Sais biliares, 311 


Sangue de cordão umbilical, células progenitoras 


hematopoéticas no, 836 
Sarcocystis spp., 1300 
Sarcoma 

de células dendriticas 
foliculares, 690 
interdigitantes, 690 
granulocitico, 666-667 
SCARBI, 235, 237-238 
Scedosporium spp., 1265 
Schistosoma 
haematobium, 1313 
intercalatum, 1313 
japonicum, 1312 
mansoni, 1312 
mekongi,1312-1313 
spp., 1311-1313 
Scianna, 744 
anticorpos de Scianna, 744 
biologia molecular, 744 
bioquimica, 744 
papel biológico, 744 
Xg, 744 
Sede, 184 
Sedimento urinario, 480-491 
cilindros hialinos, 480 
componentes microscópicos 
cilindros, 483-486 
células, 481-483 
cristais, 486-491 
exame do, 480-481 
segurança, 8-12 
prevenção de riscos, 10 
riscos 
biológicos, 11 
ergonômicos, 12 
químicos, 11-12 
Seguro privado, 145-146 
Selectinas, 638, 993 
Selênio, 450 
deficiência, 451 
função, 451 
propriedades, 452 
toxicidade, 451 
variabilidade biológica, 80 
Seletores de comprimento de onda, 41 
Sensibilidade, 81-83 
analítica, 114 
Separação 


de proteínas, 269-272 
eletroforese, 269-271 
precipitação, 271 
separações em coluna, 271-272 
de proteínas em coluna, 271-272 
Separador de células ativado por fluorescência, 49-50 
Sepse, Gram-negativa, 94 
Serotonina, sanguínea, 333 
Serviços limitados, 7 
Sexo do paciente, 26 
Sialomucinas, 569 
Sideroblastos, 561 
Sífilis, 1207-1208 
endêmica, 1028 
sistema nervoso central, 500 
Silício, 450 
Simvastatina, 248 
Sindrome(s) 
5q, 661 
antifosfolipideo, 890-892 
Churg-Strauss, 1065, 1070 
coronariana aguda 
diagnóstico, 101-102 
da angústia respiratória do adulto, 980 
da fadiga crônica, 1124 
da fragmentação eritrocitária, 626 
da hiperviscosidade, 816 
da imunodeficiência adquirida, 651-652 
da mão-pé, 614 
da piúria-disúria, 492 
da plaqueta cinzenta, 865, 875 
da polipose juvenil, 1512 
da secreção inadequada de ADH, 96, 187, 390- 
391 
causas da, 392 
de aneuploidia cromossômica, 1448-1450 
de Angelman, 1451 
diagnóstico molecular, 1509-1511 
de Bartter, 96, 182-183 
de Bernard-Soulier, 868, 873 
de Bloom, 939, 1453, 1512 
de Chediak-Higashi, 640, 643-644, 874 
de Cockayne, 1453 
de Cowden, 1512 
de Cri-du-chat, 1450 
de Crigler-Najjar, 309 
de Cushing, 408, 412, 414-415, 421 
teste para, 414-416 
de DiGeorge, 939-940, 1451 
de Down, 438-439, 939, 1448-1449 
de Dubin-Johnson, 309-310 
de Duncan, 939 
de Edwards, 1448-1449 
de Ehlers-Danlos, 211-212 
de Fanconi-Bickel, 229 
de Felty, 641, 648 
de Froin, 501 
de genes contiguos, 1450-1452 
de Gilbert, 309 
de Gitelman, 182-183 
de Goodpasture, 817 
de Griscelli, 874 
de Guillain-Barré, 814 
de Hermansky-Pudlak, 865, 874 
de Kallmann, 1451 
de Klinefelter, 431, 433, 1448-1450 
de Kostmann, 640-641 
de Langer-Giedion, 1451 
de Liddle, 182, 421 
de Li-Fraumeni, 1512 
de Loffler, 646 
de má absorção, 334-335 
de Marfan, 211 
de Menke, 454 
de microdeleção, 1450-1452 
de Miller-Dieker, 1451 
de Nelson, 410 
de Patau, 1448 
de Peutz-Jeghers 1512 
de quebra, 1452 
de Prader-Wilh, 1451 
diagnóstico molecular, 1509-1511 
de Rubinstein-Taybi, 1451 


de Schwachman-Diamond, 641 
de Sézary, 683-684 
de Sheehan, 431 
de Sjögren, 1051 
de Smith-Magenis, 1451 
de sobreposição, 1054 
de trombocitopenia e auséncia do radio, 874 
de Turner, 1449-1450 
de Wernicke-Korsakoff, 447 
de Williams, 1451-1452 
de Wiskott-Aldrich, 869, 874-875, 939 
de Wolf-Hirschhorn,1450 
de Zollinger-Ellison, 205, 328, 333 
do câncer de mama-ovário hereditária, 1512-1513 
do leite-alcali, 206 
do nevo basocelular (Gorlin), 1512 
do túnel carpal, 12 
do X frágil, 1452 
diagnóstico molecular, 1507-1509 
dos ovários policísticos, 431, 434 
hemofagocíticas, 688-689 
hipereosinofilica, 655 
infecciosas virais clínicas, 1117 
lúpus-símile, 1048 
metabólica, 220, 247 
ver também Diabetes melito 
mielodisplásicas, 92-93, 660-661, 879, 1446 
associadas à anormalidade del(5q) isolada, 661 
não classificada, 661 
netrotica, 275, 466, 492 
pseudo Cushing, 415-416 
urêmica hemolítica, 626 
uretral aguda, 1140 
velocardiofacial, 940, 1451-1452 
Sirolimus ver Rapamicina 
Sistema complemento, 277, 719-721, 909, 971-984 
anafilatoxinas, 975 
atividade na doença, 978-979 
avaliação, 1041 
biossintese do complemento, 977 
componentes terminais do complemento, 975 
deficiências genéticas, 978 
e imunidade adquirida, 978 
em estados patológicos, 979-982 
biocompatibilidade, 981 
doença dermatológica, 980 
doença infecciosa, 980 
doença reumática, 979-980 
doenças cardiovasculares, 981 
doenças hematológicas, 981 
doenças neurológicas, 981 
doenças renais, 980 
transplante de órgão, 981-982 
ensaio do complemento, 982-984 
ensaios antigênicos, 984 
inibidor de Cl, 984 
via alternativa, 984 
via clássica, 983-984 
estrutura e função, 972-978 
genética do complemento, 977-978 
inibidores clinicamente úteis, 982 
nomenclatura, 972-973 
papel na destruição de eritrócitos, 719-721 
proteina C3, 973 
proteínas do complemento, 973 
proteinas reguladoras associadas à célula, 976 
regulação da ativação, 976 
reguladores de fase líquida, 976 
via 
alternativa, 974 
clássica, 972, 974 
da lectina ligadora de manana, 974-975 
Sistema de grupo sanguíneo 
ABO, 721-724 
anticorpos ABO, 724 
biologia molecular, 724 
bioquimica, 723 
fenótipos nulo e fraco, 721-723 
papel biológico, 724 
Cartwright, 743-744 
Chido/Rodgers, 746-747 
Colton, 745-746 
anticorpos Colton, 746 


biologia molecular, 745-746 
bioquímica, 745 
papéis biológicos, 746 
Cromer, 748-749 
anticorpos de Cromer, 748 
biologia molecular, 748 
bioquímica, 748 
fenótipos nulo/fraco, 748 
papel biológico, 748-749 
Diego, 741-743 
anticorpos Diego, 743 
biologia molecular, 743 
bioquímica, 742-743 
papel biológico, 743 
Dombrock, 744-745 
anticorpos de Dombrock, 744-745 
bioquímica, 745 
fenótipos nulo/fraco, 745 
papel biológico, 745 
papel molecular, 745 
Duffy, 739-741 
anticorpos de Duffy, 740 
biologia molecular, 740 
bioquímica, 740 
frequências fenotípicas, 739 
papel biológico, 740 
Gerbich, 747-748 
anticorpos de Gerbich, 748 
biologia molecular, 748 
bioquímica, 747-748 
fenótipos nulo/fraco, 747 
papel biológico, 748 
GIL, 751 
I, 750-751 
Indian, 749-750 
JMH, 750 
anticorpos JMH, 750 
bioquímica e biologia molecular, 750 
papel biológico, 750 
Kidd, 741 
anticorpos Kidd, 741 
biologia molecular, 741 
bioquímica, 741 
fenótipos nulos, 741 
papel biológico, 741 
Knops, 749 
Lewis, 738-739 
anticorpos Lewis, 739 
biologia molecular, 739 
bioquímica, 738-739 
papel biológico, 739 
Lutheran, 734-735 
anticorpos de Lutheran, 734-735 
antígenos, 735 
biologia molecular, 734 
bioquímica, 734 
fenótipos nulo/fraco, 734 
papel biológico, 735 
LW, 746 
MNSs, 724-727 
anticorpos MNSs, 727 
antígenos MNSs, 726 
biologia molecular, 725-727 
bioquímica, 725 
fenótipos nulo/fraco, 725 
fenótipos nulos, 725 
papel biológico, 727 
OK, 750 
P,727-729 


anticorpos do grupo sanguíneo P, 729 


biologia molecular, 728-729 
bioquímica, 728 
fenótipos nulos/fracos, 728 
papel biológico, 729 

RAPH, 750 


Sistema de grupo sanguíneo Rh, 729-734 


anticorpos para Rh, 733-734 

antigeno D, 730-732 

antigeno D parcial, 732 

antigeno G, 732 

antigenos C/c, E/e e Rh-composto, 732 
biologia molecular, 730-733 
bioquimica, 730 


fenótipo Rh negativo, 732 
antígeno D fraco, 731-732 
fenótipo Rh,» 732-733 
fenótipo Rħ u 732 
fenótipos C/c e E/e fracos e deleção, 732 
herança e classificação Rh, 729-730 
papel biológico, 734 
Sistema de informação laboratorial, 136-138 
definição, 136-137 
funções especiais, 136 
seleção, implementação e supervisão, 137-138 
Sistema de proteínas 
C/S, 846-848 
de coagulação, 845-846 


caracterização das proteínas de coagulação, 845 


montagens fisiológicas de proteínas, 845-846 
níveis elevados, 889 
síntese, 313 
Sistema(s) 
de grupo sanguíneo Kell e Kx, 735-738 
anticorpos Kell, 737 
biologia molecular, 737 
bioquímica, 736-737 
fenótipos nulo e fraco, 735-736 
papel biológico, 737-738 
de informação hospitalar, 131-133 
fibrinolítico, 846 
hepatobiliar, 307 
hepatocítico bioquímico, 307 
imune, 907-910 
antígenos de histocompatibilidade, 909-910 


aplicações laboratoriais da avaliação imunológica, 


910 
células apresentadoras de antígeno, 908-909 
células linfoides, 907-909 
células não linfoides, 909 
células natural killer, 909 
fatores humorais, 909 
imunidade celular ver Imunidade celular 
lesão imunológica, 910 
linfócitos B, 583-587, 908 
linfócitos T, 585, 907-908 
integrado totalmente automatizado Olympus 
AU5400, 72 
nervoso, doença autoimune, 1092-1093 
reticuloendotelial, 307 
modulares integrados, 71 
Sitosterolemia, 251 
Six Sigma, 5 
SNOMED, 141 
Sobrecarga circulatória associada à transfusão, 789 
Sódio, 27 
critérios para aceitação, 122-123 
efeito da hiperglicemia, 174 
hipernatremia, 96-97 
causas e patogénese, 187-188 
hiponatremia, 95-96 
avaliação de, 392 
causas e patogênese, 186-187 
variabilidade biológica, 80 
Solicitação de exame, 15, 133-134 
Solução aquosa, 63-64 
diluições, 64 
molal, 63-64 
molaridade, 63 
normalidade, 63 
Soluções fisiológicas, 1582 
Somatostatina, 218 
sérica, 333 
Somatostatinoma, 336 
Somatotrófo, tumores de, 385 
Sondas de ácido nucleico, 1332-1333 
Soro 
detecção de fármaco, 349-356 
hiato aniônico, 191 
Sorologia para HIV, 333 
Sporothrix spp., 1256-1257 
Staphylococcus aureus, 1331 
State Departments of Health, 9 
Sternotrophomonas maltophilia, 1178 
Streptobacillus spp., 1187-1188 
Streptococcus pyogenes, 1331 
Streptococcus spp., 1331 
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Strongyloides stercoralis, 1306-1307 microarranjos de DNA, 1569-1570 direto, 755-756 
Substâncias químicas, 58 reação em cadeia da polimerase competitiva real, indireto, 755-756 
Sucrosúria, 469 1571-1572 | reagentes e procedimentos, 754 
Sulfato de dehidroepiandrosterona, 427-428 proteômica, 1572-1573 sensibilidade, 755 
Sulfemoglobina, 536 Tecnologias de arranjo (array), 1419-1427 com ACTH, 417 
Sulfonilureias, 225 aplicações clínicas, 1426-1427 com glucagon, 403 
Suor, 1 76 arranjos de sequenciamento, 1422-1423 de carga hídrica, 391 
Supervisão de qualidade total, 4-5 aspectos de propriedade intelectual, 1425-1426 de cinco gotas, 470 
bioinformática, 1424-1425 de Coomb, 631 

q hibridização, detecção e análise de imagem, 1423- de deprivação hídrica, 389 
Tabagismo, 25 1424 de desnaturação alcalina, 610 
Tabela macroarranjos, 1420 de difusão em disco, 1195 

da verdade, 81 microarranjos de duas gotas, 470-471 

periódica, 1590 cDNA, 1422 de estimulação : 
Tacrolimo, 373 fabricação, 1420-1421 de fragilidade osmótica, 605 
Taenia oligonucleotídeos, 1422 de função 

substratos, 1420 suprarrenal, 103 


saginata, 1308 


cardíaca, 101-102 


Tegretol ver Carbamazepina 

Telomerase, líquido peritoneal, 526 

o-talassemias, 621 Telopeptídeos, em ligação cruzada, 210 
doença da hemoglobina H, 621 Temperatura, e atividade enzimática, 296 


hidropsia fetal por Hb de Bart, 621 Tempo 

fi-talassemias, 618-620 de payback, 152 
heterozigoto, 620 de protrombina, 313, 849 
homozigoto, 620 prolongado, 855-856 
(6B)*-talassemia, 620 de reptilase, 856, 858 lt 
(8B)°-talassemia, 620 de trombina, 849 detecção de anticorpos, 1015-1016 

defeitos moleculares, 619 ativada, 849 detecção de anticorpos anti-HLA específicos, 

deleções causadoras, 618-619 de tromboplastina parcial, 313 1015 o | 

persistência hereditária da hemoglobina fetal, 620- prolongado, 855-856 reação cruzada doador-específica, 1015-1016 

621 Tendência central, 108 triagem sorológica, 1015 
síndromes de at-talassemia, 621-622 Teofilina, 370 de lactulose-manitol, 342 | 
triagem e diagnóstico pré-natal, 622 Teorema de Bayes, 83 de lâmina de eluição ácida, 610 
de metirapona de um dia a outro, 417 


solium, 1308 


Talassemias, 618-622 endócrina, 102-103 


hepática, 100-101 
imune diferencial, 943 
tireoidiana, 102-103 
de Ham, 607 
de hibridização de ácido nucleico, 1142-1143 
de histocompatibilidade, 1013-1016 
compatibilidade HLA, 1013-1015 





Talco de luva, 516 Terapia antitrombótica, 895-904 

Tálio, 450 antagonistas da vitamina K, 895-897 de Perl para ferro, 560-561 

Tampão de tris-(hidroximetil)-aminometano, 1583- controles e variáveis pré-analíticas, 895 de permeabilidade com celobiose e manitol, 342 
1584 heparina, 897-898 de pré-transfusional, 780-781 


Tampões, 64, 1582-1583 baixo peso molecular, 898 de proficiência, 126-129 


fosfato de Sorensen, 1582-1583 
tris (hidroximetil) aminometano, 1583 
Tamponamento tecidual, 192 
Taxa de filtração glomerular, 174, 179-180 
cistatina C, 179 
creatinina, 177-178 


trombocitopenia induzida por heparina, 898-900 
inibidores de trombina diretos, 900 
monitoramento de anticoagulação com teste rápido, 
900 
novos anticoagulantes, 900-901 
terapia antiplaquetária, 901-902 


ajuste de um método em conformidade com 
outro, 127-128 
avaliação por grupo de pares, 127 
interpretação dos resultados, 128 
programas baseados na acurácia, 128-129 
de provocação de órgão-alvo, 1100-1101 


de Qui-quadrado, 111 
de redução de cobre, 469-470 
de sangue oculto nas fezes, 327, 343-345, 1545- 


Termometria, 62 
Termômetros, 62 
Terrorismo, 155-168 


ureia, 178-179 
Taxa de retorno interna, 153 





Taxa de sedimentação eritrocitária, 545-546 
aplicação, 546 
fatores 
eritrocitários, 545 
plasmáticos, 545 
método 
de micro-ESR, 546 
de Westergren, 545 
de Westergren modificado, 545 
VES-MATIC 20 instrument, 546 
Technicon Auto Analyser, 55 
Tecido musculoesquelético, banco de, 831-832 
Tecidos hematopoéticos, 569 
Técnica de imunoensaio multiplicado por enzima 
(EMIT), 924-925 
Técnicas de identificação de anticorpo, 764-768 
adsorção de anticorpo, 765 
inibição da hemaglutinação, 764-765 
procedimentos eritrocitários, 766-768 
destruição de antígenos eritrocitários, 766 
eluição de anticorpo, 766-767 
remoção de anticorpos dos eritrócitos, 767-768 


bioterrorismo, 155-166, 1368-1388 
agentes biológicos de categoria A, 1371 
agentes biológicos de categoria B, 1372 
agentes biológicos/doenças, 157-165 
agentes infecciosos, 1368-1370 
agentes riquétsicos, 1146 
armas biológicas, 1370-1372 
exemplos de, 1369 
Laboratory Response Network, 1372-1387 
papel do laboratório de nível A, 156 
potenciais agentes, 1370 
nuclear, 167-168 
papel do laboratório de nível, 168 
químico, 165-167 
categorias de armas químicas, 166 
convenção sobre a proibição de armas biológicas e 
químicas, 166 
papel do laboratório de nível A, 166-167 
Protocolo de Genebra, 165-166 
transformação em arma e distribuição de agentes 
químicos, 166 


separação de células autólogas e transfundidas, 768 Teste(s), 15 


tipagem de eritrócito com reagentes à base de 
lectina, 768 
reagentes à base de tiol, 765-766 
titulação de anticorpo sérico, 766 
Tecnologia, 18-21 
cleavase/invader, 1414-1415 
corrente, 20 
de ponta, 19-20 
derivada, 20 
reprodutiva assistida, 435-436 
secundaria, 20 
Tecnologias de alto desempenho, 1568-1573 
genômica, 1568-1572 
análise seriada da expressão genética, 1569 
comparação de tecnologias, 1572 


Apt, 341 
bactericida sorológico, 1202-1204 
centralizado no paciente ver Laboratórios de teste 
rápido 
cobráveis, 21 
com anticorpo fluorescente direto, 1142-1143 
com hormônio liberador de corticotropina, 417 
cutâneos, 942, 1100-1101 
da pentagastrina, 401 
de B-lactamase direto, 1195 
de absorção de D-xilose, 333-343 
de afoiçamento, 610 
de Allen modificado, 30 
de antiglobulina humana, 753-755 
controle de qualidade, 754-755 


1546 
de Schilling, 343 
de solubilidade falciforme, 610 
de supressão 
com clonidina, 403, 405 
com dexametasona, 103 
da desoxiuridina, 595 
de suscetibilidade 
enterococos, 1164 
estafilococos, 1161 
estreptococos, 1164 
micobactéria, 1232-1233 
de tolerância à glicose, 215-216, 220 
de tolerância à lactose, 333, 346 
de triagem de coagulação, 849 
tempo de protrombina, 313, 849 
tempo de trombina, 849 
tempo de tromboplastina parcial ativada, 849 
de Wilcoxon (signed ranks), 111 
do coágulo de mucina, 516 
do plasma em repouso, 245 
do veneno de víbora de Russel diluído, 891 
em local alternativo ver Laboratórios de teste rápido 
estourados, 21 
genético, 1466 
genético diagnóstico, 1500-1502 
Hemoccult, 333 
por hora, 21 
pré-sintomático de DNA, 1503 
rápido, 137 
realizado onde o paciente está ver Laboratórios de 
teste rápido 
respiratório de H,, 333 
t-Student, 107, 109-11 


Testículos, 429 
Testosterona, 427-428 


diminuída, 433 


Tetra-hidrocanabinol, 357 
Three-Day Rule, 8 
Tiamina, 445, 447-448 
avaliação laboratorial, 446 
fontes alimentares, 446 
RDA, 446 
Tifo, 1145 
do esquilo voador, 1145 
epidêmico, 1145 
murino, 1145-1146 
rural, 1145, 1147 
transmitido pelo carrapato de Queensland, 1145 
transmitido pelo carrapato do Norte da Ásia, 1145 
transmitido por piolhos, 1145 
Timo, 585 
testes para presença, 842 
Tipagem Rh, 758 
Tireoglobulina, 395, 397-398 
Tireoidite de Hashimoto, 395, 1087-1088 
Tireotrofos, 383-384 
tumores de, 385 
Tirosinemia, 462 
Tirosinúria, 496 
Tirotoxina, 394, 396, 400-401 
livre, 396-397 
Titânio, 450 
Tocoferol ver Vitamina E 
Tomada de decisão médica, 79-88 
acurácia diagnóstica, 81-87 
baseada em evidência, 87 
intervalos de referência, 79-81 
Tonicidade, 174 
Topiramato, 368 
Toxemia da gravidez, 441 
Toxicologia, 349-382 
Toxilab, 350, 353 
Toxina botulinica, 158, 162 
Toxinas e envenenamento, 376-380 
álcoois e glicóis, 377-378 
arsênico, 378 
carcinógenos ambientais, 376 
chumbo, 379-380 
cianeto, 376-377 
ferro, 379 
mercúrio, 378-379 
monóxido de carbono, 377 
organofosfatos e carbamatos, 380 
Toxocara canis, 646 
Toxoplasma gondii, 1291-1292 
Toxoplasmose, 651, 1324 
Traço 
de Cooley, 619-620 
falciforme, 614 
HbC, 616 
HbE, 616 
Tracoma, 1140 
Transdutor(es) 
de diodo de silício, 44 
fotoelétrico multicanal, 44 
Transferases, 287 
Transferrina, 276-277 
deficiente de carboidrato, 330 
LCE, 508 
receptores, 592 
Transformação de Lineweaver-Burk, 290, 292-293 
Transfusão de crioprecipitado, 784 
Transfusões sanguíneas, 775-793 
administração, 781 
terapia com componentes do sangue, 782-784 
transfusão em massa, 784, 858 
transfusão neonatal e pediátrica, 784-785 
coleta de sangue, 776-777 
produção de componentes do sangue, 777-779 
componentes do sangue com redução de 
leucócitos, 778 
componentes especiais, 778-779 
componentes leucocitários, 778 
concentrados de plaqueta, 778 
fator anti-hemofilico crioprecipitado, 778 
hemácias, 777 
plasma, 777-778 
redução de patógenos, 779 
reações transfusionais, 785-791 
alérgica, 785-786 
anafilática, 786 


contaminação bacteriana de componentes do 
sangue, 787 
doença do enxerto versus hospedeiro, 788-789 
doença transmitida por transfusão, 789-791 
hemólise não imune, 789 
hemolítica aguda, 786-787 
hemolítica tardia, 787 
lesão pulmonar aguda relacionada à transfusão 
(TRALI), 787-788 
não hemolítica febril, 785 
reações hipotensivas, 789 
sobrecarga circulatória associada à transfusão, 789 
seleção de componentes do sangue, 779-780 
hemácias, 779-780 
plaquetas, 780 
teste pré-transfusional, 780-781 
Translocações 
cromossômicas, 1485-1490 
Robertsonianas, 1441-1443 
Transplante 
alogênico de células progenitoras hematopoéticas, 
1017 
renal, 1016 
plasmaférese, 817-1018 
Transplante de tecido/órgão, 1013-1017 
base genética, 1013 
complemento no, 980-983 
teste de histocompatibilidade, 1013-1016 
compatibilidade HLA, 1013-1015 
detecção de anticorpos, 1015-1016 
detecção de anticorpos anti-HLA específicos, 1015 
reação cruzada doador-específica, 1015-1016 
triagem sorológica, 1015 
transplante 
de células progenitoras hematopoéticas alogênicas, 
1017 
de órgão não renal, 1016-1017 
renal, 817-818, 1016 
Transporte, 15 
Trato gastrintestinal, doença autoimune, 1091-1092 
Trato genital, 1361-1363 
amostras endocervicais e uretrais, 1361-1362 
secreções vaginais, 1361 
úlceras, 1362-1363 
vesículas, 1362 
Trato respiratório, 1357-1360 
amostras 
da garganta, 1257-1358 
da nasofaringe, 1357 
de broncoscopia, 1359-1360 
escarro e aspirados traqueais, 1358-1359 
vírus, 1119-1122 
coleta da amostra, 1120-1121 
crupe, 1120 
ensaio do antígeno viral, 1121-1122 
influenza, 1119-1120 
isolamento viral, 1122 
metapneumovirus, 1120 
vírus sincicial respiratório, 1120 
Trato urinário, 1360-1361 
coleta e transporte da amostra, 1359 
infecção, 1249 
testes indiretos para, 476-477 
neoplasia, 492 
processamento da amostra, 1359-1360 
Treinamento cruzado, 22 
Trematódeos, 1309-1313 
Clonorchis sinensis, 1311 
Fasciola hepática, 1311 
Fasciolopsis buski,1310 
Heterophyes heterophyes, 1310 
Metagonimus yokogawai, 1310 
Nanophyetus salmincola, 1310-1311 
Opisthorchis viverrini, 1311 
Paragonimus spp., 1311 
Shistosoma spp., 1311-1313 
Treponema spp., 1207-1211 
diagnóstico laboratorial, 1209-1210 
framboesia, 1208 
pinta, 1208-1209 
sífilis, 1207-1208 
endêmica, 1208 
tratamento, 1211 
Tri-iodotironina, 395, 397 
reversa, 397 


Tríade de Whipple, 224 
Triagem de portadores, 1503-1504 
Trichinella spiralis, 1315 
Trichomonas 
hominis, 1294 
vaginalis, 1298-1299 
Trichostrongylus spp., 1305 
Trichuris trichiura, 1304 
Triglicerideo(s) 
classificação ATPIII, 247 
critérios para aceitação, 122-123 
elevado com colesterol normal, 251 
lipase hepática, 237 
quantificação, 241-242 
diretrizes do NCEP para erros aceitáveis, 246-248 
variabilidade biológica, 80 
Trimetilaminúria, 462 
Tripanossomiase, 462, 1290-1291 
americana, 1290, 1324 
ver Doenga de Chagas 
Tripsina, 346 
Tripsinogênio 2, 329-330, 340 
Trombastenia de Glanzmann, 862-863, 865, 867, 873-874 
Trombocitemia essencial, 657, 1446 
Trombocitopenia, 869-872 
congénita, 869 
essencial, 657, 1446 
induzida por heparina, 871, 898-900 
medicamentosa, 870-71 
purpura trombocitopénica imune, 869-870 
purpura trombocitopénica trombótica, 871-872 
Trombocitose, 806, 872 
Trombofilia 
avaliação laboratorial do risco, 893 
estados hipercoaguláveis adquiridos, 890-892 
anticoagulante lúpico, 890 
hiper-homocisteinemia, 892 
síndrome antifosfolipídeo, 890-892 
hereditária, diagnóstico genético, 1506-1507 
testes para, 892 
Trombomodulina, 844, 890 
Trombopoetina, 568 
Troponina, 255, 257-258 
Trypanosoma cruzi, 790-791 
Tuberculose, 1029 
Tubos fotomultiplicadores, 43 
Tubos por hora, 21 
Tularemia, 158, 161-162, 1371, 1381 
Tumor(es) 
carcinoide, 327, 336-337 
de células nao B, 226 
de pequenas células redondas azuis da infancia, 1574 
hipófise, 383-385 
neuroendócrinos, 336-337 
ovariano feminilizante, 431 
ovariano masculinizante, 431 
produtor de gonadotrofina, 431 
testicular, 431 
Turbidimetria, 47-48, 273 


U 


Úlceras 
cutânea, 1365-1366 
trato genital, 1362-1363 
Unidades do SI, 1591-1606 
hematologia, 1601-1602 
líquido 
amniótico, 1602-1603 
cerebrospinal, 1603 
gástrico, 1600 
seminal, 1600 
sinovial, 1600 
prefixos, 1591 
sangue total, bioquímica do soro e plasma, 1592-1597 
unidades 
de base, 1591 
derivadas, 1591 
urina, 1597-1600 
valores de referência pediátricos, 1604-1606 
Urato(s) 
amortos, 486 
cristalinos, 486 
monossódico, 515 
monossódico mono-hidratado, 515 
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1638 Ureia, 178-179 


depuração, 179 
líquido peritoneal, 526 
quantificação de, 178-179 
Uremia, 879-880 
Urina, 32-33 
5-HIAA, 333 
ácida, 465 
alcalina, 465 
armazenamento e preservação, 32-33 
aspecto, 461 
leitosa, 461 
turva, 461 
urina vermelha, 460-461 
citologia, 298 
citometria de fluxo, 349-350 
concentração e diluição, 184-186 
cor, 460-462 
castanho-amarelada ou castanho-esverdeada, 461 
castanho-escura ou negra, 461-462 
vermelho-alaranjada ou castanho-alaranjada, 461, 
462 
detecção de fármacos, 349-356 
formação, 298 
gravidade específica, 306-307 
imunoquímica, 349-350 
incolor, 461 
microbiologia, 298 
osmolalidade, 185-186, 464 
técnicas de coleta, 32-33 
triagem para doenças metabólicas, 495-497 
Urinálise, 459-498 
ácido ascórbico, 477 
ácido 5-hidroxi-indolacético, 478 
açúcares, 465-468 
aspecto macroscópico/físico, 460-464 
bilirrubina, 474-475 
cetonas, 471-472 
gravidade especifica e osmolalidade, 463-464 
hematuria, 472 
hemoglobinuria, 472 
hemossiderina, 472-473 
Infecção do trato urinário, 476-477 
melanina, 478 
mioglobinúria, 473 
odor, 462 
pH, 464-465 
porfirinas, 478-480 
proteinúria, 465-468 
volume de urina, 462 
automatizada, 491-492 
avaliação da amostra, 460 
métodos, 491-492 
sedimento, 480-491 
triagem bioquímica, 464-480 
urobilinogênio, 476 
Urinálise a fresco 298 
Urinômetro, 464 
Urinotórax, 521 
Urobilinogênio, 476 
fecal, 574 


V 
Vacuolização, 558 
Validação, 138 
de método, 113-114 
Valor 
atual líquido, 152-153 
preditivo, 79, 82-83 
Valores laboratoriais anormais, 89-90 
patologia bioquímica, 95-103 
perfil hematológico, 90-95 
Válvulas cardíacas, banco de, 832 
Vanádio, 450 
Variabilidade 
aleatória, 80-81 
analítica, 115 
biológica, 80 
fontes de, 118 


Variação 
diurna, 24-25 
interindividual, 80 
intraindividual, 80 
Variantes da célula pilosa, 671-672 
Variável 
dependente, 107 
independente, 107 
Varicela zoster, 1129, 1332 
Varíola, 157-158, 162-63, 1332, 1371, 1382-1383, 1385 
características clínicas, 163 
considerações práticas, 163 
história e fundamento, 162-163 
Varredura imunológica, 941 
Vasculite, 1064-1077, 1084 
anticorpo antineutrofilico citoplasmatico, 1067 
classificação, 1064 
crioglobulinémica essencial, 1065-1066 
leucocitoclástica cutânea, 1065 
patogênese, 1064-1065 
principais síndromes vasculíticas idiopáticas 
angiíte primária do sistema nervoso central, 1075 
arterite (temporal) de célula gigante, 1074 
arterite de Takayasu, 1074-1075 
doença de Kawasaki, 1075-1076 
granulomatose de Wegener, 1071-1072 
granulomatose linfomatoide, 1072 
poliangiíte microscópica, 1070-1071 
poliarterite nodosa, 1069-1070 
púrpura de Henoch-Schôlein, 1072-74 
sindrome de Churg-Strauss, 1070 
teste laboratorial clínico, 1065-1066 
Velocidade de propagação, 38 
Verapamil, 65 
Verruga peruana, 1145, 1151 
Vesiculas, 1365 
Vespas, 1320 
Via(s) 
alternativa do complemento, 974 
ensaio, 1095 
anticoagulantes, 886-887 
clássica do complemento, 972, 974 
ensaio, 1095 
da lectina ligadora de manana, 974-975 
de Embden-Meyerhoff, 621-625 
de transdução de sinal, 1550 
Vibrio spp., 1178-1179 
Vidraria, 60-61 
ViPoma, 336 
Vírus 
da encefalite equina ocidental, 1382 
da encefalite equina oriental, 1382 
da imunodeficiência humana ver HIV 
da varíola ver Varíola 
Ebola, 164, 1382, 1385 
Epstein-Barr, 648-650, 1331-1332 
Guanarito, 1382, 1385 
Junin, 1382-1383, 1385 
linfotrópicos de células T humanas, 790 
Machupo, 1382, 1385 
Marburg, 164, 1382, 1385 
Sabia, 1385 
sincicial respiratório, 1120 
T-linfotrópicos humanos de tipo 1, 648 
West Nile, 790, 1112, 1332 
Vitamina(s), 444-450 
A, 449 
avaliação laboratorial, 446 
fontes alimentares, 446 
RDA, 446 
variabilidade biológica, 80 
B, ver Tiamina 
B, ver Riboflavina 
B, ver Ácido pantontênico 
B,, 445, 448 
avaliação laboratorial, 446 
fontes alimentares, 446 
RDA, 446 
B,., 445, 448 


avaliação laboratorial, 446 
deficiência, 91, 594 
fontes alimentares, 446 
metabolismo, 596-594 
RDA, 446 
variabilidade biológica, 80 
C, 445, 448-449 
avaliação laboratorial, 446 
fontes alimentares, 446 
na urina, 477 
RDA, 446 
D, 203-204, 445, 450 
avaliação laboratorial, 446 
deficiência, 207-208 
fontes alimentares, 446 
intervalo de referência, 204 
Intoxicação, 206 
raquitismo, 207, 208 
RDA, 446 
sintese e metabolismo, 203-204 
técnicas analíticas, 204 
E, 445, 450 
avaliação laboratorial, 447 
fontes alimentares, 447 
RDA, 447 
variabilidade biológica, 80 
hidrossolúveis, 447-449 
K, 445, 450 
avaliação laboratorial, 447 
deficiência, 858 
fontes alimentares, 447 
RDA, 447 
lipossoluveis, 449-450 
ver também vitaminas individuais 
VLDL, 234-236 
detecção de, 245-246 
Visao 293 
Vitronectina, 976 
Voltametria, 51 
Volume 
celular médio, 539 
de distribuição, 363 
de eritrócitos, 633 
talassemias, 618-622 
globular ver Hematócrito 
plasmático, 633 
sanguíneo total, 1589 


W 


WAGR, 1451 

Warfarina, 896-897 

World Wide Web, acesso aos resultados do paciente, 135 
Wuchereria bancrofti, 462,1313 


x 


Xantocromia, 501 
Xeroderma pigmentoso, 1453, 1512 
Ximelagatran, 900-901 
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Yersinia pestis ver Peste 


Z 


Zigomicose, 1261-1262 

Zinco, 450, 453-454 
deficiência, 451 
função, 451 
propriedades, 452 
toxicidade, 451 

Zona 
fasciculada, 404 
reticular, 404 


DIRETRIZES PARA REQUISIÇÃO DE SANGUE PARA CIRURGIA ELETIVA 


Denominada também Maximum Surgical Blood Order Schedule (MSBOS, Lista de Requisição Máxima de 
Sangue para Cirurgia) 
Estas diretrizes apresentam um limite numérico de Reparo de defeito septal ventricular. ...... 5 Histeroscopia ............ E E: 0 
unidades de sangue a serem requisitadas conforme Ressecção em cunha ...... raha eine E&I “Laparoscopid assess cases ee: 
a prática em três instituições distintas: University Vaporização a laser ....... a 0 
Boat SUNY Upstate Medical Gantes cm Siracusa, irurgia geral Neosalpingostomia ............... .. T&T 
NY; Virginia Commonwealth University Medical i ira iaminal Domeca T&T 
Center, Richmond, VA; e University of Michigan Ressecção OEE A en o T&D a3 eee Su pe a 
Hospitals, Ann Arbor, MI. Cada instituição deve Amputações EAA tn LEAS CIEE T&T Ressecção ovariana em cunha s- [RT 
estabelecer suas próprias diretrizes para requisição Apendectomia beeen eee TEE 0 Salpingo- ooforectomia ARES 0 
de produtos do sangue, a fim de considerar as Broncoscopia ..... ENE a renas Dou TAT Suspensão uterina .................. TA 
inconstantes necessidades e práticas médicas, em Inserção/remoção de cateter ............ O Ligação tubárica ....... adere o mi r 
colaboração com a equipe de médicos e cirurgiões Colecistojejunostomia ............... EST ‘Tuboplastia.. cscs cones PR 0ou T&T 
do hospital. Colecistectomia .......... RR T&T Vaginectomia ........ encarna LOCA A 
Ressecção de cólon .............. TST AZ VOWECIONNA: cscs crudis Gentes T&T a2 
CHAVE:0 = nenhum teste requerido Fechamento/desmonte de colostomia . . T&T | 
T&T = tipo e triagem Debridamento (ferida, queimadura) .... CR Neurocirurgia 
1-6 = número de unidades com Inserção da derivação peritoneal de Denver. .0 Grampeamento de aneurisma ........ 2a6 
reação cruzada Revisão da derivação de Denver ...... ...0 Biópsia (cervical/cerebral) ........ T&T a 1 
CR = conforme requisitado Troca de curativo ......... RECO nr 0 Abertura de orifício com trépano...... T&T 
= varia de acordo com o propósito Laparotomia exploratória ......... T&Ta2 Liberação do túnel carpal............... 0 
BY Pass GASTIGO srosrces vonewiew oars T&T Descompressao cervical ........ .. T&T a2 
' : oe Inserção de tubo gástrico ....... OouT&T Discectomia cervical ....... veer OU LT 
Cardiopulmonar/cardiotoracica Hemicolectomia .......... eee 2 Cordojomia ee se eee, T&T 
Reparo de canal A-V. er renner meecnaveren 3 Hemorroidectomia ....... Poe os a 0 Cordeçtomia eme EER ee ] 
ANS DASHA os rasa awn arca T&T Lobectomia hepática ............. 0306  (CrAMEUONIA oers conssir cents Pra aie 
Reparo de aneurisma aértico ou ventricular. .4 Reparo de hérnia, inguinal ....... Oou T&T Cranioplastia ............ ER T&T a 2 
Dissecação aórtica ............... syne 6  HeoSOMiA sara serasa es co BE (Cranionomia! essri erer és sega ere 
Reposição de válvula aórtica ......... 2a3  Bypassda ilíaca profunda ME er, lL Endartectomia;carótida .. recesso 2 
Reparo de defeito septal atrial ........... 3 Colocação de tubo de jejunostomia.......0 Hipofisectomia....... ES AE .. T&T a 1 
SEDIOCIONIA GUIGL ne rena SEERNET S 3 Lumpectomia,massa mamária .......... O Lamnectomia em mm eee T&T a 2 
Derivação de Blalock- “Taussing peace acl  Mastêctomia simples oo. saraças sarssos O Lobertomia, assess vs oe Rese apa 
Derivação bidirecional de Glenn ..... ... 2 Mastectomia, radical modificada ...... T&L Remoção de neuroma ... meras LOL 
CABG (enxerto da veia corondria)......... 2a4 Méediastinoscopia............... OouT&IT Reparo de nervo... cessar ees T&T 
Reparo de coarctação ..... meee a .3 Miotomia (pilórica) .......... eee O Ressecção de tumor hipofisário ay er l 
Esofaponastrectomia esner cascos vs 2  Parotidectomia ........ EEE OouT&T Fusão espinhal ..... EAF sss [ATA 1 
Hérnia/hiato esofágico .......... OouT&T Cisto GUGA sas ad ER roe .0 Biópsia cerebral esterostática . . . ..0 ou T&T 
Esofagoscopia........... eter ts O Detivação portocaval sccciseccci cs 4a6 Hematoma estereostático ............ T&T 
Procedimento de Fontan ..... eee 3a4 Reparo de pseudoaneurisma ............ 6 Transplante de nervo ulnar ............. 0 
Desvio em vaso calibroso .............. 53 ROSSCCCUO GE costela acreano 0 Inserção de derivação ventricular- 
Lobectomia ....... ert ach er TE GUL  SEMOTECIOMIA sos mms sonia omni . T&T RETRO RAE quo er aaa O ou T&T 
Mediastinoscopia......... Se Dou TE  Simoidoscopid sicccccsssrscunsewens 0 
Comissurotomia mitral . msm careerene s .3 Ressecção do intestino delgado ....... T&T Ortopedia 
Valvuloplastia mitral ............. Soaks 2  Espleneciomia ooc-k cence cee es T&T a2  Acromioplastia.............. Ste rates 
Anuloplastia da válvula mitral.......... 5º Sampa eenen T a TUT AMpUIAÇÃO essen wean eee so BEL 
Reposição da válvula mitral .......... 283  ECOICCOMIA eeens Oou T&T Artroscopia.......... Eis sore 0 OU L&T 
Procedimento de Mustard .......... reed  Resseccão total dO COLOR... serere concer I&I Artroplastia..... sik wee war eee ven vs LOL 
Bidpsia pulmonar aberta ......... ....&T  Vagotomia........ eT Tee QOouT&T Artrotomia....... eee ee eae 0 
Inserção de marca-passo ............... 0 EIEBOCNITAÇÃO: cs ser preso snes e EAL Biópsia erosional -creiras cense 0 
Ligação de dutos arterioso patente. . .. T&T Procedimento de Whipple eee Ce Carne 2 Transferência bipolar ............... T&T 
Pericardectomia ..... neves mama 3:02 00.4 Liberação do túnel carpal .......... pea 
Janela pericárdica ....... es OouT&l Ginecologia Redução fechada ................ aaa 0 
Pneumonectomia........... ....[&Tou2 Reparo anteroposterior ........... Iklat Debridamento css scess cresti . CR 
Reposição de válvula pulmonar CE 2a3 Biópsia em cone (laser de CO do oer .....0 Laminectomia de descompressão ene T&T 
Valvulotomia pulmonar ............ ....3 Dilatação e curetagem (DRC coco corro 0a2 Disquectomia........ Toe ap T&T 
Redo e reparo ....... nes Eine 060 Gravidez ectópica....... e» RAS TET a2 FrAmraS ms nes ao Ea o 0 
SEPRECIONHA ess wareskarane wtp ewes vice .++++.2  Ablação do endométrio........... een 0 *Fusões, outros ..... Rear Caer T&T a 2 
Remoção de arame esternal ..... EEE ...0 Exame sob anestesia (EUA) ..... ae 0 Remoção de hardware...... OEE T: 0 
Teiralopiade Fallot soss uvaussa ars aca 3a4 Laparotomia exploratória ......... T&Ta2 Revisão decostela ........... ceased aA 
Toracotomia/lobectomia ................ l Procedimento de exenteração ........... 4 Emparafusamento e encravamento de 
TOPACOSCOD IG ees ewes va E aks +++) Inserção de cateter de Groshong ......... 0 göstela ssa esos ua PRE ee gies T&T 
Reparo de transposição .............+.. 5 Histerectomia, total abdominal ....T&Ia2 Laminectomialombar............... T&T 


METASQUSEONA oscars ww awe ween ara 0 
Transposição GE nervo acesa pasar 0 
Excisão de neuroma «as ssa vas TRS 0 
Redução ADORA aaa T&T a2 
Osteotomia rsss site saree ware Sob dar a 0 
Fusão da haste posterior ..... E ESTE 2 
Remoção dE prótese wan cexewesvenee T&T 
TACT ACORS se acne ae 0 
Revascularização e exploração ERR Ui! 
Colocação de haste (Grosse e Kempf) .. T&T 
Reparo de manguito rotator .......... T&T 
Reposição de ombro ........ RAMAIS T&T 
Reparo de ombro ......... eee seas 0 
FUSOES ESPINHAS arrana arrana pasa .la3 
Reparo do tendão ......... a seas we 
Cotovelo TON! cs nnde MAMAS T&T 
Costela total ..... re oa ere reas 
Joelho total ...... Nie ge Ne gro E A T&T 


Otorrinolaringologia/cirurgia de 
cabeça e pescoço 


DADO RONNIE ee rerio reer KAKTA eae 
RECORD 4094s raios cree eee 0 
RON OKCO MA £8 Sk senda E 0 
Caldwell-Luc ..... Por ere reer ere 0 ou T&T 
HTT (i filet Cr: | oa ei ER 0 
RESSECÇÃO composta ss usassurses sane 
Laringoscopia dissecante ....... PERENE ORE 0 
Endoscopia serar enara NEREA 0 
Reconstrução esofágica ............. T&T 
ESOlAPOSCODIA spas spas ias ds 0 
Ligação da artéria etmoide...... RR 4 
Etmoidectomia ........... E T&T 
PODSIACXEISIODEL mesme an senses 0 
Exploração de seio frontal .......... T&T 
CHOSSECÊONA. sensaro eim eee arent T&T 
LADIPIOCIOOUA sans sines 0 
Larnngectomia n ccincesee sim ope T&T a2 
LaningOscopia sussa areas asa caia 0 
Mandibulecto nia: sese emerson sima T&T a2 
Mastoidectoond spaces sas 0 ou T&T 
Fixação maxilar: «sms ex PE T&T 


Maxilarectomia ....... E T&T a2 


MITINBOLOMNA ss essa ee 0 
NASO RAP ROS COTA anoen 0 
Dissecação cervical .............. T&T a2 
Neurectomia ........ espa ....00u T&T 
PAnPMOSCODIA ra esse 0 ou T&T 
PATO E os resp awa 4 .0 ou T&T 
REMOCIO de Mara Sess neuen O 0 
WEDIOPIASH A) see ques ares A 0 ou T&T 
Septorrinoplastia ........... ... -0 0u T&T 
Esfenoetmoidectomia ses suma sas voces T&T 
ESTENOMIGCIONEA cursa deena canes T&T 
Estapedectomia sussassamssess fatale 0 
TAOMCCIONNG qr caras RR ROVER 0 
Tonsiectomn..assi6ss cases ee TES 0 
TAOMEOSCODIA, ar ER o 0 
Inserção de tubo de traqueostomia aea en) 
MAENOR e EAEE LER T&T 
Timpanomastoidectomia ....... 0 ou T&T 
DUNDAHOOIESNG crase nae baa rene eas 0 


Cirurgia plastica 


Reparo de Millard: essas cases cooks T&T 
CHOU ereere Spree T&T 
Mamoplastia de redução ...... .. -00u T&T 
Septorrinoplastia ........... “Dou T&T 
Transplantação renal 
Fistula arteriovenosa............. ee O 
Nefrectomia doadora................ T&T 
Transplante de pâncreas ................ 4 
Remendo ( patch) arteriovenoso renal ....3 
Transplante renal ....... Ro weet T&T a2 
Inserção/remoção de cateter vascular 
(Tenckhoff) ......... CAs E 0 
Urologia 
Adrenalectomia ....... TRAIN IC eC 2 
Ressecção da bexied! sus 25.5444 asas .T&T 
Circuncisão ....... ERVAS Ra O aves 0 
Cistectomia....... oe TT F 2 
CASTOS CONS emas ss nes EEN Da O 0 





Cistotomia .. assess ET EATE EE T&Ta4 
Fulguração, bexiga com sangramento ....0 
FHC ROC IACLORNA esc seio qua requeira 0 
Conama <a cease rara l 
Litotomia ureteral supe ssa mos canas T&T 
Litotripsia, onda de choque ............. 0 
MCBONE ra eee esa ces De aan T&T 
Biópsia por agulha da próstata RCA 0 
Neifrectormma, doadora «sussa ssa sue 
Nefrectomia, radical ................2a4 
Neiroltotripsia qua sena rasas ovals ] 
Nefrostomia ........ rho re A sure T&T 
Orquiopexia ...... ee sects esac as 0 
ECA e cas ser O 
Penectomia ....... aaa RR gras a 2 
Inserção de prótese peniana .......... evil 
Prostatectomia ......... ea sea T&T a2 
PISOULOIONUG mess eres nets es .. T&T 
Reimplantação do DESCE usasse ss T&T 
Procedimento de Stamey...... ...0 ou T&T 
Ressecção transuretral da 

EE ET Gs nce Sa Rea pene ees RES T&T 
Ureterectomia ..... Eae a eee 0 
LEITO MOON ss reo eee Sue T&T 
Unreteroscopia suas seus seara pete 0 
Excisão de fistula uretral ..........-. T&T 
VASECIOHMS à ovaries cusaasa cessar eres 0 
VASOVASHISUOTIED us mm nim iu mesm 0 


Cirurgia vascular 


Cirurgia abdominal adrtica .......... 2a4 
Reparo de aneurisma ........ laio da Rea 2 
BYPASS Ortac os usas rare sa 4 
Bypassartenolemoral esses es aesrems 2 
Fístula arteriovenosa ...... sey ai SDS EO 0 
Endarterectomia carótida ..... Eisa ra T&T 
Inserção/remoção de cateter ....... asas 0 
Bypass femoral. asus cesses paus ssa ede 
Bypass da ilíaca profunda CRS AS “al 
Reparo da artéria renal us cose 3 
Bypass arterial esplenorrenal ........ T&T 
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